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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GELENEKSEL YONTEMLERLE URETILEN SIRKELERIN BAZI
MIKROBiYOLOJIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI,
MiKROBiIYOTASINDA YER ALAN ASETIK ASIiT BAKTERILERININ
IZOLASYONU VE MOLEKULER YONTEMLERLE TANISI

Hafsa BILGINER

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Biilent CETIN

Sirke olusumunda rol olabilecek mikrobiyota hakkinda bilgi edinmek amaciyla,
geleneksel yontemlerle tiretilmis 41 adet sirke 6rnegi iizerinde bazi mikrobiyolojik ve
kimyasal analizler gergeklestirilmistir. Kimyasal analizlerden pH ve asitlik tayinleri
yapilarak, flora iizerinde etkilerinin olup olmadigi gozlenmek istenmistir.
Mikrobiyolojik analiz olarak, toplam aerobik mezofilik bakteri, maya-kiif, enterokok,
koliform bakteri, muhtemel asetik asit bakterisi sayimlar1 yapilmis ve farkli koloni
ozellikleri dikkate alinarak GYC besiyerinden 98 adet bakteri izolati1 elde edilmistir.
Izolatlar Real-Time PCR teknigi kullanilarak Tm ve HRM analizleri yardimiyla
simiflandirilmis ve grubu temsil eden izolatlarin 16S rDNA bdlgesi hedef alinarak
tanilart gerceklestirilmistir. Tan1 sonuglarma gore, sirke Ornekleri mikrobiyotasinda
baskin olarak sirasiyla; Bacillus sp., Brevibacillus parabrevis, Acetobacter okinawensis,
Paenibacillus sp., Lactobacillus casei, Acetobacter pasteurianus, Acinetobacter
johnsonii olmak iizere 7 farkli susun bulundugu tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, evde
sirke yapimi prosediiriiniin basaril1 bir sekilde uygulanamadigi1 kanaatine varilmistir.

2018, 68 sayfa

Anahtar Kelimeler: Sirke, asetik asit bakterisi, Real Time-PCR, Tm ve HRM
analizleri, 16S rDNA



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF SOME MICROBIOLOGICAL PROPERTIES OF THE
VINEGARS PRODUCED BY TRADITIONAL METHODS, THE ISOLATION
AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF ACETIC ACID BACTERIA IN
THE MICROBIOTA

Hafsa BILGINER

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

Supervisor: Prof. Dr. Biilent CETIN

Some microbiological and chemical analyses was carried out on 41 samples of vinegar
produced by traditional methods in order to obtain information about the microbiota that
may be played in role vinegar formation. Chemical analyzes which pH and acidity
determinations were made and it was desired to observe whether there were effects on
the flora. As microbiological analyzes, total aerobic mesophilic bacteria, yeast-mold,
enterococcus, coliform bacteria, probable acetic acid bacterial counts were investigated
and 98 bacterial isolates obtained from GYC medium considering different colony
characteristics. Isolates were classified by means of Tm and HRM analysis using Real-
Time PCR technique and identifications of isolates were performed by targeting the 16S
rDNA region of the strains representing the group. According to the results of
identifications, Bacillus sp., Brevibacillus parabrevis, Acetobacter okinawensis,
Paenibacillus sp., Lactobacillus casei, Acetobacter pasteurianus, Acinetobacter
johnsonii, 7 different strains were found in the microbiota of vinegar samples,
respectively. As a result, it was concluded that the home-made vinegar procedure
haven’t been able to applied successfully.

2018, 68 pages

Keywords: Vinegar, acetic acid bacteria, Real Time-PCR, Tm and HRM analyzes, 16S
rDNA
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1. GIRIS

Sirke kelimesi Divan-ii Lugat-it Tiirk’de de yer alan bir kelime olup dilimize Fars¢a’dan
gecmis ve ayn1 anlamiyla giiniimiize kadar kullanim1 devam etmistir. Ingilizce karsilig1
olan vinegar kelimesi ise Fransizca “vin aigre-cksi sarap” anlamina gelmektedir. Sirke,
igerisinde seker bulunan sivilarin 6nce alkol, daha sonra da asetik asit fermantasyonuna
tabi tutulmalari ile elde edilen bir gida iirliniidiir. Hemen hemen her iilkede, farkli
tirden hammaddelerden {iretilebildigi i¢cin diinyadaki en yaygin {iriinlerden birisidir
(Akman ve Yazicioglu 1955; Achaerandio et al. 2002; Oztiirk vd 2009; Siiriiciioglu ve
Ozgelik 2012; Ordonez et al. 2013).

Sirke, tilkemiz mevzuatina gére (TSE 1880 EN 13188 Sirke Standardi) “Tarim kdkenli
stvilar veya diger maddelerden, iki asamali alkol ve asetik asit fermantasyonuyla,
biyolojik yolla iiretilen kendine 6zgili iirlin” olarak tanimlanmaktadir. Bu standartta,
sirke iiretiminde kullanilan hammaddelere gore sirke cesitleri; sarap sirkesi, meyve
sirkesi, tiziimsli meyve sarab1 sirkesi, elma sarabi sirkesi, beyaz sirke, tahil sirkesi, malt
sirkesi, damitilmis malt sirkesi, baharath sirke, aromali sirke, peyniralt1 suyu sirkesi,

bira sirkesi, bal sirkesi seklindedir (Anonim 2016).

FAO/WHO standartlarinda ise sirke; seker ve/veya nisasta iceren tarimsal kokenli
hammaddelerden, iki asamali fermantasyon (alkol ve asetik asit fermantasyonu) prosesi
kullanilarak elde edilen, insan tiiketimi i¢in uygun bir sivi seklinde tanimlanmaktadir

(Anonim 2000).

Cok eski donemlerde, sirke iiretiminin yayginlastirilamadig: tilkelerde sirke pahali ve
liiks bir icecek olarak kabul edilirken, giiniimiizde sofralarda salatalarda, ¢esitli soslarin,
mayonezlerin, ketcaplarin ve hardallarin hazirlanmasinda, hatta bazi hastaliklarin
tedavisinde ilag olarak da kullanilir. Ayn1 zamanda sirke, et yumusatma ve gevseme
siirecini hizlandirir, balik kemiklerini yumusatir, meyve ve sebze endiistrisinde

uygulanan tursu yapiminin yani sira balik ve ¢esitli deniz {irtinlerinin hazirlanmasinda



kullanilir. Bunlara ek olarak, hazir bir tiriiniin duyusal 6zelliklerini gelistirir ve ortami
asitlendirerek gidanin muhafaza edilmesini de saglar (Tiirker 1974; Tan 2005; Stasiak
and Btazejak 2009; Shishehbor et al. 2017).

Ayrica sirke, diizenli olarak tiiketildiginde antimikrobiyal, antidiyabetik, antioksidatif,
antiobezite ve antihipertansif gibi sagliga yararl etkiler de gostermektedir. Bu etkiler,
farmasotik agidan katki saglayan gesitli polifenollar, mikro besin maddeleri ve diger

biyoaktif bilesikleri yapisinda bulundurmasindan kaynaklanmaktadir (Ho et al. 2016).

Sirke yapimi binlerce yillik geg¢mise dayanmasina ragmen sirkelesme olayinin
anlasilmas1 oldukea yenidir (Akman ve Yazicioglu 1955). 1653-1682 yillarinda Becher,
sirkelesmede havanin etkisinin oldugundan ilk bahseden kisi olmus, ileriki yillarda
(1668-1738) Boerhave sirke ¢igegi diye adlandirdigr bitkisel maddelerin sirkelesme igin
onemli oldugunu sdylemistir. 1812 yilinda Peerson, alkollii sivilarin yiizeyinde olusan
ve yapisinda bazi canlilarin (Mycoderma olarak isimlendirdigi) bulundugu seliilozik
karakterdeki zarin sirkelesme olaymi meydana getirdigini One slirmistiir. 1837
senesinde ise Kiitzing, zar1 inceleyerek tek hiicreli bir organizmanin sirkelesmede biiyiik
etkisi oldugunu bir sirke fabrikasinda yaptigi denemeler sonucunda ispat etmis ve bu
organizmaya da Ulvino asidi ismini vermistir. 1868 yilina gelindiginde, Pasteur sarap
sirkesi zarindaki asetik asit bakterilerini mikroskopta incelemis, bunlarin kisa ¢ubuk
seklinde oldugunu tespit etmis ve bu bakterileri Mycoderma aceti olarak
isimlendirmistir. Ayrica sirkelestirmek istedigi sarabi, 1s1l igleme tabi tuttuktan sonra
ortam sartlar1 uygun olsa dahi sirke bakterisi olmadan sirkelesmenin olmayacagini ispat
etmistir. Daha sonralar1 Buchner sirke bakterilerindeki enzimin (oksidaz), sirkelesmede
asil rolii oynadigini belirtmistir. 1878 yilinda ise Hansen; Mycoderma acetinin,
Acetobacter aceti ve Acetobacter pasteurianum olmak {iizere iki tiirden olustugunu
belirleyerek asetik asit fermantasyonunun daha iyi anlasilmasimi saglamistir (Aktan ve

Yildirim 2011).

Asetik asit bakterileri (AAB) etanoliin asetik asite doniisiimiinden sorumlu olan

mikroorganizmalardir. Ancak belli bir tiirlin biitiin suglar1 etanolii ayni1 oranda asetik



asite okside edemezler. Fermantasyona kag¢ susun dahil oldugu ve hangilerinin etanolii
asetik asite doniistiirdiiglinlin bilinmesi i¢in tanilama isleminin yapilmasi gerekmektedir
(Perez et al. 2010). Bu nedenle, AAB'nin hizli tiir tanisi biiyilk 6nem tasimaktadir.
Bir¢ok calisma, AAB'min dogru tamilanmasinin, zayif yetistirme kabiliyeti ve
izolasyondan sonraki muhafazalar1 nedeniyle degil, ayn1 zamanda yiiksek kaliteli DNA
ekstraksiyonuyla karsilagilan zorluklar nedeniyle de zor oldugunu gostermistir.
AAB’nin tanis1 klasik olarak fenotipik testlerle yapilabilmektedir ancak bu testler hem
giivenilir degildir hem de fazla zaman almaktadirlar. Bu nedenle son zamanlarda, AAB
genotiplendirmesi i¢in fenotipik testlerin yerine gegebilen, daha hizli ve giivenilir olan
DNA/RNA bazli tan1 metodlar1 kullanilmaktadir. Bu tani yontemleri; klasik PCR,
ERIC-PCR, REP-PCR, RAPD-PCR, RFLP, DGGE, TTGE, PFGE ve Real time-PCR
(Gergek zamanli PCR)’dir (Trcek et al. 1997; Gonzalez et al. 2004; Gonzalez et al.
2005; Gonzalez et al. 2006; Gullo et al. 2006; De Vero and Giudici 2008; Ilabaca et al.
2008; Jara et al. 2008; Papalexandratou et al. 2009; Perez et al. 2010; Vegas et al. 2013;
Cetin vd 2017). Bunlar igerisinde en ¢ok kullanilan yontemlerden birisi Denatiire
Gradient Jel Elektroforez (DGGE) teknigidir. Bu teknik, ayni boyutta ancak farkli
dizilimdeki amplikonlarin ayrilmasi esasina dayanir. Gidadan izole edilen
mikroorganizmalarin tanisi, gida fermentasyonu sirasinda mikrobiyal cesitliligin
degerlendirilmesi, mikrobiyolojik ve ticari acidan gida kalitesinin degerlendirmesi ve
gelistirilmesi gibi gida mikrobiyolojisinde farkli amaglarla kullanilmaktadir (Ercolini
2004).

Bu calismada, AAB’lerini tanilamak amaciyla Real time-PCR teknigi kullanilmistir. Bu
teknik, bir numunedeki DNA veya RNA oranmni belirlemek icin yaygin olarak
kullanilan klasik PCR tekniginin bir varyasyonudur. Cogaltilmak istenen hedef bolgeye
uygun primerler secilerek ve gerekli ¢ozeltiler tiip ortamina eklenerek Real-time PCR
islemi gergeklestirilmektedir. Amplifiye edilen iriin floresan problari, floresan
karakterdeki DNA baglayici boyalar ve termal dongii esnasinda 1sima siddeti 6lgen
gercek zamanli PCR cihazlart kullanilarak goriintiilenmekte ve sonuglar grafik olarak

alinmaktadir (Anonymous 2014).



AAB’lerinin fenotipik olarak siniflandirmasinda ise genellikle hiicre ve koloni
morfolojisi, gram boyama, katalaz ve oksidaz aktivitesine bakilmaktadir. AAB’lerinin
tanisinda, hatta cins ve tiirlerin ayriminda yararli olabilecek diger fenotipik testler ise;
etanolden asetik asit iiretimi, laktat ve asetatin karbondioksit ve suya asir1 oksidasyonu,
%0,35 asetik asit varliginda gelisim, %1 nitrik asit varliginda gelisim, glukozdan 2-
ketoglukonik, 5-ketoglukonik ve 2,5-ketoglukonik asit olusumu, gliseroliin ketogenezi,
farkli karbon kaynaklarinda gelisim, suda ¢6ziinebilir kahverengi pigmentlerin olusumu,
glukoz veya fruktozdan y-pironlarin olusumu, sekerlerden asit tiretimi, seliiloz tiretimi,
%30 glukoz varliginda gelisim, hareketlilik, flagella varlig1 ve hiicredeki pozisyonu gibi
testleri igermektedir. Testlerin birgogu farkl tiirler arasinda, hatta ayni tiirdeki farkli
suslar arasinda degisken sonuclar vermektedir. Bu durum, tanilama islemini karmasik
hale getirmekte ve bir izolatin giivenilir tanisi i¢in daha fazla sayida testin

kullanilmasimi gerekli kilmaktadir (Guillamon and Mas 2011).

Son yillarda, geleneksel yontemlerle tiretilen sirkelerin mikroflorasinin ortaya konmasi
ve bu floranin korunmasi, mikrobiyal agidan iiretimin standart hale getirilmesi ve tespit
edilen mikroorganizmalarin starter kiiltiir olma potansiyelinin ve fonksiyonel
ozelliklerinin belirlenmesi icin pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Ulkemiz, tiiketicilerin
artan dogal ve geleneksel sirke talebini karsilayabilecek durumda olmasina ragmen, bu
caligmalar konusunda yetersiz kalmaktadir. Bundan dolayi, geleneksel yontemlerle
tiretilen sirke mikroflorasinin taniSinin yapilmasi, sirkeye sagladiklari karakteristik
ozelliklerin belirlenmesi ve starter kiiltiir olarak kullanilabilme durumlarinin

arastirilmasi gerekmektedir (Yetiman 2012).



1.1. Sirke Fermantasyonu

Sirke, degisik hammaddelerden farkli yontemlerle elde edilen, alkol ve asetik asit

fermantasyonu olmak iizere iki agamali fermantasyon siirecini igeren biyokimyasal bir

olayin {irtiniidiir (Adams 1998; Aktan ve Yildirim 2011).

1.1.1. Alkol fermantasyonu

Alkol fermantasyonu, fermente olabilir sekerlerin, basta Saccharomyces cerevisiae’nin
suslar1 olmak {izere bazi mayalar tarafindan etanole doniistiiriildiigii anaerobik bir
stirectir. Fermantasyon iiriinleri olarak etanol, CO2 ve az miktarda gliserol, asetik asit ve
baz1 yiiksek alkoller olusmaktadir (Adams 1998; Waites et al. 2001; Aktan ve Yildirim
2011).

CeH1206 (Glukozy — 2C2H50H (Etil aikol) + 2CO2 + 28,2 Kcal

(180 g) (92 9) (88 9)

1.1.2. Asetik asit fermantasyonu

Asetik asit fermantasyonu, alkol fermantasyonu sonucu olusan alkoliin, Acetobacter,
Gluconobacter ve Gluconacetobacter gibi asetik asit bakterileri tarafindan aerobik
kosullarda asetik aside oksidasyonunu igeren bir siirectir. Sekerlerin ve alkollerin
AAB’leri tarafindan fermantasyonu sonucunda asetik, tartarik, laktik, malik ve sitrik

asitler de dahil ¢esitli organik asitler olugsmaktadir ancak bu asitler arasinda asetik asit

daha baskindir (Tan 2005; Aktan ve Yildirim 2011; Budak vd 2014).

