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KARAKTERIZASYONU
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GIDA MUHENDISLIGI ANA"BiLiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. OMER SiMSEK)

DENIZLi, AGUSTOS - 2017

Fermente gidalarin temel mikroflorasini olusturan laktik asit bakterileri (LAB)
teknolojik agidan bir¢ok fonksiyonel oOzelliklere sahiptir. Bunlardan birisi bu
bakterilerin ekzopolisakkarit (EPS) iiretebilmeleridir. LAB suslar1 tarafindan
tiretilen EPS’ler gidalarin  vizkozitesinin  gelistirilmesinde,  sineresisin
engellenmesinde, jellesme ve stabilitenin arttirilmasinda faydalidir. Bu ¢alismanin
amaci, tarhana fermentasyonundan toplanmis LAB izolatlar1 arasinda EPS
ireticilerinin belirlenmesi, bu suslarin tirettikleri EPS’lerin karakterize edilmesidir.
Bu kapsamda 1044 tarhana izolatindan 18 adedinin kolonilerinin uzama 6zelligi
gosterdikleri belirlenmistir. Ardindan bu izolatlar (GTG)s parmak izine gore
simiflandirilmis ve 16S rDNA dizi analizi sonucunda; 8 adedinin Lactobacillus
plantarum, 3 adedinin Lactobacillus brevis ve 7 adedinin LAB disindaki tiirlerden
olduklari anlagilmistir. EPS tiretimlerine gore secilen 6 adet L. plantarum suslariin
MRS ortaminda 521-1166 pg mL™* arasinda EPS iiretebildikleri belirlenmistir. Bu
suslarin EPS iiretiminde inkiibasyon sicakligi, karbon kaynagi ve ortam pH’sinin
etkili oldugu bulunmustur. Ozellikle EPS iiretimi sakkaroz ve maltoz varliginda
anlamli oranda artmistir. Biyoreaktor 6lgeginde BHI substrati ile en fazla EPS, L.
plantarum PFC310 ve PFC311 suslan ile tretilmistir. Saflastirilan EPS’lerin
viskozitesi asidik kosullarda yliksek bulunurken, alkali kosullarda PFC311E harig
diistik bulunmustur. Ayrica EPS’lerin viskozite 6zellikleri sicakligin artisi ile
diismiistiir. En yiiksek viskozite PFC311E ve PFC313E’de sirasiyla 0,015 ve 0,018
Pa.s olarak oOl¢lilmistiir. L. plantarum suslarinin trettikleri EPS’ler 1s1l direnci
yiiksek bulunmustur. Bu suslarin tirettikleri EPS’lerde 1s1l bozulma PFC311E harig
314°C’de olmustur. PFC311E’de ise 295.7°C’de meydana gelmistir. L. plantarum
suslar1 tarafindan tretilen EPS’lerin glukoz, galaktoz ve fruktoz birimlerinden
olustuklar1 belirlenmistir. Sonug olarak tarhana fermentasyonunda EPS {ireticisi
LAB tiirlerinin L. plantarum oldugu, yiiksek miktarda EPS iiretmesi ve iiretikleri
EPS’lerin gerek reolojik ozellikleri ve gerekse de termal 6zellikleri nedeniyle L.
plantarum PFC310 ve PFC311 suslar1 teknolojik agidan 6nemli bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Ekzopolisakkaritler, Lactobacillus plantarum, tarhana,
reoloji, termal 6zellikler



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF EXOPOLYSACCHARIDES PRODUCED BY
SOME LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM TARHANA
FERMENTATION
MSC THESIS
DUYGU ZEHIR
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR:ASSOC. PROF. DR. OMER SIMSEK)

DENIZLi, AUGUST 2017

The lactic acid bacteria (LAB), members of the microflora of the fermented foods,
have many functional properties technologically. Exopolysaccharide (EPS)
production is one of these. The EPSs produced from LAB have role in developing
the viscosity, preventing the sineresis, increasing the gelling and stability of foods.
The aim of this study was determining the EPS producing LAB strains among the
previously isolated LAB isolates from tarhana dough and characterization of their
EPSs. In this respect, 18 of 1044 tarhana LAB isolates was observed to have sliming
phenotype. Then these isolates were clusterred according to the (GTG)s profile and
identified with 16S rDNA sequence homology as; Lactobacillus plantarum (8),
Lactobacillus brevis (3) and other out of LAB (7). Six L. plantarum strains, selected
according to EPS production, were determined to have ability to produce 521-1166
ug mL? EPS in MRS medium. The incubation temperature, carbon source and the
medium pH effected the EPS production at these strains. Expecially, EPS
production was increase significantly in the presence of sucrose and maltose. The
highest EPS amount was produced at L. plantarum PFC310 and PFC311 with BHI
substrate at bioreactor scale. While the viscosity of purified EPS were found high
at acidic conditions, but they were low at alcali conditions except PFC311E. Also,
the viscosity of EPSs decreased with increasing the temperature. The highest
viscosity was recorded at PFC311E and PFC313E as 0,015 and 0,018 Pa.s,
respectively. Thermal resistance of EPSs produced from L. plantarum were found
high. The main thermal degradation was occurred at 314 °C. But PFC311E was
thermally degraded at 295,7°C. Glucose, galactose and fructose were found the
moieties of EPSs produced by L. plantarum. As a conclusion, L. plantarum are the
main EPS producers species in tarhana fermentation, in addition L. plantarum
PFC310 and PFC311 are technologically signifcant for high EPS production ability
and both rheological and thermal properties of their EPSs.

KEYWORDS: Lactobacillus plantarum, Exopolysaccharide, Rheology and Thermal
Properties
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB) fermente gidalarin temel mikroflorasini olusturan
bakterilerdir. Bu familyanin bazi {iyeleri endiistriyel liretimlerde starter kiiltiir olarak
kullanilir. LAB’lerin fermente gidalarda starter kiiltiir gorevi laktik asit tiretimiyle
ortamin asitlenmesini saglamak, ayrica fermente iiriinlerin karakteristik 6zelliklerini
kazandirmaktir. Ancak LAB’lerin starter kiiltiir olarak asit {iretiminin yaninda farkl
fonksiyonel oOzelliklere de sahip oldugu da anlasilmistir. Bu yonde O6nemli bazi
ornekler; bakteriyosin liretimiyle patojen 6zellikteki bakterilerin engellenmesi, cesitli
aroma bilesenlerinin liretimiyle fermente gidalarin lezzetinin gelistirilmesi, probiyotik
etkisi ile birlikte insan sagliginin iyilestirilmesidir. Tiim bunlarin disinda LAB’lerin
irettigi ekzopolisakkarit yapilari ile gerek gidalarin yapisal ve fiziksel 6zelliklerinin

tyilestirilmesinde, gerekse de insan sagliginin korunmasinda 6nemli yer tutmaktadir.

Ekzopolisakkaritler (EPS) en yalin ifadeyle mikroorganizmalarin seker
birimlerini bir araya getirerek hiicre disina salgiladiklar1 polisakkarit yapilaridir.
Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen EPS’ler hiicrede bulundugu konuma gore iki
grupta toplanabilir. Birinci grubu olusturanlar hiicrenin dis yilizeyinde tutuklu olarak
bulunan kapsiiler polisakkaritlerdir. Digeri ise mikrobiyal salgilama sistemleri ile
hiicre digina salgilanan hiicre dist polisakkarit yapilaridir. Cesitli mikroorganizmalar
tarafindan seker icerigi, baglanma o6zellikleri ve biiyiikliigline gore ¢ok farklt EPS

uretimleri mevcuttur.

LAB’ler farkli 6zellikte ve miktarlarda EPS iiretebilmektedir. Bu familya
tiyelerinden en iyi bilinen EPS iireticileri Leuconostoc ve Weisella cinsleri basi
cekmektedir. Ancak Lactobacilllus ve Lactococcus cinslerine ait bazi tiirlerin de EPS
tireticisi olduklar1 bilinmektedir. LAB tiirleri tarafindan tiretilen EPS igerdikleri seker
birimlerine  gore  homopolisakkaritler =~ veya  heteropolisakkaritler — olarak
siniflandirilmaktadir. Ornegin en iyi bilinen LAB homopolisakkariti dekstran,
Leuconostoc mesenteroides tarafindan iiretilmekte ve sadece glukoz birimlerinin a-
(1,6) glikozidik bag ile baglanarak arada a-(1,2) ve a-(1,3) dallanma gostererek tekrari

ile olusmaktadir. Diger yandan, yogurt bakterisi Lactobacillus delbrueckii ssp.



bulgaricus susu tarafindan iiretilen heteropolisakkarit glukoz, galaktoz ve ramnoz

sekerlerini igeren birimleri tekrar edilmektedir.

LAB’lerin tirettigi EPS’lerin bakteri fizyolojisindeki rolii kesin bilinmemesine
ragmen, bunlarin bakterinin gelisimini etkileyen sicaklik, pH, 151k, kuruma, faj
saldirisi, osmotik stres vb. gibi stres kosullarina karsi Koruyucu etki gosterdigi
bilinmektedir. Yine tiretilen EPS’lerin tireticisi LAB tarafindan enerji kaynagi olarak
kullanilabildigi ve bazi probiyotik LAB’lerinin diger bakteriler tarafindan iiretilen

EPS’yi pargaladig da rapor edilmistir.

LAB tarafindan iiretilen EPS’lerin gida teknolojisi agisindan da Onemi
bulunmaktadir. Ozellikle LAB tiirleri tarafindan iiretilen EPS’ler; viskozitor,
emiilsifiyer, stabilizor ve jellesme ajan1 olarak gidalarin tekstiirel ve reolojik kalitesini
gelistirmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu gibi fonksiyonlarin yaninda LAB tarafindan
tiretilen EPS’lerin kolesterol diisiiriicii, antitumoral ve bagisiklik sistemi tizerindeki
diizenleyici etkisi belirlenmistir. Sindirilemeyen gida maddesi olarak tanimlanan ve
kolondaki bir ya da smirli sayidaki bakterinin biiylime ve gelismesini artiran
prebiyotikler insan saghgm diizeltici etkiye sahiptir. Oligosakkaritlerin proksimal
kolondaki sindirimi polisakkaritlere gore daha hizli oldugundan LAB tarafindan

tiretilen EPS’lerin prebiyotik 6zellikte oldugu diisiiniilebilir.

Dogal fermentasyonlarin gergeklestigi gida sistemlerin  mikroflorasi
endiistriyel ozellikler bakimindan yararli zengin genetik ¢esitlilige sahip LAB’lerce
zengindir. Anadolu mutfaginin geleneksel lezzetlerinden biri olan tarhananin
iiretiminde de uzun bir fermentasyon ger¢eklesmektedir. Kisaca tarhana iiretimi;
bugday unu, yogurt ile ¢esitli sebze ve baharatlarin karistirilip fermantasyona tabi
tutulduktan sonra kurutulup ogiitiilmesi sonucu elde edilen fermente bir gidadir.
Yoreden yoreye lretimi farkliliklar gostermekle birlikte tarhana besleyici degerinin
yiiksek olmasi ve kolay sindirim gibi 6zellikleri nedeniyle gerek ¢ocuk gerekse
yetiskin diyetinde giivenli bir sekilde yer almaktadir. Tarhana fermentasyonunun
temel mikroflorasint LAB’ler ile mayalar olusturmaktadir. Ozellikle un, yogurt ve
cesitli sebzelerin katilmasi, tarhana fermentasyonun oldukca genis LAB cesitliligi ile
fermente olmasini saglamaktadir. Bu tez caligmasinda da geleneksel gidamiz

tarhananin fermentasyonunda bulunan genis c¢esitlilikteki LAB’ler arasinda EPS



tireticilerinin tespiti yapilmis, ardindan {iiretilen EPS’ler saflastirilarak karakterize

edilmistir.

1.1 Tezin Amaci

Bu caligmanin amaci tarhana hamurlarindan toplanmis izolatlar arasindan EPS
tireticilerinin belirlenmesi, bu izolatlarin nihai tiir tanimlamalarinin yapilmasi,
tanimlanan suglarda EPS iiretimini etkileyen faktorlerin belirlenmesi, iretilen

EPS’lerin saflagtirilmasi ve karakterizasyonudur.

1.2  Literatiir Ozeti

1.2.1 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB) Gram pozitif, spor olusturmayan, anaerobik veya
fakiiltatif aerobik, kok veya ¢ubuk sekilli olabilen diisiik GC oranina sahip, katalaz
negatif ve karbonhidrat metabolizmas1 sonucu temel {iriin olarak laktik asit iireten
bakterilerdir. LAB’ler gelisme sicakliklar1 bakimindan termofil ve mezofil 6zellik
gosterir. 10-45 °C arasi sicakliklarda, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisme ve asit
veya alkali ortam1 tolere etme yeteneklerine sahiptir (Axelsson 1998). Yaygin
fizikolojik  smiflandirmaya gore 20 cinsten olusmakta olup gilinlimiiz
smiflandirmasinda  gida teknolojisi agisindan  Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella cinsleri LAB ’yi olusturur
(Stiles ve Holzapfel 1997, Klein ve dig. 1998).

LAB’ler karbonhidratlar1 farkli metabolik yollar kullanarak pargalamalar1 ve
farkli son triinler olusturmalarima gére homofermantatif ve heterofermantatif LAB
olarak iki farkli sinifa ayrilir. Homofermantatif LAB glikoz femantasyonundan temel
tiriin olarak laktik asit olustururken; heterofermantatif LAB laktik asite ek olarak asetik
asit, etanol ve CO> de iiretir (Blandino ve dig. 2003, Liu ve dig. 2011).



LAB B grubu vitaminler ile piirin ve pirimidin bazlarina ihtiya¢ duyar.
Genellikle pH 4,0-4,5 araliginda gelisir, ancak 3,2 gibi diisiik veya 9,6 gibi yiiksek
pH’larda gelisebilen tiirler de mevcuttur. Bazi tiirleri zayif proteolitik ve lipolitik

aktivite gosterir (Liu ve dig. 2011).

Son 50 yil icerisinde LAB’lerin genetigi, biyokimyasi ve fizyolojisi iizerine
yeni Dbilgilere ulasilmasiyla, bu bakterilerin kalitenin  gelistirilmesi ve
standardizasyonun saglanmasi amaciyla fermente gidalarin iiretiminde starter kiiltiir
olarak kullanimi mevcuttur (Botina ve dig. 2006). Gidaya tat, koku gibi aromatik
Ozelliklerin yaninda gida {trilinlerinin korunmasi, duyusal ve reolojik ozelliklerin
gelistirilmesine katkida bulunan starter kiiltlirler, daha Once uygulanan klasik
pasajlama sisteminin yerini almistir. Giiniimiizde LAB’ler fermente siit iiriinlerinin,
etlerin ve sebzelerin fermentasyonunda temel gorev iistlenen ve gida endiistrisinde
tirtin kalitesini arttiran mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedir. Bunun yaninda
kahve, hayvan yemi, kakao, ekmek hamuru ve cok sayida dogal yiyecegin
fermentasyonunda kritik rol oynadiklari da saptanmistir (Wood 1998, Makarova ve
dig. 2006).

LAB’lerin endiistriyel 6énemi ve sahip oldugu genetik zenginligi dolayisiyla
fonksiyonel kiiltiir olarak uygulamalar1 6n plana ¢ikmistir. Fonksiyonel kiiltiir gidaya
mikrobiyal giivenlik, duyusal, teknolojik, beslenme veya saglik avantajlarindan birisi
veya bir kagini saglayan kiiltiirler olarak tanimlanmaktadir. Yapilan c¢alismalar
LAB’lerin temel gorevi olan laktik asit iiretimine ilavaten, bir takim fonksiyonlar ile
de katki sagladigr anlasilmistir (Leroy ve dig. 2006, de Vuyst ve Leroy 2007). Bunlara
ornek olarak on plana ¢ikan fonksiyonel Ozelliklerden bazilari; antimikrobiyal
bilesiklerin sentezi, gidalarin aroma oOzelliklerinin gelistirilmesi, bakteriyofaj
direngliligi ile probiyotik ozellikleridir. Ancak son yillarda gerek gidalarin reolojik
ozelliklerinin 1iyilestirilmesi gerekse de insan sagliginin iyilestirilmesi agisindan
LAB’ler tarafindan iiretilen EPS’ler dikkati c¢ekmektedir. Yapilan c¢aligmalar
LAB’lerin bir¢ok iiyesinin EPS iiretebildikleri gosterilmistir.



