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Bu calismada, Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii
Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan 154 adet laktik asit bakteri susundan siinme
ozelliklerine bagli olarak segilen 10 adet susun Ekzopolisakkarit (EPS) iiretimleri
incelenmistir. EPS {iretimini etkileyen fermantasyon kosullarindan pH (5.0, 6.0, 7.0),
sicaklik (20°, 30°, 37°C), inkiibasyon siiresi (48, 120, 192 saat) ve farkl igerige sahip

besiyerlerin de EPS iiretim miktarlarina etkisi incelenmistir.

Calisma kapsaminda incelenen laktik asit bakterisi suglarindan 4 tanesinin (E9, E10, E2,
ve E7) yiiksek EPS {iiretim yeteneklerine (sirastyla, 515.48 mg/L, 512.81 mg/L, 445.65
mg/L ve 444.88 mg/L) sahip olduklar1 belirlenmistir. EPS {iretimi i¢in en uygun pH 6.0,
en uygun sicaklik 30°C olarak belirlenmis; en yiiksek EPS iiretimi i¢in inkiibasyon
stiresi suslara gore degisiklik gostermistir. Besi ortamina glikoz ilavesi tiim suslarda,
laktoz ilavesi E1, E6, E7, E8, E9, E10 suslarinda EPS iiretimini tesvik etmis; mineral

katkilarin 6nemli bir etkisi belirlenememistir.
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ABSTRACT

EXAMINATION OF SOME LACTIC ACID BACTERIA FOR
EXOPOLYSACCHARIDE (EPS) PRODUCTION

Master Thesis

Fazilet MIDIK

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Filiz OZCELIK

In this study, 10 lactic acid bacteria strains’s EPS production examined which are
selected from 154 bacteria in Food Engineering Department of Ankara University
collection about their ropiness properties. The fermantation conditions from that effect
EPS production pH (5.0, 6.0, 7.0), temperature (20°, 30°, 37°C), incubation time (48,
120, 192 hours) and EPS production quantities of medium with different contents were

investigated.

Lactic asit bacteria strains were examined within the scope of study, it was determined
that in four of them (E9, E10, E2, and E7) have high EPS production capabilities
(respectively, 515.48 mg/L, 512.81 mg/L, 445.65 mg/L ve 444.88 mg/L). For EPS
production, it was determined that the optimum pH was 6.0, optimum temperature was
30°C. For the highest EPS production, incubation time varied according to strains. In
medium the addition of glucose in all strains, the addition of lactose in E1, E6, E7, ES,
E9, E10 strains encouraged the EPS production; mineral additives were not identified

as an important effect.

November 2011, 60 pages

Key Words: Lactic acid bacteria, exopolysaccharides, production condition



TESEKKUR

Ilk olarak bana kendisi ile birlikte calisma sansi taniyan, yiiksek lisans egitimim
boyunca bana yol gosteren, bilgi, oneri ve yardimlarini esirgemeyen Sayin Danigsman
Hocam Prof. Dr. Filiz OZCELIK’e (Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Anabilim
Dal1) ve gelecegin saygin hocalarindan biri olacagina inandigim Ars. Gor. Mehmet
TOKATLI’ya ve bu zorlu ¢alisma boyunca beni destekleyen ¢ok sevdigim aileme ve

arkadasim Nehir CETINTURK ’e sonsuz tesekkiir ederim.

Fazilet MIDIK
Ankara, Aralik 2011



ICINDEKILER

[0/ 1 PP i
ABSTRACT ....uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiititieiitietttiattaciessssatsacssssscsssssssssssnsnns ii
TESEKKUR.....ctuiiuiiiiiiietiieterneeterteteeterneesneesssneesesneessesssesnessnesneses jii
SIMGELER DIZINI.....cccoivviimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnicccec e v
N3 01 240 B 90 20 28 0) V72 1.1 A vi
CIZELGELER DIZINT c..ovuiviniiiiiiiiiiiiiceicee e eeeetereeneraenesne e s vii
| I 1 24 1T 1
2. KAYNAK OZETLERI.......uuuvtiiiiiiiiiiiiiiiiicnnnnnccccnnsssnsesanee, 3
P28 B 1] 1 EF: 0 141 1 () e 3
2.2 Mikrobiyal PolisaKKaritler.......cccovveiiiniiiiiiiiniiiiiiiiniiiiiiieiiinicinnceenscensnn 4
2.3 EKzZopolisaKKaritler.....coocviieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiieeiieiieciaciecieciaccnecnnnn 6
2.3.1 Ekzopolisakkaritlerin 6zellikleri.........ccccovvuiiiiiiiniiiiiiiniiiiiiieiiiniennennn 7
2.3.2 Ekzopolisakkaritlerin yapisi ve siniflandirilmasi......c.coocevieiieiinniecinnnnnn. 8
2.3.3 Ekzopolisakkaritlerin biyosentezi.........ccccovevviniiiiniiiniiieiiinicinecinnennnn 14
2.3.4 Laktik asit bakterilerinin iirettikleri ve diger bazi 6nemli
ekzopolisakKaritler.......c.ooviiiiiiiniiiiiiiiniiiniiiiiiiiiiieiiinieiecinnrcnnscnnes 17
2.3.5 Ekzopolisakkaritlerin kullanildigr alanlar ........ccocoiieiiiiiiiiiiiiiiiiennnnn 19
2.3.6 Ekzopolisakkarit Uretimini Etkileyen FaKtorler.........c.cccevurevuneeevnnnenne 20
3. MATERYAL VE YONTEM......couuiittuiiiiuneeernneeeeneneerseseesnesessnesesnnesennes 30
R I AT 11 7 30
3.1.1 Bakteri Kultlirleri.....ccooceiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieicinecnnnes 30
R 00 37T 31
R 200 1) 1 1) 1 T 31
3.2.1 EPS QZOIaSYONU .evuviiiniiiiniiiniiiieiiiniiietsestsiessssssssnsssnssssssssnssansssssons 31
3.2.2 izole edilen EPS’lerde toplam seker analizi.............ceueeeeuuerernnneennnnennnnn 32
3.2.3 EPS iiretimini etkileyen faktorlerin belirlenmesi.........c.cccccoiieiiiiininnnn. 33
3.2.3.1 Farkh inkiibasyon siirelerinin EPS iiretimine etKisi.......cc.cocevveinennnn. 33
3.2.3.2 Farkh sicaklik degerlerinin EPS iiretimine etKisi........ccccovveiiiiiniinnnnne, 33
3.2.3.3 Ortam pH ’sinin EPS iiretimine etKisi.......cooevieviieiiiiiieiiiiiiiiiiiieninnnne. 34
3.2.3.4 Farkh NaCl konsantrasyonlarinin EPS iiretimine etkisi............ccccceueee. 34
3.2.3.5 Farkh sekerlerin EPS iiretimine etKisi......cccooeiieiiiiinniiiiiniiciiniecinnes 35
3.2.3.6 Farkh azot kaynaklarinin EPS iiretimine etKisi........ccccooeviiiieiiniinnn. 35
3.2.3.7 Farkh mineral kaynaklarin EPS iiretimine etKisi.......ccccevievievineinannnnnn 36
4. BULGULAR VE TARTISMAL....ccttiitiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiinieieciatinecsssnn 37
4.1 Farkh Inkiibasyon Siirelerinin EPS iiretimine EtKisi.........ccccccevueeernneeennnn 37
4.2 Farkh Sicakhk Degerlerinin EPS Uretimine EtKisi........cccvvueeerueerenneneennnn. 39
4.3 Ortam pH’sinin EPS Uretimine EtKisi........cccvueiierueiernieeeinieeenneeeenneeennnn 41
4.4 Farkli NaCl Konsantrasyonlarmin EPS Uretimine EtKisi...........c.eevvueenn... 44
4.5 Farkh Sekerlerin EPS Uretimine EtKiSi......cccuoveuierieuierneereeneeeieennerneenn 45
4.6 Farkli Azot Kaynaklarimi EPS Uretimine EtKisi..........ccevueeeuneerneernnennnn 48
4.7 Farkli Minerallerin EPS Uretimine EtKisi.........coeevueerueeeueerneeeneenneeennnns 50
S.SONUCQ cuueniiniiniiiiiiiiiiiieittietititiattetttattactssaseacsscsssssssssssssssssnsssssnes 53
KAYNAKLAR .cotitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiitietietitietiettectttesiscscssesssssnscncnsn 55
(0776 0 6.7 1 1 TSR 60



A
p
°C

CaCOs;
BOD
COD
DNS
dsrS
dTDP
EPS
FGC13
FOS
GRAS
HA
HasA
HCl
HePS
HoPS
kDa
LAB
MRS
mL
mg
mM

M
NaCl
NaNO3
(NH4)2SO4
UDP

SIMGELER DiZiNi

Alfa

Beta

Celcius

Kalsiyum karbonat

Biyolojik oksijen gereksinimi
Kimyasal oksijen gereksinimi
Dinitrosalisilik asit

Dekstran sukraz sentezleyen gen kodu
Timidin difosfat
Ekzopolisakkarit

Demir kloriir

Fruktoz oligosakkaritler
Generally Recognized as Safe
Hyaluronik asit

Hyaluronik asit sentaz enzimi
Hidroklorik asit
Heteropolisakkarit
Homopolisakkarit