C2HsOH titaikory + O2 — CH3COOH (asetik asity + H20 + 115,2 Kcal

(46 g) (60 g) (18 9)

Aslinda baslangigta, alkolden asetaldehit olusumu i¢in alkol dehidrogenaz enzimi

vasitasiyla iki hidrojen iyonu ve iki elektron serbest birakilir. Ikinci asamada, iki



hidrojen iyonu oksijen ile baglanarak su olusturur ve bu su aldehit olusturmak i¢in
asetaldehiti hidrate eder. Ugiincii adimda, aldehit dehidrogenaz, asetaldehiti asetik asite

gevirir ve iki hidrojen iyonu ve iki elektron salinir (Sekil 1.1) (Tan 2005).

1. Asetaldehitin Olusumu

OH O
/ Alkol Dehidrogenaz //
CH;—C-H » CH;—C + 2H* + 2e
H H

]

Asetaldehitin Hidratasyonu

O OH

/

CH:-C +H,O — > CH;-C-OH

A\ N\

H H

3. Asetik Asitin Olusumu

OH O
/ Aldehit Dehidrogenaz //
CH;— C—-OH » CH;:-C +2H" +2e
\ \
H OH

4. Elektron Transferi

Sitokrom Sistem
AH™ + 4e +0O7 » 2HO

Sekil 1.1. Alkoliin asetik aside doniisiim reaksiyonlart (Tan 2005)

Asetik asit fermantasyonu tizerinde pH, sicaklik, asit konsantrasyonu, etanol
konsantrasyonu, oksijen, kiikiirt dioksit, diger besin elementleri ve inhibitorler gibi

faktorlerin etkisi bulunmaktadir (Gomez and Cantero 1998).



Sirkede verim, sirkelestirme sonunda elde edilen sirkenin hacmi veya miktar ile alakali
degil, direkt olarak asetik asit konsantrasyonu ile alakalidir (Tiirker 1974). Ciinkii
FAO/WHO standartlarinda ve TSE 1880 EN 13188 Sirke Standardi’nda sirkenin toplam
asit igeriginin (suda serbest asetik asit cinsinden) 40g/L’den az olmamasi gerektigi
belirtilmistir (Anonim 2000; Anonim 2003).

Elverisli sartlar altinda 100 kisim sekerden 50-55 kisim asetik asit veya 1 g etil alkolden
1,26 g asetik asit elde edilebilir. Ancak sekerin etil alkole fermantasyonu ve etil alkoliin
asetik asite oksidasyonu esnasinda asetik asitin u¢masi, sekerin bir kisminin maya
tarafindan kullanilmasi gibi bazi kayiplardan dolay kapali sirke kaplarinda verim %90,

acik kaplarda ise %65-70 civarinda olabilmektedir (Akman ve Yazicioglu 1955).

1.1.3. Asetik asit bakterileri

Acetobacteriaceae familyasiin bir tiyesi olan asetik asit bakterileri, ortamda bulunan
seker ve/veya alkolleri asetik asite okside etmek gibi iistlin bir metabolik yetenege sahip

olan mikroorganizmalardir (Guillamon and Mas 2011).

AAB’leri gram negatif veya gram degisken, elipsoid veya silindirik sekilli, mikroskopta
incelendiklerinde tek, cift, kiime halinde veya zincir seklinde goziiken bakterilerdir
(Mas et al. 2014). Hiicre uzunluklar1 0,8 um ve 4,5 pm; genislikleri ise 0,4 um ve 1,2
um arasinda degisir. Polar ya da peritrik flagellaya sahiptirler ve mikroskopta
incelendiklerinde hareketli olduklar1 agik¢a goriiliir. Endospor olusturmazlar. Aerobik
karakterdedirler ve metabolizmalarinda son elektron alicist olarak oksijeni kullanirlar.
Ancak, diisik konsantrasyonda oksijen ya da anaerobik kosullar gibi olumsuz
durumlarda metabolik reaksiyonlarin1 yavas da olsa gerceklestirebilmek icin alternatif
elektron alicilar1 kullanabilirler. Katalaz pozitif, oksidaz negatif ozellik gosterirler.
Gelisimleri i¢in optimum sicaklik degeri 25°C ile 30°C arasinda degisir. Optimum pH
degerleri 5 ile 6 arasinda degismekle birlikte, pH degeri 4’lin altindaki ortamlarda da
gelisim gosterebilirler. Bazi tiirleri pigment ve farkli tiirlerde polisakkarit iiretebilir

(Guillamon and Mas 2011).



AAB’leri meyve sulari, sarap, bira ve sirke gibi seker ve/veya alkol igeren gidalarda
yaygin olarak bulunurlar. Ciinkii pek ¢ok substrati kullanabilme, ndétral ve asidik
ortamlarda gelisebilme ve bu ortamlarda hayatta kalabilme yetenegine sahiptirler. Bu
Ozellikleriyle bazi gidalarda (sirke, kakao tiriinleri vb.) arzulanan fermantasyona neden
olurken bazilarinda (sarap, bira vb.) ise bozulmaya neden olurlar (Gonzalez and Mas
2011; Mas et al. 2014).

Sirkelesmesi istenen sivilar, acik bir kapta bol hava alacak sekilde ve uygun sicaklikta
bekletildikleri takdirde kisa bir siire sonra siv1 yiizeyinde bir zar meydana gelir. Sirke
bakterilerinin olusturdugu viskoz karakterdeki bu zara “sirke anasi” denir. Ancak
ortamdaki alkol konsantrasyonu AAB’lerinin iyi ¢alisabilmesi agisindan 6nem arz eder.
Bu bakteriler, en ¢cok %13’liik alkole dayanirlar ve daha yiiksek oranlarda alkol igeren
ortamlarda ¢alisamazlar. Bu nedenle, sirkelesmesi istenen sivinin alkol orani yiiksek ise
alkol aran1 %10 olacak sekilde su ilave edilir. Diger taraftan ortamda alkol kalmayinca
sitke bakterileri ihtiyaclari olan enerjiyi saglayabilmek icin asetik asidi parcalamaya
baslarlar buna “{ist oksidasyon” denir. Ust oksidasyonun &niine gegmek igin
sirkelestirilen sividaki alkol oran1 %0,5’e diistiigiinde sirkelesmeye son verilir (Akman

1949; Tiirker 1974; Aktan ve Yildirim 2011).

Sarap iiretiminde ise ortamin hava almasi durumunda, iizim meyvesi ve ¢ekirdeginde
bulunan AAB’lerinin fazla ¢ogalmasi alkol fermantasyonunun tamamlanamamasina
neden olup bu durum bozulma olarak degerlendirilir (Gonzalez et al. 2005; Bartowsky
and Henschke 2008).

Bunlardan farkli olarak, AAB’leri, C vitamini gibi yiiksek ekonomik degere sahip bazi
kimyasal {rlinlerin iiretiminde ve bakteriyel seliilozlarin iiretiminde de kullanilirlar.

(Gonzalez and Mas 2011).



Cizelge 1.1. Asetik asit bakterilerinin cins ve tiirleri (Guillamon and Mas 2011)

Cins Tiir

Acetobacter Acetobacter aceti Acetobacter oeni
Acetobacter cerevisiae Acetobacter orientalis
Acetobacter cibinongenesis Acetobacter orleaniensis
Acetobacter estuniensis Acetobacter pasteurianus
Acetobacter fabarum Acetobacter peroxydans
Acetobacter ghanensi Acetobacter pomorum
Acetobacter indonesiensis Acetobacter senegalensis
Acetobacter lovaniensis Acetobacter syzygii
Acetobacter malorum Acetobacter tropicalis
Acetobacter nitrogenifigens

Acidomonas Acidomonas methanolica

Asaia Asaia bogorensis Asaia krugthepensis

Asaia lamnensis

Asaia siamensis

Gluconacetobacter

Gluconacetobacter azotocaptans
Gluconacetobacter entanii
Gluconacetobacter europaeus
Gluconacetobacter diazotrophicus
Gluconacetobacter hansenii
Gluconacetobacter intermedius
Gluconacetobacter johannae
Gluconacetobacter kombuchae
Gluconacetobacter liquefaciens

Gluconacetobacter nataicola
Gluconacetobacter oboediens
Gluconacetobacter persimmonis
Gluconacetobacter rhaeticus
Gluconacetobacter sacchari
Gluconacetobacter saccharivorans
Gluconacetobacter swingsii
Gluconacetobacter xylinus

Gluconobacter

Gluconobacter assai
Gluconobacter albidus
Gluconobacter cerinus
Gluconobacter frateurii
Gluconobacter japonicus
Gluconobacter kanchanaburiensis

Gluconobacter kondonii
Gluconobacter oxydans
Gluconobacter roseus
Gluconobacter sphaericus
Gluconobacter thailandicus
Gluconobacter wancherniae

Granulibacter

Granulibacter bethesdensis

Kozakia

Kozakia baliensis

Neoasaia

Neoasaia chiangmaiensis

Saccharibacter

Saccharibacter floricola

Swaminathania

Swaminathania salitolerans

Tanticharoenia

Tanticharoenia sakaeratensis
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1.1.4. Sirke iiretim yontemleri

Sirke tiretim yontemleri ylizey kiiltiir yontemi (yavas yontem), hizli yontem (jenerator
metodu) ve derin kiiltiir yontemi (submers metodu) olmak iizere ii¢ ana grup altinda

incelenmektedir (Aktan ve Yildirim 2011).

1.1.4.a. Yiizey Kiiltiir yontemi (yavas yontem)

Yiizey kiiltir yonteminde; alkollii s1vi, bir fig1 igerisinde bir miktar sirke ile karistirilip
genis bir yiizey olusturacak sekilde bekletildiginde, sirke bakterileri {ist kisimda kabuk
seklinde yogunlasmakta ve sirkelesme meydana gelmektedir. Cok eskiden beri
kullanilan bu yontem ile en iyi cins ve hos aromali sirke elde edilse de sirkelesme uzun
stirmektedir. Randiman ise %70-85 arasinda degismektedir (Akman 1949; Akman ve
Yazicioglu 1955; Waites et al. 2001; Aktan ve Yildirim 2011).

Bu yontem ile sirke tiretimi igin, figinin yarisina kadar, 1/3-1/4 oraninda pastorize
edilmemis keskin bir sirke karistirilmis sarap konur. Ortam sicakligi 28-30°C olan bir
yerde sirkelesmeye birakilir. Bir siire sonra sivi yiizeyinde zar olusumu gozlenir.
Alkolden meydana gelen asetik asitin 6zgiil agirligi, alkole gére daha biiyiik oldugu i¢in
tabana ¢oker. Ozgiil agirhigi daha kiiciik olan alkol ise devamli olarak zar ile temas
halindedir. Boylece sirkelesme yavas ancak 1yi bir sekilde siirer. Eger sicaklik uygunsa
sirkelesme 6-8 hafta sonra tamamlanir. Sirkelesmenin Dbittigi, Sirke anasinin
kendiliginden sivinin dibine batmasiyla anlagilir. Ancak, en dogrusu alkol ve asit
miktarlarini saptamaktir. Sirkelesme sonunda, iist oksidasyonun engellenmesi ve gesitli
aroma maddelerinin olusabilmesi i¢in sirkede %0.5-1.0 oraninda alkol kalmasi

gerekmektedir (Ttrker 1974; Nanda et al. 2001; Aktan ve Yildirim 2011).

1.1.4.b. Hizh yontem (jenerator metodu)

Alman usulii olarak da adlandirilan bu sirke yapimi sistemi, on dokuzuncu yiizyilin
baslarinda Alman kimyager Schutzenbach tarafindan gelistirilmistir. Bu sistemde,

sirkelestirme isleminin gerceklestirildigi jenerator tanklari {i¢ kisimdan olugmaktadir.
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Alkolli sivi, st kisimdan piiskiirtiilerek tank igerisine gonderilmekte ve orta kisima
geldiginde asetik asit bakterilerinin yerlestirildigi misir koganlari, cibre, ¢ali demetleri
gibi genis bir yiizeyden gegerken bu bakteriler tarafindan sirkelestirilmektedir. Sirke ise
alt kisimda toplanmakta ve burada tekrar sirkiilasyon i¢in ayni jeneratoriin tepesine veya
serideki ikinci bir jeneratore geri dondiiriilebilmektedir. Gerekli olan hava, sirke tiretimi
icin kullanilan jeneratoriin kenarlarindan agilan hava kanallarindan saglanmaktadir

(Waites et al. 2001; Tan 2005; Aktan ve Yildirim 2011).

1.1.4.c. Derin kiiltiir yontemi (submers metodu)

Derin kiiltiir yontemi, havalandirma, karigtirma, 1sitma gibi genel fermantasyon
kosullarmin iyilestirildigi bir sirke iiretim yontemidir. Bu yontemin diger sirke iiretim
yontemlerine gore daha hizli olmasi, daha az yer isgal etmesi, yiiksek oranda asitlik
saglamasi ve elde edilen sirkenin daha kaliteli olmasindan dolay1 endiistriyel dlgeklerde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Tiirker 1974; De Ory et al. 2004; Tan 2005; Mas et al.
2014).

Bu yontemde, asetik asit bakterileri ylizeyde veya herhangi bir dolgu materyali lizerinde
degil, mayse igerisinde ¢ogalarak sirke tiretimini gercgeklestirirler. Gerekli olan hava,
ince zerreler halinde ortama siirekli ve araliksiz olarak verilerek bu bakterilerin
gelismesi ve yiiksek oranda asit tiretmeleri saglanir. Ayni miktardaki alkollii sivinin
sirkelesmesi, diger yontemlere gére bu yontemde 30 kat daha ¢abuk olmaktadir (Tiirker

1974; Aktan ve Yildirim 2011).

1.1.5. Sirkenin kimyasal bilesimi

Sirke berrak, sulu, renksiz veya hammaddenin rengine sahip bir sividir. Sirkenin
bilesimi; kullanilan hammaddeye, sirkeye katilan su veya bakterilerin gelisimi icin
eklenen besin maddelerine, sirke iiretim metoduna ve olgunlagma siiresine gore
degisiklik gostermektedir. Sirkedeki asetik asit konsantrasyonu yogunluk, kaynama

noktasi, donma noktasi, ylizey gerilimi ve viskoziteyi etkilemektedir. Sirkenin pH
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degeri ise, asit oranina bagl olarak 2,0-3,5 arasinda degismektedir (Garcia-Parrilla et al.
1997; Aktan ve Yildirim 2011).

Sirkenin %80’lik kismint su, %20°’lik kismimni ise asetik asit yaninda ¢ok veya az
miktardaki yan trtinler olusturmaktadir. Sirkenin ana tiriinii asetik asit olup, sirkeye has
keskin ve eksi tadin olusumunda etkin rol almaktadir. Sirkedeki yan iiriinler ise organik
asitler, mineral maddeler, proteinler ve karbonhidratlardan olusan ekstrakt ile esterler,
aldehitler, metilglioksal, dihidroksiaseton, 2,3 biitilenglikol, asetil metil karbinol,
diasetil ve aroma maddeleri gibi ugucu unsurlardan meydana gelmektedir. Sirkenin
kimyasal bilesimi Cizelge 2.2’de goriilmektedir (Casale et al. 2006; Aktan ve Yildirim
2011; Garcia-Parrilla et al. 2017).

Aromatik bilesikler, sirke kalitesinde belirleyici bir etkiye sahiptir. Bu bilesiklerin
olusumunda karigik kiiltiir kullanimi, olgunlagma siireci boyunca sirkenin ahsap ile
temas: ve siiresi aromatik cesitlilikte 6nemli bir artis meydana getirmektedir. Bununla
birlikte, iirlinlin aromasi {izerinde biitliin ugucu bilesikler etkili olmayabilmektedir (Mas

et al. 2014).

