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Amag: Gil (Rosa damascena Mill.) bitkisinin insan saglig1 acisindan kullanim gesitliligi ve fonksiyonel
Ozelliklerinin arttirtlmasi1 énemli bir konudur. Bu ¢alismada bazi baslatici kiiltiir ve asit direnglilik 6zellikleri
belirlenmis laktik asit bakterilerinin (LAB) giil sirkesinin fermantasyonunda kullamlabilirligi aragtirtlmstir.

Materyal ve yontem: Bu amagla Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcus faecium ve Lactiplantibacillus
plantarum suslar1 giil sirkesi orneklerine ilave edilerek 37°C’de 18 saat fermente edilmis ve 7 giin
depolanmustir. Kontrol grubunda ve LAB ilave edilen giil sirkesi drneklerinde fizikokimyasal, mikrobiyolojik
ve gaz kromatografi-kiitle spektrometre (GC-MS) cihazi ile ugucu bilesen analizleri ger¢eklestirilmistir.

Tartisma ve sonug¢: Depolama sonunda pH ve toplam titrasyon asitligi i¢erikleri sirasiyla 3,58-3,65 ve %2,45-
2,74 araliginda tespit edilmistir. Mikrobiyolojik analizlerde laktokoklar 5,15-6,33 log KOB/mL, laktobasiller
5,07-6,69 log KOB/mL, asetik asit bakterileri 4,73-6,62 log KOB/mL ve maya-kiif 5,35-6,53 log KOB/mL
diizeyinde belirlenmistir. Giil sirkesi 6rneklerinde GC-MS ile 6ne ¢ikan ugucu bilesenler; asetik asit, 2-feniletil
alkol, feniletil asetat, etil asetat, sitronelil asetat, B-sitronellol, metil 6jenol ve giil-oksittir. Kontrol grubuna
kiyasla LAB ilaveli gruplarda bazi ester ve terpen diizeyleri daha yiiksek belirlenmistir. Sonuglar, se¢ilen LAB
suslarinin giil sirkesini uygun bir substrat olarak fermente edebilecegini ve sirkenin fonksiyonel 6zelliklerini
destekledigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Rosa damascena Mill.; giil sirkesi; laktik asit bakterileri; ugucu bilesen

Abstract

Objective: Increasing the usage variety and functional properties of the Rose (Rosa damascena Mill.) plant
for human health is an important topic. In this study, the usability of lactic acid bacteria (LAB) with identified
starter culture and acid resistance characteristics was investigated in the fermentation of rose vinegar.

Material and method: For this purpose, Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcus faecium, and
Lactiplantibacillus plantarum strains were added to rose vinegar samples and fermented at 37 °C for 18 hours
and stored for 7 days. Physicochemical, microbiological, and gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS) analyses were performed on the rose vinegar samples with added LAB.

Discussion and results: At the end of the storage period, pH and total titration acidity contents were
determined in the range of 3.58-3.65 and 2.45-2.74%, respectively. In microbiological analyses, lactococci
were determined at levels of 5.15-6.33 log CFU/mL, lactobacilli at 5.07-6.69 log CFU/mL, acetic acid bacteria
at 4.73-6.62 log CFU/mL, and yeast-mold at 5.35-6.53 log CFU/mL. The volatile compounds highlighted by
GC-MS analysis in the rose vinegar samples were acetic acid, 2-phenylethyl alcohol, phenethyl acetate, ethyl
acetate, citronellyl acetate, B-sitronellol, methyl eugenol, and rose oxide. Some ester and terpene levels were
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found to be higher in the LAB-added groups compared to the control group. The results showed that the
selected LAB strains could ferment rose vinegar as a suitable substrate and support its functional properties.

Keywords: Rosa damascena Mill.; rose vinegar; lactic acid bacteria; volatile component
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1. Giris

Rosaceae familyasinda yer alan Rosa damascena,
R. gallica ve R. centifolia tiirleri bugiin diinyanin
birgok yerinde aktif olarak kullanilmaktadir. Suudi
Arabistan, Misir, Tiirkiye, Fas, Bulgaristan, Iran,
Fransa, Cin ve Hindistan’da ticari amagcla
yetigtirilebilmektedir ~ (Mileva  vd.,  2021).
Ozellikle, Rosa damascena Mill. (Sam giilii, yagh
giil, pembe giil) degeri yiliksek ugucu yag iireten en
onemli giil tiiriidiir (Baydar ve Baydar, 2013). Rosa
damascena  Mill.  tiirliniin  iglenmesi  ve
yetigtirilmesi,  Tirkiye’nin  giineybatisindaki
“giiller yoresi” denilen Isparta ve gevresinde yogun
olarak yapilmaktadir. Isparta’da ihracat i¢in yilda
yaklasik  6.000-8.000 ton giil {retilmektedir
(Ozdemir ve Budak, 2022).

Rosa sp.’den elde edilen giil yagi, giil suyu ve giil
biyoaktif bilesen oOzleri kozmetik ve ilag
endistrilerinde olduk¢a Onemlidir (Younis vd.,
2021; Xie ve Du, 2022). Ayrica bu firiinler
alkaloidler, fenolik asitler, flavonoidler ve diger
fenolik bilesikler dahil olmak tzere gesitli
fitokimyasal  bilesenler igerdiginden  giiglii
antioksidan, antidiyabetik, anti-HIV,
antibakteriyel, antienflamatuar ve kardiyotonik
ozelliklere sahiptir (Labban ve Thallaj, 2020; Galal
vd., 2022; Hamza vd., 2022). Tarihsel olarak adet
kanamasi, iltihaplanma, solunum sorunlari,
depresyon, kabizlik ve gogiis agrisini tedavi etmek
icin de kullanilmistir (Moein vd., 2016; Alizadeh
ve Fattahi, 2021).

