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OzZET

Bu calismada sut endustrisinde starter kultir olarak kullanilan
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 ve
Streptococcus thermophilus ATCC 14425 suslarinin hiicre gelisimi, EPS
uretimi ve toplam protein miktari lizerine cesitli agir metal tuzlarinin
[Co(NO3)2.6H20, ZnS04.7H,0, Cr(NO3);.9H,0, Pb(CH3C0O0),.3H,0, NiCl,,
K.Cr,07, CuSO045H;0, AgNO;, CdCl;] etkilerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Metal tuzlarinin (0,005 - 80 mM) arasinda farkl
konsantrasyonlari kullanilarak suslarin metallere karsi minimal
inhibisyon konsantrasyonlari (MIK) duzeyleri belirlenmistir.
Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susunda bu degerler
sirasiyla; Co(NO3)2.6H,O icin 1 mM, ZnS04.7H,O igin 0,1 mM,
Cr(NO3)3.9H.0 icin 10 mM, Pb(CH3C0OO0),.3H;0 i¢in 1 mM, NiCl; igin 0,1
mM, K3Cr;07 igin 1 mM, CuSO,4.5H;0 icin 2,5 mM, AgNO; igin 0,5 mM,
CdCl; i¢in 0,005 mM olarak tespit edilerken; Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus ATCC 11842 susunda Co(NO;3);.6H,O igcin 10 mM;
ZnS04.7H,0 5 igin mM; Cr(NO3)3.9H,0 i¢in 10 mM; Pb(CH3C0O0),.3H,0
icin 0,5 mM; NiCl; icin 10 mM; K,Cr.0y7 igin 0,5 mM; CuS04.5H,0 igin 5
mM; AgNO; i¢in 0,5 mM ve CdCI; i¢in 0,005 mM olarak bulunmustur.
Genel olarak Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842



susunun metal direncinin Streptococcus thermophilus ATCC 14425
susundan daha fazla oldugu goézlenmistir. En yuksek (505 mg/L) EPS
uretimi Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus ATCC 11842 susunda
(0,006 mM) CuSO,5H,0 konsantrasyonunda tespit edilirken,
Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susunda ise (0,005 mM) NiCl;
konsantrasyonunda en yuksek (255 mg/L) EPS urettigi belirlenmigtir.
Bu degerler kontrol besiortaminda sirasi ile 127 ve 157 (mg/L) olarak
bulunmustur. En yiliksek (0,052 mg/mL) protein uretimi Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susunda (0,005 mM)
Cr(NO;)3;.9H,O konsantrasyonunda belirlenirken, Streptococcus
thermophilus ATCC 14425 susunda (0,006 mM) Co(NOs;),.6H.0
konsantrasyonunda protein miktann (0,058 mg/mL) olarak tespit
edilmistir. Calismada agir metal konsantrasyonunun artigina bagh
olarak bakterilerin EPS ulretimi ve protein miktarlarinin azaldigi

bulunmustur.

Bilim Kodu : 203.1.023

Anahtar Kelimeler : Laktik asit Bakterileri, Agir Metal,
Ekzopolisakkarit, Protein

Sayfa adedi : 99
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ABSTRACT

In this study, it is aimed to determine the cellular developments and
EPS productions of the Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC
11842 and Streptococcus thermophilus ATCC 14425 strains which are
used as the starter culture in the diary industry, and impacts of the
various heavy metal salts [Co(NO3),.6H,0, ZnS0,.7H,0, Cr(NO3)3.9H,0,
Pb(CH;C00),.3H,0, NiCl;, K;Cr;07, CuS04.5H,0, AgNO;, CdCl;] on the
total protein amount. The minimal inhibition concentration (MIC) levels
of the metal salts against the strains are determined by using the
different concentrations between (0,005 - 80 mM). As those values in
the streptococcus thermophilus ATCC 14425 strain are determined as 1
mM for Co(NOs3)..6H.O; 0,1 mM for ZnSO,7H;O0; 10 mM for
Cr(NO3)3.9H,0; 1 mM for Pb(CH3;C0OO0),.3H,0; 0,1 mM for NiCl,; 1 mM for
K.Cr,07; 2,5 mM for CuS0,4.5H,0; 0,5 mM for AgNOs3; 0,005 mM for
CdClI, respectively; they are determined as 10 mM for Co(NO3),.6H,0; 5
mM for ZnS0O,7H;0; 10 mM for Cr(NO;3);.9H,O; 0,5 mM for
Pb(CH3C00),.3H,0; 10 mM for NiCl;; 0,5 mM for K;Cr,O7; 5 mM for
CuS0,4.5H;0; 0,5 mM for AgNO3;; and 0.005 mM for CdCl; in the
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 strain. In general,

it is observed that the metal resistance of Lactobacillus delbrueckii ssp.
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bulgaricus ATCC 11842 strain is higher than of the Streptococcus
thermophilus ATCC 14425 strain. As the highest EPS production (505
mg/L) is determined in the Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus
ATCC 11842 strain (0,005 mM) in the CuS0,4.5H,0 concentration, it is
determined that the highest EPS (255 mg/L) is produced in the
Streptococcus thermophilus ATCC 14425 strain (0,005 mM) in the NiCl.
concentration EPS. Those values are found as 127 and 157 (mg/L) in
the controlled feeding environment respectively. As the highest protein
production (0,052 mg/mL) is determined in the Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus ATCC 11842 strain (0,005 mM) in the Cr(NO;)3;.9H.O
concentration, the protein amount in the Streptococcus thermophilus
ATCC 14425 strain (0,005 mM) is determined as (0,058 mg/mL) in the
Co(NO3),.6H,0 concentration. In the study, it is found that EPS
production and protein amounts of the bacteria decrease depending on

the increasing of heavy metal concentration.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu galismada kullanilmig bazi simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

°C Santigrat derece
mM Milimolar

nm Nanometre

Mg Mikrogram

ML Mikrolitre

Mm Mikrometre

g Gram

M Molar

N Normal

pH Asitlik Bazlik Birimi
spp Species (Turleri)
subsp Subspecies (Alt Ttr)
Kisaltmalar Aciklama

Cfu Coloni Forming Units
Dk Dakika

EPS Eksopolisakkarit

IgA Immiinoglobulin A
LAB Laktik asit bakterileri
LDH Laktat dehidrogenaz
Mik Minimum inhibasyon konsantrasyonu

MRS Man Rogosa Sharpe



1.GIRIS

Son yillarda sut ve sut urunlerinin fermentasyonunda kullanilan laktik asit
bakterilerinin safra ve asitli ortamlara dayanikliklari, antikolestrol aktiviteleri,
safra tuzlarini hidroliz edebilmeleri, antimikrobiyal madde Uretebilmeleri ve
bagirsakta canhliklari ve geligebilme Ozellikleri ile agregasyon ve
koagregasyon durumlari bu bakterilerin probiyotik olarak kullanimlari

uzerinde ¢alismalar 6nem kazanmistir.

Agir metaller, gida maddelerinin yapisina toprak, gubreleme, sulama,
ilaclama ve benzeri ¢evresel faktorlerle alinabildigi gibi, gida maddelerinin
uretimi ve depolanmasi sirasinda temas ettigi makine, ekipman veya
paketleme materyallerinden de bulagabilmekte ve gida zinciri yoluyla
tiiketiciye gegmektedir [Li ve ark., 2005]. insanlarda uzun dénemde agir

metallerin birikimi saglk riskine yol agmaktadir [Cabrera ve ark., 19995].

Bu calisma ile, yogurt ve diger fermente sit drlnlerin Uretiminde kullanilan
Streptococcus thermophilus ATCC 14425 ve Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus ATCC 11842 starter bakterilerinin gesitli agir metallere karsi
direnglilikleri arastinlmigtir. Ayrica bu bakterilerin adir metal igeren
ortamlarda sut UrUnlerinin kivamini saglayan ekzopolisakkarit (EPS) Uretme
yetenegi ve toplam hucre protein miktarindaki degismenin incelenmesi

amaglanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Siit ve Siit Uriinleri

2.1.1. Tarihge

insanlarin gocuk bakim tarihinde siit ve sit Griinlerinin ¢gok énemli bir yeri
vardir. Sut cocuklarin ve bebeklerin 6nemli temel bir besinidir. Yogurt,
tereyagi, peynir sutten hazirlanmaktadir. Ek olarak kimiz, kimiz mayasi ile

sutden elde edilen onemli bir stt Grinudur.

Yogurt ilk kez Hunlar zamaninda hazirlanmistir. Uygur Turkleri gida ve
uykusuzluk hastaliginin tedavisi icin yogurdu kullanmislardir. Sarimsak ve
yogurt karistirilarak hastalara verilmigtir. Karahanlilar doneminde Turklerin
cok onemli besin kaynagi ve ilac olarak sut ve sut Urunlerinin oldugu
belirtilmistir [Erdemir, 2004].

2.1.2. Probiyotik olarak bakteriler

insanlik tarihinin belli bir siirecinde kullaniimaya baslanan sit, zaman iginde
daha farkh kullanim alanlarina girmistir. Besinlerin saklanma sekillerine ve
ortamina bagh olarak sut fermente olmustur. Ve bdylece ilk fermantasyon
artnleri olugsmustur. Bununla birlikte her toplumun cografik ve topografik
faktorlerinin etkisi ile bu urtnlerin 6zellikleri cesitlenmis ve buna paralel
olarak toplumlarin yasam bicimleri de farkhlagsmistir [Galland ve Barrie,
1993].

Rus arastirmaci Metchnikoff yillar once Bulgar koylulerinin daha uzun
yasadigini farketmis ve bunu arastirdiginda bu insanlarin yiksek miktarda
yogurt tukettiklerini gozlemis ve yogurdu incelediginde canli bakterilerle

kargilasmis ve bunlara Lactobacillus bulgaricus adini vermigtir. Bunu izleyen



bircok arastirma ile 6zellikle fermente sut Grlnlerinden birgok canli patojen
olmayan bakteriler izole edilmis ve bunlar probiyotikler olarak anilmaya
baslanmistir. Basta anne sutu, kefir, ayran, yogurt ve peynir gibi fermente
sut drunleri probiyotikler agisindan ¢ok 6nemli kaynaklardir. Patojen
olmayan canli mikroorganizmalar olan probiyotikler agiz yolu ile
parcalanmadan kolona vardiklarinda intestinal mikrobiyal balansi gelistirip,
zenginlestirerek floraya katkida bulunurlar ve 6zellikle de kompetisyon yolu
ile reseptorlere baglanarak patojen ajanlara firsat vermeyerek onlarin digari

atilmalarini saglarlar [Yagci, 2001 ]

Probiyotik terimi ilk defa 1965 yilinda, Lilly ve Stillwell arastiricilar tarafindan,
diger mikroorganizmalarin geligsimini destekleyen maddeleri tanimlamak igin
kullaniimistir [Kaur ve ark., 2002]. Genel anlamiyla probiyotikler, insan ve
hayvanlarin dogal mikroflorasina ait ozellikleri gelistiren, tuketimleri
sonucunda agizda, sindirim sisteminde, Ust solunum yollarinda yada
urogenital kanallarda vyararli etkileri ile konakginin sagligini koruyan,
buralarda olusan enfeksiyonlarin iyilesmesine katkida bulunan , tek veya

karigik mikroorganizma kulturleridir [Klaenhammer,1999].

Probiyotikler 6zellikle organizmada, gerek saglikh bir gelisme gerekse
hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklerin yerine, dogal biyolojik Grunleri
destekleyici alternatif Grlnler olarak kullanilabilir. Bu sayede mikroflorada
stabilite saglandigi gibi digaridan alinan diger maddelerin (ilag, antibiyotik

vb.) olumsuz etkilerinin de 6nlne gegilmis olunur.

2.1.3. Probiyotiklerin insan saghgi uizerine etkisi

Probiyotiklerin bagirsak fizyolojisi Uzerine dolayli veya dogrudan etkide
bulunarak immun sistemi uyardigi, bu gergcevede konakg¢inin agiz ve sindirim
sistemi dahil, Ust solunum yolu ve urogenital sistem mukozal yuzeyini

etkileyerek sagligi gelistirici, hastalik riskini azaltici potansiyel etkiye sahip



oldugu bilinmektedir. Probiyotiklerin zararli etkilerini azalttigi hastaliklar ile
guglenmesine yardimci oldugu sistemler Uzerine etkisi hakkinda bilgiler
asagdaki gibi siralanmistir [Ylcesan, 2002; Shah, 2001].

Akut diyare (ishal) : Cevre kosullarinin genellikle yetersiz oldugu gelismekte
olan ulkelerde bebek ve cocuklarda diyare ataklarina rastlanir. Diyare ile
seyreden hastaliklarin buylk g¢ogunlugundan enterotoksijenik E. coli ve
Rotavirtis  birlikte sorumludur. Endustrilesmis Ulkelerde ise bebekler ve
¢ocuklarda diyare ataklarina daha az rastlanmaktadir. Ancak en sik gortlen
sorumlu etken Rotaviris’dur. Fermente sut Urunlerin Rotaviriis diyarel
¢cocuklarda diyarenin suresini yari yariya azaltmaktadir [Salminen ve ark.,
1996].

Antibiyotik kullanimi sonucu olusan diyare: Antibiyotige bagli diyare de;
bagirsak mikroflorasindaki faydali mikroorganizmalarin bir kisminin 6lmesi ile
zararli mikroorganizmalarin baskin hale gelmesine sebep olur. Bu nedenle
antibiyotik tedavisinin genellikle sindirim sisteminde bazi yan etkilere neden
oldugu, antibiyotik alan hastalarin %<20 sinde diyare olustugu
bildiriimektedir.

Antibiyotik kaynakli diyarenin dnlenmesi igin birgok probiyotik kullaniimigtir.
Bunlardan bazilari Saccharomyces, Lactobacillus, Bifidobacterium ve
Streptococcus’ dur. Bu probiyotiklerin kullanimi sonucu diyare suresinin
kisaldigi ve hatta bazi suglarin kullaniimasiyla o6nlendigi belirlenmistir
[Marteau ve ark., 2001; Rolfe, 2000].

Helicobacter pylori enfeksiyonlari; Helicobacter pylori, insan ve diger
primatlarin midesine yerlesen spiral seklinde, gram-negatif, mikroaerofilik bir
bakteridir. GUnUmuizde insanlarda ve hayvan modellerinde vyapilan
calismalar, H. pylorinin lokal inflamasyona ve sistemik olarak da humoral

bagisik yanita neden oldugunu gostermigtir [Yilmaz, 2004].



Bu bakteri insanlarda kronik gastrit ve peptik Ulser hastaliklarinin nedenidir
[Zubillago ve ark., 2001].

Bazi laktik asit bakterileri, 6zellikle mandira starter kulturleri ile fermente
edilen sut, H. pylori Uzerinde antibakteriyel etkiye sahiptir. Laktik asit
bakterileri genellikle organik asitler, hidrojen peroksit ve peptit gibi dusuk
molekuler agirlikli bilesikleri igeren birkag antimikrobiyal bilesik Uretir. Yapilan
bir ¢aligma sonucunda, Lactobacillus salivarus’ un, H. pylori’ ye Karsi
potansiyel etkili probiyotik oldugu bulunmustur [Rolfe, 2000; Wendakoon ve
Ozimek, 2002].

Hepatik ensefalopati: Barsaklarda azotlu bilesiklerin amino asit
deaminasyonu ve bakteriyal hidrolizi ile olugsan amonyagin, hepatik
ensefalopati patogenezinde onemli rol oynadigi kabul edilmektedir.
Lactobacillus acidophilus ve neomisin ile tedavi edilen hastalarda yanliz
neomisin ile tedavi edilen hastalara kiyasla fekal Ureaz aktivitesinin daha
fazla azaldigi belirlenmistir. Fekal Ureaz aktivitesinin azalmasi; serum
amonyak duzeyini dusurerek hastanin klinik durumunun dizelmesine yol
acmaktadir [Cakir, 2003; Rolfe, 2000; Yucesan, 2002].

Laktoz intoleransi: Laktoz direk olarak bagirsaktan absorbe edilemediginden,
glukoz ve galaktoz gibi basit sekerlere hidrolize olmasi gerekmektedir. Enerji
uretiminde ya da vucudun temel taslarinin yapiminda kullanilan bu
monosakkaritlerin arzu edilen faydayi saglayabilmesi igin gerekli olan hidroliz,
ince bagirsak kanalinda i¢ yuzeyinde bulunan B-galaktosidaz enzimiyle
saglanir. insanlarda laktaz enzimiyle ilgili olarak ortaya c¢ikan problemler, bu
enzimin salgilanmamasindan veya dogumdan itibaren ince bagirsakta
yetersiz miktarda bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Alinan laktoz ince
badirsakta pargalanmadan kalin bagirsaga (kolon) gecer. Burada laktoz
yogunlugu artar ve bunun sonucu olarak ozmotik basing yukseldigi igin
bagirsak lumenine hizli bir gekilde su gelir. Laktoz daha sonra kalin

bagirsakta bulunan bakterilerin  sentezledikleri enzimle pargalanir.



Fermentasyona ugrar ve bu fermentasyon sonucu kisa zincirli yag asitleri,
hidrojen, karbondioksit ve gesitli asitler olugur. Bu olaylarin sonunda kigilerin
bagirsaginda gaz toplanir ve bunlarda sigkinlik, karin agrisi, kramplar ve
diyare gibi rahatsizliklar olusturarak, buna “laktoz intoleransi” denilir. Laktoz
intoleransi olan Kigiler yogurt ve ayrani daha rahat tuketebildikleri gibi
probiyotik mikroorganizma igceren sut Urunlerini de kullanabilirler.
Lactobacillus acidophilus iceren sutle beslenmenin laktozun sindiriimesinde
etkili oldugu ve bununda L. acidophilus‘ un bagirsaktaki islevinden

kaynaklandigi bildirilmistir [YUcesan, 2002].

Yogurt yapiminda kullanilan Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve
Streptococcus thermophilus’ tan olusan geleneksel kultirler nemli miktarda
B- D-galaktosidaz enzimi igerdikleri igin, yogurt tiketimi laktozun metabolize
edilememesine bagll bagirsak hastaliklarini azaltmaktadir. Yogurt ve
probiyotik yogurtla yapilan galismalarda laktoz emilimi iyi tolere edilmistir.
Sutteki laktozun bir kismi yodurt bakterileri tarafindan fermantasyon

sirasinda parcalanmaktadir [Cakir, 2003; Eralp, 1974].

Serum kolestroliiniin dusdrilmesi: Bazi kan lipidlerinin ylksek duzeye
ulasmasi kalp damar hastaliklari agisindan risk faktorl olusturabilir.
Arastirmalar, kultirld fermente sut Grlnleri tlketiminin, serum kolestrol
degerinin dismesine yardimci oldugunu goéstermistir [Cakir, 2003].
Hiperkolestremik insanlarin 10° /g oraninda probiyotik bakteri iceren fermente
sut drunleriyle beslenmesi sonucunda, kolestrol degerinin 3,0 g/’ den 1,5 g/I

ye dustigu belirlenmigtir [Shah, 2001].

Kanser: Birgok ulkede kirmizi et ve yag tuketimi ile bagirsak kanseri arasinda
pozitif bir iligkinin var oldugu kanitlanmistir. Bununla birlikte, Finlandiya’ da,
yuksek oranda yag tlketimine karsin kalin bagirsak kanseri orani oldukga
dusuk duzeydedir. Bu celigkinin Finlilerin oldukca ylksek miktarda fermente

sut arunu tuketmelerinden kaynaklandigi saniimaktadir [Ozer ve Akin, 2000].



