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OZET

SALGAM SULARININ AROMASI UZERINE ETKIiLI MIKROFLORANIN YENIi
NESIL DiZILEME YONTEMI ILE BELIRLENMESI VE iSTATISTIiKSEL
DEGERLENDIRILMESI

Halil EKICI
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Pinar KADIROGLU KELEBEK
Haziran 2019, 60 sayfa

Salgam suyu, evlerde, kii¢iik isletmelerde ve endiistriyel diizeyde iiretilen kirmizi renkli, eksi
tatta fermente bir igecektir ve siyah havucun laktik asit fermantasyonu sonucunda elde
edilmektedir. Bu ¢alismada, fermantasyon siiresi (20 giin) boyunca belirli araliklarla alinan
salgam suyu orneklerinde renk, pH, titrasyon asitligi, Suda ¢oziinen kat1 madde miktar1 ve
mikrobiyolojik sayim analizleri yapilmis ile gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yontemi uygulanmistir. Ayrica, fermantasyon siirecindeki baskin laktik asit bakterisi ve
maya-kiif tiir ve kompozisyonlar1 yeni nesil dizileme yontemi kullanilarak belirlenmis ve

ucucu aroma bilesikleri profili analizleri gergeklestirilmistir.

Calisma sonucunda pH degerinin ve titrasyon asitligi degerinin sirasiyla 4,24-3,82 ve 4,03-
8,33 g/L arasinda degistigi goriilmiis, briks degerleri ise siire¢ boyunca 2,7 olarak
Ol¢iilmiistiir. Siire¢ boyunca toplam bakteri sayisinin giderek azaldigi, LAB ve maya-kiif
sayisinin ise giderek arttig1 goriilmiistiir. Fermantasyon siirecinde baskin LAB tiirleri
Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis ve Leuconostoc pseudomesenteroides; baskin
maya-kif tirleri ise S. cerevisiae ve C. boidinii olarak tespit edilmistir. Ugucu aroma
bilesikleri icinde etil alkol en yiiksek, fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil) ise en diisiik

konsantrasyona sahiptir.

Anahtar Soézciikler: salgam, yeni nesil dizileme, ger¢ek zamanli PZR, ugucu aroma

bilesikleri.



ABSTRACT

EXPLORING AROMA PRODUCING MICROFLORA IN SHALGAM USING NEXT
GENERATION SEQUENCING AND STATISTICAL EVALUATION

Halil EKICI
M.Sc., Department of Food Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Pinar KADIROGLU KELEBEK
June 2019, 60 pages

Shalgam is a red fermented sour beverage produced in homes, small facilities and industrial
plants and obtained by lactic acid fermentation of black carrots. In this study, color, pH,
titration acidity, brix, and microbial counts of the shalgam samples were determined and real-
time polymerase chain reaction (PCR) method was applied to shalgam samples taken from an
industrial salgam production plant where fermentation process is determined as 20 days.
Dominant lactic acid bacteria and yeast-mold species and their composition were determined
using next generation sequencing methods and volatile compounds profiles analyses of

industrially produced shalgams were performed during fermentation process.

The pH and the titratable acidity values were found to be between 4.24-3.82 and 4.03-8.33 g /
L respectively and the brix value was found to be 2.7 throughout the fermentation. It was
observed that the total number of bacteria decreased gradually and the number of LAB and
fungi increased gradually. The dominant types of LAB in the fermentation process were
determined as Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis and Leuconostoc
pseudomesenteroides and dominant fungi species were determined as S. cerevisiae and C.
boidinii. The highest and lowest concentrations in volatile compounds belong to ethyl alcohol

and phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) respectively.

Keywords: Shalgam, next generation sequencing, real time PCR, volatile flavour compounds.
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1. GIRIS

Gidalar bakteri, maya-kiif ve viriislerden olusan karmasik mikrobiyal topluluklara sahiptir. Bu
mikroorganizmalarin bazilar1 gidanin reolojik ve duyusal yapisimi etkilemek suretiyle
teknolojik 6neme sahiptir. Gida ile iligkili mikroflora kompozisyonunun belirlenmesinde
genel olarak kiiltiirel yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler mikroorganizmalarin
tanimlamasi Oncesinde gelistirilmesi ve izolasyonuna dayanmaktadir. Fakat bu yontemlerle
gidalar dahil bir¢ok mikrobiyal ekosistemin dogru tanimlanabilmesi miimkiin olmamaktadir.
Mikroorganizmalarin segici izolasyonu laboratuvar ortaminda bilinmeyen biiyliime faktorleri
ve-veya bilyiime kosullari gerektirebilmektedir. Gidalarin ayrica diisiik pH ve su aktivitesine
sahip olmasi, uygun olmayan kosullar altinda saklanmas1 gibi mikroorganizmalarin fizyolojik
olarak canli ancak kiiltir edilemeyecek durumda olmasina sebep olabilirler. Ayrica
mikroorganizmalarin gelisiminin yavas olmasi ortamda baskin mikroorganizmalar tarafindan
baskilanmasina neden olabilir ve bu da kiiltiirel yontemlerle tespit edilmesini zorlastirabilir.
Iste bu gibi sebeplerden dolay1 kiiltiirel yontemler ile mikrofloranin dogru olarak

tanimlanmasi giigtiir (Smit ve Smit, 2005).

Kiiltiirel olmayan yontemler ise genellikle mikrobiyal niikleik asit dizilerinin analizini temel
almaktadir. Bu yontemler niikleik asitlerin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmasi
ilkesine dayanmaktadir. Bu amplifikasyon yontemlerinin 6nemli bir kismi rRNA gen
bolgesini hedef almaktadir. Elde edilen dizilerin birbirleri ile veya veri tabanlari ile
karsilastirilmast mikroorganizmalar arasindaki filogenetik iliskinin ortaya c¢ikarilmasina
olanak saglamaktadir. PZR tabanli yontemlere ger¢ek zamanl nitel PZR yontemi, denature
gradient jel elektroforezi, sicaklik gradient jel elektroforezi gibi yontemler Grnek
gosterilebilir. Yeni nesil dizileme (YND) yontemleri ise ¢ok sayida ¢iktiya sahip, genomik,
metagenomik, transkriptomik ve metatranskriptomik gibi yeni teknolojilerin gelismesine
olanak saglamistir. YND yontemleri diger niikleik asit temelli yontemlere oranla ¢ok daha
fazla sayida dizinin daha kisa siirede analiz edilmesine ve bdylece mikrobiyal ekosistemlerin
derinlemesine incelenmesine imkan saglamaktadir. YND yontemi baslica iki farkli yolla
kullanilmaktadir; Bunlar, toplam mikrobiyal niikleik asitin dizilenmesi (shotgun sequencing)

ve gen-spesifik dizilemedir (target-sequencing) (Mayo ve ark., 2014).



Salgam suyu, kirmizi renkli, eksi tatta, istenirse aci olarak da hazirlanabilen iilkemize 6zgii ve
Tiirkiye’nin her tarafinda tiiketilen bir icecektir ve siyah havucun laktik asit fermantasyonu
sonucunda elde edilmektedir. Salgam suyu evlerde, kiiciik isletmelerde ve endiistriyel
diizeyde iiretilmektedir. Salgam suyunun endiistriyel iiretimi olmakla birlikte, isletmelerde
standart bir tiretim teknigi bulunmamaktadir. Ticari olarak salgam suyu iiretimi geleneksel
tretim (hamur fermantasyonu ve havug fermantasyonu) ve hamur fermantasyonu
uygulanmadan yapilan dogrudan iiretim olmak iizere iki sekilde yapilmaktadir (Ugok ve

Tosun, 2012).

Salgam suyunun baslica hammaddesi siyah havu¢ (Daucus carota ssp. sativus var.
atrorubens) olup, bununla birlikte eksi hamur, bulgur unu, kaya tuzu ve igme suyu
kullanilmaktadir. Salgamin kendine has rengi, baslica hammaddesi olan kirmizi havugta
bulunan antosiyanin maddeleri tarafindan verilmektedir (Canbas ve ark., 2008). Uretimde
kullanilan eksi hamur, ekmek mayasinin bir siire oda sicakliginda bekletilmesi ile elde
edilmektedir. Bulgur unu ise, bulgur iretim siirecinde kaynatilmis, kurutulmus ve dis
kabuklar1 ayrilmis bugdayin kirilmasi esnasinda olusan kismuidir (Necla Aran, 2012). Icecege

adin1 veren salgam (Brassica rapa) istege bagli olarak katilabilmektedir.

Salgam suyuna baskin eksi tadin1 fermantasyon siirecinde laktik asit bakterileri tarafindan
tiretilen laktik asit vermektedir. Laktik asit bakterilerini, morfolojik, metabolik ve fizyolojik
yonden benzerlik gdsteren gram pozitif bakteriler olusturmaktadir. Bunlar spor olusturmayan,
respirasyon yapmayan ancak oksijene toleransli, yuvarlak (cocci) veya cubuk (rod) sekilli,
karbonhidratlarin fermantasyonu sonucunda laktik asit olusturan bakterilerdir. Kendilerine
has katalaz enzimine ve sitokroma sahip degillerdir. Mevcut taksonomik siniflandirmaya gore
Firmicutes filumu, Bacilli simifi Lactobacillales grubuna aittirler. Farkli familyalar
Aerococcaceae, Carnobacteriacea, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae ve
Streptococcaceae gruplarini icermektedir (Lahtinen ve ark., 2011). Salgam suyunda baskin
laktik asit bakterileri ise Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis ve Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei olarak belirlenmistir (Tangiiler ve Erten, 2012b). Salgam
fermantasyonu siirecinde laktik asit bakterilerinin yam sira mayalar da rol oynamaktadir;

ancak mayalarin rolii tam olarak incelenmemistir.



Son yillarda, gidalarda bulunan mikrofloranin belirlenmesinde, molekiiler yontemler giderek
gelistirilmis ve hizli sonug¢ elde etme gereksiniminden dolay: tercih edilir hale gelmislerdir.
Bu yontemler genel olarak hedefe ait spesifik DNA veya RNA diziliminin g¢ogaltilmasi
(amplification) islemine dayanmaktadir. PZR niikleik asit temelli yontemler arasinda en
yaygin kullanilan yontemdir (Ceuppens ve ark., 2014). PZR, DNA kompleks havuzundan
spesifik bir DNA pargasini ¢ogaltmaya olanak saglayan basit, etkin ve 6zellikle molekiiler
biyoloji alaninda siklikla kullanilan enzimatik bir yontemdir. Kisaca, bu yontem hedef bir gen
ya da DNA bolgesinin, u¢ bolgelerine baglanan oligoniikleotid primerler araciligiyla bir dizi
replikasyon gegirerek cogaltilmasi (amplifikasyon) esasina dayanir. Bu caligmada Salgam
suyu iiretim siirecinde gelisen mikroorganizmalarin 16S rRNA gen bolgesini ¢ogaltan
universal bakteri ve kiif-maya spesifik primerler kullanilarak mikroorganizmalarin

tanimlamalar1 yapilmis ve fermantasyon siiresindeki gelisimleri izlenmistir.

Bu ¢alismada, endiistriyel olarak iiretilen salgam suyunda aroma iireten mikrobiyotanin
incelenmesi; yani aromatik bilesiklerin {iretimi ile fermantasyon siireci igerisinde salgam
suyunda gelisen mikroorganizmalar arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaglanmistir. Bu
amagla endiistriyel olarak iiretilen salgam suyundan fermantasyon siirecinde belirli araliklarla
ornekler alinmis ve bu O6rneklerin mikroflora analizi GZ-PZR ve YND ile birlikte 16S rRNA
metagenomik analizi kullanilarak yapilmistir. Bununla birlikte bu 6rneklerin ugucu aroma
profilleri de SPME GC-MS yontemiyle belirlenmistir. 16S rRNA metagenomik analizi ve
endiistriyel olarak iretilen salgam sularindan numune alinarak yapilmig aroma profili ve

mikrobiyolojik analizlerin yer aldig1 herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu caligma ile endiistriyel salgam suyu iiretiminde fermantasyon siirecinde rol oynayan
mikroflora ve aroma bilesikleri olusumu arasindaki iliski kapsamli olarak ortaya koyulmaya

calisilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Salgam Suyu

Fermantasyon terimi, Ingilizce “fermentation” sozciigiinden dilimize ge¢mis olup,
“fermentation” ise Latince fervere; kaynamak fiilinden tiiretilmis ve bu fiil mayalarin meyve
ekstraktlar1 ve tahil malti {izerindeki aktivitesini tarif etmektedir. Fermantasyonun biyokimya
tanimi1 organik bilesiklerin katabolizmasi sonucu enerji agiga ¢ikmasi ile iligkilidir (Stanbury

ve ark., 2016).

Salgam suyu iiretiminde etkili olan laktik asit fermantasyonu ile heksozlar igin iki temel
fermentatif yol bulunmaktadir. Homofermentatif yol glikolize bagli olup son iiriin olarak
sadece laktik asit iiretilmektedir. Heterofermentatif veya heterolaktik fermentasyon sonucunda
laktik asitin yanisira 6nemli miktarda etanol, karbondioksit ve asetat iiretilmektedir. (Lahtinen

ve ark., 2011).

Salgam suyu laktik asit fermantasyonu ile elde edilen, kirmizi renkli eksi veya aci tatta
tiiketilen iilkemize 6zgii bir icecektir. Basta Adana olmak iizere, Mersin, Hatay, Osmaniye ve
Kahramanmaras illerinde ve bu illere bagh il¢elerde yaygin olarak tiiketilmektedir. Ayrica
Istanbul, Ankara ve izmir gibi biiyiik sehirlerde de tiiketilmeye baslamistir. Salgam suyu
tiretiminde kullanilan hammaddeler siyah havug, eksi hamur, bulgur unu, tuz, salgam ve sudur
(Erten ve ark., 2008). Toplam fermantasyon siiresi yaklasik 2-4 hafta siirmektedir. (Ugok ve
Tosun, 2012).

Siyah havu¢ (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens alef.) salgam suyu iretiminde
kullanilan baglica hammaddedir. Salgam suyunun kirmizi rengini siyah havugta bulunan
antosiyanin maddeleri olusturmaktadir (Erten ve ark., 2008). Siyah havugta fermente olabilir
seker miktar1 % 5,1 ile % 6,5 arasinda degismektedir. Bu sekerler sakkaroz, glikoz ve

friikktozdur (Kammerer ve ark., 2004).

Genel olarak salgam suyu tiretiminde fermantasyon, sebzelerde bulunan dogal mikroflora
kullanilarak spontane olarak veya starter kiiltiir ilave edilerek kontrollii bir sekilde

gerceklestirilmektedir. Salgam suyu iiretiminde kullanilan eksi hamur, ekmek mayasinin



(Saccharomyces cerevisiae) oda sicakliginda birkag saat veya bir gece kadar bekletilmesi ile
elde edilir. Bulgur unu, bulgur {iretimi esnasinda islenmek iizere kaynatilmis ve kurutulmus
bugdayin dis kabuklar1 ayrildiktan sonra kirma haline getirilmesi sirasinda olusan ve elek
altindaki kismi1 olup kirma haline getirilen tanenin % 2-3’liik kismini olusturur. Bulgur unu
agirlika % 4,4-5,8 oraninda nisasta igerir. Uretimde rafine edilmemis kaya tuzu kullanilir.
Temin edilebilirligine bagli olarak diger hammaddelerden salgam turpu da bazi isletmeler
tarafindan salgam suyu tretiminde kullanilmaktadir. Salgam (Brassica tapa) turpgiller
(Brassicaceae) familyasina ait bir bitki tiirtidiir. Salgamda fermente olabilir sekerlerden
glikoz % 1,41, frikktoz % 1,10, sakkaroz ise % 0,21 oraninda bulunmaktadir. (Necla Aran,
2012).

