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EKSi HAMUR FORMUL OPTIMiZASYONUNUN EKMEGIN AROMATIK
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Danmisman: Prof. Dr. Mehmet HAYTA

OZET

Eksi hamur eski c¢aglardan beri ekmek {iretiminde kullanilmakta olup, ekmegin
kalitesini ve raf omriinli olumlu yonde etkileyen bir yontemdir. Un, su ve ortamdan
gelen mikroorganizmalarin etkisiyle hamurun dogal fermantasyona ugramasi veya
starter olarak laktik asit bakterilerinin (LAB), un ve su karisimina ilave edilmesi
sonucunda olugsmaktadir. Her iki yontemde de, eksi hamur LAB ve maya
mikroflorasinin niteliklerine gore meydana gelen metabolitler biyoaktif, aromatik,
tekstiirel ve diger fizikokimyasal nitelikleri etkilemektedir. Bu c¢alismada, gilinlimiiz
firincilik sektdriinde yaygin olarak kullanilan spontan fermantasyon ile bilimsel olarak
kabul gérmiis ancak endiistriyel kullanimda yer bulamamis starter LAB ilavesi yontemi,
iki temel eksi hamur yontemi olarak ele alinmistir. Her iki yontemde, ekmek kalite
niteliklerini direkt etkileyen maya, kepek ve eksi hamur miktar1 bagimsiz faktorler
olarak kullanilmistir. Ekmek deger sayist (EDS) ve ekmek kabul edilebilirligi (KE)
bagimli degiskenler olarak belirlenmistir. EDS’nin belirlenmesinde gozenek faktorii
gOriintli analizi ile degerlendirilmistir. Optimizasyon ylizey yanit metodu (YYM) ile bes
seviyeli ii¢ bagimsiz faktor merkezi bilesen deneme deseni kullanilarak
gerceklestirilmis ve optimum modeller olusturulmustur. Belirlenen modellere gore
iretilen ekmeklerin standart ekmege gore toplam fenolik madde, antioksidan etki,
ferulik asit ve mineral madde igerigi gibi biyoaktif nitelikleri ile in vitro protein ve kiil
sindirilebilirligi gibi biyoyararlanim nitelikleri belirlenmis ve karsilagtirilmistir. Ayrica
ekmeklerin raf omrii siiresince aromatik ve tekstiirel profillerindeki degisim tespit
edilirken, ekmek bayatlama nitelikleri, mikro yap1 ve ekmek termal 6zelliklerinin takibi

gibi farkli yontemler ile belirlenmistir.

Sonug olarak optimize edilmis eksi hamur formiiliiniin raf dmrii sliresince ekmek kalite
ozelliklerine olumlu katki sagladigi belirlenmistir. Ayrica ekmegin aromatik profil,

biyoyararlanim ve biyoaktif niteliklerinde artis oldugu tespit edilmistir. Starter LAB
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ilavesi yontemi kullanilan optimize edilmis eksi hamurla belirgin olumlu sonuglar elde

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yiizey yamit metodu, optimizasyon, cksi hamur ekmegi,
biyoyararlanim, ekmek kalitesi, aromatik profil, biyoaktif

nitelikler, goriintii analizi
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THE EFFECT OF FORMULA OPTIMIZATION OF SOURDOUGH ON THE
AROMATIC PROFILE, BIOACTIVE PROPERTIES AND SHELF-LIFE OF
THE BREAD

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Ph. D. Thesis, December 2014
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Mehmet HAYTA

ABSTRACT

Sourdough is a method has been used since ancient times in bread production, it affects
positively on the quality and shelf life of the bread. It is formed by natural dough
fermentation through the action of microorganisms from the flour, water, environment,
or by adding lactic acid bacteria (LAB) as starter to flour/water mixture. In both
methods, the metabolites resulting from the nature of the LAB microflora of sourdough,
affect bioactive, aromatic, textural and other physicochemical properties of bread. In
this study, spontaneous fermentation which is widely used in the current bakery industry
together with the starter LAB addition method that is recognized scientificly field but
has not been used in the industry were considered as two basic sourdough methods. For
both fermentation methods, factors affecting the quality attributes of bread such as the
amount of yeast, bran and sourdough were used as independent variables. Bread value
number (BVN) and bread acceptability (BE) were determined as dependent variables.
Optimization was performed by using responce surface methodology (RSM), three
factor, five level, central composite rotatable design and the optimal models were
obtained. The differences in terms of some bioactive properties such as total phenolic
content, antioxidant effect, ferulic acid and mineral content, also bioavailability
attributes such as in vitro digestibility of protein and ash, between the breads obtained
according to optimization and standard bread were determined and compared. The
changes in aromatic and textural profiles were determined during the shelf life of bread,
also bread staling properties were detected with different methods, such as view of the
microstructure and thermal properties of the bread. Optimized formulations of
sourdough has been found to contribute positively to the bread quality properties during
shelf life. Also it has, increased bioavailability and better bioactive properties and
aromatic profile. The markedly positive results were obtained with sourdough that used

LAB starter incorporation method.



viii

Keywords: Response surface methodology, optimization, sourdough bread,
bioavailability, bread quality, aromatic profile, bioactive properties,

image analyse



ICINDEKILER

EKSi HAMUR FORMUL OPTIMiZASYONUNUN EKMEGIN AROMATIK
PROFILI, BIYOAKTIF NiTELIKLERI VE RAF OMRU UZERINE ETKIiLERI

BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK .......o.viieirinsesiieessesisseesessesssssessesssssssessssesssssssensssessnes i
YONERGEYE UYGUNLUK .......ceviviieeieiieesiieesesissssesiesssesasssssssssesssssssessssesssssssesssssnss i
KABUL ONAY ...ttt ettt ettt s sttt ns st ss s et sn st nen s ssasenees iii
TESEKKUR ..ottt ettt sttt s st s e st enneeae st ennsnensns iv
(074 2 TR v
ABSTRACT ..ottt sttt vii
ICINDEKILER .....oooivitiiiieectete e et es sttt sssas et enss st senssas st s s nssanas s ensnenens iX
KISALTMALAR Ve SIMGELER .......cccooviiiieiieeeeeseseesee et es s sses s ses s XV
TABLOLAR LISTESI ..ottt Xvi
SEKILLER LISTESI ..ottt Xix
L] 1 23 1T 1
1. BOLUM

GENEL BIiLGILER VE LITERATUR CALISMASI

1.1 Eksi Hamur: Yontem ve mikroflora ... 4
1.1.1. Eksi hamur cesitleri ve yapim yontemleri..................ccccooiiniiinc 4
1.1.2. Eksi hamur mikroflorasi ve metabolitleri.....................cccoooiiiiiiinnini 6

1.1.2.1. Laktik asit bakterileri (LAB)........ccooiiiieiee e 9
1.0.2.2. MYAIAT ... 12
1.1.2.3. Eksi hamurda mikrobiyal interaksiyon.................c.ccccoiiiiiiiininne 13

1.2. Eksi hamur fermentasyonu: Metabolitler ve biyokimyasal degisiklikler ......... 15

1.2.1. Eksi hamur fermentasyonu sonucu olusan bazi metabolitler ..................... 15
1.2.2.1. OrganiK @Sitler ........c.ooviiiiiiicce e 16

1.2.1.2. Hidroksi yag asitleri .............c..ccccooiiiiiiiiii e 17



1.2.1.3. HIdrojen PeroKSit..........ccoiiiiiiiiiiiieceee s 18
1.2.0.4. BAKEEITOSIN ..ottt 18
1.2.1.5.Reuterin (3-hidroksipropanal ) ........cccccoeiiiiiiiiiii 19
1.2.1.6. Diasetil (2,3-butanedion) .........ccccceiiriiieniiee e 19

1.2.2. Eksi hamur fermentasyonuyla meydana gelen biyokimyasal

deBiSIKIKICr ... 19
1.2.2.1. ASTAIFIKASYON ...t 20
1.2.2.2. Proteolitik aktivite ve protein degradasyonu.............ccccccevvivververneennnn. 21
1.2.2.3. Karbonhidrat modifikasyonu............c.ccccevvviviiiiiiicic e 22
1.2.2.4. EksopolisakKkarit olusumu...............ccccooovviiiiiiniiie e 24
1.2.2.5.Yag asitlerinin enzimatik ve mikrobiyal doniisiimii............................... 25

1.3. Eksi hamur ve ekmek Kalitesi..................ccooooii i, 26
1.3.1. Aromatik YaPL.......cooooiiiiiii e 28
1.3.2 Raf OIMITL ..o 30

L3 2 0 T@KSTUT ... 30
1.3.2.2. Termal O0zelliK...............cocoiiiiiiiiii e 31
1.3.2.3. Kiif gelisiminin onlenmesi.................cccoooiiiiiiiin e 33
1.3.3. BiyoaKtif NiteliKIEr.... ..o 34
1.3.3.1. Fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivite.....................ccocoeiiinnnne 34
1.3.3.2. Sindirilebilirlik ve biyoyararlanim.....................cccoooiiiine 36
1.3.3.2.1. Fitik asit, fitaz aktivitesi ve mineral biyoyararlanim...................... 36
1.3.3.2.2.Enzime direncli nisasta (EDN) olusumu ve biyoyararlanim........... 40
1.3.3.2.3.Protein sindirilebilirligi .................cccooiiiiiiii 43
1.4. Yiizey yanit metodu (YYM) ...ocoiiiiiiiiiii e 45
2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

2.1 IMAEEIYAL ...t 48



Xi

2.1.1. HAMMAAUE ... 48
2.1.2. Laktik asit bakterileri (LAB) ....ccoov oo 48
2.1.3. Enzimler, tampon c¢ozeltiler ve standartlar.......................ccociiiin 50
2.1.4. Sarf malzemeleri ve kimyasal maddeler.............cccocorviiiinieiiin e 50
2.1.5. CINAZIAK ... 51
2 R 1) 111 1 (PR PR PR 54
2.2.1. Un 6rneginin kimyasal ve teknolojik kalite ézelliklerinin belirlenmesi .....56
2211 RULUDEL ... 56
22012 KL 56
2.2.1.3. PIOTEIN ..o 56
2.2.1.4. Sedimentasyon de@eri.............ccccoorriiiiiiiiiiieiiese e 56
2.2.1.5. Yas ve kuru gluten miktari, gluten indeks ...................ccocoenniiinninnnnnn. 56
2.2.1.6. Farinogram degerleri .............c.ccooiiiiiiiiiiic e 57
2.2.2. YYM ile formiil optimizasyonu.............c.cccocoviiiiiiiiiiiiinc e 57
2.2.2.1. DENEYSEl IZAYN ... s 57
2.2.2.1.1. Degisken faktor seviyelerinin belirlenmesi .....................ccooeeinn 58
2.2.2.1.2. Ekmek deger sayis1 (EDS)...........ccccoociiiiiiii, 60
2.2.2.1.3 Ekmek kabul edilebilirlik (KE) diizeyi ............cccccooerereneniiinnennnn. 64
2.2.3. Eksi hamur denemeleri..............cccoooviiiiiiiiiiiiiii e 66
2.2.3.1 Spontan fermMENTaSYON .......c.c.civi it 66
2.2.3.2. Starter LAB ile fermentasyon.........ccccocoveiiiiieiinenieeeese s 67
2.2.4. EKMEK dENEMEIETT ..o 67
2.2.5. Eksi hamur fizikokimyasal ve mikrobiyolojik oézellikleri............................ 68
2.2.5.1. pH ve titrasyon asitligi...............ccccocoiiiiiiiii 68
2.2.5.2. LAB SAYIIMI .....ooiiiiiiiiiieccie et 69
2.2.6. Pisme sonrasi ekmek fizikokimyasal kalite 6zellikleri ................................ 69
2.2.6.1. pH ve titrasyon asithigi.................cccocoiiiiiiiii 69

2.2.6.2. Rutubet miktari ve rutubet kayb1 (RK)..............cccoooiiiiiini, 69



2.2.6.3. KabuK Ve i¢ FeM@i...........coooiiiiiiiiiiicec e
2.2.6.4. Hacim ve Spesifik NACIM ..........cooiiiiiiii e
2.2.6.5. Kabuk Kalinli@............coooiiiiiiii e
2.2.6.6. Laktik ve asetik asit iCerigi ...............ccoocoriiiiiiniii
2.2.7. Raf omrii siiresince ekmekte fizikokimyasal ve mikrobiyal degisimler .....
2.2.7.1. Tekstiir profil analizi (TPA) ...........ccccooiiiiii e
2.2.7.2. Nisasta retrogradasyonunun iZIeNmMeSi..........cccevvevveieiieeseeie e
2.2.7.3. Ekmek yiizeyinde Kiif gelisimi ..................ccccooiiiiiii,
2.2.7.4. MIKIOYAPL ..ot
2.2.8. Raf 6mrii siiresince ekmek aromatik profilindeki degisim .......................
2.2.9. Ekmegin biyoaktif nitelikleri..................ccooooiiiiii
2.2.9.1. ANtioKSIAaN @KEIVITE..........ooveiiiiriiciree s
2.2.9.2. Toplam fenolik madde iceri@i..............ccccooniiniiiiiiii
2.2.9.3. Ferulik asit iCerigi..........ccccoooniiiiiiiiiiii e
2.2.9.4. Mineral madde i¢eri8i ............c..ccoeriiiiiiiiiic
2.2.9.5. In vitro kiil sindirilebilirlik orani................c.ccccoooiiiiiiini e
2.2.9.6. In vitro protein sindirilebilirligi..................c.ccooooiiniiiii
2.2.9.7. Enzime direncli nisasta (EDN) miKtarl................ccoceinniiiiiiniiinn e,

2.2.10. TStatiStIKSEl AMABZIET ..............cveeveeee oo ee oo e oo e e e e e e s e e e e s eeeesseereeenes

3. BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI
3.1. Un oérneginin kimyasal ve teknolojik kalite ozellikleri .........................ccceeenis

3.2. Spontan fermentasyon yontemi ile iiretilen ekmeklerde EDS ve KE

degerlerine ait optimizasyon sonuglari .................cccccooiiiini

3.2.1. Spontan fermentasyon yontemi formiil optimizasyonu sonuclarinin

deneysel dogrulanmast..............ccooiiiiiiini

xii



Xiii

3.3. Starter LAB ilaveli fermentasyon yontemi ile iiretilen ekmeklerde

EDS ve KE degerlerine ait optimizasyon sonuclarinin elde edilmesi................ 96

3.3.1. Starter LAB ilaveli fermentasyon yontemi formiil optimizasyonu

sonuclarinin deneysel dogrulanmasi..............c.ccococvevieiiiieniie e, 106

3.4. Eksi hamurlarin bazi kimyasal ve mikrobiyal 6zellikleri ................................ 107
3.4.1. Eksi hamurlarin pH, titrasyon asitligi (TA) ve organik asit icerikleri.....107
3.4.2. Eksi hamurda LAB SQYIMI ..........cccoooiiiiiiiiiiiii e 108
3.5. Pisme sonrasi ekmek fizikokimyasal kalite 6zellikleri.........................ccoceen. 110
3.5.1. pH, titrasyon asitligi (TA) ve organik asit icerigi...................ccccvvirnnnns 111
3.5.2. Rutubet miktar1 ve kabuk kalinli@ ................c.cccoooiiii e, 113
3.5.3 KabuK Ve i€ FENK ..ot st 114
3.5.4. Hacim ve spesifik NAaCIM.........ccocoiiiiiice e 115
3.6. Raf 6mrii siiresince ekmekte fizikokimyasal ve mikrobiyal degisimler.......... 115
3001 TEKSTUT ... 115
3.6.2. Ekmek rutubet kayb1 (RK)............ccooiiiiiiiiee e 118
3.6.3. Nisasta retrogradasyOnU.............ccocueieriererenienesesesesieeseesee e see e e ssesseesens 119
3.6.4. Ekmek yiizeyinde Kiif gelisimi................ccccooniiiiiii e, 121
3.6.5. MIKIOYAPL......ooiiiiiiiicice e 122
3.7. Raf 6mrii siiresince ekmek aromatik profilindeki degisim............................... 129
3.8. EKmek Biyoaktif NItEHKIEIT ........ccoiiiiiiiiiiiceee e 140
3.8.1. Toplam fenolik madde igeri@i..............c.ccooeriiiiiniiiiiicc s 140
3.8.2. ANtioKSIAaN aKEIVITE .......ccooviiiiiiiiicc e 141
3.8.3. Ferulik asit i¢eri@i.............ccccooiiiiiiiiiiiiii 142
3.8.4 Mineral madde i¢erigi............cccoovriiiiiiiiiii 143
3.8.5. In vitro kiil sindirilebilirli@i .................ccoooiiiiiiii 144
3.8.6. In vitro protein sindirilebilirligi.................cccooooiiiiiiiiis 145

3.8.7. Enzime direncli nisasta (EDN) ............cccooiiiiiiiiiiee e 146



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER

Xiv



Sembol

°C
CCRD

dak
DPPH
DSC
EDS
EPS
FK

HPLC

KE
KSO
LAB
mj

pL
mL
MRU
NE

S
SPME
SPE
STE
SEM
TTA
YYM (RSM)

XV

KISALTMALAR ve SIMGELER

Anlam

Angstrom

Santigrat derece

Merkezi Bilesen Deneme Deseni (Central Composite Rotatable
Design)

Dakika

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil

Diferansiyel taramali kalorimetre (Diferential Scanning Calorimeter)
Ekmek Deger Sayisi

Eksopolisakkarit

Faktor Katsayisi

Gram

Yiiksek basingli s1vi kromatografisi (High Pressure Liquit
Chromotography)

Kabul Edilebilirlik

Kiil Sindirilebilirlik Orani

Laktik Asit Bakterisi

Milijoul

Mikrolitre

Mililitre

Maillard Reaksiyon Uriinleri

Normal Ekmek

Saniye

Kati faz mikro ekstraksiyon (Solid Phase Micro Extraction)
Spontan Fermentasyonlu Ekmek

Starter Fermentasyonlu Ekmek

Scanning Electron Microscope (Taramali Elektron Mikroskobu)
Toplam Titrasyon Asitligi

Yiizey Yanit Metodu (Responce Surface Methodology)



Tablo 1.1.
Tablo 1.2.
Tablo 1.3.

Tablo 1.4.
Tablo 1.5.
Tablo 2.1,
Tablo 2.2,

Tablo 2.3.
Tablo 2.4,
Tablo 2.5.
Tablo 2.6.
Tablo 2.7,
Tablo 2.8.
Tablo 2.9.

Tablo 2.10.
Tablo 2.11.
Tablo 2.12.
Tablo 2.13.
Tablo 2.14.
Tablo 2.15.
Tablo 2.16.
Tablo 2.17.

Tablo 3.1.
Tablo 3.2.
Tablo 3.3.

Tablo 3.4.

XVi

TABLOLAR LISTESI
Eksi hamur ¢esitleri ve icerdikleri LAB’leri.......cccoooiiiiiiiiiiiiiiie e, 6
Eksi hamur fermantasyonunda bulunan Lactobacillus tirleri.................... 10

Eksi hamur fermentasyonu sirasinda mikrobiyal ve enzimatik

doniisiim ve ekmek kalitesine etkileri..........ccoovveiiiiiieeiiiiiiee e 27
Eksi hamur ile iiretilen ekmeklerdeki aroma bilesenleri ...........cccocueeneene. 30
TPA Kontrol parametreleri ..o 31

Ekmek starter kiiltiirii olarak kullanilan tig kiiltiire ait teknik bilgiler... ... 49

Mikrobiyolojik ¢alismalarda kullanilan besiyerleri ve sarf

MAIZEMEIETT ... s 50
Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler............cccooeiiiiiiniiniinnnnnn 51
Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar.........c..cocooveiiiiie e, 53
YYM’a gore kullanilan degiskenler ve seviyeleri .........ccvvveiiiiiieninnnnnnne 59
CCRD deneme plant .........cccooeeiieiiiieiieieieesieee e 59
Ekmek gozenek alanlari i¢in hazirlanmis siniflandirma araliklart ............ 63
Gozenek faktoriinlin hesaplanmast ..........cocceveiiiieniiiiieie e 64
EKmek Kalite OZellIKIETT ........eiviiiiiirieiiieiie e 65
KE diizeyi i¢in 5 ifadeli hedonik skala yanit formu ............ccoccooininn 65
Starter olarak kullanilan (LAB) sayim sonuglart............cccoovviiininiiennn. 67
Organik asit analizi s1vi kromotografisi sartlart ...........ccceeiiiiiiiiinnnn 72
TPA analiz Sartlart ...........ccccoveiiiiiiii e 73
Ugucu bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in SPME kosullart ..........cccocveennenne 77
Ugucu bilesik analizi icin GC-MS kosullari.........ccccocveiiiiiiiiiiiiieniieee 77
Ferulik asit analizi s1vi kromatografisi sartlart ............ccccoeviniinicnininne 80
Ferulik asit analizi gradient faz sartlart............ccocovviiiiiiiii 80
Un 6rneginin kimyasal ve teknolojik 6zellikleri..........cccovciiiiiiiiiiiinnns 85

Spontan fermentasyon yontemi i¢in elde edilen EDS ve KE degerleri ..... 86
Spontan fermentasyon yonteminde EDS i¢in yazilim programi

tarafindan Onerilen fonksiyona ait istatistiksel parametreler ..................... 87
Spontan fermentasyon yonteminde KE i¢in yazilim programi

tarafindan onerilen fonksiyona ait istatistiksel parametreler .................... 88



Tablo 3.5.

Tablo 3.6.

Tablo 3.7.

Tablo 3.8.
Tablo 3.9.

Tablo 3.10.

Tablo 3.11.

Tablo 3.12.

Tablo 3.13.

Tablo 3.14.

Tablo 3.16.

Tablo 3.17.
Tablo 3.18.

Tablo 3.109.
Tablo 3.20.
Tablo 3.21.
Tablo 3.22.

XVii

Spontan fermentasyon yonteminde EDS i¢in yazilim programi

tarafindan Onerilen “Quadratic fonksiyona” ait varyans analizi

(ANOVA) tADI0OSU....c.veeiiecieeie e 89
Spontan fermentasyon yonteminde KE icin yazilim programi
tarafindan Onerilen “Quadratic fonksiyona” ait ANOVA tablosu............. 91
Spontan fermentasyon formiil optimizasyonu sonucunda
“Istenilirlik” fonksiyonu yaklasimu ile belirlenen ilk 3 ¢6ziim.................. 94
Optimum nokta dogrulama deneme sonuglar ...........cccocevvereiieinereennnn, 95

Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden
tahminlenen degerler ile karsilastirtlmast ........ccccoceevieiiiiiiiiiiiiesee 96

Starter LAB ilaveli fermentasyon yontemi i¢in elde edilen EDS

VE KE d@ZEIICTT ...t 97
Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde EDS i¢in yazilim

programi tarafindan Onerilen fonksiyona ait istatistiksel
PATAMELTEIET ... 98

Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde KE i¢in yazilim

programi tarafindan Onerilen fonksiyona ait istatistiksel
PAFAMELIEIET ... 99
Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde EDS i¢in yazilim
programi tarafindan 6nerilen “Quadratic fonksiyona” ait ANOVA

TADIOSU ... 100
Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde KE i¢in yazilim programi
tarafindan Onerilen “Quadratic fonksiyona” ait ANOVA tablosu........... 102
Starter LAB ilaveli fermentasyon igin formiil optimizasyonu

sonucunda “Istenilirlik” fonksiyonu yaklasimu ile belirlenen ilk 3

Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden

tahminlenen degerler ile karsilagtirilmasi ..........ccoccevviieiiiiiniie e, 107
Eksi hamurlarin pH ve TA degerleri......ccooovvviiiiiiiiiiiceeesce 108
Eksi hamurlarin organik asit igerikleri.........cooooviiiiiiiiiiiiiicce 108
Fermentasyon tiirlerine gore sayim SONUCIArt..........cccocvvvvviiiicniniinnnn, 109

Calismada kullanilan ekmek formualleri.........cccoovviiiiiiiiiiniiiiiiiiciee 110



Tablo 3.23.
Tablo 3.24.
Tablo 3.25.
Tablo 3.26.
Tablo 3.27.
Tablo 3.28.
Tablo 3.29.
Tablo 3.30.
Tablo 3.31.
Tablo 3.32.
Tablo 3.33.

Tablo 3.34.
Tablo 3.35.
Tablo 3.36.
Tablo 3.37.
Tablo 3.38.
Tablo 3.39.

Tablo 3.40.
Tablo 3.41.
Tablo 3.42.
Tablo 3.43.
Tablo 3.44.

Tablo 4.1.
Tablo 4.2.
Tablo 4.3.
Tablo 4.4.

xviii

Ekmek orneklerine ait pH, TA degerleri .........ccoovvviiiiniiiiiiiiicee, 111
Ekmek Orneklerine ait laktik ve asetik asit miktarlart ............ccceovines 113
Ekmeklere ait nem miktar1 ve kabuk kalinligi degerleri............ccceevvunennne 113
Ekmeklerin kabuk ve i¢ renk degerleri..........cooooviiiiiiniiiiiiiiiccen, 114
Ekmeklerin kabuk ve iglerine ait dE degerleri ...........covvvevrerrrerenrernion. 114
Ekmeklere ait hacim ve spesifik hacim degerleri..........cccccevveveriveinannnns 115
Ekmeklere ait TPA SONUCIAIT.......c.coeeiiiiiieciiiie e 116
Ekmeklere ait esneklik kayb1 (EK) degerleri.........cccocvvviviniiiniiiiiniinnns 118
Ekmek 6rneklerinin rutubet igerikleri ve RK degerleri .........c.ccoeevvninnen. 118
Ekmeklerde kiif sayim sonuglari 10g (KOD)/Q.......cccovvviiiiiiiiiiiiie, 121
Ekmek Orneklerinin 0.giin SEM goriintiilerine ait nigasta graniil

CAPIATT. 1ttt ettt 124
NE’deki ugucu bilesiklerin glinlere gore degisimi ..........ceevviververeninnnn 131
SPE’deki ucgucu bilesiklerin giinlere gore degisimi..........cccocvevvvrveiiennns 132
STE’deki ucucu bilesiklerin glinlere gore degigimi.........cccveverveernennnens 134
Ekmek 6rneklerinin ilk giine ait ugucu bilesen profilleri .............cc...... 137
Ekmek drneklerine ait toplam fenolik madde icerikleri ............cocverneenee. 140

Ekmeklerin DPPH radikali iizerindeki % inhibisyon degerleri ve

troloks esdegeri antioksidan aktiviteleri ... 141
Ekmeklerin ferulik asit igeriKIEIT ......ccuvviiiuieiiiie i 143
Ekmek orneklerine ait mineral madde icerikleri.........cccoovirriiiiiiiinninnnne 144
Ekmek orneklerine ait kiil sindirilebilirlik sonuglart ............cceevieinnnennne 144
Ekmek 6rneklerine ait protein sindirilebilirlik sonuglart..........c.ccceeeeee. 145
Ekmek orneklerine ait EDN i¢erikKIeri .....c.coovveiiiiiiiiiiiiieniiie e 146
Baz1 ugucu bilesiklerin olusum kaynaklart...........ccccooeiiiiiniiinenn, 159
Ekmek orneklerinde tespit edilen bazi aldehit grubu bilesikler............... 160
Ekmeklerin ugucu bilesik sayisindaki degisim............ccooveriiiiieniennnnns 161

Ekmek 6rneklerinde tespit edilen organik asitler ...........ccccveveiiiiinnnn. 162



Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil 1.3.
Sekil 1.4.

Sekil.1.5.
Sekil.1.6.
Sekil.1.7.
Sekil 1.8.

Sekil 1.9.

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.

Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Xix

SEKILLER LiSTESI

Eksi hamur fermentasyonu sonucu olugsan metabolitler .............ccccovveenee 16

Eksi hamurda maltodekstrinlerin doniisiimii ve nisasta metabolizmasi .... 23

24 saat depolanmig ekmege ait DSC Kurvesi..........ccovvvviiieiiiiciieneenn 32
Eksi hamur fermentasyonunun ekmek besinsel kalitesi iizerindeki

INEKANIZIMAST .ttt b ettt et e et e e e e nbeesnbeesbeeenne e 34
Fitik asit ve fitik asit selatinin kimyasal yapist.........cccevvveniiieiiiiieniiinnnn, 36
Fitatin, fitaz enzimi ile hidrolizinin sematik gosterimi............cccccvevvervenen. 37
Endojen fitaz ve mikrobiyal fitazin fitat aktivesi lizerindeki etkisi........... 39

Nisasta-su karisiminin 1sitilmasi, sogutulmasi ve depolanmasi esnasinda
meydana gelen degisimlerin sematik gOSterimi........ccvvvvveriererenerenennean. 41

Birincil proteoliz (A), ikincil proteoliz (B), katabolizma ve

aminoasitlerin serbest kalmasi (C)........cooviieiiiiiiiiiiiee e 44
Tez plant ve akim SEMAST.......verieiririiiieie e 55
Ekmek 6rneginin tarama ve 6lgeklendirilmesi ........ccoecveiviiiieiiiiiicinee 61
Tarayicidan Image ProPlus programina aktarilmis goriintii ...................... 61

Filtreleme ile kontrast olusturulmasi ve gézenek yapisinin

belirginlestirilmesi ile elde edilen gorintl ...........ccooovveiiiiiiiiiciiicne 62
Gozenek sinirlarinin belirlenmesi sonucu elde edilen goriintii.................. 62
Gozeneklerin ve alanlarinin sayimi sonucu elde edilen goriintii ............... 63
OrNEK TPA EFIISI c..ucvivivviiiecieieieieeeete et 74
Calkalamali inkiibatorde olusturulan invitro sindirim ortami.................... 82
Caligmada kullanilan una ait farinograf grafigi.........ccocvviiiiiiiiinnnn, 85

Spontan fermentasyon yonteminde maya kullanim orani-kepek orani
parametrelerinin EDS’ye etkisini gosteren YY grafigi.......ccccocovieiinnnnne 90
Spontan fermentasyon yonteminde eksi hamur kullanim orani-maya
kullanim oran1 parametrelerinin EDS’ye etkisini gosteren YY grafigi..... 91
Spontan fermentasyon yonteminde maya kullanim orani-kepek orani
parametrelerinin KE’e etkisini gosteren YY grafigi......cccccccviiniieninninnne 92
Spontan fermentasyon yonteminde eksi hamur kullanim orani-maya

kullanim oran1 parametrelerin KE’ye etkisini gosteren YY grafigi .......... 93



Sekil 3.6.

Sekil 3.7.
Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

Sekil 3.10.

Sekil 3.11.

Sekil 3.12.

Sekil 3.13.
Sekil 3.14.
Sekil 3.15.
Sekil 3.16.
Sekil 3.17.
Sekil 3.18.
Sekil 3.19.
Sekil 3.20.
Sekil 3.21.
Sekil 3.22.

Sekil 3.23.

Sekil 3.24.

Sekil 3.25.

XX

Spontan fermentasyon optimizasyonu sonucu 1.¢oziimiin rampa

(01 1L o USSR 94
Tarama ve dl¢eklendirme yapilmis dogrulama ekmegi goriintiisii............ 95
Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde maya kullanim orani-

kepek orani parametrelerinin EDS’ye etkisini gosteren YY grafigi........ 101
Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde eksi hamur kullanim
orani-maya kullanim orani parametrelerinin EDS’ye etkisini gosteren

YY GLafi@l cvvveiiiie it 102
Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde maya kullanim orani-

kepek orani parametrelerinin KE’e etkisini gosteren YY grafigi............ 103
Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde eksi hamur kullanim

orani-maya kullanim oran1 parametrelerinin KE’e etkisini gdsteren

YY Grafifi.ceceiiiiiieiie e 104
Starter LAB ilaveli fermentasyon optimizasyon sonucu 1.¢dziimiin

rampa grafikIeri.........cccooo e 105
Tarama ve 6l¢eklendirme yapilmis dogrulama ekmegi goriintiisii.......... 106
Starter LAB ilaveli fermentasyon sonu LAB sayimi goriintiisii.............. 109
Spontan fermentasyon kademe sonu LAB sayimi gorintlsii................. 110
Ekmek OrnekIeri.......cooviiiiiiiiiiiiiic 111
Laktik asit ve asetik asit standartlarina ait kromotogram ........................ 112

Laktik asit (a) ve asetik asit (b) standartlarina ait kalibrasyon egrileri.... 112

TPA i¢in hazirlanmig ekmekKIer .........c.cooooieiiiiiiiiii e 116
Ekmek 6rneklerinin 0. ve 5. giinlere ait DSC termogramlarti................... 120
Oda kosullarinda kiiflenmeye birakilmis ekmek dilimleri ...................... 121
Ekmek 6rneklerinin NE (A), SPE (B), STE (C), 0.glin SEM goriintiileri
(51010, OSSR SSSS 123
Ekmek 6rneklerinin NE (A), SPE (B), STE (C), 0.giin SEM goériintiileri
(0002, TSRS OPRR 125
NE’in 0 (A), 3(B), 5(C) ve 8(D). giinlere ait SEM goriintiileri

(000 ) TSP SSSSS 126

SPE ‘ye ait 0 (A), 3 (B), 5 (C) ve 8.(D) giinlere ait SEM goriintiileri
(000 TSP 127



Sekil 3.26.

Sekil 3.27.
Sekil 3.28.
Sekil 3.29.
Sekil 3.30.
Sekil 3.31.
Sekil 3.32.

Sekil 4.1.
Sekil 4.2.

XXi

STE’ye ait 0 (A), 3(B), 5(C) ve 8(D). giinlere ait SEM goriintiileri

(0010 TSSO 128
Ekmeklerin 8.giine ait SEM goriintiileri (500X) ......cocvvviiniiinniieeniinnnns 129
STE’ye ait 0.glin GC-MS 6rnek kKromotogrami............ccoeeverveivineeneennns 130
Gallik asit standart kalibrasyon €grisi..........cccueveririiiiierinniiiieneseseen 140
Standart troloks kalibrasyon €8risi ........cccevvvveiiiiiiiiiieniiiiesniee e 141
Ferulik asit ait standart kalibrasyon €grisi ..........cccvevvveiiiiieniiiinniiiiesiiennns 142
12.5 mg/kg Ferulik asit standardina ait kromotogram.................ccccveue. 142
Ekmek 6rneklerine ait (a,b,c) nisasta graniil goriintiileri (600KX) ......... 155

Ucucu bilesiklerin giinlere gore degigimi .........ccoovvevvrveneeiinieneenennnn 161



GIRIS

Temel besin maddesi ve iyi bir enerji kaynagi olmasi nedeniyle gida tiikketiminde ekmek
onemli bir yere sahiptir. Ulkemizde de diger gidalara gére daha ucuz ve doyurucu
olmasi, beslenme aligkanliklari ve sosyo-ekonomik yapi geregince ekmek, 6giinlerin

temel maddesi durumundadir.

Giinliik diyetin énemli bir parcasi olan ekmegin tarihi M.O. 4000 yillarma kadar
uzanmasina ragmen ilk mayali ekmegin iiretiminin M.O. 1800 yillarinda, eski Misir’da,
hamurun kendi haline birakilmasiyla gergeklestirildigi  bilinmektedir. Bu tip
mayalanma; su, un ve ortamdan gelen dogal maya ve bakterilerin yaptigi “spontan
mayalanma” olarak adlandirilmaktadir. Bu durum daha sonraki c¢aglarda bazi

asamalardan gegerek eksi hamur yontemi olarak giiniimiize kadar gelmistir [1].

Ekmek iiretiminde, eksi hamur kullanilmas1 eski ¢aglardan beri kullanilan bir yontem
olup, ekmegin kalitesini ve raf omriinii olumlu yonde etkilemektedir. Una beyaz peynir,
yogurt gibi iginde laktik asit bakterileri (LAB) bulunan maddeler katilarak, az miktarda
hamur hazirlanmasi ve bu hamurun 1lik bir yerde eksimeye birakilmasi, bunun da ana
ekmek hamuruna katilarak mayalandirma yapilmas: ililkemizde ge¢mis donemlerden

beri yaygin olarak kullanilan bir tekniktir [2].

Eksi hamur ilavesiyle bugday ekmegi yapim gelenegi giinlimiizde 6zellikle Akdeniz ve
Orta Dogu iilkeleri basta olmak iizere diinyada da genis Ol¢iide kullanilmaktadir. Eksi
hamur yontemi Anadolu’nun ¢esitli yorelerinde ve 6zellikle Karadeniz Bolgesi’nde de
hala kullanim yeri bulmaktadir. Bunlardan en bilineni olan Vakfikebir ekmegi, Trabzon
yoresine ait olup lilkemizde eksi hamur yontemiyle iiretilen ve yaygin olarak tiiketilen

bir ekmek ¢esididir [3].



Ekmeklik bugday unu, su karigimimin veya mevcut ekmek hamurunun bekletilmesi
sonucunda ya da starter olarak ilave edilen LAB’larin etkisiyle gaz meydana gelmesi,
koku ve tadin eksimesi sonucunda olusan hamura eksi hamur veya eksi maya adi
verilmektedir Tiirk Gida Kodeksi Ekmek Tebligi’nde 2012 yilinda yapilan revizyon ile
tebligde de yer bulan eksi hamur ve eksi hamur ekmegi, ekmekgilikte kullanilan

geleneksel ve eski bir yontemdir.

Tiirkiye’de tahila dayali beslenme 6nemini korurken, 6zellikle beslenmede ilk sirayi
ekmek almaktadir. Ulkemizde giinliik tiiketilen enerjinin %66°s1 tahillardan, bununda
%56°lik kismi sadece ekmekten, proteinin ise %50’si yine ekmekten saglanmaktadir.
Farkli bolge veya gelir gruplarina gore degisen ekmek tiiketimi iilkemizde giinde 100-
800 g arasinda olup, ortalama 400 g’dir. Tiirkiye’de ekmegin {iiretim, dagitim ve
tiketimi giinlik olarak yapilmaktadir. Taze tiikketim alisgkanligi yapim teknikleri
nedeniyle cabuk bayatlama niteliginde olan ekmegin muhafazasi agisindan sorunlar1 da
beraberinde getirmektedir [4]. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, {ilkemizde iiretilen
ekmeklerin yaklasik % 10’unun bayatlama neticesinde israf oldugunu bildirmektedir.
Bu oran yilda yaklagik 1.8 milyar ekmege karsilik gelmektedir. Eksi hamur kullanimi
ile ekmegin raf Oomrii siiresince bayatlama olarak algiladigimiz lezzet, tekstiirel ve
mikrobiyal yondeki degisimleri de etkilediginden giinliik diyetimizin en 6nemli pargasi
olan ekmegin biiyiik boyutlara ulasan israfinda eksi hamur kullaniminin dogal bir
¢Oziim oldugu dislniilmektedir. Ayrica bu olumsuzluklar1 bertaraf etmek ig¢in
kullanilan katki maddelerinin gereksiz kullanimina da dogal bir alternatif

olusturmaktadir.

Tez caligmasmin amaci, ekmek kalite niteliklerini dogrudan etkileyen eksi hamur
formiilasyon faktdrlerinin optimizasyonu ile tiiketilebilir kalitedeki en 1iyi faktor
modelini belirlemek, iiretilen eksi hamur ekmeginin standart eksi hamursuz ekmege
gore biyoaktif parametreler, aromatik profil ve raf 6mrii siiresince bayatlama nitelikleri
acisindan farkliliklarini tespit etmektir. Starter ilaveli veya spontan fermentasyonla
tiretilen eksi hamur ekmeklerinin raf dmrii kalitesi ve besinsel fonksiyonelligi agisindan

standart ekmege gore farkliliklarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Eksi hamurun spontan fermentasyon yontemiyle iiretimi geleneksel ve giliniimiizde

kullanilan bir metod olmakla birlikte, ekmek firinlarinda sabit fermentasyon



kosullarinin ve hijyenik kosullarin saglanamamasi bir dez avantaj olarak goriilmektedir.
Starter kiiltiir kullanimimin ise fermantasyondan kaynaklanacak riskleri azaltacag,
standart iretim kosullarin1 saglayacagi bildirilmektedir [5]. Bu nedenle tez
caligmasinda hem spontan hem de starter LAB ilaveli fermentasyon yontemleri

kullanilmis, her iki yontemde de optimizasyon ¢alismasi yapilmistir.

Eksi hamur kullanimina dair daha once yapilan bilimsel calismalarda proses
kosullarinin belirlenmesi, eksi hamur mikroflorasi, identifikasyonu ve metabolitleri
arastirtlmis konular arasindadir [6-9]. Ancak formiil optimizasyonuna dayanan ve her
iki fermentasyon yonteminin de kullanildigi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu
calismada optimizasyon c¢aligmasi sonucunda belirlenen modele gore (iiretilen
ekmeklerin standart ekmege gore farkliliklarinin ortaya konulmasi hem tiiketici
begenisi, hem de eksi hamur ekmeginin tiretiminde biyoaktif nitelik, aromatik profili ve
raf omrii 6zellikleri acisindan fermentasyon yontemlerinin etkinliklerini bilimsel a¢idan
ortaya konulmasi hem de endiistriyel olarak kullanim tercihinde yol gésterici olunmasi

amaclanmustir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER VE LITERATUR CALISMASI

1.1 Eksi Hamur: Yontem ve mikroflora
1.1.1. Eksi hamur cesitleri ve yapim yontemleri

Giliniimiizde yaklasik 4000 civarinda ekmek ¢esidi iiretilmektedir. Bu gesitlilik, farkl
formiilasyonlar, farkli hamur yapim metotlarinin uygulanmasi ve pisirme yontemi gibi
degisik faktorlerden kaynaklanmaktadir. Cesitli formiilasyonlar ile yapilabilen eksi
hamur yontemi hamur yapma metotlarindan biri olarak giiniimiizde olduk¢a 6nem
kazanmistir. Eksi hamur ekmegi, Saccharomyces cerevisiae ve LAB' nin fermantasyonu
ile iiretilen ve asirlardir Onemini yitirmeyen fermente bir iiriin olup, mayalanmis
ekmeklerin en eski ve en 6zgiin seklidir. Eksi hamur pargasi depolanirken, dogal olarak
undan gelen LAB’nin metabolik aktivitesi nedeniyle laktik asit fermantasyonu meydana
gelmektedir [2]. Eksi hamur yonteminin genel esasi, ticari kiiltiir mayalarmin yaninda
ortamdan ve kullanilan hamur unsurlarindan gelen yabani mayalari, LAB’ni igeren
hamur pargalarini bir sonraki hamurda maya olarak kullanmaktadir. Modern ekmek
tiretiminde hamurun eksitilebilmesi i¢in 6nemli diizeyde asit {iretebilen LAB starter

kiiltiir olarak hamura ilave edilmektedir.

Son yillarda spontan olarak veya starter kiiltiir ilavesi ile mayalanarak yapilan eksi
hamur ekmekleri iizerinde bircok c¢alisma yapilmis ve eksi hamur ekmeginin iiretim
teknikleri, proses kosullar1 ve parametreleri gibi konular arastirmalarda yer bulmustur
[9,10]

Eksi hamurlar, ev veya sanayi tipi iretim teknolojileri g6z Oniine alindiginda 3 tip

olarak siniflandirilmaktadir [11].



Bunlar;

1. Tip I veya geleneksel eksi hamur

2. Tip II veya hizlandirilmis eksi hamur

3. Tip HI veya kurutulmus eksi hamur
Her eksi hamur tipi, spesifik bir eksi hamur LAB mikroflorasi ile karakterize edilmistir
(Tablo 1.1).

Tip I eksi hamur: Geleneksel tekniklerle iiretilmis eksi hamurdur. Temel 6zelligi
stirekliligidir. Mikroflorasini canli ve aktif tutabilmek igin giinliik olarak tazeleme
islemi yapilir. Mikrofloras1 yiiksek metabolik aktivite gosterir. Mikrofloranin
canlandirilmasi iglemi 20-30 °C’de oda sicakliginda gerceklestirilir ve eksi hamurun

final pH’s1 4.0-4.5 oluncaya kadar devam ettirilir.

Tip I eksi hamur kendi iginde {i¢ sinifa ayrilmaktadir:

Tip la: Farkli kaynaklardan starter LAB’leri ile hazirlanan saf kiiltiir eksi hamurlardir.

Tip Ib: Bugday, cavdar veya bunlarin karisimlarindan ¢ok kademeli fermentasyon
islemiyle hazirlanan, kendiliginden fermente olan (Spontan fermentasyon) eksi

hamurlardir.

Tip Ic: Tropikal bolgelerde yiiksek sicakliklarda iiretilen eksi hamurlardir.

Tip II eksi hamur: Hizlandirilmis, tek asamali ve siirekli ¢ogaltmanin yapildig: bir
fermentasyon tiiriidiir. Bunun i¢in de 30 °C’den daha yiiksek sicakliklarda uygulama
yapilarak 24 saat sonunda pH 3.5’ un altina diismiistiir. Yar1 akigkandir ve hamura
asitlik verici olarak kullanilir. Bu noktada mikroorganizmalarin gelisimi sabit fazin
ilerisindedir ve smirli metabolik aktivite gosterirler. Farkli tiirde hizlandirilmis eksi

hamur prosesleri mevcuttur. Daha ¢ok yoresel firinlarda kullanilir.

Tip Il eksi hamur: Tanimlanmis starter kiiltlirler tarafindan fermente edilmis, toz
formdaki kurutulmus eksi hamurdur. Ekmek yapiminda asitlik verici ve aroma tasiyici

olarak kullanilir. Cogunlukla kurumaya karsi dayanikli ve toz formda canliligim



siirdiirebilecek, heterofermentatif Lactobacillus brevis, fakiiltatif heterofermentatif

Lactobacillus plantarum ve Pediococcus pentosaceus gibi LAB’lerini igerir.

Tablo 1.1. Eksi hamur ¢esitleri ve igerdikleri LAB’leri [11]

Tipla Tiplb Tiplc Tipll Tiplll
Obligat Obligat Obligat Obligat Obligat
heterofermentatif heterofermentatif heterofermentatif heterofermentatif heterofermentatif
L. sanfranciscensis Lactobacillus spp. Lactobacillus spp. L. brevis L. brevis
L. brevis L. fermentum L. fermentum
L. buchneri L. reuteri L. frumenti
L. fermentum L. pontis
L. fructivorans L. panis
L. pontis L. reuteri
L. reuteri L. sanfranciscensis
L. sanfranciscensis W. confusa
W. cibaria
Fakiiltatif Fakiiltatif
heterofermentatif heterofermentatif
L. alimentarius L. plantarum
L. casei P. pentosaceus
L. paralimentarius
L. plantarum
Obligat Obligat Obligat
homofermentatif homofermentatif homofermentatif
L. acidophilus L. amylovorus L. acidophilus
L. delbrueckii L. delbrueckii
L. farciminis L.amylovorus (rye)
L. mindensis L. farciminis
L. johnsonii
Maya Maya Maya Maya Maya
C. humilis C. humilis I. orientalis Maya yok
(T. holmii, C. S. cerevisiae
milleri) (C.krusei) eklenebilir.
S. exiguus
C:Candida, I:Issatchenkia, L:Lactobacillus, P:Pediococcus,

S:Saccharomyces, T:Torulopsis,

W:Weissella

1.1.2. EKksi hamur mikroflorasi ve metabolitleri

Eksi hamur, mayalanmis ekmeklerin en eski ve en 6zgiin seklidir. Eksi hamur pargasi

depolanirken, dogal olarak unda bulunan LAB’nin metabolik aktivitesi nedeniyle laktik

asit fermentasyonu meydana gelmektedir. Eksi hamurda bulunan mikroorganizmalar,

iki boliimde incelenmektedir. Birincisi; hamurun eksimesini saglayan bakterilerdir.

Bakterilerin ¢ogu Lactobacillus cinsine ait tiirler teskil etmektedir.

LAB’leri



metabolitlerine gére homofermantatif ve heterofermantatif olmak {izere iki bdliime
ayrilirlar. Homofermantatif LAB bakterileri fermentasyonda sekeri kullanarak laktik
asit ve diisiik miktarda diger iiriinleri olustururken; heterofermantatif olanlar laktik asit
yani sira Onemli diizeyde asetik asit, COz2, alkol ve diger ucucu bilesikleri meydana
getirirler [11]. Ikinci olarak hamurun mayalanmasini ve kabarmasini saglayan mayalar
incelenmektedir. Eksi hamur kompozisyonunda maya/bakterilerin orani genel olarak
1/100 olarak kabul edilmektedir. Bu konuda Gobetti et al. tarafindan yapilan ilk
calismalarda eksi hamurun LAB’den L.brevis, L.sanfrancisco, L.plantarum, L.pontis,
L.fructivorans, L.delbrueckii, L.fermentum, mayalardan ise S.cerevisiae, S.inustatus,
Torulopsis holmii igerdigini tespit etmisler, oldukga stabil olan bu bilesimde mayalarin
laktobasillerden 10-100 kat daha az oldugunu belirlemislerdir [12].

Eksi hamur mikroflorasinin tanimlanmasina yonelik pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Farkli
tilke, bolge veya ekmek tiirlerine gore yapilan bu ¢aligmalarda L.plantarum, L.brevis,
L.fermentum, L.sanfrancisco gibi yaygin LAB’lerinin yanisira farkli birgok LAB’nin de

bulundugu goriilmektedir.

Bu alanda yapilan ilk caligmalardan Spicher et al.’nin arastirmasinda, eksi hamur
mikroflorasinin  laktobasil ve  mayalardan meydana geldigi  belirlenmis,
Thermobacterium (L. acidophilus) Streptobacterium (L. casei, L. plantarum, L.
farciminis, L. alimentarius) ve Betabacterium (L. brevis, L. biichneri, L. fermentum)
gruplarina ait 10 adet homo ve heterofermentatif Lactobacillus tiirii tespit edilmistir
[13].Eksi hamur ekmeginde kullamlan Italyan eksi hamurlar1 incelendiginde ise
Lactobacillus tiirlerinden; Lb. sanfrancisco, Lb. fermentum, Lb. plantarum ve Lb.
alimentarius icerdikleri tespit edilmistir. Incelenen eksi hamurlarda LAB’leri ile beraber
S. exiguus, Candida humilis ve Candida krusei maya tiirleri de tespit edilmistir [14].
Corsetti et al. ile Galli et al.’nin yapmis olduklar1 ¢alismalarda eksi hamurlarda genel
olarak bulunan 9 maya tiirii tespit edilmistir. Bunlar; Candida, Cryptococcus, Pichia,
Rhodotorula, Torulaspora, Trichosporon, Saccharomyces ve Sporobolomyces’ dir
[14,15].



Eksi hamurda mikrofloranin gelismesi ve pH degisiklikleri iizerine yapilan bir

calismada mikrofloranin ¢ogunun LAB’si oldugunu tespit edilmis, pH 4.13’de 1 ¢

5
hamurda 1x10 kob/g bakteri bulunmus ve bakteri gruplarindan homofermentatif

Lactobacillus tiirlerinin ve P.pentosaceus’un baskin oldugu belirlenmistir [16].

Ayni yontemle yapilan eksi hamurlardaki mikrofloranin tilkeden iilkeye hatta bolge
bazinda da degisim gosterdigi de tespit edilmistir. Italya’da ¢cavdardan iiretilen Panttone
eksi hamurunda L. brevis, L. hilgardii, San Francisco eksi hamurunda ise L. reuteri ve
L. curvatus tespit edilmistir. Alman eksi hamurlarinda L. casei ve L. curvatus tiirleri ve
Isvigre’de iiretimi yapilan cavdar eksi hamurun da ise L. casei ve L. curvatus
tanimlanmustir [17]. Gl vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Isparta yoresindeki
farkli firinlardan 14 adet eksi hamur 6rnegi toplanmis ve 6rneklerden izole edilen LAB
ve mayalarin ekmek iizerine etkisi incelenmistir. Calismalar1 sonucunda izolatlarin; L.
divergens (%6.1), L. brevis (%15.1), L. amylophilus (%6.1), L. sake (%6.1), L.
acetotolerans (%6.1), L. plantarum (%3.0), P. halophilus (%3.0), P. pentosaceus
(%6.1), P.acidilactici (%6.1) bakterilerilerin yanisira S. cerevisiae (%27.0), S.
delbrueckii (%2.7), T. holmii (%10.8) ve T. unisporus (%2.7) maya tiirleri tespit
edilmistir [18].

Ankara, Bursa ve Trabzon illerinden toplanan eksi hamur numunelerinden izole edilen
bakterilerde 150 tane Lactobacillus tiiri ve alt tiri bulunmustur. Biyokimyasal,
morfolojik ve kiiltiirel testlerin sonucunda eksi hamurda en fazla tespit edilen tiirlerin L.
alimentarius (31 adet) ile L. plantarum (21 adet) ve say1 olarak en az tespit edilen tiir ise
L. amylovorus (1 adet)’tur. Alt tiirlerin sayilar1 3-10 arasinda degisiklik sergilemektedir.
Bunlar 10 adet L. sake, 9 adet L. acidophilus ve L. fermentum, 8 adet L. curvatus ve L.
delbrueckii subsp. delbrueckii, 7 adet L. farciminis, L. casei spp. casei ve L. helveticus,
6 adet L. collinoides ve L. buchneri, 4 adet L. brevis, L. amylophilus, L. reuteri ve L.

viridescens’tir [19].



1.1.2.1. Laktik asit bakterileri (LAB)

LAB, terimi uzun yillar boyunca “siit eksitici organizmalar” terimi ile ayn1 anlamda
kullanilmistir. Ayrica son yillarda gok ¢esitli fermente tiriinlerin tiretiminde rol oynayan
en Onemli endiistriyel mikroorganizmalar olarak bilinmektedirler [20]. LAB’leri,
laktozu fermente ederek temelde laktik asit meydana getirmeleriyle karakterize edilen,
gram pozitif ve katalaz negatif bakterilerdir. Homofermentatif LAB’leri fermente {iriin
olarak sadece laktik asit olustururken, heterofermentatif tipler laktik asitten baska etil
alkol ve karbon dioksit ile asetat, format ve siiksinat olusturmaktadir. Eksi hamur
mikroflorasinda heterofermentatif LAB’nin bulunmasi son metabolit ¢esitliligine bagl
olarak, etkin asidifikasyon, enzim aktivitesi, renk ve tekstiirel niteliklerde gelisim
saglamaktadir. Heterofermantatif Lactobacillus spp. ile yapilan eksi hamurlarda,
homofermantatif tiirlere gore daha yiiksek asitlik ve daha diisik pH degeri ve ekmekte
daha giilii, aromatik lezzet sagladig: belirtilmektedir [11].

Genel olarak LAB’leri grubunda Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus ve
Leuconostoc cinsleri incelenmekte iken son yillarda yapilan ¢alismalar sonucu
Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Weissella ve Vagococcus cinsleri de bu
grupta incelenmeye alinmislardir. Yine son yillara ait caligmalarda bu grupta
Aerococcus, Oenococcus, Atopobium, Dolosigranum, Tetragenococcus, Alloiococcus ve
Gemella gibi yeni cins isimlerine rastlanmakta ise de bu cinslerle ilgili taksonomik

caligmalarin heniiz tamamlanmadigi belirtilmektedir [21].

LAB’leri gida teknolojisi agisindan ¢ok onemli bir yere sahiptir. Bunlar 6zellikle
yogurt, kefir, kimiz gibi fermente siit tirtinleri, ekmek boza, tarhana gibi tahil {irtinleri
salatalik tursusu ve salamura yesil zeytin gibi fermente bitkisel iriinler, ve bunun
yaninda sarap, sucuk, balik sosu gibi pek ¢ok iriiniin olgunlagtirilmasi, iretimi ve
dayaniklihginin saglanmasinda rol oynarlar [22]. LAB’leri yiizyillar boyunca
fermantasyon islemlerinde yeni besinlerin {iretimi ve bozulabilir gida {iriinlerini
korumak i¢in kullanilmislardir. Fermente iiriinlerin ana tipleri LAB’leri tarafindan

gerceklestirilen laktik asit fermentasyonu sonucu meydana gelmektedir.