Hipertansiyon: Yasl hipertensif bireyler Gzerinde yapilan ¢alismalarda 8 hafta
sureyle fermente edilmis sut tuketiminin sistolik ve diastolik kan basincini
onemli derecede azalttigi bildirilmistir. Bu ve benzeri galismalar sonucu
probiyotik bakterilerin hipertansiyonu dusurmek igin alternatif bir yaklasim

olabilecegi belirlenmistir [Cakir, 2003].

Immiin sistemin diizenlenmesi. Probiyotik bakterilerin endojen savunma
mekanizmasinin arttirdigi ileri surtlmektedir. Probiyotiklerin barsaklarda
O0zgul olmayan savunma bariyerini uyarici etkisi , artan intestinal
permeabiliteyi normale donusturmesi ve barsak mikroflorasini degistirmesi ile
aciklanmaktadir. Probiyotiklerin bu etkinliklerini fagositik aktivite, sitokin
salinimi, dogal oldurict hdcre aktivitesi, immunoglobulin aktivitesi ( 1g A,
IgG, IgM ), T ve B hicre fonksiyonunu arttirarak gosterdigi ileri stralmektedir
[Cakir, 2003].

Probiyotiklerin insan saghgi Uzerine vyararli etkileri ve bu etkilerin

mekanizmasi kisaca Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Probiyotiklerin potansiyel etki mekanizmalarinin temeli

[Cakir,2003]
Yararl etki Etkinin mekanizmasi
Laktoz sindirimine katki Bakteriyel laktaz ile laktozun sindirimi
Enterik patojenlere kars1 direng Bagisiklik salgilama etkisi

Kolonizasyon direnci

Intestinal sistemin patojenleri icin uygun olmayan kosullara
degisimi (pH, kisa zincirli yag asitleri ve bakteriyosinler)
Toksin baglama bolgelerinin yapisal degisimi

Intestinal flora populasyonlari iizerindeki etki

Intestinal mukozada agregasyon olusturarak patojenlerin
baglanmasini engelleme

Intestinal miisin {iretimini diizenleyerek patojenleri epitel

hiicrelere tutunmasini énlemek




[Cakir,2003].

Cizelge 2.1. (devam) Probiyotiklerin potansiyel etki mekanizmalarinin temeli

Bagirsak kanserini 6nleyici etki

Mutajenleri baglama

Karsinojenlerin aktivitesini engelleme

Bagirsak mikroorganizmalrinin  iirettigi karsinojen iireten
enzimlerin inhibisyonu

Bagisiklik sistemini gliclendirme

Ikincil safra tuzu konsantrasyonunu etkileme

Immiin sisteminin diizenlenmesi

Enfeksiyon ve tiimor olusumuna Kkarst spesifik olmayan
savunma mekanizmasini giiclendirir.
Antijene 6zgli immiin yanita yardimer etki

IgA tiretimini arttirilmast

Alerji

Antijen etkiye sahip maddelerin dolasim sistemine gec¢isinin

engellenmesi

Kan lipidleri ve kalp hastaliklarini

Onlemesi

Kolestroliin bakteri hiicresi i¢inde asimilasyonu
Safra tuzu hidrolazin dekonjugasyonu ile safra tuzlarinin
atilimini arttirmak

Antioksidasyon etkisi

Hipertansiyonu 6nleyici etkisi

Peptidazin siit proteinleri {izerine etkisi sonucu olusan
tripeptidler angiotensinl enzim déniisiimiinii inhibe etmesi
Hiicre duvari komponentlerinin angiotensin 1 enzim

inhibitorleri gibi davranmasi

Urogenital enfeksiyonlar o6nleyici

etkisi

Urinar ve vajinal bolge hiicrelerine adhesyon
Bolgeye giiclii kolonize olabilme

Inhibitér iretimi (H2 O2 , biyosiirfaktant)

Helicobacter pylori’nin neden oldugu

enfeksiyonlarin énlenmesi

H.pylori inhibitérlerinin (laktik asit, bakteriosin v.b.) tiretimi

2.2. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri prokaryot, heterotrof ve kemoorganotrof olan

canli grubu icinde yer alir [Kilig, 2001].

Laktik asit bakterilerinin 6zellikleri; G(+), immobil, spor olusturmazlar,

anaerobdurlar, fakat oksijene toleranslari vardir. Katalaz enzimini icermezler



(bazilari yalanci katalaz igerebilir), nitrati redikte etmezler. Sitokromoksidaz
enzimleri bulunmaz. Hidrokarbonlari fermente ederek 6nemli miktarda laktik
asit Uretirler. Bu Ozelliklere uyan bakteriler arasinda 4 bakteri sinifi
ayirdedilir; Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus ve Leuconostoc' lar.
[Cakir, 2001]

Laktik bakterilerin ¢cogu insan, hayvan ve bitki gibi dogal ortamlardan izole
edilebilirler ve dogal habitatlarinda bulunurlar (6rnegin sit, vajina, sicak

kanhlarin bagirsagi, feces, dudaklar, meyve veya sebzelerde) [Cakir, 2001]

2.2.1. Streptococcus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Streptococcus cinsi bakteriler Streptococcaceae familyasina ait olup Laktik
asit bakterileri grubundandir [Sneath,1986].

Gram pozitif, katalaz negatif, fakultatif anaerobik, bazi turleri
mikroaerofiliktirler. Hucreler yuvarlaktan ovale kadar degisen sekilde olup 2
pMm c¢apta, ikili veya zincir seklinde bulunurlar. Genellikle hareketsiz olan bu
bakteriler kultir ortaminda kiguk ve renksiz koloniler olustururlar [Kili¢, 2001;
Rasi¢ ve Kurmann,1978; Ayhan, 2000]. Streptococcus thermophilus
bakterinin  morfolojik goérintisi. Resim 2.1°de verilmistir  [internet,

bioweb.usu.edul].

Resim 2.1. Streptococcus thermophilus’ un morfolojik goruntusu
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Kemoorganotrof  canlilardir. Fermentatif metabolizmalari  mevcuttur.
Homofermentatif olarak glukozu (L+) laktik asite donuasturirler. Bazi turleri
malik ve sitrik asit gibi organik asitleri serin ve arginin gibi aminoasitleri

fermente ederler [Kilig, 2001].

10 °C’ de gelismez,45 °C’ de gelisir %6,5 NaCl ¢ozeltisinde, 9,6 pH ve %0,1
metilen mavili sutte gelismezler. Argininden NH;3; olusturmazlar. Beta
hemolitik negatiftirler. Bu cinsin temsilcisi Streptococcus thermophilus’ dur
[Kilig, 2001].

2.2.2. Lactobacillus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Lactobacillus spp. suslari 2-53 °C’de (Optimum 30-40 °C) gelisirler. Hafif
asidik ortamda daha hizli ¢ogalarak Streptococcus’ lardan daha fazla asit
olugtururlar. Bu nedenle aside dayanikhdirlar. Ayni zamanda, bu bakteriler
% 1-3 oraninda laktik asit olusturarak pH’y1 3,2-3,5’e kadar dusururler.
Ayrica Lactobacillus cinsine ait tlurlerin proteolitik aktiviteleri de yuksektir
[Salminen ve ark., 1996; Marteau ve ark., 2001]. Lactobacillus delbrueckii

spp. bulgaricus’ un morfolojik goruntist Resim 2.2’de verilmistir [internet,

bioweb.usu.edul].

Resim 2.2. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’ un morfolojik gorintusu.
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Codu tirleri patojen degildir. L. catenaforme, pléropulmoner enfeksiyonlar ile
iligkili oldugu bulunmustur [Rolfe, 2000].

Lactobacillus cinsi bakteriler anaerobik, gram pozitif, katalaz negatif, spor
olusturmayan bakterilerdir ve genelde hareketsiz olsalar da bazi turleri
flagellalara sahiptirler. Cogu Lactobacillus cinsi bakteriler gubuk (basil)
sekillidirler ancak bazi turleri farkli uzunlukta ve zincir seklindedirler (koko-
basil) [Zubillago ve ark., 2001].

Laktik asit bakterilerinin ¢cogu en az bir adet plazmid icerir. Plazmidler,
ekzopolisakkarit ve antimikrobiyal madde sentezi gibi koruma gorevi

ustlenmistir [Wendakoon ve Ozimek, 2002].

Yogurt Uretimi icin hazirlanan saf kiltirlerde Streptococcus thermophilus ve

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus birlikte bulunur.

2.3. Gida Guvenligi

Gida guvenligi ve halk sagligi tim ulkelerin stratejik 6neme sahip konularinin
basinda yer almaktadir. Gida ile iligkili tehlikler fiziksel, kimyasal ve biyolojik
olarak U¢ sinifa ayrilmaktadir. Fiziksel tehlikeler gida maddelerinde
bulunmasi istenmeyen her turli yabanci maddeler (tas, toprak, metal, cam,
kemik, tahta ve benzeri ) olup, tlketici tercihini etkiler ve saglik sorunlarina
yol agabilir. Gida guvenligi yonunden onemli biyolojik tehlikeler kapsaminda
bakteriyel, fungal, viral ve paraziter etkenler yer almaktadir. Baglica kimyasal
tehlikeler kapsaminda hayvancilikta ve bitkisel Uretimde verim arttirmak
amaciyla hatali ve bilingsiz olarak kullanilan veteriner ve zirai ilag kalintilari
ile cevresel kaynaklardan bulasan poliklorlu bifeniller, dioksin ve agir metaller
veya gida isleme asamalarinda olugan polisiklik aromatik hidrokarbon
bilesikleri, nitrozaminle, ambalaj materyalinden kaynakli polivinil klortr
benzeri maddeler sayilabilir. Ayrica, gida katki maddelerinin gida sinifi
olmasi, teknigine uygun olarak kullaniimasi ve 06ngorilen dozlarda

uygulanmasinin kontroli blUyuk 6éneme sahiptir. Bugln ilag, gida katki
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maddesi, kozmetik, tarim ilaci, endustri kimyasali olarak kullanilan her
kimyasalin insan sagligi ve gevreye olan etkisi ayrintili olarak incelenmekte,
insan sagligi ve cevre Uzerinde kabul edilemez olgude risk tasiyanlarin

kullanimina izin verilmemektedir.

2.3.1. Gidalardaki kimyasal maddeler

Gidalar kompleks kimyasal karisimlardir Cizelge 2.2' de gdsterilmektedir

Cizelge 2.2. Gidalarda bulunabilen kimyasal madde gruplari

Besin ogeleri Besin degeri olmayan kimyasallar
Karbonhidratlar Gida urtnundeki dogal kimyasallar
Proteinler Gida katki maddeleri
Yaglar Gida kontaminantlari
Mineraller
Vitaminler

Besin 6geleri olarak adlandirilan karbonhidratlar, proteinler, yaglar, mineraller
ve vitaminler yasam igin mutlak gerekli olan maddelerdir. Bitkilerdeki dogal
kimyasal maddelerden bir bolumu bitkinin evrimi sirasinda kendisini diger
canlilardan korumak igin geligtirdigi kimyasallardir. Bitkilerde bulunan bu tur
kimyasallar, dogal pestisitler olarak da adlandiriimaktadirlar. Gidalarda dogal
olarak bulunan kimyasal maddeleri toksik niteligindedir. Bu maddeler
arasinda yuksek dozlarda deney hayvanlarinda karsinojenik etki dahil degisik

toksik etki sekillerini gosteren ¢ok sayida kimyasal vardir.

Herhangi bir isleme ugratimadan tuketilen gidalar igerisinde gida
kontaminantlari da dahil olmak Uzere ¢ok sayida kimyasal madde bulunur.
islenmis gidalarda (hazir gidalar) ise bu gruplara ilaveten gida katki
maddeleri de bulunur. Gida katkilari igslenmis gidalarin tretiminde teknolojik

islemlere yardimci olma, mikrobiyolojik bozulmayi Onleme, dayanikhligi
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arttirma, besleyici degeri koruma, renk, gorunus ve lezzet gibi duyusal
Ozellikleri duzeltme gibi degisik amaclarla kullanilan c¢esitli kimyasal

maddelerdir.

2.3.2. Gida kontaminantlari

Gida kontaminantlari gidalara bulagan kimyasal maddelerdir. Uretim
sirasinda kullanilan tarim ilaglarinin (pestisitler) gidadaki kalintilari, kursun
(Pb), civa (Hg), dioksin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar vb. c¢evre Kirliligi
ajanlari, hayvansal Urunlerdeki veteriner ilaglari kalintilari, pisme sirasinda
olusan piroliz Urtnleri, gida Uzerinde kimyasal tepkimelerle olusan N-nitroso
bilesikleri, gidalarda Ureyen mantarlarin metabolizma artiklari olan
mikotoksinler, gida ambalaj maddelerinden gidalara bulagsan kimyasallar,
gida kontaminanti olarak adlandirilirlar. Gidalardaki ¢ok sayida kontaminanti
(kimyasal kirlilikleri) Cizelge 2.3’ teki gibi siniflandirilabiliriz

Cizelge 2.3. Gidalarda bulunabilen kimyasal madde gruplari

1. Pestisit Kalintilar (Uretim sirasinda kullanilan tarim ilaglarinin sebze ve meyvelerdeki

kalintilari)

2. Cevre Kirleticileri (Cevre kirliligine neden olan kimyasallarin dogrudan ya da
biyokonsantrasyon gibi mekanizmalarla zenginleserek gidalara yansimasi sonucu olusan
kirlilikler)

. Pestisitler (Klorlu Hidrokarbonlar: DDT, Aldrin, Lindan, Dieldrin, Endrin, Klordan)

[V

T

. Metaller (Kursun, Kadmiyum, Civa)

. Radyonuklidler (Cs-137, Sr-90)

. Klorlu Organik Bilesikler (Poliklorobifeniller, Dibenzodioksinler, Dibenzofuranlar)

c
d
3. Mikotoksinler (Aflatoksinler, Patulin)
4

. Gidalarda Kimyasal Tepkimeler ile Olusan Kimyasal Kirleticiler
(N-Nitrozo Bilegikleri )

5. Veteriner Hekimlikte Kullanilan ilaglar

6. Ambalaj Malzemelerinden Gidaya Tasinan Kirleticiler (Plastifiyanlar, Monomerler)

7. Pisirme Sirasinda Olusan Kirleticiler (Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar, Piroliz Uriinleri,
Akrilamid )
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2.4. Siit Uriinlerinde Kontaminasyon

Kimyasal kontaminantlar diger dogal Urlnlerde bulunabildigi gibi sut ve sit
urtnlerinde de bulunabilir. Sttte bulunma olayi, ineklerin dogada kontaminant
bulunan  ¢imenleri  tuketmeleri  sonucunda  ortaya  c¢ikmaktadir.
Kontaminantlarin buyldk bir kismi idrar veya digki ile atilir, bir kismi

karacigerde inaktive edilir veya giderilir ve bir kismi da sut ile disari ¢ikartilir,

Veteriner ilaglari sutte bulunabilen birgok kimyasal kontaminantlardan
birisidir. Kimyasal kontaminantlar yanlhz insan kaynakh olmayip, dogal

toksinler (bitkilerden veya mantarlardan) kaynaklanabilir.

Resim 2.3. Sit teknolojisinde kullanilan metal ekipmanlar.

Gunumuzde 80 000 civarinda kimyasal madde cesitli amaclar igin
kullaniimakta ve bu sayi her gecen yil artmaktadir. Bugin bu deger 400
milyon ton/yil ulagsmigstir. Gerek kimyasal maddelerin her alanda yogun olarak
kullanilmaya baglanmasi gerekse kontrolsuz kullanimin yarattigi ciddi saglk
ve gevre sorunlari, toplumlarda kimyasal kullanimina karsi olusan korku ve
tepkinin nedenidir. Kimyasallarin insan saghgi uUzerindeki etkileri devaml

tartisma konusu olmaktadir.
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2.4.1. Kontaminasyon Kaynaklari

Agir metaller, gida maddelerinin yapisina toprak, gubreleme, sulama,
ilaclama ve benzeri gevresel faktorlerle alinabildigi gibi, gida maddelerinin
uretimi ve depolanmasi sirasinda temas ettigi makine, ekipman veya

paketleme materyallerinden de bulagabilmektedir [Ozrenk, 2002].

Simsek ve ark. (2000) Tuarkiye’ de ¢ farklh bolgeden topladiklar sut
orneklerinde bazi agir metallerin igerigini belirlemisler ve 75 ornekte kursun
(Pb) 0,032, 0,049,0,018 mg/kg, cinko (Zn) 4,49, 5,01, 3,77 mg/kg; bakir (Cu)
0,58, 0,96, 0,39 mg/kg; demir (Fe) 1,78, 4,27, 1,01 mg/kg olarak belirlenirken
orneklerin higbirinde civa (Hg) belirlenmemigstir. En yiksek agir metal icerigi
endustriyel bolgelerden toplanan sut o6rneklerinde ve bunu izleyerek yogun
trafik bolgelerinde ve kirsal bolgelerde tespit etmiglerdir [Simsek ve
ark.,2000].

Cinko (Zn), bakir (Cu), krom (Cr), kadmiyum (Cd) ve kursun (Pb) gibi agir
metaller sut Uretim sisteminin potansiyel biyoakimdulatif toksinleridir [Li ve
ark., 2005].

Gida maddelerine bulasan agir metaller gida zinciri yoluyla insan vicuduna
alinmaktadir. Bdylece kontamine olmus gida maddesinin tuketilmesi ile
vicuda alinan agir metaller konsantrasyonu ve vucutta tutulma miktarina
bagl olarak 6nemli ani 6lumlerle bile sonuglanabilecek saglik sorunlarina yol

acabilirler.
Agir metallerin sut ile bulugmasi iki yolla olmaktadir.
1- Direk Kontaminasyon: Sut hayvanlarinin agir metal kaynaklarindan;

ornegdin yalama taslari, gubreler, biyosidler, kanalizasyon atiklari, madencilik

atiklari, egzos atiklari ile yogun bulasik yesil alanlar gibi kaynaklardan
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vicuda dolayisiyla meme dokusu vasitasi ile direkt sute bulagsan

kontaminasyondur.

2- Sagim Sonrasi Kontaminasyon: Sutun tasinmasi, islenmesi sirasinda
temas ettigi metalik yuzeyler ve diger metal kaynaklari ile temasi sonucu

meydana gelen kontaminasyondur.

Sutun belirtilen saglik agisindan olumsuzlugunun yani sira sut teknolojisinin
evreleri sirasinda sut Urunleri yapiminda meydana getirdigi bozukluklardir.
Bunlardan mayalanmanin gerceklesmemesi, kaynama derecesine eftkisi,
pihtilasmama, renk bozukluklari vs. olarak gdsterilebilinir. Ulkemiz gida
uretiminin yaklasik % 20 sini olusturan st enduUstrisi i¢in bu zarar oldukca
onemlidir [Celik, 2003].

Dinya Saghk Orgiti (WHO) ve Gida ve Tarim Orgltl (FAO) sit ve diger
gidalardaki bu agir metal kontaminasyonu ve etkilerinin arastiriimasi Gzerine
olusturdugu komisyonlarla son derece hassas yaklagsmakta ve dunya
capinda calismalar yapmaktadir.Ulkemizde ise yapilan birgok calisma
sonucu Ozellikle direkt; yani ¢evresel kirlenmeden dolay! sutteki agir metal
miktarlari ve etkisi Uzerine arastirmalar yapilmis olup, bazi arastirmalarda
Ozellikle endustriyel bolgelerimizde yapilan c¢alismalarda kritik degerlerin
ustinde agir metal iceren sut ve urunlerine rastlanmistir [Bayraktaroglu,
1993].