Analitik olarak 6nemli bir madde L (+) Asetil metil karbinol’diir. Bu madde {iziim
sirkesi, meyve sirkesi, malt sirkesi ve bal sirkesinde bulunurken, yapay sirke ve
biyolojik yolla tretilen alkol sirkesinin damitilmasi sonucu elde edilen asetik asitte
bulunmaz. Genellikle sirkelerde bulunan asetil metil karbinol miktar1 100-250 mg/L
arasinda degismektedir. Yapay sirke veya sentetik asetik asitten elde edilen sirke ile
dogal sirkeyi birbirinden ayirt etmek i¢in 2,3 biitilenglikol, ekstrakt, kiil ve gliserin
tayinleri de yapilmaktadir (Aktan ve Yildirim 2011).
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Cizelge 1.2. Sirkenin kimyasal bilesimi (Aktan ve Yildirim 2011)

karbinol (g/L)

Sirkenin Beyaz Kirmzi Cesitli Diger Meyve
bilesimi sarap sarap sirkeler iilke sirkeleri
sirkesi sirkesi sirkeleri
Asetik asit (g/L) 41-71 44-50 43-95 36-112 41-99
Ugmayan asit (g/L) - - 1,2-7,6 0,7-2,40 -
(tartarik asit olarak)
Genel tartarik asit 0,1-3,3 0,7-2,5 0,28-1,23 | 0,97-2,40 -
(9/L)
Ekstrakt (g/L) 91-13,7 | 87-144 | 14,3-33,8 | 11,5-16,8 | 32,4-61,8
Seker (g/L) 0,2-2,4 0,6-1,9 - 1,6-3,2 1,1-11,2
Sekersiz ekstrakt 8,6-11,5 8,1-13,8 - 8,8-14,1 10-29
(9/L)
Kiil (g/L) 0,84-2,76 | 0,81-2,39 | 1,54-8,77 | 1,22-2,25 2,0-5,7
Gliserin (g/L) - - 2,77-8,56 | 1,20-4,40 -
Alkol (%hacim) 0,0-0,9 0,1-1,9 0,5-50,0 0,1-1,5 0,1-0,9
Asetil metil - - 53-240 49-159 -

Bitki iirtinlerinde bulunan polifenolik bilesikler de sirkenin kalitesi lizerinde etkilidirler.

Ciinkii bu bilesikler antioksidan aktivitelerine ek olarak, sirkenin renginden ve buruk

tadindan sorumludurlar (Mas et al. 2014).

TS 1880 EN 13188 Sirke Standardi’na gore, lilkemizde iiretilen sirkelerin toplam asit

icerigi (suda serbest asetik asit cinsinden) 40 g/L’den az olmamalidir. Kalint1 alkol orani
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sarap sirkesi disindaki sirkelerde hacimce %0,5 sarap sirkelerinde ise hacimce %1,5 ve

0zel sirkelerde hacimce %3’ten fazla olmamalidir (Anonim 2016).

1.1.6. Asetik asit bakterilerinin tanisinda Real Time-PCR

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nun kesfi, 1993 yilinda Kimya Nobel Odiilii sahibi
Saiki ve Mullis'in ortak bir ¢alismasi sonucu gergeklesmistir. O zamandan beri PCR,
basit, ¢ok yonlii, hassas, spesifik ve tekrarlanabilir olmasindan dolay1 ¢esitli bilimsel
calismalarda kullanilmistir. Gida alaninda da tahillar, sebzeler, farkli hayvan ve balik
tirlerinde bulunan mikroorganizmalarin tanis1 ve gida {riinlerinin igeriklerinin

tespitinde yer almistir (Rodriguez-Lazaro and Hernandez 2013).

PCR isleminin ilkesi, in vitro sartlarda, DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) fragmentinin
kopyalanmas1 esasina dayanmaktadir. Bu kopyalama islemi 20-40 dongii olup, her
dongli denatiirasyon, baglanma ve uzama olmak iizere 3 asamadan olusmaktadir

(Rodriguez-Lazaro and Hernandez 2013; Anonymous 2007).

PCR islemi ile DNA'nin ¢ogaltilmast i¢in ortamda bazi komponentlerin bulunmasi
gerekmektedir. Bunlar; istenen hedef bolgeyi iceren kalip DNA, ¢ogalma islemi i¢in
hedef bolgeye tutunan spesifik primerler, uzama islemini gerceklestiren sicaga dayanikli
DNA polimeraz enzimi, enzimin 6zelligine uygun tampon ¢6zelti, DNA sentezi i¢in
gerekli ANTP’ler ve reaksiyonda katalizor gorevi goren MgCl2’diir. Denatlirasyon
asamasinda, 94-96°C’de, cift iplik¢ikli DNA (dSDNA) zincirini birbirine baglayan
kuvvetli hidrojen baglar1 kopar ve eslesmemis bazlarin sayisi artar. Ortamdaki tiim gift
zincirli DNA (dsDNA), tek zincirli DNA (ssDNA) formuna doniistiigiinde denatiirasyon
islemi tamamlanir. Mevcut dsDNA’nin yarisinin ssDNA’ya dontistiigii sicaklik, erime
sicakligl (Tm degeri) olarak tanimlanir. Kullanilan ¢6ziicti, tuz derisimleri, ortam pH’s1,
G/C ve A/T oranlar1 Tm degerini etkiler. Baglanma asamasinda, 45-60°C’de, ortamda
bulunan primerler tekli DNA iplik¢iklerindeki (ssDNA) hedef bolgeye tutunurlar. Bu
sathanin sicaklig1 erime sicakligina (Tm degeri) bagli olup, Tm degerinin 5°C altinda

tutulmalidir. Bu asamada sicakligin iyl ayarlanamamasi, primerlerin DNA’ya
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baglanamamasina veya rastgele baglanmasina neden olabilir. Uzama agsamasinda ise,
72°C’de, 1stya dayanikli DNA polimeraz enzimi dNTP’lerin ve MgCl2’iin
mevcudiyetinde, primerlerin baglandigi hedef bolgelerden baslayarak DNA ipligi
boyunca kopyalama islemini gergeklestirir. Bu enzim, 5°—3° DNA polimeraz
aktivitesine sahiptir. 5’ den 3’ e kadar ANTP’ler ekleyerek hedef bolgeyi kopyalar (Sekil
1.2) (Somma and Querci 2006; Anonymous 2007; Pestana et al. 2010; Rodriguez-
Lazaro and Hernandez 2013; Anonymous 2014).

Al m@%%%&%
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MMMMMMMMWJ{ Denatiirasyon Asamasi

Baglanma Asamasi
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Sekil 1.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) asamalari (Anonymous 2007)

Her g¢evrimden sonra, yeni sentezlenen DNA iplik¢ikleri bir sonraki dongiide kalip
olarak kullanilir. Boylece, hedef bolgenin nihai bir kopyasi olarak, amplifikasyon, 2" (
n:dongii sayisi) seklindeki denklemle ifade edilir (Sekil 1.3) (Rodriguez-Lazaro and
Hernandez 2013).
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4. dingi
hedaf zen —
— 3. dingi
1. dongi
--- o= 40, dingh
kzlip DA ————
22=4 kopra < S— -".:::: —
27=8 kopys
18 kopra
31 kopya 29=1000 milyon kopra

Sekil 1.3. PCR islemi ile DNA'nin ¢ogaltilmasi (Anonymous 2007)

PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiilerini saglamak i¢in kullanilan cihazlarin
(thermocycler), tiip igerisindeki reaksiyonun gozlenebildigi hassas olgiim aletleriyle
birlestirilmesi sonucunda, Real Time-PCR cihaz1 ve yontemi gelistirilmistir. Boylece,
kalitsal materyalin (DNA, mRNA) klasik PCR yontemi ile ¢ogaltilmasi sirasinda olusan

tirlinlerin, es zamanli ve kantitatif olarak dl¢iilmesi saglanmaktadir (Bekgi 2016).

Klasik PCR isleminde, amplifikasyondan sonraki iiriin agaroz jel elektroforezinde
yuriitiildikten sonra ultraviyole 15181 altinda goriintiilenmektedir. Real Time-PCR
isleminde ise, ortamda bulunan fluoresan karakterli boyalar veya problar sayesinde
amplifikasyonun erken safhalarindan itibaren sonu¢ alinmakta ve degerlendirme
yapilabilmektedir (Mackay et al. 2007; Rodriguez-Lazaro and Hernandez 2013; Bekgi
2016).

Real Time-PCR cihazi ile erime analizleri yapilarak, Tm ve HRM gibi sekansa 6zgii
sonuglar da elde edilmektedir. Tm degeri ve Tm grafik sonuglar1 ile farkli
mikroorganizmalara ait farkli erime degerleri ve erime egrileri alinarak, mikrobiyal
cesitlilik hakkinda bir fikir edinilebilmektedir. HRM analizi ise, niikleik asit

dizilimindeki ¢esitlemeleri tanilamak igin kullanilan PCR sonrasi &6zel boyalarin
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kullanildig1 analiz yontemi olup sonuglar yine grafik olarak alinmaktadir (Druml and
Cichna-Markl 2014; Anonymous 2017).

Real Time-PCR (Quantitative PCR) yontemi, DNA ve RNA orneklerini kalitatif ve
kantitatif olarak 6lgmekte ve ¢ok kisa siirede dogru sonuglarin alinmasini saglamaktadir.
Ayrica, cogaltma ve gorlntilleme islemi i¢in ayr1 iglemlerin yapilmamasi da
kontaminasyon riskini diisiirmektedir (Pestana et al. 2010; Bek¢i 2016). Asagida 6n
denemelerimizde elde ettigimiz bir Real Time-PCR amplifikasyon egrisi goriilmektedir
(Sekil 1.4).

Horm. Fhuoro.

Sekil 1.4. Real Time-PCR yontemi ile yapilan bir analizden elde edilen amplifikasyon
egrisi
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2. KAYNAK OZETLERIi

Sirke, yiizyillardan beri insanoglunun dikkatini ¢ekmis ve c¢esitli hammaddelerden
iiretilip farkli amaglarla kullanilmistir. Sirkeye olan bu ilgi giinlimiizde de yogun bir
sekilde devam etmektedir. Bundan dolay1, son yillarda sirkenin iiretimi ve 6zelliklerini

konu alan yurti¢i ve yurtdisi orjinli bir¢ok ¢alisma yapilmistir.

Ulkemizde iiziim sirkeleri iizerinde yapilan analiz ve mevzuata uygunlugun konu
edildigi bir calismada 12 farkli sirke 6rnegi yogunluk, alkol, kuru madde, indirgen
seker, toplam asit, ugar asit, pH, kiil, toplam SO, asetil metil karbinol testi, kalinti
metal-metaloit gibi analizlere tabi tutulmustur. iki 6rnek haricinde, digerlerinin hem
dogal yollarla iiretildigi hem de mevzuata uygun oldugu bildirilmistir (Akbas 2008;
Akbag ve Cabaroglu 2010). Yurdugiil vd (2010) Bolu, Zonguldak ve Diizce’den
toplanan bogiirtlenlerden elde edilen bogiirtlen sirkesinde mikrobiyal sayim, inhibitor
bilesik aranmasi, pH tayini, elektriksel iletkenlik, seker tayini ve Fourier transform
infrared spektroskopisi (FTIR) analizlerini yapmislardir. Bu analizler sonucunda, asetik
asit bakterileri tarafindan iretilen herhangi bir inhibitor bilesige rastlanmadigini ve

bogiirtlen sirkelerinin mevzuata uygun oldugunu bildirmislerdir.

Sirkenin arastirilan 6zelliklerinden bir tanesi de biyoaktif bilesen ve antioksidan
ozelliklerinin incelenmesidir. Bu amacgla dut, kavun, karpuz, visne gibi farkh
kaynaklardan elde edilen sirke drnekleri kullanilmistir. Arastirma sonuclarinda genel
olarak hammadde cesitliligine bagli olarak antioksidan 6zelligin degisebildigi ve isleme
seklinin de bunda 6nemli oldugu goriilmektedir (Aykin vd 2012; Budak vd 2012a;
Budak vd 2012b; Budak vd 2012c; Ertekin-Filiz vd 2012). Ulugbey Karasi
tiziimlerinden elde edilen sirkelerin antioksidan aktivitesi ve fenolik madde seviyesi
tizerinde geleneksel yontem ve endiistriyel derin kiiltiir yonteminin etkisini aragtirmak
i¢in yapilan bir ¢aligmada, sirke tiretim yonteminin sirkenin fonksiyonel bilesenlerini
etkiledigi gozlenmistir. Bulunan sonuglara gore gelencksel yontemle elde edilen
sirkelerin antioksidan aktivitesi ve fenolik madde seviyesi endiistriyel yonteme gore

daha yiiksek ¢ikmistir. Ayrica her iki yontemle elde edilen sirkelerde de galik asit,
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katesin, epikatesin, klorojenik asit, kafeik asit, sirinik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit
tespit edilmistir. Ancak geleneksel yontemle elde edilen sirkelerde klorojenik ve sirinik
asit iceriginin daha yiiksek, endiistriyel yontemle elde edilen sirkelerde ise katesin
igeriginin daha yiiksek oldugu gorilmiustiir (Budak and Guzel-Seydim 2010; Budak ve
Giizel-Seydim 2010).

Tirkiyemin farkli bolgelerinden toplanan 20 adet ev yapimi sirke antioksidan,
antimikrobiyal, mineral madde ve ugucu profilleri ile mikrobiyolojik ve fizikokimyasal
ozellikleri agisindan 5 adet endiistriyel sirke ile karsilagtirilmigtir. Endiistriyel sirkelerin
yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi, geleneksel sirkelerden ise sadece li¢ tanesinin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Geleneksel sirkelerin genellikle
mikrobiyal florasinin ¢esitli oldugu, endiistriyel sirkelerin ise zayif bir floraya sahip
oldugu gozlenmistir. Ayrica geleneksel sirke orneklerinde en zengin ugucu bilesik
olarak a-terpineol ve etil asetat bulunmus, fenetil alkol ise tiim sirkelerde ortak ugucu
bilesik olarak tespit edilmistir. Sirkede en ¢ok bulunan mineraller ise Na, K ve Ca
olarak bildirilmistir (Ozturk et al. 2015).

Alak (2015) iilkemizin gesitli yerlerinden (Istanbul, Mugla) ve yurtdisindan (italya)
aldig1 bal sirkelerine renk, kuru madde, kiil, serbest asitlik, pH, alkol, yogunluk,
antioksidant igerigi, toplam fenol igerigi ve organik asit analizleri yaparak fiziksel ve
kimyasal ozelliklerini karsilastirmistir. Bu sirkelerin renk degerleri L 0,58-33,00, a
0,17-15,76, b 2,91-28,35; kiil miktar1 0,11-2,72 g/L; kuru madde 1,23-5,92 g/L; toplam
asitlik degerleri (asetik asit cinsinden) 7,80-46,20 g/L; pH degerleri 2,19-3,35; yogunluk
1,00-1,16 g/cm?®; toplam fenol igerikleri 105,18-890,27 mg GAE/kg kuru agirhk;
antioksidant miktar1 233,01-1431,01 mg trolox/kg kuru agirlik (DPPH); organik asit
icerigi, tartarik asit, malik asit, sitrik asit, sliksinik asit, asetik asit i¢in sirasiyla; 183,80-
603,55, 106,32-534,81, 305,25-1852,02, 1248,91-48624,69 ve 11010,34-39199,39
mg/kg degerleri tespit edilmistir.

Sirkelerde biyojen amin miktar1 ve gesitliligi bir diger arastirma konusudur. Ordonez et

al. (2013) balzamik, farkli sarap ve meyve sirkeleri iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda
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23,35-1445,20 ng/L seviyelerinde degisen miktarda biyojen amin tespit etmislerdir.
Putresinin, 6rneklerin genelinde en yiiksek seviyede belirlenen biyojen amin oldugunu

bildirmislerdir.

