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ÖZET 

 EV YAPIMI SİRKELERDEN VE TAZE KAYISILARDAN 

ASETİK ASİT BAKTERİLERİNİN İZOLASYONU, MOLEKÜLER 

İDENTİFİKASYONU VE TEKNOLOJİK ÖZELLİKLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

Yüksek Lisans, Gıda Mühendisliği 

Tez danışmanı: Dr. Öğr. Üyesi Banu METİN 

Ağustos, 2021 - 100 Sayfa 

Doğada meyve ve bitki yüzeylerinde bulunan asetik asit bakterileri, şeker alkollerini, 

şekeri ve etanolü oksitleyerek sirke ve kombucha çayı gibi fermente ürünlerin 

üretiminde rol oynarlar. Yapılan bu çalışmada, meyve sirkeleri ve Malatya kayısısından 

asetik asit bakterilerinin izolasyonu, moleküler identifikasyonu ve bazı teknolojik 

özelliklerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla, Hacıhaliloğlu ve Hasanbey 

Malatya kayısısı çeşitleri ile çeşitli meyveler kullanılarak (portakal, elma, ahlat armudu, 

erik, beyaz üzüm ve kırmızı üzüm) üretilen sirkeler bakteri izolasyonu için 

kullanılmıştır. AAM (acetic acid medium) ve GYC (glikoz yeast extract calcium 

carbonate agar) besiyerlerine yapılan ekimler sonucunda 63 izolat elde edilmiştir. 

Moleküler tanımlama için izolatlardan DNA ekstraksiyonu yapılmış ve elde edilen 

DNA’lar (GTG)5 rep-PCR parmak izi analizinde kullanılmıştır. Aynı parmak izi 

görüntüsünü veren izolatlar gruplanmış, her grup içerisinden seçilen izolatların, 16S 

rRNA ve/veya 16S- 23S rRNA ITS bölgeleri PCR ile çoğaltılıp dizilenmiştir. Dizilim 

analizi sonuçlarına göre izole edilen 63 suşun 19 tanesinin asetik asit bakterisi ve 44 

tanesinin ise laktik asit bakterisi olduğu gözlenmiştir. Kayısıda Gluconobacter cerinus 

ve Leuconostoc mesenteroides türleri gözlenirken, sirkelerden Acetobacter syzgii, 

Komagataeibacter saccharivorans, Komagataeibacter sp., Gluconobacter sp., 

Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum ve Leu. mesenteroides türleri izole 

edilmiştir. Her iki kayısı cinsinde de G. cerinus ve Leu. mesenteroides türlerinin 

gözlenmesi bu türlerin Malatya kayısısı mikrobiyotasının önemli üyeleri olduğuna işaret 

etmektedir. Sirkelerden izole edilen Gluconobacter sp. ELS3, ELS4, ELS5 ve 
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Komagataeibacter sp. GUS3 izolatları, şimdiye kadar tanımlanmış tip suşlardan 

farklılık gösterdiğinden bunlar yeni tür olma potansiyeli taşımaktadır. Elde edilen ve 

tanımlanan asetik asit bakterilerinin sıcaklık toleransları 30°C, 35°C ve 38°C’de, alkole 

dayanıklılıkları ise % 4, % 6, % 8 ve % 10 etanol içeren GYEC (glukoz maya ekstraktı 

kalsiyum karbonat agar) test edilmiştir. İzolatlardan 38°C’de üreyebilen olmazken, 19 

suşun sadece 8’inin 35°C’de gelişebildiği gözlenmiştir. Kayısı izolatlarının etanole 

dayanıklılıklığı % 4-6 arasında iken, sirke izolatlarının % 6-8 arasında olduğu 

belirlenmiştir. İzolatlar Hestrin ve Schramm (HS) besiyerinde selüloz üretimi açısından 

taranmış, bir izolatın, Komagataeibacter sp. GUS3, selüloz ürettiği gözlenmiştir. Bu 

izolatın selüloz üretimi 26-34°C sıcaklık aralığında HS besiyerinde iki değişik pH değeri 

kullanılarak (pH 5 ve pH 6) incelenmiş; istatistiksel bir farklılık olmamakla birlikte, en 

yüksek selüloz üretimi 28°C ve pH 6 koşullarında (1,644±0,4016 g/L) gözlenmiştir. 

Sonuçlar Komagataeibacter sp. GUS3’ün bakteriyel selüloz üretiminde kullanılma 

potansiyeli olduğunu göstermektedir.  

Anahtar Kelimeler: Asetik asit bakterisi, sirke, Malatya kayısısı, Komagataeibacter, 

bakteriyel selüloz 
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ABSTRACT 

ISOLATION, MOLECULAR IDENTIFICATION AND 

DETERMINATION OF TECHNOLOGICAL PROPERTIES OF 

ACETIC ACID BACTERIA FROM HOME-MADE VINEGAR AND 

FRESH APRICOT  

Eda BÜYÜKDUMAN 

Master, Food Engineering 

Thesis Advisor: Asist. Prof. Dr. Banu METİN 

August, 2021 - 100 Pages 

Acetic acid bacteria found on fruit and plant surfaces in nature play a central role in the 

production of fermented products such as vinegar and kombucha, by oxidizing sugar 

alcohols, sugar and ethanol. In this study, it was aimed to isolate, molecularly identify 

and determine some technological properties of acetic acid bacteria from fruit vinegars 

and Malatya apricot. For this purpose, Malatya apricot varieties, Hacıhaliloğlu and 

Hasanbey and vinegar samples produced using various fruits (orange, apple, pear, plum, 

white grape and red grape) were used for bacterial isolation. As a result of cultivation 

on AAM (acetic acid medium) and GYC (glucose yeast extract calcium carbonate agar) 

media, 63 isolates were obtained. For molecular identification, DNA of the isolates was 

extracted and the obtained DNAs were used in (GTG)5 rep-PCR fingerprinting analysis. 

The isolates showing the same fingerprinting pattern were grouped, and the 16S rRNA 

and/or 16S-23S rRNA ITS regions of the selected isolates from each group were PCR 

amplified and sequenced. According to the results of the sequencing analysis, 19 of the 

63 strains were acetic acid bacteria and 44 were lactic acid bacteria. While the species 

Gluconobacter cerinus and Leuconostoc mesenteroides were observed in apricots, 

Acetobacter syzgii, Komagataeibacter saccharivorans, Komagataeibacter sp., 

Gluconobacter sp., Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum and Leu. 

mesenteroides were isolated from vinegars. The presence of G. cerinus and Leu. 

mesenteroides in both apricot varieties indicated that these species are important 

members of the microbiota of Malatya apricot. The isolates Gluconobacter sp. ELS3, 
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ELS4, ELS5 and Komagataeibacter sp. GUS3 has the potential to be defined as new 

species as they differ from the type strains described so far. The temperature tolerances 

of the acetic acid bacteria obtained were determined at 30°C, 35°C and 38°C, and their 

alcohol tolerance was determined in GYEC (glucose yeast extract calcium carbonate 

agar) medium containing 4%, 6%, 8% and 10% ethanol. While no isolates were able to 

grow at 38°C, only the 8 of 19 strains were able to grow at 35°C. The ethanol tolerance 

of apricot isolates was 4-6%, while that of vinegar isolates were 6-8%. Isolates were 

screened for cellulose production on Hestrin and Schramm (HS) medium. One isolate, 

Komagataeibacter sp. GUS3 produced cellulose. Cellulose production of this isolate 

was investigated using HS medium at two different pH values (pH5 and pH6) in the 

temperature range of 26-34°C; although there was no statistical difference, the highest 

cellulose production (1,644±0,4016 g/L) was observed using the conditions 28°C and 

pH 6. The results indicated the potential of Komagataeibacter sp. GUS3 in the 

production of bacterial cellulose. 

Keywords: Acetic acid bacteria, vinegar, Malatya apricot, Komagataeibacter, bacterial 

cellulose 
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BİRİNCİ BÖLÜM 

GİRİŞ 

 

Asetik asit bakterileri (AAB) şeker içeren organik maddelerde, özellikle meyve ve bitki 

yüzeyleri üzerinde bulunurlar (Komagata vd. 2014; Yetiman, 2012). Etanolü okside 

ederek sirke ve kombucha gibi fermente ürünlerin üretiminde rol oynamalarının yanı 

sıra, bazı AAB türleri besiyerinde pigment ve selüloz üretebilmektedir (Cleenwerck ve 

Vos, 2008). AAB zorunlu aerobic ve Gram negatiftirler. Bazı türlerinde termotolerant 

özelliğe rastlanabilir. Optimum olarak pH 5.0-6.5 değerlerinde gelişirler, ancak düşük 

pH 3.0-4.0 değerlerinde de gelişmelerini sürdürebilirler (González ve Mas, 2011; 

Şengün ve Kılıç, 2019). AAB, bakterilerin Proteobacteria şubesi, Alphaproteobacteria 

sınıfı, Rhodospirillales takımı, Acetobacteraceae ailesinin iki grubundan biri olan 

“asetik” grubundandır. 2021 yılında Fricke vd.’nin yayınladıkları makalede 

Acetobacteraceae ailesinin 49 cinsten oluştuğu belirtilmiştir.  

Asetik asit bakterileri, asetik asit, selüloz, glukonik asit, sorboz ve ekzopolisakkaritler 

gibi teknolojik öneme sahip metabolitleri açısından ve fermente gıda ürünlerinin 

üretiminde rol oynamaları sebebiyle ilgi çekicidir. Gelişen teknoloji ile yeni türlerin 

keşfi ve sınıflandırılmaları, son yıllarda gelişmeye devam ettiğinden, bilimsel potansiyel 

taşımakta ve kapsamlı çalışmalara ihtiyaç devam etmektedir.  

Şekerli meyvelerde ve alkol içeren ortamlarda bulunan AAB’nin değişik ülkelerdeki 

endemik bitki ve meyve yüzeylerinden izolasyonuna yönelik çalışmalar 

sürdürülmektedir (Naloka vd., 2020; Liu vd., 2018). Bu kapsamda, ülkemizde kayısı 

üretiminde ilk sırada olan ve coğrafi işaret belgesi alan Malatya kayısısının 

mikroflorasına yönelik bir çalışma literatürde gözlenmemiştir. Bu bakımdan 

gerçekleştirilen bu çalışma yeni bir nitelik taşımaktadır.  

Sirke kısa tanımıyla, asetik asit ve diğer bileşenlerin sulu bir çözeltisidir ve dünya 

çapında bir gıda çeşnisi ve koruyucusu olarak bilinir ve tüketilir. Sirke yaklaşık 10.000 

yıldır eski medeniyetler tarafından halk tıbbında, yara tedavisinde, enfeksiyonu önlemek 

amacıyla ve el dezenfeksiyonu olarak kullanılmaktadır. Günümüzde, turşu, salata 

sosları ve diğer gıda ürünlerinin hazırlanmasında yaygın olarak kullanılmaktadır. Sirke 

ayrıca antibakteriyel, antioksidan, kan basıncını düşürücü, diyabetin etkisini azaltıcı ve 



2 
 

kardiyovasküler hastalıkları önleyici fonksiyonel özellikleriyle de tanınmaktadır 

(Gomes vd., 2018).  

Bu çalışmada kırmızı üzüm, beyaz üzüm, yeşil elma, kırmızı erik, ahlat armudu ve 

portakaldan geleneksel yollarla sirke kurulmuş, bu sirkeler, Malatya’dan Hacıhaliloğlu 

ve Hasanbey çeşidi kayısılarla birlikte asetik asit bakteri izolasyonuna tabi tutulmuştur. 

İzolatların genotipik profillerinin belirlenmesi amacıyla (GTG)5 rep-PCR 

gerçekleştirilmiş, aynı profili veren izolatlar gruplanmış ve her gruptan seçilen 

izolatların 16S rRNA ve/veya 16S-23S rRNA ITS (Internal Transcribed Spacer) 

bölgelerinin dizilimleri belirlenerek moleküler identifikasyonları gerçekleştirilmiştir. 

İzole edilen AAB’in endüstriyel kullanımı için önem arz eden teknolojik özelliklerden; 

etanol toleransı, sıcaklık toleransı ve selüloz üretim kapasitesi incelenmiştir.  
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İKİNCİ BÖLÜM 

LİTERATÜR TARAMASI 

2.1 Asetik Asit Bakterileri 

Asetik asit bakterileri (AAB) zorunlu aerobik, Gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz 

negatif olup spor oluşturmazlar (Arıcı, 2017). Çubuk şeklinde (0.4-1.0 µm genişliğinde 

ve 0.8-4.5 µm uzunluğunda), hücreleri tekli, çiftli ya da zincir şeklinde, hareketli veya 

hareketsiz ellipsoidal yapıda mikroorganizmalardır. Çok çeşitli şekerleri ve alkolleri iyi 

şekilde okside etme özelliği göstererek son üründe organik asitlerin birikmesine neden 

olurlar. Optimum sıcaklıkları 25-30ºC arasında, gelişme sıcaklıkları ise 5-45ºC arasında 

değişebilmekle birlikte, bazı türlerinde termotolerant özelliğe de rastlanılmıştır. 

Optimum pH 5.0-6.5 değerlerinde gelişmelerine rağmen, düşük pH 3.0-4.0 değerlerine 

de dayanıklılık gösterirler (González ve Mas, 2011; Şengün ve Kılıç, 2019). 

Doğada AAB, havada ve şeker içeren organik maddelerde, özellikle de meyvelerin 

üzerinde bulunurlar. Bu bakterilerin faaliyetleri çoğunlukla, mayaların faaliyetleriyle 

birlikte gerçekleşmektedir (Yetiman, 2012). AAB alkollü ve asidik ortamlarda yaygın 

olarak bulunur ve sirke, şarap, bira, sake, elma şarabı gibi fermente ürünler ile meyveler, 

çiçekler ve bitkilerden izole edilirler. Asaia suşları çiçeklerin yanı sıra sivrisineklerden 

ve böceklerden de izole edilmiştir (Komagata vd., 2014). Asetik asit bakterilerinin 

bazıları besiyeri ortamında pigment ve selüloz üretebilirler. Ayrıca asetik asit 

bakterilerinde sıklıkla spontane mutasyonlar meydana gelebilir (Cleenwerck ve Vos, 

2008). 

Asetik asit bakterilerinin izolasyonu amacıyla geliştirilen besiyerleri içinde glucose 

yeast agar (GY), glucose yeast extract CaCO3 (GYC) agar ve reinforced AE-medium 

(RAE) sayılabilir. Ayrıca, mannitol yeast extract pepton (MYP) agar (% 2.5 D-

Mannitol, % 0.5 maya, % 0.3 pepton, % 2 agar) da kullanılmıştır (Millet ve Funel, 2000). 

Asetik asit bakterilerinin belirlenmesi besiyerinde etanolden asetik asit üreterek 

bakteriyel gelişmenin olduğu yeri berrraklaştırmasıyla Frateur (1950) tarafından 

tanımlanan yöntemle veya besiyerindeki bromokresol moru göstergesinin yeşilden 

sarıya renk değişim göstermesiyle (Carr, 1968) tespit edilebilir (Swings vd., 1992; 

Cleenwerck ve Vos, 2008). Daha fazla asetik asit bakterisi tanımlamak amacıyla yeni 
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besiyerleriyle de çalışmalar yapılmaktadır (Şengün ve Kılıç, 2019). Bunlara rağmen 

asetik asit bakterilerinin izolasyonu için kullanılan besiyerleri kültüre edilemeyen 

türlerin (viable but non-cultivable-VNBC) belirlenmesinde yetersiz kalabilmektedir 

(Şengün ve Kılıç, 2019). 

İzole edilen AAB fenotipik olarak; farklı pH ve sıcaklık değerlerinde gelişme, etanolden 

asit üretimi, asetat ve laktat oksidasyonu ve şeker fermantasyon testleri yapılarak 

tanımlanabilmektedir. AAB’nin moleküler düzeyde tanımlanması için bir çok yöntem 

bulunmakta olup bunlar arasında DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyonu ile 

ribozomal RNA gen dizilemesi (5S rRNA, 16S rRNA ve 23S rRNA) sayılabilir (Sievers 

vd., 1996; Yamada vd., 1996). 

AAB glukozu glukonik aside, arabinozu; arabonik aside, galaktozu; galaktonik aside 

sorbitolü de sorboza okside edebilir. Bu ürünler, fermantasyon endüstrisi için önem 

taşımaktadır. Bazı AAB türleri selüloz üretme yeteneğine sahiptirler (Yetiman, 2012). 

AAB etanol, şeker ve şeker alkollerini oksitleme ve saf kristalin nano-selüloz 

biyosentezi yetenekleri ile biyoteknoloji ve gıda endüstrilerinde önemli rol 

oynamaktadır. Önemli endüstriyel uygulanabilirliğe sahip biyomoleküllerin yanı sıra, 

antioksidan özellikler ve insan sağlığı üzerinde yararlı etkiler sunan sirke ve kombucha 

gibi ürünlerin üretiminde de kullanılmaktadır. Gıda, ilaç ve kimya endüstrilerinde 

kullanılan D-glukonik asit ve keto-D-glukonik asitler, Gluconobacter suşları tarafından 

D-glikozdan üretilir (Gomes vd., 2018; Komagata vd., 2014). 

 

2.1.1 Asetik Asit Bakterilerinin Sınıflandırılması  

Asetik asit bakterilerini sınıflandırmaya yönelik ilk girişim 1894 yılında Hansen 

tarafından yapılmıştır. Beijerinck, 1898'de Acetobacter cinsini ilk defa isimlendirmiş, 

1925 yılında Visser't Hooft, asetik asit bakteri sınıflandırmasında biyokimyasal 

özellikleri düşünen ilk bilim insanı olmuştur (Gomes vd., 2018).  AAB’nin morfoloji, 

biyokimyasal ve fizyolojik kriterlere göre ilk sınıflandırılması Asai (1934- 1935) 

tarafından yapılmıştır. Bu sınıflandırmada asetik asit bakterileri iki cins şeklinde 

Acetobacter ve Gluconobacter olarak ayrılmıştır. 1950’de Frateur beş fizyolojik kritere 

göre sınıflandırma yapmıştır. Acetobacter türlerinin etanolü, asetik aside dönüştürüp 

ardından asetik asidi, su ve CO2’e okside etmeleri ve Gluconobacter türlerinin ise 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6117990/#:~:text=The%20main%20species%20responsible%20for,medium%20(2%2C%203).
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etanolü asetik aside okside edip ardından su ve CO2’e okside edememeleri bu cins 

arasındaki ana farklılık olmaya devam etmektedir (Yetiman, 2012).   

Gonzales ve Mas (2011) mevcut tüm AAB cinslerini kullanılarak toplam 64 suş ile bir 

çalışma yapmıştır. 16S-23S ITS bölgesinin AAB’lerin daha ileri sınıflandırılması olan 

polifazik yaklaşımlarda kullanıma dahil olmasının yararlı olduğundan bahsetmişlerdir 

(Gonzales ve Mas, 2011). AAB 12 cins olarak (Acetobacter, Gluconobacter, 

Gluconacetobacter, Kozakia, Granulibacter. Tanticharoenia, Ameyamaea, 

Acidomonas, Asaia, Neoasaia, Saccharibacter ve Swaminatania) Proteobakterilerin α-

alt bölümünde asidofilik bakterilerin bir dalı olarak Acetobacteraceae ailesinde 

sınıflandırılmıştır. Bu sınıflandırmayı geleneksel fenotipik testlerle gerçekleştirip, bu 

testlerle AAB izolatlarının tanımlanmasının zor olduğundan ancak gıda işlemlerinin 

uygunluk kontrolü için büyük önem taşıdığından bahsetmişlerdir (Cleenwerck ve De 

Vos, 2008). 

