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TRAKYA BOLGESINDE URETILEN BOZALARDAN LAKTIK ASIT BAKTERILERI
VE MAYALARIN iZOLASYONU VE PZR YONTEMI iLE TANIMLANMASI

Melda Yagmur TORTUM
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Tuncay GUMUS

Geleneksel fermente iceceklerden biri olan boza, laktik asit bakterileri ve mayalar
acisindan zengin mikrobiyota sahiptir. Bu ¢alismada Trakya Bolgesi’nde iiretilen 5 farkli boza
markasina ait drneklerden laktik asit bakterileri ve mayalarin izolasyonu ve PZR yontemi ile
tanimlanmas1 gerceklestirilmistir.Ayrica Ornekler bazi fizikokimyasal ve mikrobiyolojik
ozellikler agisindan incelenmistir.Bozalardan izole edilen laktik asit bakterileri ve mayalar PZR
yontemi ile molekiiler diizeyde tanimlanmistir. A 6rneginde, Gluconacetobacter liquefaciens
(%25), Lactobacillus fermentum (%25), Gluconacetobacter tumulicola (%25), Lactobacillus
plantarum (%25), B 6rneginde Lactobacillus plantarum (%100), C 6rneginde Lactobacillus
plantarum (%16.67), Gluconacetobacter liquefaciens (%50), Gluconbacter albidus (%16.67),
Gluconobacter cerinus (%16.67), D 6rneginde Lactobacillus pentosus(%12.5), Lactobacillus
brevis (%25), Leuconostoc lactis (%25) , Leuconostoc citreum (%25), Lactobacillus paracasei
(%12.5), E orneginde Lactobacillus brevis(%9.09), Leuconostoc citreum (%27.27),
Lactobacillus plantarum (%9.09), Lactococcus lactis (%45.45), Micrococcus yunnanensis
(%9.09) tespit edilmistir. Toplam 6 maya tanimlanmis olup, B ve C drneklerinden Candida
quercitrusa (%100) tanimlanirken, E Orneginden Wickerhamomyces anomalus (%100)
tanimlanmistir. Boza 6rneklerinin fizikokimyasal 6zellikleri; kuru madde oran1 %22.78 -36.01,
laktik asit cinsinden asitlik % 0,17-0,22, pH degerleri 2.98-3.42 arasinda olup TSE 9778 Boza

Standart’ina gore uygunluk gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Boza, Laktik asit bakterisi, Maya , PZR metodu
2018, 69 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

ISOLATION OF LACTIC ACID BACTERIA AND YEAST FROM BOZA PRODUCED IN
THRACE REGION AND IDENTIFICATION BY PCR METHOD

Melda Yagmur TORTUM

Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Main Science Division of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Tuncay GUMUS

Boza, one of the traditional beverages, has rich microflora in terms of lactic acid bacteria
and yeast. In this study, identification of lactic acid bacteria and yeast isolates and PCR method
were performed from samples belong to 5 different boza brands produced in Thrace region. In
addition, samples have been examined in terms of some physicochemical and microbiological
properties. Lactic acid bacterias and yeasts isolated from Boza have been identified by PCR
method. As a result, Gluconacetobacter liquefaciens (25%), Lactobacillus fermentum (25%),
Gluconacetobacter tumulicola (25%) , Lactobacillus plantarum (25%) in sample of A and
Lactobacillus plantarum (100%) in sample of B and Lactobacillus plantarum (16.67%),
Gluconacetobacter liquefaciens (50%) Gluconbacter albidus (16.67%), Gluconobacter
cerinus (16.67%) in sample of C and Lactobacillus pentosus (12.5%), Lactobacillus brevis
(25%), Leuconostoc lactis (25%) , Leuconostoc citreum (25%), Lactobacillus paracasei
(12.5%) in sample of D and Lactobacillus brevis(9.09%), Leuconostoc citreum (27.27%),
Lactobacillus plantarum (9.09%), Lactococcus lactis (45.45%), Micrococcus yunnanensis
(9.09%) in sample of E were identified. Candida quercitrusa (%100) in sample of B and C and
Wickerhamomyces anomalus (100%) in sample of E were determined. Physicochemical
features from boza samples are; dry matter rate is 22.78-36.01%, acidity of lactic acid is 0.17-
0.22%, pH value is in between which means the values are conforming to TSE 9778 Boza
standards.

Keywords: Boza, Lactic acid bacteria, Yeast , PCR method
2018, 69 pages
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1.GIRIS

Gida iiretimi ve korunmasinda kullanilan hem eski hem de ekonomik yontemlerden biri
fermantasyon olup, diinyada tiiketilen geleneksel iiriinlerin ¢ogunlugunun temelini olusturur
(Blandino ve ark. 2003). Fermantasyon iirtinlerinin i¢erdikleri mikroorganizmalarin tiriin kalitesi
tizerine etkileri hakkinda kapsamli bilgiye sahip olmak oldukga zordur (Gotcheva ve ark. 2000).
Ancak gidalarda fermantasyonla gidalarin tat, aroma ve besleyici Ozelliklerinde 6nemli
degisiklikler meydana gelirken, patojen bakteri ve gidalari bozan mikroorganizmalarin kontrol
altina alinmasinda oldukga etkili bir degisiklik meydana geldigi bilinmektedir.Fermantasyon

urtinlerinin en onemlilerinden birisi de bozadr.

Boza igerdigi yag, protein, karbonhidrat, lif, vitamin, amino asit ve laktik asitten dolay1
duyusal ozellikleri iyi saglikli ve besleyici bir i¢ecektir (Arict ve Daglioglu 2002). Boza ve
benzeri geleneksel igeceklerin yapiminin yaklasik 8-9 bin yil Oncesine gittigi, orjininin
Mezopotamyaya dayandig diistiniilmektedir (Caputo ve ark. 2012). Ancak, o zamanki bozalarin
giiniimiizde Tiirkiye’de tiretilen bozalardan fark: yiiksek oranda alkol icermeleridir (yaklagik %
7 vIv) (Arict ve Daglioglu 2007). Biradan esinlenerek iiretildigi diisiiniilen boza bazi kayitlarda
bira ¢esidi olarak kabul edilirken bazi kayitlarda ise arpa sarabi olarak kabul edildigi
goriilmektedir. Selguklular doneminde "Bekni" adiyla bilinen boza Fars¢a’da “dar1” anlamina
gelen “Buze” kelimesinden dilimize gegmistir (Birer 1983). Fakat Asim Efendi’nin Burhan-1
Kati tercimesinde buze kelimesinin anlaminin dar1 degil, piring ve dart unundan yapilan icki
oldugu goriilmiistiir. (Birer 1987, Yiicel ve Otles 1998). Tiirkiye disinda Kirim ve Volga gevresi,
Kafkaslar, Macaristan ve Balkan iilkelerinde de “Boza” adiyla bilinen bu icecek, Iran, Misir ve
diger Arap tilkeleri ile Afrika kabilelerinde “Buha” ve “Merissa” olarak adlandirilmaktadir (Birer
1983). Boza diinya dillerinde Rumence’ye ‘bozan’ yeni Yunanca’ya ‘bozas’, ingilizce’ye ‘buza’
veya ‘bosa’, Rus, Leh, Cek dillerine ‘buza’, Fransizca’ya ‘bousa’ veya ‘bosan’ (biere blanche),

Almanca’ya ‘busa’ olarak farkl sekillerde ifade edilmektedir. (Birer 1987, Yiicel ve Otles 1998).

Tarihi ¢ok eskilere dayanan geleneksel fermente tahil iriinlerinden biri olan boza; Tiirk
Standartlar1 Enstitlisii’'nce; yabanct maddelerden temizlenmis dari, piring, bugday, misir vb.
hububatin kirma veya unlarindan biri veya birkagina igme suyu katilarak, pisirilmesi ve beyaz
seker ilave edilerek, teknigine uygun olarak alkol ve laktik asit fermantasyonlarina tabi tutulmasi

ile hazirlanan bir mamul olarak tanimlanmistir (Anonim 1992).



Boza genellikle soguk kis aksamlarinda tiiketilen donuk sar1 renkli, kivamli bir sivi olup

karakteristik asidik ve alkoliimsii aromasi ile bilinmektedir (Arict ve Daglioglu 2007).

Nijerya ve diger Afrika iilkelerinde iiretilen ve “bousa” veya ‘“bouza” olarak
isimlendirilen boza alkol oraninin yiiksek olmasi1 nedeniyle biraya benzemektedir. Bulgaristan’da
ise sade ve kakaolu gesitleri bulunan boza, yaz kis iiretilmekte olup iilkemizde uygulanan iiretim

teknigiyle yapilmaktadir (Arici ve Daglioglu 2007).

Gotcheva ve ark. (2000) bozay1 Bulgar igecegi olarak tanimlamakla birlikte bozanin
Tiirkiye, Arnavutluk ve Romanya’da da tiiketildigini ifade etmektedirler. Diinyada yaygin olan
goris ise; bozanin Asya’da kesfedilip iiretildigi ve goglerle buradan diger iilkelere yayildigidir.
Ancak diger bircok geleneksel iirlinlimiizde de oldugu gibi bozanm ilk treticileri Tirkler
olmasina ragmen, konunun arastirilmasi iilkemizde ihmal edilmis, dolayisiyla bu durum da

bozay1 bazi Avrupa iilkelerinin kendi ulusal iirlinleri olarak tanitmalarma firsat saglamistir

(Uylasger ve ark. 1998).

Tiirkiye’de boza iiretim miktarina ait istatistiki veriler sinirhidir. Ciinkdi, boza endiistriyel
iiretimden ziyade kiiciik aile tipi isletmeler veya dogrudan ev halkinin tiiketimine yonelik olarak
aileler tarafindan yapilmaktadir. Herhangi bir tanittminin yapilmamasina ragmen boza, halen

geleneksel bir icecek olma 6zelligini korumaktadir (Evliya 1990).

“Boza, Trakya Bolgesi’nin genelinde oldukca cok tiretilen ve tliketilen bir kis icecegidir.
Soguk kis giinlerinde etkili bir koruyucu ve enerji verici olarak tiiketilmektedir. Servis edilirken
tercihe bagli olarak leblebi, tar¢in veya findik kullanilabilmektedir. Her yil Tekirdag in bir ilgesi
olan Corlu’ya bagli Velimese beldesinde ‘Geleneksel Boza Festivali’ diizenlenmektedir”

(Anonymous 2017).

Bu arastirmada; elde edilen bulgulara gore; teknolojinin gelismesi ve hizla endiistrilesme
stirecinde boza iiretimini optimize etmek agisindan, icerigindeki mayalarin ve laktik asit
bakterilerinin tanimlanmasi ve 6zellikle Velimese bolgesindeki iiretilen bozalarin maya ve laktik
asit bakterileri bakimindan farkinin ortaya konulmasi, ayn1 zamanda boza kiiltiirleri iizerine daha

sonra yapilacak ¢alismalara temel olusturmasi amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Genis bir cografyada var olan boza, iilkelerin gelenekleri dogrultusunda farkli
formiilasyon (iiretim asamalarinda ¢esitli arpa, yulaf, misir, bugday, piring gibi) ve metotlarla
iretilmektedir (Osimani ve ark. 2015). Boza iiretiminde kullanilan hammadde 6zellikleri de
tilkelere gore farklilik gostermektedir. Tiirkiye’de genellikle daridan yapilan boza, Misir’da
daridan ve Etiyopya' da ise bugdaydan yapilmaktadir (Smith ve Getty 1997). Kirim’da boza
hammaddesi olarak piring ve dari, Tatar Tiirklerinde esit oranda dari, bugday ve yulaf unu,
Kafkasya'da arpa malt1 katilarak pisirilmis ve kizartilmis ekmek, Kirgizlarda bugday yarmasi
kullanilmaktadir. Diger iilkelerde ise misir, yulaf, arpa, cavdar, bugday, karabugday, arnavut
darist gibi tahillarin unu, bazen piring ve ekmek, nadiren kenevir tohumu ve karamuk da
kullanilmaktadir (Hancioglu ve Karapinar 1997, Kése ve Durak 1998, Todorov ve Dicks 2006,
Botes ve ark. 2007, Yegin ve Uren 2008).

Boza, Endiistriyel iiretim agamasinda ise; hububatlar pisirilip otoklavda 4-5 atm. basing
altinda 2 saat otaklavlandiktan sonra karigima soguk su ilavesiyle sogutulup % 15-20 oraninda
seker ilavesi yapilmaktadir. Daha sonra karisim 30 °C’de 24 saat siireyle igerisine yogurt veya
ekmek hamuru ilave edilerek (%2-3) fermente edilmekte 4°C’ye sogutulduktan sonra plastik
paketlerle paketlenmektedir (Kaputo ve ark. 2012, Kabak ve Dobson 2011, LeBlanc ve Todorov
2011).

