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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF MICROORGANISMS FROM
LEGUMES USED IN YOGHURT FERMENTATION

CAY, Mesut
M.Sc. in Biyology Department
Supervisor(s): Assoc. Prof. Dr. ibrahim Halil KILIC
July 2018

72 pages

The history of the yoghurt is based on very ancient times, but there is no definite
information about where and when it was first made. As yoghurt and similar fermented
dairy products have proved positive effects on human nutrition and health, consumption
of yoghurt and its production in the world is also increasing. However, our efforts are
being made to improve yogurt quality and to produce yogurt with different techniques
with new techniques. Yoghurt in the Turkish Food Codex Fermente Dairy Products
Notice is defined as the fermented dairy product in which the fermentation process is
generally performed using symbiotic cultures of Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus delbruecki subsp bulgaricus. The fermentation of the yogurt in our
country is carried out with cultures from foreign countries. Yoghurt samples were
diluted and each sample was planted in MRS and M17 Agar medium for bacterial
isolation from the diluted samples. It was then allowed to incubate for 72 hours at 37 °
C and 42 ° C for the development of microorganisms. Fresh pure cultures were
obtained. By applying appropriate DNA isolation protocol from pure cultures, DNAs
were obtained and stored. The new generation sequence was characterized by 16s rRNA
sequence analysis and MALDI-TOF methods. The bacteria in the yogurts produced are
Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbruecki subsp bulgaricus. In the
obtained data, the breeding bacteria in the MRS and M17 media are advisable for
culture used in yoghurt production.

Key Words: Yoghurt, MRS, M17, 16S rRNA, MALDI-TOF



OZET

YOGURT MAYALANMASINDA KULLANILAN BAKLAGILLERDEN
MIKROORGANIZMALARIN IZOLASYONU VE KAREKTERIZASYONU

CAY, Mesut
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Do¢. Dr. ibrahim Halil KILIC
Temmuz 2018

72 sayfa

Yogurdun tarihi ¢cok eski zamanlara dayanmakla birlikte, ilk olarak nerde ve ne zaman
yapildigina dair kesin bir bilgi yoktur. Yogurt ve benzeri fermente siit tirlinlerinin insan
beslenmesi ve sagligi tizerinde olumlu etkileri kanitlandik¢a diinyada yogurt tiiketimi ve
buna bagli olarak tiretimi de artmaktadir. Bununla birlikte yogurt kalitesini iyilestirmek
ve yeni tekniklerle farkli Ozelliklerde yogurt iiretmek amaciyla calismalar devam
etmektedir . Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebliginde yogurt, fermentasyon
sirasinda genel olarak Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbruecki subsp
bulgaricus’ un simbiyotik kiiltiirlerinin kullanildig1 fermente siit {iriinii olarak
tamimlanir. Ulkemizde siitiin fermentasyonu ile yogurt elde etme islemi yurt disindan
temin edilen starter kiiltiirlerle yapilmaktadir. Yogurt ornekleri diliie edilerek, diliie
edilen orneklerden bakterilerin izolasyonu i¢cin MRS ve M17 Agar besiyerlerine her
ornekten ekim yapilmistir. Ardindan mikroorganizmalarin gelisimi igin 37 °C” ve 42 °C’
de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Taze saf kiiltiirler elde edilmistir. Saf kiiltiirlerden
uygun DNA izolasyon protokolii uygulanarak DNA’lar1 elde edilip stoklanmistir. Yeni
jenerasyon sekans ile 16S rRNA dizilim analizi ve  MALDI-TOF yontemleri ile
karakterizasyonlar1 yapilmustir. Uretilen yogurtlardaki bakterilerin ~ Streptococcus
thermophilus ve Lactobacillus delbruecki subsp bulgaricus oldugu tanimlanmistir. Elde
edilen verilerde MRS ve M17 besiyerindeki lireyen bakteriler yogurt {liretiminde ticari
olarak kiiltiir kullanimina adaydir.

Anahtar Kelimeler: Yogurt, MRS, M17, 16S rRNA, MALDI-TOF
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BOLUM 1
GIRIS
1.1 Yogurt

Yogurdun kokeni tam olarak bilinmesede en yaygin goriis Orta Asya’ da yasayan
gocebe halklarinin  buldugu yoniindedir. Gogebe topluluklarin  avcilik  ve
toplayiciliktan yavas yavas yerlesik diizene gecis doneminde yabani hayvanlari
evcillestirmeye baslamislardir. Bu siirecte yaklasik olarak M.O 6000- 8000 yillari
arasinda koyun, keci, sigir ve manda gibi hayvanlarin evcillestirildigi
bildirilmektedir. Hayvanlarin evcillesmesi hayvansal {iriinlerin  ¢esitliligini
arttirmistir. Hayvansal tiriinlerden siitiin besin olarak kullanilmasi ile beraber siitiin
daha uzun siire muhafaza edilmesi gerekliligi dogmustur. Bunun i¢in ilk 6nce siit bir
sekilde kaynatilmigtir. Siitiin kaynatilmasi siit yogunlugunda azalmaya, kazeinin
denaturasyonuna ve patojen bakterilerin yikimlanmasina neden olmustur. Sonucta o
donem igerisinde etkili bir muhafaza yontemi gelistirilmistir. Kismen islem gormiis
siitte bulunan sicakliga direngli laktik asit bakterileri ve dogal kosullarla bulagan
fermentatif ~ bakterilerin  etkisiyle = yogurt olusumu  basladigi  tahmin

edilmektedir.(Ozden 2008; Tamime ve vd., 1985)

Orta Asya Tiirk¢esinde yogurdun; kalin, siskin anlamina gelen “yogun’ dan geldigi
kabul edilir. Katilagmis veya koyulasmis anlamlarinda da kullanilan yogurdun
“yogurmak” ya da “yugurmak”, bagka bir deyisle “karistirmak” tan da geldigi ileri
siiriiliir. (Ogel, 1985).



Uluslararasi Siitgiiliik Federasyonu (IDF,1983) fermente siitii; tam yagli, yagl, yarim
yagli, az yagli, yagsiz siit, konsantre siit ve siit tozu ile kuru maddesi artirilmas,
homojenize edilmis veya edilmemis halde bulunabilen; siitiin pastorizasyon veya
sterilizasyon isleminden sonra sogutularak 6zel laktik asit bakterilerini igeren tek
veya karisim haldeki starter kiiltiirlerle fermente edildigi, inkiibasyon islemi

sonrasinda da sogumaya birakildigi bir iiriin olarak tanimlamistir.

TSE gore yogurt (TS 1330, 1018 ve/veya TS 1019) standartlarina uygun, homojenize
edilmis siitlere Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus eklenerek
laktik asit fermantasyonu sonucunda elde edilen fermente bir siit {iriiniidiir” seklinde

tanimlanmistir (Giraffa vd. 2003).

Gida Maddeleri Tiiziigi’ nde “minimum 90 °C’ de sitilip, 45-50 °C dereceye kadar
sogutulmus siite, Laktik asit bakterileri katilarak laktik asit mayalanmasina tabi

tutulmasiyla elde edilen bir siit iiriiniidiir” (Anonymous, 2001).

Siite homofermentatif starter bakterilerin eklenmesi ve siitiin laktik asit fermentasyon
iriinii olarak elde edilen yogurt, diinyada en ¢ok bilinen fermente siit liriiniidiir.

(Iranmanesh vd., 2012).

Genel olarak yogurtlar; %14-20 kuru madde, %2-8 yag, %4-8 protein ve %0.8—1.2

mineral madde igerirler (Yoney, 1967).

Geleneksel yogurt iiretiminde genellikle siite herhangi bir standardizasyon islemi

uygulanmaz.

Yogurt kalsiyum, fosfor, magnezyum, A vitamini ve riboflavince zengindir (Erkaya
ve Sengiil, 2012). Yogurt uzun siire bozulmamasi ve pH degerinin az olmasindan
oOtiirli icerisinde patojen mikroorganizmalarin canliliklarini uzun silire muhafaza
edememeleri ve beslenme gibi nedenler ile Tiirkiye’ de yogurdun en taninan ve

kullanilan siit iirlinii olmasinin baslica nedenleridir (Tekinsen ve ark., 2008).

Istenmeyen birgok mikroorganizma yogurtta gelisemez. Yogurt giivenilir bir iiriin
olarak kabul edilir. Ulkemizde siitiin fermentasyonu ile yogurt elde etme islemi yurt

disindan temin edilen starter kiiltiirlerle yapilmaktadir (Giiven, 2008).



Standart kalitede {iriin elde etmek i¢in gida teknolojisinde kullanilan
mikroorganizmalar starter kiiltiir diye isimlendirilir. Endistriyel {iretimde siite
pastdrizasyon islemi uygulandiktan sonra yogurt starter kiiltiir ilave edilir. Ciinkii ¢ig
siitlin pastorizasyonu sonunda yararli bakteriler yok olmakta ve yerine gegecek
bakterilere gereksinim duyulmaktadir (Polat, 2009). Yogurt, peynir, et iiriinleri, sarap
ve sebze gibi siit liriinlerini de iceren fermente iirlinlerin {iretiminde starter kiiltiir

olarak kullanilirlar (Abdullah ve Osman, 2010).

Saglik, teknoloji ve Oncelikle bilimsel alandaki giincel caligmalar, farkli damak
tatlar1, yogurt iirlin modellerindeki ¢esitlilik halkimizda yogurda kars1 gliven ve yeni
taleplerin varligini ortaya koymus, bu da yerli yogurt starter kiiltiirlere ihtiyaci ortaya
cikarmistir. Ulkemiz, yogurt starter (saf) kiiltiiriinii ithalat¢1 firmalar araciliiyla yurt
disindan temin etmektedir. Ustelik Tiirkiye’ de siit sanayisi yilda yaklasik 80 milyon
dolar1 yogurt yapiminda kullanilan ithal mayalar i¢in harcamaktadir. Bu da iilke
ekonomisine zarar vermekte, listelik halkimizin damak tadina uygun lezzette yogurt
tretilememektedir. Bilimsel c¢aligmalarla yerli yogurtlardan izole edilecek olan
mayalardan olusturulacak yerli starter kiiltiirlin siit sanayisine aktarilmasi ile yogurt

ihtiyacimiz daha az maliyetle giderilecektir.

1.2 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), ilk olarak XX. yiizyilin basinda Rus bilim adam1 Eli
Metchnikoff tarafindan kesfedilmistir. Daha sonra, Metchnikoff’un yogurt iizerine
yaptig1 arastirmalar, bu bilim insanma 1908 yilinda Nobel 6diiliinii kazandirmistir.
Bundan sonra LAB’leri ile ilgili ¢aligmalar artarak devam etmis ve giiniimiize kadar

pek cok calisma yapilmistir (Tamime vd., 1980).

Laktik asit bakterileri genel olarak gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, spor
olusturmayan (Sporolactobacillusinulinus hari¢) katalaz-negatif ve sitokromdan
yoksun, karbonhidrat fermantasyonuyla laktik asit iireten bakterilerdir. Morfolojik
olarak kisa veya uzun c¢ubuk (Lactobacillus) ya da yuvarlak veya eliptik
(Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus) sekillidirler. Bazi kaynaklar gore bu
bakteriler cins ve tiire gore degismek iizere bitki ve bitki artiklarinda rastlanmastir.

(Yiiksekdag ve Beyatli, 2009).



Geleneksel olarak LAB’nin siiflandirilmasinda fenotipik ve genotipik 6zellikler goz
Online alinmaktadir. Fenotipik oOzellikler olarak bakterilerin morfolojisi, biiyiime
sicakliklari, glikoz fermantasyon bigimleri, ¢esitli karbonhidatlarin fermantasyonu,
laktik asit konfigiirasyonu, biitiin hiicre yada hiicre duvarindaki proteinlerin sekli
dikkate alimir. Fakat bu metodlardan; net sonuglar alinamamasi ve az
tekrarlanabilirligi gibi sebeplerden dolayr kesin bir ayrim yapilmadigina kanaat

getirilmis, farkli arayislar i¢ine girilmistir (Mohania vd., 2008).