AAB Acetobacteriaceae familyası altında olup filogenetik olarak üç ana gruba ayrılır: 

Birinci grup Acetobacter, Gluconobacter, Neokomagataea ve Saccharibacter cinslerini, 

ikinci grup; Asaia, Kozakia, Neoasaia ve Swaminathania cinslerini ve üçüncü grup; 

Gluconacetobacter ve Komagataeibacter cinslerini içerir. Acidomonas, Endobacter ve 

Granulibacter cinsleri, AAB altında her biri tek bir türe sahip bağımsız alt soylar 

oluşturur (Komagata vd., 2014). Şekil 2.1’de Acetobacteriaceae familyasının 2014 

yılında oluşturulmuş filogenetik ağacı verilmiştir. 
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Şekil 2.1: Acetobacteraceae ailesinin 2014 yılına kadar tanımlanan cinslerle 

hazırlanmış filogenetik ağacı  

Kaynak: Komagata vd., 2014 
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Yamada (2016) AAB’ni 17 cins ve 84 tür altında toplamıştır. 17 cinsinden 5 cinsi; 

Acetobacter (25 tür), Gluconobacter (14 tür), Gluconacetobacter (11 tür), Asaia (8 tür) 

ve Komagataeibacter (13 tür) çok sayıda türü içerir ama geri kalan 12 cinsin monotipik 

olduğu, yani 2 türden oluşan Neokomagataea cinsi hariç diğerlerinin sadece 1 tür 

içerdiği belirtilmiştir. Çalışmada AAB cins adları şöyle sıralanmıştır; Acetobacter, 

Gluconobacter, Gluconacetobacter, Komagataeibacter, Acidomonas, Asaia, Kozakia, 

Saccharibacter, Neoasaia, Granulibacter, Swaminathania, Tanticharoenia, 

Neokomagataea, Ameyamaea, Endobacter, Nguyenibacter ve Swingsia (Yamada, 

2016). 

Son yıllarda yapılmış çalışmalardan Liu vd. (2018) makalesindeki veriler dahilinde 

Acetobacteraceae ailesi 35 cins ve 135 tür olarak belirtilmiştir (Liu vd., 2018). Fricke 

vd. 2021 yılında yayınladıkları makalede de 49 cins belirtilmiştir (Fricke vd., 2021). 

Acetobacteraceae ailesi genişlemeye devam etmektedir. Son on yılda yeni AAB türleri 

önerilmiştir. Bu nedenle, sınıflandırma ve taksonomileri moleküler, fizyolojik ve 

biyokimyasal özelliklere dayanan çeşitli değişikliklerin ve güncellemelerin konusu 

olmuştur (Gomes vd., 2018). 

Asetik asit bakterilerinin belirli metotlarlarla saflaştırıldıktan sonra dizilimlerinin 

belirlenmeleriyle filogenetik ağaçlar vasıtasıyla sınıflandırmaları daha net yapılmaya 

başlanmıştır. Yeni türler keşfedildikçe yapılan çalışmalarda karşılaştırma amaçlı ağaçlar 

yenilenmiştir. En kapsamlı yapılan ağaçlara örnek olarak Şekil 2.2’de 2016 yılı ait bir 

çalışma konmuştur. 
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Şekil 2.2: Asetik asit bakterilerinin 85 tür ile oluşturulmuş 16S rRNA filogenetik 

ağacı 

Kaynak: Yamada, 2016 
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2.1.2 Asetik asit bakterilerinin üreme parametreleri 

Asetik asit bakterileri ve asetik asit fermantasyonu üzerine pH, sıcaklık, etanol ve asit 

konsantrasyonu, kükürt dioksit, oksijen ve diğer besin elementleri gibi faktörler etki 

etmektedir (Ünal, 2007).  

Asetik asit bakterileri yaklaşık 30°C için optimum gelişme sıcaklığına sahip mezofilik 

bakterilerdir. Üreme, daha yüksek sıcaklıklarda önemli ölçüde azalır ve genellikle 

34°C'nin üzerindeki sıcaklıklarda pek gözlenmez. Termotolerant suşlar yüksek 

sıcaklıklara diğer bakterilere göre daha dayanıklıdır. Örneğin 37°C'de ve hatta 42°C'ye 

kadar sıcaklıklarda gelişme gösteren izolatlara rastlanmıştır (Soemphol vd, 2011; 

Charee vd., 2020). Fermantasyon sırasında, biyolojik aktivitenin bir parçası olarak ısı 

üretilir. Ancak asetik asit bakterilerinin mezofilik karakterinden dolayı, optimum 

sıcaklığı koruma için soğutma sistemi gereklidir. Bu da endüstriyel uygulamalar için 

önemli dezavantaj oluşturmaktadır (Saichana vd., 2014). Yapılan çalışmalarda tropikal 

ülkelerden izole edilen birçok AAB’nin endüstriyel uygulamalar için daha uygun 

termotolerant yeteneğe sahip oldukları farkedilmiştir.  Saeki vd. (1997) Acetobacter 

rancens, A. pastörianus, A. lovaniensis, A. aceti, A. liquefaciens ve A. xylinum, olarak 

sınıflandırılan termotolerant AAB suşları izole etmişlerdir. Bazı suşların, 38 ile 40°C'de 

asetik asit üretebildikleri, ayrıca yüksek konsantrasyonlarda etanolü (%9'a kadar) 

oksitleyebildikleri gösterilmiştir (Saeki vd., 1997).   

Termotolerans özellik gösterebilen bakterilerin ölümcül olmayan stres koşulları 

yaşadığında gösterdiği uyum, yaşadığı yüksek sıcaklık gibi durumlarda mutasyonlar 

geçirip bunu tolere edebilmelerine neden olabilmektedir (Soemphol vd., 2011; Charee 

vd., 2020). 

 

2.1.3 Asetik asit bakterilerinin metabolik yolları 

Asetik asit bakterilerinin metabolik yollarında oluşan son ürünleri krebs döngüsüne 

girerek CO2 ve su oluşana kadar okside olabilirler. Şekil 2.3’de gösterilen diyagramda 

metabolit yollar şematize edilmiştir. Asetik asit bakterilerinden; Acetobacter, 

Acidomonas ve Gluconacetobacter cinsleri etanolün neredeyse tamamını oksidasyona 

uğratarak krebs döngüsünü tamamlayabilirlerken, Gluconobacter cinsine ait 

bakterilerin metabolizmasında fonksiyonel krebs döngüsü yoktur (Yetiman, 2012). 
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Şekil 2.3: Asetik asit bakterilerinin kullandıkları alternatif metabolik yollarının 

şematik diyagramı (EMP: Embden-Meyerhoff-Parnas, WD: Warburg-Dickens, 

ED: Entner-Doudoroff) 

Kaynak: Yetiman, 2012 

 

Krebs döngüsü, hücresel oksijenli solunumun, glikoliz evresinden sonra gelen ikinci 

aşamasıdır. Krebs döngüsü sonrası 2 mol pirüvik asitten 2 ATP, 4 CO2, 6 NADH ve 2 

FADH2 oluşur. Şekil 2.4’te verilen krebs döngüsünde de görülen döngü basamaklarında 

oluşan her NADH ve FADH2, enerji üretimi için elektron taşıma sistemine (ETS) 

aktarılır (Allen ve Cowling, 2011). 
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Şekil 2.4: Krebs Döngüsü 

Kaynak: Çelik, 2019 

2.1.4 Asetik asit bakterilerinin metabolizma ürünleri 

a) Glukonik asit  

Glukonik asit meyvelerde, bitkilerde ve şarap, sirke ve bal gibi diğer gıdalarda doğal 

olarak bulunur (Gomes vd., 2018). E574 kodlu gıda katkı maddesi olarak anılır ve 

meyve suyu ve şarap gibi içeceklere ekşi aroma vermek ve acı tadı azaltmak amacıyla 

katılır. Aynı zamanda şelatör özelliğiyle kireç ve pas giderme için deterjan yapısına 

katılmaktadır. İnşaat sektöründe çimentonun hızlı kurumasına katkısıyla dayanıklılığını 

arttırır (Kızılkaya ve Dinçer, 2019). Gıdaların aromatik profilindeki rolü nedeniyle son 

ürünün duyusal kalitesi açısından fermantasyon sırasında eş zamanlı olarak glukonik 

asit ve asetik asit üreten AAB suşlarının kullanılması tercih edilir. Glukonik asit ilaç 

endüstrisinde ayrıca, hipokalsemi, hipomagnezemi ve anemiyi tedavi etmek için mineral 

takviyeleri olarak işlev gören Ca+2, Mg+2 ve Fe+2 gibi iki değerlikli metallerin 

glukonatlarının oluşturulması amacıyla kullanılır. Endüstriyel üretimlerde maliyet 

Okzaloasetik asit Sitrik asit 

ATP ADP + Pİ 

FADH2 

FAD CO2 
NADH + H+ 

NAD+ 

CO2 
NAD+ 

NADH + H+ 

NADH + H+ 
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dikkate alındığından az substrata karşı hızlı üretim ve çok ürün öncelikli hedeflerdendir 

(Gomes vd., 2018; Kızılkaya ve Dinçer, 2019). 

b) Sorboz ve askorbik asit  

Özellikle geniş bir oksidatif kapasiteye sahip bir AAB olan Gluconobacter cinsinin 

suşları, D-sorbitolün endüstriyel L-askorbik asidin (C vitamini) üretiminde önemli bir 

ara ürün olan L-sorboza dönüştürülmesi için kullanılabilir (Gomes vd., 2018).  

c) Bakteriyel selüloz 

Selüloz, bitkiler, algler ve bazı bakteriler olmak üzere birçok farklı organizma tarafından 

sentezlenir. Dünyada en fazla bulunan biyopolimerlerden biridir. Selülozun 

mikrobiyolojik üretimi ve bakteriyel selülozun olağandışı özellikleri son yıllarda ilgi 

çekmiştir. Tipik olarak lignin, hemiselüloz ve pektin ile karışık bulunan bitkisel 

selülozun aksine, bakteriyel selüloz son derece saftır. Ayrıca, bakteriyel selüloz yüksek 

kristallik, yüksek derecede polimerizasyon, yüksek molekül kütlesi, yüksek su tutma 

kapasitesi, yüksek gerilme mukavemeti, yüksek elastikiyet ve mükemmel biyo-

uyumluluk ve biyo-bozunurluk gibi birçok benzersiz fizikokimyasal ve mekanik özellik 

gösterir. Bakteriyel selüloz gıdalarda jelleştirici, stabilize edici ve koyulaştırıcı bir ajan 

olarak farmasötik uygulamalarda; yara iyileşmesi ve yanık tedavileri için biyomedikal 

ve kalp kapak protezlerinde, yapay kan damarları üretimlerinde kullanılma 

potansiyeline sahiptir. Sıvı bir ortamda bakteriyel selülozun hücreleri yüzeye yakın 

durarak aerobik bakterilerin oksijen elde etmesine yardımcı olduğu bilinmektedir 

(Gomes vd., 2018: Gündüz vd., 2015). 

d) Diğer ekzopolisakkaritler  

AAB tarafından üretilen en yaygın ekzopolisakkarit selüloz olmasına rağmen, levan ve 

dekstranlar gibi diğer önemli polisakkaritleri de üretebilirler. Levan, biyolojik olarak 

bozunabilirlik, biyouyumluluk ve nanoparçacıkların yanı sıra filmlerin oluşturulması 

gibi özelliklerden dolayı önemli biyomedikal ve fonksiyonel gıda özellikleri sergiler. 

Çiftlik hayvanları üzerine yapılan çalışmalarda hayvanların bağırsaklarında levanın 

mikrobiyal bağırsak topluluğu üzerindeki yararlı etkileri gösterilmiştir. Gıda 

endüstrisinde levan, bir emülsifiye edici ajan, renklendirici ve tatlandırıcı araç olarak ve 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6117990/#:~:text=The%20main%20species%20responsible%20for,medium%20(2%2C%203).
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6117990/#:~:text=The%20main%20species%20responsible%20for,medium%20(2%2C%203).
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6117990/#:~:text=The%20main%20species%20responsible%20for,medium%20(2%2C%203).
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bir yağ ikamesi olarak kullanılır. Ayrıca, levan mükemmel antioksidan ve 

antienflamatuar potansiyel sergiler. Asetik asit  bakterileri tarafından üretilen diğer 

mikrobiyal ekzopolisakkaritler arasında asetan veya ksilinan, mannan ve glukonasetan 

da bulunur (Gomes vd., 2018). 

2.1.5 Fermantasyon çeşitleri 

İnsanlık tarihinde bilinen en eski gıda işleme teknolojisi fermantasyondur (Yurdakul 

vd., 2017). Büyük moleküllü maddelerin küçük moleküllere ayrılmasına fermantasyon 

denir mikroorganizmalar vasıtasıyla (Pamir, 1985; Ünlütürk ve Turantaş, 2003).  

Fermantasyonda rol oynayan mikroorganizmalar olarak bakteriler (laktik asit 

bakterileri, asetik asit bakterileri, propiyonik asit bakterileri), mayalar (Saccharomyces, 

Candida pseudotroicalis, Kluyveromyces marxianu) ve küfler (Penicillium 

camembertii, P. roqueforti, Mucor rasmusen, Aspergillus oryzae) sayılabilir (Ünlütürk 

ve Turantaş, 2003). Oksidayon reaksiyonu sonucunda farklı bakteri, maya ve küflerin 

etkileri ile substrat indirgeme ve yükseltgeme reaksiyonları sonrasında fermantasyon 

son ürünlerinin çıktılarına göre fermantasyon çeşitleri aşağıdaki şekilde adlandırılır 

(Müller, 2001).  

1. Alkol fermantasyonu: Mayaların ve aynı zamanda Zymomonas türlerinin anaerobik 

metabolizmasının son ana ürünü etanoldür. Her ikisinde de etanol aşağıda verildiği 

gibi fermantasyona uğrar (Müller, 2001).  

Glukoz          CO2 + Etanol 

Şekil 2.5: Alkol fermantasyonu 

Kaynak: Müller, 2001 
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2. Laktik asit fermantasyonu: Anaerobik koşullarda gıda maddelerinin yapısında 

bulunan şeker LAB’leri tarafından laktik asit ve diğer bazı son ürünlere dönüştürülür 

(Ünlütürk ve Turantaş, 2003). Dönüştürülen son ürünlerin cins ve miktarına göre de 

sınıflandırılırlar. Homofermentatif laktik asit bakterileri, glukoz şekerini fruktoz 

difosfat (FDP) yolu ile parçalayarak fermantasyon sonucu %95 ve üstü oranlarda 

laktik asit üretirlerken; heterofermentatif laktik asit bakterileri ise, glukoz şekerini 

heksoz monofosfat (HMF) yolu ile parçalayarak fermantasyon sonucu yarısı laktik 

asit ve bunun yanında diğer yarısı yüksek oranda etanol, asetik asit, gliserol, 

mannitol ve fruktoz oluştururlar (Yüksekdağ ve Beyatlı, 2003). 

Homofermentatif yol: 

Glukoz → 2 CH3- CHOH- COOH (Laktik Asit) 

Heterofermentatif yol: 

Glukoz → CH3- CHOH- COOH + Asetik asit + CO2 

Şekil 2.6: Laktik asit fermantasyonu 

Kaynak: Yüksekdağ ve Beyatlı, 2003 

3. Diğer tip fermantasyonlar:  

- Propiyonat fermantasyonu 

3 Laktat          2 Propiyonat + asetat + CO2 

Şekil 2.7: Propiyonat fermantasyonu 

Kaynak: Müller, 2001 

- Karışık asit ve bütandiol fermantasyonu 

- Bütirat ve aseton-bütanol fermantasyonu 

- Homoasetat fermantasyonu (Müller, 2001). 
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2.2 Sirke 

Sirke alkolün asetik aside dönüştürüldüğü bir fermantasyon ürünüdür. Sirke üretim 

aşamalarından olan alkolleşme süreci göz önüne alındığında şarap ve bira gibi alkollerin 

tarihçesinin, tarihin ilk çağlarına uzandığı düşünülebilir (Türker, 1963). MÖ 5.000'lere 

kadar, Babillerin hem hurma şarabı hem de hurma sirkesi yapmak için hurmayı fermente 

ettiklerine inanılıyordu. Orta Asya Türklerinin, Sümerlerin, Asurluların, İranlıların, eski 

Mısırlıların, Etililerin ve eski Yunanlıların da sirke yaptıkları belirlenmiştir. MÖ 3000 

yıllarına ait eski Mısır küpündeki tortuda doğada yalnızca sirkede bulunan sirke 

solucanı fosili görülmüştür. Eski çağlarda sirke, ilaç olarak kullanılmasının yanında, 

serinletici bir içecek ve sofralarda salatalarda yemeklere katkı olarak tüketilmiştir 

(Akbaş ve Cabaroğlu, 2010). 

Sirkenin tanımı, ülkelere ve mevzuatlarına göre farklılık arz etmektedir. TSE 1880 EN 

13188 Sirke Standardı; "Tarım kökenli sıvılar veya diğer maddelerden, iki aşamalı alkol 

ve asetik asit fermantasyonuyla, biyolojik yolla üretilen kendine özgü ürün" olarak 

sirkeyi tanımlanmaktadır. Bu standartta sirke çeşitleri, üretiminde kullanılan 

hammaddelere göre isimlendirilmiştir. Şarap sirkesi, meyve sirkesi, meyve şarabı 

sirkesi, elma şarabı sirkesi, alkol sirkesi, tahıl sirkesi, malt sirkesi, aromalı sirkeler ve 

diğer sirkeler gibi (Gülcü 2009: Ünal, 2017). Codex Alimentarius’a ve FAO/WHO gıda 

standartlarına göre sirke “iki aşamalı fermantasyon prosesi, yani etil alkol ve asetik asit 

fermantasyonu ile, nişasta ve/veya şeker içeren tarımsal kökenli hammaddelerden 

üretilen, insan tüketimi için uygun olan bir sıvı” olarak tanımlanır (Yetiman, 2012: 

Anon., 2000). 

Sirkenin kimyasal bileşiminde; organik asitler, alkoller, fenolik maddeler, amino asitler, 

tat ve aroma bileşenleri vardır. Sirkenin sahip olduğu mikroflora çeşitliliğinin sağlık 

üzerindeki olumlu etkilerinin yanısıra asitlik, aroma, renk gibi özellikleri kıymetlidir. 

Fakat hammaddeye, üretim yöntemine, hammaddenin hasat iklimine göre bile 

değişebilen bu floranın sabit olmadığı bilinmektedir. Sirke mikroflorasının kompleks 

yapısını belirlemek amacıyla bugüne kadar pek çok çalışma yapılmıştır. (Yetiman, 

2012). Sirke, doğal üretimi dışında sirkenin içine sonradan eklenebilen asetik asit, renk 

verici maddeler ve kuru madde arttırıcılar değişik oranlarda katılarak en fazla tağşiş ve 

hilelere maruz kalan ürünlerden biridir (Akbaş ve Cabaroğlu, 2010). 
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2.2.1 Sirke çeşitleri  

Doğada bitkisel kaynaklı, alkole fermente olabilen şekerce zengin hammaddeler veya 

diğer hammaddelerden ilk olarak alkol ve asetik asit fermentasyonuyla elde edilen sirke 

üretildiği hammaddeye göre isimlendirilir. Örnek olarak bal sirkesi, elma sirkesi, pirinç 

sirkesi vb verilebilir. (Yetiman, 2012). Tablo 2.1’de hammaddelere göre sirke çeşitleri 

verilmiş ve bu sirkelerin üretildiği ülkeler sıralanmıştır. Sirkelerin kurulduğu 

hammaddeler çok çeşitli olmakla beraber tabloda 5 grupta toplanmıştır, bunlar meyve, 

sebze, hububat, şarap ve diğer sirkelerdir. 

Tablo 2.1: Dünyanın değişik ülkelerinde farklı hammedelerden üretilen bazı 

sirke çeşitleri 

Sirke Çeşidi Hammadde Üretildiği Ülke 

Meyve sirkeleri 

Balsamik sirke 

Çilek sirkesi 

Dut sirkesi 

Elma sirkesi 

Hindistan cevizi sirkesi 

Hurma sirkesi 

İncir sirkesi 

Vişne sirkesi 

Üzüm sirkesi 

Hububat sirkeleri 

Bira sirkesi 

Kurosu (Siyah pirinç sirkesi) 

Siyah sirke 

Pirinç sirkesi 

Sebze sirkeleri 

Domates sirkesi 

Soğan sirkesi 

Şarap sirkeleri 

Şarap sirkesi 

Palmiye suyu sirkesi 

 

Üzüm şırası 

Çilek 

Beyaz ve karadut 

Elma ya da elma şarabı 

Hindistan cevizi 

Hurma 

Incir 

Vişne 

Üzüm 

 

Arpa 

Pirinç 

Buğday, darı 

Pirinç ya da sake 

 

Domates 

Soğan 

 

Düşük alkollü şaraplar 

Palmiye şarabı 

 

Italya 

Ispanya 

Türkiye 

Dünya geneli 

Güneydoğu Asya 

Japonya, Güney Kore 

Türkiye 

Avrupa, ABD 

Türkiye, Orta Doğu 

 

Almanya 

Japonya 

Doğu Asya, Çin 

Japonya, Çin 

 

Japonya, Doğu Asya 

Doğu Asya 

 

Dünya geneli 

Afrika, Asya ve Güney 

Amerika 
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Diğer sirkeler 

Bal sirkesi 

Beyaz distile sirke 

Kombucha sirkesi 

Malt sirkesi 

Peynir altı suyu sirkesi 

 

Bal 

Alkol 

Çay ve şeker 

Malt 

Peynir altı suyu 

 

Avrupa, Afrika, Amerika 

ABD, Çin 

Asya 

Kuzey Avrupa 

Avrupa 

Kaynak: Şengün ve Kılıç, 2019 

 

 

2.2.2 Sirke üretim yöntemleri 

Sirke üretiminde 3 temel yöntem vardır: 1. Yavaş yöntem (yüzey kültürü fermantasyonu 

ya da Orleans ya da geleneksel süreç), 2. Çabuk yöntem (jenaratör yöntemi) ve 3. Derin 

kültür yöntemi (submers, batık süreç ya da daldırma) (Ünal, 2007; Şengün ve Kılıç, 

2019).  

1. Yavaş yöntem: Fıçı gibi ağzı açık hava alabilen alkollü sıvı sirkeleşmeye bırakılır. 

Sirkeleşme 1.5 -2 ay sürer. 1 m2 zar alanı günde 0,5 litre saf alkolü okside eder. Kalite 

açısından yavaş yöntem iz elementlerin oluşabilmesi için iyi bir sonuç verir (Ünal, 

2007).  

2. Çabuk yöntem (jeneratör yöntemi): Kap içerisine mikroorganizmanın tutunabileceği 

geniş yüzeyden sirkeleştirilecek olan alkollü sıvı yukarıdan damlama suretiyle akıtılır. 

Dolgu materyali üzerindeki tutunmuş olan AAB ile temas eden alkol, fermantasyon 

sonunda asetik asite dönüştürülür. Alkolün tamamının asite dönüşeceği şekilde alkollü 

sıvının akış hızı ayarlanır ve gerekli olan hava sirkülasyonu kabın kenar deliklerinden 

sağlanır. Özel olarak Frings Jeneratörü bu amaçla geliştirilmiş ve hala kullanılmaktadır. 

(Ünal, 2007; Aktan ve Kalkan, 1998). 

3. Derin kültür yöntemi (submers) yöntemi: Asetik asit bakterileri bu yöntemde alkollü 

sıvıların yüzeyinde değil içinde çalışırlar. Sirkeleştirilecek sıvının içerisine devamlı çok 

ince hava kabarcıkları verilir. Sirke üretimi böylece çabuk yönteme göre 30 kez daha 

hızlı gerçekleşmektedir. Asetatörlerde yapılacak üretimlerde “özel bakteri kültürlerinin” 

kullanılması gerekmektedir. Derin kültür yöntemi ve hızlı yöntem, ekonomik ve üretim 

süresi açısından, yavaş yönteme göre daha avantajlı olduğundan ticari olarak en çok bu 
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yöntemler tercih edilmektedir (Ünal, 2007; Türker, 1963). Derin kültür yöntemiyle elde 

edilen sirkelerin daha yüksek miktarda asetik asit, laktik asit, tartarik asit, malik asit, 

süksinik asit ve sitrik asit içerdiği tespit edilmiştir (Kırcı, 2017).  

2.2.3 Sirke Fermentasyonu 

Sirke alkol ve asetik asit fermentasyon aşamalarıyla üretilen bir üründür. 

Fermentasyonun ilk aşamasında mayalar (genellikle Saccharomyces cerevisiae) 

anaerobik yolla şekerleri etil alkole ve suya dönüştürür (Şekil 2.4: Etil alkol oluşumu) 

(Aktan ve Kalkan, 1998).  

   C6H12O6                      2C2H5OH + 2CO2 

     Şeker          Maya        Etil alkol 

 

Şekil 2.8: Etil alkol oluşumu 

     Kaynak: Aktan ve Kalkan, 1998 

  

İkinci aşamada üretilen etil alkol Acetobacter ve Gluconobacter gibi AAB tarafından 

aerobik şartlarda asetik asite okside edilir (Şekil 2.5: Asetik asit oluşumu) (Aktan ve 

Kalkan, 1998). 

   C2H5OH + O2              AAB                     CH3COOH + H20 

               Etil alkol                                        Asetik asit  

 

Şekil 2.9: Asetik asit oluşumu 

   Kaynak: Aktan ve Kalkan, 1998 

 

Asetik asit fermentasyonundan sonra ortama oksijen verilmeye devam edilirse üst 

oksidasyon meydana gelir, asetik asit su ve karbondioksite parçalanır (Şekil 2.6: Su ve 

CO2 oluşumu) (Aktan ve Kalkan, 1998).   

 

                  CH3COOH + O2             H20 + CO2  

Şekil 2.10: Su ve CO2 oluşumu 

    Kaynak: Aktan ve Kalkan, 1998 
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100 g glikozdan yaklaşık 51 g alkol ve 49 g karbondioksit, 10 g alkolden de yaklaşık 

130 g asetik asitin meydana geldiği belirlenmiştir. Endüstride 1 g alkolden 1g sirke 

asidinin meydana gelmesi ekonomiktir ve bu miktar yaklaşık %76’lık bir randıman 

vermektedir (Ünal, 2007).   

2.2.4 Sirke besinleri, biyoaktif bileşenleri ve sağlığa etkileri 

Sirke içindeki besin bileşenleri arasında asit baz dengesini koruyabilen, hücre 

metabolizmasını düzenleyen, enerji sağlayan ve bağışıklığı artıran amino asitler, 

şekerler, vitaminler ve mineraller, polifenoller, melanoidinler, tetrametilpirazin ve diğer 

biyoaktif bileşikler zengin olarak bulunur. İçindeki maddelerin türleri ve 

konsantrasyonları, kullanılan ham maddeler, kullanılan üretim teknolojisi ve mikrobiyal 

fermantasyonlar ile ilişkilidir (Xia vd., 2020). Tablo 2.2’ de verilen sirkelere göre 

içerdikleri mineraller gösterilmiştir. Üretildikleri ülkelere ve hammaddelere göre 

mineral içerikleri farklılaşabilmektedir. 

Tablo 2.2: Farklı sirke çeşitleri ve içerdikleri mineraller 

Sirke 

çeşitleri 

Hammadde Fermantasyon 

yöntemi 

Ülke Analitik 

yöntem 

Mineraller Referans 

Geleneksel ev 

yapımı Türk 

sirkesi 

Üzüm/ elma Sıvı 

fermantasyon 

Türkiye ICP-

OES 

Se, Cr, Cu, 

Mg, Co, Zn, 

Na, K, Ca, Ni 

ve Mn  

Öztürk vd. 

(2015) 

Palmiye 

sirkesi 

Palmiye 

suyu 

Sıvı 

fermantasyon 

Hindistan HPLC Mg, Ca, Mn, 

Cu, Zn, Na, K 

ve Fe 

Ghosh vd 

(2015) 

Siyah sirke - - Çin ICP-

OES 

K, Mg, Ca, Fe, 

Mn ve Se 

Chou vd. 

(2015) 

Endülüs şarap 

sirkesi 

Üzüm Sıvı 

fermantasyon 

İspanya ICP-

OES 

Al, As, B, Ba, 

Ca, Cd, Co, 

Cr, Cu, Fe, K, 

Mg, Mn, Na, 

Ni, P, Pb, S, 

Sr, V ve Zn 

Paneque vd. 

(2016) 

Domates 

sirkesi 

Domates  Sıvı 

fermantasyon 

Japonya AAS Ca, Na, K, Mg 

ve Fe 

Koyama vd. 

(2017) 

Kaynak: Xia vd., 2020 
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Geleneksel ve endüstriyel sirkelerde yapılan araştırmada, sirkede en bol bulunan 

mineraller Na, K ve Ca olarak belirlenmiştir. Geleneksel ev yapımı sirkeler antioksidan 

ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve endüstriyel sirke örneklerine kıyasla daha çok 

laktik asit bakterisi, asetik asit bakterisi, maya ve küf yüküne sahip oldukları 

gözlemlenmiştir (Öztürk vd., 2015). 

Sirke hammaddelerinin işlevleri sadece sirke lezzetlerine katkıda bulunmakla kalmaz, 

antibakteriyel aktivite, kan basıncını düşürme, antioksidan aktivite, diyabetin etkilerini 

azaltma ve kardiyovasküler hastalığın önlenmesi ve tedavisinde de önemli rol oynar. 

Sirkenin fonksiyonel özellikleri yanında hücre metabolizması regülasyonunun 

düzenlenmesi, immünoregülasyon, antikoagülasyon ve beyin gelişiminin 

iyileştirilmesinde faydaları olduğu kanıtlanmış ve lipit metabolizmasının düzenlenmesi, 

karaciğer koruması ve kan basıncı ve glikoz kontrolünde etkili olduğu ortaya konmuştur 

(Xia vd., 2020: Gomes vd., 2018). 

Sirke, hammaddesine göre değişen biyoaktif bileşenleri sayesinde kanser gelişimini 

önlemesi gibi sağlık açısından olumlu etkilere sahiptir. Sirke çeşitlerinden, “üzüm 

sirkesinin sindirimi kolaylaştırdığı, hububat sirkesinin iştah açıcı olduğu ve kalsiyum 

emilimini desteklediği, pirinç sirkesinin kan basıncını dengelediği, elma sirkesinin 

antitümör etkiye sahip olduğu ve çilek sirkesinin kan glukozunu ve serum insülinini 

düzenleyici etkiye sahip olduğu bilinmektedir.” olarak bahsedilmiştir (Kırcı, 2017; 

Samanidou vd., 2001). 

Sirke sadece yemeklerde, salatalarda değil, turşu yapımında da kullanılmaktadır. Salça, 

mayonez, hardal ve diğer benzeri gıdaların hazırlanıp konservelenmesinde ve gıdalarda 

koruyucu madde olarak ve ilaç üretimlerinde de yararlanılmaktadır (Ünal, 2007). Şekil 

2.7’te sirke hammaddelerinin içerdiği besinler ve biyoaktif bileşenler verilmiştir. Bu 

biyoaktif bileşenlerin fonksiyonel açıdan özellikleri örneklenmiştir.  
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Şekil 2.11: Sirkenin Biyoaktif bileşenleri 

 Kaynak: Xia vd., 2020 

 

Üretilen sirkelerin hammaddelerine göre birçok fonksiyonel özellikler belirlenmiştir. 

Son zamanlarda farklı hammaddelerden üretilen sirkelerde yapılan araştırmalar farklı 

fonksiyonel özellikler ortaya koymuştur. Vişneden ve konsantre vişne suyundan elde 

edilmiş sirke örneklerinde gallik asit, klorojenik asit, kateşin, epikateşin, kafeik asit, p-

kumarik asit ve ferulik asit gibi bileşikler tespit edilmiştir (Özen, 2018). Dut sirkesinin 

güçlü antimikrobiyal ve antioksidan özelliklere sahip olduğu belirlenmiştir (Aydın, 

2013). Karadut meyvesinden sirke üretim süresince içinde bulunan kateşin, klorojenik 

asit ve kafeik asitte artışlar oluşmuştur (Marangoz, 2016). Güvem sirkesi insan sağlığını 

destekleyici fenolik bileşikler, antosiyanin, flavonoid, tanen ve antioksidan aktivite 

niteliklerini barındıran fonksiyonel bir sirkedir (Kırcı, 2017). Genellikle tahıl ve meyve 

sirkelerinin, pişirme ve yıllardırma aşamalarında oluşan sirkedeki makromolekül 

bileşenlerden olan melanoidinlerden dolayı daha yüksek antioksidan aktiviteye sahip 

oldukları bildirilmiştir (Şengün ve Kılıç, 2019). Günümüzde sirke az miktarda 

antiseptik olarak da kullanılmaktadır (Akbaş ve Cabaroğlu, 2010). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S175646461930605X#!
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2.3 Malatya Kayısısı (Prunus armeniaca L.) 

Türkiye kayısının genetik kökeni olmamasına rağmen dünyanın en önemli kayısı 

üreticisidir. Türkiye’de neredeyse bütün kayısı türleri yetiştirilir (Yılmaz, 2008; Yılmaz, 

Kargı ve Kafkas, 2011). FAO’nun 2019 verilerine göre dünyada yaklaşık olarak 

4.084.000 ton taze kayısı üretilmiştir. Türkiye bunların içinde ~ 847000 ton taze kayısı 

üretim payını tek başına karşılamıştır. Ayrıca bitkisel üretim genel müdürlüğü, tarım 

havzaları genel başkanlığı tarafından 2019 yılında yayınlanan kayısı bültenine göre; 

2018 yılında Malatya’da yaklaşık 750.000 ton yaş kayısı üretimi gerçekleşmiştir 

(Anonim, 2019). Türkiye yaklaşık %21’lik pay ile dünya kayısı üretiminde ilk sırada 

yer alır. Türkiye'yi Pakistan, İran, Özbekistan, ve İtalya gibi ülkeler takip etmektedir 

(Ünal, 2010).  

Türkiye’deki kayısılar diğer bölgelerdeki kayısılardan daha fazla çeşitliliğe sahip olup 

renk, lezzet ve tat gibi özellikleriyle farklılık gösterirler. Türkiye kayısı ihracatının 

yarısından fazlası Malatya tarafından karşılanmaktadır. Malatya’da mevsimine ve 

coğrafi bölgesine uygun meyveler yetiştirilmekle birlikte; Malatya, dünyada en fazla 

hasılatı yapılan kayısısıyla ünlüdür. Evliya Çelebi, 1655 yılındaki Malatya seyahatinden 

7.800 meyve bahçesi ve 7 kayısı çeşidinden; “kırmızı, beyaz, sarı, sulu, etli adlarında 

kayısılardan” bahsetmiştir. Malatya ismini dönemin halklarından Hititler zamanında 

"Melitue, Maldiya, Melita" olan kelimelerden "meyve bahçesi" anlamına gelmesinden 

almıştır (Ünal, 2010). Kayısı taze olarak, kurutularak ve konserve şeklinde yıl içerisinde 

tüketilebilen bir meyvedir. Potasyum ve A vitamininin öncülü olan β-karoten yönünden 

zengindir (Alan vd., 2013). Malatya kayısısı, bahçelerinin % 90-95'lik bölümü 

kurutmalık kayısı çeşitlerine tesis edilmiştir. Yetiştirilen kayısı çeşitlerinin % 73’nü 

Hacıhaliloğlu, % 17’sini Kabaaşı, kalan kısmı ise % 1’den az olan diğer türlerin 

Soğancı, Hasanbey, Zerdali (yabani kayısı) ve Çataloğlu ağaçları oluşturur (Güçlü vd., 

2006: Ünal, 2010).  

Malatya bölgesinde TÜİK 2009 verilerine göre yaş kayısının % 50'si, kuru kayısının % 

90'ı üretilmektedir (Asma, 2000; Yıldırım vd., 2011). 28 ocak 2001’de Türk patent 

enstitüsünün coğrafi işaret tescil belgesi yayınlanmıştır. Malatya’nın en önemli 

kurutmalık kayısı çeşidi Hacıhaliloğlu’dur. 1900’lü yılların başında bir seleksiyon 

sonucu Malatya’nın 12 km kuzeydoğusundaki Hacıhaliloğlu çiftliğinde bulunduğundan 

adını burdan almıştır. Adını 1930 Yılında Malatya’nın eski belediye başkanlarından 

olan Hasan Derinkök’ün bahçesindeki çeşitten alan Hasanbey, en önemli sofralık kayısı 
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çeşididir. Hasanbey çeşidinin suda çözünür kuru madde miktarının yüksek olmasından 

dolayı ilk başlarda kurutulması denenmiş ancak çeşidin zor koşullara, yola 

dayanıklılığından ve meyvesinin iri olmasından dolayı tüketim açısından sofralık olarak 

üretilmesine devam edilmiştir. Türkiye'nin diğer bölgeleri ve dünyaki kayısılarla 

karşılaştırıldığında, Malatya kayısılarının kuru madde oranı %25-30 iken diğerleri 

%15’i geçememektedir. Böylece diğer bölgelerde yaklaşık 6-7 kg yaş kayısıdan 1 kg 

kuru kayısı randımanı alınırken, Malatya'da 3-4 kg yaş kayısıdan 1 kg kuru kayısı elde 

edilmektedir (Ünal, 2010).  

 

2.4 Amaç ve Gerekçe 

Acetobactericeae ailesinin içerisinde bulunan AAB özellikle moleküler çalışmaların 

hızlanmasıyla tanımlanan yeni türlerle genişlemeye devam etmektedir. Meyve ve bitki 

yüzeyleri ile fermente ürünler AAB için kaynak teşkil etmektedir. AAB, sirke ve 

kombucha çayı gibi fermente ürünlerin üretiminde rol oynamaları ve teknolojik öneme 

sahip asetik asit, glukonik asit, L-sorboz, bakteriyel selüloz gibi metabolitleri sebebiyle 

bilimsel araştırmalar açısından ilgi çekmektedir. Ülkemizde coğrafi işaret almış ve 

yüksek kuru madde oranıyla diğer türlerden ayrılan Malatya kayısısının mikroflorasına 

yönelik bir çalışma bugüne kadar gerçekleştirilmemiştir. Bundan dolayı öncelikle 

kayısıya ait bir AAB florası çıkarılması amaçlanmıştır. Yüksek şeker içeriği ile AAB ve 

LAB gibi bakteri türlerinin ekolojik nişi olma potansiyeli göz önünde bulundurularak 

Malatya kayısısı AAB izolasyonu için bir kaynak olarak seçilmiştir. Kayısının yanı sıra 

çeşitli meyveler kullanılarak kurulan ev sirkeleri de AAB izolasyonu için kullanılmıştır. 

Ev sirkeleri için kullanılan hammaddeler spontan fermantasyon yoluyla 

sirkeleştirilmiştir. Starter kültür kullanılmadığından doğal gelişen nikrofloranın farklı 

ve zengin bir AAB potansiyeli olacağı öngörülmüştür. İzole edilen bakteriler moleküler 

yöntemlerle tanımlanmış ve endüstri için önemlilik arz eden sıcaklık ve etanol toleransı 

ile bakteriyel selüloz üretim potansiyelleri incelenmiştir. 
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ÜÇÜNCÜ BÖLÜM 

MATERYAL VE METOD 

3.1. Materyal 

Araştırmada meyvelerden doğal fermantasyon yöntemi ile kurulan ev sirkeleri ve 

Malatya’dan getirilen taze kayısılar kullanılmıştır. Hacıhaliloğlu ve Hasanbey kayısı 

çeşitleri 2019’un Temmuz ayında Malatya’dan temin edilmiştir.  

İkinci araştırma materyali olan 6 çeşit sirke (elma sirkesi, Adapazarı üzüm sirkesi, beyaz 

üzüm sirkesi, portakal sirkesi, erik sirkesi ve ahlat armudu sirkeleri) Ağustos- Eylül 

(2019) aylarında kurulmuş ev sirkeleridir. İstanbul’dan elma ve beyaz üzüm, 

Adapazarı’ndan kırmızı üzüm, Edirne’den kırmızı erik ve Şekil 3.1’de sol tarafta 

gösterilen ahlat armudu ilaçsız yetiştirilen ağaçlardan toplanmıştır. Portakal 

İstanbul’daki marketten temin edilmiştir. Her bir meyve güzelce yıkanıp parçalandıktan 

sonra hijyenik şartlar altında içme suyu ile oda sıcaklığında cam şişede olmak üzere 

evde doğal fermantasyon yöntemi ile daha önce üretilmiş elma sirkesi (İstanbul’da 

toplanan elma ile 2018 yılında üretilmiş sirke) katılarak üretilmiştir. Sirkeler 1,5 - 3 ayda 

olgunlaştıktan sonra sirke anaları sağ taraftaki resimde Şekil 3.1’de gösterildiği gibi 

alınarak sıvı kısım analizlerde kullanılmıştır.  

 

    

Şekil 3.1: Ahlat Armudu; Elma Sirkesi ve Sirke Anası 
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3.2. Metod  

Araştırma materyali olan taze Malatya kayısısı asetik asit bakterilerini zenginleştirmek 

amacıyla, homojenize edilerek ağırlığı sabitlenene kadar fermantasyona bırakılmıştır. 

Fermantasyon 2 paralel olarak gerçekleştirilmiştir. Elde edilen fermente olmuş 

homojenizat ile diğer araştırma materyalimiz, 6 farklı meyvelerden doğal fermantasyon 

yoluyla kurulup olgunlaşan ev sirkeleri, peptonlu su ile belirli oranlarda seyreltilip, 

AAM (acetic acid medium) ve GYC (glikoz yeast extract calcium carbonate agar) 

petrilerine ekilerek bakterilerin izolasyonları gerçekleştirilmiştir. Petrilerde üreyen 

bakteriler saflaştırılıp ve Gram (-) DNA izolasyonu prosedürüne göre DNA 

ekstraksiyonu gerçekleştirilmiştir. Bu DNA’ların 16S rRNA ve 16S-23S rRNA ITS 

bölgeleri PCR yapılarak jel elektroforez vasıtasıyla görüntüleri alınmıştır. Daha sonra 

PCR ürünlerinin pürifikasyon işlemi gerçekleştirilmiş ve dizilimi belirlenmiştir. DNA 

dizilimleri BLAST programı ile incelenerek tanımlamaları yapılmıştır. Şekil 3.2’de bu 

akış şematize edilmiştir.  

Asetik asit bakterisi olarak tanımlanan izolatların sıcaklık ve etanol toleransları 

belirlenmiştir. Ayrıca selüloz üretme kapasiteleri de ölçülmüş ve selüloz üretebilen 

izolatların belirli sıcaklık ve pH’lardaki selüloz üretim kapasiteleri incelenmiştir. 

 

Şekil 3.2: Bakteri İzolasyonu ve Moleküler Tanımlama Akış Şeması 
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3.2.1. Sirke Örneklerinde pH Analizi 

Farklı sirke örneklerinin pH’ları dijital pH metre (EC215 Hanna Instruments pH Meter, 

China) ile ölçülmüştür. 

 

3.2.2. Kayısı ve Sirke Örneklerinden Asetik Asit Bakterilerin İzolasyonu 

Kayısı örneklerinden AAB izolasyonu için her bir çeşit kayısıdan 100 g tartılarak 

stomacher (Bagmixer 400, Interscience, Saint Nom, France) cihazı ile homojenize 

edilmiş ve steril kavanozlar içerisinde 15 gün boyunca ağırlıkları sabitlenene kadar 

30°C’de fermantasyona bırakılmıştır ve 2 paralel olarak çalışmıştır. Fermantasyon ile 

alkol ve aside dayanıklılıklarından ötürü AAB’ni zenginleştirmek hedeflenmiştir. Her 

bir kavanozdan alınan örnekler 10-1’den başlanarak 10-5’e kadar seyreltilip Şekil 3.3’de 

gösterilen yayma plak yöntemi kullanılarak AAM (acetic acid medium, 10 g/L glucose 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 15 g/L pepton (Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany), 8 g/L maya ekstraktı (Biolife, Milano İtalia) ve 15 g/L agar (Sigma-

Aldrich)), % 0,3 asetik asit ve % 0,5 etanol (Nielsen vd., 2007) ve GYC (glucose yeast 

extract calcium carbonate agar, 100 g/L glucose (Sigma-Aldrich),  10 g/L maya ekstraktı 

(Biolife), 20 g/L kalsiyum karbonat (Sigma-Aldrich) ve 15 g/L agar (Sigma-Aldrich) 

(Sharafi vd., 2010) besiyerlerine ekim yapılmıştır. Tüm besiyerleri otoklavda 121°C'de 

15 dk steril edilmiştir. Besiyerlerine asetik asit ve etanol otoklav sonrası eklenmiştir. 

Petriler inokülasyondan sonra 30°C’de 3-4 gün inkübe edilmişlerdir.  

 

Şekil 3.3: Yayma Plak Metodu 

Sirke örneklerinden asetik asit bakterisi izolasyonu için, 6 çeşit sirkeden 5 mL alınıp 45 

mL peptonlu suyla (%0,1 pepton (Merck)) birlikte filtreli poşete konup 

stomacher (Interscience) ile homojenize edilmiştir. Sonrasında her bir sirke çeşidinden 

alınan örnekler 2 paralel olarak 10-1, 10-2 ve 10-3 e kadar peptonlu su ile seyreltilip 100 

µL‘lik miktarlarda alınarak Drigalsi spatülü yardımıyla yayma plak yöntemi yapılmış 
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ve AAM besiyerine ekim gerçekleştirilmiştir. Petriler inokülasyondan sonra 30°C’de 2-

4 gün inkübe edilmişlerdir (Sharafi vd., 2010). 

3.2.3. İzolatların Saflaştırılması ve Gliserol Stokların Hazırlanması 

Ekimler neticesinde inkübasyon sonucunda 25 - 250 arası koloni gelişen petrilerden, 

morfolojik olarak farklılık arz eden kolonilerin sayısının karekökü kadar koloni seçilmiş 

ve saflaştırmak üzere başka petrilere Şekil 3.4’te gösterildiği gibi üç çizgi ekimi 

yapılmıştır.  

Şekil 3.4: Üç Çizgi Ekim Yöntemi 

Bu sürenin sonunda petrilerde üreyen tek kolonilerden seçilerek aynı sıvı besiyerlerine 

ekilmiştir. Aynı koşullarda inkübe edilip tüplerde gelişen bakteriler Şekil 3.5’de 

gösterildiği şekilde inkübatörden çıkarılmış ve kryo tüplerine 500 µL miktarda olacak 

şekilde ve 2 paralel olarak alınmıştır. Üstlerine son hacim %20 gliserol içerecek şekilde 

gliserol (Sigma-Aldrich) eklenerek vortekslenmiş ve -80°C'de stoklanmıştır (Nielsen 

vd., 2007). 

 

 

 

 

 

Şekil 3.5: AAM Brothlarda Bakterilerin İnkübasyon Sonrası Görüntüsü 
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3.2.4. İzolatların İdentifikasyonu 

a) DNA İzolasyonu 

Malatya kayısısından ve sirkelerden elde edilen izolatlar DNA izolasyonuna tabi 

tutulmuştur. Bunun için, PureLink™ Genomic DNA Mini Kit’inin (Thermo Scientific, 

Waltham, ABD) Gram (-) bakterileri için kullanılan prosedürü kit el kitabında 

anlatıldığı şekilde kullanılmıştır. Bu yönteme göre, bir gece sıvı besiyerlerinde üremiş 

kültür (10 mL) 13.000 rpm’de 5 dak. süreyle santrifüj işlemine tabi tutulduktan sonra 

süpernatant atılmış, pelletin üzerine 180 µL digestion buffer ve 20 µL proteinaz K (kit 

içerisinde mevcuttur) eklenerek tüpler hafif bir şekilde vortekslenmiştir. Tüpler 

Termomikserde (Miulab, Zhejiang, Çin) 55°C’de 30 dak. inkübe edilip inkübasyon 

sonunda 1 µL RNase (kit içerisinde mevcuttur) eklenmiş ve vortekslenmiştir. Oda 

sıcaklığında (20-25°C) 2 dak. bekletildikten sonra içerisine 200 µL lysis/binding buffer 

eklenmiş ve homojen bir solüsyon elde edilecek şekilde vortekslenmiştir. Tüplere 200 

µL %96-100 etanol (Merck) ilave edilip 5 saniye vortekslenmiş ve bu karışım kit 

içerisinde bulunan kolonlara aktarılmıştır. Kolonlar 10 000 g’de 2 dak. santrifüj 

(Hitachi, Himac CR22N, Japonya) edilmiştir. Santrifüj sonunda toplama tüpleri atılmış, 

kolonlar yeni toplama tüpleri üzerine yerleştirilmişlerdir. Kolonlara 500 µL wash buffer 

1 eklendikten sonra 10 000 g’de 1 dak. santrifüj edilerek yıkanmış, toplama tüpleri 

atılarak kolonlar yeni toplama tüplerine yerleştirilmiştir. Üzerlerine 500 µL wash buffer 

2 eklenen kolonlar tekrar 10 000 g’de 1 dak. santrifüj edilmiştir. Toplama tüplerinde 

biriken sıvı döküldükten sonra tekrar kolonlar tüplere yerleştirilmiş ve tüpler maximum 

hızda 3 dak. santrifüj edilmiştir. Süre sonunda kolonlar steril 1,5 mL’lik mikrosantrifüj 

tüplerine yerleştirilerek içerisine 70 µL elution buffer eklenip 1 dak. oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda tüpler maximum hızda 1 dak. 

santrifüj edilerek izole edilen DNA mikrosantrifüj tüplerine alınmış ve -20°C’de 

saklanmıştır.  

b) Rep-PCR İle Gruplama 

Elde edilen izolatları dizilim analizinden önce gruplamak ve birbirleriyle aynı olan 

suşları elemek amacıyla rep-PCR gerçekleştirilmiştir. Rep-PCR sonucunda jelde aynı 

profili veren izolatlardan biri veya bir kaçı seçilerek 16S rRNA identifikasyon PCR’ı 

yapılmış ve dizi analizine tabi tutulmuştur.  
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Rep-PCR’ı reaksiyonun final hacmi 25 μl olacak şekilde Tablo 3.1’de gösterilen 

reaksiyon elemanlarından her bir örnek için PCR tüplerine belirtilen miktarlar 

konmuştur. PCR reaksiyonu, ön denatürasyon 95°C’de 7 dak. 30 döngü 90°C’de 30 s. 

denatürasyon, 40°C’de 60 s. bağlanma ve 65°C 8 dak. uzama ve son uzama 65°C’de 16 

dak olacak şekilde T100 Thermal Cycler (Biorad, California, USA) cihazı ile 

gerçekleştirilmiştir (Dream Taq el kitabı, Thermo Scientific) (Versolavic, 1994). DNA 

kontaminasyonunun kontrolü amaçlı negatif kontrol olarak aynı reaksiyon DNA yerine 

steril distile su kullanılarak yapılmıştır.  

 

Tablo 3.1: Rep-PCR Reaksiyon Elemanları 

 

 

 

 

 

 

c) İdentifikasyon PCR’ı 

Asetik asit bakterilerinin tanımlanması için hem 16S hem de 16S-23SITS bölgesinin 

dizilimi başarı ile kullanılmıştır (Gonzales ve Mas, 2011; Ruiz vd., 2000). 16S-23S ITS 

PCR için 16S its1ve 23S its2 primerleri, 16S rRNA PCR için 27F ve 1492R primerleri 

veya 616V ve 630R primerleri kulllanılmıştır. Laktik asit bakterileri için ise 16S rRNA 

ile sonuç alınamadığı durumlarda rpoA ve dnaK bölgeleri çoğaltılmıştır (Tablo 3.2).  

Primerlerin dizilimleri Tablo 3.2’de verilmiştir. PCR reaksiyonu, rep-PCR ile aynı 

şekilde gerçekleştirilmiş, hazırlanan primerlerden her reaksiyon içerisinde 1’er µL 

kullanılmıştır. PCR reaksiyonu, ön denatürasyon 94°C’de 7 dak. uzama 34 döngü 

94°C’de 30 s. denatürasyon, 50°C’de 30 s. bağlanma ve 72°C 1 dak. ve son uzama 

72°C’de 10 dak.olacak şeklinde T100 Thermal Cycler (Biorad) cihazı ile 

gerçekleştirilmiştir.  

Reaksiyon Elemanları Miktar (µL) 

Dream Buffer (10x) (Thermo Scientific, 20 mM) 2,5 µL 

Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific, 5 U/µL) 0,25 µL 

GTG-5 (Macrogen, 10 mM) 2 µL 

dNTP Mix (2,5 mM) 2 µL 

DNA (≈100 ng/µL) 1 µL 

dH20 (Distile su) 17,25 µL 

Toplam Hacim 25 µL 
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Tablo 3.2: PCR İçin Kullanılan Primerler 

 

d) Agaroz Jel Elektroforezi 

DNA örneklerinin elektroforezi, rep-PCR için %1,5 agaroz içeren ve tanımlama 

PCR’ları için %0,8 agaroz içeren jellerde yapılmıştır (Meyers vd., 1976). Yatay jel 

sistemleri için agaroz ve 100 mL 1xTAE (tris (Sigma-Aldrich)-EDTA (Sigma-Aldrich)- 

asetik asit (Sigma-Aldrich) 250 mL’lik cam şişe içerisinde mikrodalga fırında 

çözülmüştür. İçerisine 5 µL red-safe (Intron, Daejeon, South Korea) eklenmiş ve 

karıştırılmıştır. Yaklaşık 45°C’ye kadar soğutulan solüsyon elektroforez yeni kalıbına 

100 mL olacak şekilde aktarılmış ve jel tarakları yerleştirilerek 30 dakika bekletilmiştir. 

Bu süre sonunda tampon çözelti, jeli kapatacak şekilde elektroforez tanklarına dökülmüş 

ve jellerin zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar çıkartılmıştır. PCR örneklerinden 

Primer 

adı 

Primer Dizilimi Yapışma Sıcaklığı 

(Annealing)(°C) 

Referans 

1492R 5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3' 50 °C John Willey 

and Sons., 

1991 

27F 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' 50 °C John Willey 

and Sons., 

1991 

630R 5'-CAK AAA GGA GGT GAT CC-3' 52 °C Juretschko 

vd., 1998 

616V 5'-AGA GTT TGA TYM TGG CTC-3' 52 °C Juretschko 

vd., 1998 

16SITS1 5’-ACC TGC GGC TGG ATC ACC TCC-3’ 55 °C Ruiz vd., 

2000 

23SITS2 5’-CCG AAT GCC CTT ATC GCG CTC-3’ 55 °C Ruiz vd., 

2000 

dnaK 

1790R5 

5’-GCT TGT CTT TTT GCT ACT TGA CC-3’  60°C Selby vd., 

2011 

dnaK 

500F3 

5’-CAG TTA TGG AAG GTG GGG AAC-3’  60°C Selby vd., 

2011 

rpoA23R 5’-ACH GTR TTR ATD CCD GCR CG-3’ 50 °C Nyanzi vd., 

2013 

rpoA21F 5’-ATG ATY GAR TTT GAA AAA CC-3’ 50 °C Nyanzi vd., 

2013 
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10 µL alınarak temiz bir parafilm üzerinde yürütme boyasından 2 µL boya çözeltisi ile 

karıştırılmış ve mikropipet aracılığı ile jel kuyucuklarına yüklenmiştir. DNA’nın 

büyüklüğünü belirlemek amacıyla jelin bir kuyucuğuna da 6 µL XLarge DNA Ladder 

RTU marker (Gene Direx, St. Louis ABD) yüklenmiştir. 

Elektroforez, 16S PCR’ları için 80- 95 voltta yaklaşık 45- 60 dak çalıştırılmıştır. Rep-

PCR için ise 35 voltta 4,5- 5 saat DNA’ların yürümesi beklenmiştir. Yükleme boyası 

jelin 3/4 ve 4/5’lik kısmını geçtikten sonra elektroforez işlemi sona erdirilmiştir (Lee 

vd., 2012). İşlem sonunda jel, görüntüleme cihazında (Azure 300, ABD) incelenmiştir. 

e) PCR Ürünlerinin Saflastırılması 

PCR’da çoğaltılan ve agaroz jelde görüntülenen PCR reaksiyonları (~ 75 µL) GeneJet 

PCR saflaştırma kiti (Thermo Scientific) kullanılarak kit el kitabında anlatıldığı şekilde 

saflaştırılmıştır. Mikrosantrifüj tüpe örneğin 5 katı kadar BNL buffer eklenip 

vortekslendikten sonra spin kolonlara aktarılmıştır. Santrifüj işleminden sonra 750 µL 

washing buffer eklenmiş ve kitapçığın belirlediği prosedür gereği santrifüjlenmiştir. 

Alttaki kolon atılarak steril mikrosantrifüj tüpü yerleştirilmiştir. Üstüne 40 µL elution 

buffer eklenmiş ve santrifüjlenmiştir. Saflaştırma işlemi tamamlandığında örneklerden 

5 µL alınarak 1 µL boya ile karıştırılıp kuyucuklara yüklenip kontrol olarak jelde 

bakılmış, sonrasında her örnek son hacimde 30 µL olarak dizilim analizine gönderilmek 

üzere -20°C'de muhafaza edilmiştir.  

f) BLAST Tarama 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), aranan dizilimi (nükleotid veya amino 

asit) veri tabanında bulunan mikroorganizmaların dizileri ile karşılaştırarak, % 

benzerliği en yakın olan dizilimleri veren bir bilgisayar programıdır (Polat ve Karahan, 

2009). Bu programda dizileme sonuçları (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 

adresli internet sayfasında nükleotit blast kısmındaki bölüme girilerek diğer 

mikroorganizmaların dizilemlerini içeren veri tabanları ile karşılaştırılır. Tarama 

sonucu, aranan dizinin hangi mikroorganizmaya ait olabileceği, benzerlik yüzdesi ile 

birlikte belirlenir (Altschul vd. 1997). Elde edilen dizilimler BLAST programına 

girilerek bakteri identifikasyonları yapılmıştır.  
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3.2.5. İzolatların Teknolojik Özelliklerinin Belirlenmesi 

Sıvı içerisinde (submerged) sirke üretimlerinde yüksek sıcaklık toleransı, yüksek etanol 

ve asetik asit konsantrasyonlarına dayanıklılık tercih sebebidir (Ünal, 2007). Asetik asit 

bakterilerinden bakteriyel selüloz üretiminde de fayda sağlanmaktadır, bunun için 

selüloz ve biyofilm üretim kapasitesi yüksek izolatlar tercih edilir. Bu nedenle 

izolatların etanol ve sıcaklık toleransları ile selüloz üretim kapasitelerinin belirlenmesi 

hedeflenmiştir. 

g) Etanol Toleransı 

Etanol toleransının belirlenmesi amacıyla izolatlar öncelikle 1 gün boyunca 180 rpm ve 

30°C’de 50 mL’lik zenginleştirilmiş besiyerinde (%1 glukoz (Sigma-Aldrich), %1 maya 

ekstraktı (Biolife), %1 etanol (Merck), w/v) inkübe edilmişlerdir. Daha sonra, %0,1 

peptonlu su içerisinde 105 seviyesinde seyreltilip 100 µL alınarak parallel olacak şekilde 

değişik etanol konsantrasyonları (%4, %6, %8, %10) içeren (otoklavdan sonra 

eklenmiştir) GYEC besiyerinde (%1 glukoz (Sigma-Aldrich), %1 maya ekstraktı 

(Biolife), %2 kalsiyum karbonat (Sigma-Aldrich), %2 agar (Sigma-Aldrich), w/v) 

yayma plak metodu kullanılarak paralelli olarak ekilmiş ve 30°C’de 72 saat süreyle 

inkübasyona bırakılmıştır. Şeffaf zonla üreme görülenler, belirtilen konsantrasyonlara 

toleranslı olarak kabul edilmişlerdir (Chen vd., 2016).  

h) Sıcaklık Toleranslarının Belirlenmesi 

İzolatlar etanol toleransında anlatıldığı şekilde zenginleştirilmiş besiyerinde geliştirilip 

inkübe edildikten sonra dilüsyonlardan 100 µL alınarak 2 paralel olacak şekilde %4 

etanol konsantrasyonu içeren GYEC besiyerine yayma plak metodu kullanılarak 

paralelli olarak ekilmiş ve 30°C, 35°C ve 38°C’de 72 saat süreyle inkübasyona 

bırakılmışlardır. Yine etanol toleransında belirtildiği şekilde şeffaf zonla üreme 

gösterenler belirtilen sıcaklıklara toleranslı olarak kabul edilmişlerdir (Chen vd., 2016).  

ı) Selüloz Üretim Kapasitesinin Belirlenmesi 

HS (Hestrin–Schramm, 1954) besiyerinde %2 glikoz (Sigma-Aldrich), % 0,5 maya 

ekstraktı (Biolife), % 0,5 pepton (Merck), % 0,27 Na2HPO4 (İsolab) ve % 0,115 C₆H₈O₇ 

(Sigma-Aldrich) bulunmaktadır. Selüloz üretimi için iki farklı pH, pH:5 ve pH:6 ve beş 
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farklı sıcaklık (26°C, 28°C, 30°C, 32°C ve 34°C) kullanılmıştır. Örneklerin pH’ı 

seyreltik HCl ile pH 5’e ayarlanmıştır (Gomes vd., 2013). Özellikle izolatlar 2 paralel 

olacak şekilde 30°C’de iki gün süreyle 5 mL’lik HS besiyerinde prekültür olarak 

üretilmişlerdir. İnkübasyonun sonunda besiyeri-hava ara yüzeyinde biyofilm oluşturan 

izolatlar prekültürle birlikte 250 mL erlen içerisinde bulunan 45 mL HS besiyerine 

eklenmiş ve toplamda 50 mL kültür 7 gün statik şartlarda bekletilmiştir (Gomes vd., 

2013). Selüloz tabakası olan biyofilm alınarak 80°C’de %2 NaOH (Sigma-Aldrich) 

çözeltisi içerisinde 45 dakika bekletilerek selüloz olmayan bileşenlerden arındırılmıştır. 

Distile su ile pH 7 olana kadar bolca yıkandıktan sonra 45°C’de inkübatörde sabit 

ağırlığa gelinceye kadar kurutulup ağırlığı belirlenmiştir (Aswini vd., 2020). 
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DÖRDÜNCÜ BÖLÜM 

BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

 

Bu araştırmada asetik asit bakterilerini izole etmek 6 çeşit sirke (elma, ahlat armudu, 

erik, portakal, kırmızı ve beyaz üzüm) ve 2 çeşit Malatya kayısısı (Hacıhaliloğlu ve 

Hasanbey) kullanılmıştır. İzolatlar moleküler yöntemlerle tanımlanmış, bazı teknolojik 

özellikleri (etanol ve sıcaklık toleransı ile selüloz üretimi) belirlenmiş ve elde edilen 

sonuçlar bu bölümde alt başlıklar halinde sıralanmıştır. 

 

4.1. Sirke Örneklerinin pH Değerleri 

Bakteri izolasyonlarının yapıldığı sirke örneklerinin pH’ları Tablo 4.1’de verilmiştir. En 

düşük pH 3,11 ile beyaz üzüm sirkesinde ölçülürken, en yüksek pH değeri 3,62 ile ahlat 

armudu sirkesinde gözlenmiştir. Sirkelerin pH değerlerindeki farklılıkların sebebi 

kullanılan hammaddelerin içeriklerinden, olgunlaşma sıcaklığı ve sürelerinden 

kaynaklanabilir. Kullanılan hammaddeler içerisinde ahlat armudu ile diğer meyvelerden 

daha yüksek pH elde edilmiştir. Bunun sebebi sirkenin daha geç olgunlaşma süresi 

istemesinden olabilir. Bu sirke bakterileri hemen gelişememiş, bu sebeple fermantasyon 

geç başlamış olabilir. Ayrıca ahlat armudu sirkesine eklenen tuz oranı diğerlerine göre 

daha fazla olmuş olabilir.  

 

Tablo 4.1: Sirke Örneklerinin pH Değerleri 

Sirke Örneği pH  

Erik Sirkesi (ES) 3.25 ±0.1 

Kırmızı Üzüm Sirkesi (AUS) 3.17 ±0.1 

Portakal Sirkesi (PS) 3.38 ±0.0 

Elma Sirkesi (ELS) 3.21 ±0.1 

Ahlat Armudu Sirkesi (AAS) 3.62 ±0.1 

Beyaz Üzüm Sirkesi (GUS) 3,11 ±0.1 
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Gerbi vd., (1998) 65 farklı sirke örneğinin pH değerlerinin 2.36-3.0 arasında değiştiğini 

belirlemişlerdir. Aktaş ve Cabaroğlu’nun 2010’da yaptıkları araştırmada da 12 farklı 

marka üzüm sirkesi örneklerinde pH’ların 2.63 ile 3.27 değerleri arasında değiştiği 

belirtilmiştir. Öztürk vd., (2015) geleneksel ev yapımı Türk sirkesinin, farklı illerden 

temin edilmiş 8 farklı hammaddeden üretilen 25 sirkenin en yüksek pH’ını üzüm 

sirkesinde 3,90 ± 0.02 ile ölçerlerken, en düşük pH’ını 2.63 ± 0.02 ile limon sirkesinde 

ölçmüşlerdir.  

 

4.2. Malatya Kayısısı ve Sirke Örneklerinden Olası Asetik Asit Bakterilerinin 

İzolasyonu 

Malatya’ya ait Hacıhaliloğlu kayısı cinsi ve Hasanbey kayısı cinslerinden 45 tane izolat 

elde edilmiştir. Doğal fermantasyon yoluyla üretilmiş ve benzer sirke analarıyla 

kurulmuş elma, beyaz üzüm, kırmızı üzüm, ahlat armudu, portakal ve kırmızı erikten 

yapılmış sirkelerden ise 24 izolat saflaştırılmıştır. Tablo 4.2’de elde edilen izolatların 

saflaştırıldıkları hammadde kaynakları ve besiyerleri ile birlikte verilmiştir. 

 

Tablo 4.2: İzolatların Saflaştırıldıkları Besiyerleri 

 

 

   *Kısaltmaların açılımı EK3’te verilmiştir.  

 

 

Kayısı- Sirke 

Çeşitleri 

Acetic Acid Medium Besiyeri 

(AAM) 

Glucose Yeast Extract Calcium 

Carbonate Besiyeri (GYC) 

 

Hacıhaliloğlu 

Kayısı İzolatları 

HFA1,HFA2,HFA3,HFA4,HFA5, 

HFA6,HFA7,HFA8,HFA9,HFA10, 

HFA11,HFA12,HFA13,HFA15 

HFG1,HFG2,HFG3,HFG4,HFG5, 

HFG6,HFG7,HFG8,HFG9,HFG10, 

HFG11,HFG12,HFG13,HFG14, 

HFG15,HFG16,HFG17,HFG18 

 

Hasanbey Kayısı 

İzolatları 

BFA6,BFA7,BFA8,BFA9, 

BFA11,BFA13,BFA15,BFA16, 

BFA17 

BFG1,BFG8,BFG9,BFG21 

 

 

Çeşitli Sirke 

İzolatları 

PS1,PS2,PS3,PS4 

AUS1,AUS2,AUS3,AUS4 

GUS1,GUS2,GUS3 

AAS1,AAS2,AAS3,AAS4 

ES1,ES2,ES3 

ELS1,ELS2,ELS3,ELS4,ELS5,ELS6 

 

 

- 
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Kayısı izolatları AAM ve GYC besiyerlerinden izole edilirken, çeşitli sirke izolatları 

AAM besiyeri kullanılarak izole edilmiştir. Kayısı izolatlarının GYC besiyerinde koloni 

oluşturmaları zayıf olduğundan ve AAM besiyeri ile daha fazla koloni elde edildiğinden 

sirke izolatlarında yalnızca AAM tercih edilmiştir. 

Perumpuli vd., 2014’te Hindistan cevizi sirkesiyle yaptıkları çalışmalarında asitik asit 

bakterileri için PDA (potato dextrose agar), YPG (yeast extract peptone glycerol) ve 

YPS/YPM (yeast extract peptone mannitol) besiyerlerini kullanmışlar, Gluconobacter 

ve Acetobacter türü suşlar tanımlamışlardır. Saeki vd. (1997) asetik asit bakterileri için 

potato medium kullandıklarından bahsetmişlerdir. Şengün ve Kılıç (2019) derleme 

makalelerinde genelde sirke AAB’lerinin izolasyonu amacıyla geliştirilen glucose yeast 

agar (GY), glucose yeast extract CaCO3 agar (GYC) ve reinforced AE-medium (RAE) 

gibi besiyerlerinin kullanıldığını ancak bu besiyerlerinin dahi tüm türlerin gelişimi için 

yeterli olmadığını belirtmişlerdir.  

Yapılan başka bir çalışmada AAB için ABS adı verilen daha spesifik bir besiyeri 

geliştirilmiş, bu besiyerini kullanarak 10 sirke ve 10 kimchi örneğinden toplamda 5 yeni 

AAB türü tanımlanmıştır (Kim vd., 2019). Araştırmacılar bu yeni türlerin GYC 

besiyerinde gelişmediğini, ABS besiyerinin AAB suşlarını izole etmede ve AAB’lere 

yönelik kontaminasyonları saptamada daha yararlı olduğunu belirtmişlerdir.  

 

4.3. İzolatların Genotipik Çeşitliliği ve Tanımlanması 

Rep-PCR (GTG5) analizi mikrobiyal çeşitliliğin sınıflandırılabildiği bir genomik 

parmak izi tekniğidir (Masco, 2003; Kayaşlı, 2019). Rep-PCR jel görüntüleri 

karşılaştırılarak izolatlar aralarında benzer olanların gruplandırılabilmesi mümkündür. 

Kayısı (45 izolat) ve sirkelerden (18 izolat) elde edilen bakteri izolatları DNA 

izolasyonlarının ardından rep-PCR analizine tabi tutulmuştur. Rep-PCR agaroz jel 

elektroforez görüntüleri Şekil 4.1’de verilmiştir. Profilleri benzer olanlar 

gruplandırıldığında 16 grup elde edilmiştir (Şekil 4.1). Her gruptan bir veya birkaç izolat 

dizilim analizi ile tanımlanmak üzere seçilmiştir ve 16S rRNA, 16S-23S rRNA ITS 

bölgeleri dizilerek tanımlanmıştır. Her iki besiyerinde de asetik asit bakterileri yanında 

laktik asit, maya vb. gibi mikroorganizmalara rastlanmıştır (Tablo 4.3 ve 4.4). 
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*Kısaltmaların açılımı EK3’te verilmiştir 

Şekil 4.1: İzolatların Rep-PCR Jel Görüntüleri 
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İzole edilen 63 suşun 44 tanesi laktik asit bakterisi (5 Lactobacillus brevis, 1 

Lactobacillus plantarum ve 38 Leuconostoc mesenteroides) olarak saptanırken, 19 

tanesinin de AAB (3 Gluconobacter sp., 1 Komagataeibacter sp., 2 Komagataeibacter 

saccharivorans, 3 Acetobacter syzgii ve 5 Gluconobacter cerinus) olduğu saptanmıştır. 

İzolatların benzerlik yüzdeleri ve GTG5 gruplaması dikkate alındığında 3 tanesinin 

(GUS3, ELS4 ve ELS5) mevcut olan AAB’lerden farklı olduğu ve tam benzerlik 

vermediği görülmüştür. 

 Kayısılardan Hacıhaliloğlu ve Hasanbey türlerinde 1 AAB türü (Gluconobacter 

cerinus) ve 1 LAB türü (Leuconostoc mesenteroides) gözlenmiştir. Elma sirkesinde 

Gluconobacter sp.; erik sirkesinde L. brevis; portakal sirkesinde L. brevis ve 

Acetobacter syzgii; kırmızı üzüm sirkesinde L. brevis ve A. syzgii; beyaz üzüm 

sirkesinde Komagataeibacter sp. ve K. saccharivorans; ahlat armudu sirkesinde Leu. 

mesenteroides ve L. plantarum tespit edilmiştir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). 

  

İzolatlardan 16S rRNA bölgesi ile tam ayrışma gözlenmeyen ya da kararsız kalınanların 

16-23SITS rRNA dnaK veya rpoA bölgeleri de sekanslanmış ve elde edilen benzerlikler 

yüzdeleri Tablo 4.3’te verilmiştir. GUS3 izolatı 16S rRNA bölgesinde 

Komagataeibacter intermedius tip suşu ile %100 sonucunu verirken ve 

Komagataeibacter oboediens tip suşu ile %99.88 sonucunu vermektedir. Ancak 16S-

23S ITS bölgesinde 16SITS1 primeri ile bakılan BLAST sonucunda %99.72 oranı ile 

Komagataeibacter oboediens, %96.72 ile Komagataeibacter intermedius’e yakınlık 

göstermiştir. Sonuçlara bakıldığında, 16S rRNA ile başka 16S-23S ITS rRNA ile başka 

türler öne çıkmıştır. Bu durumda GUS3 izolatının varolan türlerle tam ayrışamadığı 

belirlenmiştir. ELS3, ELS4 ve ELS5 izolatları da 16S rRNA bölgelerinde ayrımlarda 

%99.86 ile Gluconobacter potus, Gluconobacter vitians, Gluconobacter roseus ve 

Gluconobacter oksidans’a aynı benzerlik yüzdesini vermiştir. DnaK bölgelerinde de 

benzerlik oranları %77.33 gibi düşük bir benzerlik yüzdesi vermiştir.  Var olan türlerle 

tam ayrışma sağlanamadığından bu izolatlarda yeni tür olarak tanımlanma potansiyeli 

taşımaktadır. 
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Tablo 4.3: Asetik Asit Bakterilerinin Rep-PCR Grupları ve Seçilen İzolatların 

İdentifikasyonları 

N

o  

İzolat 

kodu 

Kaynak Saflaşt

ırılan 

besiye

ri 

Rep-

PCR 

grubu 

Tanımlama Benzerlik 

(%)  

Referans 

Genbank 

no 

İdentifikasyo

n markörü ve 

dizilim 

primeri 

1 BFA6* Hasanbey AAM 2. 

Grup  

Gluconobacter 

cerinus* 

%99.92 NR_041

048.1 

16S rRNA  

2 BFA7 Hasanbey AAM 2. 

Grup  

Gluconobacter 

cerinus 

-  GTG5 

3 BFA8 Hasanbey AAM 2. 

Grup  

Gluconobacter 

cerinus 

-  GTG5 

4 BFA9* Hasanbey AAM 2. 

Grup  

Gluconobacter 

cerinus* 

%100 NR_041

048.1 

16S rRNA  

5 BFA11 Hasanbey AAM 2. 

Grup  

Gluconobacter 

cerinus 

-  GTG5 

6 BFA13

* 

Hasanbey AAM 2. 

Grup 

Gluconobacter 

cerinus* 

%100 NR_041

048.1 

16S rRNA  

7 BFA14 Hasanbey AAM 2. 

Grup 

Gluconobacter 

cerinus 

-  GTG5 

8 BFG1* Hasanbey GYC 2. 

Grup 

Gluconobacter 

cerinus* 

%100 

 

NR_041

048.1 

16S rRNA  

9 BFG21 Hasanbey GYC 2. 

Grup  

Gluconobacter 

cerinus 

-  GTG5 

10 HFG13

* 

Hacıhaliloğlu GYC 2. 

Grup 

Gluconobacter 

cerinus* 

%100 

 

NR_041

048.1 

16S rRNA  

11 PS1* Portakal Sirke AAM 4. 

Grup 

Acetobacter syzgii* %100 

 

%94.57 

 

NR_113

850.1 

FR71648

6.1 

16S rRNA 

ve 16S-

23S rRNA 

ITS 

(16SITS1) 

12 PS2 Portakal Sirke AAM 4. 

Grup 

Acetobacter syzgii -  GTG5 

13 AUS4* Kırmızı üzüm 

sirke 

AAM 4. 