Salgam suyu evlerde, kiiciik isletmelerde ve endiistriyel diizeyde iiretilmektedir. Ancak biiyiik
isletmelerde standart bir iiretim teknigi bulunmamaktadir. Ticari olarak salgam suyu tiretimi
geleneksel tiretim (hamur fermantasyonu ve havug fermantasyonu) ve hamur fermantasyonu
uygulanmadan yapilan dogrudan iiretim olmak iizere iki sekilde olmaktadir. Geleneksel
yontem I. fermantasyon ve Il. fermantasyon olmak iizere iki asamada gergeklestirilir (Sekil
2.1). Ik asamada % 3 bulgur unu, % 0,2 eksitilmis maya karisimy, iizerlerine su ilave edilerek
yogurulur ve hamur kivamina getirilir. Bu karisim oda kosullarinda 3-5 giin siire ile
fermantasyona birakilir, bu siire sonunda hamur su ile birkag kez ekstrakte edilir. I.
fermantasyondan elde edilen ekstrat, Il. Fermantasyonu gerceklestirmek igin fermantasyon
tankina aktarilir ve tanka ayrica %10-20 oraninda temizlenmis ve dogranmig siyah havug,
yaklasik % 1 oraninda tuz ve arzu edilirse dogranmis salgam ilave edilerek tank dolum
seviyesine gelene kadar su eklenir ve oda kosullarinda fermantasyona birakilir. Fermantasyon
sicakligi mevsime gore 10-35°C’ler arasinda degisir. Fermantasyon sirasinda, renk maddelers,
antosiyaninler, salgam suyuna gecerler ve iiriiniin kendine has kirmizi rengini verirler. Salgam
suyunun eksi tadimi fermantasyon sonucu olusan laktik asit vermektedir. Fermantasyon
sonunda act biber eklenerek aci salgam elde edilebilir. Salgam suyuna genelde siizme
uygulanmaz, tortusundan uzaklastirilan iiriin plastik ve cam siselerde satisa sunulur (Canbas

ve Deryaoglu, 1993).
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Sekil 2.1. Geleneksel yontemle, 4 kez ekstrakte edilerek iiretilen salgam suyu iiretim akis semas1 (Ugok ve
Tosun, 2012)

Dogrudan salgam suyu iiretiminin (Sekil 2.2) geleneksel yontemden farki, 1. fermentasyonun
yaptlmamasidir (hamur fermentasyonu). Bu iretimde sadece II. fermentasyon yani havug
fermentasyonu veya esas fermentasyon soz konusudur. Fermantasyon tankina % 10-20
oraninda dogranmis siyah havug, % 3 bulgur unu, % 1,2 tuz, % 1 dogranmis salgam ve % 0,2
ekmek mayasi veya eksi hamur ve su ilave edilerek oda sicakliginda fermentasyona birakilir
(Erten ve ark., 2008).

Su Ekgi Bulgur Salgam Kara Tuz
Maya Turbu Hawvug

Esas Fermantasyon

(2. Fermantasyon, Hamur
Fermantasyonu)

Salgam Suyu

Sekil 2.2. Dogrudan salgam suyu iiretimi (Ugok ve Tosun, 2012)



Salgam suyunun mikrobiyolojisi karmagik olup detayl olarak bilinmemektedir. Fermentasyon
dogal olarak gerceklesmekte ve agirlikli olarak laktik asit bakterileri ve maya igcermektedir.
Salgam suyu fermentasyonu hammaddelerde bulunan, salgam suyunun iretilip bekletildigi
tanklar tizerinde bulunan ve eksi hamur ile gelen mikrofloraya baghdir (Tangiiler ve Erten,

2012a).

Tangiiler ve Erten (2012a) bazi ticari salgam sularimin mikrobiyolojik ve kimyasal
Ozelliklerini belirledikleri ¢alismasinda salgam suyunun fermantasyonunun baslangicinda
baskin mikrofloray1 laktik asit bakterilerinin olusturdugu sonucuna ulasmis ve toplamda 135
farkli izolat elde etmistir. Bu c¢alisma sonucunda tespit edilen tiirler Lactobacillus Lb.
plantarum, Lb. brevis, Lb. pentosus, Lb. buchneri, Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii; Lb.
paracasei ssp. paracasei; Lb. fermentum; Pediococcus spp.; Leuconostoc (Leu.
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum; Leu. mesenteroides ssp. cremoris; Leu.
mesenteroides ssp. mesenteroides, Lb. plantarum; Lb. buchneri, Lb. brevis, Lb. fermentum ve
Lb. delbrueckii olup bu izolalatlarin 121 tanesi ¢ubuk sekilli, 63 izolat glukozdan gaz iireten,
49 izolat arjinini hidroliz eden, 6 izolat nitrat kullanan, 59 izolat asetonin pozitif, 98 izolat
MR-VP pozitif, 100 izolat % 6,5 NaCl konsantrasyonu iginde biiyiiyebilen ve higbiri % 18
NaCl konsantrasyonu iginde biiyiyemeyen olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada laktik asit
bakterilerinin % 89.63’iintin Lactobacillus, % 9,63’iintin Leuconostoc, % 0,74’tniin ise
Pediococcus tiiriine ait oldugu belirlenmistir. Tangiiler ve Erten (2012b) diger ¢alismasinda
ise LAB arasinda Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis ve Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei’nin baskin tiirler oldugunu belirlemistir. L. plantarum, L. paracasei ssp.
paracasei, L. brevis, Lactobacillus buchneri ve Pediococcus pentosaceus suslarinin ise
fermantasyon siirecinin her asamasinda salgam tiiriine bagl olarak belirlendigini gostermistir.
Obiir taraftan L. delbrueckii ssp. delbrueckii, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris, L.
mesenteroides ssp. mesenteroides ve P. pentosaceus tiirleri ise ikinci fermantasyonun
baslangicinda tespit edilmistir. Laktik asit bakterilerinin yan1 sira mayalarin da fermantasyon
stirecinde rol aldigi bilinmektedir. Ancak Saccharomyces ve Saccharomyces olmayan
tiirlerinin siirece olan katkis1 tam olarak agiga kavusturulmamistir. Tangiiler ve Erten (2012b)
farkli tiretim teknikleri ile tretilen salgam suyu orneklerini degerlendirdikleri ¢aligmaarinda
en fazla izole edilen suslar siras1 ile Lactobacillus plantarum ve Lb. buchneri’dir. Diger izole
edilen suslar ise sunlardir: Leu. mesenteroides ssp. mesenteroides; P. pentosaceus; Lb. casei;

Lb. pentosus; Lb. brevis ve Lb. parabuchneri’dir.



Baser ve arkadaslar1 (2012) salgam suyundaki baskin mikroflorayr 16S rRNA yontemi ile
belirledikleri ¢alisma sonucunda birgok sus tanimlamislardir. Bunlar: L. casei ATCC 334, L.
casei, L. casei ssp. casei, L.plantarum plantarum ATCC 14917, Lactobacillus plantarum ssp.
plantarum ST-I1I chromosome, L. plantarum JDM1, L. plantarum ssp., L. plantarum ssp.
argentoratensis, L. acidophilus, L. brevis ATCC 367, L. brevis, L. helveticus, L. helveticus
DSM 20075, Lactobacillus helveticus DPC 4571, L. paracasei ssp. paracasei, L. paracasei
ssp. tolerans, L. parabrevis, L. reuteri, L. delbrueckii ssp. lactis, L. delbrueckii ssp.

delbrueckii, L. delbrueckii ssp. indicus, L. gasseri ve L. sharpeae’dir.

Bircan (2013) salgam suyundan izole edilen bazi laktik asit bakterilerinin RAPD-PCR ve jel
agaroz elektroforezi kullanilarak karakterizasyonu ve bunlarin starter kiiltiir olarak kullanilma
potansiyellerini belirledigi ¢alismasinda 72 izolat elde etmis ve bu 72 adet LAB’1n % 25’ i Lb.
brevis, % 23° i Lb. buhneri, % 18’1 Lb. plantarum, % 15 i Lb. fermentum, % 8°i Leu.
mesenteroides, % 7’si Lb. casei, % 3’u Lb. paralimentarius ve % 1’i Lb. casei/paracasei

olarak tanimlamustir.

Samantir (2014) salgam suyundan izole ettigi laktik asit bakterilerinden elde ettigi DNA
orneklerinin 16S rRNA gen bdlgesini spesifik primerler kullanilarak PZR ile ¢ogalttig1 ve
Sanger dizileme ile tanimlama yaptig1 ¢aligmasinda Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides/dextranicum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus suslarin

tanimlamastir.

Okgu ve arkadaglarinin (2016) salgam suyundaki LAB tarafindan iiretilen fenolik asit ve
dekarboksilaz bilesiklerini inceledikleri ¢alismada izole ettikleri 21 LAB susunun 4 tanesini
Leuconostoc mesenteroides, 6 tanesini Lb. plantarum, bir tanesini Lactobacillus helveticus-
Lactobacillus acidophilus, bir tanesini Lb. plantarum-Lb. acidophilus ve bir tanesini

Lactobacillus casei-Lactobacillus paracasei olarak tanimlamislardir.

Salgam suyu hem homofermantatif hem heterofermentatif laktik asit bakterileri icermektedir.
Mikrobiyotaya bagli olarak, fermantasyonun ana iriinleri laktik asit, asetik asit, etanol (az
miktarda) ve ugucu asitler, yiiksek alkoller, esterler, terpenoller, norisoprenoidler, laktonlar ve

ucucu fenoller gibi ugucu aroma bilesikleridir (Canbas ve Deryaoglu, 1993; Tangiiler ve Erten



2012c). Erten ve arkadaslarinin salgam suyu ve iretimi hakkinda yaptiklart galismada

belirttikleri salgam suyunun bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 2.1°de goésterilmistir.

Tablo 2.1. Salgam Suyunun baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Erten ve ark., 2008)

En En Yiiksek | Ortalama
Diisiik
Laktik asit cinsinden toplam asitlik (g/L) 5,94 8,91 7,11
pH 3,33 3,67 3,49
Asetik asit cinsinden ucgucu asitlik (g/L) 0,57 1,16 0,89
Alkol (g/L) 1,32 6,41 3,64
Toplam Kat1 Madde (g/L) 22,9 29,2 26,0
Protein (g/L) 0,88 1,83 1,25
Kiil (g/L) 14,6 20,65 17,25
Tuz (%) 1,37 1,97 1,63
Karbondioksit (g/L) 0,44 0,79 0,74
Renk Indeksi 71 131 102
Syanidin-3-glikozit cinsinden antosiyanin (mg/L) 88,3 134,6 1141

2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), DNA havuzundan istenilen hedef bir parcay1 ¢ogaltmaya
yarayan enzimatik bir islemdir. PZR islemi bir DNA parc¢asinin iistel olarak ¢cogaltilmasindan
olugsmaktadir ve prensibi in vivo DNA replikasyonuna dayanmaktadir. Bu islem sirasinda ¢ift
sarmalli DNA denature edilerek tek iplikcikler haline getirilmekte, enzimatik olarak
cogaltilmakta ve bu islem dongii halinde siirdiiriilmektedir. Ik asamada yani denatiirasyon
asamasinda c¢ift sarmalli DNA iplikcikleri birbirinden ayrilmaktadir. Denatiirasyon islemi i¢in
sicaklik genellikle 93-96 °C’ye yiikseltilerek hidrojen baglarimin kirilmasi saglanarak baz
ciftleri birbirinden ayrilir. ikinci asamada (annealing) sicaklik 37-65°C’ye diisiiriilerek
oligoniikleotid primerlerinin agilan DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen
bolgeye baglanmasi saglanir. Ugiincii asamada sicaklik 72°C’ye yiikseltilerek 1s1ya dayanikli
DNA polimeraz enzimi kullanilarak primerlerin baglanmis oldugu noktadan DNA zincirinin

uzamasi saglanir (Lazaro ve ark., 2013).
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Sekil 2.3. PZR asamalar1 (Lazaro ve ark., 2013)

2.2.1. PZR Tekniginin Temel Prensibi

PZR teknigi, ilk olarak 1980°1i yillarda Cetus firmasi arastiricilari tarafindan genetik
hastaliklarin teshisi i¢in kullanilmistir. Bu teknikte kalip olarak kullanilan tek ya da cift
zinciri DNA  molekiiline ilave olarak, iki oligoniikleotid primer, dNTP
(deoksiriboniikleozidtrifosfat), 1siya dayanikli polimeraz enzimi ve tampon igerisindeki
magnezyum iyonlarina ihtiya¢ duyulur (Ma ve ark., 2006). Primerler, hedef DNA'nin bilinen
sekanslarina komplamenter olarak Onceden sentezlenmis ortalama 20 baz c¢ifti (bp)
uzunlugunda olan spesifik oligoniikleotid zincirleridir. Bu primerler ampifikasyon sirasinda
DNA dizisine baglanmaktadir. dNTP olarak dATP (deoksiadenozintrifosfat), dGTP
(deoksiguanozintrifosfat), dCTP (deoksisitozintrifosfat), ve dTTPm (deoksitimidintrifosfat)
kullanilir. DNA polimeraz enzimi olarak Thermus aquaticus adi verilen bir termofilik bakteri
tirtinden elde edilen Tag polimeraz kullanilmaktadir. Bu enzimin o&zelligi termostabil
olmasidir. Bu durum, enzimin her dongiide eklenme geregini ortadan kaldirarak reaksiyonun

otomasyonunu kolaylastirmistir. Boylece teknigin, spesifitesi, hassasiyeti ve verimi yiiksek

10



oranda artirilabilmistir. Ayrica, Tag DNA polimeraz enzimi, 6nceden kullanilan termostabil
enzimlere oranla daha uzun DNA fragmanlarinin amplifikasyonuna izin vermektedir
(Eisenstein, 1990). Tablo 2.2.’de farkli kaynaklardan elde edilen dogal veya rekombinant

DNA polimeraz enzimleri verilmistir.

Tablo 2.2. Termostabil DNA polimeraz ve kaynaklar1 (Kubista ve ark., 2006)

DNA Polimeraz Dogal / Rekombinant Kaynak

Taq Dogal Thermus aquaticus
Amplitag Rekombinant T. aquaticus

Amplitaq (stoffel fragment) Rekombinant T. aquaticus

Hottub Dogal Thermus flavis
Pyrostase Dogal T. flavis

Vent Rekombinant Thermococcus litoralis
DeepVent Rekombinant Pyrococcus GB-D

Tth Rekombinant Thermus thermopphilus
Pfu Dogal Pyrococcus furious
UlTma Rekombinant Thermotoga maritima

PZR yontemi, kisaca hedef bir gen ya da DNA bdlgesinin, u¢ bdlgelerine baglanan
oligoniikleotid primerler araciligiyla bir dizi replikasyon gegirerek cogaltilmasi
(amplifikasyon) esasina dayanir. PZR i¢in mutlaka saf DNA gerekli degildir. Hiicre oziiti,
toplam DNA preparati hatta bir kan damlas: bile basarili bir PZR i¢in baslangi¢ materyali
olabilir. Bir dongii sonucunda ilk basta “n” sayidaki DNA zincir sayis1 2n’e yiikselir.
Dongiiler arka arkaya bir¢ok kez tekrarlanirken her bir dongiide ortaya ¢ikan iiriin, bir sonraki
donglide kalip olarak kullanildigi ig¢in her dongiide hedef DNA pargasinin miktari ikiye

katlanir. Boylece ¢ok az miktarda DNA’nin kisa zamanda milyonlarca hatta milyarlarca

kopyasini elde etmek miimkiin olur (Gut ve ark., 1999).

