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In this study, bacterial population differences in biofilms of traditionally produced olive and apple
vinegars were investigated. These differences were determined by isolating species, Polymerase
Chain Reaction (PCR) amplification of the bacterial 16S rRNA gene’s V3 region, followed by
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) using the Polymerase Chain Reaction
Denaturating Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE) method, and subsequently identified
through DNA sequence analyses. The obtained sequences were aligned using the Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) analysis. Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA X)
software was utilized for phylogenetic analyses. While Komogataeibacter rhaeticus was detected as
the dominant species in olive vinegar samples, Komogataeibacter xylinus (Gluconacetobacter), also
known as vinegar bacteria, was detected as the dominant species in apple cider vinegar samples. The
bacterial species in vinegars produced by traditional methods were identified and isolated, and these
bacteria were stored as culture.
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Geleneksel Yontemle Uretilen Zeytin ve Elma Sirkesi Biyofilm Formlarindaki
Bakteriyel Floranin PZR DGJE Yontemi ile Belirlenmesi
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Bu calismada, geleneksel yontemle iiretilmis zeytin ve elma sirke biyofilmlerindeki bakteriyel
popiilasyon farkliliklari; tiirlerinin izolasyonu, bakteriyel 16S rRNA geninin V3 bélgesinin PZR
(Polimer Zincir Reaksiyonu) amplifikasyonu ve ardindan DGJE (Denatiire Edici Gradyan Jel
Elektroforezi) ile PZR DGIJE (Polimeraz Zincir Reaksiyonu Denatiire Edici Gradyan Jel Elektroforez)
yontemiyle belirlenerek, DNA dizi analizleriyle tanimlanmstir. Elde edilen diziler, BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool = Temel Bolgesel Hizalama Arama Araci) analizi ile hizalanmstir.
Filogenetik analiz icin MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, X) programi
kullanilmistir. Zeytin sirkesi 6rneklerinde Komogataeibacter rhaeticus baskin tiir olarak, elma sirke
orneklerinde ise sirke bakterisi olarak bilinen Komogataeibacter xylinus (Gluconacetobacter) baskin
tiir olarak tespit edilmistir. Geleneksel iiretim yontemiyle tiretilen sirkelerdeki bakteriyel tiirlerin
tanimlanmasi ve izolasyonu ile bu bakteriler kiiltiir olarak depolanmustir.
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Giris

Geleneksel yontemle iiretilen sirke; ilk olarak etanol
ardindan asetik asit {retimi i¢in ¢ift kademeli
fermentasyondan (alkolik ile asetik) olusur. Tahil, iziim,
elma, seker kamig1 vb. gibi ham bitkiler ile yapilmaktadir
(Budak ve ark., 2014; Junior ve ark., 2014). Sirkenin
sindirimi arttirma, istaht uyarma, antioksidan aktivite,
antimikrobiyal ve antidiyabetik etki gibi dzellikleri vardir
(Ho ve ark., 2017). Ayrica, kandaki glukoz seviyesini
kontrol etmek, lipid metabolizmasini diizenlemek ve
zayiflamak i¢in tiiketilmesi Onerilmektedir (Giudici ve
ark., 2009).

Sirke {iretimine sebep olan mikrobiyota karmasik
yapiya sahiptir. AAB (asetik asit bakterileri)’ne ait olan
giiniimiize kadar belirlenebilmis 19 adet cins icermektedir
(Acetobacter, Ameyamaea, , Acidomonas, Gluconobacter,
Asaia, Granulibacter, Gluconacetobacter,
Komagataeibacter, Neoasaia, Kozakia, Swaminathania,
Saccharibacter, Tanticharoenia, ~Commensakibacter,
Bombella, Endobacter, Neokomagataca, Nguyenibacter,
Swingsia). Acetobacter ve Komagataeibacter suslarinin
bir¢ogu, asetik asit (ticari olan) ve sirkenin (endiistriyel
olan) yararli 6zelliklerde oldugu diisiiniilen asetik asit ile
etanol direncine ek olarak yiiksek asetik asit
fermentasyonu 6zelligine de sahip olduklar bilinmektedir.
Diger yandan, Gluconobacter suslari da, farkli seker
kaynaklarindan, seker alkolleri ve diger degerli iirlinlerin
olusmasina sebep olan gseker asitlerinin oksidatif
fermantasyonu  gerceklestirme  Ozelliklerine —sahiptir
(Sengiin ve ark., 2016; Saichana ve ark., 2015). AAB
suslarmin bu 6zelliklerinden yola ¢ikildiginda, Hill ve ark.
(2014)’nin probiyotikler i¢in yaptig1 “yeterli miktarlarda
uygulandiginda konake¢iya saglik yardimi saglayan canlt
mikroorganizmalar” adli tanimina uydugu gozlenmektedir.
Mitrou ve ark. (2010a,b) ile Petsiou ve ark. (2014) da bu
hipotezi dogrular sekilde geleneksel yontemle iiretilen
elma sirkesinden belirlenememis mekanizmalarla kilo
kontrolii ile diyabet tedavisinde uygulanabilecek dogal
kaynaklardan birisi olarak s6z etmiglerdir. Benzer olarak,
Goh ve ark. (2012), bu etkilerin nedeni olarak
mikroorganizmalar1 gdsterebileceklerini  belirtmislerdir.
Bu tiir bakterilerin gastrointestinal sistemimizde yer almasi
glikoz emiliminde azalmaya, bagirsaklarimizdaki glikozun
seliiloza doniistiiriilmesiyle de kilo alimini 6nlemek igin
yararli olacag diistiniilmiistiir. Asetik asit ve sirkenin kan
glikozu iizerindeki etkilerinin arastirildigi baska bir
calisma da; sirkenin kandaki glikoz ve insiilin oranini
baskiladig1 ve diizenledigi goriilmiis, yemeklerden sonra
meydana  gelen  hiperglisemiyi  kontrol  etmekte
kullanilabilecegi sonucuna ulagilmigtir (Ebihara, 1988;
Ostman ve ark., 2005). Boyle pozitif etkileri olan
mikrobiyal  ¢esitliligin = daha  ayrintili  sekilde
tanimlanabilmesi nihai 6neme sahiptir.

