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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

SALAMURA LAHANANIN BAKTERIYAL VE BAZI FiZIKOKIMYASAL
OZELLIKLERI UZERINE TUZ KONSANTRASYONUNUN ETKIiSi

Beksultan TAZHYBEKOV

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Ahmet UNVER
2023, 51 Sayfa

Jiiri
Doc. Dr. Ahmet UNVER
Dr. Ogr. Uyesi Talha DEMIRCI
Dr. Ogr. Uyesi Gamze UCOK

Lahana tursusu bazi Avrupa ve Cin gibi iilkelerde ¢ok tiiketilen Brassica cinsindeki sebzenin
fermente {irlinii olarak bilinmektedir. Bu c¢alisma, farkli tuz konsantrasyonuna sahip salamura suyunda
lahananin fermente edilmesi ile birlikte fermantasyon siirecinde meydana gelen fizikokimyasal
degisimlerin ve tuz konsantrasyonunun bakteriyal kompozisyon iizerine etkisini tayin etmek maksadiyla
hazirlanmistir. Yapilan arastirmada lahana tursusu tiretimi siirecinde fizikokimyasal olarak % toplam asitlik
tayini, pH degeri analizi, L*, a*, b* renk tayini ve % tuz miktar tayini analizleri yapilmigtir. Fermantasyon
siirecinin 21. Giiniinde ise metagenomik analiz ile bakteriyal kompozisyon belirlenmistir. Farkli tuz
konsantrasyonunda hazirlanmig lahana tursularinda Proteobacteria ve Firmicutes filumlari (sube) arasinda
istatiksel olarak onemli farkliliklar tespit edilmistir. %2 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursusunda
%49,64 olmak tizere Proteobacteria filumunu domine ettigi ve ortamda tuz miktarinin artmasiyla %66,232
olmak iizere Firmicutes filumunun arttigi metagenomik analiz sonucu belli olmustur. Cins diizeyinde
yapilan aragtirma sonucu Yersiniaceae, Leuconostoc, Lactiplantibacillus, Weissella ve Levilactobacillus
mikroorganizma cinsleri farkli konsantrasyonlarda bulunmustur. Tuz konsantrasyonunun artmasiyla
Yersiniaceae, Lactiplantibacillus cinsindeki mikroorganizmalarin azaldigi, Weissella ve Levilactobacillus,
mikroorganizamalarin arttigi mikrobiyolojik analiz sonucu tespit edilmistir. Leuconostoc cinsindeki
mikroorganizmalar %5 tuz konsantrasyonunda artis gosterirken, %8 tuz konsantrasyonunda bu cinsteki
mikroorganizmalarin yagaminin olumsuz etkilendigini goézlemlenmistir. Tuz konsantrasyonu lahana
tursusu fermantasyonu tizerinde 6nemli etki géstermis olup pH degerinin diisme hiz1 ve % toplam asitlik
bakimindan en yilksek deger %2 ve %5 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursularinda bulunmustur.
Duyusal agidan ise; %5 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursusu en ¢ok tercih edilen olmustur.

Anahtar Kelimeler: Lahana tursusu, metagenomik, fermantasyon, tuz miktari
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MS THESIS

THE EFFECT OF SALT CONCENTRATION ON THE BACTERIAL
COMPOSITION AND SOME PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF
PICKLED CABBAGE

Beksultan TAZHYBEKOV

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN FOOD ENGINEERING

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet UNVER
2023, 51 Pages
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Asist. Prof. Dr. Talha DEMIRCI
Asist. Prof. Dr. Gamze UCOK

Sauerkraut is known as the fermented product of the Brassica type of vegetable that is widely
consumed in countries such as China. The purpose of this study was to prepare piclet cabbage in different
salt concentrations and study the effect of salt concentration on some physicochemical properties, as well
as to determine the effect of different salt ratios on bacterial composition using metagenomic analysis.
During the fermentation process, total acidity, pH value, color analysis and salt concentration were
performed during the production of piclet cabbage, and metagenomic analysis was carried out on the last
day of the fermentation process. All microbial analysis results showed that Proteobacteria, and Firmicutes
phyla were found to be significant at the phylum level in sauerkraut prepared at different salt concentrations.
Metagenomic analysis revealed that it dominates the Proteobacteria phylum (49.64%) in sauerkraut, which
contains a small amount of salt, and that Firmicutes phylum (66.232% ) increased with the increase in salt
content in the piclet cabbage. At the genus level, Yersiniaceae, Leuconostoc, Lactiplantibacillus, Weissella,
and Levilactobacillus genera were found at different concentrations and affected by salt concentration.
Microbiological analysis showed that with an increase in salt concentration, the number of genera
Yersiniaceae, Lactiplantibacillus decreased, by that time the number of genera Weissella, and
Levilactobacillus increased. With an increasing salt concentration to 5%, the number of genera Leuconostoc
provided positive results, while an increasing salt to 8% had an adverse effect on the growth of the
microorganisms in this genus. Salt concentration had a significant effect on the fermentation of piclet
cabbage, and the highest value in terms of pH' decrease and acid accumulation was found in sauerkraut
containing 2% and 5% salt. In terms of sensory quality, piclet cabbage containing 5% salt was found to be
the best.

Keywords: piclet cabbage, metagenomic, fermentation, salt content



ONSOZ

Bu c¢alismada, farkli tuz konsantrasyonuna sahip salamura suyunda lahananin
fermente edilmesi ile birlikte fermentasyon siirecinde meydana gelen fizikokimyasal
degisimlerin ve tuz konsantrasyonunun bakteriyal kompozisyon {izerine etkisini
belirlemek amaciyla yapilmistir.

Yiiksek lisans tezi olarak yaptigim bu g¢alismanin her asamasinda bana yol
gosteren, destek ve katkilarini esirgemeyen saygideger danismanim Dog. Dr. Ahmet
UNVER e tesekkiir eder, sonsuz saygilarimi sunarim.
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ISTANBUL’a, YOK 100/2000 doktora asistan1 Fatma UCAR’a, gida miihendisligi
boliimii asistanlarina, YTB’ye ve tabi ki her zaman yanimda olan aileme tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

LA: laktik asit

mo: mikroorganizma

LAB: laktik asit bakteri

%: yiizde

pH: hidrojen giicti

TTA: toplam titrasyon asitligi
°C : Santigrat derece



1. GIRIS

Meyve ve sebzeler, farkli suda ¢oziiniir (B ve C vitaminler) vitaminlerin, diyet
liflerinin, minerallerin, fitosteroller ve fitokimyasallarin temel kaynagi olarak
bilinmektedir. Meyve ve sebzelerin yiiksek su aktivitesine sahip olmalari uzun siire
muhafaza edilmelerine engel olmaktadir. Ayrica, insanlarin taze, saglikli, minimal proses
gormiis ve yiiksek beslenme kabiliyetine sahip gida maddelerine olan ilgisi arttigindan
dolayr hizli bozulan gida maddelerinin raf Omriinii uzatmak ic¢in farkli yontemler
uygulanmaya baslanmistir (Hu vd., 2021; Yang - Hu - Xiu - Jiang - Yang - Sarengaowa
vd., 2020). Farkli gida maddelerinin raf omriinii uzatmak maksadiyla giiniimiizde
kurutma, konserve yapma ve fermantasyon gibi islemler uygulanmaktadir. Ancak
fermantasyon teknigi diger yontemlere gore daha da etkili olup farkli alkol, organik asit,
amino asit ve ugucu bilesenleri degistirerek tat, aroma gibi 6zelliklerinin gelismesini
saglamaktadir (Chen vd., 2019).

Genel olarak, lahana tursusu; lahananin temizlenmesi, belli bir kalinlikta
kesilmesi ve farkli orandaki tuz igeren salamura suyuna yerlestirilerek anaerobik sartlarda
fermantasyonu sonucu elde edilmektedir. Ozellikle baz1 Avrupa ve Cin gibi iilkelerde ¢ok
tiiketilen lahana tursusu farkli kalsiyum, fosfor, demir, sodyum, potasyum, A vitamini,
tiamin, riboflavin, niasin ve askorbik asit icermesi yani sira ayn1 zamanda antioksidan,
anti-obezite ve antikanserojen maddeler icermesi ile de saglik agisindan Onem
tasimaktadir (Erdogan, 2021; Majcherczyk - Surowka, 2019; 2019; Park vd., 2014).
Geleneksel fermantasyonla tursu iiretiminde dominant mikroorganizmalar (laktik asit
bakterileri) ortamin sicakligi, tuz konsantrasyonu gibi i¢ ve dis faktorlere bagli olarak
degisim gostermektedir. Ayrica tursu iiretiminde laktik asit bakterilerinin hizli sekilde
gelismesi, farkli asit ve buna benzer yan {riinleri iireterek gida maddesini bozulmasi ve
gida zehirlenmesine yol agan sporlu/patojen ve saprofit mikroorganizmalarin ¢ogalmasini
engellemektedir. Lahana tursusu fermantasyonunda basta Leuconostoc citreum ve
Leuconostoc mesenteroides olmak iizere ¢esitli laktik asit bakterileri ile fermantasyon
islemi baglamaktadir. Bu mikroorganizmalar sayesinde ortamda farkli asitlerin {iretilmesi
ve CO2 gazinin konsantrasyonunun artmasi az sayida bulunan Levilactobacillus brevis ve
Lactiplantibacillus plantarum gibi LAB’nin gelismesi igin gerekli sartlar saglamaktadir
(Zabat vd., 2018; Xiong vd., 2012; Park vd., 2010). Ozellikle baskin olarak bilinen
Lactobacillus ve Leuconostoc cinsli LAB’nin ortamda hizli sekilde gelismesi ve farkli

asitleri liretmesi insan saglig1 igin zararli biyojenik aminler/nitritlerin liretimini saglayan

1



Enterobacter bakterilerinin ve lahana gibi sebzelerin yumusamasina neden olan
mantarlarin ngellenmesini saglanmaktadir (Zhou vd., 2018; Xia vd., 2017; Rabie vd.,
2011; Xia vd., 2017; Xiong vd., 2016). Tursu tiretiminde énem verilmesi gereken diger
bir husus, tuzun en uygun oranda eklenmesidir. Tuzun eklenmesi, tuzluluk 6zelligini
gelistirmesinin yani sira lahanadaki sakkaroz, glikoz, fruktoz gibi bilesenleri agiga
cikarmakta ve ayni zamanda indikator mikroorganizmalarin gelismesini de 6nlemektedir
(Liang vd., 2020; Xiong vd., 2016).

Arastirmacilar, lahana tursusu basta olmak iizere farkli gida maddelerinin bakteri
populasyonlarini incelerken, geleneksel yontemleri kullanmaktadirlar. eAncak bu islemin
dogrulugu kiiltiir kosullari, aragtirmacinin deneyimi gibi faktorlere bagli olmasi nedeniyle
her zaman dogru analiz yapma ve istenilen sonuca ulagsma konusunda pek miimkiin
olmamaktadir. Ayrica, kiiltiire bagimli yontemin fazla zaman almasi ve az miktarda
varligini siirdiiren mikroorganizmalarin tayin edilmesinde yetersiz olmasi, yeni kiiltiirden
bagimsiz yontemlerin uygulanmaya baslamasina neden olmustur (Wu et al., 2015; Xiong
et al., 2014). Giinlimiizde kiiltiir bagimsiz molekiiler yontem olarak bilinen metagenomik
analiz yontemi pek c¢ok arastirmaci tarafindan uygulanmaya ve tercih edilmeye
baslanmistir. Metagenomik analiz de farkli genomik teknoloji ve biyoinformatik araglar
kullanilarak orneklerin icerdigi genomlar dogrudan tanimlanmaktadir. Kiiltiirden
bagimsiz molekiiler yontem, ilk 1985 yilinda Pace adinda bir bilim adanmu tarafindan
Onerilmistir. Kiltirden bagimsiz molekiiler yonteminin esast DNA ekstraksiyon ve
kolonizasyon islemine dayanmaktadir (Alves vd., 2018; Thomas vd., 2012). Yiiksek
verimli siralama gibi metagenomik analiz yardimiyla hem hizli sekilde mikroorganizma
sayisint 6grenmek, hem de her bir bakterinin DNA diziliminin izole edip siralayarak
taksonomik tanimlamak miimkiin olmaktadir (Wang - Shao, 2018).

Bu calismada farkli tuz konsantrasyonlarinda hazirlanan salamura suyu
kullanilarak lahana fermantasyona tabii tutulmustur. Fermantasyon siireci takibi
yapilarak fizikokimyasal degisimler gozlemlenmis, fermantasyon bitiminde ise ortamda

gelisen mikroorganizmalarin biyoinformatik olarak tespit edilebilmesi amaglanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Lahana Tursusu Fermantasyon Teknolojisi

"Fermantasyon" terimi, mayanin meyve veya maltli tahil 6zleri iizerindeki
etkisinin goriiniimiinii agiklayan, kaynatmak anlamina gelen Latince fervere fiilinden
tiiretilmigtir.  Son 150-200 w1l igerisinde farkli mikroorganizma ve enzimlerin
kesfedilmesi sayesinde fermantasyon prosesinin asil amaci anlasilmis ve fermantasyonla
elde edilmis iriinlerin degeri artmaya baslamistir. Baslangig itibariyle fermantasyonla
iliskin ¢aligmalar Lavoisier and Gay-Lussac olmak lizere farkli kimyacilar tarafindan
gerceklestirilmistir. Ardindan mikroskobun gelismesiyle Kiitzing ve arkadaslar1 bira ve
sarapta bulunan mayalar1 incelemeye baslamistir. Louis Pasteur’un siit, bira ve saraptaki
laktik asit ve etanol fermantasyonu agiklamasi ayrica, sarabin bozulmasinda asetik asit
fermantasyonunun sorumlu oldugunun belirlenmesi fermantasyon prosesine iliskin
caligmalarn ilerlemesine biiyiik katki saglamistir (Hutkins, 2007).

Fermantasyonun prosesi kesfedilmeye basladiktan sonra mikroorganizmalarin
bulunmas: igin farkl kiiltiirler hazirlanmaya baslanmistir. Ozellikle bira endiistrisinde
calisan treticileri kaliteli iiriin iretebilmek i¢in maya kiiltliri kullanilmaya 6zen
gostermesi fermantasyon tekniginin ilerlemesine sebep olmustur. Ancak gida alaninda saf
kiiltiirlerin kullanilmasi 1900 yillarinda baslamistir (Hutkins, 2007).

Fermente gidalarin lezzetli, ilgi ¢ekici, gilizel aromali bir iriine doniismesi
hammaddede bulunan polisakkarit, lipid veya proteinlerin farkli mikroorganizmalar veya
enzimlerle parcalanmasiyla meydana gelmektedir. Fermantasyon esnasinda kaliteli iiriin
tiretebilmek ve sporlu mikroorganizmalarin antagonizmasini saglayabilmek i¢in tiim
gerekli sartlarin saglanmasi gerekmektedir (Steinkraus, 1997).