Kilodalton

Laktik asit bakterileri

Man Rogosa Sharpe

Mililitre

Miligram

Milimolar

Molar

Sodyum klortir

Sodyum nitrat

Amonyum siilfat

Uridin difosfat



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Glukanlarin yapist.......o.oueieiiniit i 11
Sekil 2.2 Fruktanlarin yapist........oo.eeeiiniiiii e 12
Sekil 2.3 Laktoz, galaktoz ve glukozun EPS ¢evrimi ve glikolizisi........................ 16
Sekil 3.1 Glikoz standardi egrisi (M@/L).......c.ovriiiiiii e, 33
Sekil 4.1 Laktik asit bakterilerinin 30°C’de farkls siirelerde inkiibasyonu
sonunda EPS iiretim miktarlart (mg/L)..........ocooiiiiiiiiiiiiiiii, 38
Sekil 4.2 Laktik asit bakterilerinin farkli sicakliklarda 5 giin inkiibasyon
sonunda EPS {iretim miktarlart (mg/L)..........cccooviiiiiiiiiii e 40
Sekil 4.3 Laktik asit bakterilerinin farkli pH degerlerinde 30°C’de 5 giin
inkiibasyon sonunda EPS iiretim miktarlart (mg/L).....................c......... 42
Sekil 4.4 Laktik asit bakterilerinin farkli konsantrasyonlarda NaCl igeren
besiyerlerinde 30°C’de 5 giin inkiibasyon sonunda EPS {iretim
miktarlart (M@/L). ..o 44
Sekil 4.5 Laktik asit bakterilerinin farkli sekerler igeren besiyerlerinde 30°C’de
5 giin inkiibasyon sonunda EPS iiretim miktarlari(mg/L)........................ 46
Sekil 4.6 Laktik asit bakterilerinin farkli azot kaynaklari ilave edilmis
besiyerlerinde 30°C’de 5 giin inkiibasyon sonunda EPS {iiretim
miktarlar (M@/ L. 49
Sekil 4.7 Laktik asit bakterilerinin farkli mineral katkili besiyerlerinde 30°C’de
5 glin inkiibasyon sonunda EPS {iretim miktarlar1 (mg/L)........................ 51

Vi



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1 Ekzopolisakkarit iiretim yetenegine sahip laktik asit bakterileri...........
Cizelge 2.2 Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen homopolisakkaritler ............

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan bakteri kiiltiirleri...................coooiiiinns.

Cizelge 4.1 Laktik asit bakterilerinin 30°C’de farkl: siirelerde inkiibasyonu

sonunda EPS iiretim miktarlart (mg/L)...........ccooiiiiiiiiiii

Cizelge 4.2 Laktik asit bakterilerinin farkli sicakliklarda 5 giin inkiibasyon

sonunda EPS iiretim miktarlart (mg/L)...........ccoooiiiiiiiiiiiiiii i,

Cizelge 4.3 Laktik asit bakterilerinin farkli pH degerlerinde 30°C’de 5 giin

inkiibasyon sonunda EPS iiretim miktarlari (mg/L).........................

Cizelge 4.4 Laktik asit bakterilerinin farkli konsantrasyonlarda NaCl i¢eren

besiyerlerinde 30°C’de 5 giin inkiibasyon sonunda EPS iiretim

miktarlart (ME/L).....ooveiiii e

Cizelge 4.5 Laktik asit bakterilerinin farkli sekerler iceren besiyerlerinde 30°C’de

5 gilin inkiibasyon sonunda EPS iiretim miktarlari (mg/L).....................

Cizelge 4.6 Laktik asit bakterilerinin farkli azot kaynaklar1 ilave edilmis

besiyerlerinde 30°C’ de 5 giin inkiibasyon sonunda EPS {iretim

miktarlart (Mmg/ L).....o.ooi

Cizelge 4.7 Laktik asit bakterilerinin farkli mineral katkili besiyerlerinde 30°C’de

5 giin inkiibasyon sonunda EPS iiretim miktarlart (mg/L)...................

Vii



1. GIRIS

Son yillarda pek cok ¢esit endiistriyel uygulamada dogal polimerlere olan talebin
artmas1 mikroorganizmalarin iirettigi ekzopolisakkaritlere olan ilgiyi de artmistir. Pek
cok mikroorganizma ekstraseliiler polisakkarit sentezleme yetenegine sahip olup, suda

¢oOziinebilir veya suda ¢oziinmeyen polimerleri hiicre disina salgilamaktadir.

Bakteriler tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritler essiz fiziksel 6zelliklere sahip suda
¢ozilinebilir gamlar olarak bilinmektedir. Gida, ila¢ ve diger endiistriyel alanlarda genis
kapsamli uygulamalarda kullanilmaktadir. Pek ¢ok gram negatif ve gram pozitif bakteri

cesidi, baz1 mantarlar ve algler ekzopolisakkarit liretebilme yetenegine sahiptir.

Endiistriyel polimerik materyaller olarak, piyasada deniz algleri ve bitkilerden elde
edilen dogal gumlar ile bakteriyel polisakkaritler arasinda basa bas giden bu
miicadelede bakteriyel polisakkaritler her gecen giin daha da 6nem kazanmaktadir.

Endiistriyel olarak 6nemli mikrobiyal EPS’lere 6rnek olarak; dekstran, ksantan, gellan,

pullulan ve alginat 6rnek verilebilir.

Bakteriyel polisakkaritlerin varligt ve rolleri ilk olarak tibbi incelemelerde ortaya
konulmustur. Ancak, EPS’lerin varligi sadece viruluent karakterli bakterilere 6zgii

degildir.

Laktik asit bakterileri gidalarda giivenilir olarak kullanilabilen mikroorganizmalardir ve
tiim diinyada siit, et ve sebze gibi pek c¢ok cesit tirliniin korunmasi, duyusal 6zellikleri

ve beslenme degerini gelistirmek i¢in kullanilmaktadir.

Laktik asit bakterileri hiicrelerin tutunmasi ve korunmasi ic¢in ¢ok ¢esitli
ekzopolisakkaritler tiretmektedir. Endiistride, bugiine kadar ekzopolisakkaritlerin fiziko-
kimyasal 6zellikleri ile ilgilenilirken, bugiinlerde beslenme ve saglik uygulamalarindaki

potansiyelleri lizerine ilgi artmaktadir.



Laktik asit bakterilerinin olusturduklar1 EPS’nin, insan bagirsagindaki epitelyum doku
ile bakteriler arasinda gergek bir bag meydana getirdigi ve bdylece EPS {iretimine sahip
suslarin yiiksek bir tutunma kapasitesine sahip oldugu belirtilmektedir. Ayrica, bu
yapiskan polimer sayesinde Lactobacillus bulgaricus’lar birbirine baglanabilir. Bu

ozellikler de EPS nin probiyotik {iriinlerin iiretimi agisindan 6nemini artirmaktadir.

Son yillarda, EPS iireten laktik asit bakterileri tizerindeki ilgi artmakta ve bu bakteriler
tizerinde yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir. Fakat, EPS tireten LAB bakterileri ile ilgili
temel sorun EPS iiretim miktarlarinin (25-500 mg/L) ¢ok diisiik diizeylerde olmasidir.
Gida sanayi uygulamalarinda ticari olarak kullanilabilir olmast i¢in, EPS
konsantrasyonun 10-15 g/L olmasi gereklidir. Bu yiizden EPS verimliligini artirmak
amactyla genetik miihendisligi uygulamalar1 ile sus gelistirmeye ve fermantasyon

kosullarinin optimizasyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu ¢alismanim amaci; Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boliimii Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan 154 adet laktik asit bakterisi susundan stinme
ozelliklerine bagli olarak EPS iireticisi olarak secilen 10 susun EPS iiretim kosullarini

optimize etmektir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Polisakkaritler

Dogada, karbonhidratlarin biiyiik bir kismi yiiksek molekiil agirliktaki polisakkaritler
(glukanlar) halinde bulunmaktadir. Polisakkaritlerin asit veya spesifik enzimlerle tam
hidrolizi ¢esitli monosakkaritleri veya bunlarin ¢esitli tiirevlerini verir. Diger bir
deyimle, polisakkaritler monosakkarit ve monosakkarit tiirevlerinin polimerleridir.
Molekiiler agirlik ve yapilart bakimindan farkli bir ¢cok polisakkarit mevcut olup bir
kisminin yapist diiz zincir seklinde oldugu halde bazilar1 dalli-polimerler seklindedir

(Gokalp vd. 2002).

Polisakkaritlerin yapisinda en yaygin bulunan monosakkarit D-glukozdur. Bunun
yaninda D-ksiloz, D-fruktoz, D-mannoz, D-galaktoz, L-galaktoz ve D-arabinoz da
yaygin olarak bulunabilmektedir. Monosakkarit tiirevlerinden ise D-glukozamin, D-
galaktozamin, D-glukuronik asit, N-asetil muramik asit ve N-asetil neuraminik asit
yaygin olarak bulunmaktadir. Polisakkaritlerin hepsinde monosakkarit ve monosakkarit

tiirevleri glikozidik baglarla baglanmis olarak bulunmaktadir (Pigman ve Horton 1972).

Yalniz bir ¢esit monosakkarit veya tlirevinden olusan polisakkaritler homopolisakkarit,
farklt monosakkarit birimlerinden olusmus polisakkaritler de heteropolisakkarit olarak
isimlendirilmektedir. Baglica homopolisakkaritlere nisasta, glikojen, dekstran, seliiloz,
inulin ve kitin; heteropolisakkaritlere ise hiyaluronik asit, kondrotin siilfatlar, heparin,
kan gurubu polisakkaritleri, pektin ve alginik asitler 6rnek olarak verilebilmektedir

(Varki vd. 2008).

Polisakkaritlere, icerdigi monosakkarit birimlerine gére de isim verilmektedir. Ornegin;
glukoz birimlerinden olusan nisasta ve glikojen glukonlar, mannoz birimlerinden
olusanlar da mannanlar diye isimlendirilir. Onemli polisakkaritler biyolojik

aktivitelerine gore belirlenir ve dnemleri bu aktiviteden kaynaklanir (Gokalp vd. 2002).



