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OZET

Anahtar kelimeler: laktik asit bakterileri, yogurt alt1 suyu, kornison tursusu

Bu c¢alismada sirke ve yogurt alti suyu (YAS) ile iretilmis tursulardan
fermantasyondan sorumlu laktik asit bakterilerinin (LAB) izolasyonu ve
tanimlanmasi, sirke ve yogurt alt1 suyu ile iiretilen tursularin mikrobiyal florasinin
kiyaslanmasi amaglanmistir. Bu nedenle yogurt alti suyu ve sirke ile hazirlanan
salamuralar kullanilarak tursular {iretilmistir ve fermantasyona birakilmistir.
Fermantasyonun 0, 7, 14, 21, 35, 49, 77 ve 105. giinlerinde M17 ve MRS besiyerlerine
ekim yapilarak mikrobiyolojik sayim yapilmistir ve farkli morfolojiye sahip koloniler
secilerek izole edilmistir. Toplamda 257 adet izolat elde edilmistir. Ek olarak her
analiz giiniinde salamura ve kornisona ait tuz, asitlik ve pH degerleri takip edilmistir.
Gram boyama ve katalaz testleri yapilarak laktik asit bakterisi olma ozelligi
gbstermeyen kiiltiirler elenmistir. izolatlara farkli sicakliklarda gelisme, farkli tuz
konsantrasyonlarinda gelisme, farkli pH degerlerinde gelisme, glikozdan gaz
olusturma testleri yapilmistir. Glikozdan gaz olusturma Ozelligine gore 8 izolat
heterofermantatif olarak belirlenmistir. Izolatlarmn en fazla iiremeyi 10 °C sicakliginda
gosterdigi, 45 °C ve 50 °C sicakliklarinda olduk¢a az sayida izolatin gelistigi
goriilmiistiir. 9,6 pH degerinde higbir izolat gelisemezken 4 izolat pH 3 degerinde, 25
izolat pH 4,5 degerinde gelismistir. %10 tuz konsantrasyonuna 2 izolat dayaniklilik
gosterebilmistir. %6,5 ve %2 tuz konsantrasyonlarinda izolatlarin tamamina yakin
gelismistir. Fenotipik 6zelliklerine gore izolatlar gruplandirilarak her bir gruptan
bakteriler secilip API 50 CHL test kiti ile tanimlama yapilmistir. 48 izolatin kit ile
tanimlanmasit yapilmistir. 19 izolat L. pentosus, 29 izolat ise L. plantarum olarak
belirlenmistir. Sonug olarak YAS ve sirke kullanilarak hazirlanan iki farkli salamura
ile tiretilen tursularin mikrobiyal florasinin benzer oldugu goriilmiistiir.

viii



IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA IN _
FERMENTED CORNICHON PICKLES PRODUCED WITH ACID
WHEY AND VINEGAR

SUMMARY

Keywords: Acid whey, pickle, cucumber

In this study, it was aimed to isolate and identify lactic acid bacteria (LAB) responsible
for fermentation from pickles produced with vinegar and acid whey (YAS), and to
compare the microbial flora of pickles produced with vinegar and acid whey. For this
reason, pickles were produced using brine prepared with acid whey and vinegar and
left for fermentation. On the 0, 7, 14, 21, 35, 49, 77 and 105th days of fermentation,
microbial load was determined by inoculation on M17 and MRS. In addition, colonies
with different morphologies were selected and isolated. A total of 257 isolates were
obtained. Salt, acidity and pH values of brine and cornichon were followed on each
analysis day. Gram reaction and catalase tests were analyzed and cultures that did not
show the characteristic of being lactic acid bacteria were eliminated. Growth at
different temperatures, growth at different salt concentrations, growth at different pH
values, and gas formation from glucose were analyzed for the isolates. 8 isolates were
determined as heterofermentative according to their ability to produce CO2 from
glucose. It was observed that the isolates showed the highest growth at 10 °C
temperature, and very few isolates developed at 45 °C and 50 °C temperatures. While
no isolates could grow at pH 9.6, 4 isolates were able to grow at pH 3 and 25 isolates
at pH 4.5. Two isolates were able to show resistance to 10% salt concentration. Almost
all isolates grew at 6.5% and 2% salt concentrations. The isolates were grouped
according to their phenotypic characteristics and the bacteria from each group were
identified with the API 50 CHL test kit. 48 isolates were identified with AP1 50 CHL.
19 isolates were determined as L. pentosus and 29 isolates as L. plantarum. As a result,
it was seen that the microbial flora of the pickles produced with two different brine
prepared using YAS and vinegar were similar.



BOLUM 1. GIRIS

Fermente siit driinlerinde biri olan yogurt, Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus kiiltiirleri kullanilarak laktik asit
fermantasyonu ile elde edilen bir iiriindiir. Yogurdun yiiksek oranda su igermesi
nedeniyle raf 6mri sinirlidir. Bu sorun yogurdun serum kismini siizme yardimiyla
uzaklagtirarak slizme yogurt {iretiminin zamanla yayginlagsmasina neden olmustur.
Yiiksek besin degeri, biyoaktif 6zellikleri ve daha uzun raf 6mrii nedeniyle siizme
yogurdun tiim diinya genelinde iiretimi biiyiikk oranda artmistir. Fakat yogurdun
stiziilmesi ile ortaya ¢ikan yogurt alti suyu (YAS) iireticiler i¢in halen bir sorundur.
Icerigindeki yiiksek laktik asit miktar1 YAS 1n islenebilmesini zorlastirmaktadir. Atik
olarak ¢evreye atildiginda ise ¢evreye, canlilara, su ve suda yasayan canlilara, topraga

zarar vermektedir.

Fermantasyon gidalarin duyusal ve besin o6zelliklerini korumasi amaciyla siklikla
kullanilan basit ama degerli bir biyoteknolojik islemdir. Laktik asit fermantasyonu ile
olusan tursu ozellikle iilkemizde vazge¢ilmez bir sofra iiriintidiir. Tursu salamurasi
degisik formiilasyonlar ile hazirlanabilmekle beraber genellikle salamura sirke ile

hazirlanmaktadir.

Laktik asit bakterileri (LAB) patojen ve bozulma yapan mikroorganizmalar1 inhibe
etmesi Ozelligi ile fermente gidalar icin ¢ok Onemlidir. Laktik asit bakterilerinin
tanimlanmast icin bir takim fenotipik ve genotipik testlerden yararlanilmaktadir.
Fenotipik testler bakterilerin farkli sicakliklarda gelisebilme, yiiksek asitlik ve tuz
konsantrasyonlarina dayaniklilik, glikozdan gaz olusturma, hiicre morfolojileri gibi
ozelliklerini belirleyerek familyadan cinse kadar tanimlama saglayabilmektedir. API

50 CHL ile bakterilerin karbonhidrat fermantasyon karakteristiklerini inceleyerek tiir



ve alttiire kadar tanimlama yapabilmektedir. Genotipik testler ise bakterilerin DNA

karakterlerini belirlemeye yonelik testlerdir.

Bu calismada, sirke ve YAS ile iiretilen hiyar tursularindan, fermantasyondan sorumlu
laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve tursularin mikrobiyal florasinin belirlenmesi

amaciyla tanimlanmasi amaglanmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Siit

Siit dogumdan sonra tiim disi memelilerin meme bezlerinde olusturduklari sivi olarak
tanimlanir. Porselen beyazi (beyaz-krem) renginde, kendine has tat ve kokusu vardir.
Yeni dogan yavrularin spesifik gelisim ihtiyaglarini karsilamak i¢in karbonhidratlar,
proteinler, yaglar, mineraller ve vitaminler gibi temel besinler agisindan zengindir

(Guetouache ve ark., 2014; Foroutan ve ark., 2019).

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi tarafindan hazirlanan “Cig Siit ve Isil islem Gérmiis
Siitler Tebliginde” (2000/6-RG:14.02.2000/23964) ¢ig siit; “bir veya daha fazla inek,
kegi, koyun veya mandanin sagilmasiyla elde edilen, 40 °C’nin tizerinde 1sitilmamis
veya esdeger etkiye sahip herhangi islem gormemis kolostrum digindaki meme bezi

salgisidir” seklinde tanimlamastir.

Mevcut aragtirmalara gére memeden sagilan siitte yaklasik 200 madde bulunmaktadir
(Metin, 2009). Su, yaglar, proteinler, karbonhidratlar ve laktoz makro bilesenler;
vitaminler, mineraller, organik asitler, enzimler, niikleotitler gibi bir¢ok biyoaktif
bilesik ise mikro bilesenler olarak siitiin yapisinda bulunur (Foroutan ve ark., 2019).
Siitiin kimyasal bilesimi hayvan tiirii ve genetigi, ¢evresel kosullar, laktasyon asamasi
ve hayvanin beslenme durumu gibi ¢esitli faktorlerden etkilenebilir (Pereira, 2014).
Siitiin ortalama kimyasal bilesimi Tablo 2.1.’de verilmistir (Poghossian, Geissler ve
Schoning, 2019).



Tablo 2.1. Inek siitiiniin ortalama kimyasal bilesimi (Poghossian ve ark, 2019)

Bilesen inek Siitiindeki Ortalama Icerigi (Yow/w)
Su 87,20
Toplam Protein 3,50
Laktoz 4,90
Yag 3,70
Mineral Tuzlar 0,72
Kazein 2,80

Siitiin en 6nemli bilesenlerinden biri proteinlerdir ve insan diyetinde faydasi oldukc¢a
yiiksektir. Inek siitiinde yaklasik 32 g/L protein bulunmaktadir. Siit proteini esansiyel
aminoasitler bakimindan da zengindir; 18 esansiyel aminoasit igerir. Siit proteini {i¢
nitrojen fraksiyonu olarak siniflandirilir: en fazla (%78) olan ve dort ayri proteinden
(as1-, as2-, B- ve k-kazein) olusan kazein, serum veya peynir alt1 suyu proteinleri (%17)
ve protein olmayan nitrojen fraksiyonu (%5) (Haug ve ark., 2007; Kurajdova ve ark.,
2015; Dupont ve ark., 2019). Siitteki kazein miselleri kolloidal partikiillerdir ve
yogurt, peynir, dondurma gibi jellesmis iirlinlerin {iretiminde biiyiikk 6neme sahiptir.
Kazein pH 4.6’da kolloidal durumunu kaybederek ¢okerken; serum veya peynir alti
suyu proteinleri ¢oziinebilir kalmaktadir. Kazeinin peynir alt1 suyu proteinine orant
tiirler arasi farkliliklar gostermektedir. Peynir alt1 suyu proteinleri; a-laktalbumin, -
laktoglobulin, kan serum albumini, immiinoglobulinler ve ¢esitli mindr proteinler

seklinle gruplandirilirlar (Tuinier ve De Kruif, 2002; Alichanidis ve ark., 2016).

Diger bir 6nemli bilesen ise yagdir. Ortalama olarak siitte yaklasik 33 g/L yag
bulunmaktadir. Siitte yag bir lipoprotein membrani ile ¢cevrelenmis daginik kiirecikler
seklinde bulunur. Siit yag: globiillerinin ¢ap1 hayvan tiirlerine gore degismekle beraber
ortalama olarak 3 — 4 um ¢apindadir. Yag globiil membrani polar lipidler ve zara bagh
proteinlerden olusur. Yag globiil membraninin yaklasik %30’unu olusturan lipid
fraksiyonu fosfolipidler (%25), serebrositler (%3) ve kolesterol (%2) gibi lipitlerden
olusur. Membran meteryalinin geri kalan %70’1 ise proteindir. Siit yag1 esas olarak
triglesiridlerden (yaklasik %98) olusurken, %2’lik kismi ise digliseritler ve
monogliseritler, yag asitleri, steroller, karotenoidler ve yagda ¢dziinen vitaminler
olusturmaktadir (Haug ve ark., 2007; Lindmark Mansson, 2008). Siit yagi globiiliiniin
boyutu siitiin stabilitesi ve teknolojik 6zellikleri {izerinde ¢ok 6nemli etkiye sahiptir.

Yag, yagda ¢oziinen vitaminlerin tagiyicisi olarak gormektedir. Ayrica duyusal olarak



da oldukg¢a 6nemli bir rolii vardir. Siite hos, piiriizsiiz, kadifemsi ve kremsi bir doku
verir. Bircok aroma yag ile iligkilendirilir, aromalarin tadina, yogunluguna ve

dengesine miidahale eder (Guetouache ve ark., 2014; Alichanidis ve ark., 2016;).

Siitteki temel karbonhidrat, bir molekiil D-galaktoz ve 1-4 glikozidik bag ile baglanmis
bir molekiil D-glikozdan olusan laktozdur. Laktoz inek siitiinde ortalama %4,7, kuru
madde de ortalama %37 miktarinda bulunmaktadir. Suyun disinda siitte en ¢ok
bulunan bilesen laktozdur. Siitteki hafif tatli aromadan sorumludur (Demirci ve ark.,
2010). Bir disakkarit olan laktozun tek kaynag: siittiir. Laktoz probiyotik bir sekerdir
ancak yetigkinlerin ince bagirsaklarindaki laktoz aktvitesi onun kullanimu ile ilgili
problemlere sebep olabilmektedir. Laktoz, laktik asit bakterileri i¢in bir karbon
kaynag1 gordiigii i¢in fermente siit iirlinlerinin iiretiminde dnemlidir, fermantasyon
sirasinda ana substrattir. Laktik asit bakterileri laktozu laktik aside fermente eder. Bu
durumda siitiin asitligi artarak pH degeri 6.7°den yaklasik 4.6 degerlerine diiser. Laktik
asit, slit proteinlerinin pH 4.6’da pihtilasmasini neden olur ve bu durum sonucunda
jole benzeri madde olusur. Bu durum yogurt, peynir, kefir gibi fermente siit
tirtinlerinde istenilmektedir ( Harju, 2001; Fox, 2009; Guetouache ve ark., 2014,
Pereira, 2014; Poghossian ve ark., 2019).

Siitiin kiigtlik fakat oldukca dnemli diger bir fraksiyonu ise minerallerdir. Siitte bulunan
mineraller  konsantrasyonlarina makro ve eser elementler seklinde
siniflandirilmaktadir. Tablo 2.2.°de siitte bulunan ana mineraller verilmistir

(Guetouache ve ark., 2014).

