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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GELENEKSEL VE ENDUSTRIYEL OLARAK URETILEN TURSULARDA
MAYA MiKROFLORASININ BELIiRLENMESI

Elif GOZUTOK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Biilent CETIN

Bu calisma, ev tipi ve endiistriyel tursu Orneklerinin maya mikroflorasini belirlemek
amactyla yapilmistir. Tursu 6rnekleri Erzurum, Hatay, Erzincan, Denizli, Rize, Mersin,
Kars, Bayburt, Malatya ve Ankara yorelerinden alinmigtir. Denemede iiriiniin gida
giivenligi ve fermantasyonda rol alabilecek muhtemel floranin belirlenmesi amaglanmus,
bu nedenle Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB), Psikrotrofilik, Pseudomonas,
Maya ve Kif (PDA ve YGC’de gelisen), Muhtemel Laktik Asit Bakterileri
(Laktokoklar ve Laktobasiller), Enterobacteriaceae, Enterekoklar, Staphylococcus
aureus sayimi gerceklestirilmistir. Sayimi yapilan mikroorganizmalarda ortalama sayi
sirasi ile; 4.58, 0.48, <1, 2.81, 2.79, 4.36, 4.49, 0.27, 2.00, <1 olarak tespit edilmistir.
Kimyasal analizlerden ise pH, asitlik ve tuz tayini yapilmis olup ortalamalar sirasi ile
3.74, %0.94, %2.29 olarak bulunmustur. Elde edilen maya izolatlar1 genetik ve API ID
32C biyokimyasal kit sistemi kullanilarak tanilar1 gergeklestirilmistir. Arastirma
sonucunda; tursu Orneklerinden 12 farkli maya susu izole edilmistir. Tiir bazinda elde
edilen sonuglarda ise; izole edilen mayalar Candida aff. sorboxylosa, Hanseniaspora
opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania exigua, Pichia barkeri, Pichia
fermentans, Pichia kudriavzevii, Pichia kluyveri ve Pichia membranifaciens mayalari

tanilanmastir.
2013, 63 Sayfa

Anahtar kelimeler: tursu, maya, fermantasyon, genetik tani



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATIONOF YEAST MICROFLORA IN TRADITIONAL AND
INDUSTRIAL PRODUCED TURSU SAMPLES

Elif GOZUTOK

Atatiirk University
Graduate Schoolof Natural and Applied Sciences

Departmentof Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Biilent CETIN

This study has been carried out to identify the microflora of tursu which were produced
by traditional and industrial methods. The tursu samples were collected from Erzurum,
Hatay, Erzincan, Denizli, Rize, Mersin, Kars, Bayburt, Malatya and Ankara regions. In
the study, Total Aerobic Mesophilic Bacteria (TAMB), Psychrotrophic bacteria,
Pseudomonas, Yeast and Mould (on PDA and YGC), Lactic Acid Bacteria
(presumptive lactic acid bacteria on MRS and M17), Enterobacteriaceae, Enterococcus
and S.aureus were counted in order to identify the microflora which have a role in food
safety, spoilage and fermentation. In sequence, means of enumerations are found; 4.58,
0.48, <1, 2.81, 2.79, 4.36, 4.49, 0.27, 2.00, <1. As of chemical analyses pH, acidity and
salt were measured. Means of chemical analyses are found; 3.74, 0.94% and 2.29%,
respectively. Identification of isolated yeast strains have been carried out by Molecular
and APl ID 32C methods. As a result, microflora of tursu samples consists of yeast
species which are Candida aff. sorboxylosa, Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora
uvarum, Kazachstania exigua, Pichia barkeri, Pichia fermentans, Pichia kudriavzevii,

Pichia kluyveri and Pichia membranifaciens.
2013, 63 pages

Keywords: tursu, yeast, fermantation, genetic identification
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1. GIRIS

Tursu, genellikle taze sebze ve meyvelerin belirli bir tuz konsantrasyonunda, kendi 6z
sularinda veya sirkeli suda laktik asit fermentasyonuna ugratilmasiyla elde edilen
fermente bir lriindiir. Geleneksel bir iiriinlimiiz olan tursu sadece tek bir metodla
iiretilmemekte 6rnegin sanayiide hermetik kapatilabilen ambalajlarda sirkeli salamurali
dolgu sivisinda 1s1 uygulamasi ile elde edilebilir. Ayrica herhangi bir salamura ve laktik
asit fermantasyonu islemine tabi tutulmadan sirkeye yatirilarak da {iiretilebilir. Bu {iriin
bazen gesni ve katki maddeleri ilavesiyle kendine 6zgii tat ve kokuya sahip, uzun siire
dayanikliligin1 koruyan bir ¢esni veya garnitiir (Sahin 1985; Calis vd 1992; Anonim
1993; Aktan vd 1998; Giiven 1998).

Laktik asit fermantasyonu, meyve ve sebzelerin muhafazasinda binlerce yildir tercih
edilen ve uygulanan bir metot olmasimnin yani sira gidalarda, 6rnegin tat, aroma ve
yaptya dair Olusturdugu 6nemli degisiklikler ile de insanlar tarafindan tiiketilebilirligi
oldukga yiiksek gidalarin {iretimine olanak veren bir islemdir. Bu islemin uygulandig

gidalar arasinda tursu 6nemli bir yer tutmaktadir (Aktan 1998).

Tursu, kis sofralarimizi zenginlestiren, yiizyillarca Tirk kiiltiiriindeki yerini
koruyabilmis, mutfagimizin vazgecilmezlerinden olan geleneksel iiriinlerimizden biridir

(Akbas 2006).

Tursu yapiminda hammaddenin sadece renk, tat ve kokusu degil, kimyasal yapisinda da
onemli degisiklikler meydana gelmektedir ve tiimiiyle degisik goriiniis ve tada sahip bir
tirlin ortaya ¢ikmaktadir (Sahin 1997). Bu 6zelliginden dolayr da giiniimiizde fermente

gidalarla birlikte {iriin ¢esitliligi de artmistir.

Tursu eger teknigine uygun olarak iretilirse gidalardaki hastaliklara sebep olan
mikroorganizmalarin gelisimini 6nleyerek gida giivenligini de artirabilmektedir. Ayrica

tursu ilretim maliyetinin diigsiik olmasi ve birgok iriiniin lezzetinin fermantasyon



teknolojisiyle olusmasi, giineste kurutma veya 1sitma islemleri gibi evde bile

gerceklestirilebilmesi nedeniyle tercih edilir (Nout 2001).

Tursu ve tursu teknolojisi sebzelerin ve meyvelerin bol bulundugu mevsimlerden, daha
az oldugu veya hi¢ bulunmadigi mevsimlere kadar dayandirilmasi ¢abalariin sonucu

olarak bulunmus, uzun ve zengin bir tarihe sahiptir (Sahin 1997; Aktan vd 1998).

Tursu Farsca kokenli “torsh” kelimesinden gelir ve “sour” yani “eksi” anlamindadir
(Kabak, 2011). Uretiminin ilk kez nerede, ne zaman ve nasil basladig1 bilinmemektedir.
Ancak ekmek, bira, sarap ve sirke gibi bir¢ok yiyecek ve icecekte laktik asit
fermantasyonu kullanilmakta oldugu disiiniiliirse milattan 7000 yil 6ncelerine giden
bulgulara rastlandigi goriilmektedir (Sahin 1997; Aktan vd 1998; Ross et al. 2002).

Fermantasyon yapan mikroorganizmalarin olusturdugu enzimler, substratlar1 gesitli
degisimlere ugratarak; tat-koku ve goriinlis agisindan tliketim cazibesinin artmasini,
istenmeyen Ogelerin pargalanmasini, iirlin kalitesinin diizelmesini, besleyici degerinin

ve sindirilebilirliginin artmasini saglamaktadir (Ulu 2001).

Ulkemiz orta kusakta bulunan bir iilke olmas1 sebebiyle, iklim istekleri farkli sebzelerin
ve meyvelerin fazla miktarlarda iiretilmesine uygundur. Dolayisiyla hammadde
yoniinden oOlusan bu zenginlik tursuculugun gelismesinde Onemli istiinliik
saglamaktadir (Sahin 1985; Giiven 1998; Aktan vd 1999; Ova 2002). Ozellikle sebze ve
meyvelerin bol bulunduklart mevsimde fermente edilen meyve ve sebzeler tursu
yapilarak az veya hi¢ bulunmadiklari donemlere kadar muhafaza edilebilmektedir
(Ozgelik ve Ulu 2002). Boylece iiriinlerin, zamana bagl kalmaksizin tiiketimi

saglanabilmektedir (Dursun 2010).

Tursu iiretiminde kullanilan sebze ve meyvelerin basinda hiyar, lahana, biber, patlican,
domates ve fasulye gelmektedir (Ova 2002, Aktan vd 1999). Ayrica, iilkemizde farkli
yore veya bolgelerde degisik meyvelerden yapilmis tursulara rastlamak da miimkiin

olmaktadir (Sahin 1997). Bu degisiklikte bdlgelerimizin sebze iiretim miktarlari ve yore



halkiin tiiketim zevki etken olmaktadir. Bunun yaninda tiiketici zevki, ayni sebzeden
tiretilen tursularin bile ¢ok degisik olmasina neden olabilmektedir (Sahin 1985). Ortaya
cikan geleneksel fermente gidalar, iiretim bolgelerindeki dogal floradan kaynaklanan
karakteristik oOzellikler ve bolgelere has iiretim yontemlerindeki farkliliklarla onem
kazanmaktadir (Dursun 2010). Ornek olarak taze fasulye, kizilcik, kavun (kelek), elma
(ham yesil), zeytin (yesil), erik (ham yesil), salgam (ham yesil), kayis1 (ham yesil),
kereviz yapragi, seftali (ham yesil), bamya, badem (ham yesil), karnabahar, armut
(ahlat), brokoli, kizilcik, tiziim (koruk), kapari (iri boylar), kiraz, visne verilebilir (Aktan
vd 1998).

Tiim bu bilgilerin yaninda diinyada ve Tiirkiye’de tursu iiretiminde kullanilan sebzelerin
basinda hiyar gelmektedir. Son yillarda 6zellikle Amerika’dan baslayarak, Japonya’ya,
Avrupa’ya ve tiim diinyada yayilan hazir yemek tipi gidalarin tiiketim aliskanliklar
hiyar tursusu tiiketimini bilyilk boyutlara getirmistir. Hiyar tretimini tarihini
inceleyecek olursak ilk olarak sofralik hiyar ile baglamis ve 1900 yilindan itibaren
tursuluk hiyar yetistiriciligine gecilmis ve ¢ok biiyilikk miktarlara ulagmistir. Tursu
tiretiminin endiistriye gecisi de ayni tarihlerde baglamistir (Aktan vd 1998).

Tursu tiiketimi son yillara kadar ticari boyuttan uzak, evlerde iiretilen bir {iriin ve kiiciik
capta bir ekonomik kazan¢ kaynagi olarak goriilmiistiir. Ancak artan niifus, gelisen
toplumsal yapi, i¢ satimin yaninda dig pazara yonelik talep ve insanlarin ilgisiyle
birlikte tursuya olan bu bakis acis1 degismis ve tiiketimi artmustir. Ozellikle i¢ pazardaki
tiketicinin bilinglenmesi ve disa yonelik talebin artmasiyla birlikte tursunun, gida
sanayisindeki 6nemi anlagilmistir. Ticari anlamdaki yaklasim da, buna bagli olarak
farklilasmis ve dnem kazanmistir. ABD’de tursularin artan taleple birlikte, mevcut
marketlerdeki piyasa degeri iki milyar dolarin iizerinde oldugu bildirilmektedir (Breidt
et al. 2007). Boyle bir ticari 6neme sahip tursu lizerinde endiistriyel boyutta bir iiretime,
standart iretim tekniklerinin olusturulmasina ve kaliteli iriin elde etmeye yonelik

caligmalarin yogunlastirilmasi biiyiik anlam ve 6nem tagimaktadir.



Tiirkiye diinyada 6nemli bir tursu iireticisi konumundadir. Yukarida bahsedildigi lizere
hammadde bakimindan {ilkemizin sahip oldugu ¢esitlilik tursu endiistrisinin gelismesi
icin 6nemli Ustiinliik saglanmistir. Tursu iiretimi 1980’11 yillara kadar kiigiik yerlesim
birimlerinde tamamen, kentlerde ise kismen evlerde yapilmaktaydi. Biiyiikk yerlesim
merkezlerine yakin yorelerde de kiiciik kapasiteli tursu isletmeleri faaliyet
gostermekteydi. Giliniimiizde tursu hemen hemen her evde yapilan ve zevkle tiiketilen
bir triinimiiz olmasi yaninda, bazi yorelerimizde aile isletmelerinde ticari olarak
yapildig1 gibi, biiyiikk ve modern tesislerde de konserve tursular hem i¢ piyasa hem de
dis piyasada satisa sunulmaktadir. Ozellikle kornison tursusu biiyiik gida isletmelerinde
tiretilmekte ve tamamina yakin kismi ihrag edilmektedir (Sahin 1985; Aktan vd 1998;
Giliven 1998; Ulu 2001, Siiriicioglu ve Ozcelik 2003). Giiniimiizde fermente sebze
tireten igletmelerin sayis1 olduk¢a artmigtir. (Aktan vd 1999; Ova 2002). Tursu liretimi

Tiirkiye gida sektoriiniin en 6nemli kollarindan biri haline gelmistir (Aktan vd 1998).

Ulkemizde yilda 28 milyon kavanoz hazir tursu tiiketilmekte olup ihracat 160 milyon
kavanozu bulmaktadir. Ekonomik biiyiikliigii 215 milyon Euro’ya ulasan sektorde,
thracat 170 milyon Euro’ya ulagmaktadir. Yedi biiylik iireticinin, 100’{in iizerinde de
kiiglik aile isletmesinin faaliyet gosterdigi pazarda, i¢ tiiketimin yarisini agikta satilan
tiriinler karsilamaktadir. Sektor gelisimi incelendiginde kornison iiretiminin hizla arttigi
ve ambalajli iriinlerin piyasa genelinde paym artirdigi gézlenmektedir (Celebi 2007).
Uluslararas: ticarette tilkemiz olduk¢a 6nemli bir paya sahip olup ozellikle Hindistan

orta ve uzun dénemde 6nemli bir rakip olarak dikkat ¢cekmektedir.

Bir bagka kaynaga gore; iilkemizde konserve meyve ve sebze kapsaminda incelenen
grup icinde en dnemli ihracat sektorii tursulardir. 2003 yilinda konserve meyve ve sebze
ihracat miktar1 252.121 ton seviyesine yiikselirken deger olarak da 199 milyon dolar
seviyesine ulasmistir. Bu ihracatin %401 tursu ve salamura zeytin ihracatindan

olusmaktadir (Y1lmaz 2008).

Her ne kadar modern gida teknolojisi, giiniimiiziin yiiksek kalite ve hijyen standartlarin

yiikseltmis Olsa da bu eski prosesin prensipleri hemen hemen hi¢ degismemistir.



Endiistriyel toplumlarda ¢esitli fermente gidalar ¢ekici aromalar1 ve besleyici
ozellikleriyle tiiketiciler tarafindan her gegen giin artan oranlarda tercih edilmektedir
(Nout 2001).Tiim bunlara ragmen ozellikle kiigiik yerlesim birimlerinde yasayan halkin
ihtiyacim1  kendi TUretimleriyle karsilamalar1 i¢ pazar kosullarini olumsuz yonde

etkilemektedir (Giiven 1998).