Eksi hamurda Lactobacillus cinsine ait tiirler hamurda bulunan bakterilerin biiyiik
bolimiinii temsil etmektedir. Eksi hamur fermantasyonunda bulunan Lactobacillus

tiirleri Tablo 1.2. de gosterilmistir [23].
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Tablo 1.2. Eksi hamur fermantasyonunda bulunan Lactobacillus tiirleri [23]

Obligat Fakiiltatif Obligat
heterofermentatif heterofermentatif =~ homofermentatif
L. acidifarinae L. plantarum L. amylovorus
L. brevis L. pentosus L. acidophilus
L. buchneri L. alimentarius L. delbrueckii spp. delbrueckii
L. fermentum L. paralimentarius L. farciminis
L. fructivorans L. casel L. mindensis
L. frumenti L. crispatus
L. hilgardii L. johnsonii
L. panis L. amylolyticus
L. pontis
L. reuteri
L. rossiae
L. sanfranciscensis
L. siliginis
L. spicheri
L. zymae

Eksi hamurda Lactobacillus cinsine ait tiirler hamurda bulunan bakterilerin biiyiik
boliimiini temsil etmektedir. Lactobacillus’larla birlikte, Pediococcus sp,. Leuconostoc
sp. ve Streptococcus sp. cinslerine ait bakteri tiirlerini ihtiva etmektedir. Eksi hamurun
fermentasyonu sirasinda, cesitli tiirdeki LAB farkli substratlar1 kullanarak pentoz
sekerlerin asetik asit ve siit asitine doniistirmektedir [24]. Ekmek hamuru
fermentasyonunda rol oynayan LAB bakterilerden Lactobacillus, Streptococcus,
Pediococcus ve Leuconostoc gibi tiirler gesitli arastiricilar tarafindan izole edilmis ve
zamanla farkli tip ekmeklerdeki iiriin gelisimininde rol oynayan kuru-donmus formda
ticari kiiltiir preparatlarin {iretimine gegilmistir. Bunlardan L.brevis, L. plantarum,
L.delbrueckii, L.sanfranciscensis, L. fermentum starter kiltlirlerinin bazi spesifik

Ozellikleri vardir;

L. brevis: Birgok c¢esit ekmek iiretiminde kullanilan “heterofermantatif” yani
fermentasyon sonucunda laktik asit olusumunun yani sira asetik asit, etanol ve diger
aromatik bilesiklerin olusumunu saglayan bir bakteridir. Bu kiiltiire asetik asit olusumu

koruyucu 6zellik vermektedir. Asetik asit: Laktik asit oran1 1/4’diir.



11

L. plantarum: Bugday ve ¢avdardan hazirlanan eksi hamurun baskin homofermentatif
tiirlerindendir ve 6zellikle heksozlardan laktik asit liretirler. Baz1 pentozonlardan, laktik
asit, asetik asit ve/veya ethanol iiretmesiyle fakiiltatif heterofermentatif olarak da
degerlendirilebilmektedir [25]. L. plantarum’ da ilimli proteolitik aktivitesi, hizli asit
tiretimi ve eksi hamur fermentasyonu boyunca ugucu aromatik bilesiklerin olusumunu
saglamasindan dolayr eksi hamur iretiminde kullanilmaktadir [18]. L.plantarum
fermentasyonda maltoz ve glikozu tercih ederken siikrozu daha az kullanmaktadir.
Glutamik asit, izolosin ve valin L.plantarum’un c¢ogalabilmesi i¢in gereklidir [26].
Yumusakliginin yaninda eksimsi tadin az miktarda hissedilmesi istenen ekmek ¢esitleri
icin uygundur. Hizl asitlenme saglayarak ekmekte iyi bir tekstiir olusturur. Bilimsel ve
ticari kuruluslarca yapilan denemelerlebu bakteri kiiltiiriiniin Tiirk tipi ekmekgilikte,
Tirk damak tadina hitap eden tat ve aromayi sagladigi goriilmiistiir. Ayrica eksi
hamurun dondurulmasi durumunda asetik asitin kaybolacagi belirtilmektedir [27].
Dondurulacak eksi hamurlarin L.plantarum ile fermente edilmesi durumunda da
asidifikasyon oraninin, titrasyon asitliginin ve asetik asit iceriginin geleneksel eksi

hamurlara gore artacagi belirtilmektedir [28].

L. delbrueckii: Eksi hamurla elde edilen ekmege yumusaklik verir ve arzu edilen
aromanin olugsmasina da katkida bulunur. Bu kiiltiir, beslenme i¢in 6nemli olan L(+)-
laktik asit olusturmasiyla 6nem tasir. Diisme sayist degeri diisiik olan ¢avdar unlarinda

asitlendirme igin uygun oldugu, istenilen tat ve aromay1 sagladigi gorillmistiir [29].

L. sanfranciscensis: Laktik ve asetik asiti maltozdan iireten zorunlu heterofermentatif
bir LAB olan L. sanfranciscensis, ekmekte, asit tiretimiyle eksi tattan ve gaz iiretimiyle
de hamurun kabarmasindan sorumludur. L. sanfranciscensis’in proteolitik sistemi
proteinaz, dipeptidaz ve aminopeptidazlart biinyesinde bulundurmaktadir. Ayni
zamanda L. sanfranciscensis‘nin gesitli suslarinin gliitene kars1 proteolitik aktivitesine
bakildiginda bugday proteinleri {izerine hidroliz etkisinin zayif oldugu gorilmiistiir
[12].

L. sanfrancissensis ile eksi hamur mayalar1 arasinda ¢ok siki besinsel iliski mevcuttur.
L. sanfrancissensis’in eksi hamurdaki gelisimi, mayalar tarafindan ortama birakilan
spesifik amino asitlerin ve peptidlerin varlig: ile ilgilidir. Amino asitlerin mayalar
tarafindan serbest birakilmasi, esansiyel amino asitler (valin ve izolosin) bakimindan

eksik olan bir ortamda bile, L. sanfrancissensis in gelisimini miimkiin kilar [30].
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L. fermentum: Insan sindirim sisteminde gorevli en &nemli heterofermentatif
bakterilerden biridir. Optimum gelisim sicakligi 45°C’dir. L. fermentum siit triinleri,
eksi hamur, fermente sebzeler, glibre, dis clriikleri ve diski gibi farkli kaynak ve
gidalardan elde edilir. Probiyotik etkisinden dolayr bebek ve yetiskinlerde diyare
tizerinde de olumlu etkiler gostermektedir [31]. L. fermentum, asit ortamlarinda
yasayabilme 0Ozelliklerin dolay1 insan sindirim sisteminde canli kalabilmektedirler.
Ayrica, Salmonella Enteritidis ve Escherichia coli gibi patojen bakterilerilerin

gelisimini 6nleyici 6zelligi de bulunmaktadir [32].

1.1.2.2. Mayalar

Mayalar, tek hiicreli, eseysiz iireyen, mikroorganizmalardir [33]. Mayalar genellikle
yuvarlak, silindirik veya oval seklinde hiicre morfolojisine sahip olup genis bir pH
arahginda (pH 2.0-9.0) ve max. %18’¢ kadar etil alkolde dahi iireyebilen
mikroorganizmalardir. Ayni zamanda birgcogu %55-60 seker ve yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip ortamlarda bile gelisebilmektedir [34]. Mayalar dogadaki hava,
su, toprak bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunmaktadir. Islenmis veya islenmemis
toprak, bir¢ok maya tiiriinii ihtiva etmekte ve gida kontaminasyonunda kaynak sayilacak
bir depo durumundadir [35]. Mayalar enzimatik aktiviteleri sonucu fiziksel, kimyasal ve
duyusal 6zellikleri etkileyerek gidalarda bozulmaya neden olurlar. Ancak mayalarin
sekerleri kullanarak anaerobik yolla etil alkol ve CO; iliretmesi sayesinde gida sanayinde
alkolli icecekler, ekmek, peynir yapimi gibi 6nemli iriinlerin meydana gelmesini
saglamaktadir [35]. Mayalardaki diger bir metabolizma sekli ise, aerobik ortamda ¢ok
cesitli besin 6gelerini kullanarak enerji elde etmesi ve biyokiitlesini artirmasidir [33].
Mayalarin olumsuz yonleri ise fermentasyon, asimilasyon, lipolitik ve proteolitik
reaksiyonlar sonucu gidalarda istenmeyen lezzet ve doku bozukluklarina sebep

olmalaridir [36].

Mayalarin gelisip ¢cogalabilmesi i¢in basta su olmak {izere karbon ve azot maddeleri,
madensel maddeler ve vitaminler gereklidir. Mayalar ortamda bulunan seker
kaynagindan karbonlu gida maddeleri alir. S. cerevisiae glikozu pargalamak amaciyla
fruktoz-di fosfat yolunu kullanir ve bu yol sonucunda bir molekiil glikozdan iki molekiil
etanol iiretir ve bu esnada karbondioksit agiga c¢ikar. Mayalar bu ozellikleriyle

endiistride hamuru fermente etmek ve ekmegi kabartmak icin kullanilirlar [37]. Eksi
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hamurda ise kabarmayir ve alkol fermentasyonunun etkin olmasini saglayan

organizmalar mayalardir [30].

Mayalar eksi hamurda LAB ile beraber bulunmaktadir ve maya/LAB orani genellikle
1/100 diir [30]. Eksi hamur mikroflorasi igerisinde oransal olarak az bulunmalarina
ragmen Yapilan identifikasyon calismalarinda cesitlilik gosterdikleri tespit edilmistir.
Eksi hamurda identifiye edilmis baz1 maya tiirleri Pichiaa nomala, Saturnispora saitoi,
Torulaspora delbrueckii, Debaryomyces hansenii ve Pichia membranifaciens [38] ile
Saccharomyces, Candida, Pichia ve Torulopsis cinsleridir [13]. Ayrica eksi hamurun
maya florasinda, S. cerevisiae’nin yaninda C. milleri ve ona yakin tiirler bulundugu
belirtilmektedir [39 ].

Yapilan calismlarda farkli mayalar tespit edilmekle birlikte maya popiilasyonunun
biiylik boliimiiniin  S.cerevisiae oldugu bilinmektedir. [40]. Eksi hamurun dogal
mikroflorasinda bulunan bu maya tiirlinliin ayn1 zamanda ekmek yapimi sirasinda eksi
hamurla bir arada kullanimi, eksi hamur ekmeginin kalite niteliklerini arttirmakta ve
olumlu sonuglar vermektedir. Bunun maya ve LAB’leri arasindaki olumlu
interaksiyondan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bes maya ve alti laktik asit
bakterisinin etkilesimi ve ekmek kalitesi iizerine yapilan bir ¢alismada S.cerevisiae
iceren tiim maya kombinasyonlarinin yiiksek kalitede ekmek verdigi tespit edilmistir.
Farkli mayalarla birlikte LAB’nin kullanildigi kombinasyonlar arasinda sadece S.

cerevisiae ile olan karigimlarin ekmegin pisme yetenegini artirdigi belirlenmistir [41].
1.1.2.3. Eksi hamurda mikrobiyal interaksiyon

Eksi hamur kompozisyonunda maya ve bakterilerin oran1 1/100 diir [30]. Bu ortak
yasam farkli maddeleri kullanabilme, birbilerinin kullanabilecekleri metabolitleri
liretme sistemi {izerine kurulmustur. Ornegin, C. milleri haricinde bircok maya maltozu
metabolize edebilme yetenegine sahiptirler. Laktobasiller i¢in gerekli olan seker hamur
icinde bulunan amilaz enziminin aktivitesi sonucu aciga ¢ikan maltozdan saglanir.
Maya, hamurun ihtiva ettigi diger tiim sekerlerden faydalanabilir. Boylece maya ve
laktobasiller maltoz fasforilaz enzimiyle maltozu sindirerek ortama glikoz birakir. Ayni
zamanda laktobasiller hamur igerisindeki kontamine mikroflorayr yok eden bir
antibiyotik olan cycloheximide salgilayarak bircok mikroorganizmayi 6ldiirtir. Fakat C.

milleri cycloheximide direnclidir. C. milleri, laktobasillerin meydana getirdigi asetik
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asite orta derecede dayaniklidir. Laktobasiller canli olmayan maya hiicrelerinin

olusturdugu bazi aminoasit ve yag asitlerine de ihtiya¢ duyarlar [42].

Eksi hamurda laktobasiller ve mayalar arasinda kararli bir mikroflora olusur. Ciinkii bu
mikroorganizmalar arasindaki metabolik etkilesimin yanisira, temelde pH, organik asit,
sicaklik gibi gelisme gereksinimleri de interaksiyon gosterir. Bazi eksi hamurlarda
LAB’leri ve mayalar ortamdaki mevcut kaynaklar i¢in rekabet gosterirler ve sonugta
heterojen bir popiilasyon olusur ki bu durum ortam kaynaklarinin ve ¢evre kosullarinin
bir sonucudur. Yapida mikrobiyal birlikler olusur. Ornegin LAB’leri én-eksi hamurun
icerisinde kontaminant durumundadirlar. Daha sonra ekmek mayasinin ilavesiyle
mikroflora degisir [43]. Sonug olarak son {irlin organoleptik dzellikleri etkilenir. Benzer
sekilde se¢ilmis starterlerin kullanimi1 fermentasyon metabolitlerini etkiler ve son {iriin

ozellikleri spontan eksi hamur kullanilan iiriinlere gére daha farkli olur.

Laktobasiller ve mayalar arasindaki antogonistik ve sinerjistik etkilesim karbondioksit
tiretimi, amino asitler ve karbonhidratlarin metabolizmasini temel aldigindan dolayi
onemlidir [44]. Ornegin tipik karsilikli birlikler L. sanfranciscensis ve S. exiguus veya

C. humilis igerirler [45].

Maltoz, L. sanfranciscensis tarafindan enerji kaynagi olarak tercih edilirken, S. exiguus
veya C. humilis tarafindan kullanilmaz. Ciinkii bu mayalar maltoz negatif mayalardir ve
siikroz, glukoz ve fruktozu kullanirlar. Maltoz, siirekli un amilazlari tarafindan saglanir.
Maltozun ortamda fazla bulunmasi ve stres kosullar1 altinda, L. sanfranciscensis
tiirtinlin baz1 suslar1 maltozu, ATP harcamasi1 olmadan intraseliiler maltoz fosforilaz
aktivitesi yoluyla hidrolize eder. Ortamda glikoz birikmeye baslar [46]. Bu glikoz
ekolojik sistemi etkiler, kendi iireticileri tarafindan, diger LAB’leri tarafindan ve
mayalar tarafindan metabolize edilir [47]. Glikoz daha sonra maltoz-negatif mayalar
tarafindan da kullanilabilir. Maltozun ve 6zellikle de glikozun S. cerevisiae tarafindan

hizli tiikketiminden dolay1 L. sanfranciscensis'in metabolizmasinda bir diisiis beklenir.

Maya ve LAB’leri arasindaki etkilesimin dengeli olmasi mikroorganizmanin sekeri
kullanma, metabolit ¢esitliligi, ortamdaki metabolitleri kullanabilme yetenegi gibi
ozelliklerine baglidir. Bu interaksiyon, son iiriin niteliklerini de direkt olarak
etkilemektedir. Hansen et al. tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore L. sanfranciscensis,
L. plantarum, and S. cerevisiae ile yapilan eksi hamur ekmeklerinde dengeli bir aroma

profilinin olustugu bildirilmistir. Eksi hamura L. sanfranciscensis ve diger homo ve
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heterofermentatif laktik asit bakterileri ile ya da S. exiguus ile baslandiginda son {iriinde
dengeli bir aroma profili elde edilebilecegi belirtilmektedir [48]. Ancak yalnizca L.
sanfranciscensis ve S. cerevisiae ile baslamis bir eksi hamur {iriiniinde bir siire sonra
yiiksek konsantrasyonda maya fermentasyon {liriinlerinin ve diisiik miktarda bakteriyel

bilesiklerin tiretildigi goriilecektir [27].

Eksi hamur fermantasyonu boyunca degisken proses kosullari, mikrofloranin bundan
etkilenme diizeyi ve mikrofloray1 olusturan mikroorganizmalarin bireysel tiir 6zellikleri
ve etkilesimleri de g6z onilinde bulunduruldugunda, maya ve LAB’leri arasindaki
interaksiyonun oldukca kompleks oldugu goriilmektedir. Bu konuda yapilan ¢alismalar
ko-kiiltiirle yapilan fermentasyonlarin mono-kiiltiirle yapilanlara gore daha basarili
oldugunu gostermektedir. L. brevis spp. lindneri CBI, L. plantarum DC400 ve S.
cerevisiae, S. exigus ile yapilan bir arastirmada her iki LAB’nin ko-kiiltiirle verdikleri
fayda ve bliylime oraninin, onlarin ayri ayri mono kiiltiirlerinden daha yiiksek oldugu
saptanmistir. LAB ve maya ko-kiiltiirleri bir arada inkiibasyona birakilmis, LAB’sinin
gelismesi icin esansiyel olan valin ve 16sin aminoasitlerinin olmadig1 bir besi yerinde
gelisebilmislerdir. LAB’nin gelisimi, mayalar tarafindan bu aminoasitlerin saglanmasi
sayesinde olmustur. Sonug¢ olarak mayalarin, LAB hiicre olusumunu artirmak igin

gerekli aminoasitleri sagladiklar1 ve sentezledikleri tespit edilmistir [30].

Ekmek sertligi ve bayatlamasi iizerine katkilarin ve eksi hamur LAB’lerinin kombine
etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada S. cerevisae tarafindan fermente edilen hamurun
kimyasal asidifikasyonu veya eksi hamur kullanimi durumunda, yalnizca S. cerevisiae

ile iiretilen ekmeklerden daha fazla hacim elde edildigi belirlenmistir [8].

1.2. Eksi hamur fermentasyonu: Metabolitler ve biyokimyasal degisiklikler

1.2.1. Eksi hamur fermentasyonu sonucu olusan baz1 metabolitler

Eksi hamur fermantasyon sonucu LAB’leri tarafindan iiretilen metabolitler Sekil 1.1 de

gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. Eksi hamur fermentasyonu sonucu olusan metabolitler

1.2.1.1. Organik asitler

LAB, heksozlardan homofermentasyon yoluyla laktik asit; heterofermentasyon yoluyla
laktik asit, asetik asit, etanol ve CO, sentezlemektedir. Zayif asitler olan laktik asit ve
asetik asit ortam pH’sin1 diisiirerek bozulma etkeni ve patojen mikroorganizmalarin
gelisimini smirlandirmaktadir  [49]. Zayif asitler diisik pH degerinde giigli
antimikrobiyal etki gosterir [50]. Asetik asit maya, kiif, bakterilere kars1 daha etkilidir
[51]. Laktik asit ortamin pH’ s disiiriir ve hiicre zarinin gegirgenligini artirir.
Boylelikle diger antimikrobiyal maddelerin aktivitesini gliglendirmektedir. Ayrica laktik
ve asetik asitin ¢dziinmemis formu, hidrofobik 6zelligi nedeniyle, hiicre i¢inden gecerek
hiicre zarina niifus etmektedir. Hiicre i¢inde ¢oziinmesi ve sitoplazmadaki pH diisiisi

sonucu hiicre 6liimii meydana gelmektedir [13].

Heterofermentatif LAB tarafindan iiretilen organik asitlerin aroma profili lizerinde gok
etkili oldugu bilinmektedir [5]. Asetik asit yalnizca kuvvetli bir aroma vermekle

kalmaz, ekmekte bulunan aroma bilesiklerinin etkinligini de arttirir [2]. Ayn1 zamanda
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diisik pH’l1 ve yiiksek oranda asetik ve laktik asit iceren eksi hamur ekmeklerinin
yiiksek hacimli olduklari ve daha ge¢ bayatladiklar: bildirilmistir [52]

Laktik Asit

Laktik asit, LAB’nin fermentasyonun yolu ile {rettikleri bir metabolittir ve
mikroorganizmalar iizerine olumsuz etki yapmaktadir. Zayif bir organik asit olan ve
suda ¢oOziinebilir nitelikteki laktik asit, gida endiistrisinde lezzet ve aroma verici,
asitlendirici, pH diizenleyici ve koruyucu olarak kullanilmaktadir. Gidalarda dogal
olarak bulundugu gibi eksi hamur, zeytin, peynir gibi gidalarin fermentasyonu sirasinda

mikroorganizmalar tarafindan da sentezlenmektedir [50].
Asetik Asit

Asetik asit heterofermentatif LAB tiirlerinin glikoz metabolizmas1 sonucu agiga ¢ikan
tiriinlerden biridir. Maya, kiif ve bakterilere kars1 giiclii inaktivasyon 6zelligine sahiptir.
Disiik pH degerine etkilidir. Laktik asit ile kiyaslandiginda asetik asitin antimikrobiyal
aktivitesi daha gii¢lidiir [53].

Propionik Asit

Heterofermentatif LAB tiirleri tarafindan ¢ok az bir miktarda sentezlenebilmektedir.
Coziintirliik sabiti (pKa 4.87) laktik asit ve asetik asitten daha yiiksektir. Daha giiclii
antimikrobiyal ozellik gostermektedir. Antimikrobiyal 6zelliginden dolayr gidalarda

yenebilir kaplama veya film olarak kullanilmaktadir [50].
1.2.1.2.Hidroksi yag asitleri

Hidroksillenmis yag asitlerinin etki alam ¢ok genistir. Ozellikle kiif mayalara kars:
gliclii inaktive edici antifungal 6zelliktedir. Bakterinin trettigi hidroksillenmis yag asiti
konsantrasyonuyla bakterinin gelisiminin orantili arttigi goriilmiistiir, bu durum
ortamdaki hidroksi-yag asiti saliminin hiicre lizizinden bagimsiz oldugunu
gostermektedir [8]. Leylak ¢iceginden izole edilen Kluyveromyces, Phichia,
Rhodotorula tiirlerine kars1 etkili olan L. plantarum MiLAB 14 susunun, hidroksi yag
asitlerini  (3-hidroksidekanoik asit, 3-hidroksi-5-cis-dodekenoik asit, 3-hidroksi

dodekanoik asit, 3-hidroksitetradekanoik asit) sentezledigi belirlenmistir [54].
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1.2.1.3. Hidrojen peroksit

LAB’leri liremeleri sonucu hidrojen peroksit olustururlar. Yapilan bir ¢alismada, bazi
bakterilerin ve patojen mikroorganizmalarin {remesini kontrol eden gesitli
antimikrobiyal maddeler olusturduklart saptanmustir [55]. Hidrojen peroksit,
mikroorganizmalarin enzim aktivitelerin bozulmasina, enzimlerin kimyasal yapisinin,
biyokimyasal karakterinin ve aktivitelerin degisiklige ugramasina ve bdylece enzimlerin
inaktive olmasina neden olur. Yapilan bir ¢aligmada L. sake ATCC 15521 L. plantarum
ATCC 14917 ve L. lactis NCDO 280 bakterilerin hidrojen peroksit olusturduklarini
tespit etmistir [56]. Bir baska calismada ise, L. plantarum, L. casei subsp. casei, L.
paracasei subsp. paracasei, L. curvatus ve L. casei tiirlerinin meyve suyu besi yeri
ortaminda iirettigi organik asit, H,O, miktarlar1 arastirilmistir. Ana fermentasyon {iriinii
olan organik asitler arasinda laktik asitin en yiiksek diizeyde oldugu belirlenmis, 0.25—

1.77 mg/L araliginda degisen miktarlarda H,O, tiretimi tespit edilmistir [57].
1.2.1.4. Bakteriosin

Hiicre sitoplazmasindaki ribozomlar tarafindan sentezlenen, hassas mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal etki gosteren, peptit yapili molekiillere bakteriosin denir.
Bakteriosinler protein yapili oldugu igin proteaz enzimine karsi hassas yapidadirlar ve
fermente gidalarin ekosisteminin olugmasina katkida bulunmaktadirlar [58]. LAB
tarafindan bakteriosinlerin tretimi in vitro sartlarda belirlenmis, saflastirma ve
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Ornegin plantartisin ST31 L. plantarum [59] ve
bavarisin A, L. bavaricus MI401 [60] tarafindan eksi hamurda tretilmektedir. L.
pentosus 2MF8 tarafindan eksi hamurda bakteriosin 6zelliginde antimikrobiyal bilesik
tiretilmektedir. Ayrica bakteriosin benzeri inhibitor maddelerin Lactococcus lactis spp.
lactis M30 tarafindan iiretildigi ve hamurdan izole edildigi belirtilmistir [61]. Eksi
hamur ekosisteminde yapilan bir arastirmada eksi hamurun 6nemli suslarindan L.
sanfranciscensis’in gelismesi inhibe edilmezken, bazi LAB’lerinin 6nemli oOlglide
gelismelerinin engellendigi belirtilmektedir [62]. Daha sonra yapilan g¢alismalarda
bakteriosin benzeri bu inhibitor maddenin laktisin 3147 [52] oldugu ve eksi hamur

fermantasyonu sirasinda LAB tarafindan tiretildigi belirlenmistir [63].

Gida endiistrisinde kullanilan rediikte edici kimyasal koruyucularin yerine

bakteriosinler kullanilabilecegi de bildirilmektedir [64]. Gida giivenirligi agisindan,
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patojen mikroorganizmalarin gidalarda gelisiminin énlenmesi gerekmektedir. Gidalarda
gelisen patojen mikroorganizmalar iizerinde antagonistik mikroorganizmalarin ve
bakteriosin gibi antimikrobiyal maddelerin etkili olmas1 nedeniyle, gida giivenliginde
bakteriosin kullaniminin 6nemi olduk¢a artmistir. Bakteriosinlerin antimikrobiyal
aktivitelerinin yani sira, peptit veya protein yapilarinda olmalarindan dolayr mide
salgilarindan etkilenebildikleri ve insan viicudunda sindirilebilecekleri anlasilmistir.
Bakteriosinlerin et ve siit liriinleri basta olmak iizere bir¢ok gidada kullanimi miimkiin

olmaktadir [65].

LAB’nin irettigi bakteriosinlerin ekmekte, ekmek patojeni olan ve gidalarda
bozulmalara neden olan Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis ve Staphylococcus
aureus gibi bakterilerin gelismesini engelledigi tespit edilmistir [66]. Eksi hamurdaki L.
pentosus 2MF8 susu tarafindan da bakteriosin ozelliginde antimikrobiyal bilesik
tiretildigi [67], L. bavaricus MI401 tarafindan bavarisin, L. plantarum tarafindan da

plantartisin adli bakterioslerin iiretildigi belirlenmistir [68].
1.2.1.5.Reuterin (3-hidroksipropanal )

Anaerobik kosullarda heterofermentatif tiirlerin gliserolii fermente etmesi ile
olusmaktadir [69]. Olusan molekiill anaerobik ve aerobik ortamda aktivite
gosterebilmektedir [70]. L. brevis ve L. buchneri gibi LAB’i tiirleri glikozu fermente
ederken gliserol molekiiliinii elektron alicist olarak kullanmaktadir. Tek basina
gliserolde gelisememekte, glukoz bulunan ortamda da gliserol olmadan yetersiz gelisim

gostermektedir [71].
1.2.1.6. Diasetil (2,3-butanedion)

Metabolik bir son iiriindiir. Ortam asitliginin diasetil antimikrobiyal aktivitesine direkt
olarak etkisi goriilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada, pH 7.0’den diisiik degerde diasetil
aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir. 200 ppm diizeyinde mayalara, 300 ppm’de ise kiiflere
karst oldiiriicii oldugu tesbit edilmistir. LAB’ lerinin diger bakterilere gore daha

dayanikli oldugu goriilmistiir [70].
1.2.2. Eksi hamur fermentasyonuyla meydana gelen biyokimyasal degisiklikler

Fermantasyon isleminden sonra karakteristik aroma ve tatlara sahip yeni {irlinler

meydana gelmekte, hem de gidanin raf omrii uzatilmis olmakta ve gidalarda bozulma
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kaynagi mikroorganizmalarin  gelismesi  Onlenmektedir. Sonu¢ olarak gida
endiistrisinde, LAB’larin gelisimi ile birlikte olusan enzimatik ve asidifikasyon islemler
cesitli fermente gidalarin tat, koku, tekstiir 6zelliklerini etkilemektedir. Ayrica, liretmis
olduklar1 peptit yapisindaki “bakteriyosin” molekiilii gidalarda bozulmalara ve gida
kokenli enfeksiyonlara sebep olan bakterilerin gelisimini dnlemekte ve bdylece gidanin

raf dmriinii uzatmak ic¢in koruyucu islev gérmektedir.

Eksi hamur prosesini normal ekmek tiretiminden ayiran iki temel faktdr vardir. Birincisi
ekmek mayasinin metabolik potansiyeline, LAB’nin varhigiyla heterojen bir
mikroorganizma grubunun metabolik potansiyelinin de eklenmis olmasidir. ikincisi ise,
eksi hamur prosesi fermentasyon siiresinin 8 saatten (spon¢ hamur agamasi) 144 saatin
lizerine ¢ikan uzun bir siire¢ almasidir. Normal ekmek prosesiyle karsilastirildiginda bu
uzun siire¢, hamur agamasinda biyokimyasal donilisiim i¢in endojen enzimlere dnemli
katki saglar [72]. Eksi hamur mikrobiyota metabolizmasi ve tahil enzimlerinin aktivitesi
birbirine baghdir. Meydana gelen asidifikasyon tahil enzimlerinin aktivitesini,
stibstratlarin 6zellikle gluten proteinlerinin ve fitatin ¢oziniirligiind arttirir. Eksi hamur
fermentasyonuna baskin olarak obligat heterofermentatif LAB hakimdir [11]. Eksi
hamur fermentasyonu bazilar1 tek basina bazilari ise birbirini direkt veya dolayli yoldan

etkileyen biyokimyasal reaksiyonlar toplulugudur.
1.2.2.1. Asidifikasyon

Eksi hamur fermentasyonu sonucu artan asitligin etkisiyle aktivitesi artan enzimlerin
Ozellikle bugdaymn una ogitiilmesi sirasinda meydana gelen zedelenmis nisastalar
tizerine etki ederek bunlari maltoz, glikoza pargalayabilmektedir. Fermentasyonla
gelisen asidifikasyon sonucunda pH’nin 4.5’un altina diigmesi durumunda ise tahil tane
yapisinda bulunan endojen amilaz enzimleri inhibe olur, ancak glikoamilaz bundan
etkilenmez [72] Boylelikle unun amilaz aktivitesi azalmig olur ve diisme sayis1 degeri

yiikselir [73].

Gelisen asidifikasyon ve diisiik molekiil agirlikli tiollerin birikimi nedeniyle gluten
proteinlerinin ¢oziiniirliigi ve enzimatik yikima karsi duyarliliklar1 artar [72]. Tahil

enzimlerinin aktivitesi fitatin ¢oziiniirligiinii de arttirir [11].



21

1.2.2.2. Proteolitik aktivite ve protein degradasyonu

Eksi hamurda bulunan proteolitik enzimler tahil proteinlerini pargalar [74,75]. Proteoliz
sonucu aminoasitler meydana gelir. Bu da 6nciil lezzet maddelerini olusturur [7,13,76].
Gluten proteinleri hamurun dokusunu ve reolojik Ozelliklerini belirler. Gluten
proteinlerinin bozulmasi ile gluten ag olusumu etkilenir [77]. Bu durum zayif ve
yapiskan bir hamur olusturur. Gluten proteinlerinde ki kiiclik degisimler bile hamur

yapisinda onemli degisiklikler meydana getirir [78].

Eksi hamur igerisinde proteolitik aktivite ile ilgili gesitli teoremler ileri stirilmistiir,
bunlar tahil kaynakli mayalar ve laktik asit bakterilerine gore degismektedir. Proteolitik
aktivitenin 1/3’0 tahil kaynakli mayalar tarafindan gerceklesmektedir [74]. Diger
calismalarda ise LAB tarafindan iiretilen proteinazlarla gluten proteinlerinden protein
hidrolizatlarinin olustugu belirtilmektedir [79,80]. Eksi hamurda son alinan sonuglar
LAB’nin proteolitik etkinligi oldugunu da gostermektedir [75,81]. Asidik ortamda tahil
unlarindaki proteazlarin proteinleri, prolaminlere indirgedikleri goriilmiistiir [82].
Bunlara ek olarak iyi bir hamurun reolojik 6zellikleri {izerine proteolitik enzimlerin rolii

vardir [77,78,83].

Eksi hamurda tahil enzimleri uygun pH da glutenin ve gliadin proteinlerini hidrolize
ederler; ozellikle aspartik proteinaz aktivitesi bundan sorumlu tutulmaktadir [84,81].
Ayrica eksi hamur fermantasyonu sonucu gluten makro molekiilleri olusmaktadir [85].
Tahil proteinazlar1 pH 3.7 de aktif iken pH 5.5 de higbir aktivite gdsteremezler. Yani
proteinazlarin aktivitesi eksi hamurlarin asitligi ile yakindan ilgilidir. Ayrica eksi
hamurda bulunan LAB proteinaz aktivitesine sahiptir. LAB’nin yiiksek proteolitik
aktivitesi i¢in gerekli substrat ve gelismelerini saglayacak aminoasitlerin ortamda
bulunmasi gerekir [86]. Eksi hamur fermentasyonunda proteoliz sonucu aminoasitler
meydana gelir. Genellikle eksi hamur fermentasyonunda aminoasit konsantrasyonunu
LAB’leri saglar. Fakat serbest aminoasitler maya konsantrasyonunu azaltir. Hamur
icerisinde ki aminoasit diizeyi fermente mikrofloranin fermantasyon siiresine ve serbest

aminoasit tiiketimine baglidir [75].

Mikrofloranin proteoliz aktivitesi ¢ok yliksek olursa aminoasit birikmesi meydana
gelebilir. Glutamik asit, izolosin ve valin L. plantarum ile L. brevis'in gelisimi igin

gereklidir. Mayalarin gelisebilmeleri i¢in histidin, lisin ve sistein hari¢ tiim aminoasitler
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ve peptitler gereklidir. Fermentasyon baslangicinda uygun olmayan pH da proteolitik
aktivite diisiiktiir. Bu asamada maya azotu kullanarak gii¢li bir logoritmik faz ile
gelisme gosterir. LAB’leri de uzun bir logoritmik fazda gelisim gosterirler fakat ilk 4
saat boyunca aktiviteleri yavastir. Aminoasit birikmesi fermantasyonun son
asamalarinda goriilmez. Eksi hamurda alifatik, dikarboksilik bilesikler ve hidroksi
aminoasitlerin diizeylerini L. brevis linderi, L. sanfranciscencis, L. brevis ve L.

plantarum tiirleri artirir [30].

Eksi hamurda proteolitik aktivite mikrobiyal ve starter islem kosullarina baghdir.
Aminoasitler hamur verimini etkiler, diisik miktarda aminoasit igeren hamurlar
yumusak bir yapiya sahiptirler [72]. Kepekli unun aminoasit miktarina etkisi
muhtemelen aspartik proteinaz aktivitesinden kaynaklidir. Bunun yani sira tahillarin dig
tabakasinda bulunan proteinazlarin da aminoasit igerigine etkisi vardir [81]. Peptitler,
amino asitler ve mikrobiyal amino asit metabolizmasinin iiriinleri, ekmek kalitesini
aroma-aktif bilesikleri, lezzet diizenleyiciler veya biyoaktif bilesenler olarak etkilerler.
Amino asitlerin doniisiimiiniin tiir ve cinse bagli olarak ekmek kalitesini duyusal a¢idan
etkiledigi cesitli ¢caligmalarda belirtilmektedir [87,88]. Bu alandaki son ¢alismalar, eksi
hamur fermentasyonunda amino asit ve peptitlerin birikim metabolitleri ile antioksidant,

antihipertansif veya kanser 6nleyici aktivite lizerine yogunlasmaktadir [89-91]
1.2.2.3. Karbonhidrat modifikasyonu

Bugday ve piring % 60-70 oraninda nisasta icermektedir. Nisasta ekmek i¢i yapisinin
ana etkenidir ve amilopektin retrogradasyonu da ekmek bayatlamasinin ana faktoriidiir.
Hamur asamasinda nisasta degradasyonu fermente olabilir karbonhidratlarin ve indirgen
sekerlerin baslica kaynagidir. Aslinda bugdayda, fermente olabilen karbonhidratlarin
konsantrasyonu oldukca diistiktiir. Siikkroz ve rafinoz konsantrasyonlar: sirasiyla % 0.6-
0.8 ve % 0.1-0.4’diir. Diger mono ve di sakkaritler ise tane g¢imlenmedigi siirece
bulunmaz [92,93]. Fermentasyon siiresince bugday eksi hamurundaki amilaz aktivitesi,
maltodekstrin, maltoz ve glikoz olusumunu saglar pH’nin 4.5’un altina diismesi
durumunda ise maltojenik amilaz inhibe olurken, glukoamilaz aktivitesini siirdiirerek
nisasta ve maltodektrinlerden glikoz fiiretimine devam eder [92]. Bugday eksi
hamurunda ana karbon kaynagi olarak maltozun kullanilabilen L. sanfranciscensis, L.

fermentum ve L. reuteri anahtar eksi hamur laktobasilleri, maltoza yiiksek adaptasyon
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gostermislerdir [88]. L. sanfranciscensis’de maltoz fosforilaz yapisal olarak bulunur ve
maltoz metabolizmas1 diger karbon kaynaklarinin metabolizmalarindan daha ¢ok tercih
edilir [87]. Maltoz fosforilaz maltoz ig¢in oldukga spesifik bir enzimdir. L.
sanfranciscensis ve L. reuteri gibi pek c¢ok LAB’si, a,(1-6) gluko-oligosakkarit
baglarint hidrolize eden ve bir glikozidaz olan DexB’yi de yapisinda bulundurur
[94,95]. DexB’nin eksi hamur fermentasyonuna katkisi tam olarak agiklanamamigtir

ancak laktobasil genomlari igerisinde DexB’nin dagilimi oldukga genistir [96].

Eksi hamur fermentasyonunda gerceklesen maltodekstrinlerin doniisiimii ve nisasta

metabolizmas1 Sekil 1.2°de gosterilmistir.

A
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Nigasta [glucoamyl,
lase)

Isomattooligosakkaritier Maltoz  +H*

A 1

Isomﬂoohoosakkunﬂer
Moltoz
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(Slukoz2~ 1P + af1-+4), a{1-8)
Glukoz ¢ * a{1—6)

DexB

Sekil 1.2. Eksi hamurda maltodekstrinlerin doniisiimii ve nisasta metabolizmasi [72]
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Panel A; bugday ve piring eksi hamurlarindaki enzimler ve metabolik yolu
gostermektedir. Panel B ise, misir, sorgum gibi diisilk amilaz aktiviteli substratlarla
ilgili metabolik yol ve enzimleri gostermektedir. Tahil tane enzimleriyle doniistim mavi
ile gosterilirken, mikrobiyal enzimlerle doniisiim kirmizi renkle gosterilmistir. Panel A,
bugday ve piring unlari, eksi hamur fermentasyonu siiresince nisastadan, maltodekstrin,
maltoz ve glukoz olusturabilecek a-amilaz, B-amilaz ve glukoamilaz aktivitesi
gosterirler. Asidifikasyon pH < 4.5 oldugu durumlarda glukoamilazlar etkilenmezken,
amilazlar inhibe olur [92,93]. L. sanfranciscensis, L. reuteri ve L. fermentum gibi
LAB’lerini igeren eksi hamurdaki anahtar mikroorganizmalar maltoz fosforilaz (MalP)
ve 1,6- a-glukozidaz (DexB) gibi glukan pargalayici temel enzimleri igerirler [96].
MalP, maltoz i¢in oldukg¢a spesifik olup, maltozu D-glukoz ve B-D-glukoz 1-fosfat’a
dontstiiriir. DexB, gluko-oligosakkaritlerdeki a,(1-6) baglarini hidroliz edebilirken o-
(1,4) baglarinm1 edemez. Panel B, misir, sorgum gibi diisik amilaz aktiviteli
stibstratlardaki nisasta degradasyonunu gostermektedir. Dinlenme durumundaki taneler
genellikle B-amilaz aktivitesine sahip degildirler [97]. Bu tanelerde tanenin
fermentasyonunda nisasta degradasyonu, LAB’nin extra ekstraseliiler amilazinin
(AmyX) varligma baghdir ki bu fermentasyonlardan siklikla L. fermentum veya L.
plantarum’un amilolitik suslar1 izole edilmektedir [98,99]. L. plantarum, L. acidophilus
ve L. gasseri’yi de iceren LAB’lerinin ¢ogu, maltodekstrin hidrolize edici enzimlerin

timiini igermektedir [96].

1.2.2.4. Eksopolisakkarit olusumu

Eksopolisakkarit (EPS) formlar1 hiicre duvar ile birlesmis veya hiicre duvar1 disinda
biriken kiiltiir ortamina bagimsiz yayilan salgilar olarak {tiretilen yapilardir. Bakteri
kaynakli EPS’ler genellikle immunojenik 6zellik gosterirler [100]. Bakterinin dis
yiizeyini saran EPS, suda ¢6ziinen polimerdir ve dogada iyonik ya da iyonik olmayan
yapida bulunabilirler [101]. EPS’ler glikozit baglari ile birbirine bagli sekerlerden
meydana gelmektedir. Bakteriyel EPS’lerin ¢ogu diizenli oligosakkaridlerin
tekralanmasiyla olusan heteropolisakkarid yapida, bazi bakteriyel EPS’ler ise tek tip
sekerden olusan homopolisakkarid yapisindadir [100].

EPS’ler bakterinin olumsuz g¢evre sartlarindan korunmasini ve [102] ortamda bulunan

metalik iyonlarin tutulmasini saglarlar [103]. Bakteriler tarafindan EPS’lerin sentez
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amact; koloniler halinde biiylimelerine yardimer olma ve sert yiizeylere tutunmalarini

saglamaktir [104].

EPS’ler toprak, deniz, tatli su gibi farkli ortamlardan izole edilen, Bacillus’lar,
Pseudomanas’lar, Lactobacillus’lar ve Azotobacter’ler gibi birgok bakteri tarafindan
sentezlenmektedir. Bu iiriinlerin karbon kaynaklar1 i¢in yarisan metabolitler olduklari

bildirilmektedir [105].

Eksi hamurdaki LAB’nin metaboliti olan EPS’lerin bagirsak florasini diizenledigi,
kolesterolii diisiirdiigli ve anti-iilser aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [106]. Tahil
iligkili laktobakteriler tarafindan iiretilen EPS; sakkaroz metabolizmasinin ¢evreye karsi
korunmasinda ve bagirsak habitatinda biyofilm olusumunda katk1 saglar [107]. Uretilen
EPS eksi hamur ekmegini gelistirerek ekmek hacmi, doku ve diyet lif igerigini artirir.

Ancak ekmek doku iizerinde EPS’lerin yararli etkisi asir1 olusan asidite ile azalabilir
[108].

EPS’nin 6zellikleri glucansucrases ve fructansucrases tretimi ile incelenmistir [109].
Ekmek kalitesi tizerindeki etkisi ise EPS olusumu saglanarak belirlenmistir [110].
Gidalarda eksopolisakkaritler; emiilsiyon stabilizasyonu, ylizey tansiyon 6zelliklerinin
gelistirilmesi ve gidanin su molekiilleri ile etkilesiminin iyilestirilmesi bakimindam

Onem tagimaktadir.

1.2.2.5.Yag asitlerinin enzimatik ve mikrobiyal doniisiimii

Un komponentlerinin oksidasyonu ile hamur reolojisi etkilenmektedir. Bugday ve piring
unu hamurlarinin karigtirilmasi sirasinda, endojen lipoksigenaz aktivitesi ile oksijen
tiketilir [93]. Lipoksigenazlar, linoleik asiti hidroperoksi asitlere okside eder. Bugday
lipoksigenazi tercihen 9 hidroperoksi linoleik asit, ¢avdar lipoksigenaz tercihen 13
hidroperoksi izomer formlar1 olusturur. Enzimatik veya enzimatik olmayan reaksiyonlar
hidroperoksitleri aroma-aktif aldehitlere indirger [93,111]. Sistein varligi durumunda
da, peroksitler hidroksi yag asitlere doniistiiriilir [112]. Bazi hidroksi yag asitleri
biyolojik aktiviteye sahiptirler. Koriolik asit (13-(S)-hydroxy-9Z,11 Eoctadecadienoic
acid) antifungal aktiviteye sahiptir ve raf 6mrii siiresince kiif gelisimini engeller [113].

Doymamuis di ve tri-hidroksi yag asitleri ise bitter tada sahiptir [114]. Eksi hamurdaki



26

LAB’lerinin metabolizmasi, fermentasyon siiresince lipit oksidasyonu yapabilir veya
kuvvetli  antioksidatif etki olusturabilir. Homofermetatif laktobasiller lipit
oksidasyonunu arttirir ve eksi hamur fermentasyonu siiresince nonenal ve dekadienal
olusumunu saglar [115]. Bu etki homofermentatif glukoz metabolizmasinda hidrojen
peroksit olusumu olarak nitelendirilmistir. Bunun tersine, obligat heterofermentatif
laktobasiller, eksi hamurun oksidasyon rediiksiyon potansiyelini diisiiriirler ve diisiik
molekiil agirlikli tiol bilesikleri veya glutation biriktirirler [116]. Heterofermentatif
laktobasiller, aroma-aktif (E)-2-nonenal ve (E,E)-2,4-dekadienal olusumunu azaltirlar.
Ormnegin L. sanfranciscensis’in baskin tiir oldugu bir ticari starterle yapilan eksi
hamurda aroma-aktif bilesiklerden heptenal, nonenal, nonedienal ve dekadienal’in
azaldig1 tespit edilmistir [111]. Laktobasiller, oleik, linoleik ve linolenik asitleri
hidroksilli yag asitlerine hidrate ederler. Linoleik asit, 13-hydroxy-9-octadecenoic acid
veya antifungal 10-hydroxy-12-octadecenoic asite doniisiir [112]. Reaksiyon bir yag

asiti hidratazi tarafindan katalize edilir [117].

1.3. Eksi hamur ve ekmek kalitesi

Eksi hamur ekmek yapiminda geleneksel olarak yas maya yerine kabartici ajan olarak
kullanilmistir. Giiniimiizde ise bu kullanim nedeni ortadan kalkmustir. Eksi hamurun
endiistriyel kullaniminda, ekmek Kkalitesini artirmak ve katki maddelerine muadil
kullanim1 amaglanmaktadir. Bu teknolojik amag, giincel fermantasyon teknolojilerinin
ve metabolik 6zellikleri tanimlanmis starter kiiltiirlerin gelistirilmesi ile sonu¢lanmistir
[118,119]. Ekmek yapiminda eksi hamur kullanimi ekmek kalitesini tiim yonleriyle
etkiler. Eksi hamurun, ekmegin lezzet, tekstiir, raf omrii ve besinsel kalitesi tizerindeki
teknolojik etkileri hamur asamasinda un bilesenlerinin biyodoniisiimiine baglhidir (Tablo

1.3).
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Tablo 1.3. Eksi hamur fermentasyonu sirasinda mikrobiyal ve enzimatik doniisiim ve

ekmek kalitesine etkileri [72]

Karbonhidrat doniisiimii ve metabolizmasi

Metabolik enerjisi (maltoz, siikroz)
Kofaktor rejenerasyonu (fruktoz)
Cevresel hasarlar kars1 Korunmasi

(oligosakaritler ekzopolisakkaridlerin)

Biyofilm olusumu (ekzopolisakkaridleri)

Tekstiir (nisasta)

Su baglama, bayatlama (nisasta,
pentozanlar, EPS)

Tat ve raf dmrii (organik asitler)
Pisme sirasinda aroma olusumu igi
indirgen sekerlerin iiretimi

Diyet lif ve prebiyotik oligosakaritler

Protein doniisiimii ve metabolizmasi

Azot kaynagi

Metabolik enerjisi (alanin)

Asit direnci (Gln, Glu, Arg)

Kofaktor rejenerasyonu (Glu, glutatyon); ve

korunma oksidatif strese karsi (Cys)

Hacim (gluten)

Tat ve lezzet (gliitamat, ornitin, diger
amino asitler)

Biyoaktif bilesikler, (g-aminobiitirat)
Biyoaktif peptitler (Tat-aktif, ACE-

engelleyici)

Fenolik bilesiklerin doniisiimii

Metabolik enerji (flavonoid hidrolizi)

Zararl bilesiklerin uzaklagtirilmasi

Lipid metabolizmasi

Beslenme karsit1 faktorlerin ortadan
kaldirilmasi (enzim inhibitorleri)
Bitter tadin ortadan kaldirilmasi
(tanenler)

Antioksidan olarak fenoliklerin
biyoyararlaniminin artmasi

Ucucu aromatikler

Metabolik enerji (kofaktor rejenerasyonu)
Membran homeostazi (Doymamis ve hidroksi

yag asitlerinin sentezi)

Lipid oksidasyonunun kontrolii (tat,
lezzet)

Antifungal bilesiklerin olusumu
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Yapida meydana gelen biyodoniisiimler ekmek kalitesini tiim yonleriyle etkilerken
karakteristik koku, renk, tekstiir gibi organoleptik nitelikleri de ortaya ¢ikar. Gidalarin
kabul edilebilirligi ya da se¢imlerinde, onlarin kimyasal 6zellikleri yaninda fiziksel
Ozelliklerinin de 6nemi biiyiiktiir. Ekmek kabugu rengi, ekmek i¢inin tekstiirii ve
yumusaklig: tiiketiciler tarafindan ekmegin kalite 6zelliklerinin degerlendirmesinde en

¢ok kullanilan kriterlerdir [120].

Fiziksel 6zelliklerde ki degismeler genellikle raf 6mri siiresince bayatlama ile meydana
gelmektedir. Bu degismeler; tat ve koku degisimi, sertligin artmasi, ekmek kabugunun
canliligint kaybetmesi, ekmek icinin ufalanir yapi almasi, ekmek iginin opakliginin
artmasi, ekmek i¢inin nem tutma kapasitesinin azalmasi, nisastanin amilaz enzimine
duyarliligimin azalmasi, ekmek i¢inden ekstrakte edilebilir ¢oziinmiis nisasta iceriginin
azalmasi [1], ekmek tat ve koku bilesiklerinin kaybina bagli lezzet azalmasi, kif

tiremesine bagli mikrobiyal bozulma olarak tanimlanabilir.
1.3.1. Aromatik yap1

Ekmek lezzeti, hamuru olusturan ham ve yardimci maddeler, pisirme kosullar1 ve
ozellikle fermentasyon ve pisirme basamaklarinda olusan ylizlerce ugucu ve ugucu

olmayan bilesikten olusmaktadir.

Lezzet maddelerinin biiyiik ¢ogunlugu pisirme sirasinda olusmakla birlikte [121] eksi
hamur kullanim1 da ekmege kendine 6zgii tat ve aroma kazandirmaktadir. Ornegin
bugday ekmeginin kizarma aromasi 2-asetil-1-prolin maddesinden olusmakta ve
ekmegin i¢ kisminda tipik bir kokuya neden olmaktadir [16]. Messens ve De Vuyst, eksi
hamurdan izole edilen LAB’i tarafindan da bazi1 aromatik maddelerin iretildigini
gostermiglerdir [64]. Eksi hamur yontemi ile iiretilen ekmeklerde heterofermantetif
laktik asit bakterilerinin olusturdugu laktik asit ve asetik asit basta olmak iizere, diger
mindr asitler (propiyonik isovalerik, isobiitirik, n-biitirik, a-metil-n-valerik, valerik asit)
az miktarda olusmaktadir [122]. Asetik asit hem giiglii bir aroma olusumunu saglar
ayrica diger aroma maddelerine sinerjist etki yapar [123]. Eksi hamur ekmeklerinde
aroma daha yogun ve yiiksek oranda 2-propanon, 3-metil biitanol, benzil alkol ve 2-
fenil alkol bulundugu belirlenmistir [124]. Ayrica eksi hamur fermantasyonuna tabi
tutalan ekmekler ile kimyasal olarak asitlendirilen ekmekler arasinda hissedilebilir
kalite farki oldugu bildirilmistir [124].
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Eksi hamur kullaniminin ekmek aromatik yapisi tizerindeki etkisi iki yonlii olmaktadir.
Eksi hamur, ekmek hamurunun yapisinda bulunmayan ugucu ve ucucu olmayan
aromatik bilesikleri igermektedir. Bu bilesikler normal ekmek yapisinda bulunmayan
farkli bir tat ve lezzet profili olusturmaktadir. Ayn1 zamanda eksi hamur ekmegi raf
omrii siiresince ekmek biinyesinde bulunan bu aromatik bilesikleri daha uzun siire

muhafaza etmektedir.

LAB’leri karbonhidratlar1 fermente etmesi disinda serbest aminoasit olugsmasini da
saglarlar. LAB’de bulunan peptinaz ve proteaz gibi enzimler fermentasyon ile hamurda
bulunan proteinleri parcalayarak aminoasitleri olusturmakta ve boylece pisirme
esnasinda aroma olusumuna katkida bulunmaktadir. Olusan aminoasit ve miktari
mikroorganizma ¢esidine ve fermentasyon siirelerine gore degismektedir. Serbest
aminoasitlerden 16sin, prolin, fenilalanin, isolosin ve serin indirgen sekerlerle
reaksiyona girerek aromanin olusmasina katkida bulunmaktadir. Ornegin; 2-fenil etanol
fenilalanilin, 2-propanon ve 3-metil-1-biitanol ise serbest aminoasitlerin maillard
reaksiyonu sonucunda olusur. Fermantasyon sirasinda proteoliz, seker ve peptit
metabolizmas: ketoasit tiirevlerinin hidrojenasyonu enzimatik sentez yolu ile dzellikle
kiikiirt igeren g¢esitli aminoasitler ve tiirevlerinin miktarlart artmaktadir [125-127].
Bunun yanisira eksi hamur fermentasyonuyla biyoaktif peptitler de olusmaktadir.
Biyoaktif peptidler, amino asitler ve mikrobiyal amino asit metabolizma {irinlerinin tat-

aktif bilesenleri ve lezzet on maddeleri olarak ekmek kalitesine etki etmektedirler [87].

Ekmegin bayatlamasi ile ekmegin lezzet ve kokusunda onemli degisiklikler meydana
gelmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalarda ekmek bayatlamasi, lezzet ve aroma
maddelerinde meydana gelen degisikliklerle izah edilmektedir. Yapilan arastirmalar,
ekmekteki aroma ve lezzet veren maddelerin, bayatlama ile azaldigini gostermistir.
Mesela taze ekmekteki ugucu indirgeyen maddeler 179-275 mikroekivalan seviyede
bulundugu halde 24 saat sonra, bunlar yaklasik 40 kat1 azalarak 4.4-6.8 mikroekivalana
diismiistiir [128]. Eksi maya kullanilarak hazirlanan hamurlardan yapilan ekmeklerin
lezzet kayb1 agisindan daha geg bayatladig: tespit edilmistir. Bu ise, kiiltiir ortaminda
bulunan bakteri ve mayalarin faaliyeti sonucu olusan laktik asit, asetik asit, diger ugucu

olan ve olmayan bilesiklerin varligindan ve ¢esitliliginden kaynaklanmaktadir [126].
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Eksi hamur kullanilan ekmeklerin aroma ve lezzet profili eksi hamur mikroflorasini
olusturan LAB’lerinin tiirlerine gore de degisim gostermektedir. Lonner ve Preve-
Akesson, yaptiklart bir arastirmada, eksi hamur yonteminde bazi heterofermentatif
Lactobacillus spp. ile yapilan denemede homofermentatif tiirlere gore daha yiiksek
asitlik ve daha diisik pH degerine ulasildigin1 ve ekmekte daha giiclii, aromatik bir
lezzet hissedildigini tespit etmislerdir [129].

Eksi hamur fermentasyonu sonucu ekmegin aromasini asitler, alkoller, esterler ve ¢esitli
karbonil bilesikler olusturur. Eksi hamur fermentasyonu ile iiretilen ekmeklerdeki

aroma maddeleri Tablo 1.4.’de verilmistir.