Fermantasyon, genellikle mevcut biyoaktif
bilesikleri {ireten ve/veya yeni biyoaktif
bilesiklerin olusmasina izin veren bir islemdir
(Ozdemir vd., 2022). Yiizey kiiltiirii y&ntemini
benimseyen sirke {iiretimi, biyoaktif bilesiklerin
nihai iirline aktarimasinda yiiksek bir etkiye
sahiptir. Kullanilan hammaddeye ve iiretim
yontemine bagli olarak degisim gosteren fenolik
maddeler, sirkenin antioksidan ve antimikrobiyal
potansiyelini de etkilemektedir (Karabiyikli ve
Sengiin, 2017). Geleneksel yontemle {iretilen
sirkelerin, fonksiyonel o6zelliklerinin, endiistriyel
sirkelere  kiyasla daha fazla olabilecegi
bildirilmistir (Budak vd., 2014; Karabiyikli ve
Sengiin, 2017). Metabolit ve ugucu aroma
bilesiklerindeki artiglari, sirkede olgunlasma
sirecinde olusan organik asit ve fenolik
bilesiklerdeki  degisikliklerle iliskilendirerek
olumlu etkilere yol acabildigi bildirilmektedir (Nie
vd., 2019).

Fermente {irtinlerin insan beslenmesindeki énemi
hem igerdikleri biyoaktif bilegsenler hem de yararh
mikroorganizmalardan kaynaklanmaktadir. Sirke,
etil alkol ve asetik asit fermantasyonlarindan olmak

tizere iki asamali fermantasyon uygulamasi ile
nisasta ve seker igeren  hammaddeden
tiretilmektedir  (Ozdemir ve Budak, 2022).
Fermantasyonda bakteriyel suslarin iyilestirilmesi,
tiirlerin tanimlanmas1 ve fermantasyona dahil olan
baskin suglarin karakterizasyonu nihai iiriin kalitesi
acgisindan olduk¢a onemlidir (Hidalgo vd., 2010).
Sirkede fermente edici  mikroorganizmalar
arasinda asetik asit bakterileri ve mayalarin kritik
oneme sahip oldugu disiiniliirken, laktik asit
bakterilerinin (LAB) popiilasyonunda sirkenin
tadim iyilestirmede giiclii bir rol oynadigi
diisiiniilmiistir (Lei, 2000). Sirke Orneklerinde
yapilan  ¢alismada maya  (Saccharomyces
cerevisiae) cinsleri diigiikk fenotipik ve genotipik
cesitlilik gosterirken, Lactobacillaceae
(Limosilactobacillus fermentum, L. plantarum,
Lentilactobacillus  buchneri, Lacticaseibacillus
casei), Pediococcus ve Weissella tiirlerinin bakteri
popiilasyonunda ayni evrede baskin oldugu
belirlenmistir (Wu vd., 2012). Chen vd. (2017),
hem S. cerevisiae hem de L. plantarum’u igeren
karma bir kiltiriin kullanilmasinin narenciye
sirkesinin kalitesini Onemli O&lglide artirdigini
bildirmistir.

Fermantasyonda kullanilan suslar ayni tiiriin
suslar1 arasinda bile farklilik goésterebilmektedir.
Bu calismada, baslatici kiiltiir 6zellikleri ve asit
direnclilikleri belirlenen farkli LAB’nin hos bir
koku ve farmakolojik etkileri olan giil sirkesinde
fonksiyonel olarak kullanilabilirligi arastirilnustir.

2. Materyal ve yontem

2.1. LAB suslarimin 16S rRNA gen dizisi ile
tammmlanmasi

Bu calismada; fizikokimyasal testler, antibiyotik
duyarliligi, organik asit ve aroma {iretim
kapasiteleri ile bazi1 baglatici kiiltiir 6zellikleri daha
onceden belirlenmis (Alp ve Oner, 2014;
Ertiirkmen ve Oner, 2015) 7 LAB kullanilmustir.
Man Rogosa Sharpe (MRS) broth besiyerinde
37°C’de 18 saat aktiflestirilen kiiltiirlerden
genomik DNA ekstraksiyonu, baslangi¢c numunesi
hazirlama protokolii ile {ireticinin talimatlar
izlenerek NanoBiz Genomik DNA izolasyon Kiti
ile gerceklestirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) 50 pL hacimde 1X Taq tampon ¢dzeltisi, 1,5
mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, her biri primerden 0,3
pmol/pL, 1,5 U Taq DNA Polimeraz ve 100 ng/pL
genomik DNA  kalibi icermistir.  Bakteri
kiiltiirlerinden  izole edilen genomik DNA
orneklerindeki 16S rRNA bolgelerini ¢ogaltmak
amaciyla 27-F (5-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3°) ve 1492-R
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(5>- TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3
evrensel primer ¢iftleri kullanilmigtir. PZR
programi 94°C, 1 dk; 30 dongii: 94°C, 45 sn; 55°C,
45 sn; 72°C, 45 sn olarak ayarlanmistir. PZR
triinlerini (ileri ve ters primer) siralamak igin
BigDye Terminator v3,1 Dongii Dizileme Kiti
(Applied Biosystems, Foster City, CA) (Macrogen
Holland Laboratuvar1) ve ABI 3100XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
California) cihaz1 kullamilmigtir. Sekans dizi
analizlerine gore elde edilen niikleik asit dizi analiz
sonuglart FinchTV programinda agilmig ve diziler
NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veri tabaminda BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) programi kullamlarak
tanimlanmis olan tiim sekanslarla karsilagtirilarak
sekanslarin  hangi mikroorganizma tiiriine ait
olabilecegi bilgisine ulagilmistir.