2.4.2. Sit ve siit uUrlinlerinde agir metallerin durumu

Satte bulunan onemli agir metallerin konsantrasyonlari gizelge 2.4’ de
verilmigtir [IDF Bulteni 278/1992].
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Cizelge 2.4. Sitte bulunan esansiyel adir metaller ve selenyumun normal
konsantrasyonlari

Element Ortalama Degisim orani Birim
Zn 0,38 0,21-0,55 mg/kg (ppm)
Fe 45 30-70 ua/kg (ppb)
Cu 10 2-30 “ “

Se 4,7 4,5-5 ¢ ¢
Mo 4,2 2,4-6,0 “ “
Cr 2,5 1-4 ¢ ¢
Ni 2,5 0,4-6 ¢ ¢
Mn 2,5 1,3-4 “ ¢
Co 80 50-130 ng/kg (ppt)

Agir metallerden kursun (Pb), kadmiyum (Cd), civa (Hg), arsenik (As), krom

(Cr) ve selenyumun toksik etkileri agsagdaki gibi 6zetlenebilir;

Kursun = Norofizyolojik gelisme

Kadmiyum = Nefrotoksik

Civa = Sinir zehiri, nefrotoksik

Arsenik = Inorganik arsenik kansorejendir; organik arsenik ise daha az
toksiktir.

Krom = Genotoksik

Selenyum = Sinir zehiri

Kursun (Pb), civa (Hg), kadmiyum (Cd) ve arsenik (As)’ nin yetiskinler igin
tavsiye edilen dozlari WHO/FAQO'nun uzmanlar grubu tarafindan Gegici TWI
(PTWI) degerleri (mg/60 kg yetiskin/haftada) asagida verilmistir [IDF Bulteni
278/1992].

Kursun : 1,5 mg
Kadmiyum : 0,42 mg
Civa : 0,30 mg

Arsenik : 0,09 mg
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Diger bir problem de kotu proses kosullarinin neden oldugu ve Ozellikle
demir (Fe) veya bakir (Cu) gibi metal katyonlarinca kataliz edilen aroma

bozukluklaridir.

Sitte agir metal ve diger iz elementlerin miktarlari oransal olarak sabit olup,
yalnizca kontamine olmus hayvan yemleri ile beslenme bu miktarlari sutte
artmaktadir. Ozellikle kursun (Pb) ve civa (Hg) gibi yagda ¢éziinen ve
genellikle sut yagi ile disari atilan agir metallerin alifatik ve/veya aromatik
organik bilesikleri ile bunlarin iyonik/katyonik tuzlarinin, sit serumuna
bulasmasi sut ineklerinin  degisik metabolik aktiviteleri sonucunda
onlenmektedir. Sutteki esansiyel iz elementlerin miktari ¢gok dugsuk olup, bir
insanin fizyolojik gereksinimlerini karsilayacak dizeyde degildir ve sutte
bulunan duzeyleri buyuk Olgtide intoksikasyonlara yol agma sinirinin altinda
bulunmaktadir. Bununla birlikte stt ve sut Grinlerindeki bazi tat ve aroma
kusurlari demir (Fe) , bakir (Cu) gibi elementlerin katalitik etkisi sonucu
meydana gelmektedir. Bu ylUksek konsantrasyon duzeyleri 6zellikle uygun
olmayan ekipmanlarin kullanimi ve sonucunda urUnlerde sonradan

kontaminasyonlar seklinde gorulmektedir [Kinik ve ark., 2002].

Kadmiyum (Cd) ve civanin (Hg) diger elementlerle kiyasladiginda kaynama
noktalarinin duastik olmasi bu elementlerin ¢evreye yayillmasinda isisal
islemlerin etkili olabilecegini gdstermektedir. Kursunun (Pb) ise kaynama
noktasi daha yuksek olup atmosferde daha ¢ok oksitleri yada sulfit/sulfat
bilesikleri halinde inorganik yapida bulubnmaktadir. Dinya kursun (Pb)
dretiminin -~ bUydk  ¢ogunlugu, benzinden kaynaklanan  c¢evresel
kontaminasyonlari engellemek amaci ile tetraalkil kursun (Pb) bilesiklerinin
eldesinde yararlaniimaktadir. Kadmiyumun organik yapidaki bilegikleri olup
yuksek toksik olmasina karsin stabil yapida bulunmamaktadir [Kinik ve ark.
2002].

Ozdemir ve ark. (2000) belirttigine gore; dzellikle sutteki demir (Fe) ve bakir

(Cu) duzeyinin yuksek olmasi, sit yaginin oksidasyonunu artirmakta ve
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tereya@i teknolojisinde tat ve aroma bozukluklarina neden olmaktadir. Ayrica
metaller, sut bakterilerinin fermantatif aktivitelerini de olumsuz yonde
etkilemektedirler [Ozdemir ve ark., 2000].

Yapilan bir calismada, bakir (Cu) bakterilerin gelismesini yavaslattigi,
kadmiyum’un (Cd) inhibitor etkiye neden oldugu ve kursun’ un (Pb) da
yuksek dizeyde ortamda bulunmasinda benzer etkiyi goOsterdigi

aciklanmistir [Kottferova ve Korenekova, 1998].

Kasar peyniri Uzerine yapilan ve iki kisim halinde yuratulen bir galigma ile
agir metallerin hem hammaddedeki ve hem de son Urln piyasadaki durumu
tespit edilmistir. Calismanin birinci kisminda, 120 adet kasar peyniri érnegi
12 ay boyunca piyasadan toplanarak incelenmistir. ikinci kisimda ise kasar
peyniri Uretim basamaklarindan (sut, pihti, teleme ve ham kasar peyniri)
alinan oOrneklerde metal arastirmasi yapilmistir. Analiz sonuglarina gore;
piyasa orneklerine ait degerlerin yil boyunca dizensiz bir degisim gdsterdigi,
mevsim faktérinin p<0,01 dizeyinde 6nemli oldugu belirlenmis, fakat kasar
peynirlerinde saglik agisindan bir risk bulunmadigi bildirilmistir. Uretim
proseslerinden alinan oOrneklerde, en fazla artigin sitten pihti eldesi
asamasinda oldugu ve metal igeriklerinin son Urune dogru giderek azaldigi

saptanmistir [Yuzbasi, 2001].

Van' da da tuketime sunulan beyaz ve otlu peynir 6rneklerinde bazi metal
(bakir (Cu), ¢inko (Zn), mangan (Mn)) kalinti duzeyleri Agaoglu ve ark.
(1999) tarafindan incelemeye alinmistir. Yapilan analizler sonucunda bu
elementlerin duzeyleri, beyaz peynir 6rneklerinde sirasiyla 1,77+£0,31 mg/kg,
45,80+0,68 mg/kg ve 0,61+0,05 mg/kg, otlu peynirlerde ise 0,49+0,11
mg/kg, 38,82+2,70 mg/kg ve 2,63t0,36 mg/kg olarak tespit edilmistir.
Calismada beyaz peynir drneklerinin % 46,6' si, otlu peynir érneklerinin ise
% 20" si bakir (Cu) elementi acisindan Turk Standartlarina uygun

bulunmamigtir [Agaoglu ve ark., 1999].
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St ve sit drtinlerinin toksik metal icerigi 6zellikle faktorlere baghdir. Uretim
isleminin gesitli basamaklarinda kontaminasyon riski bulunmaktadir. Yapilan
bir calismada italya’ da peynir drneklerinde agdir metal analizi yaptiklar
calismada gunlik, olgun Ricotta peynirinde en ylksek dizeyde bulunan
metalin krom (Cr) oldugu belirlenmistir. En disik konsantrasyon da ise
kadmiyumdur. Sutte 0,05 ug/g, gunlik peynirde 0,05 pg/g ve olgun peynirde
0,06 pg/g olarak belirlenmigstir. isletme bdlgelerinden alinan drneklerde
metallerin igerigi en ylksek bulunmustur. Kursun (Pb) sitte (0,18 ug/g)
Ricottada peynirinde (0,39 pg/g) olarak belirlenmistir. Peynir yapimi
sirasinda kontaminantlar sut proteinlerine baglanmaktadir. Calismada en
yuksek civa (Hg) dizeyi taze peynirde bulunmustur [Anastasio ve ark.,
2006].

Yuzbagi ve ark. (2003) yaptiklari galigmada Ankara ‘ da tuketime sunulan
Kasar peynirlerinin kursun (Pb), kadmiyum (Cd), demir (Fe), bakir (Cu) ve
¢inko (Zn) igeriklerini inceledikleri 240 6rnekte, kursun (Pb) icerigini 86(10-
421) ug/kg, kadmiyum (Cd) 1,8 (0,3-8,3) pg/kg, demir (Fe) 4,2 (1,0-14,1)
mg/kg, bakir (Cu) 0,7(0,3-1,6) mg/kg ve ¢inko (Zn) 37,7(26,5-63,0) mg/kg
olarak belirlemiglerdir [Yuzbasi ve ark., 2003].

Simsek ve ark. (2000) yaptiklari galismada Bursa’ da endustriyel, yogun
trafik alani olarak 3 farkli bdlgeden toplanan sut orneklerinde bazi agir
metallerin igerigini belirlemislerdir. Toplam 75 ham sut 6rnegindekursun (Pb)
0,032, 0,049, 0,018 mg/kg;arsenik (As) 0,05,0,009, 0,0002 mg/kg,ginko (Zn)
4,49, 5,01, 3,77 mg/kg; bakir (Cu) 0,58, 0,96, 0,39 mg/kg; demir (Fe) 1,78,
4,27, 1,01 mg/kg olarak belirlenmistir. Calisilan 6rneklerde civaya (Hg)
rastlanmamigtir. Metal icerigi trafigi yogun alanlarda ve endustriyel bolgelere

kirasal daha fazla oldugu belirtilmistir [Simsek ve ark., 2000].

1993-1994 yillarinda Trakya'nin Hayrabolu, Malkara, Kirklareli yorelerinden
temin edilen ve istanbul Sit Endistrisi Kurumunun (SEK) isleyerek

pazarladidi inek sutlerindeki demir (Fe), kadmiyum (Cd), kobalt (Co), nikel
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(Ni) ve krom (Cr) miktarlari incelenmistir. S6z konusu sutlerdeki elementlerin
yillik ortalama miktarlari sirasiyla, 1,81+£0,04 ppm, 0,02+0,002 ppm,
0,04+0,002 ppm, 0,11£0,01 ppm ve 0,08+0,01 ppm olarak bulunmustur
[Ergencg ve ark., 1995].

Erzurum ve yoresinde de benzer bir galisma yapiimistir. Bu galismada,
Erzurum'a ait 4 ilgce ve 3 yerlesim biriminden toplam 116 adet inek sutl
ornegi, hem baz fiziksel-kimyasal Ozellikleri hem de bir kisim mineral
maddeler acisindan incelemeye tabi tutulmustur. Yapilan mineral madde
analizlerinde (100 g) sutte ortalama (32,78 mg) sodyum, (149,88 mg)
potasyum, (145,21 mg) kalsiyum, (104,34 mg) fosfor, (26,89 mg)
magnezyum, (0,45 mg) ¢inko, (0,028 mg) bakir ve (0,040 mg) demir tespit
edilirken, analiz edilen o6rneklerin hicbirisinde civa (Hg), kursun (Pb),
kadmiyum (Cd) ve arsenik (As) gibi agir metaller rastianmamistir [Ozdemir
ve ark., 2000].

Tarkiye’ nin cesgitli yorelerinden toplanan peynir orneklerinde agir metal
iceriklerinin arastirildigi bir calismada toplanan peynir 6rnekleride Fe, Mn, Zn,
Cu, Pb, Cr, Ni, Na, K, Ca ve Mg oldugunu tespit edilmis ve metal
konsantrasyonlari demir (Fe) 4,1-12,5 ug/g, manganez (Mn) 0,28-1,1 ug/g,
¢inko (Zn) 8,8-13,2 ug/g, bakir (Cu) 0,10-0,27 pg/g, kursun (Pb) 0,14-1,2
Mg/g, krom (Cr) 0,02-0,62 ug/g, nikel (Ni) 0,18-0,34 ug/g, sodyum (Na) 3957-
6558 ug/g, potasyum (K) 305-362 pg/g, kalsiyum (Ca) 3473-4556 ug/g ve
magnezyum (Mg) 28,9-127 ug/g olarak bulunmustur. Orneklerdeki metal
icerigini Na>Ca>K>Mg>Zn>Fe>Pb>Mn>Cr>Ni olarak belirlemistir. Van otlu
peynirinde demir (Fe), ordu Cerkez peynirinde sodyum (Na), kayseri ¢omlek
peynirinde manganez (Mn), kursun (Pb) , cecil peynirinde gimko (Zn), Kars
kasar peynirinde bakir (Cu), krom (Cr), tokat peynirinde nikel (N)i, kalsiyum
(Ca) ve Erzincan tulum peynirinde potasyum (K), magnezyum (Mg)
bulundugu bildirilmistir [Mendil, 2006]..



22

2.4.3. Peynirde bulunan agir metal igerikleri ve kaynaklari

Peynirde bulunan eser elementler, peynirin olustugu suitten ve
ambalajlamadan ileri gelmektedir. Bu elementlerin ¢ogunlugu toprakta,
havada ve suda genellikle sulflr, oksit, karbonat ve silikat mineralleri
seklinde bulunmaktadir. Bunlarinda en o6nemli kaynagi endustridir.
Dolayisiyla sutte bulunan agir metallerin stte gegisi ; sut hayvanlarinin
almis oldugu sulardan (brom, flor), insektisidlerden ve ila¢ artiklarindan
arsenik (As), kursun (Pb), cam kaplardan (silisyum), mandiralardaki
ekipmanlardan ve metal kaplardan demir (Fe), bakir (Cu), nikel (Ni), ginko
(Zn)), yemlerden sute agir metal gecisi olur. Bu agir metal gegisleri sutte

kantitatif olarak determine edilir [Johnson ve ark, 1971].

Peynirin temel maddesi sut oldugundan, bu agir metallerin peynirde

bulunmasi mumkundiir.

Peynirde bulunan ¢inko (Zn),demir (Fe),bakir (Cu) ve mangan (Mn) insan
beslenmesi acgisindan ¢ok oOnemlidir. Cinkonun (Zn) sutteki
konsantrasyonu yuksek olmalidir. Ginde % 15-12 oraninda alinmasi
gerekir. Koyun, keci ve inek sutlerindeki kil miktari sabit kalirken, mineral
tuzlarin orani numunelerde degisiklikler gosterir.Bu degisim genetik
faktorlere, laktasyon donemine baglidir. Peynir igindeki kompozisyonlar
uretime, pihtilagsmaya, sutun durumuna ve tuzluluga baglidir [Carmen,
1991].

Kursun (Pb) vicutta fazla miktarda oldugunda derileri ve organlari etkiler.
Kursun (Pb) kandaki oksijen tasiyicilarin konsantrasyonunu azaltarak

kansizliga sebep olur [Oysun, 1987].

Bakir (Cu) veya demir (Fe) gibi bazi metallerin varligi, besinlerin renk,
berraklik, tat veya dayanikhligina olumsuz yonde etki gosterebilir [Sencer,
1983].
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Larsen ve Rasmussen (1990) sut ve sut UrlGnlerindeki kursun (Pb),
kadmiyum (Cd) ve krom' u (Cr) atomik absorbsiyon spektrometri
yontemiyle determine etmislerdir. Sonug olarak insan tarafindan sut ve sit
ardnleri ile alinan kursun (Pb), kadmiyum (Cd) ve krom (Cr) miktari olarak ;
(50 g) peynir ve (45 g) slUtun gunlik aliminda (toplam 95 g sit ve st
aranu igin), 1,22 ( pg/gun ) kursun (Pb), 0,022 (p/gun), kadmiyum (Cd) ve
1,08 (pg/gun), krom (Cr) tespit edilmistir. SUt ve sut Granlerindeki kursun
(Pb) konsantrasyonunun yaklasik (1 ng/g) civarinda oldugunu yaptiklari
cesitli denemeler sonucunda karar vermislerdir [Larsen ve Rasmussen,
1990].

Carmen ve ark. (1991) farkh peynirlerde mineral madde duzeylerini

Cizelge 2.5’ de bildirmiglerdir.

Cizelge 2.5. Peynirlerde agir metal miktarlari

Metal Adi Metal Miktarlari (mg/kg)
inek Koyun Keci
Fe 1,143 4,319 0,9
Cu 0,354 0,852 0,5
Zn 43,87 54,86 69,0
Mn 0,277 0,112 0,1

Farkli sut drunlerindeki agir metalleri ve hayvanlar igcin ciddi saglk
problemlerine neden olmaktadir. Bu nedenle duzenli olarak bu urlnleride agir

metallerin determinasyonu gerekmektedir.

Son yillarda gidalarin iz metal kompozisyonu ilgi odagi olmustur. Bunun
nedeni bunlarin esansiyel veya toksik dogasindan kaynaklanmaktadir. Agir
metallerin orta ve uzun dénem birikimleri saglik riski olusturmakta ve bu
kontaminantlarin siki periyodik gézetimi dnemli gértlmastir [Simsek ve ark.,
2000].



24

2.4.4. Agir Metal direngliligi

Agir metaller bazi toksik kimyasal elementleri ve onlardan tureyen kimyasal
bilesikleri igerir. Bu bilesiklerin ¢cogu fonksiyonel olarak yasam igin herhangi
bir aktivite icermez. Diger yandan bu agir metaller sik gucli reaktif oksijen
turevleri meydana getirerek, ve direk veya indirek olarak gen mutasyonlarina
neden olurlar. Bu nedenle bunlarin varligi hicreler icin tehlikeli ve toksisitleri

farkhdir. Agir metallerin hlicresel proteinler Gzerinde etkileri ylksektir.

2.4.5. Mikroorganizmalar tarafindan agir metal’ lerin alinimi ve metal

direncligi

Metaller ve metalloidler hem prokaryotik hemde Okaryotik olmak Uzere tum
mikroorganizmalar icin toksiktir ve bu organizmalar metallere kargi direnglik

mekanizmalari gelistirmislerdir [Rosen, 1996].

Evremsel gelisimin baglangicindan mikroorganizmalar toksik metallere maruz
birakilmisglardir. Gerek dogal yolla, gerek endustriyel aktiviteler sonucunda
olusan agir metaller ekosistemlerde mikroorganizmalara etkilesim igindedirler
[Fry ve ark., 1992].

Metallerin mikroorganizmalar a baglanmasi iki sekilde olur :
1. Metalin ylzey tabakasin veya ekstraselliler matrikslere 6zgul olmayan
adsorbsiyonu.

2. Metabolik yolla interasellular alimi.

Metallerin hicre ylUzeyine veya yuzeyi olusturan Urlnlere 6zgul olmayan
sekillerde baglanmasi, canli veya 6lU organizmalarda olabilirken, metabolik
yolla alim sadece canh hucrelerde s6z konusudur. Agir metallerin gogu

yuksek konsantrasyonlarda mikreorganizmalar icin toksiktir [Merian. 1991]



25

Bir ¢cok mikroorganizma c¢esitli direnglik mekanizmalari gelistirmiglerdir.
Bazilari ¢ok yuksek konsantrasyonlarada gogalabilme yetenegine sahiptiler
[Fry ve ark., 1992].

Bazi mikrooganizmalar direng¢ gelistirme yoluyla metal iyonlarinin hucreye
girisini engelliyici metabolik yontemler geligtirirler. Staphylococcus aureus’
daki kadmiyum (Cd) direncligi ve Westiellopsis prolifica’ daki civa (Hg)

direncligi buna érnektir [Merian, 1991].