Tablo 1.4. Eksi hamur ile tiretilen ekmeklerdeki aroma bilesenleri [130]

Asitler Alkoller Esterler Karbonil
Bilesikleri
Laktik asit Etanol Etil asetat Diasetil
Asetik asit n-Propanol Etil n-propanat 3-Metil-1-btitanol
Biitirik asit 2-Metil-1-propanol n-Biitil asetat 2-Metil-1-biitanol
Propiyonik asit n-Biitanol 2 Metil biitil asetat n-Hekzanal
Priivik asit 2-Biitanol Biitil-n-propanat 2-Heptanon
Valerik asit n-Pentanol n-Pentil asetat n-Nonanal
Isobiitirik asit n-Hekzanol Etil n-hekzanat Benzaldehit
a-Metil-n- 2-Hekzanol n-Hekzil asetat 2-Propanon
valerikasit n-Heptanol Etil laktat 2,3-Biitandion
Isovalerik asit Benzil alkol Etil n-oktanat 3-Hidroksi-2-
n-Bitirik asit 2-Fenil etanol Eti12-hidroksi propanat biitanon
Formik asit [soamilalkol Asctoimn
Kaproik asit 2.3-Biitandiol Aseton
Palmitik asit 3-Metil biitanol Asetaldehit
2-Metil biitanol Isovalerik aldehit
Metiletil keton
Furfural

1.3.2 Raf omrii
1.3.2.1.Tekstiir

Ekmek i¢i yumusakligi veya sertligi, ekmekte tazelik algisiyla yakindan ilgili oldugu
icin ekmegin degerlendirilmesinde en dikkat g¢ekici doku Ozelligidir. Tekstiir profil
analizi (TPA) gerek ekmek kalite niteliklerini belirlemede gerekse raf dmrii siiresince

degisimin ortaya konulmasinda en belirleyici analizdir. Bu amagla duyusal tekniklerin
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kullanimimin  yanisira, TPA iirliniin yenme kalitesinin 6znel ve nesnel
degerlendirilebilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan temel bir teknik olarak kabul

gormiistiir [131].

Ekmek TPA’de kullanilan parametreler sertlik, yapiskanlik, esneklik ve c¢ignenme
olarak alinmistir [132]. Bu parametreler duyusal ozelliklerle paralellik gostermektedir
[Tablo 1.5]

Tablo 1.5. TPA kontrol parametreleri [131,132].

Parametre Fiziksel tamim Duyusal tanim
Sertlik (Hardness) Deformasyon i¢in gerekli Maddeyi 6n disler arasinda
olan gii¢ sikistirmak i¢in gerekli olan giic

Esneklik (Springiness) Deforme eden giictin ortadan ~ Azi disleriyle kismi olarak
kalkmastyla birlikte sikistirilan maddenin orijinal
materyalin deforme olmamis  yiiksekligine donme orani ve hizi

haline donme orani

Yapiskanhk I¢ baglarin dayanma giicii Madde 1sirilirken, kopmadan

(Cohesiveness) onceki deformasyon miktari

Kat1 giday1 parcalara ayirip Giday1 yutmaya hazir hale
Cignenme (Chewiness) ) o L
yutma durumuna getirmek getirinceye kadar gerekli ¢igneme

icin gerekli olan enerji sayis1 ve giicii

1.3.2.2. Termal ozellik

Incelenen 6rnege ait fiziksel 6zelligin sicakligim bir fonksiyonu olarak 6lciildiigii ve
tepkime esnasinda absorblanan ya da agia cikan 1simin izlendigi analiz yontemlerine

termal analiz denilmektedir [133].

Bu yontemlerin en ¢ok kullanilanlarindan birisi de diferansiyel taramali kalorimetri
(DSC) dir. Termal analizler hem ekmek bayatlamasinin hem de nisasta
retrogradasyonunun tespitinde genis Olgiide kullanmilmaktadir [134]. Ekmek
bayatlamasinin boyutunu kantitatif olarak o6lgmede siklikla DSC kullanilmaktadir.

Zamanin bir fonksiyonu olarak bir 6rnege karsilik referans bir maddeden akan ya da
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gecen diferansiyel sicaklik ya da 1siy1 Olctiigiinden dolayi; faz gecisleri, molekiiler

konformasyonal degisimler, diger bilesenlerle olan interaksiyonlar da izlenebilmektedir.

DSC ol¢iimleri sonucunda depolama siiresinin uzamasiyla birlikte retrogradasyon
sicakliginda ve amilopektinin erimesi i¢in gerekli toplam entalpide bir artis oldugu
bildirilmektedir [135-137]. Bayatlamayla birlikte endotermik pikin altindaki alan
artmakdir. Bu alan amilopektin kristallerinin erimesiyle iligkilidir ve nisasta
retrogradasyonunu o6lgmede giivenilirdir. Sekil 1.3°de 24 saatlik depolama sonucu
bayatlamayla birlikte DSC kurvesinde meydana gelen entalpi degisimi goriilmektedir
[138]. Depolanmis ekmek ornekleri DSC kaplari igerisinde 1sitildiklart zaman,
retrograde olmus amilopektinin camsi gegis ve/veya erime sicakligina ulagsmasinda bir
endoterm gozlenir ve bu gecisle iliskili olan entalpi degisimi Olgiilebilmektedir.
Endoterm gelisimi ve ekmek i¢inin sertligindeki artis i¢cin zaman skalalar1 biiytikliik
bakimindan genis Olclide benzer oldugundan dolayi, ekmek bayatlamasinin boyutunu
nicel olarak 6lgmede DSC kullanilabilmektedir. Bununla birlikte, analizde zorluga
neden olan bilesenlerin ¢esitliligi ve yapilarin alani sebebiyle genis bir sicaklik sahasi

tizerinde tist liste binen gegisler goriilebilmektedir [139].

Heal Flow (VWig)
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1.3.2.3. Kiif gelisiminin 6nlenmesi

Aspergillus, Cladosporium, Endomyces, Fusarium, Monilia, Mucor, Penicilium ve
Rhizopus mantar tiirlerinin ekmekte dogal olarak bulundugu bilinmektedir [140]. Giday1
soguk yerde depolamak, kurutmak, dondurarak kurutmak, havayla temasini kesmek gibi
fiziksel yontemlerle mikotoksin olusumunun engellenebilecegi de belirtilmektedir.
Ayrica insan saghgi agisindan zararli olan mikotoksinlerin olugsmamasi ig¢in fungal

etkiyi durdurucu antimikrobiyal katki maddeleri de kullanilmaktadir [141].

Eksi maya ile yapilan ekmeklerde bulunan LAB’i sayesinde ekmegin raf omri
uzatilabilmektedir [142]. Genellikle LAB, fermente gidalarin mikroorganizmalar
tarafindan bozulmasmin 6nlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir [143]. Fermantasyon
sonunda olusan iriinler mikrobiyal olarak kararli hale gelmektedir. Gida ortaminda
bulunan karbonhidratlar1 fermantasyon yoluyla molekiiler kiitlesi kiiciik organik
bilesiklere doniistiiriir. LAB, iiretmis olduklar1 organik asitler, karbondioksit, etanol,
hidrojen peroksit ve diasetiller [67], antifungal olarak da yag asitleri [144] veya
fenillaktik asit [70], bakteriosinler [145] ve reuterin gibi antibiyotikler [57] ile gidalarin
biyolojik olarak muhafazasinda rol oynamaktadirlar. Bu bilesikler de gida giivenligini
etkileyen ve raf omriinii kisaltan, bozulma etkisi gosteren mikroorganizmalara kars1
antimikrobiyal aktivite gosterirler [58].

Antifungal aktivitenin genel olarak heterofermentatif Lactobacillus’larla saglandig:
bildirilmektedir. Bu gurup i¢inde bulunan L. sanfranciscensis CB1’in oldukga yiiksek
anti-kiif aktivitesi gosteren asetik, koproik, formik, propiyonik, biitirik, n-valerik asit

tireterek genis bir antifungal aktivite gosterdigi bilinmektedir [64].

Corsetti et al. tarafindan yapilan bir ¢alismada, eksi hamur LAB’nin anti kif etkisi ve
L.sanfrancisco CB1 tarafindan iiretilen organik asitler tespit edilmeye g¢alisiimis,
bugday unu hidrolizatinda gelisen eksi hamur LAB’nin antifungal bilesikler irettikleri
tespit edilmistir. Tiirler arasinda 6nemli derecede degisen anti kiif aktivitesi esasen
zorunlu heterofermantatif Lactobcillus spp.’lerde tespit edilmistir. Bunlar arasinda
L.sanfrancisco CB1 en genis spektruma sahip oldugu gozlemlenmis ve ekmek
bozulmasiyla ilgili olan kiifleri inhibe ettigi belirlenmistir [52]. Fusarium, Penicillium,
Aspergillus ve Monilla gibi kiifler iizerine, asetik, kaprik, formik, propionik, biitirik ve
n-valerik asitlerin bir karisiminin antifungal aktiviteden sorumlu oldugu ve kaproik

asitin kiif gelisimini inhibe etmede anahtar rol oynadig1 belirlenmistir [146].
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1.3.3. Biyoaktif nitelikler

Eksi hamurun temelinde tahil fermentasyonu vardir ve tahil fermantasyonu besinsel
kaliteyi ve gidalarin saglik etkilerini gelistirdiginden dolayr onemli bir potansiyele
sahiptir. Fermentasyon, tam tahil, lifce zengin ve glutensiz firincilik iiriinlerinin duyusal
kalitesini gelistirmektedir. Eksi hamur nisasta sindirilebilirligini aktif olarak
geciktirdiginden dolay1 kandaki glisemik yanit1 diisiiktiir, kan sekeri seviyesini ayarlar,
bioaktif bilesiklerin gelisimini saglar ve mineral biyoyararlanimi arttirir. Tahillarin
fermentasyonu sindirilemeyen polisakkaritlerin {iretimini saglayabilir veya bagirsak
mikroflorast i¢in kompleks tahil liflerinin gegisini modifiye edebilir. Ayn1 zamanda
gluten degradasyonunda basarilidir ve bu durum ¢6lyak hastalari igin de kullanilabilir
[108]. Eksi hamurun ekmek besinsel kalitesini etkileyen potansiyel mekanizmasi Sekil

1.4’ de verilmistir.

T, Biyoerisilebilirlik ve/veya
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Nigasta sindirilebilirliginde azalim

Sekil 1.4. Eksi hamur fermentasyonunun ekmek besinsel kalitesi iizerindeki

mekanizmasi [109]

1.3.3.1. Fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivite

Fitokimyasallar biyolojik olarak aktif bilesikler olup, genellikle tahil tanesinin kepek
gibi dis katmanlarininda lokalize olmuslardir [147]. Fitokimyasallar; fenolik asitler
basta olmak {izere alkilresorsinol, lignanlar, fitosteroller ve tokollerden olugsmaktadirlar.

Firmcilik tirtinlerinin antioksidatif 6zellikleri degisken iceriklerine ve fitokimyasallarin
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biyoyararlanimina baglidir [148,149] ki bu da gidanin islenme, tahilin 6giitme siirecine
dayanmaktadir [150,151]. Tahil tanesindeki biyoaktif bilesiklerin seviyesi isleme
prosesine bagli olarak azalmakta veya artmakta, bu bilesiklerin biyoyararlanimi
modifiye olabilmektedir. Eksi hamur prosesi de biyoaktif bilesiklerin seviyesini
etkileyen bir siiregtir [133]. Bugday kepegi-un karisimi ve ¢avdar ununun eksi hamur
fermentasyonuna maruz birakildiginda, antioksidatif potansiyelinin normal iiriinlere

gore ¢ok daha yiiksek oldugu belirtilmektedir [148,152].

Eksi hamur prosesinin tipine ve bilesiklerin yapisina bagli olarak, eksi hamur
fermentasyonu biyoaktif bilesiklerin seviyesinde artis veya azalmaya neden olmaktadir.
Eksi hamur fermentasyonu folat igerigini arttirirken [148], tokoferol ve tokotrienol
icerigini azalmakta, proses kosullarina bagli olarak tiamin igerigini azaltmakta veya
arttirmaktadir [153].

Eksi hamur fermentasyonu kolay ekstrakte edilebilir bilesiklerin seviyesini
arttirmaktadir [148]. Cimlenme ve fermentasyon sonrasi, yapidaki folatlarin seviyesi 8
kat, fenolik asitlerin 10 kat artmaktadir [154]. Diger taraftan, fitat [155,156],
alkilrezorsinol [157] ve tokoferollerin [158] seviyesi azalmakta, lignanlarin ki ise

degismemektedir [159].

Fermentasyon sirasindaki asitlik  gelisiminin  bu  degisimde etkili oldugu
diistiniilmektedir. Artan asitlikle birlikte toplam fenolik madde igeriginde artis
beklenirken, tiamin, ferulik asit dehidromerleri, tokoferoller ve tokotrienollerde azalma
beklenmektedir [160]. Ancak eksi hamur fermentasyonunda biyoaktif bilesen

diizeylerindeki bu degisimin mekanizmasi hala tam olarak agiklanamamustir [133].

Tahil ve driinlerinde fenolik asit icerigine dair yapilan bir ¢alismada beyaz bugday
ekmeginde sirasiyla miktarsal olarak ferulik asit, ferulik asit dehidrodimerleri, sinapik
asit, protokatesuik asit, p-kumarik asit, vanillik asit, p-hidroksibenzoik asit tespit
edilmistir. Tam bugday ununda ise ferulik asit, ferulik asit dehidrodimerleri, sinapik
asit, kafeik asit, p-kumarik asit, vanillik asit, sirinjik asit, p-hidroksibenzoik asit tespit
belirlenmistir. Eksi hamur ve maya fermantasyonunun toplam fenolik bilesikleri ve
serbest fenolik asitleri arttirdig1, tahillarda bulunan ferulik, vanillik, kafeik ve p-kumarik
asitin antioksidan aktiviteye sahip baslica fenolik asitler oldugu belirtilmektedir [149].

Ferulik asit arabinoksilana capraz baglanmis, tahil hiicre ceperlerinin yapisal bir

bilesenidir. Fermente bugday kepegi kullaniminin ekmekteki folat ve ekstrakte edilebilir
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toplam fenolikler ile serbest ferulik asit icerigini arttirdigi, ancak fermentasyon
kosullarinin ferulik asit diizeyini degistirdigi tespit edilmistir. Yiiksek sicaklik (35 °C)
ve uzun fermentasyon siiresinin (20 h) ferulik asit diizeyini diisiirdiigii, serbest ferulik
asit iceriginin en fazla pH 6.0-6.5 fermentasyon asitlik diizeyinde elde edildigi, pH 3.9-
4.1 asitlik diizeyinde ise en diisiik seviyede elde edildigi belirtilmistir [161].

1.3.3.2. Sindirilebilirlik ve biyoyararlanim
1.3.3.2.1. Fitik asit, fitaz aktivitesi ve mineral biyoyararlanim

Fitik asit; myo-inositol halkas1 ve buna bagli inorganik fosfattan olusan bir ester asidi
olup tahil, baklagil ve yagl tohumlarda fosforun ana depo formunu olusturmaktadir.
Kimyasal formiilic myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hekzadihidrojen fosfattir [162]. Fitik asitin
tuzlar1 fitat olarak tamimlanmaktadir. Fitat, fitik asitin potasyum, magnezyum ve
kalsiyum tuzlarimin karigimidir [163]. Fitat tohum ¢imlenmesi i¢in fosfor ve enerji
kaynagi olarak gorev yapar. Baglh fosfor; insanlar, kopekler, domuzlar, kuslar ve
agastrik hayvanlarin barsaklarinda fitaz sindirim enzimi bulunmamasindan dolayr ¢ok

az miktarda kullanilabilmektedir [164].

Fitik asit merkez inositol halka yapisinin etrafinda alt1 fosfat grubundan olusan yiikli
bir molekiil olmasindan dolayr katyonlar icin yiiksek afiniteye sahip selatlama

ozelligindeki bir bilesiktir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Fitik asit ve fitik asit selatinin kimyasal yapis1 [168]
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Fitat, yiiksek derecede negatif yiiklii iyon olarak genis pH araliginda islev goriir.
Bundan dolay1 Ca, Mg, Fe, Zn, Mn gibi pozitif yiikli divalent veya trivalent iyonlarla
selat olusturarak ince barsakta bagli metallerin emilimini azaltti1 i¢in biyoyararlilig
negatif yonde etkiler. Fitat fosforunun degerlendirilebilmesi i¢in fitik asitin hidrolize
ugramasi gerekmektedir. Islatma, ¢imlendirme, fitaz aktivitesi, depolama, pisirme,
otoklavlama, dis kabugun soyularak 6giitme yapma ve fermantasyon islemleriyle fitat
miktar1 distirilmektedir [165]. Fitatin fitaz enzimi tarafindan hidrolizi, sematik olarak

Sekil 1.6’da verilmistir [166].

Fizyolojik pH degerlerinde ¢oziinmez mineral-fitat komplekslerinin olusumu diisiik
mineral emiliminin temel nedeni olarak bilinmektedir. Sindirim sisteminde fitati
parcalayacak enzimlerin olmamasi nedeni ile ince barsakta siirl bir sekilde hidroliz

olabilmektedir.

Fitaz Inorganik monofosfat

Fitik asit

v

Myo-inositol fosfat

Hidroliz Serbest myo-inositol

Serbest Ca, Fe, Mg, Zn

inorganik ortofosfat

] 0 Serbest myo-inositol ve
g 0 -E= o m.yg-inositol penta-tetra-
tridi veya monofosfat

Sekil.1.6. Fitatin, fitaz enzimi ile hidrolizinin sematik gosterimi [167]

Fitik asit gii¢lii celat yapma 6zeligi sayesinde minerallerin barsaklarda emilimini azaltir,
notral pH da katyonlarla ¢dziinmez tuzlar meydana getirir, Ca, Mg, Fe, Zn gibi
minerallerle bag olusturarak viicudun mineral eksikligine neden olur. Proteinlerle
kompleks olusturarak enzimatik aktivitede proteinin ¢oziiniirliiginde ve proteolitik

parcalamada azalmalara neden olmaktadir [168]. Fitaz enzimi, fitik asiti defosforilasyon
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ugratarak serbet inorganik fosfat ve inositol fosfat esterlerine dontistiiriir (Sekil 1.6). Bu
bilesikler daha diisiik selatlama kapsitesine sahiptirler. Boylelikle mineral, protein,
peptit ve amino asit biyoyararlaniminda artis meydana gelir. Eksi hamur fermentasyonu

sliresince, asidifikasyon tahil endojen fitazinin aktivitesini yonetir [167].

Diyetle alinan kepekli gidalar iyi bir mineral kaynak saglamaktadir. Bu gidalar
kalsiyum, potasyum, magnezyum, demir, ¢inko ve fosfor igerirler. Minerallerin
biyoyararlanimlart miimkiin olmakla beraber fitat ve miyoinositol heksafosfatin varlig
ile sinirli olabilir [108]. Bugday ve ¢avdar unlar1 yaklasik % 1 oraninda fitat icerir [72].
Tanelerin  3-22 mg/g fitik asit igerdigi bildirilmistir [167]. Tanelerin aléron
katmanlarinda ¢oziinmeyen giiclii kenetleme kapasitesine sahip fitik asit yogun olarak
bulunmaktadir. Insanlarda katyonlar ile ¢dziinmeyen kompleksler olusturarak, diyetle
alinan minerallerden yararlanilmasina engel olur. Mineral ¢oziiniirliigli ve yararlanimi
daha az kapasiteye sahip olan fitat, serbest fitazlar ile defosforile edilerek inorganik
fosfat ve inositol fosfat esterlerine doniisiir. Fitaz aktivitesi maya ve laktik asit

bakterilerinde oldugu gibi tahilin ham maddesinde de bulunmaktadir [108].

Fitat hidrolizi hamur igerisindeki taneden gelen endojen fitaz veya yapida sonradan
olusan veya disaridan ilave edilen maya ve LAB kaynakli mikrobiyal fitaz enziminin
varligina baghdir (Sekil 1.7). Fitatin enzimatik hidrolizi genel olarak pH 3.5-5.0
araliginda meydana gelmektedir. Fitat kompleksleri katyonlar1 ile pH 5.0 ve yukarisinda
¢ozlinmez. Bbylece enzimatik hidrolize ulasilamaz [72]. Eksi hamur fermentasyonunda
olusan asidik ortam endojen tahil fitaz aktivitesini hizlandirir. Ciinkii; bugdayda fitaz
enzimi optimum pH 5.0°de aktivite gosterir. Eksi hamur fermantasyonu sirasinda
ortamin uygun pH’ya (pH<5.5) diismesi bugday endojen fitazindaki aktivite artisindan
dolay1, bugday unundaki fitat igeriginin %70 oraninda azalacagmin gostermektedir
[169]. Tahil endojen fitazinin yamisira birgok LAB ve mayada fitaz aktivitesi
bulunmaktadir, ancak bunlarin fitik asiti parcalayici etkileri daha azdir [170,171].
Ayrica bunlarin etkinlikleri tiire 6zgii ve gevresel kosullara da baglidir [172]. Bu durum,
tane fitaz aktivitesinin mikrobiyal fitaz aktivitesinden daha etkin oldugunu

gostermektedir.
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Sekil.1.7. Endojen fitaz ve mikrobiyal fitazin fitat aktivesi tizerindeki etkisi [167]

Mayalar ve eksi hamurdaki LAB’leri bireysel olarak fitaz enzimi iiretmelerine [170]
ragmen, bazi maya ve LAB kombinasyonlarinin sinerjik etki gostererek fitaz aktivitesini
yiikselttigi bilinmektedir. Ornegin, S. cerevisiae / L. plantarum / Leuconostoc
mesenteroides kombinasyonunun bireysel aktivitelerinden daha yiiksek sonuglar verdigi
bildirilmektedir [173].

Enzimatik olarak fitatin degradasyonu bir¢ok fermantasyon parametrelerine baglidir.
Bunlar, mevcut fitaz aktivitesi, un partikiil boyutu, asitlik, sicaklik, zaman ve su
icerigidir [174].

Eksi hamur fermentasyonu tam tahil unlarimin mineral ¢oziintirliigline etkili, ancak
yalnizca kepek kullanimi durumunda daha az etkilidir. Fermantasyon sirasinda Ca ve Fe
¢oziinebilirligine pargacik biiyiikliigli yani tanenin ince ogiitiilmiis olmasinin da etkili
oldugu tespit edilmistir [173]. Yapilan bir aragtirmaya gore kepegin on fermantasyonu
ile LAB, fitat par¢alamasini %90’a kadar arttirmakta ve bu artis 6zellikle magnezyum
ve fosfor ¢oziiniirliigiinde olmaktadir [108]. Pigsmis eksi hamur ekmegiyle beslenen
sicanlarda ¢inko, magnezyum, demir emiliminin daha yiliksek oldugu tespit edilmistir
[175]. Mayali ekmekle karsilastirildiginda, eksi hamur ekmegi ile beslenen farelerde
hemoglobin, hematokrit, ferritin ve demir diizeyleri anlamli derecede yiiksek, viicuttan

atilan demir diizeylerinde ise 6nemli bir azalma belirlenmistir [167].
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Fitatin bircok elementi kuvvetlice bagladigi agiklanmistir. Boylece pargalanmamis
fitatin sindirim sisteminde bulunmasi bazi temel katyonlarin biyolojik elverisliligini
azaltmaktadir. Ayni1 zamanda fitat formundaki fosforun organik veya inorganik
bilesiklerdeki fosfor kadar yarayishiligi bulunmamaktadir. Fitik asit fosforu; hemen
hemen tiim bitkisel {irlinde 6zelikle tahillarda yer alir. Fitik asit kansizlik, yorgunluk,
rasitizm, kalp rahatsizliklar1 gibi bir¢ok hastaliga neden olmaktadir. Eksi hamur
fermantasyonuyla maya ve LAB tarafindan olusturulan ve aktivasyonu hizlandirilan
fitaz enzimi yardimiyla fitat miktar1 diisiirilmektedir. Boylece eksi hamur ekmeginin
mineral biyoyararlanimi1 dolayisiyla besleyici degeri artmaktadir. Fitatin yalnizca
mineralleri degil, proteinleri de kismen baglayarak onlarin biyoyararliligini engelledigi
ve besinsel kalitede diislise neden oldugu belirtilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada eksi
hamurun olusturdugu asitli ortamdan yararlanilarak, tam bugday unundaki fitaz enzimi

aktif hale getirilmis ve fitat igeriginin %70 oraninda diistiigii tespit edilmistir [176].

1.3.3.2.2.Enzime direngli nisasta (EDN) olusumu Ve biyoyararlanim
Nisasta degradasyonu

Nisasta, dokuda graniiller halinde bulunur ve nisasta tanecikleri, nisastanin kdkenine
gore farkli goriiniistedir. Nisasta graniilleri soguk suda ¢oziinmezler, fakat suyu absorbe
ederek yavas yavas siserler. Isitildiginda intermolekiiler baglarin kirilmasi sonucu,
molekiillerin daha fazla su baglamasiyla “jelatinizasyon” denen olay meydana gelir.
Nisasta ¢ozeltileri bir siire bekleyince once goriiniisii opak bir nitelik tasir. Daha sonra
yumaklagsma seklinde bulaniklik meydana gelir. Ve bu yumaklasma ¢okelti meydana
getirerek zamanla yap1 sikilasip, sertlesir. Goriilen bu olaya “retrogradasyon” denir.
Basit bir ifadeyle retrogradasyon nisastanin tekrar kristalizasyonu olayidir [177].
Retrogradasyon kinetiginde esas olay1r amiloz ger¢eklestirmektedir. Saf amiloz ¢ozeltisi
saatler i¢inde retrograde olurken amilopektin ¢dzeltisinin retrogradasyonu birkag¢ gilinde
gerceklesmektedir. Nisasta-su karigiminin 1sitilmasi, sogutulmasi ve depolanmasi

esnasinda meydana gelen degisimlerin sematik gosterimi Sekil 1.8’de gosterilmektedir.
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Sekil 1.8. Nisasta-su karisiminin 1sitilmasi, sogutulmasi1 ve depolanmasi esnasinda
meydana gelen degisimlerin sematik gosterimi. (I) soguk su igerisindeki
nisasta graniilleri, (Ila) sismis nisasta graniilleri, (IIb) amilozun graniil
disna ¢ikmasi, (Illa) amiloz retrogradasyonu, (IIIb) amilopektin

retrogradasyonu [178]

Nisasta belli kosullar altinda amilaz enzimleriyle veya asitlerle degisik irilikteki
karbonhidrat molekiillerine pargalanir. Nisasta sindirilmesi hidroliz yoluyla olur. Bu
reaksiyonu katalizleyen amilaz enzimleri glikoz arasindaki baglara etki ederler.
Hayvanlar ve insanlar amilaz enzimlerine sahip olduklarindan nisastay: sindirebilirler.
Farkl:1 tip amilazlar nisastay1 farkli bigimlerde pargalarlar. Bunlardan kismi pargalanma
tirtinlerine dekstrin denir. Nisastanin son pargalanma {irtinleri, bir disakkarit olan maltoz
ve son olarak glikozdur [1]. Karbonhidratlart iceren besin maddeleri, ince bagirsaga
inince, pankreastan salgilanan a-amilaz ile bagirsak bezleri tarafindan salgilanan maltaz,
sakkaraz, laktaz ve oligo-1,6-glikosidaz gibi enzimlerin etkisine maruz kalir ve sindirim
devam eder. o, 1-6 glikozit bagi tagiyan yapi, oligo-1,6-glikozidaz enzimi tarafindan, bu

baglardan pargalanirlar ve geriye maltoz ve glukoz kalir [179].

EDN ve biyoyararlanim

Insan viicuduna alinan nisastanin incebagirsakta tam olarak emiliminin gergeklesmedigi
goriilmiis ve sindirilemeyen bu nisasta bolilintiilerine ilgi artmistir. Enzimatik

hidrolizden sonra bazi nisastalarin saglam kaldig1 tespit edilmistir. ilyostomi alaninda
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da yapilan ¢aligmalarda da mide ve bagirsakta sindirime direng gdsteren nigastalarin var

oldugunu dogrulamustir [180].

Yapilan ¢aligmalarda bu nisastalarin kalin bagirsakta fermente edilebilir oldugunu agiga
cikartmistir. Nisastanin sindirilmeyen bu boliintiileri “EDN” olarak adlandirilmaktadir
[181]. Nisastanin sindirime karsi olan direnci nisasta polimerleri arasindaki iliskinin
dogasina baghdir. Amiloz igerigi fazla olan nisastalar sindirime daha direngli ve
retrogradasyona daha egilim gosterirler. Nisasta retrogradasyonu direngli nisastanin

yapistyla dogrudan iliski i¢indedir.

EDN kavrami nisastanin biyoyararliligi ve besinsel lif kaynagi olarak kullanilmasi
konusuna dikkat ¢cekmistir. Yapilan ¢alismalar da EDN’nin fizyolojik fonksiyonlarinin
besinsel lif ile benzer oldugunu ortaya ¢ikarmistir [182]. incebagirsakta sindirilmeyen
nisasta boliintiileri kalin bagirsaktaki mikroorganizmalar i¢in substrat gorevi gormekte
ve yararli olan mikroorganizmalarin, 6zellikle bifidobakterlerin gelismesine Onciiliik
etmektedir. Ince bagirsaktan sindirilmeden gegen EDN’nin kalin bagirsakta fermente
edilmesiyle karbondioksit, metan, hidrojen, organik asitler ve kisa zincirli yag asitleri
(KZYA) gibi mayalanma iiriinleri olusur. Uretilen KZYA asetat, biitirat ve
propiyonattir. EDN’nin bu olumlu yonlerinin etkisi KZYA’dan kaynaklandigi
diistiniilmektedir [183]. EDN’nin yavas sindirilmesi kandaki glikoz seviyesinin daha iyi
kontrol edilmesini ve bunun sonucu olarak depo yaglarinin kullanilmasini saglayarak
daha yararl olabilmektedir [184].

Eksi hamur ekmeginin mayalanmasi sirasinda nisasta hidrolize ugrayarak son {irlinde
sindirilebilir nigasta azalmakta ve enzime direngli nisasta yani toplam diyet lif igerigi
artmaktadir. Ekmek cesitine bagli olmakla birlikte [185], asetik ve propiyonik asitler
gastirik emilim siiresini uzatirken [186], laktik asit nisasta sindirim oranini
diigirmektedir [187]. Eksi hamurdaki diisik pH ekmek yogunlugunu artirmasinin
yanisira, diisiikk glisemik indeksi de saglar [188]. Ayrica, eksi hamur fermentasyonu
siirecinde nigasta jelatinizasyonunun derecesini azaltacak ve direngli nisasta olusumunu
diizenleyen bazi kimyasal degisiklikler meydana gelmekte [189], boylece yapi daha az
sindirilebilir olmaktadir. Oysa ayn1 Ozellikler, yalnizca ekmek mayas1 ile fermente

edilmis normal ekmekte tespit edilememektedir [190].
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1.3.3.2.3.Protein sindirilebilirligi
Proteoliz

Proteoliz proteinlerin ve peptitlerin, enzimlerle peptit baglarmin hidrolizi sonucu,
amino asitlere pargalanmasi olayidir. Polimer bugday gluten proteinleri bugday
unlarindan ekmek yapiminda kaliteyi belirlemektedir. Gluten proteinleri hamur
hidratasyonu ve gaz tutmaya katkida bulunurlar [72]. Proteoliz lezzet 6n maddeleri,
amino asitlerin mikrobik doéniisiimii ile pisirme sirasinda ugucu aroma madddelerinin
olusumu i¢in On bilesiklerin olusumunu saglar [71]. Eksi hamur fermantasyonu
sirasinda bozulma ve protein depolimerizasyonu bakterilerin metabolik aktiviesine ve
tahil enzimlerine baghdir [191]. Asitlestirme ve diisiik molekiil agirlikli tiol birikimi
gluten proteinlerinin ¢ozlinilirligiini ve enzimlerin bozulma duyarliligini arttirir [85].
Ayrica, dinlendirilen bugday ve cavdar tahillar1 biiyiikk proteinazlart icin, eksi hamur
fermantasyonunda optimum pH’da aspartik proteazlar ortam pH’sin1 degistirir [192].
Endojen proteinazlar birincil proteolize baghdir [85]. Bugday ve ¢avdar proteinlerinin
proteolizinde mayanin %5’ten az1 bozulmaya direngli kalmaktadir. Tahil proteinlerinin
degradasyonunda buna kars1 malt veya fungal enzimlerinin ilavesi gerekmektedir [191].
Simiile edilen eksi hamur fermantasyonunda baskin spesifik susun hiicre igindeki
peptidaz aktivitesi, laktobasil artisina gére amino asitlerin konsatrasyonuna baglidir

[79].

Biyoaktif peptidler, amino asitler ve amino asit metabolitlerinin birikimi

Biyoaktif peptidler, amino asitler ve mikrobiyal amino asit metabolizma {irtinleri, tat-
aktif bilesenleri ve lezzet 6n maddeleri olarak ekmek kalitesine etki etmektedirler [87].
Eksi hamur fermentasyonu sonucu olusan biyoaktif peptidler ve amino asit
metabolitlerinin birikimiyle yapinin antioksidan veya antihipertansif etki kazandig
tespit edilmistir [89]. Malt, ¢avdar eksi hamurlarinin igindeki biyoaktif peptidlerin
birikimi, susa spesifik peptidlerde eksi hamurdaki laktobasili 6nemli Olgiide etkiler.
Ornegin, yiiksek starter kiiltiir konsantrasyonlarinin sergiledigi diisiik PepO ve yiiksek
PepN aktiviteleri LQP ve LLP birikmis hipertansif tripeptidleridir [91]. Eksi hamur
fermantasyonu sirasinda y-gaminobutyrate aktif konsantrasyonu, biyolojik metabolit
olan glutamat ve antihipertansif tripeptidlerin aktarilmasi onlar1 zenginlestirilmis

fermentatif tiriinlere dahil etmistir [193].
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Eksi hamur fermentasyonu sirasinda tahil proteinlerin yikimi belirgin pismis tiriinlerin
genel kalitesini etkiler. Eksi hamur fermantasyonu sirasinda tahil proteinleri i¢in, birinci
ve ikinci proteoliz ve serbest amino asitlerin katabolizmas1 meydana gelir. Sekil 1.9°da
bu durum O&zetlenmistir. Cesitli biiyiiklikte polipeptidlerin kurulusunun sebebi,
asitlestirme ve glutenin distilfit baglarini indirgemesi ile heterofermentatif laktobasilli
tesvik etmek birinci proteolizin faaliyetidir. Hiicre i¢i peptidazlar eksi hamur laktik asit
bakterilerinin tam bir proteolizine ve serbest kalan amino asitler arasinda sirasiyla ayni
mikroorganizmalar cesitli katabolik reaksiyonlara tabi tutulur [191]. Optimize edilmis
ve uygun zamanda, tahil proteinlerinin yikimida mayali pismis {riinlerin gesitli

fonksiyonel 6zellikleri tizerinde 6nemli etkilere sahip olabilir.

(A) Birincil proteoliz
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45

1.4. Yiizey yamit metodu (YYM)

Proseslerde islem verimi ve iiriin kabuliiniin yiiksek olmasi i¢in kullanilan 6nemli
araglardan biri de optimizasyondur. YYM ise optimizasyonu da igeren istatistiksel bir
tekniktir. YYM, “Denemelerin Optimum Kosullara Ulagmasi” ismi ile 1951 yilinda Box
and Wilson tarafindan gelistirilmistir. ilk olarak kimya endiistrisine uygulanmistir
[194]. Prosesi etkileyen parametrelere bagimsiz degisken, yanitlara ise bagimli
degiskenler ad1 verilir. Optimum bdlge, yanitlarin izohips egrilerinin ¢izilerek iist iiste
yerlestirilmesi veya desirability (istenilen hedefe ulagsma) fonksiyonu veya lineer

olmayan programlama yaklagimlar1 kullanilarak belirlenir.

YYM, 3 asamadan olusmaktadir. ilk asama, ileride daha az sayida deneme yapilmasini
saglayan, “eleme denemeleri” asamasidir. Ikinci asama ise “bdlge arastirmasi”dir.
Eleme denemeleri ile belirlenen bagimsiz degiskenlerin sistemin yanitinda
olusturduklar1 degerlerin, optimum noktaya yakin sonuclar verip vermedigi arastirilir.
Uciincii asama ise “iiriin veya prosesin optimizasyonu” asamasidir. Gergek yanit
fonksiyonu optimum nokta etrafinda Onemli egrilik gdsterir. Bu egriligin
tahminlenmesinde lineer olmayan modeller, genellikle ikinci dereceden polinomiyal
modeller, iissel modeller veya eksponensiyel modeller kullanilir. Uygun bir model elde

edildikten sonra, bu model optimum noktanin arastirtlmasinda kullanilir [194].

Ayrica se¢ilen modelin matematiksel formunun uygunlugunun da test edilmesi gerekir.
Bu amagla, varyasyon katsayisinin (C.V) hesaplanmasi, hipotez testlerinin regresyon
katsayilaria bireysel olarak uygulanmasi, regresyon katsayisimin (R%) ve diizeltilmis
regresyon katsayisinin hesaplanmasi (R? adj), tahminlenmis kalinti hata kareler
toplaminin (PRESS) ve yeterli tahminleme (adequite precision) degerinin hesaplanmasi,
model uygunsuzlugunun test edilmesi (Lack of fit testi) ve kalint1 analizi gibi farkl test
yontemleri uygulanmasi gerekir [194]. Bu testlerden 6zellikle model uygunsuzlugunun
kontrolii 6nem tagimaktadir. Modelin matematiksel formunun uygunsuzlugundan
kaynaklanan hataya, model uyumsuzlugu (lack of fit) adi verilir. ideal olarak,
istatistiksel agidan modelin matematiksel formunun uygunsuzlugunun (lack of fit)
istatistiki olarak onemsiz ve regresyon modeli i¢in de 6nemli olmasi gerekmektedir
[195].
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YYM tekniginin, gida prosesi ve tahil iiriinleri lizerindeki etkilerini arastiran bir¢cok
calisma literatiirde mevcuttur [196]. Optimizasyon calismalarinin, sicaklik, siire gibi
proses parametrelerinin veya {iriin bilesenleri ve formiil optimizasyonu iizerine oldugu

goriilmektedir.

Eksi hamur kullanilmis bugday ekmeginin kalitesi tizerine, ekmekte kullanilan maya
miktarinin, hamur dinlenme siiresinin ve fermentasyon siiresinin etkilerinin arastirildigi
bir ¢aligmada ylizey yanit metodu Centeral Composite Design (CCD) teknigi
kullanilmigtir [196]. Bugday ekmeginin tekstiir ve aromasini gelistirmek i¢in eksi hamur
optimum proses sartlarinin arastirildigi bir ¢alismada ise yilizey yanit metodu, CCD
teknigi kullanilmis ve sicaklik (16-32 °C), fermentasyon siiresi (6—20 saat), un kiil
icerigi (0.6-1.8 g/100 g) faktorlerinin etkileri aragtirilmistir [9]. Ayrica, halojen lamba-
mikrodalga firin kombinasyonunda proses kosullarinin (pisirme siiresi, mikrodalganin
giicti, halojen lambanin giicii) ekmek kalitesi iizerine etkileri [197] ile yine ayni proses
kosullarinin kek kalitesi tlizerindeki etkilerini inceleyen [198] calismalar yapilmistir.
YYM Box-Behnken modeli kullanilan galismalarda, bagimsiz degisken olarak alinan
proses faktorlerinin farkli seviyeleri arastirilarak, optimum diizeyleri belirlenmistir.
Formiil bilesenlerinin optimizasyonu alaninda, yapilan bir calismada ise gliitensiz
ekmek formiiliinde hidroksi propil metil seliilloz ve su miktarinin, ekmek kalitesi {izerine

etkisinin optimizasyonu arastirtlmigtir [199].
Calismanin literatiire katkisi

Eksi hamur kullanimina dair daha Once yapilan bilimsel c¢aligmalarda proses
kosullarinin belirlenmesi, eksi hamur mikroflorasi, identifikasyonu ve metabolitleri
arastirtlmis konular arasindadir [6-9]. YYM ile starter LAB ilaveli fermentasyon ve
spontan fermentasyon yontemlerinin optimize formiillerinin olusturulmasi, optimize
formiller ile tretilen ekmeklerin standart ekmek ile karsilastirilmasi hem tiiketici
tercihlerine yol gosterici olacak hem de bilimsel acidan literatiire katki saglayacaktir.
Calismada yanit olarak arastiritlan Ekmek Deger Sayist (EDS)’nin hesaplanmasinda
gorlintii analizi yonteminin kullanimiyla EDS’de daha objektif sonuglarin alinmasi ve
yontem ile literatiiriin glincellenmesi amaglanmistir. Ayrica eksi hamur kullanilan
ekmeklerin standart ekmege gore toplam fenolik, antioksidan aktivite, fenolik asit,

mineral madde igerigi ile biyoyararlanim gibi bir¢ok nitelik acisindan karsilastiriimasi
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genel biyoaktif niteliklerini bir arada verecek ve birarada degerlendirilmelerine olanak
saglayacaktir. Calismada elde edilecek sonuglarla eksi hamur kullanimi ile ekmegin raf
omrii siiresince bayatlama olarak algilanan aromatik, tekstiirel ve mikrobiyal yondeki
degisimler ortaya ¢ikartilmasi hedeflenmektedir. Olumlu sonuglar alinmasi: durumunda
giinliik diyetin en 6nemli parcasi olan ekmegin biiylik boyutlara ulasan israfinda eksi
hamur kullanimi ve arastirilan iki fermentasyon yonteminden birisi dogal bir ¢6ziim

olarak Onerilerek sektore ve bilimsel literatiire katki saglanmis olacaktir.



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal
2.1.1. Hammadde

Tiirk Gida Kodeksi Ekmek ve Ekmek Cesitleri Tebligi (Teblig no: 2012/2) ile Tiirk
Gida Kodeksi Bugday Unu Tebligi (Teblig no: 2013/9)’ne gore eksi hamur
ekmeklerinde 6zel amaglh bugday unu kullanilacagindan tebligde belirtilen niteliklere
uygun un (rutubet en ¢ok %14.5, protein miktar1 en az % 7) ve eksi hamur yapiminda da

ince bugday kepegi Darica (Cesur) Un Sanayi A.S. (Trabzon)’dan temin edilmistir.

Ekmek hamurlariin hazirlanmasinda instant aktif kuru maya (Dr.Oetker Gida Sanayii
A.S. /Izmir) formiildeki un agirhig: iizerinden % olarak hesaplanarak kullanilmis olup
yerel bir siipermarketten temin edilmistir. Instant aktif kuru maya, pres veya ekmek
mayasina gore daha uzun raf dmriine sahip oldugu icin tercih edilmis, ¢alisma boyunca

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
2.1.2. Laktik asit bakterileri (LAB)

Starter kiiltiir olarak kullanilacak olan LAB Lactobacillus delbrueckii (NRRL B-763),
Lactobacillus brevis (NRRL B-3065) ve Lactobacillus plantarum (NRRL B-4496) ARS
Kiiltiir Koleksiyonu’ndan  (Illinois/USA) liyofilize formda temin edilmistir.
Kullanilmadan o6nce canladirma islemi yapilmistir. Calismada starter olarak segilen
laktik asit bakterileri eksi hamur iiretiminde bir arada kullanilmistir. Bakterilerin
seciminde fakiiltatif heterofermentatif (L. plantarum), obligat heterofermentatif (L.
brevis) ve obligat homofermentatif (L. delbrueckii) olan tiirlerden olmalar1 g6z 6niinde

bulundurulmustur. L. plantarum fermentasyon igin tercihen glukoz ve friiktozu kullanan
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[200,201] ve bundan dolayr asidifikasyon performanst kuvvetli ve bugday eksi
hamurunda da baskin bulunan bir tiir olmasi [88] nedeniyle tercih edilmistir.

Ayrica, LAB’nin ve mayalarin arasindaki interaksiyondan, birbirlerinin metabolitlerini
veya ortamdaki maddeleri hammadde olarak kullanma oncelik ve tercihleri nedeniyle,
birden fazla LAB’sinin starter olarak kullaniminin triinlerin fizikokimyasal ve besinsel
kalitelerini arttiracag1 diistiniilmektedir [202]. Ayrica spontan fermentasyon yontemiyle
iiretilen eksi hamurlardan izole edilen LAB’nin identifikasyonlar1 sonucu birden fazla

tirti igerdikleri de belirlenmistir [18].

Calismada starter kiiltiir olarak kullanilan Lactobacillus tiirlerine ait teknik bilgiler
Tablo 2.1 de verilmistir [29].

Tablo 2.1. Ekmek starter kiiltiirii olarak kullanilan ii¢ kiiltiire ait teknik bilgiler

Bakteri L. brevis L. plantarum L. delbruecki
Gelisme
Minimum sicaklik 10°C 10°C 10°C
Optimum sicaklik 37°C 37°C 37°C
Maksimum sicaklik 45 °C 45 °C 45 °C
pH 3.6-7.0 3.6-7.0 3.6-7.0
Tuz
% 2.5 Hafif inhibisyon Hafif inhibisyon Hafif inhibisyon
5% Giiglii inhibisyon Gugli inhibisyon Giiglii inhibisyon
Maya Inhibisyon yok Inhibisyon yok Inhibisyon yok
Fermentasyon
Genel Heterofermantatif Homofermantatif Homofermantatif
Glukoz + + +
Fruktoz + + +
Maltoz + - +
Laktoz - - +
Sakaroz - - +
Nisasta - - -
Ana doniisiim DL-laktik asit, asetik
iiriinleri asit, etanol,CO, L(+)-laktik asit DL -laktik asit
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2.1.3. Enzimler, tampon ¢ozeltiler ve standartlar

In vitro kiil ve protein biyoyararlanim analizlerinde kullanilan pepsin enzimi (P7000, >
250 unit/mg) ve pankreatin enzimi (P7545) toz formda olup Sigma (Almanya)’dan

temin edilmistir.

Pankreatin enziminin ¢dziindiiriilmesinde kullanilan fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:8.0)
laboratuvarda hazirlanmis ve kullanilan disodyum hidrojen fosfat ve potasyum

dihidrojen fosfat Sigma (Almanya)’dan temin edilmistir.

Enzime direngli nisasta tayininde kullanilan pankreatik a-amilaz, amiloglukozidaz
enzimleri, tamponlar ile D-glukoz ve direngli nisasta standardi Megazyme (Irlanda)’dan
kit (K-Rstar 08/11) olarak temin edilmistir.

Organik asit tayininde HPLC standard1 olarak kullanilan laktik asit (PHR1215) ve asetik
asit (45727) ile fenolik asit tayininde standart olarak kullanilan ferulik asit (46278)

Sigma (Almanya)’dan temin edilmistir tim standartlar kromotografik safliktadir.

Antioksidatif aktivite tayininde kullanilan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ile
standart olarak kullanilan (R)-(+)-6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametil-kroman-2-karboksilik
asit (Troloks, 391913), toplam fenolik madde analizinde kullanilan Folin-Ciocalteau
fenol reaktifi ile standart olarak kullanilan Gallik asit (91215) de Sigma (Almanya)’dan

temin edilmistir.
2.1.4. Sarf malzemeleri ve kimyasal maddeler

Calismamizda liyofilize formdaki LAB’nin canlandirilmasi, LAB’nin eksi hamura ilave
edilebilecek starter forma getirilmesi, eksi hamurda LAB’nin sayimi, raf 6mrii siiresince
ekmekte kiif sayimi gibi mikrobiyolojik ¢aligmalarda kullanilan besiyerleri ile sarf

malzemeleri Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Mikrobiyolojik ¢aligmalarda kullanilan besiyerleri ve sarf malzemeleri

Malzeme Firma

Anaerocult A

Anaerobic jar

MRS Agar Merck, A.G., Almanya
MRS Broth

Yeast Extrakt Glucose Chloramphenicol Agar
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Calismada kullanilan sarf malzemeleri ve kimyasallar Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3. Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal adi Marka

Aseton Merck, A. G., Almanya, HPLC grade
Asetonitril ACN, Merck, A. G., Almanya, HPLC grade
Etanol Et-OH, Merck, A.G., Almanya, HPLC grade
Hidrojen peroksit H,0O, Sigma Aldrich, Almanya

Hidroklorik asit HCI, Merck, A. G., Almanya

Metanol Me-OH, Merck, A.G., Almanya, HPLC grade
Nitrik asit HNO3, Merck, A.G., Almanya

Sodyum karbonat Na,COs, Merck, A. G., Almanya

Siilfirik asit H,SO,4, Merck, A.G., Almanya, HPLC grade
Trikloro asetik asit TCA, Merck, A. G., Almanya

Calismada ¢ozelti, tampon, besiyeri hazirlama, temizleme ve ekstraksiyon islemlerinde

saf su, kromotografik analizlerde de ultra saf su kullanilmistir.

2.1.5. Cihazlar

Tez calismasinin deneysel asamasinda kullanilan cihazlar (Tablo 2.4) ve kullanim

amaclar1 asagida verilmistir.
Renk Ol¢iim Cihazi: Ekmek drneklerinin i¢ ve kabuk rengi 6l¢iimleri igin kullanilmistir.

Diferansiyel Taramali Kalorimetre: Ekmekte raf Omrli siiresince bayatlama
ozelliklerinin tespitine yonelik nisasta retgradasyonuna bagli amilopektin fraksiyonunun

erime 6zelligi ve entalpisinin tespiti amaciyla kullanilmistir.
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Calkalamali inkiibator:In-vitro kiil, protein biyoyararlanimi ve enzime direngli nisasta
tayinlerinde gastro-intestinal sindirim simiilasyonunu saglamak amaciyla 1sitmali

karistirma islemi i¢in kullanilmastir.

Gluten indeks cihazi: Un kalite 6zelliklerinin belirlenmesinde kaliteli/saglam gliiten

oraninin belirlenebilmesi i¢in yas gliitenin santriifiijlenmesi amaciyla kullanilmistir.

Glutork gliiten kurutucu: Kuru gliiten miktarinin tespiti i¢in yas gliitenin kurutulmasi

amaciyla kullanilmistir.
Farinograf cihazi: Un kalite 6zelliklerinin tespiti amaciyla kullanilmistir.

Etiiv: Rutubet tayini ve genel olarak deneysel ¢aligmalarda kurutma gereken yerlerde

kullanilmastir.

Inkiibator: Mikrobiyolojik ¢alismalarda inkiibasyon siiresince sabit sicaklik ortaminin

saglanmast amaciyla kullanilmistir.

Santriifiij cihazi: LAB’nin starter forma hazirlanmasi asamasinda bakterilerin besi
ortamindan uzaklastirilmalari ve yikanmalart iglemlerinde, genel olarak kimyasal ve
besinsel analizlerde supernatant ve pelet kismin ayrilmasi gereken durumlarda

sogutmali santriifiij kullanilmistir.

Manyetik karistirici: Tampon ve diger ¢ozeltilerin hazirlanmasi, antioksidatif aktivite ve
toplam fenolik madde tayininde radikallerin ve kati kimyasallarin ¢oziindiiriilmesi ve

homojen karisimlarinin saglanmasi amaciyla kullanilmigtir.

Vorteks Karistirici: Mikrobiyolojik, kimyasal ve besinsel tiim analizlerde kiiciik
miktarlarda ve kisa siireli homojen karisimlarin istendigi tim durumlarda vorteks

kullanilmistir.

Spektrofotometre: LAB’nin hamura katilabilecek starter forma getirilmesinde hiicre
yogunlugunun Olg¢iilmesi, antioksidatif aktivite, toplam fenolik madde igeriginin

belirlenmesi ve enzime direncli nigasta tayininde kullanilmistir.
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Cihaz Marka Model Ulke
Renk Ol¢iim Cihazi Konica-Minolta CR400 Japonya
Diferansiyel Taramal Perkin Elmer Diamond Amerika
Kalorimetre
Calkalamal inkiibator Heidolph Unimax 1010 Almanya
Gluten Indeks Cihaz Yiicebas Makine Tiirkiye
Glutork Gluten Kurutucu Yiicebas Makine Tiirkiye
Farinograf Cihazi Brabender 820601,0HG Almanya
Etiiv Memmert UNB 400 Almanya
Inkiibator Memmert Ine 500 Almanya
Santrifiij Cihaz Hettich 320 Almanya
Manyetik Karistirica Heidolph MR Hei Almanya
Vorteks Karistirici Heidolph Reax Top Almanya
Spektrofotometre Mecasys Optizen Pop Kore
Taramal Elektron Mikroskobu Leica SEM LEO 440 Almanya
Hassas Terazi Ohaus DV314C Isvigre
Homojenizator (ultra-turaks) IKA T25 Almanya
pH metre Hanna HI 8314 Cin
Ekmek Yapma Makinesi Moulinex Bread XXL Fransa
Gaz Kromotografisi- Kiitle Agilent 7890 A GC Amerika
Spektroskopisi 5975C VL MSD
Tekstiir Profil Analiz Cihaz1 Stable Micro Systems ~ TPA, TA-XT.Plus  Ingiltere
Surrey
Protein Tayin Cihazi Simsek Labor. Teknik AP 1080 Tiirkiye
Kiil Firim Niive MF 106 Tirkiye
Sedimentasyon Cihazi Yiicebas Makine Tirkiye
Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle  Agilent ICP-MS 7700 Amerika
Spektrometresi
Yiiksek Basin¢h Sivi Termo HPLC P 2000 Amerika
Kromatografisi
Tarayici Hewlett-Packard Scanner PSC1215, Amerika
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Taramali Elektron Mikroskobu (SEM): Ekmegin raf Omrii siiresince belirlenen
giinlerdeki mikro tekstiirel yapisinin incelenmesi, bayatlama, nisasta retrogradasyonu,
protein yapisindaki degisimin gézlenmesi amaciyla kullanilmistir.

Hassas Terazi: Genel olarak tiim tartim islemlerinde hassas terazi kullanilmistir.
Homojenizatér: Hamur ve ekmek kati materyaller olduklart i¢in pH, titrasyon asitligi
6l¢timii gibi numunenin ¢oziicii i¢erisinde ¢oziindiiriilmesi gereken kimyasal ve besinsel
analizlerin 6n islemlerinde homojenizator kullanilmistir.

pH metre: Hamur ve ekmek orneklerinin pH’larinin 6l¢iilmesi ve toplam titrasyon
asitligi analizlerinde, kimyasal ve besinsel analizlerde ndtralizasyon islemlerinde,
tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilmistir.

Ekmek Yapma Makinesi: Ekmek 6rneklerinin hazirlanmasi amaciyla kullanilmigtir.

Gaz Kromotografisi-Kiitle Spektroskopisi: Ekmek orneklerinin raf omrii siiresince
aromatik yapisindaki degisimin belirlenebilmesi i¢in ugucu bilesiklerinin tespiti
amactyla kullanilmistir.

Tekstiir Profil Cihazi: Ekmek Orneklerinin raf dmrii siiresince tekstiirel niteliklerindeki
degisim tespiti amaciyla kullanilmastir.

Protein Tayin Cihazi: Un Xkalite Ozelliklerinden protein miktarinin belirlemesi ve
ekmekte in-vitro protein biyoyararlaniminin tespiti ¢alismalarinda kullanilmistir.

Kiil Furimi: Un kalite ozelliklerinden kiil miktarinin belirlemesi ve ekmekte in-vitro
mineral biyoyararlanimin tespiti ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Sedimentasyon cihazi:  Un kalite oOzelliklerinden sedimentasyon miktarinin
belirlenmesinde kullanilmistir.

Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS): Ekmek o6rneklerinin mineral
madde iceriklerinin tespiti amaciyla kullanilmistir.

HPLC: Hamur ve ekmekte organik asitlerin tespit edilmesi, ferulik asit igeriginin tayini
i¢cin kullanilmistir.

Tarayici: Optimizasyon asamasinda ekmek gdzenek yapisinin tespiti ve elde edilen

verilerin Image ProPlus goriintii isleme programina aktariminda kullanilmistir.

2.2. Yontem

Tez caligmasi i¢in planlanan agamalar akim semasi halinde Sekil 2.1°de verilmistir.
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1.Boliim: Formiil Optimizasyonu

1. Un Orneginin Kimyasal ve Teknolojik Kalite Ozelliklerinin Belirlenmesi
2. Mikroorganizmalarin Temini ve Aktiflestirilmesi

3. Eksi Hamur Yapim Y éntemlerinin Belirlenmesi Ve On Denemeler

4. Yiizey Yanit Metodu (RSM) ile Eksi Hamurda Formiil Optimizasyonu

!

