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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GELENEKSEL ve ENDUSTRIYEL YONTEMLERLE URETILMIiS SALAMURA
ASMA YAPRAKLARININ MIKROFLORASININ BELIRLENMESI

Mehmet Caglar FIRAT

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Biilent CETIN

Bu calisma, geleneksel ev tipi ve endiistriyel salamura asma yapraklarinin
mikroflorasin1 belirlemek amaciyla yapilmistir. Yapraklar, iilkemizde yogun olarak
iiretim yapilan Tokat, Manisa ve Erzincan yorelerinden secilmistir. Denemede iiriiniin
gida giivenligi ve fermantasyonda rol alabilecek muhtemel floranin belirlenmesi
amaglanmis, bu nedenle Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB), Psikrotrofilik,
Pseudomonas, Maya ve Kiif (PDA ve YGC’de gelisen), Laktik Asit Bakterileri
(Laktokoklar ve Laktobasiller), Enterobacteriaceae, Enterekoklar, Staphylococcus
aureus sayimi ger¢eklestirilmistir. Sayimi yapilan mikroorganizmalarda ortalama say1
strast ile; 0.88, <2, <2, 3.92, 4.01, <2, <2, 0.09, 0.04, <2 olarak tespit edilmistir.
Kimyasal analizlerden ise pH, asitlik ve tuz tayini yapilmis olup ortalamalar sirasi ile;
3.37, %1.32, %]12.62 olarak tespit edilmistir. Tuz oranlarinin %1,75 ila %25,00 gibi
genis bir aralikta degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Arastirma sonucunda;
salamura asma yapraklarinin mikroflorasinin genel olarak maya tiirleri tarafindan
olustugu goriilmiis olup 12 farkli maya susu izole edilmistir. Tiir bazinda ise; izole
edilen mayalar Pichia subpelliculosa, Debaryomyces hansenii, Zygosaccharomyces

bisporus, Pichia membranifaciens, Hanseniaspora uvarum olarak tanilanmistir.
2012, 51 Sayfa

Anahtar kelimeler: Salamura asma yapragi, maya, molekiiler tan1 (PCR), M13



ABSTRACT

Master Thesis

IDENTIFICATION of BRINED GRAPEVINE LEAVES MICROFLORA
PRODUCED BY TRADITIONAL AND INDUSTRIAL METHODS

Mehmet Caglar FIRAT

Atatiirk University
Fraduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Biilent CETIN

This study has been carried out to identify the microflora of brined grapevine leaves
which were produced by traditional methods. Leaves was collected primarily from
Manisa, Tokat and Erzincan regions where brined grape leaf production is made mostly.
In the study, Total Aerobic Mesophilic Bacteria (TAMB), Psychrotrophic bacteria,
Pseudomonas, Yeast and Mould (on PDA and YGC), Lactic Acid Bacteria (presumptive
lactic acid bacteria on MRD and M17), Enterobacteriaceae, Enterococcus and S.aureus,
were counted in order to identify the microflora which have a role in food safety and
fermentation. In sequence, means of enumerations are found; 0.88, <2, <2, 3.92, 4.01,
<2, <2, 0.09, 0.04, <2. As of chemical analyses pH, acidity and salt was measured.
Means of chemical analyses are found; 3.37, 1.32%, and 12.62%, respectively. Salt
percentages varies from 1,75 to 25,00%. As a result, microflora of brined grape leaves
consists of yeast species which are Pichia subpelliculosa, Debaryomyces hansenii,

Zygosaccharomyces bisporus, Pichia membranifaciens, Hanseniaspora uvarum.
2012, 51 pages

Keywords: Brined grape leaves, yeast, molecular identification (PCR), M13
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1. GIRIS

Asma, Vitis vinifera L. tiiriine ait kok, dal, yaprak ve meyvelerden olusan bir 1liman
iklim bitkisidir ve bagcilik diinyada, genel olarak kuzey yarimkiirede 20°-50°, giliney
yarimkiirede ise 20°-40° enlemleri arasinda yapilmaktadir. Diinya genelinde 7.792.000
ha alanda bagcilik yapilmaktadir. Sicaklik, bagciligin kuzeye dogru yayilmasin
engelleyen en Onemli faktordiir (Taskaya 2003). 36-42 kuzey enlemleri arasinda
bulunan ve asmanin anavatani olarak kabul edilen Tiirkiye’de, yaklasik olarak 1200’lin
lizerinde tliziim ¢esidinin varligi saptanmistir. Ancak bunlardan 70-80 kadarinin

ekonomik 6neminin oldugu ve genis ¢apta yetistirildigi bildirilmektedir (Anonim 2003).

Ulkemiz diinya genelindeki toplam 7.792.000 dekar asma alaninda % 7,8’lik bir iiziim
liretim payma sahiptir (Anonim 2007). Bagcilik temel olarak sofralik iiziim eldesi
amaciyla yapilmaktadir. Bunun yaninda saraplik ve kurutmalik iiziim i¢in de asma
iiretimi gerceklestirilmektedir. Ancak iireticiler daha fazla gelir kaynagi elde etmek igin
asma yapraklarim1 da satmaktadir. Bu denli giiclii iiretim payina sahip oldugumuz
asmanin en énemli yan iirlinii olan salamura yapraklarin ticaretinde de s6z sahibi olmak
icten bile degildir. Nitekim Tiirkiye aralik ayr sonuna kadar, asma {izerinde {iziim

bulunan yegane iilkedir (Celiker 2000).

Asma yapragt genellikle dilimli olup kenarlar1 disilidir. Yaprak dilimleri, damarlar
arasindaki iist ve alt ceplerin derinliklerine gore farkli sayida olabilmektedir (Sekil 1.1.).
Yapraklar genellikle bes dilimli olmakla beraber, dilimsiz, li¢ dilimli ve nadir de olsa
yedi dilimli olabilmektedir. Yaprak sapinin aya kismina birlestigi yerde bir sap cebi
bulunmaktadir. Sap cebi V seklinde veya U seklinde olabildigi gibi, agik, kapali, O
seklinde, iist iiste binmis sekilde de olabilmektedir. Yaprak ayasinin tam biiyiikliiglinii
alabilmesi i¢in olusumundan itibaren 30—40 giinliik bir siireye ihtiya¢ bulunmaktadir.
Yapraklar bu donemden 3—4 ay sonra yaslanmaya ve yaprak dokiimil i¢in ayrim
tabakasi olusturmaya baglar. Yapraklar yaslanma ile birlikte kalinlagirlar (Weaver

1976).



Sekil 1.1. Olgun bir asma yapraginin ¢esitli kisimlari

*YS: Yaprak sap1, YK: Yaprak kulak¢ig: (stipula), YA: Yaprak ayasi, UD: Ug dilim, UD: Ust yan dilim,
AD: Alt yan dilim, SC: Sap cebi, UC: Ust cep, AC: Alt cep, UCM: Ust cep mesafesi, ACM: Alt cep
mesafesi, ID: ilk dis, L1, L2, L3, L4, (L1°, L2’, L3’, L4’)) :Ana ve tali damarlar, a, B, y, P (a’, B°, y’, P’):
Damarlar arasi agilar, L: Yaprak uzunlugu, I: Yaprak eni, h: Dis yiiksekligi, b: Dis genisligi (Demirhan
2006).

Asma yapragi, Codex Alimenterius verilerine gore su sekilde siniflandirilmistir:

Sinif: Bitki kokenli temel besin tirint

Tip: Sebze

Kategori: Yapraksi sebze (Brassica dahil) (Anonim 2010).

Codex Alimentarius asma yapraklarini temel besin iiriinii olarak nitelemistir. Nitekim
Balkanlar, Tiirkiye ve birgok Ortadogu iilkesinde salamura asma yapraklar1 dolma
yapiminda kullanilmaktadir (Sat vd 2002). Bir¢ok {ilkede bilinip tiiketilen asma

yapraginin besin bilesenleri yaprak sebzelerle kiyaslanabilecek diizeydedir (Kara vd



2006). Asma yapragimin 100g yenilebilir kisimlarindaki besin degeri; 5.60 g protein,
17.30g karbonhidrat, 11.00g lif, 363.08 mg kalsiyum, 91.02g fosfor, 11.10g C vitamini
seklindedir (Kara 2007). Cesitli kaynaklarda C vitamini igin farkli rakamlar
zikredilmekte olup 100 g yaprakta 120 mg’a vardigi bildirilmektedir (Baysal 1993).
Ayrica kirmizi liziim yapraklar1 antosiyanin ve oligomerik proantosianidin (OPC) gibi

flavonoidleri ig¢erir (Anonim 2010).

TUIK verilerine gére iilkemizde 2011 yili ekili asma arazisi 4.725.454 dekar, iiziim
tretimi ise 4.296.351 tondur. Bu tiretimin %52’s1 sofralik, %36’s1 kurutmalik, %12’si
ise saraplik olarak kullanilmistir (Anonim 2012b). Tiirkiye 6zellikle kuru liziimde diinya
ticaretinde en Onemli treticidir (Anonim 2007). Gegtigimiz yillarda ‘Asma bitkisinin
tiretiminde asil maksat {iziim {iretimidir’ inanis1 olsa da artik bu inanis degismis ve
salamura asma yapragi da karli bir bagcilik iirlinli olarak ele alinmaya baslanmistir.
Salamuralik yapraklar iilkemizde 6zellikle Manisa ve Tokat illerinde yogun olarak
iiretilmektedir. Ozelikle Tokat ydresinde salamuralik asma yapragi {iretimini esas amag

olarak kabul eden bir bagcilik yapilmaktadir (Agaoglu vd 1988).

Asma yapragi iiretim miktarlar1 ve ihracati hakkinda son yillar i¢in resmi net bir bilgi
bulunmamakla birlikte Tiirkiye Istatistik Kurumu’ nun verilerine gére 2003 y1l1 salamura
lizim yaprag: tilketim miktarinin 319.427 kg ve bunun mali degerinin 576.476 YTL
oldugu; ayni sekilde Yaprak Dolma (Hazir Yemek Konservesi Teneke Kutuda) tiiketim
miktarinin 4851 kg oldugu bunun mali degerinin 22.434 YTL oldugu, Yaprak Dolma
(Hazir Yemek ve Meze) tiiketim miktarinin 13.696 kg oldugu bunun mali degerinin
45.909 YTL oldugu bildirilmistir (Anonim 2003). Bu rakamin 2003’den bu yana gecen
yillar ve kayit disi liretim de gbéz Oniine alindiginda ¢ok daha fazla olacagi
diistiniilmektedir. Nitekim 2008 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada sadece Tokat ilinde
ortalama yaprak {iretiminin igletme biiytikliik gruplari itibari ile 190,34 kg ile 868,89 kg
arasinda degistigi, isletmeler ortalamasin da 400,27 kg oldugu bildirilmistir (Elmali,
2008). Ayrica Manisa’dan 2003 yili itibariyle 1000 ton yapragin 8 farkl tilkeye ihrag
edildigi bilinmektedir (Anonim 2004). 2012 yil1 i¢in tahminleri ise sadece Manisa’nin

Sarigo6l il¢esindeki yaprak iiretiminin 10.000 ton olacagi yoniindedir (Anonim 2012a).



Ulkemizde asma yaprag iiretiminde farkli uygulamalar bulunmakta olup, genel iiretim

semasi asagida goriilmektedir (Sekil 1.2).