Algler dahil bir c¢ok mikroorganizmalar EPS salgilayarak metalleri
komplekslestirip onlarin hicre igerisine alimini énler. Siyanobakterilerin nikel
(Ni) toksitesine yesil alglardan daha hassas olduklari bildiriimigtir. Bu da
prokaryot ve okaryot igin transport mekanizmasinin farkh oldugunu
gostermektedir. Birgok bakterinin gumus (Ag) hucre ylzeyinde Ag,S seklinde
¢Oktirdugu tespit edilmistir. Belirli mantarlarin ise uranyumu elde etmede

basarli olduklari tespit edilmistir [Merian, 1991].

Metaller hucre igerisine alindiktan sonra bir ¢ok transformasyon iglemi
gerceklesir. Civa (Hg), kursun (Pb), (Sn)’ nin metile oldugu saniimaktadir. Bu
yontemler bircok bakteri, mantar, maya ve mavi-yesil alg tarafindan

gergektiriimektedir.

Metal iyonlari hicre igine alindiktan sonra hucre boélumlerine dagilir ve
biriktirilir veya daha az toksik formlara donusturalir. Bu da metal baglayan

proteinlere (MTs) baglanarak gergeklestirilir [Fry ve ark., 1992].

Aragtirilan tum mikrobiyal gruplarda metal baglayan proteinler tespit
edilmigtir. Bunlarin arasinda siyanobakteriler, bakteriler, mikroalg ve filametli
funguslar yer almaktadir. Metaloproteinler (MTs) metal baglayan, dusik

molekuler agirlikta, sisteince zengin polipeptidlerdir [Hucle ve ark., 1993].
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Birgok  mikroorganizma  sitoplazmada metal baglayici  proteinler
sentezledikleri tespit edilmistir, agir metalleri detoksifikasyon mekanizmasi
geregdi yapildigi bildirilmigtir. Yapilan galismalar metal derigimlerinin artisina
paralel olarak metal-baglayici proteinlerin arttigini géstermektedir [Beyatl,
2004].

Mikrobiyal hicrelerin toksik metallerden arsenik (As), antimon ve kadmiyum
(Cd) olan direncinin hicresel digsa atma mekanizmasinin gelismesi ile bagl
oldugu gosterilmistir. E. Coli’ de operon benzeri bir yapi arsenit, antimoniye
direncini indukler. Kadmiyum (Cd) durumunda direnglik bir plazmit aracligi ile
gerceklesmektedir. Kadmiyum (Cd) direncliginde iki ayri plazmid gen
sorumludur. Bu genler ayni zamanda g¢inko (Zn) toksisitesini de Onler
[Merian, 1991].

Mikroorganizmalar cevredeki agir metalleri ve radionukleititleri ¢cok fazla
miktarda akumdule edebilirler. Adsorbsiyon, presipitasyon, komplekslestirme
ve transportu iceren cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik mekanizmalar
olugabilir. Canli ve Olu hicreler yani sira salgilanan Uurunlere veya
mikrobiyal hucrelerden edilmig (6rnegin hucre duvari) bilesinleri, EPS, metal
baglayan proteinler (MTs) ve solusyonda bulunan metal radionuklid yani
sira  ilgili  elementleri veya  metabolitleri, organometal veya
organometaloidleri kapsayan bilesikleri ve metal igceren partikulleri

uzaklastirma yetenegine sahiptiler [Fry ve ark., 1992].

2.4.6. Agir metal hiicre toksisitesinin molekiiler mekanizmasi

AQir metallerin protein, peptidler ve amino asitlerdeki sulfhidril, hidroksil,
karboksil ve amino gruplarina baglanabilecedi bilinmektedir. Agir metal
iyonlari, amino asitlerin polipeptidlerin sulfhidril guruplari ilre daha dayanikl
bilesikler olusturur. Bu nedenle hlicreye giren agir metaller —SH guruplarina
olan yuksek affinitesinden dolayr membranlarin ve organellerin ya yapisal

ve enzimatik bilesinleri ile veya ¢dzunebilir enzimlerle girebilir. Hlcre



27

membranlari adir metaller icin birinci hedef olup, onlarin yapisini ve
fonksiyonunu degistirirler. Metal katyonlari (Cd** ve Hg'™) en onemli
etkilerinden biride kaslardaki Ca™, Mg™" —ATPaz’ lar ve Na, K-ATPaz’ lar

gibi membran transport enzimlerinin aktivitesinin inhibisyonu ile ilgilidir.

Agir metal iyonlarinin diger birgcok enzim sistemlerinin aktivitisi Uzerine olan
etkisi tespit edilmistir. Ornegin baliklarda fosfatazlar, amino asit
transferazlar, farkh maya tirlerinde slUper oksit dismutaz ve katalaz
aktiviteleri, Pekin ordeklerinde, renal enzimler ve bakterilerde -
galaktozidaz ve dehidrojenazlar enzimleri gibi gosterilmistir [GUven ve Ark.,
1994].

Okaryot hiicrelerde mitokondri ve endoplazmik retikulum da metal
toksisitesinin hedefidir. Cu™™ kaslardaki mitokondriyal enzimlerin aktivitesini
degistirerek etkili olur. Ayrica agir metaller lizozomal aktivite ve protein
sentezi ile nukleer metabolizma gibi 6nemli hicresel foksiyonlari da
etkiliyebilir [Glven ve Ark., 1994].

Agir metallerin hucredeki toksisitesini belirleyen en 6nemli faktorlerden biri,
canli hicre ortaminin igerdigi kalsiyum konsantrasyonudur. Sucul ortamda
bulunan kalsiyum agir metallerin alim asamasinda yarisarak toksik
metallerin hicreye alinimini engelledigini bilinmektedir [Gliven ve Ark.,
1994].

2.5. Ekzopolisakkaritlerin (EPS) Uretimi

Bazi laktik asit bakterileri polisakkarit polimeri salgilarlar. Bu
ekzopolisakkaritin (EPS) gidalarin uretiminde fonksiyonel islevleri ve yararli
bircok etkileri olmasindan dolayi ekonomik agidan 6nemlidir [Welman ve
Madox, 2003]. Polisakkaritler petrol igleme, kagit endustrisi, tekstil, ila¢ ve

kozmetik endustrisinde de kullanilir.



28

2.5.1. Polisakkaritlerin bilegsimi ve Yapisi

Homopolisakkaritler

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides dekstran Ureten temel

mikroorganizmadir.

Cizelge 2.6. Farkl Streptokoklar tarafindan Uretilen polimer tipleri

Tarler Uretilen Polimerler
Steptococcus mutans a-glukan ya da B-fruktan(intlin)
Steptococcus sobrinus a -glukan ya da B -fruktan (levan)
Steptococcus salivarius a -glukan ya da B -fruktan
Steptococcus sanguis a —glukan

Polimerlerin kimyasal bilesim ve yapilarindaki farklliklar sakkarozdan hicre
disi1 sakkaritlerin sentezi sirasinda bir gok karmasik reaksiyonlarin devreye
girmesinden kaynaklanmaktadir. Ortamdaki sakkaroz konsantrasyonu,
bakteri gelistirme ortami, inklibasyon slresi ile sakkarozu pargalayan

enzimlerin varligi gibi bir ¢cok etmen polimer molekul agirhigi ve yapisini

belirgin sekilde etkiler.

Resim 2.4. Thauera sp. MZ1T tarafindan uretilen ekzopolimerin goruntisu.
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A e A e
Resim 2.5. Ekzopolisakkarit matrikste Staphylococcus epidermidis * in SEM
goruntusa.

Heteropolisakkaritler

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus' un susun urettigi polimerin dnemli
miktarda galaktoz, az miktarda mannoz, arabinoz ve glukozu icerdigi
bildirilmigtir [Tamime, 1978].

Yogdurt kaltird kullanilarak sitin pihtilastiriilmasi sonucu olugsan polimerin
yalnizca a-glukan' dan meydana geldigini ortaya bildirilmistir [Groux, 1973].
Oda ve arkadaslari (1983), Lb. helveticus ssp. jughurti ye ait bir susun
urettigi polimerde 2:1 oraninda glukoz ve galaktoz bulundugunu, bu
polimerin antitimor 6zellik tasidigini belirlemiglerdir [Oda ve ark., 1983], Lb.
helveticus 766'nin Urettigi Ekzopolisakkaritin yapisini incelenmislerdir.
Arasticilar yagsiz sut ortaminda 1:1 oraninda D -glukoz ve D-galaktoz dan
olusan monomerik yapisi belirmiglerdir. Bir diger arastirmada anaerob
ortamda laktozun disinda kompleks bir besiyerinide pH 5 de gelistirilen
Bifidobacterium longum' un 100 mg/1 glukoza esdeger Ekzopolisakkarit
urettigi  belirlenmigtir. Bu heteropolisakkaritin glukoz, galaktoz ve az

miktarda uranik asit ile heksozamin igerdigi tespit edilmigtir [Marshall, 1987].

Yapilan ¢alismalarda ayni sus tarafindan Uretilen polimer zincirinin, kulttr
ortamina goére farkh uzunluk go6sterdigi belirlenmistir.  Arastiricilar,
incelemeye aldigi EPS’ lerin 2:1 oraninda galaktoz ve glukozdan

olustugunu ve bunlar arasindaki baglarin a ve B tipinde oldugunu ortaya
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cikarmistir. [Sutherland, 1977], bakteriler tarafindan aretilen polimerin

molekul agirhiginin, bir gogalma fonksiyonu olarak degistigini bildirmigtir.

Laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen EPS’ lerin yapi taglari olan
monomerlerin en 6nemlileri galaktoz ve glukozdur. Cesitli arastirmacilarin

bulgulari da bunu dogrulamaktadir [Cerning ve ark., 1986].

Mozzi ve ark. (1995) yaptiklari bir calismada Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus ve Streptococcus thermophilus igin 24
saatlik inkibasyon sonucunda optimum gelisme sicakhgi ile maksimum
ekzopolisakkarit Uretimi arasinda iligkiyi tespit edilmigtir. Streptococcus
thermophilus' un 30°C 'de 24 saatin sonunda 2,5 kat daha fazla polimer
urettigi, viskozitenin de 1-20 kat ve molekul agiriginin 5,10 Da oldugu

arasticilar tarafindan bildirilmistir [Mozzi ve ark., 1995].

Doco ve ark. (1990) tarafindan Streptococcus thermophilus ssp. izole edilen
polisakkaritin bilesiminde 2:1:1 oraninda galaktoz, glukoz ve N acetil
galaktozamin igerdigni bildimislerdir. Bakterinin inkibasyon suresi artiginda
(72 saat) ekzopolisakkarit sentezinde azalma gozlendigini bildirmiglerdir.

Lactobacillus delbrucckii ssp. bulgaricus’ un 37°C de 42°C ye goére daha
yuksek miktarda EPS Urettigi, 42°C de ise viskozite ve laktik asit miktarinin

arttigi belirlenmigtir [Doco ve ark, 1990].

Ekzopolisakkaritlerin onemi ve kullanimi

Bakteriyel polisakkaritlerin varhigi ve rolleri ilk olarak tibbi incelemelerde
ortaya konmusgtur. Ancak; EPS’ lerin varligi yalnizca virulent karakterli
bakterilere 6zgul degildir. Yapilan galismalarda; su, toprak gibi ¢ok farkl
kaynaklarda yasayan bir ¢ok bakterinin de kapsul icerdigini ortaya

koymustur.

Ekzopolisakkaritlerin (EPS) olasi iglevleri agsagidaki sekilde 6zetlenebilir:
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— Polisakkaritler Uretici suslar tarafindan katabolize edilemediklerinden
enerji kaynagi degildirler.

— Buna karsilik mikroorganizmayi veya ortami kurumaya kargi korur,
diger mikroorganizmalari ortamdan uzaklastirir.

— Ortamdaki metalik iyonlarin tutulmasini saglar.

— Bakteri - faj iliskilerinde adesif ajan olarak rol oynar. Ayrica bitkilerle

bakteriler arasinda bir etkilegim aracidir.

Dekstranlar, petrol isleme, kagit endustrisi, tekstil, ilag ve kozmetik
endustrisinde kullanilir. 40 000-70 000 Da gibi disik mol agirhkh olanlar
tipta en c¢ok kullanilanlardir; dekstransulfatlar kandaki yag oranini
ayarlayici, pihtilagmayi ve Ulseri dnleyici 6zellige sahiptir. Dekstran - demir
kompleksi, anemi vakalarinda, dekstran - kalsiyum ise hayvan beslemede
hipokalsemi tedavisinde kullanilir. Agar yapili sephadex dekstranlar ise,
biyolojik maddelerin saflastiriimasi ve fraksiyonlara ayrilmasinda kullanilir
[Kilig, 2001].

Son yillarda bitkisel kokenli hidrokolloidlere alternatif olarak laktik
bakterilerin koyulastirici kokenli hidrokolloidlere alternatif olarak Ilaktik
bakterilerin koyulastirici suslarindan yararlanma yoluna gidilmektedir. Bu
amacla ekzopolisakkarit Ureten  Streptococcus  thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus suglari yogurt yapiminda, mezofil
laktik bakteriler ise bir cok fermente sut Uretiminde kullaniimaktadir. Ayrica
bazi arastiricilar antitumor etkinliginin bir laktobasil ve bir streptokok

tarafindan uretilen polisakkarite baglandigini da bildirmiglerdir

Laktik asit bakterileri tarafindan ekzopolisakkarit Gretimi suslara bagli olarak
farklik gostermektedir. Bu 6zellik, bakterilerin optimum gelisme sicakligi ile

ortamin farkl inkibe edilmelerinden de etkilenmektedir [Kili¢, 2001].
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Yogdurt ve kivam istenen ferrmente slt igeceklerinin yapiminda asitlik,
aroma olugsumu, proteolitik aktivite ve probiotik Ozellikleri yani sira
Ekzopolisakkarit Ureten bakterilerin kullanimina énem verilmektedir [Kilig,
2001].

2.5.1.4. Polisakkarit lireten laktik asit bakteriler

Dekstran, glukan ve fruktan gibi homopolisakkaritlerin Gretimi icin 6zel bir
substrat olan sakkaroza gereksinim vardir. Bu asamada bir dizi enzim,
uretiminde gorev alir. Polisakkaritlerin  dUretimi azotlu maddelerce
sinirlandirilmis ve karbonlu maddelerce zenginlestiriimis olan ortamlarda
tegvik edilir. Eger ortamdaki karbon ve nitrojen kaynagi birlikte
azaltildiginda, EPS Uretimide azalma meydana gelmektedir. Dekstran,
normal olarak Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides’ in uygun
besin maddeleri igeren, nétre yakin pH' da mineral tuz igceren sakkaroz
¢ozeltisinde Uretiminin gerceklestiriimesi sonucu olusur. Burada ortamin pH
degeri, sakkaroz konsantrasyonu gibi fermantasyon parametreleri, tretimi
ve miktarini etkiler [Kili¢, 2001].

Cizelge 2.7' de termofil ve mezofil laktik bakteriler tarafindan Uretilen hucre

disi polisakkaritleri gdstermektedir. [Cerning ve ark., 1990, 1992].

Cizelge 2.7. Eksopolisakarit uretme yetenegine sahip laktik asit bakterileri

Laktik asit bakterileri

Lactobacillus genusu Streptococcus genusu Leuconostoc genusu
Lactobacillus delbrueckii Lactococcus lactis ssp. Leuconostoc mesenteroides
ssp.lactis Lactis ssp.mesenteroides
Lactobacillus deibueckii ssp. | Lactococcus lactis ssp. Leuconostoc mesenteroides
bulgaricus cremoris SSp. cremoris
Lactobacillus hilgardii Streptococcus salivarius

ssp. thermophilus
Lactobacillus casei Streptococcus mutans
Lactobacillus helveticus Streptecoccus sobrinus
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Laktik asit bakterilerinin bulundugu sivi ortamlardaki viskozitenin artmasi
yalnizca olusan polimer miktarina degil, bu arada polimerin tipi, diger
olusan (laktik asit) ve metabolik udrlnlerede baghdir [Bouillane ve
Desmazeaud, 1980].

Polisakkarit Uretimi ve miktarlarinin inkibasyon suresinden ¢ok, bakteri
susuna bagh olarak degisiklik gosterdigi Lactococcus lactis ssp. cremoris' le

yapilan ¢alismada ortaya konmustur [Cerning ve ark., 1986].

Kefir Uretiminde kullanilan Lb. hilgardi' nin bazi suslari da polisakkarit

uretmektedir [Cerning ve ark., 1986].

Aragtirmacilar Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus bir sugunun tam
yagli sutte (250 mg/L) polimer Uretirken, aminoasit ilaveli ultrafiltra sute
ancak (50 mg/L) Uretebildigini bildirmiglerdir. Streptococcus thermophilus
icin bu degerler sirasiyla 350 mg/L ve 20 mg/L olarak belirlenmigtir [Cerning
ve ark., 1986].

2.5.1.5. Ekzopolisakkaritlerin metal alimindaki etkisi

EPS genellikle fonksiyonel gruplarin degisimi ile yliksek molekuler agirlikl
bilesikleri icerir ve adsorptive ve adhesive Ozelliklere sahiptir. EPS diger
yukllu partikul/molekdlleri iceren metaller icin baglanma alanlari saglar.
Mikrobiyal EPS’ nin metal baglama o6zellikleri ve EPS’ nin kursun (Pb),nikel
(Ni), kadmiyum (Cd)’ yi iceren agir metallerin biyoremediasyonununda genis
olarak kullaniimaktadir. EPS bilinen diger mineral sorbentlerin her birinden
metaller icin daha yuksek baglama kapasitesine sahiptir. Ayni zamanda
hayvanlarin dokularinda ¢ézulmus metalleri direk olarak absorblamaya fazla
yeterli degildir. Bununla birlikte bir degigsken-karasiz ve adsorptive bakteriyel
EPS’ nin varhdi ¢o6zilen metallerin immobilizasyonuna yardim eder. EPS
agregasyonda, mikrobiyal yigin ve biyofiim Ustinde beslenen birgok

organizmanin karbon talebini tamamlamasinda-ilavesinde 6nemli bir rol
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oynar. Beslenmekle birlikte bu organizmalar hicre ve diger organik
materyaller boyunca EPS’ ye adsorbe olan toksik agir metalleri kullanirlar. Bu
sebeple besleyicinin dokularinda bu metallerin biyoakimulasyonuna sebep
olurlar. Radyoizotop isaretli substratlarin kullanimi EPS’ nin geri alimi ve
biriken besleyicilerde metallerin biyoakumulasyonunda roluntin daha iyi

anlasiimasina yardim eder [Bhaskar ve Bhosle, 2006].

EPS ile agir metallerin adsorbsiyonu metabolik dedildir, enerjiden
bagimsizdir ve EPS’ nin asidik fonksiyonel gruplarinin negatif yuki ve

metal katyonlari arasinda bir etkilesime neden olabilir.

Salehizadeh ve ark. (2003) EPS ureten Bacillus firmus susu tarafindan sivi
¢ozeltilerdeki metal iyonlarinin uzaklastiriilmasina, PH ‘nin, metal
konsantrasyonu ve EPS konsantrasyonunun etki ettigini bildirmislerdir
[Salehizadeh ve ark., 2003].

Kaplan ve ark. (1987) tek hucreli bir alg olan Cholorella sp. susundaki EPS’
lerin selat 6zelligini tespit etmislerdir. Ozellikle Gronik asit varliinda, metal
aliminin  EPS’ lerin  kompozisyonunu etkiledigini agiklamislardir [Kaplan ve
ark., 1987].