2.2.2. PZR’da Temel Asamalar

2.2.2.1.  Denatiirasyon

Cift zincirli DNA molekiiliiniin yapisinin yiiksek sicaklikta birbirinden ayrildigi asamadir. Tlk
denatiirasyon asamasi tek dongii olarak 15 dakikaya kadar uygulanir. Bu asamada PZR
reaksiyonu i¢inde yer alan DNA’nin zincirlerinin birbirinden ayrilmasi saglanir. Daha sonraki

dongiilerde genellikle 94-95°C’de 0.5-2 dakika denatiirasyon yeterlidir (Lazaro ve ark., 2013).

11



4" cycle

PAVAVATAVAY AVAVAVAN
INANNNNANAN
ARAAAAAAA L

NMAANAMANNAA
VAVAVAY AV AV A YaVAVAN

ARRARAARNA 3 cydle
PAYAYATAYAYAVAVAVAY
AVAVA AT A AAYAYA

VAVAYATAYAVATAVAVAS
A Larget /\/\/VWV\/\/\<:ANWWW\
JAVAVA A A" AAVAVA
RANARPANA 2 cycle
AYAYATAYAYATAVAVAS
ZAVAVAY A AV AAVAVAN
/'N\/VV\N\/V\/
NMAAAAANANA
ANANNNANINNAN
PAVAYATATAYATAVAVAY

NN 3% eycle

PASAVATAYAVATAVAVA

OB G G A es o s nmeens » 40 cycles
AARARAARA 14 oyce AARARAARA
template DNA W/ 240 =
/' W 1000 billion copies
PAVAVATAT AT AAVAV AR
NN F# cycle
PAVAVATAYAY ATAVAVAY
R ARRRA ANV
NNV INAAAAMMAAAA
JAVAVATAY AV 2 YaVAVAN
RANARARAR 2 cycle ARRARRAAR
NVVVV’V\/\/\/'
/' N NNVNVVAAINAAAAMANA
JAVAVAVAY AV AVAVAN
AVAVAVAVAY AV AVANRC S Te
PAVAVAVATAYAATAIAY
AAANAAANNAN ATV VAN
NNV IANAANAAANANA
JAVAVA AV A YaVaVaN
22:= gs.= M=
4 copies 8 copies 16 copies 32 copies

Sekil 2.4. DNA’nin iistel amplifikasyonu (Lazaro ve ark., 2013).

2.2.2.2.  Baglanma (annealing)

Denatiirasyonu takiben daha diisiik sicakliklarda oligoniikleotid primerlerin (ileri ve geri
primerler), ayrilmis olan tek zincirli DNA iizerinde kendi eslenikleri olan bolgelere baglandigt
asamadir. S6z konusu primerler hedef DNA’nin her iki zincirinde spesifik bir bdlgenin
komplementeridir. Baglanma c¢ogunlukla 47°C-60°C arasinda 30-60 sn’de gerceklesir.

Baglanma sicaklig1 primerlere bagl olarak degismektedir.

Uygun olan baglanma sicakligi, amplikasyon primerlerinin erime sicakligi (melting
temperature—Tm) dikkate alinarak hesaplanir. Erime sicakligi (Tm), ¢ift zincirli DNA’nin tek
zincirli DNA’ya doniisiimiiniin % 50’sinin tamamlandigi sicaklik noktasi olarak tanimlanir.
Erime sicakligini etkileyen faktorler esas olarak analiz edilen 6rnekte bulunan DNA’nin
toplam kiitlesi ve konsantrasyonudur. Tm i¢in Onerilen pek ¢ok hesaplama metodu mevcut
olmakla birlikte optimal Tm degeri, en iyi deneysel olarak belirlenebilir. Yine Tm degeri

hesaplama metodu segilirken primerin baz biiyikligi de dikkate alimir. Teorik olarak
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primerlerin hedef zincirlere baglanincaya kadar stabilitelerini koruyabilmesi i¢in yapisma
sicakligi ileri ve geri primerlerin erime sicakligindan daha diisiik olmalidir. Optimum
“annealing” sicakligi Tm derecesinden 5°C daha diisiik olarak se¢ilmekte ve 0,5-2 dakika

“annealing” i¢in yeterli olmaktadir (Dorak ve ark., 2006).

2.2.2.3. Uzama (extension)

Zincir uzamasi Taq polimerazin aktivitesinin en yiikksek oldugu 70-75°C arasinda
gerceklestirilmektedir. Genelde sicaklik Taq polimeraz enziminin optimum faaliyet gosterdigi
72°C’ye kadar arttirillarak DNA polimeraz enziminin tamamlayict DNA zincirini uzatmasi
saglanir. (Kubista ve ark., 2006) Uzama basamaginin siiresi kullanilan polimerazin cinsine ve

amplifiye edilecek DNA’nin uzunluguna gore 30 sn ile 3 dakika arasinda degisebilmektedir.

2.2.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Molekiiler genetik alaninda devrim niteligi tasiyan PZR teknigi daha sonraki yillarda PZR
reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak i¢in kullanilan cihazlarin (thermocycler) hassas
Olciim aletleriyle birlestirilmesi ile gercek zamanli PZR olarak adlandirilan yeni bir yontemin
gelismesine neden olmustur. Gergek zamanli PZR, geleneksel PZR’1n uygulama alanlarini
artirmistir. Bu yontem sayesinde DNA ve RNA 6rnekleri nitel ve nicel olarak kisa siirede
analiz edilebilmekte ve ¢ok sayida 6rnek son derece az bir kontaminasyon riskiyle giivenle

caligilabilmektedir (Dorak ve ark., 2006).

Gergek zamanli PZR’da iiriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle
klasik PZR tekniginde ihtiyag duyulan agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin UV 1s1k
altinda goriintiilenmesi gibi iglemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Gergek zamanl
PZR iriinlerinin nicel ve nitel analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan floresan boyalardan ya da
diziye 0Ozglin problardan yararlanilmaktadir. Bdylece sonuglar aninda alinmakta,
kontaminasyon riski azalarak tiim islemler otomatik olarak devam etmektedir. Gergek
zamanlit PZR niikleik asitlerin miktarlarinin belirlenmesinde giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan bir metotdur. Gergek zamanli PZR’da olusan {iriin miktar1 reaksiyon boyunca
olusan iriin miktartyla orantili olarak artan floresan boyanin verdigi sinyalin izlenmesiyle
belirlenir. Reaksiyon siiresince gelisen amplifikasyon ve buna bagli olarak artan floresani
bilgisayar monitdriinden takip etmek miimkiindiir. Dolayisiyla ger¢ek zamanli PZR’da, PZR

boyunca her amplifikasyon dongiisiinde ¢ogalan DNA miktar ile paralel olarak artig gosteren
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floresans sinyaller toplanmakta ve bu sinyaller her bir Ornek icin sayisal degerlere
cevrilmektedir. Kalip molekiil amplifikasyonunu goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen
floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi ger¢ek zamanli PZR, degisik kaynaklarda
“kinetik PZR”, “homojen PZR”, “kantitatif ger¢cek zamanli PZR” gibi ¢esitli adlarla da
anilmaktadir. Gergek zamanli PZR, gen klonlama ¢aligmalarinin yan1 sira teshis, tanimlama
ve gen ekspresyon analizlerinde de kullanilabilmektedir. Bugiin bir¢ok arastirma ve tani
laboratuvarlarinda kullanilan ¢ok ¢esitli gergek zamanli PZR cihazlart mevcuttur. Bu cihazlar
birbirlerinden reaksiyon sayis1 kapasiteleri, eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki
farkliliklari, hizlar1 ve kanal sayilar ile ayrilirlar. Ticari olarak piyasada en yaygin bulunan
gercek zamanli PZR sistemleri; “Applied Biosystems 7700, Bio-Rad iQ5, Corbett Rotor-
Gene, Eppendorf Mastercycler Realplex, Stratagene M x 3000p, Roche LightCycler” dir
(Giinel, 2007).

2.2.3.1.  Amplifikasyon iiriinlerinin gercek zamanh PZR’da tespiti

Bu teknikte reaksiyonun her bir dongiisiinde reaksiyon boyunca artan ve elde edilen PZR
iriinliyle paralellik gosteren floresans Ol¢limii icin, ¢ift zincirli DNA’ya baglanan boyalar
veya floresans 1s1ma yapan diziye 6zgii problardan faydalanilir (Qiagen, 2010). SYBR-Green
gercek zamanli PZR’da yaygin olarak kullanilan boyalardan biridir. Calismamizda gercek

zamanli PZR analizleri i¢in SYBR-Green boyasi kullanilmistir.

Gergek zamanli PZR’da olusan {iriinii, verdigi floresans sayesinde raporlayan bir raportore
(reporter dye) ihtiyag¢ vardir. Raportor, meydana gelen {irlin miktarin1 yansitan bir floresans
sinyal olusturmaktadir. Ik dongiiler sirasinda bu sinyal zayiftir. Uriin miktar arttikga sinyal
miktar1 da artig gosterir ve bu artis listel olarak devam eder. Daha sonra bu artig sona erer ve

doygunluk seviyesine ulasir.

2.2.3.2. SYBR-Green

Sybr green, yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiginda floresans veren ve UV 1sik altinda
goriilebilen bir boyadir. SYBR Green yontemi, amplifikasyona bagli DNA artis1 ile ortaya
¢ikan floresans miktarinin Ol¢iildiigii en basit, en ucuz ve direkt floresans veren boya
cesitlerinden biridir. “SYBR Green 1” en fazla kullanilan boya ¢esitidir. Bu boya, 480 nm
dalga boyunda ytikseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Cift sarmal DNA nin kii¢iik
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oluguna baglanan Sybr Green I, serbest halinden 1000 kat daha kuvvetli floresans yayar ve 30

amplifikasyon dongiisiinden sonra aktivitesinin yalnizca % 6’sini1 kaybeder.

Amplifikasyonun baslangicinda reaksiyon tiipii icinde “SYBR Green I” boyasi, primerler ve
cift zincirli DNA molekiilii ayr1 ayri bulunur. Serbest DNA molekiilii ¢ok az bir floresan
1s1ma yapar, bu nedenle baslangicta floresans yok denecek kadar azdir. Primerlerin hedef
molekiile baglanmasini takiben az miktarda Sybr Green ¢ift sarmal yapiya katilmakta ve
bunun sonucu olarak yayilan floresans miktar1 da az olmaktadir. Uzama asamasinda yeni
sentezlenen ¢ift sarmal yapili DNA molekiiliiniin yapisina gittikce fazla miktarda boya

katilarak zaman icerisinde floresans miktarinda artigsa neden olmaktadir (Levin, 2004).
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Fluorescence

Sekil 2.5. Sybr green kullanilarak primer tespiti (Lazaro ve ark., 2013).

2.3. Yeni Nesil Dizileme (YND)

Yeni nesil dizileme (YND) yontemleri, hizli ve diisiik maliyetle genomik veri tiretimini
saglayan mevcut standart yontemlerdir. Bu yontemler DNA ve RNA dizilemesinin ¢ok hizli
bir sekilde yapilmasini saglayarak onemli miktarda genomik, transkriptomik, DNA-protein
iliskisi ve epigenomik verisi elde edilmesini kolaylastirmaktadirlar ve genomlara bakisimizi
kokten degistirme potansiyeline sahiptirler. Geleneksel Sanger dizileme yontemlerine oranla
daha fazla paralellik ve daha kii¢iik hacimlerle ¢alisma imkani sunarak daha fazla verinin,
daha kisa dizileme siiresi ve daha ucuza elde edilmesine imkan saglarlar. YND yontemleri

onemli miktarda veri elde edilmesini saglamalarina karsin, bu verilerin islenmesi siireci de
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onemli bir asamadir. YND verilerinden daha dogru ve hizli sonuglar elde etmek igin siirekli
olarak gelismis, bilgisayara dayali ve yazilim araglari igeren biyoinformatik yontemler
gelistirilmektedir (Escalona ve ark., 2016). Sanger dizileme ve YND yontemlerinin

karsilastirilmasi Sekil 2.6’ da gosterilmistir.

YND platformlart genis, genom o6lgeginde veri kiimeleri iireten birgok farkli teknolojiyi
biinyesinde barindirmaktadir. Fakat bu platformlarin her biri miithendislik, dizileme kimyasi,
ciktilar (okuma uzunluklari, sekans sayilar1) dogru sonu¢ verme ve maliyet agisindan
birbirinden farklilik gdstermektedirler. Mevcut ticari platformlar 454 (Roche), Illumina
(IMlumina), SOLID ve lon Torrent (Life Technologies), PacBio (Pacific Bio-sciences)
sistemleridir. Bir¢ok diger tiglincii nesil dizileme yontemleri, 6rnegin DNA nanoball dizileme,
heliscope tek molekiil (single molecule) dizileme, nanopore DNA dizileme gibi yontemler de
gelistirilme asamasindadir (Glenn, 2011). Bu ¢alismada YND analizi i¢in Illumina Miseq

platformu kullanilmistir.

2.3.1.  Hlumina platformu

Bu platform tarafindan kullanilan teknoloji ilk defa 2006 yilinda Illumina tarafindan satin
aliman Solexa tarafindan piyasaya siirlilmiistiir. Bu yontemde spesifik adaptorlere sahip
DNA’y1 tamamlayict primerler bir diizlem (akis hiicresi) lizerine baglanmis vaziyettedir. Ayri
ayrt DNA molekiilleri PZR ile bolgesel olarak ¢ogaltilr, boylece klon DNA dizilerinin diizlem
tizerindeki primerlere baglanarak koprii benzeri yapilar olusturmasi saglanir. (Sekil 2.7)
Dizileme islemi, adaptorleri tamamlayict ve dort cesit bitirici (terminator) niikleotit
kullanilarak sentezleme ile devam eder. Kullanilmayan bitirici niikleotitler ortamdan
uzaklastirilir. Boyanin 3’ terminali engeli ile birlikte kimyasal olarak DNA’dan ayrilarak baz
okumasi ve bir sonraki déngiiniin basglamas1 saglanir (Sekil 2.8). Pyrosekanslama (454 Roche)
isleminin aksine DNA zincirleri tek seferde bir baz olacak sekilde uzatilir. Mevcut Illumina
platformlar1 150-300 baz ¢ifti (bg) arasinda okumalar yapabilmektedir. Ancak bu okumalar
c¢ift uclu (paired-end) yani DNA dizilerini her iki taraftan dizileyerek 300-600 bg’ye
cikarilabilmektedir. Tek okumada fazla miktarda dizileme ¢iktisinin diisitk maliyetle elde

edilmesi bu teknolojinin en biiyiik avantajidir (Mayo ve ark 2014).
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Sekil 2.6. DNA dizileme yontemleri I.Nesil Sanger Dizileme, II. Nesil Kitlesel Paralel Adi ile de anilan Yeni
Nesil Dizileme ve III. Nesil Ger¢gek Zamanh Tek Molekiil Dizileme (Shendure ve ark., 2017).
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Sekil 2.7. Kat1 Faz K6prit Amplifikasyonu (Shendure ve ark., 2017)

DNA dizi pargalar spesifik adaptorlere baglandiktan sonra tamamlayici adaptorlere sahip akis
hiicresi (flowcell) tizerindeki primerlere baglanirlar ve DNA polimeraz ile amplifikasyonlar
saglanir. Sonrasinda DNA dizi pargalari ortamdan uzaklastirilir. Immobilize DNA dizilerinin
serbest uglar1 diger serbest primerlere baglanarak koprii benzeri yapilart olustururlar. PZR ile

bu DNA zincirleri ¢ogaltilarak milyonlarca DNA kopyasi olusturulur.