Tablo 2.2. Inek siitiinde bulunan gesitli mineraller (Guetouache ve ark., 2014)

Mineral Ca Na P Mg Cl K Fe Cu Zu [
Icerik (ppm) 1180 445 896 105 958 1500 050 0,10 3,80 0,28

Inek siitiinde %0,75-0,80 oraninda mineral madde bulunmaktadir. Mineraller kantitatif
olarak kiiciik bilesenler olmasina ragmen beslenme ve siitiin teknolojik 6zellikleri
acisindan dnemlidirler. Siitiin tamponlama kapasitesine, siitiin pH’sinin korunmasina,
stitlin 1iyonik kuvvetine katkida bulunurlar. Kalsiyum ve fosfat beslenmedeki 6neminin

yaninda kazein misellerinin yapisi ve isleme sirasinda davranisindaki rolleri agisindan



da olduk¢a onemli ana elementlerdir. Kalsiyum ve fosfat protein miselini kazein alt
miselleri arasinda ¢apraz baglar olusturarak stabilize etmektedir. Kalsiyum ve fosfatin
cogu kazein miselleri ile iligkili oldugundan, oranlari siitiin kazein igeriine gore
degisir. 1 litre siitte ortalama 1200 mg Ca bulunmaktadir. Siitteki mineral icerigi
laktasyon durumu, iklim sartlari, ¢evresel faktorler, kalitim gibi durumlardan
etkilenmektedir (Haug ve ark., 2007; Kurajdova ve Téaborecka-Petrovicova, 2015;
Alichanidis ve ark., 2016).

2.2. Yogurt

Yogurt besinsel degeri ve saglik iizerindeki pozitif faydalari nedeni ile olduk¢a 6nemli
fermente bir siit Uriiniidiir. Yogurda verilen 6nem 1907 yilinda Metchnikoff isimli
bilim insaninin “On the Prolongation of Life” isimli kitabinin yayinlanmasi ile daha
fazla artmis ve bu konu flizerine arastirmalar yogunluk kazanmistir. Metchnikoff,
fermente siit Uriinleri tiiketiminin bagirsak florasini dengeledigini ve bdylelikle

Oomriiniin uzamasina yol agabilecegini ileri stirmiistiir (Heller, 2001).

Tirk Gida Kodeksi Fermente Siitler Tebligine gore yogurt “siitiin Lactobacillus
bulgaricus ve Stertococcus thermophilus bakterilerinin laktik asit fermantasyonu ile
meydana gelen koagiile bir siit iirlinii” seklinde tanimlanmaktadir. Tiirk Standartlari
Enstitiisi TS 1330 sayili Yogurt Standardinda ise “Cig siit veya pastorize siit
standartlarina uygun, tercihen homojenize edilmis siitlerin Sterptococcus thermophilus
ve Lactobacillus bulgaricus’un etkisiyle laktik asit fermantasyonu sonucu elde edilen
ve yogurt Kkiiltiirlerini canli olarak iceren fermente bir siit {riinii” olarak

tanimlanmaktadir.

Yogurdun kimyasal bilesimi siite benzemektedir ancak iiretim esnasinda siitiin kuru
madde miktarindaki degisim ve fermantasyon sirasindaki degisimlerden otiirli bazi
farkliliklar olmaktadir. Yogurt siite kiyasla daha fazla protein, kalsiyum, magnezyum,
potasyum, ¢inko, B12 ve B2 vitamini igerir. Bununa birlikte gerceklesen
fermantasyonun da etkisiyle raf 6mrii, protein sindirilebilirligi ve kalsiyum emilimi

artmaktadir (Adolfsson ve ark., 2004; Wang ve ark., 2013; Kdse ve Ocak, 2014).



Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus bakterilerinin bagirsak
sisteminde yasama yetenekleri c¢ok diisiiktiir. Yogurda daha fazla besin degeri
kazandirmak ve fizyolojik 6zelliklerini artirmak amaciyla bu Kkiiltiirlere ek olarak
Bifidobacterium ssp., L. lactis, L. casei, L. acidophilus gibi probiyotik kiiltiirler
kullanilabilmektedir. Ozellikle Bifidobakterler ve Lactobacillus acidophilus yaygin
olarak kullanilmaktadir ve bu kiiltiirler ile iiretilen iiriinler “probiyotik yogurt” olarak
satilmaktadir. Probiyotik yogurdun serum kolesterol seviyesini diislirme, bagirsak
florasin1 diizenleme, kalsiyum absorbsiyonunu ve laktoz kullanimini gelistirme gibi
faydalarinin oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte laktik asit bakterilerinin iirettigi
antibiyotikler ve antimikrobiyal maddeler patojen mikroorganizmalara kars1 koruma
saglamaktadir (Tamime ve Deeth, 1980; Ceyhan ve Alig, 2012; Kose ve Ocak, 2014).

Yogurdun raf 6mrii olduk¢a sinirlidir. Bu durumun nedenlerinden biri yaklagik %85
oraninda su icermesinden kaynaklanmaktadir. Yiiksek su igerigi ve besin madde
miktar1 mikroorganizma faaliyetleri i¢in uygun ortam saglamaktadir. Ayrica yogurt
olusumunu saglayan bakteriler ve enzimlerin diisiik sicakliklarda bile faaliyetlerine

devam etmesi de raf 6mriinde sorunlara yol agmaktadir.

Yogurdun kisitli raf dmriinlin olmasi, yogurdun kesfinden bu yana ¢esitli muhafaza
tekniklerinin arastirilmasina ve gelistirilmesine yol agmustir. Aseptik {iretim, kimyasal
koruma, biostabilizasyon, pastorizasyon, gaz verme, dondurma, kurutma ve HF/UHFR
¢ok yonlii frekans metodu gelistirilen muhafaza tekniklerinden bazilaridir (Rasic ve
Kurman, 1978). Bu tekniklerin yaninda yogurdun su igerigini azaltarak raf dmriinii
uzatma prensibi ile yapilan siiziilmiis veya koyulastirilmis yogurt da halen bazi

bolgelerde sikca iiretilmektedir (Kirdar ve Giin, 2002).

2.2.1. Siizme yogurt (greek yogurt)

Stizme yogurt, yogurdun serum kisminin siizilerek kuru madde kisminin
degerlendirildigi bir yogurt ¢esididir. Torba yogurdu veya kese yogurdu gibi isimlerle

de anilmaktadir.



Gida maddeleri Tiizligliniin 56. Maddesine gore siizme yogurt veya torba yogurdu
“yagli, yarim yagl ve yagsiz yogurtlarin veya ayranlarin torbada siizilmesi veya baska
bir yontemle suyunun alinmasi ile elde edilen kati kivamli yogurt tiiriidiir” olarak
tanimlanmaktadir. Bu tlizige gore siizme yogurtlarda en ¢ok %70 oraninda su
bulunmalidir. Gida maddeleri tiiziiglinde yayimnlanan slizme yogurt igerigi Tablo

2.3.’deki gibidir (Anonymous, 1982).

Tablo 2.3. Yasal diizenlemelere gore siizme yogurt bilesimi (Anonymous, 1982)

Bilesim GMT Yogurt standardi FSU tebligi
Ekstra yagl 3,8 Tam yagh yogurt siit yagi > 3,8
Yag (%) 5 tam yagl Tam yagl 3,0 Yarim yaglh yogurt 2> siit yagi > 1,5
2,5 yarim yaglh  Yarim yagh 1,5 Yagsiz yogurt siit yag1 <0,5
Laktik asit (%) 2,2 0,8-1,6 0,6-1,5
Tuz (%) 1,5 veyatuzsuz - -

Fermente Siitler Tebliginde slizme yogurt geleneksel iiriinler arasinda yer almaktadir.
Bu teblige gore iirlinlerin kendine 6zgii tad1, kokusu ve yapist olmalidir. Siizme yogurt
yapiminda kullanilan mikroorganizmalarin disinda farkli tat ve aroma amaciyla farklh
mikroorganizmalar da kullanilabilir fakat patojen mikroorganizma bulunmamalidir

(Anonymous, 2001).

Stizme yogurdun yumusak ve kolay siiriilebilen bir yapis1 vardir. Protein igerigi zengin
olan yogurdun kendine has tadi ve kokusu bulunmaktadir. Igerdigi laktik asit
bakterileri sayesinde insan saghig1 ve beslenmesinde dnemli dzelliklere sahiptir. Inek,
keci, koyun ve manda siitlerinden elde edilen farkli yag oranlarindaki yogurtlardan da

tiretilebilmektedir. Stizme yogurt randimanit %20-30 arasindadir. (Yarali ve Cetiner,
2020).

Stizme yogurt binlerce yildir atalarimizin yaptig1 oldukca 6nemli bir fermente siit
tirtintidiir. Binlerce yildir yapilan taze veya tiiketimden artan yogurdu daha dayanikli
hale getirmek i¢in bez veya kil torbalarla suyu siizdiiriilmiistir (Yaygin, 1999).
Giliniimiizde halen geleneksel yontemlerle evlerde ve kiicilik isletmelerde bu yontemle

slizme yogurt tiretimi yapilmaktadir.



Biiyiik isletmeler i¢in geleneksel yontemlerle iiretim verimli degildir. Ciinkii bu
yontemde uzun bir iiretim siiresine ihtiya¢ vardir ve yogurdun siiziilebilmesi i¢in genis
alana ihtiya¢ duyulmaktadir, Randiman oldukg¢a diisiiktlir. Bunlarin yaninda yeterli
hijyenik ortam saglanamadigi icin iirlinde mikrobiyolojik, fiziksel ve kimyasal a¢idan

olumsuz sonuglar dogurabilmektedir.

Geleneksel metodun dezavantajlarini ortadan kaldirmak i¢in alternatif bircok modern
yontemler gelistirilmistir. Mekanik seperatorler ve ultrafiltrasyon gibi endiistriyel
yontemler sayesinde istenilen kuru madde igerigine sahip iiriin iiretimi daha hijyenik,
kaliteli, verimli sekilde ve daha kisa zamanda gergeklesebilmektedir. Ters osmoz,

santrifiijleme, dogrudan sulandirma da kullanilan endiistriyel yontemlerden bazilaridir

(Nsabimana ve ark., 2005).

Ozetle siizme yogurt iiretimde temel prensip yogurdun serum kisminin uzaklastirilarak
kuru madde icerigi yiiksek {iriin elde etmektir. Kuru madde igeriginin artmasi suyun,
laktozun ve mineral maddelerin yogurttan uzaklasmasi buna bagli olarak protein ve
yag igeriginin artmasiyla gerceklesmektedir. Bu sayede set tipi yogurda gore besin

icerigi daha zengin ve daha uzun omiirlii tirtin elde edilir.

Endiistriyel siizme yogurt iiretimi set tipi yogurt gibi standart bir sekilde yapilir ancak
son bir filtrasyon asamasi iiretime eklenir. Siizme yogurt tretimi Sekil 2.1.°de

gosterilmistir (Uduwerella, 2017).
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-

Yag standardizasyonu ‘

U

‘ Yagsiz kuru madde standardizasoynu ‘

{

‘ 15-20 MPa ve 60-65 °C'de homojenizasyon ‘

{

‘ 85°C'de 30 dk pastdrizasyon ‘

{

‘ Inkiibasyon sicaklifima sogutma ‘

y

‘ Starter kiiltiir asilama ‘

U

‘ 42-45 °C'de inkiibasyon ‘

[l

‘ Filtrasyon islemi (Stizme, ultrafiltrasyon vs.) ‘

I

‘ Siizine yogurt ‘

Sekil 2.1. Siizme yogurt iiretim semasi (Uduwerella, 2017)

2. 2. 2. Siizme yogurt suyu (asit whey)

Peynir ve yogurt gibi fermente siit liriinlerinin liretimi ile genel olarak peynir alt1 suyu

(whey — PAS) olarak adlandirilan yan iirinler agiga ¢ikmaktadir. Peynir alt1 suyu
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isleme kosullarina gore tatli peynir alt1 suyu (sweet whey) ve asit peynir altt suyu (asit
whey) olarak iki sinifa ayrilir. Tatli peynir alt1 suyu peynir iiretiminin bir yan tiriniidiir
ve pH degeri 6.02 ile 6.58 araligindadir. Asit peynir alt1 suyu ise siizme yogurt, krem
peynir gibi lirlinlerin iiretiminin yan iirtiniidiir ve pH degeri 3.57 ile 4.34 araligindadir

(Alsaed ve ark., 2013; Chandrapala ve ark., 2015).

Amerika ve Avrupa gibi iilkelerde “Greek style yogurt- Yunan tipi yogurt” olarak da
bilinen siizme yogurda olan talep son yillarda ¢ok hizli bir sekilde artmistir. ABD’de
stizme yogurdun pazar pay1 2007°den 2015’e kadar %1’den %40’a yiikselmistir ve
yilda yaklasik 770.000 ton siizme yogurt elde edilmistir. Dolayisiyla siizme yogurt
tiretiminde agiga ¢ikan slizme yogurt suyu (asit whey) miktarinda da ciddi bir artis
gerceklesmistir. 1 kg siizme yogurt liretiminden yaklasik 2-3 kg slizme yogurt suyu
aciga ¢ikmaktadir (Menchik ve Moraru, 2019). 2015 yilinda yalnizca ABD’de agiga
¢ikan siizme yogurt suyu miktar1 yaklasik 4 milyon tona kadar ulagsmistir (Lindsay ve
ark., 2018).

Asit peynir alt1 suyu (YAS), tatli peynir alt1 suyuna (PAS) kiyasla daha fazla miktarda
kiil, daha diisiik miktarda protein igerirler ve laktik asit igerigi 16 kat daha fazladir.
Buna ek olarak asitli ve tuzlu tadi nedeniyle gida uygulamasi daha sinirlidir (Lievore
ve ark., 2013). Tablo 2.4.°de YAS ve PAS’nun temel bilesenleri gosterilmistir
(Sanjeev Anand ve ark., 2013; Chandrapala ve ark., 2015).

Tablo 2.4. Tatl ve asit peynir alt1 suyu bilesenleri (Anand ve ark., 2013; Chandrapala ve ark., 2015)

Bilesen Tatli peynir alt1 suyu Asit peynir altt suyu
(PAS, % wiw) (YAS, % wiw)

Toplam ¢oziinmiis kati madde 6,35 6,50

Nem 93,70 93,50

Toplam protein 0,65-0,96 0,37-0,65

Laktoz 3,90-4,80 4,20-4,90

Mineral 0,50 0,80

Laktik asit 0,050 0,60-0,70

Siit endiistrisinde PAS yillar i¢inde basarili sekilde degerlendirilmistir. Membran
konsantrasyonu, buharlastirma ve piiskiirtmeli kurutma gibi sistemlerle kolayca

islenmektedir. Giiniimiizde gida endiistrisinde igecek tozlari, besin barlari, ¢orbalar,
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firin {irtinleri, sekerleme kaplamalari ve dondurma gibi c¢esitli iiriinlerde siklikla
kullanilmaktadir. Bununla birlikte PAS kiymetli bir protein kaynagidir ve protein tozu

yapiminda verimli bir sekilde kullanilmaktadir (Chandrapala ve ark., 2015).

PAS’nun aksine YAS siit endiistrisi i¢in 6nemli bir bertaraf sorunudur. YAS nun
yiiksek seviyelerde laktik asit ve kalsiyum igermesi nedeniyle toz haline getirilmesi
zordur. Laktik asit son iirline eksi bir tat verir ve laktozun cam gecis sicakligini
diisiiriir, bu durum piiskiirtme ile kurutmay1 oldukca verimsiz hale getiren yapiskan bir
tozla sonuglanabilir (Talebi ve ark., 2020). Yiiksek miktarda laktik asit varlig
YAS’nun ticari degerini diisiiriir, potansiyel gida uygulamalarini sinirlar ve islemeyi

cok zor hale getirir (Chandrapala ve ark., 2015).