2.2. Suslann diisiik pH degerlerine kars: direng
ozellikleri

MRS’de gelistirilen aktif kiiltiirlerden 1’er mL
steril eppendorf tiiplerine alinarak 12.000 rpm’de
10 dakika +4°C’de santrifiijlendikten sonra
stipernatant atilmustir. Fosfat tamponlu tuz (PBS)
¢ozeltisi ile pelet 2 kez yikanmustir. Suslara ait
pelletler pH’s1 SM HCI ile 3,0’e ayarlanan PBS
tampon ¢ozeltileri igeren tiiplere eklenerek
vortekslenmistir. 37°C’de inkiibasyona birakilan
tiiplerden 0., 1. ve 3. saatlerde 6rnekler alinarak seri
diliisyonlar hazirlanmis ve MRS agar ortaminda
paralelli yayma ekim yapilarak sayim yapilmistir.
Mikrobiyolojik sayim sonuglart log KOB/mL
olarak hesaplanmistir (Maragkoudakis vd., 2006).

2.3. Geleneksel yontemle giil sirkesi iiretimi

Arastirmada kullamilan giil sirkeleri geleneksel
yontemle iiretilmistir (Ozdemir, 2019). Sirke
iiretimi i¢cin hammadde olarak her bir denemede
Burdur ilinden, giil 6rnekleri (Rosa damascena
Mill.) temin edilmistir. Giil Ornekleri yikama
isleminden sonra pargalanarak 3 adet 5 L’lik cam
kavonozlara 1.000’er g alinarak her partiye 1,5 L
su eklenmis ve 1 hafta +4°C’de dinlenmeye
brrakilmistir. Fermantasyonun optimizasyonu i¢in
her kavanoza 50 g bal (Ozkovan Gida Ltd.,
Tirkiye) ve 0,3 g/l olacak sekilde maya S.
cerevisiae kiiltiirti (Kurumaya, Pakmaya, Tiirkiye)
ilave  edilmistir. ~ Fermantasyon  kapaklari
kapatilarak 20 giin etil alkol fermantasyonuna
brrakilmistir. Alkol fermantasyonu sona erdiginde
her bir kavanoza katki maddesi i¢cermeyen 1/10
oraninda yillandirilmis sirke ilave edilerek toplam
hacim 5 L’ye kadar su ile tamamlanmistir.
Kavanozun agzi bir bez kullanilarak hava girigine
izin verecek sekilde kapatilmig ve sirke ornekleri
karanlik ortamda 28-30°C sicaklikta 60 giin asetik

asit fermantasyonuna tabi tutulmustur. Sirke
fermantasyon islemini takiben, filtrasyon iglemi
yapilmustir.

2.4. LAB suslarimin sirke érneklerine ilavesi

LAB suslart MRS sivi besiyerinde 37°C’de 24 saat
siireyle inkiibe edilmistir. Hicreler PBS
cozeltisinde 4.000xg’de 4°C’de 10 dakika boyunca
santrifiij (Sigma 2-16KL, Germany) edilerek
yikanmustir. Buradan, i¢inde 3 mL PBS bulunan
tiiplere aktarilarak 5 no’lu Mac Farland tiipleriyle
esdeger bulaniklikta hiicre siispansiyonu elde
edilmigtir. Aktif suslar cam kavanozlara aktarilan
sirke orneklerine %2 oraminda agilanmistir. Sirke
ornekleri 37°C’de 18 saat fermantasyona
birakilmigtir. Sirke tretimleri 3 tekerriir olarak
gergeklestirilmistir. Depolamanin 1., 3. ve 7.
giniinde fizikokimyasal ve mikrobiyolojik
analizler yapilmistir.

2.5. pH ve toplam asitlik degerleri

Sirke 6rneklerinde pH 6lgtimleri pH metre (Mettler
Toledo SG23-FK2) ile yapilmistir. Orneklerin
toplam asitlik degerler 0,1 N NaOH kullanilarak
titrimetrik yonteme gore belirlenmis ve sonuglar %
asetik asit cinsinden verilmistir (AOAC, 1992).

2.6. Mikrobiyolojik analizler

Sirke orneklerinden uygun diliisyonlardan yayma
kiiltir yontemi ile ekim yapilarak Lactobacillus
spp. sayimi i¢in MRS Agar besiyerinde 30°C’de 48
saat, Lactococcus spp. saymm i¢in M-17 Agar
(M17, Merck) besiyerinde 30°C’de 48 saat, maya
ve kif saymi icin %10’luk tartarik asit ile
asitlendirilmis Potato Dextrose Agar (PDA,
Merck) besiyerinde 25°C’de 3-5 giin ve asetik asit
bakterileri i¢in Glucose Yeast Extract Calcium
Carbonate Agar (GYC, Himedia) besiyerinde
30°C’de 5-10 giin inkiibe edilmistir (FDA-BAM,
2001). Sayim sonuglart log KOB/mL olarak
verilmistir.