Bitki, hayvan ve mikrobiyal kaynakli polimerler gida formulasyonlarinda 6nemli rollere
sahiptir. Suda c¢oziinerek veya disperse olarak tekstur olusumunu saglayan gida
polimerleri yiiksek molekiil agirlikli ve uzun zincirli molekiillerdir. Gida endiistrisi
tarafindan en ¢ok kullanilan biyopolimerler; bitki (nisasta, pektin, kec¢i boynuzu gama,
guar gam), algler (karragenan, alginat) veya hayvansal proteinli hidrokolloid (kazeinat
ve jelatin) kaynakli olabilmektedir. Bitkisel karbonhidratlarin fonksiyonel o6zellikleri
yapisal karakteristikleriyle tam olarak tanimlanmis olup, endiistriyel uygulamalar igin
modifiye edilmistir. Bu iiriinlerin kullanimi Avrupa Birligi’nde kisitlanmistir ve biitlin
bu gida polimerleri E-numarasi tasimak zorundadir. Mikrobiyal polisakkaritler ise

alternatif biyokivamlagtiricilardandir (De Vuyst vd. 2001).

2.2 Mikrobiyal Polisakkaritler

Mikrobiyal polisakkaritler suda ¢Ozlinebilen, iyonik veya iyonik olmayan
biyopolimerlerdir. Tekrarlanan {initeleri glikozit baglar1 ile birlestirilmis, diizenli,

dallanmis veya dallanmamis yapidadirlar (Kumar vd. 2007).

Mikrobiyal polisakkaritler, ilk kez 19. Yiizyil ortalarinda Louis Pasteur tarafindan
ortaya konulmus, sarapta bulunan dekstran, mikrobiyal bir {iriin olarak kesfedilmistir.
Van Tiegham tarafindan, dekstran olusumunda Leuconostoc mesenteroides bakterisinin
sorumlu oldugu belirtilmistir. Bu kesfi, 1886 yilinda, bakteri tarafindan seliiloz
iretildiginin bulunmasi takip etmistir. Bu ekzopolisakkaritlerin kesfinden ¢ok kisa bir
zaman sonra, ilk intraseliiler depo polimer kesfedilmistir. Intraseliiler depo polimerlere
siyanobakterlerin irettigi siyanofisin ve kirk yil sonra da Bacillus megaterium
tarafindan {iretilen polihidroksibutirat 6rnek olarak verilmektedir. Yirminci yiizyil
basindan ortasina kadar endiistriyel ve medikal olarak dnde gelen alginat, ksantan ve
polifosfat gibi diger bakteriyel polimerler bulunmustur. Bu c¢esitli biyopolimerlerin
kesfinden kisa siire sonra, biyosentez enzimlerinin aktiviteleri tanimlanmig ve Oncii
maddeler kullanilarak, biyopolimer olusumu i¢in metabolik yollar hakkinda bazi bilgiler

aciga kavusturulmustur (Rehm 2010).



1878 yilinda, seker pancarinda ve seker kamis1 surubunda kivamlasma ve jellesmeden
sorumlu olan Leuconostoc mesenteroides bulunmustur. Gida iriinlerinde kullanimina
izin verilen ilk mikrobiyal polisakkarit ise Xanthmonas campestris tarafindan {iiretilen
ksantandir. Ksantan, 1969 yilinda US Food and Drug Administration tarafindan
onaylanmistir. Saccharomyces elodea tarafindan iiretilen gellan da son zamanlarda
ticarilesmistir.  GRAS bakterilerden olan laktik asit bakterileri de yeni nesil

biyokivamlastiricilar: olusturmaktadir (De Vuyst ve Deegest 1999).

Mikrobiyal polisakkaritlerin gida katki maddesi olarak kullanilmasi i¢in izin verilmesi
gidanin nerede tretildigine ve nerede satildigina baglidir. Ksantan gam, jellan gam,
kurdlan ve pullulan Birlesik Devletler’de GRAS olarak belirlenmistir. Bu dort gida
katkisi, Kore Gida Katkilar1 Kodu ve Codex Alimentarius Genel Standartlari’nda da
izin verilenler listesinde yer almaktadir. Avrupa Birligi’nde ksantan, gellan ve pullulan
gamlarina izin verilmekteyken, Kanada, Avusturalya ve Yeni Zellanda ytirtirliikteki
gida yonetmeliklerinde sadece ksantan ve gellan gamlarina izin verilmektedir. Japonya
gida yonetmeliklerinde, Birlesik Devletler’de izin verilmis bu doért mikrobiyal
polisakkaritin yaninda agrobakteri suksinoglikan, levan ve basillus natto,
makrofomopsis, rhamsan, sklero ve welan gamlarinin kullanimlarina da izin

verilmektedir (Auld 2010).

Polisakkarit iiretim yetenegi, Ozellikle prokaryotlar olmak iizere, mikrobiyal tiirler
arasinda yaygin olarak bulunmaktadir. Cok sayida bakteriyel polisakkarit bu potansiyele
sahiptir, fakat bakteriyel polisakkaritlerin olduk¢a az bir kismui ticari {iriin olarak
benimsenmistir. Bu durumun nedenleri; bakterilerin patojenik olabilmesi, EPS iiretim
masraflarinin ¢ok yliksek olmasi, tiretim verimliliginin diisiik olmasi, muhafazasinin zor
olmasi ya da ruhsatlandirilmasi konusundaki sorunlardir. Tiim bu nedenlerle birlikte, en
yaygin neden hala yeterli piyasa talebinin olmamasidir. EPS {tiretimi i¢in Xanthamonas
campestris, Pseudomonas, Azotobacter, Sphingomonas, Alcaligenes cinslerinin iiyesi
suslar kullanilmaktadir (Sutherland 2001; Bejar vd. 1998).



Biyolojik kivamlastiricilara alternatif bir grup da mikrobiyal ekzopolisakkaritlerdir (De

Vuyst ve Deegest 1999).

2.3 Ekzopolisakkaritler

Son yillarda, genel olarak giivenilir kabul edilen (GRAS) laktik asit bakterileri (LAB)
tarafindan {iretilen ekzopolisakkaritlere (EPS) olan ilgi artmaktadir (De Vuyst ve
Marshall 2001). Ekzopolisakkarit genel terimi Sutherland (1972) tarafindan 6nerilmis
olup, hiicre duvar1 disinda bulunan biitiin bakteriyel polisakkarit yapilar1 icin
kullanilmaktadir. EPS, tekrar eden seker ve seker tiirevi {initelerinin dallanmis, uzun
zincirli polisakkaritlerden olugmaktadir. Bu seker birimleri farkli oranlarda bulunan,
cogunlukla glikoz olmak iizere galaktoz ve ramnozdur (Welman ve Maddox 2003).
Bunun yaninda az miktarda fruktoz, mannoz ve galaktozaminden olusmaktadir (Yang

2000).

EPS, salgilanan iki tiir polisakkarit tlirtinii tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Birinci tiir
mikroskobik olarak tanimlanmis hiicre duvarina kovalent baglarla (genelde fosfodiester
veya lipit bagli) kapsiil halinde iken (kapsiiler polisakkaritler, CPS, K-antigenleri),
ikinci tiir ise gevsek serbest bir materyal seklinde olup, sirasiyla, kapsiiler ve yapiskan
(slime) ekzopolisakkaritler olarak adlandirilmaktadirlar. Bunlara ek olarak, hiicre duvari
bileseni olan polisakkaritler de mevcuttur. Hiicre duvar1 bileseni polisakkaritleri ve
kapsiiler polisakkaritler, genellikle, iiretici bakterilerin patojenitesini belirlemektedir.
Ekzopolisakkaritlerin gida endiistrisinde genig bir kullanim alan1 bulunmaktadir. Ancak;
LAB gibi GRAS mikroorganizmalardaki kapsiiler ve yapiskan ekzopolisakkaritler,
tiretiminde rol aldiklar1 gidalara arzu edilen 6zellikleri kazandirmaktadir. Baz tiirler iki
EPS c¢esidini de iretirken, bazilar1 sadece tek cesit EPS iiretmektedir (De Vuyst ve
Deegest 1999; Deegest vd. 2001; Tok 2007). Xanthomonas campestris gibi bazi
mikroorganizmalarda kapsiil veya yapiskan arasinda ayrim c¢ok net degildir ve hiicre
ylzeyine gevsek baglanan EPS, bakteriden kolay ayrilir (Sutherland 2001).
Ekzopolisakkarit tireten laktik asit bakterilerinden Lactobacillus, Lactococcus ve

Streptococcus cinsleri asagidaki ¢izelge 2.1°de verilmistir.



Cizelge 2.1 Ekzopolisakkarit iiretim yetenegine sahip laktik asit bakterileri (Hayaloglu

ve Erginkaya 2001)
Laktik Asit Bakterileri
Lactobacillus Cinsi Streptococcus Cinsi Lactococcus Cinsi Leuconostoc Cinsi
Lactobacillus hilgardii Streptococcus mutans  Lactococcus lactis ssp. lactis Leuconostoc mesenteroides
ssp. cremoris
Lactobacillus casei Streptococcus sobrinus  Lactococcus lactis ssp. cremoris Leuconostoc mesenteroides

ssp. mesenteroides
Lactobacillus helveticus  Streptococcus salivarius
ssp. thermophilus
Lb. delbrueckii ssp. lactis

Lb.delbrueckii ssp. bulgaricus

2.3.1 Ekzopolisakkaritlerin 6zellikleri

Ekzopolisakkarit iireten bakteriler bulunduklari dogal ortama dayanan farkli ekolojik
yasam alanlarinda kusursuz bir role sahiptirler. Ekzopolisakkaritlerin fonksiyonlarinin
cogu koruyucu dogalarina baglanmaktadir. Mikroorganizmalar kendilerini yiiksek
derecede hidratlanmis ekzopolisakkarit tabakasiyla sararak kuruma ve tek hiicreliler
tarafindan yenmelerine kars1 korunmalarin1 saglamaktadir. Ayrica, hiicre etrafindaki jel
polisakkarit tabakasinin varligi difiizyon 6zellikleri {izerinde hem hiicre igine hem hiicre
disina olacak sekilde iistiin etkiler saglamaktadir. Ornek olarak; polimer matriks igine
gomiilii hiicreler antibiyotikler tarafindan ulasilamazdir. Anyonik ekzopolisakkaritler
toksik metal iyonlarina baglanarak hiicre yiizeyinden gegisine engel olurlar. Bu tip
etkilesimler metalik ylizeylerdeki korozyonlar acisindan pratikte ©Onemli kabul
edilmektedir. Patojenik bakterilerde kapsul formunda ekzopolisakkarit tiretimi
yiiksektir, patojen bakterilerin ekzopolisakkarit sentezleme orant ve miktari
mikroorganizmanin patojenitesine bagli olmaktadir. Kapsiiller, mikroorganizmayi
fagositoza kars1 korumaktadir. Dikkate deger bir durum da, kapsiiler polisakkaritlerin
konakg1 hiicre yiizeyini taklit ederek immun sistemini aktive etmemesidir. Lektinler

(bitkiler tarafindan salgilanan proteinleri baglayici polisakkaritler, 6rnegin, Trifolin A)



baklagiller ve Rhizobium spp arasindaki simbiyotik iliskinin kurulumunda 6nemli bir

role sahiptir (Kumar 2007).