YAS uygun sekilde atilmadigi takdirde ciddi cevresel sorunlara neden olabilir.
Y AS’nun bertarafi verimsiz toprak ve su kirliligi seklinde ¢evreye zarar vererek balik
6liimlerine neden olmaktadir. Bununla birlikte yiiksek besin igerigine sahip bir {iriiniin
degerlendirilme sans1 da ortadan kalkmis olur. YAS nun degerini artirmak ve ¢evreye
olan zararmi ortadan kaldirmak icin ¢esitli degerlendirme yontemleri aragtirilmistir.
Iki baslik altinda toplayabilecegimiz ¢oziimlerden biri daha az YAS nun ortaya
cikacagr teknolojilerden yararlanmak, ikincisi ise YAS’nun farkli yan iirlinlere

dontistiiriillebilirliginin incelenmesidir (Silva ve Yang, 1995; Lindsay ve ark., 2018).

2.3. Tursu

Tursu, ylizyillarca kis aylarinda sofralarimizi zenginlestiren, Tiirk mutfaginda
vazgecilmez olan geleneksel tirlinlerimizden biridir. Tursu yapimi ile insanlar gida
maddelerini uzun siire saklayabilmekte, az ya da hi¢ bulunmadiklar1 donemlerde dahi

bu iirlinlerden yararlanabilmektedirler (Aktan, 1998).

Tursunun klasik olarak tanimi “sebze ve meyvelerin belirli tuz konsantrasyonlu
salamuralar1 veya kendi 6z sular1 i¢inde laktik asit bakterileri ile fermantasyona
ugratilmalari ile olugan laktik asidin ve ortamdaki tuzun koruyucu etkisi sonucu, uzun

stire dayaniklilik kazanan bir {irlin” seklinde yapilmaktadir (Aktan, 1998).
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Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) standartlarina goére tursu “Tursu hammaddelerinin
yikama, ayiklama, smiflandirma gibi on islemlerden gegcirilerek fermantasyon ve
tercihen pastdrizasyona tabii tutularak gerektiginde koruyucu madde ilavesiyle imal

edilen iiriin” seklinde tanimlanmaktadir (Anonymous 2012).

Diinya genelinde cesitli sebzelerin tursu yapilarak daha dayanikli hale getirilmesi
giderek 6nem kazanmistir. Bu islem artik yalnizca muhafaza amaci ile degil, ¢esni elde
etmek i¢in de yapilmaktadir. Gliniimiizde tursu iiretimi yapan isletme sayisi oldukca
artmistir. Ulkemiz de tursu iiretiminde ¢ok basarili durumdadir, bircok iilkeye tursuyu
ihrag etmektedir. 2019 TUIK verilerine gore iilkemizde 2011 yilindan bu zamana
kadar 145 bin ton ve iizerinde tursu tiretimi yapilmaktadir. 2016 yil1 175,3 bin ton ile
en fazla tretimin yapildig1 yildir ve tursu satis miktar: 162 milyon dolara ulagmustir.

(TUIK, 2019)

Ulkemizde hiyar, lahana, biber, patlican, domates ve fasulye gibi bircok sebzeden
tursu yapilmaktadir. Bazi bolgelerde degisik meyvelerden de tursu yapimina rastlamak
miimkiindiir (Ova, 2002). Diinyada ve tilkemizde tursu {iretiminde en ¢ok kullanilan
sebze hryardir. Tursuluk hiyarlar yiliksek su oranina sahip olmasindan dolay1 sert ve
gevrek bir yapiya sahiptir. Cok ince, genellikle tiiylii ve dikenli kabugu vardir. Tablo
2.5.”de tursuluk hiyarlarin bilesimi gosterilmistir (Aktan ve ark., 1998).

Tablo 2.5. Tursuluk hiyarlarin bilesimi (Aktan ve ark. 1998).

Bilesim Miktar (%)
Su 94,5-96,0
Karbonhidratlar 2,0-2,2
Protein 0,5-0,7
Mineraller 0,5-0,8
Yag 0,2-0,3
Vitaminler
A vitamini 90-105 mg
C vitamini 6-7mg
Pektin 0,5-0,7

Tursu {retiminde laktik asit fermantasyonu ve tuz Onemli iki temel faktorii
olusturmaktadir. Tursu fermantasyonunda, hammaddeden gelen dogal flora

icerisindeki laktik asit bakterileri sekerleri asitlere dontistiirmektedir. Laktik asit
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fermantasyonu patojenik mikroorganizmalarin gelisimini engeller, bozulma ve toksin
olusumuna sebep olan mikroorganizmalara karst direng saglar ve iiriiniin besinsel
degerini artirir. Salamura igerisindeki tuz hammaddedeki pektinolitik ve proteinolitik
hidrolizleri smirlamaktadir. Boylelikle iiriin dokusunda yumusama kontrol altinda

tutulmus olur ve bozulma engellenir (Tokatli ve ark., 2012).

Tursu kalitesi i¢in laktik asit fermantasyonunun basarili olmasi ¢ok Onemlidir.
Fermantasyon genel olarak 4 basamaktan olugmaktadir: baglangig, birincil
fermantasyon, ikincil fermantasyon ve fermantasyon sonrasi (Tablo 2.6.) (Cetin,

2017).

Tablo 2.6. Tursu fermantasyon agamalari (Cetin, 2017).

Basamak Baskin Mikroorganizma

1- Baslangi¢ Cesitli gram (+) ve gram (-) bakteriler

2- Birincil fermantasyon Laktik asit bakterileri ve mayalar

3- ikincil fermantasyon Mayalar

4- Fermantasyon sonrasi a) Acik tanklarda; salamura yiizeyinde oksidatif mayalar, kiifler

ve bakteriler
b) Anaerobik tanklarda; mikrobiyal etkinlik gézlenmez.

Hammaddenin salamura igerisine yerlestirilmesiyle birlikte mayalar, Gram (+) ve
Gram (-) bakteriler hizla gelisir. pH degeri baslangigta 5,5 degerindedir fakat laktik
asit bakterileri (LAB) laktik asit olusturarak ortamin asitligini diisiiriir ve birincil
fermantasyon baglar. Bu asamada LAB ortama hakim durumdadir fakat fermantatif
mayalar da gelisebilmektedir. Streptococcus faecalis, Leuconostoc mesenteroides,
Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus brevis ve Lactobacillus plantarum bu asamada
laktik asit iireten aktif bes bakteri tiiriidiir (Daeschel ve ark., 1987). Ikincil
fermantasyonda mayalar ortama hakim hale gelir. LAB gelisimi asitligin artmasiyla
zamanla yavaslamaktadir ve glikoz fermantatif mayalar tarafindan besin olarak
kullanilmaktadir. Maya gelisiminin kontrol altina alinmasi {iriiniin bozulmasinin
Onlenmesi i¢in olduk¢a dnemlidir. Son asamada fermantasyonun gerceklestigi tank
actk konumda ise salamura yiizeyinde tiim mikroorganizmalar gelisebilmektedir.
Fakat kapali olmasi durumunda anaerobik bir ortam saglanmis olur ve higbir
mikrobiyal aktivite s6z konusu degildi (Franco ve Pérez-Diaz, 2012; Savas ve Sahin,

2000).
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2.4. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri gram pozitif, birkag¢1 haricinde hareketsiz, spor olusturmayan
bakterileridir. Morfolojik olarak gubuk veya koktan olusan farkli uzunluktaki zincirler
seklindedir. Anaerobik fakat oksijene toleranslari olan, katalaz negatif, asidi tolere
edebilen fakat nitrat1 rediikte edemeyen mikroorganizmalardir (Mathur ve Singh,
2005; Isleroglu ve ark., 2008;). Genellikle faaliyet gosterdigi optimal sicaklik 30 °C
civaridir, dayaniklilik gosterdigi sicaklik ise 5 °C- 53 °C arasindadir (Rees, 1997).

Siit ve siit iirlinlerinde, fermente gidalarda, bazi bitkilerde, insan ve bazi canlilarin
bagirsak sitemlerinde laktik asit bakterilerine rastlamak miimkiindiir. Fermantasyon
sirasinda  sentezledikleri organik asitler, hidrojen peroksit, ekzopolisakaritler,
antimikrobiyal ve aromatik bilesikler gidalarin tekstiiriine, raf dmriine, lezzet ve aroma
gelisimine katkida bulunmaktadirlar (Salminen ve ark., 2004). Ayrica iirettikleri
organik asitler ile ortamin pH’sin1 diisiirerek koruyucu etki gostermektedir (Yang ve

ark., 2012).

Laktik asit bakterileri, Amerika Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan patojen ve
saprofit bakterilerin gelisimini kisitladig1 icin GRAS (generally recognized as safe;

giivenli olarak kabul edilen) listesine alinmistir (Omar ve ark., 2006).

Fermente gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilabilen laktik asit bakterileri patojen
mikroorganizmalar iizerinde bakterisit veya bakteriyostatik etki gosterebilmektedir.
Laktik asit bakterilerinin metabolitlerinden biri olan karbondioksit hiicre i¢i ve dis1 pH
degerlerini, hiicre zarmin elektriksel potansiyelini diislirerek ve anaerobik ortam
olusturarak antimikrobiyal etki olusturmaktadir ve bu 6zelligi sayesinde koruyucu
kiiltiir olarak da kullanilabilmektedir. Bu bakteriler tarafindan iiretilen organik
asitlerin antagonistik Ozellikleri sayesinde bakterilerin stoplazma zar gecirgenligi

degistirilerek gelisimleri inhibe edilebilmektedir (Segkin ve ark., 2010).

Laktik asit bakterilerinin fermantasyonda olusturdugu iiriinler glikozun pargalanma

sekline gore farkliik gostermektedir. Bu farklilik laktik asit bakterilerini
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heterofermantatif ve homofermantatif olarak iki simifa ayirmaktadir. Bu durumdan
laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda faydalanilmaktadir (Carr, Chill ve Maida,
2002).

Homofermantatif LAB glikozu EMP (Embden Meyerhoff Parnas) yolunu kullanarak
pargalar ve sonucunda %90 laktik asit, %10 CO. olusturur. Streptococcus ve
Pediococcus cinsi bakteriler homofermantatif bakterilerdir. Heterofermantatif LAB
ise glikozu HMP (Hekzozmonofosfat) yolu ile pargalar ve sonucunda laktik asit
yaninda etanol, asetik asit ve CO2 gibi yan {irlinler olusturur. Leuconostoc cinsi ile
Lactobacillus cinsinin bir alt grubu olan Betabacteria heterofermantatif bakterilerdir
(Carr ve ark., 2002; Evren, Apan, Tutkun ve Evren, 2011).

Homofermantatif bakteriler aldolaz ve heksoz izomeraz enzimlerine sahiptir fakat
fosfoketolaz enzimleri yoktur. Bu sebeple glikozu indirgemek i¢in EMP yolunu
kullanirlar ve 2 laktat/glikoz olustururlar. Heterofermantatif bakteriler ise fosfoketolaz
enzimine sahiptirler fakat aldolaz ve heksoz izomeraz enzimleri yoktur. Dolayisiyla
bu bakteriler HMP kullanirlar ve son {iriin olarak laktik asit yaninda CO>, asetik asit
ve etanol olustururlar (Sekil 2.2.) (Jay, 2005).
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Glikoz

Homolaktik Heterolaktik

Glikoz-6-P Glikoz-6-P
Friktoz-6-P 6-Fostoglukonat

' !

Fritktoz-1,6-DP Ribilloz-5-P

)\' Ksiliiloz-5-P
Gliseraldehit-3-P A— Dihidroksiaseton-P /k‘

Ha Gliseraldehit-3-P Asetil-P
2 Priivat l i
l Priivat Asetaldehit
2 Laktat l l
Lalktat Etanol
(EMP iz yolu) (HMP iz volu)

Sekil 2.2. Laktik asit bakterilerinin glikozu homolaktik ve heterolaktik yollarla parcalamasi (Fitzgerald and Caplice
1999)

1992 yilinda Axelsson tarafindan yapilan siniflandirmaya gore laktik asit bakterilerine
dahil 15 cins bulunmaktadir: Aerococcus, Alloicoccus, Carnobacterium,
Dolosigranulum,  Enterococcus, Glabicatella, Lactobacillus, Lactosphaera,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,  Streptococcus,  Tetragenecoccus,
Vagococcus ve Weissella. Gida ile iligkili cinsler ise Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,

Tetragenecoccus, Vagococcus ve Weissella’dir.

Laktik asit bakterileri morfolojik 6zellikleri, gelisme gosterdikleri sicakliklari, yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme yetenekleri, irettikleri laktik asit profilleri,
glikozdan gaz olusturma durumlart ve karbonhidrat metabolizmalar1 gibi bazi

fenotipik 6zelliklere gore siniflandirilmaktadir (Tablo 2.7.) (Dinger ve ark., 2010).
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Tablo 2.7. Laktik asit bakterilerinin genel 6zellikleri (Ludwig ve ark., 2009)

E =
3 = E
: " z 2
B . o i - = N M= -] —_

'E EY 3E =<2 5F 58S £ 5283 ¢ o N

i FEwmu VY EFEEZEZEZEELEE S

EEnm el f P DL SEEFEaEIEEEE S

CEE S8 S L <F2C02c=2483a23
Lactococcus lactis subsp, -+ + - o + - 4+ + - 4+ + + + oo+ -+ - o+
lactis
Lactobacillus plantarum - + - -+ & + o+ + + -
Lactohacillus plantarum ) + R oo+ o+ + £ 4+ + +
subsp. planiarum
Lactobacillus. brevis + + -+ - -+ + - + + = +
Lactobacillus casei - + - -+ - + -+ + -
Lactobacillus paracasei subsp.  _ + 3 o+ . + -+ o+ )
paracasei
Lactobacillus pentosus - + - -+ + + + + + +
Lactobacillus buchneri - + -+ - - 4+ o+ - + + % +
Lactobacillus parabuchneri - f f S f - -
Enterococcus faecium - o+ + o+ A + + + -+ -+ + + % 4 + + -
Enterococcus durans L T S S S S S - N o S R -+
Enteracoceus faecalis -+ + + + + + +++ -+ -+ 4+ + -+ & -+
Leuconostoc mesentervides + + + - o+ + - - + - 4+ 4+ + + 4+ + + + + +

subsp. mesenteroides
(+): Gelisme Var; (-): Gelisme Yok; (£): Zayil Gelisme

Laktik asit bakterileri fermente iiriinlerin tamaminda bulunmakta ve tiriinlerin kendine
has koku, aroma ve yapisinin olugsmasina yardimer olmaktadir (Eren ve ark., 2011).
Gida fermantasyonlarinda yaygin olarak yer olan laktik asit bakterileri Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus ve
Tetragenococcus cinsleridir. Bazi sebze fermantasyonlarinda bulunan temel laktik asit

bakterileri Tablo 2.8.’de verilmistir (Hutkins ve ark., 2006).
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Tablo 2.8. Bazi sebze fermantasyonlarinda bulunan temel LAB tiirleri (Muifioz ve ark., 2009)

Sebze

Laktik asit bakterileri

Zeytin

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pentosus
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc pseudomesenteroides
Pediococcus pentosaceus

Lahana

Leuconostoc mesenteroides Lactobacillus brevis
Pediococcus pentosaceus

Lactobacillus plantarum

Leuconostoc citreum

Lactobacillus paraplantarum

Hiyar

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus pentosus
Leuconostoc sp.
Pediococcus sp.