Taze asma yapragi

’

Yikama ve ayiklama

’

Fermantasyon kaplarina yerlestirme

'

Salamura ilavesi

’

Fermantasyon (4-5 hafta)

,

Ambalajlama

,

Depolama

Sekil 1.2. Salamura Asma Yapragi Uretim Akisi (Giilcii 2009)

Yoreden yoreye degismekle beraber geleneksel iiretim yontemi ise sadece fermantasyon
kaplarindaki yapraklara salamura ilavesi seklinde degil, yikama ayiklama ve tasnif
isleminden sonra; 20-30 adet (1 dizi) yapragin merkezinin kaya tuzu ile tuzlanmasi,
kendi ekseni etrafinda kivrilarak silindir seklinde sikistirilmasi ardindan fermantasyon
kabina konmasi seklinde veya kivrilmadan dizi dizi kaba yerlestirilen yapraklarin kaya
tuzu ile ylizeyi kapatacak kadar serpilmesi, tiim kabin dolmasindan sonra tizerine
salamura suyu konmasi ve hava almayacak sekilde kapatilmasi seklinde yapilmaktadir.

Fermantasyon kabinda iki sira yaprak dizisi iizerine 1 sira tuz konulmaktadir.

Taze asma yapraklar1 yoresine gore degismekle birlikte mayis aynin ortalarinda
toplanmaya baslamakta ve salamura yapilmaktadir. Giinlimiizde Manisa, Tokat ve

Erzincan gibi illerde sayilan gittikce artmaya baslayan ticari isletmeler bu siirecte bag



sahiplerinden kilo ile yaprak alimi1 yapmaktadir. Manisa ilinin Sarigdl ilgesinde Mayis
2012 itibar ile taze u¢ yapraklar 2 TL (1,09 §), diger yapraklar ise 1 TL (0,55 $) den
alimmaktadir (Anonim 2012).

Salamura asma yapraklari bir¢cok kaynakta fermente iirlin olarak nitelenmistir (Dalgi¢ ve
Akbulut 1988; Demirci 2002; Kosar vd 2007; Giilcii 2009; Basoglu vd 2009).
Fermantasyon, mikroorganizmalarin biyolojik aktivitesine bagli olarak olusan ve
gidalarda istenmeyen mikrofloranin gelismesi ve hayatta kalmasin1 engelleyen bir¢ok
metabolitin iiretildigi ayn1 zamanda {iriinii aromatik agidan zenginlestiren bir prosestir.
MO 6000 yillarinda peynir ve ekmek iiretimi ile uygulamaya baslandig1 diisiiniilen bu
slire¢ gliniimiize binlerce iiriin ¢esidine ulagmistir (Ross vd 2002). Fermantasyonun ana
mekanizmasi fruktoz, glukoz ve sakkaroz gibi sekerlerin parcalanarak basta laktik asit
olmak {izere gesitli asitlerin tesekkiilii seklinde olup; baslangig, birincil fermentasyon,
ikincil fermentasyon ve post fermentasyon olmak iizere 4 basamaktan olusur (Cizelge
1.1). Fermantasyon sonucunda gidalar dogal 06zelligini tamamen yitirerek farkl
Ozelliklerde yeni {riinler meydana gelir. Fermantasyon ile gidalar uzun siire
korunabilmektedir. Ornegin eski zamanlarda uzun gemi yolculuklarinda gemicilerde
vuku bulan skorbit hastaligi, diyetlere tursu eklenmesi buna bagli olarak C vitamini

eksikliginin giderilmesi ile ortadan kalkmistir (Demirci 2002).

Fermantasyon ile iiretilmis yoreye 6zgii ve tiim diinyada taninan birgok gida maddesi
bulunmaktadir. Bunlara sirke, sauerkraut, tursu, ekmek, eksi hamur ekmegi, cesitli
peynirler, yogurt, shoyu, miso, fermente balik ve soslar, cesitli saraplar érnek olarak

gosterilebilir (Wood 1997).



Cizelge 1.1. Sebzelerin dogal fermantasyonu sirasinda baskin mikrofloranin degisimi

Basamak Baskin mikroorganizma

1-Baslangig Cesitli Gram (+) ve Gram (-) bakteriler

2-Birincil fermantasyon | Laktik asit bakterileri ve mayalar

3-Ikincil fermantasyon | Mayalar

4-Postfermantasyon Aerobik: Yiizeyde oksidatif mayalar, kiif ve bakteriler, Anerobik: Yok

Cizelgeden de (Daeschel et al. 1987) goriilebildigi gibi sebzelerdeki fermantasyon
cesitli laktik asit bakterileri (LAB) ve maya tiirleri tarafindan gerceklestirilmektedir.
Gida fermantasyonunda rol alan LAB’ler; Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Weisella (Wessels 2004), énemli mayalar ise Saccharomyces spp.,
Kluyveromyces spp. gibi fermantatif mayalar ve Hansenula spp., Pichia spp., Candida
spp., Debaryomyces hansenii gibi oksidatif mayalardir. Sebze fermentasyonuna bunlara
ilave olarak, mezofil aerob bakteriler, koliform bakteriler ve farkli mayalar da katki

yapabilir (Harris 1998).

Fermantasyonda genel olarak 2 ana maya grubu rol oynar. Bunlardan ilki fermente
edilebilir sekerler oldugu siirece salamurada alkolik fermantasyon yapan ve istenilen
aromatik yan irlinleri olusturan mayalardir. Sekerler tiikendiginde ise bakterilerin
tirettigi asitlerini oksitleyen ve post fermantasyon sirasinda yiizeyde gelisen mayalar ise
ikinci grubu olusturur. Gidadaki maya popiilasyonu iiretim sekline bagl olarak degisir.
% 15 ve istii yliksek tuz konsantrasyonundaki tursular ile %S5 ve alti tuz
konsantrasyonlarindaki diger sebze salamuralarinin maya florast farklilik arz eder

(Pederson 1971; Etchells et al. 1975; Fleming 1982).

Mayalar, insan hayati1 ve gidalar ile i¢ i¢e girmistir. Gidalarin dogal yapisinda birden
cok maya tilirli mevcuttur. Bunlardan; meyvelerden 18 (Dedk 1988), siit misirindan 20
(Dedk and Beuchat 1988), havuctan 11 (Babic et al. 1992), portakal konsantresinden 12
(Dedk and Beuchat 1993Db), liziimsii bitkilerden 23 (Dedk 1988), tursulardan 5 (Deak



1988), zeytin salamurasindan 13 (Marquina et al. 1992), kefirden ise 4 (Rohm et al.

1992) maya tiirii izole edilmistir.

Fermente sebzelerdeki bozulma genellikle mayalara atfedilmektedir (Savard et al.
2002). Bozulma pektinlerin enzimatik yikimi veya gaz fermantasyonu sonrasi kabarma
olusmast ile yapida yumusama seklinde olabilmektedir. Bir¢ok maya (6r.
Saccharomyces cerevisiae, Lachancea kluyveri, ve Pichia anomala) bitki dokularmi
yikict etkiye sahip pektinesteraz ve poligalakturonaz gibi enzimlere sahip olsalar da,
cogu tiim pektinolitik enzimlere sahip degildir. Ancak oksidatif mayalar yiizeyde
geliserek laktik asidi parcgalar ve diger mikroorganizmalar tarafindan yapilan bozulmay1

kolaylastirict etkide bulunur (Etchells et al. 1975).

Gida maddeleri ve mikrodiinyanin bu derece iliskili olmasi; hangi gida maddesinde
hangi mikroorganizmanin yasadiginin, hangilerinin baskin oldugunun, insan sagligi
acisindan hangilerinin risk olusturdugunun ve gida maddelerinin yapiminda hangilerinin
olumlu ya da olumsuz rol oynadiginin belirlenmesi yillardir mikrobiyologlar icin
birincil gorev haline gelmistir. Gidalardaki mikroorganizmalarin tanist genellikle klasik
ve molekiiler metotlar olmak iizere ikiye ayrilabilir. Aslinda bu metotlar birbirleri ile
iliskilidir. Zira bir bakteri veya mayanin morfolojik 0Ozelliklerinin belirlenmesi

molekiiler 6zelliklerinin belirlenmesinde oldukc¢a dnemli rol oynamaktadir.

Klasik tiplendirme yontemleri daha c¢ok fenotipik, fizyolojik Ozellikler, besiyerinde
gelisim sekli ve hiicre morfolojisine dayanmaktadir (Gadrini ef al. 2001; N'u™nez et al.
1996). Bunlarda; oncelikle gida numunesinden desimal dilisyonlar hazirlanarak cesitli
agarlara ekimi yapilir ve uygun sicakliklarda inkiibe edilir. Olusan farkli kolonilerden
elde edilen mikroorganizmalar mikroskopta boyanarak ve/veya boyanmadan morfolojik
cins Ozelliklerinin belirlenmesini takiben, farkli koloniler petrilerden izole edilerek
saflagtirilir ve seker, aminoasit, organik asit kullanimi gibi biyokimyasal 6zelliklerine
bakilir. Tiir ve sus ayrimi bu sekilde yapilabilir. Ancak mayalarin beslenme sekilleri
olduk¢a degisken olup, mutasyona da acik Ozelliklerdir ve genetik gecisler, yanlis

simiflandirma ve tiplendirmeye sebep olabilecek bir veya bir¢ok karakteristik 6zelligin



diger mayalara gecisini saglayabilmektedir. Bu genetik degiskenlik biyokimyasal ve
geleneksel tant metotlarin1 yetersiz kilmaktadir  (Boekhout and Robert 2003;
Fern’andez- Espinar et al. 2000).

Yukarida bahsedilen nedenlerden dolay: klasik metotlarda kesin sonu¢ alma ihtimali
diismektedir. 1985 yilinda Poymerase Chain Reaction’in (Polimeraz Zincir Reaksiyonu,
PCR) kesfedilmesi ile DNA’nin hiicre disinda ¢ogaltilabilecegi anlasilmistir. Bu durum
mikroorganizmalarin tanisi i¢in bir mihenk tas1 olmustur. Cilinkii saf kiiltiiriin dogrudan
DNA’s1 izole edilerek; DNA’da her cins igin farkli olan boélgeler c¢ogaltilabilmis,

boylece sus bazinda ayrim kesin olarak yapilabilmistir.

Gida kaynakli mayalarin tanimlanmasinda son yillarda molekiiler yontemler siklikla
kullanilmaya baglanmistir. Bunlar arasinda RFLP (restriction fragment length
polymorphism), PFGE (pulsed-field gel electrophoresis), RAPD (randomly amplified
polymorphic DNA) gosterilebilir (Karasu Yalgin vd 2010).

Mikrosatelitler, arka arkaya tekrar eden kisa DNA pargaciklaridir (Chen ef al. 2011). Bu
tekrar gruplart genellikle (AT),, (GT),, (ATT), veya (GACA)n seklinde gosterilmekte
ve n ardigik tekrar sayisini belirtmektedir. Mikrosatelit (Litt and Luty, 1989) veya basit
dizi tekrarlar1 (Tautz et al. 1986) olarak adlandirilan (GA), ve (GT), gibi her birinin
uzunlugu 1-10 baz ¢ifti arasinda degisen DNA’nin art arda gelen tekrar birimleri
okaryotik genomlarda yaygin bir sekilde mevcuttur (Sonmezoglu 2006). Bircok
omurgalt hayvanda bulunan mikrosatelitlerin temel motifi ise (CA), seklindedir.
Mikrosatelitler genom igerisinde rastgele dagilmislardir (Un vd 2000). Mikrosatelitler,
hem okaryotik hem de prokaryotik hiicrelerde bulunur (Chen et al. 2011) ve okaryotik
organizmalardaki varligi 1970’lerden beri bilinmektedir (Chistiakov et al. 2006).

