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SIRKE MiKROFLORASINDAKI ASETIK ASIT BAKTERILERININ MOLEKULER
TEKNIKLER iLE TANIMLANMASI

Ahmet Evren YETIMAN
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Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2012
Damisman: Dog¢. Dr. Ziilal KESMEN
OZET

Sirke, gida endiistrisinde giin gegtik¢e artan bir kullanim alanina sahip olan ve saglik iizerine
etkileri her gecen giin daha iyi anlagilan bir fermente {irlindiir.  Sirkenin karakteristik
ozelliklerinin, liretiminde kullanilan hammaddeye, iklimsel kosullara ve mikrobiyal floraya bagl
oldugu bilinmektedir. Son yillarda fermente {rlinlere 06zgli nitelikler kazandiran
mikroorganizmalarin tanimlanmasi amaciyla yogun arastirmalar yapilmakta ve niikleik asit

tabanli mikrobiyal tanimlama teknikleri kullanilmaktadir.

Bu arastirmada Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden elde edilen sirke ve sirke analarina ait asetik
asit bakteri profili, kiiltiir bagimsiz PCR-DGGE ve ve ITS bolgesi ve 16S rDNA sekans analizi
ve fenotipik testler kullanilarak incelenmistir. Calismanin ilk asamasinda, sirke ve sirke
analarindan direkt DNA izole edilerek PCR-DGGE analizine tabi tutulmus ve sonugta
Gluconacetobacter hansenii, Lactobacillus ghanensis, Oenococcus oeni, Gluconacetobacter
europaeus, Acetobacter nitrogenifigens/A. aceti, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus mali/
Lactobacillus hordei, Acetobacter syzygii/ A. pasteurianus/ A. lovaniensis, Gluconacetobacter
rhaeticus / Ga. oboediens, Pseudomonas sp., Lactobacillus sp., Gluconacetobacter xylinus,
Gluconacetobacter xylinus/ Ga. sucrofermentans olmak tizere 13 farkli bakteri tanimlanmstir.
Sonug olarak sirke ve sirke analarinin asetik asit bakteri profilini belirlemede, bahsedilen kiiltiir
bagimsiz ve kiiltiir bagimli tekniklerin bir arada kullanildig1 zaman daha giivenilir sonuglar elde
edilmis ve kiiltiir bagimli ve kiiltiir bagimsiz tekniklerin bir arada kullanilmasinin gerekli oldugu

anlasilmstir.

Anahtar Kelimeler: Sirke, Asetik Asit Bakterisi, PCR tabanli molekiiler teknikler, ITS Bolgesi



IDENTIFICATION OF ACETIC ACID BACTERIA IN VINEGAR MICROFLORA BY
MOLECULAR TECHNIQUES

Ahmet Evren YETIMAN
Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M. Sc. Thesis, July 2012

Supervisor: Assoc. Prof. Zulal KESMEN
ABSTRACT

Vinegar is a fermented product of which consumption in food industry is increasing and of which
beneficial effects on health are more well-understood day by day. It is well-known that the
characteristics of vinegar are dependent on raw material used, climatic conditions and microbial
flora. In recent years, intense research work has been performed on the identification of
microorganisms which introduce specific characteristics to the fermented products and nucleic
acid based microbial identification techniques have been used.

In this research, acetic acid bacterial profile of vinegars and mother of vinegars collected from
different regions of Turkey is investigated by using culture independent PCR-DGGE, ITS region
and 16S rDNA sequence analysis. In the first part of the research, DNA was directly isolated
from the vinegars and the mothers of the vinegars, PCR-DGGE analysis were performed and as a
result 13 different bacteria were identified as Gluconacetobacter hansenii, Lactobacillus
ghanensis, Oenococcus oeni, Gluconacetobacter europaeus, Acetobacter nitrogenifigens/A. aceti,
Lactobacillus nagelii, Lactobacillus mali/ Lactobacillus hordei, Acetobacter syzygii/ A.
pasteurianus/ A. lovaniensis, Gluconacetobacter rhaeticus / Ga. oboediens, Pseudomonas sp.,
Lactobacillus sp., Gluconacetobacter xylinus, Gluconacetobacter xylinus/ Ga. Sucrofermentans.
Consequently, in determination of acetic acid bacterial profile of vinegar and mother of vinegar
more reliable results were obtained when mentioned culture dependent and independent
techniques were used together and it was understood that the culture dependent and independent

methods should be used together.

Keywords: Vinegar, Acetic acid bacteria, PCR based molecular techniques, ITS region
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GIRIS

Sirke, mayalar tarafindan fermente olabilir sekerlerin etanola fermantasyonunu takiben, etanolun
Acetobacter, Gluconobacter ve Gluconacetobacter gibi asetik asit bakterileri tarafindan aerobik
kosullarda asetik aside oksidasyonu sonucu Tretilen Ttriindir[1]. Sirke {iretimi sirasinda

gerceklesen baslica reaksiyonlar agagida verilmistir:
CesH1206 (Glukoyy — > 2C2H50H (i aikory + 2C0O2
CoHsOH (gil alkoly + O ———» CH3COOH (asetik asity + H20

Asetik asit bakterileri tarafindan etil alkolden asetik asit tiretimi, aerobik (oksidatif) bir olaydir.
Bu nedenle sirke tiretimi mikrobiyolojik acidan bir fermantasyon olmamasina karsin, endiistride
sirke fermantasyonu olarak adlandirilmaktadir. Endiistriyel olarak, Acetobacter sirke iiretiminde
Gluconobacter’e kiyasla ¢ok daha yaygin olarak kullanilan ve birincil derecede dnem tastyan bir

mikroorganizmadir[2]. Saf asetik asitten {iretilen sirkelerde ise fermentasyon s6z konusu degildir.

Sirkenin tanimi, bulundugu tilke ve o ililkenin mevzuatlarina gore degisiklik gostermektedir. TSE
1880 EN 13188 Sirke Standardina gore sirke; "Tarim kokenli sivilar veya diger maddelerden, iki
asamal1 alkol ve asetik asit fermantasyonuyla, biyolojik yolla iiretilen kendine 6zgii iirtin" olarak
tanimlanmaktadir. Bu standartta sirke ¢esitleri, liretiminde kullanilan hammaddelere gore; sarap
sirkesi, meyve sirkesi, meyve sarabi sirkesi, elma sarabr sirkesi, alkol sirkesi, tahil sirkesi, malt
sirkesi, aromali sirke ve diger sirkeler olarak verilmistir. Bunlardan sarap (iliziim) sirkesi

“biyolojik yolla asetik asit fermantasyonu ile sadece saraptan (sadece taze iiziimden elde edilen
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sarap) elde edilen sirke” seklinde tanimlanmistir[3]. Codex Alimentarius’da ise sirke; “iki
asamali fermantasyon prosesi, yani etil alkol ve asetik asit fermantasyonu ile, nigasta ve/veya
seker iceren tarimsal kokenli hammaddelerden firetilen, insan tiiketimi i¢in uygun olan bir siv1”

seklinde tanimlanmaktadir[4].

Sirkenin evlerde genellikle yemek ve salatalarda tatlandiric1 ve salamuralarda koruyucu olarak
kullannminin yaninda gida endiistrisinde yaygin bir kullanim alami vardir. Sirke basta tursu,
ketcap, mayonez, salca, salamuralar, konserve ve soslar olmak {izere bir¢ok gidanin iiretiminde
asitlendirici, tat gelistirici ve koruyucu olarak kullanilmaktadir. Gida sanayinde bir ingredient

olarak kullaniminin disinda sirkeden ilag liretiminde de yararlanilmaktadir[5, 6].

Sirkenin kimyasal bilesiminde organik asitler, fenolik bilesenler, alkoller, aminoasitler, tat ve
ucucu bilesenler bulunmaktadir[7]. Sirkenin sahip oldugu asitlik, aroma, renk vb fizikokimyasal
ozelliklerin ve saglik lizerindeki olumlu etkilerinin mikroflora kompozisyonuna bagli oldugu
diisiiniilmektedir. Ancak bu floranin sabit olmayip kullanilan hammaddeye, iiretim yontemine ve
iretimin yapildigi bolgenin iklim kosullarma bagli olarak az ya da cok degisebildigi de
bilinmektedir. Bu nedenle sirke mikroflorasinin detayli olarak ortaya konmasimin sirke ilgili

aragtirmalarda kritik 6nem arz ettigi bir gercektir[8].

Sirke mikroflorasinin kompleks yapisini belirlemek amaciyla bugiine kadar pek ¢ok calisma
yapilmistir. Bu amagcla selektif besiyerilerinin kullanimi, morfolojik ve biyokimyasal
karakteristiklerin belirlenmesine dayanan pek ¢ok fenotipik tanilama yontemleri kullanilmistir
[9]. Ancak, fenotipik metotlarin uzun zaman almasi, giliven araliklarinin smirh  ve
tekrarlanabilirliklerinin ~ zayif olmasi gibi dezavantajlarindan dolayi, gilinlimiizde bu gibi
calismalarda genotipik tekniklerin kullanimi kaginilmaz olmustur. Ozellikle 1990’lardan sonra
DNA’ya dayali pek¢ok tanimlama metodu gelistirilmistir [9, 10]. Bu metotlardan polimeraz
zincir ~ reaksiyonuna (polymerase  chain reaction, PCR)  dayanan yontemler
mikroorganizmalar1  karakterize etmek ve tiplendirmek i¢in hizli, gilivenilir ve basit
yontemler olarak o6ne c¢ikmistir. PCR temelli tiplendirme metotlar1 mikrobiyal genom
yapisinin tamamini  veya bir kismini tarama yetenegine sahiptir [11]. Bu yontemle
cogaltilan herhangi bir DNA molekiiliiniin hedef fragmentleri, daha sonraki analiz

basamaklarinda kullanilmaktadir. Yiiksek oranda korunmus bolgelerin ¢ogaltilmasi ile
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akrabalik iligkileri tanimlanabilir. Degisken DNA segmentlerinin ¢ogaltilmasi ise, yakin

iliskili tiirler arasindaki farkliliklari belirlemede kullanilmaktadir [12].

Bir¢ok bakteri tiiriiniin ¢cogaldiklar1 dogal ortamlariyla ilgili ayrintili bilgi mevcut degildir. Bu
nedenle bazi mikroorganizmalarin dogal ortamlarina benzer sartlarin olusturulmasi zordur. Son
yillarda bu tiir olumsuz etkilerin ortadan kaldirilmasi1 amaciyla kiiltiirel olmayan tanilama
teknikleri gelistirilmistir. Bu tekniklerden en yaygin kullanilan1 Denatiire Gradient Jel
Elektroforez (DGGE) teknigidir. PCR tekniginin DGGE ile kombinasyonu ayni boyuttaki fakat
farklh dizilimdeki DNA parcalar1 arasindaki farkliliklarin bulunmasina imkan saglamaktadir. Bu
teknik temelde ¢ok yonlidir ve pek ¢ok alanda mikrobiyal topluluklarin dinamikleri ve
ekolojilerinin tanimlanmasi ve gruplandirilmasinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir[9, 12, 13,

14].

Son yillarda spontan fermantasyon yontemi kullanilarak, geleneksel olarak iiretilen sirkelerin
mikrobiyal florasinin tanimlamasi amaciyla diinyanin pek c¢ok iilkesinde yogun g¢aligmalar ve
ulusal ve uluslar arast projeler (WINEGAR-(COOP-CT-2005/017269)-Avrupa Birligi, Program
863: (2006AA10Z1A3)-Cin, AGL2001-0467-ispanya vb.) yapilmaktadir. Bu ¢alismalarda
biyolojik ¢esitliligin tespit edilerek korunmasi, mikrobiyal agidan iiretimin standardize edilmesi
ve tespit edilen mikroorganizmalarin, starter kiiltlir olma potansiyelinin ve fonksiyonel
ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ancak, iilkemizde geleneksel yontemlerle tretilen
sirkelerin sahip oldugu mikrobiyal kompozisyonunun tanimlanmasina yonelik herhangi bir
caligmaya rastlanilmamistir. Oysa sirke, lilkemizde meyve ve bagcilik potansiyelinin karli bir
sekilde degerlendirildigi alternatif bir lriindiir. Diger taraftan geleneksel yontemle sirke liretimi
tikketicilerin, son yillarda giderek artan, dogal ve geleneksel {iriinlere olan talebini
karsilayabilecek potansiyel bir {iriin durumundadir. Iste bu nedenle, iilkemizde geleneksel
yontemle ftretilen sirkelerde spontan olarak gelisen ve sirkeye karakteristik nitelikler
kazandiran asetik asit bakterilerinin hassas ve giivenilir yontemlerle tanimlanmasi, bunlarin
sirke kalitesi lizerine etkilerinin ve starter kiiltiir olarak kullanilabilme potansiyelinin

belirlenmesi gerekmektedir.

Bu calismada Tiirkiye’nin degisik yerlerinden toplanan, spontan fermantasyon ve geleneksel
yontemler kullanilarak {retilmis sirkeler ve sirke analarinin asetik asit bakteri (AAB) profili,

kiiltiirel olmayan PCR-DGGE analizi ile kiiltiirel rep-PCR, Tm analizi, (16S-23S) ITS bolgesi
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sekans analizi ve fenotipik test teknikleri kullanilarak incelenmistir. Boylece fenotipik metotlarin
yetersizligini elimine eden genotipik metotlar kullanilarak sirkenin, karmasik mikroflorasinda
bulunan AAB’ni daha detayl1 olarak agiga ¢ikarmak ve farkli kaynaklardan temin edilen sirke ve

sirke analarinin bakteriyel floralarini karsilastirmak amacglanmustir.
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1. BOLUM

GENEL BIiLGILER

Sirke iiretiminin tarihi, M.O. 3000 yillarina dayanmaktadir. Baslangigta, alkollii igkilerin kendi
kendilerine (spontan) asetik asit fermantasyonuna ugramalari, yani sirkelesmeleri istenmeyen bir
durum olarak goriilmekteydi. Ciinkii sarap ve bira gibi igkiler agik bir kapta kendi haline
birakildiginda sivinin ylizeyinde asetik asit bakterileri ve sirke mikroflorasindaki diger
mikroorganizmalarin (mayalar) olusturdugu bir zarin (biyofilm) meydana gelmesiyle sarap veya
biranin bozuldugu, yani sirkelestigi, goriilmiistiir. Ancak insanlar, ilerleyen zamanlarda bu olaydan

yararlanmasini bilmisler ve sirkeye de kullanmaya baslayinca bu islemi inceleyerek 6grenmislerdir

[1].