[ Formiil Optimizasyonu Sonuglarinin Deneysel Dogrulamast ]

2.Béliim: Optimize Modele Gore Uretilen Ekmeklerin

Fizikokimyasal, Aromatik, Biyoaktif ve Raf Omrii
Niteliklerinin Belirlenmesi

BOLUM 2A
Eksi Hamurlarin Bazi Kimyasal Ve Mikrobiyal Ozelliklerinin Tespiti
BOLUM 2B l
Pisme Sonras1 Ekmek Fizikokimyasal Kalite Ozelliklerinin Tespiti
BOLUM 2C l

Raf Omrii Siiresince Ekmek Aromatik Profilindeki Degisimin Tespiti

\/
/ \.

Raf Omrii Siiresince Ekmekte Fizikokimyasal ve Mikrobiyolojik Degisimlerin Tespiti

BOLUM 2D l
Ekmeklerin Biyoaktif Niteliklerinin Tespiti

Sekil 2.1. Tez plan1 ve akim semasi

Tez calismasi 2 ana boliim seklinde planlanmistir. Ik bdliimde Yiizey Yanit Metodu
kullanilarak 3 formiil degiskeni icin formiil optimizasyonu yapilmis ve elde edilen
modellerin deneysel dogrulamalar1 gerceklestirilmistir. 2 boliimde, ilk boliimde elde
edilen optimize modele gore tiretilen ekmeklerin fizikokimyasal, besinsel, lezzet ve raf

Omri nitelikleri incelenmistir.
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2.2.1. Un dérneginin kimyasal ve teknolojik kalite 6zelliklerinin belirlenmesi

2.2.1.1. Rutubet

AACC Metod No: 44-19.01’a gore yapilmistir [203]. Bu amagla, once etiivde sonra
desikatorde tutularak sabit tartima getirilen tartim kaplarinin daralar1 belirlenmistir.
Yaklasik 2 g un numunesi 2 paralel tartilarak 135 °C’ deki etiivde 3 saat tutularak sabit
tarttma gelmesi saglanmistir. Islem sonrasinda desikatdre alinmis, oda sicakligina
sogumasi beklenmis ve orneklerin agirliklar: hassas terazi ile dl¢lilmiistiir. Daralar harig
tutularak, baslangic ve sondaki Ornege ait tartim farklar1 hesaplanarak 3 saatin

sonundaki rutubet kayb1 % olarak belirlenmistir.

2.2.1.2. Kiil

AACC Metod No: 08-01.01’e gore belirlenmistir [204]. Yaklasik 3 g un numunesi sabit
tartima getirilmis porselen krozelere tartilarak kiil firmminda 550 °C’de beyaz kiil
olusuncaya kadar yakilmigtir. Oda sicakligina kadar desikatorde sogutulmus ve dara

hari¢ tutularak, baslangi¢ctaki numune miktaria goére % kiil oran1 hesaplanmistir

2.2.1.3. Protein

AOAC 960.52 Kjeldahl yontemine gore yari otomatik protein tayin cihazi kullanilarak
yaptlmistir [205]. Yaklagik 1 g numune tartilarak protein yakma cihazinda yakma
yapilmistir. Daha sonra sirasiyla destilasyon, borik asit ile damitma ve HCI ile titrasyon

yapilarak sonuglarin ifadesi i¢in 5.7 ¢evirme faktorii ile carpilmastir.

2.2.1.4. Sedimentasyon degeri

ICC Metod No: 116/1°¢ gore belirlenmistir [206]. 3.2 g un numunesi 100 mL’lik cam
meziire tartilarak tlizerine 50 mL brom fenol ¢ozeltisi ilave edilmis, homojen bir
stispansiyon elde edilinceye kadar birkag defa elde daha sonra da cihaza yerlestirilerek 5
dak calkalanmistir. Uzerine 25 mL laktik asit ozeltisi ilave edilerek 5 dak daha
calkalanmis ve tiip diiz bir zemin iizerinde 5 dak bekletilerek ¢okelme degeri gz hizasi

seviyesinden mL cinsinden okunmustur.
2.2.1.5. Yas ve kuru gluten miktari, gluten indeks

Yas gluten i¢in ICC 106/2 metodu esas alinmistir [207]. 10 g un 6rnegi tartilarak 5 mL,
%?2’lik tuz ¢ozeltisi ile havanda yogurulmus ayni ¢ozelti ile elde yikanmistir. Yikama

bittikten sonra yas gluten ICC 155. metoduna gore, 600 devir/dak’da indeks cihazinda
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santrifiij edilmistir [208] Santrifiijden sonra, elekte kalan ve toplam gluten miktarlar

tartilarak bulunmus, gluten indeks degerleri hesaplanmustir.

Glutork cihazi, 10 dak isitildiktan sonra yikama ile ede edilen yas gluten alete
yerlestirilip ilk 30 s elle bastirilarak toplam 5 dak cihazda bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda kurumus olan gluten cihazdan alinip desikatérde sogutulmus ve tartilarak kuru

gluten miktar1 hesaplanmastir.

2.2.1.6. Farinogram degerleri

ICC Metod No: 115/1, (1992)’e gore farinograf cihazinda tespit edilmistir [209].
Farinogram degerlerinden su absorbsiyon miktari ekmek yapiminda hamura ilave

edilecek su miktarinin belirlenmesinde kullanilmistir.

2.2.2. YYM ile formiil optimizasyonu

2.2.2.1. Deneysel dizayn

Ekmekte kullanilacak maya orani, eksi hamur ve kepek kullanim oranlart eksi hamur
tiretiminde etkili degisken faktorler olarak belirlenmistir. Bu faktorlerin ekmek deger
sayist (EDS) ve ekmegin kabul edilebilirlik (KE) diizeyi {izerindeki etkisini belirlemek
amaciyla Response Surface Methodology (RSM)-Yiizey Yanit Metoduna (YYM) bagh
olarak Central Composite Rotatable Design (CCRD)-Merkezi Bilesen Deneme
Desenine goére hazirlanan ve Tablo 2.5 ve Tablo 2.6’da gosterilen deneme deseni

kullanilmigtir. CCRD, Design Expert 7.0.0 paket programi kullanilarak olusturulmustur.

“Maya kullanim orani, Kepek kullanim orani ve Eksi hamur kullanim orani” olmak
lizere 3 bagimsiz degisken (faktor) ve merkezi bilesen deneme desenine gore 5 merkez
nokta belirlenmistir. Yapilan 6n c¢aligmalar ve literatiir bilgileri ile faktor seviyeleri

tespit edilmistir [210-212]

Programin 6nerdigi 20 deneme hem starter LAB ilaveli hem de spontan fermentasyon
ile tiretilecek eksi hamurlu ekmeklerde ayr1 ayr1 yapilarak, optimizasyon g¢aligsmasi her

iki yontemde de uygulanmistir.

Deneme desenine gore yapilan ekmeklerden EDS ve KE agisindan elde edilen sonuglar
CCRD Overall Desirability (istenilirlik) fonksiyonu kullanilarak bir arada
degerlendirilmis ve her iki fermantasyon yontemi i¢in de optimize modeller elde

edilmistir.
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2.2.2.1.1. Degisken faktor seviyelerinin belirlenmesi
Maya kullanim orani

Endiistriyel eksi hamurlu ekmek iiretiminde yas veya kuru ekmek mayasi kullaniminin
olmadig1 ¢esitler mevcuttur. Bunun yani1 sira ekmek yapiminda eksi hamur ile birlikte S.
cerevisiae kullanimmin ekmek Kkalite niteliklerini iyilestirdigine dair ¢alismalar da
vardir [41] Bu nedenle “maya kullanim orani1” degiskeni i¢in ilk seviye O (sifir) olarak
alimmustir. Yaptigimiz 6n denemelerde eksi hamur kullanimi sabit tutulup maya miktari
arttirlldiginda un miktart tizerinden %2 aktif kuru maya ilave edildiginde ekmek
gbzenek yapisinin biliylidiigii, tekstiiriin kurudugu ve igyapida dagilma meydana geldigi
tespit edilmisti. Bu nedenle maya kullanim miktarinda ist smir %2 olarak

belirlenmistir.
Kepek kullanim orani

Eksi maya iiretiminde bugdayin kepeginden gelen mikroflora, enzimler, mineraller gibi
yapilarin laktik asit fermentasyonunda etkili olmasi nedeniyle eksi mayaya 5 farkl
oranda kepek ilavesi Ongoriilmiistiir. Yalnizca un ve suyun fermentasyonu ile eksi
hamur yapilabildigi gibi (kepeksiz), bugday kepeginin eksi hamura ilavesiyle ekmek
hacminin ve aromatik yapinin gelistigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur [213] Bu
nedenle “kepek kullanim orani1” degiskeni i¢in ilk seviye 0 (sifir) olarak alinmistir. Sabit
eksi hamur (%15) ve aktif kuru maya (%1) kullanilarak yapilan 6n denemelerde % 0, 5,
15, 25, 40 kepek ilaveli eksi hamurlar ekmege ilave edilmistir. Birim alandaki ekmek
gozenek sayisinda ve ekmek hacminde artis tespit edilmistir. Ancak yapilan 6n
denemelerde eksi hamura %40 {izerinde kepek ilave edilmesi ve eksi hamurun da ekmek
hamuruna %25 ilave edilmesi durumunda yapilan ekmekler panelistlerce yeme kalitesi

diisiik bulundugundan, kepek kullanim oraninin iist sinir1 %40 olarak belirlenmistir.
Eksi hamur kullanim orani

Endiistriyel olarak genel kabul gormiis oran %15 olmakla birlikte farkli ¢alismalarda
farkli kullanim oranlar1 denenmistir. Bu amagla eksi hamurun ekmek hamurunda 5

farkli kullanim oran1 6ngdriilmiistiir (Tablo 2.5).
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Tablo 2.5. YYM’a gore kullanilan degiskenler ve seviyeleri

Maya kullanmim Eksi hamur Kepek kullanim
Seviye no Orani (%) kullanim orani (%) orani (%)
-1,68 0 5 0
-1 0.41 9.05 8.11
0 1.00 15.00 20.00
1 1.59 20.95 31.89
1,68 2.00 25.00 40.00
Tablo 2.6. CCRD deneme plani
Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
Maya Kullanim Eksi Hamur
Uygulama Orani (%) Kullanim Oram (%) Kepek Orani (%)
1 0 0 0
2 -1.68 0 0
3 -1 1 -1
4 -1 -1 -1
5 0 1.68 0
6 0 0 -1.68
7 0 -1.68 0
8 0 0 0
9 1 -1 -1
10 0 0 0
11 1 -1 1
12 1.6 0 0
13 0 0 0
14 0 0 0
15 -1 1 1
16 1 1 -1
17 1 1 1
18 -1 -1 1
19 0 1.68
20 0
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2.2.2.1.2. Ekmek deger sayis1 (EDS)

YYM deneme desenine gore Onerilen 20 denemeye dair ekmekler yapilarak, EDS
hesaplanmistir. EDS ekmeklerin hacim, tekstiir ve i¢ gozenek agisindan bir arada
degerlendirilmesini saglayan bir yontemdir. Ekmekler pistikten 2 saat sonra hacmi
Ol¢iilmiistiir. Daha sonra ekmekler kesilerek ekmek i¢i yapist degerlendirilmistir EDS
Dallman esitligine gore asagidaki sekilde hesaplanmistir [214];

EDS — Gozenek faktorluog Hacim faktoru + Ekmek ii degerleri

Gozenek faktoriiniin hesaplanmasi: EKmek ortasindan enine ikiye boliinerek gozenek
durumu Dallman gozenek skalasi ile karsilastirilarak gozenek puani tespit edilmistir.
Dallman skalasi, ekmek i¢ yapisini karakterize eden 8 adet fotografin bulundugu bir
skaladir. Numune ekmekten alinan kesit bu fotograflar ile karsilagtirilarak hangisine
benzedigi tespit edilir ve hazirlanmis skalaya [120] gore fotografa karsilik gelen
gozenek faktorii tespit edilir. Ancak gorsel olarak yapilan bu karsilagtirma goz
yanilsamalarina bagli 6znel sonuclar verebileceginden bu calismada gdzenek yapisi
Image Pro Plus 6.0 programi ile incelenmis, birim alandaki gdzenek sayisi tespit
edilmistir. Gozenek alanlarmin oransal dagilimi belirlenmistir ve buna bagh gézenek

faktorii hesaplanmistir.

Numune ekmekten 10 mm kalinliginda diizgiin kesit alinarak yatay tarayicida uygun
¢Oziiniirliik ve gri tonlamada goriintli elde edilmistir (Sekil 2.2). Bu goriintii Microsoft
Paint programina %100 goriintii biiyiikliigiinde aktarilarak belirli ebatlarda kesit
alinmistir (Sekil 2.3) ve Image ProPlus 6.0 programinda, uygun filtreleme ve kontrast
ayarlart yapilmistir (Sekil 2.4). Elde edilen goriintiide gozenekler siyah bdlge, taban
alan1 ise beyaz bolge olarak algilanmistir (Sekil 2.5). Her bir alanin toplam alandaki
oransal yiizdeleri, gbzeneklerin alanlari ve sayilari program ile hesaplanmistir (Sekil
2.6). Bu yontemle elde edilen gozenek alanlar1 ve sayilari Microsoft Excell programu ile

siiflandirilarak (Tablo 2.7) degerlendirilmistir [215].



Sekil 2.3. Tarayicidan Image ProPlus programina aktarilmis goriintii
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Sekil 2.4. Filtreleme ile kontrast olusturulmasi ve gézenek yapisinin
belirginlestirilmesi ile elde edilen goriintii
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Sekil 2.6. Gozeneklerin ve alanlariin sayimi sonucunda elde edilen goriintii

Gozenek faktoriiniin hesaplanmasinda kullanilan gériintii isleme analizine ait agamalar
ve elde edilen gorintiller Sekil 2.2, Sekil 2.3, Sekil 2.4, Sekil 2.5 ve Sekil 2.6’da

verilmigtir.

Tablo 2.7. Ekmek gbzenek alanlari i¢in hazirlanmis siniflandirma araliklar

Alan
(mm?)
0.05-0.49
0.50-0.99
1.00-4.99
5.00-49.99

>50

Simif

aa B~ W N -

Numune ekmekte tespit edilen gézenek alanlar1 ve sayilar1 Tablo 2.7°deki araliklara

gore smiflandirildiktan sonra, yiizde (%) dagilimlart hesaplanip, faktor kat sayilari ile
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carpilarak her bir sinifin “Gozenek Puani”, bunlarin toplamiyla da her ekmege ait

“Gozenek Faktorii” hesaplanmustir.

Tablo 2.8. G6zenek faktoriiniin hesaplanmasi

Gozenek Yiizde  Faktor Gozenek Puanm
Sayisi (%)  katsayisi (%) x (FK)
Sinif aralig1 (FK)
Simnif 1 =0.05-0.49 mm? 1.0
Simif 2 = 0.50-0.99 mm? 0.8
Siif 3 =1.00-4.99 mm? 0.6
Smif 4 = 5.00-49.99 mm? 0.4
Simif 5 =>50 mm? 0.2

Toplam Gozenek Puanlari=
Gozenek Faktorii

Hacim faktorii: Kolza tohumuyla yer degistirme esasina gore dnce ekmegin hacmi
Olciilmiis, sonra bundan 100 g una karsilik gelen ekmek hacmi (hacim verimi)
hesaplanmistir. Buna gore hacim verimine karsilik gelen hacim faktorii elde edilmistir
[120].

Ekmek i¢i degeri: Gozeneklerin homojenligini, ekmek i¢i tekstiiriinii ve elastikiyetini
degerlendirmeye alan duyusal bir puanlama yontemidir [120]. Ekmek kabul edilebilirlik
diizeyini  belirleyen  panelistler tarafindan  degerlendirme ve puanlamasi

gerceklestirilmistir.
Ekmek hacim faktorii, gézenek faktorii ve ekmek ici degeri ile “Ekmek Deger Sayis1”

hesaplanmustir.

2.2.2.1.3 Ekmek kabul edilebilirlik (KE) diizeyi

Ekmek kalitesinin degerlendirilmesinde ekmegin i¢ ve dis Ozellikleri bir arada
degerlendirilir. Bu 6zellikler ve ekmegin ideal kalitede kabul edilebilmesi i¢in olmasi

gereken nitelikler Tablo 2.9°da verilmistir [216].
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Tablo 2.9. Ekmek kalite 6zellikleri

Ozellikler Degerlendirme
Ekmegin kabuk Her tarafi ayn1 renkte olmali, agikli, koyulu, benekli
rengi olmamalidir

Dis dzellikler Sekilde simetrisi

Pigme diizglinliigii

Kabuk 6zellikleri

Diizgiin ve simetrik olmali, basiklik ve ¢okme olmamali
Tiim ylizeyler diizgiin ve esit kizarmig olmali

Ince ve kolay pargalanabilir olmali

Gozenek yapist
I¢ rengi

Aroma ve tat
I¢ 6zellikler

Cigneme ozellikleri

Yap1

Kiiciik, ince, homojen olmali
Kendine 6zgii ve uniform renkte olmali

Kendine 6zgli olmali, asir1 eksi, mayalanmig, yavan
veya yabanci tat ve kokuya sahip olmamali

Hamurumsu ve yapigkan olmamali

Hamurumsu, 1slak, ¢ok kuru, ufalanan yapida olmamali,
yumusak ve kadifemsi olmali

Tablo 2.9’da verilen 6zellikleri g6z oniinde bulundurarak panelistlerden ekmek kabul

edilebilirligini degerlendirmeleri istenmistir. Bu amagla Tablo 2.10’da verilen 5 ifadeli

Hedonik test skalasi kullanilmigtir [217-219]. Panelistler 1-5 arasi skor kullanarak,

kabul edilebilirlik diizeyini en iyi bulduklari ekmegi “Cok begendim”=5 puan; koti

bulduklari ekmegi ise “Hi¢ begenmedim”=1 puan ile ifade etmislerdir.

Tablo 2.10. KE diizeyi i¢in 5 ifadeli hedonik skala yanit formu

KE diizeyi
Cok begendim 5
Begendim 4
Orta derecede begendim 3
Az begendim 2
Hi¢ begenmedim 1
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2.2.3. Eksi hamur denemeleri
Eksi hamur yapiminda performansi etkileyen dnemli faktorlerden bir tanesi de un/su

oranidir ve Hamur Verimi (HV) degeri ile ifade edilir. Yapilan ¢calismalarda;

_ Kullanilan su miktari (mL) + Kullanilan un miktari(Q)
Kullanilan un miktari (mL)

HV x100

formiilii ile hesaplanan HV=200 degeri en iyi sonuglari verdiginden dolay1 [10] tez

calismasinda da bu oranlar kullanilmistir.

Eksi hamurlarin hazirlanmasi amaciyla endiistriyel olarak da kullanilan spontan
fermentasyon ile LAB’*nin starter olarak kullanildigi 2 tip fermentasyon yontemi

kullanilmastir.

2.2.3.1 Spontan fermentasyon

Endiistriyel olarak eksi mayali ekmek iiretiminde 2 kademeli fermentasyon
kullanilmaktadir. Ayrica eksi hamurlarin hazirlanmasinda 2-5 giin siiren kademeli
fermentasyon teknigi kullanilabilecegi de belirtilmektedir [220,221]. Calismada Aksoy
[222] ve Akgiin [223]’lin kullandig1 teknikler modifiye edilerek kullanilmigtir.

Bu amagla 200 g un, 200 mL su ile homojen karisim yapilarak 25-27 °C’de pH 4.5’a
kadar fermente edilmistir. Bu hamurdan 40 g almarak 180 g un, 180 mL su ile
karistirtlmistir. 25-27 °C de pH 4.5’a kadar fermente edilmistir. Bu islem 2 kademeli

fermentasyon olarak kabul edilerek, fermentasyon kademe sayisina devam edilmistir.

Eksi hamur iiretiminde ekmege ilave edilebilecek eksi hamurun 4-6 saat igerisinde pH
4.0-4.5 asitlik diizeyine gelmesi beklenmektedir. Ayn1 zamanda kullanilan eksi
hamurun da, ekmek hamurunun o6n fermentasyonunu 4-6 saatte gergeklestirmesi
beklenmektedir [11,167].

Bu amagla yapilan 6n denemelerde 25-27 °C [10] ortam sicakliginda HV=200 olarak
hazirlanan eksi hamurlarin 1.kademe de pH 4.5’a 28-30 saatte ulasirken, 4.kademede

pH 4.5’a 4-6 saatte ulastiklar1 tespit edilmistir.
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Bu tespitimize gore spontan fermentasyon i¢in 4 kademeli eksi hamur hazirlama

yontemi kullanilmasina karar verilmistir.

2.2.3.2. Starter LAB ile fermentasyon

L. brevis (obligat heterofermentatif), L. plantarum (fakiiltatif heterofermentatif), L.
delbrueckii (obligat homofermentatif) bakterileri eksi hamurlarda yaygin olarak bulunan
LAB’dir. Liyofilize olarak temin edilen bakteriler MRS agara siirme yapilmis, 36 °C ve
24 saat sonunda tek diisen ve morfolojik olarak da teyit edilen kolonilerden 1’er adet
almarak MRS Broth’a asilama yapilmistir. 18 saatlik geng kiiltiirden alinarak %l
oraninda MRS Broth’a tekrar asilama yapilmistir. 18 saatlik  kiiltiirden
mikroorganizmalar santrifiij (3000 devir/dak’da 10 dak) ile ayrilmus, steril fizyolojik su
ile iki kez yikandiktan sonra her bir kiiltiir McFarland:5 ve spektrofotometrede 650 nm
dalga boyunda 1.010-1.050 araliginda 6lgiilerek optik yogunluklar1 ayarlanmistir. Optik
yogunluklar1 Olciilen hiicre siispansiyonlarindan diliisyonlar hazirlanmis ve yayma
yontemi ile LAB sayimi yapilarak ortalama 10 hiicre/mL konsantrasyonda olduklari
teyit edilmistir (Tablo 2.11).

Tablo 2.11. Starter olarak kullanilan LAB sayim sonuglari

LAB Sayim sonuglari (kob/mL)
L. brevis 1.25 x 10’
L. plantarum 1.99 x 10’
L. delbrueckii 8.6 x 10’

Denemelerde tartilan un miktarina goére hiicre siispansiyonlarmin herbirisi ile %1
oraninda asilama yapilmistir [223] Her eksi hamur yapiminda hazirlanan hiicre
siispansiyonu spektrofotometrede 1.010-1.050 araligina ayarlanarak, her hamura ilave
edilecek hiicre konsantrasyonunun ayni olmasit saglanmistir. Hazirlanan eksi hamurlar

25-27 °C’de pH 4.5 oluncaya kadar eksitilmistir.

2.2.4. Ekmek denemeleri

Hammadde olarak 6zel amacli bugday un, su, tuz, instant aktif kuru maya ve eksi hamur

kullanilmigtir. Ekmek pisirme denemeleri direkt hamur metodu ile yapilmistir [1].
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Denemelerde ekmek makinesi kullanildigindan dolayr bu metodu temsil edecek
program ayarlanmistir. Farinograf analizi ile tespit edilen su (un miktari iizerinden, %),
daha sonra tuz (kuru madde tizerinden %1.5), maya, un ve eksi hamur yogurucu
haznesine ilave edilmistir. On karistirma, yogurma, 40 dak ana fermentasyon,
havalandirma, 25 dak fermentasyon, sekil verme, 50 dak son fermentasyon ve 185°C’de

pisirme asamalar1 uygulanmustir.

YYM’da degisken faktor olarak alinan eksi hamurda kullanilacak “Kepek, eksi hamur
ve maya” kullanim oranlar1 2.2.2.1°de belirtildigi gibi literatiir ve 6n deneme c¢alismalari

sonucunda tespit edilmistir.

2.2.5. Eksi hamur fizikokimyasal ve mikrobiyolojik ozellikleri

2.2.5.1. pH ve titrasyon asitligi

Spontan fermentasyonlu eksi hamurun her kademesinde ve starter LAB ilaveli
fermentasyonla iiretilen eksi hamurun baslangic ve son asamalarinda asitlik gelisimini

tespit i¢in pH ve titrasyon asitligi 6l¢timleri yapilmistir.
pH; pH metre hamura batirilarak 6l¢iilmiistiir.

Eksi hamurdaki titrasyon asitligi tayini i¢in 10 g 6rnek erlen i¢ine tartilarak, tizerine 100
mL saf su ilave edilerek homojen bir karisim elde edilinceye kadar karistirilmustir.
Uzerine etil alkolde %3’liik hazirlanmis fenolftalein indikatdriinden 3-4 damlatilarak
0.1 N NaOH ile acik kirmizi/pembe renk 1 dak sabit kalincaya kadar ve pH 8.6 limit
olarak kabul eilerek titre edilmistir. Titrasyon sonucunda sarfedilen 0.1 N NaOH miktari

belirlenerek asagidaki esitlik yardimiyla % titrasyon asitligi hesaplanmistir [224].

Harcanan 0.1 N NaOH mLx ( f)
Titre edilen 6rnek miktar: mL veya g

Titrasyon asitligi %= x 100

f = Baz ¢ozeltisinin normalitesi tam 0.1 olmadiginda kullanilacak diizeltme faktorii
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2.2.5.2. LAB sayimi

Spontan fermentasyon yonteminin her kademesinde, starter LAB ilaveli eksi hamurun
ise baslangi¢ ve fermentasyon sonunda pH 4.0-4.5 asitlik diizeyine geldiginde LAB
saymmi yapilmistir. Bunun i¢in 10 g 6rnek 90 mL steril fizyolojik tuzlu suda (SFS)
homojenize edilmistir. Bu sekilde hazirlanan 107"lik seyreltiden 1’er mL 9 mL’lik
SFS’lere aktarilarak diger seyreltmeler yapilmistir. Uygun diliisyonlardan 1 mL 6rnek,
onceden otoklavlanarak sterilize edilmis ve 45-50 °C’ye kadar sogutulmus ve steril petri
kutularina dokiilmiis MRS Agar besiyeri lizerine, aseptik sartlar altinda 0.1’er mL
ylizeye yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Petri kutular1 anaerobik kavanoza
yerlestirilmis ayrica Anaerocult A konularak olusturulan anaerobik kosullarda 36 °C’de
2 glin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda petri kutularindaki koloniler

saytlmistir [225].

2.2.6. Pisme sonrasi ekmek fizikokimyasal kalite ozellikleri

Optimize modellerin 6nerdigi formiil bilesenlerine gore spontan ve starter LAB ilaveli
fermentasyon i¢in eksi maya ve ekmek hamurlar1 hazirlanarak ekmek {retimi
yapilmistir. Pigsme sonrasi ekmekte temel fizikokimyasal kalite ozellikleri tespit

edilmistir.

2.2.6.1. pH ve titrasyon asitligi

Agirlik:hacim olarak 1:10 oraninda ekmek ve saf su karistirilmis, karisim homojenizator
ile homojen bir karisim elde edilene kadar parcalanmistir. Cozelti yaklasik 10 dak
bekletilmis ve sonra iistteki kisma pH metre probu daldirilmak suretiyle hidrojen iyonu
konsantrasyonu ol¢iilmiistiir. Hazirlanan drnekte titrasyon asitligi 2.2.5.1.’deki yonteme

gore belirlenmistir [224].

2.2.6.2. Rutubet miktar1 ve rutubet kaybi (RK)

Ekmek pistikten 3 saat sonra 6l¢lim yapmak amaciyla kabuk neminin belirlenmesi i¢in
ekmek yiizeyinden 2-3 mm kalinliginda ekmek kabugu, kabuga yakin bolgenin nem
miktarinin belirlenmesinde kabuk altindan 2—3 mm kalinliginda i¢ kisim; ekmek i¢i nem
miktarinin belirlenmesi amaciyla da ekmegin orta merkezinden 3—5 g tartilarak dnceden

130°C’de kurutularak darasi alinmis kaplara konulmustur. Kurutma dolabinda 105°C’de
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12 saat kurutulduktan sonra, kurumadan 6nceki ve sonraki degerler kullanilarak nem
miktar1 hesaplanmistir [224]. Rutubet kaybi, numunenin baslangi¢ agirliginin yiizdesi

olarak agirlik kaybiyla hesaplanmistir [226].

Raf omrii siiresince ekmek orneklerindeki zamana bagli rutubet kaybini tespit etmek
amaciyla RK hesaplanmistir. Bu amagla RK; (Ilk giine gére bagil rutubet kayb1) ve RK;

(Bir dnceki giline gore bagil rutubet kaybi) olmak tizere iki deger hesaplanmustir;

(Ro-R3;5.8)
RK;=——x100
Ro
(R1-Ry2)
RKy=— x100
R1

Ry: Bir dnceki giine ait rutubet (%)

R, : Hesaplama yapilacak giine ait rutubet (%)

2.2.6.3. Kabuk ve i¢ rengi

Ekmek kabugu ve ekmek i¢i renk yogunlugu kolorimetre cihaziyla belirlenmistir. Bu
cihaz ii¢ boyutlu renk Ol¢limiinii esas almakta olup, Y eksenindeki L* (lightness);
O=siyahtan, 100=beyaza kadar olan 6rnegin agiklik-koyuluk, X eksenindeki a*; yesil (-
a), kirmiz1 (+a), Z eksenindeki b*; sari(+b), mavi (-b) renk boyutunu gostermektedir
[227].

Ekmeklerden keskin bir bigakla 25 mm kalinliginda 4 dilim kesilmis, L*,a* ve b*
degerleri ekmek icinde ve dis kabugunda belirlenmis ve her Olcim 2 defa

tekrarlanmustir.

Olgiimlenen L*, a* ve b* degerleri kullanilarak ekmek &rneklerinin renk farklilig

asagidaki formiile gore hesaplanmis kendi aralarinda karsilastirilmstir.

dEj, = "., dL)* + (da)? + (db)?
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dL, da ve db, 6rnegin L*,a* ve b* degerleri ile referans degerler arasindaki farki ifade
etmektedir. Referans olarak L=93.4, a=1.8 ve b=4.4 olan beyaz seramik plaka
kullanilmustir [228,229].

2.2.6.4. Hacim ve spesifik hacim

Pigirme sonrasi 1 saat oda kosullarinda sogutulan ekmeklerde [230], kolza tohumuyla
yer degistirme esasina dayali yontem kullanilarak hacim belirlenmistir [231]. Ayrica

ekmeklerin spesifik hacimleri ve yogunluklar1 da asagidaki gibi tespit edilmistir [230].

Somun ekmek hacmi (cm®)
Ekmek agirligi (g)

Spesifik hacim (cm®/g)=

2.2.6.5. Kabuk kalinhgi

Numune ekmekten 10 mm kalinliginda diizgiin kesit alinarak, dijital kumpas ile 3

noktasindan kabuk kalinlig1 6l¢limii yapilmastir.

2.2.6.6. Laktik ve asetik asit icerigi

Ekmek numunelerinde laktik ve asetik asit igerikleri yiiksek basingli sivi kromotografisi
(HPLC) ile tespit edilmistir. HPLC ile organik asitlerin tespiti i¢in ekmek hamurundan
elde edilen ekstraktlar ile laktik ve asetik asitin kromotografik saflikta standartlart
kullanilmigtir. Ekmek hamurunda organik asitlerin tayini i¢in Lefebvre et al.’nin [232]
eksi hamurda, Bozkurt’un [233] tarhanada seker, organik asit ve etanol analizi igin

gelistirdikleri metod esas alinmustir.

Ekmek orneklerden organik asitlerin ekstraksiyonu i¢in 20 g numune iizerine 60 mL saf
su ilave edilerek homojenize edilmis, daha sonra 100 mL’ye tamamlanarak 4000
devirde 15 dak santriifiijlenmistir. Filtrelenmis ve pH > 8.0 ayarlanarak ve
sartlandirilmis Supelco kati faz ekstraksiyon kartusundan gegirilmistir. Kartusun
sartlandirma islemi; kartustan sirasiyla 1 mL bazik su (NaOH ile pH > 8 ayarlanmis) ve
1 mL saf su gegirilerek yapilmistir. 2 mL 6rnek kartusa yiiklenmis ve 1 mL 0.1 N HCI
ve 0.5 mL saf su ile yikama yapilarak kartus ¢ikisi viale toplanmis ve HPLC’ ye enjekte

edilmistir.
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Lefebvre et al.’nin eksi hamurda organik asit, etanol ve sekerleri belirlemek ig¢in
yaptiklar1 ¢alismada, HPLC sartlari; RID dedektor, ion-exclusion ORH-801 kolon
(300*6,5mm), 0.001 N H,SO4 mobil faz, 0.7 mL/dak akis hiz1 ve 45 'C kolon sicakligi
olarak belirlenmistir [232] Ayni metod Robert et al. tarafindan [234] eksi hamurda, eksi

hamura benzerligi nedeniyle de Bozkurt [233] tarafindan da tarhanada kullanilmstir.

Kritsunankula et al. tarafindan HPLC’de organik asitlerin belirlenmesi amaciyla yapilan
bir ¢alismada ise C18 kolon (TGO1-01, Thermo Fisher Scientific Inc., USA), 20 pL
enjeksiyon hacmi, izokratik mobil faz (%1 asetonitril, % 99 0.05 mol L' KH,PO,
buffer (pH 2.5 ), 1.25 mLdak™ akis hizi, UV dedektdr (210 nm) ve oda sicakligi 25+1
°C kosullar1 kullanilmistir [235] .

Bu calismada, daha 6nce yapilmig arastirmalardaki analiz sartlar1 ile mevcut HPLC

cihazi ve C18 kolona gore belirlenmis analiz kosullar1 kullanilmistir (Tablo 2.12).

Tablo 2.12. Organik asit analizi sivi kromatografisi sartlari

Sartlar
Sistem Thermo (USA)
Dedektor UV-Vis detektor
Kolon C18 150x4.6 mm Spum
Kolon Sicakhigi 45°C
Mobil Faz KH,PO, ¢ozeltisi (0.05 M)/metanol (95:5, v:v)
Mobil Faz Akis iz 0.7 mL/dak
Enjeksiyon hacmi 50 uL
Dalga boyu 210 nm

2.2.7. Raf omrii siiresince ekmekte fizikokimyasal ve mikrobiyal degisimler

Pigmis ekmeklerde raf omrii siiresince 0, 3, 5, ve 8. giinlerde bayatlama gostergesi

olarak bazi fizikokimyasal degisimler belirlenmistir.
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2.2.7.1. Tekstiir profil analizi (TPA)

TPA, tekstiir analiz cihazi kullanilarak belirlenmistir. 0, 3, 5, ve 8. giinlerinde analize
alman ekmeklerde sertlik, elastikiyet, yapiskanlik ve c¢ignenebilirlik degerleri
saptanmustir. Gergekaslan [132], Sadeghi et al. [236] ve AACC Metod (74-09) [237]’a
gore yapilan analizde 2 cm kalinliginda dilimlenen ekmeklerin dis kabuklari ayrilmistir.
35 mm c¢apl aliiminyum silindirik prob kullanilan c¢alismada ekmek parcalar1 orta

noktalarindan kalinliklarinin % 50°si kadar iki defa sikigtirilmistir.
Calismada kullanilan cihaz ¢alisma kosullar1 Tablo 2.13’de verilmistir;

Tablo 2.13. TPA analiz sartlar

Sartlar
Prob cap1 50 mm
On test hiz 1.0 mm/s
Test hizi 5.0 mm/s
Test sonrasi hiz 5.0 mm/s
Sikistirma orant Dilim kalinliginin %50'si
Ekmek dilim kalinlig1 20 mm
Triger giicii 590

Bu sartlarda ¢izdirilen TPA egrisinden 4 ana parametre (Sekil 2.7) hesaplanmistir:

Sertlik: ilk sikistirma sirasindaki pik giicii (birinci egrinin yiiksekligi) (N)

Yapiskanhik: Her iki g¢evrim i¢in de sikistirmanin olmadigir alanlar harig, ikinci
sikistirma anindaki pozitif gli¢ alaninin birinci sikistirmadaki alana orani (Alan 2/Alan
1).

Esneklik: Birinci sikistirmanin sonu ile ikinci sikigtirmanin bagi arasindaki yiikseklik
farki (mm).

Cignenebilirlik: Sertlik x Yapiskanlik x Esneklik’ten elde edilen is
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Giig (IV) Test Inza Test Somrasi iz

45 ay i
ik silastmina ill: barakma Belleme ikinci sikastuia  ilinei boalana

Sertlik (Hardness)

Springiness (Esneklil)

1o Alan 1 Ao ¥

5 w 15 a &
i1k uzinluls ikinci nzuntalk Zaman (s)

Sekil 2.7. Ornek TPA egrisi

Ayrica 0. ve 5. giinlerdeki sertlik dereceleri kullanilarak asagidaki formiile gore

ekmeklerin Bayatlama Orani (BO) tespit edilmistir [238].

o Ekmek ici sertligi ,,, — Ekmek ici sertligi, y,
B Ekmek ici sertligi, .,

Ekmekte sertlik kadar, esneklik kaybinin da bayatlama niteligini ifade eden bir faktor
oldugu disiiniilerek, Hager et al.’in kullandigi BO’nin yanisira [238], 0. ve 5. giinlere
ait esneklik verileri kullanilarak ekmeklerdeki Esneklik Kaybi (EK) degeri asagidaki

formiile gére hesaplanmistir;

Ekmek esneklik degeris ,,, — Ekmek esneklik degeri,
EK = ' _ _ =— x1000
Ekmek esneklik degeri

0.giin

2.2.7.2. Nisasta retrogradasyonunun izlenmesi

Ekmekte raf 6mrii siiresince nisasta retrogradasyonundaki degisim, diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC) analizi ile tespit edilmistir. Ekmeklerin her birinden 10 mg &rnek
alinmig ve aliiminyum bir kapta sikica paketlenmistir. Kap kapatildiktan sonra tartilarak
2-100 °C’ler arasinda kalorimetrik 6l¢iim yapilmistir. Isitma orani 10 °C/dak’ dir. Katina
[133] ve Torrieri et al. [229]‘nin tayin yontemleri referans olarak alinmistir. Elde edilen
termogramlarda endotermik entalpi (AH) ve pik alani (mj) belirlenerek raf omriiniin

ekmegin bayatlamasi tizerindeki etkisi tespit edilmistir.
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2.2.7.3. Ekmek yiizeyinde kiif gelisimi

Raf omrii olarak belirlenen 8 giinliikk siirecte ayni ortam kosullarinda bekletilen
ekmeklerden firinlama sonrasi, 0, 3, 5, ve 8. giinlerde alinan 6rneklerde kif gelisimi
olup olmadigi mikrobiyolojik olarak tespit edilmistir. Yontem olarak Bello et al.’nun
kullandiklart metot modifiye edilerek uygulanmistir [239]. Ekmekler firinlandiktan
sonra steril bir bicakla 20 mm kalinliginda dilimlere ayrilmistir. Dilimler buzdolab:
poseti icerisinde agizlar1 kapatilmamis ve hava alacak sekilde oda kosullarinda ve ayni
ortamda 8 giin bekletilmislerdir. 0,3,5 ve 8. giinlerde ekmek dilimlerinden 10 g alinarak
90 mL steril FTS igerisinde homojenize edilmis, homojenizattan 1 g alnarak 9 mL FTS
igerisinde c¢oziindiiriilerek farklt konsantrasyonda diliisyonlar1 hazirlanmigtir. Kiif
sayimi i¢in kullanilacak besiyerlerinde refakat¢ci mikroorganizmalarin gelismemesi i¢in
besiyerinin asitlendirilmesi veya antibiyotik kullanilmasi tavsiye edilmektedir [225] Bu
nedenle hazirlanan diliisyonlar, igeriginde kloramfenikol bulunan Yeast extrakt Glucose
Chloramphenicol agara yayma yontemi ile ekim yapilmistir. Hazirlanan besiyerleri 25-

28 C’de aerobik inkiibasyona birakilmistir.

2.2.7.4. Mikroyapi

Raf omrii olarak belirlenen 8 giinliik siiregte ayni ortam kosullarinda bekletilen
irtinlerden pigsme sonrasi, 0, 3, 5, ve 8. giinlerde 6rnek alinarak taramali elektron
mikroskobunda (SEM) incelenmistir. Aseton igerisinde dehidre edilen &rnekler yine
aseton icerisinde Polaran E3100 Critical Point Dryer cihazi ile kiritik noktada
Kurutulmusgtur. Kurutulan 6rnekler ¢ift tarafli bant yardimiyla numune tutucu uzerine
yapistirildiktan sonra SC 7620 mini Sputter Coater cihazi yardimiyla yaklasik 135
Angstrom Au/Pd ile kaplanmis (cihaz kaplama hizi 3 A/s) kaplanan érnekler SEM ile
incelenmistir [240].

2.2.8. Raf omrii siiresince ekmek aromatik profilindeki degisim

Ekmek 6rneklerindeki ugucu bilesenlerin tespiti i¢cin Kati1 Faz Mikro Ekstraksiyon / Gaz
kromotografisi-Kiitle Spektroskopisi (SPME/GS-MS) yontemi kullanilmistir [241].
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Firinlama sonrasi, 0, 3, 5 ve 8. giinlerde yapilan analiz ile depolama siiresince ugucu

bilesik profilindeki degisim tespit edilmistir [48,226,242]

SPME tekniginde ilk asama kullanilacak fiberin secilmesidir. Ciinkii fiber tarafindan
numuneden izole edilecek bilesiklerin fiberle uyumlu olmasi gereklidir. Bunun ig¢in
ekstrakte edilen analitin molekiil agirliginin tespiti yapilmali veya belirlenmis olmalidir.
Yiksek agirlikli bilesikler 7-30 um poli di-metil siloksan (PDMS) fiber kaplamalarin
yiizeyleri tarafindan daha kolay absorblanmaktadir. Daha kiigiikk molekiiller ise
kaplamasinda karboksen, divinil benzen partikiilleri gibi adsorbenler igeren fiberler
tarafindan daha kolay tutulmaktadir [243]. Bilesiklerin fiber tarafindan tutulmasinda
tizerinde durulan diger parametreler, fiberin vialin tepe boslugunda kalma siiresi, viale

aliman numune miktar1 ve vialin sicak su banyosunda bekletilme sicakligidir.

Ekmekte ucucu bilesiklerin tespiti amaciyla yapilan c¢aligmalarda, farkli fiberler ve
uygulama kosullarinin kullanildig, fiberlerin genellikle 75 veya 100 um PDMS oldugu
belirlenmistir. Plessas et al. tarafindan farkli LAB’lerinin ekmek 6zelliklerine
etkilerinin arastirildigt bir ¢alismada 20 mL’lik viale alman 2 g 6rnek 60 °C’de
tutulmus, SPME fiber olarak da DVD/CAR/PDMS (2 ¢m-50/30 mm Stable Flex
Supelco, USA) kullanilmistir [241].

Bu nedenle, ¢alismamizda oncelikle ekmek Orneklerindeki ugucu bilesikleri yapidan

absorblayabilecek uygun fiber ve kosullar1 arastirilmis ve 6n denemeler yapilmuistir.

Farkli fiberlerin ekmekte koku bilesiklerini absorblama diizeylerinin karsilagtirildig: bir
optimizasyon  ¢alismasinda ise 75 CAR/PDMS (75 pum  Carboxen
/Polydimethylsiloxane), 100 PDMS (100 pum Polydimethylsiloxane), 50/30
CAR/PDMS/DVB (50/30 Im Carboxen/ Polydimethylsiloxane/ Divinylbenzene) fiber
cesitleri 15-60 dak arasinda degisen ekstraksiyon siireleri ve 25-50 °C sicakliklarda
kullanilarak ekstrakte edilen ugucu bilesiklerin miktarlart GC-MS*‘de karsilagtirilmistir.
Calisma sonunda ekmekte ugucu koku bilesiklerinin tayininde 35 °C ekstraksiyon
sicakliginda 30 veya 60 dak’lik ekstraksiyon siiresinde CAR/PDMS veya
CAR/PDMS/DVB fiberlerin optimum sonug verdigi tespit edilmistir [244].
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Literatiir degerlendirmesi [245, 246] ve 6n denemeler sonucunda ¢alismada kullanilacak

SPME ve GS-MS kosullar1 belirlenmis, sirasiyla Tablo 2.14 ve Tablo 2.15’de

verilmistir.

Tablo 2.14. Ugucu bilesiklerin ekstraksiyonu igin SPME kosullari

SPME Kosullar:

Fiber Tiiri

Vial

Numune Miktar
Sicakhik

Siire

Enjeksiyon siiresi

75 CAR/PDMS (75 pum Carboxen/
Polydimethylsiloxane)

20 mL

59

60 °C

45 dak

30 dak

Tablo 2.15. Ugucu bilesik analizi i¢in GC-MS kosullari

GC Kosullar:

Sistem

Kolon

Kolon Sicakhig1

Agilent (USA) 7890A

DB-WAX 122-7032 Kapiler kolon

(30m x 0.25 mm x 0.25mm)

240 °C (60 °C, 150 °C, 240 °C’ye 6 °C/dak)

Enjektor Sicakhg 250 °C
Tasiyic1 gaz He
Kolon Akis hizi 1 mL/dak
MS Kosullan
Sistem Agilent 5975C VL MSD
Dedektor Triple Axis Dedektor
Sicakhik 250 °C
Iyonizasyon Enerjisi 70 eV

Kiitiiphane

Nist, Wiley, Organic Library
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Ekmek oOrneklerindeki wugucu bilesiklerin raf Omrii siiresince degisimlerini
karsilagtirabilmek amaciyla her ornegin 0, 3, 5, ve 8. giinlerdeki GC-MS
kromotogramlar kiitiiphanede (Nist, Wiley, Organic Library) degerlendirilmis, her bir
bilesigin gelis zamanlari, bireysel pik alanlari oransal (%) ve toplam pik alanindan

yararlanarak rakamsal olarak belirlenmistir

2.2.9. Ekmegin biyoaktif nitelikleri
2.2.9.1. Antioksidan aktivite

Ekstraksiyon amaciyla beher igerisine 5 g numune tartilarak tizerine 50 mL %80°’lik
metanol soliisyonu ilave edilmis ve agzi film ile kapatilarak beher 2 saat 37°C’de
manyetik karistiricida kanstirilmustir [247-249]. Ornekler 10000 rpm’de 15 dak
santriifiijlenmis ve supernatant kisimlar1 alinarak filtre kagidindan siizlilmiis ve

antioksidatif aktivite tayininde kullanilmak tizere cam siselere alinmiglardir.

Antioksidan aktivite, serbest radikallerin siipiiriilmesine dayanan DPPH metodu

kullanilarak, elde edilen ekstrakt ile yapilmistir [250].

Ekstrakt icerisindeki fenolik bilesiklerin DPPH radikali tizerindeki siipiiriicti etkisini
tespit etmek amaciyla, 0.2 mL ekstrakt, 0.5 mL DPPH c¢ozeltisi ile 4 mL % 80’lik
metanolden olusan karigim 15 s vortekste karistirthip ve 30 dak oda sicakliginda
bekletilmistir. Siire sonunda UV-VIS spektrofotometrede 517 nm’de absorbanslari

okutulmus [251] ve % inhibisyon degerleri agsagidaki formiil ile tespit edilmistir;
% inhibisyon degeri = [1- (As/Ao)] x 100

As : Ornek ekstraktina ait absorbans degeri

Ay . Sahit DPPH ¢dzeltisinin absorbans degeri

Antioksidan aktivite % inhibisyon degeri ile ifade edilebilecegi gibi ekmeklerde DPPH
radikal siipiirme giicii tespit edilerek, antioksidan aktivitenin troloks esdegeri olarak
ifade edildigi ¢alismalar da mevcuttur [248]. Numunelerin antioksidan kapasitelerinin
troloks esdegerlerini (TE) tespit etmek amaciyla 2500 pmolar’lik (0.62 mg/mL) stok
troloks ¢ozeltisi % 80’lik metanol kullanilarak hazirlanmis, bundan da 1000, 500, 250,

125, 62,5, 31,25 umolar’lik standart ara g¢ozeltiler hazirlanmistir. Numunelerle ayni
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metod kullanilmak tizere her bir standarttan 0.2 mL alinmis, 0.5 mL DPPH c¢ozeltisi ve
4 mL %80’lik methanol ile karistirilmistir. Karanlik ortamda 30 dak bekletilerek 517
nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslar1 belirlenmistir. Absorbans
konsantrasyon grafigi cizilerek, korelasyon katsayisi (r?) ve regresyon denklemi
(y=ax+b) tespit edilmis, numune absorbans degerlerinin (y) regresyon denklemi

kullanilarak troloks esdegerleri (TE), pg/mL olarak bulunmustur.

2.2.9.2. Toplam fenolik madde icerigi

Folin-Ciocalteau yontemi ile tespit edilmistir. Bu amagla 2.2.9.1°de hazirlanan numune
ekstraktlar1 ve Folin-Ciocalteau reaktifi kullanmilmistir [248,252]. 0.1 mL ekstrakt
sirasiyla, 0.5 mL Folin-Ciocalteu reaktifi ile (reaktif:su karisimi 1:10 v/v) karistirtlmis 5
dak karanlikta bekletilmistir [253]. Daha sonra 0.4 mL doymus sodyum karbonat
sollisyonu ve 4 mL saf su ile karistirilmistir. Karigim yaklasik 1 saat oda kosullarinda
karanlik ortamda bekletilmis ve 760 nm’de UV-VIS spektrofotometrede absorbanslari
Olgiilmistiir. Fenolik madde igerikleri katesin veya gallik asit esdegeri tizeriden
hesaplanarak verilebilmekte, ayn1 zamanda gidalarda baskin olan fenolik asit iizerinden
de ifade edilebilmektedir. Sonuglar gallik asit [149] esdegeri olarak hesaplanarak
verilmistir [248].

2.2.9.3. Ferulik asit icerigi

Fenolik asitlerin tespitinde ilk asama Ornekten fenolik asitin ekstraksiyonu asamasidir.
Bunun i¢in metanol (metanol:su, 80:20, v:v) ekstraksiyonu veya asitlendirilmis metanol
(HCl:metanol:su, 1:80:10, v:v:v) ekstraksiyonu kullanilmaktadir. 5 g numune, 50 mL
¢Ozgen ile oda sicakliginda 2 saat manyetik karistiricida karistirtlmistir. Karigim 3000
rpm’de 10 dak santriifiijlenmis [250] ve supernatant fenolik asit igeriginin
belirlenmesinde kullanilmistir. Ferulik asit igeriginin tespiti icin HPLC analiz sartlari

Tablo 2.16°da verilmistir.
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Tablo 2.16. Ferulik asit analizi sivi kromotografisi sartlari

Sartlar
Sistem Thermo (USA)
Dedektor UV-Vis detektor
Kolon C18 150x4.6 mm Sum
Kolon Sicakhg 30°C
Mobil Faz ACN : %2’lik Asetik asit ¢ozeltisi
Mobil Faz Akis hizi 1 mL/dak
Enjeksiyon hacmi 50 uL
Dalga boyu 329 nm

60 dak’lik kromotogramda gradient faz uygulanmistir (Tablo 2.17)

Tablo 2.17. Ferulik asit analizi gradient faz sartlari

Zaman (dak) Asetik asit (%0) ACN (%)
0 100 -
15 100 -
30 85 15
40 75 25
50 50 50
55 50 50
60 100 -

2.2.9.4. Mineral madde icerigi

Tiim ¢dzeltiler analitik safliktaki kimyasal ve ultra saf su ile hazirlanmistir. On yakma
islemi i¢in HNO3z (67 % v/v) ve H,0, kullanilmustir. Icerisinde her elementten (K,Ca,
Mg, Fe, Cu, Zn vb.)1000 mg/L olan standart stok ¢ozeltisi kalibrasyon standartlarinin
hazirlanmasinda kullanilmistir. ICP-MS sisteminde tasiyici gaz olarak yiiksek saflikta

Argon gazi kullanilmigstir.
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Ormekler mikrodalga yakma sistemi (Millestone MLS 1200, Italya) kullanilarak
yakilmigtir. 1+%0,1 hassasiyette kiigiik parcalar halinde sistemin teflon siselerin
icerisine tartilmistir. Uzerine 7 mL HNO3; ve 2 mL H,0, ilave edilmistir. Agizlar
kapatilarak sisteme yerlestirilen siselere 250W (2 dak), OW (2 dak), 250W (6 dak),
400W (5 dak) and 600W (5 dak) yakma programi uygulanmistir. Bir siseye Ornek
konulmamis yalnizca 7 mL HNO3; ve 2 mL H,O, ilave edilerek kor hazirlanmistir.
Yakma islemi bittiginde gaz cikisi ve siselerin igerisinde kati partikiil kalip kalmadig:
kontrol edilmistir. Ornek ¢ozeltiler oda sicakhiga sogutulduktan sonra 50 mL’lik
polietilen siselere aktarilmis ve 25 mL’ye ultra safsu ile tamamlanmistir. Ekmeklerde
mineral icerigin mikrodalgada nitrik asit yakma yontemine gore hazirlanmasi ve iz
elementlerin analizi prosediirii Sahan et al. [254] ile Kilci vd.[255] ne gore yapilmustir.
Hazirlanan 6rnekler indiiksiyon birlestirilmis plazma kiitle spektroskopisinde (Agilent
7700 ICP-MS) tayin edilmistir. Analiz plazma gaz1 15 L/dak, yardimer gaz 1 L/dak,
ornek 0.8 L/dak kosullarinda gerceklestirilmistir. Olgiimler tiim drnekler icin 2 paralel

yapilmistir.

2.2.9.5. In vitro kiil sindirilebilirlik orani

Kil sindirilebilirligini  belirlemek amaciyla, insan midesindeki asidik ortamda
minerallerin ekstrakte edilebilirligi esas alindigindan, ilk asamada HCIl’de esktrakte
edilebilirlik ve bunu takiben 37°C’de 3 saat pepsin enzimiyle muamele edilerek de
midedeki asidik sindirim ortamimin in vitro sartlar1 uygulanmistir (Sekil 3.43).
Sindirilebilir kiil miktari tayini, in vitro olarak Bilgi¢li vd.’e gore [256-258] gore
yapilmistir.

Saharan et al. gidalardaki minerallerin biyoyararlanimini arastirdiklari bir ¢alismada
HCIl’de c¢oziinebilir minerallerin ekstrakte edilebilirligini  belirlemisler ve bunu
“Minerallerin HCI’de Ekstrakte edilebilirligi” olarak adlandirmiglardir. Bu amagla insan
midesindeki asidik yap1 ve sindirim ortamini benzetmek amaciyla 0.03 N HCI’de 3 saat

37°C’de ekstraksiyon yapmuslardir [257].

Bilgigli vd.’nin tarhanada, HCI’de ekstrakte edilebilir mineral igeriginin tespiti amaciyla

yaptiklari bir ¢alismada ise Saharan et al.’nin kullandiklar1 metodu kullanmiglar ve elde
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ettikleri ekstraktta Mg, Zn, K gibi minerallerinin miktarindaki degisimi atomik

absorbsiyon spektroskopisi ile tespit etmislerdir [258].