Mikrosatelit lokuslar1 ile ilgili genel olarak resmi olmayan bir isimlendirme
benimsenmistir. Bu isimlendirme {i¢ harf ve bir numaray1 icerir. Bu li¢ harf kodu
mikrosatelitlerin gelistirildigi tlirlere gore olusturulmaktadir. Bu kodlamadaki ilk harf,

cins adiin ilk harfi, diger iki harf tiir isminin ilk harfleridir (6rnegin; Salmo trutta, Str



olabilir). Ug harften sonra kullanilan rakam ise bilgiye dayal1 olmayan referanstir. Farkli
laboratuarlarin yanlislikla benzer sayilar1 kullanmasi nedeniyle rakamdan sonra,
mikrosatelitlerin  gelistirildigi enstitli veya laboratuarlardaki bazi1 gruplarin adi
mikrosatelit lokus adma dért harfli kod olarak eklenmistir. Ornegin Ssa8SDALH,
Dalhousie’de gelistirilen bir mikrosatelit lokusu olabilir. Sonu¢ olarak, mikrosatelit
belirteclerinin isimlendirilmesi i¢in tiirlin ilk {i¢ harfi, bir say1 ve mikrosatelitin

gelistirildigi laboratuarin dort harfli kodu kullanilabilmektedir (Arslan 2006).

Mikrosatelitler DNA’nin yapisini olusturan elemanlardan biridir. Mikrosatelitlerin
protein sentezinde dogrudan gorev almadigi bilinmesine ragmen hiicrede gen
diizenlenmesi, transkripsiyon ve protein mekanizmasinda onemli rol oynadigi ile ilgili

kanitlar bulunmaktadir (Chen et al. 2011).

Bir tiirtin populasyonlar1 gibi genetik olarak yakin canli gruplarinin karsilagtirmali
olarak calisilacagi ya da popiilasyonlarda yakin zamanda olusmus olan bir olayin
izlerinin aranacagi bir durumda en ¢ok kullanilan genetik isaretlerden biri de
mikrosatellitlerdir (Togan vd 2003). Yiiksek organizmalarda ise canlinin genetik yapisi
daha yasaminin basinda analize hazir oldugundan bu yontemin ¢ok erken yasta (yasa

bagli olmaksizin) uygulanabilmesini olas1 kilmaktadir (Un vd 2000).

Mikrosatelitlerin avantajlari siralanirsa:

Genomda bol sayida bulunmakta olup rastgele dagilmiglardir.

Laboratuvarlar arasinda paylagimi kolaydir.

Yiiksek oranda polimorfiktir.

Diger fingerprinting metotlarina gore daha kolay uygulanabilir (Klug et al. 2009).

Mikrosatelitlerin dezavantajlari ise ilk marker gelistirme isleminin pahali ve ¢cok zaman

alic1 olmasi ve bu markerlerin tiire spesifik olmasidir (Sezer 2000).



10

Ancak farkli tiir ve suslarin belirlenmesinde sadece farkli fingerprintlerin belirlenmesi
yeterli olmamaktadir. Bu amagla standart organizmalar da eszamanli olarak benzer
islemlere tabi tutularak elde edilen fingerprintler yorumlanmaktadir. Fakat bu durum
farkli mikroorganizmalarla karsilasilabilecegi, Ozellikle gida mikroflorasanin
belirlenmesi gibi ¢alismalarda daha objektif metod gerektirmektedir. Gliniimiizde daha
dogru tan1 amaci ile en ¢ok kullanilan metod ise taniya yonelik genetik bolgelerin
sekans iglemlerinin  gergeklestirilerek ilgili kiitiiphanelerde standart suslarla
karsilastirilmasidir. Bu amagla bakterilerde genellikle 16S rDNA, maya ve kiiflerde ise
ITS (internal transcribed spacer) ve 26S rRNA D1/D2 bdélgeleri kullanilmaktadir.
Asagida ITS ve 26S rRNA D1/D2 bolgeleri sematik olarak gosterilmektedir (Deak
2008).

NS1 ITS1 NL1
—_— —_— —_—
ETS ITSH ITS2
—_— 18S 5,8 D1 D2 26S
— — — —
NS8 ITS2 ITS4 NL4

Sekil 1.3. ITS ve 26S rRNA D1/D2 bolgeleri ve tiniversal primerleri (Deak 2008)
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2. KAYNAK OZETLERI

Konu ile ilgili fazla sayida c¢alisma bulunmamaktadir. Asma yaprag ile ilgili mevcut
caligmalarda ¢ogunlukla kimyasal ve duyusal testlere odaklanilmis veya asma verimini

arttirict deneyler yapilmistir.

Asma yaprag, Vitis vinifera L. bitkisinin yapragi olup gliniimiizde énemi gittikge artan
bir bagcilik yan {riiniidiir. Anadolu’da bagcilik, 7-8 bin yillik tarihi siirecte degisik
uygarliklarin ekonomik yapisina etkili olarak giiniimiize kadar 6nemli bir tarimsal
tiretim alant olmustur. Kiiltliir asmas1 (Vitis vinifera L.) iliman iklim bitkisi olup
diinyada 30° ile 40° kuzey ve giiney enlem dereceleri arasinda en ideal yetisme alanlari
arasinda yayilmistir (Oraman 1972). Sicaklik asmanin kuzeye yayilmasini engelleyen
en biliylik sebeptir. Diinya’da toplam 7.485.608 ha alanda 62.150.308 ton {iziim
tiretilmektedir. Uretim alanlarinin kitalara gore siralanist Avrupa, Asya, Amerika,
Afrika ve Okyanusya; iiretim bakimindan ise Avrupa, Amerika, Asya, Afrika ve

Okyanusya seklindedir (Oraman 1972).

Ulkemiz bagciliginda biiyiik verim kayiplarma neden olan sorunlar bulunmaktadir.
Uriin kalitesindeki olumsuzluklar da bu sorunlara eklendiginde iireticilerin birim bag
alanindan elde ettigi gelir daha da azalmaktadir. Ureticiler baglarindan topladiklar asma
yapragini taze ve salamura halinde pazarlayarak bagin isletme giderlerini karsilamay1 ve
gelirlerini arttirmay1 amaclamaktadirlar. Asma yaprag: tlilkemizde 6zellikle i¢ pazarda
taze ve salamuraya isledikten sonra tiiketilmek tizere Onemli bir talebe sahip
bulunmaktadir. Bu nedenle yapilacak kaliteli bir iiretim hem tiiketiciye kaliteli iirliniin
sunulmasini saglayacag1 gibi iireticiye de iyi bir gelir saglayabilecektir. Ulkemizde
gerek tat Ozellikleri gerekse kalite bakimindan uygun olan salamuralik asma yapragi
pazarda 6nemli yer bulmaktadir. Bu nedenle bu alanda yapilacak kaliteli bir tiretim hem
tiketiciye istenilen {iriinlin sunulmasini saglayacaktir hem de iireticiye iyi gelir

saglayacaktir (Demirhan 2006).
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Ortadogu’da salamura asma yapraklar1 genis bir skalada iiretilip tiiketilmekte olup
ithracat i¢in bir sans olusturmaktadir. Salamura asma yapragimn yillik iretimi ve
ithracatinin tam rakamini kestirmek {iiriiniin geleneksel bir iirlin olmas1 sebebiyle zordur.

(Agaoglu et al. 1988).

Ic ve Denli (1997) Sultani asma yapraklarinda salamura yaprak {iretimi
gergeklestirilmistir. Bu amacla yapraklar1 %5 tuz ve %0,25 laktik asit iceren salamurada
4 ve 8 hafta dogal fermantasyona birakmuslardir. Uriinlerde 2 y1l boyunca pH, titrasyon
asitligi, tuz ve indirgen seker analizleri gergeklestirilmistir. Calismada {iriiniin

mikrobiyolojik incelemesi gerceklestirilmemistir.

Asma yapraklarimin mikrofloras: ile ilgili yapilan bir ¢alismada; Sultani asma
yapraklarina 4 farkli tuz ve 3 farkli SO, konsantrasyonu uygulanmistir. Yapraklarin
salamuradaki koruma mekanizmasinin mayalar tarafindan diizenlendigi ve laktik asit
bakterilerinin izole edilemedigi bildirilmistir. Buna sebep olarak ise; salamuraya
tiretimin basinda eklenen asitlerin yaprak dokular1 tarafindan emilmesi ile pH
seviyesinin 3,0-3,3 civarlarinda seyretmesi, bunun ise Laktobasiller i¢in olumsuz etkiye
neden oldugu bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada salamuradaki SO, ’nin de istenmeyen

bakteri gelisiminde negatif etki gosterdigi vurgulanmistir (Katsaboxakis et al. 1986).

Yapilan bir diger calismada asma yapraklari salamurada spontan fermentasyona
birakilmis ayrica Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum and Pediococcus
pentosaceus kiiltiirleri ile inokiile edilmistir. Inokiile edilen 6rneklerde asit miktarmin
en fazla oldugu ve ayrica Sultani, Alphons and Erenkdy beyazi tiirlerinden en iyi
duyusal sonuglarin Sultani asmalarindan alindigi bildirilmistir. Calismada mikrofloranin

degisimi incelenmemistir (Basoglu vd 1996).

Asma yaprak alani, tane kalitesi lizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir (Drissi ve ark. 2009).
Yaprak konserveciliginde basariy1r etkileyen en Onemli faktorlerden birini de ¢esit
se¢imi olusturmaktadir. Sekil, kalinlik, tiyliiliikk, dilimlilik gibi karakterler bakimindan

cesitler ¢cok farkli ozelliklere sahiptir. Bu nedenle her cesidin yapraklari konserve
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yapiminda kullanilmamaktadir. Kalin tiiylii ve dilimli yapraklar tiiketiciler tarafindan
begenilmediginden bdyle yapraklar konservecilikte tercih edilmemekte; ince tiiysiiz ve

miimkiin oldugunca dilimsiz biitiin yapraklar kullanilmaktadir.

Yaprak alani/asma ile iiriin miktari/asma arasinda pozitif bir iliski kurulurken, salkim

sayisi/asma arasinda ise negatif bir iligki bildirilmektedir (Edson ef al. 1995).

Salamuralik yaprak iiretilen baglarda farkli tiretim modellerinin ekonomik analizinin
yapildig1 baska bir ¢aligmada, iiziim yapraklarimin salamura yapilarak kullanilmasinin
ekonomik agidan iiziimden daha ¢ok getirisi oldugu ancak, fazlaca toplanan yapraklarin
lizim verimini diisiirdiigii ve {iziimlerin koruk halinde toplanarak kullanilmasinin
yaprak tiretimini de olumlu etkileyerek ekonomik ac¢idan en verimli modeli olusturdugu

bildirilmistir (Cangi vd 2011).