Fermentasyonun tuzlama ile birlikte biyoteknoloji uygulamalari igerisinde bilinen en
eski gida isleme ve koruma yontemlerinden biri hatta ilki oldugu belirtilirken (Fleming
ve McFeeters 1981; Borgstorm 1986; Nout 2001; Li 2004) fermente gidalarin da
insanlar tarafindan ilk tiiketilen gidalardan oldugu tahmin edilmektedir (Nout 2001;
Ross et al. 2002; Li 2004; Hutkins 2006). Fermantasyon, kurutma ve tuzlama ile birlikte
gidalarin saklanmasinda en etkili yontemlerden biridir. Etanol, asetik asit, laktik asit
gibi c¢esitli fermantasyon uygulamalart 6000-10000 yildan fazla siiredir kullanilan bir
yontemdir (Holzapfel 1997, 2002; Beukes et al. 2001; Hutkins 2006). 1970°1i yillardan
bu yana, biyoteknolojik uygulamalarin gelismesine bagli olarak, fermente gidalarin
tilketimi oldukga artig gostermistir (Board et al. 1995). Bu artisin nedeni tiiketiciler i¢in
fermente {riinlerde ilgili mikroorganizmalarin var olmasi ve bu mikroorganizmalarin
metabolitlerinin liriin gilivenligi agisindan sorun teskil etmemesi ve bu tiir gidalarin

saglikli ve dogal olduklarini diistinmeleridir (Mavhungu 2005).

Fermentasyon, gelismekte olan tropikal bolgelerdeki iilkelerde gida islemede en 6nemli
segenek haline gelmektedir. Evlerde veya sogutma, dondurma ve konserveleme gibi
ekonomik bakimdan ve kolay erisilebilirlik gibi imkanlarin olmadig:r durumlarda, gida
muhafazas: i¢in uygulanabilirligi pratik, fazla enerji ve isgiicii gereksinimi olmayan
kullanigh bir tekniktir. Fermantasyon, iriinlerin organoleptik ve besinsel ozelliklerini
gelistirebilen, lezzet bakimindan farkli tatlarin olugsmasina imkan saglayan, insan
sagligina yararl bilesikler ile faydali gidalar sunabilen ve tiiketim alani olarak genis
yelpazeye sahip iriinler ortaya koyabilen bir gida isleme yontemi olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Steinkraus 1983; Nout 2001).



Fermantasyon; fruktoz, glukoz ve sakkaroz gibi sekerlerin pargalanmasiyla 6zellikle
laktik asit gibi ¢esitli asitlerin olugmasi ile gerceklesir. Baslangig, birincil fermentasyon,
ikincil fermentasyon ve fermentasyon sonrasi olmak iizere 4 basamaktan Olusur

(Cizelgel.1) (Daeschel et al. 1987; Aktan 1998).

Cizelge 1.1. Tursu fermantasyonu asamalar1 (Daeschel et al. 1987; Aktan 1998)

Basamak Baskin Mikroorganizma
1- Baslangig Cesitli Gram (+) ve Gram (-) bakteriler
2- Birincil fermantasyon Laktik asit bakterileri ve mayalar
3- ikincil fermantasyon Mayalar

a) Agik tanklarda; salamura ylizeyinde oksidatif
4- Fermantasyon sonrast mayalar, kiif ve bakteriler
b) Anaerobik tanklarda; mikrobiyal etkinlik yoktur.

Cizelgel.1’de fermantasyonun baslangi¢c asamasinda sebzenin kendisinde olan fakiiltatif
veya mutlak anaerobik bakteriler bulundugu goriilmektedir. Bu asamada ortama hakim
olan laktik asit bakterileri pH’y1 diigiirerek gram (-) ve sporlu bakterilerin gelisimi
engellemektedir (Aktan 1998).

Birincil fermantasyon asamasinda ortamdaki seker bitene dek veya asit inhibasyonu
meydana gelinceye kadar fermantatif laktik asit bakterileri ve mayalar ortama hakim
olmaktadirlar (Aktan 1998).

Gida fermantasyonunda rol alan LAB’ler; Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Weisella’dir (Wessels 2004). Farkli filogenetik sinifa dahil olmasina
ragmen bazi arastirmacilar probiyotik rollerinden dolayr Bifidobacterium cinsini de
laktik asit bakterilerine dahil etmektedirler (Temmernan et al. 2004; Trias et al. 2008).
Onemli mayalar ise Saccharomyces spp., Kluyveromyces spp. gibi fermantatif mayalar
ve Hansenula spp., Pichia spp., Candida spp., Debaryomyces hansenii gibi oksidatif



mayalardir. Bazi hammaddelerde bunlara ilave olarak, mezofil aerob bakteriler,

koliform bakteriler ve farkli mayalar da katki yapabilir (Harris 1998).

Ikinci fermantasyon asamasinda ise laktik asit bakterileri diisen pH’dan dolayr ortami
fermantatif mayalara birakmaktadirlar. Fermantatif mayalar ise ortamda kalan sekeri ve

laktik asidi kullanmaktadir (Aktan 1998).

Fermantasyon sonrasi asamasinda ise artik oOrtamda higcbir karbonhidrat kaynagi
kalmadigi i¢in anaerobik sartlarda hi¢bir mikroorganizma gelisimi s6z konusu degildir.
Yiizeyi havayla temas eden tanklarda oksidatif mayalar, kiifler ve bozulma yapan bazi
bakteri tiirleri gelismektedirler (Aktan 1998).

Mayalar ¢ok eski zamanlardan beri gida endiistrisinin bir¢ok alaninda 6nemli rol
almiglardir. Bitki doku yiizeylerinde yasayan mayalar tek hiicreli 06karyotik
mikroorganizmalardir. Mayalar 1500’tin iizerinde tiirii olan fakiiltatif aneorobik
canlilardir. Genellikle sekerce zengin substratlardan izole edilirler. Gida ve igecek
uretiminde biliyllkk Oneme sahiptirler. Bazi peynir, ekmek sarap ve sebze
fermantasyonlarinda starter kiiltiir olarak kullanilabilirler. Bunun yaninda bazi gidalarin
isleme ve muhafazasi sirasinda da bozulmalara veya arzu edilmeyen degisimlere neden

olabilirler (Arroyo-Lopez et al. 2008; Goretti et al. 2009; Savard et al. 2002).

Mayalar uygun ortamlarda yalanci misel Olustursalar da tek hiicreli, biyiik (5-8um
capinda), oval, uzun, eliptik veya yuvarlak hiicre sekilleri ile ve boliinme esnasinda
tomurcuk olusturmalart nedeniyle bakteri ve kiiflerden ayrilirlar. Eseyli veya eseysiz
cogalabilirler. Genis pH, seker ve alkol smirlar igerisinde gelisebilirler. Krem
renginden pembe kirmiziya kadar degisen renkte pigmentler olusturabilirler (Ayhan
2000; Sert 2000).

Mayalarin, “tomurcuklanma ile ¢ogalan ve sekeri alkol ve CO,’e doniistiiren tek hiicreli

mikroorganizma” klasik tanimi bu mikroorganizmalarin incelenmesinde yeterli



olmamistir. Ornegin spor olusturan bazi maya tiirleri Endomycetacae veya
Saccharomycetaceae familyasina dahildir (Pamir 1984).

— Tomurcuk

Periferal Membran
Proteinleri

Cekirdek

Endoplazmik
Retikulum

Golgi Cisimcigi
Mitokondri
Endozom

Yag Graniilil Vakuolar Membran

Peroksizom Hiicre Plazma Membran
Duvan

Sekil 1.1. Maya Hiicresi (Anonymous 2013)

Tursu yapiminda gerceklesen laktik asit fermantasyonunda aktivite gosteren cesitli
mikroorganizma gruplari iiriiniin kalitesi iizerinde belirleyici rol oynamaktadir (Ozgelik
vd 1998). Tursu iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterileri iyi bir
fermantasyona yol agarak standart kalitede tursu liretimi saglar. Bunlar laktik asit ve
organik asitlerin tiretimi ile ¢ig materyalde hizli asit birikimini saglamaktadirlar. Bunun
yaninda; aroma maddeleri, bakteriyosin ve ekzopolisakkarit (EPS)’de tiretmektedirler.
Uretilen bu maddelerle gidalarin raf émrii, mikrobiyal giivenligi, tekstiirii ve albenisi
artmaktadir (Calis vd 1993; Ozcelik ve I¢ 1996; Holzapfel 1997; Leroy and De Vuyst
2004). Iyi bir fermantasyonla elde edilen tursular, zellikle kalin bagirsakta olmak iizere

insanlarda saglig1 koruyucu etki gosterdigi kabul edilmektedir (Sahin ve Akbas 2001).



Vitamin, esansiyel aminoasit ve proteinlerin biyosentezini saglayarak beslenme

acisindan da 6nem tasimaktadir (Giraffa 2004).

Maya ve kiiflerin gidalarda bir¢ok yararli yonlerine ragmen oOzellikle fermentatif
gidalarda istenmeyen sekilde gelistiklerinde liriinde yumusamaya, rengin koyulagsmasina
ve istenmeyen tat ve aroma olusumuna neden olarak raf omriinii kisaltip 6nemli
ekonomik kayiplara yol agmaktadirlar. Ayrica istenmeyen mikrobiyal bozulmaya
yumusama, ¢iceklenme, siinme, sisme ve siyahlasma neden olabilmektedirler (Aktan
1998; Savard et al. 2002; Viljoen 2006).

Ozellikle fermente edilebilir sekerler oldugunda alkolik fermantasyon yapan ve istenilen
aromatik yan {riinleri olusturan mayalar ile sekerlerin tiikendiginde bakterilerin iirettigi
asitleri oksitleyen ve post fermantasyon sirasinda yiizeyde gelisen mayalar olmak iizere
iki grup maya fermantasyonda dnemli rol oynar. Gidalardaki maya popiilasyonunda ise
tiretim sekli etkilidir. %15 ve istii yiiksek tuz konsantrasyonundaki tursular ile %5 ve
alt1 tuz konsantrasyonlarindaki diger sebze salamuralarinin maya florasi farklilik arz

eder (Pederson 1971; Etchells et al. 1975; Fleming 1982; Deak and Beuchat 1988).

Gida maddeleri ve mikroorganizmalar birbirleriyle ¢ok iligkilidir. Mikroorganizmalar
kendi yasamlarimi siirdiirecek sekilde gida iizerinde bulunurken insan sagligi acisindan
bazen olumlu bazen de olumsuz etki gosterebilmeleri, bir giday: iiretirken hem yapici
hem de bozucu faktér olmalariyla insan, gida ve mikroorganizma figliisii arasinda
onemli iliski vardir. Bu tiglii arasindaki karsilikli etkilesimin belirlenmesi gida
mikrobiyolojisi alaninda calisan bilim insanlarina 6nemli gorevler yiiklemektedir.
Ozellikle mikrobiyolojik tanmin en dogru sekilde yapilmasi ise en énemli konuyu teskil
etmektedir (Firat 2012).

Gidalarda, genel olarak mikroorganizma tani yontemleri klasik ve molekiiler olmak
tizere ikiye ayrilir. Ancak bir bakteri veya mayanin morfolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi molekiiler 6zelliklerinin belirlenmesinde olduk¢a 6nemli rol oynar. Bu da

metotlarin birbirleriyle i¢ ige oldugunu gosterir (Firat 2012).
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Klasik tan1 yontemlerinde tan1 fenotip, fizyolojik 6zellikler, besiyerinde gelisim sekli ve
hiicre morfolojisi gibi ozellikler gbz Oniine alinarak belirlenmektedir (Gadrini et al.
2001; Nunez et al. 1996). Suslarin izolasyon islemleri ardindan mikroorganizmalar
mikroskopta boyanarak ve/veya boyanmadan incelenerek morfolojik 06zellikleri
belirlenir. Belirlenen farkli koloniler saflastirilir. Saflastirilan kolonilerin  seker,
aminoasit, organik asit kullanim1 gibi biyokimyasal 6zelliklerine bakilarak tiir ve sus
ayrimi yapilir. Fakat her mikroorganizmanin beslenme sekli ayni degildir. Mesela
mayalarin beslenme sekilleri degiskendir ve mutasyona da agik 6zelliklerdir. Bu da
genetik mutasyonlarda yanlis siniflandirma ve tiplendirmeye sebep olabilecek bir veya
bircok karakteristik 6zelligin diger mayalarla karismasina neden olmaktadir. Genomda
olan bu degiskenlik de biyokimyasal ve geleneksel tan1 metotlarini yetersiz kilmaktadir

(Boekhout et al. 2003; Fernandez- Espinar et al. 2006).

Buradan da anlagilacagi gibi klasik metotlarla istenilen dogrulukta bir sonuca
ulagilamamaktadir. 1985 yilinda Poymerase Chain Reaction’in (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, PCR) kesfedilmesi ile DNA’nin hiicre digsinda ¢ogaltilabilecegi
anlagilmistir. Bu durum genetik i¢in ¢ok dnemli bir adim olmustur. Bu 6nemli adimdan
yola ¢ikilarak mikroorganizmalarin tanisi1 da saglkli bir sekilde yapilabilmektedir.
Bunun nedeni ise artik saf kiiltiirden dogrudan DNA izole edildikten sonra PCR ile
DNA’nin istenilen farkli bolgelerinin ¢ogaltilabilmesidir. Bu da tiir hatta sus bazinda

kesin bir ayrimin yapilmasina olanak saglayabilmektedir (Cetin 2012).

Gidalardaki mikroorganizmalarin tanimlanmalar1 i¢in son yillarda birgok yontem
kullanilmaktadir. Mayalarda da RFLP (restriction fragment length polymorphism),
PFGE (pulsed-field gel electrophoresis), RAPD (randomly amplified polymorphic
DNA) sikga kullanilan yontemler arasindadir (Karasu vd 2010).

RAPD metodunda, 6zgiin mikrosatelit primerlerinin kullanimi1 karisik ve c¢ok fazla
numunenin oldugu ¢alismalarda tanida oldukg¢a faydali olmaktadir. Mikrosatelitler, basit
dizi tekrarlar1 olarak, hem okaryotik hem de prokaryotik hiicrelerde bulunan, (AT)y,
(GT)n, (ATT), veya (GACA), seklindeki arka arkaya tekrar eden kisa DNA pargalaridir
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(Tautz et al. 1986; Litt and Luty 1989; Chen et al. 2011). Mikrosatelitler genom
icerisinde rastgele dagilmislardir (Un vd 2000). Bu yapilarm proteinlerin sentezinde rol
almadigi, ancak hiicrede gen regiilasyonunda, transkripsiyon ve protein

mekanizmasinda yer aldig1 diistiniilmektedir (Chen et al. 2011).

Mikrosatelitler genomda bol sayida bulunmakta oOlup rastgele dagilmis Olmalari,
laboratuvarlar arasinda paylagiminin kolay olmasi, yiiksek oranda polimorfik olmasi,
diger fingerprinting metotlarma goére daha kolay uygulanabilirligi teknigin
avantajlarindandir (Klug et al. 2009). Bunun yaninda ilk marker gelistirme isleminin
pahali ve =zaman alict olmasti ve bu markerlerin tiire spesifik olmasi

dezavantajlarindandir (Sezer 2008).