Geleneksel olarak AAB’lerin, besiyeri ortaminda
gelisimleri zayif oldugu icin, kiiltivasyonu (kiiltiir
ortamlarinda yetistiriciligi) zor olan mikroorganizmalar
olarak kabul edilir ( Bartowsky ve ark., 2003). 21. yiizyila
dogru ilerledikce mikrobiyolojide kiiltiire bagiml
yaklasimdan ziyade, 16S rRNA geni dizilenmesi gibi
gelismelerin ardindan, canli/saglam bakteri hiicresine
ihtiyact olmayan kiiltiirlerden bagimsiz yontemler One
¢ikmaktadir. Dolayisiyla kiiltiirden bagimsiz molekiiler

tekniklerin kullanilmas1 ile bu mikroorganizmalarin
taksonomilerinin  gelistirilmesi  saglanacaktir. ~ Bu
yontemler yiiksek 0Ozgiillik ile duyarliliga sahiptir.
Ozellikle in vitro sartlarda iiretilemeyen organizmalar i¢in
ek avantaj saglamakla birlikte patojenler dogal
ortamlarinda ya da patolojik materyalde kisa siire iginde
tespit edilebilir (Austin, 2017). Bu avantaj kiiltir
ortaminda yetistiriciligi zor olan AAB’leri i¢in de
gecerlidir.

Cogunlukla 16 S rRNA geni (transkripsiyon sonrasi) ya
da bazen 16S rDNA olarak adlandirilan yaklasik 1500 baz-
cifti uzunlugundaki bu gen; bir yandan tiim bakteriler i¢in
ayni diziye sahip, yiiksek derecede korunan bolgeler
icermekte bir yandan da bakterilerin tiir/alt-tiir
seviyesindeki filogenetik ayirimi ile siniflandirilmalarini
saglayacak sekilde cesitli genomlar arasindaki evrimsel
uzakliga orantili olarak farklilik gosteren degisken
bolgeleri vardir (Fox ve ark., 1980).

Mikrobiyal topluluk arastirmalarinda  kullanilan
popiiler tekniklerden birisi olan DGIJE, bir 6rnekteki DNA
kisimlariin karsilastirilmasini  saglayan molekiiler bir
parmak izi yontemidir. Bu teknikte farkli dizi ve/veya
biiyilikliikteki PZR iiriinleri jel veya kapiller iizerindeki
farkli hareketleriyle ayrilmaktadir (Gilbride ve ark., 2006),
bu hareket farkliliklarindan da yeni bantlar olusmaktadir.
Farkli uzunluktaki DNA parcalarinin olusturdugu bu
bantlar jel goriintiileme sisteminde gozlenir. Ayrica elde
edilen 16S sekanslari, biyotiplerin tanimlanabilmesi igin
BLAST ile analiz edilir. Boylelikle geleneksel sirke
tretiminde baskin ya da c¢ekinik sekilde goérev alan
mikrobiyal kiiltiir belirlenebilmektedir. 16 S rRNA geninin
PZR DGIJE yontemi kullanarak  amplikonlarin
ayrilmalarini birlestiren molekiiler parmak izi yontemi,
farkli  ¢evresel numuneler igindeki  mikrobiyal
topluluklarda varyasyonlarin takibinde basarili sonuglar
gostermistir (Ovreas ve ark., 1997; Nakatsu, 2007). PZR
DGIE yontemi de dahil edildiginde molekiiler yontemlerin
analitik basarisi, hiicre lizizdeki etkinlige, ¢evre
orneklerinden geri kazanim: olan DNA kalitesine
bagimliligindan yiiksek oranda etkilenmektedir (Holland
ve ark., 2000).