Dalgic ve Akbulut’un yaptig1 ¢alismada (1988), taze asma yapraklarina farkli tuz ve
sitrik asit ilaveleri yapilmis ve yapraklar fermantasyona birakilmistir. Duyusal testlerde
en 1yl sonu¢ bitkinin siirglin ucundan itibaren 5. yapraklarim %8 tuz

konsantrasyonundaki fermantasyonu ile olusan iiriinlerden alindig: bildirilmistir.

Sat vd (2002), taze asma yapraklarinda cesitli uygulamalar yapmislar ve {iriinlerin
konservecilikte kullanilma olanaklari iizerine ¢alismislardir. Bunun i¢in salamuralarda
cesitli sitrik asit ve tuz konsantrasyonlart denenmis, yapraklar farkli 1si-siire
kombinasyonlarina tabi tutulmus, tiim ornekler 7 ay boyunca depolanmistir. Duyusal

analizlere gore Agrazaki, Kabuguyufka ve Karaerik tiirleri en yiiksek skorlart almistir.

Giilcii ve Demirci (2011) Trakya Ilkeren ve Tekirdag Cekirdeksizi, Narince ve
Yapincak ¢esidi asma yapraklarini, iki farkli tuz konsantrasyonlu (%10 ve 14,5)
salamurada fermentasyona birakmistir. Taze asma yapraklarinin kuru madde, ortalama
agirlik, tiyliilik ve dilimlilik 6zellikleri belirlemis, salamuranin titrasyon asitligi ve pH
degisimi haftalik olarak takip edilmistir. Salamura yapraklardan hazirlanan yaprak

sarmalarinda yapilan duyusal degerlendirmede, %14,5 tuzlu salamurada hazirlanan
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yapraklarin %10 tuzlu salamuradakilere gore daha cok begenildigi, diger taraftan
Tekirdag Cekirdeksizi ve Trakya Ilkeren cesidi asma yapragi Orneklerinin duyusal
degerlendirmede yliksek puanlar alarak salamuraya islemeye en az diger cesitler

(Narince, Yapincak) kadar uygun olduklari tespit edilmistir.

Konu ile ilgili bir bagka ¢alismada ise iki iiztim ¢esidi ve iki asma anacina ait yapraklar
konserveye islenerek, bunlarin yaprak konservesi olarak degerlendirilme olanaklari
incelenmistir. Bu amacla yapraklar %0,5 sitrik asit ve 3 degisik dozda tuz iceren (1,5-
3,5- 5) salamurayla pastorize edilerek konserveye islenmislerdir. Oda kosullarinda 6 ay
boyunca depolanan konserveler daha sonra duyusal analize tabi tutulmuslardir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda 9%3,5 tuz oranina sahip yapraklar en fazla begeniyi
kazanmistir. Ayrica 41 BMG anacinin yapraklarinin da begeni kazandig1 ve konserveye

basari ile islenebilecegi bildirilmistir (Goktiirk vd 1997).

Ulkemizde gerek tat 6zellikleri gerekse kalite bakimmdan uygun olan salamuralik asma
yaprag1 pazarda onemli yer bulmaktadir. Bu nedenle bu alanda yapilacak kaliteli bir
tiretim hem tiiketiciye istenilen iiriiniin sunulmasini saglayacaktir hem de iireticiye iyi

gelir saglayacaktir (Demirhan 2006).

Konu ile ilgili ¢alismalarin azli§1 yaninda Tiirk Gida Kodeksi’nde salamura yapraklar
ile ilgili bir {irtin tebligi de bulunmamaktadir (Anonim 2012 d). Ayni sekilde Tiirk
Standartlar1 Enstitlisii’niin de konu hakkinda bir standardi bulunmamaktadir (Anonim

2012¢).

Asma yapragmin yemek kiltliirimiizdeki yeri ve her giin artan ekonomik Onemi
diisiintildiigtinde konu ile ilgili yapilan c¢alismalarin azligi ve mikrobiyolojik
ozelliklerinin aydinlatilmamis olmasi oldukca diisiindiiriiciidiir. Ilgili calismalar
incelendiginde mevcut az sayidaki ¢alismanin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri lizerinde
yogunlastigr goriilmektedir. Bu nedenle {irtinde bulunabilecek bozucu ve patojen
mikroorganizmalar ile {iriin olusumunda rol alabilecek muhtemel flora hakkinda bilgiye

ihtiyag oldugu goriilmektedir. Yapilan bu arastirma ile asma yapraginin mikroflorasi
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aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Boylece hem iirliniin mikrofloras1 hakkinda bilgi sahibi
olunmus hem de iretiminde olumlu rol alabilecek mikroorganizmalar ortaya
cikarilmaya ¢alisilmistir. Denemede kullanilan asma yapragi ornekleri iiretimin yogun
olarak yapildigi Manisa ve Tokat basta olmak iizere Erzincan, Izmir, Bolu ve Adana
illerinden temin edilmistir. Bu amagla toplam aerobik mezofilik bakteri, maya ve kiif,
koliform, enterekok, laktobasil, laktokok, Staphylococcus aureus ve psikrofil bakteri ve
Pseudomonas sayimlar1 yapilmistir. Ayrica kimyasal analizlerden de pH, asitlik ve tuz

tayini gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Denemede iiretim yerleri ve liretim sekillerine gore 48 farkli asma yapragi 6rnegi
laboratuvara getirilerek mikrobiyolojik ve bazi kimyasal analizlere tabi tutulmustur.
Yaprak Ornekleri ev yapimi ve endiistriyel iiretim olarak ikiye ayrilmistir. Ev tipi
iiretilmis Ornekler, yaprak sahiplerinin yapraklar1 muhafaza ettigi orijinal kaplardan
steril posetlere alinmis, endiistriyel olarak iiretilen 6rnekler ise {iriiniin orijinal ambalaji
icinde agilmadan hizlica laboratuvara getirilerek analize tabi tutulmustur. Orneklerin
secimi lilkemizde asma yapragi liretiminin yogun olarak yapildig1 sehirler géz oniinde
bulundurularak gergeklestirilmistir. Orneklerin iiretim bdlgesi ve iiretim sekline ait

bilgiler Cizelge 3.1°de verilmistir.

3.1.Mikrobiyolojik Analizler

Denemede, friiniin gida giivenligi agisindan Onemli mikroorganizmalar ve
fermantasyonda rol alabilecek muhtemel floranin belirlenmesi amaglanmis, bu nedenle
Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB), Psikrotrofilik bakteri, Pseudomonas,
Maya ve Kiif, Enterekoklar, Laktik Asit Bakterileri (Laktokoklar ve Laktobasiller),

Staphylococcus aureus ve Enterobacteriaceae sayimi gergeklestirilmistir.

[k diliisyonlarin hazirlanmas1 amaci ile yaprak numunesinden steril kabinde bunzen
alevi yaninda steril pens yardimu ile steril stomacher posetlerine 10 g yaprak tartilmis ve
tizerine 90 ml %0,85’lik steril fizyolojik tuzlu su aktarilmistir. Pogetler Stomacher
cihazina dikkatlice konulmus ve yapraklarin homojenizasyonu saglanmistir. Desimal
seyreltmenin ardindan ilgili petriye seyreltik 6rnek aktarilarak mikrobiyolojik analizlere

tabi tutulmustur (Harrigan 1998).
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3.1.1. Toplam aerobik mezofilik bakteri sayim

Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri sayimi i¢in Plate Count Agar (PCA) (Merck)
besiyeri kullanilmistir. Sayim, Yayma Kiiltiir Metoduna gore gerceklestirilmis olup,
uygun diliisyonlardan 0,1’er ml petri plagina ilave edilmis ve steril drigalski spatiilii ile
yayilmustir. Plaklar 30-32°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda
olusan farkli koloniler lam-lamel arasi prepreasyon ile incelenerek bakteri oldugu

gozlenen koloniler sayilmistir. Elde edilen sayir diliisyon faktorii ile carpilarak

numunenin gramindaki miktar1 bulunmustur (Maturin and Peeler 1998).

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan yaprak orneklerinin yoreleri ve 6zellikleri

Ornek no Yoresi Ev tipi / Endiistriyel

1 Erzincan Ev

2 Tokat Endiistriyel
3 Tokat Endiistriyel
4 Tokat Endiistriyel
5 Tokat Endiistriyel
6 Manisa Endiistriyel
7 Tokat Endiistriyel
8 Manisa Endiistriyel
9 Tokat Endiistriyel
10 Tokat Endiistriyel
11 Tokat Endiistriyel
12 Erzincan Ev

13 Erzincan Ev

14 Tokat Endiistriyel
15 Erzincan Ev

16 Manisa Endiistriyel
17 Erzincan Ev

18 Erzincan Ev

19 Erzincan Ev

20 Erzincan Ev

21 Erzincan Ev

22 Adana Ev

23 Erzincan Ev

24 Tokat Endiistriyel
25 Erzincan Ev

26 Erzincan Ev

27 Erzincan Endiistriyel
28 Manisa Endiistriyel
29 Erzincan Ev

30 Erzincan Ev

31 Erzincan Ev
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Cizelge 3.1 (Devam)

32 Bolu Ev
33 [zmir Endiistriyel
34 Bolu Ev
35 Erzincan Ev
36 Manisa Ev
37 Manisa Ev
38 Manisa Ev
39 Manisa Ev
40 Manisa Ev
41 Manisa Ev
42 Manisa Ev
43 Manisa Ev
44 Manisa Ev
45 Manisa Ev
46 Manisa Ev
47 Manisa Ev
48 Tokat Endiistriyel

3.1.2. Psikrotrofilik bakteri sayimi

Aerobik psikrotrofilik bakterilerin sayimmi i¢in Plate Count agar (PCA) (Merck)
kullanilmistir. Uygun diliisyonlardan ekimi tamamlanan petriler 7°C’de 10 giin
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda gdzlenen koloniler mikroskobik

ozellikleri de gdz oniinde bulundurularak sayilmaya calisilmistir (Bailey et al. 2000).

3.1.3. Pseudumonas’larin sayimi

Pseudumonas’larin sayimi i¢in CFC (Cephaloridine Fucidin Cetrimide) Agar (Oxoid)
kullamilmigtir. Bu amagla sterilize edilen besiyerine soguduktan (50°C) sonra
Pseudomonas CFC Suplement (SR 103, Oxoid) ilave edilmis ve besiyeri iyice
karistirilmistir. Hazirlanan besiyeri petrilere dokiilmiis ve katilagsmasi beklenmistir.
Petriler ekimin ardindan 25°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
mikroskopi esliginde oksidaz pozitif koloniler Pseudomonas olarak degerlendirilmeye

calisilmistir (Nel ez al. 2004).
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3.1.4. Maya ve Kiif sayim

Maya ve Kiif sayimi i¢in Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck) sterilize edildikten sonra
%10’luk steril laktik asit ¢ozeltisi kullanilarak asitlendirilmis ve petri plaklarma
dokiilmiisiir. Petriler katilastiktan sonra uygun diliisyonlardan ekim yapilmis ve 25°C’de
5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon boyunca ii¢ petriden fazla istifleme
yapilmamustir. Inkiibasyon sonunda gozlenen koloniler mikroskobik muayene esliginde
sayilmistir (Speck 1984; Tournas et al. 1998). Asma yapragi orneklerinde bulunabilecek
mayalarin izolasyonu amaci ile ayrica Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar
(YGC, Merck) kullanilmustir. Ekimi yapilan petrilerde 25°C’de 5 giiniin ardindan
gbzlenen koloniler —mikroskobik muayenenin ardindan farkliliklarina — gore
depolanmislardir. izolatlar -80°C’de LB Broth’da (Merck) %80 Gliserol esliginde

depolanmustir.