2.7. Sirkede ucucu bilesenlerin belirlenmesi

Sirkede ugucu bilesenlerin belirlenmesi, kat1 faz
mikro ekstraksiyon teknigi (SPME) kullanilarak,
gaz kromatografi-kiitle spektrometre (Shimadzu
GC-MS- 2010 Plus, Japon) cihazi ile belirlenmistir.
Bu amagla LAB ilaveli sirke &rnekleri
inkiibasyonun 7. giiniinde, amber headspace vial
(Supelco 27159 15 mL clear PTFE/Silicone septa
Cap) icine konularak agzi hava sizdirmaz
silikon/PTFE kapakla kapatilmistir. Bu vialler 30
dakika kadar 60°C’de tutulduktan sonra 75 pum
inceliginde Carbokzen-Polidimetilsilokzan
(CAR/PDMS) kaph fused silica SPME fiber
(Supelco, Bellefonte, PA, ABD) ile tepe
boslugunda ugucu bilesenler absorbe edilmistir

Geleneksel yontemle giil sirkesi iiretiminde asit toleransh bazi laktik asit bakterilerinin kullanim1
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(Sanchez-Palomo vd., 2005). Cihazda Restek (Rx-
5 Sil MS 30 m x 0,25 mm, 0,25 um, katalog no:
Restek 13623) kapiler kolonu kullanilmigtir.
Calismamizda kullanilan yonteme ait GC-MS
parametreleri; enjeksiyon sicakligi: 250°C, kolon
akis hizi: 1,61 mL/dk, kolon sicakligr 40°C’de 2
dakika bekledikten sonra 250°C’ye dakikada
4°C’lik artis ile ulasma ve 250°C’de 5 dakika
bekleme olarak belirlenmis ve analizlerde
kullamlmigtir. Enjeksiyon sonrasi elde edilen
pikleri tamimlamak i¢in, yontem parametreleri
cihaza girildikten sonra C7-C30 alkan serisi
sirasiyla cihaza enjekte edilmis ve dort farkl
(Wiley, Nist, Tutor ve FFNSC) GC-MS
kiitiphanelerinde tanimlanmigtir. Her bir pikin
alikonma zamanlar1 ile hidrokarbon standardinin
alikonma zamanlar1 kullanilarak hesaplanan

Cizelge 1. LAB suslarmin 16S rRNA ile tanisi
Table 1. Diagnosis of LAB strains with 16S rRNA

“Retention Index” (RI) degerleri referans alinmistir
(Giger, 2016).

2.8. Istatistiksel degerlendirme

Uretilen giil sirkelerinin depolama siiresince
yapilan analiz sonuglart Minitabl7 istatistik
programi kullanilarak degerlendirilmistir. Giil
sirkesi tiretiminde kullanilan LAB suglarmin sirke
orneklerinin bazi ozellikleri iizerine etkisi tek
faktor varyans (one-way ANOVA) analizleri ve
farkliliginin ~ belirlenmesinde ~ Tukey  testi
kullanilmustir,

3. Bulgular ve tartisma

Giil sirkesi fermantasyonunda kullamilan LAB
suslarinin tiir diizeyinde tanisi ve benzerlik oranlari
Cizelge 1°de verilmistir.

Sus kodu Benzer tiir Genbank erigim numarasi Baz sayis1 Niikleotid benzerlik (%)
Strain code Similar species Genbank access number Number of bases Nucleotide similarity (%)
PeE32 Lactococcus lactis subsp. lactis MT473570 1461 99,49
PeE26 Lactococcus lactis subsp. lactis MF369939 1403 98,57
IE25 Lactococcus lactis subsp. lactis MT473513 1458 99,60
PeLc15 Lactococcus lactis subsp. lactis MK290332 1480 98,83
PelL.c6 Lactococcus lactis subsp. lactis MF369939 1403 99,22
PelLc2 Enterococcus faecium MN475959 1268 99,59
PeLb75 Lactiplantibacillus plantarum MZz208267 1266 94,35

16S rRNA dizi analizi ile 7 adet LAB’nin niikleotid
benzerlik oranlart  %94-99 araliginda tespit
edilmistir. Sekans analiz sonuglarina goére %99
benzerlik ile 3 LAB’nin (PeE32, IE25, PeLc6)
Lactococcus lactis subsp. lactis tiiriine; 1 LAB’nin
(PeLc2) Enterococcus faecium ve 1 LAB’nin
(PeLb75) %94,35 benzerlik ile Lactiplantibacillus
plantarum tiirlerine benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Elde edilen sonucglar, 16S rRNA
genlerinin tiirler arasinda iyi korundugunu ve
fenotipik caligmalarla yapilan tanimlamalarin
genetik  temelli caligmalarla  desteklenmesi
gerektigini ortaya koymustur. Arastirmacilar, 16S
rRNA gen dizi analizi ile iran’mn geleneksel Motal
(Azizi vd., 2017) ve Lighvan peynirlerinden
(Edalatian vd., 2012a; 2012b) izole ettikleri
LAB’nin Lactobacillaceae (Lactobacillus,
Lactiplantibacillus ve Levilactobacillus),
Lactococcus ve Streptococcus cinslerine ait
oldugunu belirlemistir.