LAB karbonhidrat fermantasyonunda agiga ¢ikan son iiriine gére homofermantatif ve
heterofermantatif olarak iki gruba ayrilir. Homofermantatif laktik asit bakterileri
glukozu; fruktozdifosfat yolu ile parcalayarak, heterofermantatif laktik asit
bakterileri ise glukozu; hekzosmonofosfat yolu ile pargalayarak laktik asit iiretirler

(Trias et vd., 2008).

Bakteri izolatlarinin tani1 ve karakterizasyonu i¢in konvensiyonel ve molekiiler
teknikler kullanilmaktadir (Ozkan, 2009). Konvensiyonel teknikler; bakteri
izolatlarinin tanilanmasinda geleneksel olarak kullanilan, morfolojik (hiicre sekli,
boyutu, koloni rengi ve tipi), fizyolojik (farkli sicaklik ve pH’lardaki gelisim) ve
biyokimyasal 0Ozelliklerinin incelenmesini igeren, fenotipik 0Ozelliklere dayali
yontemlerdir (Madrid, 2001; Adigilizel, 2006; Kiran, 2006; Mosivand, 2009).
Bununla birlikte konvensiyonel yontemlerin uzun siireli deneylere, fazla is giiciine,
yetismis arastiricilara ihtiya¢c duymasi, ekonomik olmamasi ve alinan sonuglarin
yoruma acik olmasi gibi bir¢ok dezavantaji bulunmaktadir. Bundan dolayi,
bakterilerin sadece bu 6zelliklerine gore siiflandirilmalari, farkli bakteri gruplar
arasindaki evrimsel iligkiyi tespit etmede ve 6zellikle de tiir ve tiir alt1 taksonomik
gruplart  belirlemede yetersiz kalmaktadir. Konvensiyonel tekniklerin, bu
dezavantajlarindan yola ¢ikilarak bakterilerin tanimlanmasinda molekiiler teknikler

gelistirilmistir (Adigiizel, 2006; Adigiizel, 2009; Gir1, 2009; Khiyami, 2012).

Molekiiler teknikler; 6zellikle PCR temelli olup mikrobiyoloji laboratuarlarinda
yaygin sekilde kullanilmaktadir. PCR yonteminin degisik formatlar1 gelistirilerek
hedef olan genomik DNA’nin yani sira, genomik RNA, 16S, 23S rDNA, mRNA
molekiilleri de kullanilmakta ve bakterilerin tiir ve tiir alti diizeyde tanimlamalar1

yapilmaktadir (Adigiizel 2011; Durmaz 2012; Khiyami 2012). Ozellikle son



zamanlarda, 16S rDNA geninin Escherichia coli’ye klonlanmasi ve sekanslanmasi ile
bakterilerin tanilanmasi esasi, ribozomal gen veritabanindaki sekans bilgilerinin
benzerligine dayanmaktadir. Bu yontem 6zellikle klinik mikrobiyoloji ve mikrobiyal

ekoloji alanlarinda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir (Kiilekei, 2012).

Kontrollii sartlar altinda oligoniikleotid primerleri kullanilarak 6zel olarak
hedeflenmis DNA/RNA pargalarinin segici ¢ogaltilmasini saglayan polimeraz zincir
reaksiyonu (PZT) ¢esitli diizeylerde ayrim giiciine sahip bir metoddur (Temmerman

vd., 2008).

LAB’nin siniflandirilmasinda kullanilan molekiiler tiplendirme yoOntemlerinden
bazilari; Restriksiyon fragment polimorfizmi (RPLP), Pulse field jel elektroforezi
(PFGE), Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) ve Real-time PCR’dir
(Mohania vd., 2008).

Fermente gida iiretim teknolojisinde son yillarda yapay koruyucularin yerine
biyoteknolojik yoOntemlere yonelim artmistir. Bunun i¢in hem fermantasyonu
saglayan hem de zararli bazi patojenik bakteriler iizerinde iirettikleri maddelerle
antimikrobiyal etkiye sahip LAB tercih edilmektedir. LAB’nin karbonhidrat
fermantasyonu sonucunda laktik asit, diasetil ve asetaldehit, hidrojen siilfiir (H2S),
hidrojen peroksit (H202), reuterin ve bakteriyosin son iiriin olarak c¢ikmaktadir

(Evren vd, 2006; Avsaroglu vd., 2008).

Bakteriyosinler ribozom tarafindan sentezlenerek salgilanan kiigiik, 1s1ya dayanikh
peptit ya da protein yapisindaki antimikrobiyal metabolik iriinlerdir (Yilmaz ve
Yildirim, 2000; Kaya ve Gokalp, 2005; Galvez vd., 2007). Bu maddeyi iireten LAB
yapilan ¢alismalarda patojen olan bir¢ok bakteri iizerine antimikrobiyal etkiye sahip

oldugu goriilmistiir (Franz, 1997; Diindar, 2006).

LAB tarafindan iiretilen laktik asit fermente ve salamura gidalarda mikroorganizma
gelisimini engellemesine ragmen kiif ve mayalar i¢in etkin degildir. Laktik asit
disosiye olmadan hiicreye girdiginde orada disosiye olur ve pH’nin diismesiyle
asitlik ytikselir. Bu da proton motive giiciinii azaltir ve elektrokimyasal dengeyi
bozar. Ancak laktik asit ¢6ziinmezse bir inhibisyon etki meydana getirmez (Con ve

Gokalp, 2002a).



LAB olan Lactobacillus ve Streptococcus cinsleri tarafindan aerobik sartlar altinda
tiretilen hidrojen peroksit (H20:) giiclii oksitleyici 6zelliginden dolay1 antimikrobiyal
Ozellige sahiptir. Fakat bu etkiyi ortamin sicaklik, pH, iyon yiikii ve muamele siiresi
etkiler (Con ve Gokalp, 2002b). H»0O, 6zellikle mikroorganizma DNA
replikasyonunu engelleyerek kirilmalara sebep olur (Kilig, 2008).

Siit tirtinlerinin karakteristik tat ve aromasi, agirlikli olarak mezofilik ve termofilik
starter bakteriler tarafindan sentezlenen laktik, asetik, formik asit, biitirik, piruvik,
oksalik ve siiksinik asit gibi ucucu ya da ugucu olmayan organik asitler ile
asetaldehit, diasetil, aseton gibi karbonil bilesiklerinden kaynaklanmaktadir Ayrica,
bir¢ok laktik asit bakterisi aminoasitlerden aroma bilesenleri sentezleme yetenegine

sahiptir. (Tamime and Robinson, 2007).

Fermente siit lirlinli yogurtta belirgin tadi ve aromayi veren asetaldehid iiretimi
Lactobacillus bulgaricus tarafindan ortam pH’st 5’¢ ulastiginda baslar ve
fermentasyon tamamlandiginda asetaldehid miktar1 40 mg/kg seviyesine kadar

yiikselir (Tunail, 2009).



Bakteri

Fermente siit ornekleri

Laktokoklar

Lacrococcus lactis ssp. lactis

Fermente yagh siit, kefir

Lacrococcus lactis ssp. cremoris

Fermente yagh siit, kefir. dahi

Lactococcus. lactis biovar diacerylactis

Fermente yagh sit, kefir, dahi

Streptokoklar

S. thermophilus

Y ogurt, dahi, mozarella

Leuconostoc

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides

Kefir, Fermente krema

Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris

Kefir, Fermente krema

Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum

Kefir, Fermente krema

Lactobacillus

L. delbrueckii ssp. delbrueckii

Fermente siit icecekleri, yogurt

L. delbrueckii ssp. lactis

Fermente siit icecekleri

L. delbrueckii ssp. bulgaricus

Yogurt, Bulgar yagh sitii, Mozarella

L. helvericus

Kefir, kinmz, Mozarella

L. acidophilus

Asidofilus suti. kefir

L. paracasei ssp. paracasei

Fermente siit icecekleri

L. johnsonii

Probiyotik yogurt, fermente sit icecekleri

L. casei

Probiyotik yogurt

L. paracasei

Probiyotik yogurt

L. reuterii

Probiyotik yogurt

L. rhamnosus Kefir
L. plantarum Kefir
L. kefir Kefir
L. kefiranofasciens Kefir
L. brevis Kefir
L. fermentum Kefir

Bifidobacterium

Bifidobacterium adolescentis

Fermente siitler

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium breve

Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium longum

Y ogurt benzeri urinler

Sekil 1.1 Laktik Asit Bakterilerinin Siiflandirilmasi

1.2.1 Yogurta Kullamlan Laktik Asit Bakterileri

1.2.1.1 Streptococcus thermophilus

S. thermophilus laktik asit bakterileri grubuna ait termofilik Gram pozitif bakteridir.
Yogurtlarda, Italyan, Isvigre tipi Mozzarella ve Emmantal peynirlerinde siitii
fermente ederek galaktozdan hizli asidifikasyon ile laktik asit liretiminde gérevlidir.
Bunun yaninda bir¢ok biyoteknolojik olayda seker metabolizmasi, proteolitik aktivite

ve lireaz aktivitesinde gorevlidir. Metabolik aktivitelerin sonunda biyojen amin

(triamin, histamin, kadaverin ve putresin) gibi toksik bilesiklerde iiretebilir.




Genel ozellikleri;
e Gram pozitif
e Hareketsiz

e Kok: Oval 0.7- 0.9um biiyiikliigiinde ciftler halinde veya 10- 20

hiicreden olusan uzun zincirli
e Homofermantatif L (+) laktik asit
e Fakiiltatif anaerob
e Katalaz negatif

e Gelisme sicakligt Optimum 40- 45 °C, minimum 20- 25 °C ve
maksimum 50- 52 °C dir.

e 60 °C de 30 dakika 1s1ya direnglidir
e % 2 lik NaCl zayif gelisir ya da gelismez

e G- Coran1 % 37-40

Sekil 1.2 Streptococcus thermophilus



S. thermophilus aynm zamanda fermantasyon asamasinda S. aureus ve L.
monocytogenes gibi patojen bakterilerin liremesini kontrol eden antimikrobiyal
maddeler iiretmektedir. Antimikrobiyal madde tretiminde ilk sirada thermophilin

adinda bakteriosin yer almaktadir.

S. thermophilus gelisme i¢cin monosakkarit ve disakkarit karbonhidratlar1 kullanir.
Smirli sayilabilecek proteolitik aktiviteye sahiptir. Gelismesi ve iireyebilmesi icin
serbest aminoasitlere ihtiyaci vardir. Bu serbest aminoasitler glutamik asit, histidin,
sistein, metionin, valin, leusin, izoleusin, triptofan, arjinin ve tirozin grubu
aminoasitlerdir. Fakat bunlar siitte baglangigta sinirlidir. Siite uygulanan 1s1 islemi ve
L. bulgaricus iiremeye baglamasi serbest aminoasit miktari artmasi ile sonu¢lanmakta
bu durumda S. thermophilus tiremesi hizlanmaktadir ((Erkus, 2007; Franca vd.,

2013; Gezging ve ark., 2013).

1.2.1.2 Lactobacillus delbrueckii
Bu grup fermantatif 6zelliklerine gore kendi icerisinde;
1. Obligat homofermantatif,
2. Fakultatif heterofermantatif,
3. Obligat heterofermantatif

laktobasiller olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Birinci ve ikinci gruptaki birgok
laktobasil ve iglincii gruptan pek az1 gida fermantasyonunda O©nemli rol
oynamaktadir. Ugiincii grupta yer alan laktobasillerin ¢cogu gidalarin bozulmasinda

onemli rol oynayan mikroorganizmalardandir.