1.2.2 LAB Tarafindan Uretilen EPS’lerinin Kimyasal Kompozisyonu

Bakterilerin biiylik ¢ogunlugunda oldugu gibi LAB’lerde peptidoglikan ve
lipoteikoik asit gibi hiicre duvari yapisal polisakkaritleri ve hiicre dis1 polimerleri
sentezleyebilirler. LAB’lerde hiicre ylizeyine kovalent bagli kapsiiler ve hiicreye zayif
sekilde bagli olup ortama salgilanabilen ekzopolisakkarit tipleri tiretilir (Torino ve dig.
2015). EPS’nin yapisini karbonhidratlar (%75-90) olusturur ancak az da olsa proteinler
de bulunur (More ve dig. 2014). EPS’ler dallanmis seker tekrar tinitelerinden olusan
uzun zincirli molekiillerdir. Genellikle glikoz, galaktoz ve ramnoz farkli oranlarda bu
seker tnitelerinde bulunur (Sanlibaba ve Cakmak, 2016). Buna ilaveten EPS’ler
yapilarinda bazen lipit ve protein derivatlarini da bulundurdugundan lipopolisakkarit
ve glikoprotein tiirevi seklindedir. Uronik asitlerin veya asetat ester, piruvat ketaller,
formatlar, siiksinatlar ve inorganikler (fosfat ve siilfat) gibi yaygin ikame
maddelerinin varligi EPS makromolekiillerinin yapisinin nétr, anyonik veya katyonik
olmasimi belirler (More ve dig. 2014). Karakteristik yapilar1 géz oniine alindiginda,
LAB’ler tarafindan sentezlenen EPS’ler molekiiler yapi, kiitle, yiikte ve bunun sonucu
olarak reolojik Ozellikleri bakimindan oldukca farklidirlar. Oldukga cesitli olan bu
polimerlerin siniflandirilmast i¢in monomer kompozisyonu dikkate alinir. Temelde
tekrarlayan iinitelerin kompozisyonu ve biyosentez mekanizmasina gore EPS’ler iki
grupta toplanabilir. Bu siniflandirmaya gére EPS’ler homopolisakkarit (HoPS) veya
heteropolisakkarit (HePS) olarak isimlendirilebilir (Sanlibaba ve Cakmak 2016).

1.2.2.1 Homopolisakkarit

Homopolisakkaritler ~ (HoPS) LAB’lerde en fazla tespit edilen
ekzopolisakkarittir (Sanlibaba ve Cakmak, 2016). Glikoz, fruktoz gibi tek tip
monosakkarit igermektedir ve molekiiler agirligi 10°— 108 Da araligindadir (Korakli ve

Vogel 2006, Caggianiello 2016).

HoPS freticisi LAB suslart ile bu EPS’nin molekiiller ve yapisal
karakterizasyonu, biyosentetik enzim ve gidalardaki uygulamalari tanimlanmistir.
Buna gore Weisella ve Leuconostoc suslar1 baslica HoPS tireticileridir (Sanlibaba ve
Cakmak 2016).



Homopolisakkaritler arasindaki farklilik; ana zincirdeki

baglar, molekiiler agirlik ve dallanma yapisi gibi temel yap1 o6zelliklerindedir

( Harutoshi 2013).

LAB arasinda bag tipi ve bagdaki karbonun pozisyonuna bagl olarak bir alt
smiflandirma elde edilebilir. Bu siniflandirmaya gore glukanlar glukoz birimlerini

igerenlerdir;

0] a-glukan (dekstran: o-D-Glc(1,4); mutan: a-D-Glc(1,3); alternan: (o-D-
Gle(1,6)/0-D-Glc(1,3) ve reuteran: a-D-Glc(1,4)/a-D-Glc(1,6) ile  a-D-
Glc(1,4)/a-D- Glc(1,6) dallanma noktalart),

(i) B-glukan (B-D-Glc(1,3) yan zincirle baglanmig) olarak alt siniflarina

ayrilabilir.
Fruktanlar fruktoz birimlerini i¢erdiklerinden levan olarak da isimlendirilir;

(1) Levan tip : B-D-Fru(2,6)
(i)  Inulintip: p-D-Fru(2,1) olarak alt smifa ayrilir ve bu smiflandirma da her ikisi

de B-fruktandir.

Galaktozun bir pentamerik tekrar tinitesini igeren poligalaktonlar ise oldukca
nadir olup sadece Lactococus lactis subsp. lactis H414 ve Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus “un iki susu (CRL 406 ve 142) i¢in tanimlanmustir ( Torino ve dig.
2015).

1.2.2.1.1 Dekstran

Dekstran ana zincirde a-(1,6) glikozidik bag ve dallanma noktalarinda a-(1,2),
a-(1,3) ve a-(1,4) glikozidik bag igerir. Dekstran Leuc. mesenteroides subsp.
mesenteroides tarafindan tretilir, bu bakterinin sahip oldugu dekstransiikraz dekstran

tiretiminin temel enzimidir ( Harutoshi 2013, Patel ve dig. 2012).

Dekstran siikrazin orijinine bagl olarak, dekstranda a-(1,2), a-(1,3) ve a-(1,4)

baglarinin dallanma derecesi degisir. Dekstranlar, kismen pargalanmis ve bunlarin



derivatlar1 yardimci, emiilsifiyer, tasiyici ve stabilizor olarak gida, farmasotik ve

kimya sanayinde biiyiik ticari uygulama alanina sahiptir (Patel ve dig. 2012).
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Sekil 1.1: Dekstran’in yapist ( Harutoshi 2013)

1.2.2.1.2 Mutan

Mutan Streptococcus mutans’in gesitli serotipleri tarafindan sentezlenen bir
glukandir. a-(1,3) baglarin1 oldukga yiiksek oranda igermesi nedeniyle dekstrandan
farklidir. Coziinebilirligindeki farkliliklar baglarmin farkli tiplerinin oranindan
kaynaklanir. Ornegin suda ¢oziilebilen glukanlarda o-(1,6) baglar1 fazla iken suda
¢ozlinemeyen glukanlarda a-(1,3) baglarinin yiiksek oldugu gozlenlenmistir. Agiz
florasinda bulunan Str. mutans tarafindan {retilen mutan dis c¢iirimesi ile
iliskilendirilmistir. Clinkii ¢6ziinemeyen mutanlar dis yiizeyine yapisarak

mikroorganizmalarin dislere tutunmasina yardim ederler ( Harutoshi 2013).

Sekil 1.2: Mutan’in yapis1 ( Harutoshi 2013)



1.2.2.1.3 Alternan

Alternan yapisinda a-(1,6) ve a-(1,3) glikozidik baglar ile a-(1,3) dallarini
igeren polimer yapilardir. Bu EPS’nin {iretimi, Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
1355, NRRL B-1501 ve NRRL B-1498 suslarinin igerdigi alternan-siikraz enzimi ile
gerceklesmektedir. Kendine 6zgii yapist nedeniyle alternan, yiiksek ¢oziiniirliik ve
diisiik viskoziteye sahiptir. Alternan ticari olarak diisiik viskozite artirci ajan ve
genisletici olarak gida sanayinde ve kozmetikte kullanilir. Ekstraseliilar alternaz
alternan1 oligosakkaritlere indirger. Alternanlar sekerlerde diisiik glisemik indeksi
diistirmek veya gidalarda prebiyotik amaglar1 dogrultusunda kullanilir (Patel ve dig.
2012).
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Sekil 1.3: Alternan’in yapis1 ( Harutoshi 2013)

1.2.2.1.4 Reuteran

Reuteran, reuteran siikraz tarafindan tiretilen suda ¢oziilebilir glukandir. %70
oraninda a-(1,4) ve a-(1,6) glikozidik bag ve dallanma noktasinda %16 oraninda a-
glikozil tnitelerini igerir. Molekiiler agirligt 40 MDa’dur. Suda ¢oziinebilir 6zelligi
sayesinde firincilikta kullanilir. Lactobacillus reuteri LB 121, Lactobacillus reuteri
ATCC 55730 ve Lactobacillus reuteri 35-5 reuteran tireticisidir (Patel ve dig. 2012).



Sekil 1.4: Reuteran’in yapisi (Badel ve dig. 2011)

1.2.2.1.5 Levan

Levan, B-(2,1) bagh yan zincirler igeren ana yapida B-(2,6) glikozidik baga
sahip bir fruktandir. Levan siikraz, levan iiretimi igin fruktozdan D- fruktozil
rezidiillerinin transferini katalizler. Steptococcus salivarius, Steptococcus mutans,
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, Lactobacillus sanfranciscensis LTH2590
ve Lactobacillus reuteri LB121 levan iireticileridir. Molekiiler agirligi yiikksek benzer
molekiillerden nispeten daha diisiik i¢ viskoziteye sahip olmasi nedeniyle 6zel bir
polisakkarittir. Oda sicakliginda suda jellesmez veya sismez. L. sanfranciscensis
LTH2590’den elde edilen levan prebiyotik etkiye de sahip oldugu gosterilmistir. Anti
timor ozelligi ve kolesterol diisiiriicii etkisi nedeniyle levanin iizerinde ilgiyle
durulmaktadir. Ayrica kivamlastirict olarak da umut vaad etmektedir (Patel ve dig.
2012).
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Sekil 1.5: Levan’in yapis1 ( Harutoshi 2013)



1.2.2.1.6 Iniilin

Iniilin -(1,2) glikozidik baglar iceren fruktan ya da fruktooligosakkaritlerdir.
Lactobacillus johnsonii NCC533iin inulosiikraz enzimi ile Sukrozdan yiiksek molekiil
agirhikli iniilin tretilir. Streptococcus mutans JC2, Leuconostoc citreum CW28 ve
Lactobacillus reuteri 121 iniilin iretici diger LAB‘dir. Bu EPS sindirilemediginden
insan ve hayvanlarda prebiyotik fonksiyonu bulunur. Bagirsak liimeninde pH’y1
diisiiriir ve patojen bakterilerin tutunmasini engeller. Iniilin tip fruktanlar kolon kanser
tedavisinde ilacin verilmesinde ara¢ olarak kullanilabilir. Sulu ¢o6zeltilerde iniilinin
jellesme egilimi gida tekstiir ve stabilitesini sagladigi i¢in gida iiriinlerinde arzulanan

bir bilesendir (Patel ve dig. 2012).

OH [

Sekil 1.6: Iniilin’in yapis1 ( Harutoshi 2013)

1.2.2.2 Heteropolisakkarit

Heteropolisakkaritler, homopolisakkaritlerin aksine hiicre i¢i glikoziltransferaz
aktivitesi ile iki veya daha fazla sekerlerden olusan bir {initenin tekrari ile olusur (Galle
ve Arendt 2014). Tekrar initeleri en yaygin olarak D-glikoz, D-galaktoz ve L-
ramnozdan sekerlerinden olusur. Bunlara ilaveten fruktoz, N-asetil-D-glukozamin, N-
acetil-D-galaktozamin ve poliolden de sentezlenebilir ( Harutoshi 2013, Galle ve
Arendt 2014, Korakli ve Vogel 2006).

LAB’den heteropolisakkarit (HePS) biyosentezi ve salgilanmasi bakteriyal

biiyiimenin farkli fazlarinda meydana gelir. HePS’nin tipi ve miktar1 bakteri gelisme
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kosullar tarafindan diizenlenir. Yapilar1 bakimindan yapiskan 6zelliktedir. Optimal
kiiltiir sartlar1 altinda 0.15-0.6 gLt HePS iiretilebilir. HePS polimerinin molekiiler
kiitlesi 1.0x10* ve 6.0x10° Da araligindadir. Uretici sus, biiyiime ortam1 kompozisyonu
ve pH, sicaklik, oksijen basinci, bulamiklik gibi kiiltiir sartlar1 glikozidik bagda

varyasyonlarin ve HePS’ nin monomer kompozisyonunu etkiler (Patel ve dig. 2012).

Sentezlenen EPS’nin tipi ve miktar1 ortamda bulunan substrat veya alici
molekiil gibi davranan sekerlere ve gevresel sartlara baghidir (Peyer ve dig. 2016).
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB2772’in gelisme ortaminda es hiicre
yogunlugunda glukoz ve fruktoz varhiginda EPS igerigi arastirilmis ve glukozun

fruktoza oranla daha yiiksek oldugu saptanmistir (Grobben ve dig. 1997).

1.2.3 LAB’ler Tarafindan Uretilen EPS’lerin Biyosentezi

LAB’nin baz1 iiyeleri farkli yapilarda homopolimerik ve heteropolimerik
EPS’leri genis bir c¢esitlilikte iiretebilmektedir. Bu EPS’lerin biyosentezi 06zel
glikoziltransferaz enzimleri ile basarilmaktadir. LAB tiirlerinde EPS tretimi benzer
biyosentez mekanizmayla gergeklesir (Jolly ve Stingele 2001). LAB suslarinda
tiretilen homopolimerik EPS’ler tek bir gen ile tiretilirken, heteropolimerik EPS’ler
eps gen kiimeleri tarafindan kodlanan birden fazla genlerin birlikte fonksiyonu ile
biyosentezlenir. Ayrica her iki EPS’nin tiretiminde, birkag¢ ekspresyonu degismeyen

temel gen triinlerinin fonksiyonu da gereklidir (Laws ve dig. 2001).

EPS iiretimi i¢in 6zel gen kiimeleri, Lactococcus gibi mezofilik LAB cinsleri
i¢in plazmid tizerinde, Streptococcus ve Lactobacillus gibi termofilik cinsler igin ise
kromozom tarafindan kodlanmaktadir (Laws ve dig. 2001). Fakat Lactobacillus casei
CG11’nin EPS firetiminin bir plazmidle baglantili oldugu gosterilmistir. Diger bir L.
casel susunun EPS iiretiminin kromozomlarla baglantili oldugu belirtilmistir (Dupont
ve dig. 2000, Kojic ve dig.1992).

Homopolimerik EPS’lerin biyosentezi, hiicre duvarinda veya hiicre duvarinda
tutuklu glukan sukraz enzimlerinin hiicre dis1 seker birimleri arasinda glikozidik bag
kurarak gerceklesir. LAB’ler dekstran, levan ve reuteran gibi homopolimerik EPS’nin
farkli ¢esitlerini tiretirler (Badel ve dig. 2011, Donot ve dig. 2012, Kralj ve dig. 2004a).
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Dekstranlar, mikrobiyal aktiviteyle iligkili olan seker kamisi suruplarinin peltelesme
prosesinde ilk defa Pastor tarafindan kesfedilmistir ve peltelesme prosesine sebep olan
tirlinlerin pozitif donel giiciiniin bir sonucu olarak iiriin ‘‘dekstran’’ terimiyle ifade
edilmistir (Van Hijum ve dig. 2006). LAB’lerde homopolisakkaritlerin yapis1 farkli
glikozidik bag ya glukoz birimleri ya da fruktoz birimlerinden olusur. Ayrica bu
yapilarin  Ozellikleri, dallanma noktalarindaki c¢esitlilik ve sayisina, zincir
uzunluklarina, molekiil kiitlesine ve glukoziltransferazin aktivitesine dayanan
konformasyonuna gore degisiklik gosterebilir (Van Hijum ve dig. 2006).
Glukoziltransferazlar, kiiltiir ortaminda siikrozun degredasyonunu katalize ederler.
Polisakkarit olusturmak amaciyla alict molekiillerine glukozil rezidiilerini transfer
etmek i¢in degredasyon reaksiyonunda ortaya ¢ikan enerjiyi kullanirlar (Badel ve dig.
2011). Homopolimerik EPS’lerin sentezini gerceklestiren glukoziltransferazlar, gtf ve
ftf genleri tarafindan kodlanan glukoziltransferazlar ve fruktoziltransferazlar olarak
ikiye ayrilir. Gtf ve ftf genleri, sirastyla glukan ve fruktan tiretiminden sorumludurlar
ve her enzimin konformasyonuna bagli olarak farkli baglantilarla baglanmislardir
(Badel ve dig. 2011, Cote ve dig. 2012, Kralj ve dig. 2004a, Kralj ve dig. 2002, Van
Hijum ve dig. 2002, Walter ve dig. 2008). Mikrobiyal glukanlar, glukoz birimleri
arasindaki glukozidik baglara bagli olarak iki gruba ayrilirlar. a-glukanlar, B-glukanlar
ve farkl birka¢ glukan LAB i¢in tanimlanmistir. Tersine, LAB i¢in -(2,6) baglantili
levan ve B-(2,1) baglantili iniilin tip olmak tizere sadece iki farkli fruktan karakterize

edilmistir (Korakli ve VVogel 2006).