Fermente meyve veya sebzeler yetistigi bolgenin mikroflorasini tagimakta olup
tat, lezzet ve aroma gibi duyusal agidan firetildigi bolgeden bolgeye gore degisim
gostermektedirler. Avrupa, Orta Dogu ve Asya ile Amerika’nin birkag iilkesinde yaklasik
2000 yili askin bir siire dnce sebzelerin fermantasyonunun basladigina dair bulgurlar
bulunmaktadir. Buna goére, genellikle sebzelere tuz veya salamura suyu koruyucu madde
olarak eklenir ve uygun sicaklikta depolamayla laktik asit sonucu tursu tretilmektedir

(Hutkins, 2007)



2.1.1. Lahana tursusu iiretim teknolojisi

Lahana, Brassicaceae (Cruciferae) familyasina ait (Brassica oleracea L. var.
capitata) Brassica cinsinde yer alan eskiden bu yana ¢ok tiiketilen bir sebze olarak
bilinmektedir (Samec vd., 2017). Diger adiyla Turpgiller olarak gegen familya iiyesi olan
lahananin insanlarin diyetine eklenmesi bazi1 kronik hastaliklart onleyip kanser gibi
hastaliklara yakalanma olasiligin1 azaltmaktadir. Saglik {izerine etkisi icerdigi
glukozinolatlar, polifenoller, karotenoidler, terpenoidler, farkli mineral ve vitaminlerlerle
anlasilmaktadir. Geleneksel tipta inflamasyon ve gastrointestinal problemleri ¢6zmek
maksadiyla da kullanilmaktadir (Samec vd., 2018). Fermantasyondan énce ¢ig lahananin
mikrobiyal popiilasyonu yaklasik 5,0 ile 7,0 log kob/g civarinda degisim gostermektedir.
Genel olarak lahana gibi sebzelerde Pseudomonas, Enterobacter, maya ve kiif gibi
mikroorganizmalar bulunmaktadir ve bunun yani sira LAB da 2,0 ile 4,0 log kob/g
miktarda bulunurlar (Di Cagno vd., 2013). Bu sebepten dolay1 lahananin taze halde
saklanmasi pek miimkiin olamamaktadir ve giinlimiizde fermente halde saklanmaktadir.
Ayni zamanda tursu tiretiminde raf dmriiyle beraber lahananin fermantasyon esnasinda
biyolojik degeri de artmaktadir(Samec vd., 2017).

Baslangigta fermantasyonun asil amaci gida maddesinin raf omriinii uzatmak
iken, fermantasyon islemi sonucunda hem kalite hem de duyusal 6zelligini arttirdig
bilimsel arastirmalar sonucu kamtlanmistir. Bu da fermantasyon siirecinde
mikroorganizmalarin irettigi farkli asitlerin, bakterosin gibi antimikrobiyal maddelerin
ve alkollerin olugmasiyla agiklanmaktadir (Lavefve vd., 2019).

Lahana tursusu lretiminde asil madde olarak tuz ve Brassica oleracea isimli
lahana bilinmektedir. ilk olarak lahananin temizlenmesi, dis kismindan ayrilmasi ve
cekirdek kisminin temizlenmesiyle baslayip istege gore farkli hacimdeki tanklara tiriinler
yerlestirilmektedir. Ardindan tuzlama yontemine gore direk tuz veya yaklasik %2-8
civarinda tuz igerecek sekilde salamura suyu hazirlanip koyulmaktadir ve 20-25°C
sicaklikta hammaddeden dogal olarak gelen mikrobiyotayla fermente edilmektedir
(Lavefve vd., 2019; Xiong vd., 2012; Hutkins, 2007). Fermantasyon siirecinde ¢ok sayida
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik reaksiyon gergeklesmekte olup tursu tiretimindeki
fermantasyon teknigi zor bir dinamik proses olarak bilinmektedir. Ayrica tursu
tiretiminde yabanci bakterilerin gelismesini dnlemek ve LAB i¢in uygun sartlar saglamak

maksadiyla ortamda anaerobik sartlarin saglanmasi gerekmektedir(Shishlova vd., 2018).



Fermantasyon esnasinda ilk basta lahanada bulunan LAB yardimiyla asetik asit,
laktik asit gibi iriinlerin olustugu hetero-fermantatif reaksiyon gergeklesmektedir.
Hetero-fermentatif reaksiyon esnasinda ortamda Leuconostoc citreum, Leuconostoc
mesenteroides ve Weissella koreensis gibi mikroorganizmalar gelismekte olup farkli
asitlerin iiretimi saglanmaktadir (Shishlova vd., 2018; Xiong vd., 2016). Fakat ortamda
bulunan glikozun hetero-fermantatif LAB tarafindan tiiketilmesi ve fermantasyon sonucu
olusan farkli asitler ortamin pH degerini disiirerek homo-fermentatif reaksiyonun
bagslamasmna  sebep  olmaktadir.  Homo-fermentatif  reaksiyonda  ortamda
Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus brevis, Lactobacillus cur-vatus, ve
Latilactobacillus sakei mikroorganizmalari dominant olarak gelismekte olup sadece
laktik asit tretmektedirler (Xiong vd., 2016; Plengvidhya vd., 2007). Laktik asit
fermantasyonuyla elde edilen lahana tursusu yapisal 6zelliginin yaninda renk, tat ve
aroma bakimindan kendine 6zgili karakteristikleri de kazanmaktadir (Sahin ve Akbas,
2001).

Tursu tretiminde Onem verilmesi gereken islem tuzun optimal sekilde
eklenmesidir. Tuzun eklenmesi ortama farkli osmotik basing, su aktivitesi
saglanmaktadir. Tursu yapiminda tuzun yetersiz konsantrasyonda eklenmesi yabanci
mikroorganizmalarin hizli ¢gogalmasina, fermentatif yumusamaya ve istenmeyen tadin
olusmasina neden olmaktadir (Pérez-Diaz vd., 2020; Yang - Hu - Xiu - Jiang - Yang -
Saren vd., 2020). Fakat asir1 miktarda tuz i¢ermesi insanlarda hipertansiyon ve
kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi hastaliklarin meydana gelmesine neden olmaktadir.
Ote yandan tuz, fermantasyon prosesinin ilk asamasi olarak bilinen heterofermentatif
reaksiyonun gerceklesmesine engel olmaktadir ve bu engel Leuconostoc cinsindeki
mikroorganizmalarin tuza kargt duyarli olmasiyla anlagilmaktadir (Yang - Hu - Xiu -
Jiang - Yang - Saren vd., 2020; Wouters vd., 2013). Xiong ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢aligma sonucunda arastirmalar tuzun asir1 miktarda eklenmesinin sadece tursu
olgunlagsmasin1 geciktirmeyle kalmadigimi ayn1 zamanda E. coli ile kiiflerin hizli bir

sekilde yok olmasini sagladigini tespit etmislerdir (Xiong vd., 2016).

2.1.1.2. Lahana tursusu iiretimi ve laktik asit fermantasyonu

Lahana tursusu gibi gida maddelerin muhafazasinda genis bir sekilde uygulanan
laktik asit fermantasyonu, her tiirlii gida alaninda uygulanabilmesi, farkli gida maddesine

istenilen duyusal 6zelligi kazandirabilmesi ve en énemlisi olan diger yontemlere gore
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ucuz olmasi nedeniyle olduk¢a ¢ok tercih edilmektedir. Fermantasyon prosesi
asamasindan sorumlu LAB’in saglik agisindan faydali olmasi ve farkli patojen
mikroorganizmalara kars1 inhibisyon etkisi saglayabilmesi, sadece {ireticilerin degil ayni
zamanda tiiketicilerin de dikkatini ¢ekmektedir (Vinderola vd., 2019; John vd., 2009;
Reddy vd., 2008; Press, 1992).

LAB, farkli heksoz karbonhidratlar1 tiiketerek laktik aside doniistiiren
heterotrofilik, Sporolactobacillus hari¢ spor olusturmayan, gram pozitif bakteri olarak
tanimlanmakta ve Firmicutes filumda yer alan 20 bakteriden olusmaktadir. Ozellikle
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus,
Cornobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Ve
Weisella gibi cinsleri icermektedir. Bifidobacterium cinsindeki mikroorganizmalar daha
once LAB olarak sayilirken yeni taksonomik c¢aligmalara gore Bifidobacterium’ un
Firmicutes degil Actinobacteria filumuna ait oldugu belirlenmistir (Reddy vd., 2008;
Vinderola vd., 2019). Gida ve gida benzeri maddelerdeki LAB’nin tanimlanmasinda
geleneksel olarak kullanilan taksonomik siniflandirmanin temeli; fizyolojik, morfolojik,
farkli sicaklik, farkli pH degerleri ve farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme yetenegi,
arjinin pargalanmasi ve karbonhidrat katabolizmasi gibi biyokimyasal o6zelliklerin
incelenmesini igeren fenotipik 6zelliklere dayanmaktadir (Botina vd., 2006).

LAB bir¢ok gida maddesinde iireyebildigi halde yiiksek derecede aktivite
gosterebilmeleri igin yaklasik pH 5,5-6,5 civarinda ve 5-45°C arasindaki sicakliga ihtiyag
duyarlar (Reddy wvd., 2008). Ancak, Leuconostoc ve laktik Streptococci
mikroorganizmalari pH 4-4,5 araliginda ve bazi laktobasiller ve pediyokoklar ancak pH
3,5’de inhibe olmaktadirlar (Press, 1992). LAB’in iireyebilmesi igin karbonhidratlar
disinda besiyerlerinde farkli aminoasitler, B vitamini, primidin ve piirinin tiirevlerinin
olmas1 gerekmektedir (Muck, 2010; Jay vd., 2005). LAB’in ortamdaki farkli
karbonhidratlari tiikketerek tirettigi tiriin ve genetik, fizyolojik farkliliklarina bagli olarak
hetero-fermentatif ve homo-fermentatif olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Reddy vd.,
2008)

Homofermentatif LAB aldolaz ve heksoz izomeraz enzimlerine sahip ama
fosfoketolaz enzimini icermedikleri igin pentozlar1 tiikketemezler. Teorik olarak
Embeden-Meyerhof-Parnas (EMP) iz yoluyla ¢alisir ve bir mol glukozdan 2 mol laktik
asit ve 2 mol adenozin trifosfat (ATP) iiretirler (Vinderola vd., 2019; Muck, 2010; Jay
vd., 2005). Bu tiir LAB grup 1 laktobasil olarak adlandirilir ve Lb. acidophilus, Lb.



delbrueckii, Lb. helveticus, Lb. salivarius gibi bakterileri igerir ve basta soylendigi gibi

pentoz tiiketimine sahip degillerdir (Vinderola vd., 2019).

Hetero-fermentaif LAB tam tersidir, aldolaz ve heksoz izomeraz yerine

fosfoketolaz icermekte olup tiikettigi karbonhidratin %50’sini laktik aside, %20-25’ini

CO:2 ve diger kalan kismini da etil alkol ile asetik aside doniistiiriir. Gergeklestirdigi

reaksiyona gore ortamda asetik asit olusturursa 1 mol glukozdan 2 mol ATP olusturur,

fakat aldehit yerine asetil olusturmasi durumunda tek 1 mol ATP olusturur (Vinderola

vd., 2019; Reddy vd., 2008). Heterofermentaif laktik asit bakterileri fermantasyon

esnasinda pentoz fosfoketolaz iz yoluyla calistigr icin glikoz direk tiikketemezler.

Oncelikle glikozu degratasyon yaparak ribuloz-5-fosfat veya ksiliiloz-5-fosfata

dontistiiriir ve boylelikle reaksiyon devam eder (Vinderola vd., 2019).
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Laktik asit fermantasyonu sonucu olusan laktik asit farkli fiziko-kimyasal ve
antimikrobiyal &zelliklerinden dolayr 6nemli endistriyel iiriin olarak bilinmektedir.
Polilaktik asit gibi polimerlerinin biyolojik pargalanabilmesi ambalaj, tekstil ve ilag
sanayisinde genis olarak kullanilmaktadir. Ozellikle antimikrobiyal etkileri nedeniyle
hijyenik ve estetik madde olarak kozmetik endiistrisinde uygulanmaktadir. Ancak,
giniimiizde L(+) laktik asidin yaklasik %70 saglik agisindan Onemli, giivenli,
antimikrobiyal ve kolay tretilebilir olmasi nedeniyle gida alaninda kullanilmaktadir
(Ameen - Caruso, 2017; Andres vd., 2013). Laktik asidin L ve D olmak iizere iki izomeri
bulunur ve insanlar tarafindan sadece L izomeri sindirebilir oldugu i¢in gida alaninda

sadece L izomeri kullanilmaktadir (Dey - Pal, 2012)..

2.1.2. Lahana tursusu iiretimini domine eden bazi1 mikroorganizmalar

2.1.2.1. Lactobacillus

Laktobasillerin 6nemli {iiyelerinden biri Lactobacillus, Firmicutes filumuna,
Bacilli sinifina ve Lactobacillales takimina ait anaerobik veya aerotolerans, gram-pozitif,
spor olusturmayan ¢omak seklindeki bakteridir (Vinderola vd., 2019; Hutkins, 2007). Bu
tir bakterilerin ¢ubuk uzunlukta olmasi yani sira kivrik, egri sekilde de olanlar
bulunmaktadir. Ayrica, agar plaklarinda baz tiirleri genis yuvarlak koloni olustururken,
bazilar1 da kiigiik ya da diizensiz koloni olusturmaktadir. Dolayisiyla mikroskop altinda
incelenmesi halinde bazi zorluklar meydana gelmektedir (Hutkins, 2007). L. acidophilus,
Lacticaseibacillus casei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, Limosilactobacillus
fermentum, L. paracasei, Lactiplantibacillus plantarum, L. reuteri, L. rham nosus ve L.
salivarius basta olmak iizere yaklagik 233 tiir iceren Lactobasillus diger cinslere gore
bircok tiir igermekle kalmaksizin ayn1 zamanda ekolojik, fizyolojik, biyokimyasal a¢idan
da farkliliklar gostermektedir (Vinderola vd., 2019; Hutkins, 2007).

Insan diyetini pargas1 olan Lactobacillus giiniimiizde gida alaninda starter kiiltiir
olarak kullanilmasinin yaninda probiyotik olarak da kullanilmaktadir (Vinderola vd.,
2019). Probiyotik kelimesi de normal florada bulunan ve farkli hastaliklar1 onleyerek
saglik gelistirme kabiliyetine sahip canli mikroorganizmalardan olusan bir besin takviyesi
olarak tanimlanmaktadir (Slover, 2008). Lactobacillus ‘un probiyotik 6zelliginden dolay1
bulasic1 ishal, huzursuz bagirsak sendromu ve inflamatuar bagirsak hastaligi gibi

gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Slover, 2008). Ayrica,
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Escherichia coli (E. coli 0157:H7 dahil), Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori,
Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Klebsiella, Salmonella, Shigella, Bacillus, Clostridium, Enterococ, Lactobacillus
spp. gibi patojen bakteriler tizerine inhibe edici aktiviteye sahip olmasi hem hayvancilik
hem de gida alaninda genis kapasitede kullanilmasini saglamaktadir (Dinev vd., 2018).
Lactobacillus ‘un probiyotik etkisi de irettigi farkli bakterosin ve fermantasyon sonucu
olusan laktik, asetik ve propiyonik asidin mide pH’sin1 digiirerek patojen
mikroorganizmalar1 engellemesiyle anlasiimaktadir (Dinev vd., 2018; Slover, 2008).