Sirke kalitesi kullamilan hammaddeye ve
uygulanan  fermantasyon islemine bagldir
(Ozdemir vd., 2022). LAB’nin sirke iiretiminde
kullamlabilmesi i¢in diisiik pH’ya dayanikli olmasi
gerekmektedir. Bu amagla suslarin pH 3,0°te
direnglilik testi gerceklestirilmis ve sonuglar
Cizelge 2’de gosterilmistir.

Suslarin diisiik pH’ya Kkars1 direnglerinin biiyiik
Ol¢iide tiire bagli oldugu belirtilmektedir (Mufioz-
Quezada vd., 2013). Bu ¢alismada, suslara yapilan
pH 3,0 direnclilik testlerinde tiim suslarin
canliligini korudugu en az canlilik gosteren susun
PeLcl5 numarali sus oldugu 3. saat sonunda en
fazla canlibik oranmin (>5 log KOB/mL) ise
PeE32, PeLb75, PelLc6 ve Pelc2 numarali suslar
oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 2. LAB suslarin pH 3,0’te direnglilik testi
Table 2. LAB resistance testing of strains at pH 3.0

Sus kodu  Suslarin pH 3,0’te direnglilik testi (log KOB/mL)
Strain Resistance testing of strains at pH 3.0 (log
code CFU/mL)

0. dk 1. saat 3. saat

0. min 1. hour 3. hour
PeE32 8,37+0,07%  7,79+0,065 5,72+0,07%
PeE26 7,90+0,07%  5,63+0,15% 4,48+0,08%°
E25 6,70+0,08"°  6,57+0,09% 4,51+0,05%
PeLcl15 6,98+0,01%°  4,50+0,235° 4,30+0,09%°
PeLc6 8,11£0,50"% 7,160,465 5,31+0,19%
PeLc2 8,15+0,55%  5,92+0,535« 4,61£0,20°
PelLb75 7,78+0,19%%  6,40+0,265¢ 5,40+0,25%

*Aym siitunda yer alan farkli kiigiik harfler (a, b, ¢, d) ve aym satirda yer alan
farkli biiyiik harfler (A, B, C, D) ortalama degerler arasindaki istatistiksel
farklilig1 gdstermektedir (p<0,05).

*Different lowercase letters (a, b, c, d) in the same column and different capital
letters (A, B, C, D) in the same row indicate the statistical difference between
the mean values (p<0.05).

Bazi arastirmacilar LAB’nin asit toleransinin, bu
mikroorganizma grubunda bulunabilen bir enzim
olan ATPaz’in varligi ile ilgili olabilecegini
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belirtmistir (Lertworapreecha vd., 2011; Reis vd., orneklerinin isimleri, icerdikleri LAB, pH ve
2016). LAB suslariin kullanilmadigir kontrol toplam titrasyon asitligi (%) gibi baz

grubuna ilave olarak asit direngliligi yliksek olan 4 fizikokimyasal ozellikleri Cizelge 3’te
farkli LAB ile 18 saat 37°C’de fermente edilen ve gosterilmigtir.
30°C’de 1, 3 ve 7 giin depolanan giil sirkesi
Cizelge 3. Giil sirkesi 6rneklerinin bazi fizikokimyasal 6zellikleri
Table 3. Some physicochemical properties of rose vinegar samples
Sirke grubu LAB 1. giin 3. giin 7. giin
Vinegar group LAB 1. day 3. day 7.day
Kontrol LAB kullanilmamuigtir. 3,65+0,01" 3,65+0,01° 3,66 £ 0,014
H Gs1 PeLb75 L. plantarum 3,62+0,00°* 3,60 +0,01° 3,58 +£0,01%
pH GS2 PeLc6 Lc. lactis 3,63+0,02°%  3,60+0,01% 3,610,014
P GS3 PeLc2 E. faecium 364+002% 362+002° 3,620,034
GS4 PeE32 Lc.lactis 3,650,024 3,63+ 0,03~ 3,62 £0,014%
Kontrol LAB kullanilmamistir. 2,44 +0,04%  245+0,05% 2,48 +0,044¢
Toplam titrasyon asitligi GS1 PeLb75 L. plantarum 2,48 £0,058 2,50+ 0,095 2,68 + 0,094
(%) GS2 PeLc6 Lc. lactis 2,45£0,07% 2,52+0,15% 2,50 £ 0,054°¢
Total titration aciditiy (%) GS3 PeLc2 E. faecium 2,49 £0,06% 2,54 +0,0678 2,65 £ 0,09480¢

GS4 PeE32 Lc.lactis 2,48 £0,06% 2,59 + 0,065 2,74 + 0,107

GS: Sirke kodu (Vinegar code)

*Aym siitunda yer alan farkli kiigiik harfler (a, b, ¢, d) ve ayni satirda yer alan farkli biiyiik harfler (A, B, C, D) ortalama degerler arasindaki istatistiksel farklilig
gostermektedir (p<0,05).

*Different lowercase letters (a, b, c, d) in the same column and different capital letters (A, B, C, D) in the same row indicate the statistical difference between the mean

values (p<0.05).