2.1. Bozanin Uretim Asamalar:

Geleneksel olarak firetilen bozanin tretim asamalari Boza iiretimi hammaddelerin
hazirlanmasi, kaynatma, sogutma ve slizme, seker ilavesi, fermantasyon ve sogutma

asamalarindan olusmaktadir. Boza liretim semas1 Sekil 2.1°de verilmistir.



Hammaddeler

v

Islatma

'

Kaynatma

'

Sogutma ve siizme

'

Seker ilavesi (kristal seker, % 20 oranina kadar)

'

Starter kiiltiir olarak ilavesi (bir 6nceki tiretimden ayrilan boza, % 2-3 oraninda)

'

Fermantasyon (25-30 °C’de 24 saat)

'

Sogutma (15 °C’ 1n altina)

Sekil 2.1. Boza iiretim semast (Arici ve Daglioglu 2007).

2.1.1. Hammaddelerin Hazirlanmasi

Boza hammaddeleri degirmenden gegirilerek irmik-bulgur iriliginde ogiitiilmektedir.

Daha sonra elenerek kepek kismi ayrilmaktadir.
2.1.2. Islatma

Misir, piring ve bulgur miktarlarinin 2 kat1 kadar 30°C de saf su ile islatilmakta olup

1slatilan misir, piring ve bulgur 1 gece buzdolabinda bekletilmektedir.
2.1.3. Kaynatma

Kaynatma tanklarina 6nce su konularak 1sitmaya baglanmaktadir. Kaynamaya baslayinca
1 ton su i¢in 150-200 kg hammadde ilave edilmektedir. Kaynamadan 6nce hammadde igerisinde

kalan kepek gibi su ylizeyine ¢ikan maddeler uzaklastirilmaktadir. Hammadde su alarak sismeye



baslamakta ve kabararak kaynamaktadir. Bu esnada hammaddenin karistirilmasi sarttir. AKsi

halde alt kisminda yaniklar, ylizeyde ise kaymak tabakasi olusmaktadir.

Bu islem i¢in paslanmaz celik kazanlar tercih edilmektedir. Bu kaplarin biiyiikliikleri tiretim
miktarina gore degisiklik gosterebilir.Kaynatma sirasinda karisim suyu absorbe ettiginden
kaynatma isleminin bitimine kadar birkag defa sicak su ilavesi gerekebilmektedir. Homojen bir

karisim elde edildiginde kaynatma islemine son verilmektedir (Arici ve Daglioglu 2007).
2.1.4. Sogutma ve Siizme

Kaynatma isleminin ardindan olusan boza lapasi sogumaya birakilmaktadir. Bazi
isletmelerde sogutma islemi daha hizli olmasi i¢in sicak lapa mermer teknelere dokiilerek
gerceklestirilmektedir. Sogutma sonrasinda siirekli karistirilarak 2-2,5 Kati suyla seyreltilmekte
ve suiziilerek ‘sekersiz ham boza’ elde edilmektedir. Siizme sonrasinda kalan kati1 kisim ise

hayvan beslemede kullanilmaktadir (Aric1 ve Daglioglu 2007).
2.1.5. Seker Ilavesi

TSE 9778 Boza standardi geregince boza en az %15 oraninda kristal seker igermelidir.
Fermantasyonun ideal kosullarda yiiriitiilebilmesi i¢in ham bozaya % 20 oraninda seker ilave
edilmelidir (Aric1 ve Daglioglu 2007).

2.1.6. Fermantasyon

Starter kiiltlir olarak bir 6nceki tiretimden ayrilan boza % 2-3 oraninda, seker ilavesi
yapilan ham bozayla birlestirilmektedir. Karisim uygun kaplarda fermantasyona birakilmakta,
starter kdltiir ilavesi, iretim sezonuna ve fermantasyon sicakligina bagli olarak
degisebilmektedir. Fermantasyon islemi 25°C yaklasik 24 saat siirmektedir. Cizelge 2.1’de boza
fermantasyonu sirasinda meydana gelen kimyasal ve mikrobiyolojik degisiklikler verilmistir
(Aric1 ve Daglioglu 2007).

Boza fermantasyonunda, iki farkli fermantasyon gerceklesmektedir. Birinci
fermantasyon alkol fermantasyonu olup bu esnada karbondioksit gazi tiretilmesiyle hacimde artis
meydana gelmektedir (Arici ve Daglioglu 2007). Fermantasyon siiresi 24 saatten ¢ok olursa alkol

miktar1 da buna bagli olarak yiiksek olmaktadir.



Cizelge 2.1. Boza fermantasyonu sirasinda meydana gelen kimyasal ve mikrobiyolojik

degisiklikler (Hancioglu ve ark. 1999)

Fermantasyon pH (%) Asitlik (%) Alkol LAB Maya

zamani (saat) (kob/mL) (kob/mL)
0 6,13 0,02 0,02 7,6x10° 2,25x10°
4 5,85 0,04 0,02 8,6x 107 3,9x10°
8 4,77 0,05 0,02 3,4x10° 7,4x10°
24 3,48 0,27 0,79 4,6x10° 8,1x10°

Ikinci fermantasyon ise laktik asit fermantasyonudur ve olusan laktik asit bozaya asidik
karakterini kazandirir. Bu tiir iirtinlerin fermantasyonunda 6nemli rolii olan laktik asit bakterileri
laktik asit fermantasyonu sonucunda karbonhidratlardan son iiriin olarak laktik asit (CH3- CHOH
- CHOH) iireten, gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan mikroaerofilik bakterilerdir
(Schillinger ve Liicke 1987).

Keskin eksimsi tat olusumunu 6nlemek icin boza birkag¢ giin icerisinde tiiketilmelidir.
Yapilan ¢alismalarda bu siire en fazla 15 giine kadar ¢ikmaktdir (Gotcheva ve ark. 2001). Giinliik
yasamda, bozanin raf dmriiniin uzatilmasi amaciyla sogukta (buzdolab1 kosullarinda) muhafaza
edilir. Boza iiretimi basladiginda, starter kiiltiir olmas1 amaciyla fermente edilmis ekmek hamuru
ya da yogurt kullanilmaktadir. Eger sezonun ilk tiretiminde maya olarak yogurt tercih edilmisse

tiretilen boza kivamli ancak ¢ok daha asidik karakterde olup yogurt tadi kolaylikla fark edilir

(Aric1 ve Daglioglu 2007).




2.2. Bozanin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Todorov (2008), Bozanin iiretim metodlarim1  agiklamanin bolgelere gore farklilik
gosterdigi i¢in zor oldugunu ancak 6zellikle Balkan iilkelerinde i¢erisindeki laktik asit bakterileri

tarafindan bakteriosin tirettildigi i¢in popiileritesinin ¢ok oldugunu belirtmistir.

Morea ve ark. (2008), bozanin iiretilmesi ve depolanmasi sirasinda gelisen probiyotik
laktobasiller sayesinde artan laktik asit ve asetik asitin patojen olan Escherichia coli,
Pseudomonas auruginosa ve Enterecoccus faecelis bakterilerinin gelisimini engelledigini

belirtmislerdir.

Bozanin fermantasyonunda etkili olan Laktik asit bakterileri ve mayalar homofermentatif
ve heterofermentatif 6zelliktedir (Altay ve ark. 2013). Bozanin mikroflorasi {izerine Pamir
(1961), Topal ve Yazicioglu (1986) arastirmalar yapmislar ve cesitli organizmalari
tanimlanmislardir. Izole edilen bakterilerin biiyiik bir cogunlugunun laktik asit bakterisi (LAB)
iiyesi olan Leuconostoc, Lactobacillus ve Lactococcus cinslerine ait tiirler olduklar
belirlenmistir (Pamir 1961,Hancioglu ve Karapinar 1997, Gotcheva ve ark. 2000, Ivanova ve ark.
2000, Kabadjova ve ark. 2000, Zorba ve ark. 2003, Todorov ve Dicks 2006).

Tiirkiye’de fermente bir igecek olarak bilinen boza mikroflorasinin taksonomisi ile ilgili
yapilmis az sayida arastirma mevcuttur. Bozalardan Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Weissella ve mayalardan Candida, Clavispora, Coniochaeta,
Cryptococcus,  Cystofilobasidum,  Geotrichum, Issatchenkia, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Torulaspora, Trichosporon cinslerine ait ¢ok sayida alt tiir izole edilmistir
(Hancioglu ve Karapmar 1997, Gotcheva ve ark. 2000, Ivanova ve ark. 2000, Kabadjova ve ark.
2000, Zorba ve ark. 2003, Todorov ve Dicks 2006).

Aric1 ve ark. (2014), Bozada laktik asit bakterilerinin mayalardan daha fazla oldugu bu
nedenle laktik asit bakterilerinin bozada dominant mikrobiyota oldugunu bildirmislerdir. Farkli
boza orneklerinde, bakteri ve maya populasyonundaki ¢esitliligin kullanilan hammadde, iiretim
prosesi ve depolama kosullarindan kaynaklanabilecegi bildirilmektedir. Bir diger ¢alismada
Botes ve ark. (2007), bozalarda koliform grubu bakteri tespit edilirken, insan patojeni olan
Escherichia coli, Salmonella, Staphyloccoccus aureus ve Bacillus cereus bakterileri tespit

edilemedigi belirtilmistir.



Bozanin fermantasyonunda rol alan mikrofloras: {izerine Pamir (1961), Topal ve
Yazicioglu (1986) arastirmalar yapmislar ve gesitli mikroorganizlari tanimlamislardir. Pamir
(1961) alkol iireten maya olarak Saccharomyces carlsbergensis Hansen (=Saccharomyces
uvarum Beijerinch) ve Saccharomyces cereveciae Hansen (=Saccharomyces ellipsoideus

Hansen) izole etmislerdir.

Bozada alkol mayalarindan baska en ¢ok rastlanan maya olarak Candida mycoderma,
Torulopsis candida (Pamir 1961), Candida scotti, Trichosporan capitatum (Topal ve Yazicioglu
1986) izole edilmistir. Pamir (1961) laktik asit bakterilerinden Streptococcus spp., Micrococcus
varian migula ve Lactobacillus spp. izole edildigini bildirirken, Topal ve Yazicioglu (1986)
Pediococcus cerevisiae Blacke. Leuconostoc paramesenteroides Garvie ve Lactobacillus

plantarum orla-Jansen izole ettiklerini bildirmislerdir

Hancioglu ve Karapinar (1997) yaptiklari calismada, Tiirkiye’de iiretilen bozalarda laktik
asit bakterilerinden Leuconostoc paramesenteroides (%25,6), Lactobacillus sanfrancisco
(%21,9), Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides (%18,6), Lactobacillus coryniformis
(%9,1), Lactobacillus confusus (%7,8), Leuconostoc mesnteroides subsp. dextranicum (%7,3),
Lctobacillus fermentum (%6,5) ve Leuconostoc oenos (%3,7); mayalardan ise Saccharomyces

uvarum (%83,0) ve Saccharomyces cerevisiae (%17,0) izole etmislerdir.

Baska bir galismada Botes ve ark.(2007) Bulgaristan’da iiretilen bozalarin mikoflorasinda
baskin olarak Lactobacillus plantarum (%24,0), Lactobacillus acidophilus (%23,0) ve
Lactobacillus fermentum ’un; daha az oranlarda da Lactobacillus coprophilus (%11,0),
Lactobacillus  brevis (%15,0), Leuconostoc raffinolactis (%9,0) ile Leuconostoc
mesenteroides’in de yer aldig1 belirtilmektedir. Bulgar bozalarinin maya florasini ise %47,0’sini

Saccharomyces cerevisiae’nin olusturuldugu tespit edilmistir. (Gotcheva ve ark. 2000).

Yine Bulgaristan’da iretilen 3 ayr1 boza Ornegine ait calismada, bozalarin
mikrobiyotalarinin baslica maya ve laktik asit bakterilerinden olustugu belirlenmistir. Her iki
mikroorganizma grubunun da sayilar1 6rneklere gore farklilik gostermekle beraber, laktik asit
bakterileri ve maya arasindaki oran hemen hemen birbirinin aynisidir (Velitchkave ark. 2000).
Yapilan ¢aligmalarda boza fermantasyonu sirasinda mikroorganizmalarin faaliyetlerinin konrol
edilemedigi ve bu durum sonucunda iriinlerde farkliliklar ortaya ¢iktigi gortilmiistiir(Merig
2010). Tahil kaynakli fermente tiriinlerde yaygin olarak goriildiigii gibi bozada da fermantasyon
laktik asit bakterileri ve mayalar tarafindan gergeklestirilmektedir (Velitchkave ark. 2000).



Bozaya iiretim sirasinda havadan, iretimde kullanilan alet - ekipmanlardan ve
hammaddelerden kaynakli bulagma olabilir. Mikroorganizmalarin faydalarinin yaninda zararl

etkileri de gozlenebilir (Aytekin 2001).

Tirk Standartlar1 Enstitiisii Boza Standardi (9778)’na gore bozada bulunabilecek
koliform bakteri sayis1 en ¢cok 10 kob/g, kiif sayis1 da 20 kob/g’1 olmalidir. Fekal koliform,
Salmonella ve Staphylococcus aureus ise bulunmamalidir. Boza Standardi' na gore bozanin
mikrobiyolojik 6zellikleri Cizelge 2.2' de goriilmektedir (TSE 9778).