Heteropolimerik EPS biyosentezinin ilk molekiilii, katabolik seker yolunun
baslangi¢c metaboliti olan glukoz-6-fosfattir (Welman ve Maddox 2003) (Sekil 1.7).
Glukoz-6-fosfat, ekspresyonu degismeyen temel gen iriinii fosfoglukomutaz enzimi
tarafindan glukoz-1-fosfata dontstirilir (Laws vd, 2001). Son olarak, glukoz-1-
fosfattan seker niikleotidlerin sentezi gergeklesir (Laws vd, 2001) (Sekil 1.7). Ornegin;
UDP-glukoz pirofosforilaz ve dTDP-glukoz pirofosforilaz araciligiyla sirasiyla UDP-
glukoz ve dTDP-glukoz seker niikleotidleri iiretilir. Daha sonra epimerizasyon,
dekarboksilasyon ve dehidrogenasyon reaksiyonlari ile farkli seker niikleotidleri
olusturulur. Bu kapsamda en fazla UDP-galaktoz ve UDP-ramnoz iiretilir (Welman
ve Maddox, 2003). Seker niikleotidlerinin iiretimi igin farkli genler tarafindan
kodlanan enzimler, farkli LAB suslar1 i¢in belirlenmistir (de Vos ve Vaughan 1994;
De Vuyst ve Degeest 1999, Grobben ve dig. 1996, Kleerebezem ve dig. 1999; Peant
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ve dig. 2005). Ornegin, bes L. rhamnosus susunun eps kiimesinde prekursér dTDP-
ramnozun biyosentezi igin gerekli genlerin bulundugu gosterilmistir (Lebeer ve dig.
2009, Peant ve dig. 2005). Bu seker niikleotidleri, monosakkaritlerin polimerizasyonu

ve diger tip monosakkaritleri tiretmek i¢in gereklidir (De Vuyst ve Degeest 1999).
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Sekil 1.7: Sitoplazmada laktoz, galaktoz ve glukozun doniisiimii yoluyla LAB’1n EPS {iretiminin
detayli sematik gosterimi. Baz1 modifikasyonlarla uyarlanmigtir. (Welman ve Maddox 2003) (PEP-
PTS: Fosfoenol piruvat: karbonhidrat fosfo-transferaz sistemi

Temel genler ve eps operonlarina yerlesen 6zel genler tarafindan seker
niikleotidlerinin tiretimi yapildiktan sonra, tekrarlayan seker iiniteleri olusturulur. Bu
birimlerin tiretimi spesifik glukoziltransferaz enzimi tarafindan gergeklestirilir. Ayrica
EPS iiretiminin gergeklesmesinde bazi spesifik enzimler de gorev alir (De Vuyst ve
Degeest 1999). LAB’de eps operonu tarafindan kodlanan bu 6zel enzimler, birkag
LAB tiirii i¢in belirlenmistir (Jolly ve dig. 2002, Nierop Groot ve Kleerebezem 2007,
Stingele ve dig. 1996, Van Kranenburg ve dig. 1997). Kisaca glukoziltransferaza ek
olarak bu eps operonunda, EPS zincir uzunlugunun belirlenmesini, polimerizasyonu,
transferini ve tekrarlayan birimlerin biyosentezini kodlayan genler bulunur (Badel ve
dig. 2011).

Yukaridan da anlagildigi iizere gerek homopolimerik gerekse de

heteropolimerik EPS’lerin biyosentezi glikoziltransferaz enzimleri ile bagarilmaktadir.
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Bu enzimler ayn1 zamanda prokaryot ve Okaryotlarda oligosakkaritler ve
disakkaritlerin biyosentezini de gergeklestirir. Nitekim hiicre duvarinin biyosentezinde
de bu enzimler N-asetil glukozamin ve muramik asit arasinda bagin kurulmasini
katalizler. Bu 0zel enzimlerin spesifik aktivitesinde, aktive olan verici niikleotid
sekerlerin fosfat ya da sekeri, alict sakkaritlere veya sakkarit olmayan bilesiklere
transfer edilmesi kataliz edilir. Spesifik alict bolgede, glukoziltransferaz enziminin
yapisina bagli olarak yeni glukozidik baglarin olusumuyla meydana gelen seker
monomerleri ya da lipit tasiyict molekiiller ya da biiyiiyen bir karbonhidrat zinciri
olabilir (Saxena ve dig. 1995).

Glukoziltransferaz a-glikozidik baglar1 olusturma 6zelliginde ise, verici seker
niikleotidlerin anomerik konfigurasyonu a baglantilari ile bir arada tutulmaktadir. Eger
enzim B-glikozidik baglar1 olusturuyorsa da, verici seker niikleotidleri B-glikozidik
bag ile baglanir (Lairson ve dig. 2008, Maria Laura Werning 2012).
Glukoziltransferazlar aktivitesine gore ilerleyen ve ilerlemeyen enzimler olmak iizere
iki gruba ayrilirlar. Ilerleyen enzimler, alict uca seker birimlerini siirekli transfer
edebilen enzimlerdir. Ilerlemeyen enzimler ise alict molekiillere tek bir seker biriminin
transferini katalizleyebilen enzimlerdir (Saxena ve dig. 1995). Her iki tipteki
glukoziltransferazlar, LAB’nin homopolimerik ve heteropolimerik EPS igin

tekrarlayan birim yapilarinin biyosentezinde gereklidir.

Heteropolimerik EPS iiretiminde tekrar seker {initelerinin olusturulmasinin ilk
asamasinda glukoziltransferaz, izoprenoid lipit tasiyicisina ilk sekerin baglanmasini
katalizler. Devam eden siiregte, ardisik farkli spesifik glukoziltransferazlar seker
niikleotidlerinden seker birimlerinin transferini gerceklestirir. Bu asamada
glukoziltransferaz enzimlerinin 6nemli bir kismi ana zinciri uzatirken, bazilari
dallanma baglantilarin1 kurar (Sekil 1.8). Glukoziltransferazlar, LAB’da EPS’nin
tekrarlayan birimlerine sekil vermek igin eps operonlarinda kodlanirlar (De Vuyst ve
Degeest 1999).
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Sekil 1.8: L. lactis NIZO’nun EPS biyosentez modeli (Van Kranenburg ve dig. 1997, De Vuyst ve
Degeest 1999)

Hiicre zarinin i¢ kismindan zarin dis kismina dogru tekrar seker tinitelerinin
diga transferi ve polimerizasyonu takip eden adimdir. Heteropolimerik EPS iiretimiyle
iliskili operonlarda kodlanan ii¢ farkli protein bulunmaktadir ve bu proteinler hiicre
disina transfer ve polimerizasyon reaksiyonlarmi gerceklestirirler. ilk olarak, flippaz
ya da translokaz, membranin sitoplazmik yiizeyinden membranin periplazmik
yiizeyine lipit tasiyici molekiile bagl tekrar seker iinitesini tasir. Ikinci olarak,
polimeraz bu tekrar seker tnitelerini katalizler. Son olarak EPS zincir uzunlugunu
belirleyen protein, lipit tasiyici-tekrarlayan birim kompleksleri kopararak, transfer ve

polimerizasyon reaksiyonlarini durdurur (Laws ve dig. 2001).

Tirozin kinaz gibi bazi enzimler de EPS’nin zincir uzunluguna karar verilmesi
icin onemli bir rol oynar (Cieslewicz ve dig. 2001, Morona ve dig. 2003, Morona ve
dig. 2000). Daha sonra bu EPS polimerleri ya hiicre disina salgilanir ya da hiicre
ylizeyine tutundurulur. Hiicre yiizeyine tutuklu olan EPS’ler kapsiiler olarak
tanmimlanir (De Vuyst ve Degeest 1999). Gram pozitif bakterilerde bazi polimerler
hiicre ylizeyinden salinmasina ragmen, kapsiiler EPS’ler kovalent baglarla hiicre
zarma Yya da duvar yapisinda bulunan peptidoglukana kovalent baglanir (Yother 2011).
Hiicre ylizeyine EPS’nin baglanma mekanizmasit veya hiicre biiylime ortamina
salinimi heniiz bilinmemesine ragmen, Gram negatif E. coli’de dig membran proteini
Wzi'nin EPS’nin baglanmasinda rol aldig iliskilendirilmistir. Nitekim bu proteinin
yoklugunda dis ¢evreye salgilanan polimer miktarinda artis gézlemlenmistir (Rahn ve
dig. 2003).
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1.2.4 LAB’de EPS Uretiminin Genetik Dogasi

Heteropolimerik EPS iiretiminden operonda toplanmis birden fazla gen
sorumlu iken, homopolimerik EPS {iretiminden tek bir gen sorumludur.
Homopolimerik glukanlarin ve fruktanlarin tiretimi i¢in gtf ve ftf genleri bazi LAB
suglarinin genomunda tespit edilmistir (Kralj ve dig. 2004a, Kralj ve dig. 2002,
Schwab ve Ganzle 2006, Van der Meulen ve dig. 2007, Van Leeuwen ve dig. 2008).
Ayrica bazi LAB’lerin genomlarinda birden fazla gtf geni de bulunmustur (Korakli ve
Vogel 2006). GTF ve FTF’lerin amino asit dizilimlerine gore GTF’ler arasindaki
benzerlik diisiik, FTF’lerde ise benzerlik yiiksektir (Korakli ve Vogel 2006). Bu
nedenle LAB tiirleri sinirlt sayida fruktan iiretebilmektedir. GTF genleri ve enzimleri
alt1 farkli Lactobacillus susunda arastirilmistir ve kromozom igerisinde gtf genlerinin
lokasyonunun bu alt1 sus i¢in olduk¢a degisken oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu gtf
genlerinin transpozon dizilerileri ile yiiksek benzerlik gosteren bolgeler arasinda
oldugu rapor edilmistir (Kralj ve dig. 2004a). Ayni arastirmacilar GTF’lerin yapisinin
kisimlarinin; a) Tipik bir gram pozitif sinyal peptidi; b) degisken bolge (Kralj vde dig.
20043a); c) enzimatik aktivite igin gerekli katalitik bolge; d) varsayilan bir glukan
baglanma alan1 olarak belirlemislerdir (Kralj ve dig. 2004b). LAB’da GTF
enzimlerinin bu genel yapisi farkli LAB’larin otuzdan fazla GTF i¢in daha 6nceden

rapor edilmis ve genel yapis1 Sekil 1.9°da gosterilmistir.

A B C D

|
0 33 150 1100 1600

Sekil 1.9: GTF’lerin genel yapisinin sematik gdsterimi; A) N-ucu sinyal bolimii, B) degisken bolge,
C) katalitik alan, D) glukan baglayici alan (Monsan ve dig. 2001)

Heteropolimerik EPS iiretimi igin, eps operonunda kodlanan birka¢ genin
birlikte ¢alismasi zorunludur ve karmasik bir mekanizmasi bulunur. Simdiye kadar,
LAB’lerde baz1 eps operonlart belirlenmis ve tanimlanmistir (Jolly ve dig. 2002,
Lebeer ve dig. 2009, Nierop Groot ve Kleerebezem 2007, Stingele ve dig. 1996, Van
Kranenburg ve dig. 1997). Bu eps operonlar1 dért fonksiyonel genleri icermektedir. Tlk
genler, EPS’de tekrar eden seker unitelerinin biyosentezi igin gerekli spesifik

glukoziltransferazlari; ikinci genler, glukoziltransferaz genlerinin iist akiginda
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bulunan, EPS’nin zincir uzunlugunu belirledigi diisliniilen proteinleri; ii¢lincii genler,
glukoziltransferaz genlerinin alt akisinda bulunan, EPS’nin transferini ve
polimerizasyonunu ve son olarak dordiincii genler, eps operonlarinin baslangicinda yer
alan EPS biyosentezinin transkripsiyonel diizenlemesini kodlamaktadir (Sekil 1.10)
(De Vuyst ve Degeest 1999).

Rha Rllla
=-Gle —— ==-Gle-Gle—— ==-Gle-Gle-Gal—— —-Glc-Glc-GI-al—> --Glc-Glc-Glal

R GalP

Polimerizasyon
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B \ W | asetiltransferaz T
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=-Gal ==-Gal-Gal ==-Gal-Gal-Gle  ==-Gal-Gal-Gle-GalNAc

Sekil 1.10: (A) L. lactis subsp. cremoris NIZO B40 (Van Kranenburg ve dig. 1997) ve (B) S.
thermophilus Sfi6 (Stingele ve dig. 1996)’larin eps operonlarinin organizasyonu ve varsayilan
fonksiyonel mekanizmalar

Bu eps operonlar1 Streptococcus ve Lactobacillus suslarinda kromozoma baglh
olarak yerlestirilmisken Lactococcus suslarinda ise bu eps operonlari genellikle
plazmit tizerindedir. Bu operonlar ekzopolisakkaritler ve kapsiiler ekzopolisakkaritleri
yansitan, eps ya da cps operonlari olarak isimlendirilmektedir. LAB’lerde ilk defa eps
operonu S. thermophilus Sfi6 susunda bulunmustur. Bu susta bulunan eps operonu 13
gen igermekte ve 14,5 kb biiyiikligiindedir. S6z konusu operonda bulunan genler
kapsiiler polisakkarit olusumuyla ilgili olan farkli organizmalara ait genlerle yiiksek
homoloji gostermistir (Sekil 1.10) (Stingele ve dig. 1996). Daha sonra baska bir eps
operonu, L. lactis NIZO B40 susunun 40 kb’lik plazmidi tizerinde bulunmustur (Sekil
1.10) (Van Kranenburg ve dig. 1997). Bu operonlarda genlerin okuma yonii ayni
dogrultudadir ve tek bir polisistironik mMRNA olarak transkripsiyonu ¢ikarilmaktadir.
(Van Kranenburg ve dig. 1997). Diger bir ¢calismada, 18 eps geni igeren dort L.
rhamnosus susunun eps operonlari karsilastirilmistir. Bu operonlarda transkripsiyonel
diizenleyici ve transpozonlart kodlayan iki gen haricinde 18 eps genleri ayni

dogrultuda oldugu gosterilmistir. Bu genlerin on bes tanesi de polisistronik olarak
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tiretilmektedirler (Fanning ve dig. 2012). Fakat arastirmacilar, L. rhamnosus suslarinin
eps operonlarinda bes farkli promotorun bulundugunu belirlemislerdir (Peant ve dig.
2005). Bu bulgu L. rhamnosus suslarinda glukoziltransferaz enzimleri kodlayan
genlerin kendi promotorlar ile transkripsiyonlarinin ¢ikarildigina isaret etmistir.
Boylece bu durumun L. rhamnosus susunda EPS biyosentezini hizlandirdigi seklinde
yorumlanmistir. (Peant ve dig. 2005). Tiim bu 6rnekler 6zellikle laktobasillerin eps
operonlarindaki genlerin okuma yo6nlerinin ayn1 yonde oldugunu gdstermektedir. Eps
operonlarinin transkripsiyonu ya tek polisistronik mRNA, ya da eps operonundaki
genlerin genetik yapisina bagl ayri bir monosistronik mRNA olarak tiretilmektedir.
Iyi bir probiyotik olarak bilinen L. rhamnosus GG’de hiicre yiizeyi EPS ile baglantili
olan bir operon belirlenmistir. Bu operonun dTDP-rhamnoz prekursor biyosentezi ile
ilgili spesifik genleri biinyesinde bulundurdugu i¢in LAB ve laktobasillerin eps
operonlarindan 6nemli farkliliklar gostermistir (Lebeer ve dig. 2009). Aslinda 6nceleri
L. rhamnosus suslarinin eps operonu organizasyonunun laktobasillerden 6nemli bir
bigimde degiskenlik gosterdigi rapor edilmistir. Fakat L. rhamnosus GG’nin eps
operonuyla uyum gosteren L. rhamnosus suslari arasinda, eps operonu oldukga
benzerdir (Peant ve dig. 2005). LAB’nin eps operonunun organizasyonel yapisinda
bazi farkliliklar tespit edilmesine ragmen, laktobasil suslariin eps operonu son derece

benzer genetik organizasyon gosterir (Jolly ve Stingele 2001).