Alkollii ickilerden ilk 6nce bal sarabi sonra hurma sarabi ve daha sonra bira ile iliziimden sarap
yapildig1 g6z Oniine alinirsa, sirkelerden de dnce bal sirkesi sonra hurma ve bira sirkesi ve ondan
sonra da sarap sirkesinin yapildigi kabul edilir. Kazilarda elde edilen eski eser ve bulgulardan
Stimerlerin, Asurlularin, Etililerin, Perslerin, Eski Misirlhilarin ve eski Yunanlilarin sirke yaptiklari

anlasilmaktadir[3].

Sirke tiretimi ¢ok eski yillara dayanmasina ragmen, sirke yapimindaki teknolojik olaylar daha sonra
aydinlanabilmistir. Becher (1653-1682) ilk olarak sirke yapiminda havanin gerekli oldugu goriisiinii
ileri silirmiistiir. Daha sonraki yillarda Boerhave (1668-1738) sirke liretiminde sirke ¢icegi adini
verdigi bitkisel maddelerin gerekli oldugunu ileri siirmiistiir. 1812 yilinda Peerson ise, alkollii

stvilarin yiizeyinde meydana gelen seliilozik 6zellikteki zarin sirkelesme olaymi gerceklestirdigini
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One siirmiis ve bu zardaki canlilara “Mycoderma” ismini vermistir. Kutzing 1837°de sirke zarini
mikroskopta inceleyerek asetik asidi tek hiicreli bir organizmanin yaptigini bulmus ve buna “Ulvino
asidi” adimi1 vermistir. Pasteur ise 1868 yilinda “Etud sur le vinaigre” adli eserlerinde sarap sirkesi
zarinda buldugu asetik asit bakterilerinin kisa ¢ubuk seklinde bakteriler oldugunu saptamis ve bu
bakterilere “Mycoderma aceti” adim1 vermistir. Sirkelestirmek istedigi sarabi bir siire 1sittiktan
sonra, ortamda alkol, asetik asit, organik maddeler, hava ve optimum sicaklik bulunmasina kargin
sitke bakterisi katilmadan sirkelesme olmayacagini kanitlamistir. Daha sonra Buchner, sirke
bakterilerindeki dehidrogenaz enziminin sirkelesmeyi yaptigini kanitlamistir. Bundan sonra 1878
yilinda Hansen, Mycoderma acetinin, Acetobacter aceti ve Acetobacter pasteurianum olmak tizere

iki tiirden olustugunu belirlemistir. Boylece asetik asit fermantasyonu daha iyi anlagilmistir [1].

Sirkenin bir gida olmadigi, hatta fermantasyon sirasinda besleyici igerige sahip bilesenler fermente
oldugu i¢in 6nceden sirkenin besinsel degerinin olmadig: diisiiniilmekteydi. Ancak giiniimiizde sirke
sofralarda tat ve lezzet verici olarak kullanilmasinin yaninda endiistride, et (iirlinlerinin
marinasyonunda, c¢esitli meyve ve sebze iirlinlerinde, salamura veya tursu yapiminda ve su
irlinlerinin tliiketime hazirlanmasinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu uygulamalara ek olarak
sitkenin sos, mayonez, ketcap, hardal gibi endiistriyel {irlinlerin {iretiminde ve cesnilendirici ve

koruyucu olarak, hatta baz iilkelerde sifali bir igecek olarak kullanildigin1 sdyleyebiliriz [15].

Sirke, mayalarin ve asetik asit bakterilerinin gerceklestirdigi iki asamali fermantasyonda fermente
olabilecek hemen hemen her karbonhidrat kaynagindan iiretilebilmektedir. Sirke yapiminda en ¢ok
kullanilan hammaddeler; elma, armut, {iziim, bal, suruplar, tahillar, hidroliz olmus nisastalar, bira ve

saraptir [3, 16].

Sirke, endiistriyel olarak, diisiik kaliteli meyveler, sezonluk tarimsal iiretim fazlaliklari, meyve
artiklar1 gibi, diisiik maliyetli ham maddelerden iiretildiginden dolay1r pahali olmayan bir iiriindiir.
Diger taraftan, kaliteli hammadde kullanilarak, geleneksel fermantasyon teknikleri ile iiretilmis
sitkeler de vardir. Bunlara, balzamik sirke (Modena, italya) ve seri sirkesi (Ispanya) ornek olarak
verilebilir [17]. Dogal sirkeler fermantasyon yoluyla elde edilir ve bu sirkeler ile yapay sirkeler
birbirlerinden bilesimlerinin analiz edilmesi yoluyla ayirt edilebilir [18 ]. Ayrica, her ne kadar
distile edilmis g¢ozeltiler, fermantasyon prosesi i¢ermedigi icin sirke olarak kabul edilmese de,
endiistriyel etanol veya fermente olmus arpa piliresinin direkt distilasyonundan elde alkoliin

oksidasyonu sonucu, alkol sirkesi denilen asetik asit i¢eren bir sivi elde edilmektedir [17].
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1.1. Sirke Uretiminde Kullanilan Hammadeler ve Cografi Dagihmlar

Diinyanin pek ¢ok bolgesinde geleneksel yontemle sirke liretiminde bitkisel kaynakli, alkole
fermente olabilen sekerce zengin hammaddeler kullanilmaktadir. Ancak bazi sirkeler i¢in istisnai
durumlar s6z konusu olmaktadir. Bunlara 6rnek olarak peynir alti suyu sirkesi ve bal sirkesi
verilebilir. Peynir alt1 suyu, peynir liretimi sirasinda meydana gelen laktoz ve/veya galaktoz, glukoz
ve hidrolize sekerlerce zengin bir yan iirlindiir. Bununla birlikte, eksi peynir alt1 suyu yiiksek
miktarda laktik asit bakterisi (LAB) ile kontamine olmustur, bu nedenle alkol ve asetik asit
fermantasyonundan Once pastorize edilmesi gerekmektedir. Bal ise, sekerlerce ¢ok zengin olan bir
hammaddedir. En ¢ok siikroz, glukoz ve fruktoz bulunmaktadir. Bu sekerlerin bal icerisindeki orant,
arilar tarafindan toplanan nektarin, botanik kokenine gore degisiklik gostermektedir. Bal her zaman
alkol fermantasyonu meydana gelmeden Once seyreltilir, baldan meydana gelen sarapta %17’ye
varan oranlarda alkol bulunabilir [17]. Bu baldan iiretilen alkollii icki diinya capinda, “ambrosia”
“hydromel” “aguamiel” “metheglin” gibi degisik isimlerle anilir ve sirke tliretiminde de kullanilir.
Bunlarin disinda sirke iiretiminde bir ¢cok degisik bitkisel kaynakli hammaddeler de kullanilmaktadir
(Tablo 1.1.).

Tablo 1.1. Sirke tiretiminde kullanilan hammaddeler ve cografi dagilimlar1 [20].

Kategori | Hammadde Sirke Ismi Cografi Dagihm

Piring Komesu, kurosu (Japonca), | Giliney ve Giineydogu Asya

Heicu ( Cince )

Bambu 6zsuyu Bambu Sirkesi Japonya, Kore

Malt Malt Sirkesi Kuzey Avrupa, Amerika

Palm 6zsuyu Palm sirkesi Giiney Dogu Asya, Afrika
Sebze Arpa Bira sirkesi Almanya, Avusturya, Hollanda
Kaynakli | Dart Kara sirke Cin, Dogu Asya

Bugday Kara sirke Cin, Dogu Asya

Sorgum Kara sirke Cin, Dogu Asya

Cay ve Seker Kombucha sirkesi Rusya, Dogu Asya

Sogan Sogan sirkesi Dogu ve Giineydogu Asya

Domates Domates sirkesi Japonya, Dogu Asya




Tablo 1.1. in devamu
Kategori Hammadde Sirke Ismi Cografi Dagihm
Seker Kamisi Seker Kamisi Amerika
Meyve . -
Sukang iloko Filipinler
Kaynakli o
Kibizu Japonya
Elma Elma sirkesi Amerika, Kanada
Uziim Uziim Sirkesi, Tiirkiye, Ortadogu, Ispanya,

Seri Sirkesi, Balzamik Sirke

Italya

Hindistan cevizi

Hindistan cevizi suyu sirkesi

Filipinler, Sri Lanka

Hurma Hurma sirkesi Ortadogu
Mango Mango sirkesi Giiney ve Giineydogu Asya
Meyve Hiinnap Hiinnap sirkesi Cin
kaynakli Ahududu Ahududu sirkesi Dogu ve Giineydogu Asya
Siyah kus lizim{] Siyah kus iizimii sirkesi Dogu ve Giineydogu Asya
Bogiirtlen Bogiirtlen sirkesi Dogu ve Giineydogu Asya
Dut Dut sirkesi Dogu ve Giineydogu Asya
Erik Ume-su (Japonca) Japonya
Yaban mersini | Yabanmersini sirkesi Dogu ve Giineydogu Asya
Cennet hurmasi | Persimon sirkesi Giiney Kore
Kakisu ( Japonca ) Japonya
Hayvansal | Peynir alti suyu | Peynir alt1 suyu sirkesi Avrupa
Kaynakli | Bal Bal Sirkesi Avrupa, Amerika, Afrika
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Ekonomik yonden degerlendirildiginde, sirke iiretiminin diinyadaki tiim endiistrilesmis iilkelerde

onemli bir paya sahip oldugu sdylenebilir [21]. Daha ¢ok Fransa, Italya ve Ispanya’nin ana

tedarik¢i konumunda oldugu Avrupa pazarinda, sadece 2002 yilinda 234.3 milyon avro degerinde

(500 milyon litre) sirke iiretilmistir. Istatistiklere gore, 2005 yilinda diinyada; %34 balzamik

sirke, %17 kirmiz1 sarap (liziim) sirkesi, %7 elma sirkesi, %4 piring sirkesi, %2 beyaz sarap

sirkesi ve %36 diger sirkelerden iiretilmistir (Sekil 1.1.).

Amerika’da bulunan Sirke

Enstitiisii’nlin 2006 y1l1 raporlarina gore, Amerika sirke pazarinda beyaz sarap sirkesi %68, elma
sirkesi %20 6zel sirkelerin (pahali hammaddeler kullanilarak yapilan) ise % 12 oraninda bir paya

sahip oldugu bildirilmistir [21] (Sekil 1.1.).
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Beyaz Sirke % 2

Piring Sirkesi sirkesi %4
Digersirkeler % 34

Elmasirkesi% 17

Kirmizi $Sarap
Sirkesi % 17

Balzamiksirke% 34

Sekil 1.1. 2005 yil1, diinyada tiretilen sirkelerin yiizde dagilimi [20].

Insanlarin ve hayvanlarin tiikketimi icin giivenli ayn1 zamanda fermente olabilir sekerler acisindan
direkt ya da dolayli yoldan kaynak olabilecek bir ¢ok botanik tiir sirke iiretiminde kullanilabilir.
Diinya genelinde sirke iiretiminde kullanilan botanik tiirler siniflandirilirken, bu tiirlerin yenilebilir

kisimlarinin kimyasal kompozisyonu goz 6nitinde bulundurulur (Tablo 1.2.).

Tablo 1.2. Diinya genelinde sirke liretiminde hammadde olarak kullanilan botanik tiirler ve
ozellikleri [22].

Genel ismi | Sistematik Ismi Yenilebilir Kismi Temel Karbon
kaynaklar

Elma Malus domestica Meyve Fruktoz, stikroz,
glukoz

Kayist Prunus armeniaca Meyve Siikroz, glukoz,
fruktoz

Bambu Poaceace familyasindan, Bambu 6z suyu Siikroz

Bambusoideaea alt familyasi

iyeleri

Muz Musa genus’una ait tiirler Meyve Siikroz, glukoz,

fruktoz




Tablo 1.2. devam
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Genel ismi Sistematik ismi Yenilebilir Kism Temel Karbon
kaynaklar:
Arpa Hordeum vulgare Tohum Nisasta
Karambola® Averrhoa carambola Meyve Fruktoz, glukoz
Kaju Anacardium Meyve Siikroz, invert sekerler
occidentale
Kakao Theobroma cacao Tanelerden elde edilen | Glukoz

miisilajlar

Hindistan cevizi

Cocos nucifera

Hindistan cevizi suyu

Glukoz, Fruktoz

Hurma Phoenix dactylifera Meyve Siikroz
Incir Ficus carica Meyve Glukoz, fruktoz
Uziim Vitis vinifera Meyve Glukoz, fruktoz

Palmiye agaci

Elaeis guineensis

Oz suyu (ksilem)

Siikroz

Sogan Allium cepa Sogan Frukroz, glukoz, siikroz
Dar1 Panicum miliaceum Tohum Nisasta
Armut Pyrus communis Meyve Fruktoz, siikkroz, glukoz
Ananas Ananas camosus Meyve Stikroz, glukoz, fruktoz
Erik Prunus domestica Meyve Siikroz, fruktoz, glukoz
Patates Solanum tuberosum Yumru Nisasta
Rafya palimiyesi Raphia hookeri, Raphia | Ozsuyu (ksilem) Stikroz

vinifera
Kusiiziimii Ribes spp. Meyve Fruktoz, glukoz
Piring Oryza sativa, Oryza | Tohum Nisasta

glaberrima
Sorgum Sorghum bicolor ve diger | Tohum Nisasta

sorgum tiirleri
Seker pancari Beta vulgaris kok Stikroz
Seker kamist Saccharum genusuna ait | Sap Siikroz

tiirler
Bugday Triticum  aestivum ve | Tohum Nisasta

diger bugday tiirleri

? Brezilya’da yetisen bir meyve
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Sirke iiretiminde kullanilan botanik tiirler asagidaki gibi siniflandirilir [22].

e Asidik ve kolay fermente olabilenler: pH’s1 3.5’dan diisiik ve glukoz, siikroz, fruktoz

ana bilesenleridir (liziim, elma, erik, bogiirtlen vb.).

e Orta asitlikte ve kolay fermente olabilenler: pH’s1 3.5-4.5 arasinda olanlardir (incir,

hurma vb.).

e Disiik asitlikte ve kolay fermente olabilenler: pH’s1 4.5’in {lizerinde olanlardir (palm

6zsuyu vb.)

e Fermente olamayanlar: fermantasyondan once hidroliz edilmis, par¢alanmis olmalari

gerekmektedir (tohumlar vb.)