Cesitli mikrobiyal ¢alismalarda kullanilan molekiiler
teknikler, farkli fermente iiriinlerin ve geleneksel gidalarin
mikroorganizma c¢esitliligini incelemek i¢in etkili bir arag
olarak hizmet etmistir. Milanovic ve ark. (2018), ev yapimi
sirke  tohumlarinda  yiikksek  dogrulukta  (%97)
Komagataeibacter, Acetobacter ve Gluconobacter
tiirlerini belirlemiglerdir. Fasoli ve ark. (2003), ticari
probiyotik yogurtlarda PCR DGIJE teknigini kullanarak
mikroorganizma tanimlamasini basariyla gerceklestirmis
ve yontemin gegerliligini dogrulamislardir. Sofu ve Ekinci
(2016) ‘nin ¢alismasi, geleneksel Tiirk Ezine peynirindeki
bakteriyel c¢esitlilik dinamiklerini PZR DGJE ve SSCP
(Single Strand Conformation Polymorphism= Tek Iplikli
Konformasyon Polimorfizmi) analizleriyle izlemis, 17
farkli Lactococcus lactis grubu ve Streptococcus
thermophilus susunu tespit etmislerdir. Maoloni ve ark.
(2020), italyan Gioddu’nun bakteri ve mantar gesitliligini
aragtirirken, diisiik  biyolojik ¢esitlilik  ve belirgin
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus varlig
gozlemlemislerdir. Sonuglara gore tespit edilen bakteri ve
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mantar tiirleri, dikkate alinan seriye bakilmaksizin
genellikle ireticiye gore kiimelenmistir. Lavasani ve ark.
(2017) geleneksel elma sirkesinden BLAST analizini
takiben belirledikleri, 16S rDNA gen sekansi, % 99 K.
xylinus 6zdeslige sahip K. X1 susunun 48 saatte yiiksek
glikoz doniigiim oranina ve in vitro olarak O6nemli
probiyotik  ozelliklere sahip oldugunu gostermistir.
Machado ve ark. (2016) ise Kombucha c¢ayindan elde
edilen Komagataeibacter rhaeticus ile biyosentezlenen
bakteriyel seliilozun G. xylinum tarafindan iiretilene benzer
ozelliklere sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu
caligmalar, molekiiler analizlerin mikroorganizma
cesitliliginin anlasilmasinda kilit bir rol oynadigini
gostermektedir ve oOzellikle sonuglar iireticiye gore
sekillenmistir.

Bu calismada ise, PZR DGIJE analizleri kullanilarak
geleneksel metot ile iiretimi yapilmis Manisa yoresinde
yetismis Amasya misket elmasi ile Edremit zeytin
sirkesinin ihtiva ettigi bolgesel mikrobiyal gesitliliklerin
belirlenmesi, tiriiniiniin aromasinda, tadinda ve tekstiiriinde
farkliliklara potansiyel sebep olabilecek bakteriyel
popiilasyon  dinamiklerinin ~ belirlenmesi,  sistemin
performansina dayali verilerle desteklenmesi ve prosesin
kontrol altina alimmasini saglamak agisindan yiiksek
oneme sahiptir. Boylece geleneksel iiretimdeki mikrobiyal
cesitlilik sebebiyle olusan bakteriyel popiilasyonlar
tamimlanmis ve stok kiiltiirler olusturulmustur. Ozellikle
sirke tizerinde bir zar seklinde olusan farkli endiistrilerde
kullanilma potansiyeline sahip olan BS (Bakteriyal
seliiloz) olusumuna katk: saglayan geleneksel mikrobiyal
popiilasyonun  belirlenecek olmast bu ¢alismanin
Ozgiilligiini olusturmustur.

Materyal ve Metot

Materyal

Bu caligmada Manisa ydresinde yetismis Amasya
misket elmast ile Edremit tiirli zeytin kullanilmistir.
Uriinler kendi y&re halkindaki iireticilerden elde edilmistir.
Kaya tuzu, toz seker, bulgur ve nohut yerel firmalardan
temin edilmistir. DNA izolasyonunda QIAamp DNA Stool
Kit (QIAGen, CA, USA) kullanilmstir.

Metot

Sirke Uretimi

Sirke iretimi sirastyla alkol ve asetik asit
fermantasyonuyla  gerceklestirilmistir.  Alkol, %13

seviyelerine ¢iktiginda, AAB’ler sivi yiizey Tlzerinde
geliserek BS olusturmaktadir. Yiizey iizerinde olusan
bakteriyel selilloz, etanoliin asetik aside ¢evrimini
saglamaktadir ve islem 28-30°C’ de gerceklestirilmistir.

Zeytin ile elma sirkelerinin {iretimi sirasinda proses
akisinda bazi degisiklikler yapilarak geleneksel yavas sirke
tretim yontemi kullanilmistir (Aktan ve Yildirim, 2011;
Sahin, 1982; Tangiiler ve ark., 2021). Proses detaylar1 Sekil
1.’de verilmistir.