Genel anlamda mezofil ve optimum iireme sicakligi 30-45°C olarak bilinen
laktobasil grubu sahip oldugu farkl fizyolojik 6zelliklerinden dolayr hem termofil, hem
de psikrofil tiirleri bulunmaktadir. Bazi tiirleri tuz, ozmotik basing ve diisiik su
aktivitesine yliksek tolerans gostermektedir. Bu tiir bakterilerin asit toleransinin olmasi
da asidik kosullarda iyi iireyebilmesiyle anlasilmaktadir (Hutkins, 2007).

Farkli patojen ve saprofit mikroorganizmalari dnlemek maksadiyla kullanilan
Lactobacillus, yasamini1 devam ettirebilmesi igin sekeri farkli iz yoluyla metabolize eder.
Oncelikle ortamdaki sekerleri permease sistemi veya spesifik fosfotransferaz
mekanizmasiyla (PTS) hiicre icerisine alirlar. Ardindan reaksiyon heksozlarin glikoz 6-
P, pentoazlar ise ksiloz-6-P doniismesiyle baslar. Lactobacillus ‘un gruplandirildigi gruba
gore bakteri zorunlu homofermentatif ise; sekerler glikoliz yoluyla laktik aside, fakiiltatif
heterofermentatif ise; laktik asit ve baska elektron alicis1 yoksa esit molar etanol ve CO>
doniistiiriir. Ancak, ortamda zorunlu heterofermentatif tiirlerinin bulunmasi durumunda
ortamdaki sekerler hem glikoliz, hem de pentoz fosfoketolaz iz yoluyla pargalanarak
laktik asit ve diger yan iriinlere donistiirilmektedir (Vinderola vd., 2019). Lactobacillus
oldukca genis metabolik 6zellige sahip oldugu halde besinsel agidan zengin ortama
ihtiya¢c duymaktadirlar. Proteolitik ve lipolitik olmadiklari i¢in hizli sekilde gelisebilme
ve yiiksek aktivite gosterebilmesi icin farkli aminoasitler, peptitler ve yag asitleri
bulunmasi gerekir. Bazi tiirleri de vitaminler, niikleotidler ve diger besinlere ihtiyac
duyarlar. Fermente edilebilir karbonhidratlardan glikoz, fruktoz, laktoz yaninda
sellobiyoz gibi bitki kaynakli karbonhidratlar1 da tiiketebilirler (Hutkins, 2007). Sicaklik
istekleri ve biyokimyasal reaksiyona gore Betabacterium, Streptobacterium ve
Termobacterium olmak iizere ii¢ gruba ayirilirlar (Carr vd., 2002).

Streptobacteria ¢ogunlukla gida endiistrisinde kullanilan ve olduk¢a genis tiir iceren
homofermentatif gruptur. Dogal olarak lahana, misir, peynir, yogurt gibi gida

maddelerinde bulunurlar. Ozellikle sucuk ve kirmizi et gibi hayvansal iiriinlerde gézlenen
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Streptobacteria agirlikli olarak 30°C sicaklikta gelisirler ve yaklasik Ph 3,9°da da inhibe
olurlar. Ortamdaki glikonatlart fermente ederken CO2 olustururlar, ancak glikozu
fermente etmeleri durumunda CO2 gaz1 olusturmazlar. Bu tiir bakterilerin Lactobacillus
planetaryum basta olmak tizere 6nemli {iyleri Lactobacillus carnis, L. piscicola, L.
coryniformis, Lacticaseibacillus casei spp. casei, L. casei spp. rhamnosus, L.
maltaromicus, L. casei spp. pseudoplantarum ve L. agilis, Lactobacillus bavaricus,
Latilactobacillus sakei, Companilactobacillus alimentarius, L. yamanashiensis
mikroorganizmalari sayilmaktadir (Carr vd., 2002).

Lactobacillus planetaryum diger adiyla Streptobacterium plantarum olarak
bilinen Lactiplantibacillus plantarum katalaz negatif, spor olusturmayan, anaerobik kisa
cubuk seklindeki fakiiltatif heterofermentatif bakteridir. Asidik kosullara dayanikli,
cogunlukla sauerkraut, kimgi, tursu gibi bitki bazli {iriinlerde bulunur ve pH degeri
yaklagik 4 olan gida maddesinde iyice gelisir. Basta denildigi gibi glikozla beraber malik
asit, pentoz ve/veya glukonatlar1 da fermente eder ve laktik asit ve diger organik asitlere
doniistiiriir (Khemariya vd., 2016). Ozellikle indikatér mikroorganizmalara karst
antagonistik  potansiyele sahip exopolisakkaridleri ve antibakteriyel bioaktif
komponentleri tiretmesiyle hem gida ve hem de farmakolojide 6nemli yer kapsar. PInA,
iki peptit bakteriyosinler PInJK, PInEF ve NC8 gibi ¢esitli plantarisinler iireterek patojen
ve saprofit mikroorganizmalarin hiicre gecirgenligini indiikkler ve sitoplazmik zar
tizerinde gozenek olusturarak etkisiz hale getirir (Abdelazez vd., 2018; Dinev vd., 2018).

Betabacteria fermantasyon esnasinda glikozdan karbon dioksit olusturur ve bazen
arginini hidrolize ederler. Bu tiir mikroorganizmalar beslenme esnalarinda tiamine
ihtiyag duyarlar. Optimum iireme sicakligi 15°C olarak belirlenmistir. Bu tiir bakteriler
Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus fermentum, Lentilactobacillus buchneri, L.
carnis, Secundilactobacillus collinoides, L. confusus, L. divergens, Fructilactobacillus
fructivorans, Lentilactobacillus hilgardii, L. halotolerans, L. kandleri, Lentilactobacillus
kefir ve L. minér gibi mikroorganizmalar igerir (Carr vd., 2002).

Levilactobacillus brevis siit, peynir, lahana tursusu, eksi hamur, silaj, inek giibresi, insan
ve sicanlarin agiz ve bagirsak yollar1 gibi kaynaklardan izole edilen heterofermentatif
gram pozitif mikroorganizmadir. Bir laktobasil grubunun iiyesi ve farkli geleneksel
fermente gidalarda kullanilmasiyla probiyotik olarak tanimlanmaktadir. Etanol ve n-
butanol gibi kisa zincirli alkol ve aromatik organik bilesiklere dayaniklilik gosterir ve
indikator mikroorganizma Bacillus cereus 'un iizerine inhibe edici etkiye sahiptir. Ayrica,

bu tiir bakterilerin yiiksek asitli ortamda ve insan bagirsak sisteminde yasayabilmesi
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nedeniyle yogurt gibi gida maddelerinde ilave probiyotik mikroorganizma olarak
kullanilmaktadir (Rushdy ve Gomaa, 2013; Ronkd vd., 2003). Farkli tursu iiretiminde
starter kiiltiir olarak kullanilan Levilactobacillus brevis saglig ters yonde etkileyen nitrit
konsantrasyonunu azaltir ve duyusal 6zelligini gelistirir (Xia vd., 2017).

Latilactobacillus sakei diistik pH, diisiik sicaklik ve yiiksek tuz konsantrasyonuna
dayaniklilik gosterir. Sakasin-1 gibi antimikrobiyal madde iiretmesiyle gida endiistrisinde
onemli yere sahiptir ve Listeria monocytogenes’i inhibe etmesiyle farkli alanlarda
biyokoruyucu ve probiyotik mikroorganizmalar1 gelistirmek i¢in kullanilir (Gomes vd.,
2012; Servig vd., 2005)

Thermobacteria tiirii bakteriler 45°C ve iizerindeki sicaklikta iireyebilen
termofilik, gram pozitif ve homofermentatif bakterilerdir. Pentoz veya glukonat gibi
karbonhidratlar1 fermente edemez ve karbon dioksit gazi olusturmadan glikozu fermente
ederler. 15°C altindaki sicaklikta iireyemeyip L. acidophilus, L. delbrueckii spp.
bulgaricus, L. delbrueckii spp. lactis, L. helveticus, L. lactis, L. leichmannii gibi
bakterilerden olusmaktadir (Carr vd., 2002).

2.1.2.2. Leuconostoc

Leuconostoc cinsi Leuconostocaceae familyasina ait mezofilik, gram-pozitif,
haraketsiz asporojen bakteridir. Optimum iireme sicaklig1 18°C ile 25°C aras1 ve 4,5 pH
tizerindeki asidik ortamda gelisebilen Leuconostoc’ un hiicre yapisi elipsoidal formdan
kiiresel forma degisir ve ¢iftler ya da zincirler halinde bulunurlar. Heterofermentatif
olduklar1 i¢in metabolizma konusunda fosfoketolaz iz yolunu takip ederler (Vinderola
vd., 2019; Hutkins, 2007). Glikoz gibi heksozlar1 fermente etmek igin dncelikle heksoz
molekiiliinden karbondioksiti ayirir ve daha sonra laktik asit, etanol, CO2 ve asetat gibi
maddeler ireterek prosess devam eder(Martellacci vd., 2019). Ayrica, bu cinsteki
bakteriler proteolitik aktivite gosteremez, arginini hidrolize edemez ve nitratlar
indirgeyemezler (Vinderola vd., 2019).

Cogunlukla salatalik, kimgi, lahana ve zeytin gibi sebze ve meyvelerde bulunan
Leuconostoc, laktik asit bakterileri arasinda bitki kaynakli mikroorganizma olarak bilinir
(Vinderola vd., 2019). Tursu gibi gida maddeleri tiretiminde bu tiir bakteriler hizli sekilde
gelisir, farkli asitler ve karbon dioksit iireterek diger LAB igin elverisli bir atmosfer
saglar. Ek olarak fermantasyon sonucu gida maddesinin aroma profilini gelistirir

(Hutkins, 2007). Ancak, Leuconostoc’ un iirettigi dekstranlar et tiriinlerinde bozulma
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reaksiyonlarina neden olabilir, seker endiistrisinde ise kararma gibi istenmeyen
reaksiyonlara neden olurlar (Carr vd., 2002). Ayrica bu cinsteki mikroorganizmalarin
starter kiiltlir ya da yararl olarak kullanilmas1 yaninda farkli hastaliklara da neden olurlar.
Fakat vankomisin, ampisilin, kloramfenikol, eritromisin ve diger glikopeptid
antibiyotiklere duyarli olmasi Leuconostoc kaynakli hastaliklarinin tedavisinde kullanilir
(Vinderola vd., 2019; Hong vd., 2016)

Leuconostoc citreum optimum iireme sicaklign 15°C ve pH 3,9 kadar aktivite
gosteren L. citreum lahana ve sarimsak gibi bitkilerde bulundugu igin bitkisel
mikroorganizma olarak bilinir. Kimgi, lahana tursusu ve sauerkraut gibi triinlerin
tiretimini de domine ederler (Choi vd., 2003). Formik, propiyonik ve biitirik asit gibi kisa
zincirli yag tiretmekte olup kim¢i ve buna benzer iiriinlerin iiretiminde ve aromasinin
gelismesinde 6nemli rol oynar (Silva vd., 2017). Gastroentestinal sistemde hayatini
stirdiirebilme ve Staphylococcus aureus iizerine antagonistik etki gostermesi nedeniyle
probiyotik 6zelligi de saglayabilir (Silva vd., 2017).

Leuconostoc mesenteroides, Kkatalaz negatif, spor olusturmayan fakiiltatif
anaerobik, heterofermentatif ve ¢ogunlukla dekstran olusturan laktik asit bakteridir. L.
citreum’da oldugu gibi kimgi ve sauerkarut gibi tursu iiretiminde de 6nemli yere sahiptir.
Urettigi antidiyabetik ve antikanserojenik dzellige sahip manitol ile kimgi gibi iiriinlere
ferahlatici tat verir (Silva vd., 2017). Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, Bacillus
cereus ve Listeria innocua gibi bakterilere karsi giliclii antibakteriyel aktivite ve yapay
modifiye sindirim sisteminde yasamini siirdiirebilme kabiliyetini gostermesiyle ¢esitli
probiyotiklere 6zellige sahip oldugu anlasilmaktadir (Lee - Kim, 2019). Ancak probiyotik
etki gostermesi yaninda bu mikroorganizmanin beyin apsesi, endokardit, hastane
salginlart ve merkezi sinir sistemi tiiberkiilozu gibi hastaliklara neden olabildigi

soylenmektedir (Chun vd., 2017).

2.1.2.3. Lactococcus

Lactococcus cinsi, kisa zincir olugturan, yaklasik 0,5-1,5 um boyutundaki gram
pozitif, heksozlar1 zorunlu homofermentasyon yoluyla parcalayarak laktik aside
doniistiiren haraketsiz bakteri grubudur. Bu bakteri grubu Lactococcus lactis, L.
taiwanensis, L. hirilactis, L. fujiensis, L. nasutitermitis ve L. garvieae basta olmak iizere
yaklasik 13 tane bakteri igerir. Optimum iireme sicakhigr 30°C iken 10°C ile 40°C

arasindaki sicaklikta ve %4 tuzu gegmeyen ortamda aktivite gostermektedirler (Vinderola
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vd., 2019; Carr vd., 2002; Hutkins, 2007). Ancak, ortamin pH degeri 9,6’y1 ve tuz orani
%6’y1 ge¢mesi durumunda bu cinsteki mikroorganizmalar hayatin1 yitirmektedir.
Lactococcus cinsi mikroorganizmalar farkli peynir tiirlerinin, 6zellikle ¢edar peyniri
iiretiminde kullanilir ve bu mikroorganizmanin peynir iiretimindeki asil fonksiyonu tadini

gelistirmektir (Carr vd., 2002).

2.1.2.4. Pediococcus

Pediococcus cinsi Lactobacillaceae familyas: ait fakiiltatif anaerobik, gram
pozitif, hareketsiz, katalaz negatif ve glikozu homofermentatif yoluyla laktik aside
doniistiiren bitkisel kaynakli LAB grubudur. Optimum iireme sicaklig1 30°C, pH degeri
6,0-6,5 iken Pediococcus spp. ¢ogu 25%C ile 35°C arasindaki ortamda iyi sekilde
geligirler. Ayn1 zamanda bu bakteri grubunun baz: tiirleri pH degeri 4 ve/veya altindaki
asidik ortamda aktivite gosterir (Vinderola vd., 2019; Carr vd., 2002). Pediyokoklarin iyi
bir sekilde aktivite gosterebilmesi i¢in karmasik nitrojen bilesenlere ihtiyaglar1 vardir ve
amonyak tuzlarini tiikketemezler. Ayn1 zamanda besin olarak folik asidi ister ve
triptofandan indol olusturmazlar. Pediococcus cinsi Pediococcus acidilactici,
Pediococcus etanolidurans, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus siamensis ve
Pediococcus stilesi gibi bakteriler basta olmak {izere yaklasik 12 tiir igerir (Vinderola
vd., 2019; Carr vd., 2002).