Kitazawa vd. (1998), EPS’nin probiyotik acidan Onemli bir kriter olabilecegini
giindeme getirmislerdir ve EPS’ lerin antitimor aktivitesi, antimutagenik aktivitesi,
makrofaj aktivitesi gibi bazi immunolojik etkileri oldugu belirtmislerdir. Ayrica, laktik
asit bakterilerinin hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan ve polisakkaritlerin
nitrozamin gibi kansorejen etkili maddelerle kimyasal baglar olusturarak onlar etkisiz

hale getirdigi ileri siirmektedir.

EPS’nin bakterinin yiizeye tutunmasinda yapistirict 6zellige sahip olmasi biyofilm
olusturmasinda etkili olmaktadir. Bu sayede, EPS {ireten bakteri baskin olarak kolonize
olur ve bulundugu ortamda stabil olarak kalabilir. Ayrica; mikroorganizmalarin
cevrelerine salgiladiklart EPS molekiilleri faj ataklarina, organizmadan sitokinin

salgilanmasina, antibiyotiklere karsi koruyucudur (Aslim vd. 2005a).

Ekzopolisakkaritler, hiicre topaklar1 formunda, floklasmanin baslamasinda ve benzer
proseslerde esas rol oynarlar. Bu 6zellik atik su islemlerinde ve toprak yigilmasinda
hayati 6onem tasimakta, toprakta olusan erezyonu engellemektedir. Baz1 durumlarda
inert ve biyolojik yiizeylerdeki yapiskan biyofilmlerdeki ekzopolisakkaritlerin varligi
teshis edilmistir. Ticari olarak faydali olabilen bu biyofilmler boru hatlarinin kirlenmesi

ve dis cliriiklerinin nedeni olabilmektedir (Kumar 2007).

2.3.2 Ekzopolisakkaritlerin yapisi ve siniflandirilmasi

Gram negatif bakterilerin ¢ogunun polisakkarit yapist nispeten basit olup,
homopolisakkaritleri ya da heteropolisakkaritleri kapsamaktadir. Heteropolisakkaritler
2-4 farkli monosakkarit tiiriiniin diizenli tekrar eden dizilimiyle disakkaritlerden
oligosakkaritlere degisen boyutlarda agil gruplarin ilave diizenlemeleriyle olusmaktadir.
En yaygin agil bilesikleri olan asetat esterleri ve pruvat ketalleridir. Ketallerin veya

uronik asitlerin varligi, dogrusal polianyonik makromolekiillerin sonucudur. Sadece



bakteriyal aljinatlar diizenli bir yapidan yoksundur. Bu polimerlerden, D-mannuronosil
ve L-guluronosil birimleri rastgele dizilimlerde bulunurlar ve ¢ogunlukla mannuronosil
gruplarma kuvvetli bir sekilde asetillenmektedir. Baz1 polisakkaritler ¢ok daha biiyiik
tekrar eden {nitelere ve diger acil yapilarma sahiptir. Bunlar Rhizobium ve
Agrobacterium spp. tarafindan iiretilen suksinoglikanlar1 igermektedir. Oktasakkarit
tekrar eden birimlerinde D-gulukoz, D-galaktozdan olusur ve O-asetil gruplari, O-
suksinil yar1 esterleri ve pruvat ketallerinden tasimaktadir. Yine tekrarlanan
oligosakkarit birimlerinden olusmus diger Rhizobium izolatlari, D-glukuronik asit, D-
riboz ve D-riburonik asit gibi ilave monosakkaritleri igermektedir. Heptasakkarit
tekrarlanan tniteler iceren polisakkaritler yine bu cinsler iginde bulunmaktadir

(Sutherland 2001).

Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen EPS, homopolisakkaritler (HoPS) ve

heteropolisakkaritler (HePS) olmak tizere iki alt sinifa ayrilmaktadir.

Homopolisakkaritler:

HoPS tek tip monosakkaritlerden (D-glukopiranoz ve D-fruktofuranoz) olusmaktadir.
HoPS’e seliiloz, dekstran, pullulan, levan ve kurdlan polisakkaritleri 6rnek olarak
verilebilir. HoPS ya tek tip baglant1 (6rn. 1-2 veya 1-4) ile veya sinirl sayida baglanti
(6rn. 1-2 veya 1-4) kombinasyonlar ile olusturulmaktadir (Laws vd. 2001). Pek ¢ok
LAB tiirii 6zel seker olarak sakarozdan yararlanarak dekstran, levan ve mutan

tiretmektedir (Sutherland 1972).

Genellikle HoPS molekiiler agirhiklart 4.0x10% ile 6.0x10° Da araligidadur.
Lactobacillus suslar1 tarafindan salgilanan yegane monosakkarit olarak glukoz ve
fruktoz igeren HoPS, sirasiyla, glukanlar ve fruktanlar olarak siniflandirilmaktadir. Bu 2
alt familya spesifik baglanma tipleri, molekiiler agirlik, uzunluk ve kimyasal yapisina

gore ¢ok cesitli polisakkaritler icermektedir (Badel vd. 2011).

Alfa-glukanlar a-1,6 ve a-1,3 bagh glikozidik birimlerinden olugsmaktadir. Leuconostoc

mesenteroides subsp. mesenteroides ve Leuconostoc mesenteroides dextranicum



tarafindan iretilen dekstranlar, Streptococcus mutans ve Streptococcus sobrinus

tarafindan tiretilen mutanlar bu gruba dahildir (De Vuyst vd. 1998).

Fruktanlar ise f-2,6 bagh fruktoz molekiillerinden olusmaktadir. Streptococus salivarius

tarafindan tiretilen levan bu grupta yer almaktadir (De Vuyst vd. 1998).

sekil 2.1’de glukanlara ve sekil 2.2°de fruktanlara ait kimyasal yapilar1 verilmistir.
Ayrica ¢izelge 2.2°de laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen homopolisakkaritlere yer

verilmistir.

Cizelge 2.2 Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen homopolisakkaritler (Ruas-
Madeido vd. 2002)

Ekzopolisakkarit Laktik asit bakterileri

o-D-glukanlar
Dekstran Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum
Mutan Streptococcus mutans
Streptococcus sobrinus

Alternan Leuconostoc mesenteroides

B-D-glukanlar Pediococcus spp.
Streptococcus spp.

Fruktanlar

Levanlar Streptococcus salivarius

Iniilin benzerleri Streptococcus mutans
Poligalaktanlar Lactococcus lactis ssp. lactis H414
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Sekil 2.1 Glukanlarin yapisi (Monsan vd. 2001)

a.Dekstran, b.Mutan, c. Alternan
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Sekil 2.2 Fruktanlarin yapisi (Monsan vd. 2001)
a.Levan, b.Iniilin tipi fruktan
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Heteropolisakkaritler:

HePS tekrar eden alt birimleri temelde, dallanmis (C2, C3, C4 veya C6
pozisyonlarindan) veya dallanmamus, ii¢ ila sekiz monosakkarit, monosakkarit tiirevleri
veya monosakkarit ikamelerinden meydan gelmektedir. Doco vd., Streptococcus
thermophilus tarafindan tiretilen, HePS’ in tekrar eden {inite yapisi ilk kez 1990 yilinda
belirlemislerdir (De Vuyst vd. 2001). Homopolisakkaritler ile kiyaslandiginda LAB
heteropolisakkaritleri ok daha az miktarlarda (60 ile 400 mg L") iiretilmektedir (Yang
2000).

HePS’e gellan ve ksantan polisakkaritleri 6rnek olarak verilebilir. Heteropolisakkaritler
bir oligosakkaritin ¢ok sayida kopyasindan olugsmaktadir. Oligosakkaritler, ii¢ ile yedi
birimden olusmakta olup iki veya daha fazla farkli monosakkarit ¢esitlerine sahiptir ve

cogunlukla farkli baglanma modelleri gostermektedir (Laws vd. 2001).

Mikrobiyal ekstraseliiler heteropolisakkaritler, diizenli araliklarla uzunluk ve
kompleksligi ¢esitli olan ve yan zincirlerle baglanmis, esasen dogrusal molekiillerdir.
Mikrobiyal ekzopolisakkarit yapilarinin yakindan incelenmesi, yapidaki minor (veya
major) degisikliklerin bu makromolekiillerin  fiziksel ozelliklerine  etkisini
belirlenmesinde 6nemlidir. Bu degisiklikler polisakkaritlerin enzimlere duyarlilik,
lektinler ve antikorlarla etkilesimler ve iyonlara baglanma o6zelligi ve kapasitesi gibi
baz1 biyolojik oOzelliklerinde de goriilmiistiir. Asetil gruplari ¢ogu kez mikrobiyal
polisakkaritlerin 6zellikleri tizerinde oldukca belirli etkiler ortaya koymaktadir. Her bir
oligosakkaritin tekrar eden iinitesinde O-asetil ve pruvat (ketal) gruplarinin varlig1 veya
eksikligi cok sayida polisakkaritin 6zelliklerini genis Olciide degistirebilmektedir
(Sutherland 1997).