Kong ve ark. (1998) denizden izole edilen Zoogloea spp. ‘de uretilen EPS’
lerin kadmiyum (Cd), kurgsun (Pb) ve krom (Cr) gibi metallerin

adsorbsiyonunda rol oynadigi tespit etmislerdir[Kong ve ark.. 1998].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1.Materyal ornekleri

Calismada kullanilan Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842 ssp.
bulgaricus ve Streptococcus thermophilus ATCC 14425 suslari Gazi
Universitesi Biyoloji Bélimu Biyoteknoloji laboratuari kdltiir stoklarindan

temin edilmistir.

3.1.2. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlari

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susu MRS Broth ve
agari, Streptoccus thermophilus ATCC 14425 susu Ellikler Broth ve agari
besiortamlarinda gelistiriimistir. Calismalarda suslarin gelisme egrileri géz
onune alinarak 16-18 saatlik (logaritmik faz) kultarleri kullaniimistir.

3.1.3. Calismada kullanilan besiyerleri

Cizelge 3.1. MRS (Man Rogosa and Sharpe) Sivi Besiortami

Maddeler (g/L)
Peptone 10,0
Beef Extract 10,0
Yeast Extract 5,0
Glucose 20,0
Tween 80 1,08 mL
KoHPO, 2,0
Sodium Acetate.3 H, O 5,0
Tri Amonium Citrate 2,0
MgSO47 H2 O 0,2
MnSQO4.4 H, O 0,05
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Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Besiortaminin pH’ s1 0,01 N
HCl ve 0,01 N NaOH'’ le 6,2+0,2° ye ayarlanmigtir. Amaca uygun olacak
sekilde besiortamina %1,5 oraninda agar ilave edilip kati besiortami

hazirlanmistir. Besiortami 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Cizelge 3.2. Elliker Sivi Besiortami

Maddeler (g/L)
Tryptone 20,0
Yeast Extract 5,0
Glucose 5,0
Sucrose 5,0
Lactose 5,0
Sodium Chloride 4,0
Sodium Acetate 1,0
Ascorbic Acid 0,5

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Besiortaminin pH’ s1 0,01 N
HCl ve 0,01 N NaOH’ le 6,81£0,2'ye ayarlanmistir. Amaca uygun olacak
sekilde besiortamina %1,5 oraninda agar ilave edilip kati besiyeri

hazirlanmistir. Besiortami 121 “°C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin muhafazasi

1,5 mL'’ lik agzi kapakli tuplere yaklasik 400 pL gliserol dagitilarak, 121 °C’
de 15 dakika sterilize edilmistir. Bakteriler uygun sivi besi ortaminda iki kez
ard arda aktiflestirilip, aktif kiltirlerden 600 L gliserol iceren steril tlplere
paralelli olarak aktarilmigtir. Suslar derin dondurucuda -80 °C’ de
depolanarak, muhafaza edilmigtir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir

yenilenmigtir.
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3.2.2. Bakterilerin agir metal direngliliginin belirlenmesi

Suglarin agir metal direnglilikleri Ceylan (2003) e gore agar dilusyon
metoduyla belirlenmistir. NiCl,.6H,O, ZnS04.7H,O, Pb(CH3C0O0),.3H,0,
CoCl3.6H,0, CuS04.5H,0, KyCr,0;, AgNO3; metallerinin sirasiyla 0.005;
0.01; 0.05; 0.1; 0.5; 1; 2.5; 5; 10; 20; 40 ve 80 (mmol I"") konsantrasyonlari
kullaniimistir. 20 ml farkli metal konsantrasyonlari igeren yari katt MRS agar
ve Elikler agar kullaniimistir. 0,1 ml logaritmik faza kadar gelisen kulturlerden
inokulasyon yapilmisgtir . Plaklar 42 °C’ de 2 gun inkibe edilmistir. Metal
eklenmeyen plak kontrol olarak kullanilmigtir. MiK diizeyi metal iyonlarinin
gelismeyi engelledigi en dusik konsantrasyon olarak belirlenmistir. Tum

testler cift —paralelli olarak yapilmistir..

3.2.3. Bakterilerin hicre gelisiminin ve canli hicre sayisinin

belirlenmesi
Farkl agir metal konsantrasyonlarinin suslarin gelisimi Uzerine etkisi hem
spektrofotometrik olarak hem de MRS ve Elliker agarl petri Uzerindeki canli

mikroorganizma sayisi saptanarak belirlenmistir.

Farkli agdir metal konsantrasyonlarinin gelisim Uzerine etkisinin sivi

besiortamlarinda spektrofotometrik olarak belirlenmesi

e Aktif suslar, farkli konsantrasyonlarda metal iceren (0,05-80 mM) 10 ml’
lik MRS ve Elliker broth besiortamina asilanarak 42 + 1 °C ‘de 24 saat
inkibasyona birakilmistir. Ayrica kontrol olarak metal icermeyen MRS ve

Elliker broth besiortamina bu kulttrlerden ayni oranda ekim yapilmistir.

e inkiibasyon sonunda dérneklerin optikal yogunluk (OD) degerleri 600 nm
dalga boyundaki spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800)

Olgculmustar.
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Farkli agir metal konsantrasyonlarinin gelisim lzerine etkisinin MRS ve

Elliker agarli petrilerde belirlenmesi

o Aktif suslar, farkli konsantrasyonlarda metal i¢ceren (0,05-80 mM) 10 ml’
lik MRS ve Elliker broth besiortamina asilanarak 42 + 1 °C ‘de 24 saat
inkUbasyona birakilmigtir.

« Inkiibasyon sonunda érneklerden diliisyonlar (10™-10®) yapilarak MRS ve
Elliker agar yuzeyine ekiimis ve 42°C’de 24 saat inkibasyona
birakilmistir.

e Inkiibasyon sonunda koloni sayimlari yapilarak canli mikroorganizma

sayllari logo cfu/mL olarak tespit edilmistir.
3.2.4. Bakterilerin EPS uretiminin belirlenmesi

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 ve Streptoccus
thermophilus ATCC 14425 suslarinda EPS uretim miktarlarini belirlemek igin
Valerie ve ark. (1999) ile Dubois ve arkadaslar’'nin (1956) metodu

kullaniimigtir

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susu farkli

metal konsantrasyonu iceren 10 ml’ lik MRS besiortamlarina ve

Streptoccus thermophilus ATCC 14425. susu 10 ml lik Elliker

besiortamlarina ikiser paralelli olarak %2 oraninda inokule edilerek , 42

°C’ de 16-18 saat inklibasyona birakilmistir.

o kontrol olarak metal icermeyen MRS ve Elliker broth besiortamina bu
kulturlerden ayni oranda ekim yapilmigtir.

o inkiibasyon sonunda drneklerden 1 mL’lik érnekler ependrof tiiplerine
aktariimistir.

e Ornekler 100°C’'de 10-15 dk kaynatildiktan sonra, oda sicakliina

varincaya kadar sogutulmustur.
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1 mL 6rnek uzerine % 85 lik triklorasetik asit (Merck) (% 0,17= 1,7uL)
ilave edilmistir.

Ornekler 13 000 rpm’de 25 dk santrifiij edilmigtir.

Santriflj sonrasi olusan berrak kisim diger bir ependrof tipune alinmis
ve Uzerine alabildigi kadar esit hacimde (yaklasik 1 mL) etanol ilave
edilmistir. Ornekler 13 000 rpm’de 25 dk santrifilj edilmistir.

Berrak kisim ayrildiktan sonra, pelletin Gzerine ikinci kez etanol (1000
uL) ilave edilmis ve pelletin etanol iginde ¢ozulmesi saglanmigtir.
Ornekler 13 000 rpm’de 25 dk santrifilj edilmistir.

Bu drneklerin Gzerine 0,5 mL fenol (Sigma) ilave edilmistir.

Orneklerin Uzerine hizli bir sekilde 5 mL saf siilfirik asit ilave edilmistir.
Ornekler 10 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra, iyice
karistiriimistir.

Ornekler tekrar 25-30°C’de 15-20 dk bekletilmistir.

490 nm dalga boyundaki spektrofotometrede Orneklerin optikal

yogunluklari okunmustur.

EPS Uretim miktarlarini belirlemek igin 5-100 mg/L arasinda degisen

oranlarda glikoz kullanilarak standart bir egri ¢ikariimistir. Bu standarda gore

orneklerin EPS miktarlari mg/L olarak belirlenmistir.

3.2.5. Bakterilerin toplam hiicre protein miktarinin belirlenmesi

Suslarin toplam hdcre protein miktarlarinin belirlenmesi [Bradforte, 1976]

metoduna gore Protein Assay Bradford kiti kullanilarak belirlenmistir.

Standart hazirlamasi

Dort farkh ependrof tlplerine sirasiyla 5 yL, 10 yL, 15 yL ve 20 yL 0.5 N
NaCl mg/ml BSA solisyonun’dan ilave edilir, 0.15 N NaCL ile her biri
100 yL’ ye tamamlanir.

5uL BAS + 95uL
10 uL BAS + 90 puL
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15 uL BAS + 85puL
20 uL BAS + 80uL
o Blank olarak 100 pL 0.15 N NaCL + 1 ml Bradford reagent kullanilir.
o Her bir ependrof tiipine 1ml Bradford reagent ilave edildikten sonra
2dk. Vortekslenir ve oda sicakliginda bekletilir.
o 595 nm dalga boyunda 6rneklerin optikal yogunluklari (OD) degerleri

olgunar.

Orneklerin toplam hiicre proteinlerinin belirlenmesi
e  Ornekler 10, 000 rpm’'de 25 dk santrifiij edilmigtir.

o Santrifij sonrasi supernatant’ tan 100 yL 6rnek diger bir ependrof

tipune alinmis ve Utzerine 100 puL 0,15 N NaCL ilave edilmigtir.
e  Orneklerin tizerine 1 ml Bradford reagent ilave edildikten sonra, iyice
karistiriimistir.
e  Ornekler 10 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.
e Orneklerin  optikal ~ yogunluklari595 nm  dalga  boyundaki

spektrofotometrede olguimustir.

3.2.6. istatistiksel analiz

Metal stresinin hicre canliligina etkisinin istatiksel olarak degerlendirebilmek

icin probit analiz yontemi ile LCso deg@erleri belirlenmistir [Finney, 1963].
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 Susun Hiicre Gelisimi
ve EPS Uretimi

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkl metallere karsi direnci
ve hucre gelisimi Bolum 3.2.3" de anlatildigi gibi yapiimistir. Elde edilen
sonuglar Cizelge 4.1 -4.17 * da verilmigtir. Susun farkli metallere karsi MiK

dizeyleri Sekil 4.1’ de sunulmustur.

m Co(NO3)2.6H20

@ ZnS04.7H20

@ Cr(NO3)3.9H20

@ Pb(CH3C00)2.3H20
@ NiCI2

o K2Cr207

m CuS04.5H20

0 AgNO3

m CdCI2

N o © 5

S LR

MiK Diizeyi
A A

50,5 mM

i !,05 mM

Sekil 4.1. Streptococcus thermophilus  ATCC 14425 susun  kullanilan
metallere karsi MiK duzeyleri.

-

o

Agrr Metal Konsantrasyonu
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41.1. Streptococcus thermopillus ATCC 14425 susun farkl
konsantrasyonlarda [Co(NO;)..6H,O] iceren besiortaminda

hiicre gelisimi ve EPS uretimi

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun (Co(NO3)2.6H20)" nin farkl
metal konsantrasyonlarindaki hicre gelisimi ve EPS uretimi Uzerine etkisi
Cizelge 4.1° de gosterilmigtir. Sugsun agir metaldeki MiK duzeyi (0,5 mM)
olarak belirlenmigtir. Metal konsantrasyonundaki artisa paralel olarak
kontrolle karsilastirildiginda hiicre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma
belirlenmistir. En ylksek hucre gelisimi ve EPS dretimi 0,006 mM
Co(NOs3),.6H,0 konsantrasyonunda (8,0 cfu/ml) ve (1667 mg/L) olarak tespit
edilmistir. Probit analizi yapilan susun LC 5, degeri (0,008 mM) olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.1. Streptococcus thermophillus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda Co(NO3),.6H,0 iceren besiortaminda
hicre geligsimi ve EPS uretimi.

Metal ko?;ﬁ)trasyonu logso cfu/mL EPS ﬁl('z:;TL;niktarl
0,005 8,0 167
0,01 7,9 134
0,05 7,7 93
0,5 7,5 61
KONTROL 8,5 157

Cizelge 4.2. Streptococcus thermophillus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda Co(NOs),.6H20 iceren  besiortaminda
toplam hucre ici protein miktari.

Metal konsantrasyonu Protein Miktan
(mM) (mg/mL)
0,005 0,058 + 0,00
0,01 0,051 + 0,00
0,05 0,049 + 0,00
0,5 0,039 + 0,00
KONTROL 0,058 + 0,00
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Ko ©
N B

log 10 cfu/mL
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\
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0,005

0,01 0,05 0,1 0,5

Metal Konsantrasyonu (mM)

Kontrol

Sekil 4.2. Streptococcus thermophillus ATCC susun farkli konsantrasyonlard

Co(No03)2.6H,0 igeren besiortaminda hicre geligimi.

160
140
120
100
80
60
40
20

EPS (mg/mL)

180,

TR T T TR T TR T TN T TR T TN T TR T Tt

0,005

0,01 0,05 0,1 0,5
Metal Konsantrasyonu (mM)

Kontrol

Sekil 4.3.Streptococcus thermophillus ATCC susun farkli konsantrasyonlarda
Co(No03)2.6H,0 igeren besiortaminda EPS Uretimi.



44

4.1.2. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkl
konsantrasyonlarda ZnS0,4.7H,O iceren besiortaminda hiicre

gelisimi ve EPS liretimi

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun ZnS04.7H,O’ nin farkh
metal konsantrasyonlarindaki hicre gelisimi ve EPS uretimi Uzerine etkisi
Cizelge 4.2° de gosterilmistir. Susun agir metaldeki MiK diuzeyi (0,05 mM)
olarak belirlenmigtir. Metal konsantrasyonuindaki artisa paralel olarak
kontrolle karsilastirildiginda hucre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma tespit
edilmistir. En yUksek hticre gelisimi ve EPS Uretimi 0,005 mM ZnS0O4.7H,0
konsantrasyonunda ( 7,4 cfu/mL) ve (92 mg/L) olarak belirlenmistir. Probit

analizi yapilan sugun LC 5o deg@eri (0,074 mM) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3. Streptococcus  thermophillus  ATCC  susun  farkli
konsantrasyonlarda [ZnSo4.7H20] igceren besiortaminda
hicre gelisimi ve EPS Uretimi.

Metal ko?:‘aiw)trasyonu logso cfu/mL EPS ﬁz:e:;r;:_;niktarl
0,005 7.4 92
0,01 7,3 68
0,05 7,0 41
KONTROL 8,5 157

Cizelge 4.4. Streptococcus  thermophillus  ATCC  susun  farkli
konsantrasyonlarda [ZnSo4.7H20] igceren besiortaminda
hdcre ici protein miktari.

Metal konsantrasyonu Protein Miktari
(mM) (mg/mL)
0,005 0,049+ 0,00
0,01 0,047+ 0,00
0,05 0,042 + 0,00
KONTROL 0,058 + 0,00
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0,005 0,01 0,05 Kontrol
Metal Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.4. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda ZnS0O,4.7H,O igeren besiortaminda hucre
gelisimi .

160,
1400
1200
100

80
60
40
200

EPS (mg/mL)

0,005 0,01 0,05 Kontrol
Metal Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.5. Streptococcus.thermophilus ATCC 14425 susun farkh
konsantrasyolarda ZnS0O4.7H,O igeren besiortaminda EPS
uretimi.
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4.1.3. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkl
konsantrasyonlarda Cr(NO3);.9H,0 iceren besiortaminda hiicre

geligsimi ve EPS liretimi

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun Cr(NO3)3.9H,O’ nin farkl
metal konsantrasyonlarindaki hicre gelisimi ve EPS uretimi Uzerine etkisi
Cizelge 4.3 de gdsterilmistir. Susun agir metaldeki MiK diizeyi (5 mM) olarak
belirlenmigtir. Metal konsantrasyonuindaki artisa paralel olarak kontrolle
karsilastirildiginda hticre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma tespit edilmistir.
En ylksek hacre gelisimi ve EPS duretimi 0,006 mM[Cr(NO3)3.9H,0
konsantrasyonunda (8,4 cfu/mL) ve (164 mg/L) olarak belirlenmistir. Probit

analizi yapilan susun LC 50 degeri (3,246 mM) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.5. Streptococcus. thermophilus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarinda Cr(NO3)3;.9H,O igeren besiortaminda
hdcre gelisimi ve EPS Gretimi.

Metal konsantrasyonu logso cfu/mL EPS iiretim miktari
(mM) (mg/L)
0,005 8,4 164
0,01 8,2 134
0,05 7,9 100

0,1 7,8 80
0,5 7,7 77

1 7,6 67

2,5 7.4 52

5 7,1 37
KONTROL 8,5 -
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Cizelge 4.6. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarinda Cr(NOs);.9H,O igeren besiortaminda
hdcre i¢i protein miktari.

0,005 0,057 £ 0,00
0,01 0,056 + 0,00
0,5 0,045 £ 0,00

5 0,035 + 0,00
KONTROL 0,058 + 0,00
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4.6.

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda Cr(NO3)3;.9H,0 igeren besiortaminda hucre
gelisimi .
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Sekil

4.7.

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkh
konsantrasyonlarda Cr(NO3)3.9H20 iceren besiortaminda EPS
aretimi.
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4.1.4. Streptococcus thermophilus ATCC susun farkh
konsantrasyonlarda Pb(CH;C0OO0),.3H,0 iceren besiortaminda

hucre gelisimi ve EPS uretimi

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun Pb(CH3C0OO),.3H,O’ nin
farkli metal konsantrasyonlarindaki hucre gelisimi ve EPS Uretimi Uzerine
etkisi Cizelge 4.4' de gosterilmistir. Susun agir metaldeki MiK diizeyi (0,5
mM) olarak belirlenmigtir. Metal konsantrasyonuindaki artisa paralel olarak
kontrolle karsilastirildiginda hiicre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma
belirlenmistir. En ylksek hicre gelisimi ve EPS dretimi 0,006 mM
Pb(CH3COO0),.3H2,0 konsantrasyonunda (7,1 cfu/mL) ve (173 mg/L) olarak
tespit edilmigtir. Probit analizi yapilan susun LC 5o degeri (0,012 mM) olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.7. Streptococcus thermophillu ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda Pb(CH3COOH),.3H,0 iceren
besiortaminda hucre gelisimi ve EPS Uretimi.

Metal kon(‘n;m)trasyonu logio cfulmL EPS ﬁzz::;l_?\iktarl
0,005 7,1 173
0,01 7,0 157
0,05 7,0 123
0,1 6,9 123
0,5 6,8 101
KONTROL 8,5 157

Cizelge 4.8. Streptococcus thermophillu ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda Pb(CH3COOH),.3H,0 iceren
besiortaminda hucre ici protein miktari.