Pathican

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus brevis

Kapari

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paraplantarum
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus fermentum

Uziim Sirasi

Oenococcus oeni
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus hilgardii
Leuconostoc mesenteroides

Ek olarak laktik asit bakterileri midedeki gastrik asit ve pankreatik salgilara karsi

direng gosterir. Ozellikle bitkisel iiriinlerle viicuda giren laktik asit bakterileri

hayvansal laktik asit bakterilerine gore mide ve bagirsaktaki kosullara daha direnclidir

(Munoz ve ark., 2009). Sindirim sistemindeki kosullara direngli olan, canli kalmay1

basarabilen laktik asit bakterileri probiyotik olma ozelligindedir. Lactobacillus,

Bifidobacterium ve Enterococcus cinsleri probiyotik laktik asit bakterilerine drnektir.

Bu bakteriler bagirsak sisteminde yasarlar ve beslenmeye olumlu etkide bulunurlar,

viicudu hastaliklardan korurlar. Laktik asit bakterileri bagirsak florasina faydalar ile

bagisiklik sisteminin kuvvetlendirmektedirler (Klein, Pack ve Reuter, 1998).
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2.4.1. Lactobacillus

Lactobacillus tiirlerinin yasam alanlar1 olduk¢a genistir, dogada her yerde bulunabilen
mikroorganizmalardir. Siit ve siit liriinleri, et ve et tirlinleri, meyve ve sebzeler, meyve
sulari, tahil {riinleri, fermente gidalar, hayvan ve insan bagirsak sistemlerinde

bulunabilmektedirler.

Lactobacillus cinsine ait tiim bakteriler gubuk seklindedir. Fakat bakterinin tiiriine
gore cubuk uzunlugu degisebilmekle beraber kivrak, egri veya ince gubuk seklinde
bulunabilirler. Koloni morfolojileri genis yuvarlak veya kiiciik ve diizensiz formlarda
bulunabilir. Katalaz ve oksidaz negatif, mikroaerofilik ya da anaerob bakterilerdir
(Krieg ve ark., 1984, Stiles ve Holzapfel, 1997)

Laktobasiller fizyolojik o6zelliklerine gore mezofilik, psikrotrofik, termodurik ve
termofilik tiirler icermektedir. Optimum gelisme sicakligi 30-45 °C sicakliklarindadir,
5-53 °C sicakliklar1 gelisme araligidir. Diisiik su aktivitesi, yiiksek tuz konsantrasyonu
ve ozmotik basinca direngli tiirleri bulunmaktadir. pH 4 seviyesinde asit iiretebilme ve
yuksek asitlik seviyelerine dayanabilme yeteneklerinden dolay1 asidurik veya

asidofilik 6zelliktedirler (Stiles ve Holzapfel, 1997; Hutkins, 2006).

Lactobacillus tiirleri biyokimyasal reaksiyonlar1 ve farkli sicaklik isteklerine gore
Betabacterium, Streptobacterium ve Termobacterium olmak iizere 3 gruba ayrilir

(Mavhungu, 2005).

Betabacterium heterofermantatif Lactobacillus tiirlerini i¢eren bir gruptur. Optimum
gelisme sicakliklart 15 °C’dir. L. brevis ve L. fermentum bu grupta yer alan bakteri
tirlerinden bazilaridir. Bu bakteriler fermente gidalarda 6nemli rolii bulunan

bakterilerdir (Carr ve ark., 2002).

Streptobacterium grubu bakterilerinin optimum gelisme sicakliklar1 30 °C’dir. Bu

gruptaki bakteriler homofermantatiftir, glikoz yerine glikonattan CO> olustururlar ve
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%1,5 tizerinde laktik asit tiretebilirler. Endiistriyel fermantasyonlarda kullanilan genis
bakteri tiiriinii igermektedir. L. plantarum, L. pentosus, L. casei spp. rhamnousus bu

grupta yer alan 6nemli bakteri tiirlerinden bazilaridir (Carr ve ark., 2002).

Thermobacterium grubu optimum gelisme sicakliklart 40-45 °C ve homofermantatif
tirleri icermektedir. %30 tzerinde laktik asit olusturabilirler. L. acidophilus, L.
delbrueckii spp. bulgaricus, L. delbrueckii spp. lactis, L. salivarius bu grupta bulunan
tirlerden bazilaridir (Carr ve ark., 2002).

2.4.2. Lactococcus

Morfolojik goriintlisii kok seklinde olan bakterilerdir. Bu bakterilerde gaz olusumu
gozlenmez. Optimum gelisme sicakliklar1 30 °C’dir. 10 °C sicakliginda gelisme
gosterebilirken 45 °C sicakliklarinda gelisemezler. Hareketsizlerdir, kapstilleri yoktur
ve fakiiltatif anaeroptur. L. garviae, L. lactis, L. piscium, L. plantarum, L. raffinolactis
olmak tlizere 5 farkli tiirden olusmaktadir. Fermente siit {iriinlerinin iiretiminde
ozellikle L. lactis alttiirleri olduk¢a oOnemlidir (Teuber, 1995; Biiyiikyorik ve
Soyutemiz, 2010).

2.4.3. Leuconostoc

Kok seklinde, katalaz negatif, fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Gelisebilmek i¢in
ithtiyaci olan ortam 4,5 ve tizeri pH degerinde olmalidir. Optimum gelisme sicakliklar
20-30 °C sicakliklarinda olmakla beraber buzdolabi sicakliginda da iireyebilme
ozellikleri vardir (Dellaglio ve ark., 1995; Carr ve ark., 2002). Siit irinlerinde starter
kiltlir olarak kullanilabilen tiirleri bulunmaktadir. Olusturduklar1 aroma bilesikleri ile
gidalara karakteristik aroma saglayabilmektedirler. Tuza direng gostermeleri
sayesinde tursu fermantasyonlarinda Leu. mesenteroides tiirii ile fermantasyonun ilk
asamasinda  bulunabilirler. Diger laktik asit bakterilerine gore sebze

fermantasyonlarin1 daha hizli baglatabilirler (Mavhungu, 2005).
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2.4.4. Pediococcus

Tetrat morfolojide bulunan laktik asit bakterileridir. Optimum gelisme sicakliklar1 35
°C’dir. Homofermantatif ve katalaz negatiflerdir. %6,5 tuz konsantrasyonlarinda ve
4,2 pH degerinde ortamlarda yasayabilme yetenekleri bulunmaktadir. P. acidilactici
ve P. pentosaceus tiirleri ¢ig sebzelerde bulunmalarindan dolay1 fermente sebzelerin

iiretiminde 6nemli rol tistlenmektedirler (Hutkins, 2006).

2.4.5. Tursuda yer alan laktik asit bakterileri

Hem diinyada hem de iilkemizde yaygin olarak {iretilen tursu c¢esidi hiyar tursusudur.
Hiyarlarda laktik asit bakterilerinin sayilar1 oldukga diistiktiir. Fakat hiyarlar salamura
ile bulustugunda mevcut laktik asit bakterileri ortama hizli bir sekilde adapte olarak
hizla gelismeye baglar. Hammadde kaynakli koliform grubu bakteriler fermantasyon
sirasinda artan asitlik ile inhibe olurlar. Bir baska istenmeyen mikroorganizma olan

mayalar ise fermente edilebilir sekerler i¢in laktik asit bakterileri ile rekabet halindedir.

Tursu ortaminda baskin olma durumlarma gore laktik asit baterileri Leu.
mesenteroides, Stp. faecalis (giincel smiflandirmasi Enterococcus faecalis) P.
pentosaceus (6nceki siiflandirmasi Pediococcus cerevisiae), L. brevis, L. plantarum
seklinde siralanmaktadir. P. pentosaceus, L. brevis, L. plantarum genellikle ticari

fermantasyonlarda kullanilmaktadir (Pederson ve Albury, 1950).

Costilow ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢aligmada 84 farkli hiyar tursusundan 848
adet bakteri izolat1 elde edilmistir. Izolatlar: tiir bazinda 333 L. plantarum, 188 L.
brevis ve 284 P. cerevisiae olarak belirlemislerdir (I¢ ve Ozcelik, 2000).

Ulkemizin farkli bolgelerinden elde edilen tursu orneklerinin mikrobiyolojik
ozelliklerini ortaya koymak amaciyla yapilan bir ¢alismada, mikrofloranin yogun
olarak (%99) Lactobacillus ve Pediococcus tiirlerinden olustugu bildirilmektedir.
Cinsler tiir diizeyinde tanimlandiginda P. pentosaceus ve L. plantarum tiirlerinin

baskin floray1 olusturdugu ifade edilmistir (Yildiz, 2011).
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Tiirk tursular tizerine arastirma yapan Ogabi ve Pamir (1973) 51 tursu 6rneginden 502
adet bakteri izole etmislerdir. Tiim izolatlarin Lactobacillaceae familyasina ait
oldugunu belirten arastirmacilar 102 L. plantarum, 33 L. casei, 207 L. brevis, 72 L.

buchneri, 13 P. damnosus, 17 Leu. mesenteroides tiiriinii belirlemislerdir.

Cetin (2011) yaptig1 calismada tursuda starter kiiltiir olarak L. plantarum kullanmistir
ve bu sayede aroma gelisimini saglamay1 ve probiyotik Ozellik kazandirmayi
amaglamistir. Caligma neticesinde rekabetci mikrofloranin kisitlandigi ve {iriiniin 60.

giine kadar probiyotik 6zelligini korudugu bildirilmistir.

Evren ve Sahin (1993) tarafindan Samsun’da yapilan bir calismada yoreye ait tursunun
laktik asit bakterileri incelenmis ve starter kiltlir olarak kullanilabilirlikleri
aragtirtlmistir. Tursulardan 100 adet bakteri izole etmislerdir. Sonugta 40 L. plantarum
var. plantarum, 26 L. plantarum var. pentosus, 14 tanesi L. plantarum var. Arabinosus
ve 20 L. casei tiirii tespit etmislerdir. Ayrica starter kiiltiir kullanilarak tretilen

tursularin duyusal ve igerik yoniinden daha iyi oldugu belirtilmistir.

2.4.6. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi

Orla Jensen laktik asit bakterilerinin morfolojik, ekolojik ve fizyolojik 6zelliklerine
tizerine ilk kullaniglt siniflandirmay1 yapan kisidir. Zamanla endiistriyel, ekonomik ve
bilimsel agidan onem kazanan laktik asit bakterilerinin molekiiler karakterlerinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar baglamistir. Karbohidrat fermantasyon karakterleri,
kullandiklar1 fermantasyon yollari, laktik asit iretim diizeyleri, peptidoglukan
tabakalarinin analizi, yag asidi kompozisyonlari, DNA’nin % G+C diizeyleri, gen
tirtinlerinin elektroforetik 6zellikleri, DNA-DNA hibridizasyonu gibi konular ile laktik
asit bakterilerinin siniflandirilmasina yeni bir yaklasgim getirilmistir. Glinlimiizde
laktik asit bakterilerinin tanimlanmasina yonelik metotlar fenotipik ve genotipik

analizlerden olugsmaktadir (Stiles ve Holzapfel, 1997).
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Bakterilerin tanimlanmasinin yapilabilmesi i¢in ilk asamada bulunduklar1 ortamdan
izole edilerek saf kiiltlirler elde edilmektedir. Saf kiiltiirler elde edildikten sonra ilk
asamada bakterilerin gram reaksiyonu, mikroskobik morfolojisi ve katalaz aktivitesi
belirlenmektedir. Sonugta gram pozitif, katalaz negatif, sporsuz kok veya ¢ubuk sekilli
izolatlar laktik asit bakterisi olarak ayrilmaktadir. Bu ayrilan izolatlara cins diizeyinde
tanimlama yapilabilmesi amaciyla bazi morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testler
yapilmaktadir. Bu testlere farkli pH ve sicakliklarda gelisme, farkli tuz
konsantrasyonlarinda gelisme, sukrozdan dekstran olusturma, glukozdan gaz
olusturma, arjininden amonyak {iretimi, karbonhidrat fermantasyon testleri ornek

gosterilebilir (Papamanoli ve ark., 2003;Yerlikaya, 2014)

Klasik tanimlama testleri ¢ok fazla olmasi ve standart bir ayrim yapan semanin
olmamasi laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda zorluklara sebep olabilmektedir.
Gram pozitif ve katalaz negatif olarak belirlenen laktik asit bakterileri; morfolojilerine,
farkli sicakliklarda gelisebilmelerine ve glikozdan gaz olusturma 6zelliklerine gore

siiflandirilabilmektedir (Sekil 2.3.) (Schillinger ve Liicke, 1987).
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LAB
Gram (+)
Katalaz ()
I ]
Glikozdan gaz Glikozdan gaz
olusturma (-) olusturma (+)
I
I ]
Cubuk
Kok Lactobacillus
I Homofermantatif
I ]
Tetrad (+ 15°C (+
. ™) Tetrad (-) — ( ).
Pediococcus Streptobacterium
I
I ]
15°C ()
45 °C (- 45°C (+ —
©) ™) Thermobacterium
10°C (+
— ™) — %6,5 NaCl (-)
Lactococcus
10°C (-) %6,5 NaCl1 (+)
Streptococcus Enterococcus

Sekil 2.3. Laktik asit bakterileri identifikasyon semasi (Schillinger ve ark., 1987).

Cesitli sayida klasik biyokimyasal testten olusan hazir API (Analytical Profile Index)
test kitleri de giiniimiizde tanimlama amaciyla siklikla kullanilmaktadir. API 50 CH
test kitleri sayesinde laktik asit bakterileri tiir/alttiir diizeyinde kolayca
tanimlanabilmektedir. Bu test kitlerinden ¢ikan sonugclar, test bilgisayar programinin
veri tabaninda bulunan bakteri tiirleri ile simirlidir ve sonuglar “% tanimlama”

seklindedir (Papamanoli ve ark., 2003; Yerlikaya, 2014).