Sekil 2.8. Calkalamal1 inkiibatérde olusturulan in vitro sindirim ortami

1 g ekmek 6rnegi tizerine 25 mL pepsin ¢ozeltisi (0.03 N 1 litre HCI + 2 g pepsin) ilave
edilip karistirilmistir. Bu karisim ¢alkalamali inkiibatorde (Sekil 3.43) 37°C’de 3 saat
tutulup, siirenin sonunda her bir 6rnek Standart kiilsiiz filtre kagidindan siiziilmiistiir.
Filtre kagidinda kalan kisim filtre kagidi ile birlikte kiil firninda yakilarak kiil miktar
belirlenmistir. Bulunan deger toplam kiil miktarindan ¢ikarilarak sindirilebilir kiil
miktart bulunmustur. Bu degerler kullanilarak asagidaki formiile gore Kiil
Sindirilebilirlik Orani (KSO) hesaplanmuistir.
Sindirilebilir Kl Miktar:

KSO (%)= —— x 100
Toplam Kl Miktar:
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2.2.9.6. In vitro protein sindirilebilirligi

In vitro protein sindirilebilirliginin tespiti i¢in Rizzello et al.”un metodu esas alinmistir
[228]. 1 g numune alinarak 1.5 mg pepsin i¢eren 15 mL 0.1 M HCl ile 37°C’de 3 saat
sindirime ugratilmistir. 7.5 mL 2 N NaOH ile nétralize edilmis, 4 mg pankreatin igeren
7.5 mL fosfat tampon (pH=8.0) ilave edilerek 37°C’de 24 saat sindirime birakilmistir.
Reaksiyon 10 mL %20 trikloroasetik asit (TCA) ile sonlandirilmig, 100 mL’ye
tamamlanarak 5000 rpm’de 20 dak santriifiijlenmistir. Metoda gore ¢oken pelet kismi
sindirilmemis protein ve uzun peptitleri i¢erdiginden, supernatant kismi ayrilarak bu
fraksiyon Kjeldahl metodu ile azot tayinine tabi tutulmustur. Sindirilebilirlik asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplanmistir;

Supernatant igindeki N — Pepsindeki N
Numunedeki N

Protein sindirilebilirligi % = x100

2.2.9.7. Enzime direncli nisasta (EDN) miktari

EDN miktarmin tespiti temelde enzimatik, spektroskopik tayine (AOAC Metod
2002.02) dayanmaktadir [259]. Bu amagla Direngli Nisasta Tayin Kiti kullanilmistir.
100 mg ornek, calkalamali inkiibatorde pankreatik a-amilaz ve amiloglikozidaz ile 16
saat 37 °C’de, pH 6.9 Malat tampon ortaminda hidrolize edilerek nisastanin glikoza
par¢alanmasi (sindirimi) saglanmistir. Reaksiyon 4 mL etanol ile sonlandirilmis,
sindirilmemis direngli nisasta santrifiijleme (3500 rpm, 10 dak) ile geri kazanilmstir.
Sindirilmis nisastanin uzaklastirilmast amaciyla, supernatan kismi her defasinda
ayrilmak ve 8 mL %50’lik etanol ilave etmek iizere 2 defa yikama ve santriifiijleme
islemi yapilmistir. Son olarak elde edilen pelet 2 mL 2 M KOH ilave edilerek buz
icerisinde 20 dak karigtirilarak ¢oziilmistir. 8 mL (pH 3.8) sodyum asetat tamponu
ilavesiyle nétralizasyondan sonra, direngli nisasta (0.1 mL, 3300 U/mL) 50 °C’de 30
dak amiloglikozidaz ile glikoza hidrolize edilmistir. Ornekteki direngli nisasta miktari
%10’dan daha az olacagindan dolay1 seyreltme yapilmaksizin, 6rnek santriifiijlenerek
(3500 rpm, 10 dak), supernatant kismi ayrilmigtir. Paralel olmak iizere tiiplere 100 pL
supernatant ve 3 mL glikoz oksidaz/peroksidaz (GOPOD) reaktifi ilave edilerek 50
°C’de 20 dak inkiibasyona birakilmistir.



84

GOPOD reaksiyonu, sindirilmis ve direngli nisastadan ayrilmis glikoz Slglimii icin
kullanilmistir. Inkiibasyon periyodundan sonra &rnek absorbanslart 510 nm’de okuma

yapilmistir. EDN miktar1 asagidaki sekilde hesaplanmustir:

EDN Miktar: (g/100g rnek)=AE x F x 10.3/0.1 x 1/1000 x 100/W x 162/180
=AExF/Wx9.27

AE = Kore kars1 okunan 6rnegin absorbansi
F = Absorbanstan mikrograma doniisiim sayist ( Absorbans GOPOD reaksiyonundaki 100 pg D-glikoz

i¢in belirlenmistir;

B 100 (D —glikozun miktarz, ug)
- D-glikozun (100 g) GOPOD absorbans:

100/0.1 = Hacim diizeltmesi (100 mL’den 0.1 mL alinir)
1/1000 = mikrogramdan miligrama ¢evrim

W = Analiz edilen 6rnegin kuru miktar1
W= ornek miktart X [(100-rutubet igerigi)/100]

100/W = Ornek agirligimin yiizde (%) olarak direncli nisasta icerigi
162/180 = Belirlenen serbest D-Glikozdan anhidro D-Glikoza doniisiim faktorii
10.3/0.1 = Hacim diizeltmesi (Yaklagik 10.3 mL supernatanttan 0.1 mL alind1)

(0-10 % arasinda Direngli Nisasta igeren numuneler i¢in)

2.2.10. istatistiksel analizler

Deneylerde elde edilen analiz sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 17.0.1 paket
programi (SPSS Inc., Chicago, Illinois, US) kullanilarak yapilmistir. Optimizasyon sonunda
optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama sonuglar ile modelden
tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark olup olmadigi tek 6rnek T
—testi uygulanarak belirlenmistir. Analiz degerlendirmelerinde ise c¢oklu varyans
analizine tabi tutulan veri ortalamalar1 arasindaki fark p<0.05 anlamlilik diizeyinde Tukey

coklu karsilastirma testi yapilarak belirlenmistir.



3. BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Un orneginin kimyasal ve teknolojik kalite 6zellikleri

Tiirk Gida Kodeksi Ekmek tebligine gore eksi hamur ekmeklerinde 6zel amagli bugday
unu kullanimi 6ngoriildiigiinden dolayi, calismada kullanilmak iizere temin edilen

bugday ununa ait kimyasal ve teknolojik ozellikler belirlenmis ve Tablo 3.1°de

verilmigtir.
Tablo 3.1. Un 6rneginin kimyasal ve teknolojik 6zellikleri
Yas Kuru
Protein  Sedimentasyon Gluten Gluten 1indeks Su
Rutubet Kiil (Nx5.7) Degeri* Miktar1 Miktar1 Degeri  abs.
) (%) (%) (mL) (%) (%) () (%)
14.3 0.63 11.3 41 29.5 10 86 59.2

* %14 rutubet esasina gore

Ayrica ¢alismada kullanilan unun farinograf analizi sonucu elde edilen grafik Sekil

3.1°de verilmistir.
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Haubelt-Laborgerate GmbH

Sekil 3.1. Calismada kullanilan una ait farinograf grafigi
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Farinograf analizi sonucunda unun su absorbsiyonu %59.2, gelisme siiresi 2.2 dak,

stabilite 4 dak olarak tespit edilmistir.

3.2. Spontan fermentasyon yontemi ile iiretilen ekmeklerde EDS ve KE degerlerine

ait optimizasyon sonuclari

Calismanin Bolim 2.2.2.1.’de YYM’na gore deneysel dizayn kisminda belirtilen
kosullarda denemeler gergeklestirilerek elde edilen EDS ve KE degerleri Tablo 3.2.°de

verilmistir.

Tablo 3.2. Spontan fermentasyon yontemi i¢in elde edilen EDS ve KE degerleri

Bagimsiz Degiskenler Yanit 1 Yamt 2

Maya Kullanim  Eksi Hamur

Uygulama Orani Kullanim Oran1  Kepek Orani EDS KE
1 1 15 20 146.50 3
2 0 15 20 102.47 1.5
3 0.41 20.95 8.11 181.54 4
4 0.41 9.05 8.11 172.91 4
5 1 25 20 165.02 2.5
6 1 15 0 183.09 4.5
7 1 5 20 190.81 45
8 1 15 20 143.91 35
9 1.59 9.05 8.11 191.39 35
10 1 15 20 174.17 4
11 1.59 9.05 31.89 140.03 3
12 2 15 20 113.55 1.5
13 1 15 20 151.55 3
14 1 15 20 154.06 3
15 0.41 20.95 31.89 162.80 4.25
16 1.59 20.95 8.11 177.77 2
17 1.59 20.95 31.89 127.17 1.75
18 0.41 9.05 31.89 159.65 45
19 1 15 40 125.79 4
20 1 15 20 161.19 3

EDS: Ekmek deger sayisi
KE: Kabul edilebilirlik

Daha sonra yazilim programina veriler analiz ettirilerek hangi fonksiyonun 6nerildigi
belirlenmistir. Bu belirleme yapilirken; EDS ve KE degerleri igin “Ardisik Model
Kareler Toplam1 (Tip 1)” ve “Model Uyumsuzlugu” testleri yapilmis ve her bir

fonksiyon i¢in standart sapma, R?, diizeltilmis R? ve 6ngoriilen R? degerleri géz oniinde
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bulundurulmustur. Bu degerler yazilim programi tarafindan karsilastirilarak Onerilen
fonksiyon program tarafindan belirlemistir. EDS i¢in girilen veriler program tarafindan

analiz edilerek her bir fonksiyon i¢in istatiksel parametreler hesaplatilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Spontan fermentasyon yonteminde EDS i¢in yazilim programi tarafindan

onerilen fonksiyona ait istatistiksel parametreler

YANIT 1 EDS
Ardisik Model Kareler Toplamm

Kareler Kareler F p-degeri
Kaynak Toplamu df Ortalamasi Degeri Prob> F
Mean vs Total 488381.26 1 488381.26
Linear vs Mean 4167.75 3 1389.25 2.83 0.0718
2FI vs Linear 797.77 3 265.92 0.49 0.6958
Quadratic vs 2FI 5083.48 3 1694.49 8.54 0.0041  Onerildi
Cubic vs Quadratic 350.08 4 87.52 0.32 0.8543  Aliased
Residual 1634.65 6 272.44
Toplam 500414.98 20 25020.75
Model Uyumsuzlugu Testleri
Kareler Kareler F p-degeri
Kaynak Toplamu df Ortalamas1 Degeri Prob> F
Linear 7252.46 11 659.31 5.37 0.0381
2FI 6454.69 8 806.84 6.58 0.0265
Quadratic 1371.21 5 274.24 2.24 0.1990  Onerildi
Cubic 1021.14 1 1021.14 8.32 0.0344  Aliased
Saf Hata 613.51 5 122.70

Modelin istatistiksel Ozeti

Standart Diizeltilmis ~ Ongdriilen
Kaynak Sapma R? R? R? PRESS
Linear 22.17 0.3463 0.2238 -0.1557 13907.14
2FI 23.32 0.4126 0.1415 -0.3557 16314.46
Quadratic 14.09 0.8351 0.6866 0.0646 11256.20  Onerildi
Cubic 16.51 0.8642 0.5698 -17.7786 225976.31 Aliased

PRESS: Tahminlenmis kalint1 hata kareler toplaminin

Tablo 3.3’de goriildiigli gibi; “cubic” polinomda “alias” gozlenmektedir. Kullanilan
diger fonksiyonlar; “Model uyumsuzlugu”, “Diizeltilmis R?”, “Ongoriilen R** degerleri
acisindan karsilastirildiginda; Quadratic (2.dereceden) fonksiyon Onerilmektedir. Bu

nedenle ¢alismada Quadratic fonksiyon kullanilmistir.

KE i¢in girilen veriler programa analiz ettirilerek her bir fonksiyon i¢in istatiksel

parametreler hesaplatilmistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. Spontan fermentasyon yonteminde KE i¢in yazilim programi tarafindan

onerilen fonksiyona ait istatistiksel parametreler

YANIT 2 KE
Ardisik Model Kareler Toplamm

Kareler Kareler F p-degeri
Kaynak Toplamu df Ortalamasi Degeri Prob> F
Mean vs Total 211.25 1 211.25 Onerildi
Linear vs Mean 6.11 3 2.04 2.55 0.0919
2FI vsLinear 1.06 3 0.35 0.39 0.7598
Quadratic vs 2F1 8.08 3 2.69 7.45 0.0066  Onerildi
CubicvsQuadratic 2.45 4 0.61 3.15 0.1015  Aliased
Residual 1.17 6 0.19
Toplam 230.13 20 11.51

Model Uyumsuzlugu Testleri

Kareler Kareler F p-degeri
Kaynak Toplam1 df Ortalamasi Degeri Prob> F
Linear 11.89 11 1.08 6.18 0.0285
2FI 10.83 8 1.35 7.73 0.0187
Quadratic 2.74 5 0.55 3.13 0.1178  Onerildi
Cubic 0.29 1 0.29 1.66 0.2537  Aliased
Saf Hata 0.88 5 0.18

Modelin istatistiksel Ozeti

Standart Diizeltilmis Ongoriilen
Kaynak Sapma R? R? R? PRESS
Linear 0.89 0.3237 0.1969 -0.2001 22.65
2FI 0.95 0.3800 0.0939 -0.4658 27.67
Quadratic 0.60 0.8083 0.6358 -0.1724 22.13 Onerildi
Cubic 0.44 0.9382 0.8044 -2.4634 65.37 Aliased

PRESS: Tahminlenmis kalint1 hata kareler toplaminin

Tablo 3.4’de goriildiigli gibi; “cubic” polinomda “alias” gozlenmektedir. Kullanilan
diger fonksiyonlar; “Model Uyumsuzlugu”, “Diizeltilmis R*”, “Ongoriilen R*” degerleri
acisindan karsilagtirildiginda; Quadratic (2.dereceden) fonksiyon program tarafindan

Onerilmistir.

Bir sonraki agsamada, Onerilen fonksiyonlarin hangisinin en iyi modelleme yaptigi
ANOVA tablolar1 ayr1 ayr1 olusturulup karsilastirilarak belirlenmistir. En  iyi

modellemeyi yapan fonksiyon segilirken istatistiksel parametrelerin;
* Model; Onemli,

 Model uyumsuzlugu; Onemsiz,
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* Biitiin model terimleri igin; “ (Prob>F) degerleri <0.05”,

*R% -1,

« Diizeltilmis R?; ~1,

* Ongoriilen R% ~1,

* Diizeltilmis R* ~ Ongbriilen R,

* Varyasyon Katsayis1 (% V.K.); minumum olmasi gerekmektedir [194].

Dolayisiyla fonksiyon “Quadratic” olarak secilip yazilim programma ANOVA tablosu

olusturmasi istenmis, EDS ve KE yanitlar1 i¢in sirasiyla Tablo 3.5. ve Tablo 3.6.’da

verilen bilgiler elde edilmistir.

Tablo 3.5. Spontan fermentasyon yonteminde EDS igin yazilim progranmu tarafindan
onerilen “Quadratic fonksiyona™ ait varyans analizi (ANOVA) tablosu

YANIT 1 EDS

Quadratic Model Yiizey Yamit1 icin ANOVA

Kareler Kareler F p-degeri

Kaynak Toplam df Ortalamasi Degeri Prob>F
Model 10049.00 9 1116.56 5.63 0.0062 onemli
A-Maya Kullanim Oram1  35.23 1 3523 0.18 0.6824
B-Eksi Hamur Kullanim
Orani 246.98 1 246.98 1.24 0.2907
C-Kepek Orani 3885.54 1 3885.54 19.58 0.0013
AB 182.69 1 182.69 0.92 0.3600
AC 612.33 1 61233 3.09 0.1095
BC 2.75 1 275 0.01 0.9086
A? 2406.17 1 2406.17 12.12 0.0059
B2 2003.28 1 2003.28 10.09 0.0099
c? 175.94 1 17594 0.89 0.3686
Residual 1984.72 10 198.47
Model Uyumsuzlugu 1371.21 5 27424 2.24 0.1990 onemsiz
Saf Hata 613.51 5 122.70
Cor Total 12033.72 19
Standart Sapma 14.09 R? 0.8351
Ortalama 156.27 Diizeltilmis R 0.6866
% V.K. 9.02 Ongoriilen R? 0.0646

PRESS 11256.20 Hassasiyet diizeyi 8.005
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Tablo 3.5. Spontan fermentasyon yonteminde EDS i¢in yazilim programi tarafindan
Onerilen “Quadratic fonksiyona” ait varyans analizi (ANOVA) tablosu

devami
95% 95%
Katsay1 Standart Cl Cl

Faktor Tahminleri df Hata Diisiik  Yiiksek VIF
Intercept 154.65 1 5.75 14185 167.46

A-Maya Kullanim Oram1  -1.61 1 3.81 -10.10 6.89 1.00
B-Eksi Hamur Kullanim

Orani -4.25 1 3.81 -12.75 4.24 1.00
C-Kepek Orani -16.87 1 3.81 -25.36  -8.37 1.00
AB -4.78 1 4.98 -15.88  6.32 1.00
AC -8.75 1 4.98 -19.85 235 1.00
BC -0.59 1 4.98 -11.68  10.51 1.00
A? -12.92 1 3.71 -21.19  -4.65 1.02
B? 11.79 1 3.71 3.52 20.06 1.02
C? 3.49 1 3.71 -4.77 11.76 1.02

% V.K.: Varyasyon Kkatsayisi
PRESS: Tahminlenmis kalint1 hata kareler toplaminin

(13

Goriildiigii gibi onerilen model “6nemli”, “Model uyumsuzlugu” ise “ 6nemsiz” dir.
Yani model gecerli ve “Prob>F>0.050" degerine sahip parametreler 6nemsizdir. “R?
degeri” 0.8351 olarak, modeli olusturan faktorlerden bazilari p>0.05 yani Onemsiz
bulunmustur. Onemsiz parametreler hiyerarsiyi bozmadan modelden ¢ikartilarak
ANOVA sonuglart degerlendirildiginde R?>=0.73’e diistiiglinden dolayr dnemsiz olan
parametreler ¢ikartilmadan modele devam edilmistir. Sistemi modelleyen en iyi
fonksiyon belirlendikten sonra ii¢ boyutlu ylizey yanit grafikleri, yazilim programi
araciligiyla elde edilmistir (Sekil 3.2, Sekil 3.3)

Design-Expert® Software

EDS
I 191.39
102.47
X1 = C: Kepek Orani
X2 = A: Maya Kullanim Orani

Actual Factor 2175
B: Eksi Hamur Kullanim Orani = 5.00

185

2.00
0.00

s ) .
C: Kepek Orani 30.00 POMaya Kullanim Orani

40.00 0.00

Sekil 3.2. Spontan fermentasyon yonteminde maya kullanim orani-kepek orani
parametrelerinin EDS’ye etkisini gosteren Y'Y grafigi
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Design-Expert® Software

EDS
I 191.39
102.47
X1 = B: Eksi Hamur Kullanim Or&gtio
X2 = A: Maya Kullanim Orani

Actual Factor 220
C: Kepek Orani = 0.00

O 5
(%0} % Q020 20002%%;
a) R rasss
l',;l

1771777,

AL \
W)
i

1.50
\ 1.00
‘

%29 Maya Kullanim Orani

2.00

5.00

. . 2000
B: Eksi Hamur Kullanim Orani
25.00 0.00

Sekil 3.3. Spontan fermentasyon yonteminde eksi hamur kullanim orani-maya

Tablo 3.6.

kullanim orani parametrelerinin EDS’ye etkisini gosteren YY grafigi

Spontan fermentasyon yonteminde KE i¢in yazilim programi tarafindan
onerilen “Quadratic fonksiyona” ait ANOVA tablosu

YANIT 2 KE

Quadratic Model Yiizey Yamti icin ANOVA

Kareler Kareler F p-degeri

Kaynak Toplami df Ortalamasi Degeri Prob>F
Model 15.26 9 1.70 4.69 0.0121 onemli
A-Maya Kullanim Orant 3.09 1 3.09 8.55 0.0152
B-Eksi Hamur KullanimOran1  2.97 1 297 8.20 0.0169
C-Kepek Oran 0.05 1 0.05 0.14 0.7131
AB 0.78 1 078 2.16 0.1724
AC 0.28 1 028 0.78 0.3986
BC 0.00 1 0.00 0.00 1.0000
A? 4.44 1 444 12.27  0.0057
B? 0.33 1 033 0.92 0.3598
C? 2.51 1 251 6.93 0.0250
Residual 3.62 10 0.36
Model Uyumsuzlugu 2.74 5 055 3.13 0.1178 onemsiz
Saf Hata 0.88 5 018
Cor Total 18.88 19
Standart Sapma 0.60 R? 0.8083
Ortalama 3.25 Diizeltilmis R>  0.6358
% V.K. 18.51 Ongoriilen R -0.1724
PRESS 22.13 Hassasiyet diizeyi 8.5915
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Tablo 3.6. Spontan fermentasyon yonteminde KE i¢in yazilim programi tarafindan
Onerilen “Quadratic fonksiyona” ait ANOVA tablosu devami

95%  95%

Katsay1 Standart Cl Cl

Faktor Tahminleri df Hata Diisiik Yiiksek  VIF
Intercept 3.24 1 025 2.69 3.79

A-Maya Kullanim Oram -0.48 1 016 -0.84 -0.11 1.00
B-Eksi Hamur KullanimOran1 -0.47 1 0.16 -0.83 -0.10 1.00
C-Kepek Orani -0.06 1 0.6 -0.42  0.30 1.00
AB -0.31 1 021 -0.79  0.16 1.00
AC -0.19 1 021 -0.66  0.29 1.00
BC 0.00 1 021 -0.47  0.47 1.00
A? -0.56 1 016 -091  -0.20 1.02
B2 0.15 1 0.6 -0.20 0.1 1.02
C? 0.42 1 0.16 0.06 0.77 1.02

% V.K.: Varyasyon katsayisi
PRESS: Tahminlenmis kalint1 hata kareler toplami

13

Goriildigii gibi onerilen model “6nemli”, “Model uyumsuzlugu” ise “ onemsiz” dir.

Yani model gegerli ve “Prob>F>0.050" degerine sahip parametreler dnemsizdir. “R?
degeri” 0.8083 tiir. Sistemi modelleyen en iyi fonksiyon belirlendikten sonra ii¢
boyutlu ylizey yanit grafikleri, yazilim programinin araciligiyla elde edilmistir (Sekil
3.4, Sekil 3.5).

Design-Expert® Software

Kabul Edilebilirlik
45

15

X1 = C: Kepek Orani

X2 = A: Maya Kullanim Orani 59

Actual Factor 4
B: Eksi Hamur Kullanim Ora = 500

4.3

Kabul Edileb

2.00

30.00 V ps i i
C: Kepek Orani A*Maya Kullanim Orani

40.00 0.00

Sekil 3.4. Spontan fermentasyon yonteminde maya kullanim orani-kepek

orani parametrelerinin KE’e etkisini gosteren Y'Y grafigi
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Design-Expert® Software

Kabul Edilebilirlik
4.5

15
5.9
X1 = B: Eksi Hamur Kullanim Orani
X2 = A:Maya Kullanim Orani  , 775

Actual Factor
C: Kepek Orani = 0.00

Kabul Edilebilir

5.00

B: Eksi Hamur Kullanim Qgani

0.50
2500 000  A: Maya Kullanim Orani

Sekil 3.5. Spontan fermentasyon yonteminde eksi hamur kullanim orani-maya

kullanim oran1 parametrelerinin KE’ye etkisini gosteren Y'Y grafigi

Desing Expert;* Sayisal optimizasyon, grafiksel optimizasyon, nokta tahmini” olmak
tizere Ui¢ farkli optimizasyon gerceklestirebilen bir programdir. Optimizasyonun amact;
istenilen cevabin elde edilmesini saglayacak parametrelerin kesin degerlerinin
belirlenmesini saglamaktir. Yapilan g¢alismada sayisal optimizasyon Kullanilmis ve

optimizasyon Kriterleri olarak;

Maya kullanim orani; aralik i¢inde

Eksi hamur kullanim orani; aralik i¢inde
Kepek orani; aralik i¢inde

Ekmek deger sayis1 (EDS); maksimum
Kabul edilebilirlik (KE); maksimum

Olarak secilerek ¢oziimler istenmistir. Program tarafindan EDS ve KE degerleri bir
arada degerlendirilmis, toplam 30 ¢6ziim sunulmustur (Ek-1). Belirlenen ¢oziimler
iginde “Istenilirligi=1" (Desirability=1) olan 15 ¢dziimden 1.¢6ziim program tarafindan
Onerilmis ve kullanilmasina karar verilmistir. Bu ¢oziime ait rampa grafikleri Sekil

3.6°da verilmistir.



0.00| ‘

‘ R.00

0.41 1.59

Maya Kullanim Orani = 1.10

0.00 ‘ ‘ 40.00

8.11 31.89

Kepek Orani = 1.58

%

1.5 4.5

Kabul Edilebilirlik = 4.6547

5.00 ‘

‘ P5.00

9.05 20.95

Eksi Hamur Kullanim Orani = 11.45

102.47 191.39

EDS =197.419

Desirehlity=1.00C
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Sekil 3.6. Spontan fermentasyon optimizasyonu sonucu 1.¢6ziimiin rampa grafikleri

Tablo 3.7.’de goriildiigii gibi optimizasyon sonucu maya kullanim oranit %1.10, eksi

hamur kullanim oran1 %11.45 ve kepek kullanim oran1 da %1.58 olarak belirlenmistir.

Tablo 3.7. Spontan fermentasyon formiil optimizasyonu sonucunda “Istenilirlik”

fonksiyonu yaklasima ile belirlenen ilk 3 ¢6ziim

Kisitlar
Alt Ust Alt Ust
Hedef Limit Limit Agirhk Agirhk  Onem
Maya Kullanim Orani aralik icinde 0 2 1 1 3
Eksi Hamur Kullanim Oran1  aralik iginde 5 25 1 1 3
Kepek Orani aralik icinde 0 40 1 1 3
EDS maksimum 102.47 191.39 1 1 3
Kabul Edilebilirlik maksimum 1.50 4.50 1 1 3
Coziimler
Eksi
Maya Hamur
Kullanéim  Kullanm  Kepek
No Orani Orani Orani EDS KE Istenilirlik
1 1.10 11.45 1.58 197.42  4.65 1.000
2 0.82 5.62 9.21 20254 4.64 1.000
3 1.13 5.11 7.51 217.56  4.98 1.000

EDS: Ekmek deger sayisi
KE: Kabul edilebilirlik

Secildi
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3.2.1. Spontan fermentasyon yontemi formiil optimizasyonu sonuclarinin deneysel

dogrulanmasi

Optimizasyon sonucu onerilen %1.58 kepek igerikli eksi hamur spontan fermentasyon
yontemi ile tretilerek %11.45 eksi hamur ve %1.10 toz maya kullanim oranlar ile
ekmek {tretimi gerceklestirilmistir. Ekmege ait hacim faktorii, gozenek faktorii
belirlenerek EDS hesaplanmis ve ekmek KE diizeyi panelistlerce belirlenmistir. Elde
edilen veriler Sekil 3.7 ve Tablo 3.8’de verilmistir.

Sekil 3.7. Tarama ve dlgeklendirme yapilmis dogrulama ekmegi goriintiisii

Tablo 3.8. Optimum nokta dogrulama deneme sonuglari

Maya Eksi Hamur

Deneme No Kullanim Kullanim Kepek EDS KE
Oram
Oram Oram
1 1.1 11.45 1.58 190.691 45
2 1.1 11.45 1.58 197.260 4.6
3 1.1 11.45 1.58 182.711 4.6
Ortalama 190.221 457
Modelden Tahminlenen 197.42 4.65

EDS: Ekmek deger sayisi
KE: Kabul edilebilirlik
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Her bir yanit i¢in, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
sonuclar ile modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
olup olmadig: tek 6rnek T —testi uygulanarak belirlenmistir. Tek drnek T —testi SPSS
17.0.1 program kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir yanit i¢in tek 6rnek T —testi

sonuclar1 Tablo 3.9.’da verilmistir.

Tablo 3.9. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen

degerler ile karsilastirilmasi

) Ortalama
Tahminlenen
Yanit Deneysel Sonu¢ Fark p-degeri
Deger
(£SS)
EDS 197.42 190.22+7.29 -7.19 0.229
KE 4.65 4.57 +0.06 -0.08 0.130

EDS ve KE degeri i¢in dogrulama denemelerinden elde edilen sonuclar ile modelden
tahminlenen degerler arasinda, istatistiksel olarak 6nemli bir farkin olmadigi (p>0.05)

belirlenmistir.

3.3. Starter LAB ilaveli fermentasyon yontemi ile iiretilen ekmeklerde EDS ve KE

degerlerine ait optimizasyon sonuclarinin elde edilmesi

Yiizey Yanit Metoduna bagli olarak, Central Composite Design-Merkezi Bilesen
deneme desenine gore, ¢alismanin Bolim 2.2.2.1.°de YYM’na gore deneysel dizayn
kisminda belirtilen kosullarda denemeler gergeklestirilmis. Elde edilen Ekmek Deger
Sayist (EDS) ve Kabul Edilebilirlik (KE) degerleri Design Expert yazilim programina
Tablo 3.10’daki gibi girilmistir.
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Tablo 3.10. Starter LAB ilaveli fermentasyon yontemi i¢in elde edilen EDS ve KE

degerleri
Bagimsiz Degiskenler Yanit 1 Yanit 2
Eksi Hamur
Maya Kullanim  Kullanim Ekmek Kabul
Uygulama Orani Orani Kepek Oran1  Deger Sayisi Edilebilirlik
1 1 15 20 139.23 2.5
2 0.01 15 20 95.55 15
3 0.41 20.95 8.11 177.91 25
4 0.41 9.05 8.11 171.23 4.75
5 1 25.01 20 151.25 2
6 1 15 0 197.82 4
7 1 4.99 20 170.75 4.5
8 1 15 20 142.57 25
9 1.59 9.05 8.11 159.67 3
10 1 15 20 159.64 2.5
11 1.59 9.05 31.89 165.31 3
12 1.99 15 20 121.46 2
13 1 15 20 139.46 3
14 1 15 20 150.21 3
15 0.41 20.95 31.89 148.23 2
16 1.59 20.95 8,11 159.18 3
17 1.59 20.95 31.89 105.42 2
18 0.41 9.05 31.89 182.10 4.5
19 1 15 40 159.45 3
20 1 15 20 131.3 3

Daha sonra yazilim programina veriler analiz ettirilerek hangi fonksiyonun 6nerildigi

belirlenmistir. Bu belirleme yapilirken; EDS ve KE degerleri icin  “Ardistk Model
Kareler Toplami (Tip 1)” ve “Model Uyumsuzlugu” testleri yapilmis ve her bir
fonksiyon i¢in standart sapma, R?, diizeltilmis R? ve 6ngoriilen R? degerleri géz dniinde
bulundurulmustur. Bu degerler yazilim programi tarafindan karsilastirilarak onerilen
fonksiyon program tarafindan belirlemistir. EDS i¢in girilen veriler programa analiz

ettirilerek her bir fonksiyon i¢in istatiksel parametreler hesaplatilmistir (Tablo 3.11).
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Tablo 3.11. Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde EDS i¢in yazilim programi

tarafindan Onerilen fonksiyona ait istatistiksel parametreler

YANIT 1 EDS
Ardisik Model Kareler Toplam

Kareler Kareler F p-degeri
Kaynak Toplamu df Ortalamas1 Degeri Prob> F
Mean vs Total 458360.48 1 458360.48 Onerildi
Linear vs Mean 2483.34 3 827.78 1.40 0.2789
2FI vs Linear 1493.83 3 497.94 0.81 0.5091
Quadratic vs 2F1  5865.13 3 1955.04 9.33 0.0030 Onerildi
Cubic vs Quadratic  1351.54 4 337.88 2.73 0.1310 Aliased
Residual 742.93 6 123.82
Toplam 470297.24 20,00 23514.86
Model Uyumsuzlugu Testleri

Kareler Kareler F p-degeri
Kaynak Toplami df Ortalamasi Degeri Prob> F
Linear 8963.98 11 814.91 8.32 0.0149
2FI 7470.15 8 933.77 9.54 0.0118
Quadratic 1605.01 5 321.00 3.28 0.1092 Onerildi
Cubic 253.48 1 253.48 2.59 0.1685 Aliased
Saf Hata 489.45 5 97.89
Modelin istatistiksel Ozeti

Standart Diizeltilmis  Ongdriilen

Kaynak Sapma R? R? R? PRESS
Linear 24.31 0.2080 0.0595 -0.3986 16694.50
2FI 24.74 0.3332 0.0254 -0.6733 19973.50
Quadratic 14.47 0.8245 0.6666 -0.0853 12954.48 Onerildi
Cubic 11.13 0.9378 0.8029 -3.7399 56579.43 Aliased

PRESS: Tahminlenmis kalint1 hata kareler toplami

Tablo 3.11°de de goriildiigii gibi; “cubic” polinomda “alias” gdzlenmektedir. Kullanilan
diger fonkksiyonlar; “Model uyumsuzlugu”, “Diizeltilmis R?’, “Ongoriillen R*”
degerleri  acisindan  karsilastirildiginda;  Quadratic  (2.dereceden)  fonksiyon
Onerilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda Quadratic fonksiyon kullanilmistir. KE i¢in
girilen veriler programa analiz ettirilerek her bir fonksiyon igin istatiksel parametreler

hesaplatilmistir (Tablo 3.12).
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Tablo 3.12. Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde KE i¢in yazilim programi

tarafindan Onerilen fonksiyona ait istatistiksel parametreler

YANIT 2 KE
Ardisik Model Kareler Toplam

Kareler Kareler F p-degeri
Kaynak Toplami df Ortalamasi Degeri Prob> F
Meanvs Total 169.65 1 169.65
Linear vs Mean 8.39 3 2.80 6.15 0.0055
2FI vs Linear 1.96 3 0.65 1.60 0.2375
Quadratic vs 2FI 3.83 3 1.28 8.64 0.0040  Onerildi
Cubic vs Quadratic ~ 0.90 4 0.22 2.30 0.1726  Aliased
Residual 0.58 6 0.10
Toplam 185.31 20 9.27
Model Uyumsuzlugu Testleri

Kareler Kareler F p-degeri
Kaynak Toplami df Ortalamasi Degeri Prob> F
Linear 6.90 11 0.63 8.36 0.0148
2FI 4.94 8 0.62 8.23 0.0164
Quadratic 1,10 5 0.22 2.95 0.1304  Onerildi
Cubic 0.21 1 0.21 2.78 0.1565 Aliased
Saf Hata 0.38 5 0.08
Modelin istatistiksel Ozeti

Standart Diizeltilmis ~ Ongdriilen
Kaynak Sapma R? R2 R2 PRESS
Linear 0.67 0.5355 0.4484 0.1717 12.97
2FI 0.64 0.6607 0.5041 0.1458 13.38
Quadratic 0.38 0.9055 0.8205 0.4233 9.03 Onerildi
Cubic 0.31 0.9628 0.8821 -1.9661 46.45  Aliased

PRESS: Tahminlenmis kalint1 hata kareler toplami

Tablo 3.12°de de goriildiigi gibi; “cubic” polinomda “alias” gézlenmektedir. Kullanilan

diger fonksiyonlar; “Model uyumsuzlugu”, “Diizeltilmis R?, “Ongoriilen R’ degerleri

acisindan karsilagtirildiginda; Quadratic (2.dereceden) fonksiyon onerilmektedir.

Bir sonraki asamada, Onerilen fonksiyonlarin hangisinin en iyi modelleme yaptigi

ANOVA tablolar1 ayr1 ayr1 ¢ikarilip karsilastirilarak belirlenmistir. En iyi modellemeyi

yapan fonksiyon segilirken;
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* Model; Onemli,

* Model uyumsuzlugu, Onemsiz,

* Biitiin model terimleri i¢in; “ (Prob>F) degerleri <0.05”,
*R% ~1,

» Diizeltilmis R% ~1,

« Ongoriilen R ~1,

« Diizeltilmis R* ~ Ongoriilen R?,

* Varyasyon Katsayisi (% V.K.); minumum olmasi gerekmektedir [194].

Dolayisiyla fonksiyon “Quadratic” olarak segilip yazilim programi tarafindan ANOVA

sonuclar1 Tablo 3.13’de verilmistir.

Tablo 3.13. Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde EDS i¢in yazilim programi
tarafindan 6nerilen “Quadratic fonksiyona” ait ANOVA tablosu

YANIT 1 EDS

Quadratic Model Yiizey Yamit1 icin ANOVA

Kareler Kareler F p-degeri

Kaynak Toplam df  Ortalamasi Degeri Prob>F
Model 9842.30 9  1093.59 5.22 0.0082 onemli
A-Maya Kullanim Oran 157.07 1 157.07 0.75 0.4068
B-Eksi Hamur Kullanim Oran1  1060.84 1 1060.84 5.06 0.0481
C-Kepek Orani 1265.43 1  1265.43 6.04 0.0338
AB 137.70 1 137.70 0.66 0.4363
AC 107.38 1 107.38 0.51 0.4904
BC 1248.75 1 1248.75 5.96 0.0347
A2 1611.84 1 1611.84 7.70 0.0196
B2 918.65 1  918.65 4.39 0.0627
c? 2913.67 1 2913.67 1391  0.0039
Residual 2094.46 10 209.45
Model Uyumsuzlugu 1605.01 5 321.00 3.28 0.1092 Onemsiz
Saf Hata 489.45 5 9789
Cor Total 11936.77 19
Standart Sapma 14.47 R? 0.8245
Ortalama 151.39 Diizeltilmis R>  0.6666
% V.K. 9.56 Ongoriilen R 0.0853

PRESS 12954.48 Hassasiyet diizeyi 8.992
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Tablo 3.13. Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde EDS igin yazilim programi
tarafindan 6nerilen “Quadratic fonksiyona” ait ANOVA tablosu devami

Katsay1
Faktor Tahminleri df
Intercept 143.45 1
A-Maya Kullanim Oran1 -3.39 1
B-Eksi Hamur Kullanim Oran1 -8.81 1
C-Kepek Oran -9.63 1
AB -4.15 1
AC -3.66 1
BC -12.49 1
A? -10.58 1
B2 7.98 1
C? 14.22 1

Standart
Hata
5.90
3.92
3.92
3.92
5.12
5.12
5.12
3.81
3.81
3.81

95%
Cl

Diisiik
130.30
-12.12
-17.54
-18.35
-15.55
-15.06
-23.89
-19.07
-0.51
5.72

95%
Cl

Yiiksek
156.60
5.33
-0.09
-0.90
7.25
7.74
-1.09
-2.08
16.48
22.71

VIF

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.02
1.02
1.02

% V.K.: Varyasyon katsay1si

PRESS: Tahminlenmis kalint1 hata kareler toplami

Goriildiigl gibi onerilen model “Onemli”, “model uyumsuzlugu” ise

(13

Onemsiz” dir.

Yani model gecerli ve “Prob>F>0.050" degerine sahip parametreler 6nemsizdir. “R?

degeri” 0.8245 bulunmustur. Sistemi modelleyen en iyi fonksiyon belirlendikten sonra

tic boyutlu yiizey yanit grafikleri, yazilim programinin araciligiyla elde edilmistir.

(Sekil 3.8. ve Sekil 3.9.)

Design-Expert® Software
EDS
I 197.82

95.55
X1 = A: Maya Kullanim Orani
X2 = C: Kepek Orani

Actual Factor

B: Eksi Hamur Kullanim Orani = 5.00

250
220

190

%

C: Kepek Orani

SSRRIARERSS
"""0’&‘ R
‘:::0‘0:9:‘:“: 20000

¢

Q

10.00

0.00 0.00

2.00

*R: May a Kullanim Orani

Sekil 3.8. Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde maya kullanim orani-kepek

orani parametrelerinin EDS’ye etkisini gdsteren Y'Y grafigi
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EDS
197.82
I 95.55
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X2 = B: Eksi Hamur Kullanim Orani
Actual Factor 221.25

C: Kepek Orani = 0.00
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198.5

175.75 ’ ‘ . ‘ ‘ "
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A 0""‘ %
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""—"—'lzt‘?z' "‘3"2’75'
""""'z"z";’

X0ttt

20.00

B: Eksi Hamur Kullanim &&ni

5.00 0.00
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>R May a Kullanim Orani

Sekil 3.9. Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde eksi hamur kullanim orani-

maya kullanim orani parametrelerinin EDS’ye etkisini gosteren Y'Y grafigi

Tablo 3.14. Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde KE i¢in yazilim programi

tarafindan 6nerilen “Quadratic fonksiyona” ait ANOVA tablosu

YANIT 2 KE
Quadratic Model Yiizey Yamit1 icin ANOVA

Kareler Kareler F p-degeri
Kaynak Toplam df  Ortalamasi Degeri  Prob>F
Model 14.18 9 1.58 10.65 0.0005 o6nemli
A-Maya Kullanim Oran 0.27 1 0.27 1.80 0.2089
B-Eksi Hamur Kullanim Oran1  7.26 1 7.26 49.04 <0.0001
C-Kepek Orani 0.86 1 0.86 5.83 0.0364
AB 1.76 1 1.76 11.88  0.0063
AC 0.01 1 0.01 0.05 0.8229
BC 0.20 1 0.20 1.32 0.2773
A? 1.29 1 1.29 8.75 0.0143
B? 0.77 1 0.77 5.18 0.0461
C? 1.47 1 1.47 9.92 0.0104
Residual 1.48 10 0.15
Model Uyumsuzlugu 1.10 5 0.22 2.95 0.1304  onemsiz
Saf Hata 0.38 5 0.08
Cor Total 15.66 19
Standart Sapma 0.38 R? 0.9055
Ortalama 2.91 Diizeltilmis R>  0.8205
% V.K. 13.21 Ongoriilen R? 0.4233

PRESS 9.03 Hassasiyet diizeyi 11.2596
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Tablo 3.14. Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde KE i¢in yazilim programi

tarafindan onerilen “Quadratic fonksiyona” ait ANOVA tablosu devami

95% 95%

Katsayi Standart Cl Cl

Faktor Tahminleri df Hata Diisiik Yiiksek VIF
Intercept 2.74 1 0.16 2.39 3.09

A-Maya Kullanim Orant -0.14 1 0.10 -0.37 0.09 1.00
B-Eksi Hamur Kullanim Oran1  -0.73 1 0.10 -0.96 -0.50 1.00
C-Kepek Orani -0.25 1 0.10 -0.48 -0.02 1.00
AB 0.47 1 0.14 0.17 0.77 1.00
AC -0.03 1 0.14 -0.33 0.27 1.00
BC -0.16 1 0.14 -0.46 0.15 1.00
A? -0.30 1 0.10 -0.53 -0.07 1.02
B? 0.23 1 0.10 0.00 0.46 1.02
C? 0.32 1 0.10 0.09 0.54 1.02

% V.K.: Varyasyon katsayisi
PRESS: Tahminlenmis kalint1 hata kareler toplami

Gortldugu gibi onerilen model “6nemli”, “Model uyumsuzlugu” ise “ onemsiz” dir.
Yani model gecerli ve “Prob>F>0.050" degerine sahip parametreler 6nemsizdir. “R?
degeri” 0.9055°dir. Sistemi modelleyen en 1yi fonksiyon belirlendikten sonra ii¢ boyutlu
yiizey yanit grafikleri, yazilim programinin araciligiyla elde edilmistir. (Sekil 3.10. ve
Sekil 3.11.)

Design-Expert® Software

Kabul Edilebilirlik

15

X1 = A: Maya Kullanim Orani
X2 = C: Kepek Orani

Actual Factor = g5am
B: Eksi Hamur Kullanim Oragg = 5.00

Kabul Edilebirlik

C: Kepek Orani 1°%® 0.50 . .
A: May a Kullanim Orani

0.00 0.00

Sekil 3.10. Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde maya kullanim orani-kepek

oran1 parametrelerinin KE’e etkisini gosteren Y'Y grafigi
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Design-Expert® Software

Kabul Edilebilirlik

15

X1 = A: Maya Kullanim Orani
X2 = B: Eksi Hamur Kullanim Orani

RRRREREE
GG
KRR

Actual Factor 6.2 (RIRLREEERS
S,

QLR RERLEs
QAL
s

C: Kepek Orani = 0.00

Kabul Edilebilirlik

B: Eksi Hamur Kullanim Orani 50 0.00

Sekil 3.11. Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminde eksi hamur kullanim orani-

maya kullanim orani parametrelerinin KE’ye etkisini gosteren Y'Y grafigi

Bu c¢alisgmada Desing Expert programinin ¢ farkli optimizasyonundan sayisal

optimizasyon kullanilmis ve optimizasyon kriterleri;

Maya kullanim orani; aralik iginde

Eksi hamur kullanim orani; aralik i¢inde
Kepek orani; aralik i¢inde

Ekmek deger sayisi1 (EDS); maksimum

Kabul edilebilirlik (KE); maksimum

olarak secilerek ¢oziimler istenmistir. Program tarafindan EDS ve KE degerleri bir
arada degerlendirilmis, toplam 29 ¢6ziim sunulmustur. Belirlenen bu ¢oziimler Ek-2’de,
ilk 3 ¢oziim ise Tablo 3.16’da verilmistir. Belirlen ¢oziimler icinde “Istenilirligi=1"
(Desirability=1) olan 23 ¢6ziimden 1.¢oziimiin kullanilmas1 sistem tarafindan

Onerilmistir. Bu ¢6ziime ait rampa grafikleri Sekil 3.12° de verilmistir.



0.00

0.00

0.41

‘ R.00

1.59

Maya Kullanim Orani = 1.02

8.11

‘ 0.00

31.89

Kepek Orani = 38.84

5.00

9.05

25.00

20.95

Eksi Hamur Kullanim Orani = 6.99

95.55

197.82

EDS =216.765

_—

4.75

Kabul Edilebilifik = 4.85362

Desirahlity=100C
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Sekil 3.12. Starter LAB ilaveli fermentasyon optimizasyon sonucu 1.¢6ziimiin rampa

grafikleri

Tablo 3.16. Starter LAB ilaveli fermentasyon i¢in formiil optimizasyonu sonucunda

“Istenilirlik” fonksiyonu yaklasimui ile belirlenen ilk 3 ¢dziim

Kisitlar
Alt Ust Alt Ust
Hedef Limit Limit Agirlik Agirhk  Onem
Maya Kullanim Orant aralikicinde 0 2 1 1 3
Eksi Hamur Kullanim Orani  aralik i¢inde 5 25 1 1 3
Kepek Orani aralik i¢inde 0 40 1 1 3
EDS maksimum 95.55 197.82 1 1 3
Kabul Edilebilirlik maksimum 1.5 4.75 1 1 3
Coziimler
Maya Eksi Hamur
Kullanim Kullanim  Kepek
No Orani Orani Oram1  EDS KE Istenilirlik
1 1.02 6.99 38.84 212.76 4.85 1.000
2 0.96 5.23 0.36 199.57 5.48 1.000
3 0.17 5.30 38.46 212.54 6.07 1.000

EDS: Ekmek deger sayisi

KE: Kabul edilebilirlik

Secildi
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Tablo 3.16’da goriildiigii gibi optimizasyon sonucu maya kullanim orani %1.02, Eksi

hamur kullanim oran1 %6.99 ve kepek kullanim oran1 da %38.84 olarak belirlenmistir.

3.3.1. Starter LAB ilaveli fermentasyon yontemi formiil optimizasyonu

sonuclarinin deneysel dogrulanmasi

Optimizasyon sonucu Onerilen %38.84 kepek igerikli eksi hamur, starter LAB ilaveli
fermentasyon yontemi ile iretilerek %6.99 eksi hamur ve %1.02 toz maya kullanim
oranlar1 ile ekmek {iretimi gerceklestirilmistir. Ekmege ait hacim faktorii, gézenek
faktorii belirlenerek EDS hesaplanmis ve ekmek KE diizeyi panelistlerce belirlenmistir.

Elde edilen veriler Sekil 3.13 ve Tablo 3.17.” de verilmistir.

Sekil 3.13. Tarama ve Ol¢eklendirme yapilmis dogrulama ekmegi goriintiisii

Tablo 3.17. Optimum nokta dogrulama deneme sonuglari

Maya Eksi Hamur

Deneme No Kullanim Kullanim Kepek EDS KE
Orani
Orani Orani
1 1.02 6.99 38.84 198.228 4.8
2 1.02 6.99 38.84  208.027 4.6
3 1.02 6.99 38.84  200.515 4.6
Ortalama 202.257 4.7
Modelden Tahminlenen 212.76 4.75

EDS: Ekmek deger sayisi
KE: Kabul edilebilirlik
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Her bir yanit i¢in, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
sonuglar ile modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
olup olmadigr tek ornek T —testi uygulanarak belirlenmistir. Tek 6rnek T —testi SPSS
17.0.1 paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir yanit i¢in tek ornek T —

testi sonuglar1 Tablo 3.18’de verilmistir.

Tablo 3.18. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen

degerler ile karsilastirilmasi

Ortalama Deneysel

Yanit Tahminlenen Deger Fark p-degeri
Sonug (£SS)
EDS 212.76 202.26 +5.12 -10.5 0.071
KE 4.75 4.67+0.12 -0.083 0.338

EDS: Ekmek deger sayisi
KE: Kabul edilebilirlik

EDS ve KE degerleri i¢in dogrulama denemelerinden elde edilen sonuglar ile modelden
tahminlenen degerler arasinda, istatistiksel olarak onemli bir farkin olmadigi (p<<0.05)

belirlenmistir.

3.4. Eksi hamurlarin bazi1 kimyasal ve mikrobiyal 6zellikleri
3.4.1. Eksi hamurlarim pH, titrasyon asitligi (TA) ve organik asit icerikleri

Spontan fermentasyonda kademeli fermantasyon yontemi kullanildigindan, her kademe
pH 4.5 altina diistiigiinde kademeye son verilerek pH, titrasyon asitligi tespit edilmis ve
LAB saymmi yapilmistir. Starter LAB ilaveli fermentasyonda ise starter ilave edildikten
yaklasik 10-12 saat sonra pH 4.5 altina diismiis, titrasyon asitligi tespit edilmistir (Tablo
3.19).
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Tablo 3.19. Eksi hamurlarin pH ve TA degerleri

Spontan Starter LAB ilaveli fermentasyon
Kaderme fermentasyon
pH Titrasyon pH Titrasyon
Asitligi % Asitligi %
1. 4.45 8.47+0.28 Baslangic
2. 4.32 10.17+0.42
3. 4.30 10.29+0.19
4. 4.40 10.46+0.29 Bitis 4.2 10.56+0.34

Eksi hamur fermentasyonunda en baskin ve karakteristik organik asitler laktik asit ve
asetik asittir [10]. Calismadaki hamurlarin laktik ve asetik asit igerikleri Tablo 3.20’de

verilmistir.

Tablo 3.20. Eksi hamurlarin organik asit igerikleri
Hamur mg laktik asit/g mg asetik asit/g
SPH 1.491 0.206
STH 1.104 0.447

SPH: Spontan fermentasyonla iiretilen eksi hamur
STH: Starter LAB ilaveli eksi hamurla {iretilen eksi hamur

Her iki fermentasyon yontemi ile iiretilen eksi hamurlarda laktik asit miktarlar asetik
asite gore daha yiiksek bulunmustur (Tablo 3.20). Ancak, spontan fermentasyonla
iiretilen eksi hamurda (SPH) laktik asit miktari, starter LAB ilaveli fermentasyonla
tiretilen (STH) eksi hamura gore daha yiiksk iken, asetik asit iiretimi agisindn tersi

durum s6z konusudur.

3.4.2. Eksi hamurda LAB saymm

Eksi hamur Ornegindeki LAB sayim sonuclari Tablo 3.21° de verilmistir. Sayim
sonuclarina gore spontan fermentasyon yontemi ile elde edilen eksi hamurlarda
1.kademe sonundaki 6.86 log (kob)/g hiicre sayisinin 4.kademe sonunda 12.08 log
(kob)/g diizeyine yiikseldigi tespit edilmistir.
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Sekil 3.14. Starter LAB ilaveli fermentasyon sonu, LAB sayimi goriintiisii

Starter LAB’leri eksi hamura ilave edilip karistirildiktan sonra eksi hamurdan alinan
ornekte yapilan sayim (Sekil 3.14) sonucu baslangigta 6.56 log (kob)/g olarak
belirlenirken, pH 4.28 fermentasyon sonunda LAB sayisinin 9.76 log (kob)/g diizeyine
yiikseldigi belirlenmistir.

Tablo 3.21. Fermentasyon tiirlerine gore sayim sonuglari

Spontan Starter LAB ilaveli
fermentasyon fermentasyon
log (kob)/g log (kob)/g
1.Kademe 6.86 Baglangig 6.56
2.Kademe 8.11
3.Kademe 12.49
4.Kademe 12.08 Bitis 9.76

Spontan fermentasyonla {iretilen eksi hamurlarda un ve suyun karistirilarak
fermentasyona birakilmasindan sonra pH’nin 4.5’un altina diismesi yaklasik 30 saatlik
bir siireci almaktadir. Her kademenin tekrar edilmesi ve pH 4.5’un altina diismesi bir
sonraki kademede daha kisa bir siire¢ almaktadir ki Tablo 3.21°deki LAB sayim
sonuglart da bu durumu aciklamaktadir. 1.kademede yaklasik 30 saat siiren
fermentasyonu tamamlayan LAB sayis1 6.86 log (kob)/g iken yaklasik 4-6 saat siiren
4 kademe fermentasyonu tamamlayan LAB sayis1 12.08 log (kob)/g’dir.
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Sekil 3.15. Spontan fermentasyon kademe sonu LAB sayim1 goriintiisii

3.5. Pisme sonrasi ekmek fizikokimyasal kalite 6zellikleri

Formiil optimizasyonlar1 sonucunda elde edilen SPE ve STE’ler eksi hamursuz kontrol
ekmegine gore (NE), fizikokimyasal kalite Ozellikleri agisindan Kkarsilastirilarak

fermentasyon yontemlerinin kalite niteliklerine etkileri belirlenmistir.

Optimizasyonu sonucu Spontan fermentasyon igin belirlenmis % 1.58 kepek, % 1.1
maya, % 11.45 eksi hamur ile starter LAB ilaveli fermentasyon i¢in belirlenmis %
38.84 kepek, %1.02 maya ve %6.99 eksi hamur kullanim oranlarina gére Tablo 3.22°
deki ekmek formiilleri olusturulmustur.

Tablo 3.22. Calismada kullanilan ekmek formiilleri

Ekmek Un Su Eksi hamur  Tuz Maya  Toplam
(@) (mL) (@) @) @) ()

SPE 464.29  232.80 91.60 6.50 5.11 800.30

STE 475.65  257.40 55.90 6.50 4.85 800.30

NE 493.05  295.82 0.00 6.50 4.93 800.30

SPE: Spontan ekmek
STE: Starter LAB ilaveli ekmek
NE: Normal ekmek
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Sekil 3.16’da spontan fermentasyon yontemine gore iiretilen ekmek (SPE) , Starter LAB
ilaveli fermantasyon yontemine gore liretilen ekmek (STE) ve eksi hamursuz normal
ekmek (NE) goriilmektedir.

STE NE

Sekil 3.16. Ekmek 6rnekleri

3.5.1. pH, titrasyon asitligi (TA) ve organik asit icerigi

Ekmek orneklerinde pH ve TA tayinleri yapilmistir ve sonuglar Tablo 3.23° de
goriilmektedir. Eksi hamur kullanilan STE ve SPE’nin pH degerleri NE’ye gore daha
diisiik bulunmus yani asitlik daha yiiksek tespit edilmistir. Buna bagli olarak da TA
degerleri NE’ye daha yiiksek olarak belirlenmistir. Eksi hamur kullanilarak yapilan
ekmekler kendi aralarinda karsilastirildiginda ise starter LAB ilave edilerek yapilan
STE’deki asitlik diizeyi SPE’ye gore daha yiiksek bulunmus yani daha diisiik pH, daha
yiiksek TA degeri olarak tespit edilmistir. Ekmek numunelerine ait pH ve TA degerleri
arasindaki farklilik istatistiki agidan énemli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 3.23. Ekmek 6rneklerine ait pH, TA degerleri

Ekmek pH TA (%)

STE 5.04° 5.34+0.016%
SPE 5.29° 4.60+0.012°
NE 6.15° 2.65+0.067¢

a-C: Aym siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (p<0.05)
oldugunu géstermektedir.

Ortalama =+ standart sapma

SPE: Spontan ekmek

STE: Starter LAB ilaveli ekmek

NE: Normal ekmek
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HPLC’de organik asit tayini i¢in belirlenen sartlarda laktik ve asetik asit standartlari

hazirlanarak cihaza verilmis ve 8 dak’lik kromotogramda standart laktik asit 3.4 dak’da,

asetik asit 4.1 dak’da belirlenmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.18. Laktik asit (a) ve asetik asit (b) standartlarina ait kalibrasyon egrileri

Ekmek orneklerine ait elde edilen kromatogramlardan elde edilen pik alanlari, standart

kalibrasyon egrilerinden elde edilen regresyon denklemlerinden faydalanilarak
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konsantrasyona c¢evrilmis ve ekmeklerdeki laktik asit ve asetik asit miktarlar
belirlenmistir (Tablo 3.24).