Metal konsantrasyonu Protein Miktan
(mM) (mg/mL)
0,005 0,042 + 0,00
0,05 0,040 = 0,00
0,5 0,038 + 0,00
KONTROL 0,058 + 0,00
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Sekil 4.8. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda Pb(CH3COO),.3H,0 iceren besiortaminda
hdcre geligimi.
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Sekil 4.9. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkli

konsantrasyonlarda Pb(CH3COOQ),.3H,0 igeren besiortaminda
EPS Uretimi.
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4.1.5. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkl
konsantrasyonlarda NiCl, iceren besiortaminda hiicre geligimi

ve EPS lretimi

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun NiCl,’ nin farkh metal
konsantrasyonlarindaki hucre gelisimi ve EPS uretimi Uzerine etkisi Cizelge
4.5 de gosterilmistir. Susun agir metaldeki MIK dizeyi (0,5 mM) olarak
belirlenmistir. Metal konsantrasyonuindaki artigsa paralel olarak kontrolle
karsilastirildiginda hticre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma tespit edilmistir.
En yUksek hucre gelisimi ve EPS uretimi 0,005 mM NiCl, konsantrasyonunda
(7,5 cfu/mL) ve (255 mg/L) olarak belirlenmistir. Probit analizi yapilan susun
LC 50 degeri (0,004 mM) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.9. Streptococcus thermophillus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda NiCl, iceren besiortaminda hicre gelisimi
ve EPS Uretimi.

Metal konsantrasyonu loas. cfu/mL EPSiiretim miktari
(mM) 1o (mg/L)
0,005 7.5 255
0,01 7.4 138
0,05 7,2 119
KONTROL 8,5 157

Cizelge 4.10. Streptococcus thermophillus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda NiCl, iceren besiortaminda toplam hucre
ici protein miktari.

Metal konsantrasyonu Protein Miktan
(mM) (mg/mL)
0,005 0,051 £ 0,00
0,01 0,049 £ 0,00
0,05 0,043 £ 0,00
KONTROL 0,058 + 0,00
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Sekil 4.10. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda NiCl; igeren besiortaminda hticre geligimi.
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Sekil 4.11. Streptococcus thermophilus ATCC 14425  susun farkli

konsantrasyonlarda NiCl, iceren besiortaminda hlcre gelisimi.
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4.1.6. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkl
konsantrasyonlarda K,;Cr20; iceren besiortaminda hiicre

geligsimi ve EPS liretimi

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun K;CroO7 nin farkli metal
konsantrasyonlarindaki hucre gelisimi ve EPS uretimi Uzerine etkisi Cizelge
4.6’ de gosterilmistir. Susun agir metaldeki MIK dizeyi (0,5 mM) olarak
belirlenmistir. Metal konsantrasyonuindaki artisa paralel olarak kontrolle
karsilastirildiginda hticre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma tespit edilmistir.
En ylksek hicre gelisimi ve EPS dretimi 0,006 mM KyCr20;
konsantrasyonunda (7,9 cfu/mL) ve (185 mg/L) olarak belirlenmistir. Probit

analizi yapilan susun LC 5o deg@eri (1,174 mM) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.11. Streptococcus thermophillus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda KyCr,O; igeren besiortaminda hicre
gelisimi ve EPS Uretimi.

Metal Konsantrasyonu logso cfu/mL EPS iiretim miktari
(mM) (mg/L)
0,005 7,9 185
0,01 7.7 129
0,05 7,5 65
0,1 7,3 56
0,5 6,9 42
KONTROL 8,5 157

Cizelge 4.12. Streptococcus thermophillus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda K,;Cr,Oy7 igeren besiortaminda hucre igi
toplam protein miktari.

Metal Konsantrasyonu Protein Miktan
(mM) (mg/mL)
0,005 0,046 £ 0,00
0,01 0,046 + 0,00
0,05 0,042 + 0,00
0,5 0,030 £ 0,00
KONTROL 0,058 + 0,00
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Sekil 4.12. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkh
konsantrasyonlarda K,Cr,O; iceren besiortamda hucre
gelisimi.
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Sekil 4.13. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda K,Cr,O; iceren besiortamda hucre
geligimi.
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4.1.7. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkl
konsantrasyonlarda CuS04.5H,0 iceren besiortaminda hiicre

geligsimi ve EPS liretimi

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun CuS04.5H,O’ nin farkli
metal konsantrasyonlarindaki hicre gelisimi ve EPS uretimi Uzerine etkisi
Cizelge 4.7’ de gdsterilmistir. Susun agir metaldeki MiK diizeyi (1 mM) olarak
belirlenmistir. Metal konsantrasyonuindaki artigsa paralel olarak kontrolle
kargilastirildiginda hicre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma belirlenmistir.
En yuksek hucre gelisimi ve EPS dretimi 0,006 mM CuS04.5H,0
konsantrasyonunda (8,4 cfu/mL) ve (251 mg/L) olarak tespit edilmistir. Probit

analizi yapilan susun LC 5o de@eri (0,031 mM) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.13. Streptococcus thermophillus ATCC14425 susun farkli
konsantrasyonlarda CuSO04.5H,0 iceren besiortaminda
hicre geligsimi ve EPS Uretimi.

Metal Konsantrasyonu logqo cfu/mL EPS iiretim miktari
(mM) (mg/L)
0,005 8,4 251
0,01 7.9 195
0,05 7,7 174
0,1 7,6 156
0,5 6,9 136
1 6,5 64
KONTROL 8,5 157

Cizelge 4.14. Streptococcus thermophillus ATCC14425 susun farkli
konsantrasyonlarda CuS04.5H,0 igeren besiortaminda
hicre ici toplam protein miktari.

Metal Konsantrasyonu Protein Miktan
(mM) (mg/mL)
0,005 0,054 + 0,00
0,05 0,048 + 0,00
0,5 0,042 + 0,00
1 0,037 £ 0,00
KONTROL 0,058 + 0,00
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Sekil 4.14. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda CuS0O4.5H,0 igeren besiortamda hicre
geligimi.
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Sekil 4.15. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkli

konsantrasyonlarda CuSO4.5H,0 igeren besiortamda EPS
aretimi.
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4.1.8. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkl
konsantrasyonlarda AgNO; igeren besiortaminda hiicre gelisimi

ve EPS lretimi

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun AgNO3’ nin farkli metal
konsantrasyonlarindaki hucre gelisimi ve EPS uretimi Uzerine etkisi Cizelge
4.8 de gosterilmistir. Susun agir metaldeki MIK dizeyi (0,1 mM) olarak
belirlenmistir. Metal konsantrasyonuindaki artisa paralel olarak kontrolle
karsilastirildiginda hicre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma belirlenmistir.
En ylksek hucre gelisimi ve EPS dretimi 0,006 mM AgNOs;
konsantrasyonunda (7,7 cfu/mL) ve (234 mg/L) olarak tespit edilmigtir. Probit

analizi yapilan susun LC 50 deg@eri (0,031 mM) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.15. Streptococcus thermophillus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda AgNO; iceren besiortaminda hicre
gelisimi ve EPS Uretimi.

Metal Konsantrasyonu log+ cfu/mL EPS uretim miktari
(mM) (mg/L)
0,005 7,7 234
0,01 7,6 221
0,05 7,4 202
0,1 6,9 123
KONTROL 8,5 157

Cizelge 4.16. Streptococcus thermophillus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda AgNOs; iceren besiortaminda hucre igi
toplam protein miktari.

Metal Konsantrasyonu Protein Miktari
(mM) (mg/mL)
0,005 0,048 + 0,00
0,01 0,045 £ 0,00
0,05 0,037 £ 0,00
0,1 0,035 £ 0,00
KONTROL 0,058 + 0,00
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Sekil 4.16. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda AgNO; igeren besiortamda hicre
geligimi.
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Sekil 4.17. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkli

konsantrasyonlarda AgNQOs; igeren besiortamda EPS Uretimi.
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4.1.9. Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun farkl
konsantrasyonlarda CdCl; iceren besiortaminda hiicre geligimi

ve EPS lretimi

Streptococcus thermophilus ATCC 14425 susun tim CdCl, metal
konsantrasyonlarinda tiremedigi tespit edilmistir. Susun agir metaldeki MiK

dizeyi 0,005 mM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Streptococcus thermophillus ATCC 14425 susun farkli
konsantrasyonlarda CdCliceren besiortaminda hicre
gelisimi ve EPS Uretimi.

Metal Konsantrasyonu lodx cfulmL EPS iiretim miktari Protein Miktan
(mM) 910 (mg/L) (mg/mL)

0,005 - - -

0,01 - - -

0,05 - - -

0,1 ; ; -

0,5 - - -

1 - - -

2,5 - - -

5 - - -

10 - - -

20 - - -

40 - ; -

80 - - -

KONTROL 8,5 157 0,058 + 0,00

(-) Ureme yoktur.
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Streptococcus thermophillus ATCC 14425 susun tum metallera karsi LCs
degerleri Cizelge 4.18’ de verilmistir.

Cizelge 4.18. Streptococcus thermophillus ATCC 14425 susun metallera
karsi LCso degerleri.

Co(NO3)2.6H,0 0,008
ZnS04.7H,0 0,074
Cr(NO3)3.9H,0 3,246
Pb(CHsCOO0),.3H,0 0,012
NiCl, 0,004
K2Cr207 1,174
CuS04.5H,0 0,031
AgNO; 0,031

CdCl, ]

(-) Ureme yoktur.
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4.2. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 Susunun

Hiicre Gelisimi ve EPS Uretimi.

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun farkli metallere
direnci ve hucre geligsimi Bolum 3.2.3° de anlatildigi gibi yapiimigtir. Elde
edilen sonuglar Cizelge 4.19.-4.35’ da verilmistir. Susun farkli metallere karsi

MIK diizeyleri Sekil 4.18’ de sunulmustur.

5mM 5mM 5mM
. @ Co(NO3)2.6H20
F m ZnS04.7H20
450 @ Cr(NO3)3.9H20
4" m Pb(CH3C00)2.3H20
35 0 NiCI2
= i 2,5mM 25mM m K2Cr207
N 5 S 0 CuS04.5H20
A 25 m AgNO3
g 2 m CdCI2
1,5/
b 0,1mM 0,1mM 0,1mM
0’55 0,005 mM
i Y 2 iy Y
Agir Metal

Sekil 4.18. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susunun
Kullanilan metallere karsi MIK dizeyleri.
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4.2.1. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda Co(NO3),.6H,O iceren besiortaminda

hiicre gelisimi ve EPS uretimi

Lactobacillus  delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
Co(NOs3)2.6H2O’ nin farklh metal konsantrasyonlarindaki hicre gelisimi ve
EPS dUretimi Uzerine etkisi Cizelge 4.11° de gosterilmigtir. Susun agir
metaldeki MIK dizeyi (5 mM) olarak belirlenmistir.  Metal
konsantrasyonuindaki artisa paralel olarak kontrolle karsilastirildiginda hicre
gelisimi ve EPS Uretiminde azalma belirlenmistir. En yuksek hucre gelisimi ve
EPS Uretimi 0,005 mM Co(NOs),.6H,0 konsantrasyonunda (8,2 cfu/mL) ve
(251mg/L) olarak tespit edilmistir. Probit analizi yapilan susun LCso degeri
(0,578 mM) olarak bulunmusgtur.

Cizelge 4.19. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda Co(NO3),.6H,0 iceren
besiortaminda huicre gelisimi ve EPS Uretimi.

Metal Konsantrasyonu logso cfu/mL EPS iliretim miktan
(mM) 10 (mg/L)
0,005 8,2 251
0,01 7,7 195
0,05 7,6 137

0,1 7,6 101
0,5 7,5 93

1 7,4 87

2,5 6,6 61

5 6,2 31
KONTROL 8,5 127

Cizelge 4.20. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda Co(NO3),.6H,0 iceren
besiortaminda hucre igi toplam protein miktari.

Metal Konsantrasyonu Protein Miktan
(mM) (mg/mL)
0,005 0,051 +£ 0,00
0,1 0,050 + 0,00
0,5 0,048 + 0,00
5 0,034 + 0,00
KONTROL 0,052 + 0,00
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Sekil  4.19. Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842 susun farkli
konsantrasyonlarda Co(NOs),.6H,0 iceren besiortamda hucre
gelisimi.
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Sekil 4.20. Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842 susun farkli
konsantrasyonlarda Co(NOs),.6H,0 iceren besiortamda EPS
uretimi.
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4.2.2. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda ZnS0O4.7H.O igeren besiortaminda

hucre gelisimi ve EPS uretimi

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun ZnSQO4.7H,0’
nin farkli metal konsantrasyonlarindaki hicre gelisimi ve EPS Uretimi Uzerine
etkisi Cizelge 4.12 ’ de gdsterilmistir. Susun agir metaldeki MiK diizeyi (2,5
mM) olarak belirlenmigtir. Metal konsantrasyonuindaki artisa paralel olarak
kontrolle karsilastirildiginda hiicre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma
belirlenmistir. En ylksek hicre gelisimi ve EPS dretimi 0,006 mM
ZnS04.7H,0 konsantrasyonunda (8,4 cfu/mL) ve (129 mg/L) olarak tespit
edilmistir. Probit analizi yapilan susun LCsy degeri (0,909 mM) olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.21. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda ZnS0O,4.7H,O iceren besiortaminda
hicre geligsimi ve EPS Uretimi.

Metal Konsantrasyonu logso cfu/mL EPS iiretim miktari
(mM) (mg/L)
0,005 8,4 129
0,01 8,2 100
0,05 8,0 92
0,1 7.7 80
0,5 7,2 76
1 7.1 73
2,5 6,7 22
KONTROL 8,5 127

Cizelge 4.22. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkl konsantrasyonlarda ZnSQO,4.7H,O iceren besiortaminda
hlcre ici toplam protein miktari.

Metal Konsantrasyonu Protein Miktan
(mM) (mg/mL)
0,005 0,043+ 0,00
0,1 0,042+ 0,00
2,5 0,034+ 0,00
KONTROL 0,052 + 0,00
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Sekil 4.21. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda ZnSQO,.7H,0 igeren besiortaminda
hicre gelisimi.
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Sekil 4.22. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842  susun

farkli konsantrasyonlarda ZnS0O,4.7H,O igeren besiortaminda

EPS iretimi.
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4.2.3. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda Cr(NOs3);.9H,O iceren besiortaminda

hicre gelisimi ve EPS uretimi.

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
Cr(NO3)3.9H20’ nin farkli metal konsantrasyonlarindaki hucre geligsimi ve EPS
uretimi Uzerine etkisi Cizelge 4.13’ de gosterilmistir. Susun agir metaldeki
MIK diizeyi (5 mM) olarak belirlenmistir. Metal konsantrasyonuindaki artisa
paralel olarak kontrolle karsilastirildiginda hicre gelisimi ve EPS Uretiminde
azalma belirlenmistir. En yuksek hucre geligsimi ve EPS Uretimi 0,005 mM
Cr(NOs3)3.9H,0 konsantrasyonunda (8,2 cfu/mL) ve (184 mg/L) olarak tespit
edilmistir. Probit analizi yapilan susun LCsy degeri (0,415 mM) olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.23. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda Cr(NO3)3;.9H,0 iceren besiortaminda
hicre geligsimi ve EPS Uretimi.

Metal Konsantrasyonu logio cfu/mL EPS liretim miktari
(mM) (mg/L)
0,005 8,2 185
0,01 8,0 169
0,05 7,8 167

0,1 7,7 65

0,5 7,5 56

1 7,1 42

2,5 7,0 30

5 6,9 18
KONTROL 8,5 127,27
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Cizelge 4.24. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda Cr(NO3);.9H,0 iceren besiortaminda
hlcre ici toplam protein miktari.

Metal Konsantrasyonu Protein Miktan
(mM) (mg/mL)
0,005 0,052 + 0,00
0,1 0,049+ 0,00
0,5 0,048 + 0,00
5 0,031 + 0,00
KONTROL 0,052 £+ 0,00
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Sekil 4.23. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda Cr(NO3);.9H,O iceren besiortaminda
hdcre geligimi.
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Sekil 4.24. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda Cr(NO3)3.9H,0 igeren besiortaminda
EPS Uretimi.
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4.2.4. Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda Pb(CH3;C00),.3H,0 iceren

besiortaminda hiicre geligimi ve EPS liretimi

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
Pb(CH3COO0),.3H20’ nin farkli metal konsantrasyonlarindaki hucre geligimi
ve EPS duretimi Uzerine etkisi Cizelge 4.14° de gOsterilmigtir. Susun agir
metaldeki MIK dizeyi (0,1 mM) olarak belirlenmistir. Metal
konsantrasyonuindaki artigsa paralel olarak kontrolle karsilastirildiginda hucre
gelisimi ve EPS Uretiminde azalma belirlenmistir. En yuksek hucre gelisimi ve
EPS dretimi 0,005 mM Pb(CH3COO0),.3H20 konsantrasyonunda (8,2 cfu/mL)
ve (128 mg/L) olarak tespit edilmistir. Probit analizi yapilan susun LC 5o
degeri (0,216 mM) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.25. Lactobacillus delbruecki ssp.bulgaricus ATCC 11842  susun
farkh konsantrasyonlarda Pb(CH3CO0),.3H,0 iceren
besiortaminda hicre gelisimi ve EPS Uretimi.

Metal Konsantrasyonu logqo cfu/mL EPS iiretim miktari
(mM) (mg/L)
0,005 8,2 128
0,01 8,0 51
0,05 7,7 50
0,1 7.4 17
KONTROL 8,5 127

Cizelge 4.26. Lactobacillus delbruecki ssp.bulgaricus ATCC 11842  susun
farkli konsantrasyonlarda  Pb(CH3COO),.3H,0 iceren
besiortaminda hucre igi toplam protein miktari.

Metal Konsantrasyonu Protein Miktari
(mM) (mg/mL)
0,005 0,044 + 0,00
0,01 0,044 + 0,00
0,05 0,043 + 0,00
0,1 0,041 + 0,00
KONTROL 0,052 + 0,00
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Sekil 4.25.

Lactobacillus delbruecki ssp.bulgaricus ATCC 11842 susun

farkh konsantrasyonlarda Pb(CH3CO0),.3H,0

besiortaminda hicre geligimi.
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Sekil 4.26. Lactobacillus delbruecki ssp.bulgaricus ATCC 11842 susun

farkh konsantrasyonlarda Pb(CH3COO0),.3H2,0

besiortaminda EPS uretimi.
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4.2.5. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda NiCL, iceren besiortaminda hicre

geligsimi ve EPS liretimi

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun NiCL;' nin
farkli metal konsantrasyonlarindaki hucre gelisimi ve EPS Uretimi Uzerine
etkisi Cizelge 4.15 de gosterilmistir. Susun agir metaldeki MIiK diizeyi (5 mM)
olarak belirlenmistir. Metal konsantrasyonuindaki artisa paralel olarak
kontrolle karsilastirildiginda hiicre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma
belirlenmistir. En yuksek hdcre gelisimi ve EPS Uretimi 0,005 mM NiCL,
konsantrasyonunda (8,49 cfu/mL) ve (147 mg/L) olarak tespit edilmistir.

Probit analizi yapilan susun LC 5o degeri (0,003 mM) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.27. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda NiCL; iceren besiortaminda hlcre
gelisimi ve EPS uretimi.

Metal Konsantrasyonu logso cfuimL EPS iiretim miktari
(mM) (mg/L)
0,005 8,4 147
0,01 8,4 130
0,05 8,2 88

0,1 8,1 81
0,5 8,0 66

1 7,9 56

2,5 7,8 49

5 7,5 45
KONTROL 8,5 127

Cizelge 4.28. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda NiCL; iceren besiortaminda hicre
ici toplam protein miktari.