LAB’nin eps operonlar1 transkripsiyonel diizenleyici “‘epsA’’ olarak
tanimlanan tek bir genle baslar. EPS biyosentezinde transkripsiyonel diizenleyicinin
rolii Streptococcus susunda bu genin susturulmasi durumunda kapsiil olusumunun
azalmasinin goriilmesi ile anlagilmistir (Bender ve dig. 2003, Cieslewicz ve dig. 2001,
Morona ve dig. 2000). Bir Lactococcus susunda plazmide yerlesen eps operonundan
transkripsiyonel diizenleyicinin durdurulmasi sonucunda, bu susta EPS biyosentezi
tamamen kaybedilmistir (Nierop Groot ve Kleerebezem 2007). Birgok g¢alismada
Lactobacillus tiirlerinde EPS iiretiminin transkripsiyonel diizenleyicileri tespit
edilmigtir. Fakat eps operonlarinin transkripsiyonel diizenlemesinin mekanizmasina

iliskin veriler eksiktir.

LAB’nin eps operonunda takip eden ti¢ gen epsB, epsC ve epsD olarak
tanimlanmistir ve bunlarin EPS’nin zincir uzunlugunu belirlemeden sorumlu oldugu

ileri strilmistiir (Broadbent ve dig. 2003). Lactobacillus’da son fiiriiniin zincir
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uzunlugunu belirlemek icin kompleks eps B-C-D’nin birlikte nasil calistiklar
yeterince bilinmemektedir. Ancak bu genler, polimerizasyon ve zincir uzunlugunun
belirlenmesine iliskin sirasiyla protein tirozin kinaz ve fosfotirozin protein fosfotazi
kodlayan diger suslardaki genlerle yiiksek homoloji gostermektedir. Hiicresel
metabolizmalarda 6rnegin EPS biyosentezinde Onemli rol oynayan fosfotirozin-
protein ve protein-tirozin kinaz enzimlerine bir takim organizmalarin (6karyotlar,
prokaryotlar) sahip oldugu gosterilmistir (Vincent ve dig. 1999). Oncii ¢alismalarda E.
coli’de protein-tirozin kinaz (Wzc) ve fosfotirozin-protein fosfotaz (Wzb) olarak iki
protein tanimlanmistir. Bu iki protein birbirine ters fonksiyona sahiptir: wzc tirozin
reziidiilerini oto-fosforillerken, wzb defosforile etmektedir. Bu gozlem, tirozin
rezidiilerinin fosforilasyon ve defosforilasyon yapilarak bakteriyel metabolik
proseslerde diizenleyici roliiniin oldugunu desteklemistir. Arastirmacilar birkag
bakteriyel tiirde bu gen kompleksinin varligindan dolayi, EPS’lerin biyosentezi ile
baglantili oldugunu ileri siirmiislerdir (Vincent ve dig. 1999). Benzer gozlemler Gram
pozitif Streptococcus pneumoniae’nin kapsiiler polisakkarit kiimesinde yer alan
otofosforile eden protein tirozin kinazin kapsiiler EPS’nin iiretiminde cpsD geninde
yapilan mutasyon sonucunda énemli oldugu gosterilmistir (Morona ve dig. 2000). Bu
calismada Streptococcal cpsC ve cpsD’nin birbirleriyle etkilesime girdigini ardindan
ATP’nin bu etkilesime baglandig1 ve cpsD’yi fosforile ederek tirozin fosforilasyonu
ile sonuglandig1 gézlenmistir. Ayni calismada ardindan cpsB bu etkilesimi defosforile
ederek EPS tretimi ve uzunlugu regiile edildigi belirlenmistir (Morona ve dig. 2002,
Morona ve dig. 2000). CpsD’nin defosforilasyonunun, Streptococcal suslarda kapsiil
olusumu i¢in gerekli oldugu gosterilmis olmasina ragmen, S. pneumoniae’nin kapsiil
olusturmasi ile ilgili bir diger arastirmada, cpsD’nin fosforilize olmug formunun daha
fazla kapsiil olusturdugu gosterilmistir (Bender ve dig. 2003). Streptococcus
agalactiae’da EPS zincir uzunlugunun azalmasi, cpsC ve cpsD’nin inaktivasyonu
sonucunda goriilmiistiir (Cieslewicz ve dig. 2001). Diger bir kapsamli ¢alismada, S.
pneumoniae’da kapsiil olusumunun zincir uzunlugu belirleme mekanizmasinda cpsB,
cpsC, cpsD ve ATP ‘nin stabil bir kompleks olusturdugu gosterilmistir (Bender ve
Yother 2001). Ayrica, varsayilan polimerizasyon ve zincir uzunlugunu belirleme
proteini ve protein-tirozin kinaz kodlayict epsC ve epsD’den yoksun mutant S.
thermophilus hiicreleri EPS iiretememistir. Fakat epsB tarafindan kodlanan

fosfotirozin-protein fosfataz’in susturulmast EPS iiretimini sonlandirmamuistir (Minic
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ve dig. 2007). Bu gozlemler, epsB, epsC ve epsD’den olusan eps genlerinin zincir

uzunlugunun belirtlenmesinde roliinii agik¢a gostermistir.

Eps operonundaki merkezi bolge, tekrarlayan EPS birimlerinin biyosentezi igin
gerekli olan spesifik glukoziltransferazlari kodlayan genlerden olusmustur (De Vuyst
ve Degeest 1999). Bu bolgenin ilk geni epsE’dir. Bu gen tarafindan iiretilen
glukoziltransferazlar aktive olmus sekerler niikleotidlerden, fosforilize olmus lipit
tastyicisina ilk seker monomerinin transferini katalizler (Almiron-Roig ve dig. 2000,
Broadbent ve dig. 2003, De Vuyst ve Degeest 1999, Jolly ve dig. 2002, Jolly ve
Stingele 2001, Lamothe ve dig. 2002, Lebeer ve dig. 2009, Van Kranenburg ve dig.
1997). Baslatici glukoziltransferaz geni olan epsE geninin susturulmasi birkag
bakteriyel tiirde EPS diiretiminin kaybina neden olmustur (Bentley ve dig. 2006;
Cieslewicz ve dig. 2001, Dabour ve LaPointe 2005, Minic ve dig. 2007, Van
Kranenburg ve dig. 1997). L. rhamnosus GG’de epsE geninin susturulmasi galaktozca
zengin EPS iiretiminin kaybiyla sonuglanmistir. Fakat glukozca zengin EPS hiicre
ylizeyinde tespit edilmistir. Buna gére L. rhamnosus GG’nin iki tip EPS iiretebildigi
ve epsE geninin galaktozca zengin EPS i¢in (glukozca zengin olan i¢in degil) baslatici
glukoziltransferaz oldugu seklinde yorumlanmistir (Lebeer ve dig. 2009). Birkag
LAB’de epsk genlerinin fonksiyonel analizleri ile bir baslatic1 glukoziltransferaz olan
epsE’nin biyokimyasal rolii de anlasilmistir.  Baglatici glukoziltransferazlar,
sitoplazmik zarin i¢ yilizeyinde fosforilize olmus lipit tasiyicisina glukozil-1-fosfat ya
da galaktozil-1-fosfat ekleyerek EPS iiretimini baslatmaktadir (Almiron-Roig ve dig.
2000, Jolly ve dig. 2002, Stingele ve dig. 1996, Stingele ve dig. 1999). Lipit tasiyici
membrana ilk seker ilavesinden sonra, eps operonu tarafindan kodlanan diger
glukoziltransferazlar tekrarlayan EPS birimlerini olusturmak igin lipit tagiyici-seker

kompleksine seker monomerlerini ilave eder (Broadbent ve dig. 2003).

Glikoziltransferazlar1 kodlayan genlerin alt akisi yo6niinde transfer ve
polimerizasyondan sorumlu genler ile mutazi ve fonksiyonu bilinmeyen diger genler
yer alir (Broadbent ve dig. 2003, Delcour ve dig. 1999, Lebeer ve dig. 2009, Stingele
ve dig. 1999). Eps operonunun polimerizasyon ve transfer fonksiyonlarinin
gergeklestirildigi bolgede bulunan flippaz, lipit tastyicisina takili olan heteropolimer
EPS’nin birimini olusturan seker tekrarini hiicre zarininin i¢ kismindan periplazmik

kisima transfer edilmesini saglar. (Jolly ve Stingele 2001, Laws ve dig. 2001). Bu
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bolge EPS’nin tekrar seker initelerinin polimerizasyonundan sorumlu enzimi
kodlayan genleri bulundurur. Polimeraz hiicre zar1 boyunca EPS zincirlerinde tekrar
seker tinitelerinin birbirine baglar (Jolly ve Stingele 2001). LAB eps operonlarinda
belirlenen son gen glf'dir. S6z konusu bu genin, bakteri hiicresindeki seker
havuzundan EPS’de tekrarlayan seker iiniteleri icin gerekli seker niikleotidlerin
cevrimini gergeklestiren mutaz enzimini kodlamaktadir (Lebeer ve dig. 2009, Remus
ve dig. 2012). Benzer sekilde L. rhamnosus suslarinin eps kiimelerinin, son EPS
yapistyla iligkili olan dTDP-rhamnoz prekursér biyosentezi genlerini igerdigi
gosterilmistir (Lebeer ve dig. 2009, Peant ve dig. 2005). Son olarak, LAB’inin eps
kiimeleri bilinmeyen fonksiyonlu birkag¢ geni biinyesinde barindirir (Broadbent ve dig.
2003).

1.25 LAB’de EPS Uretimini Etkileyen Faktorler

LAB’ler tarafindan EPS’lerin tiretim diizeyleri oldukga degiskendir ve ¢evresel
faktorler tarafindan etkilenmektedir. EPS metabolizmasini diizenlemek, EPS {iretim
diizeyini arttirmak ve LAB’m EPS yapilarini modifiye etmek i¢in EPS {iretimini
etkileyen faktorlerin anlasilmasi gerekmektedir. Hiicre gelisime ortaminin bilesimi,
pH, inkiibasyon sicaklig1 hiicre biiylimesini etkileyen faktorler LAB’lerde iiretilen
EPS miktarimi 6nemli 6lgiide etkilemektedir (Boels ve dig. 2003, Dupont ve dig. 2000).
Ornegin, EPS biyosentezi igin benzer genetik yapiya sahip 4 adet L. rhamnosus
suslarinda EPS iiretiminin 61-1611 mg L? arasinda oldugu belirlenmistir (Peant ve
dig. 2005). Fermentasyon siiresi, sicaklik ve kullanilan karbon kaynagina bagh L.
rhamnosus suslarinda farkli seviyede EPS iretilirken, EPS yapisinda bir farklilik
olmadigi rapor edilmistir (Van Calsteren ve dig. 2002). Buna karsin, L. casei CG11
tarafindan iretilen EPS’nin komposizyonu ve miktar1 kiiltiir ortaminda kullanilan
karbon kaynagina bagli olarak degismistir (Cerning ve dig. 1994). LAB tiirlerinde EPS
tiretimini besiyeri bilesimi ve hiicre gelisme sartlar1 (sicaklik, inkiibasyon siiresi,
karbon-nitrojen orani, pH, mineral tuzlar, vitaminler) (Broadbent ve dig. 2003, De
Vuyst ve Degeest 1999), bazal metabolizmada hiicrelerin seker niikleotid temini
(Boels ve dig. 2001, Levander ve dig. 2002, Looijesteijn ve dig. 1999), seker
katabolik yollarda genlerin ifade seviyesi, bakteriler tarafindan kullanilan karbon

cesitliligi ve EPS iiretiminde sorumlu genlerin ifade orami etkili bulunmustur
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(Levander ve dig. 2002, Svensson ve dig. 2005). Ug farkl1 Lactobacillus susundan EPS
tiretiminde, karbon kaynagi olarak glukoz ve laktoz kullanilmig, 32 ve 37 °C
fermentasyon sicakligi uygulanmis ve sonugta EPS iiretim miktarinda 6nemli bir
degisiklik saptanmamistir. Fakat EPS {retimi bu laktobasil suslar1 arasinda
degiskenlik gostermistir (Audy ve dig. 2010). Diger bir ¢alismada ise yogurt starter
kiiltiirlerinin EPS tiretiminin pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresine bagli olarak degistigi
(Aslim ve dig. 2005) ayrica birkag bakteriyel EPS igin inkiibasyon siiresi boyunca
EPS’nin degredasyonunun gergeklestigi gozlemlenmistir (Cerning ve dig. 1988,
Cerning ve dig. 1992). Uzayan fermentasyon siiresince L. rhamnosus tarafindan
tiretilen EPS’nin azalma nedeninin bu bakteri tarafindan dretilen farkh
glukohidrolazlarin fonksiyonundan kaynaklandigina baglanmistir (Pham ve dig.
2000). Karbonhidrat kaynagi hem hiicre biiyiimesi hem de EPS iiretimi igin gerekli
enerjiyi saglarken, biyokiitle ve EPS Onciillerinin biyosentezi ic¢in karbonhidrat
kaynaginin bir kismi1 kullanilir. Amino asitler, EPS iiretimine dogrudan katilmazlar,
ancak biiyiime icin gerekli olan karbon ve azot kaynaklar1 olarak kullanilirlar. EPS
tiretimi S. thermophilus' da hiicre gelisimi ile iligkili olmas1 (de Vuyst ve dig. 1998)
ve EPS firetiminin enerji gerektirmesi (de Vuyst ve dig. 2001 ) yiiksek karbonhidrat
veya amino asit alimi EPS iiretiminde avantaj oldugu disiliniilmektedir. S.
thermophilus LY03 siitte 600 mgL™* den az seviyede EPS iiretirken, MRS ortaminda
karbon /nitrojen orani ve kullanilan karbonhidrat kaynagina bagl olarak EPS tiretimi

1500 mgL " ’ye ulasmistir (Degeest ve dig. 2002).

LAB’lerde EPS iiretimi genetik miihendisligi teknikleri ile de artirilmaya
caligilmistir. Bu yondeki ilk orneklerden birisinde L. lactis NIZO B40 susunda eps
tretimi ile iligkili genleri tasiyan plazmittin kopya sayist artirilmis ve hiicresel EPS
iretiminde dort kat artis saglanmistir. Lakin s6z konusu diizenlenmis suslarin gelisim
hizlart diismistiir (Boels ve dig. 2003). Lb.casei’de EPS iiretimini artirmak amaciyla
EPS biyosentezinde yer alan kofaktorlerin etkisi arastirilmistir. Bu dogrultuda
Streptococcus mutans'tan NADH-oksidaz (nox) kodlayan gen, Lb.casei LC2W'ye
klonlanmis ve asir1 ifade edilmistir. Rekombinant sus, dogal sustan daha yavas

gelismesine ragmen, %46 daha fazla EPS {iretmistir (Stefanovic ve dig. 2017).