Cizelge 2.2 Bozanin mikrobiyolojik 6zellikleri (Anonim 1992)

Ozellikler Sinirlar
Koliform grubu bakteri En ¢ok 10 kob/g
Fekal koliform Bulunmamali
Salmonella Bulunmamali
Staphylococcus aureus Bulunmamali
Kif En ¢ok 20 kob/g

2.3. Bozadaki Mikroorganizmalarin Probiyotik Ozellikleri

Saglikli beslenmenin revagta oldugu yiizyilimizda insanlar tiikettikleri seylerin igerigini
bilme konusunda daha heveslidirler. Cesitli vitaminler, mineraller, probiyotik
mikroorganizmalar sik¢a glinliik beslenme diizenine katilmaya ¢alisilmaktadir. Fermente gidalar

dogal probiyotik iceriklerinden 6tiirii sik¢a tercih edilmektedir.

Probiyotik olarak degerlendirilen bakterilerin daha ¢ok Lactobacillus ve Bifidobacterium
cinsine ait olduklar1 diisiiniilse de arasirmalar Lactococcus, Enterococcus, Saccharomyces ve
Propionibacterium cinsine ait bazi tiirlerin de probiyotik oldugunu gostermistir (Vinderola ve
Reinheimer 2003). Diinya’da probiyotik olarak tanimlanan ve probiyotik gidalarin iceriginde
bulunan laktik asit bakterileri Lactobacillus acidophilus, L. fermentum, L. plantarum, L. reuteri,
L. johnsonii, L. rhamnosus, L. salvarius, L. crispatus, L. casei, L. amylovorus ve L. gasseri’dir
(Itsaranuwat ve ark. 2003, Kabak ve Var 2004).



Gidalarn iretiminde kullanilan probiyotik mikroorganizmalarin bazi 6zelliklere sahip
olmas1 gerekmektedir. Bunlar: insan kaynakli olmali, patojen olmamali, antibiyotiklere direngli
olmal, asit ve tuza toleransh olmali, saglik {izerine yararli etkileri olmali, bagirsaklarda canli

kalabilmeli ve ¢ogalabilmeli (Kabak ve Var 2004).

Probiyotiklerin laktik asit ve bakteriyosin gibi metabolitler olusturarak, patojen
mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmek, normal bagirsak florasini korumak, bagisiklik
sistemini giiglendirmek, sindirilebilirligini arttirmak, gida alerjilerini azaltmak gibi saglik
tizerinde yararh etkileri vardir (Anonim 2002, Betoret ve ark. 2003, Gomes ve Malcata 1999,
Kullisar ve ark. 2002, Saito 2004).

Probiyotik mikroorganizmalarin bahsedilen etkileri tiir o6zelliklerine bagli olup
Lactobacillus acidophilus, L. fermentum ve L. casei tedavi edici ve besleyici 6zellikleriyle 6ne
cikmaktadir (Reuter ve ark. 2002).

Fermente gida ve igeceklerin yapisinda bulunan baslica mayalar Saccharomyces
cerevisiae ve Saccharomyces boulardii olup bu mikroorganizmalar genel olarak giivenilir katk1
maddesi (Generally Recognized As Safe) olarak kabul edilmistir. Bu iki maya da boza
mikroflorasinda yaygin olarak bulunmaktadir (Blanguet ve ark. 2001, Saegusa ve ark. 2004).

Probiyotik etkilerinden bahsedilen mikroorganizmalarin fermantasyon kosullarina bagl
olarak farkli miktarlarda bozada bulundugu bilinmektedir. Ancak mikroorganizmalarin s6z
konusu probiyotik etkilerini gosterebilmeleri igin 10%-10% kob/g-mL canli hiicre olarak viicuda

alinmalar1 gerekmektedir (Kabak ve Var 2004, Martin-Diana ve ark. 2003, Reid ve ark. 2001).
2.4. Bozanin Kimyasal Bilesimi

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii Boza Standardi (9778)’na gore bozanin toplam kuru madde
icerigi en az %20 ve toplam seker igerigi (sakaroz olarak) en az %10 olmalidir. Etil alkol orani
ise hem tatli hem eksi bozada hacim olarak %2 ‘yi gegmemelidir. Laktik asit cinsinden toplam

titre edilebilir asit orani tatli bozada %0,2 — 0,5, eksi bozada ise %0,5 — 1,0 arasinda olmalidir
(TSE 9778).

Yiicel ve Kose (2002), Izmir' de 9 farkli boza 6rneginin kimyasal bilesimini arastirdiklar:
caligmalarinda, ortalama %19,49 kuru madde, %19,09 toplam seker, %0,07 kiil (%10' luk HCI'
de ¢oziinmeyen), %0,34 genel asit (laktik asit cinsinden), %0,017 ugucu asit (asetik asit

cinsinden), %0,13 etil alkol (hacim olarak) tespit etmiglerdir (Merig 2010).
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Pamir (1961), 3 farkli boza isletmesinden drnekler alarak yaptig1 calismasinda bozalarin

kimyasal bilesimini saptamistir. Buna gore elde edilen sonuglar Cizelge 2.3' te verilmistir.

Cizelge 2.3. Farkli hammaddeler kullanilarak yapilan boza 6rneklerinin kimyasal bilesimi (%g)

(Pamir 1961)

Analizler Bulgur Bozas1 | Musir + Bugday Bozas1 | Dar1 +Misir Bozasi
Kurumadde 29,93 23,65
25,20
Toplam seker
17,10 11,60
17,10
Protein
1,66 1,14 0,88
Kiil
0,17 0,12 0,16
Ham seliiloz
0,00 0,00 0,02
Yag - 0,21 0,2
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3. MATERYAL ve METOD
3.1.Materyal

Boza 6rnekleri, ikisi Trakya Bolgesi Velimese Beldesi olmak tizere Kirklareli, Corlu ve
Istanbul’da boza iiretimi yapan 5 farkli firmaya ait 6rnekler tesadiifi drnekleme yontemine gore
alimmigtir. Boza Ornekleri hizli bir sekilde laboratuvara getirilmis ve bazi fizikokimyasal ve

mikrobiyolojik analizleri yapilmak tizere +4°C’de depolanmustir.
3.2.Metod

3.2.1.Fizikokimyasal Analiz Yontemleri

3.2.1.1.Kurumadde Tayini

Sabit tartima gelmis ve daras1 alinmis kurutma kaplarina paralel calisilarak yaklasik S5g
boza tartilip 100 + 2 °C’ de 4 saat kurutulmustur. Daha sonra desikatorde sogutulmus ve tartimi

alinmistir. Bulunan degerlerle % kuru madde orani hesaplanmistir (Anonim 1983).
3.2.1.2.Titre Edilebilir Asitlik Tayini

Boza orneklerinden yaklasik 10’ar g tartilarak ve iizerine su ilave edilerek 100 mL’lik
balona tamamlanmistir. Buradan alinan 25 mL’ lik karisima birka¢ damla fenolftalein ilave
edilerek 0,21N NaOH ile 30 saniye boyunca kaybolmayan pembe renk meydana gelene kadar titre
edilmistir. Harcanan NaOH miktar1 kaydedilerek titre edilebilir asitlik, asagidaki formiil ile %

laktik asit cinsinden hesaplanmustir :
%Asitlik: (VxNx0,09x100) / G
V:Titrasyonda kullanilan NaOH miktar1 (mL)
N:Titrasyonda kullanilan NaOH normalitesi
G:Alman 6rnek miktari (g)

(Anonim 1983)
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3.2.1.3.pH Degerlerinin Belirlenmesi

Birlesik elektrotlu pH-metre (Hanna Instruments pH 211 micro processor pH meter)

cihaz1 kullanilarak oda sicakligindaki boza drneklerinin pH’s1 belirlenmistir.
3.2.1.4.Renk Tayini

Konica Minolta Chroma meter (CR-5, Konice Minolta INC, Japan) cihaz1 ile boza
orneklerinin renk dl¢iimleri yapilmustir. Olgiimler sonucunda L degeri 151k degeri veya aydinlik
derecesini (100 tam beyaz,0 siyah), a degeri kirmizilik ve yesilligi (+ kirmiz1,0 gri,- yesil), b
degeri ise sarilik ve maviligi (+ sari, 0 gri, - mavi) dlgmektedir (Goniil ve Altug 1981). Renk

Tayini Cihaz1 Sekil 3.1.’te gosterilmistir.

Sekil 3.1. Renk Tayini Cihazi

3.2.1.5. Su Aktivitesi Tayini

Su aktivitesi tayini Aqua Lab Dew Point Water Activity Meter (Measuring Equipment
E482428,USA) su aktivitesi 6l¢iim cihazi kullanilarak yapilmistir. Sekil 3.2 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 3.2.Su Aktivitesi Cihazi
3.2.1.6. Reolojik Analizler

Boza oOrnekleri peltier sistemli bir reometre (TA Instruments Discovery Hybrid
Rheometer HR-2 TA Instruments, New Castle, DE, USA) kullanilarak belirlenmistir. Bu
kapsamda farkl1 boza 6rnekleri 20°C’de 0.1-100 s kesme araliginda analize tabi tutulmustur.
Geometri olarak 40mm standart peltier paralel-plaka konfigiirasyonu kullanilmigtir. Elde edilen
verilerin akis davranig 6zellikleri ve akma gerilimlerini belirlemek igin Herschel-Bulkley modeli

kullanilmistir.

Sekil 3.3. Reometre Cihazi
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3.2.2. Mikrobiyolojik Analizler

Boza orneklerinden aseptik kosullarda 10 g 6rnek 90 mL peptonlu seyreltme sivisina
tartilarak 107V’lik diliisyon hazirlanmistir. Daha sonra 10®e kadar gerekli diliisyonlar

hazirlanmistir. Mikrobiyolojik analizler, iki paralel olarak yapilmistir.
3.2.2.1 Koliform Grubu Bakteri Sayim

Boza orneklerinde koliform grubu bakteri sayimi i¢in VioletRed Bile agar (VRBA)
(Merck) kullanilmistir. Uygun diliisyonlardan ¢ift petri plagina dokme plak yontemiyle ekim
yapilan plaklar 35 + 2 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis. inkiibasyon sonunda ¢ap1 0,5
mm’den daha biiyiik olan koloniler sayilmigtir (Marshall 1992).

3.2.2.2. Staphylococcus aureus Sayim

S. aureus belirlenmesinde egg-yolk tellurite ilaveli Baird Parker Agar kullanilmis ve
inkiibasyon 35- 37 °C’de 30-48 saat siirmiistiir (Unliitiirk ve Turantas, 2002).

3.2.2.3. Salmonella Aranmasi

Salmonella aranmasinda segici olmayan On zenginlestirme ig¢in Buffered Peptone
Water’da 37°C’de 16-20 saat inkiibasyondan sonra Selenite Cystine Broth’ta 35-37 °C’de 24
saat bir se¢ici zenginlestirme uygulanmistir. Daha sonra Bismut Sulfit Agar’a tek koloni diigiirme
yontemi ile ¢izim yapilmis; inkiibasyondan sonra tipik koloniler Triple Sugar Iron Agar’a inokule
edilmistir. 37 °C’de 18 saatlik bir inkiibasyondan sonra reaksiyonlar gozlenerek degerlendirme

yapilmistir (Unliitiirk ve Turantas, 2002).
3.2.2.4. Maya — Kiif Sayimi

Maya ve kiif sayimi i¢in Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck) kullanilmistir. PDA’nin
otoklavda steril edildikten sonra % 10°luk steril tartarik asit ile pH’s1 3,5 + 0,1’e ayarlanarak ve
ylizeye ekim yapilmistir. Ekim yapilan plaklar 25°C’de 5- 7 giin inkiibasyona birakilmis ve

inkiibasyondan sonra koloniler sayilarak maya ve kiif sayis1 bulunmustur (Marshall 1992).
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3.2.2.5. LAB’ nin izolasyonu, Tanimlanmasi ve Muhafazasi

Boza orneklerinden LAB’leri izolasyonu i¢in, hazirlanan uygun diliisyonlardan MRS
agar ve M 17 agara yiizeye yayma yontemiyle ekim yapilmistir. MRS agara ekim yapilan plaklar
30 °C’de 72 saat, M17 agar’a ekim yapilan plaklar ise 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir
(Collins ve Layne 1984, Centeno ve ark. 1996). Inkiibasyon sonucu her iki besiyerinde gelisen
tipik goriiniislii kolonilerin (1-2 mm ¢apli konveks, yuvarlak ya da bugday tanesi sekilli, beyaz
veya krem renkli koloniler) mikroskobik morfolojileri incelenmis ve ayrica katalaz testi ile Gram
boyama testine tabi tutulmustur. Gram pozitif, katalaz negatif, kok veya cubuk sekilli
bakterilerden alinmis, MRS ve M17 broth’a ekim yapilmig ve 30° C’de 24 saat siireyle

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra tekrar MRS ve M17 agara ¢izim usulii ekim yapilmis ve 30° C’de
24- 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda Gram boyama, mikroskobik
goriiniim, katalaz testi tekrar edilmis ve homojen goriinimlii Gram pozitif, katalaz negatif kok
veya basil seklindeki muhtemel laktik asit bakterileri se¢ilmistir.Daha sonra bakteri kiiltiirlerinin
hepsi, uygun besiyerinde gelistirildikten sonra %15 gliserol ortaminda -80 °C’de muhafaza

edilmistir (Lopez ve Diaz 2000).