Organizmaya 6zgii mikrosatelitlerin arastirilmasi 6zellikle genetik olarak yakin canli
gruplarinin birbirlerinden ayirt edilmesinde veya popiilasyonlarda yakin zamanda
olusmus olan bir olayin izlerinin aranacagi bir durumda kullanilan 6nemli bir genetik

metottur (Togan et al. 2003).

Farkli tiir ve suslarin belirlenmesinde sadece fingerprintlerin belirlenmesi yeterli
olmamaktadir. Bu amagla standart organizmalar da es zamanl olarak benzer islemlere
tabi tutularak elde edilen fingerprintler beraber yorumlanmaktadir. Fakat bu durum
farkli mikroorganizmalarla karsilagilabilecegi, oOzellikle gida mikroflorasanin
belirlenmesi gibi ¢alismalarda daha objektif, ilave bir metod da gerektirmektedir.
Tanida gilivenligin artirilmas1 amaci ile en ¢ok kullanilan metod ise taniya yonelik
genetik bolgelerin sekans islemlerinin gergeklestirilmesidir. Bu amacla bakterilerde
genellikle 16S rDNA, maya ve kiiflerde ise ITS (internal transcribed spacer) ve26S
rRNA DI1/D2 bolgeleri kullanilmaktadir. Asagida mayalarda kullanilan ITS ve 26S
rRNA D1/D2 boélgeleri sematik olarak gosterilmistir (Deak 2008).
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NS1 ITS1 NL1
—_— e —_—
ETS ITSA ITS2
18S 5,8 D1 D2 26S
— — —
NS8 ITS2 ITS4 NL4

Sekil 1.2. Maya tanisinda kullanilan ITS ve 26S rRNA D1/D2 bélgeleri ve tiniversal

primerleri (Deak 2008)

Tursu yapimi insanlarin gida maddelerini uzun siire saklayabilmek ve az ya da hig

bulunmadiklart yer ve donemlerde, bu iirlinlerden yararlanabilmek i¢in gelistirdikleri

muhafaza yontemleri arasinda en eski olanlarindan birisidir. Geleneksel bir iiriiniimiiz

olan tursudaki bozucu mayalarla ilgili arastirma sayisi ise olduk¢a azdir (Yildiz 2011).
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2. KAYNAK OZETLERI

Tursu fermantasyonunda mikroflora, bakteriler ve mayalardan olusmaktadir. Tursu
fermentasyonunda rol alan bakterilerle ilgili ¢aligmalar az da olsa bulunabilse de

mayalar ile ilgili yapilan arastirmalar oldukc¢a azdir.

Salamura hiyarlarin laktik asit fermantasyonunu Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis olmak iizere 1i¢ g¢esit laktik asit bakterisi
gerceklestirmektedir. Yapilan bir ¢alismada (Etchells et al. 1964) salamura hiyarlarda
gelisen ve asit olusturan Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis tiirleri saf kiiltiir fermentasyonlarinda degerlendirilmistir. Sonugta
maya gelisiminin fermantasyonda rol alan laktik asit bakterilerinin gelisimini kisitladigi

gozlenmistir.

Tursuda 6zellikle ortamda fermente edilebilir sekerler oldugunda alkolik fermantasyon
yapan ve istenilen aromatik yan iirlinleri olusturan mayalar ile sekerler tiikendiginde
bakterilerin iirettigi asitleri oksitleyen ve post fermantasyon sirasinda yiizeyde gelisen
mayalar olmak iizere iki grup maya fermantasyonda dnemli rol oynar. Gidalardaki maya
popiilasyonunda tretim sekli etkilidir. %15 ve iistli yiiksek tuz konsantrasyonundaki
tursular ile %35 ve alt1 tuz konsantrasyonlarindaki diger sebze salamuralarinin maya
floras1 farklilk arz eder. Ilk olarak 1950°li yillarda yapilan calismalarla
fermentasyonlardaki flora komposizyonu tanimlanmaya baslanmistir. Yiiksek tuzlu
hiyar salamurasinda gelisim gosteren baglica maya tiirleri Candida versatilis, Candida
lactis condensii, Pichia subpelliculusa, Saccharomyces exiguus, Torulaspora
delbrueckii, Zygosaccharomyces bailii, Candida etchellsii ve Pichia anomala’dir.
Salamura yilizeyindeki zarlardan ana oksidatif mayalar Debaryomyces hansenii, Pichia
ohmeri, Zygosaccharomyces rouxii ve lIssatchenkia orientalis’dir (Pederson 1971;
Etchells et al. 1975; Fleming 1982; Deak and Beuchat 1988).
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Mayalarin sebep oldugu bozulma ozellikle pektinlerin enzimatik yikimi veya gaz
fermantasyonu sonrasi kabarma olusmasi ile yapida yumusama seklinde meydana gelir.
Cogu maya pektolitik enzimlere sahip 0olmamasina ragmen oksidatif mayalar ylizeyde
geliserek laktik asidi parcalar ve diger mikroorganizmalar tarafindan yapilan bozulmayi

kolaylastirict etkide bulunur (Etchells et al. 1975).

Hava, mayalarin istenmeyen gelisimi yoniinde etki etmektedir (Aktan 1998).
Fermantasyon sirasinda ve sonrasinda salamuranin ylizeyinde zar olusumuna imkan
verilmemeli, bu amacla salamuranin hava ile temasin1 en az diizeyde tutan kaplar
kullanilmahidir. Yiizeyde olusan zarda bulunan maya ve kiifler laktik asidi

parcaladigindan sik sik temizlenmelidir (Anonim 2007).

Tursu fermentasyonunun saglikli bir sekilde gerceklesmesi i¢in, ylizeyde zar yapan ve
iiriine zarar veren Hansenula, Torulaspora, Torulopsis, Kloeckera ve Candida cinsi

mayalarin, ayrica kiiflerin ve diger bakterilerin gelisimi 6nlenmelidir (Uylaser vd 2004).

Tursulardaki hiyarlarin yumusamasinin nedeninin belirlenmesine yonelik yapilan bir
caligmada etmenin salamura hiyarlarin i¢inde gelisen mayalar oldugu tespit edilmistir
(Costilow et al. 1980).

Konserve tipi tursu yontemi son yillarda hiyar tursusu iiretiminde en ¢ok uygulanan
yontemdir. Islem taze hiyarlarin fermantasyona ugratilmadan dogrudan kavanoz veya
teneke kutulara alinip asit ve tuzdan olusan salamuralari konarak pastorize edilmesi
esasina dayanir. Ayrica bazi hallerde iglerine seker katildigi da goriiliir. Ancak tath
tursu olarak adlandirilan bu sekerli ve yapay tatlandiricili tursu tiretimi ¢ok azdir. Her

gecen giin daha da azalmaktadir. (Aktan vd 1998).

Cetin (2011) tursuda aroma gelisimi saglamak ve probiyotik dzellik kazandirmak amaci
ile irtine Lactobacillus plantarumsusunu ilave etmistir. Denemede ilk baslarda sirke

ilavesiyle de diisiik bir pH saglanarak rekabet¢i mikrofloranin gelisimininin kisitlandigi
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goriilmiistiir. Depolamanin 60. giiniine kadar iiriin probiyotik 6zelligini korurken maya

gelisimi nedeni ile tiiketilebilirligini kaybettigini rapor etmistir.

Bir diger ¢alismada hiyar tursusunda karisik kiiltiir fermantasyonunda Saccharomyces
cerevisiae ve Saccharomyces rosei’yi Lactobacillus plantarum ile birlikte
kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede seker kullanimi ve her bir
mikroorganizmanin hiicre sayisi ve inokiilasyon zamanindan etkilenildigi goriilmiistiir.
Es zamanlarda aymi miktarlarda maya ve bakteri veya bakterilerden 6nce mayalar
eklendigi zaman seker fermantasyonunun 28°C’de 6 giinde tamamlandig1 goriilmiistiir.
Sadece L.plantarum eklendiginde veya diisiik sayida maya eklendiginde ise seker
fermantasyonu durmustur. Mayalar ortamdayken NaCl konsantrasyonuna direk bagli
olarak gliserol tiretildigi goriilmiistiir. Bu nedenle de asitligin kontrol edilmesi gerektigi
ve fermantasyonda mayalarin kullanilabilirliginin avantajlar belirtilmistir (Daeschel et

al. 1988).

Samsun piyasasinda satis1 sunulan 9 teneke ambalaj materyali ile agik olarak satilan, 8
poset ambalaj materyali icinde ve 14 cam kavanoz ambalaj materyali i¢inde ve ev
Olceginde iiretilen hiyar tursularinin bilesimi saptanmak istenmistir. Bu bilesimin TS
11112 standardina uygun olup olmadig tespiti i¢in kavanoz ambalaj materyali iginde
bulunan hiyar tursularinda briit agirlik, net agirlik, tepe boslugu, doldurma orani, stizme
agirhigr ve net agirlikta siizme agirligi analizleri, piyasadan satin alinan teneke tursu,
poset tursu, kavanoz tursu ve evlerden toplanan hiyar tursularinin tiimiinde fiziksel
olarak en-boy olgiimii, renk analizi ve havaya duyarlilik analizleri; tursularin
salamuralarinda asitlik, pH, ucucu asit, ugmayan asit, tuz ve seker, kuru madde ve C
vitamini analizleri; kat1 kisitmlarinda ise asitlik, pH, tuz, kuru madde ve seker analizleri
yapilmistir. Kavanoz tursularin net agirlikta siizme agirhigr oranlarn TS 11112
standardina uygun Olmadig1 bulunmustur. Ayrica ev tursularinin ugucu asit miktar
diger tursu gruplarina gore daha diisiik (p<0.01), ugmayan asit miktari ise daha yiiksek
(p<0.01) bulunmustur. Sonuglar dikkate alindiginda ev tursularinin  dogal

fermantasyonla yapildig1 kanaatine varildigi bildirilmistir (Cingdz 2005).
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Bir diger calismada %3, %4 NaCl ve 0,025, 0,05 M Ca-asetat iceren salamuralarda
fermente edilen hiyar tursulari, farkli depolama sicakliklarinda (4, 20°C) ve degisik
stirelerde (3, 6 ay), pastorize edilerek (70 °C, 15 dakika) ve edilmeden depolanmustir. 3
ve 6 ay depolama sonunda, salamuradaki kimyasal ve mikrobiyolojik degismeler ve
hiyar tursusunun doku sertligi belirlenmistir. Salamuraya ilave edilen Ca-asetat hiyar
dokusu sertligini %26,91 diizeyine kadar artirirken, Ca-asetat icermeyen salamura
icerisinde depolanan hiyar tursularinda %37,93 diizeyine kadar ulasan yumusama
gbzlenmistir. Pastorizasyon islemi (70°C, 15 dakika) laktik asit bakterisi ve maya
gelismesini engellemis, ayn1 zamanda, hiyar dokusu sertliginin korunmasina yardimeci

olmustur (Ozcelik vd 2000).

Kazanc’nin (2008) yaptigi bir diger ¢alismada %8 tuz, %0.4 CaCl, igeren stok
salamuraya asit diizenleyici olarak asetik, sitrik ve laktik asitler %0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1,0
oranlarinda ilave edilerek hazirlanan salamuralar hiyar tursusu denemesi amaci ile 120
L’lik bidonlarda fermantasyona ugratilmistir. Depolama periyodu boyunca titre
edilebilir asitlik, tuz, indirgen seker, renk stabilitesi (Hunter Lab kolorimetresi ile) ve
sertlik analizleri gergeklestirilmistir. Fermantasyon sonunda Orneklerden 11 paralel
olacak sekilde son triinde %3,5 tuz ve %0.8 asit olusturacak ve baslangigtaki asit
cesidiyle uyumlu olacak sekilde aroma katkili yeni bir salamura hazirlanarak 720 mL
kavanozlara doldurulup 88+3°C’de 20 dk pastdrize edilmistir. 9 aylik depolama
periyodu siiresince kavanozlarda titre edilebilir asit, tuz, sertlik ve renk analizleri aylik
olarak yapilmistir. Denem sonucunda farkli konsantrasyonlarda farkli asitlerin tursu
sertligi lizerinde ayirt edici etkisinin olmadigi ve %1 konsantrasyondaki asetik asidin
tursularin renginin muhafazas1 ve parlakligi bakimindan en olumlu asit diizenleyici

oldugu belirtilmistir.

Bir diger ¢alismada dogal fermantasyon ve 11B starter kiiltiirii kullanilarak yapilan
hiyar tursusu tretiminde Yiksek Performansli Sivi kromotografi (HPLC) yontemi
kullanilarak biyojen amin tespiti yapilmistir. Denemede kullanilan Lactobacillus
plantarum 11B MRS sivi besiyerinde 0,413 pg/ml biyojen amin tespit edilmistir.

Fermantasyon bitisindeyse starter katilan 6rneklerde putresin (11,863 ug /ml- salamura),
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feniletilamin (4,633 pug/ml salamura), triptamin (1,936 pg/ml salamura) kontrol
orneklerinde ise putresin (20,492 ug/ml salamura), feniletilamin (29,817 ug/ml
salamura), triptamin (9,246 ug/ml salamura) en yiiksek konsantrasyondaki biyojen
aminler olarak yer almiglardir. Dogal fermantasyonda ise spermin ve histamin
diizeylerinin starter katilmig hiyar tursularmma oranla daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Kontrol oOrneklerindeki feniletilamin miktarlar1 hari¢ putresin, histamin,
tiramin ve toplam biyojen amin miktarlarinin toksik limitlerin altinda oldugu

bulunmustur (Turgut 2006).

Akbas (2006)’1n yaptig1 ¢alismada, cam kavanozlarda satisa sunulan 10 g¢esit pastorize
ve 10 cesit pastorize edilmemis 20 tursu ile 20 adet ev yapimi tursu Ornegini i¢eren
toplam 40 adet tursu Orneginde mikrobiyolojik, kimyasal analizler ve biyojen amin
miktarlart belirlenmistir. Bu tursularin raf Omri siiresince 4°C ve 20°C’de
depolanmasinda kimyasal degerlerinde 6nemli degisiklik olmamuistir. Mikrobiyolojik
olaraksa depolama sonrasinda pastorize orneklerde TMAB, LAB, maya-kiif, koliform
ve enterobakteri sayim sonuglart <l log kob/mL olarak bulunmustur. Ev yapimi
pastorize olmayan 6rneklerde ise TMAB, LAB, maya-kiif sayim sonuglar1 ve kimyasal
analiz sonuglar1 her bir 6rnek i¢in farkli miktarlarda bulunmustur. Biyojen amin
miktarinda ise depolama siiresince Oonemli bir artis ve azalis olmadig1 saptanmistir.
Genellikle biyojen amin igerikleri salamuradaki hallerinde meyvelerinin biyojen amin
miktarina kiyasla daha yiikksek oldugu saptanmistir. Tursularda en yiiksek
konsantrasyona sahip olan biyojen aminler sirasiyla putresin (PUT), kadaverin (KAD)
ve triptamin (TRP), en diisiik konsantrasyona sahip biyojen amin ise spermin (SPM)

olarak belirlenmistir.