Metal Konsantrasyonu Protein Miktari
(mM) (mg/mL)
0,005 0,045 + 0,00
0,1 0,041+ 0,00
5 0,027 + 0,00
KONTROL 0,052 + 0,00




72

8,6
8,4,
82

7,6
7.4

log 10 cfu/mL
\‘
H\Hm\\\\\\\

N O N DN o D
09090“0* a2 oé\,\

Metal Konsantrasyonu (mM)

@) N
Q. NN
06\ T

Sekil 4.27. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda NiCL; iceren besiortaminda hucre
gelisimi.
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Sekil 4.28. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda NiCL, iceren besiortaminda EPS
uretim.
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4.2.6. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda K,Cr;O7 iceren besiortaminda hiicre

gelisimi ve EPS uretimi

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun KyCr,O7 nin
farkli metal konsantrasyonlarindaki hucre gelisimi ve EPS Uretimi Uzerine
etkisi Cizelge 4.16’ de gosterilmistir. Susun agir metaldeki MiK dizeyi (0,1
mM) olarak belirlenmigtir. Metal konsantrasyonuindaki artisa paralel olarak
kontrolle karsilastirildiginda hiicre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma
belirlenmistir. En yuksek hicre gelisimi ve EPS uretimi 0,005 mM KzCr,07
konsantrasyonunda (7,1 cfu/mL) ve (135 mg/L) olarak tespit edilmigtir. Probit

analizi yapilan susun LCs degeri (0,001 mM) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.29. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda K,Cr,O iceren besiortaminda hlicre
gelisimi ve EPS uretimi

Metal Konsantrasyonu lodx cfulmL EPS iiretim miktari
(mM) d1o (mg/L)
0,005 7,1 135
0,01 6,6 122
0,05 6,4 90
0,1 6,0 49
KONTROL 8,5 127

Cizelge 4.30. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda K,Cr,O iceren besiortaminda hilicre
ici toplam protein miktari.

Metal Konsantrasyonu Protein Miktar
(mM) (mg/mL)
0,005 0,046 £+ 0,00
0,01 0,042 £+ 0,00
0,05 0,041 £ 0,00
0,1 0,036 £ 0,00
KONTROL 0,052 + 0,00
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Sekil 4.29. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun

farkl konsantrasyonlarda

hacre geligimi.
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Sekil 4.30.

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda K>Cr,O7 igeren besiortaminda EPS

Uretimi.
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4.2.7. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda CuSO4.5H,O iceren besiortaminda

hucre gelisimi ve EPS uretimi

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun CuSQ4.5H,0’
nin farkli metal konsantrasyonlarindaki hicre gelisimi ve EPS Uretimi Uzerine
etkisi Cizelge 4.17’ de gosterilmistir. Susun agir metaldeki MIK diizeyi (2,5
mM) olarak belirlenmigtir. Metal konsantrasyonuindaki artisa paralel olarak
kontrolle karsilastirildiginda hiicre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma
belirlenmistir. En ylksek hicre gelisimi ve EPS dretimi 0,006 mM
CuS04.5H,0 konsantrasyonunda (7,7 cfu/mL) ve (505 mg/L) olarak tespit
edilmistir. Probit analizi yapilan susun LC 5, degeri (0,556 mM) olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.31. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda CuSQO4.5H,0 igeren besiortaminda
hicre geligsimi ve EPS Uretimi

Metal Konsantrasyonu logso cfu/mL EPS iiretim miktari
(mM) (mg/L)
0,005 7.7 505
0,01 71 457
0,05 6,8 346
0,1 6,7 281
0,5 6,6 99
1 6,5 94
2,5 6,1 81
KONTROL 8,5 127

Cizelge 4.32. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda CuSQ4.5H,0 igeren besiortaminda
hucre igi toplam protein miktari.

Metal Konsantrasyonu Protein Miktan
(mM) (mg/mL)
0,005 0,040 + 0,00
0,1 0,037 £ 0,00
2,5 0,031 +£ 0,00
KONTROL 0,052 + 0,00
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Sekil 4.31. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda CuS0O4.5H,0 iceren besiortaminda
hlcre geligimi.
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Sekil 4.32. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun

farkli konsantrasyonlarda CuSOQO4.5H,0 iceren besiortaminda
EPS dretim.
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4.2.8. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda AgNO; iceren besiortaminda hiicre

gelisimi ve EPS uretimi.

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun AgNOs3' nin
farkli metal konsantrasyonlarindaki hucre gelisimi ve EPS Uretimi Uzerine
etkisi Cizelge 4.18 de gosterilmistir. Susun agir metaldeki MiK dizeyi (0,1
mM) olarak belirlenmigtir. Metal konsantrasyonuindaki artisa paralel olarak
kontrolle karsilastirildiginda hiicre gelisimi ve EPS Uretiminde azalma
belirlenmistir. En yuksek hucre gelisimi ve EPS Uretimi 0,005 mM AgNO;
konsantrasyonunda (8,2 cfu/mL) ve (402 mg/L) olarak tespit edilmistir. Probit

analizi yapilan susun LC 50 degeri (0,572 mM) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.33. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda AgNOs; igeren besiortaminda hlcre
gelisimi ve EPS uretimi.

Metal Konsantrasyonu logso cfu/mL EPS iiretim miktari
(mM) (mg/L)
0,005 8,2 402
0,01 7.7 303
0,05 7.7 256
0,1 7,2 147
KONTROL 8,5 127

Cizelge 4.34. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkh konsantrasyonlarda AgNOj; igeren besiortaminda hiicre
ici toplam protein miktari.

Metal Konsantrasyonu Protein Miktan
(mM) (mg/mL)
0,005 0,040 £ 0,00
0,01 0,039 £ 0,00
0,05 0,036 £+ 0,00
0,1 0,030 £ 0,00
KONTROL 0,052 £ 0,00
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farkl konsantrasyonlarda AgNO; igceren besiortaminda hicre
EPS Uretimi.
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4.2.9. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun

farkli konsantrasyonlarda CdCl, iceren besiortaminda hiicre

geligsimi ve EPS lretimi

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun tim CdCl,

metal konsantrasyonlarinda Uremedigi tespit edilmigtir. Susun bu agir
metaldeki MIK diizeyi (0,005 mM) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.35).

Cizelge 4.35. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
farkli konsantrasyonlarda CdCl, iceren besiortaminda hucre

gelisimi ve EPS uretimi.

Metal Konsantrasyonu
(mM)

logqo cfu/mL

EPS liretim miktari
(mg/L)

Protein Miktar
(mg/mL)

0,005

0,01

0,05

0,1

0,5

1

2,5

5

10

20

40

80

KONTROL

8,5

127

0,052 + 0,00

(-) Ureme yoktur.
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Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus ATCC 11842 susun metallera karsi

LCso degerleri Cizelge 4.36° de verilmigtir.

Cizelge 4.36. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun
metallere karsi LCsy degerleri.

Metal Lci‘fﬁ?eri
Co(NO5);.6H,0 0,578
ZnS04.7H,0 0,909
Cr(NOs)s.9H,0 0,415
Pb(CH3CO0),.3H,0 0,216
NiCl, 0,003
K2Cr207 0,001
CuS04.5H,0 0,556
AgNO; 0,572

CdCl, -

(-) Ureme yoktur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Beslenme fizyolojisi ve saglik agisindan ¢ok 6nemli bir gida olan sit, tim
yararli 6zelliklerine ve O6nemine ragmen, konvensiyonel Uretimin sonucu
olarak icerdigi cesitli kalintt maddeler saglik agisindan onemli problemler
olusturmaktadir. Sute bulasan kalinti ve kontaminantlarin her birinin tlketilen
sute veya yedigimiz yogurtta var oldugunu dusindigumuzde konu daha

onemli hale gelmektedir [Uysal, 2006 ].

Fermente sit ve sut Urunlerinin saghk Uzerine yararlari birgok fermente
Uriinde bulunan canli organizmalara baghdir. Ozellikle laktik asit bakteri
(LAB) sutte gelisme yetenegine sahip olup bifidobacteria iceren cesitli
mandira UrUnlerinin (6r peynir, yogurt ve sitln) fermentasyonu icin genis
capta ticari olarak kullaniimaktadirlar. Bu bakteriler fermentasyon boyunca
gelisimlerini guvence altina almak ve sut proteinlerinden nitrojen kaynagi
olarak faydalanmak igin gesitli proteolitik enzimlere sahiptirler [Matar ve ark.,
1996].

Fermente sut drunlerinin yapiminda kullanilan birgok laktik asit bakterisi
fermentasyon sirasinda ekzoselller polisakkaritleri (EPS) salgilamaktadirlar.
Bu yapilar son drinun yapisinin olusumunu saglarken pihtilasmayi énleyici
Ozellik géstermektedir [Cerning ve ark, 1994]. Laktik asit bakterileri tarafindan
uretilen EPS, organizmanin geligsim sartlarina (sicaklik ve inkubasyon suresi)
ve besiyerinin igerigine bagli olarak degistigi bildirilmistir [Cerning ve ark.,
1994].

Streptococcus thermophilus’ un fiziksel ve kimyasal kultivasyon sartlarinin
EPS Uretimi Uzerine etkisinin incelendigi ¢aligmalarda en fazla 6neme sahip
faktorlerin inkibasyon sicakhgdi, pH, oksijen gerilimi, ¢alkalanma hizi ve
inkiibasyon suresinin oldugu bildirilirken, EPS verimini belirleyen kimyasal

faktorlerin de karbon ve nitrojen kaynagi, karbon/nitrojen orani, tuz ve vitamin
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gibi besiyeri bilesenlerinin varli§i gosterilmistir [Gancel ve Novel, 1994, De
Vuyst ve ark, 1998, Degeest ve ark, 2003, Yeniel, 2006].

Calismada sut ve sut Grunlerinde yaygin kontaminant olarak bulunan bazi
agir metallerin cadmiyum (Cd), kursun (Pb), krom (Cr), kobalt (Co), ¢inko
(Zn), bakir (Cu), gumus (Ag), nikel (Ni) suslarin hucre geligsimi, EPS tretimi
ve toplam hicre proteini Uzerindeki etkisi incelenmistir. Streptococcus
thermophilus susunun agir metal igeren besiortaminda ve agir metal
icermeyen kontrol besiortamindaki hicre gelisimi Cizelge 4.1-4.17 de
gosterilmigtir. 0,005-80 mM [Co(NOs)2.6H20] iceren ortamda gelistirilen
susun bu metale kargi gosterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (0,5
mM) olarak tespit edilmigtir. 0,005 mM [Co(NO3),.6H,0] konsantrasyonunda
hicre gelisimi (8,0 cfu/mL) olarak belirlenirken bu deger (0,5 mM)
konsantrasyonunda (7,5 cfu/mL) ye dusmustur (Cizelge 4.1; Sekil 4.2). Agir
metalin susun geligsimini azalttig1 belirlenmistir. EPS Gretimi 0,005 mM metal
konsantrasyonunda (167 mg/L) olarak tespit edilirken, bu deger (0,5 mM)
metal konsantrasyonunda (61 mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle
kiyaslandiginda susun EPS uretimi (157 mg/L) daha ylksek olarak tespit
edilmigtir (Cizelge 4.1; Sekil 4.3). Susun [Co(NO3),.6H,0] iceren ortamdaki
protein miktari inclendiginde en dusik konsantrasyon olan (0,005 mM)
konsantrasyonda kontrolle benzer oldugu (0,058 mg/mL), metal
konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (0,5 mM) protein miktar1 (0,039

mg/mL)’ ye azaldigi gozlenmigtir (Cizelge 4.2).

0,005-80 mM [ZnS0O4.7H20] igeren ortamda gelistirilen susun bu metale karsi
g6sterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (0,05 mM) olarak bulunmustur.
0,005 mM [ZnS0O4.7H20] konsantrasyonunda hucre geligsimi (7,4 cfu/ml)
olarak belirlenirken bu deger (0,05 mM) konsantrasyonunda (7,0 cfu/mL)’ ye
azalmistir (Cizelge 4.3; Sekil 4.4). Metalin susun gelisimini azalttigi
belirlenmistir. EPS dretimi 0,005 mM metal konsantrasyonunda (92 mg/L)
olarak tespit edilirken, bu deger (0,05 mM) metal konsantrasyonunda

(41mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda susun EPS uretimi
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(156,7 mg/L) daha yuksek oldugu goézlenmistir. (Cizelge 4.3; Sekil 4.5).
Susun [ZnS0O4.7H,0] iceren ortamdaki protein miktari inclendiginde en dusuk
konsantrasyon olan (0,005 mM) konsantrasyonda (0,049 mg/mL) olarak
tespit edilmigtir. Metal konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (0,05 mMY

da protein miktari (0,039 mg/mL) ye azaldigi gdézlenmistir (Cizelge 4.4).

0,005-80 mM [Cr(NOs3)3.9H,0] iceren ortamda gelistirilen susun bu metale
kargl gosterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (5 mM) olarak tespit
edilmistir. 0,005 mM [Cr(NO3)3.9H,0] konsantrasyonunda hicre gelisimi (8,4
cfu/mL) olarak belirlenirken, bu deger (5 mM) konsantrasyonunda
(7,1cfu/mL) ye azalmigtir (Cizelge 4.5; Sekil 4.6). Agir metalin susun
gelisimini  azalttigi  belirlenmistir. EPS  Gretimi 0,005 mM metal
konsantrasyonunda (164 mg/L) olarak tespit edilirken, bu deger (5 mM) metal
konsantrasyonunda (37 mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda
susun EPS dretimi (157 mg/L) daha yuksek olarak bulunmustur (Cizelge 4.5;
Sekil 4.7). Susun [Cr(NOs3)3.9H,0] igeren ortamdaki protein miktari
inclendiginde en dusuk konsantrasyon olan (0,005 mM) konsantrasyonda
kontrolle benzer oldugu (0,058 mg/mL) metal konsantrasyonundaki artisa
paralel olarak (5 mM) da protein miktari (0,035 mg/mL) ye azaldigi
gozlenmigtir (Cizelge 4.6).

0,005-80 mM [Pb(CH3COOQO),.3H,0] iceren ortamda gelistirilen susun bu
metale karsi gosterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (0,5 mM) olarak
tespit edilmistir. 0,005 mM [Pb(CH3COO0),.3H,0] konsantrasyonunda hucre
gelisimi (7,1 cfu/mL) olarak belirlenirken, bu deger (0,5 mM)
konsantrasyonunda (6,8 cfu/mL)’ ye azalmistir (Cizelge 4.7; Sekil 4.8). Agir
metalin susun gelisimini azalttigi belirlenmistir. EPS uretimi 0,005 mM metal
konsantrasyonunda (173 mg/L) olarak tespit edilirken, bu deger (0,5 mM)
metal konsantrasyonunda (101mg/L) olarak tespit edilmistir. Kontrolle
kiyaslandiginda (157 mg/L) [Pb(CH3CO0Q),.3H,0 ] nin susun EPS Uretimini
azaltici etki gosterdigi bulunmustur (Cizelge 4.7; S$Sekil 4.9). Susun
[Pb(CH3CO0),.3H20] igeren ortamdaki protein miktari inclendiginde en
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disuk konsantrasyon olan (0,005 mM) konsantrasyonda (0,051 mg/mL)
olarak tespit edilmigtir. Metal konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (0,5
mM) da protein miktari (0,043 mg/mL) ye azaldigdi gozlenmigtir (Cizelge
4.8).

0,005-80 mM [NiCly] igceren ortamda geligtirilen susun bu metale karsi
goOsterdigi  minimal inhibisyon konsantrasyonu (0,5 mM) olarak tespit
edilmistir. 0,005 mM [NiCly] konsantrasyonunda hicre gelisimi (7,5 cfu/mL)
olarak belirlenirken bu deger (0,5 mM) konsantrasyonunda (7,2 cfu/mL) ye
azalmistir. (Cizelge 4.9; Sekil 4.10). Agir metalin susun gelisimini azalttigi
belirlenmistir. EPS Gretimi (0,005 mM) metal konsantrasyonunda (255, mg/L)
olarak tespit edilirken bu deger (0,5 mM) metal konsantrasyonunda (119
mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda susun EPS uretimi (157
mg/L) daha ylUksek olarak bulunmustur (Cizelge 4.5; Sekil 4.10). Susun
[NiCly] iceren ortamdaki protein miktari inclendiginde en dusuk
konsantrasyon olan (0,006 mM) konsantrasyonda (0,051 mg/ml) tespit
edilmistir. Metal konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (0,5 mM) protein

miktari (0,035 mg/m)’ ye azaldigi gozlenmistir (Cizelge 4.10).

0,005-80 mM [K,Cr20y7] igeren ortamda gelistirilen susun bu metale karsi
go6sterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (0,5 mM) olarak tespit
edilmistir. 0,005 mM [K>Cr207] konsantrasyonunda hlcre gelisimi (7,9
cfu/mL) olarak belirlenirken, bu deger (0,5 mM) konsantrasyonunda (6,9
cfu/mL) ye azalmistir (Cizelge 4.11; Sekil 4.6). Agir metalin susun geligimi
azalttigr belirlenmistir. EPS Uretimi 0,005 mM metal konsantrasyonunda (185
mg/L) olarak tespit edilirken, bu deger (0,5 mM) metal konsantrasyonunda
(42 mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda susun EPS uretimi
(157 mg/L) daha ylUksek olarak bulunmustur (Cizelge 4.11; Sekil 4.7). Susun
[K2Cr207] iceren ortamdaki protein miktari inclendiginde en dusuk
konsantrasyon olan (0,006 mM) konsantrasyonda (0,046 mg/ml) tespit
edilmistir. Metal konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (0,5 mM) da

protein miktari (0,030 mg/mL)’ ye azaldigi gozlenmigtir (Cizelge 4.12).
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0,005-80 mM [CuS04.5H,0] iceren ortamda gelistirilen susun bu metale
karsi gosterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (1mM) olarak tespit
edilmistir. 0,005 mM [CuS04.5H,0] konsantrasyonunda hucre gelisimi (8,4
cfu/mL) olarak belirlenirken, bu deger (1mM) konsantrasyonunda (6,5
cfu/mL) ye azalmistir (Cizelge 4.13; Sekil 4.14). Agir metalin susun gelisimini
azalttigi belirlenmistir. EPS dretimi 0,005 mM metal konsantrasyonunda (251
mg/L) olarak tespit edilirken, bu deger (1mM) metal konsantrasyonunda (64
mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda susun EPS dretimi (157
mg/L) daha yuksek olarak bulunmustur (Cizelge 4.13; Sekil 4.15). Susun
[CuS04.5H,0] iceren ortamdaki protein miktari inclendiginde en dusuk
konsantrasyon olan (0,005 mM) konsantrasyonda (0,054 mg/mL) tespit
edilmistir. Metal konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (1mM) da protein

miktari (0,037 mg/mL) ye azaldi§i gdézlenmistir (Cizelge 4.14).

0,005-80 mM [AgNOs] igeren ortamda geligtirilen susun bu metale karsi
go6sterdigi  minimal inhibisyon konsantrasyonu (0,1mM) olarak tespit
edilmistir. 0,005 mM [AgNO3;] konsantrasyonunda hticre gelisimi (7,7 cfu/mL)
olarak belirlenirken, bu deger (0,1mM) konsantrasyonunda (6,9 cfu/mL)" ye
azalmistir (Cizelge 4.15; Sekil 4.16). Agir metalin susun gelisimini azalttigi
belirlenmistir. EPS Uretimi 0,005 mM metal konsantrasyonunda (234 mg/L)
olarak tespit edilirken, bu deger (0,1mM) metal konsantrasyonunda (123
mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda susun EPS Uretimi (157
mg/L) daha yuksek bulunmustur (Cizelge 4.15; Sekil 4.17). Susun [AgNOs3]
iceren ortamdaki protein miktari inclendiginde en dusuk konsantrasyon olan
(0,005 mM) konsantrasyonda (0,048 mg/mL) tespit edilmigtir. Metal
konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (0,1mM)’ da protein miktari (0,035

mg/mL)’ ye azaldigi gozlenmigtir (Cizelge 4.16).

