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OZET

GIDA TUZLARINDA TUZA TOLERANSLI BAKTERILERIN
INCELENMESI

Bu ¢alismada, yedi iilkeden (Fransa, Almanya, Ingiltere, Pakistan, Tiirkiye, Isvigre,
Avusturya) toplanan yirmi bes tuz Orneginin nem igerigi, kiil icerigi, pH degerleri,
toplam bakteri sayist ve toplam tuza toleransli bakteri sayisi incelenmistir. Bu
tuzlardaki tuza toleransli saf bakteriler izole edilmistir ve bu izolatlarin Gram
reaksiyonu, hiicre morfolojileri incelenmistir.Tuza toleransli bu izolatlarin gelistikleri
sicaklik degerleri, pH degerleri, NaCl konsantrasyonlari, koloni o&zellikleri ve
biyokimyasal aktiviteleri incelenmistir. Tuzlarin nem igerigi, kiil igerigi, pH degerleri
sirastyla %2.3-3.7, %95-97, 6.37-9.94 olarak bulunmustur. Bakteriler (1-58 kob/g) ve
tuza toleranshi bakteriler (1-40 kob/g) sirasiyla 20 ve 17 adet tuz Orneginde
saptanmistir. On yedi tuz 6rneginden 138 tuza toleranslh bakteri izole edilmistir. 118
izolat Gram-pozitif ve 20 izolat Gram-negatif olarak bulunmustur. Tiim izolatlarin
comak seklinde oldugu gozlenmistir. Tiim izolatlar, 24°C ve 37°C’de, pH 5, 7, 9°da;
hem NaCl yoklugunda hem de %10 NaCl varliginda gelismistir. Sekiz izolat 4°C’de,
22 izolat %20 NaCl varhiginda gelismistir. Endospor yapist 78 izolat tarafindan
olusturmustur.izolatlarin kolonilerinin turuncu (2 izolat), krem (62 izolat), koyu krem
(7 1zolat), beyaz (47 1zolat), sar1 (14 izolat), koyu sar1 (1 izolat) veya renksiz (5 izolat)
oldugu gozlenmistir. Tiim izolatlar katalaz pozitif olarak bulunmustur. izolatlarin
83’1, 84’1, 48’1, 92’s1, 100’1 sirastyla oksidaz, proteaz, lipaz, amilaz, kazeinaz pozitif
olarak saptanmustir. Altmis izolat peptondan amonyak iiretmistir. Sonug olarak, gida
bozulmalarini ve insanlarda gida zehirlenmelerini 6nlemek icin gida tuzlarindaki tuza

toleransli bakteriler pismemis gidalarda kullanilmadan 6nce tuzdan uzaklastirilmalidir.

Aralik, 2021 Seyma HELVA



ABSTRACT
EXAMINATION OF HALOTOLERANT BACTERIA IN FOOD SALTS

In this study, 25 salt samples collected from seven countries (France, Germany,
England, Pakistan, Turkey, Switzerland, Austria) were examined for moisture
contents, ash contents, pH values, total numbers of bacteria and total numbers of
halotolerant bacteria. Pure halotolerant bacteria in salts were isolated and Gram
reaction, cell morphologies of isolates were examined. Temperature values, pH values,
NaCl concentrationsat which these halotolerant bacteria grew were investigated.
Colony characteristics and biochemical activities of isolates were examined. Moisture
and ash contents, pH values of salts were respectively found as 2.3-3.7%, 95-97%,
6.37-9.94. Bacteria (1-58 CFU/g) and halotolerant bacteria (1-40 CFU/g) were
detected at 20 and 17 salt samples, respectively. One hundered-thirty eight halotolerant
bacteria were isolated from seventeen salt samples. A total of 118 and 20 isolates were
found as Gram-positive and Gram-negative, respectively. All isolates were rod-
shaped. Endospore structure was formed by 78 isolates. Colonies of isolates were
orange (2 isolates), cream (62 isolates), dark cream (7 isolates), white (47 isolates),
yellow (14 isolates), dark yellow (1 isolate) or nonpigmented (5 isolates). All isolates
grew at 24°C and 37°C; pH 5, 7 and 9; both absence of salt and presence of 10% NacCl.
Eight, twenty-two isolates grew at 4°C, 20% NaCl, respectively. All isolates were
catalase positive. Eighty-three, 84, 48, 92, 100 of isolates were oxidase, protease,
lipase, amylase, caseinase positive, respectively. Sixty isolates produced ammonia
from peptone. In conclusion, halotolerant bacteria found in food salt should be
removed before using in uncooked foods to prevent food spoilage and foodborne

diseases in humans.

December, 2021 Seyma HELVA
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1. GIRIS

Tuz, yasamsal degerinden dolay: tarih boyunca insanlar tarafindan kullanilan bir
mineraldir (Koday, 1999). Tuz deniz, g6l ve kaya gibi farkli yerlerde tretilmektedir.
Yal¢in ve Ertem, 1997). Tuz, gollerde, yer alt1 sularinda, denizlerde ve yer altinda kaya
tuzu formlarinda bulunmaktadir (Koday, 1999). Tuz, olduk¢a genis alana sahip katki
maddesidir (Lawrence ve ark., 2003).

Tuz hem diisiik maliyeti hem de birtakim 6zellikleri nedeniyle gida sanayisinde
cokca kullanilan bir katki maddesidir. Tuz icerdigi yiiksek sodyum kloriiriin
konsantrasyonundan dolay1 gidalarda antimikrobiyal, koruyucu ve su aktivitesini azaltici
ozellige sahiptir. Yaygin olarak kullanilan en 6nemli gida koruma teknigi, tuz kullanim
teknigidir. Bu koruma teknigi gidalarda mikroorganizmalarin biiyiimelerini engellemektir
(Albarracin ve ark., 2011).

Kimya endiistrisi gelisinceye dek sadece koruma ve besin katki maddesi olarak
kullanilmistir (Koday, 1999). Ancak bugiin 6zellikle kimya endiistrisinde meydana gelen
gelismelerle tuzun kullanim alanlar fazlaca artmistir (Tiirkiye Tuz Envanteri, 1977).

Tuz, gida, dericilik, baca temizleme, hayvan yemleri, boru lehimleme, ¢omlek
sirlama, yemeklere katki maddesi, yabani otlarin imhasi, aga¢ bakimi, dis agrisi, tip
alaninda enjeksiyon, kozmetik sanayi, su yumusatma, ¢elige sertlik verme, demiryollarinin
ve karayollarinin buzla miicadelesi gibi dolayli ya da dogrudan yaklasik 14.000 farkli
sektdrde kullanilmaktadir (Adshead, 1992; ilter, 2000; Aquaron, 2000).

Tuzlama islemi temel olarak et ve balik endiistrilerinde muhafaza ve koruma igin
onemlidir. Tuz difiizyonu yoluyla gidanin su aktivitesi diisiirerek gidanin tazelik ve doku
stabilizasyonu saglanmakta ve lezzetin gelismesi kolaylastirilmaktadir (Albarracin ve ark.,
2011).

Islenmemis yani ham tuzlar besinlerin korunmasinda kullanildiginda, giday1 iginde
bulunan muhtemel mikroorganizmalarla kontamine edebilmekte ve gidalarin bozulmasina
neden olmaktadir. Onceki calismalarda arastirmacilar, 6zellikle tuz goliinden, deniz
tuzlalarindan, ¢ok tuzlu topraklardan, tuzlanmis derilerden, tuzlanmis et iiriinlerinden,
tuzlanmis baliklardan, tuzlanmis peynirlerden, tursulardan ve salamura zeytinler gibi
cesitli tuzlanmis tiriinlerden 1liml1 halofil bakteri ve asir1 halofil arkelerin elde edilmesi ve
tanimlanmasina odaklanmislardir (Liick ve Pager, 2000). Bu sebeple bu c¢alismada

gidalarda kullanilan tuzlarda tuza toleransli bakteriler iizerinde arastirma yapilmistir.



Aragtirma kapsaminda tuz 6rneklerinin toplanmasi, drneklerin nem, pH, kiil degerlerinin
belirlenmesi, toplam bakteri sayisinin ve toplam tuza toleransli bakteri sayisinin
saptanmasi, tuza toleransli bakterilerin izole edilerek saflastirilmasi, izolatlarin koloni
ozelliklerinin  incelenmesi, Gram reaksiyonlarinin  belirlenmesi, hiicre seklinin
incelenmesi, gelistikleri sicaklik, pH ve tuz araliklarinin saptanmasi, endospor
olusumunun arastirilmast ve biyokimyasal testler ile enzim aktivitelerinin incelenmesi

iizerinde ¢alismis ve tuza toleransli bakterilerin 6zelliklerinin agiklanmasi amaglanmustir.

1.1.Tuz Hakkinda Genel Bilgi

Asil adi “Sodyum kloriir” olan Na ve Cl olusan tuz, insan kullanimina uygun
ozellikte iiretilen katki maddesidir. Gida endistrisinde kullanilantuzlar ve sofra tuzu olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir (Tiirk Gida Kodeksi, 2013; Ayaz, 2008).

Gida Endiistri Tuzu: Gida endiistrisinde kullanilan yemeklik tuzlardir. Iyot ilavesi
zorunlu degildir.

Sofra tuzu, direkt tiiketiciye takdim edilen, toz haline getirilmis, iyot ilave edilmis,
rafine edilmis ya da edilmemis yemeklik tuzlardir. 25-40 mg/kg potasyum iyodat
eklenmesi zorunludur (Tirk Gida Kodeksi, 2013).

Tuz, tarihte degerini korumus 6nemli bir maddedir. Ozellikle Antik Roma, Misir
ve Ortadogu’da besinleri muhafaza edebilme 0Ozelliginden dolay1 yerlesik hayat tuz
yataklarina ¢ok yakin olmustur (Netolitzky, 1913; Forbes, 1965).

Eski Misir’da tuza ‘natron’, yani ‘ilahi tuz’ adi verilmistir. Roma’da sehir merkezi,
tuzun taginmasi igin bir rota olarak belirlenmistir. Latince ‘salarium’ yani ‘maas’ kelimesi,
‘salt (tuz)’ dan tliremistir ve calisanlara yada Romen lejyonerlere (askeri topluluklara)
isleri i¢cin 6denen tuz miktar1 anlamina gelmektedir (Albarracin, 2010).

[k ¢aglarda tuz, su kaynaklarindan iiretilmistir. Kaynaktan c¢ikan kaynak sulari,
isitilmig taglarin iizerine dokiilerek buharlagtirma yontemiyle tuz tretilmistir. Sonraki
donemlerde teknolojide meydana gelen gelismeler neticesinde, farkli yontemlerle farkli
sekillerde olusmus tuz yataklarindan faydalanilmistir (Koday, 1999). Yaygin olarak
dogada bulunan tat verici ve koruyucu madde olarak kullanilmaktadir (Ergin, 1988; Birbir
ve Erdogan, 2002). Yapisinda bulunan sodyum viicutta sivi ve elektrolit dengesini
saglarken, kan basincini diizenlemede de 6nemli rol oynamaktadir (Akgiin ve ark., 2018).
Diinyada tiiketilen besin kaynaklar1 igerisinde tuz biiylik bir Oneme sahiptir. Son

zamanlarda tuz, gilinlik hayatta kullaniminin diginda besinlerin saklanmasi, konserve



iiretimi, dondurma ve soguk tagimacilik i¢in de kullanilmaktadir (Yal¢in ve Ertem, 1997).
Tuz, suda ¢ok kolay eriyebilmesinin yaninda havadaki ve ortamdaki nemi de tutmaktadir.
Bu sebeple kullanildig1 gidalarda su oranini diisiirmek i¢in konservasyon asamasinda
kullanilmaktadir (Birbir ve Erdogan, 2002, Madigan ve ark., 2009). Bu yoOntemlerin
ilerlemesi tuzun endiistride kullanilmasini diinya genelinde yayginlagtirmaktadir (Yalgin
ve Ertem, 1997).

Tuz ilk ¢agdan bu yana besinlerin dayanikliligini ve lezzetini artirmak amaciyla
kullanilmaktadir (Akgiin ve ark., 2018). 1700°1i yillara dek yalnizca besinlerde kullanilan
tuz, 1800°1i yillara gelindiginde lezzet anlayisinin degismesiyle insanlar tarafindan daha
az tercih edilmeye ve bu yiizyilda besin saklama, konserve yapma, buzdolabinda saklama
ve dondurma gibi yontemlerde de kullanilmaya baglanmistir (Ayaz, 2008).

Tuz barindig1 ortamda su molekiillerini yogunlastirip difiize etme 6zelligi ile suda
kolayca ¢ozlinebilmektedir (Ersoy ve Yiinsel, 2001). Tuz, koruyucu, lezzet artirict ve su
adsorpsiyonunu iyilestirmek i¢in en ¢ok kullanilan gida katki maddelerinden biridir
(Lawrence ve ark., 2003). Sofra tuzu pek ¢ok kiiltiiriin mutfaginda lezzet verici, tat artiric
olarak kullanilmaktadir. Bu gidalar tiiketen insanlar tuz seviyesi yetersiz olan iirlinleri
lezzetsiz ve tatsiz olarak nitelendirmektedir. Bunun sebebi, tuzun istenmeyen,
hoslanilmayan tatlar1 (metalik, ac1 veya kimyasal) bastirmasi ve bazi tatlarin (tathilik gibi)
yogunlugunu ise arttirmasindan kaynaklanmaktadir (McMahon, 1999).

Tuz, tuz gollerinden, tuz madenlerinden, tuz golii ve deniz tuzlalarindan elde
edilmekte, tuz golleri ve deniz tuzlalarindan elde edilen ham tuzlar tuza toleransli bakteri,
iliml1 halofil bakteri ve asir1 halofil arke igerebilmektedir (Birbir ve ark.,2007)

Tuz, genellikle beyaza yakin, gri, koyu gri, siyaha yakin renge sahiptir ve tuzun
barindirdigi yabanci bazi maddeler tuza farkli renkler verebilmektedir. Dogadan
islenmeden elde edilen ham tuzun icerdigi maddelere ve bakterilere de bagli olarak
renksiz, saydam veya yar1 saydam olmaktadir (Birbir ve Erdogan, 2002). Asir1 halofil
arkelerin, 1limli halofil bakterilerin ve halofil olmayan tuza toleranshh bakterilerin
bulundugu tuz, kirmizi, pembe, sari, kirli beyaz renkler tagiyabilmektedir (Birbir ve ark.,
2007). Tuzun suda erime 6zelligi sicaklikla orantili olarak degigsmektedir. 0°C de 100 g su
icinde 36 g tuz ile doymus ¢6zelti olurken, 100°C de 40 g tuz ile doymus tuzlu ¢ozelti
olusmaktadir (Ersoy ve Yiinsel, 2001).

Antimikrobiyal etki olusturmayan ancak su aktivitesini azaltma kabiliyetine sahip

olan tuz, besinlerde tuza toleransli olmayan mikroorganizmalarin iiremesini



yavaglatmaktadir. Yogun tuz konsantrasyonu, ozmotik etkiden dolay1 halofil olmayan
mikroorganizmalarin hiicresel metabolizmasin1 yavaglatarak bakterilerin gelismesini
engelleyebilmektedir.  Fakat muhafaza edilmis yiyeceklerin  besin  degerini
azaltabilmektedir ¢iinkii vitamin ve mineral gibi suda ¢oziinebilen igeriklerin elenmesine
neden olabilmektedir (Liick ve Pager, 2000).

Bitkisel {irlinlerde tuz, baslica muhafaza etmek i¢in ve kuru tuzlama ya da
fermantasyon asamalarinda basariyla kullanilmaktadir. Bazi bitkisel {irtinlerde, tuz
dogrudan koruyucu olarak yer almamaktadir ¢linkii az miktarda eklenen tuz, rekabetci ve
tuzlu ortamda tireyen mikroorganizmalarin gelismesine neden olmaktadir (Liick ve Pager,
2000; Van Buren, 2006; Panagou, 2006; Bautista-Gallegove ve ark., 2009).

Geleneksel tuzlama, kullanilacak malzemenin kat1 tuzla ortiilmesi veya ovulmasi
seklindedir. Islem sirasinda gidadan ¢oziilerek veya siiziilerek cikan sivi, ozmotik ve
diftizyon mekanizmalarinin sonucudur. Tuzlama asamasmin amaci, oda sicakliginda
yeterli kiir malzemesi (esas olarak NaCl) ve gerceklestirilen farkli islemlerin (kurutma,
titsiileme, kiirleme, pisirme) ve nihayetinde gida muhafazasini miimkiin kilmaktir.
Tuzlama islemi yiizyillardir kullanilan eski bir teknik oldugu i¢in siirecin devaminda yer
alan farkli kosullar deneysel olarak arastirilarak saptanmistir (Albarracin ve ark., 2011).

Tuz, morina baligi, ¢ipura, uskumru ve somon fiime gibi ¢esitli balik {iriinlerinde
kullanilmaktadir (Thorarinsdottir ve ark., 2002; Barat ve ark., 2003; Chouliara ve ark.,
2004; Goulas ve Kontominas, 2005; Goulas ve Kontominas, 2007; Gallart-Jornet ve ark.,
2007).

Arastirma ve sanayilesmenin de katkisiyla salamura tuzlama gibi yeni tekniklerin
gelisimi tesvik edilmistir. Salamurada ham madde doymus tuzlu suya yerlestirilmektedir
ve tuzlu sularin Onceden c¢oziindiiriilmesinden dolayr tuzlama siiresi azaltilmistir ve
kolaylastirilmistir (Albarracin ve ark., 2011).

Tuzlu su tuzlamasi (basing ile tuzlu suyun gida matrisine niifuz etmesi zorlanir) ve
enjeksiyon-tuzlama (gida dokularina igne sokulmasi esasiyla, sodyum kloriir, nitritler ve
diger olas1 kiirleme icindeki sekerler, baharatlar, polifosfatlar gibi ajanlar daha hizli ve
daha diizgiin dagitilir) seklinde kullanilan teknikler de bulunmaktadir (Fito ve Pastor,
1994; Barat ve ark., 2005, 2006; Bellagha ve ark., 2007; Gallart-Jornet ve ark., 2007,
Casiraghi ve ark., 2007).

Asirt tuzlu ortamlar genellikle tuz konsantrasyonlarini igeren ortamlar olarak

tanimlanmaktadir. Bu tiir ortamlarin ¢ogu diinyanin sicak ve kuru iklim bolgeleri, %15'ten



fazla NaCl igeren yerleridir (Zahran, 1997). NaCl, asir1 tuzlu sularin ¢ogunda ana tuz
olmasina ragmen, tuzlu su géllerinin iyonik bilesimi, ¢evreleyen topografyadan, jeolojiden
ve genel iklim kosullarindan etkilenmektedir. Asir1 tuzlu ekosistemler, iyonik bilesimde
toplam tuz konsantrasyonu ve pH, biiyiik bir degiskenlige sahiptir. Birgok asir1 tuzlu ortam
yiiksek sicakliklarin neden oldugu deniz suyunun buharlagmasindan, diisiik yagis ve diisiik
nem oranindan kaynaklanmaktadir ve talassohaline ortamlar1 olarak adlandirilmaktadir
(Oren, 2002). Sucul ortamlar, genellikle yaklasik %4-30 (0.7 ila 5.1 M araliginda) NaCl
yogunlukta olup ek olarak bu ekosistemlerdeki kirliligin hafifletilmesinde, besin
dongiilerinde ve besin aglarinda 6nemli bir rol oynayabilen dogal bir bakteri florasina
sahip olmaktadir (Zahran, 1997).

Dogal i¢ bolgelerde Utah'daki (ABD) Biiylik Tuz Goli gibi tuz gdllerinde
(talassohaline tuzlu su) litre basina yaklasik 332.5 g toplam ¢oziinmiis tuz gibi yiiksek
konsantrasyonlarda tuz bulunmaktadir. Sodyum, Biiylk Tuz Goli'nde 4.6 M
konsantrasyon ile baskin katyon, kloriir ise 5.1M konsantrasyona sahip baskin anyondur.
Bu ortamda 6nemli seviyelerde siilfat da mevcuttur ve pH nétr veya hafif alkalidir (pH 7-
8). Buna karsilik, bir baska asir1 tuzlu gol olan Olii Deniz, athalassohaline géliiniin en
onemli 6rnegini olusturmaktadir (iyonik bilesim, deniz suyundan biiytik dlciide farklidir).
Olii Deniz, litre basina yaklasik 322.6 g ¢dziinmiis tuz icermekte ancak sodyum da
nispeten diisiik olmaktadir (1.7 M) ve ¢evreleyen kayalardaki magnezyum mineralleri
bollugu nedeniyle yiiksek seviyede magnezyum (1.7 M) igermektedir. Ayrica Olii
Deniz’de nispeten pH diistiktiir (hafif asidik) (Ollivier ve ark., 1994; Zahran, 1997; Yoon
ve ark., 2005).

Tuz, ¢cogunlukla denizden elde edilen tuzlalarda iiretilmektedir. Genellikle denizler
%3.5 oraninda tuz ihtiva etmektedir. Deniz suyunda bulunan bazi iyonlar Ca+2, Cl, Na',
MgJ'2 , F, SO4'2, Br, K, H;BO; HCO; ve Sr*? dir ve bu iyonlardan baskin olan anyonlar
CI"ve SO4? iken, baskin olan katyonlar Na*ve Mg*? dur (Macintyre, 1970).

Tuz golleri, Karbonat-klor golleri ve Klor-siilfat gblleri olmak iizere iki sinifa
ayriimaktadir. Onemli olan bu gollerde Ca** ve Mg*? iyonlarinin varligidir. pH’1 bazik
olan Karbonat-klor gollerinde bu iyonlar ¢ok az miktarda bulunmaktadir ve pH’in
yiiksekliginden dolay1 iyonlar az miktarda ¢okmektedir. pH’1 notral olan Klor-siilfat
golleri de katyonlarin fazlaca bulunmasi halinde karbonatin ¢dkmesiyle meydana
gelmektedir (Oren, 2000).

Ulkemizde deniz gél tuzlalarinda, kaya ve kaynak sularindan tuz iiretilmektedir.



Tuzlalarda tuz iiretimi gilines 1s1s1 ile suyun buharlastirilmasi esasina dayanmaktadir. Deniz
tuzlalarinda deniz suyu ilk olarak soguk su havuzuna alinarak tuzlulugu artirilmakta ve
yabanct maddelerin ¢okmesi saglanmakta, sonrasinda ise sicak su havuzuna alinarak
yogunluk %25’ e ulagincaya kadar tuz kristallestirilmektedir. Tuz tabakasinin kalinlig1 15-
16 cm oldugunda tuz havuzdan toplanmaktadir. G6l tuzlalarinda tuz, sicak yaz aylarinda
suyun buharlagsmasiyla ¢okmiis haldeki tuzun toplanmasi ile kaya tuzlalarinda ise
yeraltindaki tuz kayalarmin patlatilmas1 akabinde olusan tuzlarin toplanmasi ile
uretilmektedir. Kaynak tuzlalar1 en kaliteli tuzun bulundugu yerdir (Tekel Tuz Sanayii
Miiessesesi Miidiirliigli Dergisi, 2000).

Tuzlu su yatagi, tuzun yer alti sulart iginde eriyerek yeryiiziine ¢ikmasiyla
olusmaktadir. Sonrasinda bu sulardan deniz tuzlasinda oldugu gibi kristalize tuz
havuzunda buharlagtirma yontemiyle tuz tretilmektedir (Tekel Tuz Sanayii Miiessesesi
Miidiirliigii Dergisi, 2000).

Tuz, patojenlerin ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin gidada gelismesi
icin gereken su aktivitesi (aw) seviyesini diisiirerek koruyucu olarak gérev yapmaktadir.
Aw degeri suda mikrobiyal gelisme, enzimatik reaksiyon, metabolik faaliyet gibi olaylar
icin kullanilabilirligi ifade etmektedir. Mikroorganizmalar, suyun aw degeri 0.5’in altina
distiigiinde gelisememektedir (Durack ve ark., 2008).

Tuz her ne kadar tiim bakterileri ortadan kaldirmasa da nemi kayda deger miktarda
azalttig1 ve bozulma yaratan bakterileri denetim altinda tuttugu i¢in dogal bir antiseptik

olarak kullanilabilmektedir (Tirk Gida Kodeksi, 2013).

1.2. Tuz Cesitleri
Sofra tuzu

Tuz denildiginde akla ilk gelen en ¢ok satin alinan kaya madenciligi, deniz ve
gblden buharlagtirma ile elde edilen ¢ok ince tanelere sahip tuz ¢esididir. Tercihe gore
iyot ve topaklanmay1 onleyici katkilar eklenmektedir.
Deniz tuzu

Deniz tuzu kullanimi tarih Oncesi caglara dayanmaktadir. Deniz suyunun
buharlastirilmasiyla iiretilmekte ve pek ¢ok sektdrde kullanilmaktadir. Igerisinde
barindirdigi mineral ve kullanilan buharlastirma yontemi tretildigi alana gore farklilik
gostermektedir.

Himalaya tuzu



Diinya tizerinde farkli tuz gesitlerinden olan pembe tuzun en ¢ok bilineni tuz
madeni Pakistan’da bulunan ve buradan ¢ikarilan Himalaya tuzudur. Pembe tuz, sofra
tuzuna kimyasal olarak oldukca benzemekte ancak goriiniis agisindan oldukea farklilik
gostermektedir. Sofra tuzuna kiyasla ¢cok daha keskin bir tadi olmakla birlikte %98
NaCl icermektedir. Tuzun geri kalaninda ise potasyum, magnezyum ve kalsiyum gibi
mineraller bulunmaktadir. Yemek pisirme ve baharatlamada kullanim1 yaygindir.
Kibris siyah lav tuzu

Oldukc¢a farkli tuz cesitlerinden olan Siyah Lav tuzu, Hawaii kara tuzuna
benzemekte ancak Akdeniz’deki Kibris adasinda tiretilmektedir. Siyah renkte olup aktif
komiir ile birlestirilen bir ¢esit deniz tuzudur.

Nepal Kirmizi Tuzu (Alaea Tuzu)

Hasatinin ardindan demir oksit agisindan zengin kirmizi volkanik kil ile
karistirilmast ile iiretilen Nepal tuzu karakteristik tugla kirmizisi rengine sahip olmakta
ve Hawaii yemeklerinde de c¢ok¢a kullanilmaktadir. Tarihte de dini torenler igin
kullanilmustir (https://koyuncutuz.com/kutuphane/kac-cesit-tuz-vardir).

Kaya Tuzu

Deniz suyu veya tuzlu g6l suyunun buharlasmasi sonucu olusan tortul
kayaclarda olusmaktadir. NaCl’nin mineral formudur. Tipik rengi renksiz ya da sari
olmakla birlikte yabanct maddeler ile rengi farkliik gosterebilir. Igerisinde siilfat,

halojen tuzu ve boraks asidi igerebilmektedir (https://tr.wikipedia.org/wiki/Kaya_tuzu).

1.3. Gidalarda Tuzun Onemi

Giliniimiizde “giivenli gida” tliketiciye ulasmak amaciyla en sik kullanilan
reklam sloganidir. Tiiketici i¢in gidanin dayamiklili§i 6nemli faktorlerin basinda
gelmektedir. Bu sebeple iiretilen gidalarin daha uzun siireyle kullanimi saglanmakta
olup besleyiciligi yiiksek gida gelistirilmesi ve {iretimi, tiikketiciye cazip gelmesiyle
beraber bu durum gida endiistrisinin diger bir gérevi olmustur. Gidalarin korunmasinda
genel anlamiyla yapilmasi gereken temel iki uygulama bulunmaktadir. Bunlarin
birincisi mikrobiyolojik aktiviteyi durdurmaktir ve ikincisi ise dokulardaki enzimatik
reaksiyon, su aktivitesi gibi kimyasal olaylar1 kontrol altina almaktir. Bu kimyasal
olaylar hem gidayr kontamine eden mikroorganizmalardan hem de gidada bulunan
enzimlerden ileri gelmektedir (Arici, 2006).

Tuz suda ¢ok kolay eriyebilmesinin yaninda havadaki ve ortamdaki nemi de
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tutmaktadir. Bu sebeple kullanildig1 gidalarda ve derilerdeki su oranini diigiirmek igin
konservasyon asamasinda kullanilmakta ve bunun sonucunda diisik nem ile
bakterilerin ¢ogalmasi engellenmektedir (Birbir ve Erdogan, 2002, Madigan ve ark.,
2009).

Etkili koruma yontemleri gelistirmede yillardir calisilmakta ve tarihsel gelisim
icinde fermente etme (salamura, tuzlama, tursu), konserve, giineste kurutma ve
mayalama gibi teknikler de gidayr uzun siirede tiiketilebilir forma getirmede
kullanilmaktadir (Jay, 1992).

Zamana bagli olarak beslenme aligkanliklarimin degismesi ve kisilerin
caligmasinin artmast ile tiiketime hazir gidaya ihtiya¢ artmig ve hazir gidanin
geligtirilmesi gerekmistir. Gidalarin iglenmesinde meydana gelen gelismelerle elde
edilen yeni {irlinlerin yaninda bu iirlinlerin raf dmriiniin uzatilmast ve bu islemlerle
birlikte kalitesinin de korunmasi amacglanmaktadir (Erdem ve Bilgin, 2004).

Tuz, kurutucu etkisiyle, tuzlanmis ve kurutulmus et ve baliklarda, bakterilerin
enzimatik reaksiyonlarini durdurmaktadir (Tirk Gida Kodeksi, 2013). Ayrica,
gidalarda aroma olusmasina yardimci bazi mikroorganizmalarin gelisimini ve enzim
aktivitesini diizenleyerek gidanin tadini etkilemektedir (Man, 2007). Giiniimiizde sucuk
ve konserve et gibi kiirlenmis besinlerde (tuz, nitrat, nitrit, seker, baharat ve lezzet
verici ¢esitli katki maddelerinin {iriiniin her tarafina dagitilmasi islemi) koruyucu olarak
tuz ile birlikte sodyum igerikli bilesikler de kullanilmaktadir (Tirk Gida Kodeksi,
2013).

Su triinlerinin yeterli ve dengeli beslenmede hayvansal protein eksikligini
tamamlamada 6nemli bir konumu vardir. Ulkemiz sahip oldugu cografi yap1 ve iklim
kosullari ile deniz ve i¢ sularimizda gesitli su Giriinlerinin yetistirilmesi ve gelistirilmesi
icin olduk¢a uygundur (Gokoglu ve ark., 1994). Marinasyon Kuzey Amerika’da
yillardir bilinen bir yéntemdir. Cin, Japonya, Kore, Ispanya gibi iilkelerde marine
kabuklu deniz triinleri ve balik oldukga fazla tiikketilen besinlerdir (Ghanbari ve Jami,
2013). Fermente edilerek muhafaza edilen ve tiiketilen besinlerin fermentasyon islemi
sirasinda aktif olmasi gereken lipaz enzimleri hakkinda oldukg¢a sinirli aragtirma
yapilmistir (Schreck ve Grunden, 2014).

Siitlin peynire doniistiikkten sonraki hali %16°lik; salatalik, lahana, yesil
fasulye, yesilbiber, domates, karnabahar gibi sebzeler %15’lik tuzlu salamurada

saklanmaktadir. Bu yogunlukta olan tuz ¢ozeltisinde ¢ok az mayalanma ger¢eklesmekte



ve koruma da saglanmaktadir. Sebzelerin bu sekilde hazirlanmig haline “tursu” adi
verilmektedir (Tirk Gida Kodeksi, 2013).

Bitkisel iiriinlerde, tuz baslica muhafaza etmek i¢in kuru tuzlama yada
fermantasyon asamalarinda basariyla kullanilmaktadir. Bazi bitkisel iiriinlerde, tuz
dogrudan koruyucu olarak yer almamaktadir ¢iinkii az miktarda eklenen tuz, rekabetgi
ve tuzlu ortamda tlireyen mikroorganizmalarin gelismesine neden olmaktadir (Liick ve
Pager, 2000; Bautista-Gallegove ark., 2009).

Et ve et iirlinlerinin liretiminde tuzun bir¢cok fonksiyonel 6zelligi vardir. Bu
ozellikler, proteinlerin hidrasyon ve su baglama kapasitesini gelistirmekte, baglanmay1
arttirarak proteinin doku Ozelliklerini iyilestirmekte ve etin kararlilik viskozitesini
arttirarak kararli olmasini saglamaktadir. Tuz da diger maddeler gibi belirli bir nem
oranma sahiptir. Bu nemin orani olduk¢a onemlidir. Bu oran hem canlilik hem de
agirlik olarak dnem arzetmektedir (Desmond, 2006).

Tuz ile mikrobiyal gelisme inhibisyonunun mekanizmasi plazmoliz hiicreden
su kaybi ile ortaya ¢ikmaktadir. Yiyeceklerin su aktivitesi tuz ilavesiyle azaldiginda,
bakteriyel hiicreler ozmotik soka, plazmolize ve turgor kaybina ugrayarak bilyiimenin
durmasina, 6lim yada bakterinin uyku haline girmesine yol agmaktadir (Davidson,
1997). Tuz, baslangi¢ kiiltiirlerinin aktivitesini kontrol etmekte ve ¢esitli olgunlagma
enzimlerinin aktivitesini etkilemektedir (Guine, 2004).

Koruyucu 0zelliginin yani sira tuz, bircok {iriinde, Ozellikle islenmis
gidalarda, lezzet ve doku saglar. Yiyeceklerle iligkili dort ana aromadan biridir.
Yiyeceklere eklendiginde kendine ait spesifik bir aroma, tiriindeki diger igerikleri yada
aciliklar1 indirgemektedir (Hutton, 2002).

Sodyumun potasyum, kalsiyum yada magnezyumla kismi yer degistirmesi
patojen mikroorganizmalarda antimikrobiyal etkiye sahiptir ancak NaCl’nin
indirgenmesi mantar ve patojen mikroorganizmalarin biliylimesini dogrudan
etkilemektedir (Taorimina, 2010). Tuz, sebzelerde yararli kiiltiirlerin biiylimesine izin
vererek mikrobiyal gelismeyi kontrol eder ve bdylece gilivenli fermantasyon i¢in ihtiyag
duyulan kosullar1 saglar. Tuzun mikroorganizma iizerindeki etkisi hem igsel hem de
digsal faktorlerin sayisina baglidir. Aslinda, her organizmanin tuza cevabi farklidir

(Man, 2007).

1.4. Tuzda Bulunan Mikroorganizmalar

Canlilar, rRNA’larinda bulunan niikleotid dizilislerine gore, Bacteria,
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Archaea ve Eukarya olmak {iizere li¢ domainde toplanmaktadirlar (Woese ve ark.,
1990). Prokaryot olan Archaea’ ya ait 10 sube ve Bacteria’ya ait 60 sube olmak iizere
toplam 70 sube (filum) bulunmaktadir (http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi 2021).

Archaea, Bacteria ve Eukarya alemlerinin her birinde de tuz varliginda
yasayabilen mikroorganizmalar bulunmaktadir (Grant ve ark., 2001; Madigan ve ark.,
2009; Margesin ve Schinner, 2001). Halofilizm ve dereceleri bir¢ok ¢alismada farkli
terimler ve kavramlar kullanilarak tanimlanmis ve siniflandirilmistir ve bu tanimlardan
en yaygin olarak kabul edileni Kushner ve Kamekura’ya (1988) aittir. Halofil olarak
isimlendirilen mikroorganizmalar gelismek i¢in tuza gereksinim duymaktadir. Tuza
duyduklar1 bu gereksinime gore, halofil bakteriler; zayif halofiller, iliml1 halofiller ve
asir1 halofiller olmak tizere gruplandirilmaktadir (Kushner, 1978; Almohsen, 2014).

Asirt ortamlarda kirlenme, biyolojik bozulma gibi olaylar olduk¢a az ilgi
gormiis, ancak pek ¢ok kirlenmis ekosistem yiiksek ya da diisiik sicakliklar, asir1 asidik
ya da asir1 bazik, yiiksek basing ya da yiiksek tuzluluk igermektedir (Margesin ve
Schinner, 2001; Paniagua ve Vazquez-Duhalt, 2008). Cesitli asir1 kosullarda mikrobiyal
yasam bulunabilmektedir. Hipersalin, diger bir deyisle yiiksek tuz iceren ortamlar,
yiiksek tuzluluk, yiiksek ve diisiik sicakliklara maruz kalma, diisiik oksijen kosullar1 ve
u¢ pH degerleri nedeniyle asir1 kosullara sahip ortamlarin tipik 6rneklerini
olusturmaktadir. Halofil bakteriler ve Arkeler, bu ortamlarda yaygin olan
organizmalardir (Ventosa, 2006).

Halofil mikroorganizmalar, diinya ¢apinda yaygin olarak dagilmis olan asir1
tuzlu ekosistemlerin dogal mikrobiyal topluluklarini olusturmaktadirlar (Corral ve ark.,
2020; Oren, 2008).

Ilimli halofil bakteriler taksonomik ve morfolojik a¢idan asir1 halofil
mikroorganizmalardan ayr1 bir gruptur. Bu mikroorganizmalar asir1  halofil
mikroorganizmalara nazaran daha diisiik 1sida ve tuz konsantrasyonunda hizlica
iremektedirler (Birbir, 1991). Bu organizmalar genellikle 0.5-2.5 M NaCl araligindaki
konsantrasyonlarda  optimum  biiyiime  goOsteren  mikroorganizmalar  olarak
tanimlanmaktadir (Kushner, 1978; Ventosa ve ark., 1982).

Arkeler (Halobacteriaceae) bir litrede 250-300 grami asan tuz
konsantrasyonlarinda dominant olarak bulunan kirmizi pigmentasyon olusturan
mikroorganizmalardir (Birbir ve Erdogan, 2002). Terim olarak asir1 halofil,

mikroorganizmanin tuzlu ortamda gelistigini ve tuza ¢ok fazla gereksinim duydugunu
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belirtmek ic¢in kullanilmaktadir. Bazen bu tuz gereksinimi tuzun doygunluk noktasina
kadar olabilmektedir (Degirmenci, 2006). Asir1 halofiller arkelerin gelismesi igin
minimum 1.5 M NaCl (%9) ve ¢ogu tiir optimal gelisme igin ise 2-4 M NaCl (%12-
23)’a gereksinim duymaktadir. Buna ragmen bazi tiirler bu tuzlulukta ¢ok yavas
gelismektedirler (Gonzales ve ark., 1978; Madigan ve Martingo, 2006).

Tuza toleransl bakteriler tuz yoklugunda gelisebilen ve nispeten yiiksek tuz
konsantrasyonlarimi tolere edebilen halofil olmayan mikroorganizmalardir (Gilmour,
1990; Ventosa ve ark., 1998; Echigo ve ark., 2005; Arahal ve Ventosa, 2006; Bowers
ve ark., 2009). Tuza toleransh bakteriler i¢in rutin kullanilan ortam onlart zorunlu
halofil bakterilerden ayirt etmek amaciyla %8 NaCl igermektedir. Bu tuz
konsantrasyonu ortamin cinsinden veya bilylime i¢in gerekli olan sicakliktan bagimsiz
olarak, bu bakterilerin gelisimi i¢in en uygun ortam olarak bildirilmistir (Vreeland ve
ark., 1980). Halofil bakterilerin tuzsuz ortamda gelisememesi, tuza toleransh
bakterilerle arasindaki en 6nemli farktir (Birbir ve Ilgaz, 1996). Tuza toleransh bakteri
suslar1, birbirleriyle yakindan iligkili olmalarina ragmen, halofil kiiltiirlerle ¢ok az
benzerlik gostermistir. Bu yiizden tuza toleransli bakteri grubu daha detayli incelenmek

istenmistir (Vreeland ve ark., 1980).

Tuza toleransh olarak karakterize edilmis bakteriyel gruplar sulu ve kuru
ortamlarda yiiksek tuzlulukta fermente edilmis deniz yiyeceklerinde bulunmustur.
Calisilan fermente edilmis deniz yiyeceklerinde tuzluluk oranlarina goére bakteriyel
gelisimler ve baskinliklar1 da fark gostermistir (Chowdhury ve ark., 1993; Yoon ve
ark., 2003; Yoon ve ark., 2005; Arahal ve Ventosa, 2006; Kim ve ark., 2010).

Tuz toleransi ile NaCl arasindaki fark tuz gereksinimini ifade etmektedir.
Bazi tuza toleransli bakteri gruplar1 sadece kii¢iik bir tuz konsantrasyonunu (yaklagik
%1 NaCl) tolere edebilen, hafif toleransli (%6-8 NaCl) olanlar, orta derecede toleransli
(%18-20 NaCl) olanlar ve son derece toleransh (sifirdan doygunluga kadar tiim tuz
konsantrasyonlar1 araliginda biiyiiyebilen) olanlar olmak {izere gruplandirilmaktadir
(Larsen, 1986). Tuza toleransli mikroorganizmalarin 1-45°C’de ve %0-10 NaCl’de
kosullarinda gelisebildikleri agiklanmistir (Seeliger ve Jones, 1986).

Tuza toleransli mikroorganizmalarin sahip oldugu adaptasyon mekanizmalari
ile tuz gollerinde, tuzlu topraklarda, sicak su kaynaklarinda ve tuzlanmis gidalarda

gelisebilmektedirler (Manaia ve Da Costa, 1991; Tenreiro ve ark., 1997; Rahman ve
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ark., 2017). Konsantre tursular, islenmemis solar tuzlar ve tuzlanmis {irlinler potansiyel
tuza toleransl bakteri kaynagidir (Grant ve Larsen, 1989).

Cesitli tuz varliginda meydana gelen fermantasyon islemlerinde tuza
toleransli bakteriler 6nemli role sahiptir. Bu bakteriler fermentasyonu katalizler ve
sonu¢ olarak meydana gelen iiriinde karakteristik tat, aroma ve lezzet veren farkl
bilesikler iiretmektedir (Margesin ve Schinner, 2001).

Fazla miktarda tuz geleneksel olarak gidalari korumanin bir yolu olarak
kullanildigindan beri, tuza toleransli mikroorganizmalar tuzlanmis gidalarin (tuzla
korunan gidalarin) bozulmasina neden olabilmektedir (Oren, 2008). Kuru tuzlama
islemi uygulanmis yada salamura edilmis balik gibi yiiksek tuz konsantrasyonu iceren
tirtinlerin bozulmalarina halofil bakteriler, osmotolerant mayalar, Gram-negatif halofil
aerobik ve anaerobik bakteriler neden olmaktadir. Isil islem sonrasinda da bozulma
olabilmekte ve bunun nedeni de Gram-pozitif endosporlu bakterilerdir (Cakli, 2003).
Bu iiriinlerdeki mikroorganizmalarin kontrol altina alinmasi sterilize yada pastorize
edilmesi islemi iyonize radyasyon uygulanarak yapilmaktadir. Yengeg, balik filetolar:
ve karides iyonize radyasyon uygulanan iirlinlere 6rnek olarak verilebilmektedir (Abad
ve ark., 1997).

Muhafaza amacl kullanilirken tuz direkt olarak uygulanmadan 6nce halofil
bakteri miktar1 ve bunlarin lipolitik ve proteolitik aktiviteleri yoniinden kontrol
edilmelidir (Birbir, 2004). Tuza toleransli enzimler herhangi bir 6zel tuz bagimlilig
olmaksizin genis bir NaCl konsantrasyonu araliginda aktif kalmaktadir (Schreck ve
Grunden, 2014).

Su {irtinleri (balik tiirleri, karides, istakoz, yengeg, kerevit, istiridye, kalamar,
tarak, midye), asma yapragi, zeytin, peynir, yogurt, kuruyemisler, tursular tuzlama
islemi uygulanan ve ¢okca tiiketilen bazi gidalardir. Tuzlanmig baliklarda son iirliniin
yiiksek tuz igerigi gz Oniine alindiginda, fazla sayida tuza toleransli mikroorganizma
bulunmast muhtemeldir. Tuzlanmig morina baliginda halofil mikroorganizmalarin
aksine stafilokoklar1 igeren asir1 tuza toleransli mikroflorasi bulunmustur (Rodrigues,
2005). Vilhelmsson ve arkadaglarma (1997) goére tamamen kurutulmus tuzlanmis
morina baligindaki ana bakteri tiirleri asir1 tuza toleransh bakterilerdir. Arastirmacilar,
morina baligindan elde edilen oldukga yiiksek bakteri sayilarinin Akdeniz tuzu ile
iliskili olabilecegini agiklanmistir.

Yapilan bir ¢alismada tuzlanmis ve kurutulmus morina baliginda yiiksek
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oranda tuza toleranshi bakteri olan Staphylococcus xylosus bulunmustur. Bu bakteri
sayisinin sonraki basamaklarda artmasinin nedeninin ise tuzlama ve kurutma
islemlerinden  dolayr oldugu arastirmacilar tarafindan  ac¢iklanmistir.  Bu
mikroorganizmalarin morina baliginda tat ve doku gelisimini etkiledigi bildirilmistir
(Vilhelmsson,1997). Deniz iriinlerinde
Listeria monocytogenes, Salmonella ve Staphylococcus aureus gibi patojenlerin yaygin
olarak bulundugu ancak Clostridium botulinum, Vibrio ve Aeromonas Cinsine
ait tiirlerin daha yaygin olarak deniz iriinlerinde goriildigi agiklanmistir (Lampila,
2012).

Sekerlenmis ve tuzlanarak salamura edilen ringa baliginda bir bakteri
karakterize edilmistir. Karakterize edilen bakteri Gram-negatif, hareketsiz, tuza
toleransli, oksidaz pozitif ve ¢ubuk seklinde Ozelliklere sahip olan Achromobacter
sp. 'dir. Bu mikroorganizmanin optimal biiyiime kosullar1 %10 NaCl, nétr pH ve 22°C
olarak bildirilmistir. Salamuraya edilen bu baligin yapisinda bozulma meydana
gelmistir (Magnusson ve Moller, 1985).

Staphylococcus aureus, gida yiizeylerinde biyofilm olusturabilen, iiziim
benzeri kiimelerde biiyliyen patojenik Gram-pozitif, fakiiltatif anaerobik olup katalaz
pozitif kok seklinde bir bakteridir. Bitylime sicakligi 7-48°C olup optimum sicaklik
ise 37°C’dir. Biiylime 4-10 pH araliginda, optimum 6-7 olarak agiklanmustir.
Staphylococcus aureus’un 0.83 kadar disiik bir a, degerinde bile gelisebilecegi
aciklanmustir. Staphylococcus aureus hiicreleri ayrica yiiksek (%20) sodyum Kkloriir
konsantrasyonlarini tolere edebilir (Medvedova ve ark., 2009). Dahasi, diinya ¢apinda
gida kaynakli zehirlenmelere neden olan 1sitya dayanikli enterotoksinleri kolayca
tiretmektedirler (Le Loir ve ark., 2003).

Bacillaceae familyasina giren bakteri iiyeleri tathh suda, deniz
ekosistemlerinde, aktif ¢camurda, insan ve hayvan sistemlerinde ve ¢esitli yiyeceklerde
(fermente edilmis olanlar dahil) ve son zamanlarda asir1 ortamlarda da sicak kat1 ve sivi
sistemler gibi (kompost ve sirasiyla kaplicalar), tuz golleri ve tuzlu sularda da tespit
edilmistir (Marquez ve ark., 2011).Yiiksek 1sida iireyen Bacillus cinsine ait tiirler,
kompostlamanin yiiksek sicaklik asamalarinda, kaplicalarda ve hidrotermallerde yaygin
olarak bulunmustur. Halofil cinslerin temsilcileri ¢ogunlukla tuzlu gollerden, tuzlu su
habitatlarindan ve az siklikla tuzlu topraklardan izole edilmistir (Carrasco ve ark.,

2006; Chen ve ark., 2008). Ozellikle gesitli asir1 habitatlardan elde edilen izolatlar,
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termostabil olanlar dahil, degerli hiicre dis1 enzim yelpazesi ile genis bir ticari degere
sahiptir (Margesin ve Schinner, 2001; Bischoff ve ark., 2006). Bacillus cinsinin halofil
veya tuza toleranshi {iyeleri balik sosu ve kril salgasi gibi tuzlu balik {riinlerinin
fermantasyon isleminin sonuna kadar varligin siirdiiren en yaygin tiirlerdendir (Crisan
ve Sands, 1975; Yoon ve ark., 2005).

Lahana tursusunun fermentasyonunun oldugu salamurada da 5 tiir bakteri
izole edilmistir. Lactobacillus plantarum her konsantrasyonda da 6nemli bir tiirdiir.
Konsantre tuz ile balik fermentasyonunun yapildigi bir Asya (Thai) balik sosu (nam
pla) tretiminde de tuza toleransli bakteri tiirleri kullanilmaktadir (Thongthai ve
Suntinanalert, 1991). Homo-fermentatif laktik asit bakterisi Tetragenococcus halophila,
Endonezya soya sosu (kecap) fermentasyonunun salamura asamasinda %18’lik tuz
konsantrasyonunda baskin olan bir bakteridir (R6ling ve Van Verseveld, 1996). Soya
ezmesi sirasinda ortaya ¢ikan mayalari, bakteri iremesi esnasinda olusan asetat inhibe
edip tad1 artirmaktadir.

Thai balik sosu ile tuzlu gidalarda, salamura tursularda ve tuzlanmis domuz
pastirmasinda esasen halofil ve tuza toleransli bakteriler bulunmaktadir (Margesin ve
Schinner, 2001).

Laktik asit bakterileri arasinda Lactobacillus plantarum eksi hamurlar,
zeytinler, fermente sebzeler gibi fermente gidalar, fermente sosisler, siit veya et
fermantasyonlar1 ve iizerinde yiiksek tuz konsantrasyonunun bulundugu peynir gibi pek
¢ok endiistriyel alanda 6nemli bir tiirdiir (Kleerebezem ve ark., 2003; Ammor ve Mayo,
2007; Johnson ve ark., 2009; Bautista-Gallego ve ark., 2013). L. plantarum halofil
olmayan bir bakteri oldugundan, genellikle %?20'yi bulan NaCl konsantrasyonlarinda
gida fermantasyonlarinda bulunmaktadir (Schreck ve Grunden, 2014).

Tuzlanmig Valamugil seheli (Minikbenekli kefal) ile yapilan bir arastirmada,
16S rRNA gen dizi analizi ile 10 farkli tir Gram-pozitif bakteri izole edilmistir. Tuzlu
kefaldan izole edilen en baskin bakteri tiirleri Psychobacter sp. (%32.26), Rothia
endophytica (% 26.88), Vagococcus carniphilus (% 11.82), Micrococcus flavus (%
10.75) ve Streptococcus sp. (%7.53) olarak agiklanmistir (Al-Harbi ve Al-Asous,
2019). Birbirinden farkli 8 cinse ait bakteri tiirleri daha 6nce tuzlanmis kefalden izole
edilmistir (Ahmed ve El-Kazzaz, 2005; Basti ve ark., 2006). Bu yiizden baskin bakteri
toplulugunun 6nemli bir giivenlik parametresi olabilecegi ve gelecekteki ¢aligmalarda

izole edilmis bakteri tiirleri ile bozulma potansiyeli arasindaki iliski temel olarak
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kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Balik ve balikgilik {irlinleri  biyolojik
bilesimlerinden dolay1 olduk¢a ¢abuk bozulur ve hizli bozulma ve patojen
mikroorganizmalarin biiylimesi etlere gére daha hizlidir. Balik ve balikgilik {irtinlerinde
bozulma ve patojenik mikroorganizmalarin biiyiimesini énlemek, raf émriinii uzatmak
icin tuzlama, kurutma, tiitsiileme, sogutma, dondurma, fermantasyon ve konserve
evrensel olarak kullaniimaktadir (Al-Harbi ve Al-Asous, 2019).

Bir c¢alismada, bakteri popiilasyonlarinin yiiksek tuz konsantrasyonlarini
tolere ettigi saptanmistir. Bu ¢alismada, izolatlarda Gram-pozitif bakterilerin hakim
oldugu bulunmustur. Yesil tuzlu ve kurutulmus morinada da benzer bulgular
bildirilmistir (Rodrigues ve ark., 2003). Diger bir ¢alismada Rothia cinsi, tuzlanmis
kefalde en baskin ikinci bakteri olarak tespit edilmistir. Rothia cinsinin iyeleri de
Kore'de gelencksel tuzlanmis ve fermente edilmis deniz iiriinlerinden izole edilmistir
(Guan ve ark., 2011). Vagococcus cinsi de daha once Kore'de geleneksel tuzlanmis ve
fermente edilmis deniz tirlinlerinde (Jeong ve ark., 2016), bozulmadan pisirilmis ve
soyulmus tropikal karideslerin mikrobiyotasinda saptanmistir (Calliauw ve ark., 2016).

Danimarka peynirleri iizerinde yapilan bir ¢caligmada daha yiiksek sayida tuza
toleransli bakteri saptanmigtir. Baskin bir tiir olmamasma ragmen Staphylococcus
spp.’nin tuzlu su mikrobiotast ve peynir yiizeyinde oldugu agiklanmstir.
Staphylococcus equorum, Staphylococcus hominis ve diger Staphylococcus spp. deniz
tuzundan ve kuru kiirlenmis jambondan izole edilmistir (Cordero ve Zumalacarregui,
2000) ve Staphylococcus hominis rafine tuzlu gidalarda devamli bulunan bir
mikroorganizmadir (Henriet ve ark., 2014).

Peynir salamuralarindan da baskin Proteobakteriler izole edilmistir. C.
beijerinckii tuzlu ringa balig1 ve tuzlanmis fasulye gibi yiyeceklerden izole edilmis tuza
toleransli ve enzimatik olarak aktif bir mikroorganizmadir (Beutling ve ark., 2009).

Acinetobacter tiirleri daha 6nce siit tiriinleri islemede ekipman ve peynirlerin
yiizeyinden ve peynir salamurasindan izole edilerek tanimlanmistir (Calasso ve ark.,
2016).

Chryseobacterium spp. ve Flavobacterium spp., peynir salamuralarinda, ¢ig
siitte, siit tiriinlerinde tespit edilmistir (Schirmer ve ark., 2013). Gram-pozitif koklar,
basiller ve Gram-negatif tuza toleransli bakteriler tuzlanmis derilerin tuz Kkristali
bulunan kisimlarindan izole edilmistir (Aslan, 2009)

Pigmentsiz tuza toleransli bakteriler ilk olarak LeFevre ve Round (1919)
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tarafindan tuzlu salatalik fermantasyon sularinin mikrobiyolojisi ¢aligmalarinda
saptanmustir. Izole edilen bakteri gruplarindan biri tuzsuz ortamda ve %15 NaCl iceren
ortamda biiyiirken incelenen diger bakteriler %5-25 araliginda biiylime gostermistir.

Tayland balik sosunun (Giineydogu Asya'da yaygin olarak kullanilan bir gida
¢esnisi olan nam pla) hazirlanmasinda, 1limli halofiller ve tuza toleransli bakteriler
kullanilmistir (Bacillus ve Corynebacterium tiirler ve daha nadiren, bunlarin ¢ogu %20
den %30’a kadar tuza tolere eden Pseudomonas tiirleri) (Thongthai ve Suntinanalert,
1991).

Deniz kumlar1t ve yosunlarindan cesitli halofil bakteriler izole edilmistir.
Dolayisiyla deniz suyu birgok 1limli halofil ya da tuza toleransh bakteri igermektedir.
Gelgit bolgelerinden izole edilen biiyiik oranda bakteri, deniz suyunda bulunandan daha
yiksek tuz konsantrasyonlarinda, neredeyse doymus tuzlu sularda biiyiiyebilen
bakterilerdir. Bakterilerin yarist izole edilmis ortamda ¢ok diisiik NaCl'de (%0.06)
gelisebilen Gram-pozitif organizmalardir (Forsythd ve ark., 1970).

Tuza toleransli mikroorganizmalarin 1-45°C’de ve %0-10 NaCl’de kosullarinda

gelisebildikleri agiklanmustir (Seeliger ve Jones, 1986).
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Farkli tilkelere ait paketli olarak temin edilmis tuzlar kullanilmistir. Fransa’dan 6
tuz ornegi, Tirkiye’den 8 tuz 6rnegi, Pakistan’dan 4 tuz 6rnegi, Almanya’dan 3 tuz 6rnegi,
Ingiltere’den, 2 tuz drnegi, Isvigre’den ve Avusturya’dan birer tuz drnegi olmak iizere
toplam 25 tuz 6rnegi toplanmastir.

Calismamizda Fransa’dan Kibris siyah lav tuzu (1GTO), iki ¢esit Himalaya tuzu
(2GTO, 3GTO), kaya tuzu (4GTO), sofra tuzu (5GTO) ve Nepal tuzu (6GTO);
Tiirkiye’den iki ¢esit Himalaya tuzu (7GTO, 13GTO), iki gesit deniz tuzu (8GTO, 9GTO),
kaya tuzu (10GTO) ve ii¢ gesit sofra tuzu (11GTO, 12GTO, 14GTO); Pakistan’dan
Himalaya tuzu (15GTO), kaya tuzu (16GTO) ve sofra tuzu (17GTO); Almanya’dan iki
cesit kaya tuzu (19GTO, 20GTO) ve deniz tuzu (21GTO); Ingiltere’den sofra tuzu
(22GTO) ve kaya tuzu (23GTO); Isvigre’den sofra tuzu (24GTO); Avusturya’dan kaya
tuzu (25GTO) alinmustir.

2.1.1.Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar:

2.1.1.1. %0.85 NaCl iceren steril fizyolojik tuzlu su:
Distile su..........cccoeiiiiiiiiii e 21000 ml
Tuzlu su ¢ozeltisi hazirlanip 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Harley ve

Prescott, 2002).

2.1.1.2. 0.1 M HCI Cozeltisi

Steril distile su igerisinde 36.5 g HCl 1yice karistirilmistir (Birbir ve ark., 2015).

2.1.1.3. 0.1 M NaOH Cozeltisi
NaOH......oooi 40¢g
Steril distile su........cooeeeeiiieiinnnen...2 1000 ml

Distile su igine, NaOH eklenerek ¢oziilmiistiir (Birbir ve ark., 2015).
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2.1.1.4. Amonyum Siilfat Cozeltisi
Amonyum siilfat ..............................1 6,607 g
Distile SU.........ceovveveiiiiiiiiiinnn......:1000 ml

Distile su ile kimyasal maddeler karistirtlmistir (Barnett ve Venghaus, 1988).

2.1.1.5. Kristal Viyole Cozeltisi

Cozelti A
Kristal viyole (%85) «..ovvvevveeereee: 2.0
Etil alkol (%95) ......cveevoveeeveeenen: 20 ml

Yukaridaki maddeler birbiriyle karistirilmastir.

Cozelti B
Amonyum okzalat ........................... 0.8 g
Steril distile su ...ooevvoiieeiiiieineen 2 80 ml

A ¢ozeltisinin lizerine B ¢ozeltisi eklenmistir ve karistirilmistir. Karigim 1 giin bekletilerek

filtre kagidindan gegirilmistir. (Harley ve Prescott, 2002).

2.1.1.6. Gram’n Iyot Cozeltisi

Potasyum iyodiir......................ceee2 2.0 @
Iyot kristalleri .................................: 1.0 @
Steril distile sU.........cooeviiiiiiii : 300 ml

Iyot ve potasyum iyodiir bir havanda iyice ezilip, azar azar steril distile suya eklenerek
eritilmistir. Tamamen eridikten sonra steril distile su ile 300 ml’ye tamamlanmstir.

(Cozelti kahverengi sisede muhafaza edilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

2.1.1.7. Safranin Cozeltisi

% 95°lik etilalkol ................cccoei 100 ml
Safranin ..............ocooiiiii225 g
Steril distilesu .....coooveeeiinineee..290 ml

Etil alkol ile safranin karistirilarak stok safranin ¢ozeltisi hazirlanmistir. 10 ml stok

¢ozelti, 90 ml distile su ile seyreltilerek kullanilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

18



2.1.1.8. Oksidaz Test Ajani

Tetrametil-p-fenilendiamin dihidroklorid......: 1.0 ¢

Steril distile su............c.ocooeiiiiiin 100 ml

100 ml steril distile su igerisinde 1 g tetrametil-p-fenilendiamin dihidroklorid ¢oziilmistiir.
Cozelti, koyu renkli sise iginde buzdolabinda muhafaza edilmistir (Harley ve Prescott,
2002).

2.1.1.9. Katalaz Test Ajam

HoOo o2 3.0 Ml

Steril distile su......................oeees 100 ml

100 ml distile su igerisine, 3 ml H,O, (hidrojen peroksit) ilave edilip karistirilmistir
(McLeod ve Gordon, 1923).

2.1.1.10. Malasit Yesili

Malasit yesili (oksalat)......................: 5.0 mg

Steril distile su ................ooee 100 ml

Yukaridaki malzemeler karistirilarak filtreden gegirilerek kullanima hazir hale getirilmistir

(Norrell ve Messley, 1997).

2.1.1.11. Nessler Ayiraci
A Soliisyonu

Civakloriir............ccevvvviiiiiinieennn 1.0 g
Distile su.......ccovviviiiiiiiiiiiiieeeen.: 6.0 ml
B Soliisyonu

Potasyum iyodiir...................ceeevee2 2.5 g
Distile su.........ccceevvviiiiiiiienneen: 6.0 ml
C Soliisyonu

KOH.. oo 6.09g
Distile stl....ccovvvviiiiiiiiiiiiiii2 6.0 ml

Soliisyonlardaki kimyasal maddeler distile su i¢inde ¢dziilmiistiir. Ilk olarak A soliisyonu
B soliisyonu ile daha sonra C soliisyonu, A ve B soliisyonlar1 karigimi ile karistirilarak

karisim olusturulmustur. Uzerine 13 ml distile su eklenerek tekrar karistirildiktan sonra 1
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No’lu Whatman filtre kagidindan siiziilmiistiir. Kahverengi sisede saklanmistir (Harley ve
Prescott, 2002).

2.1.2.Kullanilan besiyerleri

2.1.2.1. Modifiye Edilmis Nutrient Agar

Sigir eti 6ziitl................eeeeneel2 3.09
Pepton........coooviiiiiiii 5.09
GHKOZ....oviiiiiiiici s 10.0g
Agar...........ooviiiiiiiiiiiien...2 2009
Distilesu..............c.oeoeeeenen.....21000 ml

121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Daha sonra aseptik kosullarda steril petri
kutularina dokiilmistiir (Logan ve De Vos, 2015).

2.1.2.2. Jelatin Agar Besiyeri

Tripton .......ccooevviiiiiiiiiiiiiei 15.0 g
SOYtON. ...t 509
Jelatin. ..o 2009
Agar........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeen.2 200 g
Distilesu..........cccocevviiiiiiinennnn..... 1000 ml
PH oo 7.0

121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Daha sonra aseptik kosullarda steril petri
kutularina dokiilmiistiir (Barnett ve Venghaus, 1988).

2.1.2.3. Lipaz Besiyeri (Zeytinyag iceren Besiyeri)

Maya 0zitl.........c.oovvvvieinieennenn...t 4.09
Triptikaz pepton..................cceevveees 4.0 g
Zeytinyagl.......cooeeiiiiiiiiininenienne...: 30ml
Rodamin B..................ccoiiiie2 029
AT o) 209
Tween 80......oviiiiiiiiiiii 0.33 ml
TSO.85+TWS80...ceviniiiiiiiiiil 30 mi
TSO.85. . ieiiiiiiiiiiiieeeieeeee....21000 M
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[TS0.85+T80= 133 ml TS0.85, 0.33 ml TWS0 (1000 ml icin)]

Yukaridaki maddelerden zeytinyagi, Rodamin B ve Tween 80 disinda diger kimyasal
maddeler distile su igerisine eklenerek bir 1sitictda agar eriyene dek isitilmistir.
Besiyerinin pH’inin 7 olarak ayarlanmasinin ardindan besiyeri, 20 dakika boyunca
121°C’de otoklavlanmustir. EK olaraksterilbir tiipte Rodamin B konulmus ve pH’1 7 olarak
ayarlandiktan sonra 20 dakika boyunca 121°C’de otoklavlanmustir. pH’1 7 olan 30 ml
zeytinyagi da ayri tiipe konulmus ve 0.20 um’lik por ¢apmna sahip membran filtreden
(Sartorius  Stedim Biotech GmbH Microsart Cellulose Nitrate Filter, Goettingen,
Germany) gegirilerek sterilizasyonu saglanmistir. Diger bir tiipte pH’1 7 olarak ayarlanan
Tween 80 (1000 ml besiyeri igin 0.33 ml) ve distile su karisimi da 0.20 um’lik por gapina
sahip membran filtreden (Sartorius Stedim Biotech GmbH Microsart Cellulose Nitrate
Filter, Goettingen, Germany) gegcirilerek steril edilmistir. Bu karisimdan 30 ml, steril 30
ml zeytinyagi ile birlestirilerek steril baska bir tiipe konulmustur. Ardindan karigimin
oldugu bu tip sicak su banyosunda bekletilmis ve vortekslenerek tamamiyle
karigtirllmistir. Steril agarli besiyerine aseptik kosullar altinda zeytinyagh karigim ve
Rodamin B igeren karisim eklenerek petri kutularina dokiilmiistiir (Zimbro ve ark., 2009;

Gutiérrez-Arnillas ve ark., 2016).

2.1.2.4. Nutrient Broth

Glikoz...........ccooiviiiiiiiennn 100 g
Pepton.......cooovviiiiiiiii 50¢g
Sigir eti 6ziitd...................c.........3.00
Distile Su..........cooeviiiiiieienen.: 1000 ml
PH. oo 7.0

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Y1lmaz, 2010).

2.1.2.5. Nisasta Besiyeri

NiSasta ....ovevevieeeieeeriee e eeeeeiee e 10.0. 9
Sigir eti 6ziitl.............ceeviieeevienn.nn2.3.00
AGAr..oiiiiiiieeieeeeeeesee . 20.0 @
Distile SU.......ccccoeviiiiiiiiiiieeceeenen 2 1000 mil
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Tiim malzemeler distile su icerisinde ¢oziiliip otoklavda 121°C’de 20 dakika steril

edilmistir (Sanchez-Porro ve ark., 2003; Birbir ve ark., 2015).

2.1.2.6. Nutrient Agar

Glikoz..........cooovviiiiiiiinnn 100 g
Pepton.......cooovviiiiiiiii 50¢g
Sigir eti O6ziitl..........ovviivene.23.0 g
Distile Su..........cooeviiiiiiieeenn.: 1000 ml
AQA. . il 1509
PH. oo 7.0

Kimyasallar karistirilmis ve otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edilmistir (Yilmaz ve
Birbir, 2019).

2.1.2.7. %10 NaCl iceren Nutrient Agar

NaCl.........ooeveiiiiiiiiiieen.......2100.0 g
GlUKOZ. .. 10.0g
Pepton........coooiiiiiiiiii 50¢g
Sigireti 0zitl.......ovvvvii 30g
Distile Su......coooviiiiiii 1000 ml
AGar.. .o 1509
PH. oo 7.0

Kimyasallar karistirllmis ve otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edilmistir (Yilmaz ve
Birbir, 2019).

2.1.2.8. %20 NaCl iceren Nutrient Agar

NaCl.ooooiiid 200 g
GLKOZ. ...l 10.0g
Pepton........coooiiiiiiiii 50g
Sigireti Ozitl......oovviviine 30g
Distile Su.........c.oooiiiiii i 1000 ml
Agar.....ooiiiiii 1509
PH. 7.0
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Kimyasallar karigtirilmis ve otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edilmistir (Yilmaz ve
Birbir, 2019).

2.1.2.9. Kazein Besiyeri

THPLON...cciiiicceeeeeeseen s 9.0 0
Maya 0ziitli.........cooovviiiiiiiiie 2.5 g
Glikoz........oooeviiiiiiiiiiiiiin 1.0 g
Yags1z Slt....oocovniiiiiiiiiiiieet 20 ml
AGAT i 209
Distile su.............cocoeviiiiiiinn......2 1000 ml
PH. o 7.0

Yagsiz siit igeren Plate Count Agar Besiyeri kazeinaz testi igin kullanilmistir. 20 dakika
121 °C’de steril edilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

2.1.2.10. Pepton Broth

Pepton ......ooooiiiiiii 10g
NaCluoooiiiii il 50¢g
Distile su......cocovveviiiiiiiiiiicii s 1000 ml
PH 7.0

Yukaridaki maddeler 121 °C’de steril edilmistir (Birbir ve ark., 2004).

2.1.3. Kullanilan Arac ve Geregler:

Fen Edebiyat Fakiiltesi Bitki Hastaliklar1 ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda bulunan Distile Su Cihaz1 (GFL), Terazi (Sartorius Analytic), Etiiv (Niive
ENS500), Otoklav (Web MLW), Pasteur Firmmi (Kermanlar), Tiip Karistiricis1 (Niive),
Buzdolab1 (Argelik), Calkalamali Etiiv (Edmund Biihler), pH Metre (WTW),
Biyogiivenlik Kabini, Desikator ve Ceker Ocak’tan faydalanilmistir.

2.2. Yontem (Calisma Programi):

1.Farkli Ulkelerden Sofra ve Himalaya Tuzu Orneklerinin Toplanmast,
2.Toplanan Tuz Orneklerinin Nem Tayininin Yapilmast,

3. Toplanan Tuz Orneklerinin Kiil Tayininin Yapilmasi,

4. Toplanan Tuz Orneklerinin pH Tayininin Yapilmast,
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5.Toplanan Tuz Orneklerindeki Toplam Bakteri Sayisinin Belirlenmesi,

6.Tuz Orneklerindeki Toplam Tuza Toleransli Bakteri Sayisinin Belirlenmesi ve Tuza
Toleransli Bakterilerin Saf Kiltirlerinin Elde Edilmesi,

7.Toplanan Tuz Orneklerindeki Tuza Toleransli Saf Bakterilerin Morfolojilerinin
Incelenmesi,

8.Tuza Toleransli Bakterilerin Hareket Muayeneleri,

9.Tuza Toleransh Bakteri Izolatlarinin Gram Boyamasinin Yapilmasi,

10.Toplanan Tuz Orneklerindeki Tuza Toleransli Saf Bakterilerin Optimum Gelisme
Kosullarinin Incelenmesi,

11. Toplanan Tuz Orneklerindeki Tuza Toleransli Saf Bakterilerin Koloni Ozelliklerinin
Incelenmesi

12.Tuza Toleransli Bakterilerin Endospor Yapilarinin Arastirilmasi

13.Tuza Toleransli Bakteri Izolatlarinin Oksidaz ve Katalaz Testlerinin Yapilmasi,
14.Tuza Toleransli Bakteri Izolatlarmin Proteaz, Lipaz, Kazeinaz, Amilaz ve Peptondan

Amonyak Olusumu Testlerinin Yapilmasi.

2.2.1.Farkh Ulkelerden Tuz Orneklerinin Toplanmasi

Calismamizda farkli ilkelere (Fransa, Almanya, Ingiltere, Pakistan, Tiirkiye, Isvicre,
Avusturya) ait paketlenmis olarak temin edilen sofra tuzu, Himalaya tuzu, Nepal tuzu,
siyah lav tuzu, kaya tuzu, deniz tuzu kullanilmistir. Tuz 6rneklerinin satin alinma tarihi ve

tuzun mensei Tablo 1°de belirtilmistir.

2.2.2.Toplanan Tuz Orneklerinin Nem Tayininin Yapilmasi

Once vezin kab1 bos halde tartilmis ve tuz drneklerinden 5’er gram alinip vezin kabina
koyulmustur. Tuz 6rnekleri, 102°C’de 6 saat Pasteur firininda kurutulmustur. Ardindan 30
dakika desikatorde sogumasi igin birakilmis ve sonrasinda tartilmistir. Sonra tuz ornekleri
Pasteur firininda tekrar 102°C’de 1 saatlik kurutmaya birakildiktan sonra ikinci kez
tartilmistir. Kurutma islemine ikinci tartim ile birinci tartim arasindaki fark 3 miligramdan
az oluncaya kadar devam edilmistir. Bu siirenin 8 saati gegmemesine 6zen gosterilmistir.
Bu islemler sonucunda ugucu madde miktarlar1 asagidaki formiille hesaplanmistir.

% Ugucu madde = (M1-M2)/M1 x 100

M; = Kurutmadan 6nce 6l¢iilen tuz agirligi (g)

M, = Kurutmadan sonra 6l¢iilen tuz agirligi (g)
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(Turk Standartlari, 1985; Birbir, 1991; Birbir ve llgaz, 1996; Bailey, 2003).

2.2.3.Toplanan Tuz Orneklerinin Kiil Tayininin Yapilmasi

Toplanan tuz 6rneklerinden 5’er gram tartilmis, porselen kroze igine konulmus 600°C’de
kiil firminda 8 saat boyunca bekletilmistir. Sogumanin ardindan tuz ornekleri tekrar
tartilarak tuz orneklerindeki kiil miktar1 asagidaki verilen formiil ile hesaplanmistir (Birbir
ve llgaz, 1996; Bailey, 2003).

%Kil = M1/M; x 100

M; = Deney 6ncesi tuz 6rnegi agirligi (g)

M = Kiil firininda 8 saat yakilan tuzun kiil agirlig (g)

2.2.4.Toplanan Tuz Orneklerinin pH Tayininin Yapilmasi

Tuz Orneklerinin her birinden 5 gram alinarak beherlere konulmus ve iizerine 100 ml
distile su eklenerek 1 saat galkaliyicida 24°C’de ve 150 rpm’de ¢alkalanmistir. Ardindan
pH metre ile pH’lar dl¢tilmiistiir (Tirk Standartlari, 1984; Birbir, 1991; Birbir ve llgaz,
1996).

2.2.5.Toplanan Tuz Orneklerindeki Toplam Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Toplam bakteri sayisi i¢in toplanan tuzlar ayri ayr1 1’er gram tartilmigtir ve 9 ml steril
fizyolojik tuzlu su soliisyonu igerisine konularak 30 dk boyunca 24°C’de 100 rpm’de
calkalayict etiivde g¢alkalanmistir. Bu ¢ozelti 0.20 um por c¢apimna sahip seliiloz nitrat
membran filtreden gecirilmistir. Sonra bu filtre Modifiye Edilmis Nutrient Agar
Besiyeri’nin {izerine yerlestirilerek 7 gilin siireyle 37°C’lik etiivde bekletilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda filtre kagidi iizerinde {iireyen koloniler sayilarak tuz
orneklerindeki toplam bakteri sayis1 hesaplanmistir (Logan ve De Vos, 2015; Yilmaz ve
Birbir, 2019).

2.2.6.Tuz Orneklerindeki Toplam Tuza Toleransh Bakteri Sayisinin Belirlenmesi
ve Tuza Toleransh Bakterilerin Saf Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi

Modifiye Edilmis Nutrient Agar Besiyerindeki filtre tizerinde tiremis kolonilerden ayri
ayri almarak c¢izgi plak yontemiyle Modifiye Edilmis Nutrient Agar Besiyerine
ekilmistir. Ekim yapilan besiyerleri 37°C’de 7 giin etiivde bekletilmistir. Bu ekim iglemi
her izolatin saf kiiltiirinii elde edilinceye kadar birka¢ kez tekrarlanmistir. Sonra bu saf
izolatlarin tuza toleransh olup olmadiklarini saptamak i¢in hem tuz igcermeyen hem de

farkli tuz degerlerine sahip (%10, %20 NaCl) Modifiye Edilmis Nutrient Agar
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Besiyerine ekimleri yapilarak 37°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Hem tuzsuz hem de tuzlu
besiyerinde iireyen izolatlar tuza toleransli bakteriler olarak kabul edilmistir. Bu
islemlerden sonra tuz Orneklerindeki toplam tuza toleransli bakterilerin sayisi

saptanmustir (Gonzales ve ark., 1978; Rodriguez ve ark., 1998, Harley ve Prescott 2002).

2.2.7. Tuza Toleransh Bakterilerin Morfolojilerinin Incelenmesi

Tuza toleransh saf bakteri izolatlarinin her biri, Modifiye Nutrient Broth besiyerine ekilip
37°C’de 24 saat etiivde inkiibe edilmistir. Asili damla yontemi ile tiim tuza toleransl
izolatlarin her birinin preparatlar1 hazirlanarak 1sik mikroskobunda izolatlarin morfolojileri
ve hareketleri incelenmistir (Harley ve Prescott, 2002).

2.2.8.Tuza Toleransh Bakterilerin Hareket Muayeneleri

Izolatlara ait saf kolonilerin her biri, Modifiye Nutrient Broth besiyerine ekilip 37°C’de 24
saat etlivde bekletilmistir. Sonra Asili damla yontemi ile her bir tuza toleransl izolatin
preparatlar1 hazirlanarak 151k mikroskobunda izolatlarin hareketleri incelenmistir (Harley
ve Prescott, 2002).

2.2.9.Tuza Toleransh Bakteri izolatlarinin Gram Boyamasinin Yapilmasi

24 saatlik saf bakteri kolonilerinden steril 6zel ile alinarak, steril fizyolojik tuzlu su
solisyonu ile sulandirilmig, temiz bir lam {izerine yayilarak havada kurutmaya
birakilmistir. Bakterilerin fiksasyonu i¢in kuruyan lam atesten ii¢ kez gecirilmistir. Sonra
lam iizerine kristal viyole boyasi damlatilip 30 saniye beklenmis, distile su ile 5 saniye
boyunca yikanarak tiim kristal viyole temizlenmistir. Preparat iizerine Gram’m iyot
¢ozeltisi damlatilmig, 1 dakika bekletilmis ve tekrar 5 saniye distile su ile yikanmistir.
%095°lik etil alkol ile 20 saniye siireyle muamele edildikten sonra distile su 5 saniye
yikanmigtr. Lam {izerine zit boya olarak safranin damlatilmig, 60 saniye beklenmis ve
distile su ile yikanip havada kurumaya birakilmistir. Preparat boyama sonras1 mikroskopta
immersiyon objektifle (10x100) incelenmistir. Inceleme sonucu mor bakteriler Gram-

pozitif, pembe bakteriler Gram-negatif olarak belirlenmistir (Harley ve Prescott, 2002).

2.2.10.Tuza Toleransh Bakterilerin Optimum Gelisme Kosullarinin incelenmesi

Tuza toleransli saf bakteri izolatlarinin her biri hem tuz igermeyen Modifiye Nutrient
Agar Besiyerine hem de farkli tuz degerlerine (%10 NaCl, %20 NaCl) sahip Modifiye
Nutrient Agar Besiyerine c¢izgi plak metodu ile ekilerek ve 37°C’de 7 giin inkiibe
edilmistir. Farkli pH degerlerinde bu bakterilerin gelisiminin incelenmesi i¢in pH 5.0, 7.0

ve 9.0 degerlerine ayarlanan tuzsuz Modifiye Nutrient Agar Besiyerine tuza toleranslh

26



izolatlar ayr1 ayri c¢izgi plak metodu ile ekilmistir. izolatlar 37°C’de 7 giin inkiibe
edilmistir. Tuza toleransli izolatlarin optimum olarak gelistikleri tuz ve pH degerleri
saptandiktan sonra bu izolatlarin her biri farkli sicaklik derecelerine (4°C, 24°C, 37°C)
gore ayarlanmig etiivlerde tuz icermeyen Modifiye Nutrient Agar Besiyerinde (pH 7.0) 7
giin boyunca inkiibe edilerek bu bakterilerin gelisimleri incelenmistir. Tuza toleransl saf
bakteri izolatlarmin farkli tuz konsantrasyonlarinda, farkli pH ve farkli sicaklik
degerlerinde gelismeleri inkiibasyon siliresince her giin incelenmis ve izolatlarin
gelistikleri optimum tuz konsantrasyonu, optimum pH ve optimum sicaklik degerleri

belirlenmistir (Birbir ve ark., 2015; Caglayan, 2015).

2.2.11. Tuza Toleransh Bakterilerin Koloni Ozelliklerinin incelenmesi

Tuza toleranslhi saf izolatlarin kolonilerinin sekli, yiiksekligi, kenari, goriiniimii, rengi,
yapist ve 1sitk gecirme Ozellikleri tuzsuz Modifiye Edilmis Nutrient Agarda (pH 7)
37°C’de24 saat siireyle inkiibe edildikten sonra detaylica incelenmistir (Gonzales ve ark.,
1978; Arahal ve ark., 1996; Oren ve ark., 1998; Rodriguez ve ark., 1998, Harley ve
Prescott 2002).

2.2.12. Tuza Toleransh Bakterilerin Endospor Yapilarimin Arastirilmasi

Her tuza toleransh bakteri izolatt Modifiye Edilmis Nutrient Agar besiyerine ekilmis ve
izolatlar 37°C’de 72 saat etiivde iiremeye birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan izolatlar,
lam {izerine steril 6ze ile ince tabaka halinde yayilmistir. Kurumanin ardindan lamlar
wisitilarak fikse edilip izolat preparatlart hazirlanmistir. Ardindan Schaeffer-Fulton (1933)
metodu esas alinarak her bir izolatin endospor boyamalar1 yapilmistir. Lam iizeri bir parga
havlu kagit ile kapatilmis ve lam tizerine %5’lik malasit yesili soliisyonu damlatilmistir. 5
dakika boyunca lam sicak plakada bekletilmistir. Sonra havlu kagit lamin iizerinden
dikkatlice alinmig ve sogumus lam 30 saniye distile su ile yitkanmistir. Daha sonra safranin
cozeltisi damlatilarak 1 dakika bekletilmis ve tekrar lam distile su ile 30 saniye
yikanmigtir. Hazirlanan preparatlar immersiyon yagi ile mikroskopta incelenmistir.
Mikroskop goriintiisiinde endosporlar yesil renkte, vejetatif hiicreler ise kirmizi renkte
goriinmiistiir (Schaeffer ve Fulton, 1933; Harley ve Prescott, 2002; Yilmaz veBirbir,
2019).

2.2.13.Tuza Toleransh Bakteri Izolatlarinin Oksidaz ve Katalaz Testlerinin
Yapilmasi

2.2.13.1.0ksidaz Testi
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24 saat siireyle Modifiye Edilmis Nutrient Agar ilizerinde gelistirilen izolatlara ait saf
kolonilerden steril 6ze ile alinmis, oksidaz test ajani (%1’lik tetrametil-p-fenildiamin
dihidroklorid) damlatilmis olan filtre kagidi {izerine siiriilmiistiir. 5-10 saniye iginde mavi-
mor renk olusmasi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002;

Gonzalez ve ark., 1978; Quesada ve ark., 1982; Johnson ve Case, 2010).

2.2.13.2.Katalaz Testi

24 saat siireyle gelistirilen izolatlara ait saf koloni iizerine ayr1 ayr1 3 damla %3’liik
hidrojen peroksit (H,O;) damlatilmis ve gaz kabarciklar1 gozlemlenmistir. Kolonilerin
iizerinde oksijen kabarciklar1 olusmasi  pozitif katalaz reaksiyonu olarak

degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

2.2.14.Tuza Toleransh Bakteri Izolatlarmmin Proteaz, Lipaz, Kazeinaz, Pepton ve
Amilaz Biyokimyasal Testlerinin Yapilmasi

2.2.14.1.Proteaz Aktivitesi

Saf tuza toleransli bakteri izolatlarimin proteaz aktiviteleri, Jelatin Agar Besiyeri’ne
ekilerek incelenmistir. Daha sonra petriler 37°C’lik etiivde 7 gilin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyerinde gelisen koloni iizerine doymus amonyum
stilfat soliisyonu dokiilmiistiir. Koloniler etrafinda seffaf zon goriilmesi pozitif proteaz

sonucu olarak degerlendirilmistir (Barnett ve Venghaus, 1988).

2.2.14.2.Lipaz Aktivitesi

Saf tuza toleransli bakterilerin lipaz aktiviteleri Lipaz Besiyeri'ne ekilerek ve 5 giin
inkiibasyona birakilarak yapilmistir. Inkiibasyon sonunda petriler UV 1sik altinda
incelenmistir. Turuncu 1s1ma gosteren koloniler lipaz pozitif olarak kabul edilmistir

(Gutierrez-Arnillas ve ark., 2016).

2.2.14.3.Kazeinaz Aktivitesi

Besiyerinde ireyen saf tuza toleransli izolatlar steril 6ze yardimiyla alinip Kazein
Besiyeri’ne (Yagsiz siit iceren Plate Count Agar Besiyeri) ¢izgi plak metodu ile ekim
yapilmis ve 2 giin 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda

koloni etrafinda goriinen seffaf zonlar pozitif kazeinaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir

(Harley ve Prescott, 2002).
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2.2.14.4.Peptondan Amonyak Olusumunun incelenmesi

Saf tuza toleransli izolatlar1 %1°lik pepton igeren tiiplere ekildikten sonra 24 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda tiiplerin icine 1-2 damla Nessler
Ayiraci damlatilmistir. Tiipte meydana gelen kahverengi ¢okelti peptondan amonyak
olustugunun gdstergesi olarak kabul edilmistir (Harley ve Prescott, 2002; Caglayan, 2015;
Birbir ve ark., 2004).

2.2.14.5.Amilaz Aktivitesi

Besiyerinde iireyen izolatlardan steril 6ze yardimiyla alinip Nisasta Besiyeri’ne ¢izgi plak
metodu ile ekim yapilmis ve 2 giin 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir (Cowan,
1991). Inkiibasyon siiresi sonunda koloniler iizerine Gram’m iyot cdzeltisinden
dokilmiistiir. Koloni etrafinda seffaf zon olusmasi pozitif nisasta hidrolizi olarak

degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002; Caglayan ve ark., 2015).
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BOLUM 3

BULGULAR VE TARTISMA

Kullanilan tuz ornekleri farkl iilkelerden paketlenmis halde marketlerden temin
edilmistir. Ornek alnan iilkeler-tuz tipleri sirasiyla Fransa-Kibris siyah lav tuzu, Fransa-
Himalaya, Fransa-Himalaya, Fransa-kaya, Fransa-sofra, Fransa-Nepal, Tiirkiye-Himalaya,
Tiirkiye-deniz, Tirkiye-deniz, Tirkiye-kaya, Tiirkiye-sofra, Tiirkiye-sofra, Tiirkiye-
Himalaya, Tirkiye-sofra, Pakistan-Himalaya, Pakistan-kaya, Pakistan-sofra, Almanya-
kaya, Almanya-kaya, Almanya-deniz, Ingiltere-sofra, Ingiltere-kaya, Isvicre-sofra,
Avusturya-kaya tuzlaridir.

Tablol. Tuz 6rneklerinin orjinleri, ¢esitleri, renkleri ve kodlar

Tuz 6rnegi orjini Tuz 6rnegi cesidi Tuz 6rnegi rengi Tuz kodu
Fransa Kibris siyah lav tuzu Siyah 1GTO
Fransa Himalaya tuzu Kirmizi 2GTO
Fransa Himalaya tuzu Beyaz 3GTO
Fransa Kaya tuzu Beyaz 4GTO
Fransa Sofra tuzu Beyaz 5GTO
Fransa Nepal tuzu Pembe 6GTO

Tiirkiye Himalaya tuzu Beyaz 7GTO
Tiirkiye Deniz tuzu Beyaz 8GTO
Tiirkiye Deniz tuzu Beyaz 9GTO
Tiirkiye Kaya tuzu Beyaz 10GTO
Tiirkiye Sofra tuzu Beyaz 11GTO
Tiirkiye Sofra tuzu Beyaz 12GTO
Tiirkiye Himalaya tuzu Pembe 13GTO
Tiirkiye Sofra tuzu Beyaz 14GTO
Pakistan Himalaya tuzu Pembe 15GTO
Pakistan Kaya tuzu Beyaz 16GTO
Pakistan Sofra tuzu Beyaz 17GTO
Pakistan Sofra tuzu Beyaz 18GTO
Almanya Kaya tuzu Beyaz 19GTO
Almanya Kaya tuzu Beyaz 20GTO
Almanya Deniz tuzu Beyaz 21GTO
Ingiltere Sofra tuzu Beyaz 22GTO
Ingiltere Kaya tuzu Beyaz 23GTO
Isvicre Sofra tuzu Beyaz 24GTO
Avusturya Kaya tuzu Beyaz 25GTO
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Tablo 2. Tuz érmeklerine ait gorseller

Tuz gorseli

Tuz 6rnei orjini Tuz kodu
Fransa 1GTO
Fransa 2GTO
Fransa 3GTO
Fransa 4GTO
Fransa 5GTO
Fransa 6GTO
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Tiirkiye 7GTO
Tiirkiye 8GTO
Tiirkiye 9GTO
Tiirkiye 10GTO
Tiirkiye 11GTO
Tiirkiye 12GTO
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Tiirkiye 13GTO
Tiirkiye 14GTO
Pakistan 15GTO
Pakistan 16GTO
Pakistan 17GTO
Pakistan 18GTO
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Almanya 19GTO
Almanya 20GTO
Almanya 21GTO
Ingiltere 22GTO
Ingiltere 23GTO

Isvigre 24GTO
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Avusturya

25GTO

Tablo3. Tuz drneklerinin nem ve Kiil icerikleri, pH degerleri, icerdikleri toplam

bakteri sayilari ve tuza toleransh bakteri sayilari

Tuz Kodlar Nem Kiil pH Toplz;r:ylfs?kteri To—lre(:gI:sT ggli{tj‘eri
(%) (%) (kob/g) Sayisi
_ (kob/g)
*1GTO 33 96.0 7.38 35 34
2GTO 33 96.6 75 22 22
3GTO 35 952 721 2 0
4GTO 33 96.6 733 0 0
5GTO 34 95.0 9.94 0 0
6GTO 3.0 97.0 8.0 10 10
7GTO 33 97.0 6.54 7 14
8GTO 3.0 97.0 7.04 0 0
9GTO 30 96.6 6.95 40 40
10GTO 3.2 96.0 6.83 10 8
11GTO 33 95.0 7.43 12 11
12GTO 33 95.2 6.37 0 0
13GTO 3.7 96.0 74 30 12
14GTO 3.0 95.7 6.57 1 1
15GTO 25 9.3 6.82 30 30
16GTO 33 95.5 6.51 9 9
17GTO 3.0 97.0 6.59 0 0
18GTO 3.0 96.6 6.60 58 16
19GTO 34 95.0 6.96 1 1
20GTO 28 96.0 8.55 8 0
21GTO 3.0 97.0 71 12 10
22GTO 23 955 715 21 20
23GTO 25 96.0 7.9 2 0
24GTO 30 96.3 7.04 20 40
25GTO 3.0 97.0 7.7 9 7

*1GTO: Gida Tuz Ornegi koddan dnceki numara tuz drnegi sayisini gdstermektedir.

Orneklerimizin nem, kiil ve pH degerleri sonucu Tablo 3’te gdsterilmektedir.
Uzerinde calisilan tuzlarin icerdikleri nem degerleri 2.3-3.7 araliginda oldugu tespit

edilmistir. Kiil tayini sonuglar1 %95-97 araliginda bulunmustur. Ornek olarak toplanan tuz

orneklerinin pH degerleri ise 6.37-9.94 araliginda ¢ikmistir (Tablo 3).
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Onceki bir calismada deri ve postlarda kullanilan 40 tuz drneginin nem degerleri
%0.90- 4.97 araliginda saptanmustir (Birbir ve ark., 2008). Bir diger ¢alismada, derilerin
korunmasinda kullanilan tuzlarin nem igerigi ve pH degerleri sirasiyla %0.90-5.02 ve
6.23-7.22 arasinda bulunmustur (Yilmaz ve Birbir, 2019).

Toplanan tuz 6rnekleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen toplam bakteri
sayisi, toplam tuza toleransl bakteri sayisina ait sonuglar Tablo 3’te gosterilmistir.

AGTO, 5GTO, 8GTO, 12GTO, 17GTO kodlu 6rnekler olmak iizere 5 adet tuz
orneginde tireme goriilmemistir. 9 adet tuz 6rnegindeki toplam bakteri sayis1 1-10 kob/g, 5
adet tuz orneginde 12-22 kob/g, 6 adet tuz 6rneginde ise 30-58 kob/g olarak bulunmustur
(Tablo 1). Tuz drneklerinden 3GTO, 4GTO, 5GTO, 8GTO, 12GTO, 17GTO, 20GTO,
23GTO kodlu o6rnekler olmak iizere 8 oOrnekte tuza toleransli bakteri {iremesi
goriilmemistir. 7 adet tuz 6rnegindeki toplam tuza toleransli bakteri sayis1 1-10 kob/g, 6
adet tuz Orneginde 11-22 kob/g, 4 adet tuz 6rneginde 30-40 kob/g olarak saptanmistir
(Tablo 3).

Yilmaz ve Birbir (2019)’ e ait bir ¢alismada 30 adet deri kiirleme tuz 6rneginde
toplam tuza toleransli bakteri sayisi 104-106k0b/g arasinda tespit edilmistir. Huss ve
Valdimarsson (1990), aritilmis Akdeniz tuzunun bir graminda 6x10° ile 1.85x10° kob/g

bakteri saptamiglardir.

Tablo 4. izolatlarin farkh NaCl konsantrasyonlari, pH ve sicakhklarda gelisim aralig

9 6GTO5 ++
10 6GTO6 ++
11 6GTO7 ++
12 6GTOS ++
13 6GTO9 ++
14 6GTO10 ++
15 7GTO1 ++
16 9GTO1 ++
17 9GTO2 ++
18 9GTO3 ++
19 9GTO4 ++
20 9GTOS ++
21 9GTO6 ++
22 9GTO7 ++
23 9GTOS ++
24 9GTO9 ++
25 9GTO13 ++
26 9GTO14 ++
27 9GTO15 ++

++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
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++
++
++
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++
++
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++
++
++

NaCl konsantrasyonu pH Degeri Sicaklik
No | om0 | 10% | 20% | pH5 | pHT | pH9 4°¢ 24°C 37°C
1 *1GTO1 ++ + - ++ + ++
2 1GTO2 ++ - ++ ++
3 2GTO1 ++ - ++ ++
4 2GTO 2 ++ - ++ ++
5 6GTO1 ++ - ++ ++
6 6GTO2 ++ - ++ ++
7 6GTO3 ++ - ++ ++
8 6GTO4 ++ - ++ ++
+
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28 | 9GTO16 ++ + + + ++ + - ¥ -
29 | 9GTO17 ++ + - + ++ + B ¥ —+
30 | 9GTOI18 ++ + - + =+ + - ¥ —+
31 | 9GTO19 ++ + - + ++ + - ¥ -
32 | 9GTO20 ++ + - + =+ + - ¥ —+
33 | 9GTO21 ++ + - + ++ + - ¥ -
34 | 9GTO22 ++ + - + =+ + - ¥ —+
35 | 9GTO23 ++ + - + ++ + - ¥ -
36 | 9GTO24 ++ + + + ++ + - ¥ -
37 | 9GTO26 ++ + - + =+ + - ¥ —+
38 | 9GTO27 ++ + - + ++ + - ¥ -
39 | 9GTO28 ++ + - + =+ + - ¥ —+
40 | 9GTO29 ++ + - + ++ + - ¥ -
41 | 9GTO30 ++ + - + ++ + - ¥ ++
42 | 9GTO31 ++ + + + + ¥ - ¥ i
43 | 9GTO32 ++ + - + ++ + - ¥ r
44 9GTO33 ++ + - + ++ + - + T+
45 | 9GTO34 ++ + - + ++ + - ¥ r
46 9GTO35 ++ + - + ++ + - + T+
47 | 9GTO36 | ++ + - + ++ + - + i
48 | 9GTO37 | ++ + - + ++ + - + vy
49 9GTO38 ++ + - + ++ + - + T+
50 | 9GTO39 ++ + - + ++ + - ¥ r
51 9GTO40 ++ + - + ++ + - + T+
52 10GTO1 ++ + - + ++ + - ¥ —+
53 10GTO2 ++ + = + ++ + - + —+
54 10GTO3 ++ + 5 + ++ + - + —+
55 10GTO4 ++ + - + ++ + - ¥ —+
56 10GTO5 ++ + - + ++ + - + —+
57 10GTO6 ++ + - + ++ + . ¥ —+
58 10GTO7 ++ + = + ++ + N + —+
59 10GTOS ++ + < + ++ + - ¥ —+
60 | 11GTO1 ++ + - + ++ + - ¥ —+
61 11GTO2 ++ + - + ++ + R + T+
62 | 11GTO3 ++ + + + ++ + Z ¥ —+
63 11GTO4 ++ + S + ++ + B + T+
64 | 11GTO5 ++ + - + ++ + - ¥ —+
65 | 11GTO6 ++ + - + ++ + - ¥ —+
66 11GTO7 ++ + + + ++ + R T T+
67 11GTO8 ++ + - + ++ + - ¥ —+
68 11GTO9 ++ + + + ++ + R T T+
69 | 11GTO10 | ++ + + ++ + - ¥ i
70 | 11GTO11 | ++ + - + + + . ¥ i+
71 | 13GTO3 ++ + - + ++ ¥ . ¥ s
72 | 13GTO11 | ++ + - + ++ + - ¥ i
73 | 13GTO12 | ++ + + + ++ + - + iy
74 | 13GTO15 | ++ + - + ++ + _ ¥ —
75 | 13GTO19 | ++ + - + ++ ¥ . ¥ I
76 | 13GTO20 | ++ + - + ++ + B ¥ s
77 | 13GTO21 | ++ + - + ++ + _ ¥ —
78 | 13GT022 | ++ + - + ++ + + + —
79 | 13GTO26 | ++ + - + ++ + ¥ —
80 | 13GTO28 | ++ + - + ++ ¥ . ¥ -
81 | 13GTO29 | ++ + - + ++ + N T s
82 | 13GTO30 | ++ + - + ++ + T T —
83 | 14GTO1 ++ + + + ++ + B ¥ s
84 | 15GTO1 ++ + - + ++ + - ¥ —
85 | 15GTO2 ++ + - + ++ ¥ . ¥ I
86 16GTO1 ++ + - + ++ + - ¥ —
87 16GTO2 ++ + - + ++ + N F —
88 16GTO3 ++ + - + ++ ¥ . ¥ I
89 16GTO4 ++ + - + ++ + _ ¥ —
90 16GTO5 ++ + - + ++ + R T —
91 16GTO6 ++ + - + ++ + N I —
92 16GTO7 ++ + - + ++ + R T —
93 16GTO8 ++ + - + ++ + ¥ s
94 | 16GTO9 ++ + - + ++ + - ¥ i
95 | 18GTO1 ++ + - + ++ + - ¥ +
96 18GTO5 ++ + - + ++ + T I —
97 18GTO6 ++ + - + ++ + T T —
98 | 18GTO7 | ++ + + + ++ + + + =
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99 18GTO9 ++ + + ++ + + + ++
100 | 18GTOL0 | ++ + + ++ + - + ++
101 | 18GTOIl | ++ + - + ++ + - + ++
102 | 18GTO35 ++ + + + ++ + - + ++
103 | 18GTO40 | ++ + - + ++ + - + +t
104 | 18GTO41 | ++ + + ++ + - + ++
105 | 18GTO45 | ++ + + ++ + - + ++
106 | 18GTO46 | ++ + - + ++ + - + ++
107 | 18GTO50 ++ + + + ++ + - + ++
108 | 18GTO52 | ++ + - + ++ + - + +t
109 | 18GTO53 | ++ + + ++ + - + ++
110 | 18GTO55 | ++ + + ++ + - + ++
111 19GTO1 ++ + + ++ + - + ++
112 21GTO1 ++ + + ++ + + + ++
113 21GTO2 ++ + + ++ + - + ++
114 21GTO3 ++ + + ++ + - + ++
115 21GTO4 ++ + - + ++ + - + ++
116 | 21GTOS ++ + + + ++ + - + ++
117 21GTO6 ++ + - + ++ + - + ++
118 | 21GTO7 ++ + + ++ + - + ++
119 | 21GTOS8 ++ + - + ++ + - + ++
120 21GTO9 ++ + + + ++ + - + ++
121 | 21GTO10 | ++ + - + ++ + ; + ++
122 22GTO1 ++ + - + ++ + - + ++
123 | 22GTO2 ++ + + + ++ + - + ++
124 22GTO3 ++ + = + ++ + = + ++
125 22GTO4 ++ + + ++ + = + ++
126 22GTO5 ++ + + ++ + - + ++
127 22GTO6 ++ + + ++ + - + ++
128 22GTO7 ++ + - + ++ + = + ++
129 24GTO2 ++ + + + ++ + - + ++
130 24GTO3 ++ + + + ++ + - + ++
131 25GTO1 ++ + + + ++ + - + ++
132 25GTO4 ++ + - + ++ + - + ++
133 25GTO5 ++ + + ++ + = + ++
134 25GTO6 ++ + + ++ + = + ++
135 25GTO7 ++ + + ++ + - + ++
136 25GTO8 ++ + + ++ + + + ++
137 25GTO9 ++ + - + ++ + - + ++
138 | 25GTO10 ++ + + + ++ + - + ++

*1GTO1: Gida Tuz Ornegi koddan onceki numara tuz drnegi sayisini,koddan sonraki numara izolat sayisini gostermektedir.
- : Ureme yok , +: Ureme var, ++ : Optimum kosulda iireme var.

Tuz Orneklerinden izole edilen tuza toleransli bakterilerin optimum biiyiime
kosullart NaCl igermeyen ve farkli NaCl konsantrasyonlarinda (%10, %20), farkli pH (5,
7, 9) ve farkli sicakliklarda (4, 24, 37°C) incelenmistir (Tablo 4).

Izolatlarm farkli NaCl, pH ve sicaklikta iireme deneylerinin sonucuna gore tiim
izolatlar %0 ve 10 NaCl konsantrasyonlarinda, pH 5, 7 ve 9°da, 24 ve 37°C sicakliklarinda
gelisme gdstermistir. %20 NaCl konsantrasyonunda 22 adet izolat (6GTO5, 6GTOS,
9GTO7, 9GTO15, 9GTO16, 9GTO24, 9GTO31, 11GTO3, 11GTO7, 11GTOY, 13GTO12,
14GTO1, 18GTO7, 18GTO35, 18GTO50, 21GTO5, 21GTOY, 22GTO2, 24GTO2,
24GTO3, 25GTO1, 25GTO10), 4°C’de ise sadece 8 adet izolat (13GT0O22, 13GTO30,
18GTO5, 18GTO6, 18GTO7, 18GTO9, 21GTO1, 25GTOS8) gelisme gdstermistir (Tablo
4).

Garabito ve arkadaslart (1998) %20-25'e kadar tuz igeren ortamda biiyiiyebilen

tuza toleransli Bacillus cinsine ait izolatlar: elde ettiklerini rapor etmislerdir.
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Ilimli halofiller ve tuza toleranslilar, membran lipid bilesimlerini yiiksek
tuzlulukta su sekilde uyarlamaktadirlar: Genellikle fosfatidilgliserol ve/veya glikolipidler
gibi anyonik lipidlerin oranini artirarak, yiiksek tuzlulukta stresi en aza indirgemek igin
osmoregiilator yaniti bu membran bilesikleri ile gerceklestirirler (Larsen, 1986).

Tuza toleransli ve halofil mikroorganizmalar yiiksek konsantrasyonlarda
yasadiklar1 NaCl igin, tek degerlikli katyonlarin etkilerinin dikkate alimmasi &zellikle
onemlidir (Russel, 1988). Tuzlu bir ortamla basa ¢ikmak i¢in uyumlu ¢6zlinen olarak
adlandirilan osmotik olarak aktif maddeler kullanmakta, halofil ya da tuza toleransh
hiicreyi osmotik dengede tutmakta ve metabolizmay1 uyarlamaktadir. Halofil ya da tuza
toleranslilar ortam tuzluluguna cevap olarak uyumlu ¢6éziinen maddeler sentezlemektedir
(Margesin ve Schinner, 2001).

Tuza toleransli bakterilerdeki osmolit maddelerden biri olan trehaloz,
biyomolekiillerin dondurulmas1 ve membran yapisindaki disakkarit varliginin uzun siire
korunmast i¢in yararli bir kriyoprotektandir (Galinski ve Tindall 1992). Bu
mikroorganizmalar biyomolekiilleri tuz stresinden koruyan ajanlara, izomeraz ve hidrolaz
gibi enzimlere, biyopolimerlere, karotenlere sahiptir ve bu maddeler gidalar1 fermente
etmekte ve katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Rothschild ve Mancinelli, 2001; Oren,
2002; Satyanarayana ve ark., 2005).

Osmoregiilasyon mekanizmasi, tuzlu ortamda hiicrenin calismas1 gereken
enzimlerinin uyarlamasini saglamaktadir. Bu sebeple halofil yada tuza toleransli bakteriler
fazlaca metabolik ¢esitlilik ile karakterize edilmektedir. Hiicre i¢i tuz yogunlugu diisiik
olup, gesitli ozmotik ¢ozeltilerin yiikksek konsantrasyonlarini biriktirmekte ve dis ortamla
ozmotik denge saglamaktadir. Hiicre i¢i enzimlerinin ayrica bir tuz toleransi yoktur
(Margesin ve Schinner, 2001).

Yapilan bir calismada tuza toleransli bakteriler i¢in optimum sicaklik araliklari
30°C-40°C olarak bulunmustur (Priest ve ark., 1987). Farkli bir ¢caligmada, arastirmacilar
bu mikroorganizmalarin gelismesini pH 7.0-8.5 ve %0-12 NaCl konsantrasyonlarinda
gozlemlemiglerdir (Arahal ve Ventosa, 2008). Yilmaz ve Birbir (2019), tuza toleransh
izolatlarin biiylimesi i¢in optimum sicaklik ve pH" sirastyla 37°C ve 7 olarak belirtmistir.
Ayni ¢alismada elde edilen izolatlar hem tuzsuz hem de %2, %3, %S5, %7, %10 ve %15
NaCl konsantrasyonlarinda tireme gostermistir.

Tuza toleransli mikroorganizmalarin 1-45°C, %0-10 NaCl konsantrasyonlarinda

gelisebildikleri agiklanmistir (Rahman ve ark. 2017).
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Tablo 5. Saf Tuza Toleransh Bakteri Kolonilerinin Fenotipik Ozellikleri

Koloni Ozellikleri
= Z - 2 5 =
S o= - 9 9 <] oY) ik o
% |58 |egg 2 2 T - =5 =z | == z 3 = E 580
= |2€ |§2 | S2 | 8 | SE §% |5:|58%2| 82 | 5% |zf2
= =1} 5 Og c S 2 S 2 S 5 S S S & S = Z % g
g s T3 & L N4 X 5 X M Y Ny X .5 O
g E =~ U U
1 lGlTO Comak + - - Dairesel Kabarik Diizgiin Turuncu Piirtizsiiz Parlak Opak
2 1GTO2 Comak + + + Noktasal Diiz Diizgiin Renksiz Piiriizsiiz Parlak Saydam
3 2GTO1 Comak + + - Noktasal Diiz Diizgiin Beyaz Piiriizsiiz Parlak Saydam
4 2GTO2 Comak + + + Noktasal Diiz Diizgiin Renksiz Piiriizli Parlak Saydam
5 6GTO1 Comak + + - Dairesel Diiz Diizgiin Krem Piiriizsiiz Mat Opak
6 | 6GTO2 | Comak + - - Dairesel Diiz F"atme” Krem Piiriizlii Mat Opak
7 | 6GTO3 | Comak + + + Dairesel Diiz F"atme” Beyaz | Piriizsiz Mat Opak
8 6GTO4 Comak + + + Dairesel Kabarik Fllatm en Beyaz Piirtizli Mat Opak
9 | 6GTO5 | Comak + + + Dairesel Kabarik F"atme” Beyaz Piiriizsiiz Mat Opak
10 | 6GTO6 | Comak 7 + + Daizesel Diiz F"atme” Krem Piiriizlii Mat Opak
11 6GTO7 Comak + - Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piiriizsiiz Mat Opak
12 6GTO8 Comak + ki + Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piiriizsiiz Mat Opak
13 6GTO9 Comak + + + Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piiriizli Mat Opak
14 6GEOI Comak + + + Daireeel Kabarik Diizgiin Sari Piirtizsiiz Mat Opak
15 7GTO1 Comak + + + Dairesel Konveks Diizgiin | Turuncu Piiriizsiiz Parlak Opak
16 | 9GTOI Comak + + - Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piiriizlii Mat Opak
N . i e Yar
17 9GTO2 Comak + + P Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piiriizli Parlak Saydam
18 9GTO3 Comak - + + Dairesel Konveks Diizgiin Krem Piiriizsiiz Parlak Opak
19 | 9GTO4 | Comak + + - Noktasal Diiz Diizgiin Krem Piiriizlii Parlak Yan
Saydam
20 | 9GTO5 | Comak + + ; Noktasal Diiz Diizgiin | Krem | Pirisiz Parlak Yart
Saydam
21 | 9GTO6 | Comak + + ; Noktasal Diiz Diizgiin | Beyaz | Pirizlii Mat Yan
Saydam
22 | 96167 | Comak + + + Noktasal Diiz Diizgiin |  San Piriizsiiz Parlak Yan
Saydam
- . . - R, Yan
23 9GTO8 Comak + + - Dairesel Diiz Diizgiin Sari Piiriizsiiz Parlak Saydam
N . - o Yar
24 9GTO9 Comak + + - Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piiriizsiiz Mat Saydam
25 9G§OI Comak - + - Dairesel Diiz Tirtikl Krem Piriizli Mat Opak
26 9GTO1 Comak + + + Noktasal Kabarik Diizgiin Krem Piirtizsiiz Parlak Yan
4 Saydam
27 96501 Comak + + - Dairesel Diiz Diizgiin Krem Pirtizli Mat Opak
9GTO1 . - P,
28 6 Comak + + + Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piirtizsiiz Parlak Opak
9GTO1 . L o Yar
29 7 Comak + + - Noktasal Diiz Diizgiin Beyaz Piirtizsiiz Mat Saydam
9GTO1 . N e Yan
30 8 Comak + + + Dairesel Diiz Tirtikl Beyaz Piiriizsiiz Parlak Saydam
31 9GTO1 Comak - + - Dairesel Diiz Diizgiin Krem Piiriizsiiz Parlak Yan
9 Saydam
32 9GTO2 Comak + + + Noktasal Kabarik Diizgiin Krem Piiriizsiiz Mat Yan
0 Saydam
9GTO2 . - P,
33 1 Comak + - - Dairesel Kabarik Diizgiin Sari Piirtizsiiz Parlak Saydam
34 9G;02 Comak + + - Noktasal Diiz Diizgiin Sari Pirtizli Parlak Saydam
35 9G’§OZ Comak + + - Noktasal Diiz Diizgiin Sari Piirtizsiiz Parlak Saydam
36 QGZOZ Comak + + + Dairesel Kabarik Dalgali Kog/ :]Kr Piiriizsiiz Parlak Saydam
37 9GTO2 Comak + - - Noktasal Diiz Diizgiin Krem Piiriizsiiz Parlak Yart
6 Saydam
38 9GTO2 Comak + + + Noktasal Diiz Diizgiin Krem Piiriizsiiz Parlak Yart
7 Saydam
39 QGgoz Comak + + - Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piriizli Mat Opak
40 OGgOZ Comak + + - Noktasal Diiz Diizgiin Krem Piiriizsiiz Mat Opak
41 9GTO3 Comak + + - Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piiriizsiiz Parlak Yari
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0 Saydam

9GTO3 . e Yari

42 1 Comak Dairesel Kabarik Dalgali Beyaz Piiriizsiiz Mat Saydam

9GTO3 . . L e Yari

43 2 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Krem Piiriizsiiz Parlak Saydam

44 9G§O3 Comak Dairesel Kabark | Dalgal Krem Piiriizli Mat Opak

45 QGIOS Comak Dairesel Diiz Diizgiin Krem Piiriizsiiz Mat Opak

46 QGEOS Comak Noktasal Diiz Diizgiin Krem Piirtizsiiz Parlak Saydam

47 9GTO3 Comak Dairesel Kabarik Tirtiklt KoyuKr Piiriizsiiz Parlak Yan

6 em Saydam
9GTO3 - P

48 7 Comak Noktasal Kabarik Diizgiin Sar1 Piiriizsiiz Parlak Opak

9GTO3 . . L L Yar

49 8 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Krem Piiriizlii Mat Saydam

50 9GTO3 Comak Dairesel Kabarik Tirtiklt Krem Piiriizsiiz Parlak Yar

9 Saydam

51 9GTO4 Comak Noktasal Diiz Diizgiin Krem Piirtizsiiz Parlak Yar

0 Saydam

10GTO . - - Yar

52 1 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piiriizli Mat Saydam
10GTO . - R,

53 2 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piirtizli Mat Opak

s4 | 19970 | Comak Dairesel Kabark | Dizgin | Krem | Piirizli Mat Opak

55 ! OaTO Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piiriizli Mat Opak
10GTO . il o

56 5 Comak Noktasal Diiz Diizgiin Beyaz Piirlizsiiz Parlak Saydam

57 10GTO Comak Noktasal Diiz Diizgiin Krem Piriizlii Parlak Yar

6 Saydam
10GTO 5 - - T

58 7 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Krem Piirtizsiiz Parlak Saydam
10GTO - A P

59 8 Comak Noktasal Diiz Diizgiin Beyaz Piirtizsiiz Parlak Saydam
11GTO . . P

60 1 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piirtizsiiz Mat Opak

11GTO . B o Yari

61 2 Comak Dairesel Diiz Turtikl Krem Puriizli Mat Saydam
11GTO . - ..

62 3 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piiriizsiiz Mat Saydam
11GTO . - P,

63 4 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piiriizsiiz Mat Opak

64 ! IC;TO Comak Dairesel Diiz Diizgiin Beyaz Piirtizsiiz Mat Opak
11GTO . - R,

65 6 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piirtizli Mat Opak
11GTO . . P

66 7 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piirtizsiiz Parlak Opak

11GTO . . - o Yart

67 8 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Krem Piiriizsiiz Parlak Saydam
11GTO . L .

68 9 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piiriizli Mat Opak

69 | "SI0 | Comak Dairesel Diz Dizgin | Beyaz | Pirizli Mat Opak
11GTO : - T

70 11 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piirtizli Mat Opak
13GTO T - o

71 3 Comak Diizensiz Konveks Diizgiin Krem Pirtizli Parlak Opak
13GTO . - : P,

72 11 Comak Noktasal Diiz Diizgiin Renksiz Piirtizsiiz Parlak Saydam
13GTO . . - .

73 12 Comak Diizensiz Konveks Diizgiin Krem Piiriizli Parlak Opak

13GTO . - . Yan

74 15 Comak Dairesel Konveks Diizgiin Beyaz Piiriizsiiz Mat Saydam
13GTO . . - L

75 19 Comak Diizensiz Diiz Diizgiin Krem Piiriizli Parlak Opak

13GTO o . Filamen - Yari

76 20 Comak Rizoid Diiz t Krem Piliriizsiiz Mat Saydam
13GTO . . - o

77 21 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Beyaz Piirtizli Parlak Opak
13GTO . . - i

78 2 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Beyaz Piirtizsiiz Parlak Saydam

13GTO o . Filamen - Yart

79 %6 Comak Rizoid Diiz t Beyaz Piiriizli Parlak Saydam

80 13%1“ 0 Comak Rizoid Kabarik Fllatm en Beyaz Piiriizlii Parlak Saydam

81 13§9T 0 Comak Rizoid Diiz Fllatm en Beyaz Piiriizlii Mat Saydam

13GTO L . Filamen . Yar

82 30 Comak Rizoid Diiz t Beyaz Piiriizli Parlak Saydam
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83 14C'1TO Comak Dairesel Diiz Diizgiin Kog/:]Kr Piiriizsiiz Parlak Saydam
15GTO . - e Yari
84 1 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Sar1 Piiriizsiiz Parlak Saydam
15GTO . . - e Yari
85 2 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Sar1 Piiriizsiiz Parlak Saydam
16GTO - P,
86 1 Comak Noktasal Kabarik Diizgiin Krem Piiriizlii Mat Opak
87 IGGZTO Comak Noktasal Diiz Diizgiin KoyluSar Piiriizsiiz Parlak Saydam
88 16GTO Comak Dairesel Diiz Diizgiin Sar1 Piiriizsiiz Mat Yar
3 Saydam
16GTO . L o
89 4 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piirtizsiiz Mat Opak
16GTO . Lo e
90 5 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piiriizsiiz Mat Opak
91 1666T0 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Beyaz Piirlizsiiz Mat Opak
92 16(;T0 Comak Noktasal Diiz Dalgali Krem Piriizlii Mat Saydam
16GTO . - - Yar
93 8 Comak Noktasal Diiz Diizgiin Beyaz Piiriizli Parlak Saydam
94 | 19GTO | omak Dairesel Diiz Diizgiin Krem Piiriizlii Mat Yan
9 Saydam
18GTO - - R,
95 1 Comak Noktasal Diiz Diizgiin Krem Piiriizli Parlak Opak
18GTO q .. .
96 5 Comak Dairesel Kabarik Tirtiklt Beyaz Piiriizsiiz Mat Opak
97 ! S%TO Comak Dairesel Diiz Tirtiklt KognLiKr Piiriizsiiz Mat Opak
98 18€T0 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Beyaz Piiriizsiiz Mat Opak
18GTO q " R,
99 9 Comak Dairesel Konveks Diizgiin Beyaz Piiriizli Mat Opak
18GTO . o - Yar
100 10 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piirtizli Mat Saydam
18GTO . . - A Yari
101 11 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Krem Piirtizli Parlak Saydam
102 18GTO Comak Dairesel Diiz Tirtiklu Krem Piiriizli Mat Yan
35 Saydam
18GTO . . - by o
103 40 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Beyaz Piriizli Parlak Opak
18GTO . L o Yari
104 a1 Comak Noktasal Diiz Diizgiin Beyaz Piriizli Mat Saydam
105 18GTO Comak Dairesel Diiz Turtikl KoyuKr Piiriizsiiz Parlak Yan
45 em Saydam
106 ISS’GT 0 Comak Noktasal Konveks Diizgiin Kog/:]Kr Piirtizsiiz Parlak Saydam
18GTO . - P
107 50 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Krem Piirtizsiiz Mat Opak
18GTO . - R,
108 52 Comak Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piirtizli Mat Opak
109 18;}; O | Comak Dairesel Diiz Diizgiin Kog'nﬂKr Piiriizlii Mat Saydam
18GTO . .
110 55 Comak Dairesel Kabarik Dalgali Beyaz Puriizli Parlak Opak
19GTO , L : L
111 1 Comak Noktasal Diiz Diizgiin Renksiz Piiriizli Parlak Saydam
112 ZICiTO Comak Dairesel Diiz Ttk | Krem Piiriizlii Mat Opak
113 ZIC;TO Comak Dairesel Diiz Tirtiklt Krem Piirtizsiiz Parlak Opak
114 2163T0 Comak Dairesel Diiz Ttk | Krem Piiriizlii Mat Opak
115 21 (;TO Comak Dairesel Diiz Tirtikl Krem Piriizli Mat Opak
116 21GTO Comak Filament Kabarik Filamen Krem Piiriizsiiz Parlak Yan
5 t Saydam
21GTO . . - P, Yari
117 6 Comak Dairesel Diiz Diizgiin Beyaz Puriizli Mat Saydam
118 ZIC;TO Comak Dairesel Diiz Tartikly San Piiriizlii Mat Opak
119 | 21670 | comak Dairesel Kabarik Dalgali | Krem Pilriizlii Mat Yart
8 Saydam
120 | 21670 | comak Dairesel Kabarik Dalgali | Krem Pilriizlii Parlak Yart
9 Saydam
21GTO . . R,
121 10 Comak Dairesel Diiz Turtiklt Krem Piiriizsiiz Mat Opak
122 ZZCiTO Comak Dairesel Kabarik Tirtiklt Beyaz Piiriizsiiz Parlak Opak
123 22GTO Comak Noktasal Diiz Diizgiin Beyaz Piiriizsiiz Parlak Yart
2 Saydam
124 | 22GTO Comak Noktasal Diiz Diizgiin Beyaz Piiriizli Mat Saydam
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3
22GTO ) . L Yari
125 4 Comak + - - Dairesel Diiz Dalgali Beyaz Piiriizli Parlak Saydam
22GTO - - e
126 5 Comak + - - Dairesel Kabarik Diizgiin Sar1 Piiriizsiiz Parlak Opak
127 22%TO Comak + - - Dairesel Diiz Dalgali Beyaz Piiriizli Mat Saydam
22GTO . - o
128 7 Comak + + - Noktasal Diiz Diizgiin Beyaz Piiriizsiiz Parlak Saydam
129 2462TO Comak + + + Dairesel Diiz Diizgiin Sar1 Piiriizli Parlak Opak
24GTO . L o Yari
130 3 Comak + + - Dairesel Kabarik Diizgiin Beyaz Piiriizli Parlak Saydam
131 ZSCiTO Comak + + + Diizensiz Kabarik Fllatm en Beyaz Piirtizli Parlak Opak
132 ZS(ZTO Comak + - - Dairesel Diiz Tirtiklt Krem Piiriizsiiz Mat Opak
25GTO . . - o
133 5 Comak + + - Diizensiz Kabarik Diizgiin Krem Piirtizli Parlak Opak
25GTO . . - . o
134 6 Comak + + + Dairesel Diiz Diizgiin | Renksiz Piiriizsiiz Parlak Saydam
25GTO L Filamen o Yari
135 7 Comak + + + Diizensiz Kabarik t Krem Piiriizli Parlak Saydam
136 23GTO Comak + + + Diizensiz Kabarik Filamen Krem Piiriizli Parlak Yan
8 t Saydam
137 23GTO Comak + + - Diizensiz Kabarik Filameg Krem Piiriizli Parlak Yan
9 t Saydam
25GTO . A e
138 10 Comak + - - Dairesel Kabarik Diizgiin Sar1 Piirtizsiiz Parlak Opak

*1GTO1: Gida Tuz Omegi koddan énceki numara tuz drnegi sayisini,koddan sonraki numara izolat sayismi gostermektedir.