Sirkelerde bulunan ugucu bilesiklerin gaz kromatografisi ile belirlenmesinde, sirkenin
asit iceriginin kolona zarar vermesinden dolay1 sirkeler analiz 6ncesinde nétralizasyon
islemine tabi tutulmaktadirlar. Yapilan bu nétralizasyon islemi ile sirkede bulunan
ucucu bilesiklerde kayip olup olmadigi belirlenmek istenmis, bu amacla belli oranlarda
ucucu bilesikleri iceren bir adet sentetik sirke ¢ozeltisi ve iki adet seri sirkesi notralize
edilmeden Once gaz kromatografisi ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
notralize edilen sentetik sirke ¢ozeltisi ve seri sirkelerinde asetaldehit, metil asetat, etil
asetat ile izoamil asetatta %50’den fazla kayiplar tespit edilmistir (Morales and

Troncoso 2003).

Brezilya sirkelerinde kadmiyum igeriginin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢alismada,
elektrotermal atomik absorbsiyon spektrometresi kullanilarak sirke igerisindeki
kadmiyum tayini igin iki Ornek hazirlama yontemi karsilastirilmigtir. Brezilya’nin
Salvador sehrinden alinan 6 sirke drneginde, direk yontem ve soguk parmak ydntemi
uygulanmis ve elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu oldugu goériilmiistiir (Junior et

al. 2014).

Sirkelerde varlig1 arastirilan bir bagka bilesik ise, oda sicakliginda, etanol ve azot igceren
bilesikler arasinda meydana gelen reaksiyon sonucunda olusan, genotoksik ve
kanserojenik karakterdeki etil karbamattir. Bu bilesigin belirlenmesi amaciyla 5 farkli
cesitteki 14 adet sirkede, bir kati faz ekstraksiyon yontemi olan Isolute ENV
kullanilmistir. Analiz edilen numunelerden sadece 5 tanesinin etil karbamat miktar1 6,73
g/L ve 56,40 g/L arasinda degistigi, diger orneklerde ise etil karbamat seviyelerinin

kabul edilebilir diizeyde oldugu tespit edilmistir (Ubeda et al. 2012).

Ananas meyvesinin iglenmesi veya tiiketilmesi sirasinda atilan ananas kabuklari ve

cekirdeklerinin degerlendirilmesi amaciyla ananas sarabi ve sirke iiretimi yapilmis ve bu
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orneklerde metabolit profili ile ugucu bilesikler arastirilmigtir. Fiziksel ve enzimatik
muamelelerle ananas atiklar1 sakkarize edildikten sonra, elde edilen substrat
Saccharomyces cerevisiae kullanilarak 25°C’de aerobik sartlarda 7-10 giin
fermentasyona birakilmis ve fermentasyon %7’lik alkol verimi ile sonug¢lanmistir. Daha
sonra, Acetobacter aceti kullanilarak, alkollii sividan 32°C’de 30 giin sonunda %35
diizeyinde asetik asit elde edilmistir. Asetifikasyonun baslangicinda ve bitiminde GC-
MS ve UHPLC-QTOF-MS ile yapilan analizler sonucunda L-lisin, mellein ve gallik
asitin sirkede saraba gore daha konsantre oldugu, daha yiiksek alkoller, aldehitler ve
ketonlarin sirkenin nihai aromasimi karakterize ettigi, istenmeyen tatlarin da

baslangictaki saraba gore belirgin sekilde azaldig tespit edilmistir (Roda et al. 2017).

Sirke tiretim kalintilarin1 degerlendirmek isteyen Wang et al. (2010), sorgum ve misir
sirkesi kalintilar1 tizerinde c¢alismislar ve Aspergillus ficuum’u kullanarak bu
kalintilardan fitaz enzimini lretmek istemislerdir. Test edilen fermantasyon kosullar
araliginda, sorgum sirke kalintilari ile maksimum fitaz iiretiminin, misir sirke kalintilart
ile maksimum fitaz tiretimine gore 0,34 kat daha yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir.
Ayrica 1,2x107 kob/mI’lik inokulum, %55 baslangi¢ nemi ve 48 saatlik bir inkiibasyon
siiresi ile ortama herhangi bir substrat eklenmeden misir sirke kalintilar1 kullanilarak

optimum diizeyde fitaz {iretimi saglanabildigini de bildirilmislerdir.

Kefir taneleri kullanilarak elma sirkesinin iiretildigi bir ¢alismada, kefir taneleri elma
siras1 icerisine inokiile edilmis ve fermantasyon siireci Bio Speckle Lazer ile takip
edilmistir. Sirke ve kefirden gelen mikroflora, MALDI-TOF MS teknigi kullanilarak
arastirtlmis olup, Saccaharomyces cerevisiae, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
plantarum, Acetobacter pasteurianus ve Acetobacter syzygii tiirlerinin bu teknikle
tanilart gergeklestirilmistir. Kefir tanelerinin etanol ve asetik asit iiretmek i¢in elmayi
substrat olarak kullanabildigi, ayrica asetat, ugucu alkoller ile aldehitlerin de
retilebildigi gozlenmistir. Kefir sirkesinin asetik asit veriminin %79, asetik asit
konsantrasyonunun 41g/L™? oldugu ve Brezilya sirke standartlarma uydugu tespit
edilmistir. Ayrica yapilan duyusal analizlerde kefir sirkesinin kabul gordiigii de rapor
edilmistir (Viana et al. 2017). Ozdemir (2012) kefir tanesi mikroflorasinda AAB’lerini
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gelistirerek, bu bakterilerin tane biyokiitle artisina ve ekzopolisakkarit (EPS) iiretimine
katkisin1 belirlemek istemistir. AAB’lerini bulunduran kefir tanelerinden elde edilen
kefirin mikrobiyal, kimyasal, fiziksel ve duyusal 6zellikleri tizerinde ¢alisilmistir. Bu
amagla, Gluconacetobacter cinsi asetik asit bakterilerini kullanilmis ve tanenin dogal
mikroflorasin1  olumsuz  etkilemeksizin  bu bakterilerin  taneye yerlestirilmesi
saglanmigtir. Yapilan bu g¢alisma ile EPS iiretiminde ve biyokiitlede artis oldugu,
tiretilen Urliniin goriiniis-tekstiir, koku ve tat bakimindan normal kefirden daha ¢ok
begenildigi rapor edilmistir. AAB’leri ile tiretilen kefir 6rneginin pH degeri 4,68; laktik
asit degeri 1,53; %kuru madde degeri %12,18; %kiil miktar1 %1,26 olarak bulunmustur.
EPS icerigi ile viskozite degerleri ise sirasiyla normal kefirde 59,07 mg/L ve 1954
mPas; AAB’leri ile iiretilen kefirde ise sirasiyla 98,62 mg/L ve 330,9 mPas olarak
bildirilmistir.

Sirkenin fermantasyon kalitesini artirmak amaciyla asetik asit bakterileri i¢in elverisli
besin maddeleri ortama eklenerek asetik asit verimi dl¢iilmiistiir. Yapilan denemede,
Acetobacter pasteurianus igin temel besin gereksinimi aragtirilmig, sirke
Kompozisyonunu optimize etmek i¢in aspartat, glutamat, prolin ve triptofanin ayrintili
olarak ele alinmas1 gerektigi goriilmiistiir. Nihai konsantrasyon 0,02 g/L, 0,03 g/L, 0,01
g/L ve 0,005 g/L olacak sekilde prolin, glutamat, aspartat ve triptofan es zamanl
besleme stratejisiyle elma sirasina eklenmistir. Sonuglar normal fermantasyon ile
kiyaslandiginda, asetik asit veriminin %93,3’¢ ulastigi ve ¢ogu ugucu aroma

bilesiklerinin konsantrasyonunun da arttig1 tespit edilmistir (Qi et al. 2017).

Casale et al. (2006) sirkenin olgunlagsma siirecinde ve depolama sirasinda meydana
gelen degisiklikleri takip etmek amaciyla 6 farkli gesitteki 95 adet sirke iizerinde
yaptiklar1 denemede, bazi kimyasal metotlarda kombine edilen yakin kizil otesi
spektrometreyi kullanmiglardir. Yapilan denemede, her sirke orneginin spektrumu ikKi
kez Olgiilmiistiir. Ilk ol¢iim taze sirke sisesinin kapagi acilir agilmaz yapilmis ve
ardindan sirkeler depolanmustir. ikinci dlgiim ise 8-20 ay gibi degisen siirelerde 4°C’de
gerceklestirilen depolama isleminden sonra yapilmistir. Olgiim yapilan her iki sirke

grubu birbiriyle kiyaslandiginda, 6rneklerde ciddi bir degisim olmadigi rapor edilmistir.
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Sirkenin salata bilesenlerinin dezenfeksiyonunda kullanim imkanlarinin arastirildig: bir
calismada Erzurum piyasasindan temin edilen havug, salatalik ve marul o6rnekleri
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus ile kontamine edilmis, ardindan da %3 sirke
cozeltisinde 0, 5, 15 ve 30 dakika bekletilerek dekontaminasyon etkinligi tespit
edilmistir. Yapilan bu denemede, iki mikroorganizma sayisinda da en az 1 log birimlik
diisiis gozlenmis, dekontaminasyonun sirke konsantrasyonu ve muamele siiresine bagli
oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismayla, %3 gibi diisiik bir sirke konsantrasyonunun salata
dezenfeksiyonunda etkili oldugu ortaya konmustur (Elhan 2014). Bir baska ¢alismada,
¢ig tliketilen farkli sebze tiriinlerine, 6nemli bir patojen olan Salmonella Typhimurium
inokule edilmis, daha sonra bu sebzeler dogal inhibitor etki gosteren limon suyu, sirke
ve limon suyu-sirke karigimlari (1:1) ile yitkanmistir. Denemeler sonucunda bu dogal
inhibitor maddelerin Salmonella Typhimurium tizerinde sifirincit dakikadan itibaren
antimikrobiyal etki gosterdigi gozlenmistir. Bu etkinin kullanilan sebzenin tipine,
inokulum dozuna ve antimikrobiyal ajan icerisinde bekletme siiresine bagli olarak
degistigi tespit edilmistir. Ayrica roka ve havu¢ 6rneklerinde en etkili ajanin limon
suyu-sirke karigimi, taze sogan oOrneklerinde ise en etkili ajanin sirke oldugu ortaya
konmustur (Sengiin 2002). Bir diger arastirmada ise, Kars ilinde 10 farkli marketten
alinan 50 adet maydanoz demeti kekik suyu, sirke ve musluk suyu ile muamele edilerek
maydanozlarda koliformlarin ve Escherichia coli’nin dekantominasyonunu saglayip
saglamadiklar1 belirlenmeye calisilmistir.  Yapilan denemeler sonucunda oOrnekleri
musluk suyu ile yikamanin yeterince giivenli olmadigi, sirke igerisinde 1 dakika
bekletmenin koliformlarin ve E. coli populasyonunun tamamini yok ettigi, kekik
suyunda 1 dakika bekletmenin ise E. coli populasyonunun tamamini yikimlarken
koliformlarin sayisinin  mevzuatta bildirilen degerlerin altina diistigiini tespit

etmislerdir (Giilmez vd 2006).

Sirke iiretim yonteminin sirke bilesimi iizerine etkisini arastiran Unal (2007), Dimrit
liziimiinden elde edilen sarabi, geleneksel ve derin kiiltiir yontemlerini kullanarak
sirkeye doniistiirmiis ve bu sirkelerin 6zelliklerini kimyasal ve duyusal analizler yaparak
incelemistir. Yapilan analizler sonucunda sirkelerin genel bilesimleri, aroma maddesi

igerikleri ve duyusal 6zelliklerinin farkli olduklarini tespit etmistir. Ayrica, yavas
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yontemle elde edilen sirkelerin asitlik ve aroma maddeleri igeriklerinin daha yiiksek ve

duyusal 6zelliklerinin de daha iyi oldugunu bildirmistir.

Tesfaye et al. (2004) ahsap varillerde geleneksel olgunlastirmaya bir alternatif olarak,
iki asamal1 mese figis1 muamelesi ile farkli alkol konsantrasyonlarindaki (%0,1-%1-%2)
sarap sirkelerine farkli olgunlastirma deneyleri uygulamis; 90 giin boyunca toplam fenol
icerigi, kuru ekstrakt, ana ugucu bilesikler, ucucu olmayan bilesikler ve meseden gecen
ucucu bilesikleri 6lgmiislerdir. Calismalar sonucunda, 15 giinliik yaslanma sonrasinda
toplam fenol iceriginin dnemli derecede arttigini ve kuru ekstrenin sabit kaldigini
gozlemlemis; iki asamali mese figist muamelesinin viski laktonlarini artirdigi, alkol
icerigi %1’den yiiksek olan saraplarda etil asetatin daha cok olustugunu ortaya

koymuslardir.

Asetik asit fermantasyonu geleneksel sirkenin lezzet kalitesi acisindan Onem arz
etmektedir. Sirkenin lezzetinden sorumlu olan metabolitleri belirlemek amaciyla, essiz
aromast ile Cin’in en {inlii sirkelerinden biri olan Zhenjiang sirkesi {izerinde yapilan bir
calismada, sirke bilesiminde 3 organik asit, 7 amino asit ve 20 ugucu madde oldugu
tespit edilmistir. Ayrica, sirkede lezzet olusumunda etkin mikroorganizmalarin farkl
metabolik rollerinin aydinlatilmasina yonelik olarak bir metabolik yolak belirlenmeye
calisilmistir (Wu et al. 2017).

Kim et al. (2005), Kore’ye ait geleneksel hurma sirkesinden izole ettikleri Acetobacter
sp. RKY4 susunun asetik asit liretim yetenegini tespit etmek amaciyla, bu bakterinin
bulundugu besiyeri ortamini optimize etmislerdir. Bu mikroorganizma kullanilarak
asetik asit iiretimi i¢in optimize edilen kiiltiir ortami; 40 g/L etanol, 10 g/L gliserol, 10
g/L musir maserasyon sivisi, 0,5 g/L MgS04.7H20 ve 1,0 g/L (NH4) H2POj4 icermektedir.
48 saatlik bir fermantasyon siiresinden sonra bu bakterinin 47,1 g/L diizeyinde asetik

asit irettigi belirlenmistir.

Herhangi bir besiyeri ortami ve mikroskoba ihtiya¢ duyulmaksizin daha giivenilir, daha

hassas, daha hizli sonuglar veren Real-Time PCR ve Nested-PCR ydntemleri
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kullanilarak, asetik asit bakterilerinin varligr ve sayilarinin belirlenmek istendigi bir
caligmada, bu yontemlerde kullanilmak tizere asetik asit bakterilerine spesifik primerler
tercih edilmis ve sonuglar normal sayim yontemleriyle kiyaslanmistir. Her iki yontemde
de elde edilen sonuglarin, normal sayim metotlartyla uyumlu oldugu goriilmiistiir

(Gonzalez et al. 2005).

PCR temelli metodlarin hassasiyetini etkileyen en 6nemli etkenlerden birisi de elde
edilecek kalip DNA/genomik materyalin kalitesidir. Asetik asit bakterilerinden yiiksek
kaliteli DNA ekstraksiyonu i¢in bes farkli yontem (Wizard, CTAB, NucleoSpin,
Thermal Shock, Mo-Bio) birbiriyle karsilagtirilmak istenmis, bu amagla Acetobacter
pasteurianus ve Gluconacetobacter hansenii ile kontamine edilen iki farkli sarap ve iki
farkli sirke Ornegi kullanilmistir. Ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen DNA’nin
kalitesi, klasik PCR yontemi kullanilarak 16S rDNA geninin amplifiye edilmesi ile
belirlenmistir. DNA verimi ise Real-Time PCR yontemi ile tespit edilmistir. Yapilan
denemeler sonucunda, DNA ekstraksiyonu i¢in en iyi yontemlerin CTAB (Setil metil
amonyum bromid) ve NucleoSpin yontemleri oldugu tespit edilmistir. Ayrica, CTAB
yonteminin, ticari kitlerden daha ucuz oldugu ancak daha ¢ok zaman ve daha ¢ok emek

gerektirdigi de bildirilmistir (Jara et al. 2008).