@ Illumina

==

Nucleotide addition Imaging Cleavage

Fluorophare-labelled, terminally blocked Slides are imaged with either two or Fluorophores are cleaved and washed
nucleotides hybridize to complementary four laser channels, Each cluster from flow cells and the 3'-OH group
base. Each cluster on aslide can emits a colour corresponding to the is regenerated. A new cycle begins
incorporate a different base. base incorporated during this cycle. with the addition of new nucleotides.

Sekil 2.8. Sentezleme ile Dizileme (sequencing by synthesis) (Goodwin ve ark., 2016)
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Koprii amplifikasyonu sonrasi akis hiicresine (flowcell) DNA polimeraz, modifiye niikleotit
ve primer karisimi eklenir. Her bir niikleotit 3'-O-azidometil grubu 3’ terminali engeli ve baz
spesifik ayrilabilir florofor boya etiketlerine sahiptir. Her dongiide sadece bir niikleotitin
baglanmasi saglanir; ¢ilinkii 3’ terminali engellidir. Niikleotit baglanmasindan sonra serbest
niikleotitler ortamdan uzaklastirilir ve akis hiicresi toplam i¢ yansima floresans (total internal
reflection flourescence (TIRF) mikroskopu ile goriintiilenerek hangi bazin baglanmis
oldugunun tespiti yapilir. Sonrasinda boya ayrilir; 3’ terminal engeli ise tris (2-carboksietil
fosfin) (TCEP) ile indirgenir. Boylece diger dongiiniin baglamasina olanak saglanir (Goodwin
ve ark., 2016).

2.4. Ucucu Aroma Bilesikleri

Gidalarin ve gida iirtinlerinin tiiketici agisindan kabul edilebilirligi, dolayisiyla ticari degeri
acisindan diger kalite parametrelerinin yan1 sira aroma maddeleri kompozisyonu ve miktari
onem tasimaktadir. Aroma bilesikleri gidalarda ¢ok diisiik miktarlarda bulunmakta olup,
bunlarin ayrilmasi ve miktarinin belirlenmesi igin ¢esitli yontemler bulunmaktadir (T.
Cserhati, 2010). SPME (solid phase microextraction) yani kati1 faz mikroekstraksiyon yontemi
bu is i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden biri olup, genellikle gaz kromatografisi (GC)
veya gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi (GC-MS) ile beraber kullaniimaktadir
(Risticevic ve ark., 2009). SPME yontemi meyve ve sebzeler, siit iiriinleri, fermente iiriinler
gibi bir ¢ok gida ve gida {irlinlinlin ugucu aroma bilesikleri profilini incelerken
kullanilmaktadir. Yontem, 6rnek icerisinde bulunan analitlerin SPME fiberine absorpsiyonu
ve sonrasinda 1s1 ile kromatografi cihazina desorpsiyonu seklinde ¢calismaktadir ve headspace-
SPME ve direct injection-SPME olmak tizere iki sekilde kullanilmaktadir. HS- SPME yani
ist bosluklu SPME yonteminde SPME fiberi 6rnek buhari igerisinde bekletilerek analitlerin
fibere absorpsiyonu saglanirken DI-SPME yani dogrudan enjeksiyonlu SPME yonteminde ise
SPME fiberi iceren igne drnek igerisine daldirilarak analitlerin SPME fiberine absorpsiyonu

saglanmaktadir (Kataoka ve ark., 2000).

Salgam suyunun fermantasyon siirecinde ugucu aroma bilesikleri profilinin incelendigi bir
calisgma bulunmamaktadir. Tangiiler ve arkadaslariin (2017) farkli yontemlerle iretilen
salgam sularimin aroma kompozsiyonunu inceledikleri ¢alismada en yiiksek konsantrasyona

yiiksek alkollerin sahip oldugunu, nicel olarak ise en ¢ok terpenlerin bulundugunu tespit

19



etmiglerdir. Bu c¢aligmada terpenler i¢inde en yiiksek konsantrasyona 1-borneol, esterler

icerisinde etil hekzadekanoat, yiiksek alkoller i¢inde ise izoamil alkol sahiptir.

Hansen ve Schieberle’nin (2005) eksi hamur fermantasyonunda aroma gelisimini inceledikleri
calismada, starter kiiltiir eklenmis eksi hamurda terpenlerden 3-hydroxy-2-butanone (acetoin),
2,3-butanedione (diacetyl), (E)-2-heptenal, 2-pentilfuran bilesiklerini; esterlerden etil asetat,
etil propanoat, biitil asetat, 2-metilbiitil asetat, pentyl asetat, etil hekzanoat, hekzil asetat,
etillaktat, etil oktanoat bilesiklerini; alkollerden ise etanol, propanol, metilpropanol, 2-
butanol, butanol, 2- and 3-metilbutanol, pentanol, hekzanol, 2-hekzanol, (E)-2-hekzenol,

heptanol ve oktanol bilesiklerini tespit etmislerdir.
Kjeldsen ve ark. (2001), havugta (Daucus carota L.) bulunan aroma maddelerini inceledikleri

calismada 44 farkli bilesik tespit etmislerdir. Bunlar igerisinde en yliksek konsantrasyona

sahip bilesikler terpinolen, vy-terpinen, a-pinen, p-karyofilen ve (E)-y-bisabolen’dir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Salgam Suyu Uretimi

Salgam suyu iiretiminde Konya Eregli’de 2017 sonbaharinda hasat edilmis kirmizi havuglar
kullanilmistir. Kirmiz1 havugla birlikte Subat 2018 iiretim tarihli bulgur unu, firinlanmis kaya
tuzu ve ticari ekmek mayasi kullanilmistir. Kurulumdan 6nce bulgur unu ve ekmek mayasi su
ile karistirilip bir gece bekletilerek eksi hamur hazirlanmis, sonrasinda yikanip temizlenmis
havuglar ve eksi hamur fermantasyon tanklarina aktarilarak 20 giin boyunca oda sicakliginda

fermantasyona birakilmaistir.

3.2. Orneklerin Ahnmasi

Salgam suyu ornekleri, endiistriyel salgam suyu iireten bir fabrikadan 2018 yili Mart ayinda
alimmistir. Salgamin toplam fermantasyon siiresi ii¢ hafta olup, kurulumun ii¢lincii giiniinden
itibaren ii¢ giinde bir &rnek alimmistir. Ornek alma islemi dncesinde fermantasyon tanklarinda
karistirma islemi uygulanmistir. Alinan 6rnekler 6nceden sterilize edilmis siselerde analizler

yapilana kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir.

3.3. pH ve Toplam Asitlik Tayini

pH olgiimleri pH metre cihazi ile dogrudan yapilmistir. Titrasyon asitligi dl¢iimiinde AOAC
942.15 yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. 10 mL salgam 6rnegi iizerine 20 mL saf su
eklenmis, pH probu 6rnek igerisine daldirilarak pH metrede 8,1 degeri okunana kadar 0,1
normal NaOH ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Sonrasinda, toplam asitlik degeri harcanan NaOH

miktarina gore laktik asit cinsinden gram/ Litre olarak hesaplanmistir.

3.4. Suda Coziiniir Kuru Madde Tayini
Kuru madde miktar1 o6l¢iimleri 20 °C’de AR2008 Kriiss (Hamburg, Almanya) abbe

refraktometresi kullanilarak yapilmistir.
3.5. Renk Ol¢iimleri

Renk olgiimleri Konica Minolta CM-5 (Tokyo, Japonya) renk oOl¢iim cihazi kullanilarak
yapilmistir.
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3.6. Mikroorganizma Sayim Analizleri
Salgam orneklerinde koliform bakteri, toplam canli bakteri, laktik asit bakterileri ve toplam

maya-kiif sayimlari yapilmistir. Sonuglar KOB/mL olarak hesaplanmustir.

3.6.1. Koliform Bakteri Sayim

Koliform bakteri sayimi1 dokme plak yontemi (pour plate method) kullanilarak yapilmistir. 1
mL salgam Ornegi bos petri kutusuna eklenmis ve ilizerine VRBD (Violet Red Bile Dextrose)
Agar dokiilmiistiir. Agarin donmasi beklendikten sonra iizerini kaplayacak kadar tekrar

VRBD Agar dokiilmiis ve 30 °C’de ti¢ glin inkiibasyona birakilmistir (Sanders, 2012).

3.6.2. Toplam Canh Bakteri Sayim
Toplam canli bakteri sayim1 PCA (Plate Count Agar) kullanilarak dokme plak yontemi (pour
plate method) ile yapilmistir. 1 mL salgam 6rnegi petri kutularina eklenerek iizerlerine PCA

dokiilmiis ve 30 °C’de ii¢ giin inkiibasyona birakilmistir (Sanders, 2012).

3.6.3. Laktik Asit Bakterisi Sayim
Laktik asit bakterisi sayimi MRS Agar kullanilarak dokme plak yontemi (pour plate method)
ile yapilmistir. 1 mL salgam Ornegi petri kutularina eklenerek tlizerlerine MRS dokiilmiis ve

30°C’de tig¢ giin inkiibasyona birakilmistir (Sanders, 2012).

3.6.4. Toplam Maya-Kiif Sayimi

Toplam maya-kiif sayimi YGC (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar) kullanilarak
yayma plak yontemi (spread plate method) ile yapilmistir. 0,1 mL salgam 6rnegi YGC iceren
petri kutularina eklenerek spatiil yardimi ile yayilmis ve 25 °C’de ii¢ giin inkiibasyona

birakilmistir (Sanders, 2012).

3.7. Orneklerden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Zhou ve ark., (1996) tarafindan oOnerilen CTAB yoOnteminin modifiye
edilmis hali kullanilarak yapilmistir. 20 mL salgam 6rnegi 6nceden sterilize edilmis tiiplere
koyulmus ve 7500g hizda, 4°C’de 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant
dokiildiikten sonra 2,5 mL CTAB DNA ekstraksiyon tamponu ¢ozeltisi (20g/L CTAB; 1.4
mol/L NaCl; 0.1 mol/L Tris-HCI; 20 mmol/L Na;EDTA; 0.1 mol /Lsodyum hidrojen fosfat;
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pH 8.0) ile karistirilmis ve {izerine 10 pL proteinaz K (20 mg/mL) eklenerek vortex cihazi ile
iyice karistirlmistir. Sonrasinda, iizerine 500 uLL. SDS (% 10 w/v) ¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler
65 °C’de ii¢ saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi boyunca tiipler 15-20
dakikada bir ters ¢evirmek suretiyle karistirilmistir. inkiibasyon sonrasinda tiipler 7500g hizda
4°C’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Yeni tiiplere alinmis siipernatant esit hacimde
kloroform-izoamilalkol (24:1 v/v) karisimu ile kanistirilmistir. Ornekler yeniden 7500 g hizda
4°C’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ust faz ayrilarak yaris1 hacimde ve énceden
dondurulmus izopropil alkol ile karistirilarak bir saat oda sicakliginda DNA ¢oktiiriilmesi
saglanmistir. Coktlirme islemi sonrasinda tiipler 20000g hizda 4 °C’de 20 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Siipernatant dokiilmiis ve tizerine 500 pL 6nceden dondurulmus etanol (%
70) ¢ozeltisi eklenmistir. Ornekler yeniden 20000g hizda 4 °C’de 20 dakika santrifiijlenmis ve
100 pL steril Tris-EDTA tamponu igerisinde ¢oziilmiistir. DNA ¢6zeltileri PZR analizleri

yapilana kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir.

3.8. Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi

Salgam Orneklerinde fermantasyon siirecinde gelisen bakteri ve kiif-maya miktarlarin
belirlemek igin gercek zamanli PZR yontemi kullanilmistir. Ug giinde bir alman salgam
orneklerinden dogrudan DNA izolasyonu yapilmis ve bu 6rneklerdeki laktik asit bakterisi,
toplam bakteri ve toplam maya-kiif (fungi) miktarlar1 S. cerevisiae ve Lb. plantarum saf
kiiltiirlerinden elde edilen DNA’larin konsantrasyona karsi esik dongiisii Ct (threshold cycle)
kullanilarak ¢izilmis kalibrasyon egrisi ile tespit edilmistir (Park ve ark., 2009). Gergek
zamanli PZR analizleri igin “Roche Lightcycler Nano” (Isvicre) termal dongii cihazi

kullanilmistir.

3.8.1. Gerg¢ek zamanh PZR analizleri

Fermantasyon siirecinde toplam bakteri, toplam laktik asit bakterisi ve toplam kiif-maya
gelisimini belirlemek tizere ger¢cek zamanli PZR analizleri yapilmistir. Reaksiyonda bakteriler
icin 16S RNA gen bolgesini ¢ogaltan bakteri universal 340F-758R primerleri (Juck ve Ark.,
2000), laktik asit bakterileri i¢in laktik asit bakterilerine 6zgii skfw-skrw primerleri (Pontonio
ve ark., 2017), kif maya igin ise Y1-Y2 universal primerleri (Wang ve ark., 2016)
kullanilmistir. Bakteri standardi olarak, Lb. plantarum Img 21677, maya standardi olarak ise
firma tarafindan iiretimde kullanilan ekmek mayasi S. cerevisiae’den elde edilen DNA

ornekleri kullanilmistir.
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3.8.1.1.  Toplam bakteri miktar analizi

Toplam bakteri miktarin1 belirlemede kullanilan ger¢ek zamanli PZR reaksiyonu su sekilde
olusturulmustur: Salgam oOrneklerinden elde edilen DNA izolatlar1 1/100 oraninda
seyreltilmis, seyreltilen 6rneklerden 2 uL alinarak 8 pL 6nceden hazirlanmis master mix ile
karigtirilarak 10 pL son hacim olacak sekilde hazirlanmistir. Master mix hazirlanirken her bir
ornek icin 5,5 uL SYBR green boyasi (FasStart Universal SYBR Green Master (ROX),
Roche, Isvigre), 0,4 uL 10 pmol bakteri universal 340F 5°-CCT ACG GGA GGC AGC AG-
3’ ileri primeri, 0,4 uL 10 umol bakteri universal 758R 5°-CTA CCA GGG TAT CTA ATC
C-3’ geri primeri (Juck ve ark. 2000) ve 2,2 uLL steril ultra saf su kullanilmistir. PZR kosullari
ise 94°C 10 dk ilk denatiirasyon, 45 dongii boyunca 94 °C 10 sn denatiirasyon, 56°C 30 sn
primer baglanma, 72°C’de 30 sn primer uzama ve dongii sonrast 72°C’de 7 dk son uzama
seklinde olusturulmustur. Standart egri Lb. plantarum Img 21677°den elde edilen DNA &rnegi
81,77 pg/mL ‘den 81,77x10* pug/mL konsantrasyona kadar seyreltilerek olusturulmustur.
Erime egrisi analizi ise 55°C’den baslayip 95°C’ye kadar 0,1°C /sn araliklarla artacak sekilde

olusturulmustur.