Sirke iizerinde olugmus biyofilm numuneleri steril
ortamda toplanarak, DNA izolasyonu amaciyla -20°C’de
depolanmugtir.  izolasyon  sirasinda  numunelerin
homojenizasyonu saglanmig ve ihtiva ettikleri bakterilerin
DNA’lart QIAamp DNA Stool Kit (QIAGen, CA, USA)
ile firma protokolii dogrultusunda izole edilmistir.

Meyveleri (100g) yikama ve parcalama

|

Toz seker (%12,5)
Kaya tuzu (%2,0)
Bulgur (%2,5)
Nohut (%2)
Igme suyu (250 mL) ilavesi ve karistirma

\ )

“ N

l

Etil alkol fermentasyonu
(15 giin siire ile, kapal1
ortamda tutulur)

!

Karistirma ve hava almasini
saglamak i¢in tiilbent ile
kapatilir

l

Asetik asit fermentasyonu
(25 giin siire ile)

!
o

Sekil 1. Sirke tiretimi akis semasi
Figure 1. Vinegar production flow chart

DNA Ekstraksiyonu ve Saflastirilmasi

Liziz soliisyonu; 10 mM Tris HCI, 100 mM NacCl,
1ImM EDTA ve % 1’lik Triton X 100 icermektedir. 50 pl
liziz soliisyonu 1-2 koloni i¢in kullanilmistir. Liziz
soliisyonunda dagilmis hiicreler 100°C’de 15-30 dk siire
boyunca kaynatilmistir. Sonrasinda 5 dk 14.000 rpm
(32939)’de santrifiijlenmistir. Iginde 1 mL pepton su igeren
2 mL’lik tiplere aktarilmis ve DNA izolasyonu igin
hazirlanmistir.
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Sofu ve Ekinci (2010)’nin yeniden gelistirdikleri
QlAamp DNA Stool Kit (QIAGen, CA, USA) kullanim
protokoliine gore; numuneler (1 g) steril 15 mL’lik tiiplere
aktarilmig, 5 mL ASL tampon ilave edilmistir. Mekanik
parcalamay1 olusturmak i¢in cam boncuk (1 g) ilave
edilmistir. Numuneler, 95°C’de 10 dk bekletilmis, her 1 dk
icinde 30 s vorteks yapilarak homojenizasyon saglanmistir.
22°C’de 8.000 rpm (1075g)’de 5 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Pelet ile yag tabakasi haricindeki sivi faz
steril pipet yardimiyla toplanmistir. Toplanan sivi faz
iizerine 1 adet inhibex tablet ilave edilmis, 1 dk
inkiibasyona birakilmistir. Numuneler 22°C’de 8.000 rpm
(1075g)’de 4 dk santriftijlenmistir. Pelet faz steril pipet
yardimiyla uzaklastirilmisg, sivi faz toplanmistir. Sivi faz
tizerine izopromil alkol (4 ml) (-20°C’de) ilave edilmistir.
Numuneler 4 °C’de 8.000 rpm (1075g)’de 15 dk
santrifiijlenmistir. S1v1 faz uzaklastirilmis, kalan faza ASL
tampon (200 pl) ilave edilmis, pellet kisim yeniden
siispanse edilmistir. Uzerine AL tampon (200 pl ) ve
proteinaz K (15 pl) ilave edilmigtir. Numuneler 10 dk
boyunca 70 °C’de bekletilmistir. Uzerine etanol absolute
(200 pl) ilave edilmis, 15 s vortekslenmistir. Numuneler
600 pl spin kolonlara koyularak 1 dk 14.000 rpm
(3293g)’de santrifiijlenmistir. Tekrar numuneden bos spin
kolon alt1 takilarak 600 pl almmis, 1 dk 14.000 rpm
(32930)’de santrifiijlenmistir. 400 pl AW1 spin kolona ilave
edilmig, 1 dk 14.000 rpm (3293g)’de santriftijlenmistir.
Altina bos yeni kolon takilmis, 500 AW2 ilave edilmis, 3 dk
14.000 rpm (3293g)’de santrifiijlenmistir. Altina bos yeni
kolon takilmug, 1 dk 14.000 rpm (3293g)’de
santrifiijlenmistir. AE tampon (200 pl) ilave edilmis, 1 dk
inkiibasyon igin birakilmistir. Altina bos yeni kolon
takilarak  14.000 rpm (3293g)’de 1 dk siireyle
santrifiijlenmistir. Kiiltir stogu olusturmak i¢in DNA
izolasyonu ardindan numunelerin bulundugu tiipler lizerine
gliserol (%20°lik) ilave edilmis ve muhafaza edilmek tlizere
-20°C’ye kaldirilmustir. izolasyonu tamamlannmus DNA
orneklerinin konsantrasyon aragtirmalari i¢in UV-goriiniir
spektrofotometre kullanilmigtir.