2.2. Tursu Uretiminde Olusan Bazi Metabolitler ve Saghk Uzerine EtKisi

2.2.1. Fenolik maddeler

Son 20 yil arahiginda bitkilerin ikincil metabolitleri olarak bilinen fenolik
maddeler kanser, kardiyovaskiiler, ndrodejeneratif ve oksidatif stres gibi hastaliklara
kars1 etkisi ve serbest radikalleri yok edici antioksidan Ozelliginden dolayr pek ¢ok
arastirmacinin ilgisini ¢ekmeye baslamistir (Samec vd., 2017). Ozellikle ultraviyole
radyasyona ve patojenlerin saldirganliina karsi savunmada yer almasi hem iiretici hem
de tiiketicilerin dikkatini ¢ekmistir (Samec vd., 2017; Pandey - Rizvi, 2009). Fenolik
maddeler genellikle bir veya birgok seker kalintisiyla baglanmis halde bulunur ve fenolik

asitler, flavonoidler, stilbenler ve lignanlar olarak dort gruba ayirirlar.
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Fenolik asitler; yaban mersini, kivi, ¢ay ve kahve basta olmak {izere gidalarda bol
miktarda bulunur ve benzoik asit tlirevi ve sinnamik asit tiirevleri olarak iki gruba
ayirilirlar (Ganesan - Xu, 2017; Pandey - Rizvi, 2009).

Flavonoidler; flavonoidler fenolik madde igerisinden ii¢ karbon atomu ile birbirine
baglanmis iki aromatik halkindan olusmaktadir. Flavonlar, flavonoidler, flovonoidler,
izoflavonlar, antosiyaninler, kalkonlar ve katesinler olarak alt gruba ayirilirlar. Genellikle
4000 fazla tiir igerir bitkisel maddelerin ¢ekici renklerden sorumluluk saglar (Ganesan -
Xu, 2017; Pandey - Rizvi, 2009).

Stilbenler; stilbenler kirmiz1 sarap ve fistik gibi gida maddelerinde ¢ok bulunurlar ve
bunlarin igerisinde resveratrol yaygin olarak yer almaktadir (Ganesan - Xu, 2017; Pandey
- Rizvi, 2009).

Lignanlar; keten tohumu, baklagiller, tahillar, meyveler, algler gibi gida maddelerinde
yer alirlar ve sinamik asidin dimerlesme sonucu olusan difenolik bilesiklerden
olugsmaktadir (Ganesan - Xu, 2017; Pandey - Rizvi, 2009).

Fenolik madde acisindan genellikle bitkisel kaynakli gida maddeleri zengin olarak
bilinir ve onlarin icerisinde lahanada da yer almaktadir. Lahananin fenolik madde igerigi
esas olarak flavonoidler ve hidroksisinamik asitten olusmaktadir ve tursu tretiminde
fermentesyona bagli olarak fenolik madde igerigi de artmaktadir. Bu da laktik asit
bakterilerinin tursudaki biyoaktif komponentlerin artirmasiyla anlagilmaktadir (Zubaidah
vd., 2020; Samec vd., 2017). Ayrica, laktik asit bakterilerinin fermantasyon esnasinda
fenolik kompleksleri basit bilesiklere doniistiirmesi antioksidatif etkisini de artirmaktadir
(Tolonen vd., 2004). Ozellikle mikroorganizmalarin iirettigi fermentlerle bitkilerin hiicre
yapist zarar gorerek antioksidan maddelerin serbest kalmasi ve ortamdaki oksidatif strese
kars1 antioksidatif enzim iiretmesi antioksidan bilesiginin birden artmasina neden

olmaktadir (Hur vd., 2014)

2.2.2. Glukozinolatlar

Glukozinolatlar; Brassicaceae familyasindaki lahanalarda yaygin olarak dagilmis
bitki sekonder metabolit grubudur. Genellikle tiyoglikoza bagli stilfatlanmis
izotiyosiyanat grubundan olusur ve herhangi bir islem gérmemis lahanada glukozinolatlar
biyolojik aktivite gostermemektedir. Ancak lahana veya buna benzer {iriinlerin hasar
gormesi sonucu mirosinaz enzimi agiga ¢ikar ve glukozinolatlar1 D-Glukoz ve aglikona

hidrolize etmektedir. Daha sonra kendiliginden izotiyosiyanatlara veya indollere
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doniiserek biyolojik aktif hale gelmektedir(Samec vd., 2017; Pefias vd., 2015; Martinez-
Ballesta - Carvajal, 2015).
2.2.3. Diyet lifleri

Diyet lifleri; insanlar tarafindan sindirilemeyen o6zellikle bitkisel kaynakli
polisakkaritlerden olusmaktadir ve diinya ¢apinda salgin bir hastalik olan obezite ve
birgok kronik hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilmaktadir (Korus vd., 2021; Alam, 2020;
Barber vd., 2020). Diyet lifce zengin gida maddelerinin tiiketilmesi kandaki kolesterolii
azaltir, yeme sikligin1 azaltarak kilo kaybini tesvik eder ve insiilin duyarliligini iyilestirir.
Ozellikle ¢oziiniir liflerinin tiiketilmesi durumunda viicuttaki toksik maddeleri ¢ikarir ve
bagirsak hareketliligini saglayarak sindirim sistemini gii¢lendirir (Alam, 2020; Barber
vd., 2020). Avrupa Birligi Diizenlemelerine gore 100 gr icerisinde 3 gr diyet lifi
bulunmasi halinde “lif kaynagi”, 6 gram bulunmas1 durumunda “ytiksek lif”” kaynakli gida
maddesi olarak adlandirilmaktadir (Korus vd., 2021)

2.2.4. Vitamin ve Karotenoidler

Vitamin ve karotenoidler, insan metabolizmasinin ve bagisiklik sisteminin dogru
bir sekilde caligmasini saglayan biyoaktif bilesenler olarak bilinir. Turpgillerden olarak
bilinen lahana bu tiir biyoaktif bilesenleri icermekte olup giinlikk gerekli K vitamininin
yaklasik %72, C vitaminin %44, folatin %11 ve B6 vitaminin %10 karsilamaktadir
(Samec vd., 2017). Tokoferol, karotenoid ve C vitamini birlesik halde bulunmasi farkli
oksidatif stres ve radikallere kars1 yiiksek antioksidatif aktivite gostermektedir (Podsedek,
2007). Antioksidan etkisi yaninda karotenoidler farkli gida maddelerinde sari, turuncu ve
kirmizi renkleri saglamakta ve A vitamini Onciileri olarak bilinen a ve  tiirleri saglikli
cilt, kemikler, gastrointestinal ve solunum sistemi i¢in énem tasimaktadir (Samec vd.,
2017; Rao - Rao, 2007). C vitamini, gesitli hiicresel fonksiyonlar1 destekleyerek bagislik
sistemimizi  giiclendirir.  Ozellikle  epiteli  destekleyerek  farkli  patojen

mikroorganizmalara karsi koruyucu bariyer olusturmaktadir (Carr - Maggini, 2017).

2.3. Metagenomik Analiz

Farkli fermente iriinlerin liretim asamasinda ortamdaki mikroorganizmalarin

miktari, kalite ve giivenlik agidan siklikla kontrol edilmesi gerekmektedir (Ampe vd.,
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1999). Genellikle gida ve diger laboratuvarlarda mikroorganizmalar kiiltiire bagimli ekim
yontemleri ile sayilmaktadir. Izole edilen mo’lar biyokimyasal testler, mikroskop ve
molekiiler biyolojinin yardimiyla tanimlanarak karakterize edilmektedir. Ancak, bu tiir
kiltire bagimli yontemler, ortamda az sayida varligini siirdiiren ve ekim islemiyle
kiiltiirlenemeyen mikroorganizmalarin tanimlamasinda bazi zorluklar ¢ikmaktadir. Bu
durum kiiltiire bagimli yontemlerle gida ve diger maddelerin mikrobiyotastyla iliskili
kesin sonug¢ alma konusunda kisitlamalara neden olmaktadir (Stefanini - Cavalieri, 2018;
Ampe vd., 1999). DNA temelli kiiltiirden bagimsiz yontemlerin, 6zellikle metagenomik
analizin ortaya ¢ikmasi bu tiir problemlerin ¢ozlilmesine ve yeni mikroorganizmalarin
tanimlanmasini kolaylagtirmistir (Morgan vd., 2017).

Metagenomik analiz, farkli genomik teknoloji ve biyoinformatik araglart
kullanarak orneklerin icerdigi genomlarin dogrudan analizi olarak tanimlanmaktadir.
Metagenomik, mikrobiyal topluluklarin fonksiyonel genetik bilesenlerine erisim saglar
ve tek bir gen analizine dayanan filogenetik arastirmaya gore daha da kapsamli sonug
sunmaktadir. Dolayisiyla metagenomik analiz yardimiyla yeni enzimlerin,
kiiltiirlenmemis organizmalarinin fonksiyonu ve filogeni arasindaki iligki hakkinda
genetik bilgi almak miimkiin olmaktadir (Thomas vd., 2012). Ilk olarak 1985 yilinda Pace
bilim adami tarafindan ¢evresel DNA’nin dogrudan klonlamasi onerilmis ve boylelikle
metagenomik ¢alismalar baglamistir(Simon - Daniel, 2011). Meta kelimesi grek dilinden
tiiretilmis olup “Otesinde” anlaminmi tagimakta, metagenomik kelimesi de “tek genom
caligmasinin 6tesinde” olarak agiklanmaktadir(Gilbert - Dupont, 2010)

Baslangigta metagenomik analiz ile esas olarak i1liman ortamlardan {ireyen
mikrobiyal topluluklardaki yeni biyomolekiiller arastirilmaktaydi. Ancak farkli DNA
izolasyonu, klonlama stratejileri ve tarama tekniklerinin meydana gelmesi, farkli
ortamlardaki bulunan mikroorganizmalarin arastirilmasina da yol agmistir. Ayrica next-
generation sequencing metodunun baslatilmasiyla birgok c¢evresel sekanslar elde
edilmistir ve bu sekanslar sayesinde taksonomik ve metabolik c¢esitliliklerin analiz
edilmesine iliskin bir¢cok biyoinformatik veri tabanlarin olusturulmasina yol agilmigtir
(Simon - Daniel, 2011). Farkli patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasinda hassas ve
spesifik real-time quantitative PCR gibi yontemlerin rutin kullanimi ile glivenilir sonuglar
elde edilmektedir. Ancak, bu yontemlerin de analiz edilemeyen mikroorganizmalarin
tespit edilmesi oldukga zor olmaktadir. Bu bakimdan, high-throughput sequencing (HTS)
kullanan metagenomik analiz daha da ¢ok umut vermektedir(Wylezich vd., 2018).

Ayrica, metagenomik yaklagimla 6rneklerdeki genlerin taksonomik olarak bakterilerin
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cins seviyeye kadar tanimlanmasini saglamakta ve boylelikle mikrobiyal toplulugun
fizyolojisi ve ekolojisine iliskin genis bilgi elde edilmektedir (Martin vd., 2018).

Metagenomik analizde pek cok stratejiler kullanilabilmektedir. Metagenomik
analizde ilk mikroorganizmalardan genetik DNA/RNA materyalinin ekstraksiyonuyla
baslayip daha sonra sekanslama, kalite kontrolii ve birlestirme (assembly) gibi adimlarla
devam etmektedir(Breitwieser vd., 2019; Martin vd., 2018; Thomas vd., 2012)

2.3.1. DNA ekstraksiyonu ve kiitiiphane hazirlanmasi

Farkli gida maddesindeki mo’larin genetik materyal (DNA veya RNA)
ekstraksiyonu, metagenomik analiz de 6nemli adimlardan biri olarak bilinmektedir.
Orneklerden ekstrakte edilmis genetik materyalin, numunede bulunan tiim hiicreleri
temsil etmesi ve ileri adimlarda kiitiiphane olusturma ve sekanslama gibi prosesler igin
yeterli miktarda yiiksek kaliteli niikleik asit icermesi gerekmektedir (Thomas vd., 2012).
Ozellikle gida maddesinden genetik materyali izole ederken genetik materyale fiziksel
olarak miidahale etmek, protein, hiimik asit ve metal gibi maddelerle kontamine etmek
gibi hususlardan kaginmak gerekmektedir (Prayogo vd., 2020). DNA ekstraksiyonu,
oncelikle mo’larin hiicre yapisinin bozulmasi ve parcalanmasiyla baslamaktadir.
Mo’larm hiicre yapilart heterojen oldugu i¢in farkli lizis yontemi ile farkli sayida DNA
ekstrakte edebilmektedir (Martin vd., 2018). Genellikle mo’larin hiicre yapisini bozmak
i¢in bead-beating metodu kullanilmaktadir. Bu yontem sayesinde daha da yiiksek verime
ulagsmak miimkiin olmaktadir (Wesolowska-Andersen vd., 2014). Bu tiir ekstraksiyon
metotlarmin yerine hazir ekstraksiyon kitleri kullanilmaktadir. Ekstraksiyon kitleri ile
standart protokollere gore daha hizli bir sekilde ekstraksiyon islemi yapilmaktadir.
Ancak, bazi arastirmalar sonucu standart protokollerin kullanilmasi durumunda kitlere
gore daha verimli sonuglar alindig1 da olmustur (Prayogo vd., 2020).

Kiitiiphane hazirlama asamasinda adaptor sekanslar her DNA fragmentinin 5°
veya 3’ uglara baglanir. Ancak baz1 durumlarda kiitiiphanenin hazirlanabilmesi igin
yiiksek nanogram veya mikrogram DNA materyaline ihtiya¢ duyulur ve bu durumda
amplifikasyon islemi gergeklestirilir. Amplifikasyon isleminde farkli PCR primerleri,
adaptorler kullanilmakta olup, bir ¢ok 6rnegin analiz edilmesi durumunda barkodlar

kullanilmaktadir (Martin vd., 2018; Thomas vd., 2012).
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2.3.2. DNA molekiillerin konsantrasyonun ve safliginin hesaplanmasi

Genel olarak DNA materyalinin safligi ve konsantrasyonu UV absorbans, florasan
boyama ve difenilamin reaksiyonu gibi 3 yontemle analiz edilmektedir. Ancak UV
absorbans yontemi kolay, ucuz ve pratik olmasindan dolay1 tercih edilmektedir. UV
absorbans yonteminin prensibi, genetik materyalin spektrofotometre cihazi ile saglanan
belli bir 15111 emmesiyle anlasilmaktadir. Genellikle proteinler, 260 nm dalgadaki 15131
absorbe ederken genetik DNA materyali, 280 nm dalgadaki 1sikta yiiksek kapasitede
emme kabiliyetini gostermektedir. Dolayisiyla DNA molekiillerin konsantrasyonu ve
saflig1 hesaplanirken 260/280 orani kullanilmaktadir. Bu oranin diisiik olmasi DNA
materyalin farkli kaynaklarla kontamine oldugunu géstermektedir (Prayogo vd., 2020).