Rekombinant diizenlenen mutantlardaki diisiik gelisim hizi, bakterinin seker

havuzunda bulunan seker niikleotidlerin EPS iretiminde kullanildigina isaret
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etmektedir. Bakteri seker havuzu hiicre duvari biyosentezini igeren bakteriyel
metabolik aktiviteler i¢in de bir kaynak olusturur (Boels ve dig. 2003,
MacedoLooijesteijn ve dig. 1999, Ramos ve dig. 2001). L. casei CG11’in gelisimi
degismeksizin EPS {iretiminin artis1 EPS biyosentezi i¢in izoprenoid fosfat lipit
tagiyicisinin kullanilabilir olmasindan dolay1 gerceklestigi arastirmacilar tarafindan
belirtilmistir (Cerning ve dig. 1994). S. thermophilus LY03’de EPS iiretiminde
merkezi seker katabolizmasinin 6nemi ve rolii, s6z konusu susta UDP-pirofosforilazi
kodlayan galU geni ile birlikte fosfoglukomutazi kodlayan pgmA geninin kopya
sayisinin artirilmast EPS veriminde yaklasik iki kat artis saglanmistir (Levander ve
dig. 2002). Yapilan bir c¢alismada, EPS ireticisi LAB susunda baslatici
glukoziltransferazin asir1 ifadesi, EPS iiretimini %15 artirmustir (Van Kranenburg ve
dig. 1999).

Sonu¢ olarak LAB’de son EPS iiretim verimini etkileyen en Onemli
faktorlerden birisi de kullanilan karbon kaynagidir. Bununla beraber bazi LAB’ler
kullanilan karbon kaynagina bagli olarak farklt EPS yapilart iiretebilirken (Cerning ve
dig. 1994) bazilan tiretemezler (Degeest ve dig. 2001). Bu durum, LAB’lerin eps
operonlarinda kodlanan glukoziltransferazin roliinden kaynaklanmaktadir. Diger
taraftan genetik miihendisligi teknikleri de LAB’lerde EPS iiretiminin gelistirilmesi
acisindan firsatlar sunmaktadir. Ozellikle metabolik yol iizerinde yapilan degsiklikler

olumlu sonuglar vermistir.

1.2.6 LAB’ler Tarafindan Uretilen EPS’lerin Gida Teknolojisi

Acisindan Onemi

Gida sanayinde LAB’ler siit, et sebze ve tahil gibi fermente gidalarin
tretimlerinde standart ve gilivenilir kalitede iirlin elde etmek amaciyla starter kiiltiir
olarak kullanilir. Bu bakterilerin starter kiiltiir olarak kullanilmasinda ortamin
asitlendirilmesinin yaninda fonksiyonel diger ozellikleri ile teknolojik ac¢idan
tirtinlerin gelistirilmesi temel hedeftir. Starter kiiltiirlerin fonksiyonel 6zelliklerine
iliskin 6rnekler; bakteriyosin liretimi ile iirlinlerin mikrobiyal giivenliginin saglanmasi,
cesitli aroma bilesenleri lireterek ve proteolitik aktivite gostererek duyusal 6zelliklerin

tyilestirilmesi ve EPS iireterek reolojik 6zelliklerin gelistirilmesidir. Gida ortaminda
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EPS’lerin viskoziteyi artirici, yapiy1 diizenleyici, su baglayici, stabilize ve emillsiye
edici ozellikleri bulunmaktadir (Gallardo-Escamilla ve dig. 2007). Ayrica EPS’lerin
gidalarda yag ve sekerlerin ikamesi i¢in de kullanimi son yillarda giindemdedir
(Sandoval-Castilla ve dig. 2004). LAB tarafindan iiretilen ve GRAS (genel olarak
giivenli kabul edilen) statisiinde yer alan EPS’ler basta stit endustrisinde olmak iizere,
et ve sebze gibi ¢ig gida urlunlerinin fermantasyonunda endustriyel oOlgekte

kullanilmaktadir (Leroy ve dig. 2002, Ryan ve dig. 2015).

LAB tarafindan iretilen EPS’ler, yogurt basta olmak iizere fermente siit
urtinlerinin yapisal 6zelliklerini gelistirmektedir (Ryan ve dig. 2015, Folkenberg ve
dig. 2006; Ramchandran ve Shah 2009, Mende ve dig. 2013; ). EPS’lerin siit
tiriinlerindeki sagladig: faydalar sirasiyla; yogurdun viskozitesini gelistirir, yapiy1 ve
aromay1 iyilestirir, fermantasyon siiresi boyunca ve depolama sirasinda sinerezisi
onler ayrica teksturiin olugsmasinda, lezzetin algilanmasinda, agizdaki hissi ve istenilen
yapinin olusmasinda temel rol oynar (Gallardo-Escamilla ve dig. 2007). Ayrica
EPS’ler peynirde yag ikamesi olarak da fonksiyoneldir (Sandoval-Castilla vd., 2004).

Yogurtta viskozite ve su tutma kapasitesi gelistirilerek ve serum ayrilmasi
azaltilarak yapinin gelistirilmesi amaci ile EPS ireticisi S. thermophilus ve L.
bulgaricus suslari starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Badel ve dig. 2011). Cesitli
caligmalarda yogurtta LAB’ler tarafindan iiretilen EPS’nin 45-350 mg L™ arasinda
oldugu rapor edilmistir (Zannini ve dig. 2016). S6z konusu iiretilen bu EPS’lerin
yogurdun duyusal 6zellikleri tizerine raf omrii stiresince olumlu etkisi bulunmaktadir.
Ug ticari EPS fiireticisi kiiltiiriin kullanildig1 bir calismada (Feldmane ve dig. 2013)
kiiltirler MRS besiyeri, stit ve yogurt ortamlaria inokiile edip EPS miktar1 tayin
edilmistir. Yogurtta EPS miktar1 144,08 mg L ile 440,81 mg L? arasinda

bulunmustur.

Ticari kultiir ile birlikte EPS tireticisi L. bulgaricus B3 ve S. thermophilus W22
suglarinin kullanildigr (%1,5) yogurtlarda daha yiiksek EPS tiretimi tespit edilmistir.
Bu suslarin kullanildigi yogurtlarin viskozite agisindan daha kivamli oldugu
belirlenmistir. Yapilan bagka bir c¢alismada ise polisakkarit treten kulturlerin
kullanimi ile yogurdun viskozitesinin onemli Olgiide arttigi belirlenmis ve mukoz
yapida EPS treten suslarla yapilan yogurtlarin izogenik kiltiirlerle iiretilenlere gore

viskozitelerinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Hassan ve dig. 2001). S.
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thermophilus ST285 ve ST1275 suslarini kullanarak, farkli sicakliklarda tirettiklen set
tipi yogurtlarin depolama siiresi boyunca teknolojik ve reolojik 6zellikleri incelemis,
ST1275 susu ile tretilen yogurtlarin disik sinerezis ve yiiksek akis indeksine sahip

oldugu belirlenmistir.

EPS’lerin olduk¢a basarili su tutma kapasiteleri nedeniyle diisik yagh
peynirlerin fiziksel ve duyusal 6zelliklerini gelistirmek amaci ile peynir teknolojisinde
de genis bir kullanim alanina sahiptir. Nitekim dusiik yagli peynirlerdeki sert ve esnek
yap1 Ve yiiksek 1s1da erimeleri onemli bir dezavantajdir. Bu nedenle diisiik yag oranina
sahip peynirlerde yiiksek su tutma kapasitesine sahip EPS’lerin kullanimina yonelik
cesitli calismalar yiritiilmistir. L. bulgaricus MR-1R ve S. thermophilus MR-1C
suglar1 tarafindan sentezlenen EPS’lerin su baglama ozelliklerinin arastirildigi bir
calismada, S. thermophilus MR-1C susu tarafindan iiretilen kapstiler EPS’nin peynirin
nem miktarini artirdigi tespit edilmistir (Low ve dig. 1998, Sandoval-Castilla ve dig.
2004). Ayni sekilde EPS iireticisi L. lactis susuyla iiretilen yarim yagli ceddar peyniri,
tam yagl ceddar peyniri ile ayni1 teknolojik ozelliklere sahip oldugu bulunmustur
(Costa ve dig. 2010).

EPS’ler yogurt ve peynirin yani sira kefir, eksi hamur gibi diger bazi1 fermente
stit Urtinlerinin de reolojik ozelliklerini iyilestirmektedir (Di Sabatino ve Corazza
2009). EPS iireten LAB’lerin kullanimi sadece fermente siit tirtinlerinin tretimi ile
stirli degildir. Ornegin LAB’ler tarafindan iiretilen EPS’ler ¢olyak hastalari igin bir
¢oziim getirmektedir. Bilindigi tizere ¢olyak hastaligi, gluten alimi ile bireylerde
genetik  predispozisyona bagli olarak ince bagirsakta inflamasyona ve
malabsorbsiyona neden olan kronik otoimmiin enteropatidir (Di Sabatino ve Corazza
2009). Bu hastaligin seyrinde agri, yorgunluk ve anemi gériilmekte ve bu sikayetler
sadece sik1 glutenden yoksun diyetlerle veya tibbi beslenme terapileriyle yeterince
kontrol edilebilir. Bu hastalar igin tiretilen glutensiz ekmeklerde ciddi tekstiirel ve
reolojik sorunlar yasanmaktadir. Bu yapisal ve duyusal sorunlarin {iistesinden
gelebilmek i¢in kullanilan katki maddelerine olan tiiketici tepkisi nedeniyle, LAB’ler
tarafindan iiretilen EPS’ler dogal olmalar1 dolayisiyla dikkati gekmektedir. Ozellikle
EPS freticileri kullanilarak yapilan fermentasyonlarda ortamda EPS birikimi
saglanmaktadir. Buna 6rnek olarak eksihamur florasinda bulunan L. sanfranciscensis

susunun levan trettigi belirlenmistir. Bugiine kadar ekmek iiretiminde tespit edilen
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EPS iireticisi LAB’lerin homopolisakkarit iirettikleri goriilmiistiir. Ozellikle Weisella
en fazla tespit edilen cinslerdir (Galle ve dig. 2010). Glukan ve fruktan iireten
LAB’lerle birlikte %12 sakkaroz ilavesi, eksithamur fermentasyonunda teknolojik
acidan faydali oranda (0.5-2 g kg') EPS’nin iiretilmesini saglamistir (Tieking vd.,
2003). L. reuteri eksihamur fermentasyonunda kullanilan EPS iireticisi
laktobasillerdendir. Glukan ve fruktan iireten bu bakteri kullanilarak iiretilen glutensiz
ekmeklerin yumusak ve daha uzun raf 6miirlii olduklari tespit edilmistir (Schwab ve
dig. 2008).

LAB’ler yiizyillardir etlerin depolama Omriinii uzatabilmek ig¢in
kullanilmaktadir. Ozellikle LAB’ler sucuk gibi fermente et {iriinlerinin temel florasini
olusturur. Bu bakteriler et {irlinlerinde esasen asitlenmeyi saglamakla birlikte duyusal
ozelliklerin gelistirilmesinde ve tiiketici giivenliginin saglanmasinda rol almaktadir.
LAB suslar1 tarafindan tiretilen EPS’lerin de bazi et iiriinlerinde fiziksel yapinin
tyilestirilmesinde faydali olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Son yapilan bir ¢aligmada Dertli
ve dig. (2016) EPS direticisi L. plantarum 162 R ve L. mesenteroides N6 suslarini
kullanarak sucuk iiretimi yapmis ve sonugta EPS iireticisi suslarin sucugun tekstiirel
ozelliklerini iyilestirdiklerini, 6zellikle daha siki ve daha az yapiskan oldugunu

belirtmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

Bu tez calismasinda Ozel (2012) tarafindan tarhana hamurundan izole edilmis
ve Pamukkale Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Kiiltiir Koleksiyonunda
(PUFECC) saklanan 1044 adet LAB izolatlar1 kullanilmistir. S6z konusu LAB
izolatlart MRS (Merck, Almanya) ve % 0,5 glukoz igeren M17 (Merck, Almanya) kat1
ve s1vi ortamlarinda 30 °C’de 18 saat gelistirilmistir. Hiicre stoklar1 besiyerinde gelisen
kiiltiirlerin tlizerine %30 olacak seklide gliserol ilavesi yapilarak hazirlanmis ve -20

°C’de muhafaza edilmistir.

2.2 Yontem

2.2.1 LAB izolatlarinda Uzama Fenotipinin Belirlenmesi

LAB izolatlarinda potansiyel EPS iireticilerinin belirlenmesi i¢in, kat1 besiyeri
tizerindeki kolonilerinin uzama 6zellikleri incelenmistir. Bunun i¢in LAB’ler ilk
olarak -20 °C‘den MRS ve %0,5 glukoz igeren M17 sivi ortaminda iki defa
pasajlanarak aktiflestirilmis, ardindan ayn1 besiyerlerinin agar1 lizerine ¢izme usulle
inokiile edilmistir. Hazirlanan petriler 30 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda tek diisen kolonilere yavasca steril bir kiirdan ile temas edilmis ve kiirdanin
cekilmesi ile uzama 6zelliginin varlig: test edilmistir. Kolonisi uzama 6zelligi gosteren
izolatlar potansiyel EPS iireticileri olarak degerlendirilmis ve daha sonraki ¢aligmalar

i¢in secilmistir. (Ruas-Madiedo ve Reyes-Gavilan, 2005).

2.2.2 EPS Ureticisi LAB izolatlarimin Tanimlanmasi

Potansiyel EPS iireticisi olarak se¢ilen LAB izolatlarini nihai tanimlamak i¢in,
once (GTG)s parmak izi analizi yapilmis ardindan 16S rDNA dizi analizine gore

tanimlamalar1 gergeklestirilmistir. Bu caligmalarin yiiriitiilmesi i¢in Oncelikle sz
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konusu izolatlarin genomik DNA’si, hazir genomik DNA izolasyon Kkitinde

(Invitrogen, Thermo Fischer, ABD) belirtilen protokole gore elde edilmistir.

Calismada secilen 18 adet LAB izolatinin (GTG)s profilleri (5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3) primeri kullanilarak olusturulmustur (Groenewald ve
dig. 2008, Scheirlinck ve dig. 2008). Hiicre genomu tizerinde (GTG)s tekrar serilerinin
cogaltilmasi i¢in 20 uLL PZR karisimi hazirlanmistir. Bu karisima 4 pyLL PZR Master
Mix (5*FIREPoI? Master Mix/SOLIS Bio Dyne), 0,75 pL primer, 2 pL her bir
bakterinin genomik DNA’s1 konulmus ve toplam hacim 20 uL’ye steril ultra saf su ile
tamamlanmigtir. PZR isleminde 95 °C 3 dk 6n denatiirasyon, 30 ¢evrim 95 °C 1 dk, 45
°C 30 sn, 72 °C 10 dk protokol uygulanmistir. PZR iiriinleri %1°lik agaroz (Sigma,
ABD) jelde yiiriitiilerek, jel gortintiileme sisteminde (Vilber Lourmat, Fransa) olusan
bant profilleri goriintiilenmistir. Jel iizerinde (GTG)s bantlarinin aldiklart mesafelere

gore LAB izolatlar1 benzerlikleri belirlenmistir

LAB izolatlarinin tanimlanmasi i¢in 16S rDNA geninin 1464 b¢ boliimii iki
farkli primer gifti (529F-1491R ve 27F-780R) kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmistir. PZR
karigimi 5 pL tampon, 2 uL ANTP karigim1 (Fermentas, Thermo Scientific, ABD), 1'er
uL (529F 5’-GTGCCAGCMGCCGCGG-3°, 1491R 5’
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’ ve 27F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
- 780R 5’-TACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3’) ileri ve geri yonlii primer, 1 uL
Hi-Fi Tag DNA polimeraz (Fermentas, Thermo Scientific, ABD) ve 2 pL genomik
DNA'dan olusturulmustur ve toplam hacim 50 pL'ye tamamlanmistir. Bu sekilde
hazirlanan tiiplere PZR cihazinda (Techne, UK) 95°C’de 3 dk baslangig
denatiirasyonunu takiben 30 dongii 95°C’de 30 sn, 57°C’de 30 sn, 72°C’de 1 dk ve son

asamada ise 72°C’de 5 dK igeren bir program uygulanmustir.