Asetifikasyonda rol oynayan sirke bakterilerini karakterize etmek, jenerator yontemi ile
derin kiiltiir yontemini kalite ve mikrobiyal farkliliklar agisindan kiyaslamak amaciyla
bir ¢alisma yapilmistir. Yapilan denemelerde, jeneratér yontemi ile sirke iretiminde 5
giinde %9,78 asit giicii ile sirke iiretimi gergeklestigi, genis yiizey alanindan dolay1
sirkede asetik asit ve alkol kayiplar1 meydana geldigi, yeterince etkili bir yontem
olmadig1 rapor edilmistir. Derin kiiltiir yonteminin ise ¢ok etkili bir yontem oldugu, 5
giinde %12 ya da daha fazla oranda asit giici ile sirke iiretimi gergeklestigi, kapali bir
sistem oldugu i¢in asetik asit ve alkol kayiplarinin daha az diizeyde meydana geldigi,
jenerator yonteminden daha kolay ve daha hizli bir yontem oldugu bildirilmistir. Ayrica,
yapilan gram boyama testlerinde, her iki yontemde de sirke florasina hakim bakterilerin
gram negatif karakterde olduklar1 goriilmiistiir. Derin kiiltiir yontemi asetifikasyon

bakterileri Acetobacter sp. ve Acetobacter pasteurianus olarak klasik PCR yontemi ile
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tanilanmig, jenerator yontemi asetifikasyon bakterileri i¢in ise tan1 yapilamamistir (Tan
2003).

Geleneksel balzamik sirkede bulunan asetik asit bakterilerinin glikoza olan
toleranslarini tespit etmek amaciyla, 14 farkli balzamik sirke 6rneginden izole edilen 35
asetik asit bakterisi, degisik oranlardaki glikoz ortamlarinda gelismeye birakilmustir.
Yapilan denemeler sonucunda, ortamda %25 veya daha fazla oranlarda glikoz
bulunmasinin asetik asit bakterilerinin gelisimi iizerinde olumsuz etkiye neden oldugu
goriilmistiir. 16S-23S-5S rDNA PCR/RFLP yontemi kullanilarak yapilan tanilama
sonucunda balzamik sirke florasindan izole edilen 35 sustan 32 tanesinin
Gluconacetobacter xylinus, 2 tanesinin Acetobacter pasteurianus, 1 tanesinin ise

Acetobacter aceti oldugu da tespit edilmistir (Gullo et al. 2006).

Cin’in Zhenjiang sirkesi lizerinde yapilan farkli bir ¢alismada, bu sirkeden asetik asit
bakterileri izole edilmis ve en yiiksek asetik asit tiretim kapasitesine sahip olanlar
belirlenmistir. ilk olarak yiiksek oranda asetik asit iireten 6 adet bakteri tespit edilmistir.
Bu bakterilerin kahverengi c¢okelti meydana getirmedikleri ve asetat ayrigtirma
kapasitesine sahip olduklari igin asetik asit bakterisi olduklart bildirilmis, ardindan 16S
rDNA sekans analizi ile tanilar1 yapilmistir. Ayrica, fizyolojik ve biyokimyasal
degerlendirmeler sonucunda en yiiksek asit verimine Acetobacter aceti ve A.
pasteurianus’un sahip oldugu da rapor edilmistir (Wang et al. 2015). Cin’in bagka bir
inlii sirkesi olan Shanxi tahil sirkesinin mikroflorasin1 tespit etmek amaciyla, bu
sirkeden 47 maya, 28 laktik asit bakterisi ve 58 asetik asit bakterisi izolasyonu
yapilmigtir. Tanilama islemi igin fenotipik testler ve inter-delta/PCR, RFLP-PCR,
ERIC/PCR analizi ile 16S rDNA ve 26S rDNA sekans analizleri gibi genotipik
testlerden faydalanilmigtir. Alkolik fermantasyonda baskin maya tiiriiniin S. cerevisiae;
baskin bakteri tiirlerinin ise Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus casei, Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus ve Weissella confusa oldugu bildirilmistir. Ayrica A. pasteurianus baskin
tir olmakla birlikte, Acetobacter senegalensis, Acetobacter indonesiensis, Acetobacter

malorum, Acetobacter orientalis, Gluconobacter oxydans’in alkol fermantasyonun
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baslangicinda ve asetik asit fermantasyonunda rol aldigi tespit edilmistir (Wu et al.
2012). Bir baska calismada, Cin’in farkli bolgelerinde kati hal fermantasyonu ile
tretilen tahil sirkesi Orneklerinden izole edilen 21 asetik asit bakterisi ERIC-PCR
yontemi kullanilarak karakterize edilmis, kat1 hal fermantasyonu i¢in en uygun susun
secimi ile ilgili aragtirma yapilmistir. Kati hal fermantasyonu ile sirke tiretiminde,
secilen suslarn fenotipik ve genotipik degiskenlige sahip olmalar gerektigi
bilinmektedir. Yapilan analizler sonucunda, kat1 hal fermantasyonu igin A. pasteurianus
suslarinin tahil sirkesi ile yakin iliskili oldugu, Gluconacetobacter europaeus suslarinin

ise aranan 6zelliklere sahip olmadigi goriilmiistiir (Wu et al. 2010).

Ulkemizde sirke bakterilerinin izolasyonu ve identifikasyonu iizerine yapilan en detayl
calisma 3 farkli yerel iireticiden temin edilen elma ve iiziim sirkeleri ile sirke analarinda
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada toplam 87 tane izolasyon yapilmis olup; PCR-DGGE,
(GTG)s rep-PCR, Tm/HRM analizi ve 16S rDNA ile ITS bolgesi dizi analizi yapilarak
14 farkli asetik asit bakterisi tiirii tespit edilmistir. Calismada kullanilan kiiltiir bagimsiz
metotlarla ~ Gluconoacetobacter ~ hansenii, = Gluconoacetobacter  europaeus,
Gluconoacetobacter xylinus, Gluconoacetobacter intermedius/Gluconoacetobacter
rhaeticus/Gluconoacetobacter  oboediens, Gluconacetobacter sp., Acetobacter
tropicalis/Acetobacter indenesiensis, Acetobacter nitrogenifigens/Acetobacter aceti,
Acetobacter ghanensis/Acetobacter syzygii tiirleri belirlenmistir. Kiiltiir bagiml
metotlarla ise sirasiyla Acetobacter okinawensis, Gluconacetobacter europaeus ve
Acetobacter indonesiensis tiirleri baskin olmakla Dbirlikte bunlarin disinda
Gluconacetobacter oboediens, Acetobacter krungthepensis, Gluconacetobacter
europaeus, Gluconacetobacter hansenii, Gluconacetobacter xylinus, Acetobacter
persicus, Gluconacetobacter saccharivorans, Gluconacetobacter intermedius,
Gluconacetobacter nataicola, Acetobacter indonesiensis, Acetobacter syzygii,
Acetobacter tropicalis, Acetobacter okinawensis, Acetobacter ghanaensis tiirlerinin
varligi gosterilmistir. Calisma sonucunda arastirmacilar tespit edilen bakterilerin sirke
kalitesi ve teknolojisi Tlizerine etkilerinin ve starter Kkiiltlir olarak kullanilma
potansiyellerinin belirlenebilmesi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiyag oldugunu
vurgulamaktadirlar (Yetiman 2012; Yetiman and Kesmen 2015).
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Bu calismada, Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde geleneksel olarak iiretimi yapilan 41 ev
sirkesinin karigik mikroflorasinda asit olusumunda rol alan bakterilerin izolasyonu
gerceklestirilmis, Tm ve HRM analizleri yardimiyla 6n degerlendirilmeleri yapilarak
cesitlilikleri belirlenmis ve sirkede asit olusumunda etkili bakterilerin tanilanmasi

amaglanmstir.
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3. MATERYAL YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada kullanilmak {izere 41 adet geleneksel yontemlerle iiretilmis sirke 6rnekleri

temin edilmistir. Cizelge 3.1°de bu sirke 6rneklerine ait genel bilgiler goriilmektedir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan sirke 6rneklerine ait genel bilgiler

Ornek No | Sirke Cesidi Uretildigi Sehir
1 Elma Sirkesi Adana
2 Elma Sirkesi Adiyaman
3 Uziim Sirkesi Aydin
4 Salgam Sirkesi Adana
5 Elma Sirkesi Malatya
6 Elma Sirkesi Adana
7 Uziim Sirkesi Aydin
8 Uziim Sirkesi Aydin
9 Uziim Sirkesi Antalya
10 Elma Sirkesi Erzurum
11 Uziim Sirkesi Antalya
12 Uziim Pekmezi Sirkesi Antalya
13 Uziim Sirkesi Tokat
14 Elma-Nar Sirkesi Erzurum
15 Kirmizi Lahana Sirkesi Erzurum
16 Uziim Sirkesi Antalya
17 Bal Sirkesi Erzurum
18 Incir Sirkesi Ankara
19 Siyah Uziim Sirkesi Ankara
20 Kayis1 Sirkesi Ankara
21 Limon Sirkesi Ankara
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Cizelge 3.1. (devam)

22 Kusburnu Sirkesi Erzurum
23 Uziim Sirkesi Rize
24 Elma Sirkesi Antalya
25 Elma Sirkesi Rize
26 Hurma Sirkesi Nigde
27 Enginar Sirkesi Nigde
28 Alig Sirkesi Nigde
29 Uziim Sirkesi Rize
30 Elma Sirkesi Istanbul
31 Elma Sirkesi Istanbul
32 Dut Sirkesi Istanbul
33 Dut Sirkesi Istanbul
34 Elma Sirkesi Erzurum
35 Uziim Sirkesi Ankara
36 Elma Sirkesi Ankara
37 Elma Sirkesi Erzurum
38 Elma Sirkesi Ankara
39 Uziim Sirkesi Erzurum
40 Armut sirkesi Rize
41 Elma Sirkesi Ankara
3.2. Yontem

Bu calismayla, temin edilen sirke Orneklerinin mikrobiyolojik karakterizasyonu
amaglanmistir.  Orneklerde toplam aerobik mezofilik bakteri, koliform bakteri,
enterokok, maya ve kiif sayimlari, gram boyama islemlerine ilaveten, kimyasal

analizlerden pH ve titrasyon asitligi tayinleri de yapilmistir.
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3.2.1. Diliisyonlarin hazirlanmasi

Sirke oOrneklerindeki hedef mikroorganizmalarin sayimi ve izolasyon islemlerinin
gerceklestirilebilmesi i¢in seyreltme sivist olarak %0,85 NaCl ve %0,1 pepton iceren
steril fizyolojik ¢ozelti kullanilmis, desimal diliisyon ardindan ilgili petrilere
mikrobiyolojik ekimler yapilmistir (McLandsborough 2005).

3.2.2. Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayimi

Sirke drneklerindeki TAMB sayilarinin belirlenmesi i¢in yayma kiiltiirel sayim yontemi
kullanilmis olup, Plate Count Agar (PCA, Merck) bulunan petri plaklarina uygun
diliisyonlardan 0,1’er ml aktarilmig ve petri plaklart 30-32°C’de 48 saat inkiibasyona
tabi tutulmustur. Inkiibasyondan sonra petri plaklarinda tespit edilen sayi, diliisyon
faktorii ile ¢arpilarak 6rneklerin 1 mL’sinde tasidiklart TAMB degerleri belirlenmis ve
sonuglar logio kob (koloni olusturan birim)/ml cinsinden ifade edilmistir (Harrigan and
McCance 1966; Halkman 1995; Anonim 2014a).

3.2.3. Koliform grubu bakteri sayimi

Uygun diliisyonlardan petri plaklarina 1’er ml alindiktan sonra, {izerine 45°C
sicakliktaki Violet Red Bile (VRB, Merck) agardan 15 ml dokiilmiis ve homojen olacak
sekilde karistirilmistir.  Agar katilagtiktan sonra iizerine 5 ml daha VRB agar dokiilmiis
ve petri plaklar1 35-37°C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda
tipik koloniler sayillmis ve orneklerin mL’sinde yer alan koliform grubu bakteri sayisi

tespit edilmistir (Hartman and Hartman 1976; Mercuri and Cox 1979; Anonim 2014b;).

3.2.4. Maya ve kiif sayim

Potato Dextrose Agar (PDA, Merck) sterilize edildikten sonra, bu besiyerine %10’luk
steril laktik asit ¢ozeltisi eklenip homojen olacak sekilde karigtirilarak asitlendirilmis
(pH 3,5 wve petri plaklarina dokilmistir. Agar katilastiktan sonra, uygun
diliisyonlardan ekim yapilmis ve petri plaklari oda sicakliginda (25°C) 5 giin
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inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan kolonilerin mikroskobik ve
makroskobik incelemeleri yapilmis ve diliisyon faktorii dikkate alinarak sonuglar

belirlenmistir (Harrigan and McCance 1966; McLandsborough 2005).

3.2.5. Enterococcus’larin sayimi

Bu amagla, Kanamycin Aesculin Azide Agar (KAA, Merck) kullanilmis olup, uygun
dilisyonlardan petri plaklarina ekim yapildiktan sonra 35-37°C’de 24 saatlik
inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda gdzlenen siyah ve haleli

koloniler dikkate alinarak sayim islemi gergeklestirilmistir (Corry et al. 1995).

3.2.6. Muhtemel asetik asit bakterilerinin sayim ve izolasyonu

Muhtemel asetik asit bakterilerinin sayim ve izolasyonu i¢in en uygun besiyerini tespit
etmek amaciyla; Glukoz-Yeast extract-Calsium carbonat (GYC) agar, Mannitol-Yeast
extract-Pepton (MYP) agar ve Modifiye Acetobacter Besiyeri (MAB) olmak iizere ii¢
farkl1 besiyerine, ayni ¢evre sartlari saglanarak ayni Sirke drneklerinden mikrobiyolojik
ekimler yapilmistir. MAB, mevcut literatiirler 1s1ginda tarafimizca hazirlanmistir.
Ayrica, maya ve kiif gelisiminin engellenmesi amaciyla, kullanilan besiyerleri sterilize
edildikten sonra Cycloheximide (100 ppm) homojen bir karisim olacak sekilde ortama
eklenmistir (Anonymous 2016; Yetiman 2012; Yetiman and Kesmen 2015; Zahoor et
al. 2006). Yapilan denemeler sonucunda, daha kisa inkiibasyon siiresi sonunda, daha
farkli koloni tiplerinin goriilmesi nedeniyle muhtemel asetik asit bakterilerin sayim ve

izolasyonu i¢in en uygun besiyerinin GYC agar olduguna karar verilmistir.

Bu amacla, GYC agar yukarida belirtilen bilesime uygun olarak hazirlandiktan sonra
petri plaklarina dokiilmiistiir. Agar katilastiktan sonra, uygun dillisyonlardan ekim
yapilmis ve petri plaklar1 30°C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyondan
sonra, muhtemel asetik asit bakterilerinin kalsiyum karbonati kullanarak besiyerinde
sar1 veya yesil renkli koloniler meydana getirdikleri gozlenmistir. Makroskobik

incelemelere ilaveten, mikroskobik incelemeler de yapilarak muhtemel asetik asit
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bakterileri ile birlikte mevcut diger suslarin da sayim ve izolasyon islemleri

gerceklestirilmigtir (Bartowsky et al. 2003; Zahoor et al. 2006; Sharafi et al. 2010).

Cizelge 1.2. Muhtemel AAB’lerinin izolasyonunda kullanilan besiyerlerinin bilesimi

GYC Agar MYP Agar MAB
%5 D-Glukoz %2,5 D-Mannitol %0,5 Maya ekstrakti
%1 Maya ekstrakt1 (Yeast extract) | %0,5 Maya ekstrakti %2 Glukoz
%1,5 CaCO3 %0,3 Pepton %2 Etil alkol
%0,005 Bromcresol purple %1,5 Agar agar %0,025 MgSQO4.7H20
%1,5 Agar agar %0,1 KH2PO4
%0,33 (NH4)2S04
%1,5 Agar agar

Calisma boyunca elde edilen izolatlar, izolasyon islemi ardindan daha sonraki
calismalarda kullanilmak tizere derin dondurucuda saklanmistir. Bu amacla, elde edilen
geng kiiltiirler %20 gliserol esliginde LB Broth (Luria Bertani) besiyeri igerisinde -80
°C’de depolanmistir (Cetin 20006).