PZR Amplifikasyonu ve DGJE Teknigiyle Bant Eldesi

PZR analiz uygulamasi i¢in V3 bolgesinin 16S rDNA
amplifikasyonunda V3F (F357) (Forward primer, 5°-
CCTACGGGAGGCAGCAG-3") ile V3R (R518)
(Reverse  Primer, 5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’)
evrensel primerleri kullanmilmistir. PZR teknigi ile
bolgelerin amplifikasyonu saglanmistir (Ercolini ve ark.,
2003; Muyzer ve ark., 1993). Uygulama sicakligi
programlanabilen inkiibatorde gergeklestirilmistir.

GC-F357°yi elde etmek i¢in bir GC kelepgesi (5°-
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGLCGGGGLCGGGGGCA
CGGGGG-3’) (Muyzer ve ark., 1993) ilk primere
baglanmistir. Son hacim 25 pL olacak sekilde her karisim
1 uL DNA sablonu igermektedir (~ 25 ng), 0,2 pmol
tersine ve ileri primer, her ANTP i¢in 0.25 mmol, 2,5 mmol
MgCl,, 10x PCR tamponundan 2,5 upL ve Taq
polimerazindan 2,5 U (Promega, CA, ABD). Sablon DNA,
94°C’de 5 dk boyunca bozundurulmustur. Yanlis bant
olusumunu azaltmak ve amplifikasyonun 0Ozgiilliigiinii
artirmak i¢in bir ‘touchdown’ PZR yapilmigtir (Muyzer ve
ark., 1993). Kullanilan baglangic tavlama sicakligi
beklenen tavlama sicakligi (65°C)’nin 10°C {izerindedir ve
sicaklik her ikinci dongiide 1°C azaltilarak 55°C’ye
(touchdown sicakligina) ulasana kadar devam edilmistir.

55°C’ye ulasildiginda 10 dongii daha gerceklestirilmistir.
Primer uzatma, 72°C’de 3 dk siireyle gergeklestirilmistir.
Son final uzatma olarak, érnekler 10 dk boyunca 72°C’de
inkiibe edilmistir.

PZR analizi son iirlinleri DGJE ve evrensel mutasyon
belirleme aparati olan DCode (Bio-Rad, Hercules, CA,
UK) kullanilarak analiz edilmistir (Ercolini ve ark., 2003;
Muyzer ve ark., 1993). V3 bolgesindeki PZR nihai
tirlinleri, bant (200 bp’lik) genisliginde poliakrilamid jel
(%8 w/v) ic¢inde 1XxTAE tamponunda ¢6ziilmiistiir. Jeller,
50 V’de 10 dakika ve 170 V’de 5 saat siireyle elektroforez
edilmistir, ardindan etidyum bromiir ile 5 dakika siireyle
boyanmis, 20 dakika siire boyunca damitilmig su ile
durulanmistir (Sofu ve Ekinci, 2016). Elektroforetik akim
stiresince, 16S rRNA gen amplikonlar1 jel {izerinde ileri
dogru hareket etmistir. Baslangigta, DNA pargaciklari
sadece molekiiler agirliklarina bagli olarak ilerlerken daha
sonra denatiirleyici ajanin etkisinin artmasiyla DNA
zincirleri  bozunmaya baslamistir. DNA  zincirleri
neredeyse tamamen bozundugunda jeldeki hareketleri
durmustur. Boylelikle farkli diziye sahip DNA parcalari
birbirinden ayrilmig ve bantlar gdzlemlenmistir.

Secilen DGJE bantlart jellerden steril bir nesterle
kesilmistir. Her bant gece boyunca 4° C’de 2 mL steril su
icerisinde bekletilmistir. Her DGJE bandindan seyreltilen
DNA’nin 1 pL’si, F357 primeri (GC kelepgesi olmadan)
ve RS518 primerleri kullanilarak yeniden c¢ogaltildi
(Cocolin ve ark., 2007). izolasyon sonrasi agaroz jelde (%
1°1ik) elde edilen goriintii jel goriintiileme sistemi (Bio Rad
ChemiDoc  XRS, Hercules, USA) kullanilarak
goriintillenmistir (Ercolini ve ark., 2003).

Sekans (Dizi) Analizi

Tek bant elde edilen PZR firiinleri saflastirma kiti
(Bigdye Cycle Purification Kit; Applied Biosystems, CA,
ABD) ile saflastirildi ve sekanslama igin génderilmistir
(Refgen, Ankara, Tiirkiye). Dizilim oncesi her bandin
pozisyonu, orijinal DGJE profilindeki goreceli konumuyla
karsilagtirildi. Bazi durumlarda, saf ilgi bandini elde etmek
icin birden fazla yeniden amplifikasyon ve DGIJE turu
yapilmustir. Tiim dizilimler son olarak BLAST programint
kullanarak (Altschul ve ark., 1997) GenBank veri
tabanindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ve
Ribozomal veri tabami projesindeki dizilimlerle
(http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) karsilastirildi.