0,005-80 mM [CdCl;] iceren ortamda gelistirilen susun bu metale karsi
direncli olmadidi tespit edilmistir. Minimal inhibisyon konsantrasyonu (0,005

mM) olarak belirlenmigtir (Cizelge 4.17).
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Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 susun agir metal
iceren besiortaminda ve agir metal icermeyen kontrol besiortamindaki hucre

gelisimi Cizelge 4.19-4.35’ de gdsterilmistir.

0,005-80 mM [Co(NO3),.6H,0] iceren ortamda gelistirilen susun bu metale
karsi gosterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (5mM) olarak tespit
edilmistir. 0,005 mM [Co(NOs),.6H,0] konsantrasyonunda hucre geligimi (8,2
cfu/mL) olarak belirlenirken, bu deger (5 mM) konsantrasyonunda (6,2
cfu/mL) ye azalmistir (Cizelge 4.19; Sekil 4.19). Agir metalin susun gelisimini
azalttigi belirlenmistir. EPS aretimi 0,005 mM metal konsantrasyonunda (251
mg/L) olarak tespit edilirken, bu deger (5 mM) metal konsantrasyonunda (31
mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda susun EPS uretimi (127
mg/L) daha yuksek olarak bulunmustur (Cizelge 4.19; Sekil 4.20). Susun
[Co(NOs3),.6H,0] iceren ortamdaki protein miktari inclendiginde en dusuk
konsantrasyon olan (0,005 mM) konsantrasyonda (0,051 mg/mL) tespit
edilmistir. Metal konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (5 mM) protein

miktari (0.034 mg/mL) ye azaldi§i gdézlenmistir (Cizelge 4.20).

0,005-80 mM [ZnS0O4.7H20] igeren ortamda gelistirilen susun bu metale karsi
goOsterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (2,5 mM) olarak tespit
edilmistir. 0,005 mM [ZnS04.7H,0] konsantrasyonunda hucre gelisimi (8,4
cfu/mL) olarak belirlenirken, bu deger (2,5 mM) konsantrasyonunda (6,2
cfu/mL) ye azalmigtir (Cizelge 4.21; Sekil 4.21). Agir metalin suslun
gelisimini  azalttigi  belirlenmistir. EPS  dretimi 0,006 mM metal
konsantrasyonunda (129 mg/L) olarak tespit edilirken, bu deger (2,5 mM)
metal konsantrasyonunda (21,68 mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle
kiyaslandiginda susun EPS dretimi (127 mg/L) daha yuksel olarak
bulunmustur (Cizelge 4.21; Sekil 4.22). Susun [ZnS0O4.7H,0] igeren
ortamdaki protein miktari inclendiginde en disuk konsantrasyon olan (0,005
mM)  konsantrasyonda (0,043 mg/mL) tespit edilmigtir. Metal
konsantrasyonundaki artigsa paralel olarak (2,5 mM) da protein miktari

(0.034 mg/mL)’ ye azaldigi gozlenmistir (Cizelge 4.22).
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0,005-80 mM [Cr(NO3)3.9H,0] iceren ortamda gelistirilen susun bu metale
karsi gosterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (5 mM) olarak tespit
edilmistir. 0,005 mM [Cr(NO3)3.9H,0] konsantrasyonunda hicre gelisimi
(8,25 cfu/mL) olarak belirlenirken, bu deger (5 mM) konsantrasyonunda (6,9
cfu/mL) ye azalmistir (Cizelge 4.13; Sekil 4.23). Agir metalin susun gelisimini
azalttigr belirlenmistir. EPS tretimi 0,005 mM metal konsantrasyonunda (185
mg/L) olarak tespit edilirken, bu deger (5 mM) metal konsantrasyonunda (18
mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda susun EPS Uretimi (127
mg/L) daha yuksek olarak bulunmustur (Cizelge 4.23; Sekil 4.24). Susun
[Cr(NO3)3.9H20] iceren ortamdaki protein miktari inclendiginde en dusuk
konsantrasyon olan (0,005 mM) konsantrasyonda kontrolle benzer oldugu
(0,052 mg/ml) metal konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (5 mM) metal
konsantrasyonunda ise (0,031 mg/mL) ye azaldidi goézlenmistir (Cizelge
4.24).

0,005-80 mM [Pb(CH3COOQ),.3H,0] iceren ortamda gelistirilen susun bu
metale karsi gosterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (0,1 mM) olarak
tespit edilmistir. 0,005 mM [Pb(CH3COO0),.3H,0] konsantrasyonunda hucre
gelisimi (8,29 cfu/mL) olarak belirlenirken, bu deger (0,1 mM)
konsantrasyonunda (7,4 cfu/mL) ye azalmistir. (Cizelge 4.25; Sekil 4.25).
Agir metalin susun gelisimi azalttigi belirlenmigtir. EPS Gretimi (0,005 mM)
metal konsantrasyonunda (128 mg/L) olarak tespit edilirken, bu deger (0,1
mM) metal konsantrasyonunda (17 mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle
kiyaslandiginda susun EPS Uretimi (127 mg/L) daha yuksek olarak
bulunmustur (Cizelge 4.25; Sekil 4.26). Susun [Pb(CH3COO),.3H,0] iceren
ortamdaki protein miktari inclendiginde en disuk konsantrasyon olan (0,005
mM)  konsantrasyonda (0,044 mg/mL) tespit edilmistir.  Metal
konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (0,1 mM) da protein miktari

(0,041 mg/mL)’ ye azaldigi gézlenmistir (Cizelge 4.26).

0,005-80 mM [NiCL,] iceren ortamda geligtirilen susun bu metale karsi

gosterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (5mM) olarak tespit edilmistir.
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0,005 mM [NiCL;] konsantrasyonunda hicre gelisimi (8,4 cfu/mL) olarak
belirlenirken, bu deger (5 mM) konsantrasyonunda (7,5 cfu/mL)’ ye azalmistir
(Cizelge 4.27; Sekil 4.27). AgJir metalin susun gelisimini azalttigi
belirlenmistir. EPS Uretimi (0,005 mM) metal konsantrasyonunda (147 mg/L)
olarak tespit edilirken, bu deger (5 mM) metal konsantrasyonunda (45 mg/L)
olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda susun EPS uretimi (127 mg/L)
daha ylUksek olarak bulunmustur (Cizelge 4.27; Sekil 4.28). Susun [NiCL]
iceren ortamdaki protein miktari inclendiginde en disuk konsantrasyon olan
(0,005 mM) konsantrasyonda (0,045 mg/mL) tespit edilmigtir. Metal
konsantrasyonundaki artiga paralel olarak (5 mM) protein miktari (0,027

mg/mL)’ ye azaldigi gozlenmigtir (Cizelge 4.28).

0,005-80 mM [K.Cr,0O-] iceren ortamda gelistirilen susun bu metale karsi
goOsterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (0,1 mM) olarak tespit
edilmigtir. 0,005 mM [KzCr,0O7] konsantrasyonunda hucre geligimi (7,1
cfu/mL) olarak belirlenirken, bu deger (0,1 mM) konsantrasyonunda (6,0
cfu/mL) ye azalmistir (Cizelge 4.29; Sekil 4.29). Agir metalin susun gelisimini
azalttigi belirlenmistir. EPS Uretimi 0,005 mM metal konsantrasyonunda (135
mg/L) olarak tespit edilirken, bu deger (0,1 mM) metal konsantrasyonunda
(49 mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda susun EPS uretimi
(127 mg/L) daha ylUksek olarak bulunmustur (Cizelge 4.29; Sekil 4.30).
Susun [K2Cr07] iceren ortamdaki protein miktari inclendiginde en disik
konsantrasyon olan (0,005 mM) konsantrasyonda (0,046 mg/mL) tespit
edilmistir. Metal konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (0,1 mM) da

protein miktari (0,036 mg/mL)’ ye azaldigi gozlenmistir (Cizelge 4.30).

0,005-80 mM [CuS04.5H,0] iceren ortamda geligtirilen susun bu metale
kargl gosterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (2,5 mM) olarak tespit
edilmistir. 0,005 mM [CuS04.5H,0] konsantrasyonunda hticre gelisimi (7,7
cfu/mL) olarak belirlenirken, bu deger (2,5 mM) konsantrasyonunda (6,1
cfu/mL)’ ye azalmistir (Cizelge 4.31; Sekil 4.31). Agir metalin sugun geligimini

azalttigr belirlenmigtir. EPS Uretimi (0,005 mM) metal konsantrasyonunda
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(505 mg/L mg/L) olarak tespit edilirken, bu deger (2,5 mM) metal
konsantrasyonunda (81 mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda
susun EPS dretimi (127 mg/L) daha yuksek bulunmustur (Cizelge 4.31; Sekil
4.32). Susun [CuS04.5H,0] iceren ortamdaki protein miktari inclendiginde en
disuk konsantrasyon olan (0,005 mM) konsantrasyonda (0,040 mg/mL)
tespit edilmistir. Metal konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (2,5 mM)’

da protein miktar1 (0,031 mg/mL)’ ye azaldigi gézlenmistir (Cizelge 4.32).

0,005-80 mM [AgNOs] iceren ortamda gelistirilen susun bu metale karsi
goOsterdigi minimal inhibisyon konsantrasyonu (0,1 mM) olarak tespit
edilmigtir. 0,005 mM [AgNOs] konsantrasyonunda hucre geligimi (8,2 cfu/mL)
olarak belirlenirken, bu deger (0,1 mM) konsantrasyonunda (7,2 cfu/mL)’ ye
azalmistir. (Cizelge 4.33; Sekil 4.32). AJir metalin susun gelisimini azalttigi
belirlenmistir. EPS dretimi (0,005 mM) metal konsantrasyonunda (402 mg/L)
olarak tespit edilirken, bu deger (0,1 mM) metal konsantrasyonunda (147
mg/L) olarak bulunmustur. Kontrolle kiyaslandiginda susun EPS Uretimi (127
mg/L) daha yuksek olarak bulunmustur (Cizelge 4.33; Sekil 4.33). Susun
[AgNOs] iceren ortamdaki protein miktari inclendiginde en dusuk
konsantrasyon olan (0,005 mM) konsantrasyonda (0,040 mg/mL) tespit
edilmistir. Metal konsantrasyonundaki artisa paralel olarak (0,1 mM) da

protein miktari (0,030 mg/mL)’ ye azaldigi gozlenmistir (Cizelge 4.34).

0,005-80 mM [CdCl;] iceren ortamda geligtirilen susun bu metale karsi
direncli olmadidi tespit edilmistir. Minimal inhibisyon konsantrasyonu (0,005

mM) olarak belirlenmigtir (Cizelge 4.35).

Son yillarda agir metal biyosorpsiyonunda bakterilerin kullanimi Uzerine
yogunlasiimistir. Cesitli arastiricilar canli veya 06l biyomasin solisyondan
agir metalleri adsorblama potansiyeline sahip oldugunu bildirmiglerdir. Toksik
agir metal iyonlarinin birgogu bakteri, fungus, maya, alg ve yuksek bitkilerin

Olu biyomaslari tarafindan uzaklastirilabilmektedir [Shaker ve Hussein, 2005].
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Canli ve Oli hacreler yani sira salgilanan Urlnlere veya mikrobiyal
hicrelerden edilmis (6rnedin hucre duvari) bilesenleri, EPS, metal baglayan
proteinler (MTs) ve solisyonda bulunan metal radionuklid yani sira ilgili
elementleri veya metabolitleri, organometal veya organometaloidleri
kapsayan bilesikleri ve metal iceren partikllleri uzaklastirma yetenegine
sahiptir [Fry ve ark., 1992]. Agir metal kirliliginde bakteriyel ekzopolimerler
metal baglayici ajanlar olarak alternatif 6neme sahiptir. Gram pozitif
bakteriler  non-toksijenik ve  non-patojenik  olmalarindan  dolayi
biyosorpsiyonda guvenli temsilcilerdir. kzopolimerler veya ekzopolisakkaritler

(EPS) metal biyosorpsiyonunda énemli bir rol oynar [Acosta ve ark., 2005].

De Philippis ve ark. (2007) ekzopolisakkarit Ureten Cyanobacter’ lerin
hicrelerinin etrafinda aniyonik ekzopolisakkaritlerle gevrili olmasindan dolayi

metal biyosorpsiyonunda kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Acosta ve ark. (2005) Paenibacillus polymyxa’ nin EPS Ureten suslarinin ¢ok
guclu iyon adsorpsiyon yeteneg@ine sahip oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar
EPS’ nin farkli metal alim kapasiteleri metal-EPS etkilesiminin ylUksek olan
bolgelerde metal adsorpsiyonu polimerin konformasyonuna bagli oldugunu
belirtmiglerdir.

Emtiazi ve ark. (2004) yaptiklari ¢alismada 2 Azotobacter susu tarafindan
uretilen EPS’ nin Cu, Zn ve Fe agir metallerini sirasiyla 15.5, 20 ve 25 mg

adsorbe ettigini bildirmislerdir.

EPS yogurt, ayran, peynir, krema, sut Grunlerinin Uretiminde 6énemli bir role
sahiptir. Son urlnun tat ve stabilitesi yap! ve damak tadina katkida bulunur.
Ayni zamanda bazi EPS’ ler insan saghgi Uzerinde prebiyotik olarak
kullaniimaktadir (Bergmaier ve ark., 2003). Bu alanda bugine kadar yapiimis
diger calismalardan farkli olarak bu c¢alismada, probiyotik olarak
kullanilabilecek yogurt kokenli Lactobacillus ve Streptococcus cinsi bakteriler

tarafindan agir metal direnci ile EPS Uretimi arasindaki iliskinin aydinlatiimasi
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amaclanmistir. Arastirmada sut endustrisinde startir kultir segciminde onemli
bir kriter olan ekzopolisakkarit Uretiminin metal kontaminasyonunda
uretimindeki degisiklikler arastirilmigtir. Calisma sonuglarimiza goére genel
olarak test bakterilerinin disuk konsantrasyonlarda agir metale maruz
kaldiklari durumda EPS uretiminde kontrole gore bir artis gdézlenmistir. Ancak

metal konsantrasyonundaki artisin EPS Uretimini azalttigi belirlenmigtir.

Agir metaller protein ve RNA sentezini inhibe ederek mutajenik etki meydana
getirmektedir [Seidametova ve ark., 2004]. Calismamizda da her iki bakteri
turlerinin protein sentezi denen tum metallerde azaldigi gozlenmistit. Yuksek
konsantrasyonlarda metallerin protein sentezinde inhibisiyon daha fazla

oldugu goézlenmistir.

Elde ettigimiz sonuglar c¢alismamizda kullandigimiz tim suslarin farkl
oranlarda metal toleransina sahip oldugunu ortaya koymustur. Tium bu
sonuglar 1s1Iginda metallere toleransin susa 6zgu bir 6zellik oldugu o6ne
surulebilir. Bunun yani sira bazi arastirmacilar tarafindan suslar tarafindan
uretilen EPS’ nin bakteri hucrelerini faj ataklari, osmotik stres, antibiyotik ve
toksik maddelere karsi korudugu ileri surulmustur [Ruas Madiedo ve ark.,
2002].

calismada kullandigimiz suslarin farklh oranlarda EPS Uretikleri gdzlenmistir.
Ancak yapmis oldugumuz c¢alismanin sonucunda EPS uretimi ile metal

direnci arasinda bir iligki oldugu tespit edilmigtir.

Calismada suslarin metal direnci arasinda farkliliklar oldugu goézlenmistir,
genel olarak Lactobacillus susunun metal direncin Streptococcus suguna
go6re daha yuksek oldugu gozlenmistir. Bu bakteri’ nin de EPS Uretimi yUksek

olarak bulunmustur.

Laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen ekzopolisakkaritler fermente Granun

daha kivamli ve yumusak olmasini saglar. Probiyotik 6zellik olarak EPS’nin;



92

bakteriyi sivi kaybina, makrofajlara, fagositoza, bakteriyofajlara, antibiyotik ve
toksik bilesiklere karsi korudugu, ayrica metal iyonlarinin hicreye aliminda
gorevli oldugu bilinmektedir. EPS’nin diger bir dnemli 6zelligi ise bakterinin
yuzey tutunmasinda yapistirici (slime) isleve sahip olmasi ile bulundugu
ortama tutunma ve biyofilm olusturmasinda etkili olmasidir. Batin bu
Ozellikler, EPS Ureten bakteriye bulundugu ortamda stabil olarak kalabilme ve
dominant olarak kolonize olma 06zelligi saglamaktadir. Ayrica EPS’ lerin
immun sistemi tesvik ettigi antitimoral ve kolesterol dusurtcu etkiye sahip

oldugu da saptanmistir [Looijesteijin ve ark., 2001].

Calismada elde edilen sonuglar agir metal igeren besiortaminda gelistirilen
suglar ile agir metal icermeyen kontrol besiortaminda gelistirilen suglar
tarafindan uretilen EPS miktarlari arasinda belirgin bir fark tespit edilmistir.
Ancak metalli besiortaminda inkube edilen suslarin metal igermeyen
besiortaminda gelistirilen suslardan genellikle daha fazla miktarda EPS
urettigi belirlenmistir. Bu sekilde adir metallerin EPS Uretimini stimile ettigi

gozlenmistir.

Literatirde agir metallerin Laktik asit bakterilerinin hucre gelisimi ve EPS
uretimi Uzerine etkisinin arastinldigl herhangi bir calismaya rastlaniimamistir.
Sonug olarak, yapmis oldugumuz bu ¢alismada agir metal direnci ve EPS
uretimi o6zellikleri bakimindan test edilen ve probiyotik olarak kullanilan yogurt
kokenli Lactobacillus. delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 ve
Streptococcus thermophilus ATCC 14425 suslarinin tumunu belirli oranlarda
agir metal direnci ve EPS Uretimine sahip oldugu belirlenmigtir. Bununla
birlikte bu suslarin metalle uygulanma sonrasinda EPS Uretiminin genellikle
yukseldigi gozlenmistir. Probiyotik veya starter olarak kullanilacak kulturlerin
agir metal direncliliginin ylUksek olmasi tercih edilmelidir. Tum bu
Ozelliklerden dolayi Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842

susun uygun bir probiyotik sug oldugu gozlenmistir .
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Sonug¢ olarak, calismada agir metal direnci ve EPS Uretimi 6zellikleri
bakimindan test edilen ve probiyotik olarak kullanilabilen yogurt kokenli
Streptoccus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
suglarinin belirli oranlarda agir metal direnci yetenegine sahip olduklari
belirlenmistir. Bununla birlikte bu iki sus arasindan Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus susunun yuksek oranda hucre gelisimi ve EPS Uretimi
bakimindan diger sustan daha Ustin ozellikler sergiledigi tespit edilmistir.
Bunun yani sira bu susun test edilen tim metallere karsi minimum inhibisyon
konsantrasyonunun (MiK) diizeyinin Streptococcus thermophilus susuna
gore daha yuksek oldugu gozlenmigtir. Elde edilen sonuglar gore probiyotik
veya starter olarak kullanilacak kulturlerin teknolojik islemler sirasinda
meydana gelebilecek metal kontaminasyonuna karsi direngli olmasi
gerekmektedir. Tum bu Ozelliklerinden Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus ATCC 11842 susunun tek basina ya da yuksek oranlarda EPS
uretebilen probiyotik suslarla kombine edilerek Uretilecek probiyotik Grtnlerin
uretiminde kullanimi tercih edilmelidir. Bu calisma ile elde edilen sonuclarin

daha sonraki yapilacak olan probiyotik calismalara katki saglayacaktir.
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