Elde edilen izolatlar koloni sekli, koloninin yandan goriintiisii, koloni kenar sekli,
koloni yogunlugu, koloni optik karakteri, koloni rengi ve koloni dokusu agisindan
incelenmistir (Tablo 5).

Tuz 6rneklerinden izole edilen 138 izolatin tamami ¢omak hiicre seklinde oldugu
gozlenmistir. Bu izolatlarin %5’1 (7 izolat) hareketsiz, %95°1 (131 izolat) ise hareketli
olarak bulunmustur. Gram reaksiyonlarinin %86’s1 (118 izolat) pozitif, %14’ii (20 izolat)
negatif sonug vermistir. Izolatlarin %57 sinin endospor olusturdugu gozlemlenmistir
(Tablo 5).

Saflastirilan izolatlarin koloni sekli %66’s1 (91 izolat) dairesel, %241 (33 izolat)
noktasal, %6’s1 (8 izolat) sekilsiz, %3’ rizoid (5 izolat) %1’i (1 izolat) filament oldugu
goriilmiistiir. izolatlarin koloni yiiksekligi %55’inde (76 izolat) diiz, %40’nda (55 izolat)
kabarik, %5’inde (7 izolat) konveks yapida oldugu bulunmustur. Koloni kenar1 %70’inde
(97 izolat) diizgiin, %12’sinde (17 izolat) tirtikli, %11’inde (15 izolat) filament, %7’ sinde
(9 izolat) dalgal 6zellik gdstermistir. Izolatlarin koloni rengi %46°sinda (62 izolat) krem,
%34’{inde (47 izolat) beyaz, %10’unda (14 izolat) sar1, %5’inde (7 izolat) koyu krem,
%3’tinde (5 izolat) renksiz, %1’inde (2 izolat) turuncu, %1’inde (1 izolat) koyu sar1 renkte
oldugu saptanmistir. Koloni yapisi ise %53’linde (73 izolat) piiriizsiiz, %47 sinde (65
izolat) piiriizlii 6zellik gostermistir. Koloni goriiniimii %52’sinde (72 izolat) parlak,
%48’inde (66 izolat) mat oldugu bulunmustur. izolatlarin kolonilerinin 1sik gegirme
ozelligi %46’sinda (63 izolat) opak, %35’inde (49 izolat) yar1 saydam, %19’unda (26
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izolat) saydam 6zellik gosterdigi saptanmistir (Tablo 5).

Magnusson ve Moller (1985)’¢e ait bir calismada Gram-negatif, hareketsiz ve ¢ubuk
seklinde olan Achromobacter bakterisi saptanmistir. Baska bir ¢alismada Staphylococus
aureus tipik olarak hareketsiz, katalaz pozitif, Gram-pozitif bir tiir olarak bulunmustur
(Adams, 2009). Diger bir ¢alismada deri tuzlamada kullanilan tuzlardan elde edilen tim
izolatlar hareketli, Gram-pozitif, endospor olusturan ¢omak seklinde bulunmustur (Y1lmaz
ve Birbir, 2019). Cristopher (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada Bacillus cesitliligi
arastirmas1 sirasinda Gram-pozitif, hareketli, comak seklinde, endospor olusturan iki
bakteri izolat1 tespit edilmistir. Sumpavapol ve arkadaslarina (2010) ait bir calismada izole
edilen Bacillus siamensis tiirii bakteri Gram-pozitif comak seklinde, kremsi, mukoid, yar1
saydam, kabarik ve diizgiin 6zellikte koloni yapisina sahip olarak karakterize edilmistir.

Baska bir ¢alismada ise Karak bolgesindeki tuz madenlerinden yirmi bir tuza
toleransli ve halofil bakteri susu izole edilmistir. Yirmi bir izolat, bu Karak tuz
madenlerinden gelen tuza toleransli/halofil ¢alismalarinin 6n g¢aligmasi sirasinda izole
edilmistir. Koloni pigmentasyonu soluk sari, kremsi ve beyaz renkte, diizensiz ve
dairesel sekilde bulunmustur. Koloni yiikseklikleri yiikselmis, diiz olarak saptanmistir.
Kolonilerin ¢ogu diiz kenarl, bazilar1 loblu, bazilar1 ise ipliksi olarak gozlenmistir.
Mikroskop altinda bakildiginda farkli izolatlar farkli hiicre boyutlar1 ve morfolojileri
sergilemistir. Bazilar1 ¢ubuk sekilli kii¢lik veya uzun zincirler halinde izolatlar da
gozlenmistir. Tiim suslarin biiylime kosullar1 pH, NaCl tolerans ve sicaklik toleranslari
arastirilmistir. Halofil bakteri suslarinin en iyi pH 7-9'da gelistigi bildirilmistir. Benzer
sekilde bu suslar i¢cin NaCl toleransi ve sicaklik durumu da kontrol edilmistir. Cogu sus
en iyi %5-20 NaCl konsantrasyonunda ve 28-37°C sicaklik aralifinda biiyiimiistiir.
Cesitli tuz madenleri alanlarindan alinan Orneklerden izole edilen bakteriler tuza
toleransli ve halofil bakterilerilerin ¢ok ¢esitli ve farkli fenotipik karakterlere sahip
oldugunu gostermistir (Roohi ve ark., 2012).

Marquez ve arkadaslar1 (1987) Giiney Ispanya’da asir1 tuzlu ortamlarda yaptig
calismada 150 halofil olmayan bakteri izole edildigini ve elde edilen 10 izolattan 6
tanesinin tuza toleransli Gram-pozitif endospor olusturan Bacillus iyesi oldugunu

bildirmistir.
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Tablo6. Tuza toleransh izolatlarin biyokimyasal test sonuclari

. Peptondan
Izolat Kodu Katalaz Oksidaz Proteaz Lipaz Amilaz Kazeinaz Amonyak
_ Olusumu
1 *1GTO1 + - - + - - +
2 1GTO2 + + + - + + +
3 2GTO1 + + - - - - -
4 2GTO 2 + - - + + - +
5 6GTO1 + - - + + + +
6 6GTO2 + - - + + + -
7 6GTO3 + - - + + + +
8 6GTO4 + - + + + + +
9 6GTOS5 + + - + + + -
10 6GTO6 + + + + - + -
11 6GTO7 + - + - + + +
12 6GTOS + - - - + + -
13 6GTO9 + + + - + + +
14 6GTO10 + + - - + + -
15 7GTO1 + - + + - + -
16 9GTO1 + + - - + + +
17 9GTO2 + + + - + + +
18 9GTO3 + + + - + + +
19 9GTO4 + + - - - + -
20 9GTO5 + + + + - + -
21 9GTO6 + + + + - -
22 9GTO7 + + - - + + +
23 9GTOS + + + - + +
24 9GTO9 + + + + - -
25 9GTO13 + - - - + + +
26 9GTO14 + + - - + +
27 9GTO15 + - + + - + -
28 9GTO16 + + + + + + -
29 9GTO17 + + + + - + -
30 9GTO18 + + - - - + -
31 9GTO19 + - + - - + -
32 9GTO20 + + + - + + -
33 9GTO21 + - + - - - -
34 9GTO22 + - + - + - -
35 9GTO23 + + + - + + -
36 9GTO24 + + + + - - -
37 9GTO26 + + + - - - +
38 9GTO27 + + - - - +
39 9GTO28 + + + - - + -
40 9GTO29 + + + - + -
41 9GTO30 + + + - + + -
42 9GTO31 + + - - + + -
43 9GTO32 + - + + + + +
44 9GTO33 + + + + - - -
45 9GTO34 + + + - - + -
46 9GTO35 + + + + - + -
47 9GTO36 + - + - - + -
48 9GTO37 + - + - - + -
49 9GTO38 + - - - - - +
50 9GTO39 + + + - - - -
51 9GTO40 + - + - + + +
52 10GTO1 + - + - - - +
53 10GTO2 + + + - - - -
54 10GTO3 + - + - + + +
55 10GTO4 + + - + + + -
56 10GTOS + - + - + + -
57 10GTO6 + - + - + - -
58 10GTO7 + - + - + - +
59 10GTO8 + + + - - +
60 11GTO1 + + + + + + -
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61 11GTO2 + + + + - + +
62 11GTO3 + + + + + + -
63 11GTO4 + - + - - - +
Tablo 6.Devam
) Peptondan
1zolat Kodu Katalaz Oksidaz Proteaz Lipaz Amilaz Kazeinaz Amonyak
_ Olusumu

64 11GTO5 + + + + + + -
65 11GTO6 + + + + - + +
66 11GTO7 + + + + + + -
67 11GTOS + - - + + + -
68 11GTO9 + + + - + + +
69 11GTO10 + + + - - + -
70 11GTO11 + - - + + + -
71 13GTO3 + - - - + + -
72 13GTO11 + - - - + + -
73 13GTO12 + - - - + + +
74 13GTO15 + - - - + + -
75 13GTO19 + - - - + + -
76 13GTO20 + + + - + - +
77 13GTO21 + + - - - - -
78 13GT0O22 + + - - + + +
79 13GTO26 + + + - + + -
80 13GTO28 + - - - - + +
81 13GTO29 + + - - + - +
82 13GTO30 + + + - + + +
83 14GTO1 + + - - + +
84 15GTO1 + - - - - - -
85 15GTO2 + + - - + - -
86 16GTO1 + - - + + -
87 16GTO2 + - - + + + +
88 16GTO3 + + + - - - -
89 16GTO4 + - + + + + +
90 16GTOS + - + + + + -
91 16GTO6 + + + - + - +
92 16GTO7 + - + + + + -
93 16GTOS + - + - - + +
94 16GTO9 + + - + + -
95 18GTO1 + + - + + + -
96 18GTO5 + + + - - - -
97 18GTO6 + + + + + +
98 18GTO7 + + + + + + -
99 18GTO9 + + + - + - -
100 18GTO10 + + + + + + +
101 18GTO11 + + - + + - -
102 18GTO35 + + + + - - +
103 18GTO40 + + + - - + +
104 18GTO41 + + + - + + +
105 18GTO45 + + + - + - -
106 18GTO46 + + + + + + -
107 18GTO50 + + + - + + -
108 18GTO52 + + + + + - +
109 18GTO53 + + + - + + -
110 18GTO55 + + + - + + +
111 19GTO1 + - + + - - +
112 21GTO1 + - - + + + +
113 21GTO2 + + - - + + -
114 21GTO3 + - + + + + +
115 21GTO4 + - + + + +
116 21GTOS5 + - - - + + +
117 21GTO6 + - - + + -
118 21GTO7 + + + - + + +
119 21GTO8 + - - - + + +
120 21GTO9 + - - - + + +
121 21GTO10 + + + - + + +
122 22GTO1 + + + + - + +
123 22GTO2 + - - + - - -
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124 22GTO3 + - -
125 22GTO4 + + + + +
126 22GTO5 + + + -
127 22GTO6 + + + + + + +
128 22GTO7 + + + + + +

Tablo 6.Devam

Peptondan

izolat Kodu Katalaz Oksidaz Proteaz Lipaz Amilaz Kazeinaz Amonyak

Olusumu
129 24GTO2 + + - - + -
130 24GTO3 + + + +
131 25GTO1 + + + - +
132 25GTO4 + + + + +
133 25GTO5 + + + + + +
134 25GTO6 + + + +
135 25GTO7 + + + + +
136 25GTOS + + + + +
137 25GT0O9 + + - - + + +
138 25GTO10 + - - + -

*1GTOL: Gida Tuz Ornegi koddan dnceki numara tuz ormegi sayisintkoddan sonraki numara izolat sayisint gostermektedir.
- : Hidroliz yok , + : Hidroliz var

Tuz Orneklerinden tuza toleransli bakteriler izole edildikten sonra bazi
biyokimyasal testler uygulanmistir. Test sonuglar1 Tablo 6’da gosterilmistir.

Yapilan test sonuglarina gore orneklerden izole edilen 138 adet izolattan %100°G
(138 izolat) katalaz pozitif, %60’1 (83 izolat) oksidaz pozitif, %61°1 (84 izolat) proteaz
pozitif, %35’i (48 izolat) lipaz pozitif, %67’si (92 izolat) amilaz pozitif, %72’si (100
izolat) kazeinaz pozitif, %43’ (60 izolat) peptondan amonyak iiretmistir. 18GTO10 ve
22GTO6 nolu izolatlarda tiim biyokimyasal testler (katalaz, oksidaz, proteaz, lipaz,
amilaz, kazeinaz ve peptondan amonyak olusumu) pozitif 6zellik gostermistir.

Yapilan bir ¢calismada sekerli tuzlu balik salamurasindan Gram-negatif, hareketsiz,
tuza toleransli, oksidaz pozitif 6zelliklere sahip olan bakteri izole edilmistir (Magnusson
ve Moller, 1985). Bir calismada Staphylococus aureus tipik olarak katalaz pozitif bir tiir
olarak saptanmigtir (Adams, 2009). Bir diger ¢alismada Staphylococcus aureus, gida
isleme yiizeylerinde biyofilm olusturabilenve patojenik Gram-pozitif, katalaz pozitif
olarak bulunmustur (Le Loir ve ark., 2003). Yilmaz ve Birbir (2019) tarafindan yapilan bir
calismada, 30 tuz 6rneginde tespit edilen tiim izolatlarin (83 adet sus) katalaz ve proteaz
aktiviteleri pozitif bulunmus ve 55 izolat pozitif oksidaz aktiviteleri gostermistir. Aslan ve
Birbir (2011) ingiltere, Tiirkiye ve Avustralya menseli 10 tuz derisinden 111 Bacillus izole

etmis ve bu izolat %92’si1 postlarda proteolitik aktivite gdstermistir.
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BOLUM 4
SONUCLAR

Bu tez calismamizda farkli iilkelerden toplanan 25 tuz 6rneginin 17 tanesinde
toplam 138 adet tuza toleransh bakteri izole edilmistir. Tuzlarin gogunlugunu beyaz renkte
olmakla birlikte pembe, kirmizi, siyah renkte oldugu Tablo 2’de goriilmektedir. Toplanan
tuzlarda toplam tuza toleransl bakteri sayis1 1-36 kob/g olarak saptanmistir. Saptanan tuza
toleransli bakterilerin sahip oldugu enzimatik &zellikleri sebebiyle kullanilan gidalarda
bazi bozunmalara sebep olabilecegini Ongdérmekteyiz. Bu nedenle tuza toleransl
bakterilerin proteaz, lipaz, amilaz, kazeinaz aktiviteleri de arastirilmustir. izolatlarin %61°i
proteaz, %35°1 lipaz, %67’si amilaz ve %72’si kazeinaz pozitif Ozellik gosterdigi
gozlemlenmistir. %43 oraninda ise peptondan amonyak iiretimi tespit edilmistir. Et ve et
gibi kazein igeren gidalarin korunmasi, fermantasyonu ya da marinasyonu gibi islemlerde
tuz cesitleri kullanilmaktadir. Tuzlanmis peynirde bulunan kazein proteini tuzdaki tuza
toleransli bakteriler tarafindan tamaminin pargalanabilecegini gostermistir. Buna ilaveten
nisastal1 besinlere tuza toleransh bakteriler iceren tuz ilave edildiginde bakterilerin biiytlik
kisminin nisastay1 pargalayabilecegi ve besinin kalitesini diisiirebilecegi diisiiniilmektedir.
Buna benzer sonuglar proteinli ve yagli besinlerde islem gérmemis gida tuzu
kullanildiginda protein, yag ve zeytinyagi yapisini pargalayarak gida kalitesini diisiirecegi
ve besin degerini azaltacagi 6ngoriilmektedir. Elde ettigimiz peptondan amonyak tiretimi
pozitif ¢ikmasi sonuglar1 da proteinli besinlerde koku olusumuna yol agabilecegi sonucunu
gostermektedir. Aragtirmamiz sonucu elde ettigimiz tiim sonuglara gore gidalarda koruma
ya da tatlandirma amagl kullanilan tuzun igerisinde bulunan bu tuza toleransli bakterilerin
icerisinde protein, lipit, karbonhidrat ve kazein barindiran besinlerde bu besinleri
sindirebilecegini ve gidalarda bozulmaya sebep olabilecegini diisiinmekteyiz. Dolayisiyla
kullanilacak olan tuzun sterilizasyon ile igerisinde bulunan bakterilerin inaktive

edilmesinin ardindan kullanilmasin1 6nermekteyiz.
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