LAB heteropolisakkaritleri, mezofilik Lactococcus lactis subsp. lactis ve Lactococcus
lactis subsp. cremoris; termofilik Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus ve Streptococcus thermophilus bakterileri tarafindan
tiretilmektedir (De Vuyst vd. 1998).
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2.3.3 Ekzopolisakkaritlerin biyosentezi

Bakteriyel EPS biyosentezi komplekstir ve ¢ok sayida gen iirliniiniin birlikte hareket
etmesini igermektedir. EPS sentezi i¢in gerekli enzimler ve diizenleyici proteinler
Lactococcus gibi mezofilik laktik asit bakteri suslarinin plazmid kaynakli genleri ve
Streptococcus, Lactobacillus gibi termofilik suslarin kromozoma dayali genleri
tarafindan kodlanmaktadir. LAB suslarinin EPS iiretebilme yetenegi kararsiz olarak
kabul edilmistir. Mezofilik LAB suslar1 i¢in, EPS sentezinin kararsiz yapist bagh
plazmitte olan EPS sentezi genleri ile bagmtilidir. Termofilik LAB suslarinin EPS
tiretim karakterinin kaybolmasinin, genetik degiskenliklerden kaynakli kopmalar ve
yeniden diizenlemelerden dolay1 olustugu ileri siiriilmektedir. EPS 6zel gen {iriinlerine
ilaveten, biyosentetik izyolu seker niikleotidlerinin hazirlanmasinda oldugu gibi gerekli

birtakim referans enzimlerine dayanmaktadir (Laws vd. 2001).

Biyosentetik izyol 4 ayri reaksiyon boliimiine ayrilabilir. Bunlar; sitoplazma iginde
seker transferi 1ile ilgili reaksiyonlari, seker-1-fosfatlarin sentezini, sekerlerin
aktiflestirilmesi ve eslestirilmesini ve EPS molekiiliiniin disar1 aktarilmasi islemini

icermektedir (Laws vd. 2001).

Hiicre dis1 veya hiicre duvarma baglh glikansukrazlar substrat olarak sakkaroz
kullanarak HoPS sentezler. Glikoziltransferazlar D-glikozilpironozil birimlerinin
sakkarozlardan alict  molekiillere transferini katalizlerler. HoPS senteziyle
kiyaslandiginda HePS biyosentez mekanizmasi daha komplekstir. HePS olusturan
tekrarlanan birimler, sitoplazma iginde seker niikleotidlerinin 6ncii molekiiller gibi
kullanilmasiyla sentezlenir. Bunlar glikoziltransferazlar tarafindan lipid tasiyici
lizerinde sabitlenen uzayan zincirlere seker niikleotidlerinin ardisik dizilimiyle
polimerizasyonun meydana geldigi hiicre zarinin diger tarafina yer degisimini saglar ve

en sonunda EPS ortama serbest birakilir (Patel vd. 2011).

Dekstran, alternan, mutan ve levan gibi ¢ok az sayidaki homopolisakkaritlerde, 6zel

seker olarak sakkaroz gerektiren ekstraseliiler (hiicre dis1) biyosentez prosesi
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goriilmektedir. Ozel glikozil transferaz enzimleri (sirasiyla, dekstran ve levan
biyosentezi i¢in dekstran ve levan sukraz enzimleri) polimerizasyon reaksiyonlarinda

yer alir. Polimerizasyon i¢in gerekli enerji sakarozun hidrolizinden gelmektedir.

Heteropolisakkaritler, sitoplazma icinde tekrarlanan polimerize olmus Oncli madde
birimlerinden olusturulmaktadir. Ozellikle EPS olusumuna 6zgii olmayan cok sayida
enzim ve/veya protein, heterotip EPS {iretimi ve salgilanmasina katilmaktadir. Seker-1-
fosfatlardan elde edilen seker niikleotidleri, monosakkarit polimerizasyonunda gerekli
seker ara cevrimlerinde (epimerizasyon, dekarboksilasyon, dehidrojenasyon ) oldugu
gibi seker aktivasyonundaki rolleriyle heteropolisakkaritlerin biyosentezinde elzem bir
role sahiptirler. Seker aktiflestirilmesi ve modifikasyon enzimleri birlikte, temel
yapilarin olusumunda ve bu sayede son EPS olusumunda kritik bir rol oynamaktadirlar.
Ornek verecek olursak, glukozda gelisen Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772
kiiltiirlerinde UDP-glukoz ve UDP-galaktoz biyosentezinde ileri gelen UDP-glukoz
pirofosforilaz aktivitesi, fruktozda gelisen Kkiiltiirlere gore daha yiiksektir ve aym
zamanda dTP-ramnoz biyosentezinden ileri gelen hi¢bir enzim aktivitesi bulunmaktadir.
S. thermophilus siinme yapan suslarinda EPS iiretimi gozlenirken siinme yapmayan
suslarda gozlenmemesi, UDP-glukoz fosforilaz ile ayrica iliskilendirilmistir (De vuyst

ve Deegest 1999).

Dekstran sukraz, dekstran sentezinde anahtar enzim olan, glikozid hidrolaz
stiperfamilyasina ait bir glukansukrazdir. Ortalama 160 kDa agirliga sahiptir ve
salgilanip hiicre duvarina baglanir. Katalitik mekanizmanin daha iyi anlasilmasi adina
glukansukraz ile ilgili daha detayli calismalar yapilmaktadir. Bu enzim sakkaroz
glikozidik baginin hidrolizini ve ayni aktif taraftaki iki ayr1 katalitik tarafa dayanan
eklenme mekanizmasi yoluyla gelisen kovalent bagli glukan zincirinin indirgen ucuna
glukoz transferini katalizlemektedir. Glikozidik bag hidrolizi glukoz transfer reaksiyonu
icin gerekli enerjiyi {iretmektedir. Sukroz varliginin tesvikiyle dsrS tarafindan

dekstransukraz kodlanmasini ifade etmektedir (Rehm 2010).
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Hiyaluronik asit {iretimi polimerizasyonu ve salgilanmasi i¢in sadece tek bir protein HA
sentaz (HasA) gerekmektedir; oysaki, ¢ogu ekzopolisakkaritin polimerizasyonu ve
salgilanmasi membrani saran multi-protein kompleksi tarafindan yapilmaktadir. Bu
kompleksle gelisen biyosentetik prosesler iki genel metabolik izyolu olarak alt siniflara
ayrilmaktadir. Birinci metabolik yol icin, ksantan biyosentezinde de kullanilan Wzy-
bagli polimerizasyon ve salgilanma mekanizmasi ornek olarak gosterilmistir. Bu
metabolik yol tekrarlanan oligosakkarit iinitelerinin sitoplazmik membrandan taginmasi
icin tastyici lipitlere dayanmaktadir. Ikinci metabolik yolun ise hem Wzy hem de
tagiyici lipitten bagimsiz ve tekrarlanan iinitelerden olusmayan alginat ve seliiloz gibi

ekzopolisakkaritlerin iiretiminde goriildiigii ileri siiriilmektedir (Rehm 2010).
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2.3.4 Laktik asit bakterilerinin iirettikleri ve diger bazi 6nemli ekzopolisakkaritler

Gidalarda genel olarak giivenilir kabul edilen (GRAS) laktik asit bakterileri tarafindan
tiretilen ekzopolisakkaritler son zamanlarda gittikce Onem kazanmaktadir. Bu

ekzopolisakkaritler hakkinda genel bazi bilgiler agagida 6zetlenmistir.

Dekstran: Laktik asit bakterilerinden Leuconostoc mesenteroides ve Streptococcus
mutans suslar1 tarafindan iiretilen dekstranlar suda ¢oOziinebilir. Dekstran cozeltileri
Newtonian akiskanlar gibi davranirlar ve viskoziteleri konsantrasyon, sicaklik ve
ortalama molekiiler agirlik fonksiyonlarina bagh olarak degismektedir. Dogal
dekstranlar polidispers 6zellige sahip olup, molekiiler agirliklari 10° ile 10° dalton
araliginda degismektedir. Bu 6zellik, diisiik bagisiklik saglayiciliga ilaveten, ¢cok sayida
klinik ve farmokolojik uygulamalara yol agar. Ornegin, dekstranlar kan plazma dolgu
maddesi ve kromotografi ortami olarak kullanilabilmektedir. Diiz zincirleri glikoz
molekiilleri arasinda o-1,6 glikozidik baglantilar1 icermekte, dallanmalar ise a-1,3
baglantisindan  baslamaktadir. Dekstran sakkaroz substrat olarak kullanilarak
sentezlenmektedir. Dis plaklar1 dekstranca zengindir. Dekstran, ayrica Lactabacillus
brevis tarafindan tibicos kristallerinin veya saglik igin yararli oldugu disiiniilen
fermente kefir iceceginin olusturulmasindan sorumludur. Dekstran ilk kez Louis Pasteur

tarafindan mikrobiyal bir {iriin olan sarapta kesfedilmistir (Rehm 2010).

Levan: Streptococcus salivarus, Streptococcus mutans, Leuconostoc mesenteriodes,
Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus reuteri gibi LAB suslari tarafindan
iretilmektedir. Levansukraz, fruktozdan levami karakterize eden [-2,6-glikozidik
baglarla D-fruktozil birimlerinin transferini kataliz eder. Levansukraz, laktik asit
bakterileri arasinda agiz flora suslarindan olan Streptococcus salivurus ve Streptococcus
mutans tarafindan tretilmektedir. S. salivirus enzimlerinin molekiiler agirligr 140
kDa’dir. Hiicre duvarina bagli olup, sakkaroz varliginda kismi olarak kiiltiir ortamina

birakilir (Monsan vd. 2001).

Iniilin tiirleri: Lactobacillus johnsonii, Leuconostoc citreum ve Lactobacillus reuteri

LAB suslarn  tarafindan  iretilmektedir. B-2,1  glikozidik baglar iceren
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fruktooligosakkaritler sindirilemez ve hem insanlar hem de hayvanlar icin ilgi ¢ekici
probiyotik o6zelliklere sahiptir. Fungal fruktoziltransferaz kullanilarak sukrozdan
enzimatik sentez ile ya da inulin polimerlerinin hidrolizinin kontrolii yoluyla elde

edilmektedir (Monsan 2001).