3.2.7. Gram boyama

Genellikle bir bakteri susunun tanisinda ilk adim, geng kiiltiiriin (16-24 saat) gram
boyamasidir. Gram boyama, gram-negatif ve gram-pozitif tiirler arasinda ayrim
yaptlmasinin yani sira, hiicrelerin morfolojik ozellikleri hakkinda da bilgi veren bir
metottur. Bu amagla, -80°C’de depolanan izolatlar tekrar canlandirilarak boyama iglemi

i¢in kullanilmistir (Gregersen 1978).

Gram boyama islemi icin; temiz bir lam {izerine bir damla distile su damlatilmis, 6ze
yardimt ile geng kiiltiirden az miktarda alinarak distile su igerisine siispanse edilmis ve
tim lam ylizeyine yayilmasi saglanmistir. Hazirlanan preparat, usuliine uygun bir
sekilde atesten gegirilerek fikse edilmis, ardindan kristal viyole ile boyanarak 1 dakika

bekletilmistir. Preparat yiizeyindeki boya, distile su yardimiyla giderildikten sonra lam
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yiizeyine lugol ¢ozeltisi yayilmig ve 1 dakika bekletilmistir. Lugol lam {izerinden
akitilarak, 10-15 saniye etil alkol ile ve ardindan da su ile yikanmistir. Daha sonra
preparat, sulu karbol filiksin ile 30 saniye siireyle boyanmistir. Su ile yikama yapilarak
boya giderilmis ve preparat kurumaya birakilmistir. Hazirlanan bu preparat, 1s1k
mikroskobunda (Olympus BXS5IT Scientific) incelenmis ve olusan renge gore
degerlendirme yapilmistir. Boyama sonucunda, mor renkli goriilen bakteriler gram-

pozitif, pembe renkli goriilenler ise gram-negatif olarak degerlendirilmistir (Sert 2011).

3.2.8. lzolatlarmn genetik analizi

Oncelikle, sirke orneklerinden elde edilen ve -80°C’de depolanan izolatlar tekrar
canlandirilmistir.  Besiyerinde gelisim o6zellikleri kontrol edildikten sonra taze
kiiltiirlerde DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Izolatlarm tiir ve sus seviyesinde
farkliliklarin belirlenmesi amaciyla, elde edilen bakteri DNA’lar1 GTGs fingerprinting
ve V1-V3 bolgeleri icin HRM analizlerine tabi tutulmustur. Tiir ve sus farkliliklarina
gore gruplandirilan izolatlardan, birer tane temsili Ornek sekans islemi igin

degerlendirilmistir.

3.2.8.a. DNA izolasyonu

-80°C’deki depolama ortaminda muhafaza edilen izolatlarin, molekiiler analizlerinin
gerceklestirilmesi amaciyla, ilgili besiyerine (GYC Agar) cizimleri yapilarak tekrar
canlandirilmistir. Canlandirilan bu kiiltiirler steril saf suya alinmis ve McFarland

Densitometre (DEN1, Biosan) kullanilarak McFarland 5 yogunluguna ayarlanmistir.

Bakteri siispansiyonu 5000 g’de 3 dakika santrifiij islemi ardindan son yikama ultra saf
su ile olmak iizere fosfat tamponu ile 2 ve toplamda 3 defa yikanmistir. Hiicre
stispansiyonu igerisine 0,5 ml 6 M iire ve 0,1 ml %10 SDS ilave edilerek 37°C’de 20
dakika inkiibe edilmistir. Ornekler kaynama sicakliginda 5 dakika tutulduktan sonra
8000 g’de 25°C’de 10 dakika santriflij edilmis, islem sonunda silipernatant atilmistir.
Pellet ise 0,1 ml 0,2 N NaOH esliginde 37°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Niikleik

asit harici hiicresel pargalarin ayrilmasi amac ile 3000 g’de 25°C’de 3 dakika santrifiij
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islemi gergeklestirilmistir. DNA saflagtirilmasi i¢in 2,5 hacim absolute (mutlak) alkol
ilave edilmis ve -20°C’de 2 saat bekletilmistir. Dondurucudan ¢ikarilan 6rnekler 13200
g’de, 4°C’de, 15 dakika santrifiij edilmis ve %70’lik etanol ile yikanmistir. DNA pelleti
kurutulduktan sonra 20 pl TE tamponunda tekrar siispanse edilerek PCR isleminde

kullanilmak tizere saklanmistir (Singh and Ramesh 2009).

DNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra, siispansiyonun plL’sinde bulunan DNA
konsantrasyonu ve PCR islemi igin gerekli olan siispansiyonun miktarmni tespit etmek
amaciyla nanodrop  spektrofotometreden yararlamilmistir  (Epoch  Microplate

Spectrophotometer, BioTek).

3.2.8.b. Real-Time PCR ile genotiplendirme

DNA izolasyonu yapilan bakterilerin Real-Time PCR ile genotiplendirmesinde,
birbiriyle benzerlik gosteren suslarin belirlenmesi igin Tm degerinin tespiti ve HRM

analizlerine bagvurulmustur.

Tm degerinin tespit edilmesinde, GTGs (5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3’) primerinden
faydalanilmistir. GTGs primerine ilave olarak (1 pL), SYBR Green PCR Master Mix
(12,5 uL) (RT2 SYBR Green gPCR Mastermix, Qiagen), Template DNA (2,5 pL),
deiyonize su (9 uL) ortama eklenerek toplam hacim 25 pL olacak sekilde ayarlanmustir.
Hazirlanan 6rnekler, protokolde bazi modifikasyonlar yapilarak 95°C’de 10 dakika ilk
denatiirasyon; bunu takiben 40 dongii olacak sekilde 95°C’de 20 saniye denatiirasyon,
50°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de 1 dakika 30 saniye uzama; 72°C’de 10 dakika son
uzama olacak sekilde PCR islemine tabi tutulmustur. Baglanma sicakligi olan 50°C,
GTGs primerinin erime sicakligina uygun olacak sekilde secilmistir. PCR islemi
tamamlandiktan sonra her bakteriye ait Tm degeri verileri elde edilmistir (Fukushima et

al. 2003; Pornprasert et al. 2008; Pang et al. 2011; Sekerci 2012).

Elde edilen suslarin HRM analizlerinde V1 ve V3 olmak iizere iki farkli bolge

hedeflenmis ve ilgili primerlere ait Ozellikler Cizelge 3.3‘de gosterilmistir. V1
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(V1F+V1R) ve V3 (V3F+V3R) bolgeleri ayri ayri olarak analizlere tabi tutulmus olup,
her bir primerden 0,5’er uL alinmigtir. Ayrica, ortama Eva Green PCR Master Mix
(12,5 uL) (Type-it HRM PCR Kit, Qiagen), Template DNA (2,5 uL), deiyonize su (9
uL) eklenerek toplam hacim 25 pL olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan 6rnekler,
protokolde bazi modifikasyonlar yapilarak 95°C’de 10 dakika ilk denatiirasyon; bunu
takiben 40 dongii olacak sekilde 95°C’de 20 saniye denatiirasyon, Tm sicakliginda (V1
icin 58°C, V3 i¢in 57°C) 1 dakika baglanma, 72°C’de 1 dakika 30 saniye uzama;
72°C’de 10 dakika son uzama; 70-95°C’de HRM islemi gergeklestirilmek lizere PCR
islemine tabi tutulmustur. Baglanma sicakliklari, V1 ve V3 primerlerinin erime
sicakliklarina uygun olacak sekilde se¢ilmis ve birbirinden ayri PCR islemleri
uygulanmistir. HRM PCR islemi tamamlanan orneklere ait verilerle ilgili PCA
(Principal Component Analysis) analizi ScreenClust software package programi
kullanilarak yapilmistir (Rotor-Gene ScreenClust HRM Software, QIAGEN, Hilden,
Germany). Boylece elde edilen izolatlara ait 16S bélgelerinde (V1 ve V3) tek niikleotid
farkliliklarm1 da (SNP; Single Nucleotide Polymorphisms) degerlendirilebilecek
hassasiyete ulasilmaya c¢alisilmistir (Fukushima et al. 2003; Pornprasert et al. 2008;
Pang et al. 2011; Sekerci 2012; Erdem et al. 2016).

Cizelge 3.3. Izolatlarin HRM degerlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler

Bolge Primer Ad1 Baz Sirasi

V1 V1F 5'-GCGGCGTGCCTAATACATGC-3’
V1R 5'-TTCCCCACGCGTTACTCACC-3'

V3 V3F 5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’
V3R 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3'

3.2.8.c. 16S rDNA analizi ile tam

Izolatlarin Real-Time PCR ile genotiplendirmesi tamamlandiktan sonra, tiir ve sus
farkliliklarina gore gruplandirilip birer tane temsili drnek secilmistir. Her bir bakteri i¢in
spesifik ozellikteki 16S rDNA gen bolgesine uygun bir primer seti (F: 5’-
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ve R: 5°- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’)
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kullanilmistir. Hazirlanan 6rnekler, protokolde bazi modifikasyonlar yapilarak 95°C’de
2 dakika ilk denatiirasyon; bunu takiben 35 dongii olacak sekilde 95°C’de 30 saniye
denatiirasyon, 58°C’de 20 saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye uzama; 72°C’de 5
dakika son uzama olacak sekilde PCR islemine tabi tutulmustur. Baglanma sicakligi
olan 58°C, 16SF-16SR primerlerinin erime sicakligina uygun olacak sekilde secilmistir
(Fukushima et al. 2003; Pornprasert et al. 2008; Sekerci 2012; Yetiman 2012).
Amplifikasyonu tamamlanan 6rnekler, Sentegen Biyoteknoloji’ye DNA dizi analizi igin
gonderilmistir. Dizi analizi sonuglar1 ise NCBI (Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi), BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) algoritmas: kullanilarak,

analiz edilmistir.

3.2.9. Sirke oérneklerinin baz1 kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

Farkl1 sehirlerden temin edilen sirke 6rneklerinin mikrobiyal floralar: {izerindeki etkiyi
gozlemlemek amaciyla, sirkelerde pH ve asitlik tayini gibi bazi kimyasal analizler

gerceklestirilmistir.

3.2.9.a. pH tayini

pH metrenin ilgili tampon ¢ozeltilerle kalibrasyonu gerceklestirildikten sonra, probun
homojenize edilmis orneklere daldirilmasi ile sirke 6rneklerinin pH degerleri tespit

edilmistir (Cemeroglu 2010).

3.2.9.b. Asitlik tayini

Bu amagla, bir erlenmayere sirke 6rneginden 10 ml aktarildiktan sonra, iizerine birkag
damla %3’liik fenolftalein damlatilarak 0,1 N NaOH ile pembe renk olusuncaya kadar
titre edilmistir. Harcanan NaOH miktar1 asagidaki formiille hesaplanarak sonug %asit
miktart olarak (asetik asit cinsinden) belirlenmistir (Cemeroglu 2010).

YoAsitlik= LLEL0


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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V: Harcanan 0,1 N NaOH miktar1, ml
f: Titrasyonda kullanilan 0,1 N NaOH’n faktorii
E: 1 ml 0,1 N NaOH’1n esdegeri asit miktar1, g (asetik asit i¢in 0.006)

M: Titre edilen 6rnegin gergek miktari, ml veya g (10 ml)

3.3. istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler SPSS for Windows Release ver. 16.00 paket programi kullanilarak
istatistiksel analize tabi tutulmustur (SPSS Inc. Chicago, IL. USA). izolatlarm genetik
verilerinin PCA (Principal Component Analysis) analizi ScreenClust software package
programi kullanilarak gergeklestirilmistir (Rotor-Gene ScreenClust HRM Software,
QIAGEN, Hilden, Germany).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar:

Farkli sehirlerden temin edilen 41 adet geleneksel sirke Ornegi lizerinde yukarida
belirtilen analizler gergeklestirilmistir. Mikrobiyal sayim islemleri gergeklestirilen
orneklere ait TAMB, koliform, maya ve kiif, enterokok, muhtemel asetik asit bakterileri

icin belirlenen degerler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Mikrobiyolojik ekim sonuglar1 (log kob/ml)

Numune | Tekerriir | TAMB | Maya-Kiif | Koliform | Enterokok | M.A.A
1 5,20 5,33 <1 <1 1,95
' 2 5,32 517 <1 <1 1,78
1 6,54 4,66 <1 <1 6,44
2 2 6,48 4,54 <1 <1 6,30
1 2,22 2,64 <1 <1 2,18
3 2 2,18 2,60 <1 <1 2,15
1 3,36 <1 <1 2,89 2,00
) 2 3,41 <1 <1 2,91 2,74
1 2,94 5,11 <1 <1 2,60
° 2 2,86 5,05 <1 <1 2,54
1 5,66 5,39 <1 <1 <1
° 2 5,58 5,37 <1 <1 <1
1 <1 <1 <1 <1 <1
! 2 <1 <1 <1 <1 <1
1 1,00 <1 <1 <1 1,00
° 2 1,00 <1 <1 <1 1,00
1 <1 <1 <1 <1 <1
° 2 <1 <1 <1 <1 <1




Cizelge 4.1. (devam)
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Numune | Tekerriir | TAMB | Maya-Kiif | Koliform | Enterokok | M.A.A
1 <1 7,99 <1 <1 <1
10 2 <1 7,95 <1 <1 <1
1 <1 <1 <1 <1 <1
H 2 <1 <1 <1 <1 <1
1 <1 <1 <1 <1 <1
e 2 <1 <1 <1 <1 <1
1 <1 <1 <1 <1 1,00
s 2 <1 <1 <1 <1 1,00
1 6,00 7,12 <1 <1 1,00
e 2 6,00 7,10 <1 <1 1,00
1 7,10 3,98 <1 3,46 5,99
o 2 7,06 4,00 <1 3,78 591
1 <1 <1 <1 <1 <1
0 2 <1 <1 <1 <1 <1
1 6,00 6,13 <1 <1 4,00
Y 2 6,25 6,23 <1 <1 3,98
1 4,01 3,48 <1 <1 4,60
10 2 4,00 2,48 <1 <1 4,52
1 4,48 2,48 <1 <1 4,85
1o 2 4,70 4,48 <1 <1 6,00
1 6,14 3,89 <1 3,50 6,17
20 2 6,00 4,48 <1 3,46 6,13
1 6,32 6,90 <1 <1 <1
2l 2 6,28 6,78 <1 <1 <1
1 1,75 <1 <1 <1 1,80
5 2 1,65 <1 <1 <1 1,76
1 3,23 3,70 <1 <1 <1
2 2 3,72 3,64 <1 <1 <1




Cizelge 4.1. (devam)

41

Numune | Tekerriir | TAMB | Maya-Kiif | Koliform | Enterokok | M.A.A
1 2,48 <1 <1 <1 3,25
> 2 3,30 <1 <1 <1 3,18
1 7,45 5,60 <1 2,31 6,85
2 2 7,39 5,68 <1 2,29 6,73
1 <1 <1 <1 <1 2,48
20 2 <1 <1 <1 <1 2,23
1 <1 <1 <1 <1 2,41
o 2 <1 <1 <1 <1 2,30
1 2,25 <1 <1 <1 4,73
2 2 2,30 <1 <1 <1 4,67
1 <1 <1 <1 <1 <1
29 2 <1 <1 <1 <1 <1
1 4,59 5,18 <1 2,28 4,25
% 2 4,30 6,00 <1 2,18 4,38
1 5,60 5,41 <1 <1 4,78
. 2 6,00 5,45 <1 <1 4,64
1 <1 <1 <1 <1 <1
% 2 <1 <1 <1 <1 <1
1 7,82 <1 2,15 3,56 7,78
> 2 7,72 <1 2,25 3,52 7,70
1 <1 3,75 <1 <1 <1
> 2 <1 3,81 <1 <1 <1
1 5,52 1,83 <1 3,44 4,50
% 2 6,00 1,85 <1 3,38 4,58
1 7,38 3,36 <1 3,50 6,51
% 2 7,30 3,24 <1 3,46 6,45
1 6,60 4,54 1,00 3,55 6,59
¥ 2 6,30 4,95 1,00 3,47 6,47
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Cizelge 4.1. (devam)

Numune | Tekerriir | TAMB | Maya-Kiif | Koliform | Enterokok | M.A.A

1 6,89 5,56 2,40 3,48 5,80

% 2 6,67 5,60 2,30 3,42 5,74
1 4,53 4,10 1,48 <1 <1

. 2 4,48 3,90 1,42 <1 <1
1 6,58 5,78 <1 3,34 6,34

40 2 7,46 5,64 <1 3,44 6,70
1 4,21 2,89 <1 3,48 2,04

“ 2 4,30 2,79 <1 3,46 1,96
Min. <1 <1 <1 <1 <1
Max. 7,82 7,99 2,40 3,78 7,78
Ort. 3,53 2,87 0,17 0,95 2,79

TAMB: Toplam aerobik mezofilik bakteri, MAA: Muhtemel asetik asit bakterisi

Sonuglar incelendiginde, sirke orneklerine ait en yiiksek TAMB degerinin 7,82 log
kob/ml, en disiik degerin <1 log kob/ml oldugu tespit edilmistir. Numune ortalamalari
ise 3,53 log kob/ml seviyesinde gozlenmistir. En yiiksek TAMB degerine sahip olan 33
numarali 6rnegin pH ve asitlik degerleri de incelendiginde, ilgili ornekte asetik asit
fermantasyonu gerceklesse bile uzun depolama siiresinden dolay1 bazik karakterdeki
molekiillerin olusabildigi diisiiniilmektedir. 33 numarali 6rnek iki yillik dut sirkesi olup,
yapilan molekiiler analizde numuneden izole edilen suslarin Brevibacillus parabrevis ve
Acinetobacter johnsonii oldugu belirlenmistir. Ozellikle Brevibacillus cinsinin
aminoasit ve organik asitlerden alkali molekiiller iirettigi bilgisi, iki yil gibi uzun bir
stire depolanmis sirke Orneginde arasgtirma bulgularini desteklemektedir (Vos et al.