3.2.2.5.1.Gram boyama

Christian Gram tarafindan 1884 yilinda gelistirilmis diferansiyel bir boyama teknigi olan
Gram boyama ile bakterilerin Gram reaksiyonu incelenmistir. izolatlarin 24 saatlik aktif
kiiltiirlerinden Gram boyama yapilmis mor-mavi renkli olan bakteriler Gram pozitif, pembe
renkli olan bakteriler ise Gram negatif olarak degerlendirilmistir (Gram 1884, Temiz 2008).
Gram boyama yapilmis lameller Sekil 3.3.’te gram pozitif bakterilerin mikroskop goriintiisii
Sekil 3.4°de verilmistir.
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Sekil 3.4. Gram boyama yapilmis lameller

Sekil 3.5. Gram boyama yapilmis bakterilerin mikroskop goriintiisii

3.2.2.5.2. Katalaz Testi

Katalaz testi igin MRS agarda gelistirilmis olan aktif koloniler {izerine % 3-30’luk H20>
cozeltisinden 2-3 damla ilave edilerek, kolonilerin etrafinda gaz kabarciklarinin goriilmesi pozitif

olarak degerlendirilmistir (Temiz 2008).

3.2.2.5.3.Bakteri lIzolatlarnmin DNA izolasyonu ve 16SrDNA bélgesinin PZR’da

Cogaltilmasi

DNA izolasyonu; bakterilerin liziz edilmesi, proteinlerinin uzaklastirilmasi, DNA’nin
¢Oktiiriilmesi ve temizlenmesi asamalarindan olusmaktadir. izolasyonu gergeklestirmek igin
Genomic DNA Purification KIT (Fermentas, FINLAND) kullanilmistir. Saf bakteri kiiltiirii sivi
besiyerinde (18 saat) gelistirilmistir. Daha sonra 5 ml s1v1 besiyerine 500 pL asilanarak 16 saat

inkiibasyona birakilmistir.
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1000 pL 6rnek almip ve santrifuj edilmistir (10.000 devirde 10 dk). Cikan tiiplerden
slipernatant atilarak 500 puL Tris- EDTA buffer ilave edilerek tiip yikanmis ve 10.000 devirde 15
dk santrifuj edilmistir.Cikan ependorflardan buffer dokiiliip ve igerisine 200 pL lizozim ilave
edilmistir. 38°C’de 30-45 dk su banyosunda bekletilmistir (Bu asamada artik hiicre par¢calanmaya
baslamaktadir). Su banyosundan ¢ikarilip 400 pl lysis solusyonu ilave edilmistir. El ile calkalama
yapilmistir (Hiicre pargalanmasi gergeklesecegi i¢in vortex yapilmamistir). 65°C’de 10 dk su
banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikarilip hizli bir sekilde 600 pL kloroform ilave
edilmis, 1-2 dk bekletilip 10.000 devirde 2-4 dk santrifuj edilmistir.

Yeni ependorflarin igerisine 720 uL steril su ve {izerine 80 pL precipitation ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Santrifujdan sonra ¢ikan tiiplerden iist faz yani DNA alinmistir. Ara fazda hiicre
kalintilar1 vardir alinmamaya 6zen gosterilmistir. Lizozim kullanilmigsa yaklasik 600 plL,
kullanilmamigsa 200 puL. DNA aliabilmektedir. Hazirlanan yeni ependorflara aktarilacak,
10.000 devirde 2 dk santrifuj edilmistir. Ust taraftaki ¢ozelti akitilarak 100 pL NaCl ¢ozeltisi
ilave edilecek ve dipteki DNA ¢oziindiiriilmiistiir. Uzerine 300 pL soguk saf etanol ilave

edilmistir. Ependorflar -20 °C’de bir gece depolanmustir.

-20°C’den ¢ikarilan ependorflar 10.000 devirde 10 dk santrifuj edilmistir. Daha sonra
icerisindeki alkoliin steril kabinde iyice uzaklastirilmasi saglanmistir. Alkol tamamen

uzaklastiginda 50 pL steril saf su ile yikanmis ve iyice ¢oziindiirilmiistir.

16S rDNA yontemi ile bakterilerin tanimlanmasinda genel bakteriyel primerler
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PZR) ile c¢ogaltilan 16S rDNA bdlgesinin
homolojisinden yararlanilmistir. Calismalarda ileri primer olarak 5
AGAGTTTGATCCCTGGCTCAG-3’ ve geri primer olarak 5’-
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT — 3’ kullanilmistir (Beasley ve Saris 2004).

Calismada 500 pL’lik PZR tiiplerine toplam hacim 50 pL olacak sekilde sirasiyla 17,5
pL molekiiler calismalar i¢in iiretilmis steril su, 2,5 pL Buffer (MgCI2 icermez), 0,5 pL
(deoksintikleotidtrifosfat) dNTPmiks (dATP, dCTP, dGTP, dTTP’lerden her birinin
konsantrasyonu 200uL olacak seklide hazirlanan karisim), 0,5 pL 16S ileri ve 0,5 puL 16S geri
primerleri, 2 pL. MgCl2 ve 0,5 uL Tag DNA polimeraz enzimi ve son olarak 1 uL DNA ilave
edilecek ve (negatif kontrol i¢in 1pL ¢alismada kullanilan steril su kullanilir) tiipler PZR
haznesine yerlestirildikten sonra PZR reaksiyon parametreleri 94 °C’de 5 dk Initial Denaturation

(denaturasyonun bagslamasi) , 94 °C’de 45 sn Denaturation (¢ift zincirin agilmast),
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53 °C’de 1 dk Annealing (primerlerin baglanmasti), ve 72 °C’de 1 dk Extension (zincir uzamasi)
olarak programlanmis ve bu islem 30 defa tekrarlanmistir. Islem tamamlandiktan sonra bu
reaksiyonun sonuna, son zincir uzama asamasi i¢in 72 °C’de 10 dk Final Extension (son uzama)
eklenmis (Blaiotta ve ark. 2002) ve 4 °C’ye sogutulmus, PZR’dan ¢ikarilan tiipler - 40 °C’de
muhafaza edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunun sematik gosterimi Sekil 3.5. ‘te

gosterilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyom

Tl -~
Orijinal DNA . e bbb -
» 5 3 5 3
" N I!I!lml - |||nml ~ /,
Y ¥ 1 * N
‘5‘ » 3/ T 3 5 o ¥ %
IR 0 0 0 8"
¥ 5 (5 ] fs— o
» N ey s s o H
¥ & ‘|~* ’ ? \“ lmulu . |mu||| ’ \
DNA primer 3 5 3 g E
Niikleotit \\\‘ “m/
HHHH o

@) Denatiirasyon  94-96°C
@) Baflanma  _ggc
©) Uzama 72C

Sekil 3.6. Polimeraz zincir reaksiyonu sematik gosterimi (Anonim 2018a)
3.2.2.5.4.Bakteri izolatlarinAgaroz Jelde Analizi

DNA orneklerinin elektroforezi, % 1 agaroz igeren jellerde yapilmistir (Meyers ve ark.
1976). Yatay jel sistemleri i¢in agaroz, 100 ml tris-asetat elektroforez tamponu igerisinde ve
kaynar su banyosunda ¢oziilmiistiir. 45 °C’ye kadar sogutulan ortam elektroforez plakalarina
30-50 ml olacak sekilde aktarilmis ve jel taraklari yerlestirilerek 60 dakika bekletilmistir. Bu siire
sonunda tampon ¢ozelti, jeli kapatacak sekilde elektroforez tanklarina dokiilmiis ve jellerin
zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar ¢ikartilmistir. -40°C’den ¢ikartilan PZR’lanmis DNA
orneklerinden 1pL alinarak temiz bir parafilm iizerinde 2pL boya ¢ozeltisi (Gene Ruler 1 kb
DNA Ladder) ile karisgtirlmis ve mikropipet araciligi ile jel kuyucuklarina yiiklenmistir.
DNA’nin biyikligini belirlemek amaciyla jelin bir kuyucuguna da SpL marker (6x
LoadingDye Solution) yiiklenmistir.
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Yiikleme islemi bittikten sonra tank kapatilarak giic kaynagina baglanmistir. Elektroforez, 100
voltta— 325 mA’de 30- 60 dakika siire ile yapilmistir. Yiikleme boyasi jelin 3/4ve 4/5°lik kismin1

gectikten sonra elektroforez islemi sona erdirilmistir.

Ortamdan alinan jel, kullanilan elektroforez tamponunun yeni hazirlanmis 0,2 pg/mL
etidyumbromiir i¢eren ¢ozeltisinde 30 dakika boya igslemine tabi tutulmustur. Boyama islemi
biten jel 366 nm dalga boyunda ultraviyole 1sikta incelenmis Kodak Gel Logic 200 Imaging
System (Kodak, USA) kullanilarak fotograflar1 alinmistir (Macrina ve ark. 1982).

3.2.2.5.5. PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi ve DNA Dizi Analizi

PZR’da ¢ogaltilan ve agaroz jelde goriintillenen DNA ornekleri Qiagen saflastirma kiti
(Cat. No. 28104) kullanilarak agaroz jelden saflastirilmis ve DNA dizi analizi Namik Kemal
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi

(NABILTEM) ‘nde yapilmistir.
3.2.2.5.6. BLAST Tarama

BLAST (Basic Alingment Search Tool), aranan dizi sirasini (niikleotid veya amino asit)
veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz dizileri ile karsilagtirarak ayn1 veya en yakin
olan dizi sirasinin ait oldugu mikroorganizmayi, % yaklagimla veren bir bilgisayar programidir.
BLAST, molekiiler biyoloji ile bilgileri bir kaynakta toplamay1 ve genom verilerinin bilgisayar
ortaminda analiz edilmesi i¢in bilgisayar programlari gelistirmeyi amaglayarak, 1988 yilinda
kurulan National Center for Biotechnological Information adli kurulus tarafindan gelistirilmis
bir veri tabanidir (Ely ve Chen 2001).

Baz siras1 belirlendikten sonra, bu sira (http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/) adl
internet sayfasinda bulunan program kullanilarak veri tabani ile karsilastirilir. Tarama sonucu,
aranan dizi sirasinin hangi mikroorganizmaya ait olabilecegi, benzerlik yiizdesi ile birlikte

belirlenir (Altschul ve ark. 1997).
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3.2.2.6. Maya izolatlarimin DNA izolasyonu

Insan hiicreleri ya da viriislerden DNA ekstraksiyon metodlariyla karsilastirildiginda
maya hiicrelerinden DNA ekstraksiyon protokolleri ¢ok zaman alici ve diigsiik verim
gostermektedir. Bir maya hiicresi, DNA’nin elde edilmesinden 6nce uzaklastirilmasi gereken

cok dayanikli bir hiicre duvarma sahiptir.

Hiicre duvari bir ¢ok kompleks karbonhidrata bagli bir protein kiimesinden
olusmaktadir. Gelismis bitkilerde hiicre duvar1 birincil olarak seliillozdan olusmaktadir.
Ancak mantarlarda (mayalar da dahil) kompleks karbonhidrat kitindir, ayrica kitin bdceklerin
de iskelet yapisinin ¢ogunu olusturan karbonhidrattir. Maya hiicre duvarlar1 lyticase veya
zymolase gibi enzimlerle parcalanarak sferoplastlar olusur. Bu yapilar olustuktan sonra
maya hiicrelerini par¢calamak ve DNA’y1 ortaya c¢ikarmak artik daha kolaydir. “RTA
Mayadan Genomik DNA Izolasyon Kiti” kullanilmigtir (Anonim 2018b).

Sorbitol Tampon Hazirlanmas:

e 0.7 M Sorbitol
e 0,IMEDTA
e 0,1M Tris.HCI, pH 8.0

b)Kati kiiltiirden;

Petriden bir maya kolonisi alinir ve 1 mL Sorbitol Tampon iceren 1.5 mL mikrosantrifuj tiipe

aktarilir.Pipet ile karigtirilir.
2)Hiicreler 10,000 g’de 1 dakika santrifiij yapilarak toplanir ve supernatant atilir.
3)1 mL Sorbitol Tampon, 1 uL DTT ve 250 iinite Lyticase (veya Zymolyase) eklenir.

