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OZET

MALATYA KAYISISINDAN LAKTIK ASIT BAKTERILERININ
IZOLASYONU, MOLEKULER IDENTIFIKASYONU, BAZI
PROBIiYOTIK VE TEKNOLOJIiK OZELLIiKLERININ
BELIRLENMESI

Aysegiil KAHRAMAN SARISU
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi
Tez Danismant: Dr. Ogr. Uyesi Banu METIN

Kasim, 2021 - 111 Sayfa

Laktik asit bakterileri, ¢esitli fermente lriinlerin tiretiminde rol almalari, starter
kiiltiir olarak kullanimlar1 ve probiyotik 6zelliklerden dolay1 6nemli endiistriyel
mikroorganizmalar olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada, cografi isaret almig Malatya
kayisisindan laktik asit bakterilerinin izole edilerek molekiiler ydntemlerle
tanimlanmas1 ve bu izolatlarin asit ve tuz toleransi, farkli sicakliklarda gelisme ve
ekzopolisakkarit sentezi gibi bazi probiyotik ve teknolojik o6zelliklerinin
belirlenmesi amacglamistir. Bu amagla Kabaasi, Hasanbey ve Hacihaliloglu
cinslerine ait kayis1 drnekleri homojenize edilerek MRS (De Man, Ragosa, Sharpe)
ve FMRS (Fructose and De Man, Rogosa and Sharpe) besiyerlerine ekilmistir.
Inkiibasyon kosullar1 (35°C, 48 saat) sonucunda elde edilen kolonilerden 58 izolat
saflastirilmistir. Izolatlar DNA izolasyonu ardindan GTG5 rep-PCR parmak izi
analizine tabi tutularak gruplanmistir. Her gruptan secilen izolatlarin 16S rRNA
veya dnak (chaperone protein) gen bolgeleri PCR vasitasiyla c¢ogaltilarak
dizilenmistir. Dizileme analizi sonucunda, Weissella confusa, Weissella
paramesenteroides, Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides,
Latilactobacillus curvatus olmak {izere 5 farkli laktik asit bakterisi tiirii
saptanmistir. Calismada, pH 2,5’ta en dayanikli izolatlar P. pentosaceus FBAKS,
W. confusa LZAK2 ve W. paramesenteroides FZAK10 olarak belirlenmistir. Bu ii¢
izolatin aym1 zamanda %10 NaCl konsantrasyonunda {ireme gosterdikleri

saptanmistir. izolatlardan W. confusa LZAK2, P. pentosaceus LZAK12 ve

iv



LZAK13 sicakliga en dayanikli izolatlar olup 44°C’de iireme goOstermistir.
Izolatlardan Leu. mesenteroides FHB15, W. paramesenteroides FBAK2, L.
curvatus LHB12 ve W. confusa LZAK2’nin diger izolatlardan daha fazla
ekzopolisakkarit tirettikleri tespit edilmistir. Bu ¢calisma, Malatya kayisisinin laktik
asit bakteri profilinin bilimsel literatiire kazandirilmasi icin baslangic teskil

etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ekzopolisakkarit, Laktik asit bakterisi, Malatya kayisisi,
Probiyotik



ABSTRACT

ISOLATION, MOLECULAR IDENTIFICATION, AND
DETERMINATION SOME PROBIOTIC AND
TECHNOLOGICAL PROPERTIES OF LACTIC ACID
BACTERIA FROM MALATYA APRICOT

Aysegiil KAHRAMAN SARISU
Master, Food Engineering
Thesis Advisor: Asst. Prof. Dr. Banu METIN

November, 2021- 111 Pages

Lactic acid bacteria are known as important industrial microorganisms due to their
role in the production of various fermented products, their use as starter cultures
and their probiotic properties. In this study, it was aimed to isolate and molecularly
identify lactic acid bacteria from Malatya apricot with protected geographical
indication, and to determine some probiotic and technological properties of the
isolates, such as acid tolerance, resistance to NaCl, growth at different temperatures
and exopolysaccharide synthesis. For this purpose, apricot samples of Kabaasi,
Hasanbey and Hacihaliloglu varieties were homogenized and inoculated onto MRS
(De Man, Ragosa, Sharpe) and FMRS (Fructose and De Man, Rogosa and Sharpe)
media. Fifty eight isolates were purified from the colonies after incubation (35°C,
48h). The isolates were grouped by GTG5 rep-PCR fingerprinting analysis after
DNA isolation. 16S rRNA and dnak (chaperone protein) gene regions of the
selected isolates of each group were amplified by PCR and sequenced. As a result
of the sequencing analysis, 5 different lactic acid bacteria species Weissella
confusa, Weissella paramesenteroides, Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc
mesenteroides, Latilactobacillus curvatus were identified. In the study, P.
pentosaceus FBAKS5, W. confusa LZAK?2 and W. paramesenteroides FZAK10 were
the most resistant isolates to pH 2,5. These three isolates also grew at 10% NaCl
concentration. Among the isolates, W. confusa LZAK2 and P. pentosaceus
LZAK12 and LZAK13 were the most high temperature resistant isolates that

Vi



could grow at 44°C. The isolates, Leu. mesenteroides FHB15, W.
paramesenteroides FBAK2, L. curvatus LHB12 and W. confusa LZAK2 produced
more exopolysaccharides than the other isolates. This study represents a starting

point in scientific literature to gain information on the lactic acid bacteria profile of
the Malatya apricot.

Keywords: Exopolysaccharides, Lactic acid bacteria, Malatya apricots, Probiotics
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS
1.1. Giris

Kayis1 5000 yildir tarimi1 yapilmakta olan bir meyve olup Tiirkiye’de 27 farkli gesidi
yetistirilmektedir (Kara vd., 2012). Tirkiye kuru ve yas kayisi {iretiminde,
ihracatinda diinyada ilk sirada yer almaktadir (Unal, 2010). Tiirkiye’de en cok kayisi
tretimi yapan il Malatya’dir. Cografi konumu ve iklimsel Ozellikleri sebebiyle
Malatya kayisisina, 2001 yilinda T.C. Tiirk Patent Enstitiisii tarafindan cografi isaret

tescil belgesi verilmistir.

Malatya kayisistmin -~ mikrobiyotasina  yonelik  bir  c¢alismaya literatiirde
rastlanmamistir. Bu nedenle, bu ¢alismada cografi isaret ile tescil edilen Malatya
kayisisinin laktik asit bakterileri (LAB) profilinin tespit edilmesi ve elde edilen
izolatlarin baz1 teknolojik ve probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amagla, Malatya kayis1 tiirleri igerisinde bulunan Hasanbey, Hacihaliloglu ve
Kabaas1 cinslerine ait kayisilardan LAB izolasyonu gerceklestirilmistir. izolatlari
gruplandirmak icin GTGS rep-PCR yapilmis, gruplardan segilen izolatlarin
molekiiler tanimlanmasi i¢in 16S rRNA veya dnaK gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmis
ve dizilimleri belirlenmistir. Izolatlarin teknolojik ve probiyotik 6zelliklerini
incelemek amaciyla asit ve tuz toleransi, farkli sicakliklarda gelisme ve EPS sentezi

tarama analizi yapilmistir.



IKINCi BOLUM

LITERATUR TARAMASI

2.1. Kayis1

Kayisinin, giinlimiizden 5000 yil Oncesine kadar tarimi yapildigi bilinmektedir
(Giilsen vd., 2021; Candan, 2007; Karatay, 2003). Kayisi, biiyiikk Iskender'in
savaglar1 sirasindaki yolculugunda tiiketildigi bilinen bir meyvedir (Salmman vd.,
2011). Ermeni tiiccarlar tarafindan once Italya'ya, sonra da Yunanistan'a
gotiirilmiistiir. Kayisinin Avrupa iilkelerine gelisi ise 17. yy. sonlarindadir (Erbey,
2018).

Kayisi, cografi olarak diinyanin bir¢ok yerine dagilmis olsa da daha ¢ok Akdeniz'e
yakin olan iilkelerde yetistirilmektedir (Karabacak ve Uzundumlu, 2020). Tiirkiye
diinya yas kayisi iiretiminde birinci sirada yer almakta, kuru kayisi tiretimini ise
yaklasik %85 ile %90 oraninda karsilamaktadir (Ozelgi vd., 2021). Tiirkiye'de birgok
bolgede kayis1 lretimi yapilmakta ve bu bolgeler arasinda Malatya 6n plana

cikmaktadir (Oziipekge, 2021).
2.1.1. Malatya Kayisisinin Tarihgesi

Malatya, kayisiyla 6zdeslesmis olup, bu konudaki en eski yazili kaynagin 1655 yilina
dayandig1 belirtilmektedir (Dali, 2012). Malatya’ya gelen Evliya Celebi, 53 bin
kisilik sehirde, 7.800 meyve bahgesi ve 7 kayisi ¢esidi bulundugunu belirtmistir
(Karatas, 2018). Evliya Celebi, Malatya’nin "kirmizi, sar1, beyaz, sulu, etli" kayisi
cesitlerinin oldugunu, bunlarin seleler ile bahgelerden evlere getirildigini ve
kayisilardan pestiller yapilip diger iilkelere ihra¢ edildigini anlatir (Unal, 2010;
Altun, 1991).

Almanya Genelkurmay Bagkanligi yapmig olan Moltke, 1838 yilinda Osmanl
Darphanesi’ne ¢agdas egitim yontemlerini 6gretmek amaciyla Malatya’ya gelmistir
(Akbiyik, 2011). Meyve agaglarindan bahsederken Kkayisiyr vurgulamis ve
Aspuzu’nun (19. yiizyilla kadar gegen zamanda Malatya diye anilan ve su an
Battalgazi diye bilinen eski Malatya) ortaya c¢ikarilmamis bir giizellige sahip
oldugunu ifade etmistir (Unal, 2010; Sanc1, 2020).



Malatya’nin yerli tiiccarlarindan olan “Haci Sadi Oglu Mahmut Nedim" 1923 yilinda
kayisty1 kiikiirtleyerek kurutmay: denemistir (Unal, 2010; Hepsag vd., 2016). Bu
yontem ile kurutma isleminin basarili oldugunu belirtmis ve ¢evresindeki ¢iftcilere
de &gretmistir (Unal, 2010). Bu sayede kayisinin depolanma siiresi ile birlikte
albenisi de artmistir. Malatya’da demiryolu olmasi sebebi ile kayisit yurt iginde
taninmis ve bulundugu sehir basta olmak iizere tiim iilkeye ekonomik olarak katki
saglamistir (Unal, 2010).

Cumhuriyetin ilk yillarinda, Malatya meyveciligine ait bilgilerin sinirli oldugu
belirtilmektedir (Unal, 2010). Ankara Yiiksek Ziraat Enstitiisii miidiirii Prof. Dr. W.
Gleisberg, Malatya’nin meyvecilik potansiyeli ile ilgili verilerin toplanmasini
istemistir. Bu amagla asistani Liitfi Ulkiimen’i 1933 yilinda Malatya’ya géndermistir.
1933 ile 1936 yillar1 arasinda Malatya’nin meyve g¢esitleri ve tretim alanlarimi
inceleyen Liitfi Ulkiimen bu alanda doktora calismasi yapmis; bu calisma 1938
yilinda kitap haline getirilerek yaymlanmistir (Unal, 2010; Ulkiimen, 1938).
Ulkiimen'in yapmis oldugu calisma ile birlikte Malatya’nin meyvecilik potansiyeli
fark edilmistir. 1937 yilinda Tirk-Alman is birligi ile, giiniimiizde Meyvecilik
Arastirma Enstitiisii haline gelmis olan ‘Kayis1 Uretme Istasyonu’ kurulmustur. Bu
istasyon meyveciligin gelismesinde onemli paya sahiptir (Kadioglu, 2008; Unal,
2010). Bu istasyon vasitasiyla meyve tiirlerinin cesitlerini iyilestirme calismalari
yapilmisg, yeni tarimsal teknikler gelistirilmistir. Bu sayede ucuz ve kaliteli fidan

dagitim1 yapilmustir (Unal, 2010).

Malatya’da Hacihaliloglu, Hasanbey, Cataloglu, Hacikiz, Kurukabuk (Gavurasisi),
Koyunoglu, Osmanonbasi, Sarilok ve Turfanda kayisi ¢esitlerinin 1930’lu yillarda
var oldugu bilinmektedir (Tuncay vd., 2019; Tuncay vd., 2010). Bu yillarda Malatya
yakinlarinda Hacihaliloglu ailesine ait ciftlikte bulunan ve Hacihaliloglu adiyla
anilan kayisilarin uzun-kirmizi, yuvarlak-kirmiz1 ve beyaz-uzun olmak tizere 3 cesit

oldugu belirtilmistir (Unal, 2010).

Yeni Malatya gazetesinde 3 Temmuz 1930 yilinda Hasanbey ad1 verilen kayisinin bir
tanesinin 23 dirhem ve 16 tanesinin ise bir okka geldiginden ve bu kayisilarin

gosterisli meyveler oldugundan bahsedilmektedir (Unal, 2010; Kazancioglu, 2017).

Malatya ilinde 1968 yilinda 800 bin kayis1 agact bulundugu raporlanmistir. 1978
yilinda ise bu say1 1.850 bine ulasmistir (Unal, 2010). Yas kayis! iiretimi 1968



yilinda 20 bin tondan 50 bin tona yiikselmistir (Unal, 2010; Kahraman vd., 2007).
Kuru kayist tiretiminin, 1968 yilinda 4 bin tondan 1988 yilinda 30 bin tona kadar
artmis oldugu belirtilmistir (Unal, 2010).

2.1.2. Malatya Kayis1 Cesitleri

Malatya kayisisinin T.C. Tiirk Patent Enstitiisii tarafindan verilen cografi isaret tescil
belgesi 28 Ocak 2001°de 24301 Sayili Resmi Gazete’de ilan edilmistir. Tescil edilen
Malatya kayisisinin baglica gesitleri Hacihaliloglu, Hasanbey, Kabaasi, Soganci,
Cataloglu ve Cologlu’dur (TSE, 2021; TURKPATENT, 2001; Oraman, 2015).

Malatya'da iiretilen kayisi gesitleri igerisinde On plana ¢ikan iiretimin %90’ 11
olusturan Hacihaliloglu ¢esididir. Son donemlerde Kabaasi ve Soganci ¢esitlerinin de
yayginlastigi goriilmektedir (Unal, 2010; Alan vd., 2013). Tablo 2.1’de Malatya
kayisi cesitleri ve kullanim alanlar belirtilmistir. Hacihaliloglu, Kabaasi, Soganct ve
Cataloglu gesitleri kurutmalik olarak iiretilmektedir. Hasanbey, Cologlu, Sekerpare,
Yegen, Pasamismisi, Hacikiz ve Turfanda cinsleri sofralik (taze) tiikketim igin
tiretilmektedir. Sofralik tiiketim igin tretilen cinslerin gesitliliginin kurutmalik

cinslere gore daha fazla oldugu belirtilmistir.

Kurutmalik kayisi gesitlerini yas kayist ¢esitlerinden ayirt eden en 6nemli 6zellik,
kuru madde oranlarinin yiiksek olmasidir. Kurutmalik kayisilarda kuru madde orani

%24-30 iken sofralik kayisilarda %18-20 arasindadir (Dali, 2012).

Tablo 2.1: Malatya Kayisi Cesitleri

Kayis1 Cesidi Tiiketim Ozelligi

Hacihaliloglu Kurutmalik Yegen Sofralik
Kabaasi Kurutmalik Pasamismisi Sofralik
Soganci Kurutmalik Hacikiz Sofralik
Cataloglu Kurutmalik Sekerpare Sofralik
Hasanbey Sofralik Turfanda Sofralik
Cologlu Sofralik

Kaynak: https://malatya.tarimorman.gov.tr/
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2.1.3. Kayis1 Besin Degerleri

Kayisi, ¢ekirdekli meyveler arasinda farkli bir konumda olup, ¢ok yonlii
kompozisyona ve onemli fonksiyonel 6zelliklere sahiptir (Gubta vd., 2018; Levent
vd., 2011). Tablo 2.2’de 100 gram kayisinin besin bilesenleri verilmistir. Kayisi
bilesenleri incelendiginde toplam seker miktari, potasyum ve vitamin A diger

bilesenlere gore 6n plana ¢ikmaktadir.

Tablo 2.2: 100 g Kayisinin Bilesimi

Besinler Kayisi
Nem (g) 86.35
Enerji (kcal) 48
Protein (g) 1.4
Yag (g) 0.39
Toplam seker (g) 9.24
Posa (g) 0.6
Kiil (g) 0.7
Kalsiyum (mg) 13
Demir (mg) 0.39
Fosfor (mg) 23
Potasyum (mg) 259
Sodyum (mg) 1
Vitamin A (IU) 1926
Tiamin (mg) 0.03
Riboflavin (mg) 0.04
Niasin (mg) 0.6
Vitamin C (mg) 10

Kaynak: Levent vd., 2011

Kayis1 %11 karbonhidrat, %1 protein, %1l'den az yag ve %86 su icermektedir
(Gubta vd., 2018). Tablo 2.3’te kayisinin igeriginde bulunan glikoz ve fruktoz
sekerlerinin yiizdelik miktarlar1 belirtilmistir. Meyve sekeri olarak bilinen fruktozun
kayis1 icerigindeki miktariin glikoz miktara esit veya glikoz miktarindan daha

diisiik oldugu saptanmaistir.



Tablo 2.3: Kayisinin Glikoz ve Fruktoz Miktar:

Meyve Glikoz (%) Fruktoz (%) Glikoz/Fruktoz
Kayisi 1.5-5.0 1.0-4.5 1.0-1.3

Kaynak: WHO, 2017

Kayis1 Mg, Zn, Se ve K gibi yiiksek mineralleri 6nemli miktarda icermektedir (AKin
vd., 2008). Kayisinin sodyum diizeyinin diisiikk ve potasyum diizeyinin yiiksek olmasi
nedeniyle kalp yetmezligi, bobrek hastaliklari, hepatit ve siroz tedavisinde olumlu
etkileri vardir (Ali vd., 2015; Dal1, 2012). Kayisinin vitamin yonii ele alindiginda ise
C, K ve B kompleksi vitaminleri ile A vitamininin provitamini olan beta-karoten
icerdigi belirtilmektedir (Ali vd., 2015). Kayis1 ayn1 zamanda meyve asitlerinden
sitrik asit ve malik asit igermektedir (Ali vd., 2015; Fatima vd., 2018).