LAB suslar1 sekeri pargalama, fermantasyon ve
depolama sirasinda pH seviyesini degistiren
organik asitler iiretme yetenegine sahiptir (Ricci
vd., 2018). Bu ¢alismada, LAB ile fermente edilen
giil sirkesi 6rneklerinin pH degerlerinin 3,58-3,65
arasinda degistigi tespit edilmistir. Farkli suslar
kullanilarak ~ fermente edilen giil  sirkesi
orneklerinde depolamanin 3. ve 7. giinlerinde pH
degerleri agisindan Onemli bir farklilik oldugu
belirlenmistir (p<0,05). L. plantarum ile fermente
edilen GS1 sirke 6rneginin depolama sonundaki
pH degeri, depolama baslangicina gore azalig
gostermistir (p<<0,05). Bu calismada elde edilen pH
sonuclar, Ozdemir vd. (2022) tarafindan tespit
edilen ali¢c sirke orneklerinin pH degerleri (3,53-
3,63£0,1) ve Bayram vd. (2020) tarafindan tespit
edilen Trabzon hurmasi sirke orneklerinin pH
degerleri (3,64) ile benzerlik gostermistir.

LAB ilaveli giil sirkesi orneklerinin toplam
titrasyon asitligi degerleri depolama siiresinin
sonunda asetik asit cinsinden %2,45-2,74
araliginda  degismistir.  Arastirma  bulgulari,
Sengiin vd. (2020) tarafindan geleneksel
yontemlerle {iretilen farkli sirke orneklerinde
belirlenen titrasyon asitligi deger araligina (1,11-
5,61) benzer bulunmustur. Farkli LAB kullanilarak
iiretilen giil sirkesi 6rneklerinde depolamanin 3. ve
7. giinlerinde tespit edilen titrasyon asitligi
degerleri, hem sirke c¢esidi hem de depolama
giinleri acisindan farklilik gostermistir (p<0,05).
Toplam titrasyon asitligi degeri depolamanin
sonunda LAB susu kullamlmayan kontrol
grubunda en diisik diizeyde kalmistir. Bu
calismada depolama boyunca pH degerlerinde

onemli diizeyde degisiklik saptanmazken GSI1,
GS3 ve GS4 sirke orneklerinin titrasyon asitligi
degerlerinde 6nemli diizeyde artis gézlemlenmistir
(p<0,05). Arastirmacilar, toplam titrasyon asitligi
degerinin artmasinin, esas olarak asetik asit ve
diger organik asitlerin iiretilmesinden
kaynaklanabilecegini, ayrica pH degerinin
stabilitesinin ise organik asidin zayif bir asit
Ozelligi  gostermesinden dolayr olabilecegini
belirtmektedir (Ozdemir vd., 2022). Depolama
sonunda en yiiksek toplam asitlik degeri L.
plantarum ve Lc. lactis igeren GS1 (%2,68) ve GS4
(%2,74) sirke orneklerinde tespit edilmistir. Bu
farkliliklarin sus cesitliliginden kaynaklanabilecegi
distiniilmiistir. Bu calismada baslatic1  kiiltiir
ozellikleri olan 4 farkli LAB’nin giil sirkesinin
fermantasyonunda kullaniminin mikrobiyal flora
iizerine etkileri Cizelge 4’te verilmistir.

Sirke orneklerine fermantasyon sirasinda eklenen
PeLb75 L. plantarum susu ile Lactobacillus spp.
sayisi depolamanin 1. giiniinde 5,70 log KOB/mL
diizeyinde belirlenmistir. Depolama siiresinin
sonunda, L. plantarum i¢eren GS1 sirke 6rneginin
Lactobacillus sayis1 artis gostererek 6,00 log
KOB/mL diizeyine ulagmistir. Bunun nedeni bu
susun disiik pH gibi stres faktorlerine karsi kisa
siirede tepki vermis olmasi ve bu sayede L.
plantarumun bilylimesinin kuvvetli bir sekilde
metabolize oldugunu disiindiirmektedir. Buna
ilave olarak, kontrol grubunda fermantasyon
sonunda Lactobacillus ve Lactococcus diizeyi <5
log altinda iken LAB ilave edilen gruplarda 5,0 log
KOB/mL’den daha yiiksek bulunmustur. Bu sonug,
secilen LAB suslarinin giil sirkesini uygun bir

Geleneksel yontemle giil sirkesi iiretiminde asit toleransh bazi laktik asit bakterilerinin kullanim1
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substrat olarak fermente edebilecegini gostermistir.
Bununla birlikte, 7 giinliik depolama sonunda
kontrol grubunun laktobasil ve laktokok sayilari
sirastyla 4,98 ve 4,93 log KOB/mL diizeyine
diismiistiir. Depolama siiresi arttikga, Gnemli
miktarda metabolit birikimi ile giil sirkesinde
LAB’nin kullanabilecegi bilesenlerin  6nemli
Olglide azaldig1 diistintilmiistiir. Asetik asit bakteri
sayist depolama siiresince GS2 ve GS4
orneklerinde onemli diizeyde azalis gdstermistir

Cizelge 4. Giil sirkesi drneklerinin bazi mikrobiyolojik dzellikleri
Table 4. Some microbiological properties of rose vinegar samples

(p<0,05). 7 giinlik depolama sonunda &rnekler
arasinda en yiiksek asetik asit bakteri sayis1 L.
plantarum igeren GS1 &rneginde 6,55 log
KOB/mL ile en yiiksek diizeyde belirlenmistir
(p<0,05). Bulgularimiz Sengiin vd. (2022)’nin
meyve sirkelerinde yaptigi c¢alismada sirke
orneklerinde belirlenen asetik asit (2,54-7,05 log
KOB/mL) ve laktik asit (1,91-6,81 log KOB/mL)

bakteri sayilar1 araligina benzer bulunmustur.

Sirke grubu 1. giin 3.glin 7. giin
Vinegar group 1. day 3. day 7.day
Kontrol 5,64+0,074° 5,00+0,138° 4,98+0,07%°
GS1 5,70+0,4540 6,06+0,15%2 6,00+0,16"2
Lactobacillus spp. GS2 5,54+0,204° 5,07+0,3440 5,00+0,354°
GS3 6,220,384 6,04+0,15% 5,990,144
GS4 6,69+0,16%2 5,15+0,148° 5,12+0,15%°
Kontrol 5,53+0,2142 4,97+0,0982 4,93+0,075%°
GS1 5,810,274 5,27+0,40782 5,15+0,045®
Lactococcus spp. GS2 5,96+0,55%2 5,47+0,28%2 5,40+0,244
GS3 5,90+0,35%2 5,67+0,3442 5,59+0,3642
GS4 6,33+0,26"2 5,22+0,2282 5,19+0,218%
Kontrol 5,93+0,1244 5,28+0,068¢ 5,24+0,0380¢
. . = GS1 5,88+0,2380¢ 6,58+0,0742 6,55+0,0742
Aset_lk asit bakter|§| Gs2 5,23+0,05° 4,86+0,03% 4,73+0,11B4
Acetic acid bacteria
GS3 5,99+0,41 42 5,44+0,290 5,42+0,32A0
GS4 6,62+0,3742 5,030,038 5,000,128
Kontrol 6,15+0,18"2 5,77+0,075° 5,70+0,075°
i Gs1 6,04:£0,424% 6,530,084 6,480,082
Maya-kiif GS2 5,700,094 5,52+0,05% 5,5140,06%
Mold-yeast
GS3 5,80+0,2742 5,46+0,19 5,38+0,20°
GS4 6,35+0,4742 5,61+0,22A80 5,35+0,218°

*Aym siitunda yer alan farkli kiigiik harfler (a, b, ¢, d) ve ayni satirda yer alan farkli biiyiik harfler (A, B, C, D) ortalama degerler arasindaki istatistiksel farkliligt

gostermektedir (p<0,05).

*Different lowercase letters (a, b, c, d) in the same column and different capital letters (A, B, C, D) in the same row indicate the statistical difference between the mean

values (p<0.05).

Sirkede meydana gelen bozulmalar, genellikle
maya ve kiif gibi istenmeyen mikroorganizmalarin
gelismesi sonucunda, ortam asitlik degerinin
diismesiyle gerceklesmektedir (Giudici vd., 2017).
Ayrica, bu mikroorganizmalar oksidatif ve
fermentatif aktivite, CO, kaynakli bozunma ve
diger bozunma faktorlerinin aktivitelerine izin
verdikleri icin fermantasyon sirasinda istenmezler.
Ancak metabolizmalarmin bir sonucu olarak
diasetil gibi aroma maddeleri iireterek iirliniin
aroma gelisimine de yardimeci olabilirler. Bu
calismada, LAB ilave edilen giil sirkesi gruplarinda
toplam maya-kiif diizeyi 5,35-6,53 log KOB/mL
araliginda belirlenmistir. Depolamanin 3. giiniinde
GS2 ve GS4 sirke drneklerinde maya-kiif canliligi
azalmis ve tim gruplar fermantasyonu, ortalama 5
log KOB/mL {izerinde tamamlamistir. Bu sonug,
muhtemelen mayalanabilir ~ sekerin  birincil
fermantasyon bittikten sonra ortamda kalmasi ve
mayalarin bu sekerleri tiiketerek asit inhibisyonuna

kadar ikincil fermantasyon asamasinda yer aldigi
sonucunu diisiindiirmektedir. Fermente iirlinlerde
pH degerinin 4,5’in altma diisiiriilmesi ile
Enterobacteriaceae gelisiminde sinirlayici faktor
olabilecegi bildirilmektedir  (Ozer ve Kalkan
Yildirim, 2018). Calismamiz kapsaminda da sirke
orneklerinde fermantasyon sirasinda ve sonunda
Enterobacteriaceae saptanmamustir. Ayrica bu
durum asetik asitin de laktik asit gibi diger organik
asitler ile beraber iyi bir koruyucu olmasindan
kaynakl1 olabilir.

Giil sirkesi 6rneklerinde tespit edilen asit ve alkol
ile terpen ve ester bilesiklerinin kimyasal
gruplarma gore smiflandirilmalart ve toplam %
alanlart Sekil 1 ve Sekil 2’de verilmistir. Sirke
orneklerinde 24 adet ucucu bilesen saptanmus,
bunlarin 2’si alkol, 3’ii asit, 10’u ester, 8’i terpen
ve D’inin ise aldehit grubundan olustugu tespit
edilmistir. Giil sirkesi 6rneklerinde GC-MS ile 6ne

Geleneksel yontemle giil sirkesi iiretiminde asit toleransh bazi laktik asit bakterilerinin kullanim1
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¢ikan ugucu bilesenler; asetik asit, 2-feniletil alkol,
feniletil asetat, etil asetat, sitronelil asetat, f-
sitronellol, metil 6jenol ve giil-oksittir.

Laktik asit bakterilerinin yani sira mayalarin da
organik asit tirettigi bilinmektedir (Mukherjee vd.
2020). Calisma kapsaminda LAB ilave edilmeyen
kontrol grubunda farkli miktarlarda organik
asitlerin bulunmasi, giil sirkesinde dogal olarak
bulunan mayalar tarafindan da iiretilebilecegini
diistindiirmiistiir. Sirkenin ana iriinii, keskin ve
eksi tadin olugsmasinda etkili olan asetik asit L.

plantarum igeren sirke grubunda %22,95 ile en
yiiksek oranda bulunmustur. Bu durum aym sirke
grubunun asetik asit bakteri diizeyinin yiiksek
olmasi ile benzerlik gdstermistir. Cigek, bal ve giil
aromalar1 veren feniletil alkol (esik degeri; 0,2
mg/L) (FEMA, 2022) tespit edilen alkol gruplari
arasinda en yiiksek orana sahip bilesik olarak
saptanmistir. Bu ¢aligmada, LAB ilaveli giil sirke
orneklerinde ester gruplarindan feniletil asetat ve
etil asetat bazi arastirmacilarin sonuglarina benzer
sekilde en sik rastlanan ester bilesikleri olmustur
(Oztiirk vd., 2015; Sengiin ve Kilig, 2019).

Asit ve Alkoller (Acid and Alcohol)
m Kontrol mGS1 mGS2 =GS3 mGS4

22,95

18,98

11,88
11,52
11,96

Asetik asit

22,81

22,14
18,03
17,92
18,5

2-feniletil alkol

Sekil 1. LAB ilave edilen giil sirkesi 6rneklerinde GC-MS ile tespit edilen asit ve alkollerin kimyasal gruplarina gore siniflandirilmalart

Figure 1. Classification of acids and alcohols detected by GC-MS in rose vinegar samples added to the LAB according to their chemical
groups (area%)
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Sekil 2. LAB ilave edilen giil sirkesi 6rneklerinde GC-MS ile tespit edilen ester ve terpenlerin kimyasal gruplarina gore siniflandirilmalari

(%alan)

Figure 2. Classification of esters and terpenes detected by GC-MS in rose vinegar samples added to the LAB according to their chemical
groups (area%)

Etil asetat bilesiginin {izlim saraplarinda yaygin
bulunan bir ester oldugu ve bakteriyel
fermantasyon sirasinda iiretildigi bildirilmektedir
(Ribereau-Gayon vd., 2006). Cicek, meyve, bal ve
giil tatlar (esik degeri; 0,09 mg/L) (FEMA, 2022)
veren feniletil asetat kontrol gubuna gore Lc. lactis
ve E. faecium igeren sirke gruplarinda yiiksek
oranda belirlenmistir. Bu sonug, segilen suslarin
hetero ve homo fermentatif ozellikleri ile
iligkilendirilmistir. Ayrica bu ¢alisma kapsaminda
sitronelil asetat bilesigi giil sirkesi orneklerinde
yaygin bulunan 3. ester bilesigidir. Ucucu bilesen
bulgularma gore narenciye ve giil aromalar1 veren
[-sitronellol terpen bilesigi giil sirke 6rneklerinde
yilksek oranda bulanarak aromaya katkida
bulunmustur. Bunun yaminda gil sirkesi
orneklerinde giil oksit gibi giil bitkisine ozgi
terpen tlirevi bilesiklerde ortaya c¢ikmustir. Bu
durum LAB ilaveli sirke 6rneklerinin aromatik ve
biyoaktif sirke dretimi i¢in uygun hammadde
iceriklerine sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

4. Sonuc¢

Bu c¢alismada daha 6nceden farkli kaynaklardan
izole edilen LAB, 16S rRNA dizi analizi ile tiir
diizeyinde tanimlanmustir. Baslatici kiiltiir ve asit
direncliligi olan LAB’nin gil sirkesinin
fermantasyonunda kullanimz; sirkenin
mikrobiyolojik ve fiziko-kimyasal 6zelliklerini
onemli diizeyde etkilemistir. Kontrol grubuna
kiyasla LAB ilave edilen sirke gruplarinda bazi
ester ve terpen miktarlar1 daha yiliksek oranda
belirlenmistir. Bu sonug, kullanilan LAB’nin giil
sirkesinin fonksiyonel ozelliklerini destekledigini
gostermistir. LAB ilave edilerek fermente edilen
giil sirkesi orneklerinden elde edilen sonuglar, L.
plantarum igeren sirke grubunun depolama
sonunda LAB ve asetik asit bakteri sayisinin diger
sirke gruplarina gore daha yiiksek diizeyde
oldugunu gostermistir. Giil sirkesi oOrneklerinin
LAB diizeyi kullanilan sus cesidine ve depolama
siiresine bagli olarak degismistir. Caligma
kapsaminda kullanilan LAB suslar1 giil sirkesinin
fermantasyonda mikrobiyal floray1 kontrol altinda

tutup sirkede kalite parametrelerinin
iyilestirilmesine ve fermantasyonun
standartlagtirilmasina ~ yardimci  olarak  giil

sirkesinin fonksiyonel 6zelliklerini destekleyebilir.
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