3.8.1.2.  Toplam laktik asit bakteri miktar analizi

Toplam laktik asit bakteri miktarin1 belirlemede kullanilan PZR reaksiyonu su sekilde
olusturulmustur: Salgam Orneklerinden elde edilen DNA izolatlar1 1/100 oraninda
seyreltilmis, seyreltilen 6rneklerden 2 pL alinarak 8 pL onceden hazirlanmis master mix ile
karigtirilarak 10 pL son hacim olacak sekilde hazirlanmistir. Master mix hazirlanirken her bir
ornek i¢in 5,5 pL SYBR green boyasi (FasStart Universal SYBR Green Master (ROX),
Roche, Isvigre), 0,4 pL 10 umol laktik asit bakterilerine 6zgii SKfw 5’-GGG GAT AAC
AYY AAA CAG -3’ ileri primeri, 0,4 uL 10 umol SKrw 5’- CTC GGC TAC GAT TCA
TTG TCT TG -3 geri primeri (Pontonio ve ark. 2017) ve 2,2 pL steril ultra saf su
kullanilmistir. PZR kosullar1 ise 95°C’de 10 dk ilk denatiirasyon, 45 dongii boyunca 94°C’de
30 sn denatiirasyon, 55°C’de 30 sn primer baglanma, 72°C’de 30 sn primer uzama ve dongii
sonrast 72°C’de 7 dk son uzama seklinde olusturulmustur. Standart egri Lb. plantarum Img
21677°den elde edilen DNA &rnegi 81,77 pug/mL ‘den 81,77x10* pg/mL konsantrasyona
kadar seyreltilerek olusturulmustur. Erime egrisi analizi ise 55°C’den baslayip 95°C’ye kadar

0,1°C/sn araliklarla artacak sekilde olusturulmustur.
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3.8.1.3.  Toplam kiif-maya miktar analizi

Toplam kiif-maya miktarin1  belirlemede kullanilan PZR reaksiyonu su sekilde
olusturulmustur: Salgam 6rneklerinden elde edilen DNA izolatlar1 1/10 oraninda seyreltilmis,
seyreltilen 6rneklerden 2 pL alinarak 8 pL 6nceden hazirlanmig master mix ile karistirilarak
10 pL son hacim olacak sekilde hazirlanmistir. Master mix hazirlanirken her bir 6rnek igin 5,5
nL SYBR green boyasi (FasStart Universal SYBR Green Master (ROX), Roche, Isvicre), 0,4
uL 10 umol kiif-maya tiniversal Y1 5’- GCG GTA ATT CCA GCT CCA ATA G -3’ ileri
primeri, 0,4 uL 10 umol Y2 5’- GCC ACA AGG ACT CAA GGT TAG -3’ geri primeri
(Wang ve ark., 2016) ve 2,2 uL steril ultra saf su kullanilmistir. PZR kosullari ise 94°C’del0
dk ilk denatiirasyon, 45 dongii boyunca 94 °C’de 30 sn denatiirasyon, 58°C’de 30 sn primer
baglanma, 72°C’de 30 sn primer uzama ve dongii sonrast 72°C’de 7 dk son uzama seklinde
olusturulmustur. Standart egri S. cerevisiae’den edilen DNA o6rnegi 174,1 pg/mL ‘den
174,1x10™* pg/mL konsantrasyona kadar seyreltilerek olusturulmustur. Erime egrisi analizi ise

55°C’den baslayip 95°C’ye kadar 0,1°C/sn araliklarla artacak sekilde olusturulmustur.

3.9. Yeni Nesil Dizileme Analizi

Yeni nesil dizileme analizleri “MG Biyoinformatik™ (Sivas, Tiirkiye) firmasi tarafindan
Illumina miseq 500 platformu kullanilarak ¢ift uglu (paired end) olarak yapilmistir. Salgam
orneklerinden elde edilen saf DNA ornekleri firmaya gonderilmistir. Kiitliphane hazirlama
yeni nesil dizileme ve sonuglarinin ayiklanmasi islemi (demultiplexing) firma tarafindan
gerceklestirilmistir. Yeni nesil dizileme esnasinda bakteriler igin 16S rRNA v4-v5 gen
bolgesini ¢cogaltan 515F, 5’-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’ ileri ve 926R 5’-CCG YCA
ATT YMT TTR AGT TT-3 geri primeri; kiif-maya i¢in ise ITS2 bolgesini ¢cogaltan ITS86F
5’-GTG AAT CAT CGA ATC TTT GAA-3’ ileri primeri ve ITS4R 5’-TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC-3’ geri primeri kullanilmistir.

3.10. Biyoinformatik Analizi

Biyoinformatik analizler i¢in agik kaynakli, birbirinden bagimsiz bilim insanlar1 toplulugu
tarafindan gelistirilmis (open source, community developed software) QIIME 2 yazilimindan
faydalanilmistir (Bolyen ve ark. 2018). Yazilim, www.qiime2.org internet sayfasindan
indirilmigtir. Casava 1.8 Fastq formatinda elde edilmis YND analiz sonuglar1 yazilima

tanitilarak, 16S veri analizi akis semasi kullanilarak mikrobiyom analizi yapilmistir. Kiif-
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maya ve bakteri YND analiz sonuglar1 ayr1 ayr1 yazilima tanitilmig ve iki veri grubu i¢in ayr1

ayr1 analiz edilmistir.

Veri tanitma isleminden sonraki ikinci asamada YND sonuglar1 QIIME 2 yaziliminin
“DADAZ2 denoise-paired” eklentisi kullanilarak sekans kalite kontrolii ve 6zellik tablosunun
olusturulmasi saglanmistir. Bu asamada demultiplex edilmis sekans dizilerinde diisiik kaliteli
bazlar, bosluklar barkodlar ve PZR esnasinda primerler ile birbirine yakin DNA pargalarinin
eslenmesi sonucu olusan chimera sekanslar temizlenmektedir (Callahan ve ark. 2016). Salgam
orneklerinin demultiplex edilmis sekans verileri incelenmis, ileri ve geri okumalarda ilk 20
baz kesilmis ve 6rnek sekanslarinin olusturulmasi saglanmistir. Sonug olarak bu asamada
fermantasyonun {iglincii yedinci, onuncu, on iigiincii, on yedinci ve yirminci giinlerinde hangi

sekanslarin hangi oranda bulundugunu gosteren 6rnek sekans tablosu olusturulmustur.

Ucgiincii asamada “qiime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree” eklentisi kullanilarak drnek
sekanslar hizalanmig belirsiz ve filogenetik olarak anlamsiz hizalamalar ayrilarak filogenetik

aga¢ olusturulmustur.

Dordiincii asamada “qiime diversity core-metrics-phylogenetic” eklentisi kullanilarak
orneklerin alfa ve beta c¢esitlilik analizleri1 yapilmistir. Bu asama sonucunda Ornekler
arasindaki filogenetik anlamda topluluk farkliliklarin1 (community dissimilarity) nitel olarak
gosteren Jaccard distance, topluluk farkliliklarini nicel olarak gosteren Bray-Curtis distance,
her o6rnekte olusturulan 6zelliklerin farkliliklarini nitel ve nicel olarak gosteren unweighted

UniFrac distance ve weighted UniFrac distance grafikleri olusturulmustur.

Besinci agamada “qiime feature-classifier classify-consensus-vsearch” eklentisi kullanilarak
ornek sekanslarin taksonomik tanimlamalar1 yapilmistir. Bakteri tanimlamalari i¢in SILVA
132 (giincellenme tarihi: 10.04.2018) ribozomal RNA veri tabani (Quast ve ark., 2012;
Yilmaz ve ark., 2013; Glockner ve ark., 2017); kiif maya i¢in ise UNITE siiriim 8.0
(vayinlanma tarihi 18.11.2018) (UNITE toplulugu, 2019) veri tabani kullanilmistir. Bu
eklentinin yan1 sira, 6rnek sekanslarin BLAST veri taban1 (Stephen ve ark., 1997) ile ayrica

taramalar1 yapilarak taksonomi tablolar1 olusturulmustur.
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3.11. Ugucu Aroma Bilesikleri Analizi

Salgam suyu orneklerindeki ucucu bilesiklerin analizi SPME/GC-MS yontemi kullanarak
belirlenmistir (Selli ve Kelebek, 2011). 3 mL salgam suyu 6rnegi, 5 uL 4-nonanol i¢ standart
ve 1 mL doymus tuz ¢ozeltisi 6rnek siselerine koyulmus ve siseler PTFE/silikon septali
aluminyum kapak ile kapatilmigtir. Aroma maddelerinin analizi ve tanimlanmasi alev
iyonizasyon dedektorli (FID) “Agilent Technologies 7890 B” (Kaliforniya, ABD) marka gaz
kromatografisi, buna bagli “Agilent 5977A MSD” kiitle spektrometresi kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Aroma bilesiklerinin  ayrilmasinda  “Supelco” marka SPME fiberi (Stableflex,
DVB/CAR/PDMS, 50/30 um, 2cm, 24 Ga, ABD) ve DB-WAX (30m uzunluk x 250 pm ig
cap x 0,25 um kalinlik; 122-7032 Agilent, ABD) kolon kullanilmistir. Analizlerde kullanilan
program splitless enjeksiyon, 40°C’de 4 dakika, sonrasinda 90 °C’ye kadar dakikada 3 °C’lik
artig, 90 °C’den 130 °C’ye dakikada 4 °C’lik artis, 130°C’den 240 °C’ye dakikada 5 °C’lik
artis ve 240 °C’de 8 dakika bekletilecek sekilde olusturulmustur.

Ugucu bilesikler “Agilent MSD Productivity Chemstation for GC and GC/MS Systems Data
Analysis Application” (Kaliforniya, ABD) yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Bilesik
tanimlanmas1 yapilirken lineer alikonma endeksi LRI (Linear Retention index) degerleri ve

Webbook-NIST veri tabanindan yararlanilmistir (Huber ve Herzberg, 1997).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. pH, Titrasyon asitligi ve Briks Sonuclari:

Fermantasyon siirecinde giinlere ait pH, titrasyon asitligi ve briks degerleri Tablo 4.1°de
verilmistir. Sonuglar incelendiginde pH degerinin ilk haftada hizli bir diisiis gosterdigi
belirlenmis, 7. ve 10. glinler arasinda pH diisiisiiniin yavasladigi goériilmiistiir. 13. giinden

sonra ise pH degerinde 6nemli bir degisiklik goriilmemistir.

Titrasyon asitligi degerlerindeki degisim, pH degerlerindeki degisim ile paralellik
gostermektedir. Fermantasyonun 3. giin ile 7. giinleri arasinda titrasyon asitligi yaklagik % 75
artis gostermistir. 10. giinden itibaren toplam asitlik artis1 yavaslamisg ve 13. giinden sonra
onemli bir artis olmamis, 17. giin ile 20.giin arasinda ufak azalma tespit edilmistir. pH ve
titrasyon asitligi sonuglar1 fermantasyon siirecinin ilk hafta ¢cok hizli isledigini, 10. giinden
itibaren yavagladigim1 ve ikinci haftadan itibaren dengeye geldigini gdstermektedir. Briks
degerinde ise fermantasyon siiresi boyunca degisiklik gozlemlenmemis ve % 2,7 olarak

Olclilmiistiir.

Tablo 4.1. pH, Laktik Asit Cinsinden Titrasyon Asitligi ve Briks Sonuglar1

i | w | g | o
Fermantasyon 3.giin 4,24+0.016 4,03+0,022 2,7
Fermantasyon 7.giin 3,96+0.032 7,09+0,032 2,7
Fermantasyon 10.giin 3,86+0,010 7,83+0,010 2,7
Fermantasyon 13.giin 3,83+0,010 8,48+0,018 2,7
Fermantasyon 17.giin 3,80+0,008 8,66+0,016 2,7
Fermantasyon 20.giin 3,82+0,016 8,33+0,010 2,7

4.2. Salgam Suyunda Renk Degisimi:

Renk Ol¢iim cihaz1 ile CIELAB skalasina gore elde edilen sonuglar Tablo 4.2°de
gosterilmistir. Sonuglara gore, parlaklik degerini gosteren L* degerinin fermantasyon siireci
boyunca arttig1 gozlemlenmistir. En ciddi artis 13. ile 17. giin arasinda oldugu goriilmistiir.
a* ve b* degerlerine bakildiginda ise yiiksek +b* degeri ve daha diistik + a* degeri salgamda

en baskin rengin kirmizi ve daha sonra sari oldugunu gdstermektedir. Bunlarla birlikte
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fermantasyon boyunca berraklik degerini gosteren C* (chroma) ve renk tonunu gosteren h°

(hue) degerlerinde de diizenli artis gozlemlenmistir. Berraklik degerindeki en ciddi artis 13 ile

17. giin arasinda goriilmiistiir.

Tablo 4.2. Renk Ol¢iimii Sonuglar

ORNEKLER L* a* b* c he

Fermantasyon 3.giin 22,42+0,012 | 54,60+0,012 | 40,370,012 | 69,210,013 | 33,22+0,012
Fermantasyon 7.giin 23,25+0,010 | 56,18+0,010 | 41,29+0,010 | 70,36+0,012 | 34,85+0,011
Fermantasyon 10.giin 24,08+0,014 | 57,160,012 | 41,93+0,012 | 71,22+0,014 | 35,88+0,013
Fermantasyon 13.giin 24,48+0,012 | 57,89+0,010 | 42,210,010 | 71,64+0,013 | 36,09+0,010
Fermantasyon 17.giin 27,260,010 | 61,09+0,014 | 47,000,013 | 77,08+0,012 | 37,58+0,011
Fermantasyon 20.giin 27,47+0,012 | 61,10+0,010 | 47,36+0,010 | 77,310,011 | 37,78+0,012

4.3. Mikroorganizma Sayim Sonuglari:

Fermantasyon siirecinin belirli giinlerinde alinan 6rneklerde toplam canli bakteri, koliform
bakteri, laktik asit bakteri ve toplam maya-kiif sayimlar1 hesaplanmistir. Sonuglar, Tablo
4.3’de log KOB/mL olarak verilmistir. Sonuglar incelendiginde, disaridan herhangi bir
inokiilasyon olmamasina karsin, fermantasyonun 3. giinlinde laktik asit bakterilerinin diger
mikrofloraya baskin hale geldigi goriilmektedir. 3. glinden 7. giine kadar mikroorganizma
poplilasyonunda artis olmus, laktik asit bakteri sayisindaki artisin koliform ve kiif-maya
sayisindaki artig oranina gore fazla oldugu goriilmistir. Toplam canli bakteri sayimlar ile
diger sonuglar karsilagtirildiginda, canli mikroorganizma sayisindaki artisin agirlikli olarak
laktik asit bakterileri tarafindan gerceklestirildigi goriilmektedir.7. giin ile 10. giin arasi ise
toplam canli bakteri sayiminda en ¢ok artisin goriildiigii araliktir. Bu evrede en ¢ok gelisimi
kiif-maya grubu gosterirken, onlar1 koliform ve firsatgr bakteriler izlemistir. 13. giine
gelindiginde ise biitiin mikroorganizma popiilasyonunda diigiis gézlemlenmistir. 10. giin ile
13. giin arasinda bakteri sayisinda yariya yakin diisiis goriiliirken, kiif maya sayisinda artig
daha az olmustur. 13. ile 17. giin arasinda laktik asit bakterileri ve kiif-maya grubunda bir
miktar artis gbzlemlenmis olup koliform bakteri sayisinda ufak bir artig oldugu goriilmistiir.
Bu bilgiler 1s181inda fermantasyon siirecinin 10. gilinde laktik asit bakterileri ve kiif-maya
aktivitesi bakimindan zirve noktasina ulastigi, 10. ve 13. giin arasinda dengeye geldigi ve 13.
ve 17. giinler arasinda dengede seyrettigini soylemek miimkiindiir. 17. giinden sonra ise en
cok artis koliform bakteri sayisinda goriilmiistiir. Bu asamay1 artik fermantasyonun durup,
firsatc1 mikroorganizmalar tarafindan bozulmanin bagladigi siire¢ olarak adlandirmak

mumkindiir.
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Tablo 4.3. Canli Mikrorganzima Sayim Sonuglari (log KOB/mL)

) Sayimlar (log KOB/mL)

ORNEKLER Koliform Toplam Canh Laktik Asit B. Maya-Kiif
Fermantasyon 3.giin 2,00 £0,05 6,40 £0,13 6,13£0,13 3,29+0.02
Fermantasyon 7.giin 2,15 £0,05 6,76 20,15 6,76 20,15 3,342002
Fermantasyon 10.giin 3,54 40,06 8,12 +0,20 819 0,20 HO0.09
Fermantasyon 13.giin 1,70 £0,05 4,60 20,12 460 20,13 2,98 20,013
Fermantasyon 17.giin 1,78 +0,05 4,19 0,14 4.63+0,15 30420012
Fermantasyon 20.giin 2,23 +0,05 4,87 20,15 498 +0,15 331+0012

4.4. Gercek Zamanh PZR Analizi Sonuclari:

Salgam iiretim siirecinde 3. glinden 20. giline kadar belirli glinlerde alinan 6rneklerde gergek
zamanli-PZR analizleri yapilmistir. Analizlerde salgamdan dogrudan izole edilmis DNA
ornekleri kullanilmig ve standart mikroorganizmalarin seri diliisyonlar1 6rneklerle ayni anda
PZR’a sokularak olusturulmustur. Reaksiyonlar sonucunda ortaya ¢ikan standart egri
denklemleri bakteriler i¢in y=-3,9129x+16,804, laktik asit bakterileri igin y=-3,2535x+8,8446
ve kiif-maya i¢in y=-3,4199+11,665 seklindedir. (x=log DNA konsantrasyonu, y=cycle
threshold, esik dongii degeri) R? degerleri ise siras1 ile 0,9984, 0,9999 ve 0,9961 olarak
bulunmustur. Gen kopya sayilarin1 belirleme islemi ise Ritalahti ve arkadaslar1 (2006)
tarafindan tarif edilen formiil (Sekil 4.1) kullanilarak yapilmistir. Gilinlere kars1 toplam bakteri
gen kopya sayilar1 Sekil 4.2°de, laktik asit bakterisi gen kopya sayilar1 Sekil 4.3’de ve maya-
kiif gen kopya sayilar1 Sekil 4.4°de gosterilmistir.