3.1.5. Enterekoklarin sayimmi

Kanamycin Aesculin Azide Agar’a (KAA) (Merck) ekimin ardindan petri kutular1 35-
37°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda gozlenen siyah ve

haleli koloniler sayilmigtir (Harrigan 1998).

3.1.6. Laktobasillerin sayimi

Laktobasillerin belirlenmesi amaci ile MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) Agar (Merck)
kullanilmigtir. Ekimi yapilan petriler anaerobik kavanozda (Merck) 2-3 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan mikroskobik muayene ve katalaz testi esli§inde

laktobasiller sayilmaya ve izole edilmeye c¢alisilmistir (Speck 1984).
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3.1.7. Laktokoklarin sayimi

Laktik koklarin sayimi amaci ile M17 agar (Merck) kullanilmistir. Ekim yapilan petriler
aerobik sartlarda 24 saat 30-32°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan
mikroskobik muayene esliginde laktokoklar belirlenmeye c¢alisilmistir (Pichhardt 2004).

3.1.8. Staphylococcus aureus sayim

Uygun diliisyonlardan 0,1 ml 6nceden hazirlanmis Baird-Parker Agar’a (Merck) ilave
edilerek steril drigalski spatiili yardimi ile petri yiizeyine yayimstir. Ekimi
tamamlanan petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda koloni gelisimi
gbzlenmeyen durumlarda inkiibasyona 24 saat daha devam edilmistir. Inkiibasyon
sonunla tipik S. aureus kolonileri (1-1,5 mm ¢apli, siyah, parlak, konveks, cevresinde
2-5 mm ¢apa kadar genisleyebilen opak zonlu) yatik agara alinarak; katalaz, koagiilaz
ve termoniikleaz testleri gerceklestirilmeye calisilmistir. Katalaz (+), Koagiilaz (+) ve
termoniikleaz (+) koloniler patojenik S.aureus olarak degerlendirilmistir (Horwitz and

Latimer 2005).

3.1.9. Enterobacteriaceae sayimi

Enterobacteriaceae sayimi Violet Red Bile Dekstrose Agar (VRBD) (Merck)
kullanilarak, dokme kiiltiirel sayim metoduna gore yapilmistir. Uygun diliisyonlardan,
Gift petri plagina 1 ml aktarilmis ve tizerine 45°C’de 15 ml agar dokiilerek homojen
karisim saglanmaya calisilmistir. Agar katilastiktan sonra iizerine 5ml daha ilave
edilerek 35-37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda tipik koloniler
sayilmistir (Harrigan 1998).



21

3.1.10. Mikroskopi ve goriintiileme

Besiyerinde gelisen kolonilerin incelenmeleri lam-lamel arasi preparasyon (Sert 2000)
hazirlanarak gergeklestirilmistir. Mikroskopi ve goriintileme amaci ile Olympus
BXS51T Scientific mikroskop ve Olympus C7070 goriintiilleme sistemi (Olympus, Tokyo

Japan) kombine edilerek kullanilmistir.

3.2. izolatlarin Tamsi

Denemede makroskobik ve mikroskobik ozelliklerine gore tasnif edilerek depolanan
mayalar tekrar canlandirilmig, ardindan DNA izolasyonlar1 gerceklestirilip, suslar
arasindaki farkliliklar bakteriyofaj M 13 primer kullanilarak fingerpritleri elde edilmistir.
Elde edilen Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) fingerprintleri
gruplandirilmis, temsili izolatlarin 26S rRNA D1/D2 bdlgelerinin sekans islemleri
ardindan tamlar1 yapilmistir. izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ve

ikinci bir tan1 amaci ile API ID32C (bioM¢érieux) kit sistemi kullanilmistir.

3.2.1. izolatlarin tekrar canlandirilmasi

Deneme boyunca mikroskobik muayeneler sonucu PCA, MRS ve M17 agarlar da dahil
olmak iizere iirlinde hakim mikrofloranin mayalardan olustugu gézlenmistir. Bu nedenle
tant islemleri mayalarin identifiye edilmesi yoniinde gerceklestirilmistir. Bu amacla
sayim ve izolasyon asamasinda makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerine gore tasnif
edilen mayalar tan1 amaci ile PDA agara {i¢lii ¢izim usulii ekilmislerdir. Mayalarin
tanis1 genetik ve biyokimyasal olarak gergeklestirilmis olup; inkiibasyon, kiiltiirlerin

geng olarak kullanilmalari amaci ile 25°C’de 1-2 giin olarak gerceklestirilmistir.
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3.2.2. izolatlarin genetik tamsi

Genomik DNA izolasyonu Ldoke ef al. (2012) tarafindan Onerilen metot modifiye
edilerek gergeklestirilmistir. Bu amacla geng kiiltiirlerden 100-200 pL. (ODgpp=0,4) taze
maya kiltiiri alinip, Iml steril saf su ilave edilerek vortekslenmistir. Karigim
20000xg’de 3 dakika santriflij edilmis ve siipernatant atilmistir. Pellet {izerine 100 ul
200mM LiOAc+%]1 SDS ¢ozeltisi eklenmis, vortekslemenin ardindan 70°C’de 5 dakika
inkiibasyona tabi tutulmustur. Muhtevaya 300 pl %96’lik soguk etanol eklenmistir.
Vorteksleme islemi ardindan ornekler oda sicakliginda 3 dakika 15000xg’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant atilmis ve iizerine 300 pl %70’lik
soguk etanol eklenmistir. Karisim son olarak 15000xg’de 15s santrifiij edilmistir. islem
sonrast orneklerden alkol uzaklastirilmis, yerine 50 ul TE ilave edilerek -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Genomik DNA'’lar1 saflagtirilan mayalarin birbirinden farkli olanlarin belirlenmesi
amaci ile bakteriyofaj M13 primeri kullanilarak RAPD fingerprintleri elde edilmistir.
Boylece hem maliyet azaltilmig hem de sus cesitliligi belirlenmistir. Bu amagla 25 pl
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) master miksi (Qiagen), 18 pl su, 4 pul Kalip DNA
ve 3 uwl M13 primeri (5'-GAGGAGGGTGGCGGTTCT-3") kullanilarak toplam 50 pl
PCR karigimi hazirlanmustir. Karigim Thermal Cyclerde (Eppendorf) 94°C’de 4 dakika
ilk denatiirasyon islemi, 94°C’de 30sn denatiirasyon, 36°C’de 45sn yapisma ve 72°C’de
45sn uzama ana PCR sikliisiiniin 35 tekrar1 ve 72°C’de 7 dakika son uzama olacak
sekilde amplifikasyona tabi tutulmustur. PCR islemi sonucu elde edilen iiriin %1,2
agaroz jelde 30V gerilimde 10 saat yiiriitiilerek fingerprintler goriintiilenmistir (Uvitech,

Biolab) (Vasdinyei and Deak 2003).

Denemede elde edilen tiim izolatlara ait fingerprintler benzerliklerine gore
gruplandirilarak her grubu temsil eden bir 6rnek yaklasik 600 bg biytikliigiindeki 26S
rRNA D1/D2 bolgesi amplifiye edilmek iizere tekrar PCR islemine tabi tutulmustur. Bu
amagla PCR karisimi  15pul  master mix (Qiagen), 0,5 pupl NL-1 (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3"), 0,5 ul NL-4 (5'-
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GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3"), 3 ul kalip DNA ve 11 pl su kullanilarak
hazirlanmistir. Hazirlanan Ornekler, 95°C°de 15 dakika ilk denatiirasyon, bunu takiben
35 dongii olacak sekilde 96°C’de 30 sn denatiirasyon, 50°C’de 15 sn baglanma ve
68°C’de 2 dakika uzama basamaklari ve son olarak 72 °C’de 10 dakika uzama
basamagindan olusacak sekilde PCR islemi gergeklestirilmistir. PCR islemi sonucu elde
edilen {irlin, %1 agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir (White ef al. 1990; Hesham
and Hashem 2010). Elde edilen amplikonlar saflastirilarak sekans analizine tabi
tutulmus, sonuglar BLAST  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  programi
kullanilarak degerlendirilmistir (Florez et al. 2007).

3.2.3. izolatlarin biyokimyasal tanist

Denemede elde edilen izolatlarin ikinci bir tani isleminin yapilmasi ve suslarin
biyokimyasal fingerprintinin elde edilmesi amaci ile API ID32C (bioMerieux) (REF 32
200) tam sistemi kullanilmistir. Bu amacgla RAPD ile elde edilen temsili suslarin PDA
Agar’a liclii cizimleri gerceklestirilmis, petriler 25°C°de 24 saat inkiibe edilmistir. Taze
kiiltiirler API® Suspension Medium igerisinde McFarland 2’ye ayarlanmis ardindan API
C Medium soliisyonuna 250 pl aktarilmistir. Bu son bakteri karigimi vorteks yardimi ile
homojenize edildikten sonra API ID32C test kiti tlipgiiklerine 135 pl ilave edilmistir.
Kit muhtevasi 30°C’de nemli ortamda 24-48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
tiipgtikler incelenerek gelisme gozlenenler pozitif olarak degerlendirilmistir. Sonuglar

APILAB Plus Ver. 3.3 Programi yardimiyla degerlendirilmistir.

3.3. Kimyasal Analizler

3.3.1. pH tayini

pH oOl¢limii Hanna pH-211 dijital pH-metre kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amacla
orneklerden 25 g tartilip blender ile iyice pargalandiktan sonra 250ml’ye tamamlanmis
ve beklenmeden 6rnege pH metre probu daldirilmasi ile olglim gergeklestirilmistir

(Cemeroglu 2010).
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3.3.2.Tuz tayini

Tuz tayini i¢in Mohr yontemi olarak adlandirilan titrimetrik metod kullanilmistir.
Orneklerden 25 g tartilip blender ile iyice pargalandiktan sonra 250ml’ye tamamlanacak
sekilde adi filtre yardimi ile kayip olmadan siiziilmiistiir. Filtrattan 10 ml alinmis ve
%5’lik KCI indikatoriinden 2 ml eklendikten sonra 0,1 N AgNOs; ile titre edilmistir
Sonuglar seyreltme faktorii de hesaplanarak kayit altina alinmis ve asagidaki formiil ile

hesaplanmistir (Cemeroglu 2010).

%Tuz (g) =[ (0,00585 x V) / m] x SF x100

V= Harcanan AgNO3 ¢6zeltisinin hacmi (mL)
N= Ayarlanan AgNO3 ¢ozeltisinin derisimi (normalite)
m = Alinan numune miktar1 (g)

SF= Seyreltme faktori

3.3.3. Asitlik tayini

Orneklerden 25,00g tartilip blender ile iyice parcalandiktan sonra 250 ml’ye
tamamlanacak sekilde adi filtre yardimi ile kayip olmadan siiziilmiistiir. Siiziintiiden 100
ml almip tizerine 1-2 damla fenolfitaleyn indikatorii katilip, ayarli 0,1N NaOH ile titre
edilmistir. Sonuglar seyreltme faktorii de hesaplanarak kayit altina alinmig ve asagidaki

formiil ile hesaplanmstir. Asitlik tayini laktik asit cinsinden yapilmistir (Cemeroglu 2010).