Ulkemizde yapilan maya tamisina yonelik bir ¢aligmada Samsun ilindeki farkli
marketlerde satisa sunulan farkli marka ve ambalajlardaki peynirlerden 28 adet,
evlerden saglanan 12 adet olmak iizere toplam 40 adet beyaz peynir 6rnegi alinmistir.
Glikoz Pepton Yeast Extract Broth besiyerinde zenginlestirme yapilarak Glikoz Pepton
Yeast Extract Agar besiyeri kullanilarak gelisen kolonilerden rengi, sekli, biiyiikliigii ve

mikroskoptaki goriiniislerinin incelenmesi sonucunda 100 adet maya izole edilmistir.



18

Izole edilen suslara tan1 amaci ile morfolojik ve biyokimyasal testler uygulandiktan
sonra izolatlarin Candida spp., Pichia spp., Rhodotrula spp., Kluyveromyces spp. ve
Cryptococcus spp. cinslerinin beyaz peynir ylizeyinden izole edilen dominant maya

cinsleri oldugu bildirilmistir (Apan 2007).

Frrat (2012)’in yaptig1 caligmada Tokat, Manisa ve Erzincan yorelerinden secilen
geleneksel ev tipi ve endistriyel salamura asma yapraklarinin gida gilivenligi ve
fermantasyonda rol alabilecek muhtemel floranin belirlenmesi amaciyla Toplam
Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB), Psikrotrofilik, Pseudomonas, Maya ve Kiif (PDA
ve YGC’de gelisen), Laktik Asit Bakterileri (Laktokoklar ve Laktobasiller),
Enterobacteriaceae, Enterekoklar, Staphylococcus aureus sayimi gergeklestirilmis ve
sonug olarak ortalama sayilar sirasi ile; 0.88, <2, <2, 3.92, 4.01, <2, <2, 0.09, 0.04, <2
olarak tespit edilmistir. Genel olarak salamura asma yapraklarinin mikroflorasini
mayalarin olusturdugu belirtilmis olup iirlinden 12 farkli maya susu izole edilmis ve bu
mayalar  tiir  bazinda  Pichia  subpelliculosa, = Debaryomyces hansenii,
Zygosaccharomyces bisporus, Pichia membranifaciens, Hanseniaspora uvarum olarak
tanilanmigtir. Bunun yani sira kimyasal olarak da pH, asitlik ve tuz tayini yapilmis ve

bu analizler sonucunda ortalamalar sirasi ile; 3.37, %1.32, %12.62 olarak bildirilmistir.

Kimchi Kore de iretilen tursu benzeri geleneksel bir fermente iriindiir. Park et al.
(2009) yaptiklar1 ¢alismada kimchi’nin maya ve bakteri florasi belirlenmek istenmistir.
16S ve 26S rRNA genleri hedefleyerek mikrobiyal ¢esitliligin takibi amaci ile real time
PCR islemi uygulanmiglardir. Toplam bakteri sayist fermantasyon asamasinda
artmasina ragmen, maya sayisinda onemli Ol¢iide bir degisiklik meydana gelmedigi
bildirilmis olup, tursuda oldugu gibi Kimchi femantasyonunda bakterilerin 6nemli rol

aldig1 belirtilmistir.

Fermente hiyar tursularinda mikrobiyal kinetik ve bozulmanin incelendigi bir calismada
depolama periyodunca tespit edilen 6 maya ve bakteri tiirii fermantasyona katkilari
acisindan degerlendirilmistir. Fermantasyonda baslangigta Lactobacillus buchneri ve

Pediococcus ethanolidurans gelisimi ile laktik asit ve aseik asit Olusturarak {iriin
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pH’sin1 3.5 e kadar disiirdiigii, ardindan Clostridium bifermentans ve Enterobacter
cloacae’nin pH’y1 4.5 e kadar g¢ikardigi belirlenmistir. Son olarak ise Issatchenkia
occidentalis ve Pichia manshurica tiirlerinin aerobik metabolizma sonucunda laktik ve
asetik asidi pargaladigi, artan pH seviyesisin ise liriin bozulmasina neden oldugu tespit

edilmistir (Franco et al. 2012).

Meyve sebze fermantasyonu tursu tretiminden farkli olarak mikrobiyal biyokitle
tiretimi amaci ile de kullanilmaktadir. Bu amag igin dort farkli (Candida utilis, Pichia
stipitis, Kluyveromyces marxianus ve Saccharomyces cerevisiae) mayanin kullanildig
ve ¢in lahanasinin substrat olarak kullanildigi bir calismada C. Utilis protein muhtevasi

acisindan en basarili tiir olarak tespit edilmistir (Choi et al. 2003).

Ankara ili Cubuk il¢esine ait 15 adet farkli ev ve endiistriyel olarak dogal yontemlerle
iiretilen tursu 6rneginden 174 adet laktik asit bakterisi izole edilmis ve bu izolatlara
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler yapilmistir. Bu izolatlara yapilan
fenotipik testler sonucu laktik asit bakterisi olma 6zelligi gosteren 51 adet izolattan 45
tanesinin APl 50 CHL Kkiti ile karbonhidrat fermantasyon profilleri belirlenmistir. 51
izolatin 38’inin Lactobacillus cinsi oldugu ve bunlar arasinda L. brevis, L. acidophilus,
L.plantarum’un baskin tiirler oldugu belirlenmistir. Bu sonucu dogrulamak igin de
izolatlarin SDS-PAGE yontemi ile toplam hiicre protein profilleri incelenerek standart

marker proteinler yardimiyla protein fingerprintleri belirlenmistir (Dursun 2006).

Ulkemizdeki tursularda yapilan bir diger arastirmada 71 tursu Orneginin
mikroflorasindaki mayalar incelenmis ve cins bazinda yapilan cins seviyesindeki
tanimlamada 2 adet Candida, 11 adet Pichia, 8 adet Saccharomyces, 3 adet Torulopsis

ve 49 adet de Trichosporon izole edilmistir (Sahin 1978).

Giiniimiizde mayalarin sadece gidalarin bozulmasinda ve ekmek, bira, sarap gibi
tretimlerinde rol alanlar1 dikkat ¢ekmemektedir. Molekiiler metodlarin gelismesi, farkl
Ozelliklere sahip yeni suslarin izolasyonu ile koruyucu ve probiyotik kiiltiir olarak

kullanimlari da giindemdedir (Fleet 2007).
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Ulkemizde maya izolasyon ve tamisina yonelik calismalar oldukca azdir. Bunda
gidalarda kiifler ve bakteriler kadar etkin olamamalarinin yan sira 6zellikle izolasyon
ve tan1 metotlarinin zor Olusu da etkili gériilmektedir. Dolayisi ile tilkemiz tursularinda

maya florasini belirlemeye yonelik miktar ve kalitede ¢alisma da oldukga azdir.

Samsun piyasasinda satilmakta olan 5 degisik tip 11 adet tursu O6rnegi ve evlerde
tiretilen 6 degisik tip10 adet tursu 6rnegi ve Mersin ilinde evlerde iiretilen 12 degisik tip
38 adet tursu 6rnegi olmak lizere toplam 59 adet tursu ornegi toplanmustir. Glikoz
Pepton Yeast Extract Broth besiyerinde zenginlestirme yapilarak Glikoz Pepton Yeast
Extract Agar besiyeri kullanilarak gelisen kolonilerin rengi, sekli, biyikligi ve
mikroskobik goriiniislerinin incelenmesi sonucunda 99 adet maya izole edilmistir. izole
edilen suslara biyokimyasal ve morfolojik testler uygulandiktan sonra tursudaki
mayalarin Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Pichia ve Torulospora cinslerine ait
olduklar1 tespit edilmistir. Candida spp., Debaryomyces spp., Pichia spp., Cryptococcus
spp., ve Torulospora spp. cinslerinin tursu ve zeytin yiizeyinden izole edilen dominant

maya cinsleri oldugunu géstermistir (Albayram 2007).

Tursuda laktik asit bakterileri ile mayalarin izolasyonunu ve identifikasyonunu
amaglayan bir diger calismada spesifik bazi biyokimyasal yardimei testler ve APl 20 C
AUX kullanilarak mayalar tiir bazinda tanimlanmistir. Bunun i¢in 12 adet ev yapimi
tursu Orneginden salamura kismindan 14, meyve kismindan 14 olmak tizere toplam 28
adet maya izolasyonu ve identifikasyonu yapilmistir. Tursu Orneklerindeki mayalar
Candida, Geotrichum, Saccharomyces ve Sporobolomyces olarak tanimlanmis ve
dominant tiirtin C. boidinii (10 izolat) oldugu belirlenmistir (Y1ildiz 2011).

Gonliim (1994), maya ve maya benzeri funguslarin klasik yontemler ve hazir kit
sistemleri ile karsilastirmali identifikasyonunu amaglayarak yaptiklar1 ¢alismada, 100
adet maya susunu Klasik yontemlerle identifiye etmislerdir. Ardindan ig ticari kitle
(API 20 C, AP120 C AUX ve API ID 32 C) yapilan tanimlamada 57 Candida albicans,
9 C. keyfr, 6 C. parapsilosis, 5 C. tropicalis, 3 C. krusei, 2 C. guillermondii, 13

Torulopsis glabrata, 3 Sacchoromyces cerevisiae ve 2 Rhodotorula rubra tespit
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edilmistir. Bu tespitteki dogruluk oranlar1 %91-98 arasinda hesaplanarak API 20 C ve
API 20 C AUX’un dogruluk ve uyum oOranlar1 bakimindan maya ve benzeri izolatlarda
en iyi ticari kit oldugu vurgulanmistir. Ancak bu sonug tartisilirken denemede kullanilan

suslarin biiyiik ¢ogunlugunun Candida spp. oldugu g6z ardi edilmemelidir.

Bilim insanlar1 son arastirmalarla besinlerdeki pek ¢ok kimyasal maddenin, vitamin ve
mineraller kadar hastaliklarla savasta onemli oldugunu gdstermistir. Fitokimyasallar
denilen bu koruyucu maddeler yeri geldiginde ilaglardan daha etkin olabilmektedir.
Artik beslenmenin basit degil karmasik bir olay oldugu kabul edilmektedir. Bilingli bir
sekilde dengelenmis antioksidanlar, fitokimyasallar ve lifler saglikli bir viicut
olusumuna katkida bulunur (Block et al. 1992). Son zamanlardaki buluslar sunu
gosteriyor ki, gidalardaki birgok bio-aktif bilesenler antioksidan etkisiyle antioksidanlar
ve hastaliklar arasindaki iliskinin ©Onemini oldukga arttirmistir (Nilsson et al.
2004).Yasla ilgili kanser, kardiovaskiiler hastaliklar, katarak ve kas dejenerasyonu gibi
bazi hastalik risklerine kars1 sebze tiiketiminin ¢ok gii¢lii ve koruyucu bir etkisi oldugu
epidemiyolojik ¢alismalar sonucu saptanmigtir (Graham et al. 1978). Tursu ise meyve,
sebze ve mikroorganizmalarin bilesiminden oOlusan, belirtilen faydalar1 saglayabilecek

geleneksel bir triiniimiizdiir.

Bu ¢alisma ile tursuda bulunan muhtemel bozucu maya florasinin tespitinin molekiiler
metodlar kullanilarak en dogru sekilde yapilmasi amaglanmigtir. Bdylece {iriin
gelistirmede veya muhafazast amaci ile ilgili maya suslarmi iceren bir kiiltiir
kolleksiyonu olusturulacaktir. Ayrica {iriiniin genel mikrobiyolojik o6zellikleri
belirlenerek mikroflorast ve giivenligi konusunda fikir edinilmeye c¢alisilacaktir.
Yapilan kimyasal analizlerle {rlinlin mikrobiyal gelisimi etkileyen 0&zellikleri

belirlenecektir.
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3. METARYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak; 31 adet farkli sehirden ev tipi tursu ile 12 ticari tursu

olmak {izere toplam 43 tursu 6rnegi lizerinde ¢alisilmistir. Tursu 6rnekleri ticari ve ev

tipi olarak ikiye ayrilmistir. Bu 43 farkli &rnekten 31 ev tipi 6rnek 500 ml’lik 121°C’de

15 dak steril edilmis kavanozlara konularak, ticari olan tursular ise kendi ambalajlari ile

hizlica laboratuvara getirilmis ve analiz edilinceye kadar buzdolabinda +4°C’de

muhafaza edilistir. Numuneler en kisa siirede mikrobiyolojik ve kimyasal analizlere tabi

tutulmustur. Orneklerin iiretim bdlgesi ve sekline ait bilgiler ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan tursu 6rneklerinin yoreleri ve 6zellikleri

Ornek No Yoresi Ev tipi / Endiistriyel
1 Merkez \ Erzurum Ev
2 Merkez \ Erzurum Ev
3 Merkez \ Erzurum Ev
4 Oltu / Erzurum Ev
5 Oltu / Erzurum Ev
6 Oltu / Erzurum Ev
7 Oltu / Erzurum Ev
8 Oltu / Erzurum Ev
9 Kemah / Erzincan Ev
10 Merkez / Erzurum Ev
11 Iskenderun / Hatay Ev
12 Merkez / Denizli Ev
13 Iskenderun / Hatay Ev
14 Merkez / Erzurum Ev
15 Tercan / Erzincan Ev
16 Ardesen / Rize Ev
17 Tarsus / Mersin Ev
18 Tortum / Erzurum Ev
19 Tortum / Erzurum Ev
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Cizelge 3.1. (devam)

Ornek No Yoresi Ev tipi / Endiistriyel
20 Merkez / Erzurum Ev
21 Merkez / Erzurum Ev
22 Merkez / Erzurum Ev
23 Merkez / Erzurum Ev
24 Ticari Endiistriyel
25 Ticari Endiistriyel
26 Ticari Endiistriyel
27 Ticari Endiistriyel
28 Ticari Endiistriyel
29 Ticari Endiistriyel
30 Ticari Endiistriyel
31 Ticari Endiistriyel
32 Ticari Endiistriyel
33 Ticari Endiistriyel
34 Iskenderun / Hatay Ev
35 Merkez / Kars Ev
36 Merkez / Bayburt Ev
37 Merkez / Malatya Ev
38 Merkez / Bayburt Ev
39 Pazar / Kars Ev
40 Merkez / Bayburt Ev
41 Merkez / Denizli Ev
42 Cubuk / Ankara Endiistriyel
43 Cubuk / Ankara Endiistriyel
3.2. Yontem

Bu arasgtirma da elde edilen 43 farkli tursu orneginden mikrobiyolojik floranin ve
ozellikle tursu bozulmalarma neden olan mayalarin tanimlanmalar1 hedeflenmistir. Bu
amacgla Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB), Psikrotrofilik bakteri,
Pseudomonas, Maya ve Kiif, Enterekoklar, Laktik Asit Bakterileri (Laktokoklar ve
Laktobasiller), Staphylococcus aureus ve Enterobacteriaceae sayimi gibi mikrobiyolojik

ve tuz, asitlik, pH gibi kimyasal analizlerin yapilmasi amaglanmistir. Ardindan
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mayalarinin izole edilmesi ve elde edilen izolatlarin tanimlanmasi ve bir kiiltiir

koleksiyonu olusturulmasi amaglanmustir.

3.2.1. Diliisyonlarin hazirlanmasi

Seyreltme sivis1 olarak %0,85 NaCl ve %0,1 pepton iceren steril fizyolojik ¢ozelti
kullanilmistir. Dilisyonlarin hazirlanmasi amaci ile orneklerin salamura kisimlarindan

Iml alinarak her bir 6rnek i¢in desimal diliisyonlar hazirlanmistir (Harrigan 1998).