Sirke yapiminda kullanilan hammaddelerin sahip kimyasal kompozisyonu, mikroorganizmalar
iizerinde segici bir etki meydana getirir, asetik asit fermantasyonu ile ilgili hakim mikrofloranin
belirlenmesinde c¢ok biiyliik bir etkiye sahiptir.  Sirke iiretimindeki en kritik basamaklar
hammaddenin hazirlanmasi1 ve fermantasyona tabi tutulmasidir. Hammaddenin hazirlanmasi
sirasinda, fermantasyon i¢in gerekli olan, fermente olabilen sekerleri ve proteinleri iceren meyve
suyu elde etmek icin dograma, ezme gibi teknolojik islemler uygulanir. Eger sirke iiretimi i¢in
tahillar hammadde olarak kullanilacak ise parcalama isleminden sonra, mikroorganizmalarin
kullanabilecegi substrat olusturmak igin, nisastanin enzimatik hidrolizi gergeklestirilir. Bunlardan
baska, lilkemizde ¢ok fazla rastlanmasa da, baz1 durumlarda madde pisirilebilir veya buhara maruz
birakilabilir. Genel olarak, sirke tiretimi icin hammadde hazirlanirken meyveler, tahillara gore daha
az teknolojik islemden gecerler. Diger bir taraftan tahillar kolayca uzun siire muhafaza edilebilirler
ve hasattan sonra istenildigi zaman kullanilabilirler. Meyveler ise ¢cok cabuk bozulabildiklerinden
ozellikle yiliksek miktarda su i¢eren meyveler, eger sirke iiretimi i¢in kullanilacaksa, hasattan hemen
sonra iiretime alinmalidir. Ulkemizde ise, endiistriyel sirke iiretiminde, hammadde olarak genellikle
iizlim veya elma kullanilmakta tahillar veya hayvansal maddelerin hammadde olarak kullanildig:

sirkelere rastlanmamaktadir [1].
1.2. Sirke Uretim Yontemleri

Sirke iiretim yontemleri yavas yontem, hizli yontem ve derin kiiltiir yontemi (submers yontemi)

olmak iizere ii¢ ana grup altinda incelenebilir [1].
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Bir diger ismi de yiizey kiiltiir yontemi olan yavag yontem ile alkollii bir s1v1, bir fi¢1 iginde uzun
siire tutulmak suretiyle sirkelestirilir. Figiya, yaklasik olarak Y4 oraninda pastorize edilmemis,
yiiksek asitlikte sirke karistirilmis olan sarap veya Y oraninda sirke karistirilmis, sirkesi
yapilacak olan hammaddenin (elma, tiziim vb.)sulu siispansiyonu eklenir, ardindan 28-30°C
sicaklikta, sirkelesmeye birakilir. Bir siire sonra sivinin lizerinde seliilozik yapida bir zar (sirke
anasi) meydana gelir. Sirkelesme tamamlandiginda, sirke anasi kendiliginden sivinin dibine
batmaktadir. Ancak, sirkelesmenin tamamlandigini tam olarak anlamak i¢in sivi igerigindeki
alkol ve asit miktarlar1 saptanmaktatir. Sirkelesmenin sonunda iist oksidasyonu, yani asetik asidin
parcalanmasini engellemek ve sirkeye has aromatik bilesiklerin meydana gelebilmesi i¢in % 0.5-
1 oraninda alkoliin sirkede kalmasi saglanir. Bu yontemde, iiretim 6-8 hafta icerisinde

tamamlanmaktadir [1, 23,24, 25, 26].

Sirke tiretim yontemlerinden olan hizli yontem (Frings yontemi) ise, endiistriyel tesislerde ¢ok
yaygin bir sekilde kullanilan bir yontemdir [1]. Sirkelestirilecek sarap veya alkollii s1v1, genis bir
yiizey lzerinde yayilarak, yavas¢a akarken bu genis yiizeye yerlestirilmis olan asetik asit
bakterileri tarafindan sirkelestirme islemi gerceklestirilir. Gerekli olan hava, sirke iiretimi igin
kullanilan ortamin (jenerator) kenarlarinda agilan hava kanallarindan saglanir. Hizli yontem ile

sirke tiretimi 3 ile 7 giin arasinda degisiklik gosterir [1,23, 26, 27].

Derin kiiltiir yontemi ile sirke iiretiminde ise dolgu maddesi olmadan, sirkelestirilecek olan
stvinin icerisinde ¢ogalan asetik asit bakterileri ile gerceklestirilir. Asetik asit bakterileri ile
asilanmis sarap veya sirkelesecek siviya, ¢ok ince kabarciklar halinde hava verilirek, bu
bakterilerin gelismesi saglanir.. Bu yontem ile, alkol diger endiistriyel yontemlere gore, 30 kat
daha hizli bir seklide sirkeye doniistiiriiliir. Gilinlimiizde sirke {iretiminde genellikle derin kiiltiir

yontemi kullanilir [1, 23, 26, 27].
1.3.Sirke Olusumundan Sorumlu Mikroorganizmalar

Daha 6nceden de bahsedildigi gibi, sirke olusumunda goérevli mikroorganizmalar mayalar ve
asetik asit bakterileridir. Mayalar oncelikle alkolik fermantasyonu gerceklestirirken, asetik asit
bakterileri de alkolik fermantasyonu takiben etil alkoliin asetik asite oksidasyonunu
gerceklestirirler. Degisik substratlarin kullanildigi, baz1 6zel sirkelerde ise asetik asit bakterileri

ile birlikte, laktik asit bakterilerinin de fermantasyonda aktif rol aldig1 bilinmektedir [22].
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1.4.1.Asetik Asit Bakterileri (AAB)

Asetik asit bakterileri tabiatta, seker igeren organik maddelerin 6zellikle meyvelerin {izerinde ve
havada bulunurlar. Bu bakterilerin faaliyetleri genellikle, mayalarin faaliyetleri ile birlikte

gergeklesmektedir [22].
1.4.1.1.Genel Ozellikleri

Asetik asit bakterileri Gram negatif veya degisken Gram yapisinda hiicre duvari olan,
mikroskopta bakildiginda, tek, ¢ift, kiime veya zincir halinde goriilen, elipsoid veya silindirik
hiicre yapisina sahip bakterilerdir. Hiicre genislikleri 0.4 pm ile 1 pm arasinda degisiklik
gosterirken, hiicre uzunluklar1 ise 0.8 pm ile 4.5 pm arasinda degisiklik gostermektedir [3].
Mikroskop ile bakildiginda belirgin bir sekilde hareketli olduklar1 goriiliir, ayrica polar veya
peritrik flagellaya sahiptirler. Olumsuz ortam kosullarina karsi dayaniklilik i¢in endospor
olusumu gostermezler. Aerobik solunum yaparlar ve metabolizmalarinda son elektron alicist
olarak oksijeni kullanirlar. Bununla birlikte diisiik konsantrasyonda oksijen ya da anaerobik
kosullar gibi, olumsuz ortam kosullarinda, metabolik reaksiyonlarin1i yavas da olsa
gerceklestirebilmek icin alternatif elektron alicilar1 kullanabilirler. Asetik asit bakterileri katalaz
pozitif ve oksidaz negatiftirler. Gelisimleri igin gerekli olan optimum sicaklik 25°C ile 30°C
arasinda degisiklik gosterirken, optimum pH degeri 5 ile 6 arasinda degisiklik gosterir. Diger
taraftan 4’lin altindaki pH degerlerinde de rahatlikla gelisebilmektedirler [3, 28]. Asetik asit
bakterilerinin bazi tiirleri besiyeri ortaminda pigment ve degisik tlirlerde polisakkaritler

iiretebilirler [28].

Bu bakteriler seker ve/veya alkol gibi substratlar iceren, meyve suyu, sarap, sirke, bira gibi
ortamlarda  bulunurlar. Bu  substratlarin  bakteriyel = metabolizmadaki  tamamlanan
oksidasyonlarinin bir sonucu olarak, ortamda organik asitler birikir. Bu bakterilerin biiyiik
cogunlugu etanolden asetik asit iiretimine sebep olurlar. Bununla birlikte glukozu, glukonik
aside, galaktozu, galaktonik aside ve arabinozu da arabonik aside okside edebilirler. Bu
reaksiyonlardan bazilar1 fermantasyon endiistrisi i¢in biliyllkk O6nem tasimaktadir. Yine bu

bakteriler seliiloz liretme ve sorbitolii, sorboza okside etme yetenegine sahiptirler.

Asetik asit bakterileri zorunlu aerob bakteriler oldugu igin, gelisimleri onemli derecede

ortamlarindaki molekiiler oksijenin konsantrasyonuna baghdir. Bununla birlikte oksijenin
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olmadig1 ortamlarda diger alternatif elektron alicilarini da (quinonlar gibi) kullanabilirler. Bu
yiizden asetik asit bakterileri neredeyse tamamen anaerobik kosullarda da yasamlarini
stirdiirebilirler, ancak gelismeleri kisitlanir. Gelismeleri ortama oksijen verilerek ya da

havalandirilarak tesvik edilebilir [8, 28].
1.4.1.2. Asetik Asit Bakterilerinin Metabolizmasi

Karbon kaynagr asetik asit bakterileri i¢in Onemli bir gelisme  faktoriidiir
Karbon kaynaklar1 sayesinde, bakterinin hangi metabolik yollar1 kullandig1 belirlenebilir ve
iiretilen fermente iirline gore, iirlin kalitesi agisindan hangi metabolik ara iiriin ya da son {iriin,

gidanin kalitesini etkilemektedir, bunun tespiti yapilabilmektedir [22].
1.4.1.2.1 Karbonhidrat Metabolizmasi

Diger mikroorganizmalarda oldugu gibi, asetik asit bakterilerinin bircok tiirii de glukozu ve diger
bircok karbonhidrati, karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir. Mayalarin aksine, glukoz
glikolizde oldugu gibi metabolize edilmez. Asetik asit bakterilerinde glikoliz metabolik yolunun,
hemen hemen her basamagi aktif olmasina ragmen, fosfofruktokinaz enzimi eksikliginin sonucu
olarak, glikoliz tamamlanamaz. Bundan dolay1 karbonhidratlar1 karbon ve enerji kaynagi olarak

kullanabilmek igin, alternatif metabolik yollar1 kullanmak zorunda kalirlar (Sekil 1.2.).

Asetik asit bakterilerinin kullandiklar alternatif metabolik yollar:

1. Glukoz-6-fosfat dehidrogeneaz enzim sisteminde, {i¢ reaksiyon ile, bir mol glukoz-6-fosfat
dan, bir mol ribuloz-5-fosfat ile iki mol indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) olusur. NADPH’1n solunum zincirinde oksidasyonu ve oksidatif fosforilasyon ile
adenozin trifosfat (ATP) iiretimi sonucunda enerji tiretimi meydana gelir.

2. Entner- Doudoroff metabolik yolu ise, glukoz-6-fosfat’1, glukonat-6-fosfat’a geviren, glukoz-
6-fosfat dehidrojenaz enzim sisteminin devami olarak anilmaktadir. Bu doniisiimden sonra ise,
Glukonat-6-fosfat aldolaz enzimi araciligiyla, piriivat ve gliseraldehit-3-fosfat’a doniismektedir.
Her iki molekiil de dekarboksilasyon ile asetata doniistiiriiliir. Bu reaksiyon Gluconacetobacter
oxydans’in bazi suslari i¢in karakteristiktir.

3. Glukoz metabolizmasindaki en genel metabolik yol olan, Warburg-Dickens metabolik yolu/

heksoz monofosfat dongiisli, asetik asit bakterilerinin tiim tiirlerinde yaygin olarak
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bulunmaktadir. Bu metabolik yol, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzim sisteminin bulundugu ii¢
reaksiyonu igerir. Warburg-Dickens metabolik yolunda iretilen, degisik boyutlardaki
monosakkaritler, Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) metabolik yolunda, metabolize olmak {izere,

trioz fosfatlara doniistiirtiliirler.

GLUKOZ
Glukoz-6-fosfat ‘Glukonat
G. oxydans
Glukonat-6-fosfat Ketoglutarat
Ga. xylinum
Ribuloz-5-fosfat
LAKTAT ETANOL
WD \ ED
Gliseraldehit-3-fosfat —— . Piriivat - - Asetaldehit
EMP
CO; - Asetat

Acetobacter
Gluconacetobacter

Sekil 1.2. Asetik asit bakterilerinin kullandiklar1 alternatif metabolik yollarin sematik diyagrami
(WD: Warburg-Dickens, ED: Entner-Doudoroff; EMP: Embden-Meyerhoff-Parnas) [19].