2.3.3. Genetik materyalin amplifikasyonu

Farkli mikroorganizmalarin, o6zellikle prokaryotik mikroorganizmalarin tayin
edilmesinde ribozomal RNA kullanilmaktadir. Ribozom ¢ogunlukla proteinlerin
tiretilmesinde sorumlu yap1 olarak bilinmektedir. Genel olarak ribozom, %65 ribozomal
RNA ve %35 proteinlerden olusmaktadir. iki rRNA molekiilii (5S ve 23S) igeren biiyiik
alt birim (50S) ve tek rRNA molekiilii (16S) kiiciik alt birim olmak iizere iki multimerik
alt birimlerden olugsmaktadir (Ramazzotti - Bacci, 2018).

16S TrRNA, prokaryotik mikroorganizmalarin taksonomik olarak analiz
edilmesinde kullanilmaktadir. 16S rRNA yaklasik 1500 bp uzunluktaki hiperdegisken
farkli dokuz (V1-V9) bolgeden olusmaktadir. Bu degisken dokuz bolge yardimiyla
prokaryotik mikroorganizmalar ayirt edilebilmektedir (Prayogo vd., 2020; Ramazzotti -
Bacci, 2018). Amplifikasyon islemi polimeraz zincirleme reaksiyonu (PCR) islemiyle
yapilmakta olup bakterilerin tanimlanmasinda ¢ogunlukla V1-V2 veya V1-V3 bolgeler
kullanilmaktadir. Ancak, taksonomik g¢aligmalarda bu bolgelerden segilen primerlerin
evrenselligi, amplifikasyon verimliligi ve segilen bolgedeki bilgi miktar: gibi hususlara
onem verilmektedir (Prayogo vd., 2020; Ramazzotti - Bacci, 2018).

PCR yontemiyle genlerin klonlanmasinda genellikle DNA materyalin 3’ ve 5’
ucuna hibridize primerler kullanilmaktadir (Karami vd., 2011). PCR prosesinin ilk
asamast denaturasyon asamasidir. Denaturasyon asamasinda izole edilmis DNA
materyalin yaklasik 94- 96°C sicaklikta 1sitilarak DNA’daki arasindaki hidrojen baglari

kirilir ve iki ayrt DNA zinciri olusmaktadir. Daha sonra yeniden birlestirme prosesiyle
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DNA molekiilii ortamdaki iki primerle hibridlesmektedir. Secilen primerler daha 6nce
denatiire edilmis genetik materyalin bir ucunu tamamlarken ikinci primer, diger DNA
zincirindeki diger ucunu tamamlamaktadir. Genellikle yeniden birlestirme prosesi 45-
60°C arasindaki sicaklikta gergeklestirilmektedir. Son olarak elongasyon asamasinda
primerler DNA polimeraz enzimi tarafindan ortamdaki primerlerle DNA zinciri
biyiitilmektedir (Noflindawati vd., 2021; Karami vd., 2011).

2.3.4. DNA Kkiitiiphanesi olusturma ve sekanslama

Genomlarin incelenmesinde ne kadar sade bir kiitiiphane hazirlansa bile bazi
hatalar igerebilmektedir. Fakat genis kiitiiphanenin hazirlanmasi1 ve hatalarin yok
denilecek kadar azaltilmasi ileri ¢aligmalar igin ¢ok dnemlidir. Metagenomik analiz veya
yeni nesil dizileme gibi yontemler ile RNA veya DNA materyalin ileri sekanslama
cihazina yiiklenilebilmesi ve sekanslanabilmesi i¢in niikleik asit materyallerin standart
kiitiiphaneye doniistiiriilmesi gerekir. Gliniimiizde kiitiiphanenin hazirlanmasinda pek
¢ok protokoller mevcuttur. Bu tiir protokollerin hepsinde DNA veya RNA fragmentini
katt bir yiizeye baglayan ve sekanslanmasini saglayan adaptorler mevcuttur. Bu
adaptorler sayesinde genetik materyal kat1 yiizeye baglanmaktadir (Li vd., 2018; Van
Dijk vd., 2014). Giiniimiizde metagenomik analiz kiitiiphanelerin hazirlanmasinda
[llumina platformu pek ¢ok kit saglamaktadir ve bu kitler sayesinde kiitiiphaneler
olusturulabilmektedir (Li vd., 2018). Kiitiiphane olusturulduktan sonra illumina veya
454/Roche gibi platformlar sayesinde sekanslanmaktadir. Daha sonra diisiik kalitedeki,
belirsiz ve kimerik sekanslar uzaklastirilmaktadir. Elde edilen sekanslar %97 benzerlige
kadar operasyonel taksonomik birimlerde kiimelenmektedir (Nguyen vd., 2016).
454/Roche sekanslama teknigi DNA veya genetik materyalin su/yag emiilsiyonunda
DNA yakalama boncuklari tarafindan tutulmasina dayanmaktadir. Daha sonra boncuklar
bir PicoTiterPlate {izerine yerlestirilerek pirosekanslanmaktadir. Ancak illumina
sekanslama teknigi DNA molekiillerinin bir preparat {izerinde primerlere baglanmasiyla
baglar, ardindan bu DNA'min yerel koloniler iiretmek icin amplifikasyonuna tabii
tutulmaktadir. "DNA kiimeleri" nesline, bir bloke edici grupla baglanmis floresan
etiketli, tersinir sonlandirict bazlarin (adenin, sitozin, guanin ve timin) eklenmesi eslik
etmektedir. Daha sonra bu dort baz sablon DNA’ya baglanmak icin rekabet etmektedir.

Sonunda ortamdaki baglanmamis bazlar yikanarak ortamdan uzaklastirilmakta ve lazer

19



yardimiyla boya maddesi uyaric1 hale getirlerek tarama islemi yapilmaktadir. Bu proses
tiim DNA molekiilii sekanslanana kadar yapilmaktadir (Oulas vd., 2015).

2.3.5. Biyoinformatik analiz

454 pyrosequencing, Illumina, Solid ve lon Torrent gibi sekanslama teknolojileri
sayesinde elde edilen 16S veri tabanlarin prokaryotlar mikroorganizmalarin taksonomi
analiz yapilmasinda QIIME, Mothur, SILVAngs MEGAN, ve AmpliconNoise basta
olmak iizere pek c¢ok programlar kullanilmaktadir. Ancak bunlar igerisinde QIIME
programi taksonomi ¢alismalarinin yapilmasi i¢in uygun ve kolay bir program olarak
bilinmektedir. Illumina sekanslamada sekanslanmis veri tabanlar1 oncelikle FASTQ
dontistirilir ve QIIME uygulamasi yardimiyla mikrobiyal topluluklar analiz
edilmektedir. QIIME analizi sonucu taksonomik agaci temsil eden Newick formatta veri
elde edilir ve daha sonra FigTree ve Biom (biyological Observation Matrix) gibi OTU

tablosunu igeren uygulamayla goriintiilii hale doniistiirilmektedir (Oulas vd., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

Tez galismasinda tursu iiretiminde kullanilan hammadde beyaz lahana (Brassica
oleracea var. capitata f. Alba) Konya’daki yerel bir pazardan temin edilmistir. Analiz
siirecinde kullanilan tiim kimyasallar ve ekipmanlar Necmettin Erbakan Universitesi

Gida Miihendisligi boliimiinden temin edilmistir.

3.2. Tursu Uretimi

Lahanalar 2*2*2 cm sekilde dogranarak kavanozlar igerisine konulmus ve 3
tekerriir halinde % 2, % 5 ve % 8 tuz konsantrasyonuna sahip salamura suyu ile spontane
fermantasyona tabi tutulmustur.

Orneklerde fermantasyonun 0., 5., 10. ve 15. gilinlerinde fizikokimyasal 6zellikler
incelenmistir. Ayrica 21. giinde tursu Orneklerinden numune alinarak bakteriyal

kompozisyon tespiti i¢cin metagenomik analiz yapilmaistir.

3.3. Fizikokimyasal Analizler

3.3.1. pH tayini

Orneklerin pH degeri, homojenizasyon sonrasi dijital pH metre (Schott Lab,

Almanya) kullanilarak dl¢iilmiistiir (Hong vd., 2016).

3.3.2. Titrasyon asitligi tayini

Lahana tursusunun titre edilebilir asitligini analiz etmek icin Iml numune
alinmistir, ardindan numune 100 ml suda homojenize edilmis ve filtre kagidinda
stiziilmistiir. Siipernatana 2 veya 3 damla %1 fenolftalein eklendikten sonra, numunenin
rengi acik pembeye donene ve pH't 8.3'e ulagana kadar numune 0.1 N NaOH ile titre

edilmistir. Toplam titre edilebilir asitlik, numunenin pH'sin1 8.3’e getirmek i¢in gereken
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0.1N NaOH’1n laktik aside oran1 olarak ifade edilmistir. Numune bos suyun gergek titre
edilebilir asitligini analiz etmek i¢in ayn1 yontemle kontrol edilmistir (Hong vd., 2016).
Titre edilebilir asitlik (%) =[Vx N x F x 100] / [numune agirhig (g)]

V- V1i-V2

V1- numunenin pH degerini 8.3'e kadar titre etmek i¢in harcanan NaOH hacmi, (ml)

V2- blank sunun pH degerini 8.3'e kadar titre etmek i¢in harcanan NaOH hacmi (ml)

N- NaOH’1n normalitesi

F- NaOH’1n laktik aside gore miliesdeger faktorii, (0.009)

m- numune agirligi, g

3.3.3. Tuz tayini

Tuz tayini Mohr Yontemi ile yapilmistir. Yontem ortamda bulunan Cl iyonlarini
AgNO:3 ile muamele ederek AgCl halinde ¢oktiirmek ve reaksiyona girmeyen AgNO3’1n,
indikator olarak ilave edilen potasyum kromat ile kiremit kirmizist renkli glimiis kromat

olusturmasi esasina dayanir.

1 ml tuzlu su alinmis ve 40 ml su ile seyreltilmistir. 2 veya 3 damla %5 potasyum
dikromat (K2CrOs) eklendikten sonra, numune rengi krem kirmizisina dénene kadar
numune 0.1N AgNO: ile titre edilmistir. Su veya bos numune de ayn1 yontemle kontrol
edilmistir.

tuz% = (V * N * 0.0585 % 100)/m

V=(V1-V2)

V1- lahana tursusu 6rnegini titre etmek igin harcanan 0.1N AgNOs hacmi, ml
V.- suyu titre etmek i¢in harcanan 0.1N AgNO3 hacmi, ml

N- AgNO3’n normalitesi, (0.1)

m- numune agirligi, gr

3.3.4. Renk Tayini

Hunter renk degerleri degisimi, Minolta Chroma meter CR 400 (Minolta Co.,
Osaka, Japan) cihaziyla Ol¢lilmiistiir. Cihaz standart beyaz yiizeyli bir kalibrasyon

levhasina kars1 kalibre edilmis ve CIE Standard Illuminant C’ye gore ayarlanarak,
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orneklerin L* (0: siyah- 100: beyaz), a* (+a: kirmizilik, -a: yesillik) ve b* (+b: sarilik, -

b: mavilik) degerleri saptanmuistir.

Renk tayini lahana pargalarinda 0., 5., 10., ve 21. giinde yapilmistir.

3.4. Bakteriyal Analizler

3.4.1. Metagenomik analiz oncesi toplam bakteriyal DNA ekstraksiyonu

Toplam DNA ekstraksiyonu kitler kullanilarak elde edilmistir. Ornekler 1:10
oraninda steril DNAfree distile su icerisinde ¢oziindiiriiliip Stomacher kullanilarak
homojenize edilmistir. 100 pl siispansiyon Ornegi sekans hazirligi i¢in, DNA
ekstraksiyonu GeneMATRIX Tissue & Bacterial DNA Purification Kit ile tretici
firmanin talimatlarima uygun olarak gergeklestirilmistir. Bakteriyal DNA ekstraksiyon
kitinin protokolii su sekilde uygulanmistir: Homojenize edilmis 100 pl 6rnege 350 pul Sol
T tamponu eklenip vortekslenmistir. Bu soliisyon 70°C’de 10 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra iizerine 350 pl etanol (%96-100) eklenip tiip birka¢ kez ters
cevirilerek iyice karistirilmistir. Ardindan 12 000 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Daha
sonra DNA baglama spin kolonlar1 igerisine siipernatantin 600 pl’si aktarilmistir. Bu tiip
11 000 g’de 1 dakika santrifiij islemine tabii tutulmustur. Elde edilen siipernatant yeni bir
spin kolonuna aktarilmis ve 11 000 g’de 2 dakika yeniden santrifiijlenmistir. Uzerine 500
ul Wash TX1 tamponu eklenmis ve 1 dakika boyunca 11.000 x g'de yeniden
santrifiijlenmistir. Daha sonra 500 pl Wash TX2 tamponundan eklenmis ve aym
kosullarda tekrar santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Wash TX2 tamponunu tamamen
dibe ¢oktiirmek i¢in 11 000 g’de sanrtrifiij edilip asagi c¢oktiiriilerek DNA tiipe
aktarilmistir. DNA’y1 yikamak i¢in 50-150 pl eliisyon tamponu eklenip oda sicakliginda
2 dakika boyunca bekletilip ardindan 11 000 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. islemler
sonucunda ekstrakte edilen DNA 16S rDNA metagenomik analizinde kullanilana kadar

—20°C’de muhafaza edilmistir.

3.4.2. 16S rRNA gen kiitiiphanesi olusturma ve sekanslama

Ortalama fragment boyutu 500 bp olan iiretici spesifikasyonlarina gére MiSeq
Reagent Kit (Illumina, Inc., San Diego, CA, ABD) kullanilarak toplam DNA'dan bir
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[Mlumina kitapligr hazirlanmistir. Sekanslama islemi Ilumina MiSeq platformunda
eslestirilmis (¢ift) uglu (paired-end) konfigiirasyonla gergeklestirilmistir. Sekans verileri
analiz i¢in ham data (FASTA) formatina doniistiiriilmiis ve ham datalar NCBI genom veri

tabaninda haritalandirilmistir

3.4.3. Biyoinformatik analizler

Demultiplexing (¢oklamanin ¢éziimlenmesi) isleminden sonra, ¢ift uclu (paired-
end) okumalara FASTX katilmistir. Fastqc ile okuma (read) kalitesi kontrolii yapilamais,
FASTX tarafindan da kaliteli bir filtreleme gergeklestirilmis ve Phred skorlar1 20 nin
altinda olan okumalar ¢ikarilmistir. Veriler, QIIME 1.9.1 yazilim1 kullanilarak analiz
edilmis ve her 6rnek i¢in taksonomik tiirler belirlenip alfa ve beta cesitlilik analizleri

yapilmis ve filogenetik ¢esitlilik belirlenmistir (Caporaso et al., 2010).