3.3. Mikrobiyolojik Analizler

Arastirmada, {riiniin gida gilivenligi, raf omrii ve fermantasyonda rol alabilecek
muhtemel floranin belirlenmesi amaglanmis, bu nedenle Toplam Aerobik Mezofilik
Bakteri (TAMB), Psikrotrofilik bakteri, Pseudomonas, Maya ve Kiif, Enterekoklar,
Laktik Asit Bakterileri (Laktokoklar ve Laktobasiller), Staphylococcus aureus ve

Enterobacteriaceae sayimi gerceklestirilmistir.

3.3.1. Toplam mezofilik aerobik bakterinin sayim

Bu amagla Plate Count Agar (PCA) (Oxoid) besiyeri kullanilmistir. Yayma kiiltiir
yontemi uygulanmig, uygun diliisyonlardan 0,1’er ml petri plagina ilave edilmis ve steril
drigalski spatiilii ile yayilmustir. Plaklar 30-32°C ‘de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayilmistir. Elde edilen say1 diliisyon faktorii ile
carpilarak numunenin 1 ml’deki miktar1 bulunmustur. Sonuglar kob (koloni olusturan

birim)/ ml cinsinden verilmistir (Maturin et al. 1998; Harrigan 1998).

3.3.2. Maya Ve kiif sayim

Maya ve kiif sayimi igin Potato Deksrose Agar (PDA) (Merck) sterilize edildikten sonra
%10’luk steril laktik asit ¢ozeltisi kullanilarak asitlendirilmis (pH 3.5) ve petri
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plaklarina dokiilmiistiir. Petriler katilastiktan sonra uygun dilisyonlardan ekim yapilmis
ve oda sicakliginda (25°C) 5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon boyunca iic
petriden fazla istifleme yapilmamustir. inkiibasyon sonunda gozlenebilen koloniler
mikroskobik muayene esliginde sayilmistir (Speck 1984; Tournas et al. 1998). Tursu
orneklerinde bulunabilecek mayalarin izolasyonu amaci ile ayrica Yeast Extract
Glucose Chloramphenicol Agar (YGC, Merck) kullanilmistir. Ekimi yapilan petrilerde
25°C’de 5 giiniin ardindan go6zlenen koloniler mikroskobik muayenenin ardindan
farkliliklarina gore depolanmuslardir. Izolatlar -80°C’de LB Broth’da (Merck) %80
Gliserol (Merck) esliginde depolanmustir.

3.3.3. Enterekoklarin sayim

Kanamycin Aesculin Azide Agar (KAA) (Merck)’a ekimin ardindan petri kutular1 35-
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gdzlenen siyah ve
haleli koloniler sayilmis ve sonuglar kob (koloni olusturan birim)/ ml olarak verilmistir
(Harrigan 1998).

3.3.4. Muhtemel laktik asit bakterilerinin sayimm

3.3.4.a. Laktik basillerin sayim

MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) agara yapilan petriler anaerobik sartlarda 2-3 giin
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan mikroskobik muayene ve Kkatalaz testi

esliginde laktobasiller sayilmigtir (Speck 1984; Pichhardt 2004).

3.3.4.b. Laktik koklarin sayim

M17 agar (Merck)’e yapilan ekimler aerobik sartlarda 30-32°C’de 1 giin inkiibe

edilmistir. Inkiibasyonun ardindan mikroskobik muayene esliginde laktokoklar



26

sayillmistir ve sonuglar kob (koloni olusturan birim)/ml cinsinden verilmistir (Pichhardt
2004).

3.3.5. Staphylococcus aureus sayimi

Uygun diliisyonlardan 0,1 ml onceden hazirlanmis Baird-Parker Agar’a (Merck) ilave
edilerek steril drigalski spatiilii yardimi1 ile petri ylizeyine yayilmistir. Ekimi
tamamlanan petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda koloni gelisimi
gozlenmeyen durumlarda inkiibasyona 24 saat daha devam edilmistir. Inkiibasyon
sonunla tipik S. Aureus kolonileri (1-1,5 mm ¢apli, siyah, parlak, konveks, ¢evresinde
2-5 mm ¢apa kadar genisleyebilen opak zonlu) yatik agara alinarak; katalaz, koagiilaz
ve termoniikleaz testleri gerceklestirilmektedir. Katalaz (+), Koagilaz (+) ve
termoniikleaz (+) koloniler patojenik S.aureus olarak degerlendirilmektedir (Horwitz et
al. 2005).

3.3.6. Enterobacteriaceae sayim

Enterobacteriaceae sayiminda Violet Red Bile Deksrose Agar (VRBD) (Merck)’e
dokme yontemiyle ekim yapilmistir. Petri plaklarina uygun dilisyonlardan 1 ml alinarak
tizerine 45°C’de 15 ml agar dokiilerek homojen bir karigim saglanmaya ¢aligilmistir.
Agar katilastiktan sonra iizerine 5 ml daha agar ilave edilerek 35-37°C’de 24 saat

inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tipik koloniler sayilmistir (Harrigan 1998).

3.3.7. Psikrotrofik bakterilerin sayim

Aerobik psikrotrofik bakterilerin sayimi i¢in; Plate Count Agar (PCA) (Merck)’a uygun
diliisyonlardan ekim yapilmustir. Ekimi tamamlanan petriler 7°C’de 10 giin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gozlenen koloniler mikroskobik 6zellikler de goz

oniinde bulundurularak sayilmistir (Bailey et al. 2000).
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3.3.8. Pseudumonas’larin sayimi

Pseudomonas’larin sayimi i¢in; CFC Agar (Cepholoridine Fucudin Cetrimide) (Oxoid)
kullanilmustir. Bu amagla sterilize edilen besiyerlerine soguduktan (50°C) sonra CFC
Suplement (SR 103,0xo0id) ilave edilmis ve besiyerleri iyice karistirilmistir. Hazirlanan
besiyeri petrilere dokiilerek katilasmasi beklenmistir. Katilagtiktan sonra ekim yapilmis
ve ekimin ardindan 25°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda mikroskop
esliginde oksidaz pozitif koloniler Pseudomonas olarak degerlendirilmistir (Nel et al.
2004).

3.4. Mikroskopi ve Goriintiileme

Besiyerinde gelisen kolonilerin incelenmeleri lam-lamel arasi preparasyon (Sert 2000)
hazirlanarak gerceklestirilmistir. Mikroskopi ve goriintiilleme amaci ile olympus BX51T
Scientific mikroskop ve olympus C7070 goriintiileme sistemi (Olympus, Tokyo Japan)

kombine edilerek kullanilmistir.

3.5. izolatlarin Tanisi

Denemede makroskobik ve mikroskobik o6zelliklerine gore tasnif edilerek depolanan
mayalar asit icermeyen PDA Agar (Merck) kullanilarak tekrar canlandirilmisg, ardindan
DNA izolasyonlar1 gerceklestirilip, suslar arasindaki farkliliklar bakteriyofaj M13
primer kullanilarak fingerpritleri belirlenmistir. Elde edilen Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) fingerprintleri gruplandirilmis, temsili izolatlarin 26S
rRNA D1/D2 bélgelerinin sekans islemleri ardindan tanilari yapilmustir. izolatlarm
biyokimyasal Ozelliklerinin belirlenmesi ve ikinci bir tam1 amaci ile API ID32C

(bioMérieux) kit sistemi kullanilmustir.
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3.5.1. izolatlarin tekrar canlandirilmasi

Sayim ve izolasyon asamasinda makroskobik ve mikroskobik o6zelliklerine gore tasnif
edilen mayalar tanm1 amaci ile PDA agara tiglii ¢izim usulii ekilmislerdir. Mayalarin
tanis1 genetik ve biyokimyasal olarak gergeklestirilmis olup; inkiibasyon, kiiltiirlerin

geng olarak kullanilmalar1 amaci ile 25 °C’de 1-2 giin olarak gergeklestirilmistir.

3.5.2. Izolatlarin genetik tanisi

Genomik DNA izolasyonu Ldoke et al. (2012) tarafindan Onerilen metot modifiye
edilerek gergeklestirilmistir. Bu amagla geng kiiltiirlerden 100-200 uL. (ODggo=0,4) taze
maya kiltiri almip, Iml steril saf su ilave edilerek vortekslenmistir. Karigim
20000xg’de 3 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Pellet tizerine 100 pl
200mM LiOAc+%1 SDS ¢ozeltisi eklenmis, vortekslemenin ardindan 70°C’de 5 dakika
inkiibasyona tabi tutulmustur. Muhtevaya 300 pl %96°lik soguk etanol eklenmistir.
Vorteksleme islemi ardindan 6rnekler oda sicakliginda 3 dakika 15000xg’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant atilmis ve iizerine 300 pl %70’lik
soguk etanol eklenmistir. Karisim son olarak 15000xg’de 15s santrifiij edilmistir. Islem
sonras1 Orneklerden alkol uzaklastirilmis, yerine 50 pl TE ilave edilerek -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Genomik DNA’lar saflagtirilan mayalarin birbirinden farkli olanlarin belirlenmesi
amaci ile bakteriyofaj M13 mikrosatelit primeri kullanilarak RAPD fingerprintleri elde
edilmistir. Boylece hem maliyet azaltilmis hem de sus ¢esitliligi belirlenmistir. Bu
amagla 25 ul PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) master miksi (Qiagen), 18 ul su, 4 ul
Kalip DNA ve 3 pl M13 mikrosatelit primeri (5’-GAGGAGGGTGGCGGTTCT-3’)
kullanilarak toplam 50 pl PCR karigimi hazirlanmigtir. Karigim Thermal Cyclerde
(Eppendorf) 94°C’de 4 dakika ilk denatiirasyon islemi, 94°C’de 30 sn denatiirasyon,
36°C’de 45 sn yapigsma ve 72°C’de 45 sn uzama PCR sikliisiiniin 35 tekrar1 ve 72°C’de

7 dakika son uzama olacak sekilde amplifikasyona tabi tutulmustur. PCR islemi sonucu
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elde edilen iiriin %1,2 agaroz jelde 30 V gerilimde 10 saat yiiriitiilerek fingerprintler
goriintiilenmistir (Uvitech, Biolab) (Vasdinyei et al. 2003).

Denemede elde edilen tiim izolatlara ait fingerprintler benzerliklerine gore
gruplandirilarak her grubu temsil eden bir 6rnek yaklasik 600 bg biiyiikliiglindeki 26S
rRNA D1/D2 bolgesi amplifiye edilmek tizere tekrar PCR iglemine tabi tutulmustur. Bu
amagla PCR karisimi  15ul  master mix (Qiagen), 0.5 pul NL-1 (5’-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3), 0.5 pl NL-4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’), 3 ul kalip DNA ve 11 pl su kullanilarak
hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler, 95°C’de 15 dakika ilk denatiirasyon, bunu takiben
35 dongii olacak sekilde 96°C’de 30 sn denatiirasyon, 50°C’de 15 sn baglanma ve
68°C’de 2 dakika uzama basamaklari ve son olarak 72°C’de 10 dakika uzama
basamagindan Olusacak sekilde PCR islemi gergeklestirilmistir. PCR islemi sonucu elde
edilen {irlin, %1 agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir (White et al. 1990; Hesham
et al. 2010). Elde edilen amplikonlar saflastirilarak sekans analizine tabi tutulmus,
sonuglar BLAST  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programi kullanilarak
degerlendirilmistir (Florez et al. 2007).

3.5.3. Izolatlarin biyokimyasal tanisi

Denemede elde edilen izolatlarin ikinci bir tami isleminin yapilmasi ve suslarin
biyokimyasal fingerprintinin elde edilmesi amaci ile API ID32C (bioMerieux) (REF 32
200) tam sistemi kullanilmistir. Bu amacgla RAPD ile elde edilen temsili suslarin PDA
Agar’a ti¢lii ¢izimleri gergeklestirilmis, petriler 25 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Taze
kiiltiirler APT® Suspension Medium igerisinde McFarland 2’ye ayarlanmis, ardindan
API C Medium soliisyonuna 250 pl aktarilmistir. Bu son bakteri karigimi vorteks
yardimi ile homojenize edildikten sonra API ID32C test kiti tiipgiiklerine 135 pl olacak
sekilde ilave edilmistir. Kit muhtevast 30°C’de nemli ortamda 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiipgiikler incelenerek gelisme gozlenenler pozitif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.4). Sonuglar APILAB Plus Ver. 3.3 Programi yardimiyla

degerlendirilmistir.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.6. Kimyasal Analizler

3.6.1. pH tayini

pH ol¢imi dijital pH Metre (Hanna pH-211) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu
amagla pH Ol¢limii salamura kismindan alinmis 10 ml 6rnege probun daldirilmasi ile

gerceklestirilmistir (Anonim 2002).

3.6.2. Tuz tayini

Tursu 6rneklerinin salamura kisimlarinda tuz tayini i¢in; salamuradan bir pipetle 10 ml
deney numunesi bir behere alinmis ve igerisine bir ka¢ damla metil oranj katilmistir.
Ayarli 1 N NaOH ¢ozeltisi ile renk sariya doniinceye kadar (pH 5-7) titre edilmistir.
Titrasyonun doniim noktasina dikkat edilmistir. Daha sonra indikator olarak 1 ml
%S35’lik potasyum kromat ¢ozeltisi ile giimiis kromattan meydana gelen kirmizi renk
goriiliinceye kadar titrasyona devam edilmistir. Orneklerin salamuralarinmn 100

ml’sindeki tuz miktar1 g olarak asagidaki formiille hesaplanmistir (Anonim 2003).

M=0585xVxXxN

Burada;

M : 100 ml salamuradaki tuz miktari, g
V . Sarf olunan 0,1 N AgNOs3 ¢ozeltisi, ml
0,585 : N AgNO3 ¢ozeltisinin tekabiil ettigi tuz miktari

N : Kullanilan AgNO3’iin normalitesi
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3.6.3. Titrasyon asitligi tayini

Tursu orneklerinde titrasyon asitligi tayini salamura kisminda yapilmistir. Bu amagla
ornek iyice karistirildiktan sonra 25 ml alinarak 6l¢ii balonunda saf suyla 250 ml’ye
tamamlanmistir. Seyreltilen numune 1iyice karistirildiktan sonra 50 ml alarak
karistiricist bulunan bir behere aktarilmistir. Karistirma islemiyle beraber pH 7+0,2
olana dek hizli bir sekilde, 8+0,10luncaya dek ise yavas bir sekilde 0,1 N NaOH
¢oOzeltisi ilave edilmistir. Harcanan 0,1 N NaOH c¢o6zeltisinin miktar1 kaydedilmistir.
Kaydedilen deger formiilde yerinen yazilarak toplam asitlik degerine ulasilmistir

(Cemeroglu 2010).

Orneklerin salamura kisimlarmin 100 ml’sindeki, H" iyonunun milimol degeri olarak
ifade edilen titre edilebilir asitlik (A) asagidaki formiilden elde edilmistir (Anonim
2002).

A =1000x Vi XxC/Vy

Burada;

V1 : Harcanan NaOH miktar1, ml
Vo 50 ml
C :NaOH’m gercek derisimi; 0,1 N

3.7. istatistik Analizler

Deneme tam sansa bagli deneme planina gore ve analizler iki paralelli olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilecek veriler SPSS for Windows Release ver. 13.00 paket
programi kullanilarak istatistiksel analize tabi tutulmustur (SPSS inc. Chicago, IL.
USA).
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Ulkemizin cesitli ydrelerinden tursu iiretimi yapilan toplam 43 ev ve endiistriyel tursu

ornegi temin edilmistir. Uriiniin olusumuna olumlu yonde katki saglayabilecek, bozucu

yonde rol oynayabilecek ve patojen mikroorganizmalarin belirlenmesi amaci ile Toplam

Aerobik Mezofilik Bakteri sayimi, Psikrotrofilik Bakteri Sayimi, Pseudumonaslarin

sayimi, Maya ve Kiif Sayimi, Muhtemel Laktobasil ve Laktokoklarin sayimi,

Enterobacteriaceae familyasinin sayimi, Enterokoklarin sayimi ve S. Aureus sayimi

gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°de goriilmektedir. Kimyasal

analizlerden ise pH, asitlik ve tuz tayini yapilmistir (Cizelge 4.7).

4.1. Mikrobiyolojik Bulgular

Cizelge 4.1. Denemede kullanilan tursu 6rneklerine ait genel mikrobiyolojik sonuglar

(log kob/ml)
m S
< 2
: | 5 =S AR-R: g2 12|
S I T = = s A G S | ° |3
E 22|23 %Y ol |88 83
z = = £ 1 &l s |1 s | 3| 3188 dlw
1 1 737 | 766 | <1 | 748 | 7,70 | 7,48 | 7,85 | <1 |4,17 | <1
2 748 | 7,78 | <1 | 7,72 780|771 785 | <1 |4,17| <1
9 1 739 | 7,78 | <1 | 550|530 | 700|518 | 1,79 | 2,60 | <1
2 745 | 7,78 | <1 |530|539|6,11 540 (1,79 | 288 | <1
3 1 541 | 531 | <1 |526|568]| 730|400 <1 |264]| <1
2 541 | 531 | <1 | 526|568 715|400 | <1 |264 | <1
4 1 745 | <1 <1 | 549|558 716|725 | <1 |5,18 | <1
2 730 | <1 <l |560|570|710| 7,27 | <1 |518 | <1
5 1 757 | <1 <1 493585732 |73 | <1 |512] <1
2 7,30 | <1 <1 | 500|578 718|736 | <1 |512 ] <1
5 1 751 | <1 <1 |330| <1 |7,14|755| <1 |299 | <1
2 748 | <1 <1 |330| <1 |[730|7,40| <1 |299 ]| <1
7 1 6,88 <1 <1 <1 <1 [ 651|640 | <1 |443 | <1
2 6,85 | <1 <1 <1 <1 [ 630|700 <1 |443 ]| <1
3 1 6,73 | <1 <l |6,26|6,79|7,12|7,26| 2,06 |511 | <1
2 6,73 | <1 <1 [ 600|679 |730]| 726|206 |511 ] <1
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w S
< (-
L. x| 5|58 g8 | x| .
c B = S o > Q x 5
2 | 5| S5 3| y|v 5ol 5| S
=< p— p . = ]
2 S22 8| s |95 |88 8|8
9 1 6,64 | <1 <l |63 654|686 |661| <1 |241] <1
2 6,60 | <1 <l |6,00|654 686|661 <1 |241]| <1
10 1 767 | <1 <1 |519|548 | 7,44 1691 | 285|456 | <1
2 767 | <1 <l | 500|548 | 7,48 | 691 |285]|456 | <1
11 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <l | <1
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1l | <1
12 1 591 | <1 <1 <1 <1 | 548|578 | <1 |299 | <1
2 588 | <1 <1 <1 <1 | 548|578 | <1 |299 | <1
13 1 6,41 | <1 <1 | 580|570 752|560 <1 |148 | <1
2 6,15 | <1 <1 | 585|570 730|560 | <1 |148 | <1
14 1 705 | «1 <1 <1 <1 | 701|721| <1 [215] <1
2 705 | «1 <1 <1 <1 730|730 | <1 [215] <1
15 1 6,34 | <1 <1 | 501|460 |4,00]|6,23|211|236 ] <1
2 6,34 | <1 <1 | 500]|500]|400|6,23|211|236 | <1
16 1 594 | <1 <1 [ 300420604 | 708 | <1 |557] <1
2 6,00 | <1 <1 [ 300|420 6,08 ]|700| <1 |557] <1
17 1 5,23 <1 <1 <1 <1 4,28 | <1 <1 | 550 <1
2 5,23 <1 <1 <1 <1 4,28 | <1 <1 | 560 <1
18 1 560 | <1 <1 | 443|454 |590 | 578 | <1 <1l | <1
2 560 | <1 <1 | 443|454 590|578 | <1 <1l | <1
19 1 723 | <1 <1 |6,18 404|700 |732| <1 |4,78]| <1
2 723 | <1 <1 [ 600|404 700|715 | <1 |4,78 | <1
20 1 6,45 | <1 <l | 6,26 |6,64 |660]| 6,04 197|260 <1
2 6,45 | <1 <l | 6,26 |6,64 660|604 197|260 <1
21 1 4,08 <1 <1 <1 <1 438|434 | <1 |160]| <1
2 4,08 <1 <1 <1 <1 438|434 | <1 |160]| <1
99 1 434 | <1 <l 1628|611 530|285 <1 <1l | <1
2 434 | <1 <l |628 6,11 500|285 <1 <1l | <1
93 1 515 | <1 <1 |[560|541|6,04 511 | <1 <1 | <1
2 515 | <1 <1 [560595|6,04|511| <1 <1 | <1
24 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <l | <1
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1l | <1
o5 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 | <1
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 | <1
26 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 | <1
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 | <1
97 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <l | <1
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1l | <1
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w S
< (-

L. x| 5|58 g8 | x| .
c B = S o > Q x 5
2 | 5| S5 3| y|v 5ol 5| S

=< — p . = ]
3 2 2128395 |58 8|4
28 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <l | <1
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1l | <1
29 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 1 <1l | <1
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1l | <1
30 1 3,70 <1 <1 <1 <1 <1 [ 270 | <1 <1l | <1
2 3,70 <1 <1 <1 <1 <1 | 2,70 | <1 <l | <1
31 1 4,15 | <1 <1 [ 428|418 6,38 | 3,00 | <1 <1 | <1
2 415 | <1 <1 4,28 |4,18|6,38 | 3,00 | <1 <1l | <1
32 1 494 | <1 <1 <1 [ 3,78 | 4,72 449 | <1 <1 | <1
2 494 | <1 <1 <1 [ 3,78 | 4,72 449 | <1 <1 | <1
33 1 3,70 | <1 <1 <1 <1 <1 [ 370 | <1 <1l | <1
2 3,70 | <1 <1 <1 <1 <1 [ 370 | <1 <1l | <1
34 1 3,30 | <1 <1 |300| <1 (623|390 | <1 <1 | <1
2 3,30 | <1 <1 [300| <1 |6,23]3,90| <1 <1l | <1
35 1 3,85 | «1 <1 <1 <1 <1 [408 | <1 1,70 | <1
2 3,85 <1 <1 <1 <1 <l 1408 | <1 |1,70| <1
36 1 707 | <1 <1 /695694 |719|704| <1 |3,78] <1
2 707 | <1 <1 [695]694|700]|704 | <1 |378] <1
37 1 6,91 | <1 <1 | 570|530 630|656 |09 |167 | <1
2 6,91 | <1 <1 | 570|530 630|656 |09 |167 | <1
38 1 764 | <1 <1 463|432 |7,78 818 | <1 |4,73| <1
2 764 | <1 <1 [ 463500778818 | <1 |4,73 | <1
39 1 6,34 | <1 <1 [ 432|446 | 713|707 | <1 |280] <1
2 6,34 | <1 <1 432|446 | 730|707 | <1 |280] <1
40 1 511 | <1 <1 <1 <1 | 7011697 | <1 |289] <1
2 511 <1 <1 <1 <1 [ 7301697 | <1 |289]| <1
41 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 | <1
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1l | <1
42 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 | <1
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 | <1
43 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <l | <1
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1l | <1
Maks. 7,67 | 7,78 0,00 | 7,72 |780 | 778|818 | 2,85 | 5,60 | <1
Min. <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 | <1
Evort 581 | 0,67 | <1 | 3,76 362|588 ]|561|038|277 ]| <1
Standart Sapma | 1,92 | 2,10 - 2622811218 ]225|082]|182| -
End.ort 1,37 | <1 <1 [ 0,36 |1066]|093]| 116 | <1 <1l | <1
Standart Sapma | 2,01 - - 1,21 | 152 | 2,14 | 1,72 - - -
Genel ortalama 458 [ 048 | <1 |281|279|449|436 | 0,27 | 2,00 | <1
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TAMB’da en diisiik ve en yiiksek deger,<1 ve 7,67 log kob/ml olarak bulunmustur.
Genel ortalamasi da 0,58 log kob/g olarak analiz edilmistir. Ornekler iiretim tipine gore
incelendiginde ev tipi Orneklerinin ortalamasinin 5,81 ve endiistriyel tipi {liretimin
ortalamasinin 1,37 oldugu Ve istatistiksel olarak tiretim farkliliginin TAMB {izerinde

etkili oldugu gozlenmistir (p<0,01).

Psikrotrofilik mikroorganizmalarda en diisikk ve en yiiksek deger <1-7,78 log kob/ml
olarak tespit edilmistir. Numunelerin genel ortalamas: 0,48 log kob/ml olarak
bulunmustur. Ornekler iiretim tipine gore incelendiginde ev tipi Orneklerinin
ortalamasinin 0,67 log kob/ml ve endiistriyel tipi {iretimin ortalamasinin <1 oldugu ve
istatistiksel olarak tiretim farkliligimin psikrofilik bakteriler iizerinde etkili oldugu

gozlenmistir (p<0,01).

Mayalarin sayimi ve izolasyonu amaci ile PDA ve YGC besiyerlerine ekim yapilmuistir.
PDA’da elde edilen sayilarin<1-7,72 log kob/ml arasinda degistigi belirlenmistir.
YGC’de en diisiik ve en yiiksek degerin<l ve 7,80 log kob/ml oldugu goriilmistiir.
Genel ortalama ise PDA’da 2,81 log kob/ml; YGC’de 2,79 log kob/ml olarak
bulunmustur. PDA i¢in 6rnekler iiretim tipine gore incelendiginde ev tipi drneklerinin
ortalamasinin 3,76 ve endiistriyel tipi liretimin ortalamasinin 0,36 oldugu goriilmektedir
(Cizelge 4.1) YGC igin ise ev tipi Orneklerinin ortalamasinin 3,62 ve endiistriyel tipi
tiretimin ortalamasinin 0,66 oldugu goriilmiistiir. Buna gore istatistiksel olarak tiretim

farkliliginin PDA ve YGC iizerinde etkili oldugu gézlenmistir (p<0,01).

Laktik basillerde MRS’e ekim yapilmis, en diisiik ve en yiiksek deger <1 ve 7,78 log
kob/ml oldugu gozlenmistir. Uriinlerin genel ortalamasi da 4,49 log kob/ml olarak
analiz edilmistir. Ornekler iiretim tipine gore incelendiinde ev tipi orneklerin
ortalamasinin 5,88 ve endiistriyel tipi iiretimin ortalamasinin 0,93 oldugu ve istatistiksel

olarak iiretim farkliliginin laktik basiller tizerinde etkili oldugu goézlenmistir (p<0,01).

Laktik koklarda M17’ye ekim yapilmis, en diisiik ve en yiiksek deger <1 ve 8,18 log
kob/ml olarak bulunmustur. Genel ortalama 4,36 log kob/ml olarak analiz edilmistir.
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Ornekler iiretim tipine gére incelendiginde ev tipi drneklerin ortalamasmin 5,61 ve
endiistriyel tipi {iretimin ortalamasinin 0,16 oldugu ve istatistiksel olarak iiretim

farkliliginin laktik koklar tizerinde etkili oldugu gézlenmistir (p<0,01).

Denemede kullanilan CFC agarda da {reme gozlenmemistir. Bu durum

Pseudomonas’larin iiriinde etkili olmadigin1 géstermektedir.

Uriinde bulunabilecek muhtemel patojenlerin belirlenmesi amaci ile VRBD, KAE ve
BPA agarlara ekimler yapilmisti. BPA agarda tipik S. aureus Kkolonilerine
rastlanmamistir. VRBD’de ekim yapilan Enterobacteriaceae familyasi i¢in degerler <1-
2,85 log kob/ml arasinda gozlenmistir. Enterokoklarda ise KAE’ye ekim yapilarak en
diisiik ve en yiiksek deger <1-5,60 log kob/g olarak gézlenmistir. Genel ortalama da ise
VRBD’de 0,27 log kob/ml; KAE’de 2,00 log kob/ml olarak bulunmustur.

Arastirmada mayalarin identifikasyonu amaciyla makroskobik ve mikroskobik
Ozellikleri belirlenerek 83 adet izolat elde edilmistir. Elde edilen izolatlarn benzer
olanlar1 gruplandirilmak i¢cin RAPD (M 13) fingerprintleri elde edilmistir. Tim
izolatlarin fingerprintleri incelendiginde toplam 83 izolatin aslinda 12 farkli sustan
olustugu gozlenmistir. Bu suslara ait RAPD profilleri (Sekil 4.2) ve mikroskobik (Sekil
4.1) goriintiileri ilgili sekillerde goriilmektedir.

Mikroorganizma Kkiiltiirlerinden DNA saflastirma islemi yapildiktan sonra, M13
protokolii uygulanmigtir. RAPD olarak da adlandirilan bu yontemde genomik DNA’nin
rastgele yerlerine yapisan primer, ¢esitli uzunlukta DNA parcaciklar1 olusturur. Bu
DNA pargaciklar1 da agaroz jel elektroforezinde boylari ile ters orantili olacak sekilde
ilerler. Yani biiyiik DNA parcalar az, kiigiik DNA parcgalar1 ise biiylik mesafeler kat
eder. Farkli suslarin DNA’larindan amplifiye olan parcalar da farkli oldugundan farkli

bant gorintiileri ortaya ¢ikar.



3 nolu 6rnek, Pichia kudriavzevii 4 nolu 6rnek, Pichia kluyveri

9 nolu 6rnek, Hanseniasporaopuntiae 11 nolu 6rnek, Candida aff. Sorboxylosa

13 nolu 6rnek, Pichia kluyveri var.

. 19 nolu 6rnek, Kazachstania exigua
Kluyveri
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41 nolu 6rnek, Hanseniaspora uvarum

52 nolu 6rnek, Pichia kudriavzevii

58 nolu ornek, Pichia fermentans

74 nolu 6rnek, Kazachstania exigua

60 nolu 6rnek, Pichia barkeri

84 nolu ornek, Pichia membranifaciens

Sekil 4.1. Mikroskobik tiirlerin sekilleri



39

Denemede 43 tursu numunesinden 83 maya izole edilmis, bunlarin ayni olanlar ilk
elektroforez uygulamasi ile elenmistir. Birbirinden farkli olan 12 susun elektroforez

sonucu Sekil 4.2°deki gibidir.

Sekil 4.2. Izole edilen farkli suslarin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis hali

* M: Marker, 1: Pichia kudriavzevii (3), 2: Pichia kluyveri (4), 3: Hanseniasporaopuntiae (9), 4: Candida
aff. Sorboxylosa (11), 5: Pichia Kkluyveri var. kluyveri (13), 6: Kazachstania exigua (19), 7:
Hanseniaspora uvarum (41), 8: Pichia kudriavzevii (52), 9: Pichia fermentans (58), 10: Pichia barkeri
(60), 11: Kazachstania exigua (74), 12: Pichia membranifaciens (84)

Elde edilen tipik 12 6rnege sekans analizi yapilmasi amaci ile 26S rRNA D1/D2 boélgesi
hedef alinarak NL-1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) ve NL-4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3") primerleri kullanilarak PCR islemi yapilmistir.
Islem sonucu 600 b¢ uzunlugunda DNA parcaciklar: amplifiye edilmis ve olusan PCR

tirtinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil 4.2).

Denemede elde edilen maya suslarinin birbirleri ile olan benzerliklerinin incelendigi

dendrogram Cizelge 4.2°de goriilmektedir.



40

Cizelge 4.2. Denemede izole edilen maya suslarina ait dendrogram

Mikroorganizma Genetik Benzerlik
] 5 10 15 Z0 23
e o o +
Pichia kluyveri e +
Eazachstania exigua -+ - +
Pichia mewbranifaciens  —-—-———————————-— + |
Pichia barkeri 000000 e [FI—— +
Pichia kluyveri wvar. kluyveri----------- o + e +
Pichia kudriavzewii ~ --—-———————- + | Fm——— +
Hanseniaspora uvarum 0 —- - - —————————— + I |
Hanseniaspora opunbtime =  ————-——m + |
Candids aff. sorboxylosa ——--——————- o + |
Eazachstania exigqua @ 0 0——-———————- + S + |
Pichia kudriswv=ewii @0 0D0-mmm——————— + e +
Pichia fermentans = =0 0é—mmmmmmmmmmmmmmm +

Cizelge 4.2°de goriildiigii tizere genel olarak ayni cinse ait tiirler benze kiimelenme
gostermislerdir. Ote yandan en farkli grup P. kudriavzevii’nin bir susu ile P.
fermentans’in oldugu diger Pichia spp. arasinda goriilmiistiir. En yakin benzerlik P.
kluyveri ile K. exigua arasinda oldugu goriilmektedir (%95). Birbirine en uzak iki sug
ise P. kluyveri ve P. fermentans olarak gozlenmistir. Bu durumda Pichia cinsinin farkli
Ozelliklere sahip birgok tiirii icermesinin etkili oldugu goriillmektedir. Dendogram
sonuglart kullanilan primerin (M13) mayalarda alt tir ayriminda olduk¢a etkili

oldugunu da gdstermektedir.
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750 kb

Sekil 4.3. 26S rRNA D1/D2 bélgesi amplifiye edilen mayalarin elektroforez goriintiisii
* M: Marker, 1: Pichia kudriavzevii, 2: Pichia kluyveri, 3: Hanseniasporaopuntiae, 4: Candida aff.
Sorboxylosa, 5: Pichia kluyveri var. kluyveri, 6: Kazachstania exigua, 7: Hanseniaspora uvarum, 8:
Pichia kudriavzevii, 9: Pichia fermentans, 10: Pichia barkeri, 11: Kazachstania exigua, 12: Pichia
membranifaciens.

Elde edilen sekans sonuglar1 ilgili kiitiiphanelerle karsilastirildiginda izole edilen 12
susun: Pichia kudriavzevii, Pichia kluyveri, Hanseniasporaopuntiae, Candida aff.
Sorboxylosa, Hanseniaspora uvaru, Pichiafermentans, Pichiabarkerti,
Kazachstaniaexigua, Pichia membranifaciens tiirlerden olustugu gozlenmistir (Cizelge
4.2).
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Cizelge 4.3. Sekans analizi sonucunda elde edilen bulgular

g 23
— = = i
. o ,i’-j Referanssus | © & .,.T.emSII
Sira | Tam sonucu genetik c = no = = ettigi izolatlarin
G 8 £ = numaralari
o S
o]
_ . . 3,7,17,18,24,83,86
0 1 H 1 H 1 H
1 Pichia kudriavzevii %100 | JQ779970.1 13 7.88.89.90.91 92
2 Pichia kluyveri %99 |JQ771714.1 3 | 4,16,77
3 Hanseniasporaopuntiae %99 | JX129909.1 6 |1,5910,14,45
4 Candida aff. sorboxylosa | %98 | AF485970.1 6 |26,11,12,1573
Pichia kluyveri var. 0 8,13,23,25,26,32,3
5 Kluyveri %99 | HM191634.1 9 3.34.35
L 19,20,22,27,29,30
0 Hl H Hl H Hl H
6 Kazachstania exigua %99 | HQ143209.1 12 31.37.65.78.79.80
. 39,41,42,66,67,68
0 EH 1 EH 1 EH 1
7 Hanseniaspora uvarum %99 | JQ678687.1 9 69.70. 71
8 Pichia kudriavzevii %99 | JQ779970.1 4 |36,50,51,52
_ 38,40,43,44,46,47
0 ] H ] H ] H
9 Pichia fermentans %99 | HE660054.1 11 58 50.62.63 64
10 | Pichia barkeri %88 | EF550247.1 4 |48,49,60,61
11 | Kazachstania exigua %99 | FJ468461.1 2 | 74,75
12 | Pichia membranifaciens %99 | JQ665248.1 4 |81,82,84,85

Aragtirmada genetik tan1 metoduna alternatif olarak API ID32C test kiti kullanilmigtir.
Bu tam1 metoduyla izolatlarin biyokimyasal karakterleri de belirlenmek istenmistir
(Cizelge 4.4). Ancak molekiiler ve API ID32C test kiti sonuglari incelendiginde cins ve

tiir bazinda sonuglarin ortiismedigi ortaya ¢ikmaktadir (Cizelge 4.4).

Molekiiler sonuglar incelendiginde %99 oraninda dogruluk gosteren sonuglar elde

edilmistir. Ancak biyokimyasal test sonuglari incelendiginde ise daha 24. ve 48.
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saatlerde bile farkli sonuglar verdigi goriilmektedir. Bu da ilave test ihtiyaci dogurmus,

tan1 agisinda ilave zaman ve ekonomik kayba ve siipheye neden olmustur.

Molekiiler yontemde saflastirilan DNA’dan sonra direk sekans yapilabilmektedir.

Ancak biyokimyasal yontemler incelendiginde ise metodun mayalarin seker kullanimi

dikkate alinarak olusturuldugu goriilmektedir. Ancak mayalarin beslenme sekillerinin

olduk¢a degisken oldugu ve mutasyon ihtimali de diisiiniiliirse molekiiler yontemin

daha dogru sonuglar verecegi goriilmiis olur (Boekhout & Robert 2003; Fern’andez-

Espinar et al. 2006).

Cizelge 4.4. Biyokimyasal ve molekiiler sonuglarin karsilastirilmasi

sualoejluelquiaw
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API ID 32C ile yapilan 24-48 saatlik test sonuglari asagida verilmistir.
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Cizelge 4.5. API ID 32C kit 24 saatlik test sonuglari
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Cizelge 4.6. API ID 32C kit 48 saatlik test sonuglari
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Sekil 4.4. API goriintiileri

4.2. Kimyasal Bulgular

Calismada oOzellikle mikrobiyolojik gelismeyi etkileyen pH, asitlik ve tuz analizleri
yapilmistir. Denemede numunelerin kimyasal Ozelliklerine ait veriler Cizelge 4.7°de

goriilmektedir.

Cizelge 4.7. Numunelerin asitlik, tuz ve pH ol¢timleri

Uretim tipi Numune no | Tekerriir | Asitlik Tuz pH
oV 1 1 0,68 3,45 3,86
2 0,67 3,51 3,86

oV 5 1 0,81 1,76 3,53
2 0,85 1,81 3,53

oy 3 1 0,86 3,68 3,43
2 0,85 3,74 3,43

oy 4 1 0,85 1,17 3,87
2 0,86 1,17 3,87

oy 5 1 0,40 2,69 3,88
2 0,41 2,81 3,88

oy 5 1 0,90 1,81 3,84
2 0,90 1,87 3,85

oy 7 1 0,78 2,16 3,85
2 0,79 2,23 3,85

oy 8 1 0,95 1,58 3,93
2 0,96 1,52 3,93
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Cizelge 4.7. (devam)

Uretim tipi Numune no | Tekerriir | Asitlik Tuz pH
. . 1 1,37 1,11 3,82

2 1,37 1,11 3,83

. " 1 0,95 1,17 3,82

2 0,96 1,23 3,82

o 1 1 1,22 3,45 3,83

2 1,24 3,51 3,83

. b 1 1,26 269 | 3,58

2 1,25 2,57 3,58

. s 1 1,44 410 3,68

2 1,45 421 3,68

. 1 0,50 2,28 3,94
endiistriyel 14 2 0,49 2,28 3,94
. - 1 0,92 3,21 3,70

2 0,92 3,28 3,70

o 16 1 0,90 0,99 3,95

2 0,01 1,05 3,95

. . 1 2,16 1,76 3,52

2 2,17 1,81 3,52

o 18 1 0,81 2,69 3,80

2 0,81 2,69 3,80

. i 1 1,40 0,94 3,72

2 1,40 0,88 3,72

o 20 1 0,23 1,05 3,68

2 0,23 1,05 3,68

. ” 1 0,77 0,33 3,66

2 0,77 0,39 3,66

. - 1 0,54 0,06 3,72

2 0,54 0,06 3,72

o 23 1 0,50 0,06 3,50

2 0,50 0,06 3,50

— 1 0,99 3,33 3,63
endiistriyel 24 5 0,99 3,39 3,62
— 1 135 415 | 358
endiistriyel 25 2 135 4,21 3,58
1 1,08 3,45 3,81

endistriyel 26 2 1,08 3,51 3,81
— 1 0,94 2,87 4,19
endiistriyel 27 2 0,94 2,98 4,19
— 1 1,21 410 3,65
endiistriyel 28 2 1,22 4,15 3,65




Cizelge 4.7. (devam)
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Uretim tipi Numune no | Tekerriir | Asitlik Tuz pH
- 1 1,13 2,81 4,29
endiistriyel 29 5 112 293 4.9
- 1 0,22 0,64 3,92
endiistriyel 30 > 0.22 0.64 392
. 1 0,18 0,35 3,70
endiistriyel 31 5 0.18 0.41 3.70
. 1 0,13 4,10 3,92
endiistriyel 32 > 0.14 2,00 3.92
. 1 0,14 1,05 4.04
endiistriyel 33 > 0.14 111 4,04
oy 34 1 1,71 3,69 3,49

2 1,71 3,74 3,49

oy 35 1 1,62 2,93 3,59

2 1,62 2,98 3,59

oy 36 1 0,94 3,51 3,76

2 0,94 3,63 3,76

eV 37 1 1,07 2,87 3,75

2 1,07 2,87 3,75

oV 38 1 0,36 1,05 3,83

2 0,36 1,23 3,83

oV 39 1 0,95 1,23 3,72

2 0,95 1,29 3,72

oy 40 1 1,21 1,29 3,64

2 1,22 1,17 3,64

oy a1 1 1,35 2,57 3,42

2 1,36 2,57 3,42

. 1 1,30 3,51 3,34
endiistriyel 42 > 131 357 3.34
- 1 1,37 4,04 3,43
endiistriyel 43 > 137 4,04 343
Maksimum deger 2,17 4,21 4,29
Minimum deger 0,13 0,06 3,34

Ev ort 0,98 2,06 3,72
Standart Sapma 0,42 1,14 0,15
End.ort 0,84 2,89 3,79
Standart Sapma 0,50 1,37 0,28

Genel ortalama 0,94 2,29 3,74
Standart sapma 0,45 1,26 0,20
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Cizelge 4.7 incelendiginde orneklere ait laktik asit cinsinden %asitlik degerinin 0,13—
2,17 arasinda degistigi, genel ortalamanim 0,94 oldugu goriilmektedir. Ornekler iiretim
tipine gore incelendiginde ev tipi 6rneklerinin ortalamasmin 0,98 ve endiistriyel tipi
tiretimin ortalamasinin 0,84 oldugu ve istatistiksel olarak tiretim farkliliginin asitlik

tizerinde etkili oldugu gézlenmistir (p<0,01).

PR

Orneklere ait tuz degerinin 0,06-4,21 arasinda degistigi, genel ortalamanm 2,29 oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.7). Ornekler iiretim tipine gore incelendiginde ev tipi
orneklerin ortalamasinin 2,06 ve endiistriyel tipi {iretimin ortalamasinin 2,89 oldugu ve
istatistiksel olarak tiretim farkliliginin tuz miktar1 tizerinde etkili oldugu gozlenmistir
(p<0,01).

o

Orneklere ait pH degerinin 3,34-4,29 arasinda degistigi, genel ortalamanin 3,74 oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.7). Ornekler iiretim tipine gore incelendiginde ev tipi
orneklerinin ortalamasinin 3,72 ve endiistriyel tipi liretimin ortalamasinin 3,79 oldugu
ve istatistiksel olarak tiretim farklihgmnin pH ftzerinde etkili bir faktér oldugu

gozlenmistir (p<0,01).

Cizelge 4.8’de incelendiginde tiim mikrobiyolojik degerler arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu, buna karsin asitlik ve tuz muhtevasi agisindan 6nemli bir ters oranti
gozlenmistir. Bu durum artan asitlik ve tuz miktarinin mikrobiyal ¢esitlilik ve gelisim
icin kisitlayicr bir faktdr oldugu gercegini tekrar gozler oniine koymustur. Psikrofil
mikroorganizma gelisimi ise en yliksek korelasyonu maya sayisi ile gostermistir.
Calismada gozlenen bir diger pozitif korelasyon Laktik kok ve basiller arasinda
gozlenmistir. Bu durum her iki grup laktik asit bakterinin bir biri ile uyumlu olarak
iirlinde oOlabilecegini de gostermektedir. Uriin giivenligi agisinda ise tuz miktari
enterokoklar lizerine asitlikten daha etkili bulmustur. Bu durum kritik tuz seviyesinin
belirlenerek iiriin giivenligi programlarinda (HACCP gibi) kritik kontrol noktas1 olarak

kullanilabilecegi bilgisini ortaya ¢ikarmaktadir.