BLAST Analizi Sonucu Filogenetik Harita

Hizalanmug diziler, MEGA X (Kumar ve ark., 2018)
kullanilarak  filogenetik  aga¢  olusturulmast igin
kullanilmistir. Bosluk igeren tiim pozisyonlar elenmis,
Tamura—Nei modeline (Tamura ve Nei, 1993) dayali
olarak ve 1000 bootstrapt (6n yiikleme) kopyasi ile
maksimum olasilik filogenleri olusturulmustur.

Bulgular ve Tartisma

Bu calismada, geleneksel yontem ile iiretilen elma ve
zeytin sirke numunelerindeki ¢ogunlukla tanimlanmamis
mikroorganizma topluluklarmin 16 S rRNA gen
amplifikasyonlart DNA izolasyonundan sonra PZR DGJE
tekniginin kullanilmasiyla hizli bir bigimde belirlenmistir.
DGIJE sonucu elde edilen dizilerdeki mikrobiyotalarin
aragtirtlmasinda ve 16 S rDNA sekanslarinin bilinen
akrabalarinin tespit edilmesinde BLAST analiz program
kullanilmistir. Sirke numunelerinin mikrobiyal popiilasyon
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cesitlerinin ve heniiz tanimlanamamis yeni bantlarin da
sekans analizleri yapilarak belirlenmeleri hedeflenmistir.
BS biyofilm numunelerinden direkt izolasyon yontemi ile
kolonilerden elde edilen DNA’lar PZR ile ¢ogaltilmustir.
DGIE sonrasinda UV goriiniir 151k altinda jel goriintiileme
sistemi ile beklenen boyutlardaki bantlar gézlenmistir.
Gozlenen bu sonuglar, PZR sartlar1 ile uygulanan
primerlerin ¢alistiginin gostergesidir.

DGIE sonucunda bantlar elde edilmistir ve bu bantlar
BLAST analizi i¢in génderilmistir. Analiz sonucunda hem
zeytin hem de elma sirkesi 6rneklerinde Komagataeibacter
cinsi AAB’leri belirlenmistir. Mari¢ ve ark. (2020), elma
sirkesinden belirledikleri iki susta da (AV382 ve AV436)
16S rRNA gen dizilimi ile Komagataeibacter cinsine ait
oldugunu dogrulamistir. Her iki susun niikleotid kimligi,
en yakin tiire ¢ok yiiksek 16S rRNA gen dizilimi benzerligi
gostermigtir. AV436 susunun 16S rRNA gen dizisi,
Komagataeibacter intermedius, Komagataeibacter
oboediens, nataicola,

Komagataeibacter swingsii, K.

Komagataeibacter sucrofermentans, Komagataeibacter
europaeus, Komagataeibacter diospyri ve K. xylinus
tirlerinin dizilerine en yiiksek benzerligi (%99,4-99,8)
gOstermigtir. AV382 susunun sekanst K. swingsii, K.
europaeus, K. sucrofermentans, K. nataicola,
Komagataeibacter kakiaceti, K. saccharivorans, K.
oboediens ve K. intermedius tirleriyle en yiiksek
benzerlige (%99,3-99,5) sahiptir. Calismamiz Mari¢ ve
ark. (2020)’nin ¢aligmasina benzer olarak, elma sirkesi
orneklerinde Komagataeibacter xylinus susunun sekansi
K. rhaeticus, K. oboediens, K. saccharivorans, K.
nataicola, K. melomenusus, K. sp, K. melaceti, K.
intermedius, K. diospyri ve K. europaeus tiirleriyle en
yiiksek benzerlige (%93-97) sahiptir. Zeytin sirkesi
orneklerinde Komagataeibacter rhaeticus susunun sekansi
K. xylinus, K. nataicola, K. oboediens, K. intermedius, K.
swingsii, K.diospyri ve K. europaeus tiirleriyle en yiiksek
benzerlik oranina (%97-98) sahip olarak bulunmustur.
Filogenetik haritalar Sekil 2. ve Sekil 3°de verilmistir.

@ Komagataeibacter xylinus strain k.x1

d K omagataeibacter rhaeticus strain ENS 9ala
9 Komagataeibacter oboediens strain BPZTR01
WK omagataeibacter saccharivorans strain JH1
@K omagataeibacter nataicola strain FWP-2023
WK omagataeibacter oboediens strain NCIB §034
@ K omagataetbacter melomenusus strain AV436
@ Komagataetbacter sp. strain AV429

@K omagataeibacter melaceti strain AV382

@ Komagatacibacter intermedius strain ENS 15a

;<'3]\1::1‘..\1_'\|l\|;1 acter rhaeticus strain ENS 9a2

@K omagataeibacter diospyri strain MSKU 15

o]

® K omagataeibacter saccharivorans strain 2.3
@ Komagataeibacter europaeus strain KACC 22438
@ Komagataeibacter nataicola strain BMA 1400.1