% Toplam Asit Miktar1 = (V x Meqx100) / m1

V= Titrasyonda harcanan NaOH miktari(ml)
Meq= Analizi yapilan gidada en ¢ok bulunan organik asidin esdeger agirligi
m= Ornek miktari(g)
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3.4. istatistik Analizler

Deneme tam sansa bagli deneme planina gore gergeklestirilmis ve analizler iki paralelli
olarak yapilmistir. Elde edilen veriler SPSS for Windows Release ver. 11.00 paket

programi kullanilarak istatistiksel analize tabi tutulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Ulkemizin &zellikle Asma yaprag: iiretimi ile bilinen gesitli bolgelerinden 48 salamura
yaprak ornegi toplannustir.  Uriiniin olusumuna olumlu yénde katki saglayabilecek,
bozucu yonde rol oynayabilecek ve patojen mikroorganizmalarin belirlenmesi amaci ile
Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri sayimi, Psikrotrofilik Bakteri sayimu,
Pseudumonaslarin sayimi, Maya ve Kiif sayimi, Muhtemel Laktobasil ve Laktokoklarin
sayimi, Enterobacteriaceae familyasinin sayimi, Enterokoklarin sayimi ve S. aureus
sayimi gerceklestirilmigtir.  Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°de goriilmektedir.

Kimyasal analizlerden ise pH, asitlik ve tuz tayini yapilmistir (Cizelge 4.3).

4.1. Mikrobiyolojik Bulgular

Cizelge 4.1 Kullanilan asma yapraklarina ait mikrobiyolojik sonuglar (log kob/g)

@ i) g < g =4
z Z |z £ |3 o ¥ |m | x| 2 |3
= | = £ | & = = — = | 2 = v
1 1 <2 <2 <2 4,24 4,95 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 4,7 5,08 <2 <2 <1 <2 <2
2 1 <2 <2 <2 5,9 6,18 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 6,96 7,16 <2 <2 <1 <2 <2
3 1 <2 <2 <2 3,83 4,06 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 4,9 4,00 <2 <2 <1 <2 <2
4 1 <2 <2 <2 6,11 5,15 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 7,08 6,16 <2 <2 <1 <2 <2
5 1 2,3 <2 <2 2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
2 2,3 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
6 1 2,69 <2 | < 2,6 2,7 <2 | <2 | <« <2 | <
2 2,69 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2




Cizelge 4.1. (Devam)
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7 1 2,6 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
2 2,6 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2

8 1 3 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
2 3 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2

9 1 2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
2 2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2

10 1 <2 <2 <2 5,79 43 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 5,65 5,28 <2 <2 <1 <2 <2

1 1 <2 <2 <2 <2 <2 <2 | <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2

12 1 <2 <2 <2 6,08 5,6 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 6,16 6,57 <2 <2 <1 <2 <2

13 1 <2 <2 <2 6,4 6,3 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 7,31 7,29 <2 <2 <1 <2 <2

14 1 3,32 <2 <2 4,48 5,28 <2 <2 <1 <2 <2
2 4 <2 <2 5,36 5,98 <2 <2 <1 <2 <2

15 1 <2 <2 <2 4,7 4,9 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 5,61 5,88 <2 <2 <1 <2 <2

16 1 <2 <2 <2 5,62 5,95 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 6,58 6,98 <2 <2 <1 <2 <2

17 1 <2 <2 <2 5,6 5,51 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 6,59 6,5 <2 <2 <1 <2 <2

18 1 <2 <2 <2 6,15 6,18 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 7,11 7,17 <2 <2 <1 <2 <2

19 1 3,11 <2 <2 <2 2 <2 <2 <1 <2 <2
2 4 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2

20 1 <2 <2 <2 6,18 6,08 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 7,16 7,08 <2 <2 <1 <2 <2

21 | 2,6 <2 <2 3,77 3.9 <2 <2 <1 <2 <2
2 2,6 <2 <2 4 <2 <2 <2 <1 <2 <2

22 | <2 <2 <2 5,61 5,78 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 6,47 6,75 <2 <2 <1 <2 <2

23 1 <2 <2 <2 5,44 6,28 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 6,82 7,26 <2 <2 <1 <2 <2




Cizelge 4.1. (Devam)
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24 1 1 2 <2 <2 0 0 <2 <1 <2 <2
2 2 2 <2 <2 0 0 <2 <1 <2 <2
25 1 <2 <2 <2 <2 4,6 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 6,52 4,6 <2 <2 <1 <2 <2
26 1 <2 <2 <2 4,51 4,19 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 <2 4,7 <2 <2 <1 <2 <2
27 1 2 <2 <2 2,3 2,6 <2 <2 <1 <2 <2
2 2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
28 1 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
29 1 <2 <2 <2 6,48 6.4 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 7,44 7,42 <2 <2 <1 <2 <2
30 1 <2 <2 <2 6,4 6,48 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 7,33 7,36 <2 <2 <1 <2 <2
31 1 <2 <2 <2 6,33 6,1 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 739 | 707 | < | <2 | <1 <2 | <
32 1 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 2 <2 <2
2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 2 <2 <2
33 1 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
34 1 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
35 1 4,05 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
2 4,05 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
36 1 3,5 <2 <2 5,11 53 <2 <2 2,5 2 <2
2 3,5 <2 <2 6,08 6,26 <2 <2 2,5 2 <2
37 1 2,3 <2 <2 4,7 5,11 <2 <2 <1 <2 <2
2 2,5 <2 <2 5,65 6,09 <2 <2 <1 <2 <2
38 1 <2 <2 <2 4,62 4,95 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 5,61 5,9 <2 <2 <1 <2 <2
39 1 <2 <2 <2 6,11 4,65 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 7,08 5,63 <2 <2 <1 <2 <2
40 1 <2 <2 <2 5,15 5,54 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 6,11 6,49 <2 <2 <1 <2 <2
41 1 <2 <2 <2 4,48 49 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 5,4 5,85 <2 <2 <1 <2 <2
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Cizelge 4.1. (Devam)

43 1 2 <2 <2 49 5,26 <2 <2 <1 <2 <2
2 2 <2 <2 5,85 6,22 <2 <2 <1 <2 <2
44 1 <2 <2 <2 493 5,11 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 5,87 6,17 <2 <2 <1 <2 <2
45 1 <2 <2 <2 448 495 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 5,45 5,88 <2 <2 <1 <2 <2
46 1 <2 <2 <2 4,63 5,54 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 5,64 6,41 <2 <2 <1 <2 <2
47 1 <2 <2 <2 6,18 6,15 <2 <2 <1 <2 <2
2 <2 <2 <2 7,16 7,13 <2 <2 <1 <2 <2
48 1 3,86 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
2 3,75 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <1 <2 <2
Maks. 4,05 - - 7,44 7,42 - - 2,5 2,0 -
Min. <2 - - <2 <2 - - <2 <2 -
S:Eavn gztr ) 0,58 - - 4,85 5,05 - - 0,15 | 0,06 i
Sapma 1,25 2,32 2,18 0,56 0,36
End. ort 1,41 - - 221 | 2,11 - - 0,00 | -
Standart -
Sapma 1,44 2,74 2,71 0,00
Genel 0.88 - - 3.92 4.01 - - 0.09 0.04 -
Ortalama

Cizelge 4.1 incelendiginde, triiniin baskin mikroflorasint mayalarin olusturdugu
dolayisi ile en yiiksek degerin YGC agarda (4.01 log kob/g) oldugu gozlenmektedir.
Bunu PDA (3.92 log kob/g) izlemektedir. Her iki agara ait ortalamalarin
karsilastirilmasinda énemli bir benzerlik oldugu (p<0,01) gériilmektedir. Uretim sekli
g6z Oniine alindiginda Ev tipi 6rneklerin daha yiliksek maya ortalamasma (p<0,01)

sahip oldugu ve bu durumun her iki besiyeri i¢in de ayn1 oldugu belirlenmistir.

Toplam aerobik mezofilik ve psikrotrofilik bakteri sayiminda PCA’larda {ireme oldugu
gbzlenmis, ancak olusan kolonilerin lam-lamel arasi preperasyonu incelendiginde
kolonilerin birgogunun maya oldugu anlagilmistir. TAMB sayiminda 16 numunede
bakteri iiremesi gozlenirken psikrotrofik sartlarda inkiibasyon sonunda bakteri
gelisimine rastlanmamistir. TAMB’de gelisme gozlenen 16 numunenin ortalama koloni

sayist 2,71 log kob/g oldugu, 48 6rnegin tiimii ele alindiginda ortalama koloni sayisinin
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0,88 log kob/g sonucuna ulagilmistir. Uretim seklinin TAMB iizerinde etkili oldugu
gbzlenmistir (p=0,004)

Laktik asit bakterilerinin belirlenmesi amact ile kullanilan besiyerlerinde bakteri
gelisimi gozlenmemis olup, PCA agarda oldugu gibi maya kolonileri gozlenmistir.
Dolayis1 ile asma yapragi fermantasyonunda laktobasil veya laktokoklarin rol almadigi

goriilmektedir.

Uriinde bulunabilecek muhtemel patojenlerin belirlenmesi amaci ile VRBD, KAA ve
BPA agarlara ekimler yapilmistir. Enterobacterieceae sayimlarinda sadece 32 ve 36
nolu 6rneklerde tireme olmustur. 32 nolu 6rnekte 2 log kob/g ve 36 nolu 6rnekte 2,5 log
kob/g sonucu bulunmustur. KAA agar sayimlarinda sadece 36 nolu 6rnekte 2 log kob/g
seviyesinde Enterokok varlig1 gézlenmistir. BPA agarda ise tipik S. aureus kolonilerine

rastlanmamustir.

Denemede kullanilan CFC agarda da iireme gozlenmemistir. Bu durum

Pseudomonas’larin iiriinde etkili olmadigin1 gostermektedir.

Denemede identifikasyon amaci ile mayalarin makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri
belirlenerek 54 adet izolat elde edilmistir. Mevcut izolatlarin benzer olanlarin
gruplandirmak {izere RAPD (M 13) fingerprintleri elde edilmistir. Tiim izolatlarin
fingerprintleri incelendiginde toplam 54 izolatin aslinda 12 farkli sustan olustugu
gbzlenmistir. Bu suslara ait RAPD profilleri (Sekil 4.2) ve mikroskobik (Sekil 4.1.a,
4.1.b.) goriintiileri ilgili sekillerde goriilmektedir.
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8 nolu Ornek, Pichia subpelliculosa 13 nolu 6rnek, Pichia subpelliculosa

15 nolu 6mek, Debaryomyces hansenii 17 nolu 6rnek, Zygosaccharomyces bisporus

19 nolu 6rnek, Pichia membranifaciens 22 nolu 6rnek, Pichia subpelliculosa

Sekil 4.1.a. Temsili izolatlarin mikroskobik goriintiileri
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33 nolu 6rnek, Pichia membranifaciens

57 nolu 6rnek, Debaryomyces hansenii

77 nolu 6rnek, Hanseniaspora uvarum

78 nolu 6rnek, Hanseniaspora uvarum

Sekil 4.1.b. Temsili izolatlarin mikroskobik goriintiileri
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Saf olarak elde edilen kiiltlirlere gerekli islemler uygulanip DNA’lar1 saflastirildiktan
sonra, M13 protokolii uygulanmistir. RAPD olarak da adlandirilan bu yontemde
Genomik DNA’nin rastgele yerlerine yapisan primer, g¢esitli uzunlukta DNA
parcaciklart olusturur. Bu DNA parcaciklart da agaroz jel elektroforezinde boylar ile
ters orantili olacak sekilde ilerler. Yani biiyiik DNA parcalar az, kiigiik DNA pargalari
ise biiyiik mesafeler kat eder. Farkli suslarin DNA’larindan amplifiye olan parcalar da

farkli oldugundan farkli bant goriintiileri ortaya ¢ikar.