Gen kopya - . ( lg J ( 1 mol be DHA)
"7 = (DNAL trasy /
say1s: { ensantrasyont - [ng/wI){ 15007 0a /| 660 g DNA
(6023 = 10 bL_‘-) f 1 kopyva )
“ i
\ mol be / genom veva plazmid L3F
uzunlugu

Sekil 4.1. Gen Kopya sayis1 formiilii (Ritalahti ve ark., 2006)
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Sekil 4.2. Toplam Bakteri Gen Kopya Sayis1 Degisimi

Bakteri 16S rRNA gen bolesini gogaltan primerlerin kullanildigi PZR analizinin sonuglari
incelendiginde toplam bakteri sayisinda genel diisiis gozlemlenmistir. Sonuglar, Tablo 4.3’de
goriilen degisimler ile tutarlilik gostermektedir, ancak Tablo 4.3‘de 7. ile 10. giin arasindaki
artis burada goriilmemektedir; ancak mikroorganizma sayisindaki genel diislis tutarlilik
gostermektedir. Ayrica laktik asit bakteri popiilasyonu artarken toplam bakteri
popiilasyonunun diigmesi fermantasyon ortami i¢in uygun bir durumdur; ¢iinkii ortam pH’1
giderek diismektedir. Dolayis1 ile ortam bakteri gelisimi i¢in giderek uygunsuz hale
gelmektedir. 3. ile 7. giinler arasinda diisiis yavasken, fermantasyonun hizlandigi 7. ve 13.
giinler arasinda diisiis hizlanmis, fermantasyonun dengeye geldigi 13. ve 17. giinler arasinda
ise bir miktar artig olmustur. Bu evre laktik asit bakterileri popiilasyonunun en hizli arttig
evredir. 17. ve 20. giinler arasinda ise popiilasyon yeniden azalmaya baglamistir. Bakterilerin

toplam gen kopya sayis1 1,08x10%2ile 8,7 x10%° arasinda degismistir.
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Sekil 4.3. Laktik Asit Bakterisi Gen Kopya Sayis1 Degisimi

Salgam iizerine yapilan bir¢ok calisma incelendiginde fermantasyon siirecinin laktik asit
bakterileri tarafindan yiiriitildigii gorilmektedir. Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 beraber
incelendiginde toplam bakteri sayist azalirken, laktik asit bakterilerinin g¢ogaldigi
goriilmektedir. Fermantasyonun 3. giiniinden 7. giiniine kadar laktik asit bakteri sayisinda
artis goriilmektedir. 10. ve 13. gilinler arasinda ise popiilasyonda bir miktar diisiis
gozlemlenmistir. Tablo 4.3 incelendiginde de benzer bir durum goriilmektedir. Ayrica Sekil
4.4 incelendiginde bu evre kiif-maya sayisinda artisin en hizli oldugu evredir, yani bu noktada
kiif-mayalarin fermantasyon {iizerindeki etkisinin giderek arttigi sOylenebilir. Yeni nesil
dizileme sonuglar1 da incelendiginde bu evrede kiif-maya popiilasyonunun dengeye geldigi
goriilmektedir. Ancak 13. giinden sonra laktik asit bakterilerindeki artis hizlanmus, 17. ile 20.
arasinda ise artis daha yavas olarak devam etmistir. Laktik asit bakterileri gen kopya sayisi

degerlerinin ise 1,82x10%°ile 1,71x10%° arasinda degistigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.4. Kiif-Maya Gen Kopya Sayist Degisimi

Salgam tizerinde etkili olan laktik asit bakterileri bircok calismada detaylica incelenmis
olmasina karsin fermantasyon siirecinde maya-kiiflerin degisimi tam olarak belirtilmemistir.
Salgam {iretiminin baslangicinda disaridan Saccharomyces cerevisiae ilavesi yapilmaktadir.
Diger kiif-mayalar ise fermantasyon tanklar1 ve hammadde iizerinde bulunan mikrofloradan
gelmektedir (Tangiiler ve ark., 2012b). Fermantasyon siirecinin basinda kiif-maya gelisiminde
ciddi bir artis olmamustir. 7. ile 10. glinler arasinda bir miktar artis olup, en ciddi artig 10. ve
13.giinler arasinda goriilmistiir. Bu asama, Sekil 4.2°’de de goriilebilecegi lizere laktik asit
bakterileri popiilasyonunun diisiis gosterdigi evredir. 13. ve 17. giinler arasinda bir miktar
artig gézlemlenmis olup, kiif maya gelisimi 17. giinden sonra yeniden durmustur. Kiif-maya

icin gen kopya sayis1 degerleri 4,39x10%° ile 3,08x10%" arasinda degisiklik gdstermistir.

Toplam canli bakteri, laktik asit bakterileri ve kiif-maya gelisimleri Dbirlikte
degerlendirildiginde laktik asit bakterileri ile birlikte kiif-mayalarmin da fermantasyon
siirecinde etkin oldugu sOylenebilir. Fermantasyonun ilk on giiniinde laktik asit bakterileri
gelisirken kiif-maya gelisimi yavas sekilde seyretmektedir. Ancak 10. giinden sonra laktik asit
bakteri sayisinda diisiis ile kiif-maya gelisiminde artis gézlemlenmesi bu asamada kiif-
mayalarin laktik asit bakterilerine baskin hale ge¢meye basladigi goriilmektedir. Biitiin
tablolar bizlere salgam fermantasyonunun 10. ve 13. giin arasinda dengeye geldigini
gostermektedir. 13. ve 17. giinlerde hem laktik asit bakterileri hem de kiif maya sayisinda
artis gorlilmektedir. Zaten endiistriyel iiretimde fermantasyon 17. ve 20. giin arasinda son
triinin durumuna gore bitirilmektedir. Calismamiza gore 6zetle salgam iiretiminde LAB

kadar kiif mayalarin da rol aldigini séylemek miimkiindiir.
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4.5. Biyoinformatik Analiz Sonuclar::

Yeni nesil dizileme analizleri sonucunda salgam Orneklerinin bakteri ve kiif-maya
tanimlamalar1 yapilabilmistir. Sonuglar incelendiginde her giin i¢in yaklasik 30 bakteri tiirii
tespit edilmis, kiif-maya cesidi ise ¢ok daha az sayida tespit edilmistir. Bakteriler arasinda
Leuconostoc mesenteroides ve Lactobacillus lactis; kiif-maya grubunda ise beklenecegi {izere
Saccharomyces cerevisiae ve farkli olarak Candida boidinii baskin olarak bulunmustur.
Bakteri ve kiif-maya topluluklarinin belirlenmesinde 16S V4-V5 ve ITS2 bolgesini ¢ogaltan
primerler kullanilmig, kiif maya profili giinlere gore sirasiyla Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Tablo
4.6’da; bakteri profili ise giinlere gore sirasiyla Tablo 4.7, Tablo 4.8 ve Tablo 4.9°da

verilmigtir.
Tablo 4.4. Kiif-Maya Dagilimi 3-7.Giin
3. GUN 7. GUN
# | Kiif-Maya Tiirii Ornek # Kiif-Maya Tiirii Ornek
Icindeki Icindeki
Yiizdesi Yiizdesi
1 | Saccharomyces cerevisiae 77,233 | 1 | Candida boidinii 96,495
2 | Candida boidinii 10,951 | 2 | Saccharomyces cerevisiae 2,217
3 | Typhula ishikariensis 9,222 3 | Wickerhamomyces anomalus 0,410
4 | Uncultured fungus (stilbum) 2,594 4 | Rhodotorula mucilaginosa 0,414
TOPLAM 100 5 | Barnettozyma californica 0,193
6 | Trichosporon coremiiforme 0,124
8 | Naganishia albida 0,043
9 | Rhodotorula glutinis 0,031
10 | Meyerozyma guilliermondii 0,031
11 | Trebouxia sp. 0,031
12 | Acremonium antarcticum 0,012
TOPLAM 100

Salgam fermantasyonunun ilk haftasindaki kiif-maya gelisimi incelendiginde, 3. giinde hala S.
cerevisiae’nin baskin oldugu goriilmektedir. Ekmek mayasimin yani sira Candida boidinii ve
Typhula ishikariensis gelisimi de 3. giinde goriilmektedir. Ayrica Tanimlanmamig Stilbum kiif
DNA’s1 3. giinde alinan salgam suyu 6rneklerinde tanimlanmistir. Fakat bu tiirler, 7. glinden

itibaren tespit edilememistir.

Typhula mantar tiirleri ¢imen ve tahillara zarar veren patojen bir kif tiiriidiir (Arsvoll ve
Smith, 1978). Typhula ishikariensis ise karli bélgelerde ¢imen ve kis tahillarina zarar veren ve
ozellikle uzun siire kar altinda kalan bitkileri etkileyen patojen bir mantar tiiriidiir (Chang,
2015). Salgam iiretiminde kullanilacak havuglarin hasat sonrasinda “lodalama” denilen isleme

tabi tutulmasi, yani fabrika ve dagitim yerlerine ulastirilmadan 6nce toprak ve kar altinda
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bekletilmesi neticesinde bu mantar tiirinlin havuglara bulastig1 diisiiniilmektedir. Daucus
carota ise kirmizi havucun Latince ad1 olup, 3. giinde diger tiirler ile birlikte DNA’s1 tespit
edilmistir. Stilbum tiiri mantarlar ise bitki dokularinda yaygin olarak bulunan bir mantar
tiirtidiir (Akinsanmi ve Dreth, 2006). 7. giinde ise bitki patojenleri ortadan kaybolmus,
Candida boidinii kiif-maya popiilasyonunda ustiinliigii ele gecirmistir ve diger kiif-maya

tiirleri gelismeye baslamigtir.

Tablo 4.5. Kiif-Maya Dagilimi1 10-13.Giin

10. GON 13. GUN

# Kiif-Maya Tiirii :O'rnek # Kiif-Maya Tiirii _(")rnek
Icindeki Icindeki
Yiizdesi Yiizdesi
1 | Candida boidinii 91,352 1 | Candida boidinii 97,981
2 | Saccharomyces cerevisiae 6,623 2 | Saccharomyces cerevisiae 1,299
3 | Wickerhamomyces anomalus 1,975 3 | Wickerhamomyces anomalus 0,626
4 | Trichosporon sp 0,051 4 | Rhodotorula mucilaginosa 0,070
TOPLAM 100 5 | Sporidiobolus salmonicolor 0,023

TOPLAM 100

Salgam tretiminin ikinci haftasinda Candida boidinii’nin dstiinliigii devam etmekte olup,
Wickerhamomyces anomalus ve Rhodotorula mucilaginosa varlik gostermektedir. Bu
asamada goriilen Wickerhamomyces anomalus (eski adiyla Pichia anomala), tomurcuklanarak
ve ascospore olusumuyla aseksiiel olarak iireyen Wickerhamomycetaceae ailesine ait bir maya
tirtiidiir. Bu tiir bircok ortamda bulunmakla birlikte meyve ve bitki dokularindan, tahil
tanelerinden misirdan, yiiksek sekerli gida {irlinlerinden ve saraptan izole edilmistir.
Wickerhamomyces anomalus, disiik ve yiiksek pH, diisiik su aktivitesi, yiiksek ozmotik
basing ve anaerobik kosullar gibi asir1 gevresel stres kosullarinda biiyiiyebilmektedir (Satora
ve ark., 2014). Bu o6zelliklerden dolayr salgamin diisiik pH ortaminda da gelisebilmistir.
Rhodotorula mucilaginosa ise genellikle yiyeceklerden ve igeceklerden izole edilmistir. Bazi
caligmalarda yer fistig1, elma sarabi, kiraz, taze meyve, meyve suyu, peynir, sosis, yenilebilir
yumusakcalar ve kabuklularda da R. mucilaginosa'nin varligi tespit edilmistir (Wirth ve
Goldani, 2012).
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Tablo 4.6. Kiif-Maya Dagilimi1 17-20.Giin

17. GON 20. GUN

# Kiif-Maya Tiirii Ornek # Kiif-Maya Tiirii Ornek
Icindeki Icindeki
Yiizdesi Yiizdesi
1 | Candida boidinii 96,164 1 | Candida boidinii 61,687
2 | Saccharomyces cerevisiae 2,124 2 | Saccharomyces cerevisiae 34,192
3 | Wickerhamomyces anomalus 1,383 3 | Wickerhamomyces anomalus 1,867
4 | Rhodotorula mucilaginosa 0,156 4 | Malassezia restricta 0,966
5 | Barnettozyma californica 0,101 5 | Uncultured Agaricomycetes 0,901
6 | Candida humilis 0,037 6 | Rhodotorula mucilaginosa 0,193
7 | Meyerozyma guilliermondii 0,037 7 | Rhodotorula diobovata 0,193

TOPLAM 100 TOPLAM 100

Uretimin son haftasinda C. boidinii hala % 90 oraninda kiif-maya popiilasyonunda
bulunmaktadir. Ancak 20. giinde bu oran % 60’a diismiis ve S. cerevisiae yeniden yiikselise
geemistir. Ayrica salgam kosullarmma dayanikli W. anomalus yiizde 1-2 oranlarinda hala

ortamda bulunmaktadir.

Kiif-maya sonuglart incelendiginde, aslinda salgam iiretim siirecinde eksi hamur yapiminda
kullanilan ekmek mayasi S. cerevisiae’nin baskin olmasi beklenirken, C. boidinii’nin % 90
oranlarinda fermantasyon boyunca baskin olarak seyrettigi goriilmiistiir. Bu mikroorganizma
tabiatta yaygin olarak bulunan bir tir olup, Ozellikle insan aktivitesine bagli sarap
fermantasyonu, zeytin isleme gibi substratlardan izole edilmistir. Bununla birlikte C. boidinii
biyoteknolojik potansiyele sahip bir tiirdiir. Ozellikle zeytin iiretiminde lipaz aktivitesi, meyve
epidermisi {izerinde biyofilm olusumu ve laktik asit bakterileri ile bir arada gelisme gibi
ozellikler gostermektedir (Camiolo ve ark., 2017). Salgam iiretiminde kiif-maya ile bakteri
popiilasyonunun birbirine yakin oldugu ve kiif-mayalarin neredeyse fermantasyon sonuna
kadar yilizde doksanini bu tiiriin olusturdugu goz o6niine alindiginda C. boidinii’nin salgama
tadin1 veren en 6nemli mikroorganizma tiirii olabilecegi diistiniilmektedir. C. boidinii’nin 17.
giinden itibaren azalmaya ve firsatci kiif-mayalarin yeniden ortamda ¢ogalmaya baslamasinin
maya-kiif popililasyonu acisindan degerlendirildiginde 17 giinlin endiistriyel salgam

fermantasyonu i¢in yeterli bir siire oldugu yorumunu yapmak miimkiindiir.

36



Tablo 4.7. Bakteri Dagilimi 3-7.Giin

3.GUN 7.GUN
# | Bakteri Tiirii .(")rnek # | Bakteri Tiirii '(")rnek # | Bakteri Tiirii anek
I¢indeki I¢indeki Icindeki
yiizdesi yiizdesi yiizdesi
1 | Leuconostoc 48,507 1 Leuconostoc 44,750 29 | Herbaspirillum 0,066
mesenteroides mesenteroides lusitanum
2 | Lactococcus lactis 12,714 Lactococcus lactis 27,826 30 | Shewanella algae 0,047
3 | Leuconostoc 12,161 Leuconostoc 6,524 31 | Myroides odoratus 0,043
pseudomesenteroides pseudomesenteroides
4 | Enterobacter cloacae 5,418 4 | Serratia grimesii 5,010 32 | Gallaecimonas 0,033
pentaromativorans
5 | Serratia grimesii 4,046 5 Enterobacter cloacae 3,598 33 | Weissella soli 0,028
6 | Leuconostoc inhae 3,516 6 Raoultella terrigena 2,314 34 | Kluyvera ascorbata 0,026
7 | Weissella confusa 2,897 7 Weissella confusa 2,290 35 | Uncultured bacterium | 0,021
8 | Enterobacter ashuriae 1,920 8 Leuconostoc inhae 1,535 36 | Lactobacillus nagelii 0,019
9 | Lactococcus 1,637 9 Lactococcus 1,164 37 | Pantoea agglomerans | 0,017
raffinolactis raffinolactis
10 | Raoultella terrigena 1,013 10 | Leuconostoc kimchii 0,686 38 | Leuconostoc fallax 0,014
11 | Serratia fonticola 0,824 11 | Serratia fonticola 0,554 39 | Uncultured bacterium | 0,014
12 | Leuconostoc kimchii 0,724 12 | Leuconostoc lactis 0,471 40 | Chishuiella sp. 0,014
13 | Leuconostoc lactis 0,707 13 | Serratia plymuthica 0,440 41 | Sphingobacterium sp. 0,014
14 | Klebsiella 0,624 14 | Klebsiella 0,267 42 | Paenibacillus sp. 0,009
michiganensis michiganensis
15 | Lactobacillus 0,536 15 | Pantoea agglomerans 0,263 43 | Sphingobacterium sp. 0,009
plantarum
16 | Pantoea agglomerans 0,483 16 | Acetobacter aceti 0,225 44 | Pedobacter sp 0,009
17 | Serratia plymuthica 0,377 17 | Pectobacterium 0,222 45 | Thalassospira 0,007
carotovorum mesophila
18 | Lactococcus piscium 0,353 18 | Lactococcus piscium 0,196 46 | Proteus vulgaris 0,007
19 | Vibrio fluvalis 0,230 19 | Vibrio fluvialis 0,187
20 | Weissella confusa 0,206 20 | Klebsiella oxytoca 0,175
21 | Pectobacterium 0,188 21 | Lactobacillus brevis 0,163
carotovorum
22 | Weissella soli 0,183 22 | Aeromonas caviae 0,114
23 | Aeromonas caviae 0,165 23 | Pseudocitrobacter 0,111
anthropi
24 | Lactobacillus 0,153 24 | Lactobacillus curvatus | 0,097
plantarum
25 | Lactobacillus curvatus | 0,130 25 | Uncultured ( 0,102
Dysgonomonas)
26 | Shewanella 0,082 26 | Acetobacter 0,085
decolorationis peroxydans
27 | Pseudomonas tolaasii 0,071 27 | Enterococcus italicus 0,083
28 | Lactobacillus brevis 0,071 28 | Chryseobacterium sp 0,078
29 | Enterococcus 0,065 29 | Lactococcus garvieae 0,071
gallinarum
TOPLAM 100 TOPLAM 100

Bakteri popiilasyonunda ilk haftada en baskin olan ¢ tir L. mesenteroides, L. lactis ve L.
pseudomesenteroides olarak tespit edilmistir. Bu {i¢ tiir toplam bakteri popiilasyonunun
yaklasik % 75-80’nini olusturmaktadir. Tiim slire¢ boyunca en ¢ok bakteri tiirii 7. glinde tespit
edilmis olup, Serratia grimesii ve Enterobacter cloacae laktik asit bakterilerinden sonra

baskin tiirler olarak tespit edilen tiirlerdir. iki tiir de Enterobacteriaceae ailesine mensup olup

tabiatta yaygin olarak bulunmaktadir (Stok ve ark., 2003; Hinton ve Bacon, 1995).
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Tablo 4.8. Bakteri Dagilimi 10-13.Giin

10. GUN 13.GUN
# | Bakteri Tiirii Ornek # | Bakteri Tiirii Ornek
icindeki icindeki
yiizdesi yiizdesi
1 Lactococcus lactis 47,668 1 Leuconostoc mesenteroides 40,850
2 Leuconostoc mesenteroides 18,922 2 Lactococcus lactis 28,561
3 | Vibrio fluvialis 18,157 3 Leuconostoc pseudomesenteroides 10,646
4 Leuconostoc pseudomesenteroides 5,763 4 Enterobacter cloacae 3,092
5 Enterobacter cloacae 2,159 5 Leuconostoc inhae 2,923
6 | Weissella confusa 1,971 6 | Serratia grimesii 2,843
7 | Aeromonas caviae 1,235 7 | Weissella confusa 2,921
8 | Serratia grimesii 0,755 8 Lactococcus raffinolactis 1,988
9 Leuconostoc inhae 0,689 9 Enterobacter asburiae 1,355
10 | Serratia plymuthica 0,629 10 | Raoultella terrigena 1,037
11 | Pantoea agglomerans 0,318 11 | Leuconostoc kimchii 0,858
12 | Vibrio diazotrophicus 0,306 12 | Serratia fonticola 0,537
13 | Serratia fonticola 0,273 13 | Klebsiella michiganensis 0,345
14 | Lactococcus raffinolactis 0,173 14 | Leuconostoc lactis 0,313
15 | Lactobacillus paracollinoides 0,166 15 | Pantoea agglomerans 0,281
16 | Lactobacillus plantarum 0,164 16 | Lactococcus piscium 0,219
17 | Leuconostoc lactis 0,154 17 | Serratia plymuthica 0,200
18 | Lactobacillus curvatus 0,123 18 | Pectobacterium carotovorum 0,158
19 | Lactobacillus brevis 0,112 19 | Aeromonas caviae 0,150
20 | Weissella confusa 0,090 20 | Lactobacillus brevis 0,136
21 | Shewanella decolorationis 0,078 21 | Klebsiella oxytoca 0,107
22 | Acetobacter aceti 0,038 22 | Lactococcus garvieae 0,104
23 | Pectobacterium carotovorum 0,024 23 | Vibrio fluvialis 0,001
24 | Lactobacillus nagelii 0,019 24 | Lactobacillus curvatus 0,053
25 | Rhizobium sp 0,007 25 | Weissella soli 0,051
26 | Xanthomonas oryzae 0,005 26 | Shewanella decolorationis 0,045
TOPLAM 100 27 | Lactobacillus plantarum 0,091
28 | Enterococcus italicus 0,032
29 | Leuconostoc fallax 0,013
TOPLAM 100

10. giinde L. lactis bakteri popiilasyonunun yaklasik % 48’ini olusturmak suretiyle baskin tiir
haline gelmistir. Ancak 13. giinde L. mesenteroides yeniden baskin hale gelmistir. 10. giinde
bir diger firsat¢1 mikroorganizma Vibrio fluvialis, L. pseudomesenteroides’in de oniine
gegerek ticlincii baskin tiir haline gelmistir. V. fluvialis tuzlu ve ozellikle suda gelisen bir
bakteri tiiridiir (Wu ve ark., 2019). Bununla birlikte ortamda yaklasik % 2 oraninda Weisella
confusa tanimlanmistir. Bu tiir, L. pseudomesenteroides’e genetik benzerlik gosteren ve seker
kamisi, havug suyu, ¢ig siit gibi ortamlarda gelisen bir bakteri tiiriidiir (Bjorkroth ve ark.,
2002).
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Tablo 4.9. Bakteri Dagilimi 17-20.Giin

17. GON 20.GUN
Ornek Ornek
# | Bakteri Tiirii icindeki # | Bakteri Tiirii icindeki
Yiizdesi Yiizdesi

1 Lactococcus lactis 56,373 1 Leuconostoc mesenteroides 42,720

2 Leuconostoc mesenteroides 23,815 2 Lactococcus lactis 24,859
3 Vibrio fluvialis 6,702 3 Leuconostoc pseudomesenteroides 7,900
4 Leuconostoc pseudomesenteroides 2,389 4 Enterobacter cloacae 4,405
5 Weissella confusa 2,325 5 Leuconostoc inhae 3,661
6 Enterobacter cloacae 1,539 6 Serratia grimesii 3,376
7 Aeromonas caviae 1,438 7 Weissella confusa 2,553
8 Serratia grimesii 0,791 8 Enterobacter huaxiensis 1,833
9 Serratia plymuthica 0,705 9 Lactococcus raffinolactis 1,517
10 | Acetobacter aceti 0,577 10 | Raoultella terrigena 1,172
11 | Leuconostoc inhae 0,577 11 | Leuconostoc kimchii 0,874
12 | Enterobacter asburiae 0,444 12 | Vibrio fluvialis 0,761
13 | Serratia fonticola 0,422 13 | Serratia fonticola 0,680
14 | Lactobacillus paracollinoides 0,358 14 | Klebsiella michiganensis 0,599
15 | Lactobacillus brevis 0,315 15 | Pantoea agglomerans 0,399
16 | Leuconostoc lactis 0,230 16 | Weissella confusa 0,350
17 | Pantoea agglomerans 0,224 17 | Serratia plymuthica 0,347
18 | Vibrio diazotrophicus 0,203 18 | Leuconostoc lactis 0,290
19 | Lactobacillus curvatus 0,198 19 | Lactococcus piscium 0,249
20 | Acetobacter papayae 0,112 20 | Aeromonas caviae 0,243
21 | Raoultella terrigena 0,107 21 | Klebsiella oxytoca 0,173
22 | Shewanella decolorationis 0,059 22 | Erwinia rhapontici 0,158
23 | Lactococcus raffinolactis 0,048 23 | Pectobacterium carotovorum 0,153
24 | Herbaspirillum sp 0,048 24 | Lactobacillus brevis 0,139
TOPLAM 100 25 | Lactobacillus curvatus 0,081
26 | Pseudocitrobacter anthropi 0,075
27 | Shewanella decolorationis 0,075
28 | Lactobacillus plantarum 0,072
29 | Lactococcus garvieae 0,058
30 | Weissella soli 0,055
31 | Kluyvera ascorbata 0,055
32 | Kosakonia cowanii 0,043
33 | Pseudomonas sp 0,038
34 | Enterococcus italicus 0,026
35 | Leuconostoc fallax 0,013

TOPLAM 100

Fermantasyonun 17. giiniinde L. lactis yeniden baskin tiir haline gelmistir. Ancak 20. giinde
yeniden L. mesenteroides’in gerisine diistigli gorilmistiir. V. fluvalis 17. giinde de ciddi
varlik gostermektedir. Sonug¢ olarak endiistriyel salgam iiretiminin bakteri popiilasyon
dagilimi sonuglar incelendiginde diger ¢aligmalarda da belirtildigi gibi baskin tiiriin laktik

asit bakterileri oldugu gozlemlenmistir. Ozetle fermantasyon siirecinde baskin tiirlerin C.
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boidinii, L. mesenteroides, L. lactis, L. pseudomesenteroides ve kismen S. cerevisiae oldugu

belirlenmistir.

4.6. Salgam Suyu Orneklerinin Biyoinformatik Analiz Sonuclarina Gore Istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi:

Axis 2 (2.252 %)

Axis 3 (¥

. o 10. giin

5.51 %)

Sekil 4.5. Bakteri popiilasyonlarinin 6rneklere gére kompozisyon farkliliklarini gosteren Bray-Curtis farklilig

Axis 2 (3.559 %)

7. giin

13. giin Q@ 17 gin

@ 10. giin

Axis 3 (06434 %)

5.72 %)

Sekil 4.6. Kiif-maya popiilasyonlarinin 6rneklere gére kompozisyon farkliliklarini gésteren Bray-Curtis farklilig

Bray-Curtis farklilig1 (dissimilarity) 6rneklerin sahip oldugu mikrobiyal floranin nicel olarak
farkliliklarin1 gosteren bir istatistiksel analiz yontemidir. Bu ydntemde her bir Ornegin
barindirdigi mikroorganizma tiirii ve bunlarin nicel olarak birbirinden farkliliklar
incelenmektedir. Her iki kiimede de bulunan ve sayica az olan eleman sayisinin, kiimelerin

toplam eleman sayisina boliinmesi ve bu sonucun birden ¢ikarilmasi ile hesaplanmaktadir.
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Bulunan deger 100 ile garpilarak yiizde degerine ulasilmaktadir (Clarke ve ark., 2006). Sekil
4.5 incelendiginde 7., 13. ve 20. giinler bakteri bakimindan birbiri ile benzerlik gostermistir.
10. ve 17. giinlerin ise diger 6rneklerden ayrildig1 goriilmiistiir; ¢iinkii bu iki 6rnekte baskin
tiir diger giinlerin aksine L. mesenteroides degil, L. lactis’tir. Ustelik bu iki giinde V. fluvalis

diger 6rneklere oranla fazla miktarda bulunmaktadir.

Sekil 4.6 incelendiginde kiif-maya profilleri bakimindan 20. ve 3. giinler disinda 6rnekler
birbirine benzerdir. 3. giinde Typhula ishikariensis ve diger toprak kokenli kiifler bulunurken
diger gilinlerde bunlar tespit edilememistir. 20. giinde ise S. cerevisiae yeniden artisa

gecmistir.

Axis 2 (34.58 %)

7. giin

17. giin

10. giin

20. giin o
/ 3. giin
Axis 3 (7032 %) 13. giin

Sekil 4.7. Orneklerin Bakteri popiilasyonlari bakimindan nitel farkliliklarmi gosteren Jaccard Mesafesi

50.00 %)
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Axis 2 (32.18 %)

20. [giin

10. giin
o @ 13. giin
17. giin

3. giin

O
Axis 3 (16.80 %) 7. giin

Axis 6.44 %)

Sekil 4.8. Orneklerin Kiif-maya popiilasyonlar1 bakimindan nitel farkliliklarim gosteren Jaccard Mesafesi

Jaccard mesafesi iki kiime elemanlarinin ne kadar benzerlik ve ne kadar farklilik gosterdigini
Olgen bir istatistiksel analiz yontemidir. 1-(ANB/AUB)*100 denklemi ile hesaplanmakta, A
ve B burada iki farkli Ornegi temsil etmektedir ve yilizde olarak ifade edilmektedir.
Biyoinformatik analizlerde 6rneklerin igerdikleri ortak ve birbirinden farkli mikroorganizma
tirleri bakimindan nitel benzerliklerini gostermektedir (Prokopenko ve ark., 2015). Grafikler
incelendiginde ornek benzerlikleri Bray-Curtis sonuglart ile paralellik gostermektedir.
Fermantasyonun 3. giinii ve 20. giinii kiif-maya populasyonu bakimindan, 7. giin hem kiif-

maya hem bakteri popiilasyonlar1 bakimindan nitel olarak farklilik gostermektedir.
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Sekil 4.9. Bakteri Agirliksiz (Unweighted) Unifrac mesafesi

Axis 2 (36.92 %)

10. giin @ 13. giin

&}
20. giin

o
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Axis 3 (M1713 %)

Axis 7.22 %)

Sekil 4.10. Kiif-maya Agirliksiz (Unweighted) Unifrac mesafesi
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Sekil 4.11. Bakteri Agirlikli (Weighed) Unifrac mesafesi

Axis 1 98.70 %)

7. giin

Axis 3 109449 %)

13. giin

Sekil 4.12. Kiif-maya Agirlikli (Weighed) Unifrac mesafesi

Agirlikli ve agirliksiz unifrac mesafeleri Orneklerin mikrobiyel topluluklari arasindaki
benzerligi filogenetik bilgiyi de gz oniinde bulundurarak nitel (agirliksiz) ve nicel (agirliklr)
olarak gostermektedir. Bu analiz yonteminde Orneklerde tespit edilen toplam dal (branch)
uzunlugu ve tespit edilen birimlerin hangi 6rnekte ne kadar tespit edildigi ve bu birimlerin
birbirine olan genetik benzerlikleri g6z Oniinde bulundurulmaktadir. (Lozupone ve ark.,
2011). Agirlikli Unifrac sonuglari incelendiginde 10. ve 17. giin &rnekleri benzerlik
gostermektedir. Kiif-maya sonuglar1 incelendiginde diger gilinler birbiri ile benzerlik
gosterirken yine 3. giin ve 20. giin 6rnekleri digerlerinden farklilik géstermistir. Bu duruma

ayni Bray-Curtis sonuglar1 gibi 3. giinde hala ortamda bulunan ¢evreden gelen kiifler ile 20.
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giinde S. cerevisiae’nin yeniden artisa gegmesinin sebep oldugu diistiniilmektedir. Agirliksiz
sonuclar kiif-mayalarda daginik bir goriintii arz ederken, bakterilerde 7. giin farklilik
gostermekte (en fazla bakteri tiiriiniin tespit edildigi giin) ve diger istatistiksel sonuglarla ayni

sekilde 10. 17. giinler ve diger giinlerin kendi aralarinda gruplandiklar1 goriilmektedir.

4.7. Ucucu Aroma Bilesikleri Analizi Sonuclar:

SPME ekstraksiyon yontemi ile GC-MS kullanilarak yapilan ugucu aroma bilesikleri analiz
sonuglar1 giinlere gore sirasiyla sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15 4.16 ve 4.17°de gosterilmistir.
Salgam suyu Orneklerinde en yiiksek konsantrasyona sahip bilesikler etil alkol, 1,3-
benzodioksol, 4-metoksi-6-(2-propenil), benzen, 1-metil-4-(1-metiletenil), 4-nonanon ve 1-

etenil-4-etil olarak bulunmustur.

Ucucu aroma bilesiklerinden alfa terpieneol ve terpinolen 3.glin ve 7.glin’e ait drneklerde
bulunmazken 10.glinden itibaren tespit edilmistir. 1-8 mentadien-4-ol ise sadece 3.giine ait
ornekte bulunmazken diger giinlere ait numunelerde tespit edilmistir. biitiin ucucu aroma
bilesiklerinin konsantrasyonunda diizenli bir atistan s6z etmek miimkiin degildir. Ornegin
yukarida bahsi gegen aroma bilesikleri orneklerde ilk giinlerde bulunmuyorken sonradan
konsantrasyonlarinin arttig1 goriilmiis, ancak alfa curcumen ve o-ksilen gibi bilesiklerin ise
yaklasik yar1 yariya azaldig1 goriilmistiir. Biitiin 6rneklerde en yiiksek konsantrasyona sahip
etil alkol 3. giin ve 13. giin arasinda benzer konsantrasyon degerlerine sahipken 17.glinde en
yiiksek degerine ulastigi goriilmiistiir. Ayn1 degerlendirmeyi diger yiiksek konsantrasyona
sahip bilesikler i¢in de sdylemek miimkiindiir. Biitiin bilesiklere ait konsantrasyonlarin

giinlere bagli degisimi Tablo 4.10°da gdsterilmistir.
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Sekil 4.18. 20.giin Ugucu Aroma Bilesikleri Kompozisyonu

Salgam fermantasyon silirecinde en fazla tespit edilen bilesik etanol olmustur. Diger

konsantrasyonu yiiksek bilesiklerden 1,3-benzodioxole, 4-methoxy-6-(2-propenyl), baharatsi
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odunsu aromaya, benzene 1-metil-4-(1-metiletenil) baharatsi findiks1 aromaya sahiptir.
Fermantasyon siirecinde sonradan olusan alfa terpineol odunsu, terpenik, ¢amsi1 ve narenciye
kokusuna; terpinolen ise ferah odunsu narenciye kokusuna sahiptir (The goodscent company
veritaban1 2019). Terpineol ve terpinolen bilesikleri ve salgam suyunda en yiiksek
konsantrasyona sahip 1,3-benzodioksol, 4-metoksi-6-(2-propenil) diger adiyla miristisin’in
havugta bulunmasi (Kjeldsen ve ark., 2001) ve eksi hamur fermantasyonu sonucu ortaya
cikan alkoller g6z oniinde bulunduruldugunda havug¢ ve eksi hamurun birbirlerine baskin
olmaktan ziyade salgam suyu aromasinin olusumunda beraber rol aldiklar1 yorumunu yapmak

mimkindiir.
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Tablo 4.10. Ugucu Aroma Bilesiklerinin Giinlere Gore Degigimi (+ degerler standart sapma degerini gostermektedir.)

No.| Tiir LRI Bilesik 3.GUN 7.GUN 10.GUN 13.GUN 17.GUN 20.GON
1 |Alkol 926] Etil Alkol 2693+ 146 | 2858+ 244 | 22,88+ 1,98 | 23,79+ 2,13 | 25,97+ 0,82 | 25,12+ 1,55
2 |Aldehit | 1083|Hekzenal 1,82+ 0,19 1,53+ 0,30 1,64+ 0,21 1,36 + 0,13 1,31+ 0,15 1,31+ 0,23
3 |Terpen 1185]0-Ksilen 0,24 + 0,05 0,21 + 0,02 0,23 + 0,06 0,20+ 0,05 0,19+ 0,03 0,12+ 0,02
4 |Ketone 1191} 2-Heptanon 5,54 £ 0,45 5,47+ 0,82 491+ 0,24 4,70+ 0,30 4,17+ 0,28 459+ 0,49
5 |Terpen 1266]p-Simen 0,70+ 0,08 0,65=+ 0,03 1,08+ 0,18 093+010| 094+0,08] 0,87+ 0,14
6 |Terpen 1288| Terpinolen 0,00+ 0,00 | 0,00+ 0,00 1,45+ 0,24 1,12+ 0,15 1,06+ 022 083+ 0,26
7 |Ketone 1361|4-Nonanon 698+ 100 527+173| 11,6126 9,10+ 107| 6,11+208]| 6,47+ 1,60
8 |Terpen 1388| Benzen, 1-etenil-3-metil 3,04+ 0,31 3,63+ 0,62 2,42+ 0,06 249+ 0041 231+044 2,46 + 0,46
9 |Terpen 1391|p-Menta-1,3,8-trien 0,50+ 0,03 0,52+ 0,04 0,49 + 0,02 0,42 + 0,03 0,39+ 0,03 0,35+ 0,01
10 |Alkol 1394 3-Oktanol 1,62+ 0,08 1,83+ 0,11 1,59+ 0,17 1,48+ 0,16 1,39+ 0,09 1,39+ 0,08
11 | Terpen 1447| Benzen, 1-metil-4-(1-metiletenil) 10,36 £ 0,73 | 13,05+ 056 | 12,26+ 098 | 10,77+ 092 | 10,64+ 151 | 10,79+ 0,69
12 | Terpen 1462|Benzene, 1-etenil-4-etil 7,12+ 0,22 6,73+ 0,08 6,38+ 0,37 5,88+ 0,49 4,87+ 0,61 498+ 0,21
13 |Alkol 1681]1,8-mentadien-4-ol 0,00+ 000] 059+017] 0,70+ 025| 0,89+ 0,02 1,48+ 0,24 1,25+ 0,11
14 |Terpen | 1690|Alfa Terpineol 0,00+ 0,00] 000+000| 562+080] 739+076| 623+091]| 6,88+ 045
15 | Terpen 1695| Leden 1,03+ 005| 064+005] 0,77+004]| 0,70£001| 0,59+ 004]| 047+ 0,02
16 | Terpen 1781| Alfa Curcumene 0,81+ 0,10 0,64+ 0,15 0,59+ 0,04 0,54+ 0,10 0,46+ 0,08 0,36+ 0,06
17 |Alkol 1820] p-Simen-8-ol 1,55+ 0,10 1,50+ 0,41 1,19+ 0,08 1,55+ 0,15| 2,07+ 0,27 1,98 + 0,13
18 |Alkol 2007|Fenol 0,41+ 0,12 1,48+ 0,50 1,44+026| 0,72+027] 044+010| 0,57+ 0,10
19 |Alkol 2030] Metileugenol 092+ 009]| 080+010] 070+0,07| 0,82+005| 0,77+012]| 0,75+ 0,05
20 |Alkol 2048|Fenol, 4-etil-2-metoksi 1,52+ 0,94 1,65+ 1,06 1,30+ 0,52 1,65+ 053] 2,10+£090| 237+092
21 |Alkol 2210| Fenol, 3-¢til 0,80+ 0,18 1,03+ 030 076+ 0,07 089+ 0,04 1,08+ 0,10 1,13+ 0,23
22 |Terpen 2239|Benzen, 1,2,3-trimetoksi-5-(2-propenil) 5,64+ 0,61 449+ 0,87 3,56+ 0,27 4,06+ 0,46 472+ 064 4,68+£0,75
23 | Terpen 2257]1,3-Benzodioksol, 4-metoksi-6-(2-propenil) 1951+ 196 | 1595+ 1,80 | 13,11+ 1,34 | 14,64+ 255 17,15+ 198 | 16,73+ 1,91
24 |Alkol 2330| Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil) 2,97+ 0,30 3,78+ 0,59 3,77+ 0,88 392+ 0,87 3,59+ 0,27 3,54+ 0,35
Toplam Konsantrasyon: 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00




5. SONUCLAR

Endiistriyel olarak iretilen salgam suyunda fermantasyon siirecinde baslica rol alan
mikroorganizmalarin, bu siiregte olusan ucucu aroma analizlerinin ve bazi fiziksel ve
kimyasal ozelliklerdeki degisimlerin incelendigi bu c¢alismada asagida verilen sonuglara

ulasilmistir:

Fermantasyon siireci boyunca pH diismekte ve 20. giinde 3,80 civarinda bir degere
ulagmaktadir. Titrasyon asitligi ise beklenecegi tizere giderek artmistir. 3. giinde laktik asit
cinsinden yaklasik 4 g/L olan titrasyon asitligi degeri fermantasyon sonucunda yaklagik 8.3
g/L degerine ulagmigtir. Baslarda daha agik renkte olan salgam, son halini aldiginda berrak ve
koyu kirmizi bir renk almistir. Briks degeri ise siire¢ boyunca degismemis ve hep 2.7 olarak

Olciilmiistiir.

Gergcek zamanli PZR analizleri sonucunda bakteri gen kopyasi sayisinin giderek diistiigii,
laktik asit bakterisi ve kiif-maya gen kopya sayisinin ise giderek arttigi gézlemlenmistir. Bu
sonuglar kiiltiirel yontemler ile elde edilen sonuglarla paralellik gostermistir. Kiif-maya ve

laktik asit bakterileri gen kopya sayisi birbirine yakin olarak bulunmustur.

Yeni nesil dizileme analizi ile fermantasyonun belirli giinlerinde alinan drneklerin mikrobiyal
kompozisyonlart ve birbirleri ile benzerlikleri incelenmistir. Siireg boyunca bakteri
popiilasyonunun yaklasik % 75-80’ini Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis ve
Leuconostoc pseudomesenteroides’in olusturdugu goriilmistiir. Bu bakteriler 6zellikle siit
tirtinleri ve eksi hamur fermentasyonunda starter kiiltiir olarak kullanilmaktadirlar (Frantzen

ve ark., 2017).

Bu ¢alismada tespit edilen en ilging sonug ise kiif-maya popiilasyonlar1 incelendiginde elde
edilmistir. Salgam tretiminde eksi hamur fermantasyonu asamasinda S. cerevisiae ortama
starter kiiltiir olarak eklenmektedir. Dolayist ile kiif-maya populasyonu incelendiginde S.
cerevisiae’nin baskin olmasi beklenirken 3. giinden 17. giine kadar Candida boidinii’nin kiif-
mayalarin % 90’11 olusturdugu goriilmiistiir. Zeytin ve sarap gibi {iriinlerin fermantasyon

stirecinde 1zole edilmis olmasi, laktik asit bakterileri ile ayni ortamda gelismesi géz Oniinde
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bulunduruldugunda ¢alismamiz, bu mayanin endiistriyel salgam iiretiminde S. cerevisiae’den

daha fazla rol aldigin1 ortaya koymaktadir.

Ugucu aroma bilesikleri kompozisyonlar1 belirli giinlerde alinan salgam orneklerinde
incelenmistir. Toplam konsantrasyon 3. giinden 17. giine kadar artmis, 20. giinde bir miktar
azalmistir. Salgam fermantasyon siirecinde en fazla tespit edilen bilesik etanol olmustur.
Diger konsantrasyonu yiiksek bilesiklerden 1,3-benzodioksol, 4-metoksi-6-(2-propenil),
baharats1 odunsu aromaya, benzene 1-metil-4-(1-metiletenil) baharats1 findiks1 aromaya
sahiptir. Fermantasyon siirecinde sonradan olusan alfa terpineol odunsu, terpenik, ¢amsi ve
narenciye kokusuna; terpinolen ise ferah odunsu narenciye kokusuna sahiptir. Terpineol ve
terpinolen bilesikleri ve salgam suyunda en yiiksek konsantrasyona sahip 1,3-benzodioksol, 4-
metoksi-6-(2-propenil) diger adiyla miristisin’in havugta bulunmast ve eksi hamur
fermantasyonu sonucu ortaya ¢ikan alkoller goz oniinde bulunduruldugunda havug ve eksi
hamurun birbirlerine baskin olmaktan ziyade salgam suyu aromasinin olusumunda beraber rol

aldiklar1 yorumunu yapmak miimkiindiir.
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