# Komagataeibacter oboediens strain SW-1

Sekil 2. BLAST analizi sonucunda elma sirke numunesinden elde edilen filogenetik harita
Figure 2. Phylogenetic map obtained from apple vinegar sample as a result of BLAST analysis

@ K omagataeibacter rhaeticus strain ENS 9a2
@ Komagataeibacter xylinus strain ATCC 5352
@ Komagataeibacter nataicola strain FWP-2023

@ Komagataeibacter oboediens strain NCIB 8034
@ Komagataeibacter xylinus strain SGP8

@ K omagataeibacter intermedius strain ENS 15a
@ Komagataeibacter nataicola strain PIN7

@ Komagataeibacter swingsii strain VPC1_Contig
@ Komagataeibacter diospyri strain MSKU 15

@ Komagataeibacter europaeus strain HS1

Sekil 3. BLAST analizi sonucunda zeytin sirke numunesinden elde edilen filogenetik harita
Figure 3. Phylogenetic map obtained from olive vinegar sample as a result of BLAST analysis
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Stornik ve ark. (2016), organik ile konvansiyonel elma

sirkesinde  yetistirilebilir =~ AAB  mikrobiyotasinin
karsilagtirilmast  adli  ¢aligmalarinda organik sirke
yetistirme ortaminda calismamiza benzer olarak

Acetobacter ve Komagateibacter tiirlerinden Acetobacter
pasteurianus (%71,90), Acetobacter ghanensis (%12,50),
Komagataeibacter oboediens (%9,35) ve
Komagataeibacter sakarivoranlar (%6,25) bakteri ¢esitleri
bulunmustur. Geleneksel elma sirkesinde ayni analitik
yaklagimi kullanarak, Acetobacter pasteurianus (%66,70),
Komagataeibacter oboediens (%33,30) tiirlerine ait
yalnizca iki farkli bakteri tiirii tanimlanmistir. Bu ¢aligma,
organik elma sirkesinin endiistriyel {iretimi i¢in bakteriyel
mikrobiyotasinin, geleneksel elma sirkesinin endiistriyel
iretimi i¢in bakteriyel mikrobiyotasindan agikca daha
heterojen oldugunu gostermistir.

Calismamiza benzer olarak, Milanovic ve ark. (2018),
beyaz sarabi asetik asit fermantasyonu i¢in kullandiklari ev
yapimmu geleneksel sirkeler olan tohum sirkelerinin i¢erdigi
bakteriyel floray1 kesfetmeyi amacladiklar1 PZR DGIJE ve
Ilumina dizileme vb. ileri molekiiler analizleri kullandiklar
¢aligmalarinda, numuneden direkt olarak kullanilarak
gergeklestirdikleri PZR DGIE teknigiyle dogrulugu %97°nin
iizerinde sagladiklart Komagataeibacter, Acetobacter ve
Gluconobacter tiirlerini tespit etmislerdir.

Yetiman ve Kesmen (2015), farkli molekiiler teknikler
kullanarak geleneksel olarak {iretilen sirke ve sirke
anasinda (BS) AAB’lerin tanimlanmasi caligsmalarinda;
dogrudan analiz edilen Orneklerin hemen hepsinde
Komagataeibacter  hansenii ve Komagataeibacter
europaeus / Komagataeibacter xylinus en baskin tiir olarak
bulunmustur. Benzer bir ¢alisma olarak, Bellassoued ve
ark. (2015), elma sirkelerini olusturan mikrobiyolojik
bilesimin temelini ¢alismamizda da oldugu gibi
Komagateibacter ~ xylinus  tirinin ~ olusturdugunu
belirtmistir. De Vero ve ark. (2006) ise geleneksel
balzamik sirkedeki AAB’lerini degerlendirmek i¢in DGJE
analizinin uygulanmasi ¢aligmalarinda dogrudan analiz
edilen her ti¢ sirke 6rneginde de A. pasteurianus / A. aceti
grubu tiirler tespit etmistir. Kiiltiire bagl prosediirlerin de
A. malorum ve A. europaeus sirke Orneklerinde tespit
edilen baslica tiirler olarak bulunmustur.

Song ve ark. (2019), elma sirkesi fermantasyonunda 16S
rDNA dizilim islemi ile mikrobiyal ¢esitlilik analizini
yapmislardir. Elma sirkesinin 6n (alkol) fermentasyonunda
Lactococcus ve Oenococcus baskin bakteriler iken orta ve geg
fermantasyon asamalarinda Lactococcus and Acetobacter
baskin tiirler olarak bulunmustur. Elma sirkesi iiretiminde tim
fermantasyon siireci boyunca, Lactococcus en baskin bakteri
oldugu gibi, asetik asit fermentasyonu sirasinda da
Acetobacter ‘n sayica en hizli artan bakteri oldugu
gozlenmistir. Calismamizda Lactococcus gézlenmemis fakat
Acetobacter gozlenen baskin tiirler arasindadir.