PZR ile ¢ogaltilan fragmentlerin dogrulugu ve saflik kontrolii %1 agaroz jelde
(Sigma, ABD) yiiriitiilerek izlenmistir. Dogru biiyiikliikkte ve safliktaki PZR
fragmentlerin PZR saflastirma kiti (Invitrogen, Thermo Scientific, ABD) ile temizligi
yapildiktan sonra, MACROGEN tarafindan DNA dizi analizi yapilmistir. Caligmada
bakterilerden elde edilen fragmentlerin DNA dizileri EMBL veri tabaninda taranarak

nihai tanimlanmustir.
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2.2.3 Lactobacillus plantarum Suslar1 Tarafindan Uretilen EPS’nin

Saflastirilmasi ve Miktar Analizi

-20 °C de muhafaza edilen EPS iireticisi L. plantarum suslar1 ilk olarak 5
mL’lik MRS s1v1 besiyerinde 30 °C’de 24 saat iki kez aktiflestirilmistir. Inkiibasyon
sonunda kiiltiirler 6000 g’de 30 dk santrifiij edilmis, kiiltiir iist sivis1 toplanmistir.
Kiltir tst sivisina hacmi kadar soguk etanol ilave edilip 4 °C’de bir gece
bekletilmistir. Takiben 6000 g’de 30 dk santrifiijden sonra ¢oktiiriilen EPS 10 mL
dH20’da ¢6ziindiiriilmiis ve hacminin 2 kat1 kadar soguk etanol ilave edilip 1 gece 4
°C’de tutulmustur. Tekrar 6000 g’de, 30 dk santrifiijlenmis, elde edilen pelet 5 mL
dH20’da ¢ozlindiiriilmiis, son hacimde %15 olacak sekilde %100’liik trikloroasetik
asit (TCA) eklenmis, 4 °C’de 3-4 saat ¢alkalanmistir. Ardindan 6000 g’de 30 dk ile
safsizlik ve proteinler uzaklastirilmistir. Elde edilen iist sivinin pH*s1, SM NaOH ile
7’ye ayarlanmis ve iizerine hacminin 5 kati1 kadar soguk etanol ilavesi yapilarak 4
°C’ye birakilmistir. Son asamada, 6000 g’de 30 dk santrifiij sonunda ¢oken pellet
(EPS) 3-5 mL saf suyla kazanilmistir (Dertli 2013, Pingitore ve dig. 2016).

L. plantarum suslar tarafindan iiretilen EPS’lerin izolasyonundan sonra, EPS
miktari analizi fenol-siilfirik asit yontemine gore yapilmistir (Dubois ve dig. 1956). Bu
yontemde 96’lik mikroplaka kuyularina 50 pL 6rnek iizerine, 150 uL %96’ lik siilfirik
asit ilavesi yapilmis, EPS 6rnekleri yakilarak monosakkarit birimlerine indirgenmistir.
Daha sonra kuyulara 30 pL %5’lik fenol ilave edilmis ve 5 dk inkiibe edilmistir. Son
asamada mikroplakalar ELISA okuyucuya (Multiscan, Thermo Scientific, ABD)
konulmus, 494 nm dalga boyunda tarama yapilmistir. LAB suslari tarafindan tiretilen
EPS miktar1 (pg mL?) Sekil 2.1°de verilen standart glikoz egrisi ve denklemi
kullanilarak hesaplanmistir. Glikoz egrisi, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan glikoz
soliisyonlarinin yukaridaki fenol-stilfirik asit yontemine gore optik yogunlugu

hesaplanarak olusturulmustur.
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Sekil 2.1: Glikoz standart egrisi

2.2.4 Lactobacillus plantarum Suslarinda EPS Uretimine Farkh

Faktorlerin Etkisinin Belirlenmesi

L. plantarum suslarinda EPS tiretimi {izerine etkili faktorlerin belirlenmesi igin,
-20°C’de muhafaza edilen suslar, MRS siv1 besiyerinde 30°C’de 18 saat iki kez
aktiflestirilmistir. L. plantarum suslariin EPS iiretimine inkiibasyon sicakligi, farkli
karbon kaynagi, ortam pH’s1 ve inkiibasyon siiresinin etkileri aragtirilmistir (Tallon ve

dig. 2003, Pingitore ve dig. 2016).

Inkiibasyon sicakligmin séz konusu suslarda EPS iiretimine etkisini belirlemek
i¢in aktif L. plantarum suslar1t MRS s1v1 ortamlarina asilanmis ve 20, 30 ve 37 °C’de
18 saat inkiibe edilmistir. Ayn1 suslarin farkli karbon kaynaklarindaki EPS iiretiminin
belirlenmesi i¢in, MRS siv1 besiyeri igerisindeki glukoz yerine sirasiyla sakkaroz,
maltoz, laktoz ve fruktoz sekerlerinden %2 oraninda kullanilmistir. Farkli karbon
kaynaklari ile hazirlanan modifiye MRS sivi ortaminda L. plantarum suslar1 30 °C’de
18 saat gelistirilmistir. Diger taraftan ortam pH’simnin EPS iiretimi {izerine etkisinin
belirlenmesi igin, L. plantarum suslar1 pH’s1 sirasiyla 4, 5, 6 ve 7’ye ayarlanmig MRS

stvi ortamlarinda 30 °C’de 18 saat gogaltilmistir. Son olarak L. plantarum suslarinda

30



EPS iiretiminin inkiibasyon siiresi ile iligskisinin belirlenmesi i¢in, MRS siv1 ortaminda

suslar 24, 36 ve 48 saat inkiibe edilmistir.

Yukarida tamimlanan farkli kosullarda gelistirilen L. plantarum suslar
tarafindan iiretilen EPS miktarimin belirlenmesi Kisim 2.2.3’te anlatildig1 sekilde

fenol-siilfirik asit yontemi ile belirlenmistir.

2.25 Fermentor Sisteminde Lactobacillus plantarum Suslarindan

EPS’nin Uretilmesi

Biiyiik olgek EPS diretimi igin, L. plantarum suslari fermentér (Minifors,
Isvigre) sisteminde modifiye BHI substratinda gelistirilmistir. EPS iiretimi igin
kullanilan modifiye BHI ortaminin bilesimi Tablo 2.1’de gosterilmistir. L. plantarum
suglar1 fermentore asilanmadan 6nce 5 mL BHI besiyerinde bir gece 30 °C’de
gelistirilmis, ardindan fermentdre asilama igin yetecek kadar hacimde (20 mL)
hiicreler tekrar ¢ogaltilmistir. Fermentor sistemi L. plantarum suslarindan EPS iiretimi
icin 30 °C’de ve 100 rpm karistirma hizinda ¢alistirilmistir. Ayrica ortamin asitlesmesi
ile birlikte 3N NaOH kullanilarak pH 6’ya ayarlanmistir. Bu kosullarda 24 saat
fermentasyon islemi gergeklestirildikten sonra fermentor durdurulmus ve hiicre
kiiltiirii alinarak once bakteri biyokiitlesinin yliksek kapasiteli santrifiijle ayirilmasi
saglanmis ardindan Kisim 2.2.3°de anlatildigi sekilde EPS saflastirma islemi
gerceklestirilmistir. Bilyiik hacimde iiretilerek, saflastirilan EPS’ler son asamada 200
mTorr vakum altinda liyofilize (Modulyo, Thermo Scientific, ABD) edilmistir.

Tablo 2.1: Modifiye BHI besiyeri (1 litre igin) (Ispirli 2016)

BHI Besiyeri 3749
Tween 20 1g
MgSO4 0.2¢g
Sodyum Asetat 59
D-Glikoz 8¢
Siikroz 20 g
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2.2.6 Lactobacillus plantarum Suslarindan Uretilen EPS’lerin Reolojik

Ozelliginin Belirlenmesi

L. plantarum suslar1 tarafindan {iretilerek saflastirilan EPS’ler, liyofilize
edildikten sonra pH’st 3, 4, 6 ve 7’ye ayarlanmis 3 mL suda 30 mg EPS
¢Oziindiirilmis ve 25 °C‘de reometrede (Haake Mars, Thermo Scientific, ABD) 2 dk
siiresince dl¢iim gergeklestirilmistir. 507 sn’deki dlgiimler dikkate alarak EPS’lerin
kayma gerilimine gore vizkozitesi (Pa.s) hesaplanmistir. Benzer sekilde dH>O’da
¢Oziindiiriilen EPS’ler, 25, 45 ve 60 °C sicakliklarda reometrede analiz edilmistir

(Wang ve dig. 2015).

2.2.7 Lactobacillus plantarum Suslar1 Tarafindan Uretilen EPS’lerin

Termal Ozelliklerinin Belirlenmesi

L. plantarum suslari tarafindan tiretilen EPS’lerin piroliz ve yanma 6zellikleri
Perkin-Elmer Diamond (TG/DTA) cihazinda, azot gazi ortaminda gergeklestirilmistir.
Bu amagla liyofilize edilmis Ornekler darasi alinmig seramik kaplara 3 mg EPS
doldurulmus ve 10 °C dk™* 1s1itma hizinda 50-1000 °C’ye 1sitilarak tarama yapilmistir.
Analizde EPS’nin 1sitmayla birlikte kiitle kaybi (%) ve derivatif kiitle (%/°C) degerleri
belirlenmistir (Wang ve dig. 2015).

2.2.8 Lactobacillus plantarum Suslar1 Tarafindan Uretilen EPS’lerin

Seker Iceriginin Belirlenmesi

Uretilen toz haldeki EPS’lerden 1 g agz1 kapakl tiiplere tartilmis ve 0,5 M 25
mL siilfirik asit ilavesiyle 12 saat boyunca 95 °C sicaklikta hidrolizasyona
ugratilmistir. Oda sicaklifinda sogutulma isleminden sonra 4 M NaOH ile nétralize
edilip son hacim 30 mL’ye tamamlanmistir. Ardindan tiipler 1600 g’de 10 dk santrifiij
edilmis, st siv1 0,45 pm siringa filtrelerden gecirilerek safsizliklart giderilmistir.
Hazirlanan Ornekler refraktif indeks dedektoriine sahip yiiksek basingli sivi
kromatografi (HPLC-RID, Shimadzu, Japonya) sistemine 20 uL olarak enjekte
edilmistir. Kolon olarak CARBOsep CHO-682 Pb Column kolon kullanilmistir.

Hareketli faz olarak su kullanilmig ve kolon sicakligi 25 °C’de sabit tutulmustur.
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Orneklerin seker igerikleri daha dnceden hazirlanmus kalibrasyon egrileri kullanilarak

hesaplanmuistir (de Vuyst ve dig. 2002).

2.3 istatistiksel Analiz

Calismada Minitab paket programinda one-way ANOVA testi kullanilarak, L.
plantarum suslarinda EPS diretimi {izerine ¢evresel faktorlerin etkisinin
karsilastirilmast i¢in istatistiki analizler yapildi. Ornekler arasindaki farki

karsilastirmak amaciyla Tukey’s testi uygulandi (p<0.05).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1  EPSiireticisi izolatlarinin se¢ilmesi

Bu c¢alismada Ozel (2012) tarafindan tarhana fermentasyonunda LAB
cesitliliginin belirlenmesi amaciyla izole edilen 1044 adet izolat kullanilmistir. Bu
izolatlar arasinda EPS iiretim yetenegi olanlar, besiyeri iizerinde gelisen kolonilerinin
uzama 6zelligi gostermelerine gore belirlenmistir. Buna gore Sekil 3.1°de gorildiigii
gibi 18 adet izolat uzama 6zelligi gostermistir. Bu izolatlar arasinda PFC308, PFC309,
PFC310, PFC311, PFC312, PFC313 kodlularin oldukga belirgin uzama &zelliklerine
sahip oldugu tespit edilmistir. Calismaya dahil edilen toplam izolatlarin %1,7’sinin
kolonisi uzama davranigina sahip bulunmustur. Bakterilerde EPS iiretim 6zelliklerinin
belirlenmesinde koloni uzama fenotipinin arastirilmasi pratik uygulamalardan
birisidir. Ancak bu teknikle birlikte sadece bakterilerde uzama o6zelligi gosteren
EPS’ler tespit edilmektedir (Ruas-Madiedo ve Reyes-Gavillan 2005). Nitekim uzama
ozelligi gostermeyen EPS freticileri de bulunmaktadir. Buna gore tarhana
fermentasyonundan izole edilen bakteriler arasinda EPS iireticisi sayis1 az bulunsa da,

%1,7’si tarhana’da uzama 6zelligi gosteren EPS {ireticileri oldugu dikkate alinmalidir.

Sekil 3.1: PFC311 izolat1 kolonisinin agar iizerindeki uzama goriintiisii
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3.2  EPS Ureticisi LAB izolatlarinin Tamimlanmasi

Calisma kapsaminda iyi uzama 6zellikleri gosteren izolatlarin (GTG)s parmak
izleri belirlenmis ve ardindan 16S rDNA bdlgelerinin DNA dizisi ¢ikarilarak, nihai

tanimlanmustir.

Koloni taramasi sonucunda EPS {ireticisi olarak secilen 18 adet LAB izolatinin
(GTG)s profil cesitliligi Sekil 3.2’de gosterilmistir. Buna gore izolatlar (GTG)s
profillerine gore 6 grupta toplanmustir. En fazla bant sayis1 PFC312, en az ise PFC313
suslarinda oldugu izlenmistir. Izolatlar arasinda 6zellikle 1000 bg bolgesinde benzer

(GTG)s bantlarinin bulundugu gézlenmistir.

PFC 308 PFC305 PFC310 PFC 311 PFC312 PFC313

.

Sekil 3.2: Uzama 6zelligi gosteren LAB izolatlarinin (GTG)s profilleri

18 adet LAB izolatlarinin tanimlanmasi 16S rDNA bdlgesinin 1464 b¢ kismi
taranarak gerceklestirilmistir. Bunun i¢in merkezde st {iste bolgeleri de tarayan iki
¢ift primerler (529F-1491R ve 27F-780R) kullanilarak 16S rDNA bolgesi
cogaltilmigtir. PZR sonunda beklendigi gibi tiim izolatlardan 962 bg¢ ve 753 bg
fragmentler ¢ogaltilabilmistir. Bu asamadan sonra fragmentlerin DNA dizi analizi
gergeklestirilmis ve s6z konusu diziler birlestirilerek 1464 bg’lik 16S rDNA bolgesinin
biitiin kismina ulagilmistir. Ardindan tiim izolatlara ait DNA dizileri NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) iizerinden tarandiginda Tablo 3.1°de

Ozetlenen sonuca ulagilmistir.
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Tablo 3.1: LAB izolatlarinin 16S rDNA homolojisi ve tanimlama sonuglari

izolat No Homoloji (%) Tanimlama Sonucu

3CL25 96 Lactobacillus brevis
10BL13 100 Lactobacillus plantarum
OEL12 99 Lactobacillus plantarum
1KL5 99 Staphylcoccus warneri
15BL9 99 Lactobacillus plantarum
3EL26 99 Lactobacillus plantarum
5HL13 100 Enterobacter cloacae

3CL1 99 Lactobacillus brevis

1CL29 99 Lactobacillus brevis
3GL23 99 Lactobacillus plantarum
OFL20 99 Lactobacillus plantarum
15BL8 100 Lactobacillus plantarum
3HL11 99 Lactobacillus plantarum
5CL11 100 Staphylococcus epidermidis
1FL26 99 Staphylcoccus warneri
3H21 100 Staphylcoccus warneri
5FL15 100 Enterobacter cloacae
15EL4 100 Staphylococcus epidermidis

Tablo 3.1°den anlasildig iizere izolatlar en az %96 benzerlikle tanimlanmustir.
Bu izolatlardan 8 adedi L. plantarum, 3 adedi L. brevis, 3 adedi S. warneri, 2 adedi E.
cloacae, ve 2 adedi de S. epidermidis ile benzer bulunmustur. Bu sonuglar tarhana
fermentasyonunun mikroflorasi i¢in yapilan ¢aligmalar ile uyumludur (Sengiin ve dig.
2009, Settanni ve dig. 2011). Nitekim L. plantarum bir¢cok fermente gidalarin
mikroflorasinin temel iiyelerinden birisidir. Ozellikle bu tiiriin biiyiik bir genom
yapisina sahip olmasi nedeniyle adaptasyon giiciiniin yiiksek oldugu daha once
belirtilmistir. Bu tiiriin genom analizleri sonucunda bir¢ok sekerin katabolizmasi ile
iligkili biiyiik bir bolgenin bulunmasi, L. plantarum’da fermentasyonda adaptasyon
giicii ile iliskilendirilmistir (Makarova ve dig. 2006, Makarova ve Koonin 2007). EPS
tireticisi L. plantarum suslarinin birgok fermente gidanin fermentasyonun izole

edildigi rapor edilmistir (Leroy ve de Vuyst 2004, De Vries ve dig. 2006).