4)Vorteks yapilarak maya hiicreleri ¢oziliir ve 30 °C’de 30 dakika her 5 dakikada bir karistirarak

inkiibe edilir.
S)Hiicreler 5,000 g’de 5 dakika santrifiij yapilarak toplanir ve supernatant atilir.
6)200 puL Soliisyon DL ve 20 puL Proteinaz K eklenir.

7)Vorteks yaparak karigtirtlir ve 56 °C’de 1 saat inkiibe edilir.
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Inkiibasyon sirasinda &rneklerin karistigindan emin olunmalidir.Bir termomikser  veya

calkalamali su banyosu kullanilmali veya 6rnekleri her 10 dakikada birvorteks ile karigtirilir.
8)250 ul Soliisyon B eklenip 20 saniye vurum-vorteks yapilarak karigtirilir.

9)Kisa santrifiijden sonra her 3 dakikada bir karistirilarak 65 °C’de 15 dakika inkiibe edilir.
10)200 pL etanol (96-100%) eklenip, 20 saniye vurum-vorteks yapilarak karistirilir.

11)Kisa santrifiijden sonra karisim, toplama tiipliniin igine yerlestirilmis spin kolona aktarilir.

12)10,000 x g’de 1 dakika santrifiij yapilir. S1v1 iceren alttaki tiip atilir ve kolon yeni bir toplama

tiipiine yerlestirilir.

13)700 pL Soliisyon W1 eklenir. 10,000 x g’de 1 dakika santrifiij yapilir. Toplama tiiptindeki

stv1 atilir ve kolon tekrar ayni tiipe yerlestirilir.

14)700 pL Soliisyon W2 eklenir. 10,000 x g’de 1 dakika santrifiij yapilir. Toplama tiipiindeki

stv1 atilir ve kolon tekrar ayni tiipe yerlestirilir.

15)14,000 x rpm’de 30 saniye santrifiij yapilir.

16)Spin kolon, steril 1.5 mL’lik bir mikrosantrifiij tiipe transfer edilir.

17)200 pL 70 °C’ye 1sitilmis Soliisyon E eklenir ve oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilir.
18)14,000 x rpm’de 1 dakika santrifiij yapilir.

19)Spin kolon atilaral, mikrosantrifiij tiipliniin i¢indeki eliisyon tamponunda genomik DNA

bulunmaktadir.
3.2.2.6.1. ITS1-4 bolgesinin PZR’da Cogaltilmasi

Calismalarda ileri primer olarak ITS1 (5'TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG 3") ve geri
primer olarak ITS4 (5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3°) kullanilmistir. Calismada
500uLl’lik PZR tiiplerine toplam hacim 50 pL olacak sekilde sirasiyla 17,5 uL molekiiler
caligmalar i¢in dretilmis steril su, 2,5 pL Buffer (MgCl2 igermez), 0,5 pL
(deoksintikleotidtrifosfat) dNTPmiks (dATP, dCTP, dGTP, dTTP’lerden her birinin
konsantrasyonu 200uM olacak seklide hazirlanan karisim), 0,5 pL ITS1 ileri ve 0,5 uL ITS4

geri primerleri, 2 uL. MgCI2 ve 0,5 uL. Tag DNA polimeraz enzimi ve son olarak 1 uL. DNA
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ilave edilmis ve (negatif kontrol i¢in 1pul. ¢alismada kullanilan sterli su kullanilir) tiipler PZR
haznesine yerlestirildikten sonra PZR reaksiyon parametreleri 95 °C’de 15 dk Initial
Denaturation (denaturasyonun baglamasi) , 94°C’de 60 sn Denaturation (¢ift zincirin agilmasi),
55 °C’de 2 dkAnnealing (primerlerin baglanmasi), ve 72 °C’de 2 dkExtension (zincir uzamast)
olarak programlanmis ve bu islem 35 defa tekrarlanmistir. Islem tamamlandiktan sonra bu
reaksiyonun sonuna, son zincir uzama asamasi i¢in 72 °C’de 10 dk Final Extension (son uzama)
eklenmis (Blaiotta ve ark. 2002) ve 4°C’ye sogutulmus, PZR’dan ¢ikarilan tiipler - 40 °C’de

muhafaza edilmistir.

Izolatlarin agaroz jelde analizi, pzr iiriinlerinin saflastirilmasi, dna dizi analizi ve blast tarama

islemleri bakterilerle ayn1 sekilde gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Boza Orneklerinin Baz1 Fizikokimyasal Ozellikleri

Boza 6rneklerinin toplam kuru madde, asitlik, pH, renk ve su aktivitesi degerleri sonuglari

Cizelge 4.1’de ayrintili olarak verilmistir.

Cizelge 4.1. Boza 6rneklerinin bazi fizikokimyasal analiz sonuglari

Omek Adi Kuru Madde | Asitlik (%) pH Renk aw
(%)

A 25,35+0,01 0,22+0,02 3,08+0,01 L 75.43 23.85°C
a-1.59 0.9872
b 26.57

B 23,16%0,01 0,13+0,01 3,17+0,02 L 75.81 24.67 °C
a-3.40 0.9882
b 28.40

C 36,01+0,03 0,20+0,02 2,98+0,02 L 73.71 23°C
a-2.80 0.9974
b 28.85

D 32,02+0,02 0,19+0,02 3,42+0,03 L 75.63 24.44 °C
a- 1.38 1.0048
b 26.14

E 22,78+0,01 0,17+0,01 3,20+0,02 L 74.98 24.33°C
a-1.27 0.9931
b 24.98

Boza orneklerinin kuru madde oran1 % 22,78 ve % 36,01 arasinda bulunmus olup
ortalama degeri % 29,39 dur. Tiirk Standartlar1 Enstitiisii Boza Standardi (9778) "na gére bozada
kuru madde oran1 en az %20 olmalidir ve analizi yapilan 6rneklerin % kuru madde degerleri TS

Boza standardina (TS 9778) uymaktadir.

Pamir (1961), 3 farkli boza isletmesinden Ornekler alarak yaptigi ¢alismasinda bulgur
bozasinin kurumadde ortalamasini %29,93, misir+bugday bozasiminin kurumadde ortalamasini

%25,20, dari+misir bozasininin kurumadde ortalamasini %23,65 olarak bulmustur.

Uylager ve ark. (1998) 17 farkli boza oOrnekleriyle yaptigi calismada kuru madde
ortalamasin %22,62 olarak bulmuslardir. Yiicel ve Kdse (2002)’nin Izmir' den satin alman 9

farkli boza 6rneginin incelenmesiyle yaptiklari ¢alisma ortalama kuru madde degerini %19,49
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olarak belirlemislerdir. Incelenen boza 6rneklerinin ortalama kurumadde degerleri yapilan bu

caligmalardaki ortalama degerlerden daha yiiksek bulunmustur.

Yapilan asitlik analizinde laktik asit cinsinden % 0,17-0,22 arasinda olup, ortalama degeri
ise 0,19 olarak tespit edilmistir. Boza Standardi’na gore bozalar igerdikleri toplam asitlik (laktik
asit cinsinden) degerlerine gore tatli (toplam asitlik %0,2-0,5 aras1) veya eksi boza (toplam asitlik
%0,5-1,0 arasi) olarak degerlendirilmektedirler. Bu sonuglara gore ¢aligilan boza drnekleri tatlt

boza sinifinda kabul edilmektedir.

Yiicel ve Kose (2002), izmir' den satin alinan 9 farkli bozanin genel asitligini (laktik asit
cinsinden) ortalama %0,34 olarak belirlerken, Uylaser ve arkadaslar1 (1998) Bursa’da 17 farkli
isletmeden aldiklar1 boza 6rneklerinin asitligini (laktik asit cinsinden ) %0,18-0,34 arasinda ve
ortalama %0,26 olarak bulmuslardir. Orneklerin % asitlik (laktik asit cinsinden) ortalamasr tatli

boza sinifina ait olarak yapilan ¢alismalarla benzerlik géstermektedir.

Incelenen boza drneklerinin pH degerleri 2,98-3,42 arasinda olup ortalama degerleri 3,20
olarak bulunmustur. Bulgur, ekmek, dar1, patates, piring, misir ve bugday karisimina %15 - %25
oraninda seker ilavesi edilerek boza liretilen bir ¢calismada pH degerleri 2,93 ve 3,72 olarak
tespit edilmistir ( Ustiin ve Evren, 1998). Calismamizda kullandigimiz boza drneklerinin pH

degerleri bu araliga uygun olarak bulunmustur.

Cizelge 4.1°de goriildiigli gibi boza 6rneklerinin L degeri 73,71 ile 75,81 arasinda, a
degeri -3,40 ile -1,27 arasinda olup b degerleri 24,98-28,75 araliginda degismektedir. Merig¢
(2010) Trakya bolgesinde ticari sekilde halkin tiiketimine sunulan degisik liretim ve tiikketim
yerlerinden tedarik edilen 27 adet boza numunesinin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri
inceledigi calismasinda L degerini 52,20-82,88 arasinda, b degeri 14,45-35,76 arasinda, a degeri
—7,93-4,01 degerleri arasinda bulmustur. Calismamizda kullanilan boza 6rneklerinin L ve b
degerleri aralifit Meri¢ (2010)’un degerlerine benzerlik gosterirken a degeri aralii Meri¢’in

sonuglarindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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4.1.1. Boza Orneklerinin Reolojik 6zellikleri

Boza oOrnekleri temin edildikten sonra ilk 24 saat igerisinde reolojik Olglimleri
tamamlanmistir. Farkli markalara ait boza Orneklerinin akma gerilimi ve vizkosite degerleri
incelendiginde (Cizelge 4.2) Newtonyen olmayan akis 6zelligi géstermistir. Sonuglar Herschel-
Bulkley davranig modeline gore degerlendirilmistir. Cizelge 4.2.’de farkli markalara ait boza

orneklerinin modelleme sonuglar1 goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Boza 6rneklerinin viskozitesi ve Herschel Bulkley modeline gore akma gerilimleri

Ornek Adi R? Degeri Viskozite (Pa.s) Akma gerilimi
Herschel-Bulkley
10 (Pa)
A 0,99 13,99+0,01 12,27+0,01
B 0,99 10,79+0,01 16,83+0,01
C 0,97 18,97+0,01 18,96+0,01
D(Velimese) 0,90 26,54+0,01 26,49+0,01
E (Velimese) 0,99 15,53+0,01 4,02+0,01

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de boza 6rneklerine ait viskozitenin kayma hizi ile degisim grafigi
ve kayma geriliminin kayma hizi1 ile degisim grafikleri verilmistir. Goriinen viskozite, Herschel-
Bulkley akiskanlarda kayma hizi ile azalmaktadir (Sekil 4.2). Sekil 4.2’den goriildiigii gibi
kayma hiz1 arttikca kayma stresi artmaktadir. Sekil 4.1°de de kayma hiz1 arttikga goriinen
viskozitenin azaldigr goriilmektedir. Herschel-Bulkley akiskanlar yigilma stresi degerine

sahiptir.
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Sekil 4.2. Boza ornekleri i¢in kayma geriliminin kayma hizi ile degisimi
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Psodoplastik akiskanlar kayma hizi ile birlikte viskozitede diisiis ile tantmlanmaktadirlar
(Rao 1995). Tez kapsaminda incelenen boza 6rneklerinin Newtonyen-disi, psodoplastik 6zellik
gosterdikleri saptanmistir. Geng ve ark. (2002) yapmis olduklar1i calismada farkli boza
orneklerinin reolojik Ozelliklerini sabit sicaklikta incelemisler ve Glgiimler sonucunda sabit
sicaklikla kayma hizindaki artigla birlikte goriiniir viskozitede azalma oldugunu ve boza
orneklerinin psddoplastik davrams gosterdiklerini saptamuslardir. Ulkemizde boza iiretimi
konusunda standardizasyonun saglanamamasindan dolay1 6rnekler arasinda viskozite ve kayma

gerilimleri arasindaki farkliliklar agik¢a goriillmektedir.
4.2. Boza Orneklerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Boza orneklerinde, Kiif-maya, Koliform grubu bakteri sayisi, Staphlococcus aureus
sayimi ve Salmonella spp. aranmasi1 ve Laktik Asit Bakterileri sayimi gibi mikrobiyolojik

analizlerin sonuglar1 Cizelge 4.3.” te verilmistir.

Mikrobiyolojik analizler sonucu koliform grubu, Staphlococcus aureus ve Salmonella
spp. varlig1 bakterileri tespit edilememistir.Maya - kiif miktarlar1 en az 5.0x10° log kob/g ve en
fazla 5.0x10® log kob/g , ortalamalar1 ise 2.5 x 108 log kob/g olarak bulunmustur.

Calisilan boza orneklerinde MRS agarda gelisme gosteren Laktik asit bakterileri en az
5.2x10’log kob/g ile A drneginde ve en ¢ok 2.6x10° log kob/g ile C 6rneginde bulunurken M17
agarda gelisme gosteren Laktik asit bakterileri sayis1 en az 4.3x107 log kob/g ile A drneginde ve
en cok 1.4x10° log kob/g C 6rneginde bulunmustur.