Mitrou ve ark. (2010 a,b) ve Petsiou ve ark., (2014)
caligmalarinda, geleneksel yontemle iiretilmis elma
sirkesinden heniiz belirlenememis mekanizmalarla kilo
kontrolii ile diyabet tedavisinde kullanmak amaciyla tespit
edilmis dogal kaynaklardan birisi olarak soz etmistir. Goh ve
ark. (2012), gozlenen bu etkilerin temel sebebi olarak,
mikroorganizmalarin  gosterilebilecegini  agiklamiglardir.
Machado ve ark. (2016), BS iiretebilmek igin
Komagataeibacter rhaeticus tiiriiniin alternatif bir bakteri
tiri olmasi konusu {izerindeki kinetik caligmalarinda;

kalinlik, verim ile su tutmabilme kapasitesi verilerinden yola
cikarak bu tiirtin BS iiretebilmek i¢in uygun bir bakteri tiirii
oldugunu tespit etmislerdir. Gorgieva ve Trcek, (2019),
Komagataeibacter xylinus, Komagataeibacter
medellinensis, Komagataeibacter hansenii,
Komagataeibacter nataicola, Komagataeibacter oboediens,
Komagataeibacter rhaeticus, Komagataeibacter
saccharivorans ve Komagataeibacter pomaceti gibi tiirleri
bulunan Komagataeibacter cinsinin, kiitlesel ve etkili bir
sekilde nanoseliiloz {iretimi nedeniyle aragtirmacilar
arasinda biiytik ilgi gordiigiinii ifade etmistir. Bu hipotezler
dogrultusunda bakteri tiirliniin gastrointestinal sistemimizde
yer almasi, glikoz emiliminde azalmaya ve bagirsaktaki
glikozun seliiloza doniismesine yardimci olarak kilo alimim
onleyebilecegi diisiiniilmiistiir. Ozellikle zeytin sirkesi
iizerinde olusan BS o6rneginin filogenetik haritasinda
Komagataeibacter rhaeticus tiiriiniin ve her iki 6rnekte de
baskin olarak tespit edilen Komagataeibacter xylinus varlig
elde edilen BS o6rneklerinin endiistriyel alanlarda kullanim
potansiyeline uygun oldugunu gostermektedir.

Lavasani ve ark. (2019), geleneksel elma sirkesinden
BLAST analizini takiben belirledikleri, 16S rDNA gen
sekansi, %99 Komagateibacter xylinus 6zdeslige sahip K.
X1 susunun 48 saatte yiiksek glikoz doniisiim oranina ve in
vitro olarak dnemli probiyotik 6zelliklere sahip oldugunu
gostermigtir. Bu bakteriler insan sagligini olumlu yonde
etkilemek i¢in diizenli olarak planktonik probiyotik olarak
tiiketilebilecegi sonucuna ulagsmislardir. Bakterinin glikozu
seliloza doniistiirme yetenegi onu ticari probiyotik
tirtinlerde kullanmaya uygun hale getirecegini aktarmistir.

Bu c¢alisma, PZR DGIJE tekniginin kullanilmasiyla
birlikte geleneksel yontemlerle iretilmis elma ve zeytin
sirkesi Ornekleri tizerinde olusan biyofilm tabakasinda
bulunan mikrobiyal g¢esitlilikleri belirlemenin Gnemine
odaklanmistir. Bu c¢alisma, trlinlerin aromasi, tadi ve
tekstiirlinde potansiyel farkliliklara sebep olabilecek
bakteriyel populasyon dinamiklerini ortaya ¢ikarmak igin
tasarlanmigtir. Ayn1 zamanda, bu mikrobiyal ¢esitliliklerin
performans verileriyle desteklenmesi, tirlinlerin kalitesini,
tutarliligint ve genel olarak iiretim siirecinin etkinligini
degerlendirmek icin kritik bir rol oynamaktadir. Ek olarak
calisma elma sirkesinin mikrobiotasinin literatiirde yer
alan diger ¢aligmalarla (Mari¢ ve ark., 2020; Lavasani ve
ark., 2019; Song ve ark., 2019; Yetiman ve Kesmen, 2015;
Stornik ve ark., 2016; Milanovic ve ark., 2018) heterojen
oldugunu dogrular niteliktedir. Boylece geleneksel iiretim
akigia ait mikrobiyal cesitlilige sahip stok kiiltiirler
olusturulmustur. Bu iki kiiltiiriin endiistriyel BS {iretimine
uygun olacak sekilde optimizasyon ¢aligmalarinin
arastirilmasina uygun oldugu goriilmiistiir. Ayrica elde
edilen stok kiiltiirlerin bagirsak glikoz emilimini azaltarak
obezite ve diyabetin Onlenmesine destek olan ek bir
terapotik probiyotik olarak tiiketilip tliketilemeyecegi
gelecek caligmalarda degerlendirilecektir.
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