Alternan: Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1335, NRRL B-1501 ve NRRL B-1498
alternansukraz treten suglardir. Bazi a-1,3 dallanma dereceleriyle birlikte ¢esitli alfa-
1,6 ve a-1,3 glikozidik baglarini igeren alternansukraz tarafindan ekzopolisakkarit
alternan tretilmektedir. Bu 6zgilin yapiya bagli olarak alternan, yiiksek ¢oziiniirliik,
diisiik viskozite ve enzimatik hidrolize karsi dikkate deger dayanikliliga sahiptir.
Alternan, gida ve kozmetikte diislik viskozitesiyle hacim artiric1 olarak ticari amacla
kullanilmaktadir. Hiicre dis1 alternanaz enzimleri, alternam1 oligosakkaritlere
depolimerize eder. Sekerlemeler ve probiyotiklerde bu alternan oligosakkaritleri

glisemik indeksi diisiik tatlandiricilar olarak kullanilmaktadir (Patel 2011).

Reuteran: Lactobacillus reuteri suslar1 tarafindan diretilmektedir. a-1,6 glikozid
baglarinin a-1,4 baglanmasiyla olugmaktadir. Daha ¢ok firincilikta kullanilmaktadir.

Reutaran, sakkarozdan iiretilen suda ¢6ziinebilir bir glukan ¢esididir (Patel 2011).

Alginat: Endiistriyel ve medikal uygulamalar stabilize edici, viskozifiye edici, jellestici
ozellikleri ve su tutma kapasiteleri ile ilgilidir. Alginatlar ticari olarak algler tarafindan
tiretilmesine ragmen Azotobacter vinelandii ve Pseudomonas fluorescens gibi alginat
tireten bakteriler genetik olarak degistirilebilme ve talebe 6zgii olarak yiiksek kalitede

alginat iiretebilme yetenekleri ile biiyiik umut vaat etmektedir (Rehm 2010).

Ksantan: Xanthomonas campestris’in tiim suslar1 tarafindan sentezlenen polisakkaritler
bakteriyel ekzopolisakkaritler arasinda en ¢ok calisilan polisakkarittir. Asil ticari {iriin,
acillenmis modellerle degisen ¢esitleriyle birlikte, sirastyla, terminal B-bagli mannosil
yan zincir birimleri ve internal a-bagl birimler lizerindeki pruvat ketaller olup, O-asetil
gruplarinin roliiniin incelenmesi i¢in miikkemmel modeller saglamaktadirlar (Sutherland

1997).
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2.3.5 Ekzopolisakkaritlerin kullanildig: alanlar

Mikrobiyal polisakkaritler, endiistriyel taleplere uygun reolojik 6zelliklere sahiptir ve
yiiksek miktarlarda yiiksek saflikta tiretilebilmektedir. 1940 yilindan beri dekstran ve
levan ¢ok sayida farmasotik ve gida uygulamasinda yer almaktadir. Fruktoz-
oligosakkaritler (FOS) sakkaroza oranla glisemik indeksinin daha diisiik olmasi,
Ozellikle kalorisiz ve karsinojenik olmamasi nedeniyle gida uygulamalar i¢in ilgi ¢ekici
ozelliklere sahiptir. FOS ve iniilinin gida uygulamalari, prebiyotik o6zelliklerine

dayanmaktadir (Tieking ve Génzle 2005).

Yapilarindaki ¢esitlilik ve fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle mikrobiyal gamlar gida ,
farmasotik ve diger endiistri uygulama alanlarinda kalinlastirici, stabilize edici,
emiilsiifiye edici, tekstiir ve jellesme ajani olarak genis bir uygulama alanina sahiptir

(Demirci ve Arici 2008).

Giiniimiizde bir¢ok fermente siit iirlinlin tiretiminde kullanilan laktik asit bakterilerinin
ekzopolisakkarit iirettikleri bilinmektedir. Ekzopolisakkaritler; viskoziteyi artiric,
yapiyr diizenleyici, su baglayici, stabilize edici ve emiilsifiye edici Ozelliklerinden
dolay siit tirtinlerinin yapisint olumlu sekilde etkilemektedir. Bu nedenle, basta yogurt
olmak iizere pek ¢ok cesit fermente siit iiriiniinde ve diisiik yaglh peynirlerde arzu edilen
yapinin olusmasi igin ekzopolisakkarit lireten suslardan yararlanilmaktadir (Milci ve

Yaygin 2005).

Yogurtlarda istenen tekstiir ve tat hissini olusturmak i¢in siit tozu ve peynir tozu ilavesi
ekstra {irtin maliyetine yol agarken, diger bir alternatif de bitki, hayvan veya mikrobiyal
kaynakli polisakkaritlerin ilavesidir. Polisakkaritler viskoziteyi artirir, tekstiiri
giiclendirir, sinerisise yatkinlig1 azaltirken az yagl iirlinlerin tat hissini desteklemektedir
(Leroy ve De Vuyst 2004).

Dekstranlar glikosid baglarinin farkli tipi ve oranlari ile, D-glukopiranosil birimlerinden
olusan mikrobiyal gumlardir. Genellikle, Leuconostoc mesenteroides ve Leuconostoc

dextranium glikoz fermantasyonuyla dekstran biyosentezinden sorumlu olan
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mikroorganizmalardir. Sivi soliisyon veya dispersiyon seklinde uygulanan dekstran
kaplamalarin soyulmamis karides, soyulmus karides, balik ve jambon, sosis ve pastirma
gibi kirmizi et {riinlerinin buzdolabinda veya dondurarak depolanmalar1 sirasinda
flavorunu, rengini ve tazeligini korumak, su kaybini 6nlemek, iyon ve vitamin gibi
kararma tepkimelerini durdurucu iriinlerin tutulmasim1 saglamak gibi faydalar

bulunmaktadir (Dursun ve Erkan 2009).

Bakteriyel seliiloz gida sanayiinde, 6zellikle diisiik kalorili tatli, cips ve sekerlemelerin
tiretiminde; dolgunluk verici olarak tatli, dondurma ve salata soslarinin bilesiminde;
ayrica, sosis ve etlerin kaplanmasinda giivenilir ve genis bir kullanim potansiyeline
sahiptir. Bitkisel seliiloz ve bakteriyel seliillozun kimyasal olarak ayn1 yapida olmalaria
ragmen, bakteriyel seliillozun serum lipitleri ve kolesterol diisiirme etkisinin bitkisel

seltilozdan daha yiiksek oldugu da vurgulanmaktadir (Akoglu vd 2010).

2.3.6 Ekzopolisakkarit iiretimini etkileyen faktorler

Bakteriler tarafindan {iretilen EPS’lerin teknolojik olarak olumsuz tarafi disiik
miktarlarda tiretilmesidir. EPS iiretimini etkileyen faktorlerle ilgili ¢ok sayida arastirma
yapilmistir. Bu aragtirmalarda EPS iiretimini artirmak amaciyla EPS iiretimini etkileyen
faktorler degistirilerek optimize edilmesi amaglanmistir. EPS {iretimi bakteri susuna
bagl oldugu kadar gelisim kosullarindan da etkilenmektedir. EPS iiretimi {izerine etki
eden en Onemli faktorler inkiibasyon sicakligi ve siiresidir. Ortam pH’si, mineral
maddelerinin (fosfatlar, CaCl,, MnSOy4) ¢esit ve miktari, oksijen, karistirma hizi,
karbonhidrat kaynagi, azot kaynagi, C/N orani ve bazi bilesenler (tuzlar, vitaminler) ise
diger etkili faktorlerdir (Gamar vd. 1998, Gorret vd. 2001, Duboc ve Mollet 2001,
Deegest 2002, Hoa vd. 2003, Aslim vd. 2005a, Velasco vd. 2006, Yilmaz 2006, Wu vd.
2008, Kuntiya vd. 2010).

Wu vd. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada, % 2.5 yeast exract igeren besiyeri
bilesimine fruktoz, galaktoz, glikoz, laktoz ve sakkaroz gibi karbon kaynaklar1 farkli

konsantrasyonlarda ilave edilerek Pleurotus citrinopileatus tizerinden EPS iiretimini
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artirmak amaglanmistir. Monosakkaritler (fruktoz, galaktoz ve glikoz) ve disakkaritler
(laktoz ve sakkaroz) olmak iizere farkli karbon kaynaklarinin hiicre kiitlesi ve EPS
tiretimine etkisi incelenmis olup, monosakkaritlerin disakkaritlerden daha ytiksek hiicre
olusum verimi sagladig: belirtilmistir. Bu denemelerin sonucunda, en yiiksek biyokiitle
ve EPS verimi fruktoz besiyeri ile elde edilmistir. Fruktozun optimum konsantrasyonu
% 4 oldugunda en yiksek biyokiitle % 45.25+2.00 ve EPS 1.87 g L' olarak
belirtilmistir. Karbon kaynaklarinin yiiksek EPS verimi i¢in optimum konsantrasyonlari,
sirastyla, % 4 fruktoz, % 5 galaktoz , % 4 glikoz, % 5 laktoz ve % 2 sakkaroz
seklindedir. EPS kompozisyonunun ise bakteri susuna ve karbon kaynaklarina gore
degistigi belirtilmistir. Aym1 zamanda, karbon kaynagimin konsantrasyonu da EPS

iceriginde etkili bulunmustur.