Grup 

Acetobacter syzgii - - 16S-23S 

rRNA ITS 

(16SITS1) 

14 GUS1* Üzüm sirke AAM 8. 

Grup 

Komagataeibacter 

saccharivorans* 

%99.92 

 

%99.39 

NR_113

398.1 

FR71649

1.1 

16S rRNA 

ve 16S-

23S rRNA 

ITS 

(16SITS1) 

15 GUS2* Üzüm sirke AAM 9. 

Grup 

Komagataeibacter 

saccharivorans* 

%99.92 

 

NR_113

398.1 

16S rRNA 

ve 16S-
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%99.85 FR71649

1.1 

23S rRNA 

ITS 

(16SITS1) 

16 GUS3* Üzüm sirke AAM 10. 

Grup 

Komagataeibacter 

sp.* 

%99.77 

 

%99.72 

NR_113

397.1 

KC4784

56.1 

16S rRNA 

ve 16S-

23S rRNA 

ITS 

(16SITS1) 

17 ELS3* Elma sirke AAM 14. 

Grup 

Gluconobacter sp.* %99.93 NR_026

118.1 

16S rRNA 

(27f, 

1492r) 

18 ELS4* Elma sirke AAM 15. 

Grup 

Gluconobacter sp.* %99.76 

 

%77.33 

MT3550

96.1 

CP05821

4.1 

16S rRNA 

ve DnaK 

19 ELS5* Elma sirke AAM 14. 

Grup 

Gluconobacter sp.* %99.86 

 

%77.33 

MT3550

96.1 

CP05821

4.1 

16S rRNA 

(27f) ve 

DnaK 

* İdentifikasyon dizilim analizi ile yapılmıştır ve kısaltmaların açılımı EK3’te verilmiştir. 
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Tablo 4.4: Laktik Asit Bakterilerinin Rep-PCR Grupları ve Seçilen İzolatların 

İdentifikasyonları 

No  İzolat 

kodu 

Origin Saflaştırılan 

besiyeri 

Rep-

PCR 

grubu 

Tanımlama Benzerlik 

(%) 

Referans Dizilim 

primeri 

1 HFA1 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

2 HFA2 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

3 HFA3 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

4 HFA4 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

5 HFA5* Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides* 

%100 NR_15760

2.1 

16S 

rRNA 

(27f) 

6 HFA6 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

7 HFA7 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

8 HFA8 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

9 HFA9 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

10 HFA10 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

11 HFA11 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

12 HFA13 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

13 HFA15 Hacıhaliloğlu AAM 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

14 BFA15 Hasanbey AAM 3. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

15 BFA16 Hasanbey AAM 3. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

16 BFA17* Hasanbey AAM 3. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides* 

%99.19 NR_15760

2.1 

16S 

rRNA 

(630R) 

17 BFG8 Hasanbey GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 
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18 BFG9* Hasanbey GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides* 

%99.83 NR_15760

2.1 

16S 

rRNA 

(27f) 

19 HFG1 Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

20 HFG2 Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

21 HFG3* Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides* 

%100 NR_15760

2.1 

16S 

rRNA 

(27f) 

22 HFG4* Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides* 

%100 KX886793,

1 

16S 

rRNA 

(27f) 

23 HFG5 Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

24 HFG6 Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

25 HFG7 Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

26 HFG8* Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides* 

%100 CP015247.

1 

16S 

rRNA 

(27f) 

27 HFG9* Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides* 

%99.88 NR_15760

2.1 

16S 

rRNA 

(27f) 

28 HFG10 Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

29 HFG11* Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides* 

%84.85 NR_15760

2.1 

16S 

rRNA 

(27f) 

30 HFG12 Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

31 HFG14 Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

32 HFG15 Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

33 HFG16* Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides* 

%99.89 KX886793,

1 

16S 

rRNA 

(27f) 

34 HFG17 Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

35 HFG18 Hacıhaliloğlu GYC 1. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 
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36 PS3* Portakal 

Sirke 

AAM 5. 

Grup 

Lactobacillus 

brevis* 

%99.87 

 

%99.87 

LS483405.

1 

LS483405.

1 

 

16S 

rRNA 

(27f) ve 

rpoA21f 

37 PS4 Portakal 

Sirke 

AAM 5. 

Grup 

Lactobacillus 

brevis 

-  GTG5 

38 AUS1* Kırmızı 

üzüm sirke 

AAM 6. 

Grup 

Lactobacillus 

brevis* 

%99.88 

 

 

%100 

LS483405.

1 

 

MW866814

.1 

16S 

rRNA 

(630R), 

16S-23S 

rRNA 

ITS 

(16SITS

1)  

39 AUS3* Kırmızı 

üzüm sirke 

AAM 7. 

Grup 

Lactobacillus 

brevis* 

%98.58 LS483405.

1 

16S 

rRNA 

(630R) 

40 AAS1 Ahlat sirke AAM 11. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

41 AAS2 Ahlat sirke AAM 11. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides 

-  GTG5 

42 AAS3* Ahlat sirke AAM 12. 

Grup 

Lactobacillus 

plantarum* 

%100 NR_11560

5.1 

16S 

rRNA 

(27f) 

43 AAS4* Ahlat sirke AAM 11. 

Grup 

Leuconostoc 

mesenteroides* 

%99.64 NR_15760

2.1 

16S 

rRNA 

(630R) 

44 ES1* Erik sirke AAM 13. 

Grup 

Lactobacillus 

brevis* 

%99.26 LS483405.

1 

16S 

rRNA 

(630R) 

* İdentifikasyon dizilim analizi ile yapılmıştır ve kısaltmaların açılımı EK3’te verilmiştir. 
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Literatüre bakıldığında sirke türlerinden LAB izolatlarının da elde edildiği 

görülmektedir. Arıcı (2017) Leuconostoc türlerinin çoğunlukla laktozu 

heterofermentatif yolla kullanarak laktik asit yanında, etil alkol ve karbondioksit 

üretiklerinden bahseder. Bu da sirkenin ilk aşamasında istenilen bir durumdur. Ayrıca 

Leu. mesenteroides türleri yüksek şeker ve tuz konsantrasyonlarına dayanıklı 

olduklarından turşu fermentasyonlarında da önem arz ederler (Arıcı, 2017). Asya’daki 

tahıl ve pirinç sirkelerinde yapılan çalışmalarda, Çin’de üretilen tahıl sirkelerinde 

Lactobacillus, Weissella, Pediococcus, Streptococcus gibi cinsler olduğu, pirinç 

sirkesinde ise LAB türleri olarak Lactobacillus casei, L. paracasei, L. plantarum, L. 

brevis’in izole edildiği bildirilmiştir (Haruta vd., 2006; Peng vd., 2015). 

Geleneksel yöntemlerle üretilmiş ev sirkelerinde LAB, AAB, küf ve maya yükünün 

endüstriyel sirkelere nazaran daha fazla olduğu ortaya konmuştur (Öztürk vd., 2015). 

Kullanılan besi yerlerinde elde edilen LAB’nin de tanımlanması yapılmıştır. Perumpuli 

vd., (2014) Hindistan cevizi sirkesinden Acetobacter pasteurianus tanımlamışlardır. 

Wang vd. (2012) elma sirkesinde yaptıkları araştırmada Gluconacetobacter europaeus 

türü tanımlamışlardır. Şengün ve Kılıç (2019) farklı sirke çeşitlerinin mikroflora 

içeriklerine dair derlemelerinde, geleneksel Türk sirkelerinde; A. okinawensis, A. 

persici, A. indonesiensis, A. syzgii, A. ghanensis, A. tropicals, As. krungthepensis K. 

hansenii, K. europaeus, K. intermedius, K. xylinus, K. nataicola, K. oboediens, K. 

saccharivorans türlerinin tanımlandığını bildirmişlerdir.  

Yetiman (2012) çalışmasında elma ve üzüm sirke ve sirke analarında yaptığı 

tanımlamalarda; Gluconacetobacter hansenii, Lactobacillus ghanensis, Oenococcus 

oeni, Gluconacetobacter europaeus, Acetobacter nitrogenifigens/A. aceti, Lactobacillus 

nagelii, Lactobacillus mali, Lactobacillus hordei, Acetobacter syzygii, A. pasteurianus, 

A. lovaniensis, Gluconacetobacter rhaeticus, Ga. oboediens, Pseudomonas sp., 

Lactobacillus sp., Gluconacetobacter xylinus, Ga. sucrofermentans olmak üzere 13 

farklı bakteri türü tanımlamıştır. 
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4.4. Teknolojik Özellikler 

4.4.1. İzolatların Etanol Toleransı 

İzolatların etanol toleransları % 4, % 6, % 8 ve % 10 etanol içeren GYEC besiyerinde 

analiz edilmiştir (Tablo 4.5). 

 

Tablo 4.5: İzolatların Farklı Etanol Konsantrasyonlarında Gelişebilme Yeteneği 

İzolat 

Kodları 

Kaynaklar Dilüsyon Tür %4 %6 %8 %10 

BFA6  Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus + + - - 

BFA9  Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus + - - - 

BFA13  Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus + - - - 

HFG13  Hacıhaliloğlu 105 Gluconobacter cerinus + + - - 

BFG1  Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus + + - - 

BFG21  Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus + + - - 

BFA7  Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus  + - - - 

BFA8 Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus  + - - - 

BFA11 Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus  + - - - 

BFA14  Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus  + - - - 

GUS1  Üzüm sirke 100 Komagataeibacter 

saccharivorans 

++ + + - 

GUS2  Üzüm sirke 100 Komagataeibacter 

saccharivorans 

+ + + - 

GUS3  Üzüm sirke 101 Komagataeibacter sp. ++ + + - 

PS1  Portakal sirke 105 Acetobacter syzgii ++ + + - 

AUS4  Ahlat sirke 105 Acetobacter syzgii  + + + - 

PS2  Portakal sirke 105 Acetobacter syzgii ++ + - - 

ELS3  Elma sirke 100 Gluconobacter sp. ++ + + - 

ELS4  Elma sirke 101 Gluconobacter sp. + + - - 

ELS5  Elma sirke 105 Gluconobacter sp. + + + - 

+: 1~9 koloni, ++: 10~19 koloni, +++: >20 koloni 
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Tablo 4.5’de sirkelerden elde edilen izolatların etanol dayanıklıklarının kayısı 

izolatlarından ayrıştığı görülmektedir. Kayısı izolatları G. cerinus %6’ya kadar etanol 

konsantrasyonuna dayanıklılık gösterirken sirke izolatlarının dayanıklıkları genellikle 

%8’e kadar gözlenmiştir. Sirke izolatları asidik olan sirke ortamından izole edildikleri 

için etanol dayanımları yüksek çıkmış olabilir.  

Asetik asit bakterilerinin uygun ortam şartları türler arasında değişkenlik 

gösterebilmektedir. Belirli sıcaklık, pH ve oksijen koşullarından etkilenerek farklı 

oranlarda etanolü oksitleme kabiliyetine sahiptirler. Alkollü sıvılarda yaşadıkları ve 

kendilerine gerekli enerjiyi alkolü okside ederek sağladıkları halde, alkole 

dayanıklılıkları sınırlıdır ve bu türlere göre değişir. Şarap ortamından elde edilen asetik 

asit bakterilerinin % 10 ve % 14 (v / v) etanol konsantrasyonlarında etanol dayanımları 

belirlenmiştir (Gullo ve Giudici, 2008). Buna göre, Gluconacetobacter hansenii, 

Acetobacter pasteurianus ve Gluconacetobacter europaeus suşları, maya ekstraktlı 

ortamda etanol konsantrasyonu olarak % 5'den % 10'a kadar gelişme göstermiştir. 

Ayrıca aynı türün suşları arasında değişkenlik gözlenmiş, örneğin 25 G. europaeus 

suşunun 11'i % 5 etanol konsantrasyonunda gelişmiş ancak etanol konsantrasyonu % 

10’a çıkarıldığında gelişme gözlenmemiştir.  

Perumpuli vd. (2014) çalışmalarında etanollü YPGD ortamında (10 g/L maya özütü, 10 

g/L polipepton, 20 g/L gliserol ve 5 g/L glukoz), AAB’nin etanol toleransı ve asetik asit 

üretme kapasitelerini incelemişler ve %4, %6, %8 ve %10 etanol konsantrasyonlarına 

dayanabilen türleri Acetobacter pasteurianus olarak belirlemişlerdir. Acetobacter 

suşlarında 37°C’de %6 etanol konsantrasyonunda en yüksek asetik asit verimini 

almışlardır. 

Yapılan başka bir çalışmada, endüstriyel fermente sirke yapımı için spesifik etanole 

toleranslı AAB suşları izole edilmiştir. % 3’ten % 10’a kadar etanol içeren GYEC 

besiyerine sirke örnekleri ekilmiş, % 7 etanole dayanıklı AAB izolatları elde edilmiştir. 

İzolatların 16S rDNA dizileme analizi sonucunda Acetobacter pasteurianus olduğu 

saptanmıştır. Etanol toleransı ile endüstriyel asetik asit bakterilerinin daha kısa yoldan 

izolasyon yapılabileceğinden bahsedilmiştir (Yuan vd., 2013). 
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Chen vd. (2016) Acetobacter pasteurianus’un etanol toleransını %4- %13 etanol içeren 

besiyerinde incelemişler, izolatın alkol-asit dönüşüm oranları azalmasına rağmen % 13 

etanol konsantrasyonunda % 0,9 asit üretebilecek kadar canlılığını koruduğundan 

bahsetmişlerdir. 

Yaptığımız çalışmada en fazla %8’e kadar etanol dayanıklılığı gözlenmiştir. Daha 

yüksek dayanıklılık göstermemeleri bakterilerin yapısıyla ilgili olabileceği gibi elde 

edilen ortamın zorluk koşullarına alışmalarıyla da ilişkilendirilebilir. Daha fazla etanol 

konsantrasyonlarının zorluk koşullarına uyum sağlamaları zamanla artabileceği gibi hiç 

artmayabilir. Daha yüksek dayanıklılık görmek için yüksek etanol içeren brothlar 

kullanılarak izolasyon yapılabilir ya da başka bir prosedür gereği farklı besiyerleri ve 

aşamaları uygulanabilir. 
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4.4.2. İzolatların Sıcaklık Toleransı  

GYEC besiyerinde gelişebilen izolatların dayanıklılıkları sıcaklık konsantrasyonu 30°C, 

35°C ve 38°C olarak ölçülmüştür (Tablo 4.6). 

 

Tablo 4.6: İzolatların Farklı Sıcaklıklarda Gelişebilme Yeteneği 

İzolat 

Kodları 

Kaynaklar Dilüsyon Tanımlama 30°C 35°C 38°C 

BFA6  Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus + - - 

BFA9  Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus + - - 

BFA13  Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus + - - 

HFG13 Hacıhaliloğlu 105 Gluconobacter cerinus + + - 

BFG1  Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus + - - 

BFG21 Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus  + - - 

BFA7 Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus  + + - 

BFA8 Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus  + - - 

BFA11 Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus  + + - 

BFA14 Hasanbey 105 Gluconobacter cerinus  ++ + - 

GUS1 Üzüm sirkesi 100 Komagataeibacter 

saccharivorans 

+ + - 

GUS2  Üzüm sirkesi 100 Komagataeibacter 

saccharivorans 

+ + - 

GUS3 Üzüm sirkesi 101 Komagataeibacter sp. + + - 

PS1 Portakal sirkesi 105 Acetobacter syzgii + - - 

AUS4 Ahlat sirke 105 Acetobacter syzgii  + - - 

PS2 Portakal sirke 105 Acetobacter syzgii ++ - - 

ELS3  Elma sirke 100 Gluconobacter sp. ++ - - 

ELS4 Elma sirke 101 Gluconobacter sp. ++ - - 

ELS5 Elma sirke 105 Gluconobacter sp. + + - 

+: 1~9 koloni, ++: 10~19 koloni, +++: >20 koloni 



49 
 

Tabloya bakıldığında izolatlardan yalnızca 8’i 35°C’ye kadar üreme göstermiştir. 

Komagataeibacter suşlarının hepsinin 35°C’ye dayanıklı olduğu gözlenmiştir. 

Gluconobacter cerinus suşlarından yalnızca 2 izolat 35°C’ye dayanıklıdır. 

Gluconobacter sp. suşlarında da ELS5 izolatı 35°C’ye dayanıklı olup diğer ELS3 ve 

ELS4 suşlarından ayrışmıştır. Genel olarak Komagataeibacter türlerinin ve bazı 

Gluconobacter türlerinin   35°C’ye dayanıklı olduğu gözlenmiştir. Acetobacter syzgii 

suşu ise 30°C’de sınırlı kalmıştır. Aynı türler arasında sıcaklık dereceleri açısından 

farklılık gözlenmesi, yapılan diğer çalışmalarda da görüldüğünden olağan bir durumdur 

ve bunu alt türler arasında bir farklılık olabileceğine ya da farklı ortamların şartlarına 

uyum sağlamış olduğuna yorumlayabiliriz. Daha sıcaklığa dayanıklı izolatlar elde 

etmek için ileriki çalışmalarda, izolasyon esnasında 35°C ve üstünde inkübasyonla canlı 

kalan mikroorganizmalar belirlenebilir. Bu sayede termofilik potansiyel taşıyan 

bakterilerle vakit kaybedilmen çalışmalar denenebilir.  

Perumpuli vd. (2014) hindistan cevizi sirkesiyle yaptıkları bir çalışmada elde ettikleri 

Acetobacter ve Gluconobacter suşları ile ısıya dayanıklı olarak belirledikleri 

Tayland’dan izole edilen referans suşu Acetobacter pasteurianus’la birlikte PDA 

besiyerinde 5 gün boyunca 30°C, 37°C, 40°C’lerin de sıcaklık toleranslarını 

incelemişlerdir. A. pasteurianus suşları 42°C'ye kadar üreyerek termotolerant özellik 

göstermiştir. İzole ettikleri 3 Acetobacter pasteurianus suşunun sıcaklık toleransını 

referans A. pasteurianus suşundan daha yüksek bulmuşlardır. 

Ünal (2007) yaptığı çalışmada ısıya dayanıklı (termotolerant) asetik asit bakterileri 

tarafından gerçekleştirilen sirke fermantasyonu üzerine sıcaklığın etkisini incelemiş ve 

90 saatlik süre sonunda asetik asit üretimi bakımından en uygun sıcaklığın 38°C 

olduğunu ve daha sonra bunu sırasıyla 39°C ve 40°C’nin izlediğini bildirmiştir. Ndoye 

vd. (2006) Afrika’da yetişen tropik bitkilerden asetik asit bakterisi izole etmiş ve 

endüstriyel sirke üretiminde kullanılmak üzere izole edilen AAB’nin termotolerant 

özelliklerini incelemiştir. İzole edilen AAB’lerin 40°C gibi yüksek sıcaklıklarda 

gelişebildiklerini hatta asetik asit oluşturabildiklerini saptamışlardır (Ünal, 2007). 