3.3  Lactobacillus plantarum suslarimin EPS iiretim miktarlar

En yiiksek uzama ozelligi gosteren farkli (GTG)s profiline sahip olan ve

tanimlanan LAB suslarinin besiyerinde iirettikleri EPS’ler, fenol siilfiirik asit yontemi
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ile ekstrakte edilerek miktar analizi yapilmistir. Buna gore ¢alisilmaya devam edilen 6
adet L. plantarum suslar1, 521-1166 ug mL™* araliginda EPS iiretmistir. En yiiksek EPS
tiretimi L. plantarum PFC310, en diisiik ise L. plantarum PFC312 suslarinda tespit
edilmistir (Sekil 3.3). Bu sonuglar literatiir verileri 1s18inda s6z konusu L. plantarum
suslarmin orta diizeyde {ireticiler olduklarin1 gdstermistir. Nitekim bugiline kadar
yapilan ¢alismalarda LAB’lerde EPS iiretiminin susa bagl olarak farkli seviyelerde
oldugu goriilmistir (Welman ve Maddox 2003; Ruas-Madiedo ve Reyes-Gavillian
2005; Harutoshi 2013; Torino ve dig. 2015; Caggianiello ve dig. 2016). LAB’lerde
homopolisakkarit iiretimi en yiiksek 11-16 g L™ olarak tespit edilirken, en yiiksek
heteropolisakkarit L. rhamnosus RW-9595M (2775 mg L) (Macedo ve dig. 2002) ve
L. kefiranofaciens WT-2B (2500 mg L) (Maeda ve dig. 2004) suslarinda iiretildigi
tespit edimistir. Bunlarin disinda L. lactis subsp. cremoris (80-600 mg L™), S.
thermophilus (50-350 mg L), L. delbrueckii subsp. bulgaricus (60-150 mg L), L.
casei (50-60 mg L) (Cerning 1995), ve L. plantarum (140 mg L) (Tsuda ve
Miyamoto 2010) suslarinda daha diisiik heteropolisakkarit tiretilmistir.

1600 1.040

1.166 1.005

769 [
692 I ’

PFC 308 PFC 309 PFC 310 PFC 311 PFC 312 PFC 313
L. plantarum

Sekil 3.3: L. plantarum suslari tarafindan iiretilen EPS miktar1 (ug mL™)

3.4  Lactobacillus plantarum suslarinda EPS iiretimi iizerine
inkiibasyon sicakhigl, karbon kaynagi, pH ve inkiibasyon siiresinin

etkisi

L. plantarum suslarinda yiiksek EPS {iretimine ulagmak i¢in ve bu suslarda EPS

tiretiminin teknolojik agidan degerlendirmek amaciyla, s6z konusu suslarin EPS
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tiretimi farkli inkiibasyon sicakligi, karbon kaynagi olarak seker farkliligi, ortamin

pH’s1 ve inkiibasyon siiresi faktorleri kullanilarak arastirilmistir.

20 °C’de L. plantarum PFC308 ve L. plantarum PFC313 suslarinda herhangi
bir EPS {iiretimi tespit edilmemistir. Bu inkiibasyon sicakliginda en yiiksek EPS, L.
plantarum PFC310 susu tarafindan iretilmistir. L. plantarum PFC309, PFC311 ve
PFC312 suslarinda ise aym miktarlarda EPS iiretimi gerceklesmistir. Inkiibasyon
sicakligi 37 °C’ye ¢ikarildiginda L. plantarum PFC310 en yiiksek miktarda EPS’yi
tiretmistir. Bunu L. plantarum PFC311 ve PFC312 suslari takip etmistir (Sekil 3.4).

L. plantarum PFC310°da her iki inkiibasyon sicakliginda iiretilen EPS
miktarinda farklilik bulunmamistir. Ancak L. plantarum PFC309, PFC311 ve PFC312
suslarinda 20 °C’de 37 °C’ye kiyasla daha fazla (p<0.05) EPS diretilmistir. L.
plantarum suslarinin 30 °C’deki EPS iiretimi (Sekil 3.3) 20 ve 37 °C’deki tiretimleri
ile birlikte degerlendirildiginde (Sekil 3.4), 30 °C’de iiretimin daha yiiksek (p<0.05)
oldugu anlagilmistir. Tiim suglarda inkiibasyon sicakliginin 37 °C’ye yiikseltilmesi
durumunda EPS tiretimi miktar1 diismistiir. L. plantarum suslari mezofilik karakterde
oldugundan hiicre sistemlerindeki enzimler mezofilik kosullara adaptedir. Bu
caligmada denenen L. plantarum suslarinin inkiibasyon sicakliklarina gore EPS iiretim
davraniglar1 da bununla iligkilidir. Pingitore ve dig. (2016) tarafindan yapilan bir
calismada L. plantarum Q823 susunun inkiibasyon sicakliginin 30 °C’den 37 °C’ye
yiikseltildiginde EPS iiretimi 10 kat azalmigtir. Bagka bir ¢alismada L. plantarum EP56
susunda EPS iiretimi en yiiksek 18 °C’de tespit edilirken, sicakligin 37 °C’ye
cikarilmasiyla EPS iiretimi diismiistiir. Bu susta 30 °C’de EPS iiretimi 75,6 mg L*
olarak Olctilmiistiir (Tallon ve dig. 2003).

Tez kapsaminda iizerinde c¢alisilan L. plantarum suslarinin inkiibasyon
sicakligina gore EPS tretim davranislari endiistriyel agidan degerlendirildiginde, 20
ve 30 °C’de 37 °C’ye gore daha fazla EPS’nin iiretilmesi dnemli bir sonugtur. Ozellikle
so6z konusu L. plantarum suslarinin tarhana fermentasyonundan izole edilmesi ve
tarhananin da oda kosullarinda (yaklasik 22-25 °C) fermente edildigi dikkate
alindiginda bu ozelligin L. plantarum suslarinin tarhana fermentasyonunda EPS
tiretebilebilecegi sonucuna varilabilir. Diger taraftan L. plantarum PFC310 susunun

denenen tiim inkiibasyon sicakliklarinda da ytliksek miktarda EPS tiretebilmesi, bu sus
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cesitli fermente gidalarin tiretiminde starter kiiltlir olarak kullanilmasi agisindan 6n

plana ¢ikmustir.
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Sekil 3.4: L. plantarum suslarinin EPS {iretimine farkli inkiibasyon sicakliklarinin etkisi

L. plantarum suslarmin farkli seker tiplerinin EPS tiretimine etkisini belirlemek
icin, sakkaroz, maltoz, laktoz ve fruktoz MRS besiyerinde glukoz yerine
kullanilmigtir. L. plantarum suslarinda EPS tiretimi karbon kaynagina gore farklilik
gostermistir. L. plantarum PFC308, PFC309 ve PFC312 suslarinda sakkaroz sekerinin
bulunmasi durumunda en yiiksek miktarda EPS ftiretilmistir. Buna karsin L. plantarum
PFC310 ve PFC311 suslarinda ise maltozun bulunmasi durumunda en yiiksek oranda
EPS tespit edilmistir. L. plantarum PFC313 susunda ise digerlerinden farkli bir sekilde
laktoz varliginda en yiiksek EPS iiretimi saptanmustir. Tiim L. plantarum suslarinda en

diisiik miktarda EPS iiretimi fruktoz varliginda 6l¢iilmistiir (Sekil 3.5).

Besiyerinde farkli seker kullanilmasimna bagli olarak L. plantarum suslari
arasinda en yiiksek EPS iiretimi L. plantarum PFC311 susunda maltoz varliginda 2086
ng mL? olarak iiretilmistir (p<0,05). Ayni susta laktoz varliginda 1601 pg mL™ EPS
tiretimi gergeklesmistir. Glukoz varliginda en yiiksek EPS iiretimi (Sekil 3.3) tespit
edilen L. plantarum PFC310 susunda ise sakkaroz ve maltoz sekerlerinin kullanilmasi
durumunda esit diizeyde (1400 ve 1431 ug mL™?) EPS iiretilmistir (Sekil 3.5). Bu iki
susta glukoz varligina gore sakkaroz ve maltoz ile birlikte daha fazla EPS {iretimi tespit
edilmistir. Ozellikle dikkati geken diger bir sonug disakkarit bulunmas1 durumunda L.
plantarum suslarinda daha fazla EPS firetilmesidir. L. plantarum EP56’da EPS
tiretimine karbon kaynagmin etkisinin arastirildigi bir caligmada, en yiiksek EPS

tiretimi laktoz sekerinin varliginda bunu ise sakkaroz sekeri takip etmistir (Tallon ve
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dig. 2003). Benzer sekilde L. plantarum MTCC9510 susunda en yiiksek EPS laktoz

varliginda tretilmistir (Ismail ve Nampoothiri 2010).

Teknolojik acgidan L. plantarum suslarinin &zellikle sakkaroz ve maltoz
bulunmasi durumunda daha fazla EPS iiretilmesi 6zellikle tahil bazli fermente
gidalarin iiretilmesi acisindan 6nem tasimaktadir. Ciinkii ortamda bulunan maltoz

kullanilarak yiiksek miktarda EPS iiretilmesi miimkiindiir.
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Sekil 3.5: L. plantarum suslarinin EPS {iretimine farkli karbon kaynaklarinin etkisi

L. plantarum suslarinda EPS iiretimi ortam pH’sindan etkilenmistir (Sekil 3.6).
Suslarda EPS iiretimi genellikle nétr pH degerlerinde daha yiiksek tespit edilmistir.
Sadece L. plantarum PFC309 susunda denen pH degerlerinde esit diizeyde EPS
tiretimi izlenmistir. Ayrica tiim suslarda EPS tiretimi bakimindan pH 5 ve 6’nin verimli
oldugu goriilmiistiir. Nitekim L. plantarum PFC310 ve PFC313 suslarinda pH 5°de en
yiksek (p<0.05) EPS iiretilmistir. Diger taraftan L. plantarum PFC308, PFC311 ve
PFC312’de en yiiksek EPS iiretimi (p<0.05) pH 6’da ger¢eklesmistir. L. plantarum
suslarinda en yiiksek EPS iiretiminin nétr pH degerlerinde gerceklesmesi hiicrelerin
gelisim fizyolojisi ile yakindan iliskili oldugu tahmin edilmektedir. Nitekim hiicre
sayisinin artmasit ortamda EPS birikimini de artirmaktadir. LAB’lerin fizyolojik
gelisme pH’lar1 5 ila 6 araligindadir (Welman ve Maddox, 2003; Ruas-Madiedo ve
Reyes-Gavillian 2005; Harutoshi 2013; Torino ve dig. 2015; Caggianiello ve dig.
2016). Dolayisiyla L. plantarum suslarinda EPS biyosentezinden sorumlu enzimlerin
de s6z konusu pH degerlerinde stabil ve fonksiyonel olduklari ifade edilebilir. Karbon
kaynag1 olarak laktozun kullnildig1 bir ¢alismada, ortam pH’sinin artis1 ile birlikte L.
plantarum MTCC9510 susunda EPS {iretimi artmistir (Ismail ve Nampoothiri 2010).
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Sekil 3.6: L. plantarum suglarinin EPS iiretimine ortam pH’sinin etkisi

L. plantarum suslarinda inkiibasyon siiresi ile EPS {iretimi arasinda anlaml
iliski kurulamamustir (Sekil 3.7). Ciinkii L. plantarum PFC308, PFC312 ve PFC313
suslarinda en yiiksek EPS miktar1 36 saat inkiibasyon sonunda belirlenmistir. Ancak
L. plantarum PFC310 ve PFC311 suslarinda ise 48 saat sonunda en yiiksek EPS tespit
edilmistir. Ayrica bu suslarda 24 saat sonra EPS iiretimi 36. saate kiyasla daha fazla
bulunmustur. Diger bir farkli durum da L. plantarum PFC309 susunda gbzlenmistir.
Bu susta 36 ve 48 saat inkiibasyondan sonra diisiik EPS miktar1 belirlenmistir (Sekil
3.7). Yapilan calismalar LAB’lerde EPS {iretiminin hiicre biyokiitlesi ile dogrusal
oldugunu gostermistir. Ancak bu bulgular s6z konusu bilgiyi destekler nitelikte

degildir. Kisaca inkiibasyon siiresi EPS {iretimini susa bagli olarak etkilemistir.
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Sekil 3.7: L. plantarum suslarinda EPS {iretimine farkli inkiibasyon siirelerinin etkisi
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3.5 Lactobacillus plantarum suslar1 tarafindan EPS iiretimi ve

EPS’lerin Saflastirilmasi

L. plantarum suslari tarafindan iiretilen EPS’lerin karakterizasyonu igin, s6z
konusu iiretici suslar 2 L biyoreaktdr (Minifors, Isvigre) hacminde, modifiye BHI
ortaminda 18 saat pH 6°da gelistirilmis ve iiretilen EPS’ler saflagtirilarak liyofilize
edilmistir (Sekil 3.8 ve 3.9). Biyoreaktor ortaminda L. plantarum suslari tarafindan
iiretilen EPS’lerin ve biyokiitle miktarlar1 Tablo 3.2’de gosterilmistir. Buna gore en
fazla miktarda EPS L. plantarum PFC311 susunda iiretilmistir. LAB tiirlerinde degisen
seviyelerde EPS tretilmektedir. L. plantarum suslarinda bugiine kadar rapor edilen
EPS iiretim miktar1 59-599 mg L arasinda degistigi rapor edilmistir (Wang ve dig.
2017). Buna gore tez kapsaminda kullanilan suslarin bu araliklarda EPS {irettigi
goriilmiistiir. Ayrica suslar arasinda EPS tiretimi bakimindan kiyaslama yapildiginda

L. plantarum PFC311 endiistriyel 6lgekte EPS iiretimi bakimindan nerilebilir.

Sekil 3.9: Tiim EPS’lerin liyofilize goriintiisii
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Tablo 3.2: Fermentor sisteminde L. plantarum suslari tarafindan iiretilen EPS’lerin miktar1

izolat No EPS Miktar1 (mg L)
PFC308 198
PFC309 120
PFC310 211
PFC311 400
PFC312 258
PFC313 290

3.6  Lactobacillus plantarum Suslar1 Tarafindan Uretilen EPS’lerin
Reolojik Ozellikleri

L. plantarum suslarinin drettigi EPS’ler, kayma ile incelme davranisi
gostermistir. Yani kayma hizi ile birlikte vizkozitede azalma kaydedilmistir.
Muhtemelen kayma kuvveti ile birlikte olusan hidrodinamik kuvvetlerle EPS’nin
yapisal birimlerinde kirilmalar s6z konusudur (Kavita ve dig. 2014). Bu o6zellik
gidalarin duyusal 6zelliklerinin algilanmasinda 6rnegin agizda biraktigi dolgunluk ve
aroma saliniminda oldugu kadar karistirma, pompalama, kurutma ve doldurma gibi

gida prosesleri acisindan 6nem tagimaktadir (Zhou ve dig. 2014).