Bu metabolik yollarda olusan son iiriinlerin hepsi, krebs dongiisiine girebilir, CO, ve H,0O agiga
cikacak sekilde tamamen okside olabilirler. Bununla birlikte asetik asit bakterileri icerisinde,
Acetobacter, Acidomonas ve Gluconacetobacter cinsleri etanolii direkt asir1 oksidasyona maruz
birakarak, krebs dongilistinii tamamlayabilirler. Ancak Gluconobacter cinsine ait bakterilerin
metabolizmasinda fonksiyonel krebs dongiisii bulunmamaktadir. Bu nedenle metabolik yollarin
onceki basamaklarinda olusan molekiilleri tamamen okside edemezler. Bu cinste, a-ketoglutarat
dehidrogenaz ve siiksinat dehidrogenaz eksikligi dongiiniin tamamlanmasini1 engeller. Asetik asit
bakterileri, tiirlerine karakteristik olarak karbon kaynaklarini bir veya iki metabolik reaksiyon ile
tamamlanmamis bir sekilde okside edip, ara iiriin birikimine neden olsalar da, glukozu tamamen

parcalayabilirler.
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1.4.1.2.2 Etanol ve Diger Alkollerin Metabolizmasi

Sirke tiretiminde, etanoliin asetik aside dontlisiimiiniin, asetik asit bakterilerine 6zel bir reaksiyon
oldugu yaygin olarak bilinmektedir. Bu doniisiim iki biyokimyasal reaksiyon araciligiyla
gerceklesmektedir, oncelikle alkol dehidrogenaz enzimi araciligla, etanol, asetaldehite oksitlenir,
ardindan aldehit dehidrogenaz enzimi araciligla asetaldehit, asetik aside dontstiiriiliir. Her iki
reaksiyonda da elektron transferi molekiiler oksijen araciligiyla ger¢eklesmektedir. Asetik asit
bakterilerindeki, quinonlar gibi alternatif terminal elektron alicilarinin varligi yasamlarinin
stirdiirebilmelerini ve hatta alkolik fermantasyon sirasinda ya da, tamamen anaerobik ortamlarda
bulunabilmelerini agiklamaktadir [29]. Acetobacter cinsinin, sahip oldugu alkol dehidrogenaz
aktivitesi, ozellikle sarap tiretiminin yapildigi ortamlarda Gluconobacter tiirlerine gore daha
yiiksektir. Bu nedenle Acetobacter cinsine ait tiirler, yiiksek miktarda asetik asit {iretirler.
Ortamda asirt miktarda siilfit olusumu, asetaldehit konsantrasyonunda artisa neden olur ve bu
molekiiller arasinda, kararli baglar olusacag: icin, alkoliin, asetik aside doniisiimii engellenmis
olur. Alkol dehidrogenaz ve aldehit dehidrogenaz enzim sistemlerinin her ikisi de aktif bolgeleri
ile birlikte, bakterilerin hiicre zarinin dig kisminda konumlanmaktadirlar. Bunun sonucu olarak,
reaksiyon lriinleri, hiicre iginde degil bakterinin bulundugu besiyeri ortaminda sentezlenir [30].
Bununla birlikte alkol dehidrogenaz enziminin sitoplazmik formunun da bulundugu ve diger

alkol dehidrogenazlara gore ¢ok diisiik aktiviteye sahip oldugu literatiirde belirtilmistir [31].
1.4.1.2.3.0rganik Asitlerin Metabolizmasi

Birgok asetik asit bakterisi i¢in laktik asit, 1y1 bir karbon kaynagidir ve ¢esitli metabolik yollar
araciligiyla, degisik son iirlinlere oksitlenebilir. Bu yollardan birisi, laktik asidin piriivata okside
oldugu ve ardindan piriivat dekarboksilaz enzimi tarafindan, piriivatin asetaldehit ve karbon
dioksit (CO2)’e okside oldugu reaksiyon zinciridir. Asetaldehit ise daha sonra son iiriin olan
asetik asit olusumu i¢in okside olur. Burada, piriivat dekarboksilaz enziminin aktivitesi,
bakterinin bulundugu besiyerinde baskin olan substrata baglidir. Bu aktivite mannitol varliginda

tespit edilemez iken, laktik asit varliginda maksimum seviyededir [32].

Birgok organik asidin tam oksidasyonu, bakteri metabolizmasinda fonksiyonel krebs dongiistiniin
bulunabilmesine baglidir. Gluconobacter cinsine ait bakteriler asetik asidi tamamen okside

edemedikleri gibi, diger organik asitleri de tamamen okside edemezler. Bakteri metabolizmasinda
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asetik asit, asetil koenzim A (KoA) sentetaz enzimi araciligiyla, asetil koenzim A’ya okside olur
[30]. Asetil koenzim A ise, krebs dongiisiine girer ve dongii tamamlanip CO; ve su olusmadan
once ara metabolitlere doniistiiriiliir. Asetik asitin ortamda bulunmasi, asetil koenzim A sentetaz
enziminin aktivitesini artmasina sebep olsa da, bu aktivite etanol ve glukoz tarafindan giiclii bir

sekilde engellenir [19].
1.4.1.2.4. Azot Metabolizmasi

Asetik asit bakterilerinden, bazi tiirler atmosferik azotu fiske edebilmektedir. Bu 6zellik ilk defa,
1980’1lerin sonunda Gluconacetobacter diazotropicus’ta tanimlanmistir [33]. Son zamanlarda
yapilan arastirmalarda Ga. diazotropicus disinda alt1 tiirlin daha bu 6zellige sahip oldugu
belirtilmistir. Bu tiirler:  Gluconoacetobacter johannae, Gluconacetobacter azocaptans,
Acetobacter peroxydans, Swaminathania salitolerans, Acetobacter nitrogenifigens ve
Gluconacetobacter kombuchae’dir [34]. Diger tiirler ise basit bir azot kaynagi olarak amonyagi
kullanirlar [35]. Boylece, bu bakteriler kendi amino asitlerinin tamamin1 ve diger azotlu
bilesikleri amonyaktan sentezleyebilirler. Bakterilerin gelistirildigi besiyerinde kullanilan amino
asit tiiriiniin bakteriyel gelismi tesvik edici yada engelleyici etkisi bulunabilir. Bu nedenle,
glutamat, glutamin, prolin ve histamin bakterilerin gelisimini tesvik ederken, valin’in
G.oxydans’in, treonin ve homoserin’in ise Acetobacter aceti’nin gelisimini engelledigi

gbzlenmistir [36].

Asetik asit bakterilerinin, sirke iiretimi sirasinda belirli aminoasitleri tercih ettigi gézlenmistir
[37, 38]. Uziim sirasinda ve sarapta bol miktarda bulunan prolin aminoasidinin, asetik asit
bakterileri tarafinda tercih edilmesi dikkate degerdir. Ciinkii fermantatif kosullarda bu aminoasit
mayalar tarafindan kullanilmaz. Yine fermantasyon sirasinda mayalarin otolizi sonucu, ortama
dagilan amimoasitler de asetik asit bakterilerinin gelisimine katkida bulunabilir. Aslinda, amino
asit miktarmin diisiik oldugu besiyeri ortaminda, alkolden ya da diger substratlardan sirke liretimi
yapilirken ek besinsel takviyeler eklenmelidir. Ancak bu genellikle sarap gibi fermantasyon

tirtinleri igin gerekli degildir [38].
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1.5. Asetik Asit Bakterilerinin Sistematigi

Asetik asit bakterilerinin morfoloji, biyokimyasal ve fizyolojik kriterlere gore ilk siniflandirmasi
Visser’t Hooft (1925) ve Asai (1935) tarafindan yapilmistir. Bu smiflandirmada asetik asit
bakterileri, Acetobacter ve Gluconobacter cinsleri olmak tizere ikiye ayrilmistir. Daha sonra
1950°de Frateur, esas olarak bes fizyolojik kritere gore siniflandirma yapmustir. Bu fizyolojik
kriterler, katalaz aktivitesi, glukozdan glukonik asit iiretimi, asetik asidin su ve COz’e
oksidayonu, laktik asidin su ve COy’e oksidasyonu ve gliserol’in dihidroksi asetona
oksidasyonudur. Bu kriterlere gore Acetobacter cinsi, peroxydans, oxydans, mexosydans ve
suboxydans olmak tizere 4 gruba ayrilmistir. Bakteriyel sistematik i¢in iyi bir referans olan
“Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” isimli eserin 6. baskisinda ise, Acetobacter
cinsi, asetik asit ve laktik asidi, su ve CO;’e okside edebilen, peritrik flagella sayesinde hareketli
ya da hareketsiz bakteriler olarak tanimlanirken, Gluconobacter cinsi ise, asetik asit ve laktik
asidi su ve CO;’e okside edemeyen, polar flagellalar: sayesinde hareket edebilen ya da haraketsiz
bakteriler olarak tanimlanmistir. Ayrica Gluconobacter cinsi, Pseudomonadaceae familyasina
dahil edilirken [39] Acetobacter cinsi ise ne tek basina bir familya olarak tanimlanmis, ne de
baska bir familyaya dahil edilmistir. Ad1 gecen referans kitabin 1984 tarihli baskisinin ismi,
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology olarak degistirilmistir. Bu kitabin 2005 tarihli
baskisinda, bakterilerin siniflandirlmasinda, bakteriyel genomdaki yiizde olarak guanin-sitozin
(GC) miktarinin belirlenmesi, DNA-DNA melezlenmesi, DNA-rRNA melezlemesi ve ribozomal
gen dizilerinin (5s rRNA, 16s rRNA ve 23s rRNA) analizi gibi baz1 molekiiler tekniklerin
taksonomik kriter olarak kullanilabilirliginden bahsedilmistir. Bu teknikler sayesinde,
Acetobacter ve Gluconobacter cinslerinin yogun bir sekilde, filogenetik benzerlik gosterdikleri
tespit edilmistir, bunun sonucu olarak bahsedilen kitabin bu baskisinda daha o6nce a-
Proteobacteria boliimiine dahil olan [40] iki cins de Acetobacteriaceae familyasina dahil
edilmistir[35]. Ayrica Acetobacter cinsi igerisinde dort bakteri tiirli Acetobacter aceti,
A.pasteurianus, A.liquefaciens ve A. hansenii bulunurken, Gluconobacter cinsi ise sadece tek bir
tir (G.oxydans) igermekteydi. Acetobacter tiirlerinin etanolii, asetik aside doniistiiriip ardindan
asetik asidi, su ve CO;’e okside etmeleri ve Gluconobacter tiirlerinin ise etanolii, asetik aside
okside edip, ancak asetik aside okside ettigi halde su ve COy’e okside edememeleri bu cins

arasindaki ana farklilik olmaya devam etmistir.
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Gegtigimiz son 30 yil igerisinde, molekiiler biyolojideki gelismelere paralel olarak, bakterilerin
taksonomisi siirekli olarak revize edilip, yeniden diizenlenmektedir. Acetobacteriaceae familyasi
da bu diizenlemelerin disinda kalmamistir. Daha 6nce ki, iki asetik asit bakteri cinsine ek olarak
dokuz yeni cins de Acetobacteriaceae familyasina dahil edilmistir. Bu cinsler: Acidomonas [41],
Gluconacetobacter [42], Asaia [43], Kozakia [44], Saccharibacter [45], Swaminathania [46].,
Neoasaia [47], Granulibacter [48] ve Tanticharoenia [49]’dir. Boylece giiniimiize kadar

tanimlanmis asetik asit bakterileri 11 cins ve 58 tiirden olugmaktadir ( Tablo 1.3.).

Tablo 1.3. Asetik Asit Bakterilerinin cins ve tiirleri [19].

Cins Tiir

Acetobacter aceti

Acetobacter pasteurianus

Acetobacter pomorum

Acetobacter peroxydans

Acetobacter indonesiensis

Acetobacter tropicalis

Acetobacter syzygii
Acetobacter

Acetobacter cibinongenesis

Acetobacter orientalis

Acetobacter orleaniensis

Acetobacter lovaniensis

Acetobacter estuniensis

Acetobacter malorum

Acetobacter cerevisiae

Acetobacter oeni

Acetobacter nitrogenifigens

Acetobacter Acetobacter senegalensis

Acetobacter ghanensis

Acetobacter fabarum

Acidomonas Acidomonas methanolica

) Asaia bogorensis
Asaia

Asaia siamensis




Asaia

Asaia krugthepensis

Asaia lamnensis

Gluconacetobacter

Gluconacetobacter liquefaciens

Gluconacetobacter diazotrophicus

Gluconacetobacter xylinus

Gluconacetobacter hansenii

Gluconacetobacter europaeus

Gluconacetobacter oboediens

Gluconacetobacter intermedius

Gluconacetobacter sacchari

Gluconacetobacter entanii

Gluconacetobacter johannae

Gluconacetobacter azotocaptans

Gluconacetobacter swingsii

Gluconacetobacter kombuchae

Gluconacetobacter nataicola

Gluconacetobacter rhaeticus

Gluconacetobacter saccharivorans

Gluconacetobacter persimmonis

Gluconobacter

Gluconobacter oxydans

Gluconobacter frateurii

Gluconobacter assai

Gluconobacter cerinus

Gluconobacter aibidus

Gluconobacter thailandicus

Gluconobacter

Gluconobacter kondonii

Gluconobacter roseus

Gluconobacter

Gluconobacter sphaericus

Gluconobacter japonicus

Gluconobacter kanchanaburiensis

Gluconacetobacter wancherniae

Granulibacter

Granulibacter bethesdensis

Kozakia

Kozakia baliensis

31
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Neoasaia Neoasaia chiangmaiensis
Saccharibacter Saccharibacter floricola
Swaminathania Swaminathania salitolerans
Tanticharoenia Tanticharoenia sakaeratensis

Acetobacter cinsi, Gluconacetobacter cinsinden biyokimyasal olarak ubikinon-10 (Q-10) yerine,
ubikinon-9 (Q-9) tiretmesiyle ayrilmaktadir [42]. Ubikinon-10 (Q-10) ise, diger tiim asetik asit
bakterilerinde bulunan alternatif bir elektron alicisidir [28]. Sadece Acidomonas methanolica
tiirtinden olusan, Acidomonas cinsi ise, kendine 6zgii olarak metanolii karbon kaynagi olarak
kullanarak gelisebilmektedir [41]. Son zamanlarda tanimlanan Granulibacter cinsinin de bdyle
bir kapasiteye sahip oldugu tespit edilmistir [48]. Asaia ve Swaminathania cinsine asit bakteriler
ise etanolden ¢ok az asetik asit {iretirler ya da hig tiretmezler, ayrica % 0.35 {izerindeki asetik asit
konsantrasyonlarinda gelisim gosteremezler. Literatiirdeki ¢alismalara gore, bu cinslere ait suglar

genellikle ¢igeklerden [43] ve piringten [46] izole edilmistirler.