Son yillarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Sodyum Dodesil Siilfat-
Poliakrilamide Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), Cogaltilmis rDNA’nin Restriksiyon
Analizi (ARDRA), Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE), Cogaltilmis parga uzunluk
polimorfizmi (AFLP), Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) gibi

molekiiler biyoloji teknikleri siklikla laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda
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kullanilmaktadir. Bu yontemler cin, tiir, alt tiir ve sus diizeyinde tanimlama imkani

vermektedir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011; Cetinkaya ve Ayhan, 2012).



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Caligmada hammadde olarak kullanilan kornisonlar iiretim giiniinde Sakarya Meyve
Sebze Halinden alinarak laboratuvara getirilmistir. Sirke ve YAS kullanilarak iki fakli
formiilasyonda salamura hazirlanmistir. Calismamizda kullanilan YAS Giinesoglu Siit
Uriinleri A.S.’den, iiziim sirkesi ise yerel bir marketten temin edilmistir. Tursu

tiretiminde saf su kullanilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Tursu iiretimi

Calismamizda 3 tekerriirde fermente tursu iiretimi gerceklestirilmistir. Her bir iiretim
farkli zamanlarda yapilmustir. Sirke ve YAS kullanilarak iki farkli salamura
hazirlanmigtir.  Uretimde kullanilacak YAS ve sirke salamuralarinm titrasyon
asitlikleri %1 (w/w), tuz konsantrasyonlari ise %8’e ayarlanmistir. YAS 100°C’de 10
dakika 1s1l isleme tabi tutulmus ardindan da bir cendere bezi ile siiziilmustiir.
Boylelikle YAS yapisinda bulunan proteinin bir kismi koagiile edilerek

uzaklastirilmastir.

Uretim 6ncesinde 1 numara kornisonlar yikanmis, sekil bozuklugu olan veya uygun
kalitede olmayanlar ayrilmistir. Yaklagik 290-300 g kornison 1/2’lik (99mm uzunluk,
63mm c¢ap) cam kavanozlar1 dolduracak sekilde yerlestirilmistir ve baski aparati ile
sabitlenmistir. Oda sicakliginda salamura kornisonlar1 tamamen kapatacak sekilde

kavanozlara eklenmistir. 25°C sicakliginda inkiibatore yerlestirilerek fermantasyona
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birakilmigtir. Fermantasyonun 0, 7, 14, 21, 35, 49, 77, 105. giinlerinde analizleri

yapilmak iizere bir kavanoz tursu agilmistir.

Sekil 3.1. Sirke ile tiretilen tursu 6rnegi

Sekil 3.2. YAS ile tiretilen tursu 6rnegi
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3.2.2. Tursu érneklerinin kimyasal ve mikrobiyolojik analizleri

Kornison ve salamuradan alinan tiim Orneklerin paralelli olarak pH degerlerine
bakilmus, titrasyon asitligi (947.05; AOAC 2007) ve tuz analizleri (975.20; AOAC,
2007) yapilmistir. Analizler iiretimi takiben 0, 7, 14, 21, 35, 49, 77, 105. gilinlerde
yapilmistir. pH elektrodu (Inlab® solid pro; Mettler Toledo, Columbus, OH, ABD) ile
uygun prob kullanarak belirtilen giinlerde tursularin kornison ve salamura pH degerleri

izlenmistir.

Tursu 6rneklerinden fermantasyonun 0, 7, 14, 21, 35, 49, 77, 105. giinlerinde laktik
asit bakterilerinin izolasyonu ve mikrobiyolojik sayim icin ekim yapilmistir.
Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilen besiyerleri yaklasik 45°C sicakligina
ulastiginda petri kutularina dokiilmiistiir. Aseptik kosullarda tursu salamurasinda 10

ml alinarak, steril peptonlu su ile uygun diliisyonlar yapilmuistir.

Her bir diliisyondan alinan 0.1 uL 6rnek MRS (DeMan, Rogosa and Sharpe Agar) ve
M17 agar igeren petri plaklarina yayma plak yontemine gore ekim yapilmistir. MRS
agar igeren petri plaklart anaerobik sartlarda 30°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Anaerobik ortamin saglanabilmesi i¢in oksijen tutucu kitler saf su (35
ml) ile aktiflestirilerek petri plaklar ile kapalt ortama birakilmigtir. M17 agar igeren
petri plaklar1 ise dogrudan 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

3.2.3. Laktik asit bakterilerinin izolasyonu

MRS ve M17 besiyerleri iizerinde gelisen kolonilerde birbiri ile farkli morfolojiye
sahip olanlar 6ze yardimiyla alinmistir ve MRS besiyerine c¢izim usulii ekim
yapilmistir. Petri plaklart 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda tek bir koloni 6ze yardimiyla alinarak MRS Broth siv1 besiyerine daldirma
usulii ekim yapilmistir ve 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sona
erdiginde s1v1 besiyeri vorteks yardimi ile homojen hale getirilerek tekrar ¢izim usulii
MRS besiyerine ardindan tek koloni alimarak MRS Broth sivi besiyerine ekim

yapilmustir. Bu sayede oldukga saf bir koloni elde edilmistir.
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3.2.4. Bakteri kiiltiirlerinin muhafazasi

MRS Broth besiyerinde inkiibasyonunu tamamlamis saf kiiltiirler toplam hacmin
%30’u gliserol olacak sekilde steril kosullarda, steril gliserol ile 1 mL’lik kryotiiplere
alinmistir. Tanimlama analizlerinin yapilacagi gline kadar -80 °C’de donmus kiiltiir
olarak bekletilmistir. izolatlar analiz 6ncesi aktiflestirilmistir. Aktiflestirme islemi i¢in
steril kosullarda gliserollii kiiltiirlerden 6ze yardimi ile alinan kiiltir MRS Broth sivi
besiyerinde gelistirilmistir. Bu islem iki kez uygulanarak testlere hazir duruma

getirilmigtir.

3.2.5. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi

3.2.5.1. Gram boyama testi

Gram boyama testi i¢in -80 °C’de bekletilen izolatlar 10 mL’lik MRS Broth sivi
besiyerine 0ze yardimiyla canlandirma yapilmak ftzere alimmistir. 30 °C’de
gelistirilmis 18-24 saatlik taze kiiltiirler kullanilmistir. Vorteks yardimi ile homojen
hale getirilen siv1 besiyerinden steril kosullarda bir 6ze dolusu 6rnek alinmig, temiz
lam iizerine homojen sekilde yayilarak kendi halinde kurumaya birakilmistir.
Kurumus olan lamlar boyama 6ncesi alev lizerinde ii¢ kez fikse edilmistir. Kristal
violet ¢cozeltisi ile lam iizerindeki 6rnek 1 dakika muamele edilmistir ve siire sonunda
saf su yardimiyla yikanmistir. Yikama sonrasi lugol ¢ozeltisi damlatilmistir ve 1
dakika sonunda tekrar saf su yardimiyla yikanmistir. Ardindan 10 saniye %96’lik etil
alkol ile muamele edilip saf su ile yikanmistir ve son olarak safranin damlatilarak 30
saniye sonunda yikanmistir. Boyama islemi sona erdikten sonra lam hava akimi
yardimiyla kurutulmustur. Kuruyan lamdaki oOrnek {izerine immersiyon yagi
damlatilarak X100 biiyiitme giiclii 151k mikroskobunda incelenmistir. Hiicreler pembe-
kirmizi renge boyanmissa gram (-), mavi-mor renge boyanmissa gram (+) olarak

degerlendirilmistir.
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3.2.5.2. Hiicre morfolojisi

Gram boyama sirasinda mikroskopta bakterilerin morfolojik durumu da incelenmistir.
Bakterilerin sekilleri kok ya da basil olarak belirlenmistir. Bakteri disindaki

mikroorganizmalar ayirt edilerek ¢aligma kapsamindan ¢ikarilmustir.

3.2.5.3. Katalaz testi

Gram (+) olarak belirlenen bakterilerin katalaz iiretip iiretmedigini belirlemek amaci
ile %30 H20; ¢ozeltisi kullanilmistir. MRS besiyerinde 30 °C’de 24 saat gelistirilmis
kolonilerin tizerine 3-4 damla H2O> ¢ozeltisi damlatilarak gaz ¢ikisi gézlemlenmistir.
Gaz ¢ikis1 gosteren izolatlar katalaz (+) olarak, gaz ¢ikis1 gézlemlenmeyen izolatlar

ise katalaz (-) olarak degerlendirilmistir.

3.2.5.4. Glikozdan gaz olusturma testi

Glikozun fermente edilmesiyle ortamda gaz olusup olusmadigini gézlemlemek
amaciyla 10 mL MRS Broth s1v1 besiyerlerine ters konumda havasi alinmis bir sekilde
Durham tiipleri yerlestirilmistir ve otoklavda steril hale getirilmistir. Aktiflestirilmis
kiiltiirden bir 6ze dolusu Ornek alinarak igerisinde durham tiipii bulunan sivi
besiyerlerine ekim yapilmistir ve 30 °C’de 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sona erdiginde Durham tiiplerinin tabaninda gaz olusumu kontrol
edilmistir. Gaz olusumu tespit edilmisse heterofermantatif, gaz olusumu tespit

edilmemigse homofermantatif olarak degerlendirilmistir.

3.2.5.5. Farkh sicaklik derecelerinde gelisme testi

Bakteri hiicrelerinin farkli sicaklik derecelerinde faaliyetlerinin devam edip
etmeyecegini tespit etmek amaciyla aktiflestirilmis 6rneklerden 1 6ze alinarak MRS
Broth s1v1 besiyerine ekim yapilmustir. 10 °C, 15 °C ve 45 °C olmak iizere ii¢ farkl

sicakl1 derecesinde 5 giinliik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisme
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durumlart gdzlemlenmistir. Besiyerinde bulaniklik gozlenen bakteriler pozitif,

gbzlenmeyenler negatif olarak degerlendirilmistir.

3.2.5.6. Farkh pH degerlerinde gelisme testi

Farkli pH degerlerinde bakterilerin gelisme durumlarini incelemek amaciyla
aktiflestirilmis 6rneklerden 1 6ze alinarak MRS Broth s1v1 besiyerine ekim yapilmustir.
MRS Broth besiyeri pH degerleri ekim Oncesinde asetik asit ile 3 ve 4,5 degerlerine,
NaOH ile 9,6 degerine ayarlanmustir ve 30 °C’de 3 giinliik inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi gelisme durumlari goézlemlenmistir. Besiyerinde bulaniklik

gbzlenen bakteriler pozitif, gdzlenmeyenler negatif olarak degerlendirilmistir.

3.2.5.7. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisme testi

MRS Broth sivi besiyeri sterlizasyon oncesi NaCl ile %2, %6,5 ve %10 (w/v)
konsantrasyonlarinda ayarlanmistir. Aktiflestirilmis 6rneklerden 1 6ze alinarak steril
edilmis besiyerlerine ekim yapilmistir ve 30 °C’de 3 giin inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda gelisip gelismedikleri gdzlemlenmistir. Besiyerinde bulaniklik

gozlenen bakteriler pozitif, gozlenmeyenler negatif olarak degerlendirilmistir.

3.2.5.8. Karbonhidrat fermantasyon profillerinin belirlenmesi

Izolatlarin tiir diizeyinde belirlenebilmesi amaciyla API 50 CH kiti (BioMérieux,
Marcy I’Etolie France) kullanilmistir. Kit igerisinde bir tanesi kontrol olmak iizere 50
adet mikrotiip bulunmaktadir. Her bir mikrotiip igerisinde farkli karbon kaynaklar

vardir ve bunlar Tablo 3.1.’de verilmistir.
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Tablo 3.1. API 50 CHL sisteminde kullanilan karbon kaynaklari

0 (Kontrol) D-Galaktoz ~ Metil-a-D-Mannopiranosid  D-Melibiyoz D-Turanoz
Gliserol D-Glukoz Metil-a-D-Glukopiranosid ~ D-Sakkaroz D-Liksoz
Eritritol D-Fruktoz N-Asetil-Glukozamin D-Trehaloz D-Tagatoz
D-Arabinoz D-Mannoz Amigidalin Iniilin D-Fukoz
L-Arabinoz L —Sorboz Arbutin D-Melezitoz L-Fukoz
D-Riboz L-Ramnoz Eskulin D-Rafinoz D-Arabitol
D-Ksiloz Dulsitol Salisin Amidon L-Arabitol
L-Ksiloz Inositol D-Sellobiyoz Glikojen Potasyum Glukonat
D-Adonitol D-Mannitol  D-Maltoz Ksilitol Potasyum 2-
Ketoglukonat
Metil-p-D- D-Sorbitol D-Laktoz Gentiyobiyoz ~ Potasyum 5-
ksilopiranosid Ketoglukonat

Sivi  besiyerinde aktiflestirilmis Ornekler analiz Oncesi MRS besiyerinde
gelistirilmistir. Steril swab yardimu ile gelisen tiim bakteriler toplanarak Suspension
Medium 2’ye aktarilmistir. Hazirlanan yogun siispansiyon bulanikliklari1 2 McFarland
(Ref. 70 900, BioMériux) konsantrasyonu ile ayni alacak sekilde Suspension Medium
5’e damlatilirak ve damla sayis1 kaydedilmistir. Kaydedilen damla sayisinin iki kati
bu siispansiyondan steril pipet yardimu ile alinarak “API 50 CHL Medium” besiyerine
damlatilmistir. Bu besiyeri igerisinde bromkresol moru indikatorii igermektedir. Test
kitinde bulunan 50 mikrotiip bu igerik ile doldurularak {izeri hava almayacak sekilde
mineral yag ile kapatilmistir. Hazirlanan kitler 37 ©C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. 48 saat sonunda renk degisimleri kitlerin 6rnek kartlar1 tizerine
kaydedilmistir. Sar1 renk pozitif, mavi mor renk negatif olarak kaydedilmistir.
Yalnizca 25 numarali mikrotiipteki eskiilin siyah renk aldiginda pozitif olarak
degerlendirilmistir. Sonuclar “API Identification Software” (API Lab Plus Program,
BioMe¢érieux) programinda degerlendirilmistir. Boylelikle izolatlar cin, tiir veya alt tiir

diizeyinde ylizdesel olarak belirlenmistir.
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3.3. Deneysel Dizayn ve Istatistik Analizleri

Tursu tretimleri 3 farkli zamanda, YAS ve sirke olmak tizere iki farkli salamura
kullanilarak gerceklesmistir.  YAS ve sirke (S) ile hazirlanan tursularin ve
fermentasyon siiresinin (Z) pH, titrasyon asitligi ve tuz parametreleri tizerine etkileri
parca-parsel (split-plot) dizayn ile incelenmistir. Tiim-parsel faktoriinde, (U) blok
faktorli tursularin tiretildigi zaman ve kesikli degisken salamura tiirti (YAS ve sirke)
olarak ele alinmistir. Depolamaya bagli gecen siire (Z) ve salamura ¢esidi kondisyonun
etkilesimi (ZxS) degiskenler olarak parca-parsel faktorii i¢in ele alinmistir. Hata
faktorii (error term) Salamuranin tiirii ve tursunun iiretildigi zamanin etkilesimi (SxU)
olarak ele alinacaktir. Istatistiksel analizler JMP (13.0 versiyon; SAS Institute Inc.,
Cary, NC, ABD) kullanilarak yapilmistir. Veriler varyans analizi (ANOVA) ile analiz
edilmis, istatistiksel farklilik Tukey-HSD ¢oklu karsilagtirma testi yardimiyla p <0.05
diizeyinde belirlenmistir. Farkli veriler arasindaki iliski Pearson’s korrelasyonu ile

belirlenmistir.