2.2. Laktik Asit Bakterileri

LAB ile ilgili calismalar 1900'li yillarin basinda siitiin fermantasyonu ile baglamistir.
1873 yilinda ilk saf kiiltiir ‘Lactococcus lactis’ Lister tarafindan elde edilmistir
(Quinto vd., 2014). 1919°’da Orla-Jensen, LAB iiyelerinin karakterizasyonu ile ilgili
giiniimiizde de gegerliligini koruyan bir yayin yapmistir (Orla-Jensen, 1919). O
zamanlarda LAB’lerinin siniflandirilmasinda farkli sicakliklarda gelisme, yiiksek tuz
konsantrasyonunda iireme, asit toleransi ve farkli morfolojik 6zellikler kullanilmistir
(Orla-Jensen, 1919; Von Wright vd., 2011).

LAB iiyelerinin insan sagligi izerinde olumlu etkileri ilk kez Metchnikoff tarafindan;
yogurt ile beslenen Bulgar kdyliilerinin uzun oémiirlii olduklar1 seklinde belirtilmistir
(Metchnikoff, 1907). Yogurt kelimesi tiim diinya lugatlarina ge¢mis Tiirkge bir
kelimedir (Ozden, 2008).  Tiirkler yogurdu gogtiikleri her yere tasimis ve
yaygimnlastirmustir (Ozden, 2008; Aslan, 2008; Sahin, 2010). Oto zehirlenme teorisine
gore, bagirsaktaki patojenlerin iirettigi toksinler insan viicudunu zehirleyerek viicut
direncini diisiirmektedir (Metchnikoff, 1907; Grigoroff, 1905; Vasiljevic vd., 2008).
Bu durumun LAB’nin bulundugu siit ve siit tirlinlerinin tiikketimi ile dnlenebilecegi

belirtilmistir (Metchnikoff, 1907; Grigoroff, 1905; Vasiljevic vd., 2008).

LAB iiyeleri morfolojik yapisi kisa / uzun gubuk ya da kok veya tetrat seklindedir
(Pamir, 1985). Morfolojik yapilart degisken 6zellik gostermekle birlikte, fizyolojik
acidan ise ¢ok benzerdirler. Gram pozitif olan LAB’leri karbonhidratlarin

fermantasyonu ile son iiriin olarak laktik asit tiretirler (Bottazzi, 1988; Astwahy vd.,
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2008). Katalaz negatif olup, bazi tiirler hari¢ spor olusturmazlar; anaerobik ya da
mikroaerofiliktirler. LAB tiirlerinin, termofilik ve mezofilik 6zellik gostermekle
birlikte, farkli sicakliklarda (10-45°C) ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
gelisebildigi, yiiksek asit ve bazik ortama uyum saglayabildigi belirtilmistir (Lee vd.,
2009; Cogan vd., 1997).

LAB dogada yaygin olarak meyve ve bitki materyalleri iizerinde, insan ve
hayvanlarin intestinal ve solunum sistemlerinde, suda, toprakta ve gida iiriinlerinde
(siit ve slt drhnleri, tahil friinleri, et, balik, fermente {irtinler) bulunurlar

(Klaenhammer vd., 2005; Liu vd., 2003; Kandler vd., 1986).

LAB, hidrojen peroksit (H202), organik asitler, bakteriyosin, etanol (C2HsOH),
diasetil (C4HsOz2), karbondioksit (CO.), asetaldehit (CoH4O) gibi gesitli bilesikler
retirler (Makarova vd., 2006). LAB, fermente etme Ozelliklerine gore
homofermentatif ve heterofermentatif olarak ikiye ayrilir. Homofermentatif LAB,
heksoz sekerleri fruktozdifosfat (FDP) yolu ile fermente ederek <%90 birincil
derece laktik asit tiretmektedir (Con ve Gokalp, 2000; Erkman ve Fadiloglu, 2001).
Heterofermentatif LAB’nde ise FDP yolunun 6nemli enzimlerinden aldolaz ve
heksozisomeraz enzimleri bulunmamaktadir. Bu sebeple heksozmonofosfat veya
pentozfosfat metabolik yolunu kullanirlar. Metabolik faaliyetleri sonucunda
heksozlardan laktik asit, CO> ve etanol iiretirler (Con ve Gokalp, 2000; Erkman ve
Fadiloglu, 2001). Antimikrobiyal etkiye sahip olan bu bilesiklerin bir¢ogu siit, et,
sebze, tahil, kahve, kakao, alkol gibi fermente gidalara kendine 6zgii tat, koku ve
tekstiir kazandirmaktadir (Zacharof vd., 2011). Gida sektoriinde, iiriin kalitesinin
standardizasyonu igin LAB starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Lindgren, 2002;
Cakir, 2003).

LAB’lerinin probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in toksik etkiye sahip olmamasi ve
sindirim sistemi boyunca canli kalabilmesi, safra tuzlaria direngli olabilmesi, diistik
pH’a toleransli olmasi, antimikrobiyal madde {iretebilmesi gerekmektedir (Bagdath

vd., 2013; Kaur vd., 2002).



2.3. Probiyotikler

Probiyotik teriminin Latince kelime kokii incelendiginde Tiirk¢e karsiligi ‘yasam
i¢cin’ anlamindadir (Roy, 2009). Probiyotik terimi ilk olarak 1965 yilinda Lilly ve
Stillwell‘in yapmis olduklar1 arastirmada ‘bir mikroorganizma tarafindan salinan
maddeler diger bir mikroorganizmanin biiyliimesini baslatabilir’ ifadesi kullanilmistir

(Lilly ve Stillwell, 1965).

Parker, 1974 yilinda probiyotik tanimini “bagirsak mikrobiyal dengesine katkida
bulunan organizmalar ve maddeler” seklinde ifade etmistir (Parker, 1974,
Schrezenmeir, 2001). Fuller ise canli hiicrelerin probiyotigin temel bileseni oldugunu
vurgulamistir (Fuller, 1989). Daha sonraki yillarda probiyotik organizmalarin, etki
edebilmesi i¢in uygun miktarlarda kullanilmas1 gerektigi belirtilmistir (Guarner ve
Schaafsma, 1998).

Probiyotiklerin, Tiirk gida kodeksi ne gére probiyotik iiriinlerde minumum 10° kob/g
diizeyinde bulunmasi gerektigi belirtilmistir (Anonim, 2006; imaml1 ve Firat, 2018).
Yapilan galismalarda, probiyotik etki i¢in giinliik alimlarin 10% 10° kob/g diizeyinde
olmasi gerektigi bildirilmistir (Zarate vd., 2000; Onal ve Darilmaz, 2010; Erem vd.,
2013).

Son olarak, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) tarafindan belirtilen ve giiniimiizde de gecerliligini koruyan probiyotik
tanimi “yeterli miktarda alindiginda, konak¢inin sagligina faydalar1 olan yasayan

mikroorganizmalar” olarak ifade edilmistir (WHO, 2002 / FAO).

Saglikli bir bireyin viicut yilizey mukozasinda ve gastrointestinal sisteminde
probiyotik mikroorganizmalar bulunmaktadir (Bengmark, 1998; Sanders, 2003).
Kolonize olmus canli mikroorganizmalar, bagirsaktaki mikrobiyal dengeyi
saglamaktadir. Patojenleri inaktive edip bagigiklik sistemine etki etmektedir.
Insanlarin gastrointestinal sisteminde floray: olusturan yaklasik 500 farkli tiirde
mikroorganizma bulunmaktadir (Bengmark, 1998; Rupa vd., 2012). Bu

mikroorganizmalar belirli bir sistem igerisinde dengede yasamaktadir.

Steril olan gastrointestinal sistemde, normal dogumda ¢evreden alinan
mikroorganizmalar ile kontaminasyon sonucu kolonizasyon siireci baslamaktadir.

Antibiyotik kullanim1 gibi tedavi siiregleri, bagirsak florasindaki dengeyi bozmakta,



cesitli enfeksiyonlara neden olarak otoimmiin hastaliklara yatkinligi artirmaktadir.

(Guarner vd., 2003; Fanaro vd., 2003; Dogan vd., 2017).

Gastrointestinal ~ sisteme alinan bakterilerin  canliliklarin1 ~ siirdiirerek — etkili
olabilmeleri i¢in safra tuzu ve mide asidine dayanikli olmalar1 gerekmektedir
(Chavarri vd., 2010). Antibiyotikler ile alindiklarinda dahi canliliklarini
stirdiirebilmeli ve sindirim sisteminde kolonize olarak patojenlere karsi antagonistik

etki gostermeleri gerekmektedir (Soccol vd., 2010; Arihara, 2006).

Probiyotik {iriinler, probiyotik mikroorganizmalar i¢eren gidalar veya bilesenleri ile
tablet, kapsiil ve sivi formda insan sagligini desteklemektedir. Probiyotik iriinler,
soklanarak kurutulmus bakteri kiiltiir tableti veya kapsiiliiniin gidalara ilave edilmesi
ile hazirlanmaktadir (Ouwehand vd., 2002; Rolfe 2000). Probiyotik igerigine sahip
olan takviyelerin ve gidalarin global satiglari son on yilda istikrarli bir sekilde
bliylimiistiir ve 2019'da yaklasik 353 milyar ABD dolart degerinde oldugu
bildirilmistir (Anonim, 2021). Amerika Birlesik Devletleri'nde Covid-19 pandemisi
oncesindeki satiglara gore %5 (345 milyon $) arttigi belirtilmis ve pandeminin ilk
dalgas1 sirasinda, 5 Nisan 2020'den onceki alt1 hafta i¢inde, satislarda 2019'un aym
donemine gore %44 (435 milyon $) artis oldugu bildirilmistir (Anonim, 2021).

2020 yilinda canli probiyotik hiicrelerin ve tiirevlerinin tim olas1 saglik etkilerini

kapsayacak yeni bir terminoloji onerilmistir (Zendeboodi vd., 2020);

e 'gergek probiyotikler' (True Probiotics (TP): canli ve aktif mikrobiyal
hiicreler)

e 'psddoprobiyotikler' (Pseudo Probiotics (PP): canli ancak aktif olmayan
hiicreler, spor veya metabolik olarak aktif olmayan vejetatif formda hiicreler)

e ‘hayalet probiyotikler' (Ghost Probiotics (GP): inaktive edilmis veya

pargalanmis formlarda cansiz hiicreler)

Gergek probiyotikler: FAO/WHO’ya gore bir iirlinii probiyotik kaynagi olarak
kabul etmenin kriterlerinden biri de canli hiicreler igermesidir. Canli bir organizma
iriiyor veya metabolit iiretiyor ise, canli ve aktif bir mikroorganizma olarak kabul
edilebilir (FAO/WHO, 2002; Blagodatskaya ve Kuzyakov, 2013). Daha net ve daha
iyi anlasilmast i¢in 'probiyotik' terimine alternatif olarak 'gercek probiyotik' terimi

ortaya ¢ikmistir. Gergek probiyotik mikroorganizmanin yasayan ve aktif olmasi



gerektigi, sadece hayatta kalmakla kalmamas: gerektigi vurgulanmistir (Zendeboodi
vd., 2020).

Psodoprobiyotikler: Probiyotik bakteriler, optimum olmayan sicakliklar, keskin pH
veya titre edilebilir asitlik degisiklikleri, organik toksinler, yliksek dozda oksijen
(anaerobikler i¢in), besin eksikligi, diisiik su aktiviteleri gibi stresli (zararli) ¢evresel
faktorlere maruz kaldiklarinda uyku durumuna girebilirler (Jay vd., 2008; Blinkova
vd., 2014; Lathinen vd., 2006). Uyuyan probiyotikler, canli olmalarina ragmen aktif
degildir. Biiyiime veya metabolit olusum hizi neredeyse durmustur. Bu nedenle, bu

tiir probiyotiklere 'psddoprobiyotik' (PP) denmektedir (Zendeboodi vd., 2020).

Hayalet probiyotikler: Yeterli miktarlarda alindiginda tiiketicilere fayda saglayan
inaktive edilmis (canli olmayan) mikrobiyal (probiyotik veya probiyotik olmayan)
bozulmamis hiicrelerdir. Benzer sekilde, hayalet probiyotikler canli olmayan
probiyotikler, inaktive edilmis probiyotikler veya paraprobiyotikler olarak da
adlandirtlir. (Cuevas vd., 2020)

2.3.1. Probiyotik Olarak Kullamlan Mikroorganizmalar

Probiyotik mikroorganizmalarin biiyiikk bir kismini LAB olusturmaktadir. Farkli
bakteriler, mayalar ve kiiflerde de probiyotik 6zellik bulunmaktadir. Probiyotikler ile
ilgili yapilan ¢alismalarda yeni cins ve tiirler ortaya konabilmektedir. Bilginer ve
Cetin’in 2019°da diizenlemis oldugu Tablo 2.4’te Lactobacillus ve Bifidobacterium

cinslerine ait tiirlerin yogunlugu gériilmektedir.

Tablo 2.4: Probiyotik Mikroorganizmalar

Cins Tiir
Akkermansia Akkermansia muciniphila
Bacillus Bacillus cereus, Bacillus clausii, Bacillus coagulans,

Bacillus  laterosporus, Bacillus lentus, Bacillus
licheniformis, Bacillus polyfermenticus, Bacillus pumilus,

Bacillus subtilis

Bacteroides Bacteroides amylophilus, Bacteroides capillus,

Bacteroides suis, Bacteroides uniformis, Bacteroides
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ruminicola

Bifidobacterium

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium  bifidum,  Bifidobacterium  breve,
Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium  lactis,  Bifidobacterium  longum,
Bifidobacterium thermophilum

Enterococcus

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium

Escherichia

Escherichia coli Nissle 1917

Lactobacillus

Lactobacillus ~ acidophilus,  Lactobacillus  brevis,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus caseli,
Lactobacillus  cellobiosus, Lactobacillus  crispatus,
Lactobacillus  curvatus, Lactobacillus  delbrueckii,
Lactobacillus  fermentum, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus  jonhsonii,
Lactobacillus  plantarum, Lactobacillus  reuteri,

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius

Lactococcus

Lactococcus lactis ssp. lactis

Leuconostoc

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides

Pediococcus

Pediococcus  cerevisiae, Pediococcus acidilactici,

Pediococcus pentosaceus

Peptostreptococcus

Peptostreptococcus productus

Propionibacterium

Propionibacterium jensenii, Propionibacterium shermanii,

Propionibacterium freudenreichii

Streptococcus

Streptococcus  intermedius,  Streptococcus  sanguis
Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius,

Streptococcus thermophilus, Streptococcus oralis
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Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae

Mayalar Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii,

Candida torulopsis

Kaynak: Bilginer ve Cetin, 2019
2.3.2. Probiyotik Mikroorganizma Kriterleri

Probiyotik mikroorganizmalar giivenilirlik basta olmak {izere islevsellik ve
teknolojik olma kriterlerine gére secilmektedir (Saarela vd., 2000). Insan bagirsak
mikroflorasinda, herhangi bir yan etkiye sebep olmamali, transfer edilebilir nitelikte
antibiyotik diren¢ geni tasgimamalidir (Salminen vd., 1998). Antimikrobiyal
metabolit liretmeli, mide pH’s1 ve safra tuzlarina karsi direngli olmali, karsinojenik
ve patojenik bakterileri inhibe edebilmeli, bagirsak epitel yiizey hiicrelerine
yapigabilmeli ve kolonizasyon saglayabilmeli, canlilarda hastaliklara karsi yararli
etkiler olusturma kabiliyetinde olmali, iiriin igerisinde uzun siire canliligini
koruyabilmelidir (He vd., 2020). Yiiksek miktarda iretime uygun ve verimli
olmalidir. Uretim, depolama ve dagitim siireglerinde canliligini koruyabilmelidir
(Markowiak vd., 2017; EFSA, 2005; FAO, 2002).

a) Probiyotik Mikroorganizmalarin Ekzopolissakkarit Sentezi

Ekzopolissakritler (EPS), bazi LAB tarafindan {iretilen etkili polimerlerdir. EPS’ler,
dallanmis, birbirini tekrarlayan seker veya seker tiirevlerinden olusan uzun zincirli
polisakkaritlerdir. Bu seker birimleri, genellikle glikoz ve ramnozdur (Sengiin vd.,
2006). EPS’ler ayrica hiicre tanimada, hiicre yiizeyine bir kapsiil olusturarak veya
hiicre dist ortama mukozal bir yap1 salgilayarak cesitli ekosistemlerin
kolonizasyonunu kolaylastiran biyofilmlerin olusumunda rol oynar. Bu molekiiller,

farkli mekanizmalarla antioksidatif etkiler gosterir (Choi vd., 2006).

EPS’ler, probiyotik bakterilerin gelismesinde karbon kaynagi olarak kullanilir.
Fruktooligosakkarit, galaktooligosakkarit ve iniilin gibi ticari prebiyotiklere benzer
sekilde gastrointestinal sistemde probiyotiklerin zenginlestirilmesini saglamaktadirlar
(Hongpattarakere vd., 2012; Tiikenmez ve Aslim, 2018; Gibson vd., 1995).

Yapilan baz1 c¢alismalarda, probiyotik bakteriler tarafindan {retilen EPS’lerin

sistemik ve mukozal immiin sistemi degistirip diizenledigi belirtilmistir. Bu sayede
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dogrudan saghig: tesvik edici avantajlar sagladigini gostermektedir. Dolayisiyla,
Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc gibi gesitli LAB
tirlerinden elde edilen EPS’lerin, bagisiklik sisteminin bir tehdide tepkisini
genellikle faydali bir sekilde degistirerek bagisiklik fonksiyonunu desteklemeye
yardimci olabilecek aktivitelerde rol oynadiklari tespit edilmistir (Laifio vd., 2016;
Wang vd., 2015; Dilna vd., 2015).

b) Probiyotik Mikroorganizmalarin Safra Tuzu ve pH Direnci

Safra, ana bilesenleri safra asitleri, kolesterol, fosfolipidler ve pigment biliverdin
iceren sari-yesil sulu bir ¢ozeltidir (Arias vd., 2020; Fausto vd., 1994). Safra tuzu,
karacigerde kolesterolden sentezlenir, safra kesesinde depolanir ve gida tiiketiminden
sonra ince bagirsaga salimir (Mathara vd., 2008; Begley vd., 2006). Safra, lipidleri
emiilsifiye eden ve ¢oziindiiren biyolojik bir deterjan olarak islev goriir, boylece yag
sindiriminde énemli bir rol oynar. Safranin bu deterjan 6zelligi ayn1 zamanda, bakteri
zarlarin1 ¢oziindiirmesi nedeniyle giiglii antimikrobiyal aktivite saglar (Begley vd.,
2005). Bu ozelliginden dolay1 mikroplar toksisitesiyle basa ¢ikmak icin ona karst
safra tuzu hidrolaz enzimi iretir. Mikrobiyal safra tuzu hidrolaz enzim aktivitesi,
gastrointestinal sistemdeki probiyotik ozelliklerine katkida bulunur (Hofmann vd.,
1992; Bahar ve Stolz, 1999; Carey ve Fleshler, 1983). Probiyotikler arasinda safra
tuzu hidrolaz enzimi aktivitesi, Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsinden tiirlerin
bircogunda rapor edilmis ve suslar arasinda da degisiklik gosterdigi belirtilmistir
(Gilliland vd., 1977; Mc Auliffe vd., 2005; Maragkoudakis vd., 2006). Gilliland vd.,
(1984), direngli suslar1 taramak i¢in %0,3 safra tuzlarimi kritik bir konsantrasyon
olarak degerlendirilmis ve Goldin vd., (1992), insan probiyotiklerini se¢erken ayni

seviyenin kritik oldugunu belirtmistir.

Gastrointestinal sistemde probiyotik olarak hareket edebilmek igin bakteriler mide
asidik kosullarinda canliligini siirdiirebilmeli ve ince bagirsak baslangicinda safra
asitlerine direng gosterebilmelidir (Holzapfel vd., 1998; Molly vd., 1996; Salminen
vd., 1996; Sanders, 1993; Goldin vd., 1992). Bakterilerin mide asidik kosullarinda
canliligini siirdiirebilmesi, diisiik pH degerlerini tolere etme yeteneklerine baglhdir.
Midedeki HClI'nin pH'1 0.9'dur. Gida alimi ile pH degeri 3'e yiikselir. Gidalarin

alinmasindan sonra midenin bosalmas1 2-4 saat siirer.
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2.3.3. Probiyotiklerin Etki Mekanizmalar: ve Saghk Uzerindeki Etkileri

Genetik ve molekiiler ¢aligmalar probiyotik mikroorganizmalarin insan sagligina
direkt ve indirekt etkileri oldugunu gostermistir (Hennequin vd., 2000).
Probiyotiklerin en 6nemli etkileri arasinda patojenlerle miicadele ederek immiin
sistemi yonlendirme ve bagirsak epitel yiizeyine tutunarak koruma ozellikleri
sayilabilir (Lebeer vd., 2010; Sarkar, 2013). Probiyotikler, tirettikleri antimikrobiyal
maddeler ile bakteriyel toksin iiretimine karsi antagonistik etki gosterir. Probiyotik
mikroorganizmalar, gastrointestinal sistem ile dogrudan etkilesime girerek
bagisiklik sistemini diizenleyebilmektedir (Boirivant ve Strober, 2007; Villena vd.,
2013). Probiyotik mikroorganizmalar ¢esitli organik asitler sentezleyerek ortamin
pH’ 11 diisiiriir, bakteriyosin gibi antimikrobiyal metobolitler iiretirler (Reis vd.,
2012). Probiyotik suslarin  kendi spesifik ozellikleri ve farkli etkilesim
mekanizmalar1 vardir (Lebeer vd., 2008; Sarkar ve Mandal, 2016).

Probiyotikler, insan sagligini pozitif yonde etkilemek ile birlikte cesitli hastaliklarda
tedavi edici ve 6nleyici olarak kullanilmaktadir (Kampman vd., 1994; Kleerebezem
vd., 2019). Kronik gastrit rahatsizligina neden olan patojen Helicobacter pylori’dir.
Tedavi sirasinda antibiyotik kullanimiyla birlikte probiyotik kullaniminin, H. pylori’
nin mide epitelinde kolonizasyonunu Onleyerek inflamasyonu azalttig1 bilinmektedir

(Gotteland vd., 2006)

Probiyotiklerin antibiyotik tedavisine yardimcisi olarak kullanimi ile patojen
bakteriler ve virlisler tarafindan bagirsak mikroflorasinin degismesine sebebiyet
veren diyare igin olumlu sonuglar verdigi bilinmektedir (Macfarlane ve Cummings,
2002; Agrawal, 2005; McFarland, 2006; Sudha ve Bhonagiri, 2012; Pandey vd.,
2015). Probiyotik tiiketiminin, kolon kanseri ve diger kanser c¢esitlerinin riskini
azaltic1 etki gosterdigi ¢alismalarla gosterilmistir (Rafter, 2002; Fotiadis vd., 2008;
Pandey vd., 2015). Probiyotikler, ayrica, laktoz intoleransi, astim vb. alerjik
hastaliklarda, sindirim sistemi enfeksiyonlarinda, hipertansiyon, agiz sagligi, obezite,
diyabet, yiiksek kolesterol ve kalp damar hastaliklarinda, karaciger hastaliklart ve
cesitli enfeksiyon hastaliklar1 tizerine olumlu etkiler gdostermektedir. (Parvez vd.,
2006; Singh vd., 2011; Rupa ve Mine, 2012; Nagpal vd., 2014; Pandey vd., 2015).
Probiyotiklerin saglik iizerine olumlu etkilerinden dolay1 hastaliklar1 Onleyici ve
tedavi etme amaciyla etken molekiiler mekanizmalariin belirlenmesi i¢in yapilan
arastirmalar son yillarda hiz kazanmaistir.
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2.4. Molekiiler Identifikasyon Teknikleri

Molekiiler identifikasyon teknikleri, gelisen teknolojiyle birlikte molekiiler
mikrobiyoloji alaninda 6nemli bir yer edinmistir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012; Aydin,
2016). Molekiiler identifikasyon tekniklerine her gecen giin yenisi eklenmektedir
(Cetinkaya ve Ayhan, 2012; Aydin, 2016). Bu teknikler gida alaniyla birlikte birgok
farkli alanda da yaygin olarak kullanilmakta ve hedeflenen mikroorganizmalarin
tespit edilebilmesi icin giivenilir bir yontem olarak yer almaktadir (Kiran ve
Osmanagaoglu, 2011). Molekiiler teknikler, mikroorganizmalarin genetik yapisini
temel alan analiz yontemleridir (Moschetti vd., 1998). DNA hedefli yontemlerde
kullanilan teknigin tipine bagl olarak mikroorganizmalarin Cins seviyesinden sus
seviyesine kadar identifikasyonu saglanabilmektedir (Moschetti vd., 1998; Busch ve
Nitschko, 1999).

Giiniimiizde LAB’nin identifikasyon ¢alismalarinda molekiiler (genotipik) yontemler
fenotipik yontemlerden daha kesin ve hassas sonuglar vermektedir (Babalola, 2003).
DNA temelli molekiiler yontemlerde kullanilan metoda bagl olarak genus
diizeyinden sus diizeyine kadar mikroorganizmalarin farkli seviyelerde birbirleri ile
baglantisinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Moschetti vd., 1998; Busch ve
Nitschko, 1999).

2.4.1. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR (Polymerase Chain Reaction-Polimeraz Zincir Reaksiyonu), ilk kez 1985
yilinda Kary Mullis tarafindan bilim diinyasina sunulmustur (Ulusoy ve Gorgiil,
2006; Kahya vd., 2013). PCR teknolojisi 6zel hedeflerle genlerin belirlenmesi ve
DNA  pargalarinin cogaltilmasini saglamaktadir. Mikroorganizmalarin
identifikasyonu, bakteri kontaminasyonu, genetigi degistirilmis DNA’nin varligi ve
gidalarin  igeriklerinin orijinalliginin tespiti gibi alanlarda kullanilmaktadir

(Cetinkaya ve Ayhan, 2012).

PCR yontemi, hedef DNA’da bulunan belirli uzunluklardaki DNA fragmentlerinin
25- 35 dongii ile cogaltmas: islemidir. PCR reaksiyonunun bir dongiisii DNA
zincirlerinin ytiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), sonrasinda ise
sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasi (hibridizasyon) ve zincirin

uzamasi (polimerizasyon) olacak sekilde {i¢ asamadan olusur. Yontem, bu dongiiniin

15



belirli sayida tekrarlanmasina dayanmaktadir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012; Aydin,
2016).

Kalip (Genomik) DNA: DNA iizerinde ¢ogaltilacak hedef bolgeye ait baz dizisidir
(Cetinkaya ve Ayhan, 2012).

Primer: DNA’y1 ¢ogaltmak i¢in kullanilan kisa zincirli ve tek sarmalli DNA
molekdilleridir. Pirimerler hedeflenen DNA’ya 6zgiidiir ve ortamdaki baska DNA’lar
ile ¢apraz reaksiyon vermeyen belirli sayida niikleotitten meydana gelmektedir
(Cetinkaya ve Ayhan, 2012; Kahya vd., 2013).

Polimeraz Enzimi: Thermus aquaticus’tan elde edilen, yiiksek sicakliga direngli en
yaygin kullanilan enzim, Tag DNA polimeraz enzimidir (Thieman ve Palladino,
2013).

dNTP: Taq DNA polimerazin substrati olan deoksiriiboniikleozid trifosfatlardan
(dATP, dGTP, dTTP ve dCTP) olusur. DNA sarmalinin tamamlanmasi esnasinda
yeni zincir olusumunda kullanilirlar (Aran, 2013; Cetinkaya ve Ayhan, 2012).

Tampon Cozelti ve Mg*?: Tampon ¢ozelti, enzim i¢in gerekli olan koenzimleri ve
elektrolitleri saglar. Polimeraz enzimleri serbest magnezyum iyonlarma (Mg*?)

ihtiyag duyarlar ve bu sebeple magnezyum igeren tamponlar kullanilir (Kahya vd.,
2013).

2.4.2. (GTG)s- rep PCR

Rep-PCR, bakteriyel parmakizi i¢in bakteriyal genomlarda ig¢inde bulunan
tekrarlanan ekstragenik palindromik (repetitive extragenic palindromic, REP)
isimlendirilen ve DNA elementlerinin PCR ¢ogaltilmasindan (amplifikasyon) elde
edilen spesifik bantlarin incelenmesiyle yapilan bir tiplendirme yontemidir
(Versalovic vd, 1994; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011). (GTG)s-rep PCR’da, pirimer
olarak (GTG)s dizisi kullanilir (Versalovic vd, 1994; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).
Farkl1 boyutlardaki ¢oklu amplikonlar, elektroforez ile fraksiyonlanabilir ve bireysel
bakteri suglarina 6zgii DNA parmak izi modellerinin olusturulmasint saglar

(Versalovic vd, 1994).
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2.4.3. Bakterilerin identifikasyonunda Kullanilan Genomik Bolgeler

Ribozomal RNA (rRNA), ribozomlarda bulunan bir RNA tipidir. Ribozomlarin
boyutlari, santrifiij esnasinda ne kadar hizla sedimente oldugunu gosteren Svedberg
birimleri (S) ile ifade edilir (Cigek ve Kaya, 2014; Atlas, 1997). Bakteriler ve arkeler
(prokaryotlar) 30S ve 50S’lik alt birimlerden olusan 70S’lik ribozomlara sahiptir.
30S’lik alt birim yaklasik 1540 niikleotitten olusan 16S rRNA molekiiliine sahiptir.
16S rRNA geni bakterilerin mikrobiyal tanimlama ve filogenetik iliskilerinde
kullanilmaktadir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011; Cigek ve Kaya, 2014; Medigan vd.,
1997). Bunun igin 16S bolgesine o6zgli primerler kullanilarak PCR islemi
gerceklestirilir ve elde edilen amplikon dizilenir sekans sonuglari dogrultusunda

sonuglanir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011; Medigan vd., 1997).

DNA parmak izi kullanarak Lactobacillus suslar1 arasindaki filogenetik iliskileri
ayirt etmek igin iki farkli molekiiler markoriin, 16S rRNA ve dnaK (chaperone
protein) geninin kullanimini karsilastirildiginda dnaK geninin (%89,2) ortalama dizi
benzerligi, 16S rRNA'ninkinden (%99,4) 6nemli 6l¢iide daha az oldugu belirtilmistir
(Huang vd., 2010; McCartney, 2002; Vandamme vd., 1996). Bu durum, DnaK gen
dizisinin 16S rRNA'dan daha yiiksek ¢oziiniirlik sagladigint gosterir ve dnaK'nin
Lactobacillus suslari i¢in ek bir filogenetik isaretleyici olarak kullanilabilirligini
ifade eder (Huang vd., 2010; De Bruyne vd., 2009).

Lactobacillus suslarindan amplifiye edilmis 16S rRNA ve dnaK genlerinin yaklagik
1.500 ve 1.100 bp'si dizileme ve BLAST hizalama analizi i¢in kullanilmiaktadir
(Petti, 2007; Huang vd., 2010). 1.500 ve 1.100 bp dnaK fragmanin elde etmek igin,
PCR ve dizileme primerleri 27F, 1492R, LpdnaK-500F3 ve LpdnaK-1710R5’dir
(Huang vd., 2010). Lactobacillus suslarinin tiire 6zel profilleri dnaK geninin
dizilenmesi veya DNA parmak izi tahlilleri kullanilarak kolayca analiz
edilebilmektedir (Huang vd., 2010).

2.4.4. Agaroz Jel Elektroforez

Agaroz jel elektroforezi, 0,5- 25 kilobaz (kb) DNA fragmentlerini ayirmak,
tanimlamak ve saflastirmak i¢in oldukga basit ve etkili bir yontemdir. Protokol ii¢

genel basamaktan olusur (McDonell vd., 1977; Southern, 1979):

1. DNA pargalarinin boyutuna uygun bir agaroz konsantrasyonu ile jel hazirlanir.
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2. DNA ornekleri, numune kuyularina ytiklenir ve jel, optimum ayrilmayi saglayacak

stire ve voltajda ¢alistirilir.

3. Jelde ilerlemis olan DNA, jel ve elektroforez tamponuna eklenen etidyum bromiir

veya benzer bir boya vasitasiyla, UV 151K altinda parlayarak goriintii verir.

Niikleik asitleri iceren hemen hemen tiim bilimsel aragtirmalar, temel bir arag¢ olarak
agaroz jel elektroforez yontemini kullanir (McDonell vd., 1977; Southern, 1979). Bir
agaroz jelin uglarina uygulanan voltaj, jelin uzunlugu ve uglardaki potansiyel fark
(v/cm) ile tanimlanan bir kuvvete sahip bir elektrik alani tiretir. Bu elektrik alanina
maruz kalan DNA molekiilleri, DNA omurgasi (ester baglari ile birbirine baglanmis
seker ve fosfat gruplar1) boyunca negatif yiiklii fosfatlar nedeniyle anota dogru gog
eder. Go¢ hizi, jel matrisi tarafindan uygulanan siirtinme kuvveti ile sinirlidir. Yiik
ve boyut, makromolekiillerin bir jelden ge¢me hizim1 etkileyebilirken, farklh
uzunluklardaki DNA molekiilleri i¢in yiik/kiitle orani aymidir (Lee vd., 2012,
Magdeldin, 2012). Bu nedenle, jelden gegme hizini belirleyen DNA'min boyutudur,
boylece jel elektroforezi farkli uzunluktaki DNA fragment karisimlarin etkin bir

sekilde ayrilmasini saglar (Lee vd., 2012).
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UCUNCU BOLUM

MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Caligmada Malatya iline ait Kabaasi, Hasanbey ve Hacthaliloglu cinslerine ait kayis1
ornekleri kullanilmistir. Kayisilar, 2019 ve 2020 yilinin temmuz ayinda temin
edilmistir. Malatya’dan gelen kayisi ornekleri bekletilmeden temin edildigi giin
laboratuvar ortaminda analiz edilmeye baglanmistir. Secilen kayisi Orneklerinin
analizleri Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri

Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.2. Metot

Bu calisma, Malatya ilinde yetistirilmis olan Kabaasi, Hasanbey ve Hacihaliloglu
cinslerine ait olgunlasmis kayisilardan laktik asit bakterilerinin izole edilerek
molekiiler yontemlerle tanimlanmasini, asit ve tuz toleransi, farkli sicakliklarda
gelisme ve ekzopolisakkarit sentezi gibi bazi probiyotik ve teknolojik 6zelliklerinin

belirlenmesini icermektedir.

3.2.1. Mikrobiyolojik Analizler
a) Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan besiyerleri MRS (De Man, Rogosa and Sharpe) ve FMRS
(Fructose and De Man, Rogosa and Sharpe) agar (Sekil 3.1), protokollerinde
belirtilen miktarlarda tartilarak (EK1, EK2), tizerilerine distile su ilave edilerek
¢ozindiiriilmiistiir. Hazirlanan karisgimlar otoklavda 121°C’de, 15 dakika sterilize
edilmistir. Icerisinde agar bulunan besiyerleri, sterilizasyon islemi sonras1 50°C’ye

sogutulmus Ve petrilere ortalama 15 mL olarak dokiilmiistiir.
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Sekil 3.1: FMRS (Fruktoz eklenmis De Man, Rogosa and Sharpe) ve MRS (De

Man, Rogosa and Sharpe) Besiyerleri

b) Kayis1 Orneklerinden Bakterilerin izolasyonu ve Stok Kiiltiir hazirlanmasi

Laboratuvara getirilen kayisi drneklerinden 10 g steril filtreli stomacher posetlerine
aktarilmistir. Uzerlerine 90 mL %0,1 peptonlu (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)
su eklenerek Stomacher (Bagmixer 400, Interscience, Saint Nom, France) cihazinda
homojenize edilmistir. Daha sonra 6rneklerden 1 mL almarak, 10%e kadar seri
ardigik diliisyonlar1 hazirlanmistir. Bunu takiben her bir kayisi ¢esidi diliisyonundan,
MRS ve FMRS agar igeren petri kaplarina ylizeye yayma yontemi kullanilarak iki
paralelli ekimler gergeklestirilmistir. inokiilasyon yapilan MRS agar ve FMRS agar
iceren petri kaplar1 35°C’de 48 saat anaerobik kosullarda inkiibe edilmislerdir (Lee
vd., 2008). Inkiibasyonlarin sonunda her bir 6rnek icin besiyerlerinde farklilik
gosteren koloniler secilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerden MRS ve
FMRS agara 3 ¢izgi ekim ile tek koloni diisiirme yontemi kullanilarak inokiilasyon
yapilmis ve aymi kosullarda inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon sonunda
potansiyel laktik asit bakterileri MRS ve FMRS siv1 besiyerlerine ekilmis ve 35°C’de
inkiibasyondan sonra gelisim gosteren tiipler, %50 gliserol eklenip vortekslenerek 2

kopya halinde -80°C’de saklanmugtir.
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c¢) Katalaz Testi

Steril kosullarda 6ze yardimiyla alinan 18-24 saatlik bakteri 6rnegi besiyerinden lam
tizerine konularak homojen sekilde yayilmistir. %3’likk hidrojen peroksit (Merck
KGaA, Darmstadt, Almanya) ¢ozeltisi lizerine ilave edilerek kiiltiir ylizeyinde hava
kabarcigimin olusup olugsmamasina gore sonuglar degerlendirilmis Harrigan vd.,

2014) (Sekil 3.2.), 2 paralelli ¢alisilmugtir.

Sekil 3.2: Katalaz Testi Analiz Gorseli

3.2.2. Molekiiler identifikasyon

[zole edilen laktik asit bakterilerine sirastyla Sekil 3.3’te sematize edilen molekiiler

identifikasyon yontemi uygulanmustir.
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Tanmmlama PCR’1
(16S tDNA/ dnak)

Dizi
Analizi

Sekil 3.3: Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlama Semasi

a) DNA Izolasyonu

Izole edilerek saflagtirilan LAB kiiltiirlerinin tanmimlanmasi amactyla DNA
izolasyonu gergeklestirilmistir, LAB’den DNA izolasyonu igin Martin-Platero
metodu kullanilmistir (Martin-Platero vd., 2009).

MRS ve FMRS sivi besiyerleri, cam tiiplere 10 mL olacak sekilde konulmus ve
121°C’de 15 dk. otoklavlanarak (Selecta, Ispanya) sterilizasyon islemi
uygulanmistir. Otoklavlandiktan sonra oda sicakligima gelmesi beklenen sivi
besiyerlerlerine (10 mL) tek koloniye disiiriilmiis yani saflagtirilmis bakterilerden
steril 6ze yardimiyla alinarak ekim yapilmistir. Ekimler aseptik kosullarda, ekim
oncesi kabinde UV 1sm1 ile ortam sterilizasyonu saglandiktan sonra ates yaninda
gerceklestirilmistir. Tiipler 35°C’de 24 saat anaerobik ortamda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda sivi besiyerleri vortekslenip 15 mL’lik santrifiij tiiplerine
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(Isolab, Almanya) aktarilmistir. Tipler 13.000 rpm’de 5 dk. siireyle santrifiij
(Hitachi, Japonya) edilmis ve siipernatant atilmistir. Tliplerde bulunan pelletler 1 mL
NaCl -EDTA (30 mM NacCl (lIsolab), 2 mM EDTA (Sigma Aldrich), pH = 8.0) ile
yikanmustir. 13.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilip siipernatant atilmistir ve geri kalan
slipernatant pipet yardimi ile ¢ekilmistir. Pellet iizerine 100 uL. TES Buffer (10% w/v
stikroz, 25 mM Tris-HCI pH=8, 10 mM EDTA), 100 uL lizozim (40 U/mg) (Thermo
Fisher Scientific, St. Louis, MO, ABD) ve 1 uL RNase (10 mg/mL) (Thermo
Scientific) ilave edilmistir ve bu karisim vortekslenerek ¢oziilmiistiir. Pipet yardimi
ile 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tliptine aktarilmistir. Mikrosantrifiij tiipleri
termomikserde (Miulab, Cin) 37°C’de 30 dk. inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
600 uL lizis buffer (100 mM Tris—HCI [pH 8.0], 100 mM EDTA, 10 mM NacCl, and
1% SDS) eklenmistir ve tiipler tersyiiz edilerek karismasi saglanmistir. Tiipler oda
sicakliginda (18-24°C) 15 dk. bekletilmistir. 10 pL proteinaz K (600 U/mL, 20
mg/mL) (Thermo Scientific) eklenmistir. Oda sicakliginda 15 dk. bekletilmis. Bu
asamadan sonra daha verimli bir lizis i¢in termomikserde 80°C’de 5 dk. inkiibe
edilen Ornekler sonrasinda oda sicakliginda 10 dk. bekletilmistir. Tiiplere siire
sonunda 200 uL 3M sodyum asetat (pH: 5,2) (Sigma) eklenmis ve tiipler tersyiiz
edilerek karistirtlmistir. Daha sonra, mikrosantrifiij tiipleri 15 dk.  buzda
bekletilmislerdir. 13.000 rpm’de 5 dk. santrifiij (BeckmanCoulterMicrofuge 20R)
edildikten sonra siipernatant (= 600 pL) steril 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmistir. Slipernatant ile ayni miktarda = 600 pL soguk isopropanol (Sigma)
eklenmistir. Tiipler tersyiiz edilerek karigtirilmistir. 13.000 rpm’de 10 dk. santrifii
isleminden sonra siipernatant atilmistir. Pelletin {izerine 1 mL %70 etanol (Merck)
cozeltisi eklenmistir. Tipler yere paralel sekilde tutularak hafifce sallanmis ve bu
sekilde pelletin etanol ¢ozeltisi ile yikanmasi saglanmistir. Tiipler 13.000 rpm’de 10
dk. santrifiij isleminden sonra siipernatant atilmistir. 13.000 rpm’de 5 dk. santrifiij
edilmis ve kalan siipernatant pipet yardimi ile ¢ekilip atilmigtir. Tipler hafif yatay
konumlandirilarak kapaklar1 agik bir sekilde aseptik bir ortamda igerisinde kalan
alkoliin ugmast amaciyla oda sicakliginda 15 dk. bekletilmistir. Son olarak pellet 50
uL TE Buffer (Sigma) igerisine eklenmistir ve hafifce karigtirilarak siispanse
edilmistir. Izolasyonu yapilmis DNA’lar -20 °C’ de muhafaza edilmistir. DNA

1zolasyon yontemi Sekil 3.4’te sematize edilmistir.
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siipernatant eklenmisgtir. hafif¢e sallanmustur. siipernatant
atilmustir. atilmustir.
; |
) Tiipler kapaklan o

13,000 rpm_de 3 acik bir sekilde 50 ul. TE Buffer 20 ¢ o
Lo Y aseptik ortamda 15 eklenmistir. R
edilmistir. edilmistir.

dak. bekletilmisti

Sekil 3.4: LAB DNA izolasyonu ve Saflastirma Akis Semasi
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b) GTG5- Rep PCR

Kayisi bakterilerilerinin DN Alarin1 parmak izi dizilim analizi ile gruplamak amaciyla
rep-PCR yontemi uygulanmistir (Chokesajjawatee vd., 2008). Rep-PCR sonucunda
jelde aynmi bant profili verenler gruptan bir veya birkag izolat segilerek tanilama
PCR’1 yapilmistir (De Vuyst vd., 2008).

Rep-PCR reaksiyonu toplam hacim 25 pL (Versalovic vd., 1994) olacak sekilde
Tablo 3.1°de verilen bilesenler kullanilarak hazirlanmistir. dNTP mix ise Tablo
3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Primer olarak GTGS (Macrogen) (5°-
GTGGTGGTGGTGGTG-3") 10 uM olacak sekilde seyreltilerek kullanilmistir.
Kontaminasyon kontrolii icin DNA yerine steril ultra saf su konularak negatif kontrol
yapilmistir. DNA amplifikasyonu 1s1l doéngiileyici (thermal cycler) (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, ABD) cihazinda gergeklestirilmistir. PCR protokolii
Tablo 3.3’te verilen sekilde ger¢eklesmistir.

Tablo 3.1: GTG5- Rep PCR Reaksiyon Bilesenleri

Reaksiyon Bilesimi Miktar (uL)
2,5 mM dNTP Mix 2uL
GTG-5 (Primer) (10 uM) 2 ul
Tag DNA Polimeraz (5 U/uL, Thermo Scientific) 0,25 puL
10xDream Buffer (20 mM, Thermo Scientific) 2,5 uL
DNA (=100 ng/uL) 1 uL
dH20 (Distile Su) 17,25 uL

Kaynak: Versalovic vd., 1994
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Tablo 3.2: dNTP Mix Hazirlanmasi

dNTP Mix Miktar
dATP (100 mM, Thermo Scientific) 5uL
dGTP (100 mM, Thermo Scientific) 5ul
dTTP (100 mM, Thermo Scientific) 5uL
dCTP (100 mM, Thermo Scientific) 5ul
dH-0 (Distile Su) 180 uL

Tablo 3.3: GTG5- Rep PCR Reaksiyon Asamalari

Reaksiyon Asamalar Slzf é()hk Siire l;g;i‘:
On 1s1stma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 95 7 dk. 1
Denatiirasyon 90 30s.

Primer baglanmasi (annealing) 40 60 s. 30
Zincir uzamasi (extension) 65 8 dk.

Son uzama 65 16 dk. 1
Muhafaza 4 o0 0

c) Tamimlama PCR’1

GTGS5 rep-PCR ile gruplandirilan laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi igin, seg¢ilen
izolatlarin 16S rRNA veya dnaK bolgeleri PCR ile cogaltilmistir. Kullanilan
primerlerin 6zellikleri Tablo 3.4’te verilmistir. Kullanilan bilesenler ve miktarlar

Tablo 3.5’te ve PCR dongiileri Tablo 3.6’da verilmistir (Sambrook vd., 1989).
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Tablo 3.4: Kullanilan ileri ve Geri Primerler

ileri Primer Geri Primer Referans
27F (Macrogen) 1492R (Macrogen) John Willey
16S rRNA ve Sons,
(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)  (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3) 1991
ek LpdnaK-500F3 (Macrogen) LpdnaK-1710R5 (Macrogen) Se;t()))ﬁ/d.,
(5-CCGTTCTTRTCRATRTCRAA-3)  (5-GAAAYYCAAGTYGGHGAAGT-3)
Tablo 3.5: 16S rRNA Reaksiyon Bilesimi ve Miktari
Bilesen 25 pL Karisim Miktan
10 x Dream Buffer (20 mM, Thermo Scientific) 2,5 uL
dNTP (2,5 mM) 2 uL
Dream Taq (5 U/uL, Thermo Scientific) 0,25 uLL
DNA (=100 ng/uL) 1 uL
Ileri Primer (10 pM) 1 uL
Geri Primer (10 uM) 1 uL
dH.O (Distile Su) 17,25 uL
Tablo 3.6: Tammlama PCR Reaksiyon Asamalari
16S PCR Reaksiyon Asamalari Sicaklik(°C) Siire l;g;i‘:
On 1s1tma (Baslangig denatiirasyonu) 94 60 s. 1
Denatiirasyon 94 30s.
Primer baglanmasi (annealing) T™M* 30s. 34
Zincir uzamasi (extension) 72 90s.
Son uzama 72 10 dk. 1
Muhafaza 4 0 o0

*TM, 16S rRna icin 50 °C, dnaK i¢in 48 °C olarak uygulanmstir.
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d) Agaroz Jel Elektroforez

PCR islemi ile ¢ogaltilan DNA bdlgelerinin boyutlarina gore ayrilmasi ve tanimlama

PCR’1nin goriintiilenmesi agaroz jel elektroforezinde (Bio-Rad, Ready Sub-Cell GT,
ABD) gerceklestirilmistir (Lee vd., 2012; Helling, Goodman ve Boyer, 1974). DNA

orneklerinin agaroz jel elektroforezi, rep-PCR i¢in %1,5 agaroz (Sigma) igeren ve

16S rRNA PCRIari i¢in %0,8 agaroz (Sigma) igeren jellerde yapilmistir (Sekil 3.5).

0.8 gram veya 1.5

100mL 1x TAE

250 mL’lik cam sise

Mikrodalga firnda 2-

tanklarma 1 x TAE
tapon ¢ozeltisi

maximum ¢izgisine

kadar dokiilmiistiir.

—>

jellerin taraklar jel
kuyularma zarar
vermeden dikkatli bir
sekilde cikartilmistir.

fartilmistr. | i [ 7| iserisine alumistr. || 3 dakika swlusor
7 |
. Icerisine 5 pL 45 °C’ye kadar Plakalarm jel
E;gafe‘i’:nllﬁgx)qsﬁ niikleik asit boyasi sogutulan karigim taraklan
55.60°C" 6‘5051:? ana || Safe-Red (Intron) — |—> elektroforez —— yerlestirilerek
‘kadar bekdetilmistir eklenerek plakalarma ortalama 30 dakika
Sur. kanistirnlnustir. aktarilnstir. bekletilmistir.
7 ]
Elektroforez Plakalarda donan

Sekil 3.5: %0,8 veya %1,5 Agaroz iceren Jel Hazirlamsi

PCR iiriinlerinden 10 pL alinarak temiz bir parafilm {izerinde 2 pL 6x LoadingDye

Solution boyas1 (Tablo 3.7) pipetaj yapilarak karigtirilip mikropipet yardimiyla jel

tizerindeki kuyucuklara yiiklenmistir.

Tablo 3.7: DNA Loading Dye (6x) Bilesimi ve Miktari

DNA Loading Dye (6x) Miktar
Glycerol (%30) 3mL
Bromophenol Blue (%0.25) 25 mg
dH20 (Distile Su) 10 mL

28



Jeldeki ilk ve son kuyucuklara, olugacak bantlarin baz sayilarmin yorumlanabilmesi
amactyla 6 uL marker (2 uL A DNA/HindIII (0,5 pg/uL, Gene DireX, Las Vegas,
NVD, ABD) + 4 uL saf su) ve 6 uL Ladder (100 bp, Gene Direx) yiiklenmistir.
Elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglanarak, rep-PCR oOrnekleri i¢in 35 Volt’ta
yaklagik 5 saat, tanimlama PCR Ornekleri i¢in ise 85 Volt’ta 40 dakika yiiriitiilmistiir
(Sambrook vd., 1989).

Agaroz jelde (Tablo 3.8) Tablo 3.9’de belirtilen 50 X TAE (Tris Acetate-EDTA
buffer)‘den seyreltilerek hazirlanmis 1 X TAE buffer ile 30 voltta 5 saat
yuritilmistir (Versalovic vd., 1994). Jel, Azure 300 (Azure Biosystems, Dublin,
CA 94568, USA) cihazi kullanilarak goriintiilenmistir.

Tablo 3.8: Agaroz Jel Bilesimi ve Miktar:

Tanimlama Gtg5 Rep-PCR
Miktan Miktan

1 XTAE 100 mL 100 mL

Agaroz (Sigma) 0,8 gr 159

Red Safe (iNtRON Biotechnology) 5 uL 5uL

Tablo 3.9: 50 x TAE Buffer Bilesimi ve Miktari

50 x TAE Buffer Miktar
Tris (Sigma) 242 g
Disodium EDTA (Sigma) 18.61¢g
Glacial acetic acid (Merck) 57.1 mL
dH20 (Distile Su) 1L
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e) PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

DNA o6rneklerine dizilim analizi uygulamadan 6nce PCR reaksiyonunda olusabilecek
kalintilarinin  giderilmesi amaciyla saflagtirma islemi gergeklestirilir. Bu amagla,
PCR saflastirma kiti GeneJet (Thermo Scientific), kullanim kilavuzundaki

yonergelere (Sekil 3.6) gore kullanilmistir.

Saflagtirma islem sonucunda elde edilen PCR f{iriiniinii teyit etmek icin %0,8lik
agaroz jel kullanilarak 5 pL 6rnek ile 1 pL boya karistirilip kuyulara yiiklenip 85
voltta 40 dk yiirtitilmistiir.

60 nL. %100

60 uL PCR1 steril Mikrosantrifiij tiipii

mikrosantrifiy —— 60 “_L Bmdu_l g > 1Sop1op anol —> 5 saniye
- o ) Buffer eklenmistir. (Sigma) i -
tiipiine aktarlmugtir. eklenmistir vortekslenmistir.
|
W
Kit icerisinde 13.000 rpm’de 1 1 Kolon igerisine 700
bulunan kolonlara |—> dak. santrifiij —> Altln;l?ll]‘]ln]ﬁll?n SVEL s uL Wash Buffer
aktarilmustir. edilmistir. St ilave edilmistir.
|
\/

Kolon yeni steril

13.000 rpm’de 1 13.000 rpm’de 1

dak. santrifi Altindaki kalgn SIV1 dak. santrifii lIllkl'E)Sijlltl‘lﬁl_]
o atilmugtir. o tiiptine
edilmistir. edilmistir. R
yerlestirilmistir.
J
v/
Mikrosantrifiy
. 13.000 rpm’de 1 - o
50 uL Elution i e ) tiiptinde biriken sivi
Buffer eklenmistir. —> dﬂl\._Sﬂl_lTl‘_lﬁlJ —> Kolon atilir., —> 220°C" de
edilmistir. o )
saklanmustir.

Sekil 3.6: PCR Saflastirma Prosediirii
f) Dizilim Analizi

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), web sayfasinda aranilan dizi sirasini
(amino asit veya niikleotid) veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz
dizileri ile karsilagtiran web tabanli bir programdir. BLAST dizi sirasinin ayni
oldugu veya yiiksek benzerlik verdigi mikroorganizmay1 ve elde edilen % benzerlik
degerini verir. Web tabanli bir programdir. BLAST, molekiiler mikrobiyoloji ile
bilgilerin tek bir kaynakta toplanmasini amaglayan bir programdir (Ely ve Chen,

2001). Program, genom verilerinin bilgisayar ortaminda analiz edilmesi igin

30



bilgisayar programlari gelistirmeyi amaclayan, 1988 yilinda kurulan National Center
for Biotechnological Information adli kurulus tarafindan gelistirilmistir (Ely ve

Chen, 2001).
3.2.3. Kayis1 Izolatlarinin Probiyotik ve Teknolojik Ozelliklerin Belirlenmesi
a) Asit Toleransi

Asit tolerans analizinde Klingberg vd., (2005) tarafindan belirtildigi sekilde IN ve
0,1 N HCL (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, ABD) kullanilarak pH degeri 2,5’¢
getirilen FMRS ve MRS s1v1 besiyerleri kullanilmastir.

Oncelikle, MRS ve FMRS agardan 6ze ile 10 mL sivi besiyerine inokiilasyon
yapilmistir. Stv1 besiyerinde iki kez aktive edilen edilen kiiltiirler (37°C’de 18 saat)
10 mL MRS ve FMRS sivi1 besiyerine (pH = 2,5) inokiile (%1 v/v) edilerek 0., 2. ve
4. saatlerde MRS ve FMRS agarlara ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 37°C°de
48 saat inkiibe edilmistir. Ekimler 2 paralel olarak gergeklestirilmistir.

b) NaCl’ye Dayamkhilik

LAB’nin NaCl konsantrasyonlarindaki dayanikliligi i¢cin Hoque vd., (2010)’nin
kullandig1 yontem modifiye edilerek uygulanmistir. %0, 2, 4, 6, 8 ve 10’luk NaCl
(w/v) (ISOLAB, istanbul) konsantrasyonlarryla hazirlanan MRS ve FMRS sivi
besiyerine (10 mL) %1 (v/v) oraninda iki kez aktive edilen bakteriler inokiile
edilmistir ve 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonras1 gelisme
gosteren tiipler pozitif, gdstermeyenler ise negatif olarak degerlendirilmis (Sekil 3.7)

ve 2 paralelli calisiimistir.

Sekil 3.7: NaCl’ ye Dayaniklihk Analizi Gorseli
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¢) Farkh Sicakhiklarda Gelisme

MRS ve FMRS agar 35 °C’de 48 saat gelistirilmig kiiltiirler 6ze ile MRS ve FMRS
kat1 besiyerine ekilerek 5°C, 15 °C, 25 °C, 38 °C, 41 °C, 44 °C ve 47 °C’de 48 saat
anaerobik ortamda inkiibe edilmistir. Gelisme gdsterenler pozitif, gostermeyenler ise

negatif olarak isaretlenmis, 2 paralelli calisilmistir (Tassou vd., 2002).
d) EPS Sentezi icin Tarama Analizi

Van vd., (1998)’nin kullandig1 yontem modifiye edilerek MRS ve FMRS besiyerleri
(10 mL), ayn1 besiyerlerinde dnceden 35°C’de 72 saat gelistirilmis suslarla %1 (v/v)
asilanmugtir. inkiibasyon sonrasinda, kiiltiir numuneleri (1 mL) santrifiijlenmistir (11
000 g x 4 dk.). Bir mL kiiltiir siipernatanina 2 mL soguk (4°C) etanol eklenmis ve
karisimlar gece boyunca 4°C'de saklanmigstir. Cokeltiler, santrifiijle (2000 g x 15
dakika) toplanmis ve 1 mL demineralize su i¢inde yeniden siispanse edilmistir. 2 mL
soguk etanol ile ¢oktiirme ve santrifiijlemeden sonra peletler 55°C'de kurutulmustur.
EPS, c¢okeltilerin kuru agirligi Olgiilerek belirlenmis (Sekil 3.8.), 2 paralelli

caligilmistir.

Sekil 3.8: EPS Analiz Gorseli
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DORDUNCU BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

Hasanbey, Hacihaliloglu ve Kabaasi kayis1 6rneklerinden izole edilen toplam 81 adet
izolatin genotipik gruplandirmasi ve molekiiler tanimlamalari yapilmis, segilen

izolatlarin probiyotik ve teknolojik 6zellikleri belirlenmistir.

4.1. Malatya Kayisisimin Laktik Asit Bakteri Profili

Malatya kayisi cinslerinden Kabaasi, Hasanbey ve Hacihaliloglu cinsi kayisilardan
FMRS ve MRS besiyerinde yapilan ekimler sonucunda koloni morfolojisinde
farklilk gozlenen 81 adet sus izole edilmistir. Izolatlar, DNA izolasyonunun
ardindan genotipik farkliliklarin tespit edilmesi amaciyla GTG5-rep PCR islemine
tabi tutulmustur. Izole edilen toplam 81 adet sus icerisinde GTG5-rep PCR
isleminde jel elektroforezde goriintii vermeyen 11 sus ve katalaz pozitif 12 sus
elenerek ¢alismadan ¢ikarilmistir (EK: 3). GTG5-rep PCR agaroz jel goriintiileri
karsilastirilarak 58 sus icerisinden birbirine benzeyen goriintii veren izolatlar
gruplanmis ve 13 grup elde edilmistir (Sekil 4.1, Tablo 4.1.). 16S rRNA bdlgesi
veya dnaK bolgeleri ¢ogaltilarak dizilenmistir. Dizi analizi sonucu izolatlarin DNA
dizilimleri BLAST uygulamasina yiliklenmis ve tanimlama islemi yapilmistir.
Tanimlanan suslarin izolat kodlar1 ve BLAST benzerlik oranlar1 ve Tablo 4.1.’de
verilmistir. Tablo 4.1’de tanimlanan 58 adet susun tir ve cins adlari,
gruplandirilmasi, izole edilen besiyeri ve hangi kayisi tiiriine ait oldugu detayl bir

sekilde verilmistir.
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Tablo 4.1: Tanimlanan Suslar ve Kodlar:

No Izolat Kaysi Tiirii mwmwm Tespit Blilen Bakterinin Tir _g8Mimlama mmﬂﬂmwam_én Tammlama BLAST %  Referans
Kodu Besiyeri ve Cins Ad1 Yontemi Primeri

1 FHBI11 Hasanbey FMRS Lactobacillus curvatus 16S rRNA 3. Grup 27f 100% NR_113334.1
2 LHB1 Hasanbey MRS Lactobacillus curvatus GTG5 rep-PCR 1. Grup - - -

3 LHB12 Hasanbey MRS Lactobacillus curvatus 16S rRNA 1. Grup 27f 1492r 100% HMHWMMMMW
4 LHB2 Hasanbey MRS Lactobacillus curvatus GTG5 rep-PCR 1. Grup - - -

5 LHB7 Hasanbey MRS Lactobacillus curvatus GTG5 rep-PCR 1. Grup - - -

6 LHBS8 Hasanbey MRS Lactobacillus curvatus GTG5 rep-PCR 1. Grup - - -

7 LHB9 Hasanbey MRS Lactobacillus curvatus GTG5 rep-PCR 1. Grup - - -

8 FHB10 Hasanbey FMRS Leuconostoc mesenteroides 16S rRNA 2. Grup 27f 100% NR_157602.1
9 FHBI15 Hasanbey FMRS Leuconostoc mesenteroides 16S rRNA 2. Grup 27f 100% NR_157602.1
10 FHBS8 Hasanbey FMRS Leuconostoc mesenteroides  GTG5 rep-PCR 2. Grup - - -

11 LHB11 Hasanbey MRS Leuconostoc mesenteroides  GTG5 rep-PCR 2. Grup - - -

12 AZAK1 Kabaas1 AAM Leuconostoc mesenteroides 16S rRNA 13. Grup 1492r 100% NR_157602.1
13 AZAK2 Kabaast AAM Leuconostoc mesenteroides ~ GTG5 rep-PCR 13. Grup - - -
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14  AZAK3 Kabaas1 AAM Leuconostoc mesenteroides  GTG5 rep-PCR 13. Grup - - -

15 AZAKS Kabaas1 AAM Leuconostoc mesenteroides  GTG5 rep-PCR 13. Grup - - -

16 FKAKS3 Hacihaliloglu FMRS Pediococcus pentosaceus GTGS5 rep-PCR 6. Grup - - -

17 FKAKS5 Hacihaliloglu FMRS Pediococcus pentosaceus 16S rRNA 10. Grup 1492r 100% NR_042058.1
18 FZAK2 Kabaasi FMRS Pediococcus pentosaceus GTG5 rep-PCR 6. Grup - - -

19 FZAK4 Kabaasi FMRS Pediococcus pentosaceus GTG5 rep-PCR 10. Grup - - -

20 LZAK12 Kabaast MRS Pediococcus pentosaceus 16S rRNA 6. Grup Qgswmﬁwwwwﬂw 100% CP066043.1
21 LZAK13 Kabaast MRS Pediococcus pentosaceus 16S rRNA 7. Grup Qgswmﬁ.pwwwﬂvm 100%  CP066043.1
22 LZAKS5 Kabaasi MRS Pediococcus pentosaceus GTG5 rep-PCR 10. Grup - - -

23 FZAK11 Kabaasi FMRS Weissella confusa GTG5 rep-PCR 12. Grup - - -

24 FZAKS Kabaasi FMRS Weissella confusa GTG5 rep-PCR 12. Grup - - -

25 LZAK2 Kabaasi MRS Weissella confusa 16S rRNA 12. Grup 1492r 100% NR_040816.1
26 LZAK4 Kabaasi MRS Weissella confusa GTG5 rep-PCR 12. Grup - - -

27 LZAKEG6 Kabaasi MRS Weissella confusa GTGS5 rep-PCR 12. Grup - - -

28 LZAK7Y Kabaasi MRS Weissella confusa GTGS5 rep-PCR 12. Grup - - -
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29 FKAK1 Hacihaliloglu FMRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup -
30 FKAK2 Hacihaliloglu FMRS Weissella paramesenteroides GTGb rep-PCR 9. Grup -
31 FKAK4 Hacihaliloglu FMRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup -
32 FKAK®6 Hacihaliloglu FMRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup -
33 FKAKY7 Hacihaliloglu FMRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 5. Grup -
34 LKAK1 Hacihaliloglu MRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup -
35 LKAK2 Hacihaliloglu MRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup -
36 LKAK3 Hacihaliloglu MRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup -
37 LKAK4 Hacihaliloglu MRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup -
38 LKAK®6 Hacihaliloglu MRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup -
39 LKAKY7Y Hacihaliloglu MRS Weissella paramesenteroides 16S rRNA 11. Grup 1492r NR_104568.1
40 FBAK1 Hasanbey FMRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup -
41 FBAK?2 Hasanbey FMRS Weissella paramesenteroides 16S rRNA 9. Grup 1492r NR_104568.1
42 FBAK4 Hasanbey FMRS Weissella paramesenteroides GTGb5 rep-PCR 11. Grup -
43 FBAKS5 Hasanbey FMRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup -
44 LBAK1 Hasanbey MRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup -
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45 LBAK2 Hasanbey MRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup - - -
46 LBAKS3 Hasanbey MRS Weissella paramesenteroides GTGb rep-PCR 11. Grup - - -
47 LBAK4 Hasanbey MRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 11. Grup - - -
48 LBAKS5 Hasanbey MRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup - - -
49 LBAKG®6 Hasanbey MRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 9. Grup - - -
50 AZAK10 Kabaasi AAM Weissella paramesenteroides 16S rRNA 11. Grup 1492r 100% NR_104568.1
51 FZAKI10 Kabaasi FMRS Weissella paramesenteroides 16S rRNA 9. Grup 1492r 100% NR_104568.1
52 FZAK3 Kabaasi FMRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 4. Grup - - -
53 FZAKT7 Kabaasi FMRS Weissella paramesenteroides GTG5 rep-PCR 11. Grup - - -
54 FZAK9 Kabaasi FMRS Weissella paramesenteroides  GTGb5 rep-PCR 11. Grup - - -
55 LZAK1 Kabaagi MRS Weissella paramesenteroides 16S rRNA 8. Grup 1492r 100% NR_104568.1
56 LZAK10 Kabaagi MRS Weissella paramesenteroides 16S rRNA 4. Grup 1492r 100% NR_104568.1
57 LZAK11 Kabaag1 MRS Weissella paramesenteroides 16S rRNA 5. Grup 1492r 100% NR_104568.1
58 LZAKS Kabaasi MRS Weissella paramesenteroides GTGb5 rep-PCR 11. Grup - - -
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Kayisidan izole edilen tiirler ve goriilme sikliklar1 Tablo 4.2°de verilmistir. Bu veriler
dogrultusunda izole edilen LAB suslarinin %]12’sini Lactobacillus, %14 tini
Leuconostoc, %14’tntii  Pediococcus ve %60’m1  Weissella cinsi  bakteriler
olusturmaktadir. Calismada 4 farkli cins igerisinden 5 farkli tiir LAB bulunmustur
(Tablo 4.2 ve Sekil 4.3). izole edilen bakteriler arasinda Weissella baskin bir sekilde
gozlenmektedir. Weissella cinsine ait Weissella paramesenteroides tiirii %50

oraninda en yaygin tiir olarak gézlenmistir (Sekil 4.3).

Tablo 4.2: Kayis1 LAB Tiirleri ve Goriilme Sikhklar:

izole edilen cins ve tiirler Adet Oran (%)

Lactobacillus

Lactobacillus curvatus 7 12%
Leuconostoc
Leuconostoc mesenteroides 8 14%

Pediococcus

Pediococcus pentosaceus 8 14%
Weissella

Weissella paramesenteroides 29 50%
Weissella confusa 6 10%
Toplam 58 100%
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LAB Cins (Oran%)

Va

® Lactobacillus curvatus u Leuconostoc mesenteroides ® Pediococcus pentosaceus

Weissella paramesenteroides m Weissella confusa

Sekil 4.3: Kayis1 LAB izolatlarinin % Géreceli Bolluklar:

Kabaag1 ve Hacihaliloglu cinslerinde Leu. mesenteroides, W. paramesenteroides, P.
pentosaceus ve W. confusa go6zlenirken Hasanbey cinsinde bunlara ek olarak L.

curvatus gozlenmistir (Sekil 4.4).

120%
100% 5% 5%
60% 75% 29%
40%
- -
Hasanbey Kabaasi Hacihaliloglu
m Lactobacillus curvatus m Leuconostoc mesenteroides m Pediococcus pentosaceus

Weissella paramesenteroides W Weissella confusa

Sekil 4.4: Hasanbey, Kabaasi1 ve Hacihaliloglu Kayis1 Cesitlerinde Gozlenen

LAB Tiirleri ve Goriilme Oranlari

Fessard ve Remize, (2019) tropikal meyve ve sebzelerden L. plantarum, L.
paralimentarius / kimchii, Fructobacillus tropaeoli, Lactococcus lactis subsp.

lactis, Leu. pseudomesenteroides, Leu. citreum, Leu. mesenteroides, Leu. lactis, W.
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cibaria, W. confusa, W. paramesenteroides ve W. soli olmak iizere 13 farkli LAB
tirii izole etmiglerdir. Ruiz Rodriguez vd., (2019), Kuzey Arjantin‘de bulunan
yabani meyveler ve ¢igeklerden izole edilen LAB c¢esitliligi ile ilgili yaptiklari
calismada  Enterococcus, Fructobacillus,  Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc ve Weissella cinslere ait 21 LAB tiirii izole etmislerdir. Emerenini
vd., (2013), farkli taze meyve ve sebzelerden Weissella cibaria, W. kimchi, W.
paramensenteroides, P. pentosaceus, L. pentosus, W. confusa, Leu.
paramensenteroides ve L. plantarum tiirlerine ait LAB suslarin1t MRS besiyerinde
izole etmiglerdir. Fessard ve Remize, (2019) ve Ruiz Rodriguez vd., (2019)’da
fruktofilik laktik asit bakterisi olan Fructobacillus cinsine rastlamislardir.

Bu calismada farkli kayisi cinslerinden 7 adet L. curvatus, 8 adet Leu.
mesenteroides, 8 adet P. pentosaceus, 29 adet W. paramesenteroides ve 6 adet W.
confusa tanimlanmigtir. Rastlanan tiirlerin yapilan diger calismalar ile paralel
oldugu gorilmektedir. Bu calismada FMRS ve MRS besiyeri ortaminda
gelistirilen bakteriler icerisinde, fruktofilik laktik asit bakterilerine rastlanmamistir.
Kayis1 meyvesinin glikoz oraninin %1,5 — 5 arasinda, fruktoz oraninin ise %1,0 —
4,5 arasinda oldugu bilinmektedir (WHO, 2017). Fruktoz ve glikoz miktarlarinin
yaklagik ayni olmasi fruktofilik laktik asit bakterilerine rastlanilamama sebebi

olabilir.
4.2. Probiyotik ve Teknolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Izole edilen kayisilar igerisinden tanimlanan izolatlarn MRS ve FMRS
besiyerlerinde bazi probiyotik ve teknolojik 6zellikleri belirlenmistir. Bunlar, asit
toleransi, farkli sicakliklarda gelisme, NaCl’ye dayaniklilik ve EPS sentezi tarama

analizleridir.
4.2.1. Asit Toleransi

Asit toleransi i¢in pH 2,5 se¢ilmis ve analiz bu pH’da gergeklestirilmistir. Sindirim
sirasinda mideden salgilanan sivinin pH degeri 0,9 olmasina ragmen gidalarin
icerisindeki bilesenler nedeniyle mide sivisinin pH degeri 3’e kadar ¢ikmaktadir
(Erkkila ve Petaja, 2000). Probiyotik bakteriler, aglik sirasinda pH'in 1.5 kadar
diisiik olabildigi ve yemekten sonra pH 3'e veya hatta daha yiiksege ¢iktig1 asidik
mide kosullarindan ge¢melidir (Jacobsen vd., 1999). Genel degerlendirildiginde pH
2,5 degerinin uygun bir deger oldugu belirtilmektedir (Pennacchia vd., 2004). MRS
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ve FMRS broth igerisinde 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyona alinan suslarin pH
2,5’ta 0., 2. ve 4. saatlerdeki canliliklar1 degerlendirilmistir. Canlilik gosteren ‘+’

<

gostermeyenler ise ‘- ‘seklinde belirtilmistir. Asit toleransi analizine alinan 14
izolat i¢in elde edilen sonuglar Tablo 4.3 ve 4.4’te verilmistir. FMRS besiyerinde
analiz edilen izolatlardan W. paramesenteroides FZAK10 ve P. pentosaceus
FBAKS5 0. 2. ve 4. saatlerde gelisim gostererek canliligini siirdiirmiis, Leu.

mesenteroides FHB10 ise 2. saate kadar canli kalmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: FMRS’de Tanimlanan LAB izolatlarimin pH 2,5°da Gelisimi

izolatlar Kayis1 Tiirii  0.saat 2.saat  4.saat
Lactobacillus curvatus FHB11 Hasanbey + - -
Leuconostoc mesenteroides FHB10 Hasanbey + + -
Leuconostoc mesenteroides FHB15 Hasanbey + - -
Pediococcus pentosaceus FBAK5 Hasanbey + + +
Weissella paramesenteroides FZAK10 Kabaas1 + + +
Weissella paramesenteroides FBAK?2 Hasanbey + - -

+; Ureme var - ; Ureme yok

MRS besiyerinde W. confusa LZAK2 izolatinin 0., 2. ve 4. saatte canliligini
stirdiirebildigi, P. pentosaceus LZAK13 izolatinin ise 2. saat sonuna kadar

canliligim siirdiirdiigii gozlenmistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: MRS’ de Tamimlanan LAB izolatlarimin pH 2,5°da Gelisimi

izolatlar Kayis1 Tiirii O.saat 2.saat 4.saat
Lactobacillus curvatus LHB12 Hasanbey + - -
Pediococcus pentosaceus LZAK12 Kabaas1 + - -
Pediococcus pentosaceus LZAK13 Kabaas1 + + -
Weissella confusa LZAK2 Kabaas1 + + +

Weissella paramesenteroides LKAK7  Hacihaliloglu + - -

Weissella paramesenteroides LZAK1  Kabaasi + - -
Weissella paramesenteroides LZAK10 Kabaasi + - -
Weissella paramesenteroides LZAK11 Kabaasi + - -

+; Ureme var - ; Ureme yok

MRS ve FMRS besiyerlerinde P. pentosaceus izolatlar1 incelendiginde farkli
besiyerleri igerisinde ayni tiire ait izolatlarin farkli sonuglar verdigi
gozlemlenmistir diyebiliriz. Bu durum, sus 6zelliklerinde bir kabiliyet oldugu gibi,

besiyeri farkliligindan da kaynaklanmis olabilir.

Papari vd., (2020), W. paramesenteroides'in probiyotik &zelliklerinin belirlenmesi
ile ilgili calismasinda diisiik pH’da gastrointestinal sistemde hayatta kalma ve
kolonizasyonu incelemistir. Bes adet W. paramesenteroides susunu 1 saat boyunca
pH 2,5 degerinde canliliklarini koruyabildigi goézlenmistir. Tez caligmasinda
Kabaag1 cinsi Malatya kayisist tiriinden izole edilen W. paramesenteroides
FZAK10 susu FMRS besiyerinde gelistirilmis ve pH 2.5‘te 4. saate kadar
canliligini korudugu gozlemlenmistir. Bu bakimdan Papari vd., (2020)’nin
caligmasiyla benzerlik gozlenmistir. W. paramesenteroides FBAK2, LZAK10,
LKAKY ve LZAK11 suslar1 pH 2,5’te 0. saate lireme gdzlenmistir.

Adesulu vd., (2018)‘nin ¢alismasinda P. pentosaceus OF31 susu 4 saat siireyle pH
2.5 ve 2.0'da inkiibasyona birakilarak incelenmis ve canliligmi siirdiirebilme
oraninda bir diisiis gdstermedigi gézlenmistir. P. pentosaceus i¢in ger¢eklestirilen
bagka bir caligmada simiile edilmis mide suyunda pH 3.0’da 3 saatlik inkiibasyonda
en yiiksek hayatta kalma oranin1 gosterdigi tespit edilmistir (Jonganurakkun vd.,
2008). Vidhyasagar vd., (2013), P. pentosaceus izolatlar1 ile yaptigi ¢alismada 2
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saat boyunca pH 2'de direngli oldugunu tespit etmistir. Yapilan tez g¢alismasinda
Kabaagi cinsi Malatya kayisist tlirinden MRS besiyerinde izole edilen P.
pentosaceus LZAK13 susu pH 2.5’ta 2. saatte canlilik gosterirken P. pentosaceus
LZAKI susu 2. ve 4. saatte canliligini stirdiirememistir. Hasanbey cinsi Malatya
kayisist tiirinden FMRS besiyerinde izole edilen P. pentosaceus FBAKS susu pH
2.5’ta 4. saate kadar canliligint korudugu gézlemlenmistir. Bu durum, sus bazinda

asitlik toleransinda farklilik olabilecegini gostermektedir.

Sharma vd. (2018), W. confusa ile yaptigi ¢alismada izolatin pH 2'de 3 saat
boyunca canliligini kaybetmedigini ve stabil kaldigini belirtmistir. Farkli bir
calismada ise W. confusa (CR21, CR31, CR36, CR39, CR48, CR49, CR51, CR55)
suslarinin pH 3’te 3 saat sonra ve pH 2,5’te 1 saat sonra canliliklarina bakilmis, pH
3’te canlilik kaybi1 tespit edilmemis fakat pH 2.5’ta canlilik kaybi gozlenmistir
(Quattrini vd., 2020). Byakika vd., 2020°deki c¢alismasinda W. confusa
MNC20 izolatinda pH 3’te 0. ve 3. saat sonra canlilik kayb1 gozlememistir. Nohut
hamuru fermantasyonunda laktik asit bakterilerinin molekiiler analizi i¢in se¢ilen
W. confusa suslar ile ilgili yapilan ¢alismada izolatlar, pH 3.5, 4.5 ve 6.5’te
hazirlanan MRS broth'a (%1) inokiile edilmis ve 30°C'de 3 giin inkiibasyon
sonucunda pH 4.5 ve pH 6.5’te gelisim gosterdigi belirtilmistir (Gunduz vd., 2020).
Bu ¢alismada W. confusa LZAK2 izolatinin MRS besiyerinde pH 2.5’te 0. 2. ve 4.

saatlerde canliligini siirdiirebildigi tespit edilmistir.
4.2.2. NaCl’ye Dayamikhihk

NaCl’ye dayaniklilik analizine alinan 14 izolat i¢in elde edilen sonuglar Tablo 4.5
ve 4.6’da verilmistir. Analiz edilen izolatlardan W. paramesenteroides FZAK10, P.
pentosaceus FBAKS, Leu. mesenteroides FHB10, W. paramesenteroides FBAK2,
W. paramesenteroides LZAK1, W. paramesenteroides LZAK10, W.
paramesenteroides LKAK7, W. confusa LZAK2 izolatlarinin %10’luk NaCl
konsantrasyonunda, L. curvatus LHB12 ve LZAK13 ile W. paramesenteroides
LZAK11’in ise maksimum %8’lik NaCl konsantrasyonunda gelistigi ve 15 adet
susun tamaminin %6’k NaCl konsantrasyonunda gelistigi belirlenmistir. Leu.
mesenteroides FHB15 ve Leu. mesenteroides FHB10 suslart ayni tiire ait farkli
suglar olmasma ragmen FHB10 izolatinin %10 tuz konsantrasyonda gelisim

gosterirken FHBI1S5 izolatinin %6  tuz konsantrasyonunda gelisim gosterdigi

45



gozlenmistir. Bu da aymi tiirlin sus diizeyinde farkliliklar sergileyebilecegini

gostermektedir.

Tablo 45: FMRS’de Tammlanan LAB izolatlarimn Farkh NaCl
Konsantrayonlarinda Gelisimi

izolatlar Kays1 Tiiriik 2% 4% 6% 8% 10%
Lactobacillus curvatus FHB11 Hasanbey + + + - -
Leuconostoc mesenteroides FHB10 Hasanbey + + + + +
Leuconostoc mesenteroides FHB15 Hasanbey + + + - -
Pediococcus pentosaceus FBAK5 Hasanbey + + + + +
Weissella paramesenteroides FBAK2  Hasanbey + + + + +
Weissella paramesenteroides FZAK10 Kabaasi + + + + +
+; Ureme var -; Ureme yok

Tablo 4.6: MRS’de Tammlanan LAB izolatlarmn Farkh NaCl
Konsantrayonlarinda Gelisimi

izolatlar Kays1 Tiirii 2% 4% 6% 8% 10%
Lactobacillus curvatus LHB12 Hasanbey + + + + -
Pediococcus pentosaceus LZAK12 Kabaas1 + + + - -
Pediococcus pentosaceus LZAK13 Kabaas1 + + + + -
Weissella confusa LZAK2 Kabaasi + + + + +
Weissella paramesenteroides LKAK7  Hacihaliloglu + + + + +
Weissella paramesenteroides LZAK1  Kabaasi + + + + +
Weissella paramesenteroides LZAK10 Kabaasi + + + + +
Weissella paramesenteroides LZAK11 Kabaasi + + + + -

+; Ureme var - ; Ureme yok

Pabari vd. (2020), farkli meyvelerden izole edilen bes Weissella paramesenteroides
izolatinin  (FX1, FX2, FX5, FX9 ve FX12) %0, %0,5 ve %1,0’lhik NaCl

konsantrasyonunda gelistigi ve canliligin1 korudugunu bildirmistir.
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Malatya kayis1 gesitlerinden izole edilen W. paramesenteroides suslari iginde %2
ile %10’luk NaCl konsantrasyon araliginda sadece LZAK11 susunun %8’lik NaCl
konsantrasyonuna kadar dayaniklilik gosterdigi diger W. paramesenteroides

suslarin ise %10 NaCl konsantrasyonunda gelistikleri gézlemlenmistir.

Kahraman ve Arict (2020), izole ettikleri LAB suslarmin %0, 3, 6 ve 9 tuz
konsantrasyonlarinda gelisme yeteneklerini incelemis, %3 tuz konsantrasyonunda
en iyi gelismeyi L. curvatus MK 13 izolatinin, en az gelismeyi ise L. curvatus MK5
izolatinin gosterdigini tespit etmislerdir. Calismanin devaminda ise %6 tuz
konsantrasyonunda en iyi gelisimi P. pentosaceus MK2 ve L. curvatus MK17
izolatlarinin, %9 tuz konsantrasyonunda ise en iyi gelismeyi L. curvatus MK17

izolatinin gosterdigini saptamiglardir.

Bulut (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, L lactis subsp. lactis izolatlarinin, 45
°C'de ve %6,5 NaCl konsantrasyonunda gelisme gosterdigi belirtilmistir. Hasanbey
cinsi kayisilardan izole edilen L. curvatus LHB12 susunun %8 konsantrasyonlara

kadar canliligini siirdiirebilmekte oldugu goriilmiistiir.

Beganovi¢ vd. (2011), lahana tursusu iiretimi i¢in kullanilan L. plantarum L4 ve
Leu. mesenteroides LMG 7954 suslarinin %2,5 ve %4 NaCl konsantrasyonunda
gelisme gosterdigini belirtmistir. Leu.mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC
8293 susu i¢in biiylime parametrelerinin farkli deneysel kosullar altinda tahmini
icin yiizey modelinin kullanildig: bir ¢alismada %0.25, %1.75, % 3.25, % 4.75 ve
9%6.25 NaCl konsantrasyonda gelisim gézlendigi belirtilmistir (Zurera-Cosano vd.,
2006). Bagka bir ¢alismada P. pentosaceus R1 ve L. fermentum R6'min %0, %2,
%4, %6 ve %8 NaCl konsantrasyonlarinda 6zellikleri incelenmis, suslarin %2, %4
ve %6 NaCl konsantrasyonlar1 o6nemli Olgiide canlilik gosterirken %8

konsantrasyonunda canlilik géstermedikleri gortilmiistiir (Zhang vd., 2020).

Kabaasi cinsi kayisidan MRS besiyerinde izole edilen P. pentosaceus LZAK13
susu %8, P. pentosaceus LZAK12 ise %6 tuz konsantrasyonunda canlilik
gostermistir. Hasanbey cinsinden FMRS’de izole edilen P. pentosaceus FBAKS5
susu ise %10 NaCl konsantrasyonunda canlilik gostermistir. FMRS besiyerinin
iceriginde MRS besiyerinden daha fazla seker olusu % NaCl konsantrasyon
sonuglarmi etkileyerek FBAKS susunun NaCl’ye daha direngli olmasina yol agmis

olabilir.
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Nohut hamurlarinin fermantasyonunda baskin LAB ile ilgili yapilan bir ¢caligmada
W. confusa RL1139 susu %4, 6 ve 8 NaCl (w / v) iceren mMRS broth iginde
inokiile edildiginde sadece %4 NaCl konsantrasyonunda gelisim gdstermis oldugu
belirtilmistir (Gunduz vd., 2020). Kabaasi cinsi kayisidan MRS besiyerinde izole
edilen W. confusa LZAK2 susunun ise %10 NaCl konsantrasyona kadar

dayaniklilik gosterdigi gozlemlenmistir.
4.2.3. Farkh Sicakliklarda Gelisme

Analiz edilen 14 adet LAB izolatin 5°C, 15°C, 25°C, 35°C, 38°C, 41°C, 44°C, ile
47°Cde gelisimi Tablo 4.7, 4.8, ve 4.9’da verilmistir. MRS besiyerinde izole
edilen P. pentosaceus LZAK13, W. confusa LZAK2 ve P. pentosaceus LZAK12
suslar1 44°C‘de gelisme gostermistir. FMRS besiyerinde L. curvatus FHB11, Leu.
mesenteroides FHB15, Leu. mesenteroides FHB10 ve L. curvatus LHB12 ise
maksimum 38°C‘de gelisme gostermis olup Leu. mesenteroides AZAK1 susu ise
42°C‘de gelisim gostermistir. Calismadaki 14 adet LAB izolatinin hepsi 25°C ve
15°C‘de gelisme gosterirken higbiri 5°C’de gelisme gdstermemistir. Onceki
caligmalarda LAB’nin 16°C ile 32°C arasinda optimum gelisme gosterdiklerini

raporlamaktadir (Daeschel ve Fleming, 1984).

Tablo 4.7: FMRS’de Tanimmlanan LAB izolatlarmn Farkh Sicakhklarda

Gelisimi

izolatlar ?;‘Z:f‘ 5°C 15°C 25°C 35°C 38°C 41°C 44°C 47°C
Lactobacillus curvatus FHB11 Hasanbey - + + + +

Leuconostoc mesenteroides FHB10 Hasanbey - + + + +

Leuconostoc mesenteroides FHB15 Hasanbey - + + + +

Pediococcus pentosaceus FBAKS Hasanbey - + + + + +

Weissella paramesenteroides FBAK?2 Hasanbey - + + + + +

Weissella paramesenteroides FZAK10 Kabaas1 - + + + + +

+; Ureme var -; Ureme yok
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Tablo 4.8: MRS’de Tammmlanan LAB izolatlarimin Farkh Sicakhiklarda

Gelisimi

izolatlar Kayms1 Tiirii  5°C  15°C 25°C 35°C 38°C 41°C 44°C 47°C
Lactobacillus curvatus LHB12 Hasanbey - + + + + - - -
Pediococcus pentosaceus LZAK12 Kabaag1 - + + + + + + -
Pediococcus pentosaceus LZAK13 Kabaas1 - + + + + + + -
Weissella confusa LZAK2 Kabaasi - + + + + + + -
Weissella paramesenteroides LKAK7 Hacthaliloglu - + + + + + - -
Weissella paramesenteroides LZAK1 Kabaas1 - + + + + + - -
Weissella paramesenteroides LZAK10  Kabaagi - + + + + + - -
Weissella paramesenteroides LZAK11 ~ Kabaas1 - + + + + + - -
+; Ureme var - ; Ureme yok

Tablo 4.9: AAM’de Tammmlanan LAB izolatlarinmin Farkh Sicakhiklarda

Gelisimi

izolatlar Kayis1 Tiirii 30°C 34°C 38°C 42°C 46°C 50°C
Leuconostoc mesenteroides AZAK1 Kabaag1 + + + + - -
Weissella paramesenteroides AZAK10 Kabaasi + + + - - -
+; Ureme var - ; Ureme yok

Xu vd., (2010), P. pentosaceus ile asilanmis giimiis sazan sosislerinin mikrobiyal
ve fizikokimyasal Ozellikleri lizerine fermantasyon sicakliginin etkisi ile ilgili
yapilan ¢aligmasinda izolatlarin 15 ile 37°C arasinda degisen farkli sicakliklarda
gelisim gostermis oldugunu belirtmistir. Baska bir ¢alismada ise P. pentosaceus
Te010 susunun 4, 20 ve 30°C’de gelisim gosterdigi belirtilmistir (Muhialdin vd.,
2011). P. pentosaceus'un farkli sicakliklarda laktik asit tretimini inceleyen bir
calismada P. pentosaceus susunun 10°C ile 50°C arasinda gelisim gosterdigi ve
40°C'de maksimum tireme goriildiigii belirtilmistir (Blickstad ve Molin, 1981).
Yapilan ¢alisma sonucunda Hasanbey cinsi kayisidan FMRS besiyerinde izole
edilen P. pentosaceus FBAKS5 susunda 15°C, 25°C, 35°C, 38°C ve 41°C’de
gelisim gozlenmistir. Kabaasi cinsi kayisidan MRS besiyerinde izole edilen P.
pentosaceus LZAK12 ve LZAKI13 suslarinda ise 44°C’ye kadar gelisim

gbzlemlenmistir.
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W. confusa Cab3 susu ile yapilan bir ¢alismada optimum iireme sicakligi 25 °C’e
olarak belirtilmistir (Shukla vd., 2011). Nohut hamurlarinin baskin LABIerinin
molekiiler analizi igin segilen W. confusa RL1139 susunun ¢ogaltilmasi ile ilgili
yapilan ¢alismada MRS besiyerinde 15, 28, 37 ve 45°C’de 2 ile 7 giin inkiibasyon
stiresi sonucunda tireme gosterdigi belirtilmistir (Gunduz vd., 2020). Baska bir
calismada W. confusa suslarinin 4°C, 15°C, 37°C ve 45°C sicakliklardaki 48. saatte
gelismeleri incelenmis olup 15°C, 37°C ve 45 °C'de gelisme gosterdigi ve 4°C'de
gelisme gostermedigi belirtilmistir (Lee vd., 2012). Kabaasi cinsi Malatya
kayisisindan izole edilen W. confusa LZAK2 susunun 5°C, 15°C, 20°C, 25°C,
30°C, 35°C, 38°C, 41°C, 44°C ve 47°C’de sicaklik analizleri incelendiginde, 15 ile
44 °C arasindaki sicakliklarda gelisme gosterdigi, 5°C ve 47°C’de ise gostermedigi

gozlenmistir.

L. curvatus’u 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35°C'de sicakliklarda gelismeleri incelenmis
olup 15, 20, 25, 30 ve 35°C gelisme gostermis ve optimum iireme sicakligr 25 °C
oldugu belirtilmistir (Wijtzes vd., 1995). Optimum sicaklig1 belirlemek i¢in, L.
curvatus RO8 susu 30 ile 50 ° C arasindaki sicakliklarda incelenmis ve en yiiksek
aktivitesinin 37°C'de viicut sicakliginda oldugu belirtilmistir (Yoon ve Hwang,
2008). Hasanbey cinsi Malatya kayisisindan izole edilen L. curvatus LHB12 ve
FHB11 suslar incelendiginde 15-38°C araliginda gelisim gosterdigi goriilmiistiir.

Leu.mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC 8293 susunun sicaklik
parametrelerinin incelendigi bir ¢alismada susun 10.5, 14, 17.5, 21 ve 24.5°C’de
gelisim gosterdigi belirtilmistir (Zurera-Cosano vd., 2006). Baska bir ¢alismada
Leu. mesenteroides L124 ve L. curvatus L442 suslarinin 20, 25 ve 30 °C’de
gelisimleri incelenmis ve optimum tireme sicakliginin 30°C oldugu belirlenmistir
(Mataragas vd., 2003). Hasanbey cinsi Malatya kayisisindan izole edilen Leu.
mesenteroides FHB15 ve FHB10 suslari 15-38°C araliginda gelisme

gostermislerdir.
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4.2.4. EPS Sentezi icin Tarama Analizi

EPS sentezi i¢in tarama analizine alinan 14 izolat i¢in elde edilen sonuglar Tablo
4.10 ve 4.11.’de verilmistir. Kabaasi, Hasanbey, Hacihaliloglu cinsi kayisilardan
FMRS besiyerinde izole edilen W. paramesenteroides FZAK10, P. pentosaceus
FBAKS, L. curvatus FHB11, L. mesenteroides FHB15, Leu. mesenteroides FHB10,
W. paramesenteroides FBAK2’dir. MRS besiyerinde W. paramesenteroides
LZAK1, L. curvatus LHB12, P. pentosaceus LZAK13, W. paramesenteroides
LZAK10, W. paramesenteroides LKAK7, W. paramesenteroides LZAK11, W.
confusa LZAK2, P. pentosaceus LZAK12 suslari izole edilmistir. EPS sentezi i¢in
tarama analizi i¢in kullanilan yontem hassas bir yontem olmadigindan, elde edilen
sonuclarin bazi tuz ve protein gibi baska bilesikleri de icerecek sekilde alinmamis

olabilecegi degerlendirilmistir. Daha hassas sonuglar elde edilmesi icin diyaliz vb.

purifikasyon metotlarinin da kullanilmasi gereklidir.

Tablo 4.10: FMRS’de EPS Sentezi Tarama Analizi (g/L)

izolatlar

Kayis1 Tiirii

Agirhik (g/L)

Ortalama (g/L)

Lactobacillus curvatus FHB11

Hasanbey

0.0716-0.0423

0.05695 +0.01465

Leuconostoc mesenteroides FHB10

Hasanbey

0.0371-0.1295

0.0833 +£0.0462

Leuconostoc mesenteroides FHB15

Hasanbey

0.2209-0.1014

0.16115 +0.05975

Pediococcus pentosaceus FBAK5

Hasanbey

0.0930-0.1021

0.09755 +0.00455

Weissella paramesenteroides FBAK2

Hasanbey

0.2186-0.0593

0.13895 +0.07965

Weissella paramesenteroides FZAK10

Kabaas1

0.0769-0.0335

0.0552 +£0.0217
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Tablo 4.11: MRS’de EPS Sentezi Tarama Analizi (g/L)

izolatlar Kays1 Tiirii  Agirhk (g/L) Ortalama (g/L)
Lactobacillus curvatus LHB12 Hasanbey 0,1172-0,167 0,1421+0,0249
Pediococcus pentosaceus LZAK12 Kabaasi 0,0969-0,1681 0,1325+0,0356
Pediococcus pentosaceus LZAK13 Kabaasi 0,0064-0,0725 0,03945+0,03305
Weissella confusa LZAK2 Kabaasi 0,2188-0,1313 0,17505+0,04375

Weissella paramesenteroides LKAK7 Hacihaliloglu ~ 0,0122-0,2140 0,1131+0,1009

Weissella paramesenteroides LZAK1 Kabaasi 0,1206-0,0670 0,0938+0,0268
Weissella paramesenteroides LZAK10  Kabaasi 0,1256-0,1055 0,11555+0,01005
Weissella paramesenteroides LZAK11  Kabaasi 0,0332-0,1500 0,0916+0,0584

De bruyne vd. (2010) ve Huys vd. (2012), EPS firetiminde LAB tiirlerinden W.
cibaria, W. confusa, W. fabaria, W. ghanensis, W. kandleri ve W. koreensis’in EPS
sentezledigini raporlamaktadir ve bu mikroorganizmalar ile yapilan c¢alisma
sonucunda dekstran iiretimi agisindan W. confusa ve W. cibaria’nin iyi bir kaynak
olabilecegi tespit edilmistir. LAB’den elde edilen EPS’ler yapisindan dolay1 ¢ok
cesitli  fonksiyonel ozelliklere sahiptir.  Bu nedenle gida endiistrisinde

kullanilmaktadir.

Kavitake vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus, Weissella, Lactococcus gibi LAB cinslerinin EPS iirettigi
belirtilmistir. EPS {ireten cinsler arasinda Weissella’nin ¢ok ¢esitli endiistriyel
uygulamalarda kullanildigi belirtilmis ve biyo-fonksiyonel o6zellikleri sebebiyle
gida ve ilag¢ endiistrilerinde kullanilmakta oldugu degerlendirilmistir. EPS 6zellige
sahip olan LAB cinslerinin viskozite arttirict etkisi ile emiilgatér ve stabilizator

olarak kullanilmaktadir.

Galle vd. (2010), LAB tiirlerinin EPS iiretme 6zelligi kullanilarak geleneksel eksi
hamurlarin iriin kalitesini gelistirici etkisini incelemis, kivam artirici, dogal
biyokalinlagtirict  olarak kullanilmasinin  tekstiirel ve reolojik Olgiimlerle

desteklenebilecegini belirtmistir.
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Palomba vd. (2012), eksi hamurlardan ve hamur gesitlerinden izole edilen 177
LAB susunun farkli karbonhidrat kaynaklar1 i¢eren ortamlarda fenotipik diizeyde
incelemis ve EPS iireten LAB suslarinin L. curvatus 69B2 ve Leu. lactis 95A

oldugunu tespit etmistir.

Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz bolgesindeki eksi hamurlardan izole edilen L.
plantarum, L. paraplantarum, L. curvatus, L. rossiae, L. sanfranciscensis, L.
brevis, L. paralimentarius, W. paramesenteroides, Leu. mesenteroides, Leu.
pseudomesenteroides ve W. cibaria suslarinin EPS iiretimi i¢in gerekli olan farkli
eps genlerini barindirdig: belirtilmistir (Dertli vd., 2016). Baska bir ¢caligmada soya
fasulyesi hamurundan izole edilen Leu. mesenteroides SN-8 susunun iirettigi EPS
ve Ozellikleri analiz edilmistir. Calisma sonucunda EPS'nin c¢esitli monosakkarit

bilesenleri igeren bir heteropolisakkarit oldugunu belirtilmistir (Li vd., 2020).

Yapilan ¢alismada EPS sentezi tarama analizinde Leu. mesenteroides FHB15, W.
paramesenteroides FBAK2, W. confusa LZAK2 ve L. curvatus LHB12 suslarinin
diger suslardan daha fazla EPS iirettigi degerlendirilmistir.
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BESINCi BOLUM

SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, cografi isaret almig olan Malatya kayisisinin Hacihaliloglu,
Hasanbey ve Kabaasi gesitlerinden LAB’nin izole edilmesi, molekiiler yontemlerle
identifikasyonu, baz1i probiyotik ve teknolojik 6zelliklerinin  incelenmesi
amaclanmistir. Yapilan analizler sonucunda elde edilen veriler asagida 6zetlendigi
gibidir.

Kayis1 orneklerinden izole edilen toplam 81 adet sus igerisinde GTG5 rep-PCR’da
goriintii vermeyen 11 adet sus elenmistir ve tanimlanan suslardan LAB olmayan
katalaz testinde pozitif sonu¢ veren 12 adet sus ¢alismadan ¢ikarilmis olup geriye

kalan 58 adet sus ile calismaya devam edilmistir.

Dizilim analizi sonuglarina gore, izole edilen 58 susun 7 tanesinin Lactobacillus
curvatus, 8 tanesinin Leuconostoc mesenteroides, 8 tanesinin Pediococcus
pentosaceus, 6 tanesinin Weissella confusa ve 29 tanesinin Weissella

paramesenteroides oldugu saptanmistir.

Gida endiistrisi agisindan probiyotik veya starter mikroorganizmalarin gelisme
sicakliklar bilyiik dnem tagimaktadir. izolatlarin yiiksek ve diisiik sicakliklar1 tolere
edebilme yetenegi bu anlamda 6nemlidir. Caligmadaki tiim bakteri suslar1 15 °C ile
38 °C arasinda gelisme gostermistir. P. pentosaceus LZAK13, LZAK12 ve W.
confusa LZAK2 suslar1 44 °C’de gelisme gostermis ve bu suslarin yiiksek sicaklik

kosullarinda da canliliklarini koruyabildikleri gosterilmistir.

Izole edilen LAB’nin probiyotik olarak kullanilabilmesi icin sindirim sistemi
boyunca canli kalabilmesi, gastrik sulara ve safra tuzlarina karsi dayanikli olmasi,
sindirim sistemi kosullarina kolay uyum saglamasi ve sindirim kanali boyunca hizla
kolonize olabilmesi gibi bir¢ok 6zellige sahip olmasi gerekmektedir. Asidik fermente
gidalarda starter veya probiyotik kiiltiir olarak kullanimlar1 acisindan 2.5 pH’da
gelisebilmeleri bir avantaj olarak goriilmiistiir. Gastrointestinal sistemde etkili
olabilmeleri i¢cin midede pH 2 ile 3 arasinda ve ince bagirsakta %0,3’liik safra tuzuna
karst direng gostermeleri gerekmektedir. Yapilan arastirmada ortam pH’s1 2,5

oldugunda W. paramesenteroides FZAK10, P. pentosaceus FBAK5 ve W. confusa
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LZAK2 4. saatte gelisme gostermistir ve bu suslarin diisiik pH’da canliliklarini

koruyabildikleri gosterilmistir.

Mikroorganizmalarin tuz konsantrasyonlarma karsi dayanikliligi tuzlu triinlerde
kullanilabilmeleri agisindan o6nemlidir. W. paramesenteroides FZAK10, P.
pentosaceus FBAKS5 ve W. confusa LZAK2 %10 NaCl konsantrasyonunda

canliliklarini koruduklar1 gosterilmistir.

W. paramesenteroides FBAK2, L. curvatus LHB12, Leu. mesenteroides FHB15 ve
W. confusa LZAK2 suslarinin EPS iiretimlerinin diger izolatlardan daha yiiksek
oldugu saptanmustir. Literatiir ¢calismalarinda serbest safra asitlerinin bakteri hiicre
duvarina baglanmasinda, bakteri hiicresi tarafindan iiretilen EPS’nin de 6nemli bir

role sahip olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Bu ¢alisma ile cografi isaretli Malatya kayisisinin LAB profilinin belirlenmesine
yonelik bir ¢alisma ilk defa gergeklestirilmistir. Kabaasi, Hasanbey ve Hacihaliloglu
cinsi kayisilarin tigtinde de W. confusa, W. paramesenteroides, P. pentosaceus ve
Leu. mesenteroides tiirlerinin saptanmasi, bu tiirlerin Malatya kayisisinda bulunan

onemli LAB iiyeleri oldugunu gdstermektedir.

EPS iireten LAB, kivam arttirici, tekstiir diizenleyici 6zellikleri nedeniyle endiistriyel
acidan Snemli tiirlerdir. leriki ¢alismalarda EPS iireten LAB’in detayli bir sekilde
incelenerek gida endiistrisi icin alternatif {rilinler igerisinde kullanim potansiyeli
degerlendirilebilir. Izole edilen LAB’nin iirettigi EPS’lerin monosakkarit bilesimi
belirlenerek daha hassas EPS saflastirma teknikleri uygulanarak, EPS i¢in daha

detayl1 analizler yiiriitiilebilir.

Calismada izole edilen LAB’nin safra tuzu toleransi, antagonizm, proteolitik aktivite
ve tutunma ozellikleri de incelenerek probiyotik potansiyellerine yonelik baska

calismalar ytiriitiilebilir.

Kayisidan izole edilen suslar kayist kullanilarak hazirlanacak bir fermente tiriinde

starter kultur olarak denenebilir.

FMRS (Fructose and De Man, Rogosa and Sharpe) besiyeri kullanilarak fruktoz
orani1 yiiksek c¢esitli meyveler kullanilarak farkli 6zelliklerde fruktofilik LAB

izolasyon ¢aligmalar1 yapilabilir.
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EKLER

EK1: Cahismada Kullanilan Besiyerleri

Kullanilan Besiyerleri

Inkiibasyon Inkiibasyon Inkiibasyon

Analiz Besiyer Sicakhigi Siiresi Sartlan

Laktik Asit Bakterileri MRS 35°C 48 saat Anaerobik

(LAB)

Laktik Asit Bakterileri FMRS 35°C 48 saat Anaerobik

(LAB)

Asetik Asit Bakterileri AAM 30°C 48 saat Aerobik
a) MRS Agar

De Man, Ragosa, Sharpe (MRS) besiyerinin 52,2 grami 1 L distile suda
coziindiriilmiistiir. %1,5 agar ilave edilerek kat1 besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan
besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

b) MRS Broth

De Man, Ragosa, Sharpe (MRS) besiyerinin 52,2 grami 1 L distile suda
¢Oziindiriilmistiir. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edilmistir.

c) FMRS Agar

De Man, Ragosa, Sharpe (MRS) besiyerinin 52,2 grami ile 20 gram D(-) Fructose
(Sigma-Aldrich) 1 L distile suda ¢oziindiiriilmiistiir. %1,5 agar ilave edilerek kati
besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edilmistir.

d) FMRS Broth

De Man, Ragosa, Sharpe (MRS) besiyerinin 52,2 grami ile 20 gram D(-) Fructose
(Sigma-Aldrich) 1 L distile suda ¢6ziindiiriilmiistiir. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de
15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

e) AAM Agar

AAM (Acetic Acid Medium, 10 g/L Glucose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
15 g/L pepton, 8 g/L yeast ekstrakti ve 15 g/L agar (Sigma Aldrich) distile suda
¢Ozlindiiriilmiistiir. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edilmistir.
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f) AAM Broth

AAM (Acetic Acid Medium, 10 g/L Glucose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
15 g/L pepton, 8 g/ yeast ekstrakti distile suda ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan
besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
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EK2: Kisaltma Kodlarinin A¢ilimi

izolat Izolatlarin Kaynaklar Besiyeri- Acilinm

Kodlar Acilim

FKAK  Hacihaliloglu- FMRS  Hacihaliloglu ~ FMRS (Fructose and De Man,
Rogosa and Sharpe)

FBAK  Hasanbey-FMRS Hasanbey FMRS (Fructose and De Man,
Rogosa and Sharpe)

FHB Hasanbey -FMRS Hasanbey FMRS (Fructose and De Man,
Rogosa and Sharpe)

FZAK  Kabaasi-FMRS Kabaasi FMRS (Fructose and De Man,
Rogosa and Sharpe)

LKAK  Hacihaliloglu- MRS Hacihaliloglu MRS (De Man, Ragosa,
Sharpe)

LBAK  Hasanbey-MRS Hasanbey MRS (De Man, Ragosa,
Sharpe)

LHB Hasanbey-MRS Hasanbey MRS (De Man, Ragosa,
Sharpe)

LZAK  Kabaasi-MRS Kabaas1 MRS (De Man, Ragosa,
Sharpe)

AZAK  Kabaasi-AAM Kabaas1 AAM (Acetic Acid Medium)
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EK3: Laktik Asit Bakterisi Olmayan Bakteriler

No Izolat izole Kayis1 Tiirii Tespit Edilen Bakterinin Tamimlama Yontemi  Tamimlama Primeri Blast % Referans
Kodlan MMm_"M\M_._ Tiir ve Cins Ad1

1 ABAK3 AAM Hasanbey Bacillus paramycoides 16S rRNA 1492R 100.00%  AP019721.1
2 AZAK9 AAM Kabaas1 Bacillus paramycoides GTG5 rep-PCR - - -

3 AZAK4 AAM Kabaag1 Pantoea agglomerans 16S rRNA 1492R 99.87% MF289172.1
4 AZAKS  AAM Kabaag1 Pantoea agglomerans GTGS5 rep-PCR - - -

5 AZAK7  AAM Kabaag1 Pantoea agglomerans GTGS5 rep-PCR - - -

6 ABAK4 AAM Hasanbey Pseudomonas tremae GTGS5 rep-PCR - - -

7 AKAK3 AAM Hacihaliloglu Pseudomonas tremae 16S rRNA 1492R 100.00%  KX186993.1
8 AZAK6 AAM Kabaagi Pseudomonas tremae GTGS5 rep-PCR - - -

9 LHB5 MRS Hasanbey Staphylococcus epidermidis 16S rRNA 27F 100.00%  AP019721.1
10 ABAK8 AAM Hasanbey Staphylococcus saprophyticus GTGS5 rep-PCR - - -

11 AKAK4 AAM Hacihaliloglu  Staphylococcus saprophyticus 16S rRNA 1492R 99.87% CP035294.1
12 AZAK11 AAM Kabaast Staphylococcus saprophyticus GTG5 rep-PCR - - -
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EK4: BLAST DNA Dizileme Sonuglar:

LHB12 (27F)

CTTCTGATTGATAACATTTGAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCCTAAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAA
ACCTAGCACCGCATGGTGCAAGGTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTTAGGA
TGGACCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGACCGTGA
TGCATAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGAT
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTG
GAGAAGAACGTATTTGATAGTAACTGATCAGGTAGTGACGGTATCCAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCA
GAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAA
GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAA
AGCATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAACGATGA
GTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGTTGAACTCAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC

LHB5 (27F)

CGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGA
TAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATATTGAACCGCATGGTTCA
ATAGTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTA
GTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
TGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGT
AACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGCGCGTAGGCGG

FHB15 (27F)

GTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCT
GCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTT
AGTGTCGCATGACAAAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATC

84



CGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATA
GCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC
TACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGC
AACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAA
GAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGA
CGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGA
GGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTG
GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAACGATGAACACTA
GGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGC
CTGGGGAGTACGACCGC

FHB11 (27F)

CACTCTCGTTAGATTGAAGAAGCTTGCTTCTGATTGATAACATTTGAGTGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTAAAGTGGGGGATAACATTTG
GAAACAGATGCTAATACCGCATAAAACCTAGCACCGCATGGTGCAAGGTTGAAA
GATGGTTTCGGCTATCACTTTAGGATGGACCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGA
GGTAAAGGCTCACCAAGACCGTGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTT
TTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTATTTGATAGTAACTGATCA
GGTAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCAT
CGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCA
GTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG
A

FHB10 (27F)

GGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACC
TGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACT
TAGTGTCGCATGACAAAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGAT
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CCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCAT
AGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC
CTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGC
AACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAA
GAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGA
CGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGA
GGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTG
GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAACACT
AGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCG
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAACTCAAAGGAATTGA

LHB12 (1492R)

ACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCG
GCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCC
TACAATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCTAAACCTCGCGGTCTCGC
GACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCAT
GATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAG
AGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC
TTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACT
TTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCT
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGG
GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGT
GCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCAC
TCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATGCT
TTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCT
TCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGC
ACTCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCACTTCTTCGGTTGAGCC

FBAKS5 (1492R)

CCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGA
CTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGA
TTAGCTTAACCTCGCGGTCTCGCGACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTG
TAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGT
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TTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAATA
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGA
CAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAGGGAACCTCTAATCTCTTAGAC
TGTCAGAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAACCTTGC
GGTCGTACTCCCCAGGCGGATTACTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCG
GAAACCCTCCAACACTTAGTAATCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGACAG
CCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATG
GAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGCACTTCTTCG
GTTGAGCCGAAAGGCTTTCACATTAGACTTAAAAGACCGCCTGCGCTCGCTTTAC
GCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGGCTGC

FBAK2 (1492R)

GTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGA
TCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCG
AACTGAGACATACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTG
TATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTG
ACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAA
CTGAATGCTGGCAACTAATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAA
CATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCG
AAGGGAACGTCCTATTTCTAGGATTAGCAAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTT
CTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTC
AATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGC
GTTAGCTGCGACACTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCTAGCACTCATCGTTT
ACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCT
CAACGTCAGTTACAGTCCAGAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATAT
CTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTTTCCTCTACTGCACTCAAGTC
ATCCAGTTTCCAAAGCCATTCCTCAGTTGAGCTGAGGGCTTTCACTTCAGACTTA
AATAACCGTCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAA

LZAK10 (1492R)

GTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACT
AGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGACAT
ACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGTATATGCCATTG
TAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCA
CCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGC
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AACTAATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACA
CGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGTCC
TATTTCTAGGATTAGCAAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGT
TTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGACA
CTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCTAGCACTCATCGTTTACGGTGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCTCAACGTCAGTTAC
AGTCCAGAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCAC
CGCTACACATGGAGTTCCACTTTCCTCTACTGCACTCAAGTCATCCAGTTTCCAA
AGCCATTCCTCAGTTGAGCTGAGGGCTTTCACTTCAGACTTAAATAACCGTCTGC
GCTCGCTTTACGCCC

LZAK?2 (1492R)

ACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGACGTACTTTAAGAG
ATTAGCTCACCCTCGCGGGTTGGCAACTCGTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGT
GTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGG
TTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAGTAAT
AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACG
ACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGCTCCATCTCTGGA
GTTGTCAAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTG
CGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTTAAGGGC
GGAAACCCTCAAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCTCAACGTCAGTTACAGTCCAGAA
AGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACA
TG

LZAK1 (1492R)

AACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGC
GGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAG
CCTACAATCCGAACTGAGACATACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTG
GCGACTCGTTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGC
ATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACT
AGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGG
ACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
CCTTGTCCCCGAAGGGAACGTCCTATTTCTAGGATTAGCAAGGGATGTCAAGAC
CTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGC
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GGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGA
GTGCTTAATGCGTTAGCTGCGACACTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCTAGC
ACTCATCGTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACA
CTTTCGAGCCTCAACGTCAGTTACAGTCCAGAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTT
CTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTTTCCTCTACTG
CACTCAAGTCATCCAGTTTCCAAAGCCATTCCTCA

LZAK11 (1492R)

CAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACC
GCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGACATACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGT
TGGCGACTCGTTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCA
CTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGT
CACCTTGTCCCCGAAGGGAACGTCCTATTTCTAGGATTAGCAAGGGATGTCAAG
ACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGT
GCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCG
GAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGACACTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCTA
GCACTCATCGTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCA
CACTTTCGAGCCTCAACGTCAGTTACAGTCCAGAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTG
TTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTTTCCTCTAC
TGCACTCAAGTCATCCAGTTTCCAAAGCCATTCCTCAGTTGAGCTGAGGGCTTTC
ACTTCAGACTTAAATAACCGTCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAA
CGCTTGGAAACATACGTAT

LZAK12 (DNAK500F3)

GTAAGTTGGAAACGACCAAGTGTCTTGTTATCAGCAGCCATTGGACGTTCACCTT
GAAGTACATGGATATCTACAGCTGGTTGGTTATCAGCAGCTGTTGAGAATACTT
GTGACTTACTTGTTGGGATTGTTGTATTACGATCGATTAACTTAGTGAATACACC
ACCCATTGTTTCAATACCAAGTGAGAGTGGAGTAACGTCAAGTAAAACAACGTC
CTTAACATCACCAGTAAGCACACCACCTTGAACAGCAGCACCTAAAGCTACGGC
TTCATCAGGGTTGATTGAGTGGTTAGGTTCCTTACCTGTCCAGTTCTTAACGGCT
TCTTGAACGGCAGGAATACGCGTTGAACCACCATTTAAGATGACTTCGTCAATTT
CAGAAGCTGAAAGTCCAGCATCTTTAAGCGCATTTTCAACTGGAGCCTTAGTAC
GTTCCACTAGGTCAGCAGTTAATTGATCAAATTGCGCACGTGTCAAAGTCTTTTC
AAGATGTAATGGTCCGGCTTCGCCAGCTGAAATAAATGGTAGACTGATTTGAGC
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TTCGCTAACACCTGAAAGGTCCTTCTTAGCTTTTTCAGCGGCGTCCTTCAAACGT
TGAAGAGCCATCTTATCTTGTGATAAGTCTACACCATTGTCTTTCTTGAATTCATC
AACTAACCAGTCGATGATCTTTTGATCAAAGTCGTCACCACCAAGGTGTGTATCA
CCGTTTGTTGAAAGAACTTGGAATACGCCATCCCCTAATTCAAGAACGGAAACA
TCAAAAGTACCACCACCTAAATCATAAACGAGAATCTTTTCATCCTTACCGTTTT
GATCTAGTCCGTAAGCTAATGAAGATGCAGTAGGTTCGTTGATAATACGTTTAA
CATCCAAGCCAGCAATCTTACCAGCGTCCTTTGTAGCTTGACGTTGTGAATCATC
AAAGTAAG

LZAK12 (DNAK1710R5)

TGCTTCATCAAACGTCACATCGGTGAAGCTGGCTATAAAGTAACCGTTGATGGC
AAGTCTTATACACCACAAGAAGTTTCAGCAATGATTTTAAGTTATATCAAGAAA
TTTGCTGAAGATTACCTTGGTGAAGAAGTAGATAAAGCTGTTATCACAGTACCT
GCTTACTTTGATGATTCACAACGTCAAGCTACAAAGGACGCTGGTAAGATTGCT
GGCTTGGATGTTAAACGTATTATCAACGAACCTACTGCATCTTCATTAGCTTACG
GACTAGATCAAAACGGTAAGGATGAAAAGATTCTCGTTTATGATTTAGGTGGTG
GTACTTTTGATGTTTCCGTTCTTGAATTAGGGGATGGCGTATTCCAAGTTCTTTCA
ACAAACGGTGATACACACCTTGGTGGTGACGACTTTGATCAAAAGATCATCGAC
TGGTTAGTTGATGAATTCAAGAAAGACAATGGTGTAGACTTATCACAAGATAAG
ATGGCTCTTCAACGTTTGAAGGACGCCGCTGAAAAAGCTAAGAAGGACCTTTCA
GGTGTTAGCGAAGCTCAAATCAGTCTACCATTTATTTCAGCTGGCGAAGCCGGA
CCATTACATCTTGAAAAGACTTTGACACGTGCGCAATTTGATCAATTAACTGCTG
ACCTAGTGGAACGTACTAAGGCTCCAGTTGAAAATGCGCTTAAAGATGCTGGAC
TTTCAGCTTCTGAAATTGACGAAGTCATCTTAAATGGTGGTTCAACGCGTATTCC
TGCCGTTCAAGAAGCCGTTAAGAACTGGACAGGTAAGGAACCTAACCACTCAAT
CAACCCTGATGAAGCCGTAGCTTTAGGTGCTGCTGTTCAAGGTGGTGTGCTTACT
GGTGATGTT

LZAK13 (DNAK500F3)

TGTCTTGTTATCAGCAGCCATTGGACGTTCACCTTGAAGTACATGGATATCTACA
GCTGGTTGGTTATCAGCAGCTGTTGAGAATACTTGTGACTTACTTGTTGGGATTG
TTGTATTACGATCGATTAACTTAGTGAATACACCACCCATTGTTTCAATACCAAG
TGAGAGTGGAGTAACGTCAAGTAAAACAACGTCCTTAACATCACCAGTAAGCAC
ACCACCTTGAACAGCAGCACCTAAAGCTACGGCTTCATCAGGGTTGATTGAGTG
GTTAGGTTCCTTACCTGTCCAGTTCTTAACGGCTTCTTGAACGGCAGGAATACGC
GTTGAACCACCATTTAAGATGACTTCGTCAATTTCAGAAGCTGAAAGTCCAGCA
TCTTTAAGCGCATTTTCAACTGGAGCCTTAGTACGTTCCACTAGGTCAGCAGTTA
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ATTGATCAAATTGCGCACGTGTCAAAGTCTTTTCAAGATGTAATGGTCCGGCTTC
GCCAGCTGAAATAAATGGTAGACTGATTTGAGCTTCGCTAACACCTGAAAGGTC
CTTCTTAGCTTTTTCAGCGGCGTCCTTCAAACGTTGAAGAGCCATCTTATCTTGTG
ATAAGTCTACACCATTGTCTTTCTTGAATTCATCAACTAACCAGTCGATGATCTT
TTGATCAAAGTCGTCACCACCAAGGTGTGTATCACCGTTTGTTGAAAGAACTTGG
AATACGCCATCCCCTAATTCAAGAACGGAAACATCAAAAGTACCACCACCTAAA
TCATAAACGAGAATCTTTTCATCCTTACCGTTTTGATCTAGTCCGTAAGCTAATG
A

LZAK13 (DNAK1710R5)

TGCTTCATCAAACGTCACATCGGTGAAGCTGGCTATAAAGTAACCGTTGATGGC
AAGTCTTATACACCACAAGAAGTTTCAGCAATGATTTTAAGTTATATCAAGAAA
TTTGCTGAAGATTACCTTGGTGAAGAAGTAGATAAAGCTGTTATCACAGTACCT
GCTTACTTTGATGATTCACAACGTCAAGCTACAAAGGACGCTGGTAAGATTGCT
GGCTTGGATGTTAAACGTATTATCAACGAACCTACTGCATCTTCATTAGCTTACG
GACTAGATCAAAACGGTAAGGATGAAAAGATTCTCGTTTATGATTTAGGTGGTG
GTACTTTTGATGTTTCCGTTCTTGAATTAGGGGATGGCGTATTCCAAGTTCTTTCA
ACAAACGGTGATACACACCTTGGTGGTGACGACTTTGATCAAAAGATCATCGAC
TGGTTAGTTGATGAATTCAAGAAAGACAATGGTGTAGACTTATCACAAGATAAG
ATGGCTCTTCAACGTTTGAAGGACGCCGCTGAAAAAGCTAAGAAGGACCTTTCA
GGTGTTAGCGAAGCTCAAATCAGTCTACCATTTATTTCAGCTGGCGAAGCCGGA
CCATTACATCTTGAAAAGACTTTGACACGTGCGCAATTTGATCAATTAACTGCTG
ACCTAGTGGAACGTACTAAGGCTCCAGTTGAAAATGCGCTTAAAGATGCTGGAC
TTTCAGCTTCTGAAATTGACGAAGTCATCTTAAATGGTGGTTCAACGCGTATTCC
TGCCGTTCAAGAAGCCGTTAAGAACTGGACAGGTAAGGAACCTAACCACTCAAT
CAACCCTGATGAAGCCGTAGCTTTAGGTGCTGCTGTTCAAGGTGGTGTGCTTACT
GGTGATGTTAAAGGACGTTGTTTTACTTGACGTTACTCCACTCTCACTTGGTATT
GAAAC

LKAK?7 (1492R)

GTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGA
TCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCG
AACTGAGACATACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTG
TATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTG
ACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAA
CTRAATGCTGGCAACTAATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAA
CATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCG
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AAGGGAACGTCCTATTTCTAGGATTAGCAAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTT
CTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTC
AATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGC
GTTAGCTGCGACACTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCTAGCACTCATCGTTT
ACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCT
CAACGTCAGTTACAGTCCAGAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCKTCCATATAT
CTACGCATTT

FZAK10 (1492R)

GTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGAT
TCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGACATACTTTA
AGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGTATATGCCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCC
TCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTRAATGCTGGCAACTAA
TAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT
GACGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGAACGTCCTATTTCT
AGGATTAGCAAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAAC
CTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGACACTCAA
GGGCGGAAACCCTCGAACATCTAGCACTCATCGTTTACGGTGTGGACTACCAGG
GTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCTCAACGTCAGTTACAGTCC
AGAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTA
CACATG

AKAK4 (1492R)

CTCCATAAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGAC
GGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGA
TTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAG
AACAACTTTATGGGATTTGCATGACCTCGCGGTTTAGCTGCCCTTTGTATTGTCC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAACCTAGAGTGCCCAACTTAATGA
TGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGA
AGGCTCTATCTCTAGAGTTTTCAAAGGATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCG
TTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCT
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GCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACRGCGT

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTC
AGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCA
TTTCACCGCTACA

ABAK4 (1492R)

CCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCA
TTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCC
GATCCGGACTACGACGCACTTTGTGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCT
CTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGA
CTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCC
CGACCGAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCASSGTTC
CCGAAGGCACYAARGCATCTCTGCYAARTTCSSTGGATGTCAAGAGTAGGTAAG
GTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCC
GTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAA
CGCGTTAGCTCCGGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGT
TTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCAC
CTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGAT
CTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCC

AZAK10 (1492R)

GGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCCCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGT
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATC
CGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGA
ACTGAGACATACTTTAAGAGATTAGCGCACCCTCGCGGGTTGGCGACTCGTTGT
ATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAAC
TGAATGCTGGCAACTAATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAAC
ATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGA
AGGGAACGTCCTATTTCTAGGATTAGCAAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTC
TTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCA
ATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCG
TTAGCTGCGACACTCAAGGGCGGAAACCCTCGAACATCTAGCACTCATCGTTTA
CGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCTC
AACGTCAGTTACAGTCCAGAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATC
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TACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTTTCCTCTACTGCACTCAAGTCA
TCCAGTTTCCAAAGCCATTCCTCAGTTGAGCTGA

AZAK4 (1492R)

CTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGG
CATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACT
CCGATCCGGACTACGACGCACTTTGTGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTT
CTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGAT
GACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTT
CCCGACCGAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTA
ACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACGG
TTCCCGAAGGCACTAAGGCATCTCTGCCAAATTCCGTGGATGTCAAGAGTAGGT
AAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACT
TAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACAT
CGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCG
CACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCA
GATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCCTCTACAAGACT
CAAGCCTGCCAGTTTCAAATGCAG

AZAK1 (1492R)

AACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGC
GGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGTCGAGTTGCAGA
CTACAATCCGAACTGAGACGTACTTTAAGAGATTAGCTCACCCTCGCGGGTTGG
CAACTCGTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCA
TGATGATCTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTA
GAGTGCCCATCTGAATGCTGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGA
CTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCAC
TTTGTCTCCGAAGAGAACACTTCTATCTCTAAAAGCTTCAAAGGATGTCAAGACC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCG
GGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAA
CACTTAATGCGTTAGCTTCGGCACTAAGAGGCGGAAACCTCCTAACACCTAGTG
TTCATCGTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACAC
TTTCGAGCCTCAACGTCAGTTGCAGTCCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTC
TTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTT
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AKAK3 (1492R)

GTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGAT
TCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGT
GAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACG
TGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAA
GGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT
GACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTC
TGGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAAC
CTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAG
AGCTCAAGGCTCCCAACGGCTA

ABAK3 (1492R)

TTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGA
ACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTA
GGCAAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTATGAGATTAGCTCCA
CCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGG
TCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCG
GCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAAAATCAAGGGTTGCG
CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGC
ACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAAAG
GATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCAAATTAAACCACATGCTCC
ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCA
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OZGECMIS

Ad Soyad Aysegiil KAHRAMAN SARISU

OGRENIM DURUMU

2019 — 2021 istanbul Sebahattin Zaim Universitesi, Gida Miihendisligi Yiiksek Lisans
2014 — 2018 Pamukkale Universitesi, Gida Miihendisligi

2018 — 2021 Anadolu Universitesi, Laborant Veterinerlik

IS DENEYIMI

Ekim 2020 — Aralik 2021 Manisa Ivaz Pasa Cafe & Restaurant, Isletme Sorumlusu

Haziran 2020 — Ekim 2020 iZU Gida Atiklar1 AR-GE Uygulama ve Coziim Teknolojileri
Merkezi: ISTKA Yenilik¢i ve Yaratic1 Istanbul Mali Destek Programi 2020 Teklif Cagrisi

Kapsaminda Merkez Kurulumu Fizibilitesi ve Proje Basvurusu Caligmasi

Eyliil 2019 — Ekim 2020 istanbul Sabahattin Zaim Universitesi, Miihendislik ve Doga
Bilimleri Fakiiltesi, Gida Miihendisligi B6limii Mikrobiyoloji Laboratuvar1 ve Helal Gida

Ar-Ge Mitkemmelliyet Merkezinde Yiiksek Lisans Tezimin Laboratuvar Asamasi

Eyliil 2018 — Ekim 2018 Uludag Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Gida Hijyeni Béliimi,
Et ve Siit Unitesi

Agustos 2018 — Eyliil 2018 Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisi,

Hayvansal Uriinler Béliim Baskanlig1

SEMINER VE KURSLAR

2018 1SO 9001 — 2015 KYS IC TETIKCI EGITIM
2017 I1SO 22000: 2005 GIDA GUVENLIGI YONETIM SISTEMI

2017 ISO 22000: 2005 GIDA GUVENLIGI YONETIM SISTEMI iC DENETCI
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2017 FSSC 22000 GIDA GUVENLIGI SISTEM SERTIFIKASYONU
2017 BRC VER - 7 GIDA GUVENLIGI GLOBAL STANDARTI
2017 24. ULUSLARASI GIDA VE ICECEK IHTISAS FUARI

2017 KARIYER. NET’TEN KARIYER TUYOLARI

2015 KURUTULMUS ve YARI KURUTULMUS GIDALAR SEMPOZYUMU

PROJELER

“Fruktofilik Laktik Asit Bakterileri”, Yiiksek Lisans Semineri, 2020

“Fermente Uriinlerde Bulunan Bazi Mikroorganizmalarin Besin Zenginlestirme

Yetenekleri”, Lisans Tezi, 2018

“Patlayan Sekerli Jelibon Uretim, Fizibilite ve Tasarim Projesi”, Bitirme Projesi,

2018,

“HPLC Yo6ntemiyle Siitte B12 Vitamin Analizi”, Lisans Semineri, 2018

ETKINLIKLER

2020- Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi, Helal Gida ve Saglikli Beslenme Paneli

2019- istanbul Sebahattin Zaim Universitesi, Helal Akreditasyon Uygulamalari:

Sorunlar ve Céziim Onerileri Calistay1
2018 — Anfas Food Product 25. Uluslaras1 Gida ve Icecek Ihtisas Fuar1

2017- Dentat Yemek Catring, Sabanoglu Entegre Et Sanayi, Ozpekler Su Uriinleri,
Altintop Kuruyemis, Honazl1 Salga Fabrikasi, Ezel Sarap Fabrikasi, Giindiiz Gofret,
Erdat Sekerleme, Inceoglun Un Fabrikasi, Ata Ekmek, Siimer Siit Fabrikasi, Can
Mesrubat
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