Denemede 48 yaprak numunesinden 54 maya izole edilmis, bunlarin benzer olanlar1 ilk
elektroforez uygulamasi ile elenmistir. Birbirinden farkli olan 12 susun elektroforez

sonucu Sekil 4.2°deki gibidir.

Sekil 4.2. izole edilen farkli suslarin agaroz jeldeki goriintiisii

M: Marker, 1: Pichia subpelliculosa (8), 2: Pichia subpelliculosa (13), 3:
Debaryomyces hansenii (15), 4: Zygosaccharomyces bisporus 17), 5: Pichia
membranifaciens (19), 6: Pichia subpelliculosa (22), 7: Pichia membranifaciens (33),
8:  Pichia subpelliculosa (34), 9: Debaryomyces hansenii (57), 10: Pichia

subpelliculosa (71), 11: Hanseniaspora uvarum (77), 12: Hanseniaspora uvarum (78)
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12 6rnege sekans analizi yapilmasi amaci ile 26S rRNA D1/D2 bolgesi hedef alinmis
NL-1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3") ve NL-4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') primerleri kullanilarak PCR yapilmustir. Islem
sonucu 600 b¢ uzunlugunda DNA parcaciklart amplifiye edilmis ve olusan PCR

irlinleri agaroz jel elektroforezinde ytriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil 3.3).

- 11 12 M

750 kb

500kb

Sekil 4.3. 26S rRNA D1/D2 bolgesi amplifiye edilen mayalarin elektroforez goriintiisii
*M: Marker, 1: Pichia subpelliculosa, 2: Pichia subpelliculosa, 3: Debaryomyces hansenii, 4:
Zygosaccharomyces bisporus, 5: Pichia membranifaciens, 6: Pichia subpelliculosa, 7: Pichia
membranifaciens, 8: Pichia subpelliculosa, 9: Debaryomyces hansenii, 10: Pichia subpelliculosa, 11:
Hanseniaspora uvarum, 12: Hanseniaspora uvarum

Elde edilen sekans sonuglari ilgili kiitliphanelerle karsilastirildiginda ilgili 12 susun su
tirlerden olustugu gozlenmistir: Pichia subpelliculosa (%65), Debaryomyces hansenii
(%7,4), Zygosaccharomyces bisporus (%3,70), Pichia membranifaciens (%]11,1),
Hanseniaspora uvarum (%12,96) (Cizelge 4.2.)
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Cizelge 4.2. Sekans analizi sonucunda elde edilen bulgular

Sira | Tami sonucu Genetik | Referans Temsil | Temsil ettigi izolatlarin
genetik benzerlik | sus no ettigi numaralari
orani izolat
sayis1
1 Pichia %99 EF550340.1 4 2,5,7,8
subpelliculosa
2 Pichia %99 EF550340.1 7 4,9,10, 11,12, 13, 56
subpelliculosa
3 Debaryomyces %99 HM988696.1 2 15,87
hansenii
4 Zygosaccharomyces %95 AB375304.1 2 16,17
bisporus
5 Pichia %99 EU019218.1 3 14,19,35
membranifaciens
6 Pichia %98 JQ419775.1 19 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
subpelliculosa 26,27, 28,29, 30, 31, 37,
47,48, 51,69, 72
7 Pichia % 99 EU019218.1 3 33,38,58
membranifaciens
8 Pichia %99 JQ419771.1 3 34,66,68
subpelliculosa
9 Debaryomyces %95 EU285526.1 2 42,57
hansenii
10 Pichia %99 JQ419771.1 2 71,83
subpelliculosa
11 Hanseniaspora %99 JQ678687.1 2 77, 80
uvarum
12 Hanseniaspora %99 EU004081.1 5 41,43,59,78,81
uvarum

Denemede alternatif bir tam1 metodu olarak, hem de izolatlarin biyokimyasal

karakterlerinin belirlenmesi amaci ile API ID32C test kiti kullanilarak temsili suslar

incelenmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde API ve molekiiler sonuglarin cins ve tiir

bazinda Ortiismedigi

goriilmektedir.

Biyokimyasal

yontemde mayalarin seker

kullanimina bakilirken molekiiler yontemde orneklere direk DNA sekansi yapilmistir.

Genetik tan1 sonuclari incelendiginde 6rnekler ile referans suslar arasinda %99 gibi bir

oranda benzerlik bulunmustur. Mayalarin beslenme sekillerinin olduk¢a degisken

oldugu ve bu 6zelliklerin mutasyona da agik 6zellikler oldugu diisiiniildiiglinde
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Cizelge 4.3. Biyokimyasal ve molekiiler sonuglarin karsilastirilmasi
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(Boekhout and Robert 2003; Fernandez-Espinar et al. 2006) molekiiler yontemin daha
tutarl olabilecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan Biyokimyasal test sonuglarmnin 24 ve 48
saatleri arasinda belirgin farklar oldugu ayrica test sonucunun teyidi agisindan ilave

testlere ihtiya¢ duymasi diger bir olumsuzluk olarak dikkat ¢cekmektedir.

4.2. Kimyasal Bulgular

Calismada 6zellikle mikrobiyolojik gelismede rol oynayan pH, asitlik ve tuz analizleri
de yapilmistir. Denemede numunelerin kimyasal 6zelliklerine ait veriler Cizelge 4.3’de

goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Numunelerin asitlik, tuz ve pH 6l¢iimleri

Uretim tipi Numune no Tekerriir pH Asitlik Tuz
ev 1 1 3,54 1,2 7,61

2 3,54 1,2 7,50

endiistriyel 2 1 4,06 0,4 5,52
2 4,06 0,5 5,65

3 1 3,66 0,5 8,14

enddistriyel 2 3,66 0,5 8,3
4 1 4,07 0,3 6,1

endiistriyel 2 4,07 0.4 6,25
5 1 3,77 0,7 19,77

endiistriyel 2 3,77 0,7 18,95
6 1 3,81 0,8 17,73
endiistriyel 2 3,81 0,8 17,50
7 1 3,02 1,0 9,53
endiistriyel 2 3,02 1,1 10,00
8 1 3,75 1,0 17,44

endiistriyel 2 3,75 1,0 17,2
9 1 3,45 1,2 7,56

endiistriyel 2 3,45 1,2 7,35
10 1 3,78 0,8 10,58

endiistriyel 2 3,78 0,8 10,6
11 1 3,56 1,3 7,84

endiistriyel 2 3,56 1,3 7,80
ev 12 1 3,14 1,5 15,19
2 3,14 1,5 14,88
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Cizelge 4.4 (Devam)

ev 13 1 3,22 1,2 11,69

2 3,22 1,2 11,63

endiistriyel 14 1 3,26 0,8 21,92
2 3,26 0,8 22,02

ev 15 1 3,44 0,6 4,67

2 3,44 0,6 4,55

endiistriyel 16 1 3,45 0,9 11,98
2 3,45 0,9 12,01

ev 17 1 2,91 3,1 1,75

2 2,91 3,1 1,75

ev 18 1 3,32 1,3 12,85

2 3,32 1,3 12,77

ev 19 1 2,99 3,6 14,61

2 2,99 3,6 14,65

ev 20 1 4,6 0,7 6,72

2 4,6 0,7 6,77

ev 21 1 3,61 0,5 9,06

2 3,61 0,5 8,88

ev 22 1 3,22 1,2 12,27

2 3,22 1,2 12,56

ev 23 1 3,38 0,6 15,19

2 3,38 0,6 15,22

endiistriyel 24 1 3,29 1,3 18,41
2 3,29 1,3 17,99

ev 25 1 3,18 2,2 13,15

2 3,18 2,2 12,99

ev 26 1 3,35 1,0 13,44

2 3,35 1,1 12,59
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Cizelge 4.4 (Devam)

endiistriyel 27 1 3,55 0,99 21,04
2 3,55 1,0 21,51
endiistriyel 28 1 3,51 1,0 23,37
2 3,51 1,2 23,40

ev 29 1 3,36 1,5 6,72

2 3,36 1,4 6,8

ev 30 1 3,48 0,9 9,05

2 3,48 0,8 9,12
ev 31 1 3,45 0,9 13,15

2 3,45 0,9 13,2
ev 32 1 3,02 2,8 24,83
2 3,02 2,6 25,00

endiistriyel 33 1 3,28 1,4 7,01
2 3,28 1,3 7,05
ev 34 1 2,93 1,8 21,62
2 2,93 1,8 21,62
ev 35 1 3,01 2,3 24,84
2 3,01 2,4 24,84
ev 36 1 3,17 1,3 10,52
2 3,17 1,4 10,56

ev 37 1 33 0,8 9,93

2 3,3 0,9 9,93

ev 38 1 3,31 0,8 7,88

2 3,31 0,8 7,88
ev 39 1 3,05 1,6 14,61
2 3,05 1,6 14,52
ev 40 1 3,11 1,8 12,56
2 3,11 1,8 13,01




Cizelge 4.4 (Devam)
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ev 43 1 3,11 2,0 11,39
2 3,11 2,1 11,39
ev 44 1 3,01 1,5 12,56
2 3,01 1,6 12,56
ev 45 1 3,18 1,7 14,9
2 3,18 1,8 14,9
ev 46 1 3,01 1,7 12,27
2 3,01 1,6 12,90
ev 47 1 3,13 1,4 10,22
2 3,13 1,4 10,22
endiistriyel 48 1 3,53 1,0 12,56
2 3,53 1,1 12,95
Maksimum deger 4,60 3,60 25,00
Minimum deger 291 0,30 L75
Ev ort 3,25 1,53 12,23
Standart 0,31 0,73 4,96

Sapma
End. ort 3,58 0,92 13,32
Standart 0,28 0,30 6,02

Sapma
Genel Ortalama 3,36 1,31 12,62
Standart sapma 0,33 0,67 5,35

Cizelge 4.3 incelendiginde pH degerlerinin 4,60-2,91 arasinda ortalama degerin ise 3,36
oldugu goriilmiistiir. Uretim sekli agisindan incelendiginde ev tipi Orneklerin 3,25
endistriyel Orneklerin ise 3,58 ortalama pH degerine sahip oldugu goriilmiistiir.
Istatistiksel olarak incelendiginde iiretim seklinin pH iizerine etkili bir parametre

(p<0,01) oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde asitlik degerinin 0,30-3,60 arasinda

PN

degistigi ortalamasinin 1,31 oldugu, tiretim seklinin de bu sonugta oldukea etkili oldugu
(p<0,01) gdzlenmistir. Ornekler arasindaki tuz degeri agisindan oldukga biiyiik farklar
goriiliip degerler 1,75-25,00 arasindadir. Genel ortalama 12,62 olarak belirlenmistir.