L. delbrueckii, obligat homofermantatif laktobasil grubu i¢inde yer almaktadir. Bu
grup da yer alan 4 tiir bulunmaktadir. Bunlar L. delbrueckii alttiir delbrueckii,
Lactobacillus delbrueckii alttiir bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii alttiir lactis ve
Lactobacillus delbrueckii alttiir. inducus dur. L. delbrueckii alttiir bulgaricus, L.
delbrueckii alttlir lactis ile DNA lar1 %80 oraninda benzemektedir (Erkus 2007;
Michael vd. 1997). Bu dort tiir i¢inde L. delbrueckii alttiir bulgaricus ve alttiir

indicus laktoz, glukoz, fruktoz ve mannoz sekerleri kullanirken, L. delbrueckii alttiir
9



lactis galaktoz, sukroz, maltoz, trehaloz ve diger karbonhidratlarida kullanabilirler

(Kitazawa ve vd., 2000).
Genel ozellikleri ;
e Gram pozitif,
e Hareketsiz uclar1 yuvarlanmis gubuk 2— 9um,
e Tek ya da 3— 4 hiicreden olusan zincir seklinde
e Laktik asit D(-) % 1.8 oraninda

o Fakiiltatif anaerop oksijene kars1 olduk¢a duyarl

e Katalaz negatif

Sekil 1.3 Lactobacillus delbrueckii

1.2.2 Laktik Asit Bakterilerinin Molekiiler Yontemlerle Taninmasi

Fenotipik tekniklerin yararli oldugu kanitlanmis olmasina ragmen, benzer fenotiplere
sahip suslarin her zaman birbiriyle yakindan alakali genotiplere sahip olmadig:
bilinmektedir. Ayrica fenotipik metotlarin tekrarlanabilirligi ve ayirt ediciligi
zayiftir. Dogal habitatlardan izole edilen yabani suslar fenotipik degiskenlik gdsterir

ve “atipik” olarak smiflandirilir (Miller vd., 1996). Fenotipik tanimlama yalniz
10



basina laktobasillerin tanimlanmasi i¢in yeterli bir yontem degildir. Dolayistyla 16S
rRNA gen dizisindeki farkliliklar kullanilarak PCR ile daha giivenilir tanimlama
yapilabilmektedir (Couret vd., 2003, Tabasco vd., 2007, Tokatli, 2013).

Genotipik teknikler; tiir seviyesinden, ayr1 ayr1 sus seviyesine kadar, farkli ayirt etme
diizeyine sahiptir. Bunlarin bir¢ogu, kontrollii reaksiyon kosullar1 altinda, tasarlanmig
primerlerin kullanimi ile hedeflenen DNA kisimlarinin biiylitiilmesine olanak taniyan

polimeraz zincir reaksiyona dayanmaktadir.

Molekiiler tanimlama teknikleri; plazmid profil analizleri, kromozomal DNA’nin
restriksiyon endoniikleaz analizi, RFLP PCR, RAPD-PCR, PFGE olarak
siralanabilir. Bu tekniklerin spesifik ayirim giicli, tekrarlanabilirlik ve
tiplendirebilirliklerine gére avantajlari ve dezavantajlart vardir (Unal ve

Istanbulluoglu, 2009).

En giiclii ve en yaygin filogenetik isaretleyici 16S ribozomal RNA ve onun genetik
kodudur. Ribozomlarin erken dénem prokaryotik hiicrelerde bulunuyor olmasinin
verdigi avantaj ile ribozom bilesenleri fonksiyonlarini degistirmemis ve ¢oklu rRNA
gen kodlamasinin varligi, yatay gen transferinin olusma olasilifinin ortadan
kaldirmigtir. Bu nedenle tRNA gen serileri igerisinde korunma derecesi yiiksektir.
Gen bankalarinda 12000°den fazla 16S rDNA serisi bulundugunu belirtmistir (Erkus,
2007).

16S rRNA gen bolgesi dizi analizi, molekiiler yontemler i¢inde siklikla kullanilmakta
olup ilk defa Woese adli arastirmacinin 1987 yilinda, prokaryotik tiirler arasinda
korunan 16S bolgesinin fonksiyonunu ortaya koymasi sonucu agikliga kavusmustur

(Woese, 1987, O’Sullivan, 1999, Cakir, 2003).

16S, 23S ve 5S rRNA genleri bakteriyel kromozom iizerinde bir operonla birlikte
diizenlenmistir ve 16S ile 23S rRNA arasindaki ayiric1 bolgenin baz dizi sirasi tiire
0zgii olup ¢ok degisken bir yapiya sahiptir. 16S rRNA bolgesinin spesifik primerler
kullanilarak PCR’da cogaltilmasi ve baz dizisinin belirlenmesi ile (500-750 bg)
ayirict bolgenin dizi sirast tespit edilmekte, dolayisi ile tiirlerin %97 oraninda
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tanimlanmast saglanmaktadir (Stackebrandt ve Goebel, 1994). 16S rRNA gen
bolgesi dizi analizi yontemi ile bakterilerin tanimlanmasi; DNA izolasyonu, 16S ileri
ve geri primerleri kullanilarak izole edilen DNA’ nin PCR’ da c¢ogaltilmasi,
cogaltilan DNA’nin baz dizi sirasinin belirlenmesi ve bu siranin, veri tabaninda
bulunan mikroorganizmalara ait baz dizi siralar ile karsilastirilarak isimlendirilmesi
asamalarindan olugmaktadir (Sanger vd. 1977, Brosius vd., 1978, Kullen vd., 2000,
Cakar, 2003, Balcazar vd., 2007).

1.2.3 MALDI-TOF MS Yontemi

Proteom kelimesi, "protein genom" kelimelerinden tiiretilmis olup, belli bir zamanda,
belli bir hiicrede, belli bir dokuda, belli bir organizmada bulunan, gereken tiim
biyokimyasal tepkimeleri yiiriiten proteinlerin tamamini ifade eder. Proteomiks, yani
proteom analizi ise belli bir organizmada bulunan proteinlerin toplamini incelemek

icin kullanilan yontemlerin tiimiidiir (Yalinay, 2007).

Protein analizinin bu c¢apta yapilabilmesi, iki boyutlu jel -elektroforezinin
gelistirilmesi ile baglamistir. Kompleks protein karigimlarinin incelenmesine olanak
veren iki boyutlu elektroforez iki yontemin kombinasyonundan olusmaktadir.
Proteinler birinci boyutta izoelektriksel noktalarma (pl), ikinci boyutta ise rdlatif
molekiiler agirliklarina (Mr) gore ayrilmaktadir. Proteinler jel igerisinde bu
Ozelliklerine gore ayrildiktan sonra g¢esitli yontemler ile boyanarak goriiniir
kilinabilmektedir. Bu sayede jeller lizerinde her drnege has bir proteom sekli elde
edilmektedir. Sonrasinda yapilacak olan proteinlerin identifikasyonu i¢in baglica

kiitle spektrometrisi ve mikrosekanslama yontemleri kullanilmaktadir (Aksu, 2002).

Yontemin gelistirildigi erken donemlerde bakteriyel lipidler gibi diisiik molekiile
sahip biyomarkerlar kullanilirken, 1980'li yillarda 6nemli bir gelisme olan "Soft
ionization MS technology" nin devreye girmesi ile biyomolekiiller
(protein,oligoniikleotid), bilesenlerine ayrilmaksizin yani likit kromatografi yada
elektroforez gibi kimyasal bir Onisleme tabi tutulmadan direk incelenebilir hale

gelmistir (Croxatto vd., 2002).
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Kiitle spektrometreleri, yiiklii partikiillerin manyetik ya da elektriksel bir alandan
gecerken diger yiikli partikiillerden kiitle/yiik (=m/z) oranlarina gore ayrilmalari
prensibine gore c¢alisirlar. Kiitle spektrometreleri ii¢ fonksiyonel bdliimden
olusmaktadir. Biitiin kiitle spektrometreleri; numune girisi, iyonlastirma kaynagi,
kiitle analizorleri, dedektor, vakum sistemi, data sistemi bdliimlerinden olusur.

Molekiiller normalde yiiklii partikiiller degillerdir (Biberoglu, 2003).

MALDI — TOF

S\
| S ‘ o
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’ o |%"—ﬂﬁ"""""*,I—'fhﬁ_z""ﬁ‘,::f:_—::____III
Source Drift tube fisee
. TOF tube

Sekil 1.4 MALDI-TOF MS Y 6ntemi

1.3 Baklagiller (Fabaceae)

Baklagiller (Fabaceae) diinyanin en genis ti¢ bitki familyasindan birisidir (Ceyhan,
2007). Fabaceae familyas1 Diinyada 350 cins igerisinde 10,000 tiirii, Tiirkiye’de ise
yaklasik 61 cins igerisinde 900°den fazla tiirii bulundurmaktadir (Tabur vd., 2009).

Otsu veya odunsu bir yapiya sahip olabilirler.

Tiirkiyede kuru baklagillerin 2013 yilinda toplam ekim alan1 8,066,462 dekar, toplam
1,147,735 ton tretilmistir. Toplam iiretimin %44°li nohut, % 34’1 kirmiz1 mercimek,

% 17’s1 fasulye ve % 5’i diger baklagillerdir (TUIK, 2013).

Baklagiller diinya niifusunun beslenmesinde gerekli proteinin yaklasik % 10’unu

karsilamaktadir (Anonim, 2004a).
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1.3.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

Ulkemizde genis oranda kiiltiirii yapilan bir yillik ve sarilici veya tirmanict bir
bitkidir. Orijininin Tropikal Amerika oldugu yoniinde gii¢lii veriler vardir. Fasulye,
Fabaceae familyasinin, Phaseolus cinsindendir. Insanlar ve hayvanlar i¢in ¢ok 6nemli
gida maddesi olan tiirleri vardir. Bircok tiirii siis bitkisi olarak kullanilir. ilag
sanayinde kullanilan tiirleri de vardir. Fasulye, bu bitkinin meyvesine ve tohumuna

verilen isimdir.

Fabaceae’ye ait olan Phaseolus tiirlerinin on 6nemli gen havuzu bulunmaktadir.
Bunlarin altis1 Orta Amerika’ya dordii de Gliney Amerika’daki merkezlere aittir.
Phaseolus vulgaris L. bu bolgelerde en fazla yetistirilen tiirlerden biridir. Toplam

fasulye tiretiminin % 90’11 karsilamaktadir (Duke vd., 1983)

Ulkemizde yetistirilen fasulyelerin hemen tamami Phaseolus vulgaris tiirii iginde yer
almaktadir. Bunun yaninda Phaseolus coccineus’un iilkemizde ¢ok az oranda gida
olarak kullanildig1 bilinmektedir. Gosterisli parlak, biiyiik ve renkli ¢igeklere sahip
olugundan biiyiik 6l¢iide siis bitkisi olarak yetistirilir. Cok iri tohumlar1 sadece meze
olarak kullanilmaktadir (Esiyok, 2012). Phaseolus vulgaris L. yemeklik tiirleri
arasinda en yaygin yetistirilen tiirdiir (Sehirali, 1988).

Fasulye hemen her tiir toprakta yetisir. Fasulye tarimi genellikle 1liman kusakta
fazlaca yapilmaktadir. Fasulye bitkisinin don olaylarina kars1 oldukca hassastir ve 0
°C’> nin altindaki sicakliklarda ¢ok kisa siirede zarar gorebilmektedir. 32 °C nin
tizerindeki sicakliklarda ve ozellikle ¢imlenme mevsiminde dollenme biyolojisini
etkilemek suretiyle daha az tane verimi alinmasina neden olmaktadir. Optimum

biiyiime gelisme sicakligr ise 20—25 °C’dir (Chen vd., 2003).