Kozakia, Saccharibacter, Neoasaia, Granulibacter ve Tanticharoenia cinslerinin her birinde
sadece tek bir bakteri tiirli bulunmaktadir. Etanolden ¢ok az miktarda asetik asit iiretimi yapan,
asetik asit ve laktik asidi okside etme kapasiteleri ¢cok diisiik olan bu tiirler, genellikle Asya
iilkelerinde topraktan, c¢igeklerden ve meyvelerden izole edilmislerdir [8]. Diger taraftan
Granulibacter cinsi bakteriler ABD’de hastanelerde tedavi goren kronik granulomatozis
hastalarindan izole edilmistir. Bu nadir goriilen durum, katalaz aktivitesine sahip parazitlerin
gelisimini  kolaylastiracak hidrojen peroksit ve siliper oksitlerin birikimi ile karakterize
edilmektedir [48]. Baz tiirler; Acidomonas, Asaia, Neoasaia, Saccharibacter ve Tancticharoenia
ise, yiksek ozmofilik ozellik gosterir ve %30’un iizerindeki seker konsantrasyonuna sahip

besiyeri ortaminda gelisim gosterebilmektedir [50, 51].
1.6.Asetik Asit Bakterilerinin Kiiltivasyonu

Asetik asit bakterileri geleneksel olarak, besiyeri ortaminda gelisimleri zayif oldugu icin,
kiiltivasyonu zor olan mikroorganizmalar olarak kabul edilir. Bunun sonucu olarak, literatiire
bakildiginda asetik asit bakterilerinin kiiltiire alinmasi i¢in ¢esitli besiyerlerinin kullanildig:

gozlenmistir. Daha ¢ok iiziim, lizim siras1 gibi ortamlarda gelisen asetik asit bakterilerini izole
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etmek i¢in Glukoz-Yeast extract -Carbonat (GYC) agar (%5 D-glukoz, %1 maya ekstrakti, %0.5
CaCOg3 ve % 2 agar) kullanilir[50]. CaCOj3 varliginda besiyerinin opak bir goriiniimii vardir,
ancak bakteri gelisip asit tirettigi zaman, CaCOj3 ¢Oziiniir ve koloninin etrafinda, berrak zonlar
olusur. Bu besiyerine 100mg/L olacak sekilde natamisin eklenirse, maya ve kiiflerin gelismi de

engellenmis olur[53].

Mannitol-Yeast Extract-Pepton (MYP) agar (% 2.5 D-Mannitol, % 0.5 maya oziitii, % 0.3
pepton, % 2 agar ) da asetik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in benzer sonuglar verebilmektedir.
Bu besiyerlerinde asetik asit bakterileri, 2 ile 4 giin arasinda, 28°C sicaklikta, aerobik kosullarda
gelisebilmektedirler. Yine literatiideki bazi1 ¢alismalarda besiyerine takviye olarak, %2 etanol ya
da %10 steril sarap eklendigi goriilmiistiir[54]. Ancak, bu besiyerleri sarap iiretiminde kullanilan
ornekler ile yapilan calismalarda bir problem rapor edilmese de, besiyerlerindeki bakteriyel
gelisimde farkliliklar gozlenmistir. Hatta mikroskobik sayim sonucunda kiiltiir ortaminda
canliligin1 devam ettirebilen, ancak agar ortaminda sayimi yapilacak kadar gelisim gosteremeyen
bakteriler oldugu belirlenmistir[55]. Bu duruma paralel olarak, literatiirde, sirke tiretimi sirasinda
alinan oOrneklerdeki, asetik asit bakterilerinin kiiltiire edilmesinde zorluklarin oldugu bir ¢ok
calisma da rapor edilmistir[56, 57, 58, 59]. Bu problemler, alt katmaninda %0.5’1ik, st
katmanina %]1°lik agar bulunan ¢ift katmanl Asetik asit-etanol (AE) agar kullanilarak kismen
coziilmistiir AE agar gibi, alkol ve asetik asit igeren, ¢ift katmanli agar ile asetifikasyon ortami

taklit edilebilmektedir[60].

1.7.Asetik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

Yakin gegmiste, bakteriyel tiirlerin siniflandirilmasi, morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik
kriterlere dayanmaktaydi. Bu tip fenotipik karakteristikler, izolatlarin hangi cins ve tiire ait
oldugunu belirlemek i¢in kullanilabilmektedir. Genelde asetik asit bakterileri siniflandirilirken,
hiicre ve koloni morfolojisine, Gram (+/-) davranisina, katalaz ve oksidaz aktivitesine bakilir [8].
Asetik asit bakterilerinin siniflandirilmasinda tiir ve cins bazinda ayrim verecek kadar kullanigh

olan testler asagidaki gibidir:

1. Etanolden, asetik asit Gretimi
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. Laktik asit ve asetik asitin asir1 oksidasyonu sonucu, CO; ve H,O olusumu

. % 0.35lik asetik asit varliginda gelisim

. % 1’lik nitrik asitli ortamda gelisim

. Glukozdan, 2-ketoglukonik asit, 5-ketoglukonik asit ve 2,5- ketoglukonik asit olusumu
. Gliseroliin ketogenezi

. Degisik karbon kaynaklarinda gelisim (metanol gibi)

. Kahverengi ve suda ¢oziinebilir pigmentlerin olusumu

© 00 N O O B~ W DN

. Glukoz veya fruktozdan, y-pironlarin olusumu

-
©

Sekerlerden asit iiretimi

-
-

. Seliloz tiretimi

-
N

% 30’luk glukozlu ortamda geligim

-
w

Flagella varligi, hiicredeki pozisyonu, ve hareketlilik (motilite) testleridir.

Bu testler asetik asit bakterilerinin tanimlanmasinda, cins ve tlir ayrimi yapilmasinda yaygin
olarak kullanilabilmektedir ( Tablo 1.4.). Testlerin bir ¢ogu farkl: tiirler arasinda, hatta ayni tiiriin
farkli suslar1 arasinda da, degisik sonuglar vermektedir. Bu ise izolatlarin, anlaml bir sekilde
tanimlanmasini1 zorlastirirken, giivenilir sonuglar almak i¢in daha fazla testin yapilmasi
zorunlulugunu ortaya ¢ikarir. Bu testlerin disinda, genotipik ve molekiiler kriterlere dayanan daha
1yi alternatif testlerde bulunmaktadir.  Genetik bilimi ve molekiiler biyolojideki gelismeler,
ozellikle DNA gibi molekiillerdeki, polimorfizim ve degiskenligin, gidalardaki
mikroorganizmalarin karakterizasyonuna ve tanimlanmasina olanak saglamistir. Bunun sonucu
olarak, son yillarda, DNA-DNA melezleme, ribozomal genlerin dizi analizi gibi molekiiler
teknikler kullanilarak, asetik asit bakterileri i¢ine dahil olan tanimlanmis cins ve tiirlerin sayisi

artmistir[19].



Tablo 1.4. Asetik asit bakterilerinin degisik cinslerinin fenotipik karakteristikleri [8, 28].

35

Karakteristik A G Ac Ga As K S Sa Na | Gr T
Etanolden, asetat tiretimi + + + + - - - z/- + z -
Asetat’in CO, ve H,O’ya oksidasyonu + - + + z z z - - z -
9%0.35’1ik asetik asitte gelisim + + + + - - - - + te -
%1°1ik nitrik asitte gelisim - - + - - - + te - te -
+ + - + + + te te te te te
Glukozdan, glukoronik asit olusumu
Gliseroliin, ketogenezi + + - + z z + - z - -
Metanolde gelisim - - + - - - - - - + -
Kahverengi, suda ¢oziinebilir pigment olusumu - - - + - - + - - te -
Glukozdan, y-pironlarin sentezlenmesi - + te + - - te te te te te
Fruktozdan asit tiretimi - + - + + - + + + te te
Seliiloz tiretimi - - - + - - - te te te te
%30’luk glukozda gelisim - - + - + z + + + te -
Flagellanin, varlig1 ve hiicredeki konumu per pol pol per per - per - - - -
Major elektron alicisi ( Ubikinon) Q9 Q10 Q10 Q10 Q10 Q10 Q10 Q10 Q10 | Q10 | Q10
GC igerigi (%) 52-64 | 54-64 | 62-63 | 56-67 | 59-61 | 56-57 | 52-53 | 57-60 63 59 66

A-Acetobacter, G-Gluconobacter, Ac-Acidomonas, Ga-Gluconacetobacter, As-Asaia, K-Kozakia, S-Swaminathania, Sa-Saccharibacter, Na-Neoasaia, Gr-Granulibacter, T-

Tanticharoenia, (+)pozitif, (-) negatif, Z-zayif, te-tespit edilmemis, per-peritrik, pol-polar
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1.8.Asetik Asit Bakterilerinin tammmlanmasinda kullanilan molekiiler teknikler

Bu tekniklerden ilki, bakterilere ait DNA pargaciklarindaki GC yiizdesinin analizidir.
Acetobacteriaceae familyasindaki her tiir i¢in belirli bir GC yiizdesi tespit edilmistir,
ancak GC ylizdesi, bir izolatin tanimlanmasi i¢in tek basina yeterli degildir [35]. Asetik
asit bakterilerinin DNA’larindaki GC yiizdesi, %52 ile %67 arasinda degisiklik
gbstermesine ragmen, birgok tiirlin GC ylizdesi bu araligin ortasindadir (6r: % 59).
Diger taraftan bu kriter, DNA-DNA melezlemesi, DNA-rRNA (16s rRNA) ve ¢esitli
morfolojik ve fizyolojik testlerle birlikte, yeni tiirlerin tanimlanmasinda kullanilabilir.
Bu sekilde fenotipik ve genotipik yontemlerin birlikte kullanimina polifazik yaklasim

denilmektedir [19].

Asetik asit bakterilerinin tanimlanmasinda kullanilan diger bir teknik ise, ribozomal
genlerin veya 16S ribozomal DNA (rDNA) geni ile 23S rDNA geni arasindaki
intergenik bolgenin, DNA dizi analizi ile belirlenmesidir [28]. Bu intergenik bolgeler,
internal transribed spacers (ITSs) olarak bilinmektedir. Bunlarin disinda, asetik asit
bakterilerinin siiflandirilmasi amaciyla RecA geninin DNA dizi analizinin de kullanimi
onerilmistir [8]. Fakat, son yillardaki gelismelerle birlikte DNA dizi analizinin
maliyetinin diismesine ragmen, yiizlerce izolatin dizi analizini yaparak, sistematik
amagch kullanimi kolay ve pratik degildir. Bu nedenle mikroorganizmalar1 tanimlamak
ve gruplamak ic¢in, hizli, kolay ve pahali olmayan tekniklerin kullanildigi alternatif
yaklagimlar gerekmektedir. Bu teknikler genellikle, ribozomal genlerin fragment
analizine dayanan elektroforetik tekniklerdir. Bu teknikler tek baglarma kesin bir
siiflandirma i¢in kullanigsizdirlar, ancak elde edilen gruplardan secilen izolatlarin,
DNA dizi analizi teknigi ile analizi sonucunda yiiksek dogrulukta bir tanimlanma

miimkiindiir[19].

Bu metotlardan ilki 16S-ARDRA olarak bilinen, 16S rDNA geninin, PCR sonrasinda,
restriksiyon enzimleri ile kesimi ve asetik asit bakteri izolatlarina ait olan DNA
fragmentlerinin karsilastirmali olarak analizidir. Bu teknikte asetik asit bakterilerinin
16S rDNA geni yalnmizca asetik asit bakterileri ile 1450 b¢ uzunlugunda PCR iiriinii
veren spesifik primerler ile ¢ogaltilir. PCR iiriinleri, en iyi sonuglarin alindigi, Taql ve
Rsal restriksiyon enzimlerinin kullanilarak, fragmentlere ayrildiktan sonra

elektroforetik olarak analiz edilir [53, 61]. Ancak iki bakteri grubunun bu teknik ile
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ayrimi miimkiin olmamistir. Bunlardan birincisi, Gluconoacetobacter liquefaciens, Ga.
xylinus ve Ga. europaeus grubudur. ikincisi ise, Gluconobacter frateurii ve
Gluconobacter asaii’nin oldugu gruptur. Bu sorunu asmak igin, degisik restriksiyon
enzimleri kullanilmistir [56]. Bu bahsedilen yontem daha ¢ok iiziim siralari ve
saraplardan izole edilen asetik asit bakterilerinin tanimlanmasi igin tercih edilmistir.
Yine bu yontemle endiistriyel fermantasyonlardan elde edilen izolatlarin, restriksiyon
profilleri referans suslar ile karsilastirilarak tanimlanmistir. Ayrica bu teknik tizim [62]
ve sirkelerdeki asetik asit bakteri florasini taramak [57] ve balzamik sirke iiretimi

sirasinda izole edilen asetik asit bakteri izolatlarini tanimlamak i¢in kullanilmistir [64].

Asetik asit bakterilerini tanimlamak icin, 16S-23S ITS bolgesine gore de primerler
dizayn edilmistir [52]. Bu bolge ribozomal bolgelere gore, daha yiiksek derecede dizi
cesitliligi sagladigi icin , restriksiyon enzimleri ile yapilan analizlerde asetik asit
bakterileri arasinda miikemmel seviyede bir polimorfizm ve g¢esitlilik beklenmistir
Ancak ayni1 referans suslarin, ITS bolgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonrasinda, Tagl ve
Rsal restriksiyon enzimleri ile kesilen PCR iirilinleri analiz edildiginde, ¢ok miikemmel
bir tiir ayrimi gézlenememistir [52]. Bu teknik Sievers ve ark. tarafindan Acetobacter
europaeus ve Acetobacter xylinum’u birbirinden ayirt etmek i¢in kullanilmigtir [17].
Daha sonra Trcek ve Teuber, ayni restriksiyon enzimlerini kullanarak, 57 tane farkh
asetik asit bakteri susunu karakterize etmeye ¢alismislardir [63]. Ancak bu arastiricilar,
Ga. xylinus ile Ga.europaeus’u ayirt edemez iken, Ga. liquefaciens suslarini birbirinden
ayirabilmislerdir [62]. Gullo ve ark. ise onceki iki teknigi kombine ederek, geleneksel
balzamik sirkeden izole edilen izolatlar1 16S-23S-5S rDNA genleri ve ITS bolgelerini
analiz ederek tanimlamaya calismiglardir [65]. Ancak, analiz edilen bolgenin ¢ok uzun

olmasi (yaklasik 4500 bg¢) bu metot i¢in biiylik bir dezavantaj olmustur.