Cizelge 4.8. Farkli analiz parametreleri arasindaki korelasyon

Numune| Tekerriir | TAMB | Psikro | Pseudo | PDA | YGC | Lbasil | Lkok |Enterob|Enterokok|S.aureus| Asitlik | Tuz pH
Numune 1 0,00 |-0,49**|-0,44 **| - -0,39 **|-0,038**|-0,45 **|-0,39** | -0,28* | -0,50** - 0,08 0,09 | -0,19
Tekerriir 0,00 1 -0,00 | 0,00 - -0,00 | 0,01 | -0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 0,00 0,02 0,00
TAMB -0,49**| -0,00 1 0,23* - 0,69** | 0,67** | 0,90 ** | 0,94** | 0,33 **| 0,75** - -0,28** [ -0,42**| 0,13
Psikro -0,44**| 0,00 0,23 * 1 - 0,33 **| 0,34** | 0,23* | 0,14 0,15 0,17 - -0,10 | 0,23 | -0,15
Pseudo - - - - - - - - - - - - - - -
PDA -0,39** -0,00 |0,69**|0,33** - 1 0,94** | 0,74** | 0,65** | 0,38 **| 0,45** - -0,21 | -0,27* | 0,00
YGC -0,38** | 0,01 0,67** | 0,34** - 0,94** 1 0,69** | 0,62** | 0,40** | 0,44** - -0,33** | -0,23* | 0,07
Lbasil -0,45** -0,00 |0,90**| 0,23 * - 0,74** | 0,69** 1 0,87** | 0,24* | 0,67** - -0,21 |-0,36**| 0,02
Lkok -0,39** | 0,00 0,94** | 0,14 - 0,65 **| 0,62** | 0,87** 1 0,27* | 0,69** - -0,33** (-0,38** | 0,21
Enterob -0,28* 0,00 0,33** | 0,15 - 0,38** | 0,40** | 0,24* | 0,27* 1 0,28** - -0,11 | -0,14 | 0,01
Enterokok [-0,50** | 0,00 0,75** | 0,17 - 0,45** | 0,44** | 0,67** | 0,69** | 0,28** 1 - 0,06 |[-0,29**| 0,13
S.aureus - - - - - - - - - - - - - - -
Asitlik 0,08 0,00 |-0,28**| -0,10 - -0,21 |-0,33**| -0,21 |[-0,33**| -0,11 0,06 - 1 0,39** | -0,42**
Tuz 0,09 0,02 |-0,42**| 0,13 - -0,27* | -0,23* |-0,36**|-0,38**| -0,14 | -0,29** - 0,39** 1 -0,16
pH -0,19 0,00 0,13 | -0,15 - 0,00 0,07 0,02 0,21 0,01 0,13 - -0,42** | -0,16 1

** (,01seviyesinde 6nemli
* 0,05seviyesinde 6nemli

-Tiim 6rnekler icin N degeri 86 dir.

-Enterob: Enterobacteriaceae
-PDA: Maya Kiif PDA besiyeri
-YGC: Maya Kiif YGC besiyeri
-Lbasil:Muhtemel laktik basiller
-Lkok: Muhtemel laktik koklar
-Psikro: Psikrotrofik bakteri

-Pseudo: Pseudomonas

05
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5. TARTISMA VE SONUC

Bilindigi izere tursu, farkli meyve ve sebzelerin fermentasyonu ile iiretilen ve sevilerek
tiiketilen geleneksel bir tirlinlimiizdiir. Gliniimiizde tursu {iretimi gida sanayinin 6nemli
faaliyet alanlarindan biri haline gelmistir. Ancak geleneksel fermentasyon metodu ile
iretilen riiniin raf Omriiniin nispeten az olmas: ticari olarak tiretimini miimkiin
kilmamaktadir. Tursuda {iriiniin raf dmriinii kisitlayan en 6nemli faktoriin maya gelisimi
oldugu belirtilmektedir (Cetin 2011). Bu nedenle ticari ve ev yapimi tursularin tim

mikrobiyolojik ve kimyasal 6zellikleri istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p<0,01).

Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB), Yildiz (2011) tarafindan belirtilen degerler
(4,84 log kob/ml) ve Karasu (2006) tarafindan belirtilen degerler (5,48 log kob/ml) ile

benzer oldugu goriilmiistiir.

Tursu ve benzeri iiriinlerde Psikrotrofilik bakteri sayimi hakkinda herhangi bir

calismaya rastlanmamstir.

Calismada bitki patojeni bazi suslarin bilinmesi nedeni ile Pseudomonas cinsine ait
tirlerin iriine gecebilecegi disiiniilmiistiir. Bu nedenle &zellikle fermantasyonun ilk
asamalarinda  bulunabilme ihtimali g6z Oniinde  bulundurularak  sayim
gerceklestirilmistir.  Ancak, higbir Ornekte Pseudomonas cinsi bakteri sayimi

gerceklestirilememistir.

Calisma sonuglart Maya ve Kif sayisi agisindan incelendiginde, Yildiz (2011)
tarafindan belirtilen degerlerle (4,57 log kob/ml) yaptigimiz arastirma ile benzerlik
gostermedigi goriilmistiir. Karasu (2006) tarafindan belirtilen degerlerle (5,24 log

kob/ml) yaptigimiz arastirma sonuclart benzerlik gostermedigi goriilmiistiir.

Kullanilan numunelere ait Enterekok sayilariba ait degerler Yildiz (2011) tarafindan

belirtilen ortalamadan (1,52 log kob/ml) nispeten yiiksek bulunmustur.
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Uriin laktik asit bakteri sayilari agisinda incelendiginde Yildiz (2011) tarafindan
bulunan laktobasillerin degerlerinden (6,65 log kob/ml) diisiik oldugu, Karasu’nun
(2006) rapor ettigi degerden (5,79 log kob/ml) ise nispeten yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Laktokoklar degerlendirildiginde ise Yildiz (2011)’m buldugu degerlerden (2,27 log
kob/ml) yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tursuda S. aureus saymmini Yildiz (2011) gergeklestirmistir. S. aureus bulasma
kaynaklarinin c¢esitliligi ve tuz toleransi nedeni ile iirliniin mikrobiyolojik giivenligi
acisindan belirlenmesi amaglanmistir. Ancak higbir ornekte S. aureus izolasyonu
gerceklestirilememistir.  Benzer sonu¢ denemede kullanilan tursu Orneklerinde

gozlenmistir.

Enterobacteriaceae sayimi Yildiz (2011) tarafindan belirtilen degerlerle (<1 log kob/ml)

benzerlik gostermedigi goriilmiistiir.

Deneme verileri tuz muhtevasi agisindan incelendiginde, hem Yildiz (2011) tarafindan
belirtilen degerlerle (3,66) hem de Karasu (2006) tarafindan belirtilen degerlerle (3,96)
benzerlik gostermedigi belirlenmistir. Denemede kullanilan numunelere ait ortalama tuz

muhtevast her iki arastirmacinin rapor ettigi degerlerden az bulunmustur.

Asitlik i¢in elde edilen degerler Yildiz (2011) tarafindan belirtilen degerlerle (1,11)
benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Ancak Karasu (2006) tarafindan belirtilen degerlerle

(1,58) mukayese edildiginde daha az ortalama degere sahip olduklari belirlenmistir.

pH degerleri nispeten yiiksek olmakla beraber Yildiz (2011) tarafindan belirtilen
ortalama degere (3,51) daha yakin oldugu, Karasu (2006) tarafindan belirtilen degerden
ise (3,53) bir miktar yiiksek oldugu goriilmektedir.

Tiirk Standartlar Enstitiisiiniin tursu cesitleri ile ilgi ilgili lahana (TS 4200), karigik (TS
4214), patlican (TS 4213), biber (TS 4199), hiyar (TS 11112), havug (TS 5984) gibi

farkli standatlar1 olmakla beraber firiiniin mikrobiyolojik 6zelligi hakkinda bilgi
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bulunmamaktadir. Kimyasal 6zellikleri ile ilgili olarak ise nispeten benzer rakamlar
gozlenmektedir. Kullanimda olan mevcut standartlarin tarihi ise 1990 yilina degin
uzanmaktadir. Lahana ve karisik tursuda toplam asitlik miktar1 salamurada en diisiik
%0,5 en yiiksek 2,0 arasinda olmasi istenirken, hiyar tursularinda bu degerin %1-2
arasinda olmasi istenmektedir. Denemede kullanilan tursu 6rneklerine ait genel ortalama
dikkate alindiginda ilgili standartlar1 karsiladigi gézlenmektedir. Tuz degeri agisindan
ilgili standartlar incelendiginde maksimum degerin %6-7 olabilecegi bildirilmistir.
Deneme verileri tuz muhtevasi agisindan incelendiginde maksimum degerin %4,21

oldugu, dolayist ile ilgili standarda uygun olduklar1 belirlenmistir.

Mayalarm, tursu gibi fermente meyve ve sebze tlirlinlerin mikroflorasindaki varligi
yapilan birgok arastirma ile kanitlanmigtir (Pederson 1971; Etchells et al. 1975; Sahin
1978; Costilow et al. 1980; Fleming 1982, Daeschel et al. 1988; Deak ve Beuchat 1988;
Gonliim 1994; Aktan 1998; Ozgelik vd 2000; Uylaser vd 2004; Albayram 2007;
Anonim 2007; Fleet 2007; Yildiz 2011). Ulkemizde tursudan maya izolasyon ve

tanisina yonelik ¢alismalar ise oldukc¢a azdir.

Albayram (2007) Samsun ve Mersin piyasasindan elde ettigi 59 tursu 6rneginden 99
adet maya izole etmistir. Yaptigi arastirmada biyokimyasal (tuza dayaniklilik testi, iire
hidrolizi, %50 glikozda gelisme testi, karbonhidrat fermentasyonu, antibiyotik direnci,
vs.) ve morfolojik testler kullanarak izolatlar1 tanilamaya c¢alismistir. Sonug olarak
Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Pichia ve Torulospora cinslerine ait suslarin
varligl rapor edilmistir. Arastirma bulgular ilgili ¢alisma ile mukayese edildiginde
Pichia, Candida cinslerin ortak olarak izole edildigi ancak diger 2 cinsin benzerlik

gostermedigi tespit edilmistir.

Yildiz (2011)’in yaptig1 arastirmada ise tiiplerde API 20 C AUX kullanilarak mayalar
tir bazinda tanimlanmistir. Bunun i¢in 12 adet ev yapimi tursu Ornegininsalamura
kismindan 14, meyve kismindan 14 olmak iizere toplam 28 adet maya izole etmistir.
Candida, Geotrichum, Saccharomycess, Sporoblomyces cinsleri olarak tanimlamis ve

en baskin tiiriin ise Candida boidinii oldugu belirlenmistir. Arastirma bulgular ilgili
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calisma ile mukayese edildiginde Candida cinslerin ortak olarak izole edildigi ancak

diger 3 cinsin benzerlik gostermedigi tespit edilmistir.

Gonlim (1994) klasik yontemlerle 6n tanis1 gergeklestirilmis 100 maya susunun tekrar
tanis1 amaci ile API 20 C, API 20 C AUX ve API ID 32 C kitleri kullanmistir. Sonug
olarak tan1 amaci ile kit kullaniminin oldukga basarili oldugunu belirtmistir. Ancak ilgili
calismada farkli bir metot (genetik veya immiinolojik) veya standart sus kullaniminin
s0z konusu olmadig1 goriilmektedir. Oysa ¢alismamizda tan1 amaci ile hem kit hem de
sekans analizi gergeklestirilmis olup genetik tan1i sonucunun daha giivenilir oldugu
belirlenmistir. Ote yandan konu ile ilgili kaynaklarda da benzer tavsiyelerde
bulunulmaktadir (Deak 2008) Benzer sistemi kullandigimiz ¢alismamiz da Kit
sisteminin 24. ve 48. saatler de bile farkli sonuglar verdigi goriilmektedir. Hatta bazen
%90 ve iizeri benzerlik orani verilen 6rneklerde dahi sonu¢ degisebilmektedir. Bu da
ilave test ihtiyaci dogurmakta ve 6nemli siiphe ve zaman kaybina neden olmaktadir.
Ayrica biyokimyasal yontemler incelendiginde metodun mayalarin seker kullanimi
dikkate alinarak isledigi goriilmektedir. Fakat mayalarin beslenme sekillerinin oldukca
degisken oldugu ve mutasyon ihtimali de diigiiniilirse molekiiler yontemlerin daha
dogru sonuglar verecegi goriilmiis olur (Boekhout & Robert 2003; Fern'andez- Espinar
et al. 2006).

Uylaser ve arkadaglar1 (2004)’nin yaptiklart bir diger ¢caligmada yiizeyde zar yapan ve
tirline zarar veren Hansenula, Torulaspora, Torulopsis, Kloeckera ve Candida cinsi
mayalarin tursuda goriilebilecegi rapor edilmistir. Arastirma sonuglar1 belirtilen maya
cinsleri ile karsilastirildiginda genetik tan1 sonucu ile uyum gostermedigi API test kit

sonucu ile nisbi benzer oldugu goriilmektedir.

Uriiniin mikroflorast ile ilgili farkli kaynaklarda farkli veriler bulunmakla beraber
meyve ve sebze kokenli diger fermente gidalar ile mukayese edildiginde o6zellikle
genetik tan1 sonuglarmin benzer iirlinlerde bulunabilecek maya tiirleri ile Ortiistiigii
gozlenmektedir (Fleming 1982; Deak 2008; Firat 2012). Mayalarin yasam toleranslari
(pH, aw, vs.) genis araliklarda oldugu i¢in peynir (Apan 2007), asma yaprag (Firat
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2012), zeytin (Albayram 2007; Yildiz 2011) gibi bir¢cok gidada varligi s6z konusudur.
Aragtirma bulgulan ilgili literatiirle mukayese edildiginde farkli oranlarda benzerlikler

goriilmektedir.

5.1. Sonug¢

1. Caligmada iiriin gilivenligi acisindan herhangi bir patojen mikroorganizmaya
rastlanilmamistir. Ancak 6 ornekte diisiik sayida Enterobacteriaceae tespit edilmistir.

2. Numunelerin incelenen tiim 6zellikleri acisindan geleneksel ve ticari liretim arasinda
istatistiksel olarak onemli derecede farklar oldugu belirlenmistir (p<0,01).

3. Genel mikrobiyolojik veriler gozden gecirildiginde TAMB sayisinin  4.58,
Psikrotrofilik bakteri sayisinin 0.48, Maya ve kiif sayisinin 2.81, Laktobasillerin 4.49,
laktokoklarin 4.36, Enterobacteriaceae 0.27, Enterococcus 2.00 log kob/ml ortalama
degerlerine sahip oldugu gozlenmistir.

4. Denemede Pseudomonas ve S. aures belirlenmemistir.

5. Caligmada kimyasal 6zelliklerden asitlik (% laktik asit), tuz (%) ve pH belirlenmis
olup 43 6rnege ait ortalama degerler sirasi ile 0.94, 2.29 ve 3.74 olarak belirlenmistir.

6. Calismada elde edilen 83 izolatin 12 sustan ibaret oldugu, bunlarin 9 tiir ve 4 cins
olduklari belirlenmistir (Cizelge 4.3).

7. Elde edilen sekans sonuglart ilgili kiitiiphanelerle karsilastirildiginda izole edilen 12
susun; Pichia kudriavzevii, Pichia kluyveri, Hanseniasporaopuntiae, Candida aff.
sorboxylosa, Hanseniaspora uvarum, Pichiafermentans, Pichiabarkeri,
Kazachstaniaexigua, Pichia membranifaciens tiirlerinden olustugu gézlenmistir.

8. Deneme sonucunda tursuda en sik rastlanan tiiriin Pichia kudriavzevii (%20,48), en
sik belirlenen cinsin ise Pichia (%53.54) oldugu belirlenmistir.

9. Denemede tan1 amaci ile biyokimyasal test temelli API ID 32C ve genetik temelli
sekans islemleri gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak genetik tanimnin hizli ve giivenilir
olmasi nedeni ile diger tan1 metotlarindan daha uygun oldugu tespit edilmistir.

10. Uriiniin fermentasyonunun ideal sartlarda gelistirilmesi raf émrii, aromas1 ve saglik

acisindan daha degerli olmasi nedeni ile konu ile ilgili arastirmalarin artirilarak devam
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etmesi, uygun starter gelistirilmesi saglanarak standart kalitede daha iyi {irlinlerin

uretimi Onem arz etmektedir.
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