Tablo 3.24. Ekmek orneklerine ait laktik ve asetik asit miktarlari

Organik asit miktar1 (mg/Q)

Ekmek Laktik asit Asetik asit
STE 0.610+0.05° 0.577+0.03
SPE 0.835+0.08* 0.237+0.05°
NE 0.294+0.05° 0.098+0.00°

a-c: Ayni stitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark (P<0.05) oldugunu gostermektedir.

Ortalama + standart sapma

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

Eksi hamur kullanilan STE ve SPE’nin laktik ve asetik asit iceriklerinin NE’ye gore
daha yiiksek olduklar1 belirlenmistir. Organik asit ¢esiti agisindan karsilastirildiginda
tim ekmeklerde laktik asit miktar1 asetik asit miktarindan daha fazla bulunmustur.
Ekmek ¢esitlerine gore asit miktar1 karsilastirildiginda ise laktik asit icerigi en yiiksek
ekmek SPE iken bunu STE ve NE takip etmektedir. Asetik asit igerigi en yiiksek ekmek
ise STE’dir ve bunu SPE ve NE takip etmistir. EkKmek numunelerine ait organik asit

miktarlar1 arasindaki farklilik istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (p<0.05).

3.5.2. Rutubet miktar1 ve kabuk kalinhg

Ekmek numunelerinin 6lgiilen kabuk kalinliklar1 ve nem tayin sonuglar1 Tablo 3.25’de
verilmistir. Eksi hamur kullanilan STE ve SPE’lerin kabuk kalinliklar1 NE’ye gore daha
yiiksek ve bu farklilik da istatistiki agcidan 6nemli bulunmustur (p<0.05). Rutubet 6l¢tim
sonuclar1 da buna paralellik gostermis ve SPE ve NE arasindaki fark istatistik agidan
onemli goriilmemekle birlikte (p>0.05) eksi hamur ekmeklerinin nem igeriklerinin

NE’ye gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.25. Ekmeklere ait nem miktari ve kabuk kalinligi degerleri

Rutubet Kabuk kalinlig
(%) (mm)
STE 39.68+0.212 4.29+0.02%
SPE 38.20+0.14° 4.27+0.06
NE 38.11+0.10° 3.46+0.13°

a-c: Ay siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark (P<0.05) oldugunu gdstermektedir.
Ortalama =+ standart sapma
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3.5.3 Kabuk ve i¢ renk
Ekmeklerin kabuk ve i¢ yapilarina ait renk 6l¢ciim degerleri Tablo 3.26’da verilmistir.

Tablo 3.26. Ekmeklerin kabuk ve i¢ renk degerleri

Kabuk Ic
L* a* b* L* a* b*
STE 66.70+2.56° 5.95+0.78" 25.50+0.42° | 67.71+1.54° 0.63+0.04°  15.60+0.74%
SPE  69.31+1.29° 6.00£0.68° 24.68+0.50" | 71.23+0.83° 0.49+0.05°  14.27+0.25°
NE  71.31+1.76* 4.31+0.90° 22.22+0.57° | 71.01£1.39* -0.26+0.07° 14.75+0.45"

a-C: Aym siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark (p<0.05)
oldugunu goéstermektedir.

Ortalama =+ standart sapma

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

Ekmek kabugunda L* degerleri arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli (p<<0.05)
bulunmusgtur. Parlaklik degeri NE’de en yiiksek diizeyde (71.31)
ekmeklerinde (STE, SPE) daha diisiik diizeyde bulunmustur (Tablo 3.26).

iken, eksi hamur

Kirmizilik parametresi a* degeri NE’de en diisiik diizeyde (4.31) tespit edilmistir ve bu
farklilik istatistiki olarak onemlidir (»p<0.05). Hem STE hem de SPE’de kontrol
ekmeklerine gore bu deger daha yiiksek tespit edilmistir (Tablo 3.26).

Sarilik gostergesi b* degerinin NE’in kabugunda en diisiik diizeyde (22.22) oldugu,
tespit edilmis, bu farklilik istatistiki olarak énemli (p<0.05) bulunmustur. Eksi hamur
ilaveli ekmeklerde b* sarilik degerini NE’e gore onemli diizeyde (p<0.05) yiiksek
oldugu belirlenmistir (Tablo 3.26).

Ekmek 6rneklerinin L*, a* ve b* degerlerinden faydalanilarak hem i¢ hem de kabul igin

dE* degerleri belirlenmistir (Tablo 3.27).

Tablo 3.27. Ekmeklerin kabuk ve iclerine ait dE” degerleri

dE* kapuk dE™j
STE 34.86° 28.13°
SPE 32.44° 24.38°
NE 29.03° 24.72°

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

dE*: Renk farklilig1 degeri
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Ekmek kabuginda en yiiksek dE* (34,68) STE’de belirlenirken bunu SPE ve NE takip
etmistir. Ekmek i¢i dE* degeri en yiiksek (28.13) STE’de, en diisiikk (24.72) NE’de
belirlenmistir. dE* degerleri arasindaki farklilik istatistiki olarak onemli (p<0.05)

bulunmustur.

3.5.4. Hacim ve spesifik hacim

Eksi hamur kullanilan STE ve SPE ekmeklerinin, NE’e gére hem hacim hem de spesifik
hacim agisindan daha yiiksek degerlere sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.28).

Tablo 3.28. Ekmeklere ait hacim ve spesifik hacim degerleri

Hacim Spesifik hacim
Ekmek

(cm?) (cm?/g)
STE 2732+18% 4.081%
SPE 2691+15° 4.029"
NE 2610+10° 3.915°¢

a-c: Ayni siitundaki birbirinden farkl harfler, veriler arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark (P<0.05) oldugunu gostermektedir.

Ortalama =+ standart sapma

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

En yiiksek hacim ve spesifik hacim degeri STE’ye ait olup, bunu SPE ve NE takip
etmektedir. Ekmeklerin her iki 6zellige ait degerleri arasindaki farklilik istatistiki agidan

onemlidir (p<0.05).

3.6. Raf omrii siiresince ekmekte fizikokimyasal ve mikrobiyal degisimler
3.6.1. Tekstiir

Ekmekler firinlandiklart ilk giin (0.giin), 3, 5 ve 8. giinlerde TPA gerceklestirilmistir.
Analizden 6nce 2 cm kalinhiginda kesilen ekmeklerin (Sekil 3.19); sertlik esneklik
yapiskanlik ve c¢ignenebilirlik degerleri belirlenmistir. Ayrica 0. ve 5. giin sertlik

sonuglarini kullanilarak ekmeklerin bayatlama orani1 (BO) tespit edilmistir.



Sekil 3.19. TPA i¢in hazirlanmis ekmekler
Ekmeklere ait TPA sonuglar1 Tablo 3.29’da verilmistir. Ekmeklerin tiimiinde raf omrii
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stiresince sertlik degerinin arttig1 buna bagl olarak ¢ignenmeye karsi direnci ifade eden

cignenebilirlik degerinin de artig gosterdigi tespit edilmistir. Yine tiim orneklerin raf

omrii stliresince esnekligini kaybettigi ve buna ait Ol¢iim degerlerinin diistiigii,

yapiskanlik degerinin de zamana bagl olarak azaldig tespit edilmistir (Tablo 3.29).

Tablo 3.29. Ekmeklere ait TPA sonuglari

Zaman

Ekmek ..

(gin

)

Sertlik

Esneklik

Yapiskanlik

Cignenebilirlik  BO

STE

883.3£173.3

3154.2+357.5
3443.6+565.7
5287.8+521.4

0.981+0.014
0.953+0.010
0.942+0.012

0.929+0.018

0.819+0.032
0.580+0.036
0.533+0.043

0.506+0.002

706.2+114.2
1721.9+313.3
1742.5+404.8

2494.8+518.2

SPE

721.8+109.9

2075.2+201.7
4003.7+381.2
5200.9+581.6

1.002+0.005
0.948+0.034
0.938+0.010
0.928+0.028

0.826+0.005
0.575+0.044
0.465+0.011
0.454+0.040

597.4+90.0

1126.8+189.9
1743.7+167.0
2425.7+£329.8

4.55

NE

g1 W Ol U1 W Ol U1 w o

8

484.7+41.1

2352.6+260.7
3943.6+702.8
5461.5+£521.4

1.009+0.010
0.948+0.013
0.936+0.020
0.935+0.012

0.832+0.004
0.606+0.045
0.510+0.029
0.503+0.036

406.4+32.3

1351.2+161.1
1879.8+414.8
2540.3£518.7

7.14

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek
BO : Bayatlama orani
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BO degeri en yiiksek NE’de (7.14) bulunurken, en diisiik STE’de (2.90) tespit
edilmistir. Buna gore, ilk giinkii durumuna gore 5. giin en yiiksek sertlik degeri

degisimine ulasan ekmek NE’dir (Tablo 3.29).

Raf omri siiresince tiim ekmeklerde sertlik degerinde artis gozlenmekle birlikte bu
Olctimlerin glinlere gore degerlendirmesi yapildiginda NE ilk giin diger ekmeklere gore
daha disiik sertlige sahipken, 8.giin digerlerinden daha yiiksek sertlik derecesine
ulastig1 belirlenmistir. STE ise ilk giin digerlerinden daha yiiksek sertlik degerine
sahipken raf 6mrii siiresince 6zellikle 5. giine kadar digerlerinden daha farkli bir profil

seyrettigi, sertlik degerindeki artisin daha yavas oldugu goriilmektedir (Tablo 3.29).

Ekmek orneklerindeki ¢ignenme degerlerindeki artis ve degisim, ekmeklerin sertlik
degerlerindeki degisim ile paralellik gostermektedir. 0.giin yapilan ilk olglimde en
diisik ¢ignenme degeri (406.4+32.3) NE’e aitken, 8. giin en yiiksek deger
(2540.3£518.7) yine NE’e aittir. Yani raf omrii siiresince ¢ignenebilirligini en fazla
kaybeden ekmek NE’dir. ilk giin yapilan 6l¢iimde STE en yiiksek ¢ignenme degerine
sahipken (706.2+114.2), 8.giin ulastig1 degere (2494.8+518.2) gore ¢ignenebilirligini en
az kaybeden ekmek STE’dir (Tablo 3.29).

Ekmek orneklerinin raf omrii siiresince hem esneklik hem de yapiskanlik degerlerinin
azaldig tespit edilmistir. Ilk giin yapilan 6lgiimde esnekli degeri en diisiik ekmek STE
olmasina ragmen, 0.giin ve 8.gilin degerleri arasindaki farklilik degerlendirildiginde en
az kaybn STE’de oldugu belirlenmistir. Ekmeklerin esneklik ve yapiskanlik
degerlerindeki en belirgin azalmanin 0-3.gilin arasinda oldugu belirlenmistir. 3.glinden

sonra esneklik degeri daha yavas azalmistir (Tablo 3.29).

Hager et al. [238]’in TPA sertlik degerini kullanarak bulduklart BO’nin yanisira, 0. ve
5. glinlere ait (Tablo 3.29) ortalama esneklik verileri kullanilarak ekmeklerdeki esneklik

kaybi1 (EK) parametresi de hesaplanmistir (Tablo 3.30).



Tablo 3.30. Ekmeklere ait esneklik kayb1 (EK) degerleri

Ekmek EK
STE 39.7°
SPE 63.8"
NE 72.3

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek
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Ekmeklerde en yiiksek esneklik kaybi1 NE’de, daha sonra SPE ve az kayip ise STE’de

meydana gelmistir.

3.6.2. Ekmek rutubet kaybi (RK)

Ekmek Orneklerinin raf omrii siiresince rutubetleri (%) tespit edildikten (Tablo 3.31)

sonra RK degerleri belirlenmis, boylece zamana bagli kayip tespit edilmistir.

Tablo 3.31. Ekmek 6rneklerinin rutubet icerikleri ve RK degerleri

Zaman Rutubet RK; RK>
Ekmek (giin) (%) (%) (%)

0 39.68+0.212

3 36.39+0.28° 8.30° 8.30°
STE

5 36.45+0.15° 8.14° 0.11°

8 36.09+0.42° 9.05° 0.99°

0 38.20+0.14%

3 35.81+0.22° 6.26° 6.26°
SPE X )

5 34.89+0.06° 8.66 2.57

8 34.56+0.37° 9.53 0.95°

0 38.11+0.10%

3 35.04+0.10° 8.05° 8.05°
NE

5 34.46+0.26° 9.58" 1.66"

8 34.38+0.19° 9.79% 0.23°

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

RK;: i1k giine gore bagil rutubet kaybi

RK,: Bir dnceki giine gore bagil rutubet kaybi

a-c: Aym siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (p<0.05)

oldugunu gostermektedir.
Ortalama =+ standart sapma
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Raf 6mrii siiresince ekmek 6rneklerinin, rutubetleri arasinda énemli (p<0.05) farklilik
tespit edilmistir. Ozellikle tiim ekmeklerde ilk giinkii rutubet degeri diger giinlerden
farklt bulunmustur. Bu durumda ekmegin raf omrii siiresinin rutubet kaybi tizerindeki
etkisinin 6nemli oldugu belirlenmistir.

Ekmeklerdeki RK, ilk giinkii rutubet esas alinarak diger giinlerdeki kayip % olarak
hesaplanmis (RK;) ve tim ekmeklerde en biiyiikk kaybin (%) ilk ii¢ giinde meydana
geldigi tespit edilmistir. Bu kayip STE’de % 8.30, NE’de % 8.05 iken en az kayip en az
SPE’de % 6.26 diizeyinde belirlenmistir (Tablo 3.31).

Diger giinlerde de kayip devam etmesine ragmen (RK) bu kayiplarin ilk 3 giinkii kayba
gore ¢ok daha az oldugu, 6rnegin 8.giin kayiplarinin STE’de % 0.99, SPE’de % 0.95,
NE’de % 0.22 oldugu belirlenmistir (Tablo 3.31).

3.6.3. Nisasta retrogradasyonu

Termal analiz sonucunda elde edilen 0. ve 5. giine ait termogramlar Sekil 3.20°de
verilmistir. Calismada, 8.giin yapilan DSC analizinde orneklerin hi¢ birisinde
endotermik pik elde edilemediginden bu giine ait veriler degerlendirme dis1 tutulmustur.
Ik giin yapilan analizlerde retrogradasyon ilerlemediginden herhangi bir endotermik
alan hesaplanamamistir. Ancak ekmeklerin termogramlarindan retrogradasyon
baslangi¢ durumlar1 gézlemlenebilmektedir. Ekmekler ayni saatte iretilmelerine ragmen
STE’de herhangi bir endotermik pik gelisimi gozlenmezken, SPE ve 6zellikle NE’ye ait
termogramlarda bu baslangic (mavi renk ile isaretlenmis boliimler) goriilebilmektedir.
5. giine ait termogramlarda nisasta retrogradasyonuna bagli endotermik pik alanlarinda
artis gozlenmektedir. 5.giin en diisiik endotermik pik alan1 SPE i¢in 413.792 mj
bulunurken, STE i¢in 510.107 mj, NE i¢in de 768.962 mj olarak belirlenmistir (Sekil
3.20).



120

STE 0.giin STE 5.giin

&

Alan=510.107 mj
BH=5.010)/g

Heat Flow Endo Down (mW) —— ——

Heat Flow Endo Down (mw) — —

" Peak=7386°C
20 a ‘(Temperaniﬁre rc] L n a0 o 4 198 ] E 4[Ta‘nperat;jre (uc' L] u 1
SPE 0.giin SPE 5.giin

Alen=413.752mj
BH=4.064 /g

Heat Flow Endo Down (mw) —— ——

Heat Flow Endo Down (mW) — - ——

sl - - -
FE n u »

a f ) a a o
Temperature (°C) Temperature (*C)

NE 0.giin NE 5.giin

1018

)

Alan=768.962 mj
AH=7.552)g

Heat Flow Endo Down (mW) —— ——
8 o

Heat Flow Endo Down (mW) —— ——

Peak =85.39°C

B 27
28 " El = it n 0 0

“ 0 [ qQ £ [
Temperature (°C) Temperature (°C)

Sekil 3.20. Ekmek 6rneklerinin 0. ve 5. giinlere ait DSC termogramlari
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3.6.4. EKmek yiizeyinde kiif gelisimi

Ekmek numunelerinin oda kosullarinda raf dmrii siiresince kiiflenme durumlari yayma

sayimm yontemi ile belirlenmistir (Sekil 3.21).

Sekil 3.21. Oda kosullarinda kiiflenmeye birakilmis ekmek dilimleri

Orneklerin, yayma sayim yontemine gore tespit edilen kiif sayim sonuglari Tablo

3.32°de verilmistir.

Tablo 3.32. Ekmeklerde kiif sayim sonuglari log (kob)/g

Giin
Ekmek 0. 3. 5. 8.
log(kob)/g
STE 0 1.00 4.63 5.51
SPE 0 1.30 4.83 5.67
NE 0 1.30 2.30 5.08

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

[k giin taze ekmekte yapilan ekim sonuglarinda kiif gelisimi gdzlenmemistir. Tiim
ekmeklerde 3. giinden sonra kiif gelisimi tespit edilmistir. 0.ve 3. giinlerde yapilan ilk
iki sayimda STE’de kiif sayim sonucu digerlerine gore daha diisiik olmakla birlikte 5.
ve 8. glinlerde yapilan sayim sonuglarinda ylikselme tespit edilmistir. Genel olarak eksi
hamur kullanilan STE ve SPE’de 5. ve 8. giin sayim sonuglarinda paralellik
gozlenmigtir. Her iki ekmekteki kiif sayim sonuglarinin 6zellikle 5. ve 8. giin yapilan

sayimlarda NE’den daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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3.6.5. Mikroyapi

Tahil kaynakli firincilik {irtinleri taneden son iiriine taginan bir mikrotekstiirel yapiya
sahiptir [260]. Yap1 protein esasli matriks bir olusum ve bu yap1 igerisinde yer alan
nisasta, su gibi liriine 6zgii bilesenlerden meydana gelmektedir. Ekmek yapis1 una kadar
taginmis nisasta, protein, kepek gibi bugday fraksiyonlart ve sudan olusmaktadir. SEM
tekniginin temelinde 6rnekten suyun uzaklastirilmast oldugundan dolayr SEM ile elde
edilen goriintiilerde su molekiilleri goriintiillenememektedir. Bu nedenle mikroyap1
protein fraksiyonlarmmin ve nisastanin tekstiirii ve son iriinlin stabilitesinin

goriintiilenmesi ile belirlenmektedir [261].

Calismada ekmek mikroyapisinin  raf Omrii  siiresince degisiminin  tespiti
amaglandigindan dolayi, 6zellikle nisasta molekiillerinin durumu ve yapisal degisimleri
gozlemlenmis, bunun retrogradasyonla iligkilendirilmesi yapilmistir. Bu amagla SEM
goriintlileri Image ProPlus programina aktarilmis, uygun kalibrasyon ayarindan sonra
nisasta molekiillerinin ¢aplar1 Ol¢lilmiistiir. Ayrica ekmek Orneklerinin raf Omrii
sliresince nisasta ve protein matriks yapisindaki degisim izlenerek gorsel olarak

yorumlanmustir.

Farkli fermentasyon ve formil igeriginin etkilerine bakilmak tizere 3 6rnege iliskin 0.
giine ait mikrotekstiirel yap1 karsilastirllmistir ve buna iliskin SEM fotograflar1 Sekil
3.22 (500X) ve Sekil 3.23 (1000X)’da verilmistir.

[lk giine ait SEM goriintiileri (500X) karsilastirildiginda NE’in protein matriks yapisinin
daha siki, par¢alanmamis oldugu goriilmektedir (Sekil 3.22-a). Matriks yap1 igerisinde
nisasta graniillerinin oval veya yuvarlak yapilarim1 muhafaza ettikleri, yiizeylerinin
diizgiin oldugu ve yapi igerisinde genel olarak homojen dagilmis kiirecikler halinde
bulunduklart goériilmektedir. SPE’e ait goriintiilerde (b) protein matriks yapist daha
gevsek ve pargcalanmis formda goriiliirken, nisasta graniillerinin ise NE’deki nigasta
yapisina gore yuvarlak/oval yapisin1 kaybetmis, diizgiin nisasta graniillerinin sayisinin
daha az oldugu, protein matriks yapisi ile girift halde bulundugu goézlenmistir. STE’in
protein yapisinin (C) ise daha fazla parcalanmis oldugu, nisasta graniillerinin yapi
icerisinde ¢ok daginik, sekillerini kaybetmis ve daha kiigiik pargalar halinde
bulunduklar1 belirlenmistir. Bu durum 1000X biiyiitme ile elde edilmis Sekil 3.23’deki
SEM fotograflarinda da goriilmektedir.
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Detector = SE1
Date :18 Jun 2014

U FIR o) et

Mag= 500X 100pm Detector = SE1

EHT = 20.00 kv O xepet Fratsivontan Date 1842014 C

Sekil 3.22. Ekmek drneklerinin NE (A), SPE (B), STE (C), 0.giin SEM gériintiileri (500X)
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Sekil 3.23” de verilen her ii¢ ekmege ait SEM fotograflari 1000X biiyiitme yapilmisg
gorlntiilerdir. Goriintiilerdeki nisasta molekiillerinin ebatlarinin gorsel olarak da farkl
oldugu dikkat ¢ekicidir. Bu nedenle her ii¢ goriintii de Image ProPlus programinda
degerlendirilmis, gorilintii kalibrasyonu fotograflarin elde edildigi 6l¢ek olan 20 mp’a

gore ayarlanmig ve nisasta molekiillerinin gaplari 6l¢tilmiistiir (Tablo 3.33).

Tablo 3.33. Ekmek 6rneklerinin 0.giin SEM goriintiilerine ait nisasta graniil ¢aplari

Ekmek Cap (mp)/1000
NE 29.904+ 4.007°
SPE 23.831+2.399"
STE 18.356+2.478°

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek
a-C: Aym siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (p<0.05)
oldugunu goéstermektedir.

NE’e ait nisasta molekiilleri en biiyiik ¢apa sahipken, STE’e ait nisasta molekiillerinin
cap1 en disiik olarak belirlenmistir. Caplar arasindaki farklilik istatistiki olarak dnemli

bulunmustur (p<0.05).
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Detector = SE1
Date :18 Jun 2014

Detector = SE1
Date :18 Jun 2014

Mag= 1000 X Detector = SE1
EHT =20.00 kV Date :18 Jun 2014 C

Sekil 3.23. Ekmek drneklerinin NE (A), SPE (B), STE (C), 0.giin SEM gériintiileri (1000X)
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Ekmek 6rneklerinin raf 6mrii siiresince yapisal degisimini belirlemek amaciyla her bir
ekmegin 0, 3, 5 ve 8. giinlere ait SEM goriintiileri (1000X) karsilastiriimistir (Sekil
3.24, Sekil 3.25, Sekil 3.26).

Sekil 3.24. NE’in 0 (A), 3(B), 5(C) ve 8(D). giinlere ait SEM goriintiileri (1000X)

NE’e ait ilk giinkii SEM goriintiilerinde mikroyapinin daha diizgiin ve siki, oldugu
goriilmektedir. Protein matriks yapi igerisine yerlesmis nisasta graniilleri ve bu
graniillerin diizglin yuvarlak yapilarint muhafaza ettikleri belirgin olarak goriilmektedir.
Yiizey yapilar1 diizgiin nisasta graniilleri sayilabilecek kadar net goriilmekte, protein
yap1 igerisinde genel olarak homojen ve girift olarak bulunmaktadirlar. 3.giin yapinin
diizgiin formunu yitirdigi, agregat formunda yiginlara dontistiigii goriilmektedir. Nigasta

molekiilleri protein matriksi igerisinde net olarak goriilememektedir. Graniillerin ¢ogu
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diizgiin seklini yitirmis ve ebatlar1 farklilagsmis durumdadir. Protein matriksi de sik1 agsi
yapisini yitirmis, kirik ve dagilmis forma doniismiistiir. 5. ve 8. giine ait goriintiilerde de
benzer durum olup, bu durum ilerlemistir. Ozellikle 8. giin yapida nisasta graniillerinin
ici bosalmis, dig yiizey gerginligini kaybetmis, protein matriksi ile kaynasmis amorf
yapilart belirgin olarak goriilmektedir. Yapida birlesme, topaklagsma olusmus ve kesikli

yiginlar meydana gelmistir (Sekil 3.24).

SPE’nin raf omrii siiresince degisimi incelendiginde genel olarak diger ekmeklerde
oldugu gibi 3.giinden sonra nisasta graniilleri arasinda bir araya gelme ve yiginlara
dontisme egilimi goézlenmektedir. Ayn1 durum 5. ve 8. Giin goriintiileinde de devam

etmektedir. Ekmek tekstiiriiniin temelini olusturan gluten matriks yapis1 6zellikle 8.giin

Sekil 3.25. SPE’ ye ait 0 (A), 3 (B), 5 (C) ve 8.(D) giinlere ait SEM goriintiileri (1000X)
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Detector = SE1
Date :30 Jun 2014

Sekil 3.26. STE’ye ait 0 (A), 3(B), 5(C) ve 8(D). giinlere ait SEM goriintiileri (1000X)

STE’e ait ilk giin goriintiilerinde yapt diger ekmeklerden farkli olarak daha az siki
olmakla birlikte proteinin ag seklinde bag kurmus yapis1 ve aralardaki nisasta graniilleri
belirgin olarak goriilmektedir. 8. giin gorlintiisiinde ise kiimelesmeler olmakla birlikte
protein matriksinin yer yer yapisint korumakta oldugu ve aralardaki nisasta

graniillerinin de sekillerini muhafaza ettikleri goriilmektedir (Sekil.3.27).
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Detector = SE1 Mag

Date :30 Jun 2014 EHT =20.00 KV Date :30 Jun 2014

NE SPE

Mag= 500 Detector = SE1
EHT = 20.00 kv Date :30 Jun 2014

STE
Sekil 3.27. Ekmeklerin 8.giine ait SEM goriintiileri (500X)

3.7. Raf omrii siiresince ekmek aromatik profilindeki degisim

Ekmekte aromatik yapiyr olusturan ugucu bilesiklerdir. Ugucu bilesiklerin analizi,
ornekten izolasyonlari, daha sonra da bilesiklerin tanimlanmalari seklinde

yapilmaktadir. Calismada da izolasyon amaciyla kat1 faz mikro ekstraksiyon (SPME)
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teknigi kullanilirken, tanimlama i¢in Gaz Kromotografisi-Kiitle Spektroskopisi (GC-
MS) kullanilmistir. Firinlama sonrasi, 0, 3, 5 ve 8. giinlerde eksi hamurlu ekmekler
(STE, SPE) ile eksi hamursuz ekmegin (NE) ugucu bilesik profillerinin depolama

stiresince degisimleri tespit edilmistir.

Ugucu bilesenlerin tanimlanmalar1 i¢in GS-MS’de 65 dak’lik analiz siiresi ongoriilmiis
(Sekil 3.28) ancak elde edilen sonuglara bakildiginda her ii¢ ekmek i¢in de ugucu
bilesiklerin biiylik cogunlugu ilk 30 dak’da tespit edilmistir.

+34 [2] TIC: STE0604.D\data.ms =
Abundance
6000000

5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000

1000000

500000:
“vaw h 1 Ak A J\AA_

Tine-> sho 10 1500 o 50 o B0 o 500 w500 5000 8500

Sekil 3.28. STE’ye ait 0.giin GC-MS kromotogrami

Kromotogramda da goriilecegi gibi ilerleyen dakikalarda algilanan maddeler vardir ve
pik olarak goriilmektedir. Ancak bunlarin ¢ogu siloksan tiirevi maddelerdir ki bu da
fiberin ana maddesidir. Bu konuda yapilmis daha dnceki ¢aligmalar da [262-265] goz
oniinde bulundurularak ilk 30 dak’lik siirecte gelen bilesikler ve degisimleri
degerlendirmeye alinmigtir. Her ekmek 6rneginin ugucu bilesen igerigi 6ncelikli olarak
giinlere (0, 3, 5 ve 8.) gore incelenmis ve degisim profili tespit edilmistir (Tablo 3.34,
Tablo 3.35, Tablo 3.36)



Tablo 3.34. NE’deki ugucu bilesiklerin giinlere gore degisimi (PAx10%)
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0.giin 3.giin 5.giin 8.glin

RT Pik Pik Pik Pik
(dak) Ugucu bilesik % alani % alani % alani % alani
2.72 Etanol 62.70 130.199 2556 44516 49.35 82.847 28.66 56.257
3.26 Asetik asit 226 4.691 2.45 4.268 - - - -
3.32 1-Propanol,2-metil 510 10589 3.65 6.359 - - - -
3.32 *Triklorometan - - - - 20.29 34.067 - -
3.33 2-pentanon - - - - - - 16.49 32.366
3.48 1 amino-2 propanol - - 1553 27.038 - - - -
3.61 Biitan (n-biitan) 3.99 8.288 - - - - - -
3.74 3 metil biitanal 352 7.305 4.06 7.064 - - - -
3.82 Triklorobenzen - - - - - - 0.15 298
4.05 3 hidroksi biitanon - - - - 232 3.887 4460 87.523
4.38 Isoamil alkol (3 metil 1 biitanol) 18.07 37532 3840 66.881 18.33 30.770 4.26  8.361
5.08 Biitanal, 3-hidroksi - - - - - - 0.12 229
5.12 Formik asit,(1-metiletil ester) - - - - - - 0.37 733
5.54 Heksanal 1.09  2.256 3.09 5378 122 2.055 - -
5.67 2-Pentanone, 5-methoxy 0.29 603 - - - - 0.32 618
5.79 3,3,-Dietoksi-1-propanol - - - - - - 0.23 458
6.14 Pirazin, metil- - - - - - - 1.05 2.062
6.27 2-furan karboksi aldehit/furfural 0.14 290 2.66 4631 179 3.012 0.34 664
6.75 2-furan metanol - - 0.53 918 0.78 1302 118 2313
7.19 1-Heksanol 0.96  1.988 1.90 3.308 182 3.053 - -
7.27 1-Pentanol, 4-metil - - 0.71 1238 121 203 131 2565
7.91 3-Butenamid 0.04 89 - - - - - -
8.20 Ethanamin, 2-propoksi- - - - - 0.42 712 - -
8.21 1-Tetra dekanol 0.10 201 - - - - - -
8.38 Propanamid,2-metil 0.03 67 - - - - - -
8.66 1,4-Heksadien, 2,5-dimetil - - - - - - 0.16 321
8.72 2-1sopropilfuran - - - - - - 0.12 229
8.85 Pirimidin, 4,6-dimetil- - - - - - - 0.02 46
9.43 a-pinen 0.23 469 0.42 726 0.58 977 - -
9.45 S-ocimen - - - - - - 0.22 435
10.41 Benzaldehit 0.39 804 0.38 662 0.36 611 0.07 137
10.66 Dimetil amin 0.06 134 - - - - - -
10.76 Tridekanol  0.00 0 - - 0.22 366 - -
11.00 Imidazaol 0.15 313 - - - - - -
11.07 1,3,6-oktatrien - - - - 0.34 570 - -
11.39 (trans)-2-nonadecen - - - - - - 0.04 69
11.61 2-pentil furan 0.16 335 - - - - - -
12.43 Dikloro benzen 0.06 134 - - - - - -
13.09 3 metil 1 hekzen  0.00 0 - - 0.35 590 - -
13.09 1-Heksanol, 2-etil 0.26 536 0.23 405 - - - -
16.16 Heptadekanal 0.06 134 - - - - - -
16.39 Dodekanoik asit 0.04 89 - - - - - -
16.41 Dekanal - - 0.44 768 0.18 305 - -
16.87 Benzen etanol 0.15 313 - - 0.42 712 0.29 573

*[lk giin (0.) 'den sonra raf 6mrii siiresince tespit edilen bilesikler italik olarak belirtilmistir.

NE: Normal ekmek
RT: Alikonma zaman
PA:Pik alam
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0.giin 3.gilin 5.giin 8.glin

RT  Ugucu bilesik Pik Pik Pik Pik
(dak) % Alam % Alam % Alam %  Alan
2.64 Etanol 51.11 151.814 46.13 112.442 46.66 97.736 42.24 77.117
3.20 Asetik asit 165 4901 - - - - - -
3.25 Triclorometan - - - - 21.42 44856 17.66 32.234
3.26  1-pentanol,2-3 dimetil 2.88 8555 313 7.630 - - - -
3.27  1-propanol, 1-metil 0.98 2911 - - - - - -
3.57 Biitanal,3-metil 1359 40.367 12.60 30.724 040 846 - -
3.97 2-biitanon, 3-hidroksi - - - - 1.27 2652 373 6.811
4,38  Isoamil alkol (1-Biitanol, 3-metil) 21 62.377 26.59 64816 22.19 46.479 2530 46.188
4.97  Propanoik asit 0.25 743 0.30 720 0.28 594 - -
5.13 biitanoik asit - - - - - - 0.56 1.014
5.15 Butanal, 3-hydroksi - - - - - - 0.71 1.304
5.52  n-hekzanal 1.87 5555 200 4866 157 3292 202 3.685
6.07 indol,1-metil, 2-fenil 0.07 208 0.25 605 010 206 0.31 559
6.34 furankarboksi aldehit 19 5644 194 4722 190 3978 227 4141
6.79 2-Furanmethanol - - - - - - 0.92 1.677
7.18  formik asit, (hexyl ester) 041 1218 123 2995 043 892 - -
7.21  4-pentanal 0.3 891 - - - - - -
7.22  1-hekzanol 1.08 3208 128 3110 145 3.041 1.08 1.967
7.28 1 pentanol, 4-metil - - 0.60 1.469 - - 0.69 1.263
7.32  1- biitanol 0.34 1.010 - - - - - -
7.84 1-biitanol, 2-amino - - 0.07 173 0.00 - - -
8.01 Heptanal 0.15 446 0.08 202 0.04 91 - -
8.02 Piperazine, 2-metil - - - - - - 0.03 62
8.12 1-Deckanol, 2-metil - - - - - - 0.07 124
8.14  2-Tridecen, 1,2-dikloro-1,1-difloro- - - - - - - 0.03 62
8.15 Gamma-Amino-Butirik asit 0.17 505 0.20 490 - - - -
8.16 Pentafloro propiyonik asit - - - - 0.05 114 - -
8.18  Fenol, 4-(2-aminopropil) 0.05 149 - - - - - -
8.19 Hekzanal, 5-metil - - - - 0.03 69 - -
8.27 Heptaldehit (heptan) 0.03 89 - - - - - -
8.32  2-Propen-1-amin 0.05 149 0.26 633 - - - -
8.57 Furan, 2-ethyl-5-methyl- - - 0.14 346 - - 0.17 311
8.65 2-lsopropylfuran - - - - - - 0.19 352
8.68 1,4-Hexadiene, 2,5-dimethyl - - - - 0.10 206 0.14 248
9.36 o-pinen 0.23 683 0.17 403 020 412 015 269
9.47  limonen 0.06 178 - - - - - -
9.54 B-ocimen 0.04 119 - - - - 0.17 311
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Tablo 3.35. SPE’deki ugucu bilesiklerin giinlere gére degisimi (PA x 10%) devami

10.15 2 heptanal - - - - - - 0.03 62
10.20 dodekan - - 0.02 58 - - - -
10.35 Benzaldehit 0.34 1.010 0.40 979 0.41 869 0.36 662
10.73 Siklobutan, 1-butil-2-etil - - - - 0.04 91 0.08 145
10.77 1-Pentadecen - - - - - - 0.03 62
10.95 Hekzanoik asit 0.46 1366 053 1296 042 869 017 311
11.02 Beta pinen 0.08 238 0.05 115 0.11 229 - -
11.07 Tetra dekan 0.12 356 0.14 346 - - - -
1151 Furan, 2-pentil 0.32 951 0.40 979 0.17 366 0.18 331
12.36 1,2-di kloro benzen 0.06 178 0.06 144 - - - -
13.07 2 etil hekzanol 0.16 475 0.31 749 016 343 012 228
13.12 1-Tridecen - - - - - - 0.08 145
13.25 Siklododekan - - 0.02 58 0.14 297 0.03 62
13.75 Heksadecen - - 0.02 58 - - - -
13.76 Benzaldehit, 2-nitro 0.05 149 0.00 - - - - -
13.78 3-Kloropropionik asit - - 0.05 115 0.04 91 0.03 62
14.37 1-Dodecen - - 0.07 173 0.04 91 0.06 104
14.93 Heptafluorobutanoik asit - - 0.07 173 - - - -
15.53 2-nonadecen(trans) - - 0.04 86 - - - -
15.57 Tridekanol - - 0.04 86 - - - -
16.15 Nonan, 4-metil - - 0.07 173 - - - -
16.39 Karbonik asit - - - - - - 011 207
16.40 Sikloheptan - - 0.06 144 - - - -
16.43 Trikloro asetik asit - - 0.07 173 - - - -
16.85 Benzen etanol 0.09 267 0.25 605 0.16 343 - -
16.88 Fenil etil alkol - - 0.00 0 - - 0.25 455
19.17 Benzen metanol 0.09 267 0.11 259 0.10 206 - -
19.56 3-sikloheksen-1-0l - - 0.08 202 - - - -
20.72 Pentafluoropropionik asit - - 0.05 115 - - - -
20.94 Benzotiazol - - - - 0.09 194 0.02 41
21.98 Tiyosiyonik asit - - 0.06 144 - - - -
24.79 Dodekan 0.02 59 - - - - - -
24.80 Naftalin - - 0.08 202 - - - -
29.78 2-Piridin propanoik asit 0.04 119 - - - - - -

*[lk giin (0.) den sonra raf omrii siiresince tespit edilen bilesikler italik olarak belirtilmistir.
SPE: Spontan ekmek

RT: Alikonma zamamn

PA:Pik alam



Tablo 3.36. STE’deki ugucu bilesiklerin giinlere gore degisimi (PA x 10%)
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RT o 0.glin 3.glin 5.glin 8.giin
(dak) Ugucu bilesik Pik Pik Pik Pik
% alani alan1 alan1 alani

2.58 Etanol 7.15 67986 39.26 95980 37.74 92.693 56.08 108.162
3.23 Tricloro methan - - - - 6.84 16.808 9.28 17.896
3.30  Asetik asit 0.80 7.607 149 3.642 - - - -
3.41 Butanoik asit, 3-hidroksi 0.20 1.902 0.36 886 - - - -
3.65 Butanal, 3-metil 210 19968 596 14569 1.14 2.808 - -
3.84  Pentanal 042 3994 130 3.183 - - - -
4.05 2-Butanon, 3-hidroksi- - - 1.03 2527 042 1.038 - -
426  Isoamil alkol (1-Biitanol, 3-metil) 8.65 82249 3293 80.492 2587 63539 8.16 15.741
4,98 2-Metilazetidin - - - - 0.28 692 151 2.907
4.99  Metil benzen 4.80 45.641 - - - - - -
5.04 1-Pentanol 051 4.849 055 1345 0.28 692 0.34 653
5.06  Propanoik asit, 3-hidroksi- 024 2282 087 2133 0.66 1.615 - -
5.70 Heksanal 0.68 6.466 246 6.0056 1.77 4.346 - -
6.14  Furfural (2-Furancarboxaldehyde) 082 7.797 173 4233 254 6.231 075 1437
7.22  1-Heksanol 210 19968 3.79 9.253 2.00 4.923 100 1927
7.28 1-Butanol - - - - 122 3.000 0.85 1.633
7.29 Benzen, 1,3-dimetil 2.60 24722 - - - - - -
7.85 1-Dodecen - - - - 0.06 154 - -
7.85 Benzothiazol - - 0.16 394 - - - -
7.99 Pentanoik asit 151 14358 0.00 0 - - - -
8.19  Heptanal 0.20 1.902 0.20 492 - - - -
8.26  Etanol, 2-butoksi 0.68 6.466 0.00 0 - - - -
8.35 1,2-Benzisothiazol-3-karboksili asit - - 0.16 394 - - - -
8.38 Asetik asit, dikloro- - - - - 0.14 346 - -
8.52 Benzoik asit, 4-metoksi-, 2-fenil ester - - 0.04 98 - - - -
8.57  Dihidro-2(3H)-furanon 3.64 34611 - - - - - -
8.62 2,3-Dimetil siklo heksanol - - - - 0.09 231 - -
9.27  2,2-dimetil-4-etil heksan 0.28 2.662 - - - - - -
9.31 Propanoik asit, 2-metil- 0.05 475 - - - - - -
9.35  Siklopentanol, 3-metil 0.06 571 - - - - - -
-9.40 2-Tridekanon 0.18 1.712 - - - - - -
9.41 Benzen, 1,2,4-trimetil - - - - 0.23 577 - -
9.42  a-Pinen 0.06 571 0.21 525 - -
9.43 Benzen, 1,3,5-trimetil- - - - - 1.13  2.769 - -
9.55 Benzen, 1,2,3-trimetil - - - - 0.69 1.692 - -
9.82 Benzen, 1-ethyl-3-metil - - - - 149 3.654 - -
9.92 Benzothiazol - - 0.01 33 - - - -
10.34 Undekan, 3-metil 3.16 30.047 - - - - - -
10.35 Benzaldehyde 0.90 8558 105 2559 047 1154 0.27 523
10.45 Ethanon, 1-fenil- - - - - 1.08 2.654 - -
10.88 Heptane 2.74  26.053 - - - - - -
10.97 Butanoik asit, 3-metil- - - - - - - 0.54 1.045
11.01 Octan, 2,4,6-trimetil 3.19 30.332 - - - - - -
11.11 Heksanoik asit 0.61 5800 169 4135 155 3.808 - -
11.54 Furan, 2-fenil 0.60 5.7056 0.95 2330 - - - -
11.64 Nonan, 2,6-dimetil 4,74  45.070 - - - - - -
12.42 Benzen, 1,3-dikloro 0.13 1.236 043 1050 041 1.000 - -
12.49 Octan, 2,6-dimetil 2.79 26.529 - - - - - -
12.58 Decan, 5,6-dipropil 1.69 16.069 - - - - - -
12.85 Heptan, 2,2-dimetil 3.48 33.090 - - - - -
13.09 1-Heksanol, 2-etil 443 42123 098 2395 0.89 2192 - -
13.11 1-Tetradecanol - - - - - - 0.14 261




135

Tablo 3.36. STE’deki ugucu bilesiklerin giinlere gore degisimi (PA x 10%) devamu

13.26

13.28
13.33
13.47
13.49
13.76
13.78
13.79
14.12
14.18
14.34
14.35
14.36
14.55
14.58
14.77
14.86
14.88
14.94
15.16
15.24
15.53
15.62
15.93
16.13

16.17
16.40
16.42
16.42
16.48
16.54
16.86
16.94
17.07
17.17
17.25
17.28
17.51
17.52
17.67
17.86
17.89
18.06

18.11
18.25
18.35
18.49
18.69
18.83
18.94
18.95
19.16
19.19

1,3-Hexadiene, 3-etil-2-metil
Pentafluoropropionik asit, heksadecyl
ester

10-metilen-onadekan
Benzen, 1,2-dietil
Undekan, 3,6-dimetil
Hexane, 2,3,5-trimetil
Benzaldehit, 4-metil
Benzen, 1,4-dietil
Thiosiyanik asit, fenil ester
Undekan, 3,5-dimetil
Dekan, 2,3,5,8-tetrametil
9-Octadecen
Benzen, 1-metil-2-(1-metil etil )
Benzen, 1-etil-2,3-dimetil-
Undekan, 3,6-dimetil
Nonan, 2-bromo-5-etil
5-Tetradecen
Benzen, 1-metil-4-(1-metil etil)
3-Octadecen,
Heptan, 2,4-dimetil
Benzen, 1,2,3,4-tetrametil-
Benzaldehit, 3-metil-, oxim
1-Decanol, 2-etil-
Oksalik asit, allil pentadesil ester
Heksan, 3,3-dimetil-
Heptaflorobutirik asit, n-tetradesil
ester

2-Aminopurin
2-Butenal, 2-etil-
Silan, triklorodokosil
Heptan, 2,4-dimetil
1-Octanol, 2-butil-
Benzen etanol
Undekan
Decane, 2,2,3-trimethyl
Oxalic acid, isobutyl hexadecyl ester
Benzothiazole
Undecane, 3,6-dimethyl-;
1-Pentadecene
4-Dodecene,
Propanoic acid, nonyl ester;
Pyrrolidine
Tridecane, 4-methyl-
4-Aminopyrazolo(3,4-d)pyrimidine
2- Chloropropionic acid, octadecyl
ester

Nonane
1-Dodecanol, 2-methyl
Hydroxylamine, O-decyl-
Nonadecane
2-Piperidinone, N-[4-bromo-n-butyl
Cyclododecane
1-Pentadecene
Decane, 4-methyl
1-Hexadecene

0.64
0.12
0.52
0.18
1.10
0.90

0.40

984

0.49

0.72

0.61
0.39

0.61

0.96

2.21
0.36

0.27

0.09
0.22

0.44

1.192

1.769

1.500
962

1.500

2.346

5.423
885

0.02 33
21.05 40.594
0.03 65
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Tablo 3.36. STE’deki ugucu bilesiklerin gilinlere gore deg1$1m1 (PA x 10%) devamu

19.31
19.54
19.56
19.56
19.69
18.82
19.84
20.06
20.23
20.33
20.59
20.70
20.83
21.23

21.34

21.53
21.73
22.49
22.73
22.84
2291
23.05
2351
23.71
23.79
23.99
24.42
2451
24.71
24.79
24.80

24.99
25.61
25.70
25.95
26.11
26.21
26.34
26.79

26.94
27.09
27.18
27.61
28.72

Tridekan, 3-metil-

Undekan
Stklododecanol, 1-ethenil
Octenal
Nonan
Tridekanol

Dekan, 2,8,8-trimetil
Naftalin
1-Octanol, 2-butil
3-Heptadecen
Benzen metanol
Dodekan
2-Heksil-1-octanol

Oksalik asit, isobutyl octadecyl ester
Bisiklo[3.1.1]hept-3-en-2-one,,6-
trimetil-

Oksalik asit, 3,5-diflorofenil undesil
ester

Oksalik asit, isobutil heptadesil ester
Dodekan, 1,1'-oksibis-
2-Butenal, 2-etil-

2-Propanol, 1-fenoksi
Ethanol, 2-(hexadesiloksi)-
Ethanol, 2-(octadesiloksi)-
Heksadekan, 2,6,10,14-tetrametil
Dodekan, 2,6,10-trimetil-
Oksalik asit, isobutil heksadesil ester
Octadekan, 1-kloro-
7-Tetradecen
1-Tridecen
Trifloro asetik asit, n-octadesil ester

Benzaldehit, 4-metoksi
Heksadekan, 1-(etheniloksi)-
Benzoik asit- 4-(N'-Acridin-9-yl-
hidrazin)-
Octadekan, 1-kloro
1-Octadecen
Oksiran, [(dodecyloxy)metil]
Sulfurous asit, butil octadecil ester
1-Heptadecen
E-15-Heptadecenal

Sikloheksadekan, 1,2-dietil-
2-Furan nonanoik asit,3-methil-5-
propil-

Siclo undekan, (1-metil etil)
Trifloro asetik asit, n-octadecil ester
Butanoik asit, butil ester
Heksadecan, 1-bromo

0.91
0.29

0.13
0.46
0.26
0.11
0.09

0.19
0.16
0.10

0.25

0.08
0.21
0.09

0.12
0.08
0.02
0.09
0.10
0.08
0.06
0.01
0.06
0.06

0.02

0.24
0.01
0.04
0.01
0.05
0.03
0.07
0.05

0.06
0.03
0.05
0.37
0.05

8.653
2.757

1.236
4.374
2472
1.046
856
1.807
1.521
951

2.377

761
1.997
856
1.141
761
190
856
951
761
571
95
571
571

190

2.282
95
380
95
475
285
666
475

571
285
475
3.518
475

0.04

*[lk giin (0.) 'den sonra raf 6mrii siivesince tespit edilen bilesikler italik olarak belirtilmistir.

STE: Starter LAB ilaveli ekmek
RT: Alikonma zamani
PA:Pik alam
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Tiim 6rneklerinin ilk giin (0.) yapilan analizleri sonucunda ekmeklerin kendine 6zgii

ucucu bilesikleri tespit edilmistir. Bu bilesiklerden ¢ogu daha 6nceki ¢aligmalarda da

tespit edilmis asetik asit, etanol, isoamil alkol, propanol, metil biitanal gibi alkol, asit,

ester ve karbonil grubu bilesiklerdir.

Tablo 3.34, Tablo 3.35 ve Tablo 3.36’de sirasiyla NE, SPE ve STE’ye ait giinlere gore

ucucu bilesen profilleri verilmistir. ilk giinkii analizden sonra ortaya ¢ikan bilesikler

italik olarak belirtilmistir.

Ekmek orneklerinin ilk giin yapilan analizler sonucu elde edilen ugucu bilesik profilleri

de karsilastirilmis ve Tablo 3.37°de verilmistir. Ilk giine ait bilesen profili, gerek ugucu

madde igerigi gerekse sayisi agisindan her 3 ekmek igin bliylik farklilik gostermistir.

STE i¢in 95, SPE icin 35, NE i¢in 23 bilesik tespit edilmistir.

Tablo 3.37. Ekmek 6rneklerinin ilk giine ait ugucu bilesen profilleri (PA x 10%)

RT (dak) STE SPE NE
STE SPE  NE Ugucu bilesik % Pik % Pik 0 Pik
alani alani alani
258 264 272 Etanol 715 67986 5111 151.814 62.80 130.199
330 320 3.26 Asetikasit 0.80 7.607 1.65 4901 226 4.691

- 3.26 - 1-pentanol,2-3 dimetil - - 2.88 8.555

- 3.27 332 1-propanol, 1-metil - - 0.98 2911 510 10.589
341 - - Biitanoik asit, 3-hidroksi 0.20 1902 - - - -

- - 3.61 Biitan (n-biitan) - - - - 3.99 8.288
3.65 357 3.74 Butanal, 3-metil 210 19968 1359 40.367 352  7.305
3.84 - - Pentanal 0.42 3.994 - - - -
426 438 4.38 Isoamil alkol (1-Biitanol, 3-metil) 8.65 82249 21 62.377 18.07 37.532
4.99 - - Metil benzen 480 45641 - - - -
5.04 - - 1-Pentanol 0.51 4849 - - - -
5.06 4.97 - Propanoik asit, (3-hidroksi-) 0.24 2.282 0.25 743 - -
570 552 554 Heksanal 0.68 6.466 1.87 5,555  1.09  2.256

- - 5.67 2-Pentanon, 5-metoksi - - - - 0.29 603

- 6.07 - Indol,1-metil, 2-fenil - - 0.07 208 - -
6.14 6.34 6.27 Furfural (2-Furancarboxaldehyde) 0.82 7.797 1.9 5.644 0.14 290

- 7.18 - Formik asit, (hekzil ester) - - 0.41 1.218 - -

- 7.21 - 4-pentanal - - 0.3 891 - -
722 722 7.19 1-Heksanol 210 19968 1.08 3.208 0.96 1.988
7.29 - - Benzene, (1,3-dimetil) 260 24722 - - - -

- 7.32 - 1- biitanol - - 0.34 1.010 - -

- - 7.91 3-Butenamid - - - - 0.04 89
7.99 - - Pentanoik asit 151 14358 - - - -
8.19 8.01 - Heptanal 0.20 1.902 0.15 446 - -

- 8.15 - Gamma-Amino-Butirik Asid - - 0.17 505 - -

- 8.18 - Fenol, 4-(2-aminopropil) - - 0.05 149 - -

- - 8.21 1-Tetra dekanol - - - - 0.10 201
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Tablo 3.37. Ekmek orneklerinin ilk giine ait ugucu bilesen profilleri (PA x 10) devamu

8.26

8.57
9.27
9.31
9.35
9.40
9.42

10.34
10.35

10.88
11.01
11.11

11.54
11.64
12.42
12.49
12.58
12.85
13.09
13.33
13.49
13.76

14.18
14.34
14.58
14.77
15.16
16.13

16.42
16.48
16.54
16.86
16.94
17.07
17.28
17.67
17.89
18.25
18.49
18.69

8.27
8.32

16.85

16.87

Etanol, 2-butoksi
Heptaldehit (heptan)
2-Propen-1-amin
Propanamid,2-metil
Dihidro-2(3H)-furanon
2,2-dimetil-4-etil heksan
Propanoik asit, 2-metil-
Siklopentanol, 3-metil
2-Tridekanon

a-Pinen

limonen

f3-ocimen

Undekan, 3-metil-
Benzaldehit

Dimetil amin

Heptane

Oktan, 2,4,6-trimetil
Heksanoik asit
Imidazaol

Beta pinen

Tetra dekan

Furan, 2-pentil-

Nonan, 2,6-dimetil-
Benzen, 1,3-dikloro
Octan, 2,6-dimetil-
Dekan, 5,6-diproil
Heptan, 2,2-dimetil
1-Hksanol, 2-¢til-
10-metil nonadekan
Undekan, 3,6-dimetil
Heksan, 2,3,5-trimetil
Benzaldehit, 2-nitro
Undekan, 3,5-dimetil
Decane, 2,3,5,8-tetramethyl
Undecane, 3,6-dimethyl
Nonane, 2-bromo-5-ethyl-
Heptane, 2,4-dimethyl
Hexane, 3,3-dimethyl-
Heptadekanal
Dodekanoik asit

Silane, trichlorodocosyl
Heptane, 2,4-dimethyl
1-Octanol, 2-butyl-
Benzeneethanol
Undecane

Decane, 2,2,3-trimethyl
Undekan, 3,6-dimethyl-
Propanoik asit, nonil ester;
Tridekane, 4-metil-
Nonan isomeri (=Oktan, 4-metil-)
Hydroksilamin, O-decyl-
Nonadekan

0.68

3.64
0.28
0.05
0.06
0.18
0.06

3.16
0.90

2.74
3.19
0.61

0.60
4.74
0.13
2.79
1.69
3.48
4.43
1.50
0.72
0.90

4.30
0.62
3.09
1.30
6.10
2.79

0.64
0.12
0.52
0.18
1.10
0.90
1.00
0.46
0.55
0.15
0.26
0.57

6.466

34611
2.662
475
571
1.712
571

30.047
8.558

26.053
30.332
5.800

5.705
45.070
1.236
26.529
16.069
33.090
42.123
14.263
6.846
8.558

40.887
5.895
29.381
12.361
58.002
26.529

6.085
1.141
4.944
1.712
10.459
8.558
9.509
4.374
5.230
1.426
2472
5.420

0.03 89 - -
0.05 149 - -
- - 0.03 67

- - 0.06 134
0.46 1.366 - -

- - 0.15 313
0.08 238 - -
0.12 356 - -
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Tablo 3.37. Ekmek orneklerinin ilk giine ait ugucu bilesen profilleri (PA x 10) devamu

19.16
19.31
19.54
19.69
19.84
20.06
20.23
20.33
20.70
20.83
21.23
21.34
21.53
21.73
22.49
22.84
2291
23.05
23.51
23.71
23.79
23.99
24.42
24.51
24.71
24.80
24.99
25.61
25.70
25.95
26.11
26.21
26.34
26.79
26.94
27.09
27.18
27.61
28.72

19.17
24.79

29.78

Dekan, 4-methyl

Benzen metanol

Tridekan, 3-metil-

Undekan

Nonan

Dekane, 2,8,8-trimetil-

Naftalin

1-Octanol, 2-butil

3-Heptadecen

Dodekan

2-Heksil-1-octanol

Oxalic acid, isobutyl octadecyl ester
Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-one,,6-trimethyl-
Oxalic acid, 3,5-difluorophenyl undecyl ester
Oxalic acid, isobutyl heptadecy! ester
Dodecane, 1,1'-oxybis-

2-Propanol, 1-penoksi

Etanol, 2-(heksadesiloksi)-

Etanol, 2-(octadesiloksi)-
Heksadekan, 2,6,10,14-tetrametil
Dodekan, 2,6,10-trimetil-

Oksalik asit, isobutil heksadesil ester
Octadekan, 1-kloro-

7-Tetradecen

1-Tridecene

Trifluoroasetik asit, n-octadesil ester
Heksadekan, 1-(etheniloksi)-
Benzoik asit- 4-(N'-Acridin-9-yl-hydrazino)-
Octadekan, 1-kloro

1-Octadecen

Oxiran, [(dodesiloksi)metil]-
Sulfurous asit, butil octadesil ester
1-Heptadecene

E-15-Heptadecenal

Sikloheksadekan, 1,2-dietil-

2-Furan nonanoic asit,3-metil-5-propil-
Siklo undekan, (1-metiletil)

Trifluoro asetik asit, n-octadesil ester
Butanoik acit, butil ester
Heksadekan, 1-bromo

2-Piridin propanoik asit

Toplam 100.00 950.852

0.95
0.91
0.29
0.13
0.46
0.26
0.11
0.09
0.19
0.16
0.10
0.25
0.08
0.21
0.09
0.12
0.08
0.02
0.09
0.10
0.08
0.06
0.01
0.06
0.06
0.02
0.24
0.01
0.04
0.01
0.05
0.03
0.07
0.05
0.06
0.03
0.05
0.37
0.05

9.033
8.653
2.757
1.236
4.374
2472
1.046
856
1.807
1.521
951
2.377
761
1.997
856
1.141
761
190
856
951
761
571
95
571
571
190
2.282
95
380
95
475
285
666
475
571
285
475
3.518
475

0.09 267 - -
0.02 59 - -
0.04 119

100.04 297.152 100.00 207.363

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek
RT: Alikonma zamani

PA: Pik alam
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3.8. Ekmek Biyoaktif Nitelikleri

3.8.1. Toplam fenolik madde igerigi

Ekmek orneklerinin toplam fenolik madde igerikleri gallik asit esdegeri (GAE) olarak
tespit edilmistir. Bu amagla 12.5 pg-200 pg araliginda hazirlanan gallik asit standartlar
kullanilarak gallik asit standart kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 3.29)

0,35 -
y =1,412x + 0,0122
0,30 - R2=0,9933
€ 0,25 -
e
é 0,20 -
20,15 >
2
2 0,10 -
o]
<
0,05 -
0,00 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Gallik asit konsantrasyonu (mg/mL )

Sekil 3.29. Gallik asit standart kalibrasyon egrisi

Ekmek orneklerine ait toplam fenolik madde igerikleri Tablo 3.38’de verilmistir.
Toplam fenolik madde icerigi NE’de 811.30 mg/100 g diizeyinde tespit edilirken,
SPE’de 2341.23 mg/100 g, STE’de ise 3107.76 mg/100 g olarak bulunmustur. Eksi
hamur ilave edilerek yapilan ekmeklerin toplam fenolik madde icerikleri NE’e gore

onemli diizeyde (p<0.05) yiiksek bulunmustur.