Buraya kadar bahsedilen metotlarin hepsi kiiltiir bagimli metotlar olmakla birlikte,
direkt drneklerdeki asetik asit bakterilerinin tespiti i¢in kiiltiirel olmayan metotlar da
bulunmaktadir. Kiiltiirel olmayan metotlardan birincisi, ger¢cek zamanli kantitatif
PCR’dir. Bu teknikte hedef bakteri tiirlerine spesifik olarak dizayn edilmis primerler
kullanilarak amplifikasyon islemi, siirekli olarak izlenir ve bakteriye ait DNA
konsantrasyonu, dongii sayisinin, logaritmik DNA konsantrasyonuna karsi olusturulan
standart egriler ¢izilerek belirlenir. Ger¢cek zamanli kantitatif PCR teknigi daha c¢ok

sirke veya sarap uretiminde kullanilan subsratlarda ya da fermantasyonu heniiz
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tamamlanmamis Uriinlerdeki florayr kontrol etmek i¢in kullanilmigtir [55]. Ancak, bu
teknikte kullanilan primer ve problar (TagMan problar1) daha ¢ok iizimden yapilan
sarap ve sirkelerin analizinde kullanilmak tiizere dizayn edilmistir. Dolayisiyla bu
teknigin, bu tiir triinlerdeki, en yaygm bulunan tiirlerin tespiti i¢in uygun oldugu
bildirilmistir[55]. Diger taraftan kiiltiirel olmayan yontemlerden, Denatiire Gradiyent
Jel Elektroforezi (DGGE) ise direkt DNA izolasyonu yapilan orneklerin mikrobiyal
kompozisyonunu belirlemek i¢in kullanilmaktadir. DGGE kompleks mikrobiyal
topluluklarin tanimlanmasi i¢in en uygun ve en fazla kullanilma sahip olan bir metottur
[9]. Cift sarmalli DNA (dsDNA) molekiiliiniin, dogrusal denatiirantlar (iire ve formamid
karisimi) gradiyenti iceren poliakrilamit jeldeki azalan elektroforetik mobilitesi bu
ayirimin nedenidir [66]. PCR tabanli bu teknik amplifiye edilmis DNA parcalarindan
olugsmus karigimin, denatiire edici bilesenler iceren poliakrilamit jel i¢cinde ayrilmasini
saglar. Normalde agaroz ya da akrilamid jel elektroforezinde her bir DNA parg¢asinin
elektroforetik mobilitesi onun boyutu ile orantilidir. Oysa DGGE’de ayni boyuttaki
DNA pargalar1 denatiirasyon profillerine gore jel tizerinde ayrilir. Cift zincirli DNA
(dsDNA) artan denatiirasyon sartlarina maruz kalinca, tek zincirli DNA(ssDNA) haline
dontisiir [10]. ds DNA’nin denatiirasyonunda fragmentler erime bolgeleri denen
yerlerde kademe kademe denatiire olurlar ve sonugta dsDNA, ssDNA’ya doniisiir.
Erime bolgeleri, ayni1 sicakliktaki eriyen baz dizilerinin olusturdugu alanlardir. Denatiire
edici gradiyent jelin belli bir noktasindaki erime sicakligi ¢ift zincirli DNA’nin erime
sicakligina ulastigi zaman sarmallar kismi olarak agilir ve molekiiliin ilerleyisi pratik
olarak durur. Sekans ¢esitliligi erime sicakliklarinin farkli olmasina neden olur ve farkl
dizilime sahip molekiillerin ilerleyisi jelin degisik noktalarinda sonlanir. Boylece jelde
farkli bant profilleri olusur. dsSDNA pargalarinin eriyip tek zincirli haline geldigi nokta
niikleotid dizilimine ve G-C yiizdesine baghdir [9, 10, 67]. Literatiirdeki calismalara
bakildiginda, bu teknigin sirke ve saraplardaki asetik asit bakterilerinin tanimlanmasi

i¢in, basaril bir sekilde kullanildig1 goriillmektedir [55, 68, 69, 70, 77, 78].
1.9.Asetik Asit Bakterilerinin Tiplendirilmesinde Kullanilan Molekiiler Teknikler

Herhangi bir mikrobiyal smiflandirma tekniginin asil amaci, bir izolatin esas olarak
hangi taksonomik birime ait oldugunu belirlemektir. Fakat, bilinen bir tiirtin farkli
genotiplerinin ya da farkli suslarinin, tiplendirilmesinin ya da ayriminin endiistriyel

acidan onemi giin gectikge artmaktadir. Ciinkii endiistriyel amacl kullanilan bir tiiriin,
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tiim suslar lirtinde ayn1 6zellikleri gostermemektedir. Molekiiler teknikler tiir, hatta sus

seviyesinde bir ayrim saglayabilmektedir.

Sirke endiistrisinde, asetik asit bakterilerinin tiir bazinda tanimlanmasi, endiistriyel
acidan Onemlidir [58]. Bu amagla, son yillarda DNA’ya dayali molekiiler tekniklerin
tiim fermente iirlinlerde oldugu gibi, sirke mikroflorasinin da detayli analizinde yaygin
olarak kullanildigr goriilmektedir. Bu tekniklerin Onemli bir kismi, tekrar eden
bolgelerdeki dizileri ¢cogaltmak iizere dizayn edilmis primerlerin kullanilarak PCR ile
cogaltilmasina dayanmaktadir. Bu spesifik oligoniikleotitler kullanilarak elde edilmis
PCR firtinleri, agaroz jelde yliriitiildiigiinde, tlire ya da susa spesifik bantlar elde etmek
mimkiindiir. Bakterileri tanimlamak i¢in kullanilan bu tekniklerle elde edilen, genetik

parmak izleri, marketlerde herhangi bir iiriinde bulunan barkodlara benzetilebilir [73].

Literatiire bakildiginda, bu tekniklerin sirke ve sarap gibi lirlinlerde bakteriyel floranin
analizi igin de kullanildig1 goriilmektedir [71, 72]. Ornegin, Nanda et. al.’m yaptig1 bir
calismada, piring sirkesinden izole edilen asetik asit bakteri izolatlarimi karakterize
etmek icin, ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)-PCR ve RAPD
(Random amplified polimorphic DNA)-PCR tekniklerini kullanmistir [24]. RAPD-PCR
tekniginde, bakteriyel genomda rastgele yerlere baglanip, her sus icin degisik sayida ve
biiyiikliikte fragmentler olusumuna sebep olan, kiigiik oligoniikleotitler (9-10 bg)
kullanilir. ERIC-PCR ve REP (Repetitive element Palindrome) —PCR ise, Gram-negatif
bakteri tiirlerinin neredeyse tamaminda, gram-pozitif bakterilerinde, birkag tiirliniin
genomlarinda dogal olarak olusmus, yiiksek seviyede, ¢oklu kopyasi bulunan ve tekrar

edilen DNA dizilerine spesifik, primerler kullanilarak yapilan genetik parmak izi
teknikleridir [73].

Asetik asit bakterilerinin tiplendirilmesinde en yaygin kullanilan rep-PCR teknigi ise
hemen hemen bir ¢ok bakterinin genomunda, c¢ok fazla tekrari bulunan (GTG)s
dizilerinin kullannomina dayanmaktadir. Bu teknik ilk olarak kakao tanelerindeki,
fermantasyondan sorumlu, asetik asit bakterilerinin siniflandirilmasi ve izlenmesi igin
kullanilmistir [75]. Daha sonralarda ise, gesitli aga¢ tiirlerine ait fi¢ilar kullanilarak
iiretilen sirkelerdeki mevcut asetik asit bakterilerinin tiplendirilmesi i¢in kullanilmistir
[76].
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Goriildiigii tizere, diinyada fermantasyon olaylarinin detayli olarak anlasilmasi, iiriin
kalitesinin standardize edilmesi ve potansiyel starter kiiltiirlerin belirlenmesi amaciyla
geleneksel yontemle iretilen sirkelerin, mikrobiyal florasinin detayli olarak
tanimlanmas1  i¢in yogun calismalar yapilmaktadir. Ulkemizde ise, sirke
mikroflorasinin tanimlanmasina yonelik herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Oysa
bilindigi gibi, fermente {iriinlerin mikrobiyal floras1 hammadde ve tretim teknigine
bagli oldugu kadar bolgesel floraya da baglidir. Diger taraftan geleneksel yontemle
uiretilen sirkelerde gelisen mikrofloranin ve dolaysiyla iiretim sirasinda gergeklesen
biyokimyasal doniisiimlerin detayli olarak bilinmesi iilkemiz kosullarinda kaliteli ve
giivenilir sirke {liretimi igin birinci derecede onemli bir faktdr olarak goriilmektedir.
Dolayisiyla bu calismada, iilkemizde geleneksel ve spontan fermantasyon teknikleri
kullanilarak iiretilmis, sirkelerin bakteriyel florasi kiiltiir bagimhi ve kiiltiir bagimsiz

molekiiler teknikler kullanilarak tanimlanmaya calisilmistir.



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

2.1.Materyal
2.1.1. Deney Tasarimi

Bu aragtirmada {ilkemizin 2 farkli bolgesinden temin edilen geleneksel yontemle
tiretilmis sirke ornekleri ile bu Orneklere ait sirke analarinin bakteriyel floras1 PCR-
DGGE, rep-PCR, 16s RNA ve ITS boélgesi dizi analizi gibi kiiltiirel ve kiiltiirel olmayan

yontemlerle analiz edilerek tanimlanmustir.
2.1.2. Sirke Numunelerinin Temini

Bu calismada starter kiiltiir kullanilmadan geleneksel yontemle tliretim yapan 3 farkh
yerel lireticiden aseptik kosullarda 4 farkli elma sirkesi ve anasi ve yine 4 farkli iziim
sirkesi ve anas1 ornegi alinmistir. Hammadde ve iiretim yontemi hakkinda iireticilerden

alinan bilgiler Tablo 2.1°de verilmistir.
2.2.Yontem

2.2.1. pH Tayini

pH tayini, Inolab 720 marka (WTW, Almanya) pH metre kullanilarak 3 paralelli

olarak yapilmustir.
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Tablo 2.1. Sirke ve sirke anas1 6rneklerinin genel 6zellikleri.

Uretici Bolge Ornek Kodu Ornek Tipi Fermentasyon Metodu
RE Elma Sirkesi
Yiizey Kiiltlir Yontemi
REA Elma Sirkesi Anasi
A Bolu-Diizce
RU Uziim Sirkesi
Yiizey Kiiltlir Yontemi
RUA Uziim Sirkesi Anasi
SE Elma Sirkesi
B Kayseri Yiizey Kiiltiir Yontemi
SEA Elma Sirkesi Anasi
C Kayseri zU Uziim Sirkesi
Yiizey Kiiltlir Yontemi
ZUA Uziim Sirkesi Anasi

2.2.2. Sirke ve Sirke Anas1 Orneklerinde PCR-DGGE Yéntemi ile Bakteriyel

Floranin Analizi
2.2.2.1. Sirke ve sirke anas1 6rneklerinden direkt DNA izolasyonu

Sirke orneklerinden direkt DNA izolasyonu igin steril santrifiij tiiplerine 2 ml 6rnek
aktarilarak 8000g’de 20 dk santrifiijj edilmistir. Santrifiijleme sonucunda olusan
stipernatant dokiilmiis ve dipte kalan pellet, 1.5 ml saline-EDTA-PVP ¢ozeltisi (0.15 M
NaCl, 0.1 M EDTA, %2 PVP; pH: 8.0) ile 3 kez yikanmustir. Daha sonra ayni

¢ozeltiden 500 pl tiiplere ilave edilerek asagidaki islem basamaklar: takip edilmistir;

1. Tipler, 30 dakika 75°C’de 1sitic1 blokta (Bioer-Thermo Cell-HB-202,
China) bekletilmistir.

2. Tiiplere, 20 pl lizozim ¢ozeltisi (50mg/ml) ilave edilerek 37°C’de 45 dk

inkiibasyona birakilmistir.
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11.

12.

13.

14.
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Tiiplerdeki s1vi hacminin %10°u kadar Sodyum dodesil siilfat (SDS) ve 20
ul Proteinaz K ilave edildikten sonra 40°C’de tiipler berraklasincaya kadar

inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra tiiplerin i¢gindeki toplam sivi hacminin %20’si kadar
5M NaCl ve %10’u kadar Cetyl trimetil amonyum bromiir (CTAB)
cozeltisi (%10 CTAB /0.7M NacCl) ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Tiipler, 65°C’de 10 dakika 1sitic1 blokta inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra tiiplerin icindeki sivi ile esit hacimde
fenol;kloroform;izoamilalkol (25;24;1) ilave edilerek tiipler 15 dakika

yavasea ters diiz edilmistir.

Tiipler 15000g’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz, yeni bir tiipe

aktarilmastir.

Tiplerin i¢indeki sivi ile esit hacimde kloroform;izoamilalkol (24;1) ilave

edilerek tiipler 15 dakika yavasca ters diiz edilmistir.

Tiipler 15000g’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz, yeni bir tiipe

aktarilmistir.

DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in tliplerdeki hacmin 0.6 kati kadar soguk
1zopropanol eklenerek tiipler bir gece -20°C’de bekletilmistir.

Sonra tiipler, 15000g’de 15 dakika santrifiij edilerek, santrifiij sonunda

siipernatant atilmistir.

Tiiplere 500ul, %70’lik etanol ilave edilerek, tekrar 15000g’de 15 dakika

santrifiij edilmistir.
Tiplerdeki slipernatant atilirak pellet kurumaya birakilmistir.

Sonra DNA, icinde 2ul RNAaz bulunan 50ul TE (10mM Tris, ImM
EDTA) buffer igerisinde ¢ozlilmiistiir.
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15. DNA miktari, nanodrop (ACTGene, UVS-99) kullanilarak ol¢lilmiistiir.
Olgiim sonucunda DNA konsantrasyonu 100ng/ul olacak sekilde

seyreltme yapilmustir.