BOLUM 4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bakterilerin izole Edildigi Tursu Orneklerinin Tamtim

Bakteri kiiltiirleri laboratuvar ortaminda iiretilen hiyar tursularindan izole edilmistir. 3
farkli zamanda iiretim yapilmistir ve iki farkli salamura (YAS ve sirke) kullanilmistir.
Fermantasyona birakilan tursu 6rneklerinden 0, 7, 14, 21, 35, 49, 77, 105. giinlerde bir
kavanoz sirke ile iiretilen bir kavanoz da YAS ile iiretilen tursu salamuralarindan
ornekler alinarak ekim yapilmistir ve kavanozlarin tuz, asitlik ve pH degerlerine
bakilmistir. Bir {iretim gliniinde 8 kavanoz sirke ve 8 kavanoz da YAS’l1 salamura
igeren tursu tiretimi yapilmistir. Toplamda 24 kavanoz sirke, 24 kavanoz YAS iceren

tursu tiretimi yapilmistir.

MRS ve M17 besiyerlerine yapilan ekimlerden laktik asit bakterisi oldugu diisiiniilen
mikroorganizmalar izole edilmistir. 105 giin sonunda toplam 257 adet izolat elde
edilmigstir. 111 izolat M17 besiyerinden, 146 izolat ise MRS besiyerinden elde
edilmistir. M17 besiyerinden elde edilen izolatlarin 43’1 sirke, 68’1 YAS iceren
salamuradan alinirken; MRS besiyerinden elde edilen izolatlarin 69’u sirke, 77°si YAS

iceren salamuradan alinmustir.
4.2. Tursu Orneklerinin Kimyasal Analiz Sonugclar

Agcilan her bir kavanozdan bakteri izolasyonu i¢in gerekli 6rnekler alindiktan sonra,
tursularin genel durumu hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in salamuralarin tuz, asitlik
ve pH analizleri paralelli olarak yapilmistir. Tablo 4.1.’de YAS ve sirke ile iiretilen

tursu salamuralarinin tuz, asitlik ve pH degerleri verilmistir.
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Tablo 4.1. Depolama siiresi boyunca sirke ve YAS ile iiretilen tursu salamuralarina ait pH, titrasyon asitligi ve tuz

degerleri
Zaman pH Titrasyon asitligi* Tuz
YAS! Sirke? YAS Sirke YAS Sirke
0 4,21+0,04*  3,59+0,11° 0,710,072 0,61+0,01*  4,93+0,128  4,53+0,482
7 3,71+0,032  3,53+0,08? 1,324+0,032 0,794+0,05%  3,58+1,46*  4,68+0,442

14 3,640,022  3,58+0,29°2 1,49+0,112 0,80+0,172 5,07+0,812 4,69+1,058
21 3,62+0,032  3,36+0,30° 1,71+£0,162 1,06+0,222 5,470,452 4,79+0,208
35 3,61+0,06*  3,52+0,28%2 1,78+0,162 0,93+0,25° 4,97+0,532 4,78+0,318
49 3,57+£0,012  3,55+0,142 1,85+0,162 0,95+0,12° 5,30+0,542 4,41+0,212
77 3,48+0,02%  3,52+0,332 1,84+0,192 0,94+0,242 5,18+0,522 4,51+0,19°2
105 3,53+£0,04*  3,49+0,31? 1,75+0,132 0,97+0,22° 5,21+0,512 4,57+0,262

YYogurt alti suyu ile iiretilmis fermente kornison tursusu (YAS).

2Sirke ile iiretilmis fermente kornison tursusu.

abAyni satirdaki ornekler arasindaki farklilig: ifade eder.

*Asitlik laktik asit cinsinden verilmistir.

Sirke ile hazirlanan salamura asitligi %0,61 ile %1,06 degerleri arasinda
degismektedir. Fermantasyonun baslangicinda asitlik degeri %0,61 degerlerinde iken
fermantasyon ilerledikge asitligin de arttig1 goriilmektedir. YAS ile hazirlanan
salamuralarda asitlik degeri %0,71 ile %1,85 degerleri arasindadir. YAS ile hazirlanan
salamuralarin asitliginde de sirke ile hazirlanan salamuralarin asitligine benzer durum
goriilmiistiir. Baslangicta %0,71 civarinda olan titrasyon asitligi fermantasyonun
ilerleyen giinlerinde %1,75 degerine kadar ulasmustir. Sirke ile hazirlanmis
salamuralarin baglangic pH degeri ortalama 3,59°dur. YAS ile hazirlanan
salamuralarda ise ortalama pH degeri 4,21°dir. Sirkeli salamuralarda baslangic
pH’sinin YAS ile hazirlanmis salamuralara kiyasla daha diisiik degerlerde oldugu

gozlemlenmistir (P < 0,05).

“TS 11112 Hiyar Tursusu” standardina gore toplam asitlik laktik asit veya asetik asit
cinsinden %0,5-2 olmalidir (Anonim, 2015). Hem sirke hem de YAS ile {iretilen
tursularin asitlik degerlerinin standarda uygun oldugu goriilmiistiir. YAS ile tiretilen
tursularin titrasyon asitligi, sirke ile iiretilen tursulara kiyasla daha yiiksek oranda artig
gerceklesmistir. YAS ile iiretilen tursularda daha fazla sayida bulunan laktik asit
bakterileri, bu liretimde titrasyon asitliginin de daha yiiksek olmasimi sagladigini
diistinmekteyiz. Titrasyon asitligi degerlerindeki bu fark pH degerlerinde
goriilmemektedir. YAS ile tretilen tursularin titrasyon asitligi sirke ile iiretilen
tursularin yaklasik iki kati olmasia ragmen YAS ile iiretilen tursularin depolama
stiresi boyunca pH degerleri sirke ile {iretilen tursularla benzer bulunmustur (P > 0,05).

YAS’nun yapisinda sirkeye kiyasla daha yiiksek oranda bulunan kalsiyumun
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tamponlama etkisi bu durumu agiklamaktadir. Kalsiyum tamponlama etkisi gostererek
YAS ile iiretilen tursularda titrasyon asitligi fazla olmasina ragmen pH diisiisiine engel

olmustur.

Tuz konsantrasyonlar1 sonuglari sirke ile hazirlanmis salamuralarda 4,41 ile 4,79
degerleri arasinda oldugu gozlemlenmistir. YAS ile hazirlanan salamuralarin tuz
konsantrasyonlarina bakildiginda ise 3,58 ile 5,47 araliginda degerler almistir. Asiri
tuz orani ile laktik asit bakterilerinin gelisimini inhibe etmemek, yeterli tuz orani ile

gelisimi desteklemek i¢in tuz oranina dikkat edilmelidir.

Tuz orani ortamdaki laktik asit bakterilerinin olduk¢a 6nemlidir. %5’ten daha az tuz
konsantrasyonuna sahip tursularda baskin floray1 Leu. mesenteroides olusturmaktadir.
Tursuda bulunan tuz orami daha disiik seviyelerde oldugunda ise Bacillus,
Pseudomonas ve Flavobacterium gibi dogal florada istenmeyen bakterilerin geligimi
gozlenebilmektedir. Tuz konsantrasyonu %35-%8 arasinda ise Leuconostoc inhibe

edilerek Pediococcus sp. ve L. plantarum gelisimi gozlenir (Basdogan, 2020).

4.3. Tursu Orneklerinin Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar

Sirke ve YAS ile iiretilen tursu salamuralarinin 0, 7, 14, 21 ,35, 49, 77, 105. giinlerine
ait laktik asit bakteri sayis1 log kob/mL seklinde Tablo 4.2.”de verilmistir.
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Tablo 4.2. Depolama siiresi boyunca tursu salamuralarina ait laktik asit bakteri sayist

Uretim  Zaman MRS M17
no Sirke (kob/mL)  YAS (kob/mL) Sirke(kob/mL) YAS (kob/mL)

1(15) 0 2,33 3,562 4,59 5,39
7 7,66 8,16 7,09 8,65
14 5,95 7,47 6,11 7,93
21 5,40 6,73 5,39 7,23
35 4,03 6,96 4,23 6,75
49 4,47 6,26 4,58 6,15
77 421 5,84 3,72 5,68
105 5,17 5,49 3,27 5,33

2(16) 0 2,95 4,08 4,87 5,87
7 7,82 7,41 8,23 8,08
14 6,85 7,66 6,32 7,56
21 6,99 7,47 5,76 7,75
35 5,84 6,96 5,33 6,94
49 3,29 5,80 3,42 5,72
77 0 5,93 2,91 5,77
105 4,66 5,27 4,70 3,73

3(24) 0 2,59 3,46 6,69 6,15
7 7,88 8,13 8,15 7,85
14 6,89 7,59 6,59 7,48
21 5,91 7,23 3,99 7,42
35 4,17 7,12 3,68 7,14
49 4,47 5,80 4,40 5,94
77 3,42 5,67 2,80 5,64
105 2,23 5,38 0 541

Sirke ile tretilen tursularda MRS besiyerinde gelisen laktik asit bakterileri her ii¢
iiretimde de fermantasyonun 7. giiniinde en yiiksek degerde oldugu gozlemlenmistir.
Birinci iiretimde 7,66 log kob/mL, ikinci iiretimde 7,82 log kob/mL ve iigiincii
tretimde 7,88 log kob/mL ile en yiiksek degere ulasan laktik asit bakterileri bu
noktadan sonra bir azalmaya gitmistir. 105. giine gelindiginde yaklasik olarak 3 ile 4
log kob/mL arasinda azalma goriilmiistiir. Ugiincii iiretimde 105. giinde laktik asit
bakterilerinin 2,23 log kob/mL degerlerine kadar diistiigii goriilmiistir. YAS ile
retilen tursularda ise laktik asit bakterilerinin canliliini daha iyi korudugu
goriilmektedir. Sirke ile iiretilen tursularla ayni sekilde fermantasyonun 7 ve 14.
giinlerinde maksimum degere ulasan laktik asit bakterilerinin sayis1 bu noktadan sonra
azalmaya gitmistir. Fakat azalma oraninin sirke ile tiretilmis tursulara oranla daha az
oldugu goriilmektedir. 49 ve 77. glinlere bakildiginda sirke ile iiretilen tursularda laktik
asit bakterilerinin sayis1 3,29 ve 4,21 log kob/mL gibi degerlerde iken YAS ile iiretilen
tursularda 5,80 ve 6,26 log kob/mL degerlerinde oldugu goriilmektedir.
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M17 besiyerinde gelisen laktik asit bakterilerinin sayisi sirke ile iiretilen tursularda her
lic lUretimde de 7. giinde en yiliksek degere ulasmistir. MRS besiyerinde gelisen
bakteriler ile ayni sekilde birinci tiretimde 7,09 log kob/mL, ikinci tiretimde 8,23 log
kob/mL, ve {igiincii iiretimde 8,15 log kob/mL degerleri ile en yiiksek canlilik
noktasina ulasmistir. Bu noktadan sonra laktik asit bakterilerinin canliliklarinda
azalma goriilmektedir. YAS ile iiretilen tursularda da benzer durum goriilmektedir.
Birinci iiretimde 8,65 log kob/mL, ikinci iiretimde 8,08 log kob/mL ve {i¢ilincii
iretimde 7,85 log kob/mL ile canliliklar1 en yiiksek degerde olan laktik asit
bakterilerinin sayist bu noktadan sonra azalmistir. YAS ile iretilen tursulardaki
bakterilerin, MRS besiyerinde gelisen bakterilerde oldugu gibi, canliligin1 daha iyi
korudugu goriilmektedir. Sirke ile iiretilen tursularda 77. giinde bakteri sayis1 2,80 ve
2,91 gibi degerlere kadar diismiisken; YAS ile iiretilen tursularda 77.glinde bakteri
sayist 5,68 ve 5,77 log kob/mL degerlerindedir.

Tursuda laktik asit bakterilerinin sayilarinin artmasi fermantasyon sirasinda laktik asit
tiretimini sagladig1 i¢in, asit gelisimi ile istenmeyen mikroorganizmalari inhibe ettigi
i¢in ve istenen aromanin olusumunu sagladig1 i¢in istenilen bir durumdur. Ug iiretimde
de starter kiiltiir kullanmadan laktik asit bakterileri 7. gilinlerde 7-8 log kob/mL
degerlerine kadar ¢cikmistir. Laktik asit bakterilerinin olusturduklari asidin ve tiretimde
eklenen tuzun etkisi ile bakteriler 7.giinden sonra azalmaya gitmistir. Bu durumun
tursu kalitesine pozitif faydasi vardir. Bu sayede istenmeyen lezzet ve tekstiirel

bozukluklar engellenmis olmaktadir.

4.4. Laktik Asit Bakterilerinin Tammmlanma Sonuglari

4.4.1. Gram boyama ve katalaz testi

Laktik asit bakterilerinin tiimiiniin Gram (+) bakteriler oldugu bilinmektedir. Boyama
isleminin ardindan mikroskop altinda mavi-mor renkte oldugu gézlemlenen bakteriler
Gram (+) bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Gram (+) bakterilerin peptidoglikan
hiicre duvari daha kalindir, bu sebeple boyalari tutma giicti daha fazladir ve mikroskop

altinda mavi-mor renkte gériinmesine sebep olur.
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257 adet izolatin gram boyama sonuglarina goére 227 izolat Gram (+) olarak
tanimlanmistir. Gram (-) 30 bakteri laktik asit bakterisi olma 6zelligi gostermemesi

nedeni ile elenmistir.

Laktik asit bakterileri katalaz negatif 6zelliktedir. Katalaz pozitif bakteriler, hidrojen
peroksiti kullanarak su ve oksijen olusturmaktadir ve kolonilerdeki gaz ¢ikisi ile bu
fiziksel olarak gozlemlenebilmektedir. Test sirasinda gaz ¢ikisi ile goézlemlenen

durumun kimyasal reaksiyonu ‘“2H202 —> 2H,0 + O,” seklindedir.

Gram (+) bakteriler MRS besiyerinde gelistirildikten sonra saf kolonilerin iizerine
hidrojen peroksit damlatilmistir. 227 Gram (+) bakterinin tiimii ayn1 zamanda katalaz

negatif sonu¢ vermistir.