Tablo 3.38. Ekmek orneklerine ait toplam fenolik madde igerikleri

Ekmek GAE (mg /100 g)
NE 811.30°
SPE 2341.28°
STE 3107.76°

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

GAE: Gallik asit esdegeri

a-C: Aym siitundaki birbirinden farkl: harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (P<0.05)
oldugunu gostermektedir.
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3.8.2. Antioksidan aktivite

Eksi hamur kullanilan ekmeklerin (STE, SPE) ve normal ekmegin (NE), DPPH radikali
tizerindeki % inhibisyon etkisi belirlenmistir. Bu amagla 0.0078-0.250 mg/mL
konsantrasyon araliginda hazirlanan standart troloks kalibrasyon egrisi kullanilmistir
(Sekil 3.30). Elde edilen sonuglar hem % inhibisyon hem de trolox esdegeri lizerinden

Tablo 3.39’da verilmistir.

1,000 -
0,900 - y =3,7714x + 0,0105
R*=0,9973

0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000

Absorbans

0 0,1 0,2 0,3
Trolox konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.30. Standart troloks kalibrasyon egrisi
Ekmeklerin DPPH radikali iizerindeki % inhibisyon degerleri karsilastirildiginda eksi

hamur kullanilan STE (% 19.51) ve SPE (% 11.92)’nin NE (% 6.37)’e gore daha
yiiksek inhibisyona sahip oldugu belirlenmistir. Ekmeklerin antioksidan aktivitelerinin
troloks esdegerleri (ug/mL) karsilastirildiginda ise en yiiksek degere sahip olan ekmek
STE’dir. Bunu SPE ve NE takip etmektedir ve eksi hamur kullanilan ekmekler NE’ye
gore daha yiiksek aktivite gostermislerdir (Tablo 3.39).

Tablo 3.39. Ekmeklerin DPPH radikali lizerindeki % inhibisyon degerleri ve troloks
esdegeri antioksidan aktiviteleri

Ekmek TE (ug/mL) Inhibisyon (%)
STE 28.24° 19.51°
SPE 16.04° 11.92°
NE 8.22° 6.37°

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

TE: Troloks esdegeri

a-C: Aym siitundaki birbirinden farkl: harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (P<0.05)
oldugunu gostermektedir.
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TE (ng/mL) ve (%) inhibisyon sonuglart paralel olarak tespit edilirken, ekmeklerin

antioksidan aktiviteleri arasindaki farkliliklar da istatistiksel olarak onemli (p<0.05)

bulunmustur (Tablo 3.38).

3.8.3. Ferulik asit icerigi

Ferulik asit igeriginin tespiti i¢in HPLC’de saf ferulik asitin 12.5-400 mg/mL

konsantrasyonlarda hazirlanmis standardi gradient fazda verilerek standart kalibrasyon

egrisi hazirlanmigtir (Sekil 3.31).

50000000 -
45000000 -
40000000 -
35000000 -
30000000 -
25000000 -
20000000 -
15000000 -
10000000 -
5000000 -
0

y =119712x - 810479
R?=0,999

0,00

100,00

200,00 300,00
Ferulik asit konsantrasyonu (mg/ml)

400,00

500,00

Sekil 3.31. Ferulik asite ait standart kalibrasyon egrisi

Verilen konsantrasyon araliginda ferulik asit standardinin HPLC kromotograminda

37.6. dak’da geldigi tespit edilmistir (Sekil 3.32).

Retention Time ' —
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Sekil 3.32. 12.5 mg/kg ferulik asit standardina ait kromotogram

Volts



143

Ekmek oOrneklerinden elde edilen ekstraktlar Once izokratik fazda verilmis ancak
uygulanan ekstraksiyon yontemiyle ekmegin yapisindan ferulik asit haricinde ekstrakte
edilebilir diger fenolik asitler de geldiginden piklerde cakisma goriilmiis net

kromotogram saglanamamastir.

Yontemde belirtilen gradient faz uygulandiginda net bir ayrim saglanmis (Ek-6.),
37.757 dak’da ferulik asit tespit edilmistir. Ekmek 6rneklerine ait ferulik asit igerikleri
Tablo 3.40°de verilmistir.

Tablo 3.40. Ekmeklerin ferulik asit igerikleri (mg/kg)

Ekmek Miktar
NE 67.7°
SPE 39.1°
STE 23.8°

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek
a-c: Ayni siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir fark (P<<0.05) oldugunu gostermektedir.

Ferulik asit igerigi NE’de en yiiksek seviyede (67.7 mg/kg) tespit edilmistir. Eksi
hamur kullanilarak hazirlanan SPE (39.1 mg/kg) ve STE (23.8 mg/kg)’de ise daha
disiik bulunmustur. Ekmeklerin ferulik asit igerikleri arasindaki farklilik istatistiki

acidan 6nemli (p<0.05) bulunmustur.

3.8.4 Mineral madde icerigi

Ekmek orneklerine ait mineral madde igerikleri Tablo 3.41°de verilmistir. Ekmeklerin
Ca igerigindeki farklilik istatistiki olarak 6nemli (p<0.05) bulunmamistir. Eksi hamur
kullanilan ekmekler STE ve SPE ile kontrol ekmegi NE arasinda Na, Mg, K elementleri
arasinda istatistiki farklar bulunmasina ragmen, bunlar belirgin farkliliklar degildir.
Ancak Al, Fe, Co, Cu, Cd, Ba ve Pb elementlerinin icerikleri STE’de belirgin olarak
yiiksek bulunmus, miktarsal olarak bunu SPE izlemistir. Bu elemetler acisindan en
diisiik degere sahip ekmek NE’dir ve ekmekler arasindaki bu farklilik istatistiki olarak
onemli bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 3.41. Ekmek 6rneklerine ait mineral madde igerikleri

Ekmek  Na(PPm)  Mg(ppm)  K(ppm)  Ca(ppm)  Al(ppb)  Fe (ppb)

STE 139.70£0.28° 12.27+0.06° 57.69+0.09° 1.15+0.02° 242.88+1.00° 637.89+2.00°
SPE  162.46+0.53* 11.79+0.04° 57.46+0.09° 1.10+0.03* 164.95+0.52° 520.67+0.90°
NE  138.06+0.37° 11.8620.06° 60.41+0.05% 1.03+0.02% 42.69+0.12° 216.28+0.41¢

Ekmek  Co (ppb)  Cu (ppb) Zn (ppb) Cd (ppb) Ba (ppb)  Pb (ppb)

STE  0.462+0.03% 78.73+0.05° 429.12+2.00° 0.404+0.01* 41.27+0.150° 4.72:0.14%
SPE  0.364+0.00% 76.25+0.03° 495.58+0.80% 0.369+0.01° 32.69+0.09° 2.74+0.05°
NE  0.224+0.00° 65.90+£0.06° 264.48+5.00° 0.192+0.00° 27.93+0.07° nd®

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

a-c: Ayni siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (p<0.05)
oldugunu goéstermektedir.

nd: Belirlenemedi

Ekmeklerde en yiiksek bulunan elementler sirasiyla Na, K, Mg, Ca, Fe, Zn, Al, Cu, Ba,
Co ve Cd’dir. Pb eksi hamur kullanilan STE (4.72+0.14) ve SPE (2.74+0.05)’de tespit

edilirken, NE’de algilanabilir diizeyin altinda oldugundan tespit edilememistir.

3.8.5. In vitro kiil sindirilebilirligi

Ekmek orneklerinin kiil sindirilebilirlik sonuglar1 Tablo 3.42.’de verilmistir. EKmeklerin
optimizasyon sonucunda Onerilen ve eksi mayadan gelen kepek kullanim miktarlart
farkli oldugundan dolay: toplam kiil miktarlar1 da farkli bulunmustur. Buna gére NE’ye
ek olarak kepek ilave edilmediginden dolayr kiil igerigi 0.7845 bulunurken, SPE’de
0.9633 ve STE’de ise 1.0447 olarak bulunmustur.

Tablo 3.42. Ekmek orneklerine ait kiil sindirilebilirlik sonuglari (%)

Ekmek Toplam kiil (%) Sindirilebilir kiil (%) KSO (%)
NE 0.7845 0.5305° 67.62°
SPE 0.9233 0.7070° 76.57°
STE 1.0447 0.9559 91.49°

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

KSO: Kiil sindirilebilirlik orani

a-c: Ayni siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (p<0.05)
oldugunu gostermektedir.
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Sindirilebilir kiil miktarinin tespiti amaciyla yapilan HCI ve pepsin enzimi muamelesi
sonrasi bulunan kiil tayini sonuglar1 Tablo 3.42’de verilmistir. Elde edilen bu sonuglar
her bir ekmek icin kendi toplam kiill miktarlarina gore oranlanarak yiizdeleri
hesaplandiginda en diisikk (%67.62) kiil sindirilebilirlik oranimmin NE’e ait oldugu
belirlenmistir. Eksi hamur kullanilan ekmeklerde KSO degerlerinin ise NE’ye gore daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. SPE’de %76.57 olan deger STE’de ise %91.49 olarak
tespit edilmistir. Eksi hamir kullanilan SPE ve STE’te baslangi¢ kiil seviyesi daha
yiiksek olmasina ragmen sindirilebilirlik seviyeleri NE’ye gore daha yiiksek

bulunmustur.

3.8.6. In vitro protein sindirilebilirligi

Ekmek orneklerinin protein sindirilebilirligini belirlemek amaciyla oncelikle toplam
protein miktarlar1 tespit edilmistir. In vitro sindirim ortamindan gegirilen drneklerden
sindirilemeyen kisim ayrildiktan sonra tekrar protein tayini yapilarak sindirilebilir
protein miktart bulunmustur. Ancak in vitro analiz ortaminin saglanmasinda enzimler
kullanildigindan ~ ve  enzimlerden  gelebilecek  protein  miktart  sonuglar
yaniltabileceginden numune ilave edilmeksizin ¢alisma ¢ozeltileri kullanilarak kontrol
protein analizi yapilmig ve 0.043 olarak bulunmustur. Ekmek 6rneklerinin sindirilebilir
protein miktarindan bu deger ¢ikartildiginda Tablo 3.43’de verilen sindirilebilir protein
miktarlar1 tespit edilmistir. Sindirilebilir protein miktar1 toplam protein miktarina

oranlandiginda ise protein sindirilebilirlik oran1 (PSO) hesaplanmustir.

Tablo 3.43. Ekmek 6rneklerine ait protein sindirilebilirlik sonuglart

Ekmek Toplam Protein (%)  Sindirilebilir Protein (%) PSO (%)
NE 8.77° 5.15° 58.70°
SPE 8.58° 7.70° 89.77°
STE 8.50° 8.35° 98.23*

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

PSO: Protein Sindirilebilirlik Oran1

a-c: Aym siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (p<0.05)
oldugunu gostermektedir.
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Ekmeklerin toplam protein igerikleri arasindaki fark istatistiki agidan 6nemli (p>0.05)
bulunmamustir. Ancak sindirilebilir protein miktarlar1 arasinda énemli (p<0.05) diizeyde
fark tespit edilmistir. NE’de 5.15 olan sindirilebilir protein miktari, SPE’de 7.70,
STE’de ise 8.35 olarak bulunmustur. Eksi hamur kullanilan SPE ve STE’deki
sindirilebilir protein miktart NE’ye gore olduk¢a yiiksektir. Bu degerler baslangic
protein miktarlarina oranlandiginda PSO degerleri arasindaki farkliligin da istatistiki
olarak onemli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. NE’de %58.70 diizeyinde olan PSO,
SPE’de %89.77 diizeyine artarken, STE’de % 98.23 diizeyine yiikselmistir.

3.8.7. Enzime direngli nisasta (EDN)

Ekmek orneklerinin EDN miktarlar1 Tablo 3.44’de verilmistir.

Tablo 3.44. Ekmek 6rneklerine ait EDN igerikleri

Ekmek Rutubet (%) EDN EDN
(g/100g 6rnek) (g/100 g kuru 6rnek)
NE 38.11 0.952+0.02° 1.505+0.04°
SPE 38.20 1.038+0.04° 1.678+0.04"
STE 39.68 1.437+0.03% 2.383+0.03%

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

EDN: Enzime direngli nisasta

a-c: Ay siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6énemli bir fark (p<0.05)
oldugunu gostermektedir.

Ekmek orneklerine ait EDN igerikleri 100 g yas 6rnek ve 100 g kuru 6rnek iizerinden
verilmistir. Ekmek Orneklerinin EDN igerikleri arasindaki farkliliklar istatistiki olarak

onemli bulunmustur (p<0.05). Direngli nisasta igerigi en yiiksek olan ekmek STE
(2.296) iken bunu sirasiyla SPE (1.668) ve NE (1.405) takip etmistir.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER
Eksi hamur formiil optimizasyonu

Spontan fermentasyon yontemi giiniimiiz endiistriyel eksi hamur iiretiminde yaygin
olarak kullanilirken, starter kullanimi daha ¢ok bilimsel arastirma diizeyinde kalmis ve
endiistiyel kullanima aktarilamamig bir yontemdir. Oysa spontan fermentasyon
yonteminde stabil olmayan kosullarin yine stabil olmayan eksi hamur mikroflorasina
bagli degisken son iiriin Ozelliklerine neden olmasi riski her zaman bulunmaktadir.
Starter kullanimi ise sabit ve bilinen mikrofloraya bagli nihai iiriinde stabilite
saglayacagi bildirilmektedir [23]. Eksi hamur ilaveli ekmek iiretiminde proses
kosullarinin yanisira eksi hamur kullanim miktari, maya kullanim miktar1 ve unun

kepek miktar1 ekmek kalitesini etkileyen 6nemli faktorler arasindadir.

Calismanin optimizasyon asamasinda YYM kullanilarak SPE ve STE, bu 3 faktor
acisindan 5 farkli seviyede denenerek, Ekmek Deger Sayisi (EDS) ve ekmek Kabul
Edilebilirligi (KE) agisindan degerlendirilmislerdir. Optimizasyon sonuglarina gore SPE
icin maksimum EDS ve KE i¢in istenilirligi (desirability)=1 olan model maya i¢in
%1.10, eksi hamur 11.45, kepek i¢in 1.58 kullanim orani olarak belirlenmistir.
Optimizasyon sonuglarina gore STE i¢inse maksimum EDS ve KE i¢in istenilirligi
(desirebility)=1 olan model maya icin %1.02, eksi hamur 6.99, kepek i¢cin 38.84

kullanim orani olarak belirlenmistir.

Optimizasyon sonucu 6nerilen modellerin deneysel dogrulamalar1 yapildiginda SPE i¢in
EDS=190, KE=4.57 bulunurken STE i¢in EDS=202.26, KE=4.67 olarak bulunmustur.
STE nin EDS ve KE degerlerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ustelik
optimizasyon sonucunda STE i¢in Onerilen kepek orani daha fazla olmasina ragmen

duyusal olarak belirlenen KE degeri daha yiiksek belirlenmistir. Ayni1 zamanda STE’de
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eksi hamur orani da yiiksektir. Oysa aynit durum SPE i¢in gegerli degildir. Ayn1 model
SPE i¢in uygulanmasina ragmen optimizasyon sonucu daha diistik kepek oran1 ve daha
diisiik eksi hamur kullanim orani 6nerilmistir ki KE ve EDS degerleri de daha diistiktiir.
Bu durumun Starter LAB ilaveli fermentasyon yonteminin etkinliginden kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Bu yonteme gore starter olarak kullanilan LAB’lerinin etkin metabolit
iretimi ve hamur ve ekmek {izerindeki etkisi daha fazla kepek kullanilabilirligini
miimkiin kilmistir. Ayn1 zamanda daha yliksek eksi hamur kullanimina baghh EDS ve

KE degeri de artis géstermistir.

Calismada respons olarak alinan ilk 6zellik EDS igin Tablo 3.5°deki ANOVA analizi
sonuclarindan da goriilecegi gibi SPE’de, EDS icin maya ve eksi hamur kullanim orani
faktorleri model agisindan 6nemsiz (p>0.05) bulunurken, Kepek kullanim orani énemli
(p<0.05) bulunmustur. Ayni durum STE ig¢in yapilan ANOVA analizinde de tespit
edilmistir (Tablo 3.13). EDS’nin belirlenmesindeki yontem goz oniine alindiginda,
formiildeki;

Gozenek faktori x Hacim faktoru

EDS = + Ekmek ici degerleri
100

goriintli analizi yoluyla elde edilen gbozenek faktorii, hacim faktorii ve ekmek ici
degeri’nin belirleyici oldugu goriilmektedir. Elde edilen sonuglar gostermektedir ki
ekmek kalitesinin objektif ve rakamsal bir ifadesi olarak kullandigimiz EDS {izerindeki
en onemli faktor kepek kullanim miktaridir. Ciinkii kullanilan kepek miktar1 dogal
olarak gbzenek faktdriinli ve ekmek hacmini etkilemistir. Yapilan ¢aligsmalar da unun
kepek igeriginin ekmek hacim ve gdzenek yapisi iizerindeki dnemli bir faktor oldugunu

belirtmektedir [213].

Calismada yanit olarak belirlenen diger 6zellik KE i¢in ayn1 degelendirme yapildiginda,
Tablo 3.6 *daki SPE, ANOVA tablosundan da gériilecegi gibi maya kullanim orani ve
eksi hamur kullanim orant model iizerinde 6nemli (p<0.05) bulunurken, Kepek
kullanim orani1 dnemsiz (p>0.05) bulunmustur. STE icin ANOVA analizi sonuglarina
gore (Tablo 3.14); KE iizerinde maya kullanim oran1 dnemsizken, eksi hamur ve kepek
kullanim oranlar1 6nemli olarak bulunmustur (p<0.05). KE iizerindeki sonuglar ortak
olarak degerlendirildiginde her iki ekmek i¢in de kabul edilebilirlik agisindan en 6nemli

faktoriin eksi hamur kullanimi oldugu goriilmektedir. KE degeri panalistler tarafindan



149

duyusal olarak belirlenen bir degerdir. Ekmeklerin duyusal analizi sirasinda
panelistlerce algilanan en onemli 6zellik eksi hamurun ekmege verdigi asidite ve

kendine 6zgii lezzettir.

Ayrica optimizasyon c¢alismast sonucunda optimum nokta dogrulama deneme
sonuclarina bakildiginda modelden tahminlenen degerler ile ortalama deneysel sonuglar
arasindaki farklarin istatistiksel olarak 6nemli (p>0.05) olmadig1 belirlenmistir. Bu da
yapilan optimizasyon ¢alismasindan elde edilen modellerin dogrulandigini, uygulamada

da basarili oldugunu gostermektedir.
Eksi hamurlarin bazi kimyasal ve mikrobiyal ozellikleri

Spontan fermentasyon yontemi ile tiretilen eksi hamurda (SPH) her kademe sonunda pH
4.0-4.5 araligma geldiginde TA degerleri belirlenmistir. Yalnizca un/su (1/1)
karisiminin fermentasyona birakilmasiyla baslatilan 1.kademede pH 4.45 olmasina
ragmen TA 8.47 olarak belirlenmistir ki, bunun yaklasik 24-30 saat alan bu siiregte
ortamda yeteri kadar LAB olmamasi ve yeterli diizeyde metabolit (laktik, asetik asit gibi
pimer metabolitler ile amino asit gibi sekonder metabolitler) iiretilememesinden
kaynaklandig1 diistinlilmektedir. Daha sonraki kademelere bir dnceki eksi hamurdan
ilave edilmesiyle fermentasyon siirecinin kisaltilmasi, ortamdaki LAB’lerinin yeterli
saylya ulagsmalari, ortama adapte olmalar1 ve yeterli diizeyde metabolit iiretebilmeleri
pH 4.0-4.5 araliginda TA degerini 10.17-10.46 araligina yiikseltmigstir. Her kademe
sonunda yapmig oldugumuz LAB sayimlari da bu yargiyr destekler niteliktedir.
1.kademe sonundaki 6.86 log (kob)/g hiicre sayisinin 4.kademe sonunda 12.08
log(kob)/g diizeyine yiikseldigi tespit edilmistir. Starter olarak hazirlanan LAB’lerinin
%] olarak inokiile edilmesinden sonra baslangigta 6.56 log (kob)/g olarak belirlenen
sayim, fermentasyon sonunda (pH 4.28) 9.76 log (kob)/g diizeyine yiikseldigi

belirlenmistir.

Ayrica Spontan hamurun (SPH) laktik asit miktari, starter LAB ilaveli eksi hamurdaki
(STH) diizeyden daha yiiksek bulunmustur. STH’daki asetik asit miktar1 ise SPH’dan
daha fazladir. Bu durumun STH firetiminde kullanilan LAB’den L.plantarum ve
L.brevis’in heterofermentatif LAB olmalari ve metabolit olarak laktik asitin yanisira

asetik asit de tiretmesinden kaynaklandigi diistiniilmiistiir.
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Ekmeklerin fizikokimyasal ozellikleri

Ekmek orneklerinin fizikokimyasal kalite 6zellikleri kapsaminda, eksi hamur kullanilan
STE ve SPE’nin NE’ye gore kabuk kalinliginin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Giiniimiizde yoresel olarak da eksi hamurla iiretilen koy ekmekleri, Trabzon Vakfikebir
ekmegi gibi ekmeklerin en belirgin 6zelligi kabuk kalinliklarinin fazla yiizeylerinin de
sert olmasidir. Ekmek orneklerimizin rutubet iceriklerine bakildiginda da eksi hamurla
tiretilen STE ve SPE’nin rutubetlerinin NE’ye gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ekmegin firinda pismesi sirasinda son asama kalan rutubetin uzaklastirilmasi ve kabuk
olusumu asamasidir. Eksi hamur ekmeklerinde (SPE, STE) tespit edilen kalin kabuk
formasyonunun pismenin son asamasinda rutubet atimini engelledigi soylenebilir.
Boylece hem ekmegin pisme asamasinda hem de raf omrii siiresince eksi hamur
kullanilan ekmeklerin kabuk kalinliginin fazla olmasina bagli i¢ rutubetin muhafazasi

miumkin olmaktadir.

Ekmeklerin TA ve organik asit igerikleri de onemli diizeyde farkli bulunmustur. En
diisiik toplam asitlik NE’de (%2.65) belirlenmistir ki yalnizca maya fermentasyonu ile
tiretilmesinden kaynaklanmistir. TA degeri SPE (%4.60) iken STE’de %5.34 olarak
tespit edilmistir. NE, SPE ve STE’de artan TA degerine paralel olarak pH degerlerinde
de disiis tespit edilmistir. LAB, heksozlardan homofermentasyon yoluyla laktik asit;
heterofermentasyon yoluyla laktik asit, asetik asit, etanol ve CO, sentezlemektedir [49].
Calismada STE {iretiminde kullanilan LAB’den L.plantarum ve L.brevis
heterofermentatif iken L.delbrueckii homofermentatiftir. Dolayisiyla ortamda laktik asit
yaninda suda ¢dzilinlinen ve asitligi arttiran asetik asit ile diger mindr asitler de meydana
gelmistir (Tablo 4.4). Aromatik ugucu bilesik tayininde elde edilen sonuglar da
gostermistir ki asidik bilesiklerin c¢esitliligi ve orani en yiiksek olan ekmek STE, daha
sonra sirastyla SPE ve NE’dir. Ortam pH’sinin diismesi, tahil proteazlariin
aktivitelerinde artis meydana getirmekte bununla birlikte LAB’nin kendi enzim
aktiviteleri ile birlikte proteinlerde pargalanma sonucu ortamda serbest amino asit
varliginda artis olmaktadir [2]. Bu artisin da TA fzerinde etkili oldugu
diistiniilmektedir. Hansen et al. [125], L.sanfrancisco, L.brevis, L.fermentum gibi ii¢
heterofermantatif ve L.delbrueckii, L.plantarum gibi iki homofermantatif laktik asit

bakterisi kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada, asitlikteki en hizli artisin 35°C’de meydana
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geldigini ve titre edilebilir asitligin en fazla heterofermantatif LAB’leri tarafindan

artirildigini belirlemislerdir.

Ekmek c¢esitlerine gore asit miktar1 karsilastirildiginda ise laktik asit icerigi en yiiksek
ekmek SPE (0.835 mg/g) iken bunu STE (0.610 mg/g) ve NE (0.294 mg/g) takip
etmektedir. Eksi hamur kullanilan STE ve SPE’nin laktik ve asetik asit igeriklerinin
NE’ye gore daha yiiksek olduklar1 belirlenmistir. Bu ekmeklerdeki yiiksek asitlik
gelisimi TA degerlerindeki ylikseklik olarak belirlenmisti ki bu durum organik asit
icerigi degerleriyle paralellik arz etmektedir. Ekmek c¢esitlerine gore asit miktari
karsilagtirildiginda ise laktik asit icerigi en yiiksek ekmek SPE iken bunu STE ve NE
takip etmektedir. Asetik asit igerigi en yiiksek ekmek ise STE’dir (0.577 mg/g) ve bunu
SPE (0.237 mg/g) ve NE (0.098 mg/g) takip etmistir. Bu durum NE’de yalnizca maya
fermentasyonu, SPE ve STE’de ise sahip olduklar1 LAB mikroflora cesitliligi ve
metabolitleriyle iligkilidir. STE’de starter olarak kullanilan LAB’lerinden ikisinin
heterofermentatif olmasi asetik asit oranini arttirmistir. Ekmek numunelerine ait organik

asit miktarlar1 arasindaki farklilik istatistiki agidan 6nemli (p<<0.05) bulunmustur.

Ekmek orneklerinin hacimleri karsilastirildiginda STE’nin en yiiksek degere sahip
oldugu, bunu SPE ve NE’nin takip ettigi goriilmektedir. Bu durum iki sekilde
aciklanabilir. NE’de yalnica maya fermentasyonuna bagh gaz iiretimi olurken, STE ve
SPE’de hem maya hem de LAB kaynakli gaz iiretimi meydana gelmektedir. Ciinkii
heterofermentatif LAB’nin metabolitlerinden birisi de CO;’dir. Ayrica LAB’nin
fermentasyon sirasinda tiiretmis oldugu organik asitlerin sekonder etkisi olarak
enzimatik aktivitenin artis1 nisasta, dekstrin, maltoz ve glukoza parcalanma
reaksiyonlarin arttirmakta, boylece dolayli yoldan maya gelisimi buna bagli gaz {iretimi
tesvik edilmektedir. Yapilan ¢alismalar maya ve eksi hamurun bir arada kullaniminin
ekmek hacmini, tek baslarina kullanilan kontrol ekmeklerine goére arttirdigini
gostermektedir. Bu durum maya ve laktik asit bakterilerinin pozitif interaksiyonu

seklinde agiklanabilir.

Renk ekmek kalitesini ve tiiketici begenisini yansitan en onemli niteliklerden bir
tanesidir. Esmerlesmeye neden olan Maillard reaksiyonu ve karamelizasyon gibi
kimyasal reaksiyonlar pisirme sirasinda ekmek i¢ ve kabugunda farkli diizeyde renk

degisimine neden olurlar [230]. Eksi hamur kullanilan STE ve SPE’deki a* degerleri ile
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dE* yabuk Ve dE* . degerleri NE’ye gore daha yiiksek ve aralarindaki farklilik da
istatistiki olarak 6nemli (p<0.05) bulunmustur. Eksi hamur fermantasyonu sirasinda
mikrofloranin metabolit olarak basit sekerleri iiretmesi bunlarin da kimyasal
esmerlesme reaksiyonlarina katilmalarinin, a* degerinde artisa neden oldugu
disiiniilmektedir. Fermentasyon siiresince pH’nin  diismesi kahverengilesme
reaksiyonlarini pozitif yonde etkiler. Ciinkii amadori diizenlenmesi i¢in H' e ihtiyag
duyuldugu sanilmaktadir. Fermentasyon diizeyinin renk olusumunu etkiledigi,
fermentasyona birakilmis hamurlardan elde edilen ekmeklerde fermentasyona
birakilmamis hamurlardan elde edilen ekmeklere gore daha fazla ara iiriin ve kahverengi

bilesik olustugu bildirilmistir [266].

Eksi hamurun ekmek hacmi tlizerindeki olumlu etkisi, eksi hamur igeren asidik
hamurlarda glutenin daha iyi gaz tutma kapasitesine sahip olmasi [6], eksi hamur
prosesi sirasinda pentozanlarin ¢oziiniirliigii [8], eksi hamur kullanimina bagli olarak
pH'nin diismesi nedeniyle endojen enzim aktivitelerindeki artis [196] ve LAB’lerinin
varhiginda daha hizli maya aktivitesi [6] ile iligskilendirilmistir. Eksi hamur kullanimi
hacim ve spesifik hacim iizerinde olumlu etkiye neden olmustur. Yapilan caligmalar
eksi hamur ilavesiyle ekmek hacmi ve spesifik hacmin genel olarak arttigini
bildirmektedir [239,246]. Ancak ekmek spesifik hacminin yiiksek oranda asidifikasyon
seviyesine bagli oldugu belirtilmektedir [267]. Ekmek hacmi tizerinde eksi hamurun
olumlu etkisi, hamurun gaz tutma kapasitesini gelistirmesiyle iligkilidir [6]. Bununla
birlikte hamurda ¢ok yiiksek asidifikasyon, eksi hamur fermentasyonu siiresince gliiten
proteinlerinin depolimerize ve hidrolize olmasina neden olur.  Sonugta ekmek

hamurundaki gliiten baglari kirilir ve ekmek spesifik hacmi diiser [85].
Raf omrii siiresince ekmekte fizikokimyasal degisimler
Tekstiir ve Mikroyapi

Ekmek, diger islenmis gidalardan ¢ok daha kisa raf dmriine sahip bir gida maddesidir.
Hizli bir sekilde tazeligini kaybeder ve kiiflenerek bozulmaya baslar. Mikrobiyolojik
bozulmanin yani sira, tiiketici tarafindan dlciilen kalitedeki gerileme bayatlama olarak
tanimlanmaktadir. Bayatlama ile ekmegin duyusal ozellikleri kaybolur ve tiiketici

tarafindan ekmek reddedilir [210].
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Raf omrii siiresince ekmeklerin sertlik degerlerinde artis gozlenmekle birlikte bu
Olctimlerin glinlere gore degerlendirmesi yapildiginda NE ilk giin diger ekmeklere gore
daha diisiik sertlige sahipken, 8.glin digerlerinden daha yliksek sertlik derecesine
ulastig1 belirlenmistir. STE ise ilk giin digerlerinden daha yiiksek sertlik degerine
sahipken raf dmrii siiresince 6zellikle 5. giine kadar digerlerinden daha farkli bir profil
seyrettigi, sertlik degerindeki artisin daha yavas oldugu belirlenmistir (Tablo 3.29). Bu
da diger iki 6rnekten farkli olarak, STE’nin 5.giine kadar yumusakligin1 daha fazla
muhafaza ettigi seklinde yorumlanabilir. Genel TPA sonuglar1 gilinlere gore
degerlendirildiginde, ekmek orneklerinin tekstiirel niteliklerdeki en biiyiik degisimin ilk
3 giinde meyda geldigi belirlenmistir. Ekmeklerin TPA sertlik degerleri kullanilarak
hesaplanan BO parametreleri de pararelel sonuglar gostermis, en yiiksek BO degeri
(7.14) NE’de tespit edilirken, eksi hamur kullanilan SPE (4.55) ve STE’de (2.90) bu
deger daha diisiik bulunmustur. Eksi hamur ilavesi ekmegin raf Omrii siliresince

bayatlamasini yavaslatici yonde etki etmistir.

Ekmekte esneklik TPA’de uygulanan basincin yani birinci sikistirmanin sonu ile ikinci
sikistirmanin bas1 arasindaki yiikseklik farki olup ne kadarlik bir geri gelmenin
oldugunu gostermektedir (mm). Raf Omrii agisindan ekmek  kalitesinin
sirdiiriilebilirliginde onemli bir kriterdir. 0. ve 5. gilinlere ait ort. esneklik verileri
kullanilarak ekmeklerdeki esneklik kaybi (EK) parametresi de hesaplanmis, en yiiksek
EK (72.3) NE’de belirlenirken bunu SPE (63.8) ve STE (39.7) takip etmistir. Eksi
hamur kullaniminin ekmegin raf omrii siiresince esnekligini muhafaza etmesinde

olumlu katki sagladig belirlenmistir.

Ekmekte balangic rutubetinin muhafazas1 duyusal olarak yumusaklik ile
iligskilendirildiginden dolay1r yeme kalitesinin siirdiiriilebilirligi acgisindan onemli bir
kriterdir. Rutubet kayb1 ise, hem enstriimental hem de duyusal olarak ekmekte sertlik
artis1 olarak ifade edilebilmektedir. Raf dmrii siiresince ekmek O6rneklerinin rutubetleri
arasinda onemli farkliliklar tespit edilmistir. Raf dmrii sonunda 8.giin RK; degerleri en
yiikksek ekmek (9.79) NE’de belirlenirken, eksi hamur kullanilan ekmeklerde daha
diisiik tespit edilmistir. RK, parametresi ise ekmeklerin bir 6nceki giine gére bagil
rutubet kaybin1 gostermektedir. Ekmeklerin tiimiinde en yliksek RK; degerinin 3. giin

elde edildigi belirlenmistir ki bu da raf dmrii siiresince en yliksek rutubet kaybinin ilk ti¢
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giinde meydana geldigini gostermektedir. Bu durum TPA sonuglar ile paralellik

gostermektedir.

Ekmek tekstiiriine kadar tasmman hamurun dogasindaki degisim gluten proteinleri
tizerinde etkili olan proteolitik aktiviteden kaynaklanmaktadir. Hamur fermentasyonu
ilerledikge yapinin daha az elastik hale geldigi bildirilmektedir [267]. Ciinkii hamurun
ve nihai liriiniin biitiinliiglinden biiyiik protein yapilari1 sorumlu oldugundan, eksi hamur
fermentasyonu sonucu protein yapisi iizerine tahil proteazlarinin artan etkisiyle
polimerik protein yapisi par¢calanmakta daha az elastik bir yap1 olusmaktadir. Laktik asit
fermentasyonundan sorumlu LAB’nin de proteolitik aktivitelerinin bu durum {izerinde
etkili oldugu disliniilmektedir. Calismada en yiiksek asitlik gelisimi STE’de elde
edilmis bunu SPE ve NE takip etmistir. Bu ekmeklerin TPA analizinde elastikiyetlerine
bakildiginda STE’nin en az elastikiyete sahip oldugu, bunu SPE ve NE’nin takip ettigi
goriilmektedir. Bu durumda fermentasyon sonucu artan asitlikle, enzim aktivitelerindeki
artisa bagl olarak ekmegin esneklik degerinin azaldigi sdylenebilir. Bunun yanisira

ilerleyen raf 6mrii siiresine bagli olarak da ekmek esnekliginin azaldig: tespit edilmistir.

Mikroyap1 incelendiginde polimerik protein yapisinin preferment yani eksi hamur
ilavesiyle azalacagi, boylece fermentasyon sirasinda biyolojik olarak asitlendirilmis
hamurun gluten aglar1 daha fazla amorf, kismen bozulmus olarak goriilebilecegi de
bildirilmektedir [240]. Polimerik protein yapisinin fermentasyona bagli enzimatik
yikimi ve amorf hal almas1 olarak yorumlayabilecegimiz bu durum elektron mikroskobu
goriintlilerinde de teyit edilmistir. Ekmek numunelerine ait ilk gilinkii goriintiilere
bakildiginda nisasta molekiillerini kafes gibi tutan protein matriks yapisinin STE’de
daha amorf ve diizensiz, NE’de ise daha diizgiin ve nisasta molekiillerinin de daha
yuvarlak seklini muhafaza ettigi goriilmektedir. Protein matriks yapisindaki bu degisim,
eksi hamur kullaimina bagl organik asit i¢eriginin artmasi, pH nin diismesi ve tanedeki
proteolitik enzimlerin aktivite kazanmasi seklinde yorumlanabilir. Ayn1 zamanda laktik

asit bakterilerinin kendilerinin de proteolitik aktivitelerinin oldugu belirtilmektedir [81].

Ekmeklerin ilk giinkii SEM goriintiilerinde nisasta molekiillerinin ¢aplart olgiilerek
calismada uygulanan formiil optimizasyonunun 6zellikle de eksi hamur kullanimindan
kaynaklanan etki tespit edilmeye calisilmistir. Normalde bugday nisasta graniillerinin

bimodel dagilim gosterdikleri, A-tip:20-35 pum ve B-tip:2-10 um olarak
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siniflandirilabilecekleri belirtilmektedir [268]. lk giine ait goriintiilerdeki A tip nisasta
graniilleri incelendiginde NE’de daha biiylik ¢apli graniiller (29.904+4.007) bulunurken,
SPE’de daha kiiciik (23.8314+2.399), STE’nin ise en diisiik capli (18.356+2.478)
graniillere sahip olduklari belirlenmistir. Deckard et al. [269], tarafindan organik asit
uygulamasinin nisasta graniili lizerindeki etkileri incelenmis ve laktik asit
uygulamasinin nisasta graniillerinde modifikasyona yol acabilecegi belirtilmistir. Elde
ettikleri SEM goriintiilerinde artan asitlik diizeyi ile birlikte nisasta graniillerinde

degisiklik ve ylizeyinde hafif deformasyon tespit etmislerdir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Ekmek 6rneklerine ait (A,B,C) nisasta graniil goriintiileri (600KX)

Ekmek 6rneklerinin nisasta graniil goriintiileri (600KX) incelendiginde, NE graniiliiniin
iist ylizeyinin diizgiin yapisi digerlerinden ayirt edilebilmektedir. SPE graniil yiizeyinde
deformasyon, STE graniiliinde ¢ok daha belirgin olarak goriilmektedir. Ekmek
orneklerinde TA sonuglarina gére de en yiiksek asitlik sirasiyla STE, SPE ve NE’de

tespit edilmistir. Literatiirle benzer olarak asitlik artigiyla nisasta graniillerinin fiziksel
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yapisinin etkilendigi ve list yilizeylerinin deforme oldugu mikrotekstiirel olarak tespit

edilmistir.

Bu calismada eksi hamur ilave edilen ekmeklerde (STE, SPE) organik asit igeriginin
NE’ye gore ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmisti. Ayn1 ekmeklerin ilk giinkii SEM
goriintiileri incelendiginde Deckard et al. [269] nin tespitinde oldugu gibi, organik asit
icerigi yiikksek olan STE ve SPE’de nisasta yapisinin protein matriksi igerisinde
dagildigr ve girift hale geldigi belirlenmistir. Gerek graniiler diizeydeki yapinin
degismesi, gerekse nisasta graniiliiniin 6zellikle proteinle interaksiyonunun, nisastanin
enzimatik hidrolizini azalttigi ve buna bagli son iiriindeki enzime endirengli nisasta
miktarini arttirdigi belirtilmektedir [269,270]. Bu ¢alismada da STE ve SPE nin direngli
nisasta icerikleri NE’ye gore daha fazla tespit edilmistir ki SEM gortintiilerinden elde
edilen nisasta yapisindaki degisim ve direngli nisasta miktarindaki artig birbirini
destekler niteliktedir.

Kimyasallarin, nisastanin graniiler yapisini degistirerek ve gluten ve protein gibi diger
tane komponentleriyle interaksiyonu sonucu, tanenin genel nisasta yapisini

degistirebilecegi de belirtilmektedir.

Ekmeklerin 8.giin goriintiilerinde bayatlama olaymin mikrotekstiirel agidan gorseli
tespit edilebilmektedir. Ekmek ve firincilik iriinlerinin bayatlamasi, firinlamadan sonra
raf Omrli siiresince meydana gelen fiziksel ve kimyasal degisimlerin bir
kombinasyonudur. Bayatlama olayi, nisasta ve proteinler arasindaki interaksiyon ve
nisasta polimerlerinin retrogradasyonundan dolayr i¢ tekstiir yapisinin sikilagsmasi
dokiilgen hal almasi, i¢ yapidan kabuga nem transferinden dolayr kabugun yumusamasi
ile karakterize edilmektedir. Caligmada ekmeklerin giinlere gore, goriintiileri
karsilastirildiginda  3.giinden itibaren yapinin diizgiin formunu yitirdigi, agregat
formunda y1ginlara donistiigii, nisasta molekiilleri protein matriksi icerisinde net olarak
secilemedigi, graniillerin ¢ogunun diizgiin seklini yitirdigi, 6zellikle sik1 ags1 yapisim
yitiren protein matriksi ile i¢i bosalmig, dis yiizey gerginligini kaybetmis nisasta
graniillerinin girift hale gelerek, amorf yapilara doniistiigii belirgin olarak gézlenmistir.
Raf 6mrii siiresince ekmek rutubet kayb1 (RK) degerlerinde de paralel sonuglar elde

edilmistir. Ekmeklerde rutubet kaybinin biiyiik boliimii ilk 3 giinde meydana gelirken,
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ilerleyen giinlerde RK yavaslamistir (Tablo 3.31). Bayatlama ile karakterize edilen

makrotekstiirel durumlar, mikrotekstiirel yapida da tespit edilmistir.
Aromatik Profil

Eksi hamur ekmeginin aromatik yapisini inceleyen ¢aligsmalarda genel olarak ekmegin
ana aromatik profilini olusturan temel bilesikler tespit edilmis ve karsilastirilmigtir
[2,88,121,200,262,263,264]. Raf omri siiresince aromatik profili inceleyen ¢alisma
sayis1 ise c¢ok azdir. Plessas et al. tarafindan yapilan calismada karisik kiiltiir
kullanilarak yapilan eksi hamur ekmeginin raf 6mri siiresince aromatik profildeki
degisim arastirilmis, alkol, asit, ester ve karbonil grubunu olusturan temel bilesiklerde

(etanol, heksanal, asetik asit vb) zamana bagli azalma belirlenmistir.

Bu calismada ise ekmegin ilk giin tespit edilen bilesenlerinin raf Omrii siiresince
degisimi belirlenmis, ayn1 zamanda depolama siireciyle olusan yeni bilesikler de
degerlendirmeye alinmistir. Ekmekte temel aromatik profil maya ve LAB metabolitleri
ile iiretim siirecinden kaynaklanmakla birlikte, depolama sirasinda da profilde degisim
meydana gelmektedir. Isil islem sirasinda olusan esmerlesme reaksiyonu ve buna baglh
aromatik bilesikler istenmekle birlikte, depolama siiresince meydana gelen esmerlesme
reaksiyonu istenmemektedir. Ekmekte enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu
tilketilinceye kadar devam eder ve bir ¢ok karakteristik aroma meydana gelir. Enzimatik
olmayan esmerlesme reaksiyonu komplekstir ve olusumu sirasinda sicaklik, pH, ay, gibi
faktorler rol oynamaktadir [265]. Bu nedenle ekmegin raf Omrii siiresince aromatik
profilindeki degisimin yorumlanabilmesi i¢in yalnizca temel bilesiklerdeki azalmanin

degil, yeni olusan bilesiklerin de degerlendirmeye alinmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Eksi hamur fermentasyonunun ekmege kattigi en O6nemli o6zelliklerden birisi ugucu
bilesik profiline bagl tat ve koku karakteristigidir. Eksi hamur ekmeginin beyaz
ekmekle karsilastirildiginda c¢ok yiliksek miktarda ugucu bilesige sahip oldugu
belirtilmektedir [48,245] Ilk giin yapilan analiz sonucu ekmekler karsilastirildiginda
STE’de 95, SPE’de 35, NE’de 23 adet ugucu bilesik tespit edilmistir. Literatiirle benzer
olarak eksi hamur kullnilan ekmeklerin (STE, SPE) ugucu bilesik profilleri NE’ye gore
daha zengin olarak nitelendirilebilir.
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Eksi hamur ekmeklerinde 6nemli diizeyde konsantrasyona sahip olan ve karakteristik
yapiy1 olusturan bilesikler arasinda metilpropanol, etil asetat ve etil laktat [271] ile 2-
metilpropanal, 2- ve 3-metil biitanal, pentanal, heksanal, heptanal, oktanal ve nonanal
gibi aldehitler bulunmaktadir [245,246,272]. Bu bilesikler genel olarak alkoller, asitler,

esterler ve karbonil bilesikler olarak siniflandirilmaktadir [241].

Ik giin yapilan analiz sonucu STE ugucu bilesik profilinin %24.77, SPE’de %77.73,
NE’de %87.59 unun alkol ve tiirevlerinden olustugu belirlenmistir. Alkol grubunda en
yiiksek konsantrasyona sahip etil alkol (NE:%62.80, SPE:%51.11, STE:%7.15), isoamil
alkol (NE:%18.07, SPE:%21, STE:%8.65), heksanol (NE:%0.96, SPE:%1.08,
STE:%2.10) gibi alkoller ti¢ ekmek 6rneginde de ortak tespit edilirken, 2-3 dimetil,1-
pentanol, (%2.88), 1-biitanol (%0.38) yalnizca SPE’de, 1-pentanol (%0.51) ve pentanol

tiirevleri yalnizca STE’de tespit edilmistir.

Yapilan galismalar eksi hamur kullanilan ekmeklerin lezzet profilinin normal ekmege
gore daha zengin oldugunu goéstermektedir [2,264]. Calisma sonucunda elde ettigimiz
veriler de bu goriisii desteklemektedir. Bu sonucu olusturan en Onemli etken
LAB’lerinin olusturdugu metabolitlerdir. Ancak eksi hamur ekmeklerindeki kalin kabuk
olusumunun 6zellikle pisme siirecinde aromatik profilin kaybini engelledigi ve ekmek
i¢ tekstiirtinde tutulmasini sagladigr da diisiiniilmektedir. Eksi hamur ekmeklerinin
kabuk kalinliklart NE’e gore daha fazla bulunmustur (Tablo 3.25) Yani eksi hamur
ekmeklerinin fiziksel kabuk yapisi lezzet profilinin muhafazasinda etkili bir faktordiir.
Chang et al. [273] yaptiklar1 ¢alismada ekmekte 74 ugucu bilesik tespit ederken,
Meignen et al. [27] firinlama 6ncesi eksi hamurda 150 ugucu bilesik tespit etmislerdir.
Yani firinlama sirasinda pek ¢ok ugucu bilesik evapore olmaktadir ve eksi hamur
ekmeklerindeki kalin kabuk formasyonu da bunlarin kaybini engelleyen 6nemli bir
faktordiir.

Ekmek aromasinin temelini olusturan alkol, asit, ester, karbonil olmak iizere temel 4
bilesik grubu, maya veya LAB metabolizmas1 sonucunda olugsmakta veya ekmek {iretim
prosesinde meydana gelmektedir [241]. Eksi hamur ekmeklerinde de ugucu bilesiklerin
olusumu ve ekmege kazandirdiklari kendine 0Ozgii lezzet profili biiyiik oranda,
icerdikleri LAB ve maya aktivitesi ile ilgili olmakla birlikte, bu aktivite sonunda olusan

metabolitlerin ikincil metabolizmalari, etkilesimleri ve pisirme prosesiyle de ilgilidir



159

[2,226]. Eksi hamurun ekmek aromasi tizerine etkisi, asitlik olusumu, amino asit gibi 6n
maddelerin olusumu ve ucucu bilesenlerin olusumu olmak flizere ii¢ ana faktore

dayanmaktadir [133]. Calismada tespit edilen bazi bilesiklerin olusum kaynaklar1 Tablo

4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Bazi ugucu bilesiklerin olusum kaynaklari

Ucucu Bilesik Kaynak Literatiir
Etanol Fermentasyon [2,274]
Asetik asit Fermentasyon [2,274,275]
1-propanol, 1-metil Fermentasyon [2,274]
Butanal, 3-metil Maillard reaksiyonu [276]
Isoamil alkol (1-Biitanol, 3-metil) Fermantasyon [2,274,277,278]
1-Pentanol Lipit oksidasyonu [274,279] .
Furfural (2-Furancarboxaldehyde) Maillard reakstyonu, [274,276,280]
Fermentasyon
1-Heksanol Lipit oksidasyonu [274,279]
1- biitanol Fermentasyon [2]
Butirik Asid Fermentasyon [281]
Dihidro-2(3H)-furanon Maillard reaksiyonu [280,276].
Benzaldehit Ferman.t asyon, Lipit [274,279,282]
oksidasyonu
Heksanoik asit Fermen.tasyon, Lipit [276,279,281]
oksidasyonu
Furan, 2-pentil- Maillard reaksiyonu [279,280]

Firmlamanin ilk dakikalarinda hizli olan enzimatik reaksiyonlar kismen jelatinize olmus
nisastaya etki ederek indirgenmis seker ve dekstrin olusumunu saglar. Sicaklik artisiyla
proteinlerin denaturasyonundan sonra kabuk kahverengilesme asamasinda enzimatik
olmayan reaksiyonlar devreye girer (Maillard ve karemelizasyon) polisakkarit ve
ozellikle nisastadan renkli degradasyon ftiriinleri, u¢ucu bilesikler, karbonil bilesikleri ve
furfurallar olusur [266]. Tablo 3.37’de verilen furan bilesiklerden furfural, her ii¢ ekmek
cesitinde tespit edilmistir ve literatiire gore fermentasyon ve Maillard reaksiyonu
sonucu meydana gelmektedir. Ancak furfural pik alanlar iizerinden STE’de 7.797,
SPE’de 5.644, NE’de 290 (X104) olarak belirlenmistir. Diger furan kaynakl bilesikler
(Dihidro-2(3H)-furanon ve Furan, 2-pentil-) ise yalnizca STE’ de tespit edilmistir.
LAB’leri genel olarak asidifikasyondan sorumlu olmakla birlikte, pH nin proteolitik
enzimlerin ¢alisabilecegi optimum seviyeye diismesini de saglayarak aroma olugumuna

onciiliik edecek yapilarin da serbest hale gegmesini saglarlar. Bunlarin basinda da
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serbest amino asitler gelir [2]. Eksi hamur fermentasyonu siiresince serbest amino asit
miktarinda 6nemli diizeyde artis meydana geldigi belirtilmektedir [2,125]. Maillard
reaksiyonuna girebilecek serbest amino asit varligi ise, furan bilesiklerinin artigina
neden olmaktadir. STE’deki furan bilesiklerinin gesitliligi ve diizeyinin, temelde sahip

oldugu asidifikasyondan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Hamur fermantasyonu siiresince, amino asitlerin temel degradasyon reaksiyonu Ehrlich
yolu olarak kabul edilmektedir ve aldehit ile alkol olusumuna neden olur [71]. Pisme
stiresince ise Strecker reaksiyonu, a-dikarbonil bilesikler tarafindan baslatilir ve
aldehitler ile asitlerin olusumundan sorumludur. STE’nin asidifikasyonu ve bunun
ikincil etkisi olan enzim aktivasyonu sonucu meydana geldigini diisiindiigimiiz serbest
aminoasitlerin 6zellikle Ehrlich ve Strecker degradasyonlari yoluyla aldehit olusumuna
neden oldugu diistiniilmektedir. Eksi hamur kullanilan ekmeklerdeki (STE, SPE) aldehit
grubu bilesiklerin ¢esitliligi ve diizeyi (pik alani iizerinden) NE’ye gore daha yiiksektir.
Tespit edilen aldehit grubu bilesiklerin bazilar1 Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Ekmek 6rneklerinde tespit edilen bazi aldehit grubu bilesikler

Aldehit grubu Ekmek

bilesik STE SPE NE
Butanal, 3-metil + < + > +
Pentanal + - -
Heksanal + > + > +
4-pentanal - + -
Heptanal + + -
Heptaldehit - + -
Benzaldehit + > + > +

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

Ayrica serbest amino asit varligindaki artis alkol gesitliligini de etkilemektedir Ornegin
amino asitlerden valin;2-metil-1-propanol, 16sin;1 pentanol, alanin iseetanol {iretiminin

On amino asitleridir [266].

Eksi hamur ekmeginin raf omriine iliskin ¢alismalar olmakla birlikte [202,229,283]

depolama sirasinda ekmekte ucucu bilesik degisimini arastiran ¢ok az sayida ¢alisma
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vardir [241]. Bu degisim yalnizca ekmegin yeme kalitesinde azalma olarak ele
alinmamali, ucucu bilesiklerdeki kayip veya yeni olusumlar, ekmek bayatlamasi,
bilesiklerin yapidan evaporasyonu ve mikrobiyal aktivite ile de iliskilendirilmelidir. Bu
nedenle ekmeklerin raf Omrii siiresince lezzet profilindeki degisim 2 boliimde

incelenmistir.

1. asamada ilk gin (0.) tespit edilen temel ugucu bilesenlerin raf Omrii siiresince
degisimi tespit edilmistir. Buna gore ekmeklerdeki ilk giinkii lglime gore bilesen

sayisindaki degisim Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Ekmeklerin ugucu bilesik sayisindaki degisim

Bilesik sayisi
Giin STE SPE NE
1 95 35 23
3 20 26 10
5 12 20 8
8 6 12 6

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

Ekmeklerin baslangi¢ ugucu bilesik yapilar1 ¢cok farkli olmakla birlikte zamana bagh
olarak azalma gozlenmis, 6zellikle en biiyiik kaybin ilk 3 giinde oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.2) 8.glin ekmeklerin ugucu bilesik profilleri benzer diizeye gelmistir.
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Sekil 4.2. Ugucu bilesiklerin giinlere gore degisimi
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Raf omrii siiresince ugucu bilesik profilini en yavas kaybeden ekmek SPE olarak
belirlenmistir. 8.giine ragmen baslangi¢ bilesen profilini en yiiksek diizeyde tasiyan

ekmek de SPE’dir. En biiyiik kayip ise STE’de ilk 3 giin i¢erisinde meydana gelmistir.