Ayrica; antitiimor aktivitesine sahip, suda ¢oziinebilen bir EPS c¢esidinin mannoz,
glukoz, arabinoz ve galaktozdan olustugu ve mannoz oraninin yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Fruktoz iceriginin % 3-4 arasinda tutuldugu besiyerinden elde edilen EPS’nin
kimyasal kompozisyonundaki mannoz igeriginin en yliksek degerlere ulastigi
belirtilmistir. Yine farkli azot kaynaklarinin denenmesi amaciyla % 4 fruktoz, % 0.1
yeast extract, % 0.02 KH,PO4, % 0.04 K,;HPO4, % 0.01 MGSO4.7H,0 igeren temel
besiyerine yeast pepton, keramine HD, hidrolize sebze proteini, bacto pepton, NaNOs
ve (NH4),SOy, ilave edilmistir. Yiiksek biyokiitle ve EPS iiretimi i¢in azot kaynaklarinin
etkisini incelemek amaciyla organik ve inorganik azot kaynaklari denenmis, bunlar
arasinda en yiiksek verimin yeast pepton igeren besiyerinde saglandigi belirtilmistir.
Organik azot kaynaklarindan (yeast pepton, keramine HD, hidrolize sebze proteini,
bacto pepton), inorganik azot kaynaklarina (NaNOs (NH4),SO,) kiyasla daha yiiksek
verim alindig belirtilmistir. En yiiksek EPS verimi karbon kaynagi % 4 fruktoz olan
besiyerinde, azot kaynagi olarak % 2.5 yeast pepton secildiginde, 1.87+0.05 g L™ olarak
tespit edilmistir. Ayrica, en yiikksek EPS veriminin alindigi bu degerlerde mannoz
oraninin en yiiksek oldugu belirtilmistir. Bunun nedeninin ise, organik azotlarin sentez
icin gerekli esansiyel aminoasitler icermesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir. Farkli
azot kaynaklarinin da EPS karbonhidrat kompozisyonunu degistirdigi belirtilmistir (Wu
vd. 2008).
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Yapilan bir ¢aligmada, atik su arittiminda kullanilan aktif ¢amur prosesindeki ¢amur
Ozelliklerini EPS {iretiminin kontroliiyle gelistirmek i¢in besin oranlarimin optimize
edilmesi amaclanmistir. Azot ve fosfor kombinasyonlarinin EPS iiretimine ve aktif
camur Ozelliklerine etkisi incelenmis olup, kimyasal oksijen gereksinimini(COD)
biyolojik oksijen gereksinimi (BOD) yardimiyla azaltmak amaglanmistir. Aktif
camurun o6zellikleri lizerinde, EPS karbonhidrat ve protein bilesenlerinin daha ¢ok etkili
oldugu goriilmiistiir. Her iki EPS bileseninden protein bileseninin aktif camur
ozelliklerinde daha etkili oldugu bildirilmistir. Besiyerindeki azot ilavesinin, hem EPS
protein hem de karbonhidrat bileseninde etkili olurken, fosfor ilavesinin sadece
karbonhidrat bileseninde etkili oldugu belirtilmistir. Azot eksikligi veya fazlaliginin da
aktif camur 6zelliklerini degistirdigi bildirilmistir. EPS karbonhidrat iceriginde, azot ve
fosfor ters orantili iken, fosforun azota oranla daha etkili oldugu ileri siiriilmiistiir.
Protein ve karbonhidrat igerigi EPS igerigi ile dogru orantili olarak bulunmustur (Hoa

vd. 2003).

Yapilan bir arastirmada karbon ve nitrojen kaynaklarmin Hahella chejuensis
bakterisinin EPS {iretiminde etkisi incelenmis olup, bu EPS ¢esidi EPS-R olarak
isimlendirilmistir. Karbon kaynaklart % 2 olacak sekilde glukoz, galaktoz, fruktoz,
laktoz, sakkaroz ve nisasta olarak kullanilmis; en yiiksek EPS-R iiretimi (yaklasik 8.5
g/L) sakkaroz karbon kaynagi olarak secildiginde gergeklesmistir. En diisiik EPS-R
tiretimi ise laktoz karbon kaynagi secildiginde ger¢eklesmistir. Azot kaynaklar1 olarak
her biri % 0.5 olacak sekilde pepton, yeast extract, malt extract, tripton, soytone, kazein,
NH4NO;, NaNOs;, NH4Cl, (NH4),HPO4 denenmistir. En yiiksek EPS-R {iretimi
(yaklasik 8 g/L) azot kaynagi olarak tripton se¢ildiginde goriilmiistiir. Triptonu takip
eden en yiiksek EPS-R {iretimleri, sirasiyla, pepton, yeast exract, soytone, kazein ve
(NH4),HPO4 olacak sekilde belirlenmistir. En diisiik EPS-R iiretimi ise azot kaynagi
NH4CI se¢ildiginde tespit edilmistir. EPS verimliligi, inorganik azot kaynaklarina oranla
organik azot kaynaklarinda daha yiiksek bulunmustur. Sakkaroz miktar1 % 2 olacak
sekilde ¢esitli karbon azot oranlart denenmis, optimum C/N(sakkaroz /tripton) orani 2:1
olarak bulundugu bildirilmistir. C/N 3:1 oranindan yiiksek oldugunda verim (P/S) ve
verimlilik (EPS/biyokiitle) azalmis olup C/N 10:1 oranindan yiiksek oldugunda ise

verim ve verimliligin siddetli bir sekilde diistiigii belirtilmistir. Farkli ¢aligmalarla
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birlikte degerlendirildiginde, EPS {iretimi i¢in en i1yi karbon kaynagi, azot kaynagi ve
C/N oranmi gibi degerlerin mikrobiyal tiir ve EPS c¢esidine bagli olarak degistigi ileri
stiriilmiistir. NaCl’tin EPS iiretimine etkisini incelemek amaciyla, % 0-20(w/v)
konsantrasyonlar denenmis olup en yiiksek EPS-R verimi (9 g/L) tuz orant % 1
oldugunda bulunmustur. MgSO4 % 0.5, CaCl, ise % 0.01 ilave edildiginde en yiiksek
EPS-R miktariin elde edildigi bildirilmistir. Fosfat ilavesi ile EPS-R miktarinin arttigi
gbzlenmis olup, 0.1 ile 50 mM arasinda cesitli fosfat konsantrasyonlarinda hemen
hemen benzer sonuglar goriiliirken, en yiiksek verimlilik 1mM fosfat eklendiginde
Olciilmiistiir. NaCl, MgSO4 ve CaClylin optimum degerlerin iizerindeki ilavelerinin
EPS-R miktarini diigiirdiigli gézlemlenmistir. Yiiksek EPS-R verimliligi pH 6.0 ile 8.0
arasinda ozellikle pH 7.0 (9.19 g/L) de elde edilirken EPS-R veriminin pH 5.0’ in
altinda ve pH 9.0’un {izerinde diistiigii belirtilmistir. EPS-R i¢in en yiiksek verimlilik
20-25 °C’de tespit edilirken, 30°C f{izeri sicakliklarda EPS-R veriminin diistiigi
belirtilmistir (Ko vd. 2000).

Gorret vd. (2001), ylizey tepki yontemi kullanarak siit mikrofiltrat1 tizerinde sicaklik,
pH ve maya ekstraktinin (YE) Propionibacterium acidi-propionici’nin gelisimi ve EPS
tiretimine etkileri lizerine ¢aligmislardir. Biitiin pH degerlerinde organik asit iiretimi ve
biyokiitle olusumu goézlenirken, EPS iiretiminin sadece pH 5.3-6.5 arasinda miimkiin
oldugu belirtmistir. Bu sonuglar 1s181inda, EPS iiretimi ve optimum biiylime i¢in farkl
optimum kosullarin gerektigi bildirilmistir. YE’ nin mikroorganizma gelisimini artiric
etkisinin yaninda EPS iiretimine de direk bir etkisi oldugu bildirilmistir. EPS iiretiminde
sicaklik 6nemli bir rol oynamakta olup, sicakliktaki diisiisiin hem organik asit iiretimini
hem de gelisimi yavaslatirken, EPS biyosentezindeki 6ncii maddelerin ve besiyeri igin
esansiyel faktorlerin olusumunu sagladigi ve bu sayede EPS iiretiminde artisa yol agtigi
belirtilmistir. En yiiksek EPS iiretimi i¢in optimum degerler; sicaklik 23°C, pH 6.0 ve
YE konsantrasyonu 3 g/L olarak bildirilmistir.

Bacillus suslarinin LB (Luria Bertani) sivi besiyerinde EPS iretimleri ile ilgili yapilan
bir ¢alismada farkli inkiibasyon siirelerinin, farkli karbon kaynaklariin, farkli fruktoz
konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir. 8 sus arasindan 48 saatlik inkiibasyon sonucu

en yiiksek EPS iiretiminin B.sphaericus 7055 (67 mg/L) ve B.subtilus 1404 (66 mg/L)
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suslart tarafindan gergeklestirildigi, en disik EPS diretiminin ise B.subtilus ve
B.megaterium RSKK 17 suslarinda 6 mg/L olarak belirlendigi rapor edilmistir. En
yiiksek EPS iretimi goriilen iki sus olan B.sphaericus 7055 ve B.subtilus 1404’ {in 24,
48, 72 saatlik farkli inkiibasyon siireleri sonunda EPS {iiretimleri incelenmistir. Her iki
susun da en yiiksek EPS iiretiminin 48. saatte (sirasiyla, 67 ve 66 mg/L), en diisiik EPS
liretiminin ise 72.saatte (sirasiyla, 22 ve 14 mg/L) ger¢eklestirdikleri bildirilmistir. Yine
en yiiksek EPS diretimine sahip B.sphaericus 7055 ve B.subtilus 1404 suslart %1
oraninda farkli karbon kaynaklar1 (glikoz, sakkaroz, fruktoz ve maltoz ) igeren
besiyerlerinde gelistirilmis, en yiiksek EPS iiretiminin 48. saatte fruktozda (sirasiyla,
1038 ve 884 mg/L) gergeklestigi bildirilmistir. B.sphaericus 7055 ve B.subtilus 1404
suslan fruktoz karbon kaynaginin farkli konsantrasyonlarinda (% 0.1, %0.5, %1, %1.5,
% 2, % 2.5 ve % 3) gelistirildiginde, en yliksek EPS {iretimlerinin % 2.5 luk fruktoz
konsantrasyonunda (sirastyla, 1170 mg/L ve 1133 mg/L) gerceklestigi rapor edilmistir
(Y1lmaz 2006).