Chen vd. (2016) Acetobacter pasteurianus AAB4 suşunu değişik sıcaklıklarda test 

etmiş, alkol-asit dönüşüm oranlarının 41, 42, 43 ve 44°C’lere kadar çıkıldığında 

azaldığını ancak bakterinin canlılığını son sıcaklığa kadar koruyabildiğini 

bildirmişlerdir.  
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4.4.3 Selüloz üretimi 

Selüloz aktivitesini ölçmek için 10 mL’lik HS sıvı besiyerine tek koloni şeklinde ekilen 

izolatların 30°C’de 3 gün inkübasyon sonucunda selüloz oluşumları kontrol edilmiş, 

bunlardan Şekil 4.2’deki resimde ok işaretiyle gösterilen GUS3 izolatının selüloz 

ürettiği gözlemlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.2: HS Besiyerindeki 10 mL’lik Tüplerde ve 250 mL’lik Erlenlerde Selüloz 

Üretimi 

Daha sonra bu besiyerlerinden 1 mL alınıp 250 mL’lik erlen içerisindeki 50 mL HS sıvı 

besiyerine ekilmiş ve 30°C’de 1 hafta süreyle inkübasyona bırakılmıştır. Yine izolatlar 

içinde sadece GUS3’ün selüloz üreticisi olduğu belirlenmiştir. Şekil 4.3’te 4 çeşit 

besiyerine (Nutrient broth, AAM broth, MRS broth ve FMRS (fructose, de man, rogosa 

and sharpe) broth) ekim yapılmış ve farklı besiyerleri içerisinde aynı koşullarda ekilen 

GUS3 suşunun en kalın selülozu FMRS broth’da verdiği, en ince selülozu ise nurtient 

broth’da verdiği gözlenmiştir. Bunun sebebi GUS3 izolatının, fruktoz ve glikoz gibi 

şekerli ortamlarda ürettiği selüloz, nutrient broth besiyerlerinde şeker olmadığından 
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üretilen selülozdan daha fazladır. Paralel olarak HS besiyerine ekilip elde edilen 

selüloza metotta belirtilen işlemler uygulanmıştır. Şekil 4.4’de yaş olarak elde edilen 

selülozlar saflaştırılarak kurutulmuştur (Şekil 4.5). Elde edilen selüloz filmlerin kuru ve 

ıslak ağırlıkları Tablo 4.7’de verilmiştir. İstatistiksel olarak farklılık içermemekle 

birlikte, GUS3 izolatının selüloz kapasitesi en yüksek pH 6 da gözlenirken en yüksek 

verimi de 28°C’de verdiği (1,644 g/L) belirlenmiştir. Bu dereceyi aynı pH değerinde 

26°C izlemiştir. Şekil 4.5’de ağırlıkça ölçülen en yüksek selülozun görüntüsü yer 

almaktadır. 

 

Şekil 4.3: 10 mL’lik Tüplerde Farklı Besiyerinde Selüloz Gösterimi 

 

 

Şekil 4.4: En Kalın Yaş Selülozun görüntüsü 
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Şekil 4.5: Selülozların Kurutma Sonrası Görüntüleri 

 

Tablo 4.7: Farklı Sıcaklık ve pH Değerlerinde Komagataeibacter sp. GUS3 

Tarafından Üretilen Selülozun Miktarı (g/L) 

 pH 26° C 28° C 30° C 32° C 34° C 

pH:6  1,231 ±0,7509 1,644 ±0,4016 0,993 ±0,0070 0,810 ±0,4157 1,185 ±0,3379 

pH:5  0,486 ±0,0509 0,337 ±0,0268 0,785 ±0,1145 0,446 ±0,2404 0,640 ±0,1414 

 

Tablodaki sonuçlar karşılaştırıldığında pH 6’da elde edilen selüloz miktarının genel 

olarak sonuçları, aynı dereceler için pH 5’de elde edilenlere göre daha yüksek olduğu 

gözlenmiştir. pH 5’te çeşitli sıcaklıklar kullanılarak elde edilen selüloz miktarları 

arasında en yüksek sonuç 30°C’de  0,785 ±0,1145 g/L olarak gözlenmiştir. Sıcaklıkların 

selüloz miktarları üzerine etkileri her iki pH derecelerinde farklılık göstermekle birlikte, 

miktarları aynı sıcaklıklar ve farklı pH’ta elde edilen sonuçlar da düzensizdir. Selüloz 

miktarlarında paralel bir artış ya da düşüş gözlenememesinin nedeni olarak selüloz 

üretimi esnasında bazı erlenlerin hareket ettirilmesi ve oluşan biyofilmin bundan 

etkilenmesi gibi etkenler sayılabilir.  
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Komagataeibacter intermedius bakterisi ile Erçalışkan (2017) 100 mL’lik HS 

besiyerinde 10 gün içinde elde ettiği selülozun kuru madde miktarını 0,0526 g/L olarak 

ölçülmüştür. Komagataeibacter xylinus ile yaptığı çalışmada da kuru madde miktarı 

0,0437 g/L olarak belirlenmiştir. 

Güzel ve Akpınar (2017) Komagataeibacter hansenii bakterisiyle 1000 mL HS 

besiyerinde 21 gün boyunca oluşan yüzeydeki selülozun çökmesi beklenmiş ve 

saflaştırma sonucunda 7.44 g/L selüloz elde edilmiştir. 

Verilen veriler ışığında denilebilir ki, her ne kadar bakteriden bakteriye selüloz üretme 

kapasitesi değişse de besiyeri miktarı ve bekletme süresi de selüloz üretiminde etkilidir. 

GUS3 izolatı için bulunan değer, K. intermedius’tan 31 ve K. xylinus izolatından 37 kat 

kadar fazladır. K. hansenii’den ise 4 kat azdır. Tabi bu değerler aynı koşullarda 

uygulandığında farklı sonuçlarla karşılaştırma durumu gözönünde bulundurulmalıdır. 
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BEŞİNCİ BÖLÜM 

SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

Bu çalışmada Malatya kayısısı ve geleneksel olarak üretilmiş ev sirkelerinden asetik asit 

bakteri izolasyonu yapılmış, izolatlar moleküler tekniklerle tanımlanmış ve bazı 

teknolojik özellikleri belirlenmiştir. Kayısı numuneleri homojenize edilerek sabit 

ağırlığa gelene kadar fermantasyona bırakılmıştır. Çeşitli meyvelerden üretilmiş 6 adet 

ev sirkesi de doğal fermantasyon yöntemi ile 1,5-3 ay arası olgunlaştırılmıştır. Elde 

edilen izolatlar çeşitli analizlerden geçmiştir. Bu çalışma kapsamında elde edilen 

sonuçlar aşağıda sıralanmıştır.  

1. Sirke numunelerinin pH ölçümleri yapılmış ve en yüksek pH değeri 3.62 ±0.1 

ile ahlat armudu sirkesinde ölçülürken en düşü pH değeri 3,11 ±0.1 ile beyaz 

üzüm sirkesinde ölçülmüştür. 

 

2. Kayısı numunelerinden 45 ve 6 çeşit meyve sirkesinden 18 olmak üzere toplam 

63 izolat saflaştırılmış ve moleküler identifikasyona tabi tutulmuştur. 

 

3. PCR ile çoğaltılan 16S rRNA ve/veya 16S-23S rRNA ITS bölgesinin dizilim 

analizi sonuçlarına göre izolatların 19 tanesinin AAB, 44 tanesinin ise LAB 

olduğu belirlenmiştir. Kayısı çeşitlerinden Gluconobacter cerinus ve 

Leuconostoc mesenteroides izole edilirken, sirkelerden Acetobacter syzgii, 

Komagataeibacter saccharivorans, Gluconobacter sp., Komagataeibacter sp., 

Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum ve Leu. mesenteroides türleri elde 

edilmiştir. 

 

4. Dizileme analiz sonuçları dikkate alındığında Gluconobacter sp. ELS3, ELS4 

ve ELS5 ve Komagataeibacter sp. GUS3 izolatlarının var olan diğer türlerden 

farklılık göstermeleri sebebiyle yeni bir tür olma potansiyelleri vardır. Bunların 

tanımlanmasına yönelik çalışmalar ilerleyen zamanlarda yapılabilir. Çalışmamız 

sırasında sekans sonuçları 16S rRNA ve 16S ITS rRNA dizilimleri ile tam 

tanımlanamayan yeni tür potansiyelli izolatların aynı zamanda teknolojik 

özelliklerinin bazıları da belirlenmeye çalışılmış olup kayda değer selülozik 
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sonuçlar kaydedilmiştir. Bu kapsamda AAB’lerde yeni tür keşfetme 

potansiyellerinin olduğu ve bunlara yönelik tanımlama çalışmalarının yapılması 

önerilmektedir. 

 

5. Sirkelerden izole edilen AAB suşlarının hepsi %6’ya kadar etanol içeren 

besiyerinde gelişirken ELS4 ve PS2 dışında çoğunun %8’e kadar etanole 

dayanıklı olduğu gözlenmiştir. Kayısıdan elde edilen AAB’lerden ise yalnızca 4 

izolat %6 etanol içeren ortamda gelişebilmiştir. 

 

6. Sirke ve kayısılardan elde edilen 19 AAB izolatının 8 tanesinin 35°C sıcaklığı 

tolere edebildiği belirlenmiştir. 

 

7. Selüloz aktivitesine bakılan izolatlardan yalnızca Komagataeibacter sp. 

GUS3’ün selüloz ürettiği belirlenmiştir. Selüloz üretebilen GUS3 izolatının pH5 

ve pH6 şartlarında 26°C, 28°C, 30°C, 32°C ve 34°C’lerdeki selüloz üretimlerine 

bakılmış ve bunların arasında en yüksek sonuç 28°C’de pH6’da 1,644 ±0,4016 

g/L olarak elde edilmiştir. 

 

8. Literatürle karşılaştırılabilir seviyede selüloz ürettiği saptanan 

Komagataeibacter sp. GUS3’ün bakteriyel selüloz üretiminde kullanımına 

yönelik çalışmalar ilerde gerçekleştirilebilir. 

 

9. Bu çalışma ile coğrafi işarete sahip Malatya kayısısının mikroflorasına yönelik 

bir çalışma ilk defa gerçekleştirilmiştir. Her iki kayısı cinsinde de G. cerinus ve 

Leu. mesenteroides türlerinin saptanması, bu türlerin Malatya kayısısı 

mikrobiyotasının önemli üyeleri olduğuna işaret etmektedir. 

 

10. İleriki çalışmalarda başka besiyerlerinin kullanımı durumunda daha çeşitli AAB 

türlerinin elde edilebileceği düşünülmektedir. Benzer şekilde, sirke 

örneklerinden daha fazla sayıda bakteri izolasyonu ile elde edilen AAB türleri 

arttırılabilir. Gram boyama ile LAB türleri baştan ayrılarak daha ziyade AAB 

türlerinin izolasyonuna ağırlık verilebilir. 
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11. Ülkemizde bilhassa sirke ve meyvelerden AAB çalışmaları sınırlı sayıda 

gerçekleşmektedir. Başka milletlerin yanında özellikle Japon araştırmacıların 

ilgisini çeken AAB’lere yönelik çalışmalar, çok kapsamlı olup 

önemsenmektedir. Yeni keşfedilen bu bakterilerin filogenetik ağaçlarla 

gruplandırmaları aktif olarak yenilenmektedir. Sağlığa faydalı yönleri de 

dikkatle araştırılan AAB’lerin üzerine gereken çalışmaların yapılması teşvik 

edilmelidir. Türkiye izolatlarının arasından da isimlendirilecek yeni türlerin 

çıkması, hem Türkiye’de yapılan bilimin, hem de Türk ürünlerinin uluslararası 

akademik camiada tanıtılmasına katkıda bulunacaktır. 
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EKLER 

EK-1: Malatya Kayısısı ve Sirke Bakteri İzolatlardan Bazılarının Mikroskop 

Görüntüleri 
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EK 2: Malatya Kayısısı ve Sirke Bakteri İzolatlardan Bazılarının Morfolojik 

Özellikleri 
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EK 3: Kısaltma Kodlarının Açılımları 

İzolat 

Kodları 

İzolatların 

Açılımı 

Kaynaklar Besiyeri- Açılımı 

BFA Hasanbey-AAM Hasanbey AAM- Acetic Acid Medium 

BFG Hasanbey-GYC Hasanbey GYC- Glucose Yeast Extract 

CaCO3 Agar 

HFA Hacıhaliloğlu- 

AAM 

Hacıhaliloğlu AAM- Acetic Acid Medium 

HFG Hacıhaliloğlu- 

GYC 

Hacıhaliloğlu GYC- Glucose Yeast Extract 

CaCO3 Agar 

PS Portakal Sirkesi Portakal AAM- Acetic Acid Medium 

ELS Elma Sirkesi Yeşil Elma AAM- Acetic Acid Medium 

ES Erik Sirkesi Kırmızı Erik AAM- Acetic Acid Medium 

GUS Göl Üzümü 

Sirkesi 

Beyaz Üzüm AAM- Acetic Acid Medium 

AUS Adapazarı 

Üzüm Sirkesi 

Kırmızı Üzüm AAM- Acetic Acid Medium 

AAS Ahlat Armudu 

Sirkesi 

Ahlat Armudu AAM- Acetic Acid Medium 
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EK 4: BLAST DNA dizileme sonuçları 

BFG1- 16S rRNA 

CTTTCGGGATCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATAC

CGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCA

AGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG

GGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGG

GGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTC

GGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAGA

CGCATAGACTAGAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGA

AGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTA

AACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA

GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAG

GACTTGCATGGGGAGGACGTACTCAGAGATGGGTATTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG

TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCG

GTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGAC

AGTGGGAAGCTACATGGCGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTG

GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGT

TCGACCTTAAGCCGGTGAGCGAACCGCAAGGACGCA 

BFA13- 16S rRNA 

CTTTCGGGATCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATAC

CGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCA

AGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG

GGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGG

GGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTC

GGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAGA

CGCATAGACTAGAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGA

AGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTA

AACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA

GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAG

GACTTGCATGGGGAGGACGTACTCAGAGATGGGTATTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG

TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCG

GTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGAC

AGTGGGAAGCTACATGGCGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTG

GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGT

TCTAC 

BFA9- 16S rRNA 

GGATCTTTCGGGATCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTA

ATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTA

CCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

GTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGAC

GGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGC

TCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAG

ACGCATAGACTAGAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG

AAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT

AAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA

AGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA

GGACTTGCATGGGGAGGACGTACTCAGAGATGGGTATTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC

GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCC

GGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGA

CAGTGGGAAGCTACATGGCGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGT

GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGG

TTCGACCTTAAGCCGGTGAGCGAACCGCAAGGACGCA 

BFA6- 16S rRN 

TCTTTCGGGATCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATA

CCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCA

AGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG

GGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGG

GGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTC

GGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAG

ACGCATAGACTAGAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG

AAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT

AAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA

AGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA

GGACTTGCATGGGGAGGACGTACTCAGAGATGGGTATTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC

GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCC

GGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGA

CAGTGGGAAGCTACATGGCGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGT

GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGG

TTCGACCTTAAGCCGGTGAGCGAACCGCAAGGA 
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HFG13- 16S rRNA 

CAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGCATGATAC

CTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGAT

CGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG

GACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGAT

GACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTG

GGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAGACGCATAGACTA

GAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACC

TGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTG

CTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTC

AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGACTTGCATGG

GGAGGACGTACTCAGAGATGGGTATTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG

GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAGCCG

GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCT

ACATGGCGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTGGAATCGCTAGT

AATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTCGACCTTAAG

CCGGTGAGCGAACCGCAAGGACGCA 

ELS4-16S rRNA 

AGGGATCTATCCACGGGTGGGGGACAACTTCGGGAAACTGGAGCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCT

GTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCA

GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC

AATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGG

CTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGT

TACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGATACGTGACGAACTAGAGTTCGAGAGAGGGTTGTGGAATT

TCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCG

CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGAAACTTAGTTTTT

CAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC

AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGCTTGCATGGGGAGGACCGGTTCAGAGATGGACC

TTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC

CTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT

CCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCTACATGGTGACATGGTGCTGATCTCTA

AAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA

ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCC 

GUS1-16S rRNA 

GGATCTGTCCATGGGTGGGGGATAACTTTGGGAAACTGAAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGT

GGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGC

CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAA

TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTTTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCT

AACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCAAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTTAA

CAGTCAGATGTGAAATTCCTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTTGAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCC

AGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGA

AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGACTTTGTCATTCAG

TGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG

CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGGAGGCCGTGTCCAGAGATGGGCATTT

CTCGCAAGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA

CCCTCGCCTTTAGTTGCCATCACGTTTGGGTGGGCACTCTAGAGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA

GTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCCAGGTAGCGATACCGAGCCGATCTC

TAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT

GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT 

GUS2-16S rRNA 

ATCTGTCCATGGGTGGGGGATAACTTTGGGAAACTGAAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGG

AGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAAGCCTACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA

CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATG

CCGCGTGTGTGAAGAAGGTTTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCTAA

CTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCAAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTTAACA

GTCAGATGTGAAATTCCTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTTGAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAG

TGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAG

CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGACTTTGTCATTCAGTGT

CGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG

TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGGAGGCCGTGTCCAGAGATGGGCATTTCTC

GCAAGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC

TCGCCTTTAGTTGCCATCACGTTTGGGTGGGCACTCTAGAGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC

CTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCCAGGTAGCGATACCGAGCCGATCTCTAA

AAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAA

TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAAAAAAA 

GUS3-16S rRNA 

GGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCACGGGTGGGGGATAACTTTGGGAAACTGAAGCTAATACCGCATGACACCTGA

GGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCGAT

AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA
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ATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTTTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGACGATGATGACG

GTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCAAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCG

TAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGACACAGTCAGATGTGAAATTCCCGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTGGCGACTAGAGT

GTGAGAGAGGGTTGTGGAAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGG

CTCATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTG

GATGTTGGGTGACTTTGTCATTCAGTGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAA

GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGG

AGGCCGTGTCCAGAGATGGGCATTTCTCGCAAGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT

GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCATCACGTTTGGGTGGGCACTCTAAAGGAACTGCCGGTGACAAGC

CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAG

CCAGGTGGTGACACCGAGCCGATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGTGGAATCGCTA

GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTG 

ELS3-16S rRNA 

GTCGCACGAAGGTTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCACGGGTGGGGGACAACTTCGGGAAACT

GGAGCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTA

AAGGCCTACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG

AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC

ACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGC

TAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGTTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACT

GCATTTGATACGTGACGACTAGAGTTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACA

CCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT

CCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGAAACTTAGTTTTTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGT

ACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGA

ACCTTACCAGGGCTTGCATGGGGAGGACCGGTTCAGAGATGGACCTTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA

GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAG

AGACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG

GCGGTGACAGTGGGAAGCTACATGGTGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACA

TGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG

GAGTTGGTTCGACCTTAAGCCGGTGAGCGAACCGCAAGG 

PS1-16S rRNA 

CGAACCTTTCGGGGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATCTGTCCATGGGTGGGGGATAACTCTGGGAAACTGGAGCT

AATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCT

ACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC

AGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGA

CGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTG

CTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGA

TACGTACAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGC

GAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTG

TAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTTGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC

AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC

AGGGCTTGAATGTAGAGGCTGTATTCAGAGATGGATATTTCCCGCAAGGGACCTCTAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTTAGTTGCCAGCATGTTTGGGTGGGCACTCTAGAGAGA

CTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCG

GTGACAGTGGGAAGCTAGATGGTGACATCGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGA

AGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG

TTGGTTTGACCTT 

ELS5- Primer: 27F 

AGGTTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCACGGGTGGGGGACAACTTCGGGAAACTGGAGCTAAT

ACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACC

AAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT

GGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACG

GGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCT

CGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGTTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGATA

CGTGACGACTAGAGTTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGA

AGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTA

AACGATGTGTGCTGGATGTTGGGAAACTTAGTTTTTCAGTGTC 

HFG16- Primer: 27F 

AAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAA

CAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGC

ATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGA

AGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGG

GACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACG

GTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGG

AACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAG

GCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCC

TCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG

CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC 
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HFG9- Primer: 27F 

AAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAA

CAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACAAAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTG

CATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGA

CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATG

AAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAG

GGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGAC

GGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTG

GAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGA

GGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGC

CTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG 

HFG16- Primer: 27F 

AAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAA

CAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGC

ATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGA

AGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGG

GACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACG

GTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGG

AACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAG

GCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCC

TCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG

CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC 

HFG3- Primer: 27F 

GGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACA

GATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACAAAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCAT

TAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC

GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAG

GCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGA

CGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTT

TATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAAC

TCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAGGCT

CGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGT 

HFG4- Primer: 27F 

AAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAA

CAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGC

ATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGA

AGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGG

GACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACG

GTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGG

AACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAG

GCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGT 

HFG11- Primer: 27F 

CTAATACCGAAAAAACTTATTGCCTCATGGCGAAAAATTGAAAGGCGCTTCCGCCTGACCTAAACATAGGGCCCCGGTGCATTAGTT

AGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCCATACGATGATGTTCTTAGCAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

AACTCCTACGGGAGGCTGCATTATGGAATCTTCCCAATGGGCGAAGGCCCCATGGAGCAACGCCCCGCGTGTGATGAAGGCTTTCTG

GTCTTATAACACTGTTGTATGGGAAAAAAACCTATAACATGATATGATGTTGTTTCGAGGGTACCATACCACAAAGGGACCGCTAAA

AACATGCCCCCACCCCCGGTAATACCTATGTCTCGAACGTTTTCCCGATTTTTAGGGCGTAAAACGCGCGCAGACGGTTTATTTATTC

TGATGTGAGAACCCCCAGCTCAACTCCGGAAAGGCATTGTAAACTGGTTAACTTTAGAGCGCTAAAGATAAGTGGAAATCCCTGTGT

ATCGCTGGAATGCGTAGATAAAT 

BFG9- Primer: 27F 

GTTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTATTGTCGCATGACAAAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCAC

CTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGAT

CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGA

GCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTT

GACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGG

GCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTG

AGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACA 
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AAS4- Primer: 630R 

CATCTGTCCTGCCTTAGACGGCTCCTTCCTAAAAGGTTAGGCCACCGGCTTTGGGCATTACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGT

GTACAAAACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTAC

AATCCGAACTGAGACGTACTTTAAGAGATTAGCTCACCCTCGCGGGTTGGCAACTCGTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGC

CCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCATCTGAAT

GCTGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCT

GTCACTTTGTCTCCGAAGAGAACACTTCTATCTCTAAAAGCTTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT

TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAACACTTA

ATGCGTTAGCTTCGGCACTAAGAGGCGGAAACCTCCTAACACCTAGTGTTCATCGTTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCC

TGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCTCAACGTCAGTTGCAGTCCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCAT

TCCACCGCTACACATGGAGTTTCCACTTACCTCTACTGCACTCA 

AUS1- Primer: 630R 

ACGGCTGACTCCCGAAGGTTATCTCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAC

GTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACG

GCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCACGACTTCGCAACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCAT

GATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTGATAATAA

GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAG

GGAACGTCTTATCTCTAAGATTGGCAGAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC

GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCAC

TGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTT

CGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACTAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGA

GTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTC 

AUS3- Primer: 630R 

CCTTAGACGGCTGACTCCCGAAGGTTACCTCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCC

GGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTG

AGAACGGTTTTAAGAAATTAGCTTAACCTCCCGACTTCGCAACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAG

GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAAAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTGA

TAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCC

CCGAAGGGAAAGTCTTATCTCTAAAATTGTCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGC

TCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTG

CAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCC

ATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACTAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTAC

ACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCGATGCACTTCT 

BFA17- Primer: 630R 

TCATCTGTCCTGCCTTAGACGGCTCCTTCCTAAAAGGTTAGGCCACCGGCTTTGGGCATTACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTG

TGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGTCAAGTTGCAGACTA

CAATCCGAACTGAAACGTACTTTAAAAGATTAGCTCACCCTCGCGGGTTGGCAACTCGTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAG

CCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCATCTGAA

TGCTGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACAACAACCATGCACCACC

TGTCACTTTGTCTCCAAAGAGAACACTTCTATCTCTAAAAGCTTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCAAA

TTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAACACTT

AATGCGTTAGCTTCGGCACTAAGAGGCGGAAACCTCCTAACACCTAGTGTTCATCGTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATC

CTGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCTCAACGTCAGTTGCAGTCCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCA

TTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTTACCTCTACTGCACTCAAGTTAACCAGTTTCCAATGCCATTCCGGA 

ES1- Primer: 630R 

GGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA

GCGATTCCAACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAAATTAGCTTAACCTCACGACTTCGC

AACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTT

TGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT

CTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAGGGAACGTCTTATCTCTAAGATTGGCAAAAGATG

TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT

CAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTC

ATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAG 
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PS3- Primer: 27F 

CGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTTAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCA

GAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCT

ATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGG

TAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGA

TGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAG

GGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA

TTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGA

CTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT

GTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAG

TGCTAAGTGTTGG 

PS3- Primer: RPOA-21F 

GTTTATTGTCGAACCGTTGGAACGTGGTTACGGGACAACGCTAGGAAATTCCTTACGGCGGATCTTACTTTCTTCATTACCTGGTGCA

GCTGTTACCAGCATTCAAATCGACGGGGTTCTGCATGAATTTTCGACTGTCGAAGGTGTCGTTGAAGATGTCACGCAAATCATCTTAA

ATGTTAAGAAGATTGCGTTGAAGCTTAATGGCTCTGATGATCAGGAAGAAACGATGGAGATCAACGTTAAGGGTCCTGCTCAAATCA

CCGCTGGTGATATTGTTGCCGGAGCCGACGTTGATATCTTGAACCCAGATCTGTACATTGCAACAGTTGCGGATGGTGCAACGTTCCA

TATGCGGATGACAGCTGATAAGGGCCGGGGCTATGTTTCTGCTGACGAGAACAAAACTCGCAACACCGACATGCCAATTGGCGTTTT

AGCTGTGGATTCTATTTACACCCCAATCGAACGGGTTAACTACCAAGTAGAGAATGCACGGGTTGGCCAACGAGCTGACTACGATAA

ATTGACCCTGGATGTTTGGACAAACGGTTCAATTAATCCAAGCGAAGCCATTGCTCTGGCTGCTAAGATCTTGACTGAACATCTGGC

AATGTTTGTTGATTTGACGGACGAAGCTAAGAATGCAGAAATCATGGTTGAAAAAGAAGAAACGCATAAGGAAAAGATGCTTGAGA

TGACCATCGAAGAGCTCGACTTATCCGTTCGTTCTTACAACTGTTTGAAGCGCGCC 

GUS1- Primer: 16SITS1 

GGTTTTGGAATGCTTCTGATATAAAGTCCTGTCCTGCAGGATCGGGAAGGCACAGCCAGAGAGGCTGCCTGCACTACGGTGTAACGC

GCCGTCAACATATCCCTTCCAGCGACAATCAATGGACCCTTTTGGGGCTAGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCTTGATAAGCGT

GGGGTCGGAGGTTCAAGTCCTCCCTGGCCCACCAGTTCTGCTGCGTGTCCGTTCTGGGCTGCATTTATGCGGTTCATGAGGTCATGCA

CTGATGGGGGCGTAGCTCAGCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGATCCCGTCCGCCTCCACCATTTACT

GGTGTTGAGAGGCCTGGGTTCTGGCCGTGAATGATTGTCGCCGGAAGATAATGGAGATCGGACGGATATCCTGTGGAACCGCGTTGG

CGGTGCATGGGGTGTTGCGGTCTGGTGAGTTTGCTCTTTGATAATGTGAATAGGTTGGTGCGTTTGTGGACGTGCCTTTGTCACGGGT

TGGTCTGACCCGTGGATGGTCCGGGCAGCCGGAGTATCCATGCTAGGTGACGGAGGCGTAAGCGTTCATAAACGAGTTAAGTGTTGA

ATTGTGCGATGCACTGCACTTTCTCTGTGCGGGTGTTGTTGCTCGATCT 

GUS2- Primer: 16SITS1 

GTCTGGATGGTTTTGGAATGCTTCTGATATAAAGTCCTTCCTGCAGGATCGGGAAGGCACAGCCAGAGAGGCTGCCTGCACTACGGT

GTAACGCGCCGTCAACATATCCCTTCCAGCGACAATCAATGGACCCTTTTGGGGCTAGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCTTGA

TAAGCGTGGGGTCGGAGGTTCAAGTCCTCCCTGGCCCACCAGTTCTGCTGCGTGTCCGTTCTGGGCTGCATTTATGCGGTTCATGAGG

TCATGCACTGATGGGGGCGTAGCTCAGCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGATCCCGTCCGCCTCCACC

ATTTACTGGTGTTGAGAGGCCTGGGTTCTGGCCGTGAATGATTGTCGCCGGAAGATAATGGAGATCGGACGGATATCCTGTGGAACC

GCGTTGGCGGTGCATGGGGTGTTGCGGTCTGGTGAGTTTGCTCTTTGATAATGTGAATAGGTTGGTGCGTTTGTGGACGTGCCTTTGT

CACGGGTTGGTCTGACCCGTGGATGGTCCGGGCAGCCGGAGTATCCATGCTAAGTGACGGAGGCGTAAGCGTTCATAAGCGAGTTA

AGTGTTGAATTGTGCGATGCACTGCACTTTCTCTGTGCGGGTGTTGTTGCTCGATCTGCCGGTTATCTGACTGGTGGCTTGAGTGGAT

GGCTCCTGTGCATGTGTGGGCAATG 

GUS3- Primer: 16SITS1 

GCTTTGGTCTGGATGGTTTTGGAATGCTTCTGACATAAAGTCCTTACCTGCAGGATCGGGTAAGGCACAGCCAGGTAGGCTGCCTGC

ACTTCGGTGTAACGCGCCGTCAACATATCCCTTCCAGCGACAATCAATGGACCCTTTTGGGGCTAGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCAC

ACGCTTGATAAGCGTGGGGTCGGAGGTTCAAGTCCTCCCTGGCCCACCAGTTCTGCTGCGTGTCCATGTTTTATGGTCATGCACTGAT

GGGGGCGTAGCTCAGCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGATCCCGTCCGCCTCCACCACGAACTGGTGT

TGAGAGGTCTGGGAATGATTGTCGCCGGAAGATAATGGAGATCGGACGGATACCTTGTGGAACCGCGTTGGCGGTGCATGGGGTGT

TGCGGTCTGGTAAGTTTGCTCTTTGATAATGTGAATAGGTTGGTGCGTTTGTGGACGTGCCTTTGTCACGGGTTGGTCTGACCCGTGG

ATGGTCCGAGCAGTCGGGGTATCCACGCTAGGTGACGGAGGCGTATGCGTTCATAAACGAGTTAAGTGTTGAATTGTGCGATGCACT

GCACTTTCTCTGTGCGGGTGTTGTTGCTCGATCTGCCGGTTGGTTATCTGACGGGTGGCTTGAGTGGATGGCTCCTGTGCATGTGTGG

GCAATGAG 

PS1- Primer: 16SITS1 

TGGTTGTATTTGGGATGTTCTAAAAAAATAAGTCCTGCACTTAGGATCAAGTGTAGGCATCTGTCAGTCTGGTTTTAGGACCGGGCGC

GCCGTCAACATATCCCTTTCTACAACAGATGCTGGATAATGAAGATTATTCAGTCGGGTTTTGGGCTAGTAGCTCAGTTGGTTAGAGC

ACACGCTTGATAAGCGTGGGGTCGGAGGTTCAAGTCCTCCCTGGCCCACCATGTTTTAGTTAGCCGTTTCCTAAGGGGGCGTAGCTCA

GCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGAACCCGTCCGTCTCCACCAGGGAAGGTTAGATTGAGACTTGGTG

TTGAGAGTATCTGTTGTGGGGGAGTTAGTGATCGGACTTCTCTGGGCATGTTCTGCGATAGCGGGGGTGCTGAGGGAACTCTGGTGT
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TGATCTTTGTCAGTGTGAATCGGTTGGTGCGTTTCTGGGCGTGCTGAGAGCTGTGGGTTGGTCTGACCCATATGATCTGGGGTTTATC

TCTGGGTTATATGTTAAGCAGTTTTTAGCGTGAGCGTTCAGAAGCGTTTTAAAGTGTGACGTGCTCGGATGCGTTCATGCTTAGAGCT

GTTTGTATCGTAAGGTATGGATGGTTTCTGTGCATGGGGCGAGTGA 

AUS4- Primer: 16SITS1 

GTTCTAAAAAAATAAGTCCTGCACTTAGGATCAAGTGTAGGCATCTGTCAGTCTGGTTTTAGGACCGGGCGCGCCGTCAACATATCC

CTTTCTACAACAGATGCTGGATAATGAAGATTATTCAGTCGGGTTTTGGGCTAGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCTTGATAAGC

GTGGGGTCGGAGGTTCAAGTCCTCCCTGGCCCACCATGTTTTAGTTAGCCGTTTCCTAAGGGGGCGTAGCTCAGCTGGGAGAGCACC

TGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGAACCCGTCCGTCTCCACCAGGGAAGGTTAGATTGAGACTTGGTGTTGAGAGTATCTGT

TGTGGGGGAGTTAGTGATCGGACTTCTCTGGGCATGTTCTGCGATAGCGGGGGTGCTGAGGGAACTCTGGTGTTGATCTTTGTCAGTG

TGAATCGGTTGGTGCGTTTCTGGGCGTGCTGAGAGCTGTGGGTTGGTCTGACCCATATGATCTGGGGTTTATCTCTGGGTTATATGTT

AAGCAGTTTTTAGCGTGAGCGTTCAGAAGCGTTTTAAAGTGTGACGTGCTCGGATGCGTTCATGCTTAGAGCTGTTTGTATCGTAAGG

TATGGATGGTTTCTGTGCATGGGGCGAGTGAGC 

HFA5- Primer: 27F 

GCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTG

GAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACAAAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGC

GGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACT

GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGT

GATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAG

AAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC

AGACGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTA

AGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACG

TTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGT

TTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG

GACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT 

HFG8- Primer: 27F 

ACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGT

GCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAG

ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGAT

GAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAA

GGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGA

CGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGT

GGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTG

A 

AAS3- Primer: 27F 

CGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCA

GAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGC

TATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGG

GTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTG

ATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAG

GTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTT

ATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGA

AACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGG

CTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATG

AATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC 

AUS2- Primer: 27F 

TTTTTGCGGAGGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCC

TTTTCTACACATGTAGAAAAGCTGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA

CGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA

GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACT

CTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC

AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAA

GCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA

ATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAA

ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACG

CATTAAGCACTCCGCC 
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BFA9- Primer: 27F 

GGATCTTTCGGGATCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTA

ATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTA

CCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

GTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGAC

GGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGC

TCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAG

ACGCATAGACTAGAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG

AAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT

AAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA

AGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGA 

ELS5- Primer: DNAK 

GCAAAGCCGTTCGCCAATCCCCGCAACGCCGCGGCAGGGTCCCTGCGTCAGCTGGATGCGGAAATTACCCGCAGCCGACCGCTGTCC

CTCTTCGCCTATGCGCAGGGGTACACGTCCTCACCCGTTGCGACGACACACTGGGATTATCTGGAAAAACTGCGGCAGTGGGGGTTC

ACGGTCAATCCGCTCTCCCAGATGATTGCCCATGCCCGCGACATCCCGGCCTATGTGGACAGGCTGGCCCGCGAGCGCTCGGAACTG

GATTATGACATCGACGGCATCGTATTCAAACTGGACGATCTGAGCCTTCAGGACCGCCTTGGCTTTGCCGGCCGTGCGCCCCGCTGG

GCCATCGCGTGGAAGTTTCCGGCCGAACAGGCCATCACGCGCTTGCGGGAGATCGAGATCCAGGTCGGCCGCACGGGCGCCCTGAC

CCCGGTCGCGCATCTGGAACCGGTGAATGTCGGCGGCGTCATCGTCTCGCGCGCCACTCTGCACAACGAGGACGAAATCGCCCGCAA

GGACGTGCGCGTCGGTGATCTGGTGCGCCTGCAGCGCGCCGGAGACGTGATCCCGCAGATCCTCGGCCCCGTCCCCAGCGAGGAGCC

CCGTTCGGAGCCTTTCGTCTATCCCGACCACTGCCCCGTCTGCGGATCGCTCGCCGAGCGCGTGCATGGTGAAGCCGTCCGCCGCTGC

ACAGGTGGCCTGACCTGCGAAGCGCAGATCGTGGAGCGCCTGATCCACATGGTGTCACGCAACGCATTC 

ELS4- Primer: DNAK 

CAAAGCCGTTCGCCAATCCCCGCAACGCCGCGGCAGGGTCCCTGCGTCAGCTGGATGCGGAAATTACCCGCAGCCGACCGCTGTCCC

TCTTCGCCTATGCGCAGGGGTACACGTCCTCACCCGTTGCGACGACACACTGGGATTATCTGGAAAAACTGCGGCAGTGGGGGTTCA

CGGTCAATCCGCTCTCCCAGATGATTGCCCATGCCCGCGACATCCCGGCCTATGTGGACAGGCTGGCCCGCGAGCGCTCGGAACTGG

ATTATGACATCGACGGCATCGTATTCAAACTGGACGATCTGAGCCTTCAGGACCGCCTTGGCTTTGCCGGCCGTGCGCCCCGCTGGG

CCATCGCGTGGAAGTTTCCGGCCGAACAGGCCATCACGCGCTTGCGGGAGATCGAGATCCAGGTCGGCCGCACGGGCGCCCTGACC

CCGGTCGCGCATCTGGAACCGGTGAATGTCGGCGGCGTCATCGTCTCGCGCGCCACTCTGCACAACGAGGACGAAATCGCCCGCAAG

GACGTGCGCGTCGGTGATCTGGTGCGCCTGCAGCGCGCCGGAGACGTGATCCCGCAGATCCTCGGCCCCGTCCCCAGCGAGGAGCCC

CGTTCGGAGCCTTTCGTCTATCCCGACCACTGCCCCGTCTGCGGATCGCTCGCCGAGCGCGTGCATGGTGAAGCCGTCCGCCGCTGCA

CAGGTGGCCTGACCTGCGAAGCGCAGATCGTGGAGCGCCTGATCCACATGGTGTCACGCAACGCATTC 
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