Tiirk Boza Standard: kapsaminda bozada en ¢ok 10 kob/g koliform bakteri bulunabilir ve
bulunabilecek kiif sayis1 da 20 kob/g’1 gegmemelidir. Salmonella, Staphylococcus aureus ve
Fekal koliform bulunmamalidir. Orneklerde tespit edilen maya- kiif sayisi standarda gore yiiksek

bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Boza orneklerinin bazi mikrobiyolojik analiz sonuglari ( kob/g)

Ornek salmonella | Koliform MRS agarda | M17 agarda
Adr S.aeureus Spp. Maya-Kiif |gelisen LAB gelisen LAB
A - - ) 5,0x10%+ 5,2x107+ 4,3x10"+
B - - ) 2,4x108 £ 7,7x108+ 6,7x10'+
C - - ) 5,0x10%+ 2,6x10%+ 1,4x10°
D - - - 1,6x10%+ 6,7x10%+ 2,1x108
E - - ) 2,3x10%+ 7,4x108+ 3,2x108

Omneklerde elde edilen Laktik Asit Bakterisi (LAB) ortalama degeri Hancioglu ve

Karapinar (1997) *1n yaptiklar1 bir calismada elde edilen Laktik Asit Bakterisi sayis1 (mL’de 4,6

x 108) ile benzerlik gosterirken, maya sayist degerinden (mL’ de tespit edilen maya sayisi: 8,1

X 108) daha yiiksek degerde bulunmustur.

Mikrobiyolojik analizler sonrasinda MRS ve M 17 agardan toplam 240 izolat izole edilmis

bu izolatlarin 128 tanesi gram negatif ve katalaz pozitif ¢iktig1 i¢in elenmistir. Geri kalan 112

izolat gram pozitif ve katalaz negatif olduklart i¢cin muhtemel laktik asit bakterileri kabul

edilerek molekiiler diizeyde tanimlanmasi gergeklestirilmistir. Cizelge 4.4’te 6rneklerin izolat

sayilar1 verilmistir. Muhtemel Laktik asit bakteri izolatlar1 Sekil 4.3.’te verilmistir.

Sekil 4.3. Muhtemel Laktik asit bakteri izolatlari
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Cizelge 4.4. Orneklere gore bakteri izolat sayilari

Ornek Ad izolat Sayist
A 16
B 10
C 30
D 20
E 36

Bozalardan izole edilen laktik asit bakterileri ve mayalar PZR yontemi ile molekiiler
diizeyde tanimlanmustir. Sekil 4.4’te A 6rnegine ait izolatlarin PZR reaksiyonu sonucunda elde

edilen % 2’lik jel goriintiisii yeralmaktadir.

S 1500 bp

S 500 bp

S 200 bp

50 bp

Sekil 4.4. A 6rnegine ait izolatlarin yapilan PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen agaroz jel
goriintiisii (%2)
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Yapilan dizi analizi sonucu elde edilen 16S rDNA sekanslarinin NCBI Gen bankasi

sonuclari ile karsilagtirilmasi sonrasi elde edilen % benzerlik oranlar1 Cizelge 4.5.’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Bakteriler icin PZR sonuglarinin % benzerlik oranlar1

A orneginde Gluconacetobacter liquefaciens %99
Lactobacillus fermentum %99
Gluconacetobacter tumulicola %99
Lactobacillus plantarum %100

B 6rneginde Lactobacillus plantarum %99

C Orneginde Gluconacetobacter liquefaciens %99
Gluconbacter albidus %99
Gluconobacter cerinus %99
Lactobacillus plantarum %100

D 6rneginde Lactobacillus pentosus %99
Lactobacillus brevis %99
Leuconostoc lactis %99
Leuconostoc citreum %100
Lactobacillus paracasei %99

E 6rneginde Lactobacillus brevis %99
Leuconostoc citreum %100
Lactobacillus plantarum %99
Lactococcus lactis %99
Micrococcus yunnanensis %97

Trakya Bolgesinde iiretilen 5 farkli firmaya ait bozalarla gergeklestirdigimiz
caligmamizda tanimlama sonucuna firmalara gore laktik asit bakterilerinin dagilimi (Cizelge
4.6.) A orneginde, Gluconacetobacter liquefaciens (%25), Lactobacillus fermentum (%25),
Gluconacetobacter tumulicola (%25) , Lactobacillus plantarum  (%25), B 6rneginde
Lactobacillus plantarum (%100), C 6rneginde Lactobacillus plantarum (%16,67),
Gluconacetobacter liquefaciens (%50) Gluconbacter albidus (%16.67), Gluconobacter cerinus
(%16,67), D orneginde Lactobacillus pentosus(%12,5),  Lactobacillus brevis (%25),

Leuconostoc lactis (%25) , Leuconostoc citreum (%25), Lactobacillus paracasei (%12,5),
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E orneginde Lactobacillus brevis (%9,09), Leuconostoc citreum (%27,27), Lactobacillus
plantarum (%9,09), Lactococcus lactis (%45,45),Micrococcus yunnanensis (%9,09) tespit
edilmistir. Orneklere ait bakteri % dagilimlar ¢izelge 4.6." da, pasta gafikleri Sekil 4.5. , 4.6.,
4.7.,4.8. ve 4.9. ‘da verilmistir.

izelge 4.6. Orneklere ait bakteri % dagilimlari
g g

A Orneginde Gluconacetobacter liquefaciens %25
Lactobacillus fermentum %25
Gluconacetobacter tumulicola %25
Lactobacillus plantarum %25

B orneginde Lactobacillus plantarum %100

C orneginde Gluconacetobacter liquefaciens %50
Gluconbacter albidus %16,67
Gluconobacter cerinus %16,67
Lactobacillus plantarum %16,67

D 6rneginde Lactobacillus pentosus %12,5
Lactobacillus brevis %25
Leuconostoc lactis %25
Leuconostoc citreum %25
Lactobacillus paracasei %12,5

E 6rneginde Lactobacillus brevis %9,09
Leuconostoc citreum %27
Lactobacillus plantarum %9,09
Lactococcus lactis %45,45
Micrococcus yunnanensis %9,09
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Lactobacillus

plantarum
25% Gluconacetobacter
- liquefaciens
25%

Gluconacetobacte Lactobacillus
r tumulicola fermentum

25% 25%

Sekil 4.5. A 6rnegine ait bakteri tiirleri

Lactobacillus
plantarum
100%

Sekil 4.6. B Ornegine ait LAB tiirleri
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Gluconacetobacter

liquefaciens
v 27%

e

Gluconbacter

albidus
9%
Gluconobacter
cerinus
64%
Sekil 4.7. C ornegine ait bakteri tiirleri
Lactobacillus Lactobacillus
paracasei _\ / pentosus
12,50% 12,50%

4

I Lactobacillus
brevis
. 25%

Leuconostoc lactis
25%

Sekil 4.8. D ornegine ait LAB tiirleri
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Micrococcus
yunnanensis
909,09

Lactobacillus brevis
99,09 Leuconostoc
citreum ; 27%

Lactobacillus
plantarum; 9,09%

Sekil 4.9. E Ornegine ait bakteri tiirleri

Hancioglu ve Karapmar (1997) yaptiklar1 ¢alismada, Tiirkiye’de iretilen bozalardan
Leuconostoc paramesenteroides (%25,6), Lactobacillus sanfrancisco (%21,9), Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides (%18,6), Lactobacillus coryniformis (%9,1), Lactobacillus
confusus (%7,8), Leuconostoc mesnteroides subsp. dextranicum (%7,3), Lactobacillus
fermentum (%6,5) ve Leuconostoc oenos (%3,7) laktik asit bakterileri ile Saccharomyces uvarum

(%83,0) ve Saccharomyces cerevisiae (%17,0) mayalarini tanimlamislardir.

Gotcheva ve ark.(2000) tarafindan Bulgaristan’da yapilan c¢alismada bozalarin
mikoflorasinda dominant olarak Lactobacillus plantarum (%24,0), Lactobacillus acidophilus
(%23,0) ve Lactobacillus fermentum ’un; daha az oranlarda da Lactobacillus coprophilus
(%11,0), Lactobacillus brevis (%15,0), Leuconostoc raffinolactis (%9,0) ve Leuconostoc
mesenteroides’in bulundugu belirtilmistir. Bulgular maya olarak ise (%47,0) Saccharomyces

cerevisiae igerdigini gostermistir.
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Bayram (2005), piyasadan satin aliman bozalarla yaptigi ¢alismada bozalarin laktik
mikroflorasin1 Lactobacillus plantarum (%19,2), Lactobacillus paracasei alttiir paracasei
(%15,4), Lactobacillus  fermentum  (%9,6), Leuconostoc  mesenteroides  alttiir
mesenteroides/dextranicum (%9.6), Lactococcus lactis alttiir lactis (%9,6), Leuconostoc citreum
(%7,7), Leuconostoc lactis (%7,7), Lactobacillus delbrueckii alttir delbrueckii (%7,7),
Lactococcus raffinolactis (%5,8), Lactobacillus salivarus (%1,9), Lactobacillus coprophilus
(%1,9), Lactobacillus brevis (%1,9), Pediococcus spp. (%1,9) olarak bildirmistir.

Tanimlanan laktik asit bakterilerinden Lactobacillus fermentum Hancioglu ve Karapinar
(1997) “mn ¢alismalariyla ayni olurken, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus fermentum ‘un
Gotcheva ve ark.(2000) tarafindan Bulgaristan’da yapilan ¢alismada tespit edilen laktik asit
bakterileriyle ayni oldugu belirlenmistir. Ayrica Bayram (2005), yaptig1 ¢alismada Lactobacillus
paracasei alttiir paracasei, Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis, Lactococcus lactis alttiir
lactis, Lactobacillus salivarus ve Pediococcus spp. tiirlerini bozadan ilk defa izole edildigini
belirtirken, Lactobacillus paracasei alttiir paracasei, Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis,

Lactococcus lactis alttiir lactis tiirleri bizim ¢alismamizda da izole edilmistir.

Calismamizda izole edilen laktik asit bakterilerinden Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus fermentum 'un in vitro ve in vivo ¢alismalarda probiyotik
ozellikler sahip oldugu belirtilmistir (Bayram 2005). Ayrica Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus fermentum’ wun bagisiklik sistemini diizenleyici aktivitesi bulunurken,
Lactobacillus plantarum gida depolama siirecinde ®-3 yag asitlerini artirmaktadir. Patojenleri
mikroorganizmalart inhibe etme 6zellikleriyle de biyolojik koruma olarak gorev alir. Ayrica
barsak mukozasini korunmasinda ve kolon hiicrelerinin enerji kaynagi olarak kullandigi kisa
zincirli yag asitlerinin olusumunda rol oynamaktadir (Bengmark 1998, Tomasik ve Tomasik,
2003).

Yaptigimiz tanimlama sonucunda laktik asit bakterilerine ek olarak A ve C drneklerinde
Gluconacetobacter liquefaciens, Gluconacetobacter tumulicola, Gluconbacter albidus,
Gluconobacter cerinus asetik asit bakterileri tespit edilmistir. Bu bakteriler normalde Gram (-)
yapida olup yasl hiicreleri Gram (+)'e doniisebilmektedir. Fermantasyona katkis1 bulunmamakla
birlikte aksine oksidatif bir metabolizmaya sahiptirler. Etanolu asetik aside okside ederek
bozulmaya sebep olurlar.Sebze, meyve, ekmek mayasi, bira, sarap ve sirkede bozucu
nitelikleriyle bilinitken bazi durumlarda fermantasyon durdurucu ajan olarak da

kullanilmaktadirlar (Aric1 2012,Doleib 2008).
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Bu durum fermantasyon siireci ilerlemis mikroflorasi zenginlesmis olmasi amaciyla tavsiye

edilen tiiketim tarihine yakin boza 6rnekleri ile ¢aligildigt i¢in gergeklesmis olabilir.

Uner (2012), laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddelerin gida
patojeni olan mayalar {izerine etkisini inceledigi ¢alismasinda antimaya 6zelligi en fazla olan

susun L. pentosus oldugu, antimaya aktivitenin organik asitlerden kaynaklandigi belirlemistir.

Todorov ve ark.(2008) boza ile yaptiklari ¢alismada L. plantarum, L. paracasei,L.
rhamnosus ve L. pentotus izolatlarinin probiyotik ozellikleri degerlendirmis ve bozanin

fonksiyonel gida olarak kabul edilebilecegini belirtmislerdir.