L. plantarum suslari tarafindan tiretilen EPS’ler, PFC311E ve PFC312E harig,
asidik kosullarda notr kosullara kiyasla daha viskoz bulunmustur (p<0.05).
PFC311E’de ise digerlerinden farkli (p<0.05) olarak, pH artis1 ile birlikte viskozite
artmistir. Bu 6zellik asidik fermente gidalarda viskozitenin artirilmasi agisindan 6nem
tasimaktadir. L. kefiranofaciens ZW3 susu tarafindan iiretilen EPS’nin de asidik
kosullarda daha viskoz 6zellik gosterdigi rapor edilmistir (Wang ve dig. 2015). pH 3
ve 4’te en viskoz EPS; PFC313E, pH 6 ve 7’de ise en viskoz EPS, PFC311E olarak
belirlenmistir (Sekil 3.10). Bu iki EPS’nin digerlerine kiyasla daha viskoz reolojik

ozellige sahip olduklart anlagilmistir.
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Sekil 3.10: L. plantarum suslar1 tarafindan iiretilen EPS’lerin farkli pH kosullarindaki reolojik
ozellikleri

L. plantarum suslari tarafindan iiretilen EPS’lerin viskozitesi sicakligin artisi
ile birlikte digmistir. Ortam sicakliginin 25°den 45 ve 60 °C’ye artirilmasi
durumunda s6z konusu EPS’lerin viskoziteleri yaklasik %50 oraninda azalmistir. Tiim
sicaklik degerlerinde en yiiksek viskozite PFC311E’de belirlenmistir (Sekil 3.11).
Sicaklik artisiyla viskozitesi en az diisen EPS, PFC309E olmustur. Ortam sicakliginin
artis1 ile birlikte EPS yapisindaki baglantilarin muhtemelen agilmasindan dolay1 s6z
konusu EPS’lerin viskozitesi diisebilmektedir. Bu EPS’leri iireten L. plantarum
suslarinin izolasyon kaynaginin tarhana olmasi dikkate alindiginda, tarhananin tiikketim
sicakliginin yiiksek olmasi nedeniyle s6z konusu EPS’lerin tarhananin reolojik
ozelliklerinin 1iyilestirilmesi yoOniinde Onemli katki saglamayabilir. Ancak diisiik
sicaklik derecelerinde tiiketilen veya muhafaza edilen fermente gidalarda fermente

gidalarin reolojisi lizerinde etkili olacaktir.
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Sekil 3.11: L. plantarum suslari tarafindan iiretilen EPS’lerin farkli sicakliklardaki reolojik 6zellikleri
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3.7 Lactobacillus plantarum Suslar1 Tarafindan Uretilen EPS’lerin
Termal Ozellikleri

L. plantarum suslar tarafindan tiretilen EPS’lerin TGA analizleri, dinamik
olarak sicaklik artisi ile kiitle kayb1 belirlenerek yapilmistir. EPS’lere ait termogramlar
(Sekil 3.12-3.17) incelendiginde PFC310E ve PFC311°de iki, PFC313E, PFC308E ve
PFC309E’de iig, PFC312E’de ise dort bozulma piki gozlenmektedir. Tim EPS
orneklerinde 47,51-59,94 °C araliginda %8,4’den 10,46’ya kadar degisen oranlarda
birinci kiitle kaybi1 meydana gelmistir. Bu asamada EPS’lerin kabonil gruplar
icermesinden dolayr baglanmis olan suyun uzaklastirildigi tahmin edilmektedir
(Kumar ve dig. 2004). Bunun disinda 140-147°C arasinda ise PFC308E, PFC309E,
PFC312E ve PFC313E sirasiyla %9,08, 10,73, 10,30 ve 11,45 oranlarinda ikinci kiitle
kaybi olusmustur (Sekil 3.12, 3.13, 3.16, 3.17). PFC311E harig tiim EPS 6rneklerinde
ana kiitle kayb1 314+1 °C’de gergeklesmistir. PEC311E’de ise ana kiitle kaybi sicakligi
295,72 °C’dir. 200 ila 400 °C araliginda en diisiik PFC312E’de %39,15, en yiiksek
PFC311E’de %58,90 oraninda kiitle kaybedilmistir. Diger PFC310E, PFC313E,
PFC308E ve PFC309E EPS’lerinde sirasiyla %49,32, 45,51, 48,11 ve 47,99 oraninda
kiitle kayb1 meydana gelmistir. L. plantarum suslari tarafindan tiretilen EPS’lerin 800
°C’ye kadar yakilmasi sonucunda PFC312E, PFC311E, PFC313E, PFC308E ve
PFC309E EPS’lerinde %34+2 oraninda rezidii orani tespit edilmistir. Yanma sonunda
en yiiksek oranda rezidii PFC310E’de %41,44 oraninda kalmistir.

L. plantarum suslar1 tarafindan tiretilen PFC311 harig¢ diger EPS’lerin termal
degradasyon sicakligi bugiine kadar rapor edilen EPS’lerden yiiksek bulunmustur
(Ismail ve Nampoothiri, 2010; Wang ve dig. 2010; Wang ve dig. 2015; Wang ve dig.
2017). En iyi bilinen ksantan ve ke¢iboynuzu gamlarinin degradasyon sicakligi 282,65
ve 278,46 °C olduguna gore (Wang ve dig. 2010; Ahmed ve dig. 2013) bu ¢alismada
tiretilen EPS’lerin degradasyon sicakligi yiiksektir. Ayni sekilde diger LAB suslari
tarafindan iiretilen EPS’lere gore de degradasyon sicakligi daha ytiksektir. EPS’lerin
termal stabilitesi seker icerigi ve yapisi ile yakindan iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir
(Wang ve dig. 2017). EPS’lerin termal stabilitelerinin yiiksek olmasi, 6zellikle yliksek
1s1l islem proseslerinde stabilitelerini koruyabilmeleri agisindan énemlidir. Ozellikle
yiiksek 1s1l islem uygulanan gidalarin islenmesinde L. plantarum PFC310 susunun

iirettigi EPS yiiksek 1s1] direnci nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir.
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Sekil 3.12: L. plantarum PFC308 susu tarafindan tiretilen EPS’nin TGA kiitle kayb1 spektrumu
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Sekil 3.13: L. plantarum PFC309 susu tarafindan tiretilen EPS’nin TGA kiitle kayb1 spektrumu
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Sekil 3.14: L. plantarum PFC310 susu tarafindan {iretilen EPS’nin TGA kiitle kayb1 spektrumu
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3.8 Lactobacillus plantarum Suslar1 Tarafindan Uretilen EPS’lerin

Seker Icerigi

L. plantarum suslar1 tarafindan tiretilen EPS’lerin seker igerigi HPLC analizi
ile belirlenmistir. Asitle yakildiktan sonra, EPS’lerin glukoz, galaktoz ve fruktoz
birimlerinden olustugu anlasilmigtir (Sekil 3.18-23). EPS’lerin kromatogramlarinda
glukoz, galaktoz ve fruktozun sirasiyla 14,86, 17,01 ve 18,67 dk’da tespit edilmistir.
PFC309E ve PFC313E EPS’lerinde 1:3 oraninda glukoz ve galaktoz (Sekil 3.19 ve
3.23), PFC310E ve PFC312E EPS’lerinde 1:4 glukoz ve galaktoz (Sekil 3.20 ve 3.22),
PFC308E’de 1:3:1 oraninda glukoz, galaktoz ve fruktoz (Sekil 3.18), PFC311E’de
2:2:1 oraninda glukoz, galaktoz ve fruktoz igerdigi belirlenmistir (Sekil 3.21). Buna
gore soz konusu EPS’lerin galaktoz igerikleri daha fazla bulunmustur. Ayrica tiim
EPS’lerde glukoz PFC311E hari¢ digerlerinde ayni orandadir. Fruktoz ise sadece
PFC308E ve PFC311E’de tespit edilmistir. Glukoz ile fruktozun birlikte EPS
yapisinda bulunmadigi dikkate alindiginda, s6z konusu suslarda bu sonuglar L.
plantarum suslar1 tarafindan iiretilen EPS’lerin heteropolimerik yapida olduklarini
gostermigtir. Ayrica L. plantarum suslar tarafindan iiretilen diger EPS’ler ile seker
icerigi uyumludur. Cilinkii bugiine kadar L. plantarum suslar1 tarafindan iiretilen
EPS’lerde yapilan seker analizlerinde ozellikle glukoz ve galaktozun mutlaka
bulundugu, bunun disinda iki EPS’te arabinoz (Liu ve dig. 2011; Wang ve dig. 2017),
bes EPS’te mannoz (Dilna ve dig. 2015; Zhou ve dig. 2016) birimlerinin yer aldigi
rapor edilmistir. Ayrica friikktoz ise ti¢ L. plantarum EPS’inde tespit edilmistir (Liu ve
dig. 2011; Wang ve dig. 2015).
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Sekil 3.18: L. plantarum PFC308 susunun iirettigi EPS’nin seker igerigi kromatogrami
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Sekil 3.22: L. plantarum PFC312’nin {irettigi EPS’nin seker igeriginin kromatogrami
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4. GENEL SONUCLAR ve ONERILER

Bu caligmanin temel konusu tarhana kaynakli izolatlar arasindan EPS {ireticisi LAB

suslarmin belirlenmesi ve iiretilen EPS’lerin karakterize edilmesidir. Yapilan

calismalar neticesinde asagidaki sonuclara ulasilmis ve oneriler ¢ikarilmistir.

1.

1044 adet tarhana izolatindan 18 adet kolonide uzama 6zelligi belirlenmis,
ardindan (GTG)s parmak izine gore siniflandirilmis ve 16S rDNA dizileri ile
tanimlanmistir. Calismada tarhana florasinda %1,72 oraninda kolonisi uzama
fenotipi gosteren izolat bulunmustur. 18 adet izolatin da 8 tanesi (%44) L.
plantarum oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar tarhana florasinda bulunan EPS
tireticilerinin diisiik oranda bulunduguna ve L. plantarum tiirlerinin agirlikli
olduguna isaret etmistir.

Tarhana kaynakli 6 adet L. plantarum suslarinda EPS iiretiminin farkli
oranlarda oldugu anlasilmistir. Bu sonu¢ EPS iiretiminin susa bagli olarak
degistigine isaret etmistir. En fazla EPS L. plantarum PFC310 susunda
iretilmistir. Bu sus endiistriyel boyutta EPS’nin {iretilmesi agisindan énem
tasimaktadir. Ozellikle EPS iiretim mekanizmasma yonelik yapilacak
calismalar neticesinde endiistriyel dlgekte EPS iiretimi i¢in ciddi kazanimlar
elde edilebilir.

L. plantarum suslarinda EPS iiretimi sakkaroz ve maltoz varliginda artmistir.
Bu sonug disakkaritlerin s6z konusu L. plantarum suslarinda EPS iiretimini
tesvik ettigini gostermistir. L. plantarum suslarinin sakkaroz ve maltoz
varliginda yiliksek EPS iiretebilmesi nedeniyle bu suslar 6zellikle tahil bazl
fermente gidalarin iiretimi i¢in Onerilebilir. Diger taraftan endiistiryel EPS
tiretiminde maltoz ve sakkaroz igeren substrat kaynaklarinin kullanilmasi ile
daha fazla EPS firetilebilir.

L. plantarum suslar1 tarafindan iretilen EPS’ler, viskoziteyi diisiik oranda
artirmistir. Ancak asidik kosullarda PFC311E hari¢ diger EPS’lerin varliginda
viskozite yiikselmistir. PFC311E’nin ise notr kosullarda viskozitesi yiiksek
bulunmustur. Fonksiyonlar1 bakimindan farkli davraniglar gdstermesi
nedeniyle PFC311E, farkli amaglar dogrultusunda kullanilabilecektir.

L. plantarum suslar1 tarafindan tiretilen EPS’lerin termal direnglerinin yiiksek

bulunmasi 6zellikle bu EPS’lerin yiiksek 1s1l islem uygulanan gidalarin yapisal

o1



Ozelliklerinin 1iyilestirilmesi agisindan fayda saglayacaktir. Ciinkii yliksek
sicakliklarda bozulmadan stabil kalacaktir.

L. plantarum suslar1 tarafindan EPS’lerin glukoz, galaktoz ve fruktoz
sekerlerini igerdikleri belirlenmistir. Bu sekerler arasindan galaktozun daha
fazla oranda oldugu dikkati cekmektedir.

. Bu calismayla birlikte tarhana fermentasyonundan EPS iireticisi ¢esitli L.
plantarum suslar1 belirlenmis ve mutlak tanimlanmistir. Bu suslar arasindan L.
plantarum PFC310 ve PFC311 suslarmin yiiksek EPS iireticisi olmas1 ve
tiretilen EPS’lerinin temal direng ve viskoziteyi artirict 6zellikleri nedeniyle,
tiretici suslarin fermente gidalarin {iretiminde kullanilmasi veya iiretilen
EPS’lerin gidalarin yapisal 6zelliklerinin iyilestirilmesinde amaciyla katilmasi

oOnerilir.
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6. EKLER

EK A.1 Tablolar

Tablo A.1: Tarhanadan izole edilen LAB izolatlarinin 16S rDNA bolgesinin

cogaltilmas: sonucu elde edilen PZR firiinlerinin jel {izerinde goriillen DNA

bantlarinin dizileri.

izolat
Kodu

Tanimlama
Sonucu

DNA Dizisi

PFC 308 Lb. plantarum

GAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGG
GGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTT
GGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCAC
TTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTATCTAGATGGTGGGGTAAC
GGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCTACCTGAGAGGGTAA
TCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGAT
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA
ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCA
GGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
ATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAAC
TGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAG
TATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACC
GTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTCCGCCCTTCAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAGGCTGAACTCAAA

67




Tablo A.1 (Devami)

PFC 309 Lb. plantarum

PFC 310 Lb. plantarum

GTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCT
GGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGG
TCCGAGCTTGAAAGATGGCTTTGGCTATCACTTTTGGATGGTC
CCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATG
GCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATT
GGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTA
AAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGT
ATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT
AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTT
CGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAG
TGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAAT
GCTAATTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAAC
GCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAA
ACTCAAA

GTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCT
GGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGG
TCCGAGCTTGAAAGATGGCTTTGGCTATCACTTTTGGATGGTC
CCGCGGCGTATTATCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATG
GCAATGATACGTAGCCTACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATT
GGGACTGAGACACGGCCCAAACTACTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTT
AAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGG
TATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTT
GAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTG
TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATG
AATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCT
GAAACTCAAAGG
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Tablo A.1 (Devami)

PFC 311 Lb. plantarum TGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAAC

PFC 312 Lb. plantarum

ACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCG
CATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGG
ATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTC
ACCATGGTAATGATACCTAGCCTACCTGAGAGGGTAATCGG
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAA
CTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAG
GTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
ATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAA
ACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCAT
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCG
AAAGTATGGGTAGCAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
TACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCC
TTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAGGCTGAAACTCAAAGG

GGACATCTGCCCTCAGGCGGTGGAGAACACGTGGAAACGCG
TGCTAATACCGCAGATTAACGGGGACCGCATGCGCTTCTGGG
CAGGTATGGCTGTGGCTATCACTTGTGGATGGCCCCCCGGCG
TGTTATCTTGATGGTGGGGCAACTGCTCACCATGGTTCGGAT
ACCTTGCCTACCTGAGAGGCGCCGCGGGCGTTTGGGACTGA
GACACGGCCCATCCTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAA
GAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAA
GCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCG
GCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGT
GCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATATGGAAGACACCAGTGGCGAATGCGGCTGTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAAT
GCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAA
CGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCANGCTGA
AACTCAAAG
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Tablo A.1 (Devami)

PFC 313 Lb. plantarum

AGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACG
TGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATG
GTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGT
CCCGCGGCGTATTATCTTGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATG
GTAATGATACCTTGCCTACCTGAGAGGGTAATCGGCCGTTTGG
GACTGAGACACGGCCCATCCTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGC
GTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAA
GAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATT
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAA
AGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCG
GCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTG
CAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATATGGAAGACACCAGTGGCGAANGCGGCTGTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGCTCGAAAGTATGGGTAGCAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAG
TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGC
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