Kuntiya vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada Lactobacillus confusus CMU 198 susu
icin fermantasyon besiyeri gelistirmek amaciyla, azaltma ve tek tek ilave metodu olmak
lizere iki metot denenmistir. Oncelikle azaltma teknigi kullanilarak maliyeti yiiksek iic
MRS bileseni pepton, yeast extract ve beef extract giderek azalan konsantrasyonlarda
denenmistir. En yliksek EPS konsantrasyonu (12.05 g/L) pepton 5.0 g/L, yeast exract
2.5 g/L ve beef extract 2.5 g/L ilave edilmis modifiye MRS besiyerinde bulunmustur.
En yiiksek biyokiitle konsantrasyonu (2.16 g/L) pepton 7.5 g/L, yeast exract 3.75 g/L ve
beef extract 3.75 g/L ilave edilmis modifiye MRS besiyerinde bulunmustur. EPS
liretimini, yetersiz veya fazla azot konsantrasyonun olumsuz yonde etkiledigi, diisiik
azot konsantrasyonlarinin EPS iiretimi i¢in daha uygun oldugu one siiriilmiistiir.
Bunlara ek olarak, yiiksek EPS iiretimi i¢in optimum C:N orani gerektigi rapor
edilmistir. Azot kaynaklarinin etkisini incelemek amaciyla modifiye MRS besiyerine
tek tek ekleme metodu kullanilarak (pepton, yeast exract ve beef extract) farkh
konsantrasyonlarda denenmis, yiiksek EPS iiretimi i¢in gerekli optimum pepton, yeast
exract ve beef extract konsantrasyonlari, sirasiyla, 7.5 g/L, 3.0 g/L ve 5.0 g/L olarak
belirlenmistir. Elde edilen optimum konsantrasyonlarla hazirlanan modifiye besiyerinde

EPS iiretim miktarinin 7.95 mg/L olarak tespit edildigi belirtilmistir. Yeast exract ve
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beef extract eksikliginde gelismede zayiflama ve EPS {iretiminde diisme

gozlemlenmistir.

Genel olarak, hiicreler tarafindan protein, nukleik asitler ve hiicre duvari polimerleri
olusturmak icin gerekli azot ve proteinazin eksikligi sonucu yetersiz proteotilitik
aktivite nedeniyle peptid veya amino asitler agisindan eksiklik olustugu ve bu durumun
gelisimi durdurucu sonuglar gosterdigi ileri siiriilmiistiir. Azaltma metoduyla elde edilen
EPS miktarinin (12.05 mg/L) daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Lb. confusus CMU 198
ile en yliksek EPS konsantrasyonu (12.95 g/L) pH 5.5’de, 24 saat siirede, optimum
fermantasyon kosullarinda elde edilmistir. 24 saat inkiibasyon sonununda en yiiksek
biyokiitle konsantrasyonu pH 6.0’dan (3.71 g/L) ¢ok da farkli olmayarak pH 5.5 de
(3.58 g/L) bulunmustur. 35°C’de pH 5.5° de 30 saat inkiibasyon sonunda baslangi¢
toplam seker konsantrasyonlari sirasiyla, 40, 60, 80, 100 ve 120 g/L olan besiyerleri
hazirlanilmistir (Kuntiya vd. 2010).

EPS {iretimi, seker konsantrasyonu 40-100 g/L araliginda oldugunda artis gosterirken
120 g/l seker konsantrasyonundan olumsuz etkilenmistir. En yiiksek EPS
konsantrasyonu (38.17 g/L), baslangi¢ seker konsantrasyonu 100 g/L iken, en yiiksek
biyokiitle konsantrasyonu (4.41 g/L) baslangi¢ seker konsantrasyonu 80 g/L iken
bulunmus olup, biitiin seker konsantrasyonlarinin (120 g/L hari¢) 30 saat sonunda
tiikendigi belirtilmigtir. EPS iiretimi i¢in optimum sicakligi bulmak amaciyla 20°, 30°,

35° ve 40°C sicakliklarda inkiibasyonlar ger¢eklestirilmistir (Kuntiya vd. 2010).

Baslangi¢ seker konsantrasyonu 100 g/L, pH 5.5’ da 30 saat inkiibasyon sonunda en
ylksek EPS konsantrasyonu (53.40 g/L) 20°C’ de tespit edilmistir. 20°C’de gerceklesen
en yliksek EPS iiretimi (30 saat), 30°C ve 35°C’de (siwrasiyla, 12 ve 24 saat) igin
gerekli stireden daha uzun siirdiigii, 40°C sicaklikta ise EPS iiretimi olmadan sadece
hiicre gelisimi gerceklestigi belirtilmistir. 20°C’de 0-30 saatleri arasinda kalint1 seker ve
organik asitlerin HPLC kullanilarak incelenmesi sonucu, en hizli olarak glikozun
tilketildigi (12 saat), glikoz ve sakkaroz tiikkenirken organik asitlerin miktarinin arttigi

rapor edilmistir (Kuntiya vd. 2010).
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Nichols vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, Pseudomonas sp. CAMO025 susunun
EPS veriminin -2°C ve 10°C’ de, 20°C’ ye gore 30 kat daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. EPS icerigindeki mannoz ve glikoz yiizdesinin -2°C inkiibasyonda 10°C ve
20°C inkiibasyon sicakliklarindakine gore daha yiiksek, galaktoz ve ramnoz yiizdesi

disiik bulunmustur.

Kimmel vd. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus RR susunun sicaklik (35, 38, 40, 45 °C) , pH (4, 5, 6) ve bacto-casitone (10,
20, 30, 40 g/L) degerlerinde iirettigi EPS miktarlar1 belirlenmistir. En yiiksek EPS
tretimi (295 mg/L) sicaklik 38°C, pH 5.0 ve bacto-casitone 30 g/L oldugunda

bulunmustur.

Gassem vd. (1997), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus RR ile siirekli
fermentorde, fermantasyon substrati olarak proteini uzaklastirilmis laktoz, kazamino asit
ve amonyum klorid eklenmis peynir alt1 suyu besiyeri kullanilarak pH, diliisyon orani
ve besin degerine bagh olarak EPS iiretimini incelenmislerdir. Dillisyon orani arttik¢a
EPS iiretimi artmis olup; pH 6.5 diliisyon oram 0.055 h™' oldugunda en yiiksek EPS
konsantrasyonu (2.13 g/L) elde edilmistir. 0.028 h™ diliisyon oraminda laktozdan
yararlanma orani1 % 58-76 arasinda degisirken, 0.055 h™ diliisyon oraninda laktozdan
yararlanma orant % 23-65 arasinda bulunmustur. Besiyeri pH’sinin diisiisiine paralel
olarak fermentdr verimliligi ve EPS konsantrasyonunda azalma tespit edilmistir. pH
6.5’da fermentor verimliligi 0.073- 0.11 g EPS/L.saat iken, pH 5.2’de verimlilik 0.03-
0.06 g EPS/L.saat olarak araliginda bulunmustur. pH 6.5’da EPS konsantrasyonu 1.55-
2.13 g/LL araliginda degisirken pH 5.2°de EPS konsantrasyonu 0.6-1.06 g/L aralifinda
bulunmustur. Kazamino asit (4.0 g/L) ve amonyum klorid (0.25 g/L) ilavesinin EPS

tiretim miktarini artirdig bildirilmistir.

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (B3, G12) ve Streptococcus thermophilus
(W22) suslar ile, sirasiyla MRS ve M17 besiyerlerinde EPS iiretimi i¢in pH (4.0, 4.5,
5.0,5.5, 6.0, 6.2, 7.0), sicaklik (30, 37, 42, 45°C), inkiibasyon siireleri (5, 8, 10, 12, 32
ve 48 saat), farkli karbon kaynaklar1 (sakkaroz, fruktoz, laktoz, glikoz) ve glikoz
konsantrasyonlari (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 g/L) incelenmistir. Farkli karbon kaynaklari
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arasindan en yiikksek EPS iiretiminin glikoz iceren besiyerlerinde goriildiigi
bildirilmistir. Tiim suglar i¢in en yiiksek EPS iiretiminin optimum sicaklik, inkiibasyon
stiresi, pH’s1 sirasiyla 45°C, 18 saat, pH 6.2 veya pH 6.8 ve glikoz konsantrasyonu 30
g/L olarak bulunmustur. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (B3, G12) ve
Streptococcus thermophilus igin en yiiksek EPS sirasiyla, 263, 238 ve 117 mg/L olarak
45°C’de inkiibasyon sicakliginda bulunmustur. B3, G12 ve W22 suslarinin, 18 saatlik
inkiibasyon sonunda EPS iiretimleri sirasiyla 220, 152 ve 120 mg/L olarak tespit
edilmistir. En yiiksek EPS {iretimi Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus suslar
icin pH 6.2°de (B3: 211 mg/L, G12: 175 mg/L) belirlenmisken, Streptococcus
thermophilus susu i¢in de pH 6.8’de (114 mg/L) bulunmustur. Glikoz konsantrasyonu
30 g/L iken EPS iiretimlerinin B3, W22 ve G12 bakteri suslar1 icin, sirasiyla, 255, 224
ve 174 mg/L olarak bulundugu belirtilmistir (Aslim vd. 2005a,b).

Zhang vd. (2011) tarafindan skim milk besiyerinde gelistirilen Lactobacillus fermentum
F6 bakterisinin gelisimi ve EPS {iretimi ile ilgili yapilan g¢alismada, yiliksek pH
degerlerinde (6.0, 6.5, 7.0) daha yiiksek miktarlarda EPS iiretimi gergeklesirken en
yiiksek EPS tiretimi (14.61 mg/L, 32 saat) pH 6.5’da tespit edilmistir. En yiiksek EPS
tiretim miktarlari pH 5.0, 5.5, 6.0 ve 7.0 i¢in, sirastyla 5.86 mg/L (40 saