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OZET

SALGAM SUYU FERMANTASYON SURECININ MiIKROBIYAL
PROFILININ MOLEKULER YONTEMLERLE BELIRLENMESI

Emine Sena KAFKASKIRAY
Yiiksek Lisans, Gida Miithendisligi
Tez danismani: Dr. Ogr. Uyesi Banu METIN
Agustos-2020, 106 Sayfa

Fermente iriinler zengin tat ve aromalari ve saghga faydali etkileri nedeniyle her
gecen giin tiiketiciler tarafindan daha fazla talep gérmektedir. Salgam suyu iilkemize
Ozgii, kirmizi renkli, eksi ve bulanik olup, laktik asit fermantasyonu ile tiretilen bir
icecektir. Salgam suyunda hammadde olarak bulgur unu, salgam turbu, su, eksi
hamur, tuz ve kara havug¢ kullanilmaktadir. Salgam suyu tiretiminde fermantasyon,
ilave edilen eksi hamur ve sebzelerde bulunan mikroflora ile gergeklesmektedir. Bu
caligmada salgam suyunun fermantasyon siirecindeki mikrobiyal profilinin
molekiiler yontemlerle belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla iki asamali salgam
suyu lretim yontemi kullanilmis olup, 6nce hamur fermantasyonu, ardindan havug
fermantasyonu yapilmustir. Fermantasyon siiresince bes farkli zamanda; hamur
fermantasyonunun sonunda ve havu¢ fermantasyonunun 3, 5, 7 ve 10. giiniinde
ornekler almmustir. Fermantasyon boyunca pH hamurda 3,98’den, havug
fermantasyonunun 10. giiniinde, 3,28-3,23'e kademeli bir diisis gostermistir.
Orneklerde toplam mezofilik aerobik bakteri, koliform, laktik asit bakterisi (LAB) ve
kiif-maya sayimi yapilmig, 110 bakteri ve 36 maya saflastirilip DNA izolasyonuna
tabi tutulmustur. Bunlar arasindan 76 bakteri ve 30 maya rep-PCR ile
gruplandirilmig, her gruptan bir 6rnek molekiiler tanimlama i¢in se¢ilmistir.
Bakteriler 16S rDNA, mayalar ise 26S rDNA bolgesinin dizilenmesiyle identifiye
edilmistir. Tanimlanan LAB arasinda Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,
Leuconostoc mesenteroides ve Lactococcus lactis yer alirken, LAB olmayan
bakterilerden Micrococcus yunnanensis, Bacillus circulans, Paenibacillus cucumis,
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Pantoea aglomerans, Staphylococcus pasteuri ve Staphylococcusistehominis
gozlemlenmistir. Mayalarda Saccharomyces cerevisiae disinda sadece Pichia
kudriavzevii tespit edilmistir. Fermantasyon siirecinde baskin laktik asit bakterisinin

L. plantarum, baskin mayanin da S. cerevisiae oldugu saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Salgam, siyah havug, fermente igececek, mikrobiyal profil.



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE MICROBIAL PROFILE OF
SHALGAM BEVERAGE FERMENTATION PROCESS BY
MOLECULAR METHODS

Emine Sena KAFKASKIRAY
Master of Science, Food Engineering
Thesis Advisor: Asist. Prof. Dr. Banu METIN
Agust-2020, 106 Pages

The consumer demand for fermented products has been increasing day by day
because of their rich taste, aroma and beneficial health effects. Shalgam beverage is
unique to our country, red in color, sour and cloudy, and is a drink produced by lactic
acid fermentation. Bulgur flour, turnip, water, sourdough, salt and black carrot are
used as raw materials in shalgam beverage. Fermentation is carried out by the
microflora present in sourdough and on vegetables in shalgam beverage production.
In this study, it was aimed to determine the microbial profile of shalgam beverage
during the fermentation process by molecular methods. For this purpose, shalgam
was produced following the two-stage production method, first dough fermentation
and then carrot fermentation was carried out. Samples were taken at five different
time-points; at the end of dough fermentation, on days 3, 5, 7, and 10 of the carrot
fermentation. The pH showed a gradual decrease from 3,98 in the dough to 3,28-3,23
on day 10 of the carrot fermentation. Total mesophilic aerobic bacteria, coliforms,
lactic acid bacteria (LAB) and mold-yeast counts were carried out in samples, 110
bacteria and 36 yeast were purified and subjected to DNA isolation. Among the
isolates 76 bacterial and 30 yeasts were grouped by rep-PCR and one from each
group was selected for molecular identification. Bacteria and yeasts were identified
by sequencing of 16S rDNA and 26S rDNA, respectively. The identified LAB invole
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides and
Lactococcus lactis, while non-LAB bacteria, such as Micrococcus yunnanensis,
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Bacillus circulans, Paenibacillus cucumis, Pantoea aglomerans, Staphylococcus
pasteuri, Staphylococcusistshominis were also observed. Among yeasts, only Pichia
kudriavzevii was detected other than Saccharomyces cerevisiae. While the dominant
lactic acid bacterium was L. plantarum, the dominant yeast was determined to be S.

cerevisiae during the fermentation period.

Keywords: Shalgam, black carrots, fermented beverage, microbial profile
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GIRIS

Geleneksel fermente edilmis bir icecek olan salgam suyu, kirmizi renkli, bulanik ve
eksi bir mesrubattir. Mersin, Kahramanmaras, Adana, icel ve Hatay yorelerimizde
iretilmekte ve yaygin olarak tiiketilmekte olan serinletici bir icecektir. Kendine has
lezzeti olan salgam suyu, sindirim ve bagisiklik sistemi iizerindeki olumlu etkileri ile
birlikte zamanla yoresel bir boyuttan ¢ikarak, ¢ok¢a talep edilen ve tiiketilen bir
icecek haline almistir. Salgam suyu, siyah havug, bulgur unu, salgam, su, eksi hamur,
tuz ve su kullanilarak tretilen fermente bir i¢ecektir. Salgamin kendine has mor-
kirmiz1 rengini olusturan kara havu¢ Apiaceae familyasina ait olup, bilimsel adi
Daucus carota L.’dir ve zengin antosiyanin igerigi ile bilinmektedir. Ana hammadde
siyah havu¢ olmasina ragmen (%210-20), Brassicaceae familyasmin Brassica napus
L. tiriine ait salgam da yaklasik % 2'lik bir konsantrasyonda salgam suyu
fermantasyonuna katilir ve duyusal kaliteyi olumlu yonde etkiler. Salgam suyu
iretiminde genellikle eksi hamur, fermantasyon igin ana mikroorganizma kaynagi
olarak kullanilir. Mikrobiyal gelisme, % 1-2'lik bir konsantrasyonda tuz ilavesi ile
kontrol edilir. Salgam suyu iiretiminde ge¢misten giiniimiize kadar ¢esitli iiretim
yontemleri denenmis ve uygulanmis olup standart bir tiretim sekli yoktur. Geleneksel
yontem ve direkt yontem olmak {izere ikiye ayrilir. Geleneksel yontem hamur
fermantasyonu ve havu¢ fermantasyonu olarak iki asamali  sekilde
gerceklestirilmektedir.  Yapilan bu ¢ahismada, salgam suyunun laboratuvar
kosullarinda ve geleneksel iiretim yontemi kullanilarak iretilip, fermantasyon
stirecindeki mikrobiyal profilinin molekiiler yontemler vasitasiyla tanimlanmasi
amaglanmigtir. Bu baglamda MRS ile tespit edilemeyen laktik asit bakterilerinin
M17 besiyeri kullanilarak tespit edilmesi, laktik asit bakterilerinin yani sira maya
profilinin tanimlanmast hedeflenmistir. Geleneksel yontemlerle {iiretilen salgam
suyunun, hamur fermantasyonu ve havug fermantasyonundaki mikrobiyal profilinin
molekiiler yontemlerle tespit edilmesi, tanimlama islemini hem giincel hem etkin

metotlarla saglayarak, gelecek caligmalar i¢in literatiire katki saglayacaktir.



BiRINCIi BOLUM

LITERATUR TARAMASI

1.1 Fermantasyon

Fermantasyon, mikroorganizmalar tarafindan asit liretimiyle pH'in diismesi
veya alkol tlretimi ile sonuglanan, genis bir substrat cesitliligine sahip
biyokimyasal reaksiyonlar zinciridir = (Kabak ve Dobson, 2011).
Mikroorganizmalarin gorev alarak meydana getirdigi fermente {iriinler,
gecmisten giinimize kadar gelisim kaydederek, bireylerin kendine has iiretim
yontem ve deneyimleri ile giinlimiiz kiiltlirii tarafindan benimsenen tiriinleri
meydana getirmistir (Pamir, 1985). Fermente gidalar, yiliksek mikroorganizma
icerigine ve uzun raf émriine sahip yiyecek ve igeceklerdir (Erkmen, 2011).
Kurutma, tuzlama ve dumanlamanin da eslik ettigi geleneksel fermantasyon
yontemleri dinyanin pek ¢ok yerinde ge¢misten ginimiize kullanilmaktadir

(Tamang ve Kailasapathy, 2010).

Diinyada bir¢ok topluluk ve cesitli kokene sahip milyarlarca insan tarafindan
yaygin olarak tretilen ve tiiketilen fermente iiriinler, fermente sebzeler,
fermente soya ve diger baklagiller, fermente tahil triinleri, fermente siit
trtnleri, fermente baliklar, fermente icecekler ve fermente et Urtinleri olarak
gruplanabilir (Karagil ve Acar, 2011). Fermente tahil iiriinlerine, tempeh, miso,
boza, nohut mayas1 ekmegi, eksi maya ekmekleri ve cesitli tarhanalar 6rnek
verilebilmektedir (Simsekli ve Dogan, 2015; Wood, 1998). Fermente siit
uriinlerine, yogurt, fermente siit, yakult, kefir ve peynir gibi Urtlinler 6rnek
olarak gosterilebilmektedir (Kosikowski, 1982; Seckin ve Baladura, 2011).

Fermente balik ve balik iriinlerine, balik sosu, patis (Filipinler), garum
2



(Avrupa), fermente balik ezmesi ve tuzlanmis balik 6rnek verilebilirken (Koffi-
Nevry, vd., 2011; Wood, 2012), fermente sebze olarak tursu, kimchi, sauerkraut,
gundruk ve sunki gibi tiriinlerden s6z edilmektedir (Karagil ve Acar, 2011). Tofu
ise fermente soya lriinleri arasinda yer almaktadir (Kiers, vd., 2000; Serrazanetti,
vd., 2013). Fermente et iriinlerinde, sucuk, sosis, pastirma 6n plana ¢ikarken (Kurt
ve Zorba, 2008; Kaban, 2013), fermente iceceklere; boza, kefir, kimiz, salgam
suyu ve fermente i¢kiler drnek teskil edebilmektedir (Bilisli, 2013; Celik, 1988).

1.2. Fermente icecekler

Diinyada ve iilkemizde fermente icecek cesitleri, her yas grubundan bireylerin
severek tiikettigi iriinlerdir. Bununla birlikte binlerce yildir bireylerin kendilerinin
irettikleri bu triinler, zamanla artan niifus ve kesfedilen yeni tekniklerle endiistriyel
olarak tretilmeye baslanmistir. Tablo 1.1 ve Tablo 1.2’de listelendigi iizere tiim
diinyada ve iilkemizde, genel olarak fermente alkollii icecekler, ¢cay ve kahve ortak
olarak tiiketilmektedir. Bununla birlikte diinyanin her kosesinde, her iilkenin

kiiltliriine 6zgt, sevilerek tiiketilen geleneksel icecekler mevcuttur.

Tablo 1.1: Diinyadaki Bazi Geleneksel Fermente I¢ceceklerin Smiflandirilmasi

Fermente Uriinler Icerik Ulkeler Referans
Icecek
Tiirleri
Amasi, Garris,
Nyarmie, Rob, Siit Afrika Marsh vd.,
Suusac, Kivuguto, 2014; Ender
Bushera, Kadam vd., 2006
Kefir Siit Dogu Avrupa Marsh vd.,
(Kafkasya) 2014
Koumiss/Airag Siit Rusya Marsh vd.,
2014
Kumis Siit Giliney Amerika Marsh vd.,
2014
Shubat Siit China Marsh vd.,
_ St 2014; Ender
Uriinleri vd., 2006
Yakult Siit Japonya, Brezilya, Ender vd.,
Meksika, Singapur 2006
Dahi (Dadli) St Hindistan Ender vd.,




2006

Chhaas (Mabhi) Stit Nepal Ender vd.,
2006
Y mer St Danimarka Ender vd.,
2006
Bulgaricus Siitii Siit Bulgaristan Ender vd.,
2006
Amazake Piring Japonya Marsh vd.,
2014
Arpa, yulaf, Balkanlar
cavdar, musir, (Bulgaristan,
Boza bugday veya Tiirkiye) Marsh vd.,
piring 2014
Soya Fasulyesi Soya Cin, Japonya Ceik, 1988
Sttt Fasiilyesi
Bushera Sorgum, dar1 Afrika Marsh vd.,
unu 2014
Koko Sour Water Tahil (inci Afrika Marsh vd.,
dar1) 2014
Mahewu Misir, dar1 Afrika Marsh vd.,
2014
Togwa Misir unu,
Tahil ve parmak dar1 Afrika Marsh vd.,
Baklagil malt1 2014
Uriinleri Sorgum birasi Sorgum, misir Giiney Afrika Celik, 1988
Cavdar
Kvass ekmegi, Russia Marsh vd.,
cavdar ve 2014
arpa malt/un
Pozol Misir Mexico Marsh vd.,
2014
Bagni Dar1 Kafkasya Celik, 1988
Braga Darn Romanya Celik, 1988
Busaa Misir, parmak Kenya Nout, 1980
dar1 malt1
Sorgum ve
Burukutu, Pito cassava, Gine Nijerya Celik, 1988
daris1 veya
misir
Drassum Dar1 Mogalistan Celik, 1988
Li, Jiu (alkolli Piring ve dar1 Cin McGovern
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icecekler) vd., 2004
Bira Tahil - Wood, 2012
Saké Piring Japonya Wood, 2012
Iskogya, irlanda,
Viski Tahil Kuzey Amerika, = Wood, 2012
Japonya
Kombucha Cay Cin Marsh vd.,
2014
Chang (sarap) Bitki Cin McGovern
vd., 2004
Kahve Kahve Etiyopya, Afrika  Wood, 2012
cekirdekleri
Dogu Asya (Cin,
Vietnam),
Meyve, Cay Tiirkiye, Wood, 2012
Sebze ve Oolong Cay Hindistan, Sri
_ Bitki Yesil Cay Lanka, Kenya,
Uriinleri Cay yapragi Endonezya,
Japonya,
Banglades
Elma Sirasi Elma BM, Fransa,
Almanya, Ispanya Wood, 2012
Sarap Uziim - Wood, 2012
Seker kamus,
Rom melas Bat1 Hint Adalar1  Wood, 2012
Konyak Meyve suyu Fransa Wood, 2012
Kanji Kara havug Hindistan Erten, 2008
Laktofermente Havug - Erten, 2008
havug suyu
Diger Su Kefiri Su/Sukroz Meksika Marsh vd.,
2014




Tablo 1.2: Tiirkiye’deki Geleneksel Fermente Icecekler Simiflandiriimasi

Fermente Icecek Uriinler fcerik Referans
Tiirleri
Ayran Siit (inek ve digerleri) Marsh vd.,
2014
Kimiz Siit Kabak ve
Siit Uriinleri Dobson, 2011
Kefir Siit Kabak ve

Dobson, 2011

Tahil ve Bakliyat Arpa, yulaf, dari, musir,
Uriinleri Boza bugday veya hububat unlar1 ~ Pamir, 1961
Salgam Suyu Kara havug, salgam Kabak ve
Dobson, 2011
Meyve, Sebze ve Hardaliye ~ Uziim, hardal tohumu, kiraz ~ Marsh vd.,
Bitki Uriinleri yapragi 2014
Cay Cay yapragi Wood, 2012

Sekil 1.1°de goriildiigii iizere Tiirkiye’ye has cesitli geleneksel fermente icecekler

bulunmakta ve tilkenin her bdlgesinde sevilerek tiiketilmektedir.

Ayran, Tirkiye’de ¢ok popililer olmasiyla birlikte insanlar tarafindan 6zellikle yaz
aylarinda yaygim olarak tiiketilen yogurt kaynakli bir icecektir (Altay vd., 2013).
Ayran Anadolu’da gelencksel olarak yogurt, su ve tuzun karistirilmasiyla elde
edilmektedir. Ancak giiniimiizde, endiistriyel olarak Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus bakterileri vasitasiyla siit fermantasyonu
gerceklestirilerek tiretilmektedir (Kabak ve Dobson, 2011).

Kimiz, kisrak siitiinden elde edilen, Orta Asya’da tiiketilen eski, hafif alkol igeren
fermente bir igecektir (Ender vd., 2006; Kabak ve Dobson, 2011). Tiiketime hazir
halde olan kimiz igeceginde, fermantasyon devam ettigi icin, igerik degerleri stabil
olmadigindan sertlik derecesi fermantasyon siiresince degisiklik arz etmektedir

(Karagil ve Acar, 2013).

Kefir, ilk olarak Kafkasya daglarinda ortaya ¢ikan ve giliniimiizde ¢ogu Avrupa
tilkesinde oldugu gibi iilkemizde de tiiketilen, hafif alkollii fermente siit icecegidir

(Liu ve Lin, 2000; Ender vd., 2006). Kefir siite, 0.3-2 cm veya daha biiyiik boyutlu,
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iri kiimeleri karnabahar parcalarina benzeyen kefir taneleri katilmasiyla fermente
edilir (Wood, 2012; Ender vd., 2006).

Boza, Tirkiye’nin gelencksel fermente iiriinlerinden biri olup arpa, yulaf, gavdar,
dari, misir ve bugday gibi ¢esitli tahillarin fermantasyonu ile iiretilmektedir. Tatli-
eksimsi bir tada ve agik sar1 renge sahip olan boza, besinsel degeri sebebiyle
geleneksel fermente icecekler kategorisinde Onemli bir yere sahiptir (Levent ve

Cavuldak, 2016; Marsh vd., 2014).

Hardaliye, Tiirkiye'nin Trakya bolgesine 6zgii geleneksel bir igecek olup, ezilmis
kirmizi {iziim, ezilmis hardal tohumu ve visne yapragi kullanilarak elde edilen
fermente bir {riindir. Hardaliye rengi, tziimlerin orijinal rengini yansitir,
karakteristik bir aromaya sahiptir ve Trakya bdlgesinde eski zamanlardan beri
iiretilmekte ve tiiketilmektedir (Gucer vd., 2009; Aydogdu vd., 2014).

Salgam suyu, Tirkiye’ye 0zgii geleneksel kirmizi renkli, bulanik ve eksi lezzete
sahip fermente bir igecektir. Hammadde olarak bulgur unu, eksi hamur, su, tuz, kara
havu¢ ve salgam turbu kullanilmaktadir (Ugok ve Tosun, 2012). Adana-
Cukurova’dan gelen ancak tiim Tiirkiye’de, 6zellikle kebaplarin yaninda sevilerek

tiiketilen bir triindiir (Altay vd., 2013).



Sekil 1.1: Tiirkiye’ye Has Geleneksel Fermente icecekler

A: Ayran, B: Kimiz, C: Kefir, D: Boza, E: Salgam suyu, F: Hardaliye

(Kaynak:  http://www.yasemin.com, 2020; https://www.turktoyu.com, 2019;
http://www.selahattindonmez.com, ty; https://www.birbes.com, 2018;
http://www.kapca.com.tr, t.y; https://www.bitkicenter.com, t.y.)

1.3. Salgam Suyu

Geleneksel fermente edilmis bir icecek olan salgam suyu, kirmizi renkli, bulanik ve
eksi bir mesrubattir. Giiney Tirkiye'nin; Mersin, Kahramanmaras ve 0Ozellikle
Adana, Igel ve Hatay yorelerimizde; kdylerde bireysel olarak ve endiistriyel sekilde
tretilmekte ve yaygin olarak tiiketilmekte olan serinletici bir icecektir. (Tanguler ve
Erten, 2012; Ozler ve Kilig; 1996). Ozellikle Adana’da gok fazla yaygmn olmasinin
sebebi ise yoOreye ait lezzetlerin, salgam suyu ile bir uyum yakalamas: ve tat
anlaminda birbirini tamamlamasi olarak ifade edilmektedir (Otles ve Akgicek, 2010).
Salgam suyu iiretimi son yillarda Istanbul, izmir ve Ankara gibi illerimizde de
gerceklestirilmektedir (Bayram vd., 2014). Ayrica salgam suyunun giliniimiizde bazi
Avrupa iilkelerinde pazarlarda satildigi belirtilmektedir (Agirman ve Erten, 2018).
Kendine has bir lezzeti olan salgam suyu, sindirim ve bagisiklik sistemi {izerindeki
olumlu etkileri ile birlikte viicudun bazi minerallerden daha fazla istifade
edilebilmesini saglamasi sebebiyle zamanla yoresel bir boyuttan ¢ikarak, ¢okea
tiikketilen bir icecek haline gelmistir (Ugok ve Tosun, 2012; Canbas ve Fenercioglu,

1984). Bu fermente igecegin ismi ‘Salgam Suyu’ olmasina ragmen, basta maliyet
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kaynakli olarak ve her daim bulunamamasi nedeniyle, liretiminde ¢ogunlukla salgam
kullanilamamaktadir (Otles ve Akgicek, 2010). Salgam suyu iiretiminde hammadde
olarak; bulgur unu, kara havug, tuz, eksi maya ve salgam kullanilmakta olup salgam
suyunun morumsu kirmizi rengi, kara havugta bulunan antosiyaninlerden
gelmektedir (Kabak ve Dobson, 2011). Salgam suyu kendine has rengini, kara
havucun bilesiminde bulunan ve igeriginin Onemli bir kismint olusturan
karotenoidler, klorojenik asitler ve antosiyaninlerden saglamaktadir. Buna bagh
olarak sahip oldugu antioksidan potansiyeli sebebiyle, fermente bir icecek olmasinin

yani sira fonksiyonel bir igecek olarak da tanimlanmaktadir (Tanriseven vd., 2018).

TS11149 salgam suyu standardinda “Salgam suyu, bulgur unu, eksi hamur, icme
suyu ve yemeklik tuzun karistirilip laktik asit fermantasyonuna tabi tutulduktan sonra
elde edilen oziite, kara havug, salgam ve istenirse aci toz biber ilave edilerek
hazirlanan karsimin tekrar laktik asit fermantasyonuna tabi tutulmasi ile elde edilen
ve istenildiginde 1s1l islem ile dayanikli hale getirilen bir {iriin” olarak tanimlanmistir

(Anonim, 2003).

Salgam suyunun tiim diinyada muadili olan iiriinlere ise Kanji ve laktofermente
havu¢ suyu ornek verilebilmektedir. Kanji, Hindistan'm kuzey kesimlerinde, tuz,
ezilmis hardal ve kirmizi biber tozu ile siyah havucun dogal fermantasyonu ile elde
edilmektedir. Laktofermente havug suyu ise Lactobacillus suslari ile arzu edilen tat
ve diisiik pH olusmasi amaciyla laktofermantasyona tabi tutulan bir iiriin olarak ifade

edilmektedir (Erten vd., 2008).

1.3.1. Salgam Suyu Uretiminde Kullanilan Ham Maddeler

Salgam suyu iiretiminde, siyah havug (mor havug), salgam, bulgur unu (tanenin %2—
3'd, ezme islemi i¢in haslanmis kurutulmus bugdayin dis kabuklarini kirdiktan sonra
elekte kalan kisimdir), maya, tuz ve su kullanilir, bununla birlikte baz1 bolgelerde,
salgam tretiminde bu ham maddelere ek olarak kirmizi pancar da kullanilmaktadir

(Coskun, 2017).



a) Salgam

Brassicaceae familyasinin Brassica napus L. tiirline ait turp ailesinden olan salgam,
yumrusu ve tohumlar1 igin yetistirilen bir tarim bitkisidir (Bilisli, 2013; Otles ve
Akgigek, 2010). Bu bitkiye ait adi ve yag salgami olmak flizere iki alt tiir
bulunmaktadir. Adi salgamin toprak altinda meydana getirmis oldugu etli
yumrularindan, sebze ve hayvan yemi olarak faydalanilmaktadir (Britannica, 1990).
Salgam suyunun iiretiminde ise tat ve aromaya katkida bulunarak, organoleptik
ozellikleri tizerinde etkili olmaktadir. (Canbas ve Fenercioglu, 1984). A, C ve B
grubu vitaminlerince zengin olan salgam, kalsiyum ve demir gibi mineralleri de

ihtiva etmektedir (Oraman, 1968).

Salgam iilkemizde o6zellikle iklimi soguk olan Erzincan, Sivas ve Erzurum gibi
bolgelerde yetistirilir. Sivas’ta sifali olarak bilinen salgam bitkisi, romatizma
hastaliginda agriyan bolgelere dilimlenerek ve biber serpilerek baglandiginda etkili
oldugu ifade edilmektedir (Canbas ve Fenercioglu, 1984; Ucer, 1984).

b) Kara Havuc

Apiaceae familyasina ait, bilimsel adi Daucus carota L. olan kara havug, salgam
suyu iiretiminde morumsu kirmizi rengi saglamak amaciyla kullanilmaktadir (Ugok
ve Tosun, 2012; Agirman ve Erten, 2018). Ulkemizde nisan ve mayis aylarinda
ekilip, eyliil ve ekim aylarinda hasat islemi gergeklestirilmekte ve muhafaza islemi
soguk depolarda iyi bir sekilde saglanarak yil boyu kullanilabilmektedir (Bilisli,
2013). Kara havug¢ iyi bir antosiyanin pigmenti kaynagidir. Taze kara havugta,
antosiyonin igeriginin 1750 mg kg? oldugu bildirilmistir (Kirca vd., 2005). Kara
havugta mevcut olan ana antosiyaninler; siyanidin glikoziti icermesinin yani sira
malvidin ve peonidin glikozitlerini de ihtiva etmektedir (Bayram vd., 2014). Salgam
suyunun yiiksek oranda ihtiva ettigi, kara havucun bilesiminde bulunan (3-karotenin,
kalp ve damar hastaliklari, katarakt ve bagisiklik sistemine faydalari, salgam suyuna
yararl bir igecek vasfini kazandirmaktadir (Velioglu, 2000). Salgam suyunun toplam
asitlik, kuru madde, kiil, toplam fenol, toplam antoSiyanin, renk yogunlugu ve renk
indisi degerlerinin, ilave edilen kara havu¢ miktar1 ile dogru orantili olarak arttigi

bildirilmistir (Tanriseven vd., 2018). Kara havucta toplam seker konsantrasyonu
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5,12-6,45/100 g’dir. Tiirkiye’de yetistirilen kara havucun ana ¢Oziiniir fermente
sekerleri; siikroz (1,2-3,31 g / 100 g), glikoz (1,1-5,6 g / 100 g) ve fruktozdur (1-4,36
g / 100 g) (Erten vd., 2008). Kara havugta 142,3-159,6 g/kg arasinda kuru madde,
7,0-13,8 g/kg arasinda protein, mineral maddelerden demir, potasyum, fosfor,
kalsiyum ve sodyum bulunmaktadir. Bunlarin yani sira igeriginde p-kumarik asit,
kafeik asit ve ferulik asit gibi fenolik asitler yaninda hidroksibenzoik asit tiirevlerine
de rastlanmistir (Okgu, 2011). Genel olarak salgam suyu iiretiminde kara havug
%10-20 oraninda kullanilirken, uygun asitlik degerine ulagsmasi amaciyla bu oranin

%15 ve iizeri olmas1 beklenmektedir (Bilisli, 2013).

c¢) Bulgur ve bulgur unu

Bulgur unu, bugdayin (Triticum aestivum L.) kazanlarda kaynatilarak kurutulmasi ve
dis kabuklarindan ayrilarak kirma haline getirilmesi esnasinda meydana gelen ve
elek altinda toplanan kisim olup, kirma haline getirilen bugday tanesinin %2-3
kismimi olusturmaktadir. (Cankaya ve Tangiiler, 2018; Canbas ve Fenercioglu,
1984). Bulgur unundaki toplam seker ve nisasta miktar1 sirasiyla 2,23-3,33 g/100 g
ve 4,44-5,84 g/100 g arasinda degismektedir (Erten vd., 2008). Bununla birlikte kiil
miktarinin 2,32-3,59 ¢/100 g, protein miktarinin 12,4-17,6 g/100 g ve mineral
maddelerin, demir 57,9-79,5 mg/kg, potasyum 2690-4550 mg/kg, kalsiyum 1395-
1598 mg/kg ve sodyum 298-474 mg/kg seklinde oldugu bildirilmistir (Deryaogulu,
1990). Bulgur unu, gelencksel ve direkt iiretim yonteminde havug fermantasyonu
esnasinda %3 oraninda fermantasyona katilarak, mikroorganizmalar icin besin

kaynagi olmaktadir (Cankaya ve Tangiiler, 2018; Bilisli, 2013).
d) Maya

Salgam suyu iretiminde maya olarak ekmek mayasi (Saccharomyces cerevisiae)
kullanilmakla birlikte genellikle eksi hamur tercih edilmektedir. Uretim prosesinde;
hamur bulgur ile yogurulmasinin ardindan fermantasyona birakilmaktadir (Bilisli,
2013; Tanriseven vd., 2018). Melas gibi sekerli maddelerden elde edilen, S.
cerevisiae tiiriiniin Uist fermantasyon tipi kiiltir mayasi olan ekmek mayasi;

preslenmis, s1v1 veya kuru formda elde edilmektedir (Ugok ve Tosun, 2012).
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e) Tuz

Salgam suyu iiretiminde aritilmamis kaya tuzu, patojen ve bozulma etmenine sahip
mikroorganizmalarin etkilerini 6nlemek, yani mikroorganizmalarin kontroliinii
saglamak adma {iretime katilmaktadrr (Bilisli, 2013). Uretim prosesine bagh
degisiklik arz etmekle birlikte, salgam suyundaki tuz miktar1 11.7-20.5 g/L
araliginda degisim gostermektedir. Salgam suyu, ihtiva ettigi maddelerden gelen
sodyum miktar1 haricinde, igerdigi tuz miktarina bagli olarak 4.6-8.1 g/L oraninda
sodyum oranina sahiptir. Dolayisiyla, tilketim miktarma gore farklilik arz etse de,
giinlik diyetin icerisinde 6nemli bir sodyum kaynagi oldugu belirtilmektedir
(Deryaoglu, 2005).

f) Su

Salgam suyu iiretiminde su kaynagi olarak igme suyu kullanilmaktadir (Erten vd.,
2008).

1.3.2. Salgam Suyu Uretimi

Salgam suyu ilk olarak ev ortaminda tretilmis olup icerigi, kisilerin damak zevkine
ve kullanilan ham maddelerin miktar ve cesitlerine gére gecmisten bugiine degisiklik
gosterdiginden, hem geleneksel hem de endiistriyel olarak net bir akim semasina
sahip degildir (Ucok ve Tosun, 2012). Salgam suyunun iki farkli iiretim yontemi
vardir. Bunlar, fermantasyonun iki asamada gergeklestirildigi geleneksel yontem ve
fermantasyonun tek asamada saglandigi hizli (direkt veya dogrudan) yontemdir
(Tanriseven vd., 2018).

a) Geleneksel yontem ile salgam suyu iiretimi

Geleneksel salgam hazirlama yontemi Sekil 1.2°de gosterilmektedir.
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(Tangiiler, 2010; Cankaya ve Tangiiler, 2018)

Sekil 1.2: Geleneksel Metotla Salgam Suyu Uretimi

Geleneksel metot iki asamada gerceklestirilmektedir. ilk fermantasyon yani hamur
fermantasyonu olarak adlandirilan ilk asama, bulgur unu (% 3), eksi hamur (% 0,2)
ve tuzun (% 0,2) su ile karistirilmasmi ve 3-5 giin boyunca oda sicakliginda
fermantasyona birakilmasmi igermektedir (Kabak ve Dobson, 2011). Eger kis
mevsiminde liretim gergeklestiriliyor ise suyun 1lik olmasi gerekmektedir (Canbas ve
Fenercioglu, 1984). Fermantasyon sirasinda laktik asit bakterileri ve mayalar gorev
almaktadirlar (Kabak ve Dobson, 2011). Bu ilk fermantasyon esnasinda biiyiik

Olglide laktik asit bakterilerinin, daha diisiik miktarlarda mayalarin aktiviteleri
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sonucunda asit miktar1 artarak pH degerinde 6nemli bir disiis goriilmektedir
(Coskun, 2017). Fermantasyon esnasinda hamurun kabarmasinin ardindan yiizeyinde
catlaklar meydana gelir, olusan bu catlaklar vesilesiyle ilk fermantasyonun
gerceklestigine ve yeterli olduguna kanaat getirilmektedir (Canbas ve Fenercioglu,

1984).

Ikinci asama havu¢ fermantasyonu olarak adlandiriimaktadir. Bu asamada bulgur
unu ve eksi maya ihtiva eden fermente hamur 3-5 defa gerekli miktarinca su ile
kaptan kaba aktarilarak ekstrakte edilir (Ok¢u, 2011). Elde edilen ekstrakta yikanmus,
ayiklanmis ve dogranmis siyah havug (%10-20), tuz (% 1-2) ve dilimlenmis salgam
(% 1-2) ilave edilir. Geleneksel fermantasyon igin genellikle ahsap kaplar; modern
yontemler icin ise fiberglas, plastik veya paslanmaz celik tanklar kullanilmaktadir
(Erten vd., 2008). Fermantasyon esnasinda salgam suyunda arzu edilen renk
maddeleri (antosiyaninler) havugtan siviya gegerken, diger yandan laktik asit
bakterilerinin aktiviteleri ile asit olusumu goézlenmektedir. Meydana gelen tiim
olaylar vesilesi ile salgam suyunun, kendine has eksi lezzet, aroma ve rengini
kazandig1 gozlenmektedir (Say ve Balli, 2012). 3-10 giin boyunca gergeklestirilen
ikinci fermantasyonun gidisat1 asitlik tayini ile takip edilmektedir. Fermantasyonu
son bulan salgam suyu, uygun kaplarda filtre edilir. Siseleme 6ncesi yiiksek sicaklik
ve kisa siireli pastorizasyon islemleri uygulanan salgam sulari, sogutma sicakligina
kadar sogutulmaktadir. Ayrica tiiketici tercihine bagl olarak aci1 kirmizi toz biber bir
lezzet verici madde olarak ilave edilebilir (Kabak ve Dobson, 2011; Tanriseven vd.,
2018).

b) Direkt yontem ile salgam suyu iiretimi

Direkt yontemde, geleneksel yontemde gerceklestirilen hamur fermantasyonu islemi
uygulanmamaktadir. Burada siyah havug¢ parcalara ayrilarak, tuz, dilimlenmis
salgam, eksi hamur ve su ham maddeleri kullanilir ve hepsi bir tank icerisine
doldurularak karistirilmasinin ardindan 10-35°C sicaklikta, 3-10 giin boyunca
fermantasyona tabii tutulmaktadir (Bilisli, 2013). Fermantasyon nihayete erdiginde
tanklar icerisindeki sivilar acik olarak veya hava almayacak sekilde sise ve plastik
kaplara doldurularak piyasaya verilmektedir (Say ve Balli, 2012). Direkt yontem
Sekil 1.3’de gosterildigi gibi gerceklestirilmektedir.
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Sekil 1.3: Direkt Metotla Salgam Suyu Uretimi

(Tanriseven vd., 2018)

Salgam suyu iiretiminde ticari ve geleneksel metotlara 6zgii standart bir yontem
yoktur ve salgam fermantasyonu i¢in kullanilacak kiiltiirler ticari olarak mevcut
olmadigindan endiistriyel tiretimde kullanilmayip laboratuvar kosullarinda, kontrollii
iretim yapmak amaciyla kullanilmaktadir. Fermantasyonun kiiltiir kullanilmadan,
kontrolsiiz bir sekilde gerceklestirilmesi, salgamin kalitesi ve stabilitesine olumlu
etki saglamasinin yani sira, eger kontrollii fermantasyon ile daha iyi bir {iriin
iiretilmek isteniyorsa, baslangi¢ kiiltiir se¢imi olduk¢a Onem arz etmektedir
(Tangiiler ve Erten, 2012). Salgam suyu fermantasyonunda farkl: bir secenek olarak
birtakim isletmeler, daha once iiretilmis salgam suyundan %15 oraninda alinmasi ve
iretime hazirlanan salgam suyuna ilave edilmesi seklinde {retim islemini
gerceklestirmektedir (Tangiiler, 2010). Ozetle, piyasadaki iiriinlerin ¢ogunda iiriiniin

kalitesi ve stabilitesi agisindan geleneksel tiretim yapilmaktadir (Coskun, 2017).

1.3.3. Salgam Suyunun Bilesimi ve Kimyasal Ozellikleri

Salgam suyu, sahip oldugu kendine has morumsu kirmizi rengini, kara havugtan
gelen antosiyanin pigmentlerinden saglamakla birlikte igeriginde ¢esitli antosiyanin
tiirlerini bulundurmaktadir (Otles ve Akgigek, 2010). Mikroorganizmalar1 yok etmek
veya cogalmalarina engel olmak amaciyla antimikrobiyal olarak salgam suyu
tiretiminde kullanilan benzoik asidin Tirk Gida Kodeksi Renklendiriciler ve

Tatlandiricilar Disindaki Gida Katki Maddeleri Tebligi’ne gore salgam suyuna en
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fazla 200 mg/L ilave edilebilecegi, ancak sorbik asidin ilave edilemeyecegi ifade
edilmektedir (Anonim, 2011; Yentiir ve Bayhan, 1990). Salgam suyu kuru madde
icerigi olarak degerlendirildiginde; tuz, protein, organik asitler, mineral maddeler ve
renk maddelerini i¢erdigi, bununla birlikte tuzun kuru maddenin yaklagik %62’sini
meydana getirdigi bilinmektedir (Otles ve Akgigek, 2010). Canbas ve Fenercioglu
(1984), piyasada olan salgam sular1 lizerinde yapmis olduklar1 bir ¢alismada, yapmus
olduklar1 analizler sonucu ortalama toplam asit miktarmnin 58 me/L, tuzun 15 g/L,
kuru maddenin 28 g/L ve renk indisinin 60 oldugunu tespit etmislerdir. Organik
asitler, mineraller, karbonhidratlar ve tuz, salgam suyunun suda ¢éziinen maddelerini
olusturmaktadir. Salgam suyu tiretiminde kullanilan kara havug, bulgur unu ve starter
kiiltir miktarina gore kuru madde oraninin degisebildigi ifade edilmektedir
(Tanriseven vd., 2018). Salgam suyuna ait standart degerler Tablo 1.3’te belirtildigi
gibidir.

Tablo 1.3: TS 11149 Standardina Goére Salgam Suyu Degerleri
(Okgu, 2011; Cakir 2011)

Salgam Suyunun Bilesimi Standart Degerler
Toplam asitlik (g/L) En diisiik %6,0 g/L
Coziiniir kat1 madde (kiitle/kiitle) En diistik 2,5 (kiitle/kiitle)
pH En diistik 3,3 — en yiiksek 3,8
Laktik asit En diisiik 4,5 g/L — en yiiksek 5,5 g/L

Ucucu asit (Asetik asit cinsinden) En diisiik 0,7 g/L — en yiiksek 1,2 g/L

Alkol Belirtilmemis
NaCl (%) En yiiksek %2 (kiitle/kiitle)
Kuru madde (g/L) En diisiik 25 g/L
Kiil (g/L) En fazla 15 g/L
Protein (g/L) Belirtilmemis
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Antosiyanin (mg/L) Belirtilmemis

Karbondioksit (g/L) Belirtilmemis
Renk indeksi (Ds20) Belirtilmemis
Kimyasal koruyucu madde En yiiksek 0,5 g/L

Yapay boya maddesi Bulunmamali

Arsenik (As) En yiiksek 0,2 mg/kg

Bakir (Cu) En yiiksek 5,0 mg/kg

Cinko (Zn) En yiiksek 5,0 mg/kg

Demir (Fe) En yiiksek 15,0 mg/kg

Kalay (Sn) En yiiksek 200 mg/kg

Kursun (Pb) En yiiksek 0,05 mg/kg

1.3.4. Salgam Suyunun Fonksiyonel Ozellikleri

Bir gidanin fonksiyonel gida olarak kabul edilebilmesi i¢in besleyici 6zelliginin
yaninda, saghigi iyi yonde etkileme ve hastaliklarin meydana gelmesini dnleme gibi
saghga faydali birtakim 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir (Fadhil ve Akin,
2016). Salgam suyu son derece besleyici bir icecek olmasinin yaninda, sahip oldugu
asitlik nedeni ile bu iirlinde patojenlerin gelisimi olduk¢a zordur, bu sebeple
mikrobiyolojik anlamda da giivenli bir i¢ecektir. Laktik asit, salgam suyuna eksi
tadin1 vermesinin yani sira, sindirim sisteminin pH’m1 diizenlemeye yardimci olur.
Salgam suyunun laktik asit vesilesiyle sahip oldugu antiseptik ajanlarm, sindirim
organlarmi temizleme ve bagwrsaklar:i yatigtrma gibi etkilere sahip oldugu;
hazmettirici ve istah agic1 6zelliklerinin bulundugu bilinmektedir (Coskun, 2017
Canbas ve Fenercioglu, 1984). Salgam suyu iiretiminde oldukc¢a fazla kullanilan kara
havug, igerdigi antosiyanin pigmentleri ile iyi bir renk verici olmasmin yaninda,

coroner kalp hastaligi, kanser ve inme riskini azaltma gibi etkilere sahip oldugu
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bilinmektedir (Kica vd., 2006). Salgam suyunun iyi bir besin kaynagi olmasi,
aminoasitler, B ve C vitaminlerinin yaninda potasyum, kalsiyum ve demir
minerallerini igermesi sebebiyle kemik ve dis sagligini da olumlu yonde etkiledigi
bilinmektedir (Say ve Balli, 2012; Ozler ve Kilig, 1996). Salgam suyu, idrar
soktiiriicli, gogsii yumusatici, bobrek taslari ve kumunun dokiilmesi, ergenlikte
olusan sivilcelere, kan ¢ibanina, apseye, egzamaya ve dolamaya iyi gelmesinin yani
sira, akcigerin ve bronslarin temizlenmesi, toksinlerin viicuttan atilmasi gibi oldukga
faydalar1 etkilere sahip oldugundan dolay1 fonksiyonel gida olarak kabul
edilmektedir (Ucok ve Tosun, 2012). Toktas vd. (2018), yapmus olduklar1 calismada
salgam suyunun bilesiminde 16 adet fenolik bilesik tanimlamis ve bunlardan kafeik
asidin en baskin bilesik oldugunu tespit etmislerdir. Salgam suyu tretiminde
kullanilan kara havu¢ miktarmmin fenolik bilesik orami ile dogru orantili oldugu ve

fermantasyon zamanina gore artig gosterdigi belirtilmektedir (Tanriseven vd., 2018).

1.3.5. Salgam Suyunun Mikrobiyolojik Ozellikleri

Salgam suyunda esas olarak laktik asit bakterileri 6nemli 6l¢iide rol oynarlar (Erten
vd., 2008). Salgam suyunun Kkalitesi, fermantasyonun mikrobiyal ekolojisine,
Ozellikle de laktik asit bakterilerine baglidir (Tanguler vd., 2014). Salgam suyunun
fermantasyonu esnasinda etanol, laktik asit ve muhtelif organik bilesiklerin
iretilmesini  saglayan laktik asit bakterileri, aym1 zamanda hammaddelerin
bilesiminde bulunan maddelerin ¢éziinmesini saglayarak salgam suyunun kendine
has aroma ve tadini olusturmaktadir (Tanriseven vd., 2018). Erginkaya ve Hammes
(1992), salgam suyu iiretiminde kullanilan eksi mayanin mikroorganizma kaynagi
saglamakta oldugunu ve bunlardan bakterileri, Lactobacillus sanfranciscensis, L.
brevis, L. plantarum, L. fructivorans, L. fermentum, mayalar:1 ise: Saccharomyces
cerevisiae, Torulopsis holmii, Pichia manshurica, Candida krusei olarak
tanimlandiklarini ifade etmektedirler. Salgam suyu ayni zamanda Lb. paracasei, Lb.
brevis, Lb. fermentum, Lb. pentosus, Lb. buchneri, Lb. helveticus, Lb. reuteri, S.
cerevisiae, Lactococcus, Pediococcus ve Leuconostoc gibi probiyotik karakterde
mikroorganizmalar1 igerdigi ig¢in probiyotik bir iirlin olarak da kabul edilmektedir

(Coskun, 2017).
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a) Laktik asit bakterileri ve fermantasyonu

Laktobasiller meydana getirdikleri laktik asit vasitasiyla pH degerini 3,5-3,2’ye
distirtirler, laktik streptokoklar ise 4,5-4,3 araliginda bir degere diisiirmektedirler;
dolayistyla laktobasiller, meydana getirdikleri daha fazla asitlik nedeniyle asitlige,
laktik streptokoklardan daha fazla dayanma giicli gostermektedirler (Yiiksekdag ve
Beyatli, 2003). Laktik asit bakterilerinin bozulma mikroorganizmalarini ve gida
kaynakli patojenleri; peptitler ve bakteriyosin metabolitleri, diasetil, asetoin, laktik
ve asetik asit gibi organik asitler, alkol, CO2, H202 metabolitleri ile inhibe ettigi,
engelledigi ifade edilmektedir (Dinger vd, 2010; Con ve Gokalp, 2000). Dolayisiyla
laktik asit bakterileri, giintimiizde tiiketiciler tarafindan kimyasal igermeyen, dogal
iirlinlere artan talep nedeniyle, sahip oldugu antimikrobiyal etki vasitasiyla dogal bir
koruyucu gorevi gordiigiinden iiretim sahasinda 6nemli bir yere sahiptir (Con ve

Gokalp, 2000).

Gidalarin ihtiva ettigi ve gidalar ile baglantili olan laktik asit bakterilerinin,
Leuconostoc,  Carnobacterium,  Pediococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Oenococcus, Weissella, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Ve
Enterococcus cinslerine ait tiirleri i¢erdigi yapilan arastirmalar sonucunda tespit
edilmekle birlikte, son donemlerde Weissella cinsinin gida mikrobiyolojisinde
olduk¢a onemli bir yer edindigi ifade edilmektedir (Stiles ve Holzapfel, 1997).
Genellikle orijinal laktik asit bakterileri ile biyokimyasal ve fizyolojik baglamda
benzer ozelliklere sahip olan Bifidobacterium cinsi, filogenetik olarak laktik asit
bakterilerine yakin degildir, fakat tasidigi benzer Ozellikler sebebi ile LAB
kategorisinde yer almaktadir (Axelsson, 2004).

Prokaryotik, Gram (+), kok, basil veya kokobasil seklinde, anaerobik veya
mikroaerofilik, aside dayanikli 6zellik gosteren, amonyum ya da glikoz haricinde
birtakim vitamin ve aminoasitlere de gelisimleri i¢in gereksinim duyan, karbonhidrat
ve yiiksek alkolleri fermente ederek laktik asit iireten laktik asit bakterileri; kimi
zaman pseudo-katalaz olmalarinin mukabilinde genel olarak katalaz (-), ¢ogunlukla
hareketsiz ve sporsuz olarak bilinmektedirler (Tangitiler, 2010). Solunum yapabilme
yetenegine sahip olmayan laktik asit bakterileri, karbonhidratlarin fosforilasyonu
vasitasiyla ATP {iretmektedirler. Heksozlarm sahip oldugu metabolizmanin

neticesinde; homofermentatif sekilde laktik asit meydana gelirken, heterofermentatif
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durumda laktik asit ile birlikte CO3, etanol ve asetik asit de tiretilmektedir (Erkmen,
2011).

Laktik asit bakterilerinin farkli cinsler olarak siniflandirilmasi; morfolojisine, glikoz
fermantasyonuna, farkli sicakliklarda gelismesine, iretilen laktik asidin
konfigiirasyonuna, yliksek tuz konsantrasyonlarinda iireme yetenegine, asit veya
alkali toleransina ve hepsinden 6nemlisi filogenetik pozisyonuna gore degisiklik arz

etmektedir (Axelsson, 2004).

Sebze fermantasyonlarinda bilhassa lahana, salatalik, muhtelif zeytin fermantasyonu
tiriinlerinin yaninda, farkli sebzelerde endiistriyel olarak laktik asit fermantasyonu
gerceklestirilmektedir. Ozellikle diinya capmda sofralik zeytin, ekonomik anlamda
kiymetli ve talep goren fermente tiriinlerden biri olmustur (Okgu vd., 2011). Harris
(1998), sebze fermantasyonlari siiresince etkisi gézlemlenen laktik asit bakterilerinin
Lb. brevis, Enterococcus faecallis, Lb. plantarum, Pediococcus pentosaceus, L.
lactis, Leu. mesenteroides, Lb. bavaricus oldugundan; bunlarm yaninda koliform
bakteriler, mayalar ve mezofil aerob bakterilerin varligindan s6z etmektedir. Sebze
sularmin fermantasyon isleminde starter kiiltiir olarak en ¢ok Lb. plantarum ve Lb.
brevis kullanilmaktadir (Okgu, 2011). Lactobacillus cinsi igerisinde, ekonomik
acidan Oonem arz eden 30 alt tiir tanimlanmistir, bunlara Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus ve Lb. paracasei subsp. paracasei ornek olarak verilebilmektedir
(Holzapfel ve Wood, 2014).

Heterofermentatif bir LAB olan ve bitkisel {iriinlerin fermantasyon islemini baglatma
gorevini iistlenen Leu. mesenteroides, fermantasyon esnasinda meydana gelen asitlik
artigt sebebiyle etkisini kaybeder ve yerine Ped. pentosaceus, L. brevis, Lb.
plantarum bakterileri gelerek fermantasyon islemi saglanir. Yiikselen asitlik sebebi
ile Ped. pentosaceus ve Lactobacillus brevis’in giderek etkisini kaybettigi ve yiiksek
asitlige en dayanikli, fermente sebze {iriinlerinden ve salgam suyundan en fazla izole
edilen Lactobacillus plantarum araciligi ile fermantasyonun devam ettirildigi ve
sonlandig1 gdzlenmektedir (Ugok ve Tosun, 2012; Tanguler, 2010). Sebze ve meyve
fermantasyonlarindan izole edilen bazi laktik asit bakterileri Tablo 1.4’de goriildiigi

gibidir.
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Tablo 1.4: Sebze Ve Meyve Fermantasyonlarindan izole Edilen Laktik Asit

Bakterisi Tiirleri

(Tokath vd., 2012)

Sebze ve Meyve

LAB

Lahana

L. paraplantarum

L. brevis

Pediococcus pentosaceus
L. plantarum

Leuconostoc citreum
Leuconostoc mesenteroides

Hiyar

L. pentosus

L. brevis

L. plantarum
Leuconostoc sp.
Pediococcus sp.

Pathican

L. brevis

L. fermentum
L. pentosus
L. plantarum

Uziim Sirasi

Oenococcus oeni
Leuconostoc mesenteroides
. plantarum
. hilgardii
. brevis

Kapari

L

L

L

L. plantarum

L. paraplantarum
L. pentosus

L. brevis

L. fermentum

Salgam suyu fermantasyonundan izole edilip tespit edilen baskin bakterilerin, Lb.
plantarum, Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. brevis ve Lb. fermentum oldugu ifade
edilmesinin yanisira Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides, Pe. pentosaceus, Lb.
delbrueckii subsp. delbrueckii bakterilerinin ise fermantasyon baglangicinda mevcut
oldugu ancak fermantasyon son buldugunda rastlanilmadig: ifade edilmektedir
(Bircan ve Erten, 2018). Geleneksel yontem kullanilarak tiretimi gerceklestirilen
salgam suyunun fermantasyonu esnasinda baskin olan laktik asit bakterileri; Lb.
plantarum subsp. arabinosus, Lb. brevis ve Lb. paracasei spp. paracasei olarak

tespit edilmistir (Tangiiler, 2010).
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Eksi maya igeren tiriinlerde 50°den fazla laktik asit bakterisi tiirii oldugu, 6zellikle de
Lactobacillus cinsinin tiirlerini icerdigi yapilan son caligmalar kapsaminda tespit

edilmistir (Zhang ve Cai, 2014).
b) Lactobacillus plantarum

Tangiiler (2010) yapmis oldugu ¢alisma neticesinde salgam suyundan izole edilen ve
tanimlanan en baskin laktik asit bakterisinin Lb. plantarum oldugunu ifade

etmektedir.

Lactobacillus plantarum’un, laktoz, siikroz, glikoz ve fruktozun laktik aside
doniistiiriilmesi i¢in kullanilan bakterilerden daha avantajli olmasi; yalnizca yiiksek
donilisim oranma sahip sekerleri degil, bunlarin yaninda bitkisel {iriinlerin i¢inde
mevcut olan pektin vb. g¢esitli bilesikleri kullanabilme kabiliyetinden
kaynaklanmaktadir (Demir vd., 2006). Laktik asit bakterileri arasinda bilinen en
biiyiilk genomlardan birine sahip olan Lb. plantarum, bazi siit trtinleri, et ve bir¢ok
sebze veya bitki fermantasyonu dahil olmak iizere ¢esitli {iriinlerde karsilasilan bir
tirdir. L. plantarum’a insan ve hayvan gastrointestinal sisteminin dogal bir pargasi
olarak sikga rastlanir. Insan gastrointestinal sisteminde birkag giin hayatta kalabilme
yetenegi a¢isindan umut vadeden bir probiyotiktir. Bu baglamda Lb. plantarum 299v
susu probiyotik olarak pazarlanmaktadir (Andre vd., 2011; Kleerebezem vd., 2003).
Lactobacillus plantarum ¢ogunlukla sosis, sucuk, salatalik tursusu ve silaj vb.
fermente tirlinlerin liretimi i¢cin baslangic (starter) kiiltlirii olarak kullaniimaktadir

(Demir vd., 2006).

Lactobacillus plantarum grubu alt1 tiir ve alttiir igerir, bunlar: L. paraplantarum, L.
fabifermentans, L. xiangfangensis, L. plantarum subsp. plantarum, L. pentosus, L.
plantarum subsp. argentoratensis. Bu gruplar metabolik 6zellikler agisindan oldukga

homojen 6zellik tagimaktadir (Zhang ve Cai, 2014).

1.4. Mikroorganizma Tanimlama Metotlar:

Mikrobiyolojik tanimlama yontemleri geleneksel ve hizli (molekiiler) yontemler
olmak fizere iki yolla gergeklestirilmektedir. Geleneksel yontemlerde biyokimyasal

testlerin ihtiya¢ duydugu siire oldukga fazla olmakla birlikte isgiicii ve fazla miktarda
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ayrac kullanim1 gerekmektedir (Aras, 2011).

Spesifik mikrobiyal tiirlerin tanimlamasinda kullanilan geleneksel yontemler,
organizmanin secilmesiyle iretimini saglayan birtakim 06zel kiiltiir ortamlarina
ekilmesi, gram boyama gibi fizyolojik Ozelliklerinin hedef alindigi boyama
yontemleri, morfolojik koloni o6zelliklerine bakilarak, farkli kiiltiir ortamlarinda
ireme Ozellikleri ve organizmanin iirettigi veyahut tiikettigi metabolit 6zelliklerine

bakilmak vasitasiyla gerceklestirilmektedir (Giirsoy ve Otlu, 2017).

Gelencksel yontemler vasitasi ile mikroorganizmalar hakkinda 6nemli bilgilere
ulagilmig, fakat gliniimiizde molekiiler yontemlerin kullanilmasiyla birgok yanlis
bilgi oldugu ve tespiti saglanamamis mikroorganizmalarin varhigi dikkat ¢ekmistir
(Giirsoy ve Otlu, 2017). Bu yontemlerin hata payr molekiiler yontemlere gore daha

yiiksek olmaktadir.

Molekiiler yontemler, gelismis teknolojinin sagladig1 faydalarla birlikte bilimsel
caligmalarda bir ¢igir a¢makta, kullanilan tekniklere her gegen giin yenisi
eklenmektedir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012). Molekiiler yontemler gida, klinik ve
cevresel numunelerde mevcut olan mikroorganizmalarin sayimi, erken tanisi ve
identifikasyon ile  bunlarin  metabolitlerinin  izolasyonunda  kullanilarak
mikrobiyotanin birden fazla yonden arastirilmasina olanak saglamaktadir (Aras,
2011; Giirsoy ve Otlu, 2017).

Molekiiler yontemler yiiksek duyarlilikta sonuglar vermekle birlikte ucuz ve hizh

olmalidir. Bu molekiiler yontemler sunlardir:

a) FT-IR (Fourier transform infrared) yontemi ile mikroorganizmalar {izerinde
yapilan smiflandirma ve tanimlama calismalar1 Mariey vd. tarafindan 2001°de bir

makalede derlenmistir.

b) MALDI-TOF MS (Matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus siiresi kiitle
sprektrometresi) (Singhal vd., 2015).

c) REP-PCR (Tekrarlayan element sekansi temelli polimeraz zincir reaksiyonu)
parmak izi yontemi ile Gevers, Huys ve Swingd (2001) bir ¢esit fermente sosisten

izole edilen Lactobacilus tiirlerini tanimlamastir.
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d) PCR-RFLP (Restriksiyon pargalar1 uzunluk polimorfizmi) ile Shokohi vd., (2010)

kanser hastalarindaki Candida tiirlerini tanimlamistir.

e) RAPD-PCR (Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA — Polimeraz zincir reaksiyonu)

yontemi ile Mohkam vd. 2016’da Bacillus izolatlarin1 tanimlamistir.

f) PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) ile Hong vd., (2014) tuzlu Cin lahanasindaki

laktik asit bakterilerini identfiye etmistir.

e) Dizi Analizi Frederick Sanger tarafindan 1977°de gelistirilmis ve Sanger yontemi
adi altinda kullanilmaktadir (Thieman ve Palladino, 2013).

1.4.1. Molekiiler Barkodlama

Tanimlama i¢in bir genin kisa bir fragmanmin amplifikasyonu ile DNA bazli bir
tanimlamay1 saglayan yontem DNA barkodlama olarak adlandirilmaktadir (Sanchez
vd., 2016). Teknolojik ilerlemeler vasitasiyla genom diizeyinde, ¢ok sayida 6rnek
icin birkag¢ barkod geninin sekanslanmasi hizli ve ucuz bir sekilde gergeklestirilebilir
(Blaxter, 2003). Secilmis spesifik bir DNA dizisi, bir organizmanin hem
tanimlanmas1 hem siniflandirilmasi i¢in kullanilabilmektedir (Kaczmarska, Reid ve

Moniz, 2017).

Bakterilerde ribozomal RNA (5S, 16S ve 23S) genleri igerisinde; korunmus
bolgelere sahip oldugu icin PCR primerlerine en elverisli kombinasyonlar
olusturabilen, degisken bolgeler iceren 16S rRNA geni, diger iki rRNA genine gore
filogenetik identifikasyon i¢in daha fazla talep gérmektedir. Bir bakteri hiicresinin
binlerce 16S rRNA kopyasi icermesi sebebiyle, bu gen bdlgesini temel alan
yontemlerin yliksek duyarliliga sahip oldugu ifade edilmektedir (Giirsoy ve Otlu,
2017). Kusmiyati, Hidayat ve Fatchiyah (2014), Praet vd., (2015), Triana ve
Nurhidayat (2019) ve Olofsson vd., (2014) yapmis olduklar1 ¢aligmalarda laktik asit
bakterilerini 16S rRNA bolgesi ile tanimlamiglardwr. Tiim bu c¢aligmalar LAB
tanimlanmasinda 16S rRNA bolgesinin sik¢a kullanildigmi gostermektedir (Sekil
1.4). Tanimlama gergeklestirilirken giivenirlik esas alindigi i¢in taniya uygun genetik
bdlgelerin sekanslanmasi 6nem tagimaktadir. Bu dogrultuda bakterilerde 16S rDNA
bolgeleri kullanilirken, mayalarda ise ITS1-5.8S-1TS2 (ITS) ve 26S rDNA D1/D2
bolgeleri (Sekil 1.5) kullanilmaktadir (Deak, 2008).
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16S rRNA (1500 baz ¢iftlik bir gen bdlgesi)

0 250 550 750 1000 1250

1542

27F

355F 533F 806F 926F 1194F
338R 515R 787R 907R 1175R

I I

1492R

Primerler tarafindan hedeflenen korunmus bolgeler

Sekil 1.4: 16S rRNA (bir -1500-baz cifti geni)
(Reller, Weinstein ve Petti, 2007)

ITS D1/D2 bolgesi

1 1

Primerler tarafindan hedeflenen korunmus bolgeler

Sekil 1.5: 26S rRNA ITS Bolgeleri

(Reller, Weinstein ve Petti, 2007)
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1.4.2. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

1980’li yillarda Kary Mullis tarafindan tanimlanan PCR (Polymerase Chain
Reaction) canli bir hiicre i¢inde gergeklesen DNA replikasyonunun bir tiip i¢inde
taklit edilmesi amaciyla niikleik asitlerin ¢ogaltilmasinda gorev alan enzimlerin
islevlerine gore farkli sicakliklar kullanilarak meydana getirilen bir dizi islemler
biitiiniidiir (Wassouf, 2014). Kisa bir siire dahilinde, bir DNA dizisinin ¢ogaltilmasi
ve kopyalanmasini saglayan PCR’in temel ilkesi; ¢ogaltilmasi hedeflenen DNA,
deoksiriboniikleotidler (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP), tampon sivi, DNA polimeraz ve
bir primer ¢iftinin ince duvarli bir tiipe ilave edilmesi ve reaksiyonun bir 1s1
dongiileyici i¢cinde sicaklik-zaman degisimleri ile gerceklesmesine dayanmaktadir
(Thieman ve Palladino, 2013). PCR’da replikasyon isleminin gerceklesmesi i¢in ilk
adim denatiirasyon olarak isimlendirilen, DNA zincirinin 90-95°C’de 1 dk siire ile
birbirinden ayrilmasi seklinde gerceklesmektedir (Wassouf, 2014). Ikinci asama olan
baglanmada (annealing), zincirlerin ayrilmasi1 sonucunda tek iplik olarak kalan DNA
dizilimlerinin 3’ uglarindaki niikleotitlere 50-70°C‘de 30 saniye ile 1 dk arasinda
primer baglanmasi gerceklesir (Akdogan, 2013). Son asama olan uzama (extension)
isleminde, sicaklik 70-75°C’ye yiikseltilerek, polimeraz enzimi vasitasiyla
primerlerin  3” wucuna niikleotidleri ekleyerek ¢ift iplikli DNA zincirinin

sentezlenmesi saglanmaktadir (Thieman ve Palladino, 2013).

PCR analizinin gerceklesmesinde gorev alan materyaller asagida ifade edildigi

gibidir.

Kalip DNA: Cogaltilacak olan hedef baz dizisine sahip, genetik materyaldir
(Cetinkaya ve Ayhan, 2012).

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 4 niikleotid de ayni oranda bulunmali, primerler
vasitasiyla hedef bdlgeye tutunarak DNA sentezlenmesinde gorev alir (Kahya,

Biiylikcangaz ve Carli, 2013).

Polimeraz enzimleri; primerlerin baglanmasi i¢in gerekli olan yiiksek sicakliga
diren¢li olup Thermus aquatiqus‘tan elde edilir. Tagq polimeraz enzimi, her
denatiirasyon dongiisiinde yeniden enzim ilavesi gerektirmemesiyle en yaygim olarak

kullanilan enzimdir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012).
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Primer; Hedef DNA’ya 0zgii, 4-10 isaretlenmis niikleotitten olusan, sentez
asamasinda DNA’y1 ¢ogaltma gorevi alan kisa ve tek zincirli DNA molekiilleridir

(Cetinkaya ve Ayhan, 2012).

Tampon Cozelti: Cogaltilacak hedef DNA, deoksiriboniikleotidler, DNA polimeraz
ve primerlerin ilave edildigi tiipiin icerisinde PCR isleminin gerceklesmesi igin

eklenen tampon sividir (Thieman ve Palladino, 2013).
PCR isleminden sonra ¢ogaltilmis hedetf DNA’lar jel elektroforez ile goriintiilenir.

1.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez yontemi uygun pH degerindeki tampon ¢o6zeltide aminoasitlerin,
proteinlerin, niikleik asit ve niikleotitlerin, elektrik alan icerisinde, elektrik yiikiine,
molekiil biiyiikliigline ve sekillerine gore gog ettirilerek ayrilmasinda kullanilan bir
tekniktir (Nenni, 2019). Bu metoda gore negatife yiikli DNA molekiilii, zincire
baglanan kimyasallar yardimi ile goriiniir hale getirilerek, uygun bir destek sistem
(jel, polimer) icerisinde ve elektrik akimi yardimiyla negatif kutuptan pozitif kutuba
dogru hareket etmektedir (Asicioglu vd., 2002). Bu hareket mesafesi, DNA
molekiiliiniin biiyiikliigii ile ters orantilidir. Yani, molekiil boyutu kiigiik ise mesafe
daha uzun, biiyiik ise daha kisadir. Etidyum bromid ile boyanan DNA parg¢aciklari
ultraviyole 1s1g1n altinda bant goriiniimleri verir ve A DNA Hindlll gibi markerlar ile
bu bantlarin yaklasik boyutlar1 (baz gifti/bp) tespit edilebilmektedir (Thieman ve
Palladino, 2013). Agaroz; Gelidium ve Gracillaria gibi deniz yosunu tiirlerinden elde

edilen polimerlerden meydana getirilmektedir (Kog ve Boz, 2011).

1.4.4. Rep-PCR (Tekrarlayan element sekansi temelli polimeraz zincir
reaksiyonu)

Bakteri DNA’s1t icinde degisken sayida siirekli tekrarlayan ve Okaryotik
organizmalarda rep olarak isimlendirilen korunmus palindromik yapiya sahip
elementler bulunmaktadir (Akkaya, 2009). Versalovic vd., (1994) bakteriyel parmak
izi i¢in bu tekrarlanan DNA elementlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile
amplifikasyonu neticesinde elde edilen 6zel bantlar1 inceleyerek bir tiplendirme
yontemi gelistirmislerdir. Tekrarlanan element sekansina dayanan polimeraz zincir
reaksiyonu (rep-PCR) parmak izi, bu elemanlar arasinda bulunan farkli boyutlu DNA

fragmanlarinin amplifikasyonunu saglamak i¢in oligoniikleotid PCR primerlerini
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kullanarak serpistirilmis tekrarlanan bolgeleri tanimlayan bir genotipik tekniktir. Cok
cesitli Gram-negatif ve birkag Gram-pozitif suslari siniflandirmak ve tiplendirmek
icin degerli bir ara¢ oldugu disiiniilen rep-PCR tekniginde kullanilan korunmus

tekrarlayan dizilerin 6rnekleri arasinda BOX, ERIC, REP ve (GTG)5 bulunmaktadir
(Masco vd., 2003).
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IKiNCi BOLUM

MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Salgam suyu {iretiminde bulgur unu, eksi maya, tuz, kara havu¢ ve salgam
kullanilmugtir. Kullanilan bulgur unu, yemeklik tuz ve ekmek hamuru Basaksehir’de
(Istanbul) bulunan yerel bir saticidan, havug ve salgam ise Basak Pazar’dan 2018

yilinm Eyliil ayinda temin edilmistir.
Yapilan analizler esnasinda kullanilan materyallerin listesi asagidaki gibidir.
Laboratuvar Malzemeleri:

Kryo tiip (IsoLab, 2 ml, steril)

Santrifiyj tiip (IsoLab 1,5 ml, 2 ml)

PCR tiip (IsoLab)

Cam boncuk (NextAdvance Gp01)

Pipet (Eppendorf (10 pul, 100 ul, 1000 ul), Axygen (20-200 ul)

Pipet ucu (Sarstedt 2-200 pl filtreli, IsoLab (10 ul, 200 pl, 1000 ul) filtresiz)
Parafilm (Bemis)

Petri kab1 (IsoLab)

N N N SR NN

Besiyeri:

PDA (Potato dextrose agar) (Biolife)
MRS (de Man rogosa and sharpe) (Merck)
M17 (Biolife)
PCA (Plate count agar) (Biolife)
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v Bakto maya ekstrakt1 (Sigma Aldrich)
v Baktopepton (Merk)
v" VRBA (Violet red bile agar) (Merck)

Kitler:
v' Genelet PCR saflastirma kiti (Thermo Scientific)

Kimyasal Malzeme:

<

Agaroz (Sigma)

Dekstroz (Sigma-Aldrich)

Tris HCI

EDTA

NaCl (IsoLab)

SDS (Merck)

50x TAE (Tris-EDTA-Asetik asit) (Bio-Rad)
Ladder (100 bp, Gene Direx)

AMHindIII (0.5 pg/pL, GeneDirex)
Izopropanol (Sigma)

AN N NN Y U N NN

Enzim:

v Proteinaz K (Thermo Scientific)
v" RNase A (Invitrogen)
v" Dream Taq polimeraz (5 U/uL, Thermo Scientific)

Cihazlar:

(\

Cam elektrotlu pH metre (Hanna, HI 2211, ABD)

Homojenizator (Interscience, 400 P & BagMixer)

Otoklav (Selecta)

Vorteks (Scientific Industries Vortex-Genie2)

Tissue Lyser (Qiagen)

Calkalayici (Thermo Shaker Incubator - Hangzhou Miu, MTH-100)
Santrifiij (HITACHI, CR22N, Japonya)

Santrifiij (BeckmanCoulter Microfuge 20R)

Spektrofotometre (Biospec Nano - Shimadzu Biotech)

Is1 dongiileyici (PCR ThermalCycler - Bio-Rad, T100)

N X X X X X X X
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v" Jel elektroforez (Bio-Rad, ReadySub-Cell GT, ABD)
v’ Hassas terazi (Radwag, AS 220.R2)

v’ Yatay elektroforez tanki (Major Science Mini-300)

v' Jel goriintiileme cihaz1 (Bio-Rad Gel Doc EZ Imager)

Primerler:

v' GTG(5) (Macrogen)

v 27F (Medsantek)

v' 1492R (Medsantek)

v" NL1 (Macrogen)

v" NL4 (Macrogen)
2.2. Metot

¢ 90 mi fizyolojik su+10 g h )
= ; ml fizyolojik su + amur ) T A
ggfgrg\:{(“s:r;gnfeﬁfﬁlﬂllgﬁk dmegl, distile su + !&“L ?ﬁlmgaézlzgig.? n:f:l:xe\;lglll::};r
ARy salgam suyu homojenize Prbagn s g e v
retiimistir. edilmistir. olgiimleri gergeklestiriimistir.

Dilusyonlar aseptik kosullarda 1
mL numuneden ahnmis, 9 mL
distile su ile seyreltilmistir
(107-10°).

giin inkiibasyona tabi tutuldu. ekimi yapiimistir.

Seyreltme igleminin ardindan PCA. ert
PDA, MRS, M17 ve VRBA besiyerine o esgk:;r?l;z:yll;}?{;dan 3
ckimler gergeklestirilmistir. PDA g C i ¥ o
25°C"de S giin, digerleri 25°C de 24 ¢izgi ve tek koloniye digiirme
PCR

Bakteriler igin Martin Platero,
mayalar igin cam boncuk
vontemi ile DNA izolasyon
gerceklestinimistir.

Elde edilen DNA drneklerine rep-
PCR uygulanmustir. Ardindan 45 V
4 saat jel elektroforezde
yiiriitilmiistiir.

Mayalar i¢in YPD Broth, diger
besiyerleri icin Nutrient Broth'a
ekim vapilnustir.

| Sekans sonucunda, dmekler
CLC Main Worbench DNA dizi
analizine tab1 tutulmus,
dizilimler BLAST benzerlik
programinda karsilagtinilarak
tespit edilmistir.

PCR urunleri arzu edilen
parkhga sahip izolatlar
saflastinlmig ve sekansa
gonderilnugtir.

Elde edilen bantlar
gruplandiriimug ve her grubu
temsil eden 1zolatlar tammlama
PCR’na tabi tutulmustur.

Sekil 2.1: Salgam Suyunun Mikrobiyal Profilinin Tanimlama Safhalar
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Salgam suyunun mikrobiyal profilinin bulunmasi amaciyla once geleneksel
yontemlerle salgam suyu iiretilmis, iiretim siirecinin belirli giinlerinden alinan
orneklere pH ve mikroorganizma takibi yapilmistir. Ekimler neticesinde elde edilen
laktik asit bakterileri ve mayalarm molekiiler yontemlerle tanimlanmas: amaciyla
DNA izolasyonu gergeklestirilmis, izolatlar rep-PCR ile gruplandirilmis ve her bir
gruptan secilen izolatlar bakleriler icin 16S, mayalar i¢in 26S PCR iirilinleri dizilim
analizine tabi tutulmustur. Elde edilen dizilimler gen bankasi iizerinden benzerlik
oranlarmma gore karsilastirilarak (BLAST), maya ve bakterilerin cins ve tiirleri tespit
edilmistir (Sekil 2.1).

2.2.1. Salgam Suyu Uretimi

Erginkaya ve Hammes, (1992), Ugok ve Tosun, (2012), Ozer ve Coksdyler, (2015)
tarafindan yapilan ¢alismalardan derlenerek hazirlanan salgam suyu iiretim
prosediirii i¢in ilk olarak temin edilen 200 g ekmek hamuru 30°C’lik etiivde 5-6 saat
eksitilmeye brrakilmistir. Ardindan iki ayr1 biiyiik bidona 2 paralel olacak sekilde,
her birine 1 kg bulgur unu, 100 g eksi hamur ve 100 g tuz, igerisine su katilarak
hamur haline getirilmis ve ardindan 10 litrelik plastik bidonlar igerisine konulmus,
bidonlarin agiz1 tiilbent ile kapatilarak 20°C’de 5 giin fermantasyona birakilmistir.
Fermantasyon esnasinda hamur kabarmig ve bir siire sonra yiizeyde catlaklar
olusmaya basladigi zaman fermantasyonun yeterli oldugu anlasilmistir. Ardindan
bidonlar agzina kadar su ile doldurulmus, karistirilmis ve kati fazin ¢6kmesi igin
bekletilerek ekstraksiyon ile sivi kisim ayrilmustir. Ekstraksiyon sonucu elde edilmis
2 swvinin her birine ayr1 ayr1 1,5 kg yikanmis, kabuklarindan arindirilmig ve
dilimlenmis kara havug, 100 g tuz ve 200 g dilimlenmis salgam ilave edilmistir. Son
olarak 6rnekler Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi mikrobiyoloji laboratuvarinda,
oda sicakhiginda (20-25°C) 10 giin fermantasyona birakilmigtir. Hamur
fermantasyonunun 5. giinii ve havug¢ fermantasyonunun 3., 5., 7., ve 10. giinlerinde
her iki paralelden de Ornek alinmis ve Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi,
Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda gerekli analizler gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen bu {iretime ait

akim semas1 Sekil 2.2°de goriildiigii gibidir.
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2.2.2. Numune Hazirh@

Stomacher posetinin i¢erisinde 90 ml fizyolojik su ile 10 g hamur 6rnegi veya 90 mL
distile su ile 10 mL salgam suyu 6rnegi konularak homojenizator (Interscience, 400
P & BagMixer) ile homojenize edilmistir.

2.2.3. Salgam Suyunun pH Degerinin Belirlenmesi

Kalibre edildikten sonra drneklerin pH degeri, pH metre (Hanna, HI 2211, ABD) ile
2 tekrar halinde belirlenmistir (Anonim, 2001).

2.2.4. Mikrobiyolojik Ekimler

Yapilmis olan analizlerde kullanilan besiyerlerinin, hazirlama esaslarina uygun
sekilde hazirlanmasmin ardindan 121°C’de 15 dk otoklav islemi ile (Selecta,
Presoclave 11, ingiltere) steril hale getirilip bir siire sogutulmak iizere bekletilmistir.
Daha sonra aseptik kosullarda petrilere aktarilarak oda sicakliginda kat1 bir kivam

alana kadar bekletilmistir.

Diliisyonlar aseptik kosullarda hazirlanmis olup 1 mL numuneden alinmis ve 9 mL
distile su ile seyreltilmistir. Seyreltme islemi tekrarlanarak 10-10° diliisyonlar1 elde
edilmistir. Seyreltmenin ardindan her bir diliisyondan 2 paralel olacak sekilde 0,1
mL alinmig ve yayma yontemi ile petriye ekimi gerceklestiriltirip mikrobiyolojik

analize tabii tutulmustur.

Toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB) sayimi yapilmasi amaciyla Plate Count
Agar’da (PCA) (Biolife) ekim gercgeklestirilmis, 6rnekler 30°C’de 3 giin inkiibasyona
birakilmistir (Tangiiler, 2010). Laktik asit bakterilerinin sayimmda ise MRS (De
Man, Ragosa, Sharpe) (Merck) agarda petrilerin anaerobik kosullarda 30°C’de 2-3
giin inkiibasyonu saglanmistir (Agirman ve Erten, 2018). Koliform sayimi i¢in Violet
Red Bile Agar (VRBA) (Merck) kullanilarak petriler 30°C’de 1 giin inkiibasyona
tabi tutulmustur (Tangiiler, 2010). Maya saymmi yapilmasi amaciyla da Potato
Dextrose Agar’a (PDA) (Biolife) ekim yapilarak ornekler 25°C’de 5 giin inkiibe
edilmigtir (Cakir, 2011). MRS agarda gelisim gosteren laktik asit bakterileri

haricindeki LAB’lar1 gozlemlemek amaciyla M17 agar (Biolife) kullanilmis ve
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anaerobik ortamda 3-5 giin 30°C’de inkiibasyona tabi tutulmustur (Agirman ve
Erten, 2018).

Saflagtirma isleminin gergeklestirilmesi amaciyla mayalarda ve laktik asit
bakterilerinde mikroorganizmanin karekokii kadar, goriiniisii digerlerinden farklilik
arz eden koloniler se¢ilmis, ili¢ ¢izgi ekim ile tek koloniye diislirme yoOntemi

uygulanmustir.

2.2.5. DNA izolasyonu

Laktik asit bakterileri i¢in DNA izolasyonu Martin-Platero ve arkadaslarinin
kullanmig oldugu metot vasitasiyla gerceklestirilmistir (Martin-Platero vd., 2009).
Maya oOrneklerinde DNA izolasyon islemi ise litikaz yontemi ile baslayip ardindan
hiicrelerin pargalanmasini saglamak amaciyla cam boncuk yontemi ile modifiye
edilmis ve devaminda litikaz metodu ile sonlandirilmistir (Miiller vd., 1998; Van
Burik vd., 1998). Kullanilan her iki yontemin de ardindan elde edilmis olan niikleik
asit konsantrasyonunun tespit edilmesi amaciyla spektrofotometre (Shimadzu
Biotech, Biospec Nano, ABD) cihazi kullanilmis olup analiz edilecek 6rnekten 2 pl
koyularak her bir O6rnegin konsantrasyonu belirlenmistir. Kor analiz i¢gin DNA

orneklerinin i¢inde ¢6ziildiigl ¢o6ziicii kullanilmistir.
a) Laktik asit bakterilerinde DNA izolasyonu

Hazirlama talimatina uygun olarak hazirlanan MRS Broth, M17 izolatlar i¢in ise
Nutrient Broth cam tiiplere 10’ar mL doldurulup 121°C’de 15 dk otoklavlanarak
steril hale ve ardindan oda sicakligina getirilmistir. Tek koloniye disiiriilerek
saflastirilmis olan mikroorganizma, steril kosullar altinda, steril 6ze ile alinmis, cam
tiipte bulunan 10 mL s1v1 besiyerine ekimi ger¢eklestirilmistir. Ekimi gerceklestirilen
MSR Broth igindeki mikroorganizma ornekleri 30°C’lik etiivde 1 giin inkiibe
edilmistir. Ardindan 15 ml’lik santriflij tiiplerine aktarilarak 13.000 rpm’de 5 dk.
santrifiij (Hitachi, CR22N, Japonya) edilmis ve siipernatant dokiilmiistiir. Elde edilen
pellet 1 mL 30 mM NacCl (IsoLab) - 2 mM EDTA (Sigma-Aldrich) ile yikanarak 5
dakika boyunca 13.000 rpm’de santriflijiin edilmis, siipernatant dokilmistiir. Geriye
kalan pellet, 100 uL TES (25 mM Tris-HCI (pH:8), 10 mM EDTA, %10 Siikroz)

Buffer, 100 pL lizozim (10 pg/ul) (Thermo Scientific) ve 1 uL. RNase (40 mg/mL)
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(Thermo Scientific) icerisinde ¢6ziilmesi saglanarak pipet yardimi ile 1,5 mL’lik
mikrosantrifiij tipiine aktarilmigtir. Hazirlanan ¢ozelti termomikserde (Hangzhou
Miu, MTH-100) 37°C’de 30 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 600 pL
lizis buffer (100 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI (pH:8 ), 10 mM NaCl, %1°lik SDS
cozeltisi) ilave edilerek mikrosantrifiij tiipler, karisma isleminin gergeklesmesi
amaciyla alt iist edilmistir. Tiipler yaklasik 20-25°C’de yani oda sicakliginda 15
dakika; sonrasinda 10 pL proteinaz K (600 u/mL, 20mg/ml) (Thermo Scientific)
eklenerek yeniden oda sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. Termomikserde
80°C’de 5 dakika inkiibasyon islemine tabi tutulup tekrar oda sicakliginda 10 dakika
daha bekletilen orneklere, 200 pL. 3 M sodyum asetat (pH: 5.2) (Sigma-Aldrich)
eklenip tiiplerin alt {ist edilerek karistirilmasi saglanmustir. Ornekler 15 dakika buzda
bekletilerek 5 dakika siireyle 13.000 rpm’de santrifiij (BeckmanCoulter, Microfuge
20R) edilmistir. Elde edilen siipernatanttan 600 pL alinarak baska bir tiipe aktariimis,
ardindan tizerine 600 uL soguk isopropanol eklenmis, karismasi amaciyla birkag kez
alt iist edilmistir. Bu tiipler 5 dakika siireyle 13.000 rpm’de santrifiij edilmesinin
hemen ardindan siipernatant dokiilmiis, geriye kalan pellete 1 mL %70 etanol
(Merck) cozeltisi eklenerek tiipler yatay vaziyette tutulup hafifce sallanmis, pellet
etanol ¢ozeltisi ile yikanmistir. Ornekler 5 dakika siireyle 13.000 rpm’de santrifii]
edilmesinin ardindan siipernatant dokiilmiis ve yeniden 13.000 rpm’de 5 dk. santrifiij
edilerek kalan silipernatantin pipet ile ¢ekilip atilmasi saglanmistir. Tiipler egik bir
bicimde yaklasik 10 dakika steril bir zemin iizerine bekletilerek icerisinde kalan
alkol ugurulmus ve pelletin 50 ul. TE Buffer (Sigma-Aldrich)’da ¢oziilmesi

saglanmistir.
b) Mayalarda DNA Jzolasyonu

DNA izolasyonunu gerceklestirmek amaciyla hazirlama talimatina uygun olarak
hazirlanan YPD Broth (10g/L Bacto yeast extract (Sigma-Aldrich), 20 g/L Bacto
pepton (Merck), 20 g/L Dextrose (Sigma-Aldrich)), cam tiiplere 10’ar mL
doldurulup 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril hale getirilmesinin ardindan oda
sicakligma gelmesi beklenilmistir. Ardindan tek koloniye diistiriilerek saflastirilmis
olan mikroorganizma, steril kosullar altinda, steril 6ze ile alinmis olup cam tiipte
bulunan 10 mL s1v1 besiyerine ekimi gergeklestirilmistir. Ekimi ger¢eklestirilen YPD
Broth 25°C’lik etiivde 5 giin inkiibe edilerek gelisimi saglanan mikroorganizmalar

vortekslenip 15 mL’lik santrifij tliplerine aktarimistir. Santrifij islemi 13.000
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rpm’de 10 dk gergeklestirilmis, siipernatant dokiilmiistiir. Elde edilen pelletin {izerine
400 pL TEN (40 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl) Buffer eklenmis,
¢ozlilmesi saglanarak 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine transfer edilmistir. Ardindan
¢ozeltinin {izerine yaklasik olarak 200 mg cam boncuk ilave edilerek 50 Hz’de 2 dk.
TissueLyser’da (Qiagen, LT, Almanya) sonra da 2 dk. buzda bekletilmesi
saglanmugstir. Bu islemin 3 kez tekrarlanmasmin ardindan 10 pL proteinaz K, 100 pL
%10 SDS (Merck) ¢ozeltisi eklenerek vortekslenmis, ardindan elde edilen ¢ozelti
onceden 55°C’ye 1sitilan termomikserde (Hangzhou Miu, MTH-100) 60 dk. inkiibe
edilmistir. Gergeklestirilen inkiibasyon isleminin ardindan tiiplere 600 pL Kloroform
(Sigma-Aldrich) izoamil alkol (Sigma-Aldrich) (24:1) eklenerek 13.000 rpm’de 5 dk.
santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Santriflij tiiplinde 3 ayr1 faz elde edilmis, en tistte
bulunan fazin (yaklasik 600 plL) pipet yardimi ile ayri bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmasi saglanmistir. Ardindan iizerine 600 upL buzda bekletilerek sogumasi
saglanan izopropil alkol eklenmistir. Karigmasi saglanan ¢ozeltiye 13.000 rpm’de 10
dk. santrifiij islemi uygulanmustir. Siipernatant dokiilerek iizerine 600 uL %70’lik etil
alkol ¢ozeltisi eklenmis, pelletin alkol ile yikanmasini saglamak amaci ile tiip alt st
edilerek hafifge sallanmistir. Ardindan 13.000 rpm’de 5 dk. santrifiij islemi
gerceklestirilmis, slipernatant dokiilmiistiir. Son olarak tekrar 13.000 rpm’de 5 dk.
santrifiij islemi gergeklestirilmis, kalan siipernatantin pipet yardimi ile g¢ekilerek
atilmasi saglanmistir. Tiipler egik bir bigimde steril bir zemin {izerine konularak
icerisinde kalan alkoliin u¢masinin ardindan elde edilen pellet 100 pL saf suda
¢oziilmistir (Miller vd., 1998; Van Burik vd., 1998).

2.2.6. PCR

a) REP-PCR (GTG5) Analizi

DNA’da parmak izi analizi rep-PCR teknigi, Versalovic ve arkadaslarinin (1994),
Masco (2003) ve Akkaya (2009) tarafindan yapilan ¢caligmalarda belirtilen yontem ile
25 pl hacminde gergeklestirilmistir. PCR analizinde primer olarak ise GTG5
(Macrogen) (5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3’) kullanilmistir. DNA amplifikasyonu
PCR Thermal Cycler’da (Bio-Rad, T 100, ABD); 2 uL dNTP (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (2,5 mM) (Thermo Scientific), 2 uL. GTG5 primer (10 pmaol/ uL), 0,25 pL

Dream Taq polimeraz (25pumol, 100mM) (Thermo Scientific), 2,5 pL 10x Dream
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Buffer (Thermo Scientific), 16,75 uL distile su ve 1,5 uL DNA barindiran 25 pL
PCR karigimi ile saglanmisti. PCR Thermal Cycler’da gerceklesen dongiiniin
kosullar1 Tablo 2.1°de ifade edildigi sekilde gergeklestirilmistir.

Tablo 2.1: Rep-PCR Kosullan

PCR asamalan Sicakhk Siire

Ik denatiirasyon 95°C 7 dk

Denatiirasyon 90°C 30sn

Yapigma 40°C 1dk

Uzama 65°C 8 dk

Son uzama 65°C 16 dk
Dongii sayisi 30

b) Tanimlama PCR’lan

GTG5 rep-PCR analizi ile gruplandrma islemi gerceklestirilen laktik asit
bakterilerinin ve mayalarin tanimlanmasi1 amaciyla 25uL hacminde 16S PCR ve 26S
PCR uygulanmistir. Bakterilerin tanimlanmasi i¢in kullanilan 16S PCR’da primer
olarak 27F (Medsantek) ve 1492R (Medsantek) kullanilmustir (Frank vd., 2008).
Mayalarin tanimlanmasi amaciyla kullanilan 26S PCR’da primer olarak ise NLI1
(Macrogen) ve NL4 (Macrogen) kullanilmistir (Marshall vd., 2003). PCR kosullar1
Tablo 2.2°de, kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 2.3, primerlerin dizilimleri

Tablo 2.4°de, gosterilmistir.

Tablo 2.2: 16S ve 26S PCR Kosullari

PCR asamalan Sicakhk Siire
[k denatiirasyon 94°C 1dk
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Yapigma 48°C (16S) 52°C (ITS) 30 sn
Uzama 72°C 1,5dk
Son uzama 72°C 10 dk
Dongii sayisi 34
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Tablo 2.3: Tammlama PCR’inda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar

Bilesenler 25 pL kansim icin kullanilan miktar
10xDream Buffer (20 mM) 2,5 uL
dNTP (2,5 mM) 2 uL
ileri Primer (10 pM) 1 uL
Geri Primer (10 uM) 1 uL
DNA 1,5 uL
Dream Taq polimeraz (25umol, 100mM) 0,25 uL
dH20 16,75 uL

Tablo 2.4: Kullanilan ileri Ve Geri Primer Dizilimleri

ileri Primer Geri Primer
16S  27F (Medsantek) 1492R (Medsantek)
PCR (5AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’) (5’TACCTTGTTACGACTT3’)

NL4 (Macrogen)
(5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG’
3)

NL1 (Macrogen)
(5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG’
3)

26S
PCR

2.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Rep-PCR vasitasi ile ¢ogaltilan DNA bolgelerinin boyutlaria gore ayrilmasi iglemi
agaroz jel elektroforezinde (Bio-Rad, ReadySub-Cell GT, ABD) gergeklestirilmistir
(Lee wvd. 2012; Helling, Goodman ve Boyer, 1974). Jelde yiiriitmenin
gerceklestirilmesi amact ile rep-PCR i¢in %1,5’luk, 16S ve 26S PCR i¢in %0,8’lik
agaroz (Sigma) jel kullanilmigtir (Cerit, 2003). Bu baglamda agaroz hassas terazide
1,5 g tartilmasinin ardindan 50x TAE (Tris-EDTA- asetik asit) (Bio-Rad)’den
seyreltilmesi ile hazirlanan 100 mL 1XxTAE c¢ozeltisi ilave edilmistir. Elde edilen
karigim mikrodalga firimda homojen hale gelene kadar (yaklasik olarak 2 dak.)
1sitilmig, ardindan 55-60°‘ye kadar sogutularak i¢ine 5 pL niikleik asit boyas1 Safe-
Red (Intron) ilave edilmistir. Oda sicakliginda bekleterek sogutulmasi saglanan jel,
elektroforez kabma dokiilerek kuyucuklarin olugmasi amaciyla taraklar {izerine

yerlestirilmistir. Katilagmasi i¢in yaklagik 25-30 dakika bekletilmesinin ardindan
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kuyucuklar1 olusan jel, yatay elektroforez tankina (Major Science Mini-300) alinarak
Ix TAE ¢ozeltisiyle doldurulmustur. Parafilm tizerine PCR 6rneklerinden 10 pL,
boyadan 2 puL olacak sekilde karisimlar hazirlanmis, her biri mikropipet yardimiyla
kuyucuklara aktarilmigtir. DNA izolat bant boylar1 ve dogrulugunu tespit edebilmek
adina jelin en bastaki kuyucuguna markdr olarak 1 pL A/HindIIl (0.5 pg/uL,
GeneDirex), 1 uL 6x DNA Loading Dye (GeneDirex) ve 4 uL. dH2O karistirilarak
yiikklenmis, en son kuyucuga ise Ladder’dan (100bp, Gene Direx) 6 uL olacak
sekilde yiiklenmistir (Sekil 2.3). Yiikleme isleminin gergeklestirilmesinin ardindan
elektroforez gii¢ tankina baglanarak rep-PCR igin 45 Volt’ta yaklasik 4 saat, 16S ve
26S PCR’lart icin 100 Voltta 45 dakika vyiiriitme islemi gerceklestirilmistir.
Yiritilen jel, goriintileme cihazinda (Bio-Rad Gel Doc EZ Imager) Etidyum
Bromid tablada goriintiilenmistir. Elde edilen bantlar gruplandirma isleminin
gerceklestirilmesi amaciyla markorler vasitasi ile incelenmis, DNA izolatlarin her
biri gruplandirilmistir. GTG5 ile gruplandirilmig, ardindan 16S ve 26S tanimlama
PCR’1na tabi tutulan izolatlara, agaroz jel elektroforezinde agaroz miktar1 %0,8
olacak sekilde jelde 100 Voltta 45 dakika yiiriitme islemi gerceklestirilmistir
(Theiman ve Palladino, 2013; Sambrook, vd., 1989).

Lambda DNAHIndill Marker DNA Mass Base Pairs
(ng/5u)
bp
e 2117
e 16
e — 557
bl 1351 40 — 3000
p— 1 70 —1,500
== B
— 800
30 — 700
30 — 600
90 — 500
u 40 — 400
£ 564 30 —300
E 40 — 200
a
g 40 — 100
&
"
1.5 % TAE agarose gel
(a) (b)

Sekil 2.3: %1,5 Agaroz Jelde Yiiriitiilmiis (a) A DNA HindIII Markor & (b) Ladder
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2.2.8. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Jel yiiriitme iglemi sonucunda bant olusumu gozlenen Ornekler tespit edilmis ve
tanimlama isleminin gergeklestirilmesi amaciyla, aynm1 kosullarda 50 pL. PCR
uygulanmis ve saflagtirma islemine tabi tutulmustur. PCR iriinlerinin saflagtirma
islemini gergeklestirmek amaciyla GeneJet PCR saflagtirma kiti (Thermo Scientific)
kullanim klavuzunda bulunan yonergeler dogrultusunda kullanilmistir (Anonim,
ThermoScientific, User guide, 2016). Her 6rnek basma toplamda 65 pl. PCR iiriinii
1,5 mL’lik santriftij tiiplerine aktarilmis, lizerlerine 65 pL kit icerisinde bulunan
Binding Buffer ilave edilmistir. Bu esnada sar1 rengin gozlemlendigi 6rnekler 65 pL
isopropanol (Sigma-Aldrich) ilavesi ile birka¢ saniye vortex islemine tabi
tutulmustur. Elde edilen karisim kit igerisinde bulunan kolonlara pipet yardimiyla
aktarilarak 13.000 rpm’de 1 dk santriflij edilmis ve altta kalan sivi dokiilmiistiir. Yine
kit igerisinde mevcut olan Wash Buffer’dan 700 pL pipet yardimiyla kolonlara ilave
edilerek tekrardan 13.000 rmp’de 1 dk santrifiije tabi tutulmustur. Altta kalan sivi
atildiktan sonra 13.000 rpm’de 1 dk bu defa bos santrifiij yapilmis kolonlar yeni
steril santrifiij tiiplerine yerlestirilmis ve {lizerlerine kit iginde mevcut olan Elution
Buffer’dan 50 uL ilave edilerek 13.000 rpm’de 1 dk yeniden santrifiij edilmistir.
Ardindan kolonlar atilarak tiiplerin agz1 kapatilip kalan sivi -20°°de muhafaza
edilmek tizere kaldirilmistir. Saflastirma isleminin sonucunu gérmek igin elde edilen
ornekler yeniden jelde yiiriitiilmiistiir. Bu defa 6rneklerden 5 pL almarak 1 pL boya
ile karstirilip jele yiliklenmis ve 80 — 95 voltta yaklasik 45 — 60 dk yiiriitme islemi
gergeklestirilmistir. Jel Etidyum bromid tablaya almarak jel goriintiileme cihazinda

gbzlemlenmistir

2.2.9. Dizi Analizi

Bant gozlemlenen saflagtirma iriinlerinden dizilim analizine gonderilmek tizere 20
puL ve kullanilan PCR primerlerinden de her 6rnek i¢in 2 uL ayr1 ayri steril tiiplere
aktarilmistir. Sekanslama islemi MedSantek firmasinda gergeklestirilmistir. Sanger
Sekans yontemiyle sekanslama yapilan Orneklerin kromatogramlart CLC Main
Workbench 8 programi yardimiyla goriintiilenerek DNA dizilimleri BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) benzerlik
programmda  karsilagtirilmistir  (Armani  vd, 2015). %2100 benzerlik

gozlemlenemeyen suslarda tip sus dizilimleri Clustal Omega (http://www.clustal.org)

programinda karsilastirilarak en benzer sonug veren suslar kabul edilmistir.
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2.2.10. istatistiksel Analizler

Yapilan analizler neticesinde elde edilen veriler, JMP 14.1 programi kullanilarak
sonuglar arasinda farkin bulunup bulunmadigi tek yonlii varyans analizi vasitasiyla
test edilmistir. Gruplar arasindaki farklilik, %95 giiven araliginda (p<0,05), Tukey-
Kramer HSD testi ile belirlenmistir.
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UCUNCU BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Salgam Orneklerinin pH Degerleri

Hamur fermantasyonunun 5. giinii, havug fermantasyonunun 3., 5., 7., 10., giinii
degerleri Tablo 3.1’de belirtildigi gibidir. pH degerlerinin fermantasyon siiresince
giderek diistiigii gdzlemlenmistir. Ozler ve Kilig (1996) farkli yontemlerle iiretilen
salgam Ornekleri lizerine yaptiklari analizlerde pH degerlerinin 3,34 ile 3,37 arasinda
degistigini goérmiislerdir. Bir bagka calismada ise Canbas ve Fenercioglu (1984)
salgam sularinin pH degerlerinin 3,50 ile 3,78 arasinda degistigi sonucuna
ulagmiglardir. Canbas ve Deryaoglu, (1993) fermantasyonunu tamamlamis bir
salgam suyunun pH’min 3.33-3.67 arasinda oldugunu belirtmistir. Erginkaya ve
Turhan (2016) yapmis olduklar1 ¢alismada, hamur fermantasyonunun son giiniinde
pH’m 3,90, salgam suyu fermantasyonunun 8. giiniinde ise pH degerinin 3,26
oldugunu tespit etmislerdir. Tangiiler (2010) farkli isletmelerden temin ettigi salgam
sularinin baslangicta pH degerlerinin 2,76-6,86 araliginda, fermantasyon sona erip
satisa hazir hale gelen salgam sularmin pH degerinin ise 3,28-3,48 araliginda
oldugunu ifade etmistir. TSE ise satisa hazir salgam suyunun pH degerinin 3.3-3.8
arasinda olmasi gerektigini belirtmistir (Anonim, 2003). Salgam suyunun ortalama
fermantasyon siireci bitisini 7. giin olarak baz alirsak, tespit edilmis olan 3,55(+0,01)
- 3,56(£0,01) pH deger araligi hem yapilan ¢aligmalarla hem de TSE’nin belirlemis
oldugu standartlarla uyumlu oldugu gozlemlenmistir. Fermantasyonun 10. giiniinde
meydana gelen yikim reaksiyonlar1 sebebiyle laktik asit aciga ¢iktigindan pH’da
giderek bir diisiis yasandigi diigiiniilmiistiir. Salgam suyunun hem fermantasyon

stirecindeki degisimleri hem de iki salgam suyu Orneginin arasindaki istatistiksel
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veriler géz Oniinde bulunduruldugunda aralarinda anlamli bir farklilik olmadig:

gbzlemlenmistir (p<0,05) (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Hamur ve Salgam Suyunun Fermantasyon Siirecindeki pH Degerleri

pH
Salgam A Salgam B
Hamur 3,98+0,005%2
3. Giin 3,73+0,0052 3,70+0,0052
5. Giin 3,66+0,0182 3,63+0,01¢
7. Giin 3,55+0,01%2 3,56+0,01P2
10. Giin 3,28+0,01°2 3,23+0,01F2

(p<0,05)

Biiyiik harfler farkli fermantasyon giinlerinin, kii¢iik harfler ise iki salgam suyu
orneginin karsilagtirmasini gostermektedir.

3.2. Mikrobiyolojik Analiz Sonuc¢lar

Salgam suyu iiretiminde {iretimin ilk sathasi olan hamur fermantasyonu isleminde
kullanilan hamurun bakteri sayimi degerleri Tablo 3.2°de gosterildigi gibidir.
Hamurun mikrobiyal profilinin belirlenmesi amaciyla TMAB i¢in PCA, LAB sayimi
icin MRS ve M17, maya sayimi yapmak iizere PDA ve koliform tespiti i¢in VRBA
besiyerlerine ekim yapilmistir. Hamurda hi¢ koliform bakteri gézlemlenmemekle
birlikte, en diisiik degerin LAB (MRS) 6,57(+0,02) log kob/g ve en yiiksek degerin
M17°de gelisen bakteriler 7,44(+0,01) log kob/g oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: Hamur Orneginde Mikroorganizma Sayim (log kob/g)

Mikrobiyal yiik (log kob/g)

TMAB 7,34+0,08
LAB (MRS) 6,57+0,02
M17°de gelisen bakteriler 7,44+0,01
Maya 6,91+0,02

Koliform 0+0
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Her iki salgam suyu Orneginin fermantasyon siirecindeki laktik asit bakterilerini
4tespit etmek amactyla MRS besiyerine ekim yapilmistir. Bu dogrultuda Salgam A
ornegindeki en diisiik degerin 10. giinde 7,81(+0,0) log kob/mL oldugu ve en yiiksek
degerin 5. giinde 7,88(+0,01) log kob/mL oldugu gézlemlenmistir. Fakat istatistiksel
olarak ornekler arasinda bir fark bulunmamistir (Tablo 3.3). Salgam B 6rneginde ise
3. ve 5. giin degerleri (7,93(+0,02) ve 8,04(x0,06)), 7. Ve 10. giin degerlerinden
(7,89(%0,04) ve 7,68(+0,02)) daha yiiksek bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizler
neticesinde iki salgam suyu arasinda bir farklilik bulunmadigi tespit edilmistir (Tablo
3.3).

Tablo 3.3: Salgam Orneklerinde LAB Sayim (log kob/mL)

LAB (MRS) (log kob/mL)

Salgam A Salgam B
3. giin 7,830,007 7,930,024
5. giin 7,880,017 8,040,062
7. giin 7,80+0,00" 7,89+0,044B2
10. giin 7,810,047 7,68+0,0252

Biiylik harfler farkli fermantasyon giinlerinin, kiigclik harfler ise iki salgam suyu
orneginin karsilagtirmasini gostermektedir.

Salgam A ve Salgam B Orneklerinde fermantasyon siirecindeki laktik streptokoklarin
daha detayli analizi i¢in M17 besiyerine ekim yapilmistir. Salgam A 6rneginde en
diisiik bakteri sayismin 3. giinde 7,08(+0,90) log kob/mL ve en yiiksek 10. giinde
7,89(%0,00) log kob/mL oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.4). Salgam B 6rneginde ise
en diigiik degerin 7,085(+0,9) log kob/mL ve en yiiksek degerin 7. giinde 7,89(+0,01)
log kob/mL oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber her iki paralel i¢in de 5., 7. ve
10. giinler arasinda istatistiksel agidan bir fark bulunmamaktadir. Iki salgam suyu
orneginde M17°de gelisen bakteri sayilar1 istatistiksel olarak ele alindiginda

aralarinda anlaml bir fark bulunmadig1 gozlemlenmektedir (p<0,05).
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Tablo 3.4: Salgam Orneklerinde M17°de Gelisen Bakterilerin Sayis1 (log
kob/mL)

M17 besiyeri ile saptanan bakteri sayis1 (log kob/mL)

Salgam A Salgam B
3. glin 7,08+0,90% 7,080,902
5. giin 7,770,034 7,770,034
7. glin 7,80+0,05%2 7,89+0,0142
10. giin 7,89+0,0042 7,81+0,05%

Biiyiik harfler farkli fermantasyon giinlerinin, kii¢iik harfler ise iki salgam suyu
orneginin karsilagtirmasimi gostermektedir.

Salgam suyu Orneklerinin fermantasyon silirecindeki maya sayisinin tespit edilmesi
icin PDA besiyerine ekim yapilmistir. Salgam A 6rneginde en yiiksek maya sayisina
5. giinde rastlanmis (6,24+0,00), diger giinler arasinda istatistiksel bir farklilik
gbzlenmemistir. Salgam B 6rneginin en diisiik 10. giinde 5,84(+0,02) log kob/mL ve
en yiikksek degerinin 3. giinde 6,24(+0,00) log kob/mL oldugu goézlenmektedir.
Giinler arasinda istatistiksel olarak fark bulundugu goriilmektedir. Her iki salgam
arasindaki maya saymmi farkma bakildiginda anlamli bir fark olmadigi (p<0,05)

goriilmektedir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5: Salgam Orneklerinde Maya Sayimi (log kob/mL)

Maya sayisi (log kob/mL)

Salgam A Salgam B
3. glin 5,78+0,265 5,92+0,155¢2
5. giin 6,240,002 6,24+0,005
7. glin 5,92+0,0052 5,92+0,005¢
10. giin 5,840,025 5,84+0,02¢2

Biiylik harfler farkli fermantasyon giinlerinin, kiigiik harfler ise iki salgam suyu
orneginin karsilagtirmasini gostermektedir.
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Salgam suyunun fermantasyon siirecindeki TMAB sayisini tespit etmek amaciyla
PCA besiyerine ekim yapilmistir. Yapilan ekim sonucu elde edilen bakteri sayimlari
Salgam A Orneginde en disiik 7. ve 10. giinde 7,90(+0,02) ve 7,92(+0,01) log
kob/mL ve en yiiksek 5. giinde 8,35(x0,07) log kob/mL oldugu goriilmektedir.
Salgam B 0Orneginde ise 3. ve 5. giin degerleri (8,39(+0,01) ve 8,33(+0,12)) en
yiiksek, 10. giin degeri (7,71(£0,00)) en diisiik bulunmustur. iki salgam suyu 6rnegi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi gézlemlenmektedir (Tablo
3.6).

Tablo 3.6: Salgam Orneklerinde TMAB Sayim (log kob/mL)

TMAB (log kob/mL)

Salgam A Salgam B
3. giin 8,17+0,02A82 8,39+0,0143
5. giin 8,35+0,0772 8,33+0,1272
7. giin 7,90+0,0252 8,05+0,1082
10. giin 7,92+0,0182 7,71+0,008¢2

Biiylik harfler farkli fermantasyon giinlerinin, kiiciik harfler ise iki salgam suyu
orneginin karsilagtirmasini gostermektedir.

Salgam suyu fermantasyon siirecindeki koliform sayimi igin VRBA besiyeri
kullanilmistir. Bu dogrultuda Salgam A ve B Orneklerinin 3. giinii haricindeki
fermantasyon siireclerinde koliform gozlemlenmemistir. Istatistiksel olarak 6rnekler
arasinda anlamli bir farklilk bulunmadigi goézlemlenmistir. Bu durumun
fermantasyonun asitlik degerinin giin gegtikge diisiis gostermesinden ve koliform
varliginin bu asitlik degerlerinde gozlenememesinden kaynaklandig: ifade edilebilir
(Tablo 3.7).
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Tablo 3.7: Salgam Orneklerinde Koliform Sayim (log kob/mL)

Koliform sayis1 (log kob/mL)

Salgam A Salgam B
3. giin 4,53+0,06" 4,73+0,26"
5. giin 0052 0052
7. giin 0+082 0082
10. giin 04082 0+082

Biiyiik harfler farkli fermantasyon giinlerinin, kii¢iik harfler ise iki salgam suyu
orneginin karsilagtirmasini gostermektedir.

Erginkaya ve Turhan (2016) salgam suyu fermantasyonunun sonunda laktik asit
bakterilerinin 8,13 log kob/mL, mayanin ise 7,46 log kob/mL’ye ulastigini ifade

etmistir.

Utus (2008) salgam suyu fermantasyonunun bitiminde LAB sayismi 7,49 log
kob/mL; Glines (2008) 8,95 log kob/mL olarak tespit etmistir.

Agirman ve Erten (2018) tarafindan yapilan calismada fermantasyonun basinda
LAB, TMAB, toplam maya, Saccharomyces olmayan maya ve koliform bakteri
sayilarinin sirayla 8,45 - 8,73 log kob/mL, 8,34 - 8.63 log kob/mL, 8.33 - 8.56 log
kob/mL, 6.45 - 6.80 log kob/mL, 3,45 - 4.52 log kob/mL oldugu bildirilmistir.
Mikroorganizma sayisinin, hamur fermantasyonu esnasinda arttig1 ifade edilmistir.
Fermantasyon sonunda ¢alismada LAB, TMAB, toplam maya ve Saccharomyces
olmayan maya ve koliform bakteri sayilar1 10.27 - 10.50 log kob/mL, 9.97 - 10.18
log kob/mL, 9.70 - 9.90 log kob/mL, 9.35 - 9.77 log kob/mL, ve 4.24 - 5.00 log
kob/mL olarak belirtilmistir. Elde edilen veriler neticesinde mikrobiyal sayilardaki
hizli artigin, hamur fermantasyonunun ana maddesi olan setikteki yiiksek besin
icerigi ve mikroorganizmalarin fermantasyon ortamma hizli adaptasyonundan

kaynaklandig ifade edilmektedir.

Tangiiler ve Erten (2012) ticari olarak iiretimi saglanan salgam sularindan yapmis
olduklar1 bakteri sayimi neticesinde laktik asit bakterilerini 6,97 log kob/mL,
mezofilik aerobik bakterileri 6,72 log kob/mL, mayalar1 5,64 log kob/mL,
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Saccharomyces olmayan mayalari ise 4,47 log kob/mL ve koliform bakterileri ise
1,49 log kob/mL olarak tespit etmislerdir.

Tangiiler, Saris ve Erten (2015) mikroorganizma sayimlar1 sonucunda laktik asit
bakterilerini 7.43-7.74 log kob/mL, toplam mezofilik aerobik bakteri sayisini 7.03-
7.46 log kob/mL, maya sayisin1 6.96-7.50 log kob/mL ve Saccharomyces olmayan

mayalarm sayisini ise 4.21 - 5.19 log kob/mL olarak tespit etmislerdir.

Cakir (2011) yiiksek lisans tezinde salgam suyu orneklerinde toplam mezofilik
aerobik bakteri sayism1 3,0x10%- 8,86x10° kob/mL olarak bulmustur. Aric1 (2004) ise
yapmis oldugu ¢alismada toplam mezofilik aerobik bakteri sayisini 8,0 x10°-6,1x 10’
kob/mL arasinda bulmustur. Cakir (2011) yapmis oldugu analizler neticesinde
koliform bakteri sayisin1t 10 kob/mL’nin altinda tespit etmis yahut hig

gozlemlememistir.

Bu ¢alismada laktik asit bakterilerinin sayis1 fermantasyonun sonunda 7,80 - 7,89 log
kob/mL olarak bulunmustur. Yapilan diger ¢caligmalarda laktik asit bakterileri sayis1
en yiiksek 10,50 log kob/mL (Agirman ve Erten, 2018) ile en diisiik 6,97 log kob/mL
(Tangtiler ve Erten, 2012) arasinda bulunmustur. Bu dogrultuda elde ettigimiz

verinin diger ¢alismalarla benzerlik arz ettigi goriilmektedir.

Yapilan bu c¢alisma neticesinde TMAB sayist 7,90- 8,05 log kob/mL olarak
bulunmustur. Diger ¢alismalarda ise TMAB sayis1 10,18 log kob/mL (Agirman ve
Erten, 2018) ve 6,72 log kob/mL (Tangiiler ve Erten, 2012) araliginda bulunmustur.
Bu baglamda elde ettigimiz verinin yapilan diger calismalarla benzerlik arz ettigi

gbzlenmektedir.

Bu ¢aligmada fermantasyonun sonunda elde edilen veriler neticesinde maya sayist
5,92 log kob/mL olarak bulunmustur. Yapilan diger calismalarda ise 9,90 log
kob/mL (Agirman ve Erten, 2018) ve 5,64 log kob/mL (Tangiiler ve Erten, 2012)
araliginda tespit edilmistir. Bu dogrultuda elde edilen veri diger ¢aligmalarla uyum

saglamaktadir.
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Bu c¢aligmada fermantasyonun 3. giinii hari¢, koliform bakteriye rastlanmamistir.
Yapilan diger ¢alismalarda en yiiksek 5.00 log kob/mL (Agirman ve Erten, 2018)
sayisimna sahip koliform bakteri, Cakir (2011)’in yapmis oldugu c¢alismada 10
kob/mL’nin altinda tespit etmis yahut hi¢ gézlemlememistir.

3.3. Laktik Asit Bakterilerinin Identifikasyonu

Yapilan  analizler ve ekimler sonucunda identifikasyonu  hedeflenen
mikroorganizmalardan 110 bakteri ve 36 adet maya segilerek DNA izolasyonu
saglanmig, ardindan elde edilen izolatlar1 gruplandirmak amaciyla rep-PCR
yapilmistir. Parmak izi goriintiilerini belirlemek amaciyla elektroforez uygulanmis ve
elde edilen jel goriintiileri sonucunda benzer profile sahip izolatlar gruplandirilmistir.
Benzer bant profiline sahip izolatlar bakteriler i¢in 34, mayalar igin ise 6 grup

dahilinde incelenmistir.

MRS agar ile elde edilen laktik asit bakterilerinden toplamda 56 bakterinin DNA
izolasyonu saglanmis, rep-PCR sonrasi parmak izi belirlemek amaci ile uygulanan
elektroforez sonucunda 16 6rnek bant goriintiisii vermemistir. Bant goriintiisii veren

40 ornek 10 grup altinda toplanmistir (Sekil 3.1).

2 . = = a— e ——— —
M SBt SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7 sSBs SB9 SB10

il

SR10D
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B14-SB56
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Sekil 3.1: MRS besiyerinden izole edilen LAB suslarinin rep-PCR jel goriintiileri

A: SB1, SB2, SB3, SB4, SB5, SB6, SB7, SB8, SB9, SB10; B: SB2, SB11, SB12,
SB13, SB14, SB15, SB16, SB17, SB18, SB19, SB20, SB21, SB22, SB23, SB24,
SB25, SB26; C: SB14, SB15, SB23, SB31, SB35, SB41, SB46, SB50, SB51, SB53,
SB54, SB55, SB56; D: SB27, SB28, SB29, SB30, SB31, SB32, SB33, SB34, SB35,
SB36, SB37, SB38, SB39, SB40, SB41, SB42, SB43; E: SC51, SC52, SC53, SC54,
SB44, SB45, SB46, SB47, SB48, SB49, SB50, SB51, SB52 izolatlarma ait UV
altindaki jel goriintiileridir. SB(-) ve SC(-) negatif kontroldiir. Bastaki M A/HindIII
Markor, sondaki M Ladder’a ait ifadelerdir. Markor biytikliikleri Sekil 2.3°de
goriildiigi gibidir.

Ardindan belirlenen gruplarin her biri igin, elektroforezde en parlak ve belirgin
goriintii veren 6rnekler grubu temsilen segilerek 16S PCR uygulanmistir (EK1). Bu
dogrultuda 16S PCR uygulanan grup oOrneklerinin DNA kalitesini 6grenmek
amaciyla elektroforezde bakilmis ve hepsinde arzu edilen parlakligin oldugu
gozlemlenmistir (Ek1). Orneklerin dizilimi 1492R primeri (geri primer) ile
belirlendigi i¢in gelen sonuglar ilk olarak Reverse Complement yardimi ile diize
cevrilmis, ardindan BLAST ve Clustal Omega ile baz dizilimleri karsilastirilarak
hangi laktik asit bakterisi oldugu tespit edilmistir. ilgili kiitiiphane ile karsilastirilan
SBK-SBL-SBI gruplarinin Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus pentosus
bakterilerinin ikisine de benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Net bir sonuca varmak
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amaciyla SBK-SBL-SBI gruplarini temsil eden laktik asit bakterilerin dizilimi 27F
(ileri primer) ile tekrar belirlenmis ve her birinin L. plantarum oldugu kesinlik
kazanmustir. Bu karsilastirmalar sonucunda fermantasyon siiresince izole edilen 10
gruptan 8 tanesinin L. plantarum, 2 tanesinin Lactobacillus brevis oldugu
saptanmustir. Dolayisiyla 38 susun L. plantarum, 2 susun ise L. brevis oldugu tespit
edilmistir (Tablo 3.8). Bu zamana kadar salgam suyundan izole edilen bakteriler g6z
Oniine alindiginda en baskin laktik asit bakterisinin Lactobacillus plantarum oldugu
tespit edilmis, Sekil 3.2°de goriildiigii lizere yapmis oldugumuz ¢alismada da ayn

sonug elde edilmistir .

Tablo 3.8: MRS Besiyerinden izole Edilen LAB Suslarinin rep-PCR Gruplari

ve Secilen izolatlara Uygulanan 16S PCR ile Identifikasyonu

BLAST

Izolat [zolat Benzerlik Fermft ntas.yon Tam Sonucu
Gruplan Kodu Oram Giinleri
SB6
SB35 0 Lactobacillus
SBA 3BT %100 Hamur plantarum
SB8
SBF SB11 94,99.77 Salgam 1- ) Lactoba(':zllus
Fermantasyon 3. Giin brevis
SB13 0 Salgam 1- Lactobacillus
SBE SB12 7099.76 Fermantasyon 3. Giin plantarum
Salgam 2 — Lactobacillus
SBG SB26 %100 , .
Fermantasyon 5. Gilin brevis
Salgam 2 -
SB28 Fermantasyon 5. Giin
SB45 0 Salgam 2 Fermantasyon Lactobacillus
SBJ SB47 7099.76 10. Giin plantarum
Salgam 1 -
SB52 Fermantasyon 10. Giin
Salgam 2 -
SB29 Fermantasyon 5. Giin Lactobacillus
SBK —_— %99
SB30 Salgam 1 - plantarum
Fermantasyon 5. Giin
SBN SB34 %100 Salgam 2 - ) Lactobacillus
Fermantasyon 7. Giin plantarum
SBI Salgam 1 -
SB36 Fermantasyon 7. Giin
SB27 94100 Salgam 1 - ) Lactobacillus
Fermantasyon 5. Giin plantarum
SB38 Salgam 2 -

Fermantasyon 7. Giin
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Salgam 1 -

SB40 Fermantasyon 7. Giin
Salgam 2 -
SB42 Fermantasyon 7. Giin
Salgam 1 -
SBa4 Fermantasyon 7. Giin
Salgam 1 -
SBS5 Fermantasyon 10. Giin
Salgam 1 -
SB31 Fermantasyon 5. Giin
SB35 Salgam 1 -
SB41 Fermantasyon 7. Giin
Salgam 2 - Lactobacillus
0
SBL SB46 7100 Fermantasyon 10. Giin plantarum
SB50
SBS51 Salgam 1 -
SB53 Fermantasyon 10. Giin
SB54
Salgam 2 -
SB56 Fermantasyon 10. Gilin
Salgam 2 —
SBI7 Fermantasyon 3. Giin
Salgam 1 —
SB22 Fermantasyon 3. Giin
Salgam 2 —
SBI6 Fermantasyon 3. Giin
Salgam 2 —
o
SBIg 7099.78 Fermantasyon 3.Giin
Salgam 2 — Lactobacillus
SBD SBI9 Fermantasyon 3. Giin plantarum
Salgam 2 —
SB20 Fermantasyon 3. Giin
Salgam 1 —
SB21 Fermantasyon 3. Giin
SB24 Salgam 2 -
94,99.57 Fermantasyon 5. Giin
V] .
SB25 Salgam 2 —

Fermantasyon 5. Glin

*16S rRNA dizilim analizi ile tanimlanan suslar koyu renklidir.
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100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

% Goreceli Bolluk

: m Lactobacillus brevis
i m Lactobacillus plantarum

Hamur 3.Glin 5.Giin 7.Giin 10.Giin
Fermantasyon Giinleri

(a) Salgam 1

| ® Lactobacillus brevis
i m Lactobacillus plantarum

Hamur 3.Glin 5.Giin 7.Giin 10.Giin
Fermantasyon Giinleri

(b) Salgam 2

Sekil 3.2: Salgam Suyunda MRS ile Tespit Edilen Laktik Asit Bakterilerinin

Cesitli Asamalardaki % Dagihimlan
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Laktik asit bakterileri ve onlarin haricinde gesitli takim ve familyalara ait bakterileri
de tanimlamamizi saglayan M17 besiyerinden toplamda 54 bakterinin DNA
izolasyonu saglanmig, rep-PCR sonrasi parmak izi belirlemek amaci ile uygulanan
elektroforez sonucunda bant goriintiisii alinan 6rneklerden, 36 6rnek kendi igerisinde
gruplandirilmistir (Sekil 3.3). 18 adet M17 besiyerinden izole edilen bakteri agaroz
jel elektroforezde goriintli vermemistir. 36 6rnegin profillerinin birbirinden oldukga
farkli oldugu gozlemlenmis ve bu dogrultuda 24 farkli grup olusturulmustur (Sekil
3.3, Tablo 3.9).
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Sekil 3.3: M17 Besiyerinden izole Edilen Bakterilerin rep-PCR Jel Goriintiileri

F: SC1, SC2, Sc3, SC4, SC5, SC6, SC7, SC8, SC9, SC10; G: SC11, SC12, SC13,
SC14, SC15, SC16, SC17, SC18, SC19, SC20; H: SC21, SC28, SC22, SC23, SC24,
SC25, SC26, SC27, SC29, SC30; I: SC9, SC19, SC31, SC32, SC33, SC34; J: SC35,
SC36, SC38, SC40, SC41, SC42, SC43, SC44, SC45, SC46, SC47, SCA8, SCA49,
SC50 izolatlarina ait UV altindaki jel gorintiileridir. SB(-) ve SC(-) negatif
kontroldiir. Bastaki M A/HindIIl Markoér, sondaki M Ladder’a ait ifadelerdir. Markor
biiytiklikleri Sekil 2.3’de goriildigi gibidir.

Belirlenen gruplarin her biri i¢in, elektroforezde en parlak ve belirgin goriintii veren

ornekler, grubu temsilen secilerek 16S PCR yani tanmimlama PCR™1
gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda 16S PCR uygulanan grup orneklerinin DNA
kalitesini 0grenmek amaciyla jel elektroforeze bakilmis ve hepsinde arzu edilen
parlakligin oldugu gdzlemlenmistir. Orneklerin dizilimi 1492R primeri (geri primer)

ile belirlenmis ve daha 6nce anlatildig1 sekilde tanimlanmistir (Sekil 3.3, Tablo 3.9).

Tablo 3.9: M17 Besiyerinden izole Edilen Bakteri Suslarinin rep-PCR Gruplari
ve Secilen izolatlara Uygulanan 16S PCR ile Identifikasyonu

BLAST
Benzerlik
Oranlan

izolat
Kodu

Izolat
Gruplan

Fermantasyon

Giinleri Katalaz

Tan1 Sonucu

Salgam 2 - Lactococcus
Fermantasyon -

SCZ SC3 .
5 Giin lactis

%99,22

Salgam 1 -
SC5 Fermantasyon
5.Glin

Salgam 2 - .
Fermantasyon Bacillus +

7 Giin circulans
Salgam 1 -
Fermantasyon
7. Glin

SCA SC15 %100

SC16

SCQ SC6

%100

Salgam 2 -
Fermantasyon
5. Gilin

Lactobacillus
plantarum

SCX SC8

%100

Salgam 1 -

Pantoea
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Fermantasyon

agglomerans

5. Gilin
Salgam 1 -
SCP SC9 %99,37  Fermantasyon Pantoea
.. agglomerans
5. Giin
Salgam 1 - ]
SCW SC10 %100 Fermantasyon Lactobacillus
. plantarum
5. Giin
Salgam 2 - ]
SCC SC11 %100 Fermantasyon Lactobacillus
.. plantarum
7. Glin
Salgam 2 - ]
SCF SC12 %100 Fermantasyon Lactobacillus
. plantarum
7. Giin
SC13 Salgam 2 -
et Fermantasyon
SCB >e18 %100 7. Giin Lactobacillus
Salgam 1 - plantarum
SC17 Fermantasyon
7. Giin
Salgam 2 -
SCD  SC14 %99  Fermantasyon tapnylacoccus
7 Giin pasteuri
Salgam 1 - .
SCE SC19 %100 Fermantasyon Lactobacillus
. plantarum
7. Glin
Salgam 1 - .
SCR SC20 %100 Fermantasyon Lactobacillus
. plantarum
7. Glin
Salgam 1 - .
SCH SC21 %100 Fermantasyon Lactobacillus
. plantarum
7. Glin
SC22 Salgam 1 - ]
SCG ~ . %100 Fermantasyon Lactobacillus
SC24 . plantarum
7. Glin
Salgam 1 - .
SCJ SC23 %100 Fermantasyon Lactobacillus
. plantarum
7. Glin
Salgam 2 -
SC26 Fermantasyon
SCK %100 10. Giin Lactobacillus
Salgam 2 - plantarum
SC25 Fermantasyon
10. Giin
Salgam 1 -
SCL sc27 %100 Fermantasyon Leuconostoc
. mesenteroides
10. Giin
scl sC28 %100 Salgam 1 - Paenibacillus
Fermantasyon cucumis
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10. Giin

Salgam 2 - .
SCM SC29  %99,75  Fermantasyon Lac:)obaqllus ]
< revis
10. Giin
Salgam 2 -

Micrococcus
0,
SCN SC30 %100 Fermantasyon yunnanensis "

10. Giin
Salgam 2 -
SC32 Fermantasyon
10. Giin Lactobacillus
- 0, -
SCO %100 Salgam 1 - plantarum
SC34 Fermantasyon
10. Giin
Salgam 1 -
SCT  SC33 %100  Fermantasyon Staphhy'o.c‘.’ccus +
- ominis
10. Giin
SC37 Salgam 1 -
Fermantasyon
sCS SC36 9699 3. Giin Leuconostoc i
Salgam 2 - mesenteroides
SC31 Fermantasyon
10. Giin
SC38 Sal )
SC35 algam < —
SCV. ———— %100 Fermantasyon Leuconos_toc -
SC44 . mesenteroides
" 3. Giin
SC45

o 16S rRNA dizilim analizi ile tanimlanan suslar koyu renklidir.

Gergeklestirilen identifikasyon sonucunda LAB haricinde birtakim bakterilerin de
fermantasyona katildig1 gozlemlenmistir. Yapilan tanimlama islemi sonucunda 12
grup, 17 izolatin L. plantarum, 3 grup, 8 izolatin Leuconostoc mesenteroides; 2 grup,
2 izolatin Pantoea agglomerans; 1 grup, 1 izolatin Lactococcus lactis; 1 grup, 3
izolatin Bacillus circulans; 1 grup, 1 izolatin Staphylacoccus pasteuri; 1 grup, 1
izolatin Paenibacillus cucumis; 1 grup, 1 izolatmn Lactobacillus brevis; 1 grup, 1
izolatin Staphylacoccus hominis; 1 grup 1 izolatin ise Micrococcus yunnanensis
oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.4, Tablo 3.9) Yapilan diger arastirma ve
caligmalarda M17 besiyerine ekimi gerceklestirilen bakterilerin sayimi yapilmis
ancak bakteriler izole edilip tanimlanmalar1 saglanmamistir. Bu vesileyle M17
besiyeri, salgam suyunun bakteriyel profilinin daha detayli belirlenmesi amaciyla
kullanilmig ve fermantasyon siiresince oldukga genis yelpazeye sahip mikrobiyotaya
sahip oldugunu goézlemlememizi saglamistir. M17 besiyerinde gelisimi saglanan

bakteriler i¢inde en baskin olanin L. plantarum oldugu tespit edilmistir. Katalaz
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negatif Ozellik gosteren laktik asit bakterilerinin haricinde katalaz pozitif 6zellik
gosteren bakterilere de rastlanmistir. M17 besiyeri kullanarak MRS’de tespit
edilememis laktik asit bakterilerinden Lactococcus lactis ve Leuconostoc
mesenteroides tespit edilmis, bununla birlikte MRS’de tespit edilen L. plantarum ve
L. brevis’e de rastlanmistir. Bunlar haricinde katalaz (+) olup laktik asit bakterisi
olmayan Bacillus circulans, Pantoea agglomerans, Staphylacoccus pasteuri,
Paenibacillus cucumis, Micrococcus yunnanensis, Staphylococcus hominis tiirleri de
tanimlanmistir. M17 besiyeri MRS’ de elde edemedigimiz laktik asit bakterilerinin de

tanimlanmasi i¢in fayda saglamistir.

100% m Staphylococcus hominis
90% E Micrococcus yunnanensis
80% Paenibacillus cucumis
égg‘; : Staphylococcus pasteuri
50% m Pantoea agglomerans
40% m Bacillus circulans
30% Lactococcus lactis
20% E m |actobacillus brevis
10% m Lactobacillus plantarum

0% . . . .

m L euconostoc mesenteroides
Hamur 3.Gin 5.Gin 7.Gin 10.Gin
Fermantasyon Giinleri

% Goreceli Bolluk

(a) Salgam 1

188?;2 | | Stgphylococcus hominis_
< 80% Mlcrc_Jcoc_cus yunnanensis
= 70% Paenibacillus cucumis
R 650% Staphylococcus pasteuri
% 50% m Pantoea agglomerans
:g 40% m Bacillus circulans
O 30% Lactococcus lactis
X 20% ®m Lactobacillus brevis

10% m Lactobacillus plantarum
0% . . . .

m Leuconostoc mesenteroides
Hamur 3.Gin 5.Gin 7.Guin 10.Gin

Fermantasyon Giinleri

(b) Salgam 2

Sekil 3.4: Salgam Suyunda M17 ile Tespit Edilen Bakterilerinin Cesitli Asamalardaki %

Dagilimlan
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Erginkaya ve Hammes (1992), geleneksel yolla, eksi hamur ile iiretilen salgamin
fermantasyon siirecini izleyerek, fermantasyonda etkin olan laktik asit bakterilerini,

L. plantarum subsp. arabinosus, L. fermentum ve L. brevis olarak tanimlamislardir.

Tangiiler (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli isletmelerden temin edilen
salgam sularinin mikrobiyolojik ekimleri MRS besiyerine gergeklestirilmis,
mikroflorasmin geleneksel yontemlerle tanimlanmasi sonucunda, en baskimn laktik
asit bakterisinin L. plantarum oldugu, onu takip eden bakterilerin ise L. brevis ve L.
paracasei subsp. paracasei oldugu ifade edilmektedir. Bu baskin bakterilerin yani
sira L. fermentum, Leu. mesenteroides subsp. cremoris, Leu. mesenteroides subsp.
dextranicum, Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides, Lc. lactis subsp. lactis, Lb.
pentosus, Lb. buchneri, Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, P. pentosaceus

da geleneksel yontemler vasitasi tanimlanmistir.

Tangiiler ve Erten (2011) ticari olarak {iretimi saglanan salgam sularmin
mikrobiyotasinda baskin olan laktik asit bakterisinin L. plantarum oldugunu tespit
etmis ve bunu takiben L. brevis, Lb. del-brueckii subsp. delbrueckii ve Lactobacillus

fermentum bulundugunu belirtmislerdir.

Okcu (2011) hem geleneksel hem de direkt salgam suyu iiretimi yapan firmalardan
fermantasyon silireci boyunca alinan ornekler sonucunda en fazla izole edilen LAB

tiriiniin L. plantarum oldugu ve bunu Leu. mesenteroides takip ettigini ifade etmistir.

Tangiiler ve Erten (2012) ticari olarak iiretimi saglanan salgam sularimin laktik asit
bakterilerini, fermantasyon siiresince geleneksel yontemlerle tanimlamislardir.
Mikrobiyotasinda baskin olan laktik asit bakterisinin L. plantarum oldugunu tespit
etmis ve bunu L. brevis ve Lactobacillus fermentum takip ettigini gozlemislerdir.
Fermantasyon siiresince Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus pentosaceus,
Lactobacillus delbrueckii de gozlemlendigi ancak yine fermantasyon esnasinda

oldiiklerini ifade etmislerdir.

Bager vd. (2012) yapmis oldugu c¢alismada 16S rRNA-PCR yontemi kullanilarak
salgamin mikrobiyal profili belirlenmistir. Sekanslama sonuglar1 neticesinde baskin

tiirlerin; L. casei, L. plantarum, Lactobacillus acidophilus, L. brevis, Lactobacillus
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helveticus, L. paracasei, Lactobacillus parabrevis, Lactobacillus reuteri, L.
delbrueckii, Lactobacillus gasseri ve Lactobacillus sharpeae oldugu tanimlanmis ve
bu sonuglar dogrultusunda salgam suyunun potansiyel bir LAB kaynagi oldugu ifade

edilmistir.

Tangiiler, Erten ve Saris (2015), tarafindan yapilan ¢aligmada direkt, geleneksel ve
starter kiltlir ilavesiyle (Lb. plantarum, Lb. fermentum ve Lb. paracasei subsp.
paracasei) salgam suyu iiretilmis, bunlarin hem duyusal 6zellikleri degerlendirilip
hem de mikrobiyolojik analizleri molekiiler yontemlerle gergeklestirilmistir. 3 iiretim
yonteminin de fermantasyon baslangici ve sonundaki laktik asit bakterileri
tanimlanmistir. Ug tip fermantasyon c¢esidinden bakteriler Lb. plantarum, Leu.
mesenteroides subsp. mesenteroides, P. pentosaceus, Lb. buchneri, Lb. casei, Lb.
pentosus, Lactobacillus subsp., Lb. brevis, Lb. parabuchneri olarak tespit edilmistir.
Fermantasyonun basindan sonuna kadar tiim Orneklerden izole edilen tiirlerin Lb.
plantarum ve Lb. buchneri oldugu ifade edilmistir. Salgam suyu fermantasyonun
sonunda L. plantarum, L. buchneri, L. brevis bakterilerinin baskin bulunma

sebebinin aside kars1 direncli olmalarindan kaynaklandigi ifade edilmistir.

Erginkaya ve Turhan (2016) tarafindan yapilan arastirmalar sonucunda fermantasyon
stireci esnasinda kiigiik Olgekli isletmelerden temin edilen salgam sularindan izole
edilen en baskin iki mikroorganizmanin L. plantarum ve takiben daha diisiik oranda

L. pentosus oldugu gozlemlenmistir.

Ekinci vd. (2016), tarafindan yapilan calismada salgam suyunun antioksidan
kapasitesi ve mikrobiyotasiin belirlenmesi; salgam suyunun mikrobiyal profilinin
kanser hiicrelerine olan etkileri in vitro yontemlerle incelenmesi amaglanmustir.
Molekiiler yontemler kullanilarak MRS besiyerinden izole edilen laktik asit
bakterileri tanimlanmig, toplamda 21 adet Lactobacillus tiirii tespit edilmistir.
Tanimlananlar arasinda en ¢ok L. plantarum, L. casei, L. brevis ve L. delbrueckii

tiirii ve alt tiirii tespit edilmistir.

Bircan ve Erten (2018) yapmis olduklar1 ¢aligmada Tangiiler (2010) tarafindan farkli

isletmelerden temin edilen ve geleneksel yOntemlerle izole edilen laktik asit
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bakterilerinin starter kiiltiir olma potansiyeli ve bunun igin gerekli teknolojik
ozelliklerinin belirlenmesi amactyla molekiiler yontemler ile tanimlama islemi
gerceklestirmiglerdir. Yapilan DNA dizi analizi sonucunda tanimlanan 72 susun L.
brevis (18), L. fermentum (11), L. plantarum (13), L. buchneri (16), Lactobacillus
casei (5), Leu. mesenteroides (6), Lactobacillus paralimentarius (2), Lactobacillus

casei/paracasei oldugu ifade edilmistir.

Yapmis oldugumuz ¢aligmalar neticesinde MRS besiyerinden izole edilen laktik asit
bakterileri L. plantarum ve L. brevis olarak tanimlanmistir. Yapilan diger
caligmalarda da salgam suyunda en baskin olan bakterinin L. plantarum oldugu ifade
edilmektedir. Bu baglamda elde edilen veriler diger ¢alismalarla uyum

saglamaktadir.

M17 besiyerinin kullanimi ile laktik asit bakterilerinin haricinde ortamda farkli
bakterilerin bulundugu da gozlemlenmistir. Bu baglamda diger ¢alismalardan farkli
olarak katalaz (+) oOzellik gosteren Pantoea agglomerans, Bacillus circulans,
Micrococcus yunnanensis, Paenibacillus cucumis, Staphylococcus pasteuri,
Staphylacoccus hominis bakterileri, molekiiler yontemler ile tespit edilmistir. Hamur
fermantasyonu esnasinda baskin L. plantarum ve S. cerevisiae varligi gézlendiginden
sebep, olusan mikrofloranin yani tanimlanan diger bakterilerin sebzelerden veya

ortamdan geldigi diistiniilmektedir.

3.4. Mayalarin Identifikasyonu

Mayalardan toplamda 36 tanesinin DNA izolasyonu saglanmis, rep-PCR sonrasi
parmak izi belirlemek amaci ile uygulanan elektroforez sonucunda bant profili alinan

orneklerden bant goriintiisii veren 30 izolat 6 grup altinda toplanmistir (Sekil 3.5,
Tablo 3.10).
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SM1-815

SM16-18-SM32

Sekil 3.5: PDA Besiyerinden izole Edilen Maya Suslarinin rep-PCR Jel Goriintiileri

K: SM1, SM2, SM3, SM4, SM5, SM6, SM7, SM8, SM9, M10, SM11, SM12,
SM13, SM14, SM15; L: SM16, SM18, SM19, SM20, SM21, SM22, SM23, SM24,
SM25, SM26, SM27, SM28, SM29, SM30, SM31, SM32 izolatlarma ait UV
altindaki jel goriintiileridir. SM(-) ve S(-) negatif kontroldiir. Bastaki M A/HindIII
Markor, sondaki M Ladder’a ait ifadelerdir. Markor biiytiklikleri Sekil 2.3°de
goriildiigii gibidir.
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Tablo 3.10: PDA Besiyerinden izole Edilen Maya Suslarinin rep-PCR Gruplar
ve Secilen izolatlara Uygulanan 26S PCR ile identifikasyonu

izolat izolat BLAST Fermantasyon
Benzerlik .. . Tanm Sonucu
Gruplan Kodlu Giinleri
Oranlan
Saccharomyces
0,
SMC SM8 %100 Hamur cerevisiae
SM10
SMs Hamur Saccharomyces
0,
SMA SM4 %100 Sal . cerevisiae
algam 1 -
SM7 Fermantasyon 5. Giin
Salgam 2 -
SM12 Fermantasyon 3. Giin
SM5
SM6 Hamur
SM9
SM11 Sal 5
oniia algam 2 -
SM13 0 . Saccharomyces
SMB Mid %100 Fermantasyon 3. Giin cerevisiae
Salgam 1 -
SMI5 Fermantasyon 3. Giin
SM1 Hamur
Salgam 1 -
SM33 Fermantasyon 10.
Giin
SM18 Salgam 2 -
SME SM19 9100 Fermantasyon 3. Giin Saccharpr_nyces
Salgam 2 - cerevisiae
sMal Fermantasyon 5. Giin
Salgam 2 -
SM26 Fermantasyon 7. Giin
SM24 1 L
SM2s Fermz?riag;;;n; Giin h
SMD SM27 %100 ' Saccharomyces
—_ cerevisiae
Salgam 2 -
SM28 Fermantasyon 10.
Gilin
SM30 Salgam 2 -
SM29 Fermantasyon 10. . . "
Y %100 Giir?/ Pichia kudriavzevii
SM32 Salgam 1 -
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SMF SM34 Fermantasyon 10.
SM35 Giin

SM36

Ardindan belirlenen gruplarin her biri i¢in, elektroforezde en parlak ve belirgin
gorlintii veren Ornekler grubu temsilen segilerek NL-1 ve NL-4 primerleri
kullanilarak 26S rRNA PCR uygulanmistir. 26S rRNA PCR uygulanan grup
orneklerinin DNA Kkalitesini 6grenmek amaciyla elektroforez bakilmis ve hepsinde
arzu edilen parlakligin oldugu gézlemlenmistir. Bu dogrultuda orneklerin dizilimi
NL-4 primeri (geri primer) ile daha dnce anlatilan sekilde belirlenmis ve maya profili
tespit edilmistir. 5 grubun Saccharomyces cerevisiae, 1 grubun ise Pichia
kudriavzevii oldugu bulunmustur. Dolayisiyla 30 izolattan 23’iiniin S. cerevisiae,

7’sinin ise P. kudriavzevii oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.6, Tablo 3.10).

Erginkaya ve Turhan (2016) tarafindan yapilan aragtirmalar sonucunda fermantasyon
stireci esnasinda kiigiik Olgekli isletmelerden temin edilen salgam sularindan izole
edilen en baskin mayanm S. cerevisiae oldugu tespit edilmis, takiben daha diisiik

oranda Candida krusei tanimlanmustir.
Bu ¢alismada maya olarak ise en baskin mikroorganizmanin S. cerevisiae olmakla

birlikte diger c¢alismalardan farkli olarak mikrobiyotada P. kudriavzevii ‘e

rastlanmastir.
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® Pichia kudriavzevii
m Saccharomyces cerevisiae

Hamur 3.Gin 5.Gin 7.Gin 10.Gin

Fermantasyon Giinleri

(a) Salgam 1

® Pichia kudriavzevii
m Saccharomyces cerevisiae

Hamur 3.Glin 5.Giin 7.Glin 10.Gilin
Fermantasyon Giinleri

(b) Salgam 2

Sekil 3.6: Salgam Suyunda PDA ile Tespit Edilen Mayalarin Cesitli Asamalardaki

% Dagihimlan
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DORDUNCU BOLUM

SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢aligmada salgam suyunun geleneksel yontemlerle iiretilip, fermantasyon
stirecindeki mikrobiyotasinin molekiiler yontemler vasitasi ile tespit edilmesi

amaclanmistir.

Uygulanan pH analizi neticesinde ve fermantasyonun sonu olarak kabul edilen 7.
giiniinde salgam suyu orneklerinin pH’1 3,55 - 3,56 olarak bulunmustur. Elde edilen
pH deger araligmin yapilan diger ¢alismalarla ve TSE’nin belirlemis oldugu

standartlarla uyumlu oldugu gézlemlenmistir.

Yapilan bakteri sayimlar1 neticesinde (fermantasyonun 7. giinde sonlandigi kabul
edilerek) LAB 7,80-7,89 log kob/mL, TMAB 7,90-8,05 log kob/mL, M17’de gelisen
bakteriler 7,80-7,89 log kob/mL, mayalar ise 5,92 log kob/mL diizeyinde oldugu
gbzlenmis, koliform bakterilere ise rastlanmamistir. Elde edilen bu veriler, yapilan

diger ¢aligmalar ile uyum saglamaktadir.

Bu c¢alismada geleneksel metotla iiretilen salgam suyunun mikrobiyal profilinin
tanimlanmas1 amaciyla hamur, 3., 5., 7., ve 10. giinlere ait fermantasyon siirecinden
ornekler almarak LAB’lar icin MRS ve M17, mayalar icin PDA besiyeri kullanilmis

ve molekiiler yontemler vasitasiyla ¢esitli mikroorganizmalar tespit edilmistir.

Yapilan molekiiler analizler neticesinde 76 bakteri ve 30 maya rep-PCR ile

gruplandirilmis, her gruptan bir 6rnek molekiiler tanimlama igin secilmistir.

Bakteriler 16S rDNA, mayalar ise 26S rDNA bolgesinin dizilenmesiyle identifiye

edilmistir. MRS besiyerinden izole edilmis 40 LAB susunun 38’inin L. plantarum,
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2’sinin ise L.brevis oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler yapilan diger
calismalar ile uygunluk gostermektedir. M17 besiyerinden izole edilen 36 izolattan
27 tanesinin laktik asit bakterisi oldugu tanimlanmis ve bunlardan 17 izolatin L.
plantarum, 8 izolatin Leuconostoc mesenteroides, 1 izolatin Lactobacillus brevis, 1
izolatin Lactococcus lactis oldugu tespit edilmistir. Bunlar haricinde katalaz (+) olup
laktik asit bakterisi olmayan 9 izolat tanimlanmig ve bunlardan 2 izolatin Pantoea
agglomerans, 3 izolatin Bacillus circulans, 1 izolatin Staphylacoccus pasteuri, 1
izolatin Paenibacillus cucumis, 1 izolatin Staphylacoccus hominis, 1 izolatin ise
Micrococcus yunnanensis oldugu tespit edilmisti. MRS ve M17 besiyerlerinde
gelisim gosteren bakteriler iginde en baskin Lactobacillus plantarum oldugu tespit

edilmistir.

PDA besiyerinden izole edilen 30 maya izolatindan 23’{iniin S. cerevisiae, 7’sinin ise
P. kudriavzevii oldugu tespit edilmistir. Diger c¢alismalardan farkli olarak

mikrobiyotada P. kudriavzevii ‘e rastlanmistir.

Yapilan bu ¢alisma nihayetinde, diger c¢alismalardan farkli olarak, geleneksel
yontemlerle {iretilen salgam suyu fermantasyonuna katilan laktik asit bakterilerini
tespit etmek icin M17 besiyeri kullanilmistir. Bu vesileyle MRS besiyeri ile tespit
edemedigimiz Leuconostoc mesenteroides ve Lactococcus lactis laktik asit
bakterileri M17 besiyeri ile tespit edilmis olup, bunun yaninda LAB olmayan,
katalaz (+) oOzellik gosteren bakterilerin de tanimlanmasi saglanmistir. Hamur
fermantasyonu esnasinda baskin olarak gézlenen mikoorganizmalarin L. plantarum
ve S. cerevisiae olmasindan dolayi, gozlemlenen bu bakterilerin, havug

fermantasyonu esnasinda sebzelerden veya ortamdan geldigi diistiniilmektedir.

Yapilan bu ¢alismada molekiiler tanimlama yontemlerinden PCR kullanilarak etkin
sonuglar elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglar ileride yapilacak birgok calisma igin
temel olusturarak literatiire katki saglayacak ve bir yol gosterici olacaktir. Geleneksel
salgam suyu Uretiminde eksi maya kullanildigindan, daha sonraki yapilacak
calismalarda S. cerevisiae olmayan mayalarin tespiti i¢in L-lysine agar kullanilarak
molekiiler yontemlerle tanimlama saglanabilir. Geleneksel yontemlerle iiretilen
salgam suyu, farkli eksi maya tiirleri kullanilarak iretilip, olusan mikroorganizmalar
molekiiler yontemlerle incelenebilir. Kiiltiire dayali olmayan ydntemlerle salgam

suyunun mikrobiyotasiin daha detayli bir sekilde tanimlanmasi saglanabilir. Salgam
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suyunun kontrolsliz olarak iretilmesiyle meydana gelen farkli mikroorganizma
profillerinin, aromada ne gibi degisiklikler meydana getirdigi ile ilgili duyusal
analizler gergeklestirilebilir. Salgam suyunun icerigindeki mikroorganizmalarin,
probiyotik 6zellik tasiyip tasimadigi ve saglik lizerindeki etkileri ile ilgili kapsamli

calismalar yapilabilir.
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EKLER

EK1: MRS izolatlarmm 16S PCR jel elektroforez goriintiileri

sB17 SB24 SB6 SB11 SB13 X SB26 SB28 SB29 SB34 SB36 SB55 -)

EK2: M17 izolatlarmin 16S PCR jel elektroforez goriintiileri

Marker sc3 SC5  SCe6 SC8 SC9 SC10
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: - - - - - -t

SCil1 sSC12 sSC13  scia SC19 sc20 SC21  sC22  sc23  SC26  sca7

SC28 SC29 SC30 SC32 sc33 SC37 Sc38 SO
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EK3: PDA izolatlarinin 16S PCR jel elektroforez goriintiileri

-
-
| —

sSM8 sSmMm10 SM12 SM18 SM30

Marker
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