Ancak tiretim seklinin tuz miktar1 lizerinde etkili bir faktér olmadig1 belirlenmistir.




41

5. TARTISMA ve SONUC

Ulkemizde asma yapraginin mikroflorasim belirlemek iizere yapilmis arastirma
sonucuna rastlanmamustir. Yapraklarin mikroflorasi ile ilgili literatiirde bulunabilen tek
calismada Katsaboxakis et al. (1986) derinlemesine bir mikrobiyolojik sonug
vermemis, sadece farkli metotlarla iirettikleri asma yapraklarinda laktik asit bakterisi
tespit edilemediginden ve maya varligindan bahsetmislerdir. Ancak bunlarin hangi
maya tiirleri oldugu konusunda bir bilgi verilmemistir. Calismamiz sonucunda iiriinde

ana floray1 mayalarin olusturdugunun goézlenmesi bu verilerle ortiismektedir.

Uriiniin mikrofloras: ile ilgili kesin veriler bulunmamakla beraber meyve ve sebze
kokenli diger fermente gidalar ile mukayese edildiginde ozellikle genetik tani
sonuglarinin benzer iiriinlerde bulunabilecek maya tiirleri ile Ortiistiigii gozlenmektedir

(Fleming 1982; Deak 2008).

Pichia 100’1in tizerindeki tiirii ile bilinen en genis 2. maya cinsidir. Denemenin en
baskin tiirii olan Pichia subpelliculosa, Hansenula subpelliculosa ismi ile de bilinen
amilolitik bir maya tiiriidiir (Sanjeev et al. 2001) ve fermantasyon karakteristigi
Saccharomyces cerevisiae’ya olduk¢ca benzemektedir (Oliveiral et al. 2004).
Brezilya’nin yerel iceceklerinden Cachaca iiretiminde Debaryomyces hansenii ile
birlikte ara fermantasyondan itibaren izole edilebilir. Soya iriinlerinde ylizeyde
geliserek laktik asidi pargalayan P.subpelliculosa nin, salamura yapraklarda da oksidatif
etkide bulunabilecegi diislinlilmektedir. Zira yiiksek tuz konsantrasyonunda sahip hiyar

tursularinda izole edilen baslica tiirlerdendir (Deak 2008).

Debaryomyces hansenii peynir, et, sarap, bira, meyve gibi gidalarda ve ayrica tursu gibi
yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip gidalarda siklikla goriilebilen bozucu bir maya
tiriidiir (Deak 2008). D. hansenii’nin dogada yaygin bulunmasinin nedenlerinin
basinda; tuz toleransi, proteolitik ve lipolitik enzim kapasitesi, siit, yag ve proteinlerini

metabolize etmesi, diisiik sicaklik ve su aktivitesinde gelisebilmesi gelmektedir (Wyder
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and Puhan, 1999). Zira, D. hansenii, %24 NaCl’de ve 0.65 gibi diisiik su aktivitesinde
gelisebilme 6zelligine sahip olmast nedeniyle, tuzlu iiriinlerde yaygin olarak bulunur
(Praphailong and Fleet 1997). %?25’e varan tuz konsantrasyonlarina sahip yaprak

orneklerinin %7,4’linde D. hansenii izole edilmistir.

Hanseniaspora uvarum elma {iziim limon visne ve erik gibi meyveler izole edilebilen ve
saraplarda bozulmanin ana etkenlerinden olan mayalardan biridir. H. uvarum ayrica
salamuralar, kakao, zeytin ve salatalardan da izole edilebilir. Maksimum 0,94 ay‘de
(tuz) geligebilir. D. hansenii’ye gore tuza daha dayaniksizdir. Denemede {iriinlerin
%12,96’sinda izole edilmistir. Bu maya tiri tim gidalarin %1.34’inden izole

edilebilmektedir (Deak 2008).

Denemedeki orneklerin  %11,1’ini  olusturan Pichia membranifaciens telemorf
sathasinda Candida valida ad1 ile de bilinmektedir. %1 asetik aside dayanabildiginden
diisitk pH’l1 gidalarda gelisebilir. Tiim gidalarin %4,32’sindan izole edilebilen bu maya

tiirii ile ilgili biyokontrol konularinda ¢aligsmalar yapilmaktadir.

Zygosaccharomyces  ozmofilik  karakterde olup, Ozellikle yiiksek  seker
konsantrasyonuna sahip gidalardan izolasyonu bildirilen bir maya cinsidir. Ote yandan
yliksek tuz konsantrasyonuna sahip gidalardan da izolasyonu bildirilmektedir. Ozaki et
al. (2008) yiiksek oranda tuz igeren ve bir tiir erik olan Umami’nin kullanimi ile yapilan
tursu benzeri yoresel bir iiriinde yiiksek tuz toleransli maya florasini incelemislerdir.
Calismada izolatlarin 4 farkli RAPD fingerprinti gézlenmis olup, 26S rRNA D1/D2
bolgesinin sekansi sonucunda Zygosaccharomyces bisporus ve Pichia subpeliculosa

tiirlerinin varligini bildirmislerdir.

Asma yapraklar1 ile ilgili piyasa Orneklerine ait kimyasal 6zelliklerine dair veri
gozlenmemekle beraber, asma yapragt kullanilarak yapilan iirlin = gelistirme

calismalarinda kullanilan pH, asitlik ve tuz oranlarinin 6zellikle diisiik seviyelerdeki
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orneklerle, nispeten benzer oldugu goriilmiistiir (Dalgic ve Akbulut, 1988; Goktirk vd
1997; i¢ ve Denli, 1997; Sat vd 2002; Giilcii ve Demirci 2011).

Elde edilen bulgular maddeler halinde degerlendirildiginde su sonuglara varilmistir.

e Calismada incelenen 48 Ornekte laktik asit bakterisine rastlanilmamistir. Fermente
tiriinlerde laktik asit bakterisi faaliyeti beklenmektedir. Laktik asit bakterilerinin
yoklugu tiriinlerdeki yiiksek tuz konsantrasyonuna ve {iiriinlerin haslanmis olabilecegi

thtimalini dogurmustur.

e Uriinlerde psikrotrofilik bakterilere, S. aureus’a, Pseudomonas’a rastlanmamustir.

e Mikroflorada baskin tiir olarak mayalar gozlenmistir. Yapraklarin 1 graminda
bulunan maya miktar1 PDA i¢in 3,92 log kob, YGC i¢in 4,01 log kob olarak

bulunmustur.

¢ Endiistriyel olarak iiretilen yapraklardaki maya yiikii PDA sayilar1 incelendiginde 2,21
log kob/g iken ev tipi yapraklarin maya yiikii 4,85 log kob/g’dir. Bu durum istatistiksel
analizlerde oldukca 6nemli (p<0,01) olarak tespit edilmis, dolayisi ile geleneksel olarak
tiretilen salamura yapraklarin, endiistriyel olarak {iretilenlere nazaran mikrobiyal
yukiiniin fazla oldugu belirlenmistir. Bu durum endiistriyel olarak fiiretilen yapraklarin
orijinal ambalajlarindaki i¢indekiler kisminda her ne kadar belirtilmemis olsa da
antimikrobiyal ajanlarin katilmis olma ihtimalini veya pastdrizasyon yapilmis olma

olasiligin1 diisiindiirmektedir.

e Fermente veya fermente olmayan diger gida iriinleri ile kiyaslandiginda asma
yapraklarinin bakteri sayisinin az oldugu goriilmiistiir. Bu ylizden salamura yapraklarin

bakterilerin de rol aldig1 fermantasyon modeline/seyrine sahip olmadigi belirlenmistir.
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e Orneklerin igerdigi tuz miktar1 ortalamas1 %12,62°dir. Orneklerdeki tuz oranlarinin
ise %1,75-25,00 gibi oldukg¢a genis bir aralikta degistigi goriilmiistiir. Bunun sebebi
olarak standart olmayan geleneksel liretim uygulamalar1 oldugu diisiiniilmektedir. Zira
geleneksel liretimde yaprak miktarina gore tuz eklenmemekte, g6z karari, bazen 1 kat

yaprak 1 kat tuz, bazen 2 kat yaprak 1 kat tuz konulmaktadir.

e Orneklerdeki toplam asitlik ortalamas1 %1,31°dir. Sat vd (2002) taze yapraklarin
asitligini %1,78-1,96 araliginda bulmustur. Fermente bir {irlin oldugu disiiniilen
salamura yapraklarda asitligin daha diisiik seyretmesi, oksidatif mayalarin asitleri

parcalamasiyla agiklanabilir.

e Uriinden mikrosatelit markerler ile temsili olarak secilen drneklerde izole edilen bes
tir swastyla; Pichia subpelliculosa, Debaryomyces hansenii, Zygosaccharomyces
bisporus, Pichia membranifaciens, Hanseniaspora wuvarum’dur. Yapilan literatiir
calismasinda belirtilen tiirlerin yiiksek tuz konsantrasyonuna dayanabildigi goriilmiistiir.
Ayrica sonuglarin fermente sebzelerden izole edilen tiirler (Harris 1998) ile Ortiistiigi
goriilmektedir. Deneme sonucunda iiriide hakim cinsin Pichia oldugu (%75) hakim

tiirlin ise Pichia subpelliculosa (%64,81) oldugu belirlenmistir.

e Asitlik ve pH, tiretim bi¢iminin geleneksel veya endiistriyel liretim olmasiyla iligkili
oldugu gorilmiistiir (p<0,01). Ev {iretimlerinde asitlik ortalamasi %1,53 bulunurken,
endistriyel iiretimde %0,92 bulunmustur. Bu durum geleneksel iiretimde mikrobiyal

aktivitenin daha ¢ok oldugunu gostermektedir.

Salamura asma yapraklari, geleneksel Tiirk diyetinde dolma yapiminda
kullanilmaktadir. Dolma giinliik olarak tiiketilebildigi gibi, 6zel yemek ve bayramlarda
da misafirlere ikram edilmektedir. Hazir yemek konserveleri ise giin gectikge market
raflarindaki yerini giiclendirmektedir. Bu denli tiiketilen bir {iriiniin ne Gida Tarim ve
Hayvancilik bilinyesinde ne de Tiirk Standartlar1 Enstitiisii'nde bir standardi
bulunmamaktadir. Baklava ve yogurt gibi geleneksel Tiirk yemeklerini komsu iilkelerin

sahiplenmesinden sonra, asma yapraklarinin sahiplenilmesi igten bile degildir. Konu ile
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ilgili ¢alismalar arttirilmali, standartlar belirlenmeli ve giincel iiretim-ihracat rakamlari
hakkinda arastirmalar yapilarak kamuoyu ile paylasilmalidir. Standart bir {iretim modeli
olusturulup ihracati arttikga salamura iizim yapraginin taninirh@inin artacagi ve iilke
ekonomisine Onemli bir girdi saglayacagi asikardir. Dolayisi ile iiriin 6zelliklerini
aydinlatici, yeni {iriin liretim ve gelistirilmesine yonelik yapilacak bu tip caligsmalar

oldukc¢a 6nem arz etmektedir.
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