3.5. Duyusal Analiz

Tursu 6rneklerinin fermantasyonun tamamlandigi kabul edilen 21. giin sonunda
10 panelist tarafindan; goriiniim, renk, koku, fermente lahana kokusu, mayamsi koku,
doku, agizda sertlik, eksilik, mayamsi tat, ham lahana tadi, tuzluluk ve genel begeni

parametreleri bakimindan tursu ornekleri degerlendirilmistir

3.6. istatistik Analizler

Arastirma sansa bagli tam bloklar deneme planina gore kurulup ve iki tekerriirlii
olarak yliriitiilmiistiir. Arastirma verileri Minitab® paket programinda (two way
ANOVA) Varyans Analizine tabi tutularak, onemli bulunan varyasyon kaynaklarma ait
ortalamalar Tukey Coklu Karsilastirma Testi ile karsilastirilmistir. (Steel ve Torrie, 1980;
Mstat-C, 1989).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Aragtirma sansa bagli tam bloklar deneme planina gore kurulup ve ii¢ tekerriirlii
olarak yiiriitilmiistiir. Arastirma verileri Minitab® paket programinda (One way ve Two
way ANOVA) Varyans Analizine tabi tutularak, dnemli bulunan varyasyon kaynaklarina
ait ortalamalar Tukey Coklu Karsilagtirma Testi ile karsilastirilmistir (Steel ve Torrie,

1980; Mstat-C, 1989).

41. Lahana Tursularna Uygulanan Farkh Tuz Konsantrasyonlarin

Fermantasyon Siirecindeki Bazi1 Parametrelere Etkisi

Lahana tursularmna uygulanan farkli tuz konsantrasyonlarmin fermantasyon
stirecindeki, pH % titrasyon asitligi ve % tuz miktar1 6zellikleri tizerine etkisine ait

varyans analiz tablosu Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Lahana tursularina uygulanan farkli tuz konsantrasyonlarinin fermentasyon siirecindeki bazi
Ozellikleri tizerine etkisine ait varyans analiz tablosu

pH % Titrasyon Asitligi % Tuz Miktar

Kaynak e KO F degeri KO F degeri KO F degeri
Giin 4 146,414  19726,40** 0,014958 5393,38** 30,566 9126,12**
Tuz 2 2,493 671,82**  0,003928 2832,47** 111,915 66830,33**
konsantrasyonu
Giin*Tuz 8 4,161 280,30**  0,003018 544,17** 8,343 1245,53**
konsantrasyonu
Hata 30 0,056 0,000021 0,025
Toplam 44 153,124 0,021925 150,849

*, P<0.05; **, P<0,01; ns, istatistiksel olarak énemli degil.

Varyans tablosu incelendiginde denemede uygulanan fermantasyon prosesinde
giinlere bagli olarak pH, % Titrasyon asitligi ve % Tuz miktar istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (P<0.01).

Farkli tuz konsantrasyonu uygulamasi pH, % Titrasyon asitligi ve % Tuz miktar1

icin istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01).

Giin*Tuz konsantrasyonu incelendiginde ise; pH, % Titrasyon Asitligi ve %Tuz

miktar1 istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01).
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Cizelge 4.2. Orneklerin fermantasyon giinlerine gore pH, % Titrasyon Asitligi ve % Tuz Miktarina
ait ortalamalarin TUKEY ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

Giinler N pH % Titrasyon Asitligi % Tuz Miktan
ilk giin 9 8,77 A* 0,00 E 5,09A
5. giin 9 6,36 B 0,004 D 3,13B
10. giin 9 533C 0,019C 3,10B
15. giin 9 402D 0,035B 296C
21. giin 9 3,84 E 0,048 A 295C

*, Birbirinden farkli olan harfler istatistiksel olarak birbirinden farkliligin ifadesi olup, istatistiksel
olarak 6nem seviyesi p<0.05’tir.

Orneklerin fermantasyon giinlerine gére pH, % Titrasyon Asitligi ve % Tuz
Miktarina ait ortalamalarin TUKEY c¢oklu karsilastirma testi sonuglart Cizelge 4.2°de
verilmistir.

Fermantasyonun ilk giliniinden 21. giiniine kadar pH degerindeki degisim
istatistiksel olarak Onemli bulunmus olup, 8.77°den 3.84’¢ kadar bir degisim
gozlemlenmistir.

Cizelge 4.2’ye bakildiginda % Titrasyon asitliginde 0’dan 0.048’e kadar bir artis
goriilmiistiir.

Fermantasyonun ilk giinde 5.09 olan % Tuz miktar1 fermantasyonun 21. giiniinde

2.95 olarak ol¢tilmiistiir.

Cizelge 4.3. Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna gére pH, % Titrasyon Asitligi ve % Tuz
Miktarina ait ortalamalarin TUKEY ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

Tuz Konsantrasyonu

(%) N pH % Titrasyon Asitligi % Tuz Miktar
2 15 5,41 C* 0,034 A 1,49C
5 15 5,60 B 0,019B 3,51B
8 15 598 A 0,011C 535A

*, Birbirinden farkli olan harfler istatistiksel olarak birbirinden farkliligin ifadesi olup, istatistiksel
olarak 6nem seviyesi p<0.05°tir.

Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna gore pH, % Titrasyon Asitligi ve % Tuz
Miktarina ait ortalamalarin TUKEY c¢oklu karsilastirma testi sonuglart Cizelge 4.3’de
verilmistir.

Cizelge 4.3 incelendiginde, % 2 tuz konsantrasyonuna sahip 6rneklerde ortalama
pH degeri 541, % 5 tuz konsantrasyonuna sahip Orneklerde 5.60, % 8 tuz

konsantrasyonuna sahip drneklerde 5.98 olarak tespit edilmistir.
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% Titrasyon Asitligi, tuz konsantrasyonunun artis1 ile birlikte ortalama 0.034’den
0.011’e dismuistiir.

Cizelge 4.3’e gore, % 2 tuz konsantrasyonuna sahip orneklerde % Tuz Miktar
ortalama %1.49, % 5 tuz konsantrasyonuna sahip orneklerde ortalma 3.51, % 8 tuz

konsantrasyonuna sahip drneklerde ise % 5.35 olarak gozlemlenmistir.

Cizelge 4.4. Orneklerin giin*tuz konsantrasyonu interaksiyonuna gore pH, % Titrasyon Asitligi
ve % Tuz Miktarina ait ortalamalarin TUKEY coklu karsilastirma testi sonuglari

Giin*Tuz konsantrasyonu

) ; o T
mteré':is]llyonu Tuz N pH /o Z;:ﬁgon % Tuz Miktari
konsantrasyonu(%o)
[lk giin 2 3  8,65+0,01 B 0,000+0,000 ° 2,13+0,03 ©
Ilk giin 5 3 8,89+0,01 A 0,000+0,000 ° 5,11+0,03 B
Ilk giin 8 3 8,75+0,01 B 0,000+0,000 ? 8,03+0,03 A
5. giin 2 3 6,13+,0,00 & 0,004+0,001 ' 1,64+0,00 H
5. glin 5 3 6,58+0,15 € 0,004+0,000 ! 3,24+0,03 E
5. gilin 8 3 6,36+0,06 P 0,005+0,000 ' 4,52+0,03 P
10. giin 2 3 4,65+0,01 © 0,039+0,001 P 1,31+0,03 !
10. giin 5 3 4,88+0,01 F 0,011+0,001 ™ 3,24+0,03 &
10. giin 8 3 6,46+0,04 P 0,005+0,000 ! 4,76+0,03 ©
15. giin 2 3 3,87+0,01° 0,056+0,001 B 1,1940,03
15. giin 5 3 3,9240,02 V 0,030+0,001 & 2,98+0,00 F
15. giin 8 3 4,27+0,03 H 0,018+0,002 © 4,72+0,03 ©
21. giin 2 3 3,7420,02 ¥ 0,068+0,000 A 1,17+0,00’
21. giin 5 3 3,74+0,01 ¥ 0,051+0,001 © 2,98+0,00 F
21. giin 8 3 4,03+0,01" 0,026+0,001 F 4,70+0,03 ©

*, Birbirinden farkli olan harfler istatistiksel olarak birbirinden farkliligin ifadesi olup, istatistiksel

olarak 6nem seviyesi p<0.05°tir.

Orneklerin giin*tuz konsantrasyonu interaksiyonuna goére pH, % Titrasyon
Asitligi ve % Tuz Miktarina ait ortalamalarin TUKEY ¢oklu karsilastirma testi sonuglari
cizelge 4.4’de verilmistir.

pH degeri bakimindan incelendiginde; {i¢ farkli tuz konsantrasyonuna ait
orneklerde fermantasyonun ilerlemesiyle pH degeri agisindan 8,89-3,74 araliginda bir
azalma goriilmiistiir. Fermantasyon prosesinin 21. giiniine bakildiginda en yiiksek pH
degeri % 8 tuz konsantrasyonunda gergeklesirken en diisiik pH degeri % 2 ve % 5 tuz
konsantrasyonuna sahip érneklerde goriilmiistiir.

Fermantasyonun 21. giiniinde % Titrasyon asitligi bakiminda en yiiksek titrasyon
asitligi % 0,068 olarak % 2 tuz igeren 6rneklerde saptanmistir. % 5 tuz i¢eren 6rneklerde
% Titrasyon asitligi fermantasyonun 5., 10., 15. ve 21. giinlerinde % 0,004, %0,011, 0,030

ve 0,051 olmak iizere lineer bir sekilde artig gostermistir.
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% 2, % 5 ve % 8 tuz konsantrasyonuna sahip orneklerde 10. giine kadar gecen
zamanda % Tuz miktarinda sirastyla % 2,13-% 1,35, % 5,11-% 3,24 ve % 8,04-% 4,76
araliginda bir degisim ger¢eklesmistir. 15. ginden sonra ise farkli tuz konsantrasyonlarina

ait sonuglara bakildiginda istatistiksel olarak 6énemli bir degisim gortilmistiir.

pH degerine ait degisim

—f— %2 tuz %5 tuz == %8 tuz
10
9
8
7
o
5 4 \,\7
3
2
1
ILK GUN 5 GUN 10 GUN 15 GUN 21 GUN

Fermantasyon Sureci

Sekil 4.1. Lahana tursusu fermantasyon siirecinde pH degeri iizerine etkili Giin*Tuz
konsantrasyonu interaksiyonuna ait sonuglar

Tursu yapiminda ortamin pH degeri sadece son iirlinlin aroma ozelliklerine etki
etmekle kalmaksizin ayn1 zamanda fermantasyon prosesinin ilerlemesinde kritik gosterge
olarak bilinmektedir ve ortamdaki karbonhidratlarin mikroorganizmalar sayesinde
tiiketilmesi sonucu olusan asitler sayesinde diismektedir (Hu vd., 2021; Xiong vd., 2016;
Rodriguez-Gémez vd., 2012). Farkli tuz konsantrasyonunda hazirlanan lahana
tursusunun fermantasyon siirecindeki pH degisimi sekil 4.1°de verilmistir. Baslangigta
tursularin pH degeri yaklasik 8.8 civarindayken fermantasyon prosesinin ilerlemesiyle ilk
15 giin igerisinde hizli bir diisiis saptanmistir. Fermantasyon prosesinin son giinlerinde,
ayrica 15. ve 21. giiniinde fermantasyon prosesinin yavasladigi saptanmistir. Tuz
konsantrasyonu pH bakimindan énemli etkiye sahip oldugu anlagilmistir ve fermantasyon
sonucu en disiik pH degeri 3.73 olmak tizere % 2 ve % 5 tuz igeren lahana tursularinda
bulunmustur. Buna benzer sonuglar Xion ve arkadaslari ile Hu ve arkadaslari tarafindan

yapilan arastirmalar sonucunda da elde edilmistir (Hu vd., 2021; Xiong vd., 2016).
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% Titrasyon asitligine ait degisim
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Sekil 4.2. Lahana tursusu fermantasyon siirecinde % Titrasyon asitligi iizerine etkili Glin*Tuz
konsantrasyonu interaksiyonuna ait sonuglar

% Titrasyon asitligi degeri, ortamdaki patojen ve saprofit mikroorganizmalarin
gelismesini  engelledigi i¢in fermantasyon prosesinin 6nemli gostergesi olarak
bilinmektedir (YYang - Hu - Xiu - Jiang - Yang - Sarengaowa vd., 2020). Ayni zamanda
ortamda fermantasyon siirecinde meydana gelen laktik asit, asetik asit gibi asitler LAB’in
sabit sekilde hayatini devam ettirmesine direk etki etmektedir (Xiong vd., 2016).
Orneklere ait fermantasyon siirecinde meydana gelen % Titrasyon asitligi degisimi
Cizelge 4.2°de verilmistir. Fermantasyonun ilk giiniinde toplam asitlik degeri % laktik
asit cinsinden % 0.0 olan deger fermantasyon prosesinin ilerlemesiyle Sekil 4.2°de
goriindiigii gibi ilk 5 giin icerisinde yavas bir sekilde artmaya baslamaistir. 5. giinden sonra
% Titrasyon asitlik degeri istatistiksel olarak énemli bir artis gdstermistir. Ozellikle % 2
tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursusundaki % Titrasyon asitlik degeri hizli bir
sekilde artig1 ve fermantasyonun 21. giiniinde % 0,068 olmak iizere en yiiksek degere
ulagmistir. % 5 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursusunda ilk 10 giin igerisinde cok
diisiik bir artis saptanmigken 10. glinden sonra hizli bir artis saptanmistir. % 8 tuz
konsantrasyonuna sahip lahana tursusunda % 0.026 olmak iizere en diisiik toplam asitlik
degeri gortilmiistiir. % Titrasyon asitligi agisindan bakildiginda ayni degisimler yapilan
diger calismalarda da benzer sonuglar elde edildigi bildirilmistir (Yang - Hu - Xiu - Jiang
- Yang - Saren vd., 2020). Fermantasyon prosesinin ilk asamasinda % Titrasyon
asitliginin yavas sekilde artmasi fermantasyon prosesinin ilk asamasindan sorumlu
hetero-fermantatif LAB mikroorganizmalarinin asit iiretme konusunda zayif olmalariyla

aciklanabilmektedir (Xiong vd., 2016; Franco - Pérez-Diaz, 2012). Fermantasyon
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prosesinin ilerleyen giinlerinde % Titrasyon asitliginin hizli bir sekilde yiikselmesi
fermantasyon  prosesinin  ikinci  asamasindan  sorumlu  homo-fermantatif
mikroorganizmalarin aside karsi dayanikli ve laktik asit iiretme yetenegi ile

aciklanabilmektedir (Xiong vd., 2016; Wu vd., 2012).

% Tuz miktarina ait sonuglar
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Sekil 4.3. Lahana tursusu fermantasyon siirecinde % Tuz miktari {izerine etkili Glin*Tuz
konsantrasyonu interaksiyonu ait sonuglar

Fermantasyon prosesinde % Tuz miktarina etki eden Giin*Tuz konsantrasyonu
interaksiyonu ait sonuglar Sekil 4.5’te verilmistir. Fermantasyonun ilk bes giinii, tim
orneklerde % Tuz miktarinda istatistiksel olarak 6nemli bir degisim meydana gelmistir.
Fermantasyonun 10 giinii itibariyle daha dengeli hale gelmeye baslamis ve 15. Giinden
sonra degisim meydana gelmemistir.

Lahana tursularina uygulanan farkli tuz konsantrasyonlarinin fermantasyon
siirecindeki, L, a" ve b* degeri iizerine etkisine ait varyans analiz tablosu Cizelge 4.5°de

verilmistir.
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Cizelge 4.5. Orneklerin fermantasyon giinlerine gére L*, a* ve b* degerine ait varyans analiz tablosu.

L* a* b*
Kaynak SD

KO F degeri KO F degeri KO F degeri
Giin 4 179,90 5,47 58,167 7,34** 95,73 3,31*
Tuz
konsantrasyonu 2 40,77 2,4 2,673 0,67 10,94 0,76
Glin*Tuz
konsantrasyonu 8 44,48 0,68 16,751 1,06 214,14 3,70**
Hata 30 246,55 59,400 216,76
Toplam 44 511,71 136,992 537,57

*, P<0.05; **, P<0,01; ns, istatistiksel olarak 6nemli degil.

Cizelge 4.5 incelendiginde, denemede uygulanan giinlere bagl olarak L” ve a”
degeri istatistiksel olarak énemli iken ve b™ degeri istatistiksel olarak énemsiz oldugu
gozlenmistir (P<0.05).

Denemede farkli tuz konsantrasyonlarina gore L, 8" ve b* degerinin istatistiksel
olarak 6nemsiz oldugu gézlemlenmistir (P<0.05).

Giin*%Tuz konsantrasyonu incelendiginde ise; L™ ve a” degeri istatistiksel olarak

onemsiz bulunurken, b* degerinin istatiksel olarak 6nemli oldugu gériilmiistiir (P<0.05).

Cizelge 4.6. Orneklerin fermantasyon giinlerine gore L*, a* ve b* degerine ait ortalamalarin
TUKEY c¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Giinler N L* a* b*

Ilk giin 9 79.54 AB* -7.60B 16.47 A
5. giin 9 79.99 A -8.97B 21.19 A
10. giin 9 75.72C -6.82B 17.79 A
15. giin 9 75.92 CB -6.32 AB 1741 A
21. giin 9 75.47C -3.22 A 1745 A

*, Birbirinden farkli olan harfler istatistiksel olarak birbirinden farkliligin ifadesi olup, istatistiksel
olarak 6nem seviyesi p<0.05°tir.

Omneklerin fermantasyon giinlerine gore L*, a” ve b* degerine ait ortalamalarin
TUKEY c¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6 incelendiginde; fermantasyonun ilk giiniinden 21. giiniine kadar
orneklerin L* degeri ortalama 79.54’ten 75.47’ye ulasirken, a* degeri ortalama -7.60’dan
-3.22 degerine ulagsmistir. b* degeri ise fermantasyon giinlerine bagli olarak ortalama bir

degisim gdstermemistir.
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Cizelge 4.7. Orneklerin giin*tuz konsantrasyonu interaksiyonuna gére L*, a* ve b* degerine ait
ortalamalarin TUKEY c¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Giin*Tuz konsantrasyonu
interaksiyonu

N L” a’ b*
Giin Tuz
konsantrasyonu(%b)
11k giin 2 3 79,47 AB* -8,22 A8 19,34 A8
11k giin 5 3 78,12 7B -7,45 A8 16,37 A8
11k giin 8 3 81,034 -7,14 A8 17,03 A8
5. giin 2 3 79,80 A8 -7,70 A8 18,96 A8
5. giin 5 3 79,69 A8 -9,45 A8 21,94 A
5. gilin 8 3 80,48 1B -9,76 B 22,66 A
10. glin 2 3 74,7578 -6,36 A8 17,52 A8
10. glin 5 3 75,1148 -5,99 A8 15,40 AB
10. glin 8 3 77,30 A8 -8,09 A8 20,46 A8
15. glin 2 3 75,70 A8 -6,15 A8 15,54 A8
15. glin 5 3 75,45 A8 -6,95 A8 22,94 A
15. glin 8 3 76,61 A8 -5,85 A8 13,748
21. giin 2 3 71,918 -5,49 A 16,65 A8
21. giin 5 3 76,88 AB -5,48 A 17,1278
21. giin 8 3 77,6148 -6,07 A8 18,56 A8

*, Birbirinden farkli olan harfler istatistiksel olarak birbirinden farkliligin ifadesi olup, istatistiksel
olarak 6nem seviyesi p<0.05°tir.

Orneklere uygulanan farkli tuz konsantrasyonlar1 ve giine gore elde edilen L*, a”
ve b” renk degeri verilerine ait ortalamalarin TUKEY coklu karsilastirma testi sonuclari
Cizelge 4.7°de verilmistir.

Fermantasyon esnasinda uygulanan giin*tuz konsantrasyonu interaksiyonuna
bagl olarak L degerinde bir degisim gergeklesmemistir. Fermantasyon prosesinin ilk
giiniinde %2, %5 ve %8 tuz konsantrastonuna tursularda sirasiyla 79,47, 78,12 ve 81,03
olarak tayin edilen L* degeri, fermantasyon sonucunda 71,91, 76.88 ve 77,64 olarak
analiz edilmistir. Benzer sekilde a” ve b” degerleri de 6rneklere uygulanan giin*tuz

konsantrasyonu interaksiyonuna bagli olarak degisim gostermemistir.
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Sekil 4.4. Fermantasyon siirecindeki eklenen L*, a* ve b* degeri degisimi iizerine etkili
Giin*Tuz konsantrasyonu interaksiyonu

4.2. Lahana Tursularma Uygulanan Farkh Tuz Konsantrasyonlarin

Fermantasyon Siirecindeki Mikroorganizmalara Etkisi

Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna gore Proteobacteria ve Firmicutes

filumlarina ait varyans analiz tablosu Cizelge 4.8”de verilmistir.

Cizelge 4.8. Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna gére Proteobacteria ve Firmicutes filumuna ait
varyans analiz tablosu

Varyans kaynagi sD Proteobacteria Firmicutes
KO Faktor KO Faktor
% Tuz
konsantrasyonu 2 357,07 49,15** 326,285 54,30**
Hata 3 10,90 9,014
Toplam 5 367,07 335,299

*, P<0.05; **, P<0,01; ns, istatistiksel olarak onemli degil.

Varyans tablosu incelendiginde denemede uygulanan farkli tuz konsantrasyonuna
bagli olarak Proteobacteria ve Firmicutes filumu orani istatistiksel olarak onemli

bulunmustur (P<0.05).

Orneklerin farkl1 tuz konsantrasyonuna bagli olarak Proteobacteria ve Firmicutes
filumlarina ait ortalamalarin TUKEY ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.9’ da

verilmistir.
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Cizelge 4.9. Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna gore Proteobacteria ve Firmicutes filumlarina ait
ortalamalarin TUKEY c¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

% Tuz
konsantrasyonu N Proteobacteria Firmicutes
2 2 49,640+3,26 A" 48,730+2,95 8
5 2 45,685+0,532 A 53,608+0,526 B
8 2 31,656+0,0286 B 66,232+0,154 A

*, Birbirinden farkli olan harfler istatistiksel olarak birbirinden farkliligin ifadesi olup, istatistiksel
olarak 6nem seviyesi P<0.05’tir.

Fermantasyon prosesinin 21. giiniinde yapilan analiz sonucunda elde edilen
ortalamalar incelendiginde % 2 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursusunda sirasiyla
ortalama % 49,64 ve % 48,73 olmak iizere Proteobacteria ve Firmicutes filumulari
domine ettigi gorilmiistiir. % 5 tuz konsantrasyonuna sahip orneklerde Proteobacteria
filumu ortalama % 45,68 oraninda iken, Firmicutes filumu ortalama % 53,60 oldugu
gozlemlenmistir. Tuz konsantrasyonu % 8 olan orneklerde ise Proteobacteria filumu
ortalama % 31,65 iken Firmicutes filumu ortalama % 66,23 oraninda oldugu
gozlemlenmistir. Cizelge 4.9’a gore Orneklerin tuz konsantrasyonundaki artisi ile

beraber Proteobacteria filumun orani azalirken, Firmicutes filumunun orani artmistir.

Suancai ve kimchi olmak {izere lahana tursularinda yapilan arastirmalar sonucu
fermantasyonun 21. giiniinde ortamdaki mikroorganizmalarin % 90’1 Proteobacteria ve
Firmicutes filumundan olustugu ayrica poa cai gibi lahana tursularinda fermantasyon
sonucu Firmicutes filumunun baskin hale geldigi birgok arastirma sonucu tespit
edilmistir (Liang vd., 2020; Zhang vd., 2018; Liang vd., 2018; Wang - Shao, 2018; Lee
vd., 2017).

70 66,232
60 49,64 4873 53,608
50 ! 45,675
X 0 31,6557

30
20
10

0

%2 tuz %5 tuz %8 tuz
Filum

B Proteobacteria M Firmicutes

Sekil 4.5 Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna gére Proteobacteria ve Firmicutes filumlarina
ait degisim grafigi
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Tuz konsantrasyonuna bagli olarak meydana gelen filumlarindaki degisim sekil
4.5’te verilmistir. Sekil 4.5’ bakildiginda tuz miktarinin artmasiyla Proteobacteria b
filumunun azaldigi ancak Firmicutes filumunun belirgin bir sekilde arttig1 goriilmektedir.

Omeklerin farkli tuz konsantrasyonuna gore Yersiniaceae, Leuconostoc,
Lactiplantibacillus, Weissella ve Levilactobacillus cinslerine ait varyans analiz tablosu
mikroorganizmalardaki cins seviyesindeki degisimine yonellik varyans tablosu Cizelge
4.10’da verilmistir.
Cizelge 4.10. Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna gére Yersiniaceae, Leuconostoc, Lactiplantibacillus,

Weissella ve Levilactobacillus cinslerine ait varyans analiz tablosu
Yersiniaceae Leuconostoc Lactiplantibacillus Weissella Levilactobacillus

Varyans
kayna@t  op KOG Faktor KO Faktor KO Faktér KO Faktor KO Faktor

%Tuz

Kons. 2 32923 4478** 124046  38852** 764,064  465309** 790,702  5081,35** 778,486  6114,21**
Hata 3 11,03 4,79 2,463 0,233 0,191

Toplam 5 340,26 1245,25 766,527 790,935 778,677

*, P<0.05; **, P<0,01; ns, istatistiksel olarak dnemli degil.

Mikroorganizma cinslerine ait varyans analiz tablosu incelendiginde; denemede
uygulanan tuz konsantrasyonuna bagli olarak  Yersiniaceae, Leuconostoc,
Lactiplantibacillus, Weissella ve Levilactobacillus cinslerinin orani istatistiksel olarak

o6nemli bulunmustur (P<0.05).

Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna bagli olarak Yersiniaceae, Leuconostoc,
Lactiplantibacillus, Weissella ve Levilactobacillus cinslerine ait ortalamalarinin
TUKEY ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.11° de verilmistir.

Cizelge 4.11. Orneklerin farkl tuz konsantrasyonuna gore Yersiniaceae, Leuconostoc, Lactiplantibacillus,

Weissella ve Levilactobacillus cinslerine ait ortalamalarin TUKEY ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari
%Tuz

Kons. N Yersiniaceae Leuconostoc Lactiplantibacillus Weissella Levilactobacillus
2 2 48,54+327A 17,65£1,97 8 30,54+0,890 A 0,00+0,00 © 0,024+0,009 B
5 2 44,69+0,56 44,28+0,96 ~ 7,54+0,527 B 1,50+0,05 B 0,002+0,003 ®
8 2 31,26£0,044 8 11,010,02 € 5,78+1,180 B 25,07+0,48 A 24,17+0,44 A

*, Birbirinden farkli olan harfler istatistiksel olarak birbirinden farkliligin ifadesi olup, istatistiksel
olarak 6nem seviyesi P<0.05’tir.

% 2, % 5 ve % 8 olmak tizere farkli tuz oraninda hazirlanmis lahana tursularinda
fermantasyon  sonucu  biyoinformatik  analizle  Yersiniaceae, Leuconostoc,
Lactiplantibacillus, Weissella ve Levilactobacillus cinsleri tespit edilmistir. Kimchi ve

suancai basta olmak iizere lahana tursularinda yapilan diger arastirmalar sonucu
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Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, and Lactococcus cinsindeki mikroorganimalarin
domine ettigini bildirmislerdir (Liang vd., 2020; Zhang vd., 2018; Liang vd., 2018;
Wang - Shao, 2018; Lee vd., 2017). Yapilan ¢alismada % 2 tuz konsantrasyonuna sahip
lahana tursusunda fermantasyon sonucu Yersiniaceae cinsi ortalama % 48,54 olarak
ortamda bulunurken; Lactiplantibacillus ve Leuconostoc cinsi sirasiyla ortalama %
30,55 ve % 17,65 oraninda bulundugu tespit edilmistir. Weissella ve Levilactobacillus

cinsi ise ¢ok diistik bir oranda bulunmustur.

% 5 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursusunda fermantasyon sonucu
Yersiniaceae cinsi ortalama % 44.69 ve Lactiplantibacillus cinsi ortalama % 7.54
oraninda bulunmus olup bu oran % 2 tuz konsantrasyonuna sahip Orneklerle
kiyaslandiginda bir azalma oldugu tespit edilmistir. %2 tuz konsantrasyonuna sahip
tursuda ortalama % 17,65 oraninda tespit edilen Leuconostoc cinsi mo’lar ortalama %
44.28 oranina kadar artmistir. % 5 tuz konsantrasyonuna sahip tursularda Yersiniaceae
ve Leuconostoc cinsi mo’larin ortami domine ettigi goriilmektedir. % 2 tuz
konsantrasyonundaki orneklerde hi¢ goriilmeyen Weissella cinsi mikroorganizmalar, %
5 tuz konsantrasyonuna sahip orneklerde ortalama % 1.50 oraninda tespit edilmistir. Aile
cinsinden incelendiginde; Firmicutes filumine ait Bacilli sinifindaki Lactobacillaceae
ailesi ortamdaki mikroorganizmalarin yaklasik % 53,32 oraninsa igererek ortami domine
ettigi bulunmustur. Benzer sonuglar yapilan diger arastirmalarda da elde edilmistir

(Liang vd., 2020; Zheng vd., 2020; Wang - Shao, 2018).

% 2 ve % 5 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursularinda fermentasyon sonucu
ortalama % 48,54 ve % 44,697 oraninda tayin edilen Yersiniaceae cinsi, % 8 tuz
konsantrasyonuna sahip tursularda ortalama % 31,26 oraninda tespit edilmistir. Tuz
konsantrasyonu yiiksek orneklerde goriilen Yersiniaceae cinsine ait bu azalma hem
Leuconostoc hem de Lactiplantibacillus cinslerinde de saptanmistir. Salamura tuz
konsantrasyonunun % 8 olmas1 ise Weissella ve Levilactobacillus cinsindeki
mikroorganizmalarin gelismesine olumlu etki sagladigi gozlemlenmistir. % 5 tuz
konsantrasyonuna sahip lahana tursuda % 1,505 ve % 0,003 olarak tayin edilen Weissella
ve Levilactobacillus cinsindeki mikroorganizmalarin orani, tuz konsantrasyonunun % 8

oldugu ortamda % 25,070 ve % 24,176 seklinde daha yiiksek oranda tespit edilmistir.

Weissella cinsindeki mikroorganizmalarin tuz konsantrasyonuna bagli olarak

artmasi tuza kars1 dayanikli oldugunu gostermekte olup benzer sonuglar lahana tursusu
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tizerinde yapilan diger ¢alismalarda da saplanmistir (Liang vd., 2020; Lee vd., 2017).
Levilactobacillus  genellikle gram-pozitif, hetero-fermantatif, asit toleransh
mikroorganizma olarak bilinmektedir. % 8 tuz konsantrasyonuna sahip lahana
tursusunda % Titrasyon asitliginin diisiik olmasi1 durumunda daha iyi sekilde gelistigi
anlasilmaktadir (Zheng vd., 2020).

60
50 48,54
44,694,283
40
30,548 31,2623
X 30
(=)
25,034,176
20 17,65
1,0093
10 336 5,781
0 0,0241 .1’506?00211 .
0 |
%2 tuz %5 tuz %8 tuz
Cins
H Yersiniaceae Leuconostoc M Lactiplantibacillus B Weissella B Levilactobacillus

Sekil 4.6. Farkli tuz konsantrasyonunda hazirlanan lahana tursusunun fermantasyonu sonucu tuz
konsantrasyonuna bagli mikroorganizma cinslerinin gelisimi

Farkli tuz konsantrasyonunda hazirlanan lahana tursusunun fermentasyon sonucu
meydana gelen mikroorganizma gelisim grafigi Sekil 4.6’da verilmustir. %2 tuz
konsantrasyonuna sahip lahana tursusunda grafikte goriildigii gibi Yersiniaceae,
Lactiplantibacillus ve  Leuconostoc  domine  ettigi  goriilmektedir.  Tuz
konsantrasyonunun % 5 oldugu tursu 6rneginde Leuconostoc cinsinin oraninin ciddi bir
sekilde artis gostermisken, Lactiplantibacillus ve Yersiniaceae cinsi mikroorganizmalar
bir azalma gostermistir. Ayn1 zamanda tuz konsantrasyonuna bagli olarak Weissella
cinsindeki mikroorganizmalarin da arttigi tespit edilmistir. Ortamdaki tuz
konsantrasyonunun % 8 olmasi Yersiniaceae, Lactiplantibacillus ve Leuconostoc
cinslerinin gelisimini olumsuz etkilerken, Weissella ve Levilactobacillus cinslerinin

gelisiminde ise olumlu bir etki gosterdigi goriilmiistiir.
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4.3. Duyusal Analiz Sonuclari

Lahana tursu Orneklerinde, duyusal analiz fermantasyonun son giiniinde 10
panelist tarafindan yapilmistir. Aroma, eksilik, gevreklik, tat, tuzluluk ve genel kabul
edilebilirlik parametreleri esasa alinarak 1-5 arasinda bir skala ile degerlendirme
yapilmustir.

Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna gére aroma, eksilik, gevreklik, tat,
tuzluluk ve genel kabul edilebilirlik parametrelerine ait varyans analiz tablosu Cizelge

4.12’de verilmistir.

Cizelge 4.12. Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna bagli aroma, eksilik, gevreklik, tat, tuzluluk ve genel
kabul edilebilirlik parametrelerine ait varyans analiz tablosu

Varyans Aroma Eksilik Gevreklik
kaynagl  sp KO  Faktor KO  Faktor KO Faktor
%Tuz 2 9,800 599 12,35 7,18 3,841 2,57
kons.
Hata 27 22,075 23,22 20,169
Toplam 29 31,875 35,58 24,010

*, P<0.05; **, P<0,01; ns, istatistiksel olarak 6nemli degil.

Cizelge 4.12. devamu. Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna bagl aroma, eksilik, gevreklik, tat, tuzluluk
ve genel kabul edilebilirlik parametrelerine ait varyans analiz tablosu
Genel

Varyans Tat Tuzluluk kabuledilebilirlik
kaynagi

KO Faktor KO Faktor KO Faktor
%Tuz 2 13,89 7,42 14,72 6,38 13,12 14,60
kons.
Hata 27 24,34 31,15 12,13
Toplam 29 38,23 45,87 25,25

* P<0.05; **, P<0,01; ns, istatistiksel olarak dnemli degil.

Varyans tablosu incelendiginde denemede uygulanan farkli tuz konsantrasyonuna
bagl olarak duyusal analizdeki aroma, eksilik, gevreklik, tat, tuzluluk ve genel kabul

edilebilirlik parametreleri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.13. Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna bagl aroma, eksilik, gevreklik, tat, tuzluluk ve genel
kabul edilebilirlik parametrelerine ait ortalama tablosu

% tuz

konsantrasyonu N Aroma Eksilik Gevreklik
2,00% 10 3,450+0,832 B 3,300+1,160 B 3,700+1,160 A
5,00% 10 4,550+0,497 A 4,550+0,685 A 4,500+0,707 A
8,00% 10 3,250+1,230 B 3,100+0,876 B 3,790+0630 A

*, Birbirinden farkli olan harfler istatistiksel olarak birbirinden farkliligin ifadesi olup, istatistiksel olarak
Onem seviyesi P<0.05’tir.

Cizelge 4.13. devamu. Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna bagl aroma, eksilik, gevreklik, tat, tuzluluk
ve genel kabul edilebilirlik parametrelerine ait ortalama tablosu

% tuz Genel kabul
konsantrasyonu N Tad1 Tuzluluk edilebilirlik
2,00% 10 3,222+0,667 B 3,300+1,252 AB 3,550+0,497 B
5,00% 10 4,610+0,458 A 4,350+0,818 A 4,510+0,578 A
8,00% 10 3,100+1,449 B 2,650+1,107 B 2,900+0,876 B

* P<0.05; **, P<0,01; ns, istatistiksel olarak dnemli degil.

Duyusal Degerlendirme

Aroma
Genel kabul -
edilebilirlik Eksilik —=@=)% tuz
5% tuz
. =@ 3% tuz
Tuzluluk Gevreklik
Tadi

Sekil 4.7. Orneklerin farkli tuz konsantrasyonuna bagli aroma, eksilik, gevreklik, tat, tuzluluk ve genel

kabul edilebilirlik parametrelerine ait duyusal degerlendirme grafigi.

Orneklerdeki genel begeni Sekil 4.7. ve Cizelge 4.12°de goriildiigii gibi duyusal
analizdeki belirtilen tiim parametreler agisindan % 5 tuz konsantrasyonuna sahip lahana
tursusunda en yiliksek puanlar sahip oldugu saptanmistir. Genel kabul edilebilirlik
acisindan % 5 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursusu 4,5 olarak degerlendirilirken;
%2 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursusu 3,55 puan almistir. % 8 tuz
konsantrasyonuna sahip lahana tursusu ise tiim parametreler bakimindan en diisiik

puanlara sahip oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu calismada % 2, % 5 ve % 8 tuz konsantrasyonuna sahip salamura suyu
hazirlanarak lahana tursusu hazirlanmis olup; ilk, 5., 10., 15. ve 21. giinlerde
fermantasyon prosesince meydana gelen fizikokimyasal degisimler incelenmistir.
Fermantasyon prosesinin 21. giiniinde farkli tuz konsantrasyonunda hazirlanmis lahana
tursularinin bakteriyal kompozisyonu metagenomik analiz vasitasiyla tayin edilmistir.

Fizikokimyasal 6zellikler kapsaminda yapilan analizler sonucu lahana tursusu
tiretiminde tuzun belli bir miktarda eklenmesi ortamin pH degeri, % Titrasyon asitligi %
Tuz miktar1 gibi Ozellikleri {izerine bir etkisinin oldugu saptanmistir. Tursu
fermantasyonunda ortamin pH degeri ilk gilinlerde 8,89-8,65 araliginda tespit edilirken
fermantasyon prosesinin 15. giinlinde 3,87-4,26 kadar diistigii belirlenmistir.
Fermantasyon prosesinin 21. giiniinde pH degeri agisindan pek degisim ger¢eklesmedigi
ve en diistik pH degeri 3,73 olmak tizere % 2 ve % 5 tuz konsantrasyonuna sahip lahana
tursularinda tespit edilmistir. % Titrasyon asitligi bakimindan degerlendirildiginde,
fermantasyon prosesi baslamadan 6nce % O olarak tayin edilen % titrasyon asitligi degeri
fermantasyon isleminin 21. giiniinde % 2, % 5 ve % 8 tuz konsantrasyonuna sahip lahana
tursularinda sirasiyla % 0,068, % 0,051 ve % 0,025 olarak saptanmigtir. % Titrasyon
asitligi ve pH degeri arasindaki degiskenligin asil temeli ortamdaki LAB tarafindan
retilen farkli asitlerdir. LAB bakterilerinin hizli sekilde gelismesi ortamdaki farkli
karbonhidratlart metabolize ederek laktik asit gibi asitlere doniismesini saglamaktadir. Bu
doniisiim sayesinde ortamda asitler birikerek ortamin pH degerinin diismesine, titrasyon
asitliginin yiikselmesine neden olmaktadir.

Tursu tretiminde eklenen tuz miktarinda fermantasyonun 15. giiniine kadar
azaldig1 saptanmistir. 15.giin ile 21.giin araliginda pek degisim gergeklesmemistir ve %
2, % 5 ve % 8 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursularinda tuz miktari sirasiyla %
1,17, % 2,98 ve % 4,69 olarak tayin edilmistir. % Tuz miktar1 agisindan meydana gelen
degisim lahana ile salamura suyunun arasindaki difiizyon veya kiitle degisim prosessiyle
acgiklanmaktadir.

Renk degerleri L*, a* ve b* bakimindan degerlendirildiginde; % 2, % 5 ve % 8

tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursularinda anlamli bir degisim gergeklesmemistir.
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Laktik asit fermantasyonu sonucu elde edilen gida maddelerinde laktik asit
bakterileri onemli bir yere sahiptir ve gida maddelerine probiyotik 6zelligi kazandirmakla
beraber ortamda istenmeyen mikroorganizmalarin ¢ogalmasini dnleyerek gida maddesini
giivenli hale getirmektedir. Mikrobiyal agidan degerlendirildiginde; hem filum hem de
cins diizeyinde tuz konsantrasyonu farkliligina bagl belirgin bir degisim saptanmuistir.

Fermantasyon prosesinin 21. giiniinde filum diizeyinde yapilan arastirma sonucu
% 2 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursularinda Proteobacteria filumunu % 49,64
oraninda ortami domine ettigi belirlenmistir. Tuz konsantrasyonu yiiksek orneklerde ise
Firmicutes filumu olumlu etkilenmis olup daha baskin hale geldigi gozlemlenmistir. % 8
konsantrasyonuna sahip lahana tursusunda Firmicutes filumu % 66,23; Proteobacteria
filumu ise % 31,66 olarak tespit edilmistir. Tuz konsantrasyonu yiiksek oOrneklerde
Proteobacteria filumun azalmasi tuza duyarliligi, Firmicutes filumunun ¢ogalmasi ise
tuza kars1 dayanikliligiyla agiklanmaktadir.

Cins bakimindan incelendiginde; tuz konsantrasyonu yiiksek orneklerde filum
diizeyinde oldugu gibi Yersiniaceae, Leuconostoc, Lactiplantibacillus, Weissella ve
Levilactobacillus cinsindeki mikroorganizmalarda da belirgin bir degisim saptanmuistir.
Yapilan ¢alisma sonucu  Yersiniaceae ve Lactiplantibacillus  cinsindeki
mikroorganizmalarin tuza karsi duyarli oldugu, Weissella ve Levilactobacillus,
cinsindeki bakterilerin ise tuza karsi dayanikli oldugu goriilmistiir. Leuconostoc
cinsindeki bakterilerin % 5 tuz konsantrasyonuna sahip ortamda optimum gelistigi
belirlenmistir.

Farkli tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursularinda aroma, eksilik, gevreklik,
tat, tuzluluk ve genel kabul edilebilirlik parametreleri lizerinde yapilan duyusal analiz
sonucu en ¢ok begeni % 5 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursusunda saptanmuistir.

En diisiik begeni % 8 tuz konsantrasyonuna sahip lahana tursusunda olmustur.

5.2 Oneriler

Lahana tursusu, biyoaktif maddeler ve fonksiyonel 6zellikleri bakiminda 6nemli
bir gida maddesi olarak bilinmektedir ve insan sagligi agisindan olumlu sonuglar
gostererek kronik hastaliklar1 6nlemede olumlu etki gosterdigi yapilan arastirmalar
sonucu tespit edilmistir. Giiniimiizde giivenilir ve saglikli gida maddelerine olan talebin

artmast, bu tiir calismalarin yapilmasina neden olmustur.
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Yapilan analizler dogrultusunda, elde edilen sonuglara gore disiik tuz
konsantrasyonu Yersiniaceae cinsindeki mikroorganizmalarin ortamda yiiksek oranda
bulunmasina neden olmaktadir. Bu cinsteki mikroorganizmalar Yersinia pestis gibi bazi
patojen mikroorganizmalar1 icermesiyle gida sektoriinde istenmeyen bakteri gurubuna
dahil edilmektedir. Tuz konsantrasyonunun yiiksek olmasi, Yersiniaceae cinsindeki
mikroorganizmalari baskilarken, Leuconostoc, Lactiplantibacillus, Weissella gibi laktik
asit bakterilerinin ise artmasina neden olmustur ve mikrobiyal agisindan ortamin daha da
giivenilir hale getirilmesini saglamistir.

Tursu fermantasyonunda salamuraya tuzun yiiksek konsantrasyonlarda
eklenmesi, yiiksek tansiyon ve buna bagli sodyum tiiketimiyle alakali diger saglik
sorunlarina neden olmaktadir. Bu nedenle farkli gida maddelerinin hazirlanmasinda az
miktarda tuzun eklenmesi onerilmektedir.

Duyusal agisindan degerlendirildiginde; en ¢ok begeni % 5 tuz konsantrasyonuna
sahip lahana tursusunda saptanmustir.

Genel olarak degerlendirildiginde; fizikokimyasal, bakteriyal kompozisyon ve
duyusal degerlendirme agisindan incelendiginde % 5 tuz konsantrasyonuna sahip lahana
tursusunun optimum kosullar1 saglagi goriilmiistir. Bu nedenle lahananin fermente

edilmesinde % 5 tuz konsantrasyonu onerilmektedir.
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