Calisma sonucu tespit edilen degisim literatiirle benzer niteliktedir. Plessas et al. [241]
tarafindan yapilan ¢alismada karisik kiiltiir kullanilan eksi hamur ekmeklerinin 5 giin
stireyle aromatik ugucu bilesik profilindeki degisim incelenmis ve ekmeklerin ilk 2 giin
stireyle aromatik yapilarin1 muhafaza ettikleri 5. giiniin sonunda ise profillerini biiyiik

Olctlide kaybettikleri tespit edilmistir.
Ekmeklerin organik asit profilleri Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4. Ekmek 6rneklerinde tespit edilen organik asitler

STE SPE NE
Asetik asit ve tiirevleri Asetik asit Asetik asit
3-hidroksi,biitanoik asit Gama-amino, biitirik asit Dodekanoik asit

3-hidroksi,propanoik asit Propanoik asit ve tiirevi
Pentanoik asit Heksanoik asit
2-metil,propanoik asit Formik asit
Heksanoik asit
Oksalik asit ve tiirevleri
Benzoik asit tiirevi

Biitanoik asit tlirevi

SPE: Spontan ekmek, STE: Starter LAB ilaveli ekmek, NE: Normal ekmek

Ekmeklerdeki en baskin ugucu organik asit, asetik asit olarak belirlenmistir. Pik alanlar1
ve HPLC’de tespit edilen asetik asit miktarlar1 kargilastirildiginda sonuglar paralel
bulunmus. En yiiksek igerige STE sahipken en diisiik NE olarak belirlenmistir. Asetik
asit yalnizca ilk giin sonuglarinda tespit edilmis ve yapidan uzaklagmistir. Tablo 4.4’de
verilen asitler 5.gline kadar yapida tespit edilebilmis, 8.glin ise yalnizca SPE’de
heksanoik asit belirlenmis, digerleri bulunamamistir. Gerek GS-MS gerekse HPLC
analizi sonucunda eksi hamur kullanilan ekmeklerde 6zellikle de STE’deki asetik asitin
yiiksek bulunasinin nedeni starter olarak 2 heterofermentatif (L.plantarum, L.brevis) 1
homofermentatif (L.delbrueckii) LAB kullanilmasi, heterofermentatif LAB’nin ise

bilinen en 6nemli metabolitlerinin asetik asit olmasidir [2]. Yapilan bir calismada eksi
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hamur kullanilan ekmeklerin aromatik ucucu bilesikleri ile kullanilmayan kontrol
ekmeginin profili karsilastirildiginda eksi hamur ekmeklerinin kontrol ekmegine gore
daha fazla asetik asit igerdigi tespit edilmistir [246]. Bu ¢alismadaki bulgular da literatiir
ile paralellik gostermektedir.

2.asamada ekmeklerde raf omrii siliresince olusan yeni bilesenler degerlendirilmistir.
Gidalarda raf dmrii siiresince olusan aromatik profildeki degisimin enzimatik olmayan
esmerlesme, 151k ve lipit oksidasyonu gibi kimyasal degisimler ile enzimatik aroma

degisimlerinden kaynaklanabilecegi bildirilmektedir [265].

Ekmek 6rneklerinin tiimiinde 5.giinden itibaren trikloro metan olusumu belirlenmistir ki
trikloro metan depolanmis tahil iirinlerinde olusabilen bir bilesiktir [284]. Kendine

0zgii eter benzeri kokusu ile ekmegin yeme kalitesini diisiirmektedir.

Ik giinden sonra olusan bilesiklerin bazilari da enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonu ile meydana gelmistir. Enzimatik olmayan esmerlesme ile olusan koku, ¢cok
tipik olarak gidanin “bayat” sdzcligl ile nitelendirilmesine yol acar. Benzotiazol ve o-
amino asetofenonlar enzimatik olmayan esmerlesme yoluyla olusmaktadir ve bayatsi
aromaya katkida bulunurlar [265]. Ekmek orneklerinden SPE’de yalnizca 5 ve 8.
giinlerde benzotiazol olusumu tespit edilirken, STE’de ise 3.giinden itibaren benzotiazol

ve tlirevleri belirlenmistir. NE’de ise olusuma rastlanmamustir.

Oksidasyona duyarli bazi ugucu bilesiklerin ise farkli ugucu oksidasyon iiriinlerine
doniistiigii bildirilmektedir [265]. Ornegin benzaldehit oksidasyona duyarli bir aroma
maddesidir ve benzoik asite donlismektedir. Ekmek 6rneklerinin tiimiinde benzaldehit
tespit edilmis, 8.giine kadar azalmakla birlikte varligini stirdiirmiistiir. 3.glinden itibaren

oksitlenme sonucu benzoik asit ve benzaldehit tiirevleri tespit edilmistir.

Raf omrii siiresince ekmeklerin aroma profillerin incelenmesi bazi sonuglar1 ortaya

cikartmistir.

e Ekmeklerin {retildikleri ilk gilinkii yapilar1 karsilastirildiginda starter LAB
kullanilarak iiretilen STE en fazla ugucu bilesik yapisina sahipken bunu srasiyla SPE ve
NE takip etmektedir. Genel olarak eksi hamur kullanilan ekmeklerin aromatik yapisinin

NE’e gore ¢ok daha zengin oldugu belirlenmistir. Buradaki asil etkenin eksi hamur
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kullanim miktarindan ¢ok, yapidaki LAB’nin g¢esitliligi ve iirettikleri metabolitler
oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii eksi hamur kullanim oraninin tek basina, ekmek
aromasini olumlu yonde etkilemede yeterli olmayacagi gibi, olumsuz ekmek aromasini
ortadan kaldirmada da yeterli olamayacagi kabul edilmektedir [202]. Eksi hamur
kullanimiyla geleneksel bugday ekmegine farkli lezzet profili kazandirmak miimkiindiir
[2,111]. Ayrica ekmek lezzet profili iizerinde LAB'nin etkilerini inceleyen arastirmalar
gostermistir ki bazi spesifik tiirlerin metabolik 6zelliklerinden dolayr kendine 6zgii

lezzet kompozisyonu olusturmasi da miimkiindiir [285].

e Ayrica ekmek lezzetiyle iligkili “malt, terayagi” vb. karakterde aktif koku
bilesiklerinin tiretilmesinin ekmek yeme niteligini arttirdigi bunun da farkli LAB’lerinin
ve maya kombinasyonlarinin bulunmasi ile miimkiin oldugu belirtilmektedir [111,285].
Calismada eksi hamur kullanilan STE ve SPE’nin ugucu bilesik yapisinin NE’ye gore

cok daha zengin oldugu belirlenmistir.

e Tim eckmeklerin raf Omrii siiresince lezzet profillerindeki  degisim

karsilastirildiginda yapilarini ilk 3 giinde hizla kaybettikleri dikkat cekmektedir.

e Ekmeklerin yapisinda diger bazi maddelerin de raf dmrii siirecince olustugu tespit
edilmistir (Trikloro metan, benzotiazol vb). Ekmegin raf 6mrii siiresince tiiketilebilirlik
kalitesindeki diististe baslangi¢c ucucu madde profili kaybetmesi kadar, yeni olusan

maddelerin olumsuz koku profilinin de etkili oldugu diisiiniilmektedir.

e Ekmeklerin baslangi¢ ugucu bilesik miktarlarinin raf 6mrii siiresince hizla azaldigi
belirlenmistir. Tiiketilebilir raf dmrii (8.glin) sonunda kaybettikleri profil farkl: olsa da,

diistiikleri diizey benzerdir (Sekil 4.2).
Nisasta retrogradasyonu

Calismada depolama siiresinin ekmekte rekristalize amilopektinin erime entalpisi (AH)
tizerinde artisa neden oldugu ve bunun da DSC termogramlarinda endotermik pik
alanlarinda artis seklinde gozlendigi belirlenmistir (Sekil 3.20). Enzim ve starterler ile
formiile edilmis ekmek hamurunun termo 6zelliklerinin aragtirildig1 ¢caligmalarda benzer
sonuglar bulunmus, Andreu et al. [286] ile Kaditzky et al. [287] rekristalize
amilopektinin erime entalpisinin depolama siirecinden etkilenirken, starter tiiriinden
etkilenmedigini belirlemislerdir. Torrieri et al. ise eksi hamur kullanim %20 ve %30

eksi hamur kullanim miktarmin AH {izerinde 6nemli etkisi olmadigin1 ancak depolama
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stiresinin etkili oldugunu tespit etmislerdir [229]. Calismamizda elde edilen sonuglar
literatiirle paralellik gostermektedir. Ekmek c¢esitlerine gore bu pik alanlar
degerlendirildiginde 0.giin yapilan analizlerde retrogradasyon ilerlemediginden
herhangi bir endotermik alan alinamamis, ancak ekmeklerin termogramlarindan
retrogradasyon baslangic durumlart gozlemlenebilmistir. STE’de herhangi bir
endotermik pik gelisimi gozlenmezken, SPE ve 6zellikle NE’ye ait termogramlarda bu
baslangic (mavi renk ile isaretlenmis boliimler) goriilebilmistir. 5. giline ait
termogramlarda nisasta retrogradasyonuna bagl endotermik pik alanlarinda artis tespit
edilmistir. Bu durum depolama siiresinin rekristalize amilopektinin erime entalpisi
tizerinde 6nemli etkiye sahip oldugunu gostermektedir. 5.giin en diisiik endotermik pik
alant SPE i¢in 413.792 mj bulunurken, STE i¢in 510.107 mj, NE i¢in de 768.962 mj
olarak belirlenmistir. Bu durumda STE’nin bayatlamaya kars1 daha dayanikli oldugu,
NE’nin ise daha dayaniksiz oldugu seklinde yorumlanabilir. Corsetti et al. [8,52],
Katina et al. [213], Ribotta et al. [210], tarafindan yapilan benzer ¢alismalarda da
depolama siiresince artan retrogradasyona bagli olarak endotermik pik alanlarinda artig
oldugu belirtilmistir ki bu da elde ettigimiz sonuclarla paralellik gostermektedir. Bu
acidan, ozellikle LAB’lerinin proteolitik aktivitesinden [84,85] ve fermentasyon {irlinii
metabolitlerden kaynaklanan [287,288] biyolojik asidifikasyonun ekmek bayatlamasi
tizerinde olumlu etkileri oldugu sdylenebilir. Ayrica ekmek ornekleri arasindaki rutubet
farki da bu sonuglarn etkileyebilir. Genellikle yiiksek ekmek rutubetinin nisasta

retrogradasyonunu elemine ettigi ve raf dmriini arttirdig: bildirilmektedir [229] .

S. cerevisiae ve eksi hamur kullanmminin etkisi karsilastirildiginda, eksi hamur
kullaninminin  nisasta  retrogradasyonunu  geciktirdigi  belirtilmistir. ~ Nisasta
retrogradasyonun gecikmesinde yalnizca eksi hamur mayalanmasinin etkili oldugu ve

bu etkinin asidifikasyonun seviyesine ve LAB tiirlerine bagli oldugu belirtilmistir [8].
Kiif gelisimi

Stater olarak LAB kullanilan veya spontan eksi hamur ilaveli ekmeklerde kiif
gelisiminin yavaglatilarak mikrobiyal raf dmriiniin uzatildigi daha 6nceki ¢aligmalarda
belirtilmesine ragmen [239], bu c¢alismada eksi hamur kullanilan ekmeklerde (STE,
SPE) kullanilmayan ekmege kars1 (NE) ozellikle 8.giin sonuglar1 degerlendirildiginde

raf dmriinde bir gelisme tespit edilememistir. Ekmeklerin ilk giinkii sayimlarinda kiif

gelisimi gozlenmezken, 3. giin sonuglarina gore en az gelisim STE’de 1.0 log(kob)/g,
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daha sonra SPE ve NE’de 1.3 log(kob)/g gelisim belirlenmistir. Sayim sonuglarina gore
STE’in ilk 3 giinliik siirecte kiif gelisimine karsi direnci, diger ekmeklere gore daha
yiiksektir. Ancak 8.giin giin sonuglarina gore ckmekler arasinda fark tespit
edilememistir. Beklenenden farkli olarak eksi hamur ekmeklerinde kiif gelisimine karsi
direng tespit edilememesinde en Onemli etkenin ekmek formiilasyon igeriginden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Optimizasyon sonuglarina gore farkli kepek oranlariyla
hazirlanan ekmeklerde, rutubet igerikleri yiiksekten diisiige dogru (kepek orani en
yiiksek olan) STE’de, SPE’de ve (kepek ilave edilmeyen) NE olarak belirlenmisti.
Kepek icerigine bagli su baglama ve rutubet oranlarindaki farkliligin kiif gelisiminde

etkili oldugu diiginiilmektedir.

Yapilan caligmalar eksi hamur kullanim oraninin kiife kars1 direngte en etkili faktor
oldugunu ve % 50 kullanimin etkili oran oldugunu géstermektedir. Bu durumda ekmek
final pH’sinin 4.3-5.2, ekmegin kiife dayanim siiresinin de 12-8 giin arasinda oldugu
belirtilmektedir [241] Bu ¢alismada eksi hamur kullanilarak tiretilen STE ve SPE’nin
pH degerleri sirastyla 5.04 ve 5.29 olarak Sl¢iilmiistiir. Eksi hamur kullanim oranlar1 da
STE’de %6.99, SPE’de %11.45dir. Eksi hamur ekmeklerinin rutubet iceriklerindeki
yiiksekligin kiif tiremesini tesvik edici bir unsur oldugu da g6z 6niinde bulundurulursa,
bu asitlik diizeyinin kiif gelisimini engellemede yeterli olmadigi disiiniilmektedir.
Ozellikle glutensiz ekmekte eksi hamur kullanimi ¢alismalarinda bugday ununa muadil
olarak kulanilan nisasta, kivam arttirict veya diger tahil unlarimin su baglama
kapasitelerinin fazla olmasi nedeniyle eksi hamurun kiif gelisimini engellemede yetersiz
kaldig1 belirtilmektedir [202].

Ekmek biyoaktif nitelikleri

Calismanin ilk boliimiinde elde edilen optimizasyon sonuglarina gore iiretilen SPE ve
STE biyoaktif ozellikleri acisindan da NE’ye gore karsilastirildiginda eksi hamur
kullanilan STE ve SPE’nin NE’e gore olumlu biyoaktif nitelikler gosterdigi tespit

edilmistir.
Toplam fenolik madde, antioksidan aktivite ve ferulik asit icerigi

Ekmeklerin DPPH radikali iizerindeki % inhibisyon degerleri karsilastirildiginda eksi
hamur kullanilan STE (% 19.51) ve SPE (% 11.92)’nin, NE (% 6.37)’e gore daha

yiiksek inhibisyona sahip oldugu belirlenmistir. Ekmeklerin antioksidan aktivitelerinin
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troloks esdegerleri (ng/mL) karsilagtirildiginda ise buna paralel sonuglar elde edilmistir.
Toplam feneolik madde igeriklerinde de ayni paralellik tespit edilmistir. Her {i¢ 6zellik
acisindan da en yiiksek degerlere sahip ekmek STE’dir ve eksi hamur kullanilan
ekmeklerin degerleri NE’ye gore daha yiiksektir. Literatiirde de buna benzer sonuglar
elde edildigi goriilmiistiir. Bugday kepegi-un karigimi ve ¢avdar ununun eksi hamur
fermentasyonuna maruz birakildiginda, antioksidatif potansiyelinin normal iiriinlere
gore ¢ok daha yiiksek oldugu belirtilmektedir [148,152]. Hayta vd. [289] tarafindan
yapilan caligmada farkli oranlarda {iziim posas1 katilan ekmeklerin antioksidan
aktiviteleri karsilastirilmis, posa katilmayan (un, tuz, seker, maya, askorbik asit,
hemiseliilloz iceren) kontrol ekmeginin % inhibisyonu %11.06 bulunmustur. Bu
calisgmada NE’nin % inhibisyonu % 6.37’dir, ancak un, su maya ve tuz’dan tretilmistir.
Buna gore bulunan deger esas alindiginda ve eksi hamur kullanilan ekmeklerin degerleri

g0z onilinde bulunduruldugunda, eksi hamur kullanimi antioksidan aktiviteyi arttirmistir.

Firincilik tiriinlerinde antioksidan kapasitenin ¢esitli faktorlerden olumlu veya olumsuz
yonde etkilendigi bilinmektedir. Bunlardan en 6nemlisi unlardaki yiiksek ekstraksiyon
oranidir ki son iriinde yiliksek antioksidan kapasiteye neden olur. Ancak {iriiniin
pisirilmesi sirasinda uygulanan 1s1l iglemin un ve hamura gore son iiriinde diisiise neden
oldugu bilinmektedir [248]. Tez ¢alismasinda STE’nin antioksidan aktivitenin
digerlerine gore ¢ok daha yiiksek ¢ikmasinda icerdigi kepek miktarinin etkili oldugu
diisiiniilebilir. Ancak SPE’nin kepek icerigi oldukg¢a diisiiktiir ve bu ac¢idan NE’ye
benzer niteliktedir. Buna ragmen antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde igerigi

daha yiiksektir. Bu farki olusmasinda da eksi hamur kullanimi etkili olmustur.

Eksi hamur fermentasyonunun antioksidatif aktivitede artisga neden olmasi farkli
biyokimyasal ve metabolik olaylarla aciklanabilir. Eksi hamurdaki LAB’lerinin
metabolizmasi, fermentasyon siiresince lipit oksidasyonu yapabilir veya kuvvetli
antioksidatif etki olusturabilir. Homofermetatif laktobasillerin lipit oksidasyonunu
arttirdigi bilinmektedir [115]. Ayrica pisme sirasinda, indirgen sekerlerin karbonil
gruplar1 ve proteinler arasindaki reaksiyonun sonucu olarak Maillard reaksiyon tirtinleri
de baskin olarak ekmek kabugunda meydana gelmektedir. Bu iriinler insan sagligina
zararl oldugu tartisilmakla birlikte, yapilan bazi ¢alismalar bu bilesiklerin antioksidan
ozellik tasidigint ve firincilik trlinlerinin 6zellikle kabuk kisimlarinin da bu 6zelligi

kazanmasina neden olduklarini belirtmektedir [248]. Calismada eksi hamur
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ekmeklerinin kabuk a* (kizillik) degerlerinin daha yiiksek olmasi Maillard reaksiyon
driinleri ve pigment olusumu ile iliskilendirilebilir. Ciinkii Maillard reaksiyon
rtinlerinin en o6nemlilerinden biri de melanoidin pigmentleridir ki melanoidinlerin
iistlin radikal siipiirme 6zellikleri, oksijenle reaksiyonlari, O2¢— ve OHe gibi iiriinlerle
reaksiyonlart ile agiklanmaktadir [290] Bu alanda HMF (hidroksi metil furfural),
L*,a*,b* renk degerleri ve antioksidatif aktivite arasindaki iliskiyi agiklamaya yonelik

calismalar da mevcuttur [291,292].

Diger bir yaklasim da, eksi hamur fermentasyonuyla meydana gelen asidifikasyon ve
proteoliz arasindaki etkilesimin sonucunda biyoaktif peptitlerin olusumudur [89,293].
Biyoaktif peptitler insan viicut fonksiyonlarini ve kondiisyonunu direkt etkileyen
spesifik protein fragmentleridir. Genellikle, biyoaktif peptitler bitkisel proteolitik
enzimler ile mikrobiyal ve sindirim enzimlerinin bazi dogal proteinleri hidrolizi
sonucunda meydana gelirler ve gogunlukla gidalarin fermentasyonu siirecinde miktarlari
artar. Bu peptitlerin mineral baglama, antioksidadif, antihipertansif etkileri vardir.
Secilmis bazi LAB’lerinin eksi hamur fermentasyonu siiresince antioksidan peptitler

tirettikleri tespit edilmistir [293].

Fermentasyon sirasindaki asitlik gelisiminin  bu degisimde etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Artan asitlikle birlikte toplam fenolik madde igeriginde artig
beklenirken, tiamin, ferulik asit dehidromerleri, tokoferoller ve tokotrienollerde azalma
beklenmektedir [160]. Ancak eksi hamur fermentasyonunda biyoaktif bilesen

diizeylerindeki bu degisimin mekanizmasi hala tam olarak agiklanamamigtir [133].

Ferulik asit igerigi NE’de en yiiksek seviyede (67.7 mg/kg) tespit edilmistir. Eksi
hamur kullanilarak hazirlanan SPE (39.1 mg/kg) ve STE (23.8 mg/kg)’de ise daha
disiik bulunmustur. Ekmeklerin ferulik asit icerikleri arasindaki farklilik istatistiki
acidan Onemlidir (p<0.05). Bu durumda eksi hamur kullanimina bagli ferulik asit
iceriginde azalma meydana geldigi sOylenebilir. Bu alanda yapilan ¢aligmalar
fermentasyon ve buna bagl asitlik ve enzim aktivitesi artig1 ile tiamin ve ferulik asit
gibi bioaktif bilesenlerin azalabilecegini bildirmektedir [161]. Ayrica 1s1 ve
mikroorganizmalarin fenolik asitleri baz1 kimyasal bilesiklere ayristirabilecegi ve bu
doniisiimiin de kuvvetli aroma olusumuna neden olacagi bildirilmektedir. Ornegin

ferulik asitin 2-metil, 4-vinil fenol kaynagi oldugu belirtilmektedir [48]. Fermentasyon
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kosullariin fenolik bilesiklerin seviyesi iizerine etkili olduklar1 da bilinmektedir.
Katina et al. [161] tarafindan yapilan bir c¢alismada, fermente bugday kepegi
kullaninminin ekmekteki folat ve ekstrakte edilebilir toplam fenolikler ile serbest ferulik
asit igeriginin arttirdigi, ancak fermentasyon kosullarinin ferulik asit diizeyini
degistirdigi tespit edilmistir. Yiiksek sicaklik (35 °C) ve uzun fermentasyon siiresinin
(20 h) ferulik asit diizeyini diisiirdiigii, serbest ferulik asit i¢eriginin en fazla pH 6.0-6.5
fermentasyon asitlik diizeyinde elde edildigi, pH 3.9-4.1 asitlik diizeyinde ise en diisiik
seviyede elde edildigi belirtilmektedir. Yiiksek sicaklik ve uzun fermentasyon siiresinde
serbest fenolik asitlerin seviyesi fermente olmamis kepekteki ile ayni diizeyde
bulunmustur. Calismadaki ekmek Orneklerinin tiimiiniin ayni siire ve sicaklikta
pisirldigi goéz Oniinde bulundurulursa eksi hamur ilaveli ekmeklerdeki ferulik asit
miktarindaki diisiisiin 6zellikle fermentasyon kaynakli asitlik artis1 kaynakli oldugu

distiniilmektedir.

Ferulik asitin enzimatik degradasyonunun, ferulik asit esteraz (FAE) ile ester baglarinin
par¢alanmasina bagli oldugu bildirilmektedir. Esterazlar, ksilanaz i¢ceren hemiseliilazlar
gibi arabinoksilan parcalayan enzimler ile sinerji i¢inde calisirlar. Seliilazlar ve
proteazlar ayrica kepegin hiicre duvart matriksindeki ¢apraz bagli yapinin da agilmasini
saglarlar [294]. Bazi1 LAB’nin de FAE aktivitesi gosterdigi bilinmektedir. In vitro
kosullarda yapilan bir ¢alismada bazi Bacillus spp. ve laktobasillerin FAE aktiviteleri
incelenmis, en yiiksek aktiviteye sahip LAB L. fermentum olarak belirlenmistir [295].
Yapilan ¢alismada alinan sonuglar, eksi hamur ekmeklerinde artan asitlikle birlikte,
gerek LAB kaynakli gerekse tahil kaynakli proteaz aktivitesinin arttigim
gostermektedir. Enzim aktivitesindeki artigin tahillarin hiicre duvarinin agilmasini tesvik
ettigi ve LAB’lar tarafindan {iretilen FAE ile ferulik asitin pargalanmis olabilecegi de

ferulik asit miktarindaki diislisti agiklayan bir baska yaklagimdir.

Ayrica, yalnizca hamur yogurma islemi ferulik asit igeriginde dnemli azalmaya neden
olurken, diger fenolik bilesiklerin hi¢ birisinde hamur yogurma, kabarma veya pisirme
asamalarinda herhangi bir degisiklik olmadig: bildirilmektedir [160]. Liukkonen et al.
[148] tarafindan eksi hamurun c¢avdar fenolik asit diizeyleri {izerine etkisinin

arastirildigi bir ¢alisma da benzer sonuglar bulunmustur.

Mineral madde igerigi ve kiil sindirilebilirlik orani (KSO)
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Ekmek o6rneklerinde KSO’lar1 arasindaki farklilik 6nemli (p<0.05) bulunmustur. Eksi
hamur ilaveli ekmeklerde ve oOzellikle STE’de bu oran 9%91.49 diizeyine kadar
yiikselmistir. Hububat ve baklagillerde yaygin olarak bulunan fitik asit, viicut i¢in
gerekli olan bircok mineral ile ¢oziinmeyen kompleksler olusturarak, bunlarin
biyoyararliligin1 diigiirmektedir. Oysa LAB’lerinin en 6nemli metabolitlerinden olan
fitaz enzimi tanedeki fitik asitin pargalanmasini saglamaktadir. Eksi hamur kullanimiyla
LAB’lerinin fitaz aktivitesi sonucu mineraller serbest kalmis, boylece sindirilebilir kiil

ve buna bagli KSO’ninda artig gézlenmistir.

Eksi hamur kullanilan STE ve SPE’nin mineral madde diizeylerinin genel olarak NE’ye
gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu noktada optimizasyon sonucu Onerilen
kepek iceriklerindeki farkliliklarin da etkili oldugu soylenebilir. Tablo 3.42°deki

ekmeklerin toplam kiil miktarlar1 arasindaki farklilik da bunu dogrular niteliktedir.

Mineral madde igerigi ve KSO’lar1 bir arada degerlendirildiginde, STE’de kepek
ilavesinden gelen yiiksek mineral madde igerigi olmasma ragmen ecksi hamur
kullanimiyla birlikte % 91.49 diizeyinde KSO’nina ulagilmistir. Eksi hamur kullanilan
diger ekmek SPE’de % 0.9237 kiil ve toplam mineral igeriginde genel olarak NE’ye
gore ylkseklik olmasina ragmen %76.57 KSO orani tespit edilmistir.

Elde edilen bu sonuglar gostermektedir ki ekmeklerin kepek igerigine bagl olarak
mineral madde miktarinda artiy meydana gelmektedir. Ancak 6nemli olan mineral
madde igerigindeki artis degil bundan yararlanim oranidir. Eksi hamur kullanimi ekmek
icerigindeki KSO’nin1 artirmakta yani minerallerin biyoyararlanimini yiikseltmektedir.
Eksi hamur gibi fermente bir iiriin olan tarhanada, sindirilebilir protein ve kiil miktari
lizerme maya, malt unu ve fitaz katkilarinin etkilerinin incelendigi bir c¢alismada,
tarhana hamurlarinda % 68.32 olan kiil sindirilebilirlik oranin, fermentasyondan sonra
tarhanada % 82.07’¢ ¢iktigi, malt unu ve fitaz enzimi katkilarinin fermentasyonun kiil

sindirilebilirlik orani tizerindeki etkisini arttirdigi belirlenmistir [256].

Gilinlimiiz tiiketici tercihlerinin ve ekmek {iiretim politikalarinin tam bugday ekmegi ve
kepekli ekmek yoniinde degistigi goz oniinde bulunduruldugunda, eksi hamur kullanimi
yalnizca ekmegin fiziksel kalite Ozelliklerini iyilestirmekle kalmayacak, mineral

biyoyararlanim gibi 6nemli bir biyoaktif niteligi de gelistirmis olacaktir.
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Protein sindirilebilirlik oran: (PSO)

Bitkisel proteinlerden viicudun yararlanma orani %75’in altindadir [296]. Ekmekteki
PSO ise ekmek icerigine gore degisik diizeylerde tespit edilmekle birlikte Dhingra et al.
[297] tarafindan en yiiksek % 74 diizeyinde oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada ise
yalnizca ekmek mayasi, un, su ve tuz ile iiretilen NE’nin % 58.70 PSO sahip oldugu
tespit edilmistir ki literatiire uygun olarak %75 diizeyinin altinda bulunmustur. Bunun
yanisira eksi hamur kullanilan SPE ve STE de ayni igerige sahip olmasina ragmen PSO
stirastyla %89.77 ve %98.23 seviyesine yiikselmistir. PSO’larindaki yiikseklik eksi
hamur ekmeklerinin tiiketilmesi durumunda viicutta metabolize edilebilirliginin yani
giinliik diyetteki besinsel degerinin yiliksekligini ortaya koymaktadir. PSO’nindaki bu
artisin LAB’lerinin sahip oldugu proteaz aktivitesi yanisira, lrettikleri en Onemli
metabolit olan organik asitlerle ortam asitligini arttirmalar1 ve tahilin dogal yapisinda
bulunan enzimleri aktif hale getirmeleridir. Boylelikle, hamurun yapisinda hem direkt
hem dolayli olarak artan proteaz aktivitesi protein yapinin par¢alanmasina, bir anlamda
insan viicudunda metabolize olmadan heniiz iiriin formunda 6n-metabolize olmasina
neden olmaktadir. Proteaz aktivitesi sonucu eriyebilir azotlu maddelerin artisinin
protein sindirilebilirlik oranini arttirabilecegi bildirilmektedir [167,256,298]. STE’de bu
oranin yiiksek olmasi starter olarak ilave edilen LAB’lerinin daha etkin metabolit
tiretmelerinden dolayidir. STE’de pH, TTA ve ozellikle asetik asit igeriginin daha

yiiksek bulunmasi da bunu destekler niteliktedir.

Fitik asitin proteinlerle reaksiyona girerek bunlarin sindirilebilirligini azalttig1 g¢esitli
kaynaklarda bildirilmistir  [299,300,301]. Fitik asit, proteinlerin izoelektrik
noktalarindan daha diisik pH degerlerinde proteinlerle kompleks olusturarak
proteinlerin sindirilebilirligini de azaltmaktadir [299,300]. Fitaz enzimi ise, fitik asiti
parcalayarak proteinle reaksiyona girmesini engellemektedir. LAB’lerinin en 6nemli
metabolitlerinden biri de fitaz enzimidir. Eksi hamur katkili Orneklerde protein
sindirilebilirlik oranmin yiikksek olmasinin fitaz etkinliginden de kaynaklandig
diistiniilmektedir. Eksi hamura fermentatif yoniiyle ¢cok benzeyen tarhanada PSO’nin
arastirildig1 bir ¢calismada tarhana yapim prosesinin PSO’n1 %93°e kadar ytikselttigi
belirlenmistir [256]. Ayni ¢alismada disaridan ilave edilen fitaz enzimi, maya ve malt

katkisinin PSO’n1 arttirdig tespit edilmistir.
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Enzime direngli nisasta (EDN) icerigi

EDN ince bagirsakta viicut enzimleri tarafindan parcalanamayan nisastadir. Kalin
bagirsaga gectikten sonra bir kismi ya da tamami fermente olur. Direngli nisasta
genellikle toplam diyetleri olusturan komponentlerden birisidir. Enzimatik hidrolize
dayanikli bu nisasta fraksiyonu ilk olarak Englyst et al. [180]’in nisasta olmayan

polisakkaritlerin 6lgiilmesi hakkindaki arastirmalarinda tanimlanmistir.

Genel olarak bugday unu kaynakli ekmeklerdeki EDN igeriginin < 2% oldugu
belirtilmektedir [302,303]. Bu c¢alismadaki ekmek orneklerinin EDN igerikleri
karsilastirildiginda STE’in 2.383 (g/100g kuru 6rnek) en yiiksek icerige sahip oldugu,
bunu SPE (1.678) ve NE (1.505)’nin takip ettigi belirlenmistir. Orneklerin EDN
igerikleri arasindaki farklilik istatistiki agidan 6nemli (p<0.05) bulunmustur. Calismada
daha onceki bulgulara paralel olarak eksi hamur kullanilan ekmeklerde in vitro nisasta
hidrolizinin daha az yani direngli nisasta miktarlarinin daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir [304,305]

En diisiik EDN igerigine sahip ekmek NE olarak belirlenmistir ki beyaz bugday ekmegi
gibi nisastali gidalarda, nisasta yiiksek oranda jelatinize olmakta ve sonugta ince
bagirsakta nisastanin hizli degradasyonu ve kan glikoz seviyesinde hizli artis meydana
gelmektedir [108]. Bugday ekmegi igin, 6n fermentasyon teknolojisi (eksi hamur)
kullanmanin ve ¢oziiniir lif ilavesinin EDN igerigini arttirdigi dolayisiyla glisemik
indeksi diistirdiigii belirtilmektedir EKsi hamur kullanilan STE ve SPE nin hem kendi
aralarindaki, hem de NE’ye gore direngli nisasta icerikleri arasindaki farkliligin bu iki
nedenden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu alanda yapilan farkli calismalar ekmek
formiilasyonlarina ilave edilen farkli tahil unlarinin, kivam arttiricilarin ekmekteki EDN
icerigini de arttirdigini belirtmektedir. Ragaee et al. [306] tarafindan yapilan ¢aligmada
bugday unundan yapilmis kontrol ekmeginde 4 g EDN (100g toplam nisasta lizerinden)
tespit edilirken, ekmege % 30 oraninda farkli tahil unlart ilave edilmesi durumunda
EDN igeriginin % 6-10 (100 g toplam nisasta iizerinden) arasinda degistigi tespit
edilmistir. Tahil unlariyla gelen farkli diyet lif icerigi ekmegin EDN igerigini
etkilemektedir. Tas et al. [307] bugday ununa %30 tam bugday unu katilmasi
durumunda ekmekteki EDN igeriginin 6g/100g oldugunu tespit etmislerdir. Bu

caligmadaki Ornekler de optimizasyondan gelen farkli kepek igeriklerine sahiptirler.
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STE eksi hamurdan gelen 10.85 g kepek/475.65 g un, SPE ise 0.72 g/464.29 g un kepek
igceriklerine sahiptirler. NE’de ise eksi hamur kullanilmadigindan dolay1 disaridan kepek
ilave edilmemistir. Literatiirle benzer olarak ¢alismadaki ekmeklerin EDN

miktarlarindaki artisin kepek iceriklerinden de etkilenmis oldugu sdylenebilir.

Bunun yani sira eksi hamur kullanimi, nigastanin enzimatik hidrolizini azaltarak direngli
nisasta iceriginde artisa neden olmakta boylece glisemik indeksi de diisiirerek ekmegin
besinsel kalitesini arttirmaktadir [308]. Bu mekanizma, tam olarak agiklanamamasina
ragmen eksi hamur kullanimiyla ortamda organik asitlerin 6zellikle de laktik asitin
bulunmasi nisasta hidrolizini (sindirimini) diisiirmektedir [309]. Bu etki, eksi hamur
veya laktik asit ilavesinin ekmegin pigirme siirecinde amilopektin kisimlarinin biraraya
gelmesine ve dallanmasina engel olarak nisasta retgradasyonunu engellemesi [310] ve
boylece direngli nisasta olusumunu arttirmasi seklinde izah edilebilir [190]. Bugday
ekmeginde, 1s1l islem Oncesi hamura ilave edilen laktik asitin, nigasta jelatinizasyonu
siiresince gliiten-nigasta interaksiyonunu tesvik ettigi boylece nisasta sindirim hizin
azalttigi da belirtilmektedir [309]. Bu etkilesim gliitensiz iriinlerde eksi hamur
kullaniminin arastirildigr calismalarda laktik asitin yalnizca gliiten varliginda nisasta

sindirimini azalttiginin belirlenmesiyle ortaya ¢ikmistir [202,309].

Diger taraftan eksi hamur ilavesinin nisastanin enzimatik hidrolizini azaltmasi, eksi
hamurun yapisindan gelen organik asitlerin nisastayr hidrolize eden enzimlerin
caligmasini engellemesiyle de agiklanabilir. Ciinkii yapilan in vitro ¢alismalar hamurda
laktik asit bulunmasmin bugday veya arpa ekmeginde in vitro nisasta hidrolizini
distirdigiinii gostermektedir. Bu durum laktik asitin, bazi tahil iriinlerinin sindirim
prosesini engelledigi seklinde yorumlanmaktadir [202]. Ciinkii insan sindirim sistemini
taklit eden in vitro sindirim simiilasyonu ¢alismalarinda da sindirim enzimleri belirli
asidik ortamlarda c¢aligmaktadirlar. Calisgmada in vitro direngli nisasta tayininde
kullanilan amiloglikozidaz ve pankreatik amilaz enzimleri de nétr (pH 6.9-7.0) malat
tampon ortaminda kullanilmistir. Yapilan bazi caligmalar da organik asitlerin
olusumuyla diisen pH’nin, hidroliz siiresince oa-amilazin inhibe olabilecegini
gostermektedir [304,305,308]. Bu c¢alismada starter olarak kullanilan 6zellikle
L.plantarum kuvvetli asit treten LAB olarak bilinmektedir [202]. Spontan
fermentasyonda ise 4 kademeli yontem kullanilarak 4-6 saatte pH 4.5’a gelmesi

saglanarak asidik ortam olusturulmustur. Her iki yontemin de ekmeklerdeki (STE, SPE)
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laktik asit iiretimini arttirdig1 ve NE’e gore ¢ok iist seviyelere ¢ikardig tespit edilmistir
(Tablo 3.24). Eksi hamur ilavesiyle ekmegin ulastigi asidik yapinin, nisastanin

enzimatik hidrolizini engellemede etkili oldugu diistiniilmektedir.

Farkli bir yaklasim olarak, eksi hamur kullanimiyla saglanan ekmek hamurundaki
organik asit iceriginin direngli nigasta olusumunda direkt etkisi olabilecegi de

belirtilmektedir [202].
Calismadan elde edilen ¢ikarimlar, ozgiin deger ve ¢alisma onerileri
Genel Cikarimlar

e Optimizasyon sonuclarina goére SPE icin %]1.10, STE i¢cin de %1.05 olarak
belirlenmesi her iki fermentasyon yontemi i¢in de instant aktif maya kullanimin

ortalama % 1 kullanimin1 optimal kilmistir ki, bu sonug literatiirle benzer niteliktedir.

e EDS ve KE degerlerini maksimum saglayacak kepek oram1 SPE’de %1.58 iken,
STE’de 9%38.84’tiir. Yani eksi hamur yapiminda starter LAB kullanimi durumunda
ekmekte daha fazla kepek kullanilabilmektedir.

e Spontan fermentasyon yontemi giiniimiiz ekmek endiistrisinde hala kullanilmaktadir.
Bu yontemin etkin olabilmesi i¢in kademeli fermentasyon yonteminin uygulanmasi (en
az 4 kademe), pH 4.5 diizeyine 4-6 saat arasinda gelebilmesini saglamaktadir ki bu da

ekmege ilave edilebilecek (10" kob/g) yeterli diizeyde LAB igerdigini gostermektedir.

e (Calismada mikrobiyal sayim ac¢isindan aynmi diizeyde LAB iceren eksi hamurlar
kullanilmasina ragmen, hamur ve ekmek 6zellikleri genel olarak degerlendirildiginde,
miktarin degil LAB profilinin ve metabolitlerinin daha énemli oldugu ortaya ¢ikmustir.
SPE’de %]11 eksi hamur kullanilmasima ragmen, STE’de %6 diizeyde eksi hamur
kullanilmast ve genel olarak daha etkin sonuclar alinmasi bu gorlisii dogrular

niteliktedir.

e Eksi hamur kullaniminin ekmegin biyoyararlanimini arttirdigi tespit edilmistir.
Gilinlimiizde endiistriyel olarak kullanimi1 devam eden spontan fermentasyon yonteminin
bu konuda standart ekmegi limitlerin {lizerine tasidigi belirlenmekle birlikte uygun

starter LAB kullaniminin bu konuda ¢ok daha etkin oldugu tespit edilmistir.
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e Eksi hamur kullanilan ekmeklerin 6zellikle de starter LAB kullanilarak hazirlanan
STE’nin BO, EK, RK ve nigasta retrogradasyonu agisindan raf omriinii uzatict etki

gosterdigi belirlenmistir.

e Genel tekstiirel Ozellikler agisindan degerldirildiginde ekmeklerin  yeme
niteliklerindeki en biiyiik kayip ilk 3 giin i¢cerinde meydana gelmektedir. TPA ve mikro

yap1 sonuglar1 bu konuda paralellik gostermektedir.

e Eksi hamur kullanilmasi durumunda meydana gelen etkin asidifikasyon ekmek
hamuru yapisinda protein ve nisasta interaksiyonunu gili¢lendirmis. Bu da enzime
direncli nisasta miktarinda artis saglamis. Nisasta-protein interaksiyonun daha giiclii
olmast raf Omrii siliresince nigasta graniillerinin kendi aralarindaki etkilesimi

azalttigindan retragradasyonun azalmasina neden olmustur.

e Calismada heterofermentatif ve homofermentatif ko-kiiltiir kullanimi 6zellikle
STE’de organik asit, ugucu bilesikler, biyoaktif nitelikler agisindan bu ekmegin farkli
sonuclar ortaya koymasini saglamistir. Bu da, eksi hamur yapiminda starter olarak
kullanilan starter LAB metabolit niteliklerinin son firline kadar tagmabildigini

gostermektedir.

e Eksi hamur ekmekleri fermentasyon ydtemleri acisindan kendi aralarinda
karsilastirlldiginda metabolit olusturma ozellikleri agisindan belirli  starterlerin
seciminin daha verimli olacagi, bdylelikle ekmek nihai 6zelliklerinin kontrol altina

alinabilecegi blirlenmistir.
Ozgiin deger ve gelecek ¢alisma onerileri

e Eksi hamur ekmegi, proses kosullar1 {izerine ¢ok fazla ¢alisma yapilmis olmasina
ragmen, raf omrii siirecini makro ve mikroyapi, aromatik profili, fizikokimyasal kalite
nitelikleri ve biyoaktif nitelikler agisindan degerlendiren optimizasyona dayali kapsamli

bir ¢calisma daha dnce yapilmamustir.

e Eksi hamur ekmeginin raf 6mrii siiresince aromatik profilindeki degisimi ugucu
bilesik kayb1 ve yeni olusan bilesikler agisindan degerlendiren daha 6nce yapilmis bir

calismaya rastlanmamustir.

e Ekmek kalitesinin hacim, tekstir ve i¢ gozenek acisindan bir arada

degerlendirilmesini saglayan EDS’nin hesaplanmasinda “i¢ gézenek” yapis1 Dallman
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skalasina gore gorsel olarak kullanilmaktayken, ilk defa bu ¢aligmada goriintii analizi
(image analyse) yontemiyle Image ProPlus yazilimi kullanilarak gbézenek

siniflandirmasi yapilarak hesaplanmaistir.

e Ekmegin raf omrii siiresince bayatlamasini ifade etmede kullanilan Esneklik Kayb1

(EK), Rutubet Kayb1 (RKj, RK>) kavramlari ilk defa bu ¢alismada kullanilmistir.

e Eksi hamur ekmekleri SPE ve STE kendi arasinda degerlendirildiginde genel {iriin
Ozellikleri agisindan STE’nin daha {stiin ozelliklere sahip oldugu sdylenebilir.
Calismada STE iretiminde starter olarak kullanilan LAB’leri liyofilize formda temin
edilerek laboratuvarda canlandirma ve starter forma getirme asamalarindan sonra ekmek
hamuruna ilave edilmistir. Yani starter kullanimi laboratuvar o©n islemleri
gerektirmektedir. Calisgma sonunda ortaya konulan bu niteliklerin ekmek sanayiine
kazandirilmas: gerekli goriilmekle birlikte, giinlimiiz ekmek sektoriiniin %70’lik
boliimiintin  kii¢iik firinlardan olustugu g6z Oniinde bulunduruldugunda starter
kullaniminin firincilik sektdriine aktarimi yontemlerinin arastirilmasi gerekliligi ortaya

cikmaktadir.

e (Calismada, glinlimiizde endiistriyel olarak kullanilan spontan fermentasyon ve starter
LAB ilaveli fermentasyon yontemleri Kkarsilastirilmistir. Spontan fermentasyon
yonteminde kademeli fermentasyon teknigi kullanilarak hedeflenen (107 kob/g) LAB
sayisina erisilerek 4-6 saatte pH 4.5’a ulasilmistir. Ancak elde edilen eksi hamurun
LAB profili bilinmemektedir. Giinlimiiz ekmek sektdriinde de kullanilan kademeli
fermentasyon yontemi LAB sayisini arttiran bir yontem olmasina ragmen, asidik ortama
dayanikli baz1 LAB tiirlerinin varligin1 devam ettirmesine olanak saglarken, bazilarinin
da yok olmasina neden olmus olabilir. Dolayisiyla her kademe i¢in LAB profilinin

belirlenmesi fermentasyon siirecinde LAB tiirlerinin degisimini ortaya ¢ikartacaktir.

Ayrica ¢alismada, LAB’leri bir arada kullanilmiglardir. Bireysel olarak kullanilarak,

ekmek kalite nitelileri iizerindeki etkilerinin de arastirilabilecegi diistintilmektedir.

e Ogzellikle starter LAB ilaveli fermentasyon ydnteminin ekmegin kalite nitelikleri
tizerindeki etkisinin yliksek oldugu belirlenmistir. Giiniimiiz ekmek tiiketim tercihleri
saglikl, katkisiz, lif oranmi yliksek iiriinler yoniinde degismektedir. Bu tez kapsaminda

yapilan ¢aligmalarin tam bugday ekmegi, farkl tahil ve fraksiyonlarini igeren ekmekler
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icin de uygulanarak, 6zellikle ekmeklerin biyoaktif ve raf omrii niteliklerinin ortaya

cikartilmasi, tiiketiciler ve ekmek sektorii i¢in veri olusturacaktir.

e (Calisma sonucu, eksi hamur kullaniminin NE’e gore belirgin farkliliklar ortaya
koymasi, bu yontemin maya ile kabartilmayan diger firincilik tirtinlerinde kullaniminin

da olumlu katki saglayagini diisiindiirmektedir.

e (Calismada biyoaktif nitelikler kapsaminda protein ve kiil sindirilebilirligi ile EDN, in
vitro  olarak  belirlenmistir.  Gidalarin  bilesenlerinin,  sindirim  sonucunda
biyoyararlanimini ortaya ¢ikartan bu yontemlerin diger gida bilesenleri igin de
gelistirilebilecegi, ayrica insan sindirim sistemindeki enzimatik/asidik yap1 ve ortam

kosullarini esas alan bu yontemlerin ¢esitliliginin de arttirilabilecegi diisiiniilmektedir.

e Bu tez caligmasinda responce olarak alinan ve ekmegin genel degerlendirme kriteri
olan EDS formiiliindeki Go6zenek Faktorii imaj analizi yontemiyle daha objektif hale
getirilmistir. Formiil icerigindeki Ekmek I¢ci Degerleri faktoriiniin de TPA analizinden
faydalanilarak rakamsal forma doniistiiriilebilecegi, boylece EDS'nin tamamen objektif

bir degerlendirme yontemine doniistiiriilebilecegi diigiiniilmektedir.

o Ozellikle mineral ve protein biyoyararlaniminin artiginda temel faktdr olan fitik
asitin pargalanmasi teorisi fitik asit tayini ve fitaz enzim aktivitesinin Ol¢iilmesi ile
birlikte yapildiginda ve biyoyararlanim o6lgiimleri ile birlikte degerlendirildiginde

biyoyararlanim mekanizmasi ve etki eden faktorler daha fazla aydinlatilmis olacaktir.
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EKLER

Ek-1 Spontan fermantasyon formiil optimizasyonu sonucunda desirability

fonksiyonu yaklasim ile belirlenen ¢oziimler
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Kisitlar
Alt Ust Alt Ust
Isim Hedef Limit Limit  Agirhk Agirhk  Onem
Maya Kullanim Orani aralik i¢inde 0 2 1 1 3
Eksi Hamur Kullanim Orani aralik i¢inde 5 25 1 1 3
Kepek Orani aralik i¢inde 0 40 1 1 3
EDS maksimum 102.47 191.39 1 1 3
Kabul Edilebilirlik maksimum 1.50 4.50 1 1 3
Coziimler
Eksi
Maya Hamur
Kullanim  Kullannm  Kepek
Numara Orani Orani Orani EDS KE  Istenilirlik
1 1.10 11.45 1.58 197.42 4.65 1.000 Secildi
2 0.82 5.62 9.21 20254 4.64 1.000
3 1.13 511 7.51 21756 4.98 1.000
4 1.02 10.37 0.38 202.22 493 1.000
5 0.91 5.18 13.38 201.68 4.55 1.000
6 0.98 11.61 0.26 19754 481 1.000
7 0.89 5.39 13.21  200.09 4.52 1.000
8 1.12 7.73 3.82 208.64 4.90 1.000
9 1.10 5.43 13.27 203.66 4.56 1.000
10 0.92 9.73 4.26 193.28 4.57 1.000
11 0.85 9.21 4.82 191.95 4.54 1.000
12 1.14 9.53 4.60 198.14 4.56 1.000
13 1.04 14.37 0.00 194.35 4.56 1.000
14 0.85 5.53 0.57 220.44 5.46 1.000
15 0.91 5.38 1357 199.96 4.51 1.000
16 1.03 5.00 23.08 19139 4.46 0.994
17 0.64 25.00 0.00 21272 4.38 0.980
18 0.65 24.98 0.00 21298 4.38 0.980
19 0.69 25.00 0.00 21433 4.38 0.980
20 0.65 24.50 0.00 209.79 4.36 0.977
21 0.91 5.00 27.08 186.43 4.56 0.972
22 0.71 22.45 0.00 200.69 4.32 0.969
23 0.84 5.00 37.70 180.04 531 0.934
24 0.44 25.00 40.00 17214 471 0.885
25 0.45 25.00 39.97 17213 471 0.885
26 0.42 25.00 40.00 172.13 4.72 0.885
27 0.41 25.00 40.00 172.09 4.73 0.885
28 0.47 25.00 39.72 172.07 4.66 0.885
29 0.47 25.00 3840 17194 450 0.884
30 0.55 25.00 38.83 171.67 4.50 0.882
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Ek-2 Starter LAB ilaveli fermantasyon icin formiil optimizasyonu sonucunda

desirability fonksiyonu yaklasimui ile belirlenen ¢oziimler

Kisitlar
Alt Ust Alt Ust
Isim Hedef Limit Limit  Agirlik Agirthk  Onem
Maya Kullanim Orani aralik i¢inde 0 2 1 1 3
Eksi Hamur Kullanim Orani1 aralik i¢inde 5 25 1 1 3
Kepek Orani aralik iginde 0 40 1 1 3
EDS maksimum 95.55 197.82 1 1 3
Kabul Edilebilirlik maksimum 15 4.75 1 1 3
Coziimler
Eksi
Maya Hamur
Kullanim Kullanim  Kepek _
Numara Orani Orani Orani EDS KE Istenilirlik
1 1.02 6.99 38.84 21276 4.85 1.000
2 0.96 5.23 0.36 199.57 5.48 1.000
3 0.17 5.30 38.46 21254 6.07 1.000
4 0.84 5.22 38.29 229.72 556 1.000
5 1.13 6.59 0.17 199.43 4.98 1.000
6 0.63 7.38 39.34 214.09 5.20 1.000
7 0.81 7.97 38.22 206.46 4.77 1.000
8 1.10 5.27 0.03 202.49 5.29 1.000
9 0.92 6.05 0.08 19791 5.39 1.000
10 0.84 5.01 3229 207.02 5.20 1.000
11 0.73 5,51 3223 20143 5.18 1.000
12 1.18 5.69 38.75  226.05 4.92 1.000
13 1.00 5.13 0.19 201.05 5.45 1.000
14 1.13 6.64 0.46 198.31 4.96 1.000
15 1.03 5.21 38.67 231.60 5.31 1.000
16 0.92 557 0.28 198.31 5.46 1.000
17 1.19 6.73 0.06 199.76  4.89 1.000
18 0.91 5.71 0.20 197.98 5.46 1.000
19 0.92 5.74 0.20 198.25 5.43 1.000
20 1.27 5.17 1.87 197.99 4.85 1.000
21 0.84 5.36 37.06 22295 5.43 1.000
22 1.15 5.02 38.37 230.90 5.12 1.000
23 0.93 5.76 33.85 207.06 4.96 1.000
24 0.66 10.26 0.00 188.23 4.75 0.952
25 1.69 25.00 0.00 223.65 4.34 0.936
26 1.81 2491 0.00 216.85 4.32 0.931
27 1.62 24.93 0.18 22510 431 0.929
28 1.48 23.56 0.00 22432 4.15 0.904
29 1.20 18.46 0.00 208.56 3.90 0.860

Secildi
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Ek-3. Spontan fermentasyon formiil optimizasyonu i¢in énerilen 20
modele ait ekmek fotograflar

CE R 7
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Ek-4. Starter LAB ilaveli fermentasyon formiil optimizasyonu i¢in
onerilen 20 modele ait ekmek fotograflar
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Ek-5. Ekmeklerin renk degerleri
KABUK iC
L* ax b* L* a* b*

67,26 2,49 22,90 67,73 0,67 15,08
70,57 3,36 22,37 65,66 0,60 14,48
63,03 6,71 26,07 70,24 0,68 16,94

STARTER ’ : : ’ : '
EKMEK (STE) 67,67 5,86 26,87 68,19 0,59 16,42
64,97 6,35 27,30 66,73 0,63 14,56
Ort. 66,70 | 4,95 25,10 67,71 0,63 15,50
Std.Spm.(+)| 2,56 1,70 2,06 1,54 0,04 1,00
69,43 5,89 28,99 70,88 | -0,50 | 14,20
71,42 5,24 28,11 71,41 | -0,56 | 14,61
69,71 5,44 28,01 7155 | -0,40 | 14,01

SPONTAN ’ : : ’ : '
EKMEK (SPE) 67,73 6,28 27,94 69,88 | -0,53 | 14,53
68,24 7,16 30,14 72,41 | -0,48 | 14,02
Ort. 69,31 6,00 28,64 71,23 | -0,49 | 14,27
Std.Spm.(+)| 1,29 0,68 0,84 0,83 0,05 0,25
71,58 2,65 22,61 65,87 | -0,70 | 14,79
65,96 5,95 25,05 68,29 | -1,07 | 13,89
72,34 1,59 21,22 72,88 | -0,80 | 15,08

NORMAL ] 1 1 ] 1 ]
EKMEK (NE) 73,06 1,71 22,39 68,74 | -0,93 | 15,16
73,59 1,67 22,85 69,25 | -0,80 | 14,84
Ort. 71,31 2,71 22,82 69,01 | -0,86 | 14,75
Std.Spm.(+)| 2,76 1,66 1,25 2,26 0,13 0,45
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Ek-6. Normal ekmek (NE)’e ait ferulik asit 6rnek kromotogrami

Z;)S | Retention Time 7S
@ Ferulik asit |
N~ |
iy X 50
i ' (’?) : )
PR | reeB?ﬁs | 258
58 SEIE W 2 S &
| ROW N NO T m%n L0
© ‘ W () ml‘% oo R NG IR I
3 ‘ | ™ @™ om < q%,{ ™M o= |
N WAl Tt -0,0
g — ity |
N ] | THHHLV
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Ek-7. Mineral maddelere ait kalibrasyon grafikleri
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9 Be [He] 23 Na [ He]
w104 1y=37.3393 " x +0.0000E4000 w1031y =588.9893 " x + 1770118267
74R= 09998 ALE
g DL =0ppb P DL =8534 ppb
O 1JBEC=0ppb . 0 BEC 5,300
0 1 0 I 1
500 h0.0
Conc{ppb) Conc{ppb)
—
39 K [He] 43 Ca [He]
w105 |y =170.7566" x +23689.0233 x103 | y=8.89%7° x +86.6667
R= 0393 h{R= 09574
¢ 140L=8717 pob ¢ OL = 14,04 ppb
0 BEC=13] 0 BEC = 9741
04 I ( l
500 h0.0
Conc(ppb) Conc(ppb)
56 Fe [He] 59 Co[He] ISTD:45 Sc [He]
108 |y =468 7174° x + W273.1167 02 |y=0787"x +00127
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24 Mg [ He] 21 Al [He]
w109 [y =2430672" x +2766.3767 (1041 y=097464 " x +1976.79%3
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0 . 0 . I
h00.0 h(
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60 Ni [He] 63 Cu [He)
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), R= 10000 R=099%
0| 0L=00918ppb 0 510L=003183pp
0 4 |BEC=0630] 0 BEC = 1,049
0 . 0 |
K00 h00
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