Sekil 4.1. Gram (+) laktik asit bakterisi
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Sekil 4.2. Gram (-) bakteri

4.4.2. Hiicre morfolojisi

Gram boyama sirasinda mikroskop ile bakterilerin hiicre morfolojileri de
gbzlemlenmistir. 227 Gram (+) bakteri izolatindan 109 tanesinin analizlerine devam
edilmistir. Sirke ile iiretilen tursulardan izole edilen bakterilere ait hiicre morfolojileri
Tablo 4.3.’de verilmistir. MRS ve M17 besiyerinden elde edilmis 53 izolatin 16 kok
ve 37 basil seklinde bakteri oldugu gozlemlenmistir. YAS ile iiretilen tursulardan izole
edilmig bakterilerin hiicre morfolojileri Tablo 4.4.’de verilmistir. Mikroskop ile
inceleme sonucunda analizlerine devam edilen 56 izolatin 14’liniin kok ve 42’sinin

basil sekilli oldugu gozlemlenmistir.
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Tablo 4.3. Sirke ile iiretilen tursulardan elde edilen bakterilerin hiicre morfolojileri ve glikozdan gaz olusturmalart

Uretim No Salamura Tipi Zaman izolat No Hiicre Morfolojisi Glukozda Gaz Olusumu
1 MRS 0 112 Basil -
7 122 Basil -
14 131 Basil -
21 141 Basil -
35 152 Basil -
49 162 Basil -
77 172 Basil +
173 Basil +
105 183 Basil -
184 Basil -
M17 0 X121 Basil -
X123 Kok -
21 X141 Basil -
X144 Kok -
35 X152 Basil -
X153 Basil -
49 X161 Basil -
105 X183 Basil -
2 MRS 0 312 Kok -
313 Basil -
7 323 Basil -
14 331 Basil -
21 341 Basil -
35 353 Basil -
49 363 Kok -
105 381 Basil -
M17 7 X323 Kok -
35 X353 Kok -
X354 Basil -
49 X361 Basil +
X362 Basil +
3 MRS 0 711 Kok -
7 721 Basil -
723 Kok -
14 732 Basil -
734 Basil -
21 741 Kok -
744 Basil -
35 752 Basil -
754 Basil -
49 761 Kok -
105 781 Basil -
M17 0 X711 Kok -
X712 Kok -
7 X723 Kok -
14 X733 Basil -
21 X741 Basil -
X744 Basil +
35 X751 Basil -
X753 Kok -
49 X762 Kok -
77 X771 Kok -
105 X783 Basil -

-1 gaz olusumu Yok, +: gaz olusumu var
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Tablo 4.4.YAS ile iiretilen tursulardan elde edilen bakterilerin hiicre morfolojileri ve glikozdan gaz olusturmalar

Uretim No Salamura Tipi Zaman _ izolat No Hiicre Morfolojisi Glukozda Gaz Olusumu
1 MRS 7 223 Basil -
14 232 Basil -
21 241 Basil -
35 253 Kok -
49 263 Kok -
77 272 Kok -
105 281 Basil -
M17 0 X211 Basil -
7 X221 Basil -
X223 Basil -
21 X243 Basil -
35 X251 Basil -
X253 Basil -
49 X264 Basil -
77 X273 Basil -
105 X281 Basil -
X283 Basil -
2 MRS 0 411 Kok -
7 422 Basil -
14 431 Basil -
432 Basil -
21 443 Kok -
444 Basil -
35 452 Basil -
49 463 Kok -
77 472 Kok -
474 Basil -
105 482 Basil -
483 Basil -
M17 7 X421 Kok -
21 X443 Basil -
35 X452 Basil -
49 X462 Kok -
77 X472 Kok -
105 X481 Basil -
3 MRS 0 812 Basil -
813 Basil -
7 823 Basil -
14 831 Basil +
833 Basil -
21 841 Basil -
844 Basil -
35 852 Kok -
854 Basil -
49 861 Basil -
864 Basil -
105 881 Basil -
M17 7 X823 Kok -
X824 Basil -
14 X831 Basil -
21 X844 Basil -
35 X853 Kok -
49 X862 Kok +
77 X872 Basil -
X874 Basil +
105 X884 Basil

-1 gaz olusumu yok, +: gaz olusumu var
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Yapilan bazi ¢alismalarda MRS besiyerinde gelisen kiiltiirlere laktobasil, M17
besiyerinde gelisen kiiltiirlere laktokok tanimlamasi yapildig: ile karsilagilmaktadir.
Bu bilgi eksiktir ve karisikliklara sebep olabilmektedir. MRS besiyerinde gelisen
kiiltiire analizleri yapilmadan laktobasil, M17’de gelisen kiiltiire de laktokok demek
olduk¢a yanlig bir ifadedir. MRS besiyeri bilesiminde bulunan polisorbat, asetat ve
magnezyum laktobasillerin gelisimini destekleyici faktorlerdir. MRS besiyeri diger
mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmek gibi bir 0Ozellik gostermemektir.
Laktobasiller disinda baska bakteri ve mayalar da MRS besiyerinde gelisim
gosterebilmektedir (Aktan, Yiicel ve Kalkan, 1998; Halkman ve Sagdas, 2014).

M17 besiyeri Lactococcus cremoris, Lactococcus diacetilactis, Lactococcus lactis
gibi zor gelisen tiirlerin gelistirilmesi i¢in en uygun besiyeridir. Yapisinda
bulundurdugu pB-glycerophosphate sayesinde besiyerinin tamponlama kapasitesi
artirilarak laktik streptokoklarin gelisimini tesvik etmektedir. MRS besiyeri ile benzer
sekilde baska mikroorganizmalarin gelisimini inhibe edecek selektif bir katki yoktur,
yanlizca laktokoklarin gelisimi desteklenmektedir. Dolayisiyla laktokok disinda
mikroorganizmalar da M17 besiyerinde gelisim gosterebilmektedir (Halkman ve
Sagdas, 2014). Tablo 4.5.”de MRS ve M 17 besiyerlerine ait bilesim verilmistir.

Tablo 4.5. MRS ve M 17 besiyeri bilesenleri

MRS Bilesimi (g/L) M17 Bilesimi (g/L)

D(+) Glucose 20,00 Sodium B-glycerophosphate 19,00
Agar-agar 14,00 Agar-agar 12,75
Peptone from casein 10,00 Peptone from casein 2,50
Meat Extract 10,00 Peptone from meat 2,50
Yeast extract 4,00  Peptone from soymeal 5,00
di-Potassium hydrogen phosphate 2,00  Lactose mono-hydrate 5,00
Tween 80 1,00  Yeast extract 2,50
di-Ammonium hydrogen citrate 2,00  Meat Extract 5,00
Sodium acetate 5,00  Magnesium sulfate 0,25
Magnesium sulfate 0,20  Ascorbic acid 0,50
Manganese sulfate 0,04

Gegmiste yapilan ¢alismalarda siklikla MRS besiyerinde gelistirilmis ve tanimlama
analizlerinin sonucunda laktokok seklinde tanimlanmis, ayni sekilde M 17 besiyerinde
gelistirilmis ve tanimlama analizlerinin sonucunda laktobasil olarak tanimlanmig
bakteri karsimiza ¢ikmaktadir (Kahraman ve Arici, 2020; Kivang ve Erikei, 2018;
Saadi Al-Baer ve Hussein, 2017; Santos ve ark., 2005). Saadi Al-Baer ve arkadaglari
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(2017), yaptiklar1 ¢alismada ¢ig inek siitiinden bakteri izolasyonu yapmak i¢in MRS
besiyerini kullanmiglardir. Yapilan tanimlama analizlerinin sonucunda elde ettikleri

83 izolatin yanlizca 231 basil sekilli, kalan 60’1 kok sekilli oldugunu saptamiglardir.

Cetin (2017) tursudan M17 ve MRS besiyeri kullanarak elde ettigi izolatlari
tanimladiginda tiim izolatlarin Lactobacil oldugunu belirtmistir. Bunun sebebi olarak
M17 besiyerinin yetersiz segiciligi ve tursu fermantasyonunda laktik koklarin yer

almamasi1 durumunu 6ne stirmiistiir.

Sonug olarak Laktobasil oldugunu bildigimiz bakterinin gelisimi i¢in en uygun
besiyeri MRS’dir. Fakat hangi bakteri oldugunu bilmedigimiz, yalizca MRS’de
gelisen bakteriler i¢in Laktobasil tanimlamasi yanlis olacaktir. Bu durum M17 besiyeri
icin de ayni sekildedir. Laktobasil ve Laktokok ayrimini net bir sekilde yapabilmek

i¢in birtakim analizlere ihtiyag vardir.

4.4.3. Glukozdan gaz olusumu

Fermantasyon sonucunda, glikoz kullanimina bagh olarak gaz olusumu durumunu
kontrol etmek amaci ile igerisinde durham tiipii bulunan sivi besiyerlerine ekim
yapilarak 7 giinliik inkiibasyona birakilmigtir. inkiibasyon sonrasi durham tiipiiniin
tabaninda gaz olusumu gozlenen bakteriler pozitif olarak nitelendirilmistir. Gaz
olusumu gozlenen laktik asit bakterileri heterofermantatif, gaz olusumu gézlenmeyen
laktik asit bakterileri ise homofermantatif bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Sirke ile
iiretilen tursulara ait gaz olusumu Tablo 4.3.’de ve YAS ile iiretilen tursulara ait gaz
olusumu Tablo 4.4.’de verilmistir. YAS ile iiretilen tursularda 3, sirke ile tiretilen

tursularda 5 adet olmak tizere toplamda 8 heterofermantatif bakteri tespit edilmistir.

Hiyar tursularinda, sisme sorunlarina yol actig1 i¢in fermantasyonda CO2 olusumu
olabildigince az seviyede olmasi istenir. Dolayisiyla fermantasyon sonucunda CO:
olusturan Heterofermantatif laktik asit bakterileri, homofermantatif LAB’ne gore daha

az istenmektedir (Daeschel ve Fleming, 1984).
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4.4.4. Farkh sicakliklarda gelisim testleri

iki kez aktiflestirme yapilmus izolatlar 10 °C, 45 °C ve 50 °C olmak iizere ii¢ farkl
sicaklik derecesinde 5 giinliik inkiibasyona birakilmistir. Gelisme varligi durumuna
gore pozitif veya negatif olarak degerlendirilmistir. Sirke ile {iretilen tursulara ait
bakterilerin farkl sicakliklarda geligsme testi sonuglar1 Tablo 4.6.’da, YAS ile iiretilen

tursulara ait bakterilerin sonuclari ise Tablo 4.7.’de verilmistir.

Sirke ile iiretilen tursulardan elde edilen bakterilerden 14 izolat 10 °C’de, 11 izolat 45
OC’de ve 4 izolat ise 50 °C’de gelisme gostermistir. YAS ile iiretilen tursulardan izole
edilen bakterilerden 13 izolat 10 °C’de, 5 izolat 45 °C’de ve 3 izolat 50 °C’de gelisme

gostermistir.

Hiyar fermantasyonlarinda laktik asit bakterilerinin optimum gelisme sicakligi 16-32
OC olarak belirtilmistir. Hiyar tursularinda gelisme gosterebilen bazi Pediococci
tiirlerinin daha yiiksek sicakliklarda gelisme gosterebilmektedir (Mark A. Daeschel ve
Fleming, 1984).
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Tablo 4.6. Sirke ile iiretilen tursu izolatlarmin farkli sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonlarinda gelisme testleri

sonuglari
izolat Sicaklik pH %Tuz
No. 10°C 45°C 50°C 3 4,5 9,6 2 6,5 10
112 - - - - - - ++ ++ -
122 - ++ - - + - + + -
131 - - ++ - + - + + -
141 - - - - + - + + -
152 - - - - - - ++ + .
162 + + - - + - - ++ -
172 + ++ - - + - + ++ +
173 + ++ - - + - + ++ +
183 + - - - + - ++ ++ -
184 - - - + + - ++ ++ -
X121 + ++ - - + - + ++ -
X123 + ++ + - - - + ++ -
X141 - - - - + - + + -
X144 - - - - + - + + -
X152 - - - - - - + ++ -
X153 - - - + - - + + -
X161 - - - - - - ++ - -
X183 - - - - + - + + -
312 - - - - + - ++ ++ -
313 - ++ - - - - ++ + -
323 - - - - + - + + -
331 - - - - - - + + -
341 - - - - - ++ + -
353 - - - + - - + + -
363 - - - - - - + + -
381 - ++ - - + - - - -
X323 - - - - + - + ++ -
X353 - - - - - - ++ - -
X354 - - - - - . ++ + .
X361 - - - - + - ++ + -
X362 - - - + - ++ - -
711 + - - - - - + + -
721 - - - - - - + + -
723 - - - - - - + + -
732 - - - - - - ++ - -
734 - - - - - - ++ + -
741 - - - - - - ++ + _
744 - - - - - - + + -
752 - - - - - - ++ - -
754 - - - - - - ++ - -
761 - - - - - - + + -
781 - - - - - - -
X711 ++ ++ + + - - + + -
X712 + + - - - - + + -
X723 + - - - + - ++ ++ -
X733 - - - - - . ++ + .
X741 - - - - + - ++ + -
X744 + - - - - - + + -
X751 + - - - - - ++ ++ -
X753 - - - - - - ++ ++ -
X762 + - - - - - + + -
X771 ++ - - - - - + ++ -
X783 - ++ + - - - ++ _ _

-: lireme yok, +: iireme var,

++: ¢ok iyi lireme var
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Tablo 4.7. YAS ile iiretilen tursu izolatlarmm farkli sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonlarinda gelisme testleri

sonuglari
Izolat Sicaklik pH %Tuz
No. 10°C 45°C 50 °C 3 4,5 9,6 2 6,5 10
223 - + - - - - ++ + -
232 - - - - + - ++ + -
241 - - - - - - + + -
253 - - - - + - ++ + -
263 - + - - + - + + B
272 - - - + - - ++ + -
281 - - - + - - + ++ -
X211 + - - - + - + + -
X221 - - - - + - ++ + -
X223 - - - - - - + + -
X243 - - - - + - ++ + -
X251 - - - - - - ++ + .
X253 - - - - - - ++ + -
X264 - - - - + - ++ + -
X273 ++ - - + + - + + ;
X281 - - - - + - - - -
X283 + - ++ - + - ++ + -
411 - - - - - - + + -
422 + - - - - - + ++ -
431 - - - - - - + + -
432 - - - - - - + + -
443 - - - - - - ++ + -
444 - - - - + - + + -
452 - - - - - + + -
463 - - - - - - + ++ -
472 + - - - + - ++ ++ -
474 + - + - - - + ++ -
482 - - - - + - + + -
483 ++ ++ + - + - ++ ++ -
X421 - - - + - ++ + -
X443 - - - - + - + + -
X452 - - - - - - + - -
X462 - - - - + - ++ + -
X472 - - - - + - + + -
X481 - - - - - - + + -
812 - - - - - - + + -
813 - ++ - - - - + + i
823 - - - - + - ++ ++ -
831 + - - - - R ++ _ ;
833 - - - - - - ++ - -
841 - - - - - - ++ ++ -
844 - - - - - - + ++ -
852 - - - - - - ++ + -
854 - - - - + - ++ + -
861 + - - - + - ++ + -
864 + - - - + - ++ + -
881 + + - - + - ++ + -
X823 - - - - - - ++ ++ -
X824 - - - - - - ++ + -
X831 - - - - - - ++ - -
X844 - - - - - - ++ - -
X853 - - - - - - ++ + .
X862 ++ - - - - - + ++ -
X872 - - - - + - ++ ++ -
X874 + - - - + - ++ ++ -
X884 - - - + + - ++ + -

-: lireme yok, +: iireme var,

++: ¢ok iyi lireme var
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4.4.5. Farkh pH degerlerinde gelisim testleri

Izole edilen kiiltiirler aktiflestirildikten sonra 3, 4.5 ve 9.6 olmak iizere ii¢ farkli pH
degerinde 3 giinliik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyona sonrasi gelisme durumu
pozitif veya negatif olarak degerlendirilmistir. Sirke ile tiretilen tursulardan elde edilen
bakteri izolatlarina ait gelisme durumu Tablo 4.6.’da, YAS ile firetilen tursularin

bakteri izolatlarina ait sonuglar ise Tablo 4.7.’de verilmistir.