2009).

PR

Maya ve kiif sayilarinin <1-7,99 log kob/ml arasinda degistigi, ortalama degerin ise 2,87
log kob/ml oldugu goriilmektedir. En yiiksek maya ve kiif degerine sahip olan 10
numarali 6rnege ait verilere bakildiginda, mikroskobik incelemeler sirasinda PCA ve

GYC besiyerlerinde dahi maya gelisiminin oldugu yapilan ekim islemleri sirasinda
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kaydedilmigtir. Ayrica 3 ve 34 numarali sirke 6rneklerinde maya ve kiif sayilari ile ilgili
kayitlar incelendiginde, 3 numarali 6rnekte mayadan ziyade kiif gelisimin oldugu; 34

numarali 6rnekte ise sadece kiif gelisiminin oldugu goriilmiistiir.

Orneklere ait koliform sayilarmim <1-2,40 log kob/ml arasinda, ortalama degerin ise
0,17 log kob/ml oldugu tespit edilmistir. Koliform grubu bakteri ise dort drnekte tespit
edilmis olup diger numunelerde belirlenememistir. Bu durum, 6rneklerin genel olarak
ozellikle diisiik pH’dan dolayr mikrobiyolojik a¢idan giivenilir oldugu kanaatini

olusturmaktadir.

Sirke orneklerindeki enterokok sayilarina ait degerlerin en diisik <1 log kob/ml, en
yiiksek 3,78 log kob/ml, ortalama 0,95 log kob/ml oldugu tespit edilmistir. Enterokoklar
on iki sirke Orneginde goézlenmis olup, en yiliksek sayr 15 numarali Ornekte

belirlenmistir.

Muhtemel asetik asit bakterilerine ait degerlerin ise, <1-7,78 log kob/ml arasinda ve
ortalama degerin 2,79 log kob/ml oldugu gorilmiistiir. Ancak, en yiiksek degerin
gorildiigl 33 numarali 6rnege bakildigi zaman, yukarida da belirtildigi izere asetik asit
fermantasyonu gergeklesse bile uzun siire depolama sartlarinda bazik ortam
olusmasindan dolayi, GYC besiyerinde ¢ok farkli bakteri tiirlerinin gelistigi, izolatlarin
tanilanmasi sonucunda tespit edilmistir. Ayrica, GYC besiyerine ekimleri yapilan ¢ogu
sirke 6rneginden elde edilen izolatlarin, genel olarak sirke bakterilerinden farkli tipte
bakteri cinslerini icermis oldugu, bununla beraber {iriinlerin asitlik degerleri de hesaba
katildiginda, esasinda geleneksel sirke iiretiminde problemler oldugu goriilmektedir.
Fakat, geleneksel olarak iiretilip ticari olarak satilan sirkelerde de Brevibacillus ve
Paenibacillus cinslerine ait farkli bakteri suslarinin goriilmesi sirke iiretiminde bu

bakterilerin floranin bir pargasi oldugunu diisiindiirmektedir.

Geleneksel yontemlerle iiretilen 41 adet sirke 6rnegi i¢in mikrobiyolojik sayim islemleri
gerceklestirildikten sonra, her O6rnekte miimkiin oldugunca farkli koloni O6zellikleri

dikkate alinarak izolasyon yapilmistir. Toplamda 98 adet izolat elde edilmis olup, bu
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izolatlar -80°C’de muhafaza edilmis ve gerekli analizler igin tekrar canlandirilmiglardir.
Sekil 4.1°de sirke oOrneklerinden elde edilen iki adet izolatin GYC besiyerindeki

gelisimleri goriilmektedir.

Sekil 4.1. 48 numarali (Acetobacter okinawensis) ve 53 numarali (Bacillus sp.)
izolatlara ait ¢izimler

4.2. Kimyasal Analiz Sonuglar1

Caligmada, geleneksel yontemlerle iiretilen sirke 6rneklerinde pH ve asitlik tayinleri
yapilarak sirkelere ait bu 6zellikler de tespit edilmeye calisitimistir. Orneklere ait veriler

Cizelge 4.2°de goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Sirke orneklerine ait kimyasal analiz sonuglari

Numune | Tekerriir pH Asttlik Numune | Tekerriir pH Asitlik
(9/L) (g/L)

1 2,46 3,76 1 2,57 7,04

' 2 2,47 3,76 ) 2 2,57 7,06

1 2,57 4,70 1 2,41 7,05

? 2 2,57 4,72 > 2 2,41 7,05

1 2,46 30,57 1 2,73 3,82

3 2 2,46 30,60 ° 2 2,72 3,84




Cizelge 4.2. (devam)
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Asitlik Asitlik
Numune | Tekerriir pH Numune | Tekerriir pH
(9/L) (9/L)
1 2,52 74,08 1 3,07 7,64
7 20
2 2,53 74,10 2 3,06 7,66
1 2,57 55,86 1 2,31 7,06
8 21
2 2,57 55,86 2 2,29 7,06
9 1 2,19 76,44 - 1 2,84 38,81
2 2,19 76,45 2 2,84 38,80
1 3,02 11,76 1 2,99 3,52
10 23
2 3,01 11,75 2 2,98 3,53
1 2,88 70,56 1 2,74 20,00
11 24
2 2,89 70,58 2 2,74 20,00
1 2,69 82,32 1 2,73 5,30
12 25
2 2,69 82,32 2 2,73 5,29
1 2,55 88,20 1 2,77 42,34
13 26
2 2,57 88,22 2 2,77 42,33
1 2,90 14,70 1 2,81 42,34
14 27
2 2,90 14,68 2 2,82 42,34
1 3,54 11,76 1 2,75 41,75
15 28
2 3,55 11,75 2 2,75 41,76
1 2,71 70,56 1 2,74 20,00
16 29
2 2,70 70,55 2 2,74 20,00
1 2,47 4,12 1 2,88 9,41
17 30
2 2,45 4,10 2 2,89 9,40
1 2,96 15,58 1 2,56 10,00
18 31
2 2,96 15,60 2 2,56 10,01
1 2,70 13,52 1 3,16 50,57
19 32
2 2,71 13,52 2 3,15 50,57
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Cizelge 4.2. (devam)

Asitlik Asitlik
Numune | Tekerriir pH Numune | Tekerriir pH
(9/L) (9/L)
1 9,55 0,59 1 2,80 4,12
33 38
2 9,57 0,60 2 2,79 4,13
1 4,12 2,35 1 2,26 9,41
34 39
2 4,12 2,33 2 2,26 9,43
1 2,75 11,76 1 3,56 1,18
35 40
2 2,74 11,78 2 3,57 1,18
1 2,87 5,29 1 2,83 11,17
36 41
2 2,87 5,28 2 2,83 11,18
37 1 3,40 1,76 Min. 2,19 0,59
2 3,40 1,75 Max. 9,57 88,22
Ort. 2,96 24,22

Cizelge 4.2 incelendiginde, sirke 6rneklerine ait en diigiik pH degerinin 2,19, en yiiksek
pH degerinin 9,57 ve ortalama pH degerinin 2,96 diizeyinde oldugu goriilmektedir.
Asitlik diizeyi ise en diisiik 0,59 g/L, en yiiksek 88,22 g/LL ve ortalama 24,22 g/L
seviyesindedir. Aktan ve Yildirim (2011), sirkenin pH degerinin icerdigi asit oranina
bagl olarak 2,0 ile 3,5 arasinda degistigini ve meyve sirkelerinde asetik asit miktarinin
41-99 g/L oldugunu bildirmistir. Buna bagl olarak, sirke 6rneklerinin pH degerlerinin
genel olarak beklenen diizeyde oldugu goriilse de, asitlik diizeylerinin genel olarak
diisiik oldugu ve sadece on bir ornekte istenen seviyede oldugu gozlenmektedir. pH
diizeylerinin istenen seviyede olmasinda, Sirke yapiminda kullanilan meyvelerin
etkisinin oldugu diistiniilmektedir. Asitlik diizeyinin diisiik olmasi ise iiriinlerde asetik
asit fermantasyonun c¢ok az gerceklestigi veya gerceklesmedigi kanaatini
giiclendirmektedir. Diigiik asitlik diizeyinin olmast ve buna bagl olarak sirke
orneklerinden elde edilen izolatlarin da farkli cinste bakterileri igermesi geleneksel sirke

tiretimi ile ilgili problemlerin oldugunu diisiindiirmektedir.
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4.3. Mikroorganizmalarin Tm ve HRM Analizleri ile Tamlanmasi

Sirke Orneklerinden izole edilen 98 adet izolat icin Tm ve HRM analizleri
gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda, izolatlarin Tm degeri egrileri, PCA
analizleri (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2), koloni ve gram boyama o6zellikleri dikkate alinarak
tiir ve sus farkliliklarina gore 10 grup olusturulmus ve her gruptan birer tane temsili
ornek secilmistir. Cizelge 4.3‘de her bir grup i¢in, tan1 sonucu ile beraber genetik
benzerlik orani, sekans ID numarasi ve temsil ettigi toplam sus sayisi ilgili sus

numaralar da verilerek gosterilmistir.

Sekil 4.1 incelendiginde amplikonlara ait erime aralifinin 75-90°C arasinda degistigi
gozlenmektedir. Farkli suslara ait erime degerlerinin sayisal karsilig1 ise ilgili program
kullanildiginda detayli olarak goriilebilmektedir. Denemede kullanilan Rotor-Gene Q
cihazinin bir seferde yapabildigi maksimum numune sayis1 72 oldugundan, o6rnekler
gruplara boliinerek calisilmistir. Calisma sonunda 98 izolatin tiimiine ait veriler

degerlendirilmek iizere birlestirilmis ve gruplandirilma ¢aligmalarinda kullanilmastir.

Sekil 4.2. 21-62 numarali izolatlara ait Tm degeri egrileri
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Sekil 4.3. 56-100 numarali izolatlara ait PCA analizi

Erime analizlerinde (melting), amplikonun erime sicakhigi farkliliklarindan
yararlanilarak izolat farkliliklari da anlasgilmaktadir. Real-Time PCR kullanilarak
yapilan bu analizler, cihazin numunelere ait floerasan Ol¢timii ile elde ettigi farkli
verileri degerlendirme esasina dayanir. Ancak cihaz olduk¢a fazla sayida veri
tirettiginden, bunlarin degerlendirilmesi ©6zel programlar yardimiyla yapilmaktadir.
Benzer sekilde burada da, farkli erime tablolar1 ve bunlara ait olduk¢a fazla Excel
dosyalar1 var olmakla beraber, tiim bu verilerin detayli olarak calismalarda verilmesi
anlagilabilirlik ve sadeligin saglanmasi agisindan olanaksizdir. Sekil 4.2’de 56-100
numarali izolatlar i¢in elde edilen tiim veriler kullanilarak (Rotor-Gene ScreenClust

HRM Software, QIAGEN, Hilden, Germany) olusturulmus PCA analizi goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. GYC agar izolatlarinin tan1 sonuglari

johnsonii

g S x = _ = En i :‘%0 E §
< v 9 A = n 5 g © = <
C —
g7 =2 g @ % g 8 Z
1 | Bacillus sp. %100 | JN819585.1 2 |89
HM566796.1 2,3,4,5,6,7,10,11,12,13,14,
_ 15,16,17,18,19,20,21,22,
Bacillus sp.
2 %99 36 | 23,24,25,26,27,28,32,33,
34,35,38,39,43,50,51,53,
54
Acetobacter AB665065.1 1,29,30,31,36,40,41,42,45,
3 ) ’ %99 15
okinawensis 46, 47,48,49,52,55
KX832701.1 56,57,58,59,60,61,62,64,
o 65,66,67,71,72,73,74,76,
Brevibacillus
4 ) %98 35 |77,79,80,81,82,83,86,87,
parabrevis
88,89,90,91,92,93,94,95,
96,99,100
Paenibacillus KX025137.1 63,68,75
5 %99 3
sp.
Paenibacillus 69,78
6 %99 FJ666319.1 2
sp.
Lactobacillus KF029502.1 97,98
7 ) %99 2
casei
Acetobacter MF179553.1 70
8 ) %97 1
pasteurianus
9 | Bacillus sp. %99 KY243896.1 1 |84
Acinetobacter KY606925.1 85
10 %99 1

Alt1 ¢izili suglar ayn1 fingerprint 6zelligi gosteren grubu temsilen tanida kullanilan suslar1 gostermektedir.




50

Tani1 sonuglari elde edilen mikroorganizmalarin niikleik asit dizilimleri ve kromotogram

goriintlilerinin belli bir kismi1 sekans ID numarasi ile birlikte EK 1°de verilmistir.

Real-Time PCR ile yapilan tanilama sonucunda 98 susun DNA parmakizi
degerlendirilmis ve 7 farkli sus oldugu goriilmistiir. Sirke 6rneklerinde hakim floray1
Bacillus sp. (%39,8) ve Brevibacillus parabrevis (%35,7) suslarinin olusturdugu; ikinci
hakim floranin Acetobacter okinawensis (%15,3) asetik asit bakterilerinden olustugu
tespit edilmistir. Asetik asit bakterileri izolatlarinin sekiz O6rnekten (%19,5) izole
edildigi yapilan kayitlarda gozlenmistir. Tanida tespit edilen Lactobacillus casei
susunun 37 numarali sirke orneginden izole edildigi belirlenmistir. Ayrica tani
sonucunda, Paenibacillus sp. ve sadece 33 numarali sirke drneginde bulunmak iizere

Acinetobacter johnsonii suslar1 da tespit edilmistir.