Sirke analarindan aseptik kosullarda 10 g oOrnek, bilyeli doku pargalayici cihazinin
(Restch MM400, Almanya) kapsiilii igerisine tartilmis ve lizerine 3ml saline- EDTA-
PVP c¢ozeltisi ilave edilerek 30 MHz frekansda 2 dakika par¢alanmistir. Elde edilen
homojenattan 100 pl alinip 2 ml’lik steril tliplere aktarilmig ve {izerine 500 ul saline-
EDTA-PVP c¢ozeltisi eklenmistir. Ardindan sirke oOrneklerinden direkt DNA
izolasyonunda kullanilan protokoliin basamaklar1 uygulanarak DNA izolasyonuna

devam edilmistir.
2.2.3. PCR-DGGE Analizi

2.2.3.1. 16S rRNA V7-V8 Bolgelerinin PCR ile Amplifikasyonu

Asetik asit bakterilerinin DGGE ile analizi i¢in pek ¢ok bakteriye spesifik bolgeler
iceren 16S rRNA geni iizerindeki V7-V8 bolgeleri, WBAC1-GC ve WBAC2 primerleri
kullanilarak amplifiye edilmistir (Tablo 2.1.). WBAC primer setinin 16S rDNA geni
tizerindeki konumu Sekil 2.1°de sematik olarak gosterilmistir. Toplam reaksiyon 50 pl
olacak sekilde 25 pl ticari PCR master mix (Qiagen, GmbH, Germany), 18.6 ul dH,0,
40 uM ileri primer, 20 uM geri primer, 4 ul DNA kullanilmigtir. 16S rRNA’ nin V7-
V8 bolgelerinin amplifikasyonu i¢in PCR kusullari cihaza yiiklenmis (Techne TC-5000,
ABD) ve optimize edilmistir (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. V7-V8 bolgelerinin amplifikasyonu i¢in kullanilan primerlerin baz dizilimi.

Oligoniikleotid Dizi (5°-3°) Amplikon | Literatiir
uzunlugu

Ileri pimer 5’-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA-3’

WBAC1

Geri primer 5’-CCCGGGAACGTATTCACCGCG-3’

WBAC2Z 328 be [68]

GC clamp 5’-CGCCCGCCGCGLCCCeaeaecece
GGCCCGCcaLeeeeasceeee-3
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Sekil 2.1. 16S rDNA genine gore dizayn edilen WBAC primer setinin sematik olarak
gosterimi (Lactobacillus plantarum’ a gore, Gen Bankasi Erisim Numarasi, AJ271852)
[68].

Tablo 2.3. V7-V8 bolgelerinin amplifikasyonu i¢in uygulanan PCR dongii kosullar

Islem basamag Sicaklik (°C) Siire Dongii sayis1
[k denatiirasyon 95 5dk 1
Denatiirasyon 95 1dk

Yapisma 67 30sn 30
Uzama 72 1 dk

Final uzama 72 5dk 1

2.2.3.2. DGGE analizi

2.2.3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

% 40 hik akrilamid/bis (37.5:1) hazirlanmasi: 38.93g akrilamid (Sigma/ A9099) ve
1.079g bis-akrilamid (Sigma/ M7279) tartilmistir ve dH,0O ile 100 ml’ye tamamlanmuistir.
0.45ul’lik filtreden gegirilerek 4 °C’de muhafaza edilmistir

50X TAE tamponunun hazirlanmasi: 2429 tris base (Sigma/ T6066), 57.1ml glasiyal
asetik asit (Merck), 100 ml 0.5 M EDTA (Sigma/ E5134) (pH 8.0), ultra safH,O ile
1000 mI’ye tamamlanmistir. Karisim 121 °C’de 15 dakika otoklav edildikten sonra oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.

1X TAE yiiriitme tamponunun hazirlanmasi: 140 ml 50X TAE tamponuna 6860 ml

dH,O0 ilave edilerek toplam hacim 7.000 ml tamamlanmuistir.

% 10 luk amonyum persulfat (APS) hazirlanmasi: 0.1g amonyum persiilfat (Sigma/
A9164) tartilip dH,O ile 1 ml’ ye tamamlanmustir, -20 °C’de muhafaza edilmis ve

diizenli olarak haftalik hazirlanmistir.
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Boyama soliisyonunun hazirlanmasi: 0.1 g bromfenol blue-xylene cyanol (Sigma/
B3269), 1 x TAE tamponu ile 10 ml’ye tamamlanmis ve oda sicaklifinda muhafaza

edilmistir.

2X Jel yiikleme boya soliisyonun hazirlanmasi: 0.5 ml %2’lik bromfenol blue-
xylene cyanol (Sigma/ B3269), 7 ml gliserol (Sigma /G5516), 2.5 ml dH,0 ile 10 ml’

ye tamamlanmistir.

% 8 lik % 60 denatiirant iceren jelin (yiiksek konsantrasyonlu jel) hazirlanmasi:
20 ml % 40 akrilamid / bis (37.5:1), 24 ml deiyonize formamid (Merck, 1.09684.1000),
25.2 g ire (Sigma/ U5378) ve 2 ml 50X TAE tamponu dH,O ile 100 ml’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon ultrasonik su banyosunda 15 dakika degaz edilmis

ve koyu renkli cam siselerde muhafaza edilmistir.

% 8 lik % 30 denatiirant iceren jelin (diisiik konsantrasyonlu jel) hazirlanmasi: 20
ml % 40 akrilamid / bis (37.5:1), 12ml deiyonize formamid, 12.6 g iire ve 2 ml 50X
TAE tamponu, dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon ultrasonik su

banyosunda 15 dakika degaz edilmis ve koyu renkli cam siselerde muhafaza edilmistir.
2.2.2.2.1. Denturant Gradient jelin hazirlanmasi, yiiriitiilmesi ve goriintii alnmasi:

Yiiksek konsantrasyonlu (%60) ve diisiik konsantrasyonlu (%30) soliisyonlarin her
birinden 20 ml kullanilmistir. Yiiksek konsantrasyonlu soliisyona jeli renklendirerek
goriiniirliigiinii saglamak amaci ile 400 pl, boya soliisyonu ilave edilmistir. Her iki
soliisyona da jellesmeyi saglamak amaci ile 14 pl TEMED (Tetrametilendiamin / T7024
Sigma) ve 140 ul % 10°luk APS eklenmistir.

Gradient jel olusturmak i¢in DGGE (Dcode Universal Mutation Detection System
/BioRad) sisteminin 6zel jel dokme aparatindan faydalanimistir. 30 ml’lik
enjektorlerden birine %30, digerine %60 denaturant iceren jel enjektorle cekilerek
gradiyenti jel olusturacak olan aparata yerlestirilmistir. Denaturant konsantrasyonu jelin
altindan tistline dogru azalacak (%60 — %30) sekilde cam plakalar arasina, yaklagik 10
ml/dak. hizla jel dokiilmiis ve ardindan kuyucuklart olusturacak olan tarak
yerlestirilmistir. Jelin polimerlesmesi i¢in minimum 2 saat beklenmistir. Diger taraftan
DGGE tankina 7 litre 1X TAE tampon konulmus ve 60°C sabit sicakliga ulasincaya

kadar 1sitilmistir. Jel polimerlestikten sonra {izerindeki tarak ¢ikarilarak tanka
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yerlestirilmis ve olusan kuyucuklar 6nce 1 X TAE tamponla yikanmistir. Daha sonra 50
ul PCR firtinleri ve 5 pl jel yiikleme boyasi karisimi kuyucuklara sirasi ile yiiklenmistir.
Tampon sicakligl 60 °C’ye ayarlanmis ve sistemin pompasi ¢alistirilmistir. Sistem gii¢
kaynagina baglanarak orneklere dnce 150 V’da 4 saat elektrik akimi uygulanmistir.
Elektroforez sonunda tanktan ¢ikarilan jel 50 pg/ml etidyum bromiir (Sigma / E1510)
iceren 1X TAE buffer icerisinde 15 dakika bekletildikten sonra 5 dakika saf su
igerisinde bekletilerek yikanmistir. Olusan bantlar jel gériintiileme sisteminde (GelDoc
XR, BioRad, Hercules CA) goriintiilenmistir.

2.2.3.2.2. DGGE bantlarinin jelden alinmasi, amplifikasyonu, saflagtirilmas1 ve

analizi

DGGE jelinde ayrilan bantlar steril pipet ucu ile kesilerek jelden alinmis ve, icerisinde
50 ml steril ultra saf su bulunan 0.2 mI’lik tiiplere aktarilmis ve DNA fragmentlerinin
suya gecmesi i¢in iki giin 4°C’de bekletilmistir. Suya gegen DNA fragmentleri
WBAC1-GC ve WBAC2 primerleri kullanilarak, V7-V8 bolgeleri tekrar amplifiye
edilmis ve PCR f{iriinlerinin DGGE analizi yapilarak bantlar kontrol edilmistir. Tek tek
yiirliyen bantlar jelden kesilerek alinmis ve yine 50 pl steril saf su bulunan 0.2 ml’lik
tiplere aktarilarak DNA fragmentlerinin suya geg¢mesi i¢in iki gin 4°C’de
bekletilmistir. Suya gegen DNA fragmentleri bu kez WBAC1 ve WBAC2 primerleri ile
amplifiye edilmistir. PCR islemi i¢in 25 pl ticari PCR master mix (Qiagen, GmbH,
Germany), 0.8 pl WBACI primer, 0.8 pl WBAC2 primer, 4 pul DNA kullanilmis ve
toplam hacim, dH,0O (PCR safliginda) ile 50 ul hacime tamamlanmistir. Tablo 2.2. ‘deki
PCR termal dongii sartlar1 uygulanmistir. DGGE bantlarindan elde edilen PCR iiriinleri
tekrar kesilmis ve igerisinde 30 pl steril dH2O bulunan tiiplere aktarilmistir. Tekrar iki
giin 4°C’de bekletilen tiiplerden, WBAC1 ve WBAC2 primerleri kullanilarak, aym
termal dongii sartlarinda, V7-V8 bdolgeleri tekrar amplifiye edilmistir. PCR iirtlinleri,
RefGen Biyoteknoloji LTD. STI’ne DNA dizi analizi i¢in gonderilmistir. Dizi analizi
Sonuglar1 ise NCBI (Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi), BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) algoritmast kullanilarak, internet erisimi

vasitastyla analiz edilmistir.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Sirke ve sirke anas1 6rneklerinin pH degerleri

Bu ¢alismada 3 farkli {ireticiden temin edilen toplam, 4 sirke ve 4 sirke anas1 6rneginde

pH analizi yapilmis ve sonuglar Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Sirke ve sirke anasi 6rneklerinin pH analizi sonuglari

. RE REA RU RUA ZU ZUA SEA
Ornek SE(G)

(A) (B) (©) (D) (E) (F) (H)

pH 3.25 3.35 3.36 3.40 3.35 3.39 2.97 341

3.2. Sirke ve sirke anasi 6rneklerinin PCR-DGGE analiz sonuclari

Sirke ve sirke anasi 6rneklerinden yapilan direkt genomik DNA izolasyonu sonucunda
elde edilen DNA’lar kullanilarak, cogaltilan 16S rDNA’nin V7-V8 bolgelerinden elde
edilen DNA fragmentleri DGGE analizi ile belirlenmistir. Analiz edilen 6rneklere ait
DGGE jel profili Sekil 3.1.’de verilirken, tanimlanan mikroorganizmalar ise Tablo

3.2.”de verilmistir.
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Sekil 3.1. Sirke ve sirke anasi Orneklerine ait bakteriyel 16S rDNA geni V7-V8
bolgesinin DGGE profili (A1, C1, D1, E1, F1, G1, H1; Gluconacetobacter
hansenii, A2, A5, B1, D3, G2, H2; Gluconacetobacter europaeus, E3, F3;
Gluconacetobacter europaeus/ Gluconacetobacter xylinus, E2, F2, F4, F5,
F6; Gluconacetobacter xylinus, F7; Gluconacetobacter sp., A3, B3, D4, E4,
G3, H3; Acetobacter tropicalis/ Acetobacter indonesiensis, A4,
Lactobacillus ghanensis, B2; Gluconacetobacter diazotrophicus, C2, D2;
Gluconacetobacter intermedius, ES5, E6, E7, E8; Oenococcus oeni, C5;
Acetobacter nitrogenifigens/ Acetobacter aceti, C6, G4, H4; Acetobacter
ghanensis/ Acetobacter syzygii, G5, H5; Lactobacillus sp., G6;

Lactobacillus mali, C3, C4; Kiiltiire alinamamuis asetik asit bakterisi).
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Tablo 3.2. Kiiltir Bagimsiz Teknikle 16S rDNA Gen Bolgesine Gore Tanimlanan

Bakteriler
Erisim No.? Tiir % Eslesme
AB681098.1 Gluconacetobacter xylinus 100
JF793989.1 Gluconacetobacter hansenii 98
HQ400672.1 Gluconacetobacter europaeus 99
GuU808422.1 Lactobacillus sp. 98
FJ157230.1 Lactobacillus mali 97
DQ523496.1 Acetobacter syzygii 98
AB645730.1 Gluconacetobacter intermedius 99
JF794003.1 Gluconacetobacter oboediens 97
AB598742.1 Gluconacetobacter sucrofermentans 97
AB682235.1 Acetobacter nitrogenifigens / Acetobacter aceti 98
AB645732.1 Gluconacetobacter  rhaeticus /  Gluconacetobacter | 97
oboediens

JQ951092.1 Oenococcus oeni 98
AB680037.1 Acetobacter pasteurianus 97
AB682084.1 Acetobacter lovaniensis 98
AB645736.1 Gluconacetobacter swingsii 97
AB690235.1 Lactobacillus ghanensis 97

a- NCBI tarafindan kullanilmakta olan Gen Bankasi i¢in her canli organizmanin sahip
oldugu her hangi bir gen bélgesi i¢in kullanilan ‘“accession number” olarak bilinen

numaradir.
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4.BOLUM

TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada Kayseri ve Bolu-Diizce’de geleneksel yontemle sirke iiretimi yapan 3
farkli ireticiden toplamda 4 adet sirke (iki elma sirkesi, iki de iiztim sirkesi) ve 4 adet
sirke anasini (iki elma sirke anasi, iki de iizlim sirke anasi) rneginin bakteriyel florasi
kiiltiirel ve kiiltiirel olmayan molekiiler tekniklerle analiz edilerek tanimlanmistir. Bu
amagla bir taraftan sirke ve sirke anasi Orneklerinden direkt DNA izole edielerek
kiiltiirel olmayan PCR-DGGE yontemi ile analiz edilmistir. Diger taraftan asetik asit
bakterilerine 6zel besiyerleri kullanilarak ekim yapilmig, ekim sonunda gelisen
mikroorganizmalar sansa ve koloni morfolojilerine bagli olarak secilmis ve
saflastirilmis, ardindan bu mikroorganizmalarin fenotipik ve genotipik testler
kullanilarak tiplendirilmesi yapilmistir. Ancak kullanilan fenotipik testler tiplendirme
icin yetersiz kalmistir. Yine de mikroorganizmalarin, hangi substrati spesifik olarak
metabolize edebildigi belirlenebilmistir. Bunun disinda Tm analizi, (GTG)s-rep- PCR
ve DNA dizi analizinin kombine edildigi molekiiler teknikler kullanilarak sirke

mikroflorasindan izole edilen bakteriyel izolatlar tipledirilmis ve tanimlanmaistir.