Fasulye tariminin yogun olarak yapildig1 Orta Anadolu Bolgesinin ortalama verimi
Tirkiye ortalamasinin altinda gerceklesmektedir. Ekim alanlar diisiintildiigiinde
tilkemizde fasulye tarimin en yogun olarak Orta Anadolu bolgesinde yapilmasina
ragmen (Cift¢i, 2004), ortalama verimi Tirkiye ortalamasmin altinda
gerceklesmektedir. Ulkemizde kuru fasulye tariminin en yaygin oldugu iller sirasiyla
Konya, Karaman, Erzincan, Nigde, Nevsehir, Samsun ve Kahramanmaras’tir (TUiK,

2016).
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Sekil 1.5 Tiirkiye’de Fasulye Uretimi Yapilan Iller

1.3.2 Boriilce (Vigna unguiculata (L..) Walp)

Boriilce, en eski gida kaynaklarindan biridir. Neolitik donemden beri kiiltiir bitkisi
olarak kullanilmaktadir (Summerfield vd., 1974).Fabaceaec familyasi sebzeleri
arasinda Vigna tiirlerinin anavatan1 hakkinda farkli goriisler olmasina karsin yapilan
aragtirmalar  kiiltiiri yapilan tilirlerin  Asya, veya Afrika orijinli oldugunu
bildirmektedir (Pasquet ve Baudoin, 2001). Ulkemizde yetistirilen boriilcenin (Vigna
unguiculata L. Walp.) orijininin Afrika oldugu bildirilmektedir (Ba vd., 2004).
Boriilcenin taze baklalari, kuru tohumlar, taze ve kuru geng yapraklari sebze olarak
tilketilmekte ayrica hayvan yemi ve lif endiistrisinde kullanilmaktadir (Pasquet ve

Baudoin, 2001)

Bortilce, sicak ve kurak kosullara toleransli, dona ise hassas bir bitki olup tohumlari
18.3 °C’nin lizerindeki sicakliklarda hizla ¢imlenmektedir. Kurak kosullara toleransi

yiiksek sebzelerdendir (Davis vd., 1991).

Bortilce tanelerinin bilesimlerinde; %20-25 protein, %1.9 oraninda yag, %6.3 lif,
9%63.6 karbonhidrat, %0.00074 Tiamin, %0.00042 Riboflavin ve %0.00281 Niasin
bulunmaktadir. Boriilce tohumlarindaki protein, hayvansal proteinlere gore

methionine ve sistine yoniinden yetersiz olmasina ragmen, tahil tohumlarina gore,
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aminoasit, lisin ve triptofan yoniinden zengindir (Davis vd, 1991). Ayrica, boriilce

taneleri karotin, vitamin B ve C bakimindan da olduk¢a zengindir (Azkan, 1994).

Vigna cinsi, giiniimiizde tropik bolgelerde yayilma gosteren 80 tiir icermektedir. Bu
cins, besi Asya, ikisi Afrika orijinli toplam 7 kiiltiir formunu da icermektedir (Ba vd.,
2004). IITA, gen bankasinda, 89 iilkeden toplanmig 15.003 boriilce ¢esidi muhafaza
edilmektedir (Mahalakshmi vd., 2007). Cesitliligin bir sonucu olarak, arzulanan
tohum rengi ve tiiketim sekli bolgeden bolgeye biiylik degisiklikler gdstermektedir
(Barrett, 1987; Singh vd., 2003;).

Diinyada Asya, Giiney ve Kuzey Amerika kitasinda yer alan birgok tilkede boriilce
yetistiriciligi devam ederken iilkemizde Ege ve Akdeniz bdlgelerinde iiretim ve
tilkketiminin yaygin olarak yapildigi goriilmektedir. (Langyintuo vd., 2003, Fang vd.
2007; Esiyok ve ark., 2012;).

Diinyada iiretilen yaklagik 60 milyon ton baklagiller igerisinde 11 miyon hektar
alanda 5.127.000 tonluk kuru bériilce iiretim miktarina sahiptir. (FAO, 2012).

Turkiye'de bérilce

zetiitiriciliﬁ'i xaﬁan iller

[

Sekil 1.6 Tiirkiye’de Bériilce Uretimi Yapilan iller
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1.3.3 Mercimek (Lens Culinaris)

Mercimek (Lens), leguminoseae (baklagiller) takiminda yer alan Papilionaceae
(kelebek c¢icekliler) familyasina bagli Viceae oymagina bagli bes onemli cinsten

(Vicia L., Lathyrus L., Pisum L., Cicer L. ve Lens Miller) biridir.

Mercimegin Neolitik Donemde, Milattan 6nce 7000 yillarinda Dogu Akdeniz’de
kiltiire alindig1 diisiiniilmektedir. Mercimek yine Neolitik Donemde hizli bir sekilde
Nil Vadisi’ne, Avrupa’ya ve Asya’nin merkezine yayillmistir. Mercimegin
kiiltiirinlin Pakistan’a ve kuzeybati Hindistan’a yayilmasi1 Milattan dnce 2250 ve
1750 yillar1 arasinda olmustur. Milattan sonra 1500 yillarindan sonra Ispanyollar
mercimegi Sili lizerinden Giiney Amerika’ya tanitmiglardir. Mercimek son
zamanlarda ise Meksika, Kanada, Amerika ve Avustralya’ya tanmitilmistir.
Gliniimiizde hemen hemen neredeyse diinyadaki mercimek ekim alaninin (%48.2)

yarisit Giiney Asya tilkelerindedir.

Mercimek, genel olarak insan beslenmesinde kullanilmak {izere, yiiksek oranda
protein, karbonhidrat, vitamin ve mineral madde igeren taneleri i¢in yetistirilir (Eser,

1978).

I [Jo [J1-10.000 []10.001 - 25.000 [ 25.001 - 100.000 [l 100.001 - 151.692 (Ton)

Sekil 1.7 Tiirkiye’de Mercimek Uretimi Yapilan iller
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1.3.4 Bakla (Vicia faba)

Bakla (Vicia faba L.), Leguminosae familyasinin Papilionoideae alt familyasindan
bir yillik otsu bir bitkidir (Uluocak, 1984; Demiriz, 1965).Marmara, Ege, Akdeniz
bolgelerinde tohumu igin (i¢ bakla) iiretilen bakla, son yillarda turfanda olarak da
yetistirilmektedir. Bakla; ¢cabuk olgunlastig1 ve tarlada kisa siire kaldig1 i¢in bir “ara
irlin bitkisi” olarak bilinir, asil {irlinden 6nce veya sonra ekilir. Yesil iken stiriiliip
topraga karistirilarak topragin azot ve organik madde birikiminde olumlu rol oynar

(Uluocak, 1984).

Iliman iklim bitkisi olan bakla, boriilce, fasulye ve bezelyeye nazaran soguklara daha
dayaniklidir (Vural ve ark., 2000). Bakla bitkisi yiiksek besin degerine sahip olup,
genotiplere gore degismekle beraber % 27-34 oraninda ham protein i¢ermektedir

(Nachi ve Guen, 1996).

Bakla; taze bakla, taze i¢ bakla ve bunlarin konserveleri, enginarla karisik yemekleri
ve Ozellikle kis aylarinda pisirilen ve fava adi verilen bakla ezmesi gibi degisik

sekillerde de tiiketilmektedir (Akgin, 1988).

Bakla; Cin, Etiyopya, Misir, Fransa ve Avustralya gibi iilkelerde, hayvan yemi ve
insan besini olarak nisasta ve protein kaynagi olmasi bakimindan ayri bir dnem
tagimaktadir. Bakla ayrica, insan ve hayvan beslenmesinde 6nemli faydalar saglayan,

antioksidan 6zelligine sahip olan polifenolleri icermektedir (Prestamo vd., 20006).

Diinyada baklagiller igerisinde iiretim bakimindan fasulye, bezelye ve nohuttan sonra
dordiincii sirada yer alan bakla bitkisi, Diinya baklagil kiiltiirleri ekilis alanlarinin
yaklasik % 6’sin1 olusturmaktadir. Asya Kitasi ekilis alan1 ve iiretim yoniinden ilk

siray1 almaktadir. (FAO, 2013).

Ulkemiz bakla yetistiriciligi acisindan oldukga elverisli ekolojik yapiya sahip
olmasina ragmen, kuru bakla iiretimi olmasi gereken seviyede degildir. Ulkemizde
de bakla tretimi nohut, mercimek ve fasulyenin ardindan dordiincii sirada yer
almaktadir. Ekim ve iiretim alani bakimindan en fazla bakla yetistirilen illerimiz

sirastyla Canakkale, Manisa, Bursa, Balikesir ve Antalya’ dir. Adana ilinde daha ¢ok
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taze bakla liretimi (yemeklik) yapilmakta olup, bakla ekim alan1 40 dekar, bakla
{iretimi ise 22 tondur (TUIK, 2014).

Tiirkiye’de Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisli tarafindan Eresen-87, Filiz-99, Kitik-
2003 ve Salkim isimleri ile tescil ettirilmis bakla iiretimine uygun dort bakla ¢esidi

bulunmaktadir. (TTSM, 2015).

B ©n fazla yetistirilen iller

I | urfanda sebze olarak
vetistirilen iller

B Kuru tanesi icin yetistirilen iller

Sekil 1.8 Tiirkiye’de Bakla Uretimi Yapilan iller
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BOLUM 2

LITERATUR OZETLERI

Skriver vd., (2003) fermente siitlerde starter kiiltlirlerin gelismesinin en az iki
Streptococcus thermophilus ve bir Lactobacillus bulgaricus susunun birlesimlerine
bagli oldugunu tanimlamislardir. Starter kiiltiirlerin birlesimlerinin hizli asitlesme
orani, uygun yapi ve aroma gibi her bir susun 6nemli 6zelliklerinin birlestirilecegi

belirtilmistir.

Issazadeh vd., (2013) laktik asit bakterilerinin genis capta dogada yaygin oldugunu
ve ¢ig siit, yogurt vb. mikroflorasinda dogal olarak meydana geldigini, ¢ogu gida
fermantasyon islemlerinde 6nemli role sahip olan laktik asit bakterilerinin gram
pozitif oldugunu belirtmistirler. 2011 ve 2012 siiresince toplam 50 yogurt drnegini
Kuzey Iran’m farkli kisimlarindan topladiklarmi, bu 6rnekleri laboratuvarda
incelenen steril tiiplerde 4°C de muhafaza ettiklerini, her bir &rnekten 10!
diliisyondan sonra, 10 kat seri seyreltme yapilmasinin ardindan alt kiiltiirlendikten
sonra kullanilarak gram pozitif ve katalaz negatif reaksiyonlar1 ile LAB suslari
izolasyonu i¢in kullanilan M17 ve MRS agar icerisinde ¢ogalttiklar1 ve sonug olarak

Ozellik tanimlama i¢in kullandiklarini bildirilmistirler.

Cin’ in kuzeybati bolgesindeki 6zel ekolojik konumlarinda bulunan geleneksel
mandira {rlinlerinin 7 6rneginden toplam 32 dogal laktik asit bakteri izolat1 elde
edilen bir baska arastirmada; 32 izolat arasindan 9 LAB susu fermente siit liriinleri
potansiyeli i¢in se¢ilmis ve 16S rDNA niikleotid dizi analiziyle tanimlanmis oldugu,
ve bu 9 izolatin birbirleriyle birlestigi ve 8 kombinasyonun yogurt {iretiminde
fermantasyon karakteristiklerine goére secildigi, bu 8 kombinasyonun asitlesmeye
etkisini, post asidifikayonu, yogurdun yapist ve duyusal kalitesinin analiz edildigi
bildirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Streptococcus thermophilus SPI1.1 ile
kombinlenen Lactobacillus bulgaricus 3 4.5un en iyl kombinasyon oldugu ve

yogurt fermantasyon zamani ve duyusal kalite agisindan ticari starter kiiltiirlerden
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daha iyi oldugu belirlenmistir. Bu kombinasyonun yogurt kalitesini gelistirmek icin

ticari starter olarak onerilebilecegi bildirilmistir (Han vd., 2014).

Mete (2011) laboratuvar kosullarinda geleneksel yontemle iiretilmis salgam
suyundan fermantasyon siiresince LAB izolasyonu ger¢eklestirmis ve izole edilen 85
adet bakteriden biyokimyasal testler kullanarak 56 adedinin cins bazinda LAB
oldugunu saptamistir. Gezging ve Akyol (2010) geleneksel yogurtlardan izole edilen
Streptococcus  thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus’larin  tanimlanmasi
amaciyla, kimyasal tanimlama ile molekiiler tanimlamalardan 16S rRNA’y1 kodlayan
DNA bdolgeleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) metodunun birbirini

tamamlayan caligsmalar oldugu sonucuna varmiglardir.

Ozer, (2006) yaptig1 calismada; Yogurt iiretiminde kullanilan Streptococcus
thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus birbirleriyle olan metabolik iligkilerini
ortaya koymustur. Lactobacillus bulgaricus tarafindan meydana ¢ikarilan
oligopeptitler  Streptococcus  thermophilus  gelisimini  tesvik  etmektedir.
Streptococcus thermophilus tarafindan iiretilen peptitler, piirin ve piirimidinler
oksalik asit, fumarik asit, formik asit, piriivik asit ve CO> gibi metabolitler ise

Lactobacillus bulgaricus*un gelisimine yardimci olmaktadir.

Beyatli (1982) tarafindan yapilan bir calismada, Ankara ilinde toplanan yogurt
orneklerinden izole edilmis olan LAB identifikasyonu fenotipik yontemlerle yapilmis
ve bu suslarin proteolitik aktivite ve laktik asit tiretimi gibi 6zellikleri incelenmistir.
Bundan sonra starter yogurt bakterisi i¢in kombinasyonlar olusturularak yogurt
iretimine uygunluklar1 duyusal, mikrobiyolojik ve aroma maddelerinin olugmasi

acisindan incelenerek ortaya konulmaya ¢alisiimistir.

Tavsanli (2015) tarafindan yapilan ¢alismada geleneksel yontemlerle {iretilen
yogurtlardan, ayn1 zamanda bitki, yagmur suyu ve ¢iy damlalarindan yogurt
iretilerek, lretilen yogurtlarda dogal ortamda bulunan laktik asit bakterilerinin
izolasyonu, tanimlanmasi ve suslarin teknolojik karakterizasyonlarmi belirlemek
amaciyla yapilmis. MALDI-TOF ile tanimlanmast neticesinde, geleneksel
yontemlerle {iretilen yogurtlardan 27 adet, bitki kullanarak pihtilastirilan siitlerden 3
adet, yagmur suyu ile pihtilagtirilan siitlerden 8 adet ve ¢iy damlalar ile

pihtilastirilan siitlerden 7 adet olmak iizere toplam 45 adet Lactobacillus delbrueckii
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susu izole edilmistir. Ayn sekilde, geleneksel yontemlerle iiretilen yogurtlardan 42
adet, bitki kullanarak pihtilagtirilan siitlerden 4 adet, yagmur suyu ile pihtilagtirilan
siitlerden 8 adet ve ¢iy damlalar1 ile pihtilagtirilan siitlerden 12 adet olmak {izere

toplam 66 adet Streptecoccus thermophilus susu elde edilmistir.

Demirci (2017) tarafindan yapilan c¢alismada, Agri ilinde bazi yoresel yogurt
orneklerindeki ¢esitli bakterinin izolasyonu, kiiltiire alinmasi ve tanimlanmasi
yapilmistir. Agn ilini temsil edecek sekilde 28 izolat elde edilmistir. izolatlarm ilk
olarak morfolojik testleri, fizyolojik testleri, biyokimyasal testleri ve antibiyotige
direng testleri yapilmigtir. Molekiiler testler kapsaminda 28 izolatin DNA izolasyonu
ve 16S rDNA gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. 24 izolatin sekans verileri alinmis
ve sekans verisi allnamayan 4 izolat ise VITEK yontemiyle karakterize edilmistir.
LAB’lerin NCBI’daki niikleotit blastlama verilerine izolatlarin 4 tanesi
Sphingonomas sp. Ve Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus casei ve
Lactobacillus paracasei tirelerinin  her birinden birer izolat %99 benzerlik
gostermistir. Bu ¢aligma sonucuna gore yoresel yogurtta LAB’lerinin yaninda
patojenlerin de bulunmasi; siitiin yeterince 1s1l islem gormedigini, ana kaynagi yogurt
olmayan patojenlerin bulasmis olabilecegini, sagim yapilan hayvanlarin hastalikli
(mastitis) olabilecegini, sagim yapan insanda hastalik olabilecegini ve kullanilan alet

- ekibmanin yeterince temiz olmadig: diistintilmektedir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD
3.1 Baklagillerin Toplanmasi ve Adlandirilmasi

Ticari olarak temin edilen baklagillerin (Sekil 3.1 de) tiir diizeyinde adlandirma
islemi, Gaziantep Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bé&liimii’nde

gerceklestirilmistir.

p
h _ b . .

Sekil 3.1 Kullanilan baklagiller

3.2 Yogurt Uretiminde Kullanlan Siit

Yogurt iiretiminde, aligveris magazalarindan temin edilmis (Sekil 3.2 de) olan giinliik

pastorize siit (UHT’ siz) kullanilmistir.

Sekil 3.2 Kullanilan UHT ’siz siitler
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3.3 Yogurt Uretimi

Yogurt iiretim akis semas1 Sekil 3.3’ te verilmistir. Uretilen yogurtlar +4°C’lik
ortamda muhafaza edilmistir. Depolamay1 takiben 2. Giiniinde yogurtlarin diliie

edilerek besiyerine ekimleri yapilmistir.

UHT's1z Siit

Pastdrizasyon ( 85 °C’de 20 dakika )

;

Sogutma ( 45°C)

Belirlenen Baklagilleri Ekleme

;
l i , '

Bakla Fasulye Mercimek Boriilce

Inkiibasyon (45 J'C‘de pH4.6)

'

+4°C’ye'Sogutma

Depglama

Sekil 3.3 Yogurt liretim semast
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Sekil 3.4 UHT’siz siitiin 80 °C 1sitilmasi

Siitler 80°C 1sitildiktan sonra tekrar 45°C sogutulup igerisine belirlenen baklagiller
eklenmistir. Baklagiller eklenip 6 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.5 Siitlere baklagil eklenip (45 °C) inkiibasyona birakilmasi
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Sekil 3.6 Inkiibasyon Sonrasi Olusan Yogurtlar

6 saatlik Inkiibasyon sonrasi olusan yogurtlar daha sonraki asamalar igin +4

depolanmustir.

3.4 Mikrobiyolojik Analizler:

Aseptik kosullar altinda 10 g tartilan 6rnekler 90 mL steril %0,1 YSB diliisyon
stvisina katilarak homojenize edilmistir. Homojenizasyon ve sonraki seyreltmeler 1:9
oraninda yapilmistir. Wahr ve Frank (2004)’e gore MRS Agar, M17 Agar ve Lee’s
Agar (Lee vd., 1974)’a ekim yapilmig ve inkiibasyon sonrasi, gram boyama ve

katalaz testleri yapilmugtir.

3.4.1 MRS Agar
Lactobacillus izolasyonu i¢in pH’ s1 5,4’ e ayarlanmis MRS Agar kullanilmistir.
MRS Agar, pH’ s1 5,4’ e diisiirtilmiis MRS Agar ile hazirlanmigtir. MRS Agar ticari

besiyerinin bilesimi 1 L besiyeri i¢in Tablo 2.1’ de verilmistir.
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Bilesen Bilesim miktar: (g/ L)

Proteaz pepton No: 3 10.0
Sigir eti ekstrakti 10.0
Maya ekstrakti 5.0
Dekstroz 20.0
Polysorbat 1.0
Amonyum sitrat 2.0
Sodyum asetat 5.0
Magnezyum siilfat 0.1

Manganez siilfat 0.05
Dipotasyum fosfat 2,0
Agar 15.0

Tablo 2.1 MRS agar bilesimi

MRS Agar’ dan 70 g tartilmig, tartilan miktar 1000 ml distile suda
coziindurilmiistiir. Cozelti, siirekli karigtirilarak kaynama noktasina kadar
isitilmig ve besiyerinin tamamen berrak sekilde ¢oziinmesi saglanmistir.
Cozlinmiis besiyerinin pH’ s1 sitrik asit ilavesi ile 5,4’ e ayarlanmistir. Bu
islem sirasinda karistiricili 1sitict yardimiyla ¢oziinmiis besiyeri stirekli
karistirilarak besiyerinin sicakligi ve sivi fazi korunmustur. pH kontrolii 25 °C
sicaklikta yapilmistir. pH ayarlandiktan sonra besiyeri siselere dagitilarak 121
°C’ de 15 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Otoklavlama islemi
sonunda pH’ nin, 25 °C’ de, 5,4 = 0,1 oldugu kontrol edilmistir. Besiyeri
hazirlandiktan sonra hemen kullanildigi i¢in 45 °C’ ye sogutularak kullanima

hazir hale getirilmistir (Anonymous, 2002 a).

3.4.2 % 10’ luk Laktoz Cozeltisi Hazirlanmasi
Streptococcus izolasyonunda kullanilan M17 Agar’ in hazirlanmasinda % 10’
luk laktoz c¢ozeltisi kullanmlmistir. Laktoz ¢o6zeltisi hazirlanirken; laktoz
(Oxoid L70)° dan 10 g tartilmis ve 100 ml suda c¢oziindirilmistir
(Anonymous,2002b).
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3.4.3 M17 Agar
Streptococcus izolasyonunda M17 Agar kullanilmistir. M17 Agar ticari

besiyerinin bilesimi 1 L besiyeri i¢in Tablo 2.2° de verilmistir.

Bilesen Bilesim miktar: (g/ L)
Tripton 5.0
Soya pepton 5.0
Et ekstrakti 5.0
Maya ekstrakti 2,5
Askorbik asit 0,5
Magnezyum siilfat 0,25
Di- sodyum-3- gliserofosfat 19,0
Agar 11,0

Tablo 2.2 M17 Agar Bilesimi

M17 Agar’ dan 48,25 g tartilmis, tartilan miktar 950 ml distile suda
coziindirilmiistiir. Cozelti, siirekli karigtirilarak kaynama noktasina kadar
isitilmig ve besiyerinin tamamen berrak sekilde ¢oziinmesi saglanmistir.
Coziinmiis besiyeri 50 °C civarina sogutulmustur. Sogutulan besiyerine, %
10’ luk laktoz ¢ozeltisinden 50 ml ilave edilerek dikkatlice karistirilmastir.
Daha sonra besiyeri siselere dagitilarak 121 °C’ de 15 dakika siire ile
otoklavda steril edilmistir. Otoklavlama islemi sonunda pH’ nin, 25 °C’ de,
6,9 £ 0,2 oldugu kontrol edilmistir. Besiyeri hazirlandiktan sonra hemen
kullanildig1 i¢in 45 °C’ ye sogutularak kullanima hazir hale getirilmistir
(Anonymous, 2002 b).

3.4.4 % 2’ lik Hidrojen Peroksit (H202) Cozeltisi
2 ml analitik saf (%35’ lik) Hidrojen peroksit (H202) 100 ml’ lik balon jojeye
aktarilmigtir. Balon joje igerigi distile su ile ¢izgisine tamamlanmistir. Balon
joje, meydana gelen 1sinma sebebiyle oda sicakligina kadar sogutulmus ve
yine distile su ile ¢izgisine tamamlanmistir. Cozelti 24 saat bekletildikten

sonra kullanilmistir.
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3.4.5 Gram Boyama Cozeltileri
Gram boyamada kullanilan reaktif ¢ozeltiler set halinde BioM¢érieux’ den

temin edilmistir.

3.4.6 LAB izolasyonu

Laktik asit bakterilerinin izole edilmesi i¢in yogurt 6rnekleri steril diliisyonlar
kullanilarak 10 diliisyon oranma kadar seyreltilmislerdir. 10° ve 10
diliisyon oranindaki tiiplerden ekim yapilmistir. Ekimlerde Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus izolasyonu i¢in pH’ s1 5,4° e ayarlanmig MRS
Agar (Difco 288210), Streptococcus thermophilus izolasyonu igin besiyerinin
litresine 50 ml %10’ Iuk (m/ v) laktoz c¢ozeltisi ilave edilen M17 Agar
besiyerleri kullanilmistir (Anonymous, 2002 a, 2002 b).

Yogurt Orneklerinin besiyerine inokiilasyonun yapildigi andan itibaren,
Lactobacillus izolasyonu i¢in MRS agar besiyerinde gelistirilerek incelemeye
alinan bakteriler Xbas, Ybas, Zbas, Whbas,..., Streptococcus izolasyonu igin
M17 agar besiyerinde gelistirilerek incelemeye alinan bakteriler de Xkok,
Ykok, Zkok, Wkok,..., tanimlamalar ile adlandirilmistir. Bu tanimlamalar,

aragtirmanin tiim agamalarinda ayni sekilde kullanilmastir.

Uriinlerin iiretilmesi i¢in gereken Kkiiltiirlerin hazirlanmasi asamasinda da
kiiltiirlerin hangi bakterilerden olustugu belirtilirken izolatlar i¢in yine ayni

tanimlamalar kullanilmistir.

Petri kutulari, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus izolasyonu igin
anaerobik ortamda 37 °C’ de 5 giin, Streptococcus thermophilus izolasyonu
icin aerobik ortamda 37 °C’ de 3 giin inkiibasyona tabi tutulmustur.
Inkiibasyon sonunda elde edilen kolonilerden saf bakteri stogu
hazirlayabilmek icin birer tane alinip Streptococcus thermophilus icin M17
broth (Merck 15029), Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus i¢in MRS
broth (Merck 10661) besiyerine aktarilmistir. Tiiplere aktarma isleminden
once, koloniler iizerinde gram boyama ve katalaz testleri (Ellner, 2001)
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uygulanmig, Gram pozitif ve katalaz negatif koloniler degerlendirmeye

alimmustir.

3.4.7 Gram Boyama
Temizlenip alev ile fikse edilen lam fizerine steril 6ze ucu ile distile su
aktarilmigtir. Gram boyama yapilacak olan bakteri kolonisi steril 6ze ile lam
iizerine alinarak lamdaki su yardimi ile dagitilmis ve ince bir tabaka haline
gelmesi saglanmistir. Lam, {izerine siiriilen tabaka kuruyuncaya kadar kendi
haline birakilmistir. Kuruma gerceklestikten sonra lam, hizla iki ii¢ kez alev
iizerinden gecirilmistir. Daha sonra sirastyla asagidaki adimlar takip edilerek
Gram Boyama (HUCKER’e gore Kristalviolett- Safranin boyamasi) islemi
gerceklestirilmistir (Ellner, 2001); Kurutma ile kontrole hazirlanan preparata
immersiyon yagi damlatilarak 100’ liik objektif ile kontrol yapilmistir. Mavi
renkli hiicreler Gram (+), kirmizi- pembe renkli hiicreler Gram (-) olarak

tanimlanmustir (Ellner, 2001).

3.4.8 Katalaz Testi
Arastirmada besiyeri lizerinde gelismis koloniden steril 6ze yardimi ile bos ve
steril petri plag: igine aktarilmistir. % 2’ lik H2O» ¢6zeltisinden bir iki damla
koloni {izerine damlatilarak gaz ¢ikisi olup olmadigr gozlemlenmistir. Gaz
c¢ikist olan koloniler Katalaz (+) ve gaz cikis1 olmayan koloniler Katalaz (-)

olarak tanimlanmustir.

3.4.9 Gliserol
Ticari olarak satilan gliserol alinarak 121 °C* de 15 dakika stire ile otoklavda

steril edildikten sonra arastirmada kullanilmistir.

3.4.10 izolatlarin Saklanmasi
Gram (+) ve katalaz (-) oldugu teyit edilen cubuk ve kok bakterilere ait tek bir
koloni Gram (+) ve katalaz (-) oldugu teyit edilen ¢ubuk ve kok bakterilere ait
tek bir koloni aktarilan siv1 besiyeri 37 °C’ de inkiibasyona birakilmis ve tortu
ve/ veya bulaniklik olusumu takip edilmistir. Tortu ve/ veya bulaniklik olusan
tiiplerdeki tortu/bulanikliktan yaklasik 2 ml alinarak i¢inde 600 pL gliserol
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bulunan steril tiiplere aktarilarak stok izolatlar olusturulmustur. Stok izolatlar

derin dondurucuda (-50 °C) muhafaza edilmislerdir.

3.5 Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA Yontemi ile Molekiiler
Tanmimlanmasi

PCR teknolojisi ile 16S rRNA genlerinin direk sekansi bilinmeyen bir susun
tek bir basamak ile tanimlanmasinda oldukea etkili bir yontemdir. 16S ve 23S
rRNA bolgeleri yiiksek derecede korunmus dizileri igeren bolgelerdir. Bu
bolgelere 06zgii primerler kullanilarak PCR islemi gergeklestirilerek

sekanslama islemi neticesinde sonuca gidilebilir (Leblond-Bourget vd., 1996).

Calismada; Elde edilmis olan yogurtlardan izole edilmis 8 adet izolatin
molekiiler tanimlanmas1 asamasi 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi yontemi
(Sanger vd. 1977) ile Ankara Sentegen Firmasinda iki kez tekrarlanarak
dogrulanmistir. Sekil 3.7°de izolatlarin tanimlanmasinda izlenen asamalar
goriilmektedir. Buna gore; molekiiler tanimlama asamasinda ilk olarak

bakteriyel DNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir.
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Izolatlarin MRS ve M1 7 besiverinde gelistirilmes:

é

DNA izolasyoun

-

PCR'da cogzaluna

-

Baz Dizi sirasiumn belirlenmmes:

@

Veri tabamyla karsilagtirma

-

Suslarin 16S rRNA tamumlanmasz:. isimlendimme

Sekil 3.7 izolatlar Molekiiler Tanimlanmasinda Izlenen Asamalar

DNA izolasyon asamas1 EK 1’de belirtildigi gibi yapilmistir. Molekiiler tanimlama
sirasinda, bakteriyel genomik DNA izolasyonu amaciyla Thermo Scientific GeneJET
Genomic DNA Purification Kit kullanilmistir. DNA izolasyonundan sonra DNA’lar,
once %1’lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Agaroz jel elektroforez asamasi EK 3’de
belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Daha sonra saflik ve miktar degerlerinin

belirlenmesi i¢in NanoDrop ND-1000 spektrofotometrede 6l¢iim yapilmustir.

Calismamizda PCR denemelerinde Sanger (1977) yontemi kullanilmistir. Saflik ve
miktar1 kontrol edilen bakteriyel DNA, PCR’da ¢ogaltilmig ve ardindan baz dizi
siras1 tespit edilmistir. Bilindigi gibi PCR 3 asamali bir yontem olup; DNA’nin; ¢ift
sarmallt DNA’dan tek sarmalli DNA’ya doniistiiriilmek iizere denature edilmesi;
oligoniikleotit primerlerin, hedef DNA’daki tamamlayict bdlgelere baglanmasi; son
olarak DNA’nin, 20 DNA polimeraz aktivitesi siiresince niikleotit eklenmesi ile
primerlerden uzatilmast ve bunun sonucunda ¢ift sarmalli iriinler olugmasi
seklindedir. DNA ¢ogaltimi ve PCR optimizasyon g¢alismalari i¢in Biometra ve MJ
Research Thermocycler cihazlari kullanilmis ve PCR optimizasyon c¢alismalari
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yapilmistir. PCR’ da kullanilan reaktifler; 15-200 ng DNA (2 pl), 10 pmol ileri
(forward) primer (2 pl), 10 pmol fluoresan isaretlenmis ters (revers) primer (2 pl),
2,5 mM toplam dNTP (1pl), 0.5 unit Go Taq DNA Polymerase (0,6 pl )(Promega),
25 mM MgCI2 (2,4 pl), 10 pl buffer 5x buffer olacak sekilde toplam 50ul PCR

karigimi seklinde hazirlanmaistir.
DNA c¢ogaltimi i¢in kullanilan PCR programi;
1. 94°C’de 3 dakika (1 dongii)
2. 94°C’de 1 dakika (35 dongii)
3.53°C’de 1 dakika
4. 72°C’de 2 dakika
5. 72°C’de 10 dakika (1 dongii)

(10°C’de sabit tutulmustur)

PCR sonrasinda DNA’lar agaroz jelde yliriitiilmiistiir. Daha sonra goriinen bantlar
kesilip Promega kit yardimiyla saflagtirilmistir. PCR sonrasi saflastirma islemi Ek

4°de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

Saflagtirilan PCR iirtinleri Sul AB Gene Plate’e alinmistir. Seal ile iyice kapatildiktan
sonra PCR’da 94°C’de 4 dakika denatiire edilmistir. Bu slirenin sonunda hemen buz
tizerine alip sogutularak, 1500 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu agamanin
ardindan saf DNA Ornekleri sekans PCR asamasina tabi tutulmus olup PCR
protokolii (dizi analizi) EK 5’da belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.

Sekans PCR firiinlerinin temizlenmesi Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA
Purification kit kullanilmigtir. DNA dizi analizi saflagtirmasi1 BigDye™Terminator
v3.1 Cycle Sequencing ile yapilmis ve DNA dizi analizi Beckman Coulter CEQ 8000

otomatik dizi analizi ile gerceklestirilmistir.

Dizi analizinden ¢ikan sonuglar NCBI gen bankasindaki referans genomlarla

eslestirilmistir.
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3.6 MALDI-TOF Yontemi
MALDI-TOF kiitle spektrometresinde analiti iyonize etmek i¢in organik, aromatik
ve zayif asidik bir matriks kullanilir. Test edilecek mikroorganizma direk transfer
metoduyla ¢elik bir plak iizerine ince bir film olarak siiriiliir. Uzerine matriks

soliisyonu eklenir ve oda 1s1sinda kurutulur (Posteraro vd., 2013).

Numune sisteme girdikten sonra {izerine lazer atiglar1 gonderilerek lazer enerjisinin
matriks tarafindan absorbe edilmesi saglanir. Matriks molekiillerinin fotoeksitasyonu
ya da fotoiyonizasyonu, matriksten analite proton transferini, dolayisi ile analitin

iyonizasyonunu kolaylastirir (Douglass, 2006).

Iyonizasyon islemi sonucunda molekiiller uyarilarak kat1 veya likit halden yiiklii
iyonize gaz molekiilleri haline doniistiiriiliirler. Ugus zamanl kiitle analizdrlerinde,
tiretilen iyonlarin iyon kaynagi igerisinde dedektdre ulagmak igin sabit bir mesafeyi
katetmeleri prensibi kullanilmaktadir. Bu amagla iyonlara yaklasik 1 metre
uzunlugundaki bir tiip icersinde hareket etmeleri i¢in hizlandirici voltaj

uygulanmaktadir (Biberoglu, 2003).

Levhadan ayrilan iyonize analit molekiilleri, uygulanan voltaj ile hizlandirilarak ucus
tiipll icerisinde dedektore ulasana kadar siiriiklenirler ve kiitle/ yiik oranlarma (yiik

genellikle 1' dir) gore ayrilirlar (Posteraro vd., 2013).

Tiim molekiillere ayn1 kinetik enerji verildiginden, analit molekiillerinin ugus tiipii
uzunlugunu katetme siiresi, molekiillerin kiitlesi ile orantilidir. Molekiillerin ucus
zamani, molekiil agirliklarinin belirlenmesinde kullanilir (Douglass JF, 2006).
Dolayisiyla degisik kiitledeki iyonlar degisik hizlarda yol alir ve detektore degisen
zamanlarda ulagirlar (Biberoglu, 2003).

Dedektore ulasan veriler islenerek; Onceden iyi karakterize edilmis
mikroorganizmalarin toplaminin profilleriyle kiyaslanir, tepe noktalart 2000-20 000
arasinda degisen final kiitle spektrumlariyla sonuglanir. Kiitle spektrumlari tiire 6zgii
parmak izleridir, tekrarlanabilirligi yiiksektir ve iireme kosullarindan minimal
etkilenir. Identifikasyon igin; elde edilen kiitle spektrum parmak izi, uygun
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algoritmalar ile referans kiitiiphanelerdeki temel spektrumlarla kiyaslanarak yapilir

(Posteraro vd., 2013).

MALDI-TOF-MS yonteminin uygulandigi dort ticari sistem bulunmaktadir. Bunlar;
MALDI Biotyper, AXIMA/SARAMIS database, ANDROMAS (Andromas) ve
VITEK MS (bioMe rieux) sistemleridir (Willinger vd., 2014; Bader, 2013).

MALDI-TOF-MS yontemi bakterilerin ve bir¢ok mantarin tanimlanmasinda hizli ve
dogru tanimlama yapabilen bir sistemdir (Willinger vd. 2014). Oldukga kisa siirede
sonu¢ veren bir sistem olup; tek bir sus calisildiginda yaklasik 11 dakikada
sonuclanirken, 96 sus toplu calisildiginda her bir izolat i¢in yaklasik 2,5 dakikada
sonu¢ alinmaktadir. Yayinlarda ortalama 4-6 dakika olarak bildirilmistir (Larone,
2011). Gram boyama, katalaz testi ve mikroskopta 100 imersiyon objetifinde
morfolojik olarak tanimlandiktan sonra elde edilen koloniler MALDI-TOF MS
yontemi i¢in Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitilisii Miidiirliigii/Bursa’

ya gonderildi.
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1 Diliisyon ve Ekimler
Sekil 4.1°de aseptik kosullar altinda 10 g tartilan 6rnekler 90 mL steril %0,1 YSB
diliisyon s1visina katilarak homojenize edilmistir. Sekil 4.2 ve 4.3” de M17 ve MRS
besiyerlerinde ekimi yapilmis ve 72 saatlik inkiibasyon sonras1 iiremis olan laktik asit

bakterlerinden 8 (Merkok, Faskok, Borkok, Bakkok, Merbas, Fasbas, Borbas,
Bakbas) adet izolat elde edilmistir.

Sekil 4.1 Yogurtlarin 107 diliie edilmesi
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Sekil 4.2 Inkiibasyon sonrast M17 ve MRS besiyerindeki LAB

4.2 Gram Boyama
Boyamalar1 yapilan 8 adet izolatin morfolojik olarak kisa veya uzun c¢ubuk
(Lactobacillus) ya da yuvarlak veya eliptik (Streptococcus) sekilli, gram-pozitif
oldugu gozlenmistir. 8 adet izollattan 4 tanesi kok, 4 tanesi basil morfolojisine

sahiptir. 8 izolatin tamami gram (+) tir.

VG

Vs "’/b A
%‘\% G «s,;"g;. %&%@% v

3 w -Ty Y e g \ ',“
Pt TRV S SO
'q o

3\
,l “ 6 | .ﬁo’}‘& P
| 4)‘}« %‘t‘;’ & Qf?:_mgfw uam‘%%%“g%@ gé
e %wﬁ‘f) §:v ¢ . P “;}?** 5
F) { 5,
34‘\ \??;’ stz -4 ﬁgﬁg\;p‘ ﬁ"i ‘fﬁ .f?}%:;&ﬂ
P " '3{ % ’ 15
2 & R %& &
Sekil 4.3 Merkok (Merc1mek ten elde edilen yogurttaki kok) (+)
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Sekil 4.5 Borkok ( Boriilce’den elde edilen yogurttaki kok) (+)
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Sekil 4.7 Merbas ( Mercimek’ten elde edilen yogurttaki basil) (+)
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Sekil 4.8 Fasbas (Fasulye’den elde edilen yogurttaki basil) (+)

Sekil 4.9 Borbas (Boriilce’den elde edilen yogurttaki basil) (+)

40



Sekil 4.10 Bakbas (Bakla’dan elde edilen yogurttaki basil) (+)

4.3 Katalaz Testi
8 izolatin katalaz testinin yapilis1 Sekil 4.11°de, sonuglari ise tablo 3.1 de verilmistir.
Tiim izolatlarin sonuglar1 gaz ¢ikarmamistir ve buna bagli olarak katalaz (-) olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.11 Katalaz Testi Yapilist
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izolatlar Katalaz
Merkok (-)
Faskok (-)
Borkok (-)
Bakkok (-)
Merbas (-)
Fasbas (-)
Borbas (-)
Bakbas (-)

Tablo 3.1 Katalaz Test Sonuglari

4.4 MALDI-TOF Yontemi

Gram boyama, katalaz testi ve

morfolojik olarak tanimlandiktan sonra elde edilen koloniler MALDI-TOF MS

mikroskopta 100 imersiyon objetifinde

yontemi i¢in Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii/Bursa’

ya gonderilmistir. Sonuglar Tablo 3.2 de verilmistir.

13:;1 izolat Kodu MALDI-TOF Identifikasyon Sonucu
1 Merkok Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
2 Faskok Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
3 Bakkok Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
4 Borkok Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
5 Merbas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
6 Fasbas Streptococcus mitis/oralis

7 Bakbas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
8 Borbas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Tablo 3.2 MALDI-TOF Sonuglari
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MALDI-TOF sonuglarina gore 8 izolattan 4’ Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus, 3’ Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 1’1 Streptococcus

mitis/oralis olarak tanimlanmistir.
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Sekil 4.16 MALDI-TOF fasbas grafigi

4.5 LAB 16S rRNA Gen Bolgesi Dizi Analizi Yontemi ile Tanimlanmasi
Calismada; Elde edilmis olan yogurtlardan izole edilmis 8 adet izolatin molekiiler
tanimlanmasi asamas1 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi yontemi (Sanger vd., 1977)
ile Ankara Sentegen Firmasinda iki kez tekrarlanarak dogrulanmistir. Dizi
analizinden ¢ikan sonuglar NCBI gen bankasindaki referans genomlarla
eslestirilmistir. Bu eslestirme sonuglar1 tablo 3.3 te verilmis olup 4 izolat
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, 4 izolat Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus olarak tanimlanmistir.
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%

I\SI:)I;?] Ez(lﬁ: Molekiiler Tammmlama Sonuclari l:}f;f;if:
Benzerlik

1 Merkok Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 98

2 Faskok Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 98

3 Bakkok Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 97

4 Borkok Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 98

5 Merbas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 96

6 Fasbas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 97

7 Bakbas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 98

8 Borbas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 97

Tablo 3.3 16S rRNA gen bolgesi molekiiler tanimlama sonuglari

Streptococcus thermophilus strain PON3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: KC545882.1 Length: 1494 Number of Matches: 1
Range 1: 12 to 980

Score

Expect Identities Gaps Strand Frame

1617 bits(1792)

Features:

Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

9

0.00) 949/970(98%) 13/970(1%) Plus/Plus

ATAATGCAGTAGA-CG GAGGAGC TGGATGAGTTGCGAAC

o SO ML M AT -,

7

. ORI R LT

128

GCTCCA

187

vor LRSI N P T, .

188

247

e SAONHUUTH OGO I UG .,
SO VAUV VAUV EANE ANV ERENEORENTVRR PR VSR NE Y

308

AGGCAGCAG

367

o IO O -
. QUG &

428

CTACGTGH

487

wr SUOITHHII LI I I .,
OO W10 VAR USROSV ENR ANV TA RGOV VRTRNENONAISN AR ORVES VO

548

GTTCGCTTT

607

vse AL R T T ..

Sekil 4.17 Merkok NCBI bankasindaki referans genom benzerligi
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Pr70-5960,008 2017-12-13.ab1 (971 bases)

-8
1

(| g (=1
®
x

Sekil 4.18 Merkok NCBI bankasindaki referans genom benzerlik grafigi

Streptococcus thermophilus strain CGLBL208 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: KF286609.1 Length: 1482 Number of Matches: 1
Range 1: 10 to 926

EZSJLSWOW S RS s

oot 10 Wtk M ST I,
coer 70 MLOTIGIIORUNIHTIGITITIET L.
corer 100 S WA G o
oot 190 PTG T 2o,
cover 250 SHUHLU ORI RUI TG S,
ovor 10 ST SRR S,
cover o70 LRI Lo,
ovor 430 MLPOIA R T Lo,
cover ao0 MU RGO 2.,

CGCAGGCGGTTTGATAAGTCT????‘Z{."{?]?.??GCTGTGGCTCAACCATAGTTCGCTTTGGA

EURRGE FRERDE TEREL] R o T W O T A A T

Sekil 4.19 Faskok NCBI Bankasindaki Referans Genom Benzerligi

47



7 Pr70-5958 004 2017-12-13.2b1 (368 bases) -8
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

B3 (] sssbes

ZZML

Sekll 4.20 Faskok NCBI bankasindaki referans genom benzerlik grafigi

WKL

Streptococcus thermophilus strain MaNaL33 16S ribosomal RNA gene, complete sequence

Sequence ID: KU324914.1 Length: 1231 Number of Matches: 1
Range 1: 7 to 978

Score Expect Identities Gaps Strand Frame

1577 bits(1748) 0.0() 943/973(97%) 18/973(1%) Plus/Plus
Features:

et 7 Ll LSRR .
e o oG . e
soger 127 MG R A A e
e 100 LG TR T s
oger 24y GO NI .,
soger 200 UMMM AT e
oger 207 AL LA TR e
e 4 AC AT I ...

oser 157 LSS ST oo

Query 540 AGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGTCTGAAGTTAAAGGCTGTGGCTCAACCATAGTTCGC 599

||I|I||||1l|[|||||||||||I|I|||||||I|I||I||||||Il||||||||I|||

Sekil 4.21 Bakkok NCBI bankasindaki referans genom benzerligi
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Edit View Enymes Festwes Pimers Actions Tools Window Help

[ Standerd | Autoscaed | Raw | |GromatogamDate

Sekil 4.22 Bakkok NCBI bankasindaki referans genom benzerlik grafigi

Streptococcus thermophilus strain CGLBL208 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: KF286609.1 Length: 1482 Number of Matches: 1
Range 1: 11 to 972

Score

Expect Id

entities Gaps Strand Frame

:r B
i R

1597 bits(1770)
Features:

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
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251
307
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Sekil 4.23 Borkok NCBI bankasindaki referans genom benzerligi
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Sekil 4.24 Borkok NCBI bankasindaki referans genom benzerlik grafigi

Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus strain P7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: KY658466.1 Length: 1463 Number of Matches: 1
Range 1: 2t0 978

522!1n5u7oz> O, B, D

oger 2 kel T L SR .
g o MR T U o
soger 1z MGG, e
oogor 100 LT R, o,
oot 262 MMM MR M ML, Son
sosor s02 UL R L e
g ser AT A, oo
g 422 PO AR o
g <er LT T -
soger oax MCLHULETU MR, <o

Sekil 4.25 Merbas NCBI bankasindaki referans genom benzerligi
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[ Standard | Astoscsed | Ram | Grometogambate

Sekil 4.26 Merbas NCBI bankasindaki referans genom benzerlik grafigi

Pr70-5965_015_2017-12-1:

3.ab1 (967 bases)

le Edt View Enzymes Festures Primess Actions Tooks Window Help

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain CAU:233 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: MF369884.1 Length: 1466 Number of Matches: 1
Range 1: 15 to 978

T T e e e

g 1o AL ST, .
e 7o AT G T e
ot 105 A R T o
soger 199 ML o I e
soger 220 M A T .
Soger 10 LU E IR s
g ave LM T, o
g a0 WL AT TR I o
g tos MM TR TG GG ..
e 222 TR

Sekil 4.27 Fasbas NCBI bankasindaki referans genom benzerligi
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Sekil 4.28 Fasbas NCBI bankasindaki referans genom benzerlik grafigi

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain CAU:321 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: MF369882.1 Length: 1470 Number of Matches: 1
Range 1: 4 to 957
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Sekil 4.29 Bakbas NCBI bankasindaki referans genom benzerligi
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Sekil 4.30 Bakbas NCBI bankasindaki referans genom benzerlik grafigi

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain CAU:233 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: MF369884.1 Length: 1466 Number of Matches: 1
Range 1: 15 to 980
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Sekil 4.31 Borbas NCBI bankasindaki referans genom benzerligi
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

Siit endiistrisi giiniimiizde tiiketici beklentileri dogrultusunda gesitli lezzet ve
saglik beklentilerini karsilayacak ve kisi basina siit tiiketimini arttiracak yeni
tiretim teknolojileri ya da aktif pazarlama stratejilerinin gelistirilmesine yonelik

biiyilik gayret sarf etmektedir.

Dogal topluluklardaki bakteriyel farkliliklar oldukg¢a zor anlagilmakta ve
genellikle tiir diizeyinde tespit edilmektedir (Dykhuizen, 1998). Sus diizeyinde
bakteriyel farkliliklara ait bilgiler olduk¢ca nadirdir. Son yillarda
mikroorganizmalara ait genotiplendirme c¢alismalarinda gui¢lii teknikler ortaya
konulmus ve bu tekniklerin LAB’a ait suslar lizerindeki uygulamalar1 halen
devam etmektedir c¢linkii LAB’larin endiistriyel kullanimi i¢in amag¢ en uygun
LAB suslarinin se¢imidir. Bu nedenle, herhangi bir susun spesifik ve belirgin
olarak ayrimini saglayan giivenilir yontemlerin uygulanmasi olduk¢a onemlidir
ve Ozellikle son yillarda bu amacla kullanilmaya baslanan molekiiler yontemler
var olan ¢aligmalara tamamlayici ve dogrulayici olmalari bakimindan giivenilir,

basit ve pahali olmayan yontemler olarak degerlendirilmektedir.

Yapilan bu c¢aligma kapsaminda yogurt mayalanmasinda kullanilan
baklagillerden mikroorganizmalarin izolasyonu ve karakterizasyonu arastiriimas,
elde edilen izolatlarin, literatiir taramasi sonucu olarak geleneksel yogurtlarin
izolatlar1 ile yapilan karakterizasyon ¢alismalarinin yogunlukta oldugu fakat
caligilan baklagillerle yogurt yapimi ve izolatlarin molekiiler tanimlar1 iizerine
yapilan herhangi bir caligmaya rastlanmamistir. Bu yiizden tez g¢aligmamiz
Ozgiinliik agisindan da olduk¢a Onemlidir. Baklagillerden mikroorganizmalarin
izolasyonu ve karakterizasyonu ilk defa deneniyor olmasi da c¢alismanin

0zglnliigii a¢isindan 6nemlidir.
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Standart yogurt Kkiiltlirtine destek olmasi agisindan; gerek fiziksel, gerek
kimyasal, gerekse mikrobiyolojik ve duyusal 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve aday
starter kiiltlir ortaya konulmasi amag¢lanmistir. Genel olarak elde edilen verilere

bakacak olursak,

Dort farkli baklagilin UHT siz siitii fermente etmesiyle 6nce maya daha sonra

yogurt olarak iiriin elde edilmistir.
Yapilan gram boyamalarda tiim 6rneklerin gram (+) oldugu belirlenmistir.

Morfolojik olarak M17 besiyerinde {iiremis olan kolonilerin kok, MRS

besiyerinde liremis olan kolonilerin basil oldugu gézlemlenmistir.

MALDI-TOF ve 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi ile tanimlama sonuglarina
gore MALDI-TOF’ da Merkok, Faskok, Bakkok, Borkok izolatlar1 Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus, Merbas, Bakbas, Borbas Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Fasbas izolati Streptococcus mitis/oralis olarak

tanimlanmustir.

16S rRNA gen bolgesi dizi analizi ile molekiiler tanimlama sonucunda Merkok,
Faskok, Bakkok, Borkok numarali izolatlar Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus olarak tanimlanmistir. Merbas, Bakbas, Borbas, Fasbas numarali

izolatlar Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus olarak tanimlanmistir.

Identifikasyonda negatif sonuglardan kurtulup kesin tanimlama yapabilmek i¢in

molekiiler identifikasyon teknikleri kullanilmistir.

Caligmamizda 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi ile kesin tanimlama yapilmaya
calisilmistir. Bu calismada; Merkok, Faskok, Bakkok, Borkok suslari birbirleriyle
Merbas, Bakbas, Borbas suslarida birbiriyle molekiiler tanimlama sonuglarinin
tiir bazinda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Fasbas orneginde farkl tiirler
olarak tanimlanmistir fakat 16s rRNA ile yapilan analizler sonucunda bu susunda
Lactobacillus delbrueckii oldugu tanimlanmistir. Bu suslarin prosese katkisi,

gelecek calismalar i¢in potansiyel bir veri kaynagi olabilir.
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Yeni tanimlanan suglar, kontrollii sartlarda yogurt iiretiminin yapilmasi ve
suslarin  endiistriyel  olarak  kullanilmasina  siiphesiz  olumlu  katki

saglayacaklardir.

Calismamizda elde edilen sonuglar laktik asit bakterisi ile ¢alisan arastiricilar i¢in

bir veri tabani olusturacak ve tanimlama i¢in harcanacak zaman bodylece ortadan

kalkmis olacaktir.
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EK 1 Gram Pozitif Bakterilerden Genomik DNA izolasyonu

1. MRS Agar ve M17 Agar besiyerinde 18 saat siire ile gelistirilen hiicreler (10 ml)
6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir.

2. Pellet 500ul TE tampon igerisinde ¢ozilerek 14.000 g’de 1 dakika oda
sicakliginda santrifiij edilir.

3. Pellet 500 pl SET tampon i¢inde ¢oziiliir, 50 pl lizozim eklenir ve 30 dakika 37
°C’de inkiibe edilir.

4. Hiicre siispansiyonu iki mikrosantrifiij tiiptine boliintir. 200 pl TE tampon ve 30 pl
%20’lik SDS (her tiipe ayr1 ayr1) eklenir. Birkag kez karigtirilir.

5. 100 pl 5 M NaCl eklenir ve hemen karistirilir.

6. Esit hacimde (=500p) fenol eklenir ve emiilsiyon olusana kadar iyice karistirilir.
Kisa siire vortekslenir.

7. 14.000g’de 15 dakika santrifiij edilir ve fazlarin ayrilmasi saglanir. (+4°C’de)

8. Kesik ug ile iist faz yeni bir tiipe aktarilir.

9. Esit hacimde (=500pl) kloroform/izoamil alkol eklenir ve nazikg¢e karigtirilir. (Bu
basamak 2 kez yapilabilir.)

10. 14.000 g’de 15 dakika oda sicakliginda santrifiij edilir ve iist faz yeni tiiplere
aktarilir.

11. Tiipte bulunan siipernatantin 2 kat1 kadar hacimde -20°C’de saklanan %100°liik
etanolden eklenir.

12. 12.000 rpm’de +4°C’de 15 dakika santrifiij islemine tabi tutulur.

13. Pellet havada kurutulur.

14. 100 pl TE tampon ya da suda ¢6ziiliir.

15. DNA saflig1 spektrofotometrede (A260/A280 orani) kullanilarak dlgiiliir.

EK 2 DNA izolasyonu Asamasinda Kullanilan Malzemeler
1) Sakaroz-EDTA-TrisHCI (SET) Tampon: %20 sakkaroz, 50 mM TrisHCL, pH:7.6
2) 10mg/ml RNaz A
3) 20mg/ml proteinaz K
4) Smg/ml lizozim
5) %20 SDS (otoklavlamak gerekmektedir.)
6) SM NaCl
7) %100 etanol
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8) Fenol (tuz ile doyurulmus)
9) Kloroforom/izoamil alkol
10) TE tampon

Tris (tris hidroksimetil amino metan) / EDTA (etilen diamin tetra asetik asit)

Tris 21g

EDTA 0.37g

Distile su 100 ml

pH 2N HCI kullanilarak 7,4’e ayarlanir. Sterilizasyon i¢in 121°C’de 15 dakika

sicaklik uygulanir.

SET (sucrose-EDTA-tris HCl) Tampon
Tris HCL 0.788¢g

EDTA 1,86¢g

Sakaroz 20g

dH20 100ml

Mix (50ul): Su 29,75pl, Tampon 10ul, dNTP (2mM) 1pLF (20pmol) 1pl, R
(20pmol)
1ul, MgCl2 4pl, Taq 0.25ul, DNA 3ul

EK 3 Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz Jel Hazirlanmast

1-Gerekli mikterlarda agaroz tartilir ve erlene koyulur.

Malzemeler %1°1ik 50 ml
Agaroz lg

TBE 0.5X 50 ml

EtBr 2 ul

2-Gerekli miktarda TBE eklenir.
3-Hafifge calkalanip mikrodalga firina koyulur.
4-Mikrodalga firin 6rnek kaynamaya baslayana kadar ytliksek ayarda calistirirlir.

5-Araliklarla erlen mikrodalga firindan ¢ikarilip ¢alkalanir.
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6-Kaynamaya basladiktan sonra mikrodalga firin ayari diisiiriiliir. Tamamen eriyene
kadar ¢alkalanarak 1sitilir.

7-EtBr eklenir ve galkalayarak tiim ¢ozeltiye dagilmasi saglanir.

8-Trayin ¢atlamamasi i¢in ¢6zelti muslukta biraz sogutulur.

9-Traye yavasca dokiiliir ve polimerize olmasi i¢in en az 15 dakika beklenir.

EK 4 PCR Saflastirma Protokolii

1. Jelden alinan bantlarin agirliklar 6l¢iiliir.

2. Uzerine 1:1 oraninda (agirlik:hacim) “membran binding” soliisyonundan eklenir
ve 65°C’de eritilir.

3. Kolonlar temiz tiipe takilir ve lizerlerine 6rnekler yiiklenir. 1 dakika beklenilir.

4. 14000 rpm’de, oda sicakliginda, 1 dakika santrifiij yapalir.

5. Alt soliisyonlar1 dokiiliir.

6. Kolonlara 700 pl “membran wash” soliisyonu eklenir.

7. 4000 rpm’de, oda sicakliginda, 1 dakika santrifiij yapilir.

8. Alt solusyonlar1 dokiiliir.

9. “Membran wash” soliisyonundan 500 pl eklenerek islem tekrarlanir.

10. 14000 rpm’de 5 dakika sanrifiij yapilir.

11. Kolonlar temiz tiiplere takilip, 25 pl “Nuclease Free” (=DNAaz ve RNAaz’s1z
su)membrana degmeden tam ortasina birakilir.

12. 1 dakika bekletilir.

13. 14000 rpm’de, oda sicakliginda, 1 dakika santrifiij yapilir.

14. Kolonlar atilip, tiiplerin kapaklar1 kapatilir ve +4°C’de saklanur.

15. DNA’nin miktar ve saflig1 kontrol edilir.

EK 5 PCR Protokolii (Dizi analizi)
1. PCR iiriinii PCR’da 94°C’de 4 dakika denatiirasyon gergeklestirilir.
2. 4 dakikanin sonunda hemen buz iizerine alinarak sogutularak, 1500 rpm’de 1

dakika santrifiij edilir.

PCR protokolii (dizi analizi)
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PCR Uriinii 4-5 pl (100-300ng)

Forward Primeri 2,0 ul
**Premix 5,0 ul
ddH>O x.x pul
Toplam 20,0 pl

PCR iiriinti 94°C’de 4 dakika denatiire edilir.

**Premix

10X sequencing reaction Buffer 200 pl

dNTP(I) veya dNTP (G) Mix 100 pl dNTP(I) Mix
ddUTP Dye Terminator 200 pl

ddGTP Dye Terminator 100 pl

ddCTP Dye Terminator 200 pl

ddATP Dye Terminator 200 pl

DNA Polymerase Enzyme 100 pl

Toplam 1100 pl

Hazirlanan karisim boliinerek -20°C’de saklanir.

PCR program

96° C 3 dakika
96°C 20 sn. 34 dongi
53°C 20 sn

60°C 4 dakika
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EK 6 Cycle sequencing PCR mix:

BigDye 0.5 pl

5X Sequencing buffer 2 pl
DEPC treated water unto 10 pl
Primer 0.5 pl

DNA 2 ul

Thermal cycler conditions
96°C 1 min

96°C 10 sec

50°C 25 sec 25 cycle
60°C 4 min

4°C
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