Calisma kapsaminda, tanisi yapilan izolatlarin biiyiik cogunlugunun asetik asit bakterisi
olmas1 beklenirken, 98 izolattan 15 tanesinin Acetobacter okinawensis ve 1 tanesinin de
26 numarali Ornekten izole edilen Acetobacter pasteurianus oldugu goriilmiistir.
[zolasyonda gram pozitif bakterilere de yer verilmesi, iiriiniin mikrobiyotasinin ortaya
cikarilmasi agisindan da 6nemli olmustur. Boylece iki 6nemli veri elde edilmistir.
Bunlardan birincisi, GYC gibi sadece renk degisimine gore sayimin yapildig
besiyerlerinde direk olarak renkli kolonilerin (sar1 ve yesil) asetik asit bakterisi olarak
degerlendirilmesinin yanhs oldugudur. Ikincisi, ézellikle ev tipi geleneksel iiriinlerde
fermantasyon sartlarinin tiimiiyle kontrol edilememesinden dolayr meyve ve ¢evreden
gelen farkli mikroorganizmalarin da mikrobiyotanin bir pargasi oldugu ve belki de
asetik asit bakterilerinin gelismelerini sinirlandirdigi gercegidir. Cizelge 4.4’de GYC

agara ekimi yapilan sirke 6rneklerinden elde edilen izolatlar goriilmektedir.



Cizelge 4.4. GYC agara ekimi yapilan sirke oérneklerinden elde edilen izolatlar

Ornek No | Sirke Cesidi Bakteri izolat1

1 Elma Sirkesi Bacillus sp.

2 Elma Sirkesi Acetobacter okinawensis
Bacillus sp.

3 Uziim Sirkesi Bacillus sp.

4 Salgam Sirkesi Bacillus sp.

5 Elma Sirkesi Acetobacter okinawensis
Bacillus sp.

6 Elma Sirkesi -

7 Uziim Sirkesi -

8 Uziim Sirkesi Bacillus sp.

9 Uziim Sirkesi -

10 Elma Sirkesi -

11 Uziim Sirkesi -

12 Uziim Pekmezi Sirkesi -

13 Uziim Sirkesi Acetobacter okinawensis
Bacillus sp.

14 Elma-Nar Sirkesi Bacillus sp.

15 Kirmizi Lahana Sirkesi Bacillus sp.

16 Uziim Sirkesi -

17 Bal Sirkesi Acetobacter okinawensis
Bacillus sp.

18 Incir Sirkesi Acetobacter okinawensis

19 Siyah Uziim Sirkesi Acetobacter okinawensis
Bacillus sp.

20 Kayis1 Sirkesi Bacillus sp.

21 Limon Sirkesi -

22 Kusburnu Sirkesi Acetobacter okinawensis

Brevibacillus parabrevis
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23 Uziim Sirkesi -

24 Elma Sirkesi Brevibacillus parabrevis

25 Elma Sirkesi Brevibacillus parabrevis
Paenibacillus sp.

26 Hurma Sirkesi Acetobacter pasteurianus
Brevibacillus parabrevis
Paenibacillus sp.

27 Enginar Sirkesi Brevibacillus parabrevis
Paenibacillus sp.

28 Alig Sirkesi Brevibacillus parabrevis

29 Uziim Sirkesi -

30 Elma Sirkesi Bacillus sp.
Brevibacillus parabrevis

31 Elma Sirkesi Brevibacillus parabrevis

32 Dut Sirkesi -

33 Dut Sirkesi Acinetobacter johnsonii
Brevibacillus parabrevis

34 Elma Sirkesi -

35 Uziim Sirkesi Brevibacillus parabrevis

36 Elma Sirkesi Brevibacillus parabrevis

37 Elma Sirkesi Lactobacillus casei

38 Elma Sirkesi Brevibacillus parabrevis

39 Uziim Sirkesi -

40 Armut sirkesi Brevibacillus parabrevis

41 Elma Sirkesi Brevibacillus parabrevis

- o izolat elde edilemedi

Orneklerden elde edilen izolatlara bakildiginda sekiz adet 6rnekten (2, 5, 13, 17, 18, 19,
22, 26 numarali Ornekler) asetik asit bakterisinin izole edildigi goriilmektedir. Bu

orneklerin asitlik degerleri ve orneklerden izole edilen asetik asit bakterileri dikkate
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alindiginda; 6rnegin asitlik degerinin yiiksek ¢ikmasi ile ornekte asetik asit bakterisinin
bulunmasi arasinda paralel bir iliski kurulamamistir. Ciinkii diistik asit degerlerinin
oldugu orneklerde bile asetik asit bakterilerinin izole edildigi (2, 5, 17, 18, 19); buna
karsilik bazi yiiksek asit degerlerinin oldugu 6rneklerde asetik asit bakterilerinin izole
edilmedigi (7, 8, 9, 11, 12, 16, 27, 28, 32) tespit edilmistir. Yiiksek oranda asit igerigine
sahip olan 7, 9, 11, 12, 16, 32 numarali sirke Orneklerinin mikrobiyolojik ekim
sonuglara bakildiginda tiim besiyerlerinde <1 log kob/ml olmasi, sirke orneklerine
fermantasyondan sonra 1s1l islem uygulandig1 veya pH’y1 diisiirmek amaci ile disaridan
sirke vb asit ilavesi yapildigi ihtimalini giiclendirmektedir. Yiiksek asetik asit icerigine
sahip olan 8, 27, 28 numarali 6rneklerde ise Bacillus sp., Brevibacillus parabrevis,
Paenibacillus sp. suslarinin baskin olmasi bu bakterilerin sporlu oluslar1 nedeni ile canli

kaldiklarini diisiindiirmektedir.

Bacillus cinsi bakteriler, Bacillaceae familyasina dahil olup, gram pozitif (baz1 tiirleri
degisken), aerobik veya fakiiltatif anaerobik, spor olusturan, c¢ubuk seklinde
bakterilerdir. Cogunlukla mezofilik olmakla birlikte psikrotrof ve termofilik tiirleri de
vardir. Endospor olustururlar. Bacillus cinsi igerisinde insanlar ve hayvanlar igin
patojen olan B. anthracis, B. subtilis, B. cereus tiirleri ve saprofit tiirler bulunur.
(Anonim 2012; Anonim 2018a). Brevibacillus ve Paenibacillus cinslerinin ayni familya
(Paenibacillaceae) igerisinde olduklari, toprak kokenli olduklart ve spor olusturduklari
bildirilmektedir. Brevibacillus cinsi bakteriler ¢evrede ¢ok yaygin olarak bulunan gram
pozitif hiicre duvarina sahip bakterilerdir. Paenibacillus cinsi bakteriler, cubuk seklinde,
gram pozitif veya gram degisken, aerobik veya fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. (Vos
et al. 2009; Panda et al. 2014; Grady et al. 2016; Saez-Nieto et al. 2017). Acinetobacter
cinsi bakteriler ise topraklarda ve sularda yaygindirlar. Gram-negatif, kokobasil ve
hareketsiz  bakterilerdir (Anonim 2018b). L. casei gram pozitif, fakiltatif
heterofermantatif, fakiiltatif anaerob, hareketsiz, spor olusturmayan, ¢ubuk seklinde bir
bakteridir. Aside toleranshidir. Cig ve fermente siit iiriinlerinden, taze sebzelerden,
bitkisel fermente iiriinlerden, insanlarin ve diger sicakkanlilarin sindirim sisteminden,
anne siitiinden, hatta toprak ve g6l gibi ¢esitli habitatlardan yaygin olarak izole

edilmistir (Somer vd 2012).
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Ayrica denemeler sirasinda, sirke mikrobiyotasinda yer alan ve PDA besiyerinden izole
edilen 54 adet mayanin mikroskobik incelemeleri yapilmis ancak tanilama iglemleri
gerceklestirilmemistir. Maya izolatlar1 ileriki calismalarda kullanilmak iizere, %80

gliserol esliginde LB Broth (Luria Bertani) igerisinde -80°C’de muhafaza edilmistir.
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5. SONUC

v Arastirmada, geleneksel yontemlerle iiretilmis 41 adet sirke 6rnegi temin edilmis
olup, orneklere ait kimyasal ve mikrobiyolojik analizler gergeklestirilmistir. Kimyasal
analizlerden pH ve asitlik tayinleri yapilmistir. Mikrobiyolojik analiz olarak, 6rneklerde
toplam aerobik mezofilik bakteri, maya-kiif, enterokok, koliform bakteri, muhtemel
asetik asit bakterisi sayimlar1 yapilmis ve farkli koloni 6zellikleri dikkate alinarak GYC
besiyerinden (Glukoz-Yeast extract-Calsium carbonat) 98 adet bakteri izolati elde
edilmistir. Elde edilen saf kiiltiirler %20 gliserol esliginde LB Broth (Luria Bertani)
besiyeri icerisinde -80°C’de depolanmustir. Izolatlar Real-Time PCR teknigi
kullanilarak Tm ve HRM analizleri yardimiyla siniflandirilmis ve grubu temsil eden

izolatlarin 16S rDNA bolgesi hedef alinarak tanilar1 gerceklestirilmistir.

v Yapilan denemeler sonucunda, sirke orneklerinin mikrobiyotasinda bulunan
mikroorganizma ortalamalari su sekildedir: Toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi
3,53 log kob/ml; maya-kiif sayis1 2,87 log kob/ml; koliform bakteri sayisi 0,17 log
kob/ml; enterokok sayisi 0,95 log kob/ml; muhtemel asetik asit bakterisi sayist 2,79 log
kob/ml’dir.

v Aktan ve Yildirim (2011), sirkenin pH degerinin igerdigi asit oranina baglh
olarak 2,0 ile 3,5 arasinda degistigini ve meyve sirkelerinde asetik asit miktarinin 41-99
g/L oldugunu bildirmistir. Dolayisiyla, sirke 6rneklerinin pH degerlerinin genel olarak
beklenen diizeyde oldugu gozlenmis, asitlik diizeylerinin ise sadece on bir ornekte
istenen seviyede oldugu belirlenmistir. pH diizeylerinin istenen seviyede olmasinda,
sirke yapiminda kullanilan meyvelerin etkisinin oldugu disiiniilmektedir. Asitlik
diizeyinin diisiik olmas ise tirlinlerde asetik asit fermantasyonunun c¢ok az gergeklestigi

veya ger¢eklesmedigi kanaatini gliglendirmektedir.

v [zolasyonu yapilan 98 adet bakterinin koloni dzellikleri, Tm ve HRM analizleri

dikkate alinarak 10 grup olusturulmus ve elde edilen tani1 sonuglarina gére bu 10 grubun
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baskin olarak sirasiyla; Bacillus sp., Brevibacillus parabrevis, Acetobacter okinawensis,
Paenibacillus sp., Lactobacillus casei, Acetobacter pasteurianus, Acinetobacter
johnsonii olmak tizere 7 farkli sustan meydana geldigi gézlenmistir. VVos et al. (2009),
Brevibacillus ve Paenibacillus cinslerinin aym1 familya (Paenibacillaceae) igerisinde
olduklarini bildirmistir. Ayrica Paenibacillus ve Brevibacillus cinslerinin toprak kdkenli
olduklar1 ve spor olusturduklari da literatiirde gegmektedir (\Vos et al. 2009; Grady et al.
2016). Dolayisiyla, arastirdigimiz sirke Orneklerinde bu iki cinsin bulunmasi, sirke
yapiminda kullanilan meyve orneklerinden sirkeye bulastiklarini ve spor olusturarak
asetik asit fermantasyonundan sonra da yasamlarini devam ettirdikleri kanisini
giiclendirmektedir. Grady et al. (2016), Paenibacillus cinsinin gesitli antimikrobiyal
peptidler ile bakteriyosinler iirettigini ve bocek larvalarimi oOldiiriicii etkiye sahip
oldugunu bildirmesi sirke florasinda bu bakterilerin bulunmasinin fayda sagladigin
gostermektedir. Ancak, 33 numarali 6rnegimizde goriilldigi gibi, iki yil gibi uzun bir
depolama sonucunda Brevibacillus cinsi bakterilerin ortamda bulunmasi durumunda, bu
bakterinin aminoasit ve organik asitlerden alkali molekiiller {iretip sirkenin pH

degerinde yiikselmeye neden olabilmesi de s6z konusudur (Vos et al. 2009).

v Arastirmada kullandigimiz sirke oOrneklerinde, hakim florayr Bacillus sp.
(%39,8) ve Brevibacillus parabrevis (%35,7) suslarmin olusturdugu; ikinci hakim
floranin Acetobacter okinawensis (%15,3) asetik asit bakterisinden olustugu tespit
edilmistir. Asetik asit bakterilerinden Acetobacter pasterianus ise, sadece 26 numarali
ornekte tespit edilmistir. Sirke drneklerinden izole edilen asetik asit bakterisi sayisinin
daha yiiksek sayilarda olmasi beklenirken, diisiik sayilarda elde edilmesi ve sirkelerde
asetik asit miktarlarinin genel olarak diisiik diizeylerde olmasi, ev tipi sirke yapiminda

bazi sorunlar oldugunu diisiindiirmektedir.

v Izolasyonda gram pozitif bakterilere de yer verilmis, bdylece iiriiniin
mikrobiyotasinin ortaya ¢ikarilmasinda iki 6nemli veri elde edilmistir. Bunlardan
birincisi, GYC gibi sadece renk degisimine gore sayimin yapildigi besiyerlerinde direk
olarak renkli kolonilerin (sar1 ve yesil) asetik asit bakterisi olarak degerlendirilmesinin

yanlis oldugudur. Ikincisi, 6zellikle ev tipi geleneksel iiriinlerde fermantasyon
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sartlarinin tlimiiyle kontrol edilememesinden dolayr meyve ve ¢evreden gelen farkli
mikroorganizmalarin da mikrobiyotanin bir parcast oldugu ve belki de asetik asit
bakterilerinin gelismelerini sinirlandirdigi  gergegidir. Ozellikle ev tipi geleneksel
sirkelerde problemlerin goriilmesinde, medyanin gercek sirke yapimi ile ilgili yanlis
bilgilendirmelerinin etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Cilinki, arastirma siiresince sirke
yapan baz1 kisilerle temasa gecilmis, bu kisiler sirke yapimini televizyon
programlarindan O6grendiklerini ve sirkeyi nasil yaptiklarii anlatmiglardir. Sirke,
diizenli olarak tiiketildiginde antimikrobiyal, antidiyabetik, antioksidatif, antiobezite ve
antihipertansif gibi sagliga yararli etkiler gostermesi (Ho et al. 2016) sirkeye olan
ilginin her gecen giin artmasina neden olmaktadir. Artan bu ilgiye karsilik verebilmek
icin, dogru bir sirke yapimi saglanmali, sirke iretimi iizerinde daha fazla galisma
yapilmali ve geleneksel sirke {iretimi standart bir seviyeye getirilerek endiistriyel boyuta

tasinmalidir.

v Sirke orneklerinden izole edilen bakterilerin tanisinda kullanilan Real-Time PCR
teknigi, klasik PCR yontemi ile kiyaslandiginda saglik, malzeme ve zaman agisindan da
faydalar saglamaktadir. Klasik PCR yonteminde, amplifikasyondan sonraki iiriin agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra ultraviyole 15181 altinda goriintiilenmektedir.
Agaroz jel i¢ine eklenen Ethidium Bromide’in toksik karakterde oldugu bilinmektedir.
Real Time-PCR tekniginde ise, ortamda bulunan fluoresan karakterli boyalar veya
problar sayesinde amplifikasyonun erken sathalarindan itibaren sonu¢ alinmakta ve
degerlendirme yapilabilmektedir (Anonymous 2006; Mackay et al. 2007; Rodriguez-
Lazaro and Hernandez 2013; Bekg¢i 2016). Bu kiyaslamalar yapildiginda, Real-Time
PCR tekniginin klasik PCR tekniginden daha avantajli oldugu goriilmektedir.

v Geleneksel olarak sirke iiretimini gergeklestiren kisilere, sirke olusumunun alkol
ve asetik asit fermantasyonu olmak {izere iki asamali siire¢ sonucunda meydana
geldigini bilerek {iretimlerini bu prosese gore gerceklestirmeleri 6nerilmelidir. Kapali
ortamda alkol fermantasyonu gerceklestikten sonra, asetik asit fermantasyonu igin
acikta bekletilen alkollii sivinin yiizeyinde olusan zarin dibe c¢okmesi ile sirke

olusumunun tamamlandig1 anlagilabilir. Ayrica liretim sirasinda digsaridan herhangi bir
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asit veya endiistriyel sirke miidahalesi yapilmamasi sirke florasinin korunmasi agisindan

onemli faydalar saglayacaktir.
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