Toplam 10 maya tanimlanmis olup, B ve C drneklerinin tim izolatlarindan Candida
quercitrusa (%100) tanimlanirken, E Orneginden Wickerhamomyces anomalus (%100)
tanimlanmistir.Caligmamizda tanimlanan mayalar diger calismalarda tanimlanan mayalardan
farklidir. Mayalar i¢in PZR sonuglarinin izolat sayilart % dagilimlart Cizelge 4.7.°de ,%

benzerlik oranlar1 4.8.’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Mayalar i¢cin PZR sonuglarinin izolat sayilar1 % dagilimlari

B 6rneginden Candida quercitrusa %100
2 izolat
C orneginden Candida quercitrusa %100
5izolat
E 6rneginden Wickerhamomyces anomalus | %100
3izolat

Sekil 4.8. ve 4.9. ‘da goriildigii gibi, Velimese Beldesi’nden temin edilen D ve E
orneklerinde diger boza 6rneklerine oranla daha fazla laktik asit bakterisi tiirii izole edilmistir.
Izolatlardan Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei, probiyotik ézellik gosterirken,
Lactococcus lactis subsp. lactis’in iirettigi bakteriyosin olan nisin sahip oldugu antimikrobiyal
etkiyle gida koruyucusu olarak uzun yillardir kullanilmakta olup, ticari alanda ciddi bir paya
sahiptir (Thomas ve Delves 2005). L.brevis’in GRAS statiisiinde olmasi ve bir¢ok gidanin

fermantasyonunda kullanilmasiyla potansiyel probiyotik bakteri oldugu belirtilmektedir.
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Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus thermophilus gibi bazi bakterileri de
inhibe edebildigi gozlemlenmistir (Ronka ve ark. 2003).Velimese bozalarinin mikroflorasindaki
bu cesitlilik geleneksel fermente igecegimiz olan bozanin insan saglhigi lizerine etkilerini

giiclendirmektedir.

Cizelge 4.8. Mayalar i¢in PZR sonuglarinin % benzerlik oranlari

Ornek Ad1 Maya Tiiru % Benzerlik Oram
B Candida quercitrusa %100
C Candida quercitrusa %100
E Wickerhamomyces anomalus %99

Velimese Beldesi’nden aldigimiz E 6rneginden izole edilen Wickerhamomyces
anomalus, antagonistik bir maya olup, yiiksek inhibitor kapasitesine sahip, hizli ¢ogalabilen,
basit besin istekleri olan, kuru yiizeylerde uzun siire canli kalabilen ajanlardir. fungal gelisimi ve
mikotoksin iiretimini besin ve yer miicadelesi basta olmak {izere Oldiirlicii toksin olarak
adlandirilan enzimlerin salinmasiyla baskilamaktadir. Cevre kosullarina direngli olmasinin yani
sira gidanin besin degerini yiikseltecek vitamin, mineral ve esansiyel aminoasitleri igerirler
(Karabulut ve ark. 2016). Ozellikle Wickerhamomyces anomalus Candida mayalar1 iizerine
inhibe etki ettigi (Sawant ve ark. 1988), depo kiifii olan Aspergillus ve Penicilium kiifleri iizerine
nemli depo sartlarinda etki ettigi bildirilmistir (Petersson ve Schaiirer, 1995). Bu c¢alismalara
ilave olarak Wickerhamomyces anomalus mayasinin nadiren goriilen funguslardan oldugu
ozellikle yeni doganlarda enfeksiyona sebep oldugu bildirilmistir (Semerci ve ark., 2017). Benzer
sekilde Candida quercitrusa mayasinin hastane enfeksiyonuna ve yeni dogan g¢ocuklarda
enfeksiyona sebep oldugu ile ilgili calismalar bulunmaktadir (Xiao ve ark.,2014; Westblade ve
ark., 2015).

38



5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada Trakya Bolgesi’nde boza iiretimi yapan 5 farkli firmaya ait boza
orneklerinden izole edilen laktik asit bakterileri ve mayalarin PZR yontemiyle molekiiler
tamimlamalar1 gergeklestirilmistir. Ayni1 zamanda fizikokimyasal ve bazi mikrobiyolojik

analizleri de yapilmistir.

A orneginde, Gluconacetobacter liquefaciens (%25), Lactobacillus fermentum (%25),
Gluconacetobacter tumulicola (%25) , Lactobacillus plantarum  (%25), B 06rneginde
Lactobacillus plantarum (%100), C 6rneginde Lactobacillus plantarum (%16.67),
Gluconacetobacter liquefaciens (%50) Gluconbacter albidus (%16.67), Gluconobacter cerinus
(%16.67), D orneginde Lactobacillus pentosus(%12.5), Lactobacillus brevis ( %25),
Leuconostoc lactis (%25) , Leuconostoc citreum (%25), Lactobacillus paracasei (%12.5), E
orneginde Lactobacillus brevis( %9.09), Leuconostoc citreum  (%27.27), Lactobacillus
plantarum (%9.09), Lactococcus lactis (%45.45), Micrococcus yunnanensis (%9.09) tespit
edilmistir. Toplam 6 maya tanimlanmis olup, B ve C 6rneklerinden Candida quercitrusa (%2100)

tamimlanirken, E Orneginden Wickerhamomyces anomalus (%100) tanimlanmistir.

Caligmamizda laktik asit bakterilerinin ve mayalarin yani sira asetik asit bakterileri ile
saprofit mayalar da tanimlanmistir. Bu durum temin edilen boza 6rneklerinin fermantasyon
stireclerinin ilerlemis olmasi diisiiniilerek tavsiye edilen tiiketim tarihine yakin zamanda
kullanilmasztyla iliskili oldugu diistiniilmektedir. Bozalardan izole edilen bazi mayalarin 6zellikle
hastane enfeksiyonlarina sebep oldugu ve yeni dogan bebekler i¢in risk olusturduguna dair

arastirmalar bulunmaktadir. Bu konunun derinlemesine arastirilmasi onem tagimaktadir.

Boza iiretimi esnasinda mayalama teknigi olarak bir onceki partiden aliman boza ile
mayalama yapilmaktadir. Bu durumda donemsel degisiklikler ile hammaddeye bagl olarak
bozanin 6zelliklerinde degisim kacinilmaz olmaktadir.Velimese Beldesi’ne ait bozanin Cografi
Isaret alarak zengin mikroflorasinin devamliligini ve standardizasyonunu saglamasi her donem
ayn1 lezzet ve kalitede bozanin piyasaya sunulmasi i¢in Onem tagimaktadir. Bu nedenle
tanimlanan mikroorganizmalarin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve bununla birlikte starter

kiiltiir belirlenerek standardizasyonun saglanmasi gerekmektedir.
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EK 1 Sekans analizi sonucunda elde edilen 16S rDNA sekanslari

>LABM2F.F04_17122709X0 Gluconacetobacter liquefaciens
AGCGTCGCGGCGGCTGCTTACACTGCAGTCGCACGAACCTTTCGGGGTTAGTGGCGGAC
GGGTGAGTAACGCGTAGGTATCTATCCATGGGTGGGGGATAACTCTGGGAAACTGGAGCT
AATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGTAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTCG
ATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTCTGAGAGG
ATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC
GGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGAT
GACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAG
GGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTATTACAGTCA
GATGTGAAATTCCTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTGATGACTAGAGTGTG
AGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACC
GGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGA
CTTAGTCATTCAGTGTCGTAGTTA

>LABM3F.H04_17122709X0 Lactobacillus fermentum
CGCCGGCGGTGTGCYAATACATGCAAGTCGAACGCGTTGG
CCCAATTGATTGATGRTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTA
ATACCGCATAACARCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCAC
TTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAYGGCCTACCAAGGCGATG
ATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAAMACC

GCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGA
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>LABMA4R.C05_17122709YD Lactobacillus brevis
ACTCATACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGKAGCAA
TGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCT
TTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCG
AGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAWGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATC
GGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAAT
GCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCT
GAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGTCATTAAGT
>LABM5F.D05_17122709YV Lactobacillus plantarum
AGGCGGCGTGCMTACATACTGMACGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATC
ATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAA
GCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTC
CGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGA
TGGTGGGGTAAYGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC
AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA
ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTT
TTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAAC
TTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGG
AAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTA
TGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGT
GTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACAGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGA

GTACGGCCGC
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>LABM6F.FO5_17122709Z3 Leuconostoc citreum
AACCGAGAAGTATACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGCAGCGAGAGGT
GCTTGCACCTTTCAAGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTGCCTCAAG
GCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTATCGCATGATA
TCAAGTTAAAAGGCGCTACGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTG
GTGGGGTAAAGGCTTACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCAC
ATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAA
TGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGC
ACTGTTGTATGGGAAGAAATGCTAAAATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACC
AGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTCAT

CCGGATGTATTGGGCGTACAGCGAGCGCAGACGGTTGATGACGTCTGATGTGAAAGCCCG

>LABM7F.HO5_17122709Z7 Lactobacillus pentosus
GACGTCGCTGGCGGCGTGCCTAATACTGCAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCT
TGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGC
CCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGC
ATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTA
GCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAA
TCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCT
CGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGT

ATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAA

AGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAG
GACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT

CAGTGCTGCAGCTA
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ACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC

>LABMS8F.B06_17122709ZF Gluconacetobacter tumulicola
AGCGACGCTAGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCACGAACCTTTCGGGGTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGTATCTATCCATGGGTGGGGGATAACTCTGGGAAACTG
GAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGTAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGC
GTTCGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTCTG
AGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGG
TCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCC
CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
AAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTATTACAG
TCAGATGTGAAATTCCTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTGATGACTAGAGT
GTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAAC
ACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGG
TGACTTAGTCATTCAGTGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCG
>LABM9F.D06_17122709ZL Gluconacetobacter liquefaciens
CGTCGCGGCAGCTGCAAACACATGCAAGTCGCACGAACCTTTCGGGGTTAGTGGCGGACGGG
TGAGTAACGCGTAGGTATCTATCCATGGGTGGGGGATAACTCTGGGAAACTGGAGCTAAT
ACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGTAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTCGATT
AGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGA

TTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAA
CTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGG

CTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTATTACAGTCAGATG
TGAAATTCCTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTGATGACTAGAGTGTGAGAG
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AGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGACTTA
GTCATTCAGTGTCGTAGTTAACGCGATAGCACACCGCTCTGGGGAGTACGGCCG
>LABM11F.HO6_171227101F Lactobacillus brevis
GAGACTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTG
GTGAGTAACACGTGGGRAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTA
ATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACT
TCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGA
TACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCG
CGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAG
AGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGC
GGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGG
GAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATA
TATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGA
AAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTARACGATGAGTGC
TAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCGT

GGGGAG

>LABM12F.B07_171227101L Lactobacillus plantarum
AAAACCCCAACGCAAGAACATCGCTGGCGGCGTGCCTAATACTGCAAGTCGAACGAACTC
TGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTA
ACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGC
ATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGYTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGAT

GGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGRGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAG
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CCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACT
GTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGG
TTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGA
AACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT
ATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGA
AAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGC
TAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCKGG

GAGTACGGCCGTCAGGCGTTCACGTTT

>LABM13F.D07_171227101R Gluconobacter albidus
ACGGAAGAGCGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCACGAAGGTTTCGGCCTT
AGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCACGGGTGGGGGACAACTTCGGGA
AACTGGAGCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAA
CCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCGATAGCTG
GTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGAGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGA
AGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAA
GAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGG
ACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGATACGTCCAGACTA
GAGTTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAA

GAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCGATAC
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>LABM14F.FO7_171227101Z Leuconostoc citreum
AACAAGAGGCAGTATACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGCAGCGAGAG
GTGCTTGCACCTTTCAAGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTGCCTCA
AGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTATCGCATGA
TATCAAGTTAAAAGGCGCTACGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGT
TGGTGGGGTAAAGGCTTACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCAC
AATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAA
GCACTGTTGTATGGGAAGAAATGCTAAAATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGG
TACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCC
GAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGTTGTAGA
GGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTTACTGGACAACAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTAGGAGGTTTCC
GCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGTCAAGG
GCGCG

>LABM15F.H07_1712271025 Lactobacillus plantarum
GCGTGCCTAATACTGCAAGTCGAACGAACTCTGGT
ATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACAC
GTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAA
CAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTC
CCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAG
AAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAA

GAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGG

52



YTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTITATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGA
AGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAA

CGCATTAAGCATTCCGCCTGGGAGATCGGCCGAAAGGCTG

>LABM16F.BO8_171227102B Lactobacillus plantarum
GGCGGCGTGCCAGTCTGCAGTCGAACGAACTCTGGTAT
TGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGT
GGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACA
ACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCC
GCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACC
TGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAG
AAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTC
AGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTT
GAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAA
GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATG
GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGT

TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTC
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>LABM17F.D08_1712271021 Gluconacetobacter liquefaciens
CCTTTCGGGGTTAGTGGCGGMGGGTGAGTAACGCGTAGGTATCTATCCATGGGTGGGGGA
TAACTCTGGGAAACTGGAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCGAGTCGC
CTGTGGAGGAGCCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGATG
ATCGATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGT
GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGT
AGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTT
GCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTATGGACAGTCAGATGTGAAATTC
CTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTCCAAACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGT
GGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGC
GGCAACCTGGCTCATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGACTTAGTCATTCA

GTGTCGTAGTTAACGCGATAAG

>LABM18F.FO8_1712271020 Lactobacillus brevis
GACGTGCTTGCACTGATTTCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTA
ACACGTGGGRAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGT
ATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGAT
GATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAG
CCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGA
ACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT

AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAG
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TGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG
TGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACT
GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT
TAAGCACTCCGC

>LABM19F.H08_171227102T Leuconostoc citreum

TGCAAGTCGAACG
CGCAGCGAGAGGTGCTTGCACCTTTCAAGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGAT
AACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTA
GTATCGCATGATATCAAGTTAAAAGGCGCTACGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTG
CATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTTACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAG
ACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGG
GAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTT
CGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAAATGCTAAAATAGGGAATGATTTTAG
TTTGACGGTACCAT
ACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGT
TATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGTTGTAGAGGTAAG
TGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGG
CGGCTTACTGGACAACAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCT

TAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTATTCCGCC
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>LABM20F.B09_171227102Z Lactobacillus plantarum
CTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAG
TGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCT
GGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGG
CTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCT
CACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGA
AGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCA
GGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTG
AGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGG
GTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTT
GGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTAC
GGCCG

>LABM21F.D09_1712271034 Lactobacillus plantarum

ACGTCGAACGA
ACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTG
AGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATA
CCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTT
GGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGRGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATAC
GTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTT

GTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAG
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CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAT
TTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTC
AACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGC

AGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCGGGGAG

>LABM22F.F09_171227103B Gluconacetobacter liquefaciens
GGGGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGTATCTATCCATGGGTGGGGGATAACTC
TGGGAAACTGGAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCGAGTCGCCTGTGG
AGGAGCCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGATGATCGAT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGT
GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTA
GAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGC
TCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTATGGACAGTCAGATGTGAAATTCCTG
GGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTCCAAACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGA
ATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGG
CAACCTGGCTCATAACTGACGC

>LABM23F.H09_171227103H  Gluconobacter cerinus
ACCAGACCCAGCGATCGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCACGGATCTTTCGG
GATCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCACGGGTGGGGGACAACTCC
GGGAAACTGGAGCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGA
GGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCGATA
GCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG

AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTG
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TGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAG
AAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGC

AGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGT
AGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAGA
CGCATAGACTAGAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTA
GATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGC
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
GTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGC
>LABM24F.B10_171227103U Lactococcus lactis

CGCTGAAGG
TTGGTACTTGTACCGACTGGATGAGCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGCCT
TTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAAAAACTTTAAACACAA
GTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCG
GCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCA
TCAAGTGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGGTTTATT
AAGTCTGGTGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTATGCATTGGAAACTGGTAGACTTGA
GTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGATGTAG

GGAGCTATAAGTTCTCTGTATCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGA
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>LABM25F.D10_ 1712271040 Leuconostoc lactis
AACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGCAGCGAAAG
GTGCTTGCACCTTTCAAGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTGCCTCA
AGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTATCGCATGA
TACAAAGTTGAAAGGCGCTACGGCGTCACCTAGAGATGGGTCCGCGGTGCATTAGTTAGT
TGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCAC
AATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTAGGGTCGTAAA
GCACTGTTGTATGGGAAGAAATGCTAGAATAGGGAATGATTCTAGTTCGACGGT
ACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGYGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCG
AGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCGGAKCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGTTGTAGAG
GTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTTACTGGACAACAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCG

CCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTATCCGCCTGGGGAG

>LABM26F.F10_1712271047 Leuconostoc citreum
AACGCTGGCGGCGTGCYAATACATGCAAGTCGAACGCGCAGCGAGAGGT
GCTTGCACCTTTCAAGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTGCCTCAAG
GCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTATCGCATGATA
TCAAGTTAAAAGGCGCTACGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTG
GTGGGGTAAAGGCTTACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCAC
ATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAA
TGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGC

ACTGTTGTATGGGAAGAAATGCTAAAATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCA
GAAAGG

GACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATT
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TATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCA
ACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGTTGTAGAGGTAAGTGGAACTCCA
TGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTG
GACAACAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACACCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAA

GCTCACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGT

>LABM27F.H10 171227104D Lactococcus lactis
ACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTTGAGCGCTGAAG
GTTGGTACTTGTACCAACTGGATGAGCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGC
CTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAAAAACTTTAAACAC
AAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATCCCGCGTTGTATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCG

TAAAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCATCAAGTGACGGTA
ACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGA

GCGTTGT CCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGGTTTATTAAGTCTGGTGTAA
AAGGCAG
TGGCTCAACCATTGTATGCATTGGAAACTGGTAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGC
TCTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGATGTAGGGAGCTATAAGTTCTCTGTA

TCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCG
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>LABM29F.B11_171227104) Leuconostoc citreum
AATAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGCAGCGAGA
GGTGCTTGCACCTTTCAAGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTGCCTC
AAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTATCGCATG
ATATCAAGTTAAAAGGCGCTACGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAG
TTGGTGGGGTAAAGGCTTACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGC
CACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCA
CAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGC
TTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAAATGCTAAAATAGGGAATGATTTTAGTTTGA
CGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGT
CCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGA
TGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGTTGT
AGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTTACTGGACAACAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTAGGAGGTT

TCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTA

>LABM30F.D11_171227104Q Lactococcus lactis
CGATCGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTTGAGCGCTGAAGG
TTGGTACTTGTACCAACTGGATGAGCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGCC
TTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAAAAACTTTAAACACA
AGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATCCCGCGTTGTATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCG
GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
GGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAAA

GCTCATCAAGTGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
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GTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGGT
TTATTAAGTCTGGTGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTATGCATTGGAAACTGGTAGA
CTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATG
GAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGA
TGTAGGGAGCTATAAGTTCTCTGTATCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAG

TACGACCGTC

>LABM31F.F11_171227104W Leuconostoc lactis
AACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGCAGCGAAAGGTGCTTGCACCT
TTCAAGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATA
ACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTATCGCATGATACAAAGTTGAA
AGGCGCTACGGCGTCACCTAGAGATGGGTCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAA
GGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAA
GCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTGTAGGGTCGTAAAGCACTGTTGT

ATGGGAAGAAATGCTAGAATAGGGAA

>LABM32F.H11 1712271052 Lactobacillus paracasei
AACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATG
ATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCC
AAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGC
GGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG

CTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAA
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GAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCTGGCTTAACCGAGG
AAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAT
GCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCA

TTAAGCATTCCGCCTGGGGAG

>LABM33F.B12_1712271058 Lactococcus lactis
GACATCGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTTGAGCG
CTGAAGGTTGGTACTTGTACCGACTGGATGAGCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGA
ATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAAAAACTTT
AAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATCCCGCGTTGT
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCGGCAATGGACGAAGAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAA
CTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCATCAAGTGACGGTAAMTAC
CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGGTTTATTAAGTCTGGTGTAAAAGGC
AGTGGCTCAACCATTGTATGCATTGGAAACTGGTAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTG
GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG
GCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTATGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGATGTAGGGAGCTATAAGTTCTCKT

ATCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGTCAAGGGT
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>LABM35F.D12_ 171227105k Lactococcus lactis
TCGCTGGCGGCGTGCCTAATACTGCACGTTGAGCGCTGAA
GGTTGGTACTTGTACCGACTGGATGAGCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTG
CCTTTGARCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAAAAACTTTAAACA
CAARTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATCCCGCGTTGTATTAG
CTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATC
GTAAAACTCTGTTGGTAGAGAAGAA
CGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCATCAAGTGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT
AAAGCGAGCGCAGGTGGTTTATTAAGTCTGGTGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTAT
GCATTGGAAACTGGTAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTG
ACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAGTGCTAGATGTAGGGAGCTATAAGTTCTCTGTATCGCAGCTAACGCAATA

AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGC

>LABM36R.G12_1712271050 Micrococcus yunnanensis
GCCCGGGGAGGTACATGGCACACCAATGTCGACGACGGGTAGTTGGCTTGAGAGGGTGAC
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGTAGGCAGCAGTGCGGAATAT
TGCACTATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGCTGAACCCCG
GATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTA

GCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACAACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTG
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TAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCACTGGTAGTC
CATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGTGACCATTCCACGGGTTTCCGCGCCGCAG
CTAACGCATTAAGTGCCCCGTCCTGGGGAGTA

EK 2 Mayalarin BLAST Tarama Sonuglar:

>DK31012018 -1 Wickerhamomyces anomalus

TGTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATAGTATTCTATTGCCAGCGCTTAATTGC

GCGGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGTTTTTTTGAACTTTGCTTTGGGTGGTGAGC
CTGGCTTACTGCCCAAAGGTCTAAACACATTTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCA
TGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGC
AACGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCWGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGT
ACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCT
CAAACCTTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACT
TAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTGAAATAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCG
TTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAACTAAA

AGTTTGACCTCAAATCAGGTAGA

>DK31012018 -3  Candida quercitrusa
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATGATTACAGTATTCTTTTGCCAGCGCTTAATTGCGC
GGCGAAAAACCTTACACACAGTGATTTCTTTCTTTGAAAACATTGCTTTGGTCTGGCGCA
AGTTGGGCCAAAGGTTTATTAAACTTCAATTTTATATTGAACTGTTATTTTAACTAAAGT
CAATTTGTTGATTAAATTCAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTC
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAG
CGTCATTTCTCTCTCAAATCTTCGGATTTGGTTTTGAGTGATACTCTTAGTCGGACTATG

CGTTTGCTTGAAAAGTATTGGCAAGAGTGGTACTT
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>DK31012018 - 4 Candida quercitrusa
TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTGCCAGCGCTTAATTGCG
CGGCGAAAAACCTTACACACAGTGATTTCTTTCTTTGAAAACATTGCTTTGGTCTGGCGC
AAGTTGGGCCAAAGGTTTATTAAACTTCAATTTTATATTGAACTGTTATTTTAACTAAAG
TCAATTTGTTGATTAAATTCAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGA
GCGTCATTTCTCTCTCAAATCTTCGGATTTGGTTTTGAGTGATACTCTTAGTCGGACTAG
GCGTTTGCTTGAAAAGTATTGGCAAGAGTGGTACTTTAGGTGCTAAACTGTTTCAATGTA

TAAGTTTATCCAACTCGTAGAATGAGGTTAGTTACATTATTGTGCTTACGCT

>DK31012018 -5 Candida quercitrusa
TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTGCCAGCGCTTAATTGC
GCGGCGAAAAACCTTACACACAGTGATTTCTTTCTTTGAAAACATTGCTTTGGTCTGGCG
CAAGTTGGGCCAAAGGTTTATTAAACTTCAATTTTATATTGAACTGTTATTTTAACTAAA

GTCAATTTGTTGATTAAATTCAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC
TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGC

ACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAA

TCTTCGGATTTGGTTTTGAGTGATACTCTTAGTCGGACTAGGCGTTTGCTTGAAAAGTAT
TGGCAAGAGTGGTACTTTAGGTGCTAAACTGTTTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGT
TGAATGAGGTTAGTTACATTATTGTGCTTAGGCTCGGCCTTACAACAACAAACAAAGTTT

GACCTCAAATCAGGTAGGA
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>DK31012018 - 7-2 Candida quercitrusa
TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACATGTATTCTTTTGCCAGCGCTTAATTG
CGCGGCGAAAAACCTTACACACAGTGATTTCTTTCTTTGAAAACATTGCTTTGGTCTGGC
GCAAGTTGGGCCAAAGGTTTATTAAACTTCAATTTTATATTGAACTGTTATTTTAACTAA
AGTCAATTTGTTGATTAAATTCAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGT
GAATCATCGAATCTTTGCACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTT
TGAGCGTCATTTCTCTCTCAAATCTTCGGATTTGGTTTTGAGTGATACTCTTAGTCGGAGC
TAGGCGTTTGCTTGAAAAGTATTGGCAAGAGTGGTACTTTAGGTGCTAAACTGTTTCAAT
GTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAATGAGGTTAGTTACATTATTGTGCTTAGGCTCGGC

CTTACAACAACAAACAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAT

>DK31012018 -8 Candida quercitrusa
TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTGCCAGCGCTTAATTGCG
CGGCGAAAAACCTTACACACAGTGATTTCTTTCTTTGAAAACATTGCTTTGGTCTGGCGC
AAGTTGGGCCAAAGGTTTATTAAACTTCAATTTTATATTGAACTGTTATTTTAACTAAAG
TCAATTTGTTGATTAAATTCAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCG
CCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTC
TCAAATCTTCGGATTTGGTTTTGAGTGATACTCTTAGTCGGACTAGGCGTTTGCTTGAAA
AGTATTGGCAAGAGTGGTACTTTAGGTGCTAAACTGTTTCAATGTATTAGGTTTATCCAA
CTCGTTGAATGAGGTTAGTTACATTATTGTGCTTAGGCTCGGCCTTACAACAACAAACAA

AGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA
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