YAS ile tretilen tursulardan elde edilen 4 izolat pH 3 degerinde, 26 izolat pH 4.5
degerinde gelisme gostermistir. pH 9.6 degerinde higbir izolat gelisme
gosterememistir. Sirke ile iiretilen tursularin izolatlarinda da benzer bir durum s6z
konusudur. pH 3 degerinde 4 ve pH 4.5 degerinde 20 izolat gelisme gdstermistir. pH

9.6 degerinde hi¢bir gelisme gozlenmemistir.

4.4.6. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisim testleri

Bakteri izolatlar1 %2, %6,5 ve %10 olmak iizere li¢ farkli tuz konsantrasyonunda
gelisme yetenekleri degerlendirilmistir. Gelisme goriilen kiiltiirler pozitif olarak
degerlendirilmistir. YAS ile iiretilen tursulardan elde edilen izolatlara ait sonuglar
Tablo 4.7.’de ve sirke ile iiretilen tursulardan elde edilen izolatlara ait sonuglar Tablo

4.6.’da verilmistir.

YAS ile iiretilen tursulardan elde edilen izolatlarin biiylik cogunlugu %2 ve %6,5
konsantrasyonunda gelisme gostermistir. Toplam 56 izolattan 55’1 %2 tuz
konsantrasyonunda, 50’si ise %6,5 tuz konsantrasyonunda gelisme gosterebilmistir.

%10 tuz konsantrasyonunda higbir bakteri gelisememistir.

Sirke ile tiretilen tursularin izolatlar1 benzer sekilde %2 ve 6.5 konsantrasyonunda
gelisme yetenegi yiiksektir. Toplam 53 izolattan 50°si %2 konsantrasyonunda, 44’
%06,5 konsantrasyonunda gelisme gostermistir. YAS ile iiretilen tursu izolatlarinin
aksine sirke ile iretilen tursulardan elde edilen izolatlardan 2’si %10 tuz

konsantrasyonunda geligmistir.
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4.4.7. Karbonhidrat fermantasyonlari

Fenotipik analizleri yapilan bakteri izolatlar1 gruplandirilmistir. Birbirinden farkli
ozellik gosteren 26 farkli grup tespit edilmistir ve 26 gruptan 48 bakteri izolatina API
50 CH test kiti ile tanimlama islemi yapilmistir.

Sirke ve YAS ile iiretilen tursulardan elde edilen izolatlarin tiir diizeyinde dagilimlari
Tablo’da verilmistir. Lactobacillus Plantarum’un her iki salamura tipi i¢in de baskin

mikroorganizma oldugu goriilmektedir.



Tablo 4.8. Sirke ve YAS ile tiretilen tursularin izolatlarmin APT 50 CHL test kiti ile tanimlanmasi sonuglari

izole edilen kaynak

SiRKE

YAS

Koloni No

112
131
141
152
162
172
183
184
313
331
363

381

721

761
X152
X183
X323
X354
X361
X362
X711

X751
X753

X771
241
263
272
411
432
444
463
474
482
483
823
831
833
881

X221

X253

X273

X281
X283
X452
X472
X481
X862
X874

Tiir/Alttiir
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus brevis 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus pentosus

%
99,8
97,4
99,9
98,6
99,9
99,1
99,9
99,8
99,6
99,9
60,7
39,2
99,9
99,9
98,6
99,9
99,9
99,9
97,2
98,6
97,4
88,7
111
99,8
66,6
33,3
99,9
97,4
99,9
99,9
99,9
99,8
98,6
91,6
99,2
99,9
99,6
99,9
98,6
99,9
99,9
99,9
99,9
51,5
48,4
99,9
99,8
99,9
97,4
99,9
99,9
98,6

o1



52

Sirke ile tretilen tursulara bakildiginda Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus
pentosus tiirlerinin izole edildigi goriilmektedir. Tanimlama yiizdesi genellikle
oldukca yiiksektir, yalnizca iki tiirde %60’larda yiizde ile karsilasiimaktadir. Her bir
tiretim ayr1 ayri incelendiginde genellikle L. planturum tiiriiniin baskin oldugu
goriilmektedir. 3 numarali tiretim kodu i¢in M17°den izole edilen (X3 kodlu drnekler)
bakterilerde L.pentosus tiiriiniin baskin oldugu goriilmektedir. Ayni iiretimin

MRS’den izole edilen bakterilerinde ise L.plantarum tiirii baskindir.

YAS ile iretilen tursulardan Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus pentosus
tirlerinin izole edildigi goriilmektedir. Sirke ile iiretilen tursulara kiyasla YAS ile
tiretilen tursularda L.pentosus tiirliniin daha baskin oldugu goriilmektedir. Her bir
tiretim ayr1 ayr1 incelendigine 2 numarali iretimin M17°den izole edilen 6rneklerinde

L.pentosus tiiriiniin baskin oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.3. L. plantarum bakterisinin API 50 CHL kit sonucu
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Sekil 4.4. L. pentosus bakterisinin AP1 50 CHL kit sonucu

API test sonuglarina gore baz tiirlerin cins 6zellikleri daha once belirlenmis hiicre
morfolojileri ile uyumsuzluk gostermektedir. Sirke ile iiretilen tursulardan izole
edilmis 363, 761, X323, X711, X753, X771 orekleri kok olarak belirlenmesine
ragmen API test sonuglarina gore laktobasil olarak tanimlanmistir. YAS ile iretilen
tursulardan izole edilen 263, 272, 411, 463, X472, X862 kodlu 6rnekler de kok olarak
belirlenmisken API test sonuglar laktobasil oldugunu gostermektedir. Bu durum temel
olarak yapilan fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal analizlerin tanimlama
caligmalarinda yeterli sonu¢ saglamadigini gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada,
tulum peynirinden izole edilen 10 izolatin biyokimyasal testleri sonucunda laktokok
ozelligi gostermedigi fakat PCR ile laktotok oldugu belirlenmistir. Bu izolatlar1 atipik
olarak degerlendirmislerdir. (Biiyiikyoriik ve Soyutemiz, 2010). Benzer sekilde atipik
izolat elde eden bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Klijn, Weerkamp ve De Vos, 1995;
Fortina ve ark., 2003; Bulut ve ark., 2005; Ouzari ve ark., 2006). Bu durum sonuglarin
dogrulanabilmesi amaciyla daha kesin sonuglar saglayabilen biyokimyasal veya

genotipik analizleflbrin gerekliligini gostermektedir.
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Sirke ile iiretilen tursulardan tanimlamasi yapilmis 3 6rnek gaz olusturma testine gore
heterofermantatif 6zellik gostermistir. YAS ile tiretilen tursu 6rneklerinden de 3’iiniin
heterofermantatif oldugu goriilmektedir. Her iki salamura tipinde de 3
heterofermantatif bakteriden 1°i L. plantarum ve 2’si L. pentosus olarak
tanimlanmustir. Literatiirde bu iki bakteri gaz olusturma yeteneklerine gore “fakiiltatif
heterofermantatif” oldugu bildirilmistir (Axelsson, 2004; Bustos, Moldes, Cruz ve
Dominguez, 2005)

L. plantarum ve L. pentosus laktobasillerden Streptobacterium grubunda yer
almaktadir. 30-35 °C sicaklik araligi optimum gelisme sicakligidir, 15 °C’de gelisebilir
fakat 50 °C’de ¢ogunlukla gelisemezler (Orla-Jensen, 1919; Idler, Venus ve Kamm,
2015). Farkli sicakliklarda gelisebilme testine bakildiginda L. plantarum ve L.
pentosus benzer 6zellikler gostererek 45 ve 50 °C sicakliklarinda bakterilerin bir kismi1
gelismistir. Her iki bakteri igin de 10 °C sicakliginda gelisebilme yeteneginin daha
fazla oldugu goriilmektedir. Simsek (2003) tursudan izole ederek tanimladigi L.
plantarum tirtiniin 15 °C’de gelisme gosterdigini ve 45 °C’de yalnizca 1 izolatin

gelisebildigini belirtmistir.

L. plantarum ve L. pentosus tiirlerinin en iyi gelismeyi pH 4,5°te gosterdigi
goriilmektedir. Her iki tiirlin de farkli pH’larda gelisme 6zellikleri birbirine oldukca
benzerdir. pH 3 degerinde bakteriler zayif gelisme gosterebilmistir ve pH 9,6
degerinde ise hicbir bakteri tireme gosterememistir. L. plantarum ve L. pentosus
tiirlerinin zay1f da olsa pH 3’te gelisme gdsterebilmeleri aside dayanikliliginin oldukca
yiiksek oldugunu gostermektedir. Elmaci ve ark (2014), hiyar tursusu 6rneklerinden
izole ederek tanimladigi L. plantarum tiiri bakterilerin pH 3’te diisik gelisme
gosterdiginin ve pH 9 degerinde hi¢ gelisme gostermedigini belirtmislerdir. Bununla
birlikte L. plantarum tiirii bakterilerin en iyi gelismeyi pH 4’te gosterdigini
belirtmislerdir. Tursudan izole edilen L. plantarum tiirii G-Allegria et al. (2004)
tarafindan yapilan ¢alismada pH 3.2, 3.3, ve 3.6’da gelisme gosterdigi belirtilmistir.
Bir baska calismada da tursudan izole edilen Lactobacillus suslar1 pH 3 degerinde 6.2-
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7.7 log kob/mL seviyesinde gelisim gosterdigi belirtilmistir (Boricha, Shekh, Pithva,
Ambalam ve Manuel Vyas, 2019).

Tanimlamasi1 yapilan bakterilerin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme testleri
incelendiginde 2 bakteri hari¢ tiimiiniin %2 tuz konsantrasyonunda gelisim gosterdigi
goriilmektedir. 5 bakterinin ise %6,5 tuz konsantrasyonunda gelisim gosteremedigi
goriilmektedir. %10 tuz konsantrasyonunda yalnizca 1 bakteri gelisebilme
gostermistir. Cetin (2017) yaptig1 ¢alismada tursudan izole ettigi ve L. plantarum
olarak tanimladig1 bakterileri %6,5, %10 ve %12 tuz konsantrasyonlarinda gelisme
durumlarini incelediginde bakterilerin biiyiikk ¢ogunlugunun %6,5 konsantrasyonunda
gelistigini ve konsantrasyon seviyesi arttikca bakterilerin gelisme yeteneklerinin
olduk¢a az oldugunu belirmistir. Bir baska calismada hiyar tursusundan izole edilen
L. plantarum bakterisinin %3 ve %6,5 tuz konsantrasyonlarinda ¢ok iyi gelisme
gosterdigi ve %10 tuz konsantrasyonunda gelisime diizeyinin oldukca diisiik seviyede

oldugu belirtilmistir (Bagder Elmaci, Tokatli, Dursun, Ozgelik ve Sanlibaba, 2015).

Bintsis ve Papademas (2002) yaptiklar1 calismada, diisiik pH ve yiiksek tuz igeriginin
laktobasillerin gelisimini smirlandirmazken laktokoklarin gelisiminde inhibitor
etkisinin olabilecegini ifade etmislerdir. Calismamizda da baskin floray:
laktobasillerin olusturdugu goriilmektedir. Bu durum tursu 6rneklerinin diisiik pH ve

yiiksek tuz icerigine sahip olmalarindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

L. plantarum ve L. pentosus tiirleri fenotip olarak birbirlerine biiyiik 6l¢iide benzerlik
gostermektedir. L.pentosus tiiriinii L. plantarum’dan ayiran en biiyiik 6zellik hem
ksilozu hem de arabinozu fermente edebilmesidir (Curk, Hubert ve Bringel, 1996).
Calismamaiz bu bilgiler ile paralellik gostermektedir. Fenotipik testlere bakildiginda L.
plantarum ve L. pentosus benzer sonuglar vermistir. API test kiti sonuglari
incelendiginde, 6 numarali mikrotiipde bulunan ksilozu fermente ederek pozitif

reaksiyon gostermis tiim 6rneklerin L. pentosus olarak tanimlandigi goriilmektedir.

Dursun (2010) 15 farkli hiyar tursusu 6rneginden izole ettigi laktik asit bakterilerinin

tanimlama analizlerini yapmis, sonucunda L. plantarum, L. brevis, L. acidophilus
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tiirlerinin baskin oldugunu belirtmistir. Alan ve Digrak (2012) salatalik kullanarak
kendi {irettikleri tursu 6rneklerinden laktik asit bakterilerini izole ederek tanimlama
analizlerini  gergeklestirmistir.  Analiz  sonuglarina gore izolatlarin  biiyiik
¢ogunlugunun L. plantarum tiirii oldugunu belirtmislerdir. Bir baska ¢alismada ise
Tamminen ve ark. (2004) salatalik tursusundan izole ettikleri bakterilerin biiyiik

kismini L. plantarum ve L. pentosus’un olusturdugunu belirtmislerdir.



BOLUM 5. SONUC

Sirke ve YAS ile hazirlanan iki farkli salamura ile tretilen tursulardan elde edilen
izolatlara uygulanan tanimlama analizleri sonucunda L.plantarum ve L.pentosus
bakterilerinin baskin floray1 olusturdugu saptanmustir. iki farkli salamura ile iiretilen
tursularin mikrobiyal florasinin benzer oldugu goriilmiistiir. Tanimlanan iki bakterinin
de tursu fermantasyonu boyunca artan asitlik ve yiiksek tuz konsantrasyonuna ayni
derecede dayaniklilik gosterdigi ve fenotipik 6zelliklerinin de oldukga benzer oldugu
goriilmiistiir. YAS ile iiretilen tursunun, sirke kullanilarak iiretilen tursu ile benzer
florada olmas1 YAS’1n tursu tiretiminde basaril1 bir sekilde kullanilabildigi ¢ikarimini

desteklemektedir.
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