4.1. Sirke ve sirke anasi1 orneklerinin PCR-DGGE Analiz Sonuclarimin

Degerlendirilmesi

Genetik parmak izi teknikleri belirli bir bolgedeki mikroorganizmalarin genetik
cesitliligini gosterebilmektedir. DGGE teknigi, kiiltiirel olmayan genetik parmak izi
teknikleri arasinda en yaygin kullanilanidir. Gida numunelerinden elde edilen DGGE
profillerinin analizi sayesinde bakteriyel tiirlerin tanimlanmasinin miimkiin olusu, gida
mikrobiyolojisi alanindaki analiz metotlarina énemli bir yenilik getirmistir [Ercolini,

2004].

Literatiideki calismalara bakildiginda bu teknik ile bakterilerin 16S rRNA iizerindeki
V1, V3 ve V7-V8 bolgelerinin, bakterilerde gosterdikleri farkliliklara gore mikrobiyal
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cesitliligi karakterize etmek icin gelistirilmis ve genis bir kullanim alani bulmustur

[Lopandic, 2006; Lopez, 2003].

Farkli yontemlerle sirke veya sirke iiretimnde kullanilan meyvelerin mikroflorasinin
belirlendigi bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogunda sirkelerde bulunan

mikroorganizmalar geleneksel metotlarla tanimlanmaya g¢alisilmistir [Hanmoungjai et.

al., 2007].

Ancak, DNA ve PCR temelli genomik parmak izi metotlarinin, mikroorganizmalarin
karakterizasyonu ve tiplendilirmesi i¢in hizli, giivenilir ve basit yontemler oldugu
aciktir. Bu ¢alismada, sirke ve sirke analarindan direkt izole edilen, genomik DNA’lar
kullanilarak PCR-DGGE sistemi ile analiz edilmistir. Bununla birlikte PCR-DGGE
analiz sonuglari, DNA dizi analizi sonuglart ile desteklenmistir. Sirke ve sirke
analarinin  DNA’lar1  kullanilarak, driiniin {iretiminde kiltiir olarak kullanilan
biyokiitlenin bakteriyel florasi ile, son iiriinde mevcut kalan bakteriyel floranin

karsilastirilmas1 amag¢lanmustir.

Sirke ve sirke analarindan direkt DNA izolasyonu yapilarak gerceklestirilen PCR-
DGGE analizi sonucnda farkli tiirlere ait 13 farkli bant tanimlanmistir. Bunlar:
Gluconacetobacter hansenii, Gluconacetobacter europaeus, Gluconacetobacter xylinus,
Gluconacetobacter ~ europaeus/Gluconacetobacter ~ xylinus,  Gluconacetobacter
intermedius, Gluconacetobacter sp., Acetobacter tropicalis/ Acetobacter indenesiensis,
Acetobacter nitrogenifigens/ Acetobacter aceti, Acetobacter ghanensis/ Acetobacter
syzygii, Oenococcus oeni, Lactobacillus ghanensis, Lactobacillus mali, Lactobacillus
sp., dir.

Bu calismada yapilan DGGE analizleri sonucunda Oenococcus oeni ve
Gluconacetobacter xylinus, bakterilerine ait goklu bantlara rastlanilmistir. Ayni sekilde
literatiirde de farkli bakteriler tarafindan DGGE jelinde c¢oklu bantlarin olusumuna
rastlanmistir, bu durum analizi yapilan bakterilerin ribozomal genlerin ¢coklu kopyasina
sahip olduklar1 ve bu gen kopyalarimin her birinin farkli evrimlesmesinden
kaynaklandigi ve bu sorunun iistesinden gelmek ig¢in hiicre icerisinde tek kopyasi
bulunan ve heterojenlik gostermeyen genlere (rpoB gibi) spesifik primerlerin
kullanilmas: tavsiye edilmistir. [Dahllof, 2000]. Gluconacetobacter hansenii tiiriine ait

bantlar DGGE jelinde ¢ok belirgin bir sekilde ayirt edilebilmisitr. Gluconacetobacter
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europaeus ve Gluconacetobacter xylinus, Acetobacter nitrogenifigens/Acetobacter aceti
ve Acetobacter tropicalis/ Acetobacter indonesiensis‘e ait bantlarin Gradient jelde esit
mesafelerde yiirtiyerek birbirlerinden net bir sekilde ayrilmadigi gozlenmistir. Bu
durum bu ¢alismada PCR-DGGE analizinde hedef alinan V6-V8 bolgesinin bu tiirlerde
ayn1 niikleotid dizine sahip olmasindan ileri gelmektedir. Bu durum daha 6nce yapilan

calismalarda da rapor edilmistir. Ornegin;

De Vero et. al., PCR-DGGE analizi igin referans asetik asit bakteri suslar1 kullanarak,
metod optimizasyonu amaciyla yaptiklari bir ¢aligmada Gluconacetobacter hansenii,
Ga. azotocaptans, Acetobacter malorum, Ga. diazotrophicus’ a ait bantlar1 belirgin bir
sekilde ayirt etmislerdir. Analizde kullanilan DGGE kosullarinda (%30-%60 gradientte)
Ga. xylinus ve Ga. europaeus birbirinin ayni bantlar vermistir. Yine ayni sekilde A.
pasteurianus ve A. aceti, Gluconobacter oxydans ve Gluconobacter frauterii birbirine

cok yakin amplikonlar vermistir [De vero, 2006 ].

Bu tez ¢alismasinda da oldugu gibi, literatiirdeki PCR-DGGE analizine dayanarak
yapilan bir ¢ok ¢alismada, farkl: tiirlere ait bantlarin, elektroforez sirasinda birlikte gog
ettigi gézlenmistir. Bunun nedeni ise bakterilerin 16S rDNA gen dizilerinin birbirlerine

benzer olup, ¢ok biiylik farkliliklara sahip olmamasindan kaynaklanmaktadir [ Ercolini,

2001; Van beek, 2002; Millet and Lonvaud-funel, 2000].

Yine, De Vero et. al. PCR-DGGE analizi ile yaptiklar1 bagka bir ¢aligmada bir onceki
calismay1 teyid eden sonuglar almiglardir, ancak bu calismada da kullanildigi gibi,
kendi ¢alismalarinda da kullandiklar1 primerin orijinal olarak Lactobacillus
plantarum’un 16S rDNA dizisine gore dizayn edildigi ve bu primer ile Acetobacter
aceti ve alt gruplarinin %90’nin PCR {irlinii verdigini, Gram-pozitif bakterilerin ise
%75’in PCR iiriinii verdigini belirtmislerdir [Lopez, 2003; De Vero, 2006].

Bunlarin disinda, literatiirde yapilan ¢alismara bakildiginda, bu ¢alismadan farkli olarak,
De vero et. al. yaptiklar1 ¢calismada 3 farkli balzamik sirke 6rnegi kullanarak yaptiklari
DGGE analizi sonucunda, Gluconacetobacter hansenii, Ga. azotocaptans, Acetobacter
malorum, Ga. diazotrophicus’ a ait bantlar1 tanimlamislardir. Bunlarin disinda
birbirlerine ¢ok yakin gog¢ etmis bile olsalar, Acetobacter pasteurianus, Acetobacter

aceti, Gluconobacter frauterii, Gluconobacter oxydans, Gluconacetobacter
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liquefaciens, Gluconacetobacter sacchari’ ye ait bantlar1 tanimlamislardir [ De Vero,

2006].

Haruta et. al. ise, piring sirkesinin bakteriyel florasini tespit etmek amaciyla, yaptiklar
DGGE analizi sonucunda, Lactobacillus acetotolerans ve Acetobacter pasteurianus’a

ait bantlar1 tanimlamislardir [ Haruta et. al., 2006].

Bu ¢alismada, sirke ve sirke analarina ait DGGE profilleri karsilastirildiginda ortak
bantlara rastlanilmigtir. DGGE jelindeki A, C, E, G 6rneklerinden elde edilen profiller
sirkelere ait iken, B, D, F, H 6rneklerinden elde edilen profiller ise sirke analarina aittir.
Her sirke 0rnegi ile yanyana, ayni 6rnegin anasi analiz edilmistir. Buna gére DGGE
jelindeki A ve B numunelerine ait profillerde Gluconacetobacter europaeus ve
Acetobacter tropicalis/Acetobacter indonesiensis’e, C ve D numunelerine  ait
profillerde, Gluconacetobacter hansenii ve Gluconacetobacter intermedius’a, E ve F
numunelerine ait profillerde, Gluconacetobacter hansenii, Gluconacetobacter xylinus
ve Gluconacetobacter europaeus/Gluconacetobacter xylinus’a, G ve H numunelerine
ait profillerde ise, Gluconacetobacter hansenii, Gluconacetobacter europaeus,
Acetobacter tropicalis/Acetobacter indonesiensis, Acetobacter ghanensis/ Acetobacter
syzygii ve Lactobacillus sp.’ye ait bantlar bulunmustur. Bu sonuglar dogrultusunda,
iireticilerin beyanlarina gore temin edilen sirke ve sirke analari arasinda tanimlanan
bakteriler agisindan uyumluluk oldugu tespit edilmistir. Bu yOniiyle, yapilan ¢alisma

literatiirde bir ilk olmustur.
4.2. Tez ¢calismasinda elde edilen bulgular dogrultusunda yapilan éneriler

1. Kiiltiir bagimsiz olarak yapilan, PCR-DGGE analizi her ne kadar diger
mikroorganizmalarin analizinde kendini ¢ok 1y1 bir sekilde kanitlamis olsa bile, 16S
rDNA genine dayali yapilan PCR-DGGE analizlerinde, 6zellikler V7-V8 bdlgelerine
dayanan analizler yapildiginda(asetik asit bakteri i¢in), her ne kadar bakteriler tiir
gruplart1 veya kesin tiir olarak tanimlanabilse de bazi bakteriler tam olarak
tanimlanamamaktadir. Bu nedenle Asetik Asit bakterilerine ait mikroflorayr DGGE ile
daha yiiksek kesinlikte kiiltiir bagimsiz olarak tespit edebilmek icin, bu bakterilere
spesifik, analiz edilecek bakteri tiirleri arasinda, daha diisiik benzerlikte PCR iiriinii

alinmasii saglayan, dolayisiyla gradient jelde daha iyi ayrilmis bantlar alinmasini
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saglayan, bagka gen bolgelerine (16S-23S arasi bosluk bolge gibi.) 6zgiin ve tiirden tiire

farklilik saglayabilecek primerler dizayn edilmelidir.

2. Kiiltir bagimli teknikle yapilan analizlerde ise, bu calismada yapilan fenotipik
testler, izolatlarin tiir bazinda ayrimi ve tanimlanmasi i¢in yetersiz kalmistir. Ancak
Real-time PCR ile Tm analizi yapilarak, izolatlarin erime sicakligina gore
siralandirlmasi, izolatlarin tanimlanmasi igin biiylik bir avantaj saglamistir. Bu nedenle,
sirkedeki asetik asit bakterilerinin hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlanabilmesi i¢in

genotipik testlerin kullanimi tavsiye etmekteyiz.

Ayrica kiiltiir bagimsiz teknikle, sirke ortaminda canliligini siirdiirebilen ancak, klasik
mikrobiyolojik sayim ve kiiltiivasyon teknikleriyle sayimi ve izolasyonu miimkiin
olmayan Asetik asit bakterilerinin tanimlanmasi miimkiindiir. Bunula birlikte, daha
giivenilir sonuclar alabilmek icin, kiiltiir bagimsiz teknikler ile birlikte, kiiltiir bagimli
tekniklerin kullanimini tavsiye etmekteyiz. Kiiltlir bagimi bir teknik olan (GTG)s-rep-
PCR tekniginin, literatiirde de belirtildigi gibi, daha az DNA parmak izi verebildigi,
farkli tiirden olan bakterilerin aynt DNA parmak izi profilini verebildigi sdylenmis,
ancak bu sikintinin giderilmesi i¢in ERIC-PCR tekniginin kullanilmasi tavsiye

edilmistir [Vegas et. al., 2010].

Bu calismada ise (GTG)s-rep-PCR tekniginin yetersizligini elimine etmek i¢in, her
izolatin DNA’s1 ITS bdlgesine gore real-time PCR ile ¢ogaltilmig ve Tm analizi
yapilmigtir.  Izolatlar, (GTG)s-rep-PCR teknigi ile analiz edilmeden 6nce Tm
degerlerine gore gruplandirlmistir. Bu sayede (GTG)s-rep-PCR tekniginin yetersizligi
elimine edilmistir. (GTG)s-rep-PCR sonucunda elde edilen DNA parmak izleri
gruplandirilarak, her grubu temsil edecek en az ii¢ izolat’a ait DNA’lar kullanilarak, ITS
bolgesine gore PCR ile ¢ogaltilmis ve DNA dizi analizi yapilmistir. Sonug olarak, bu
calismada kullandigimiz teknikler ile lilkemizde geleneksel ve spontan fermantasyon
teknikleri ile iiretilen sirkelerdeki asetik asit bakteri, kiiltiir bagimli ve kiiltiir bagimsiz

teknikler bir arada kullanilarak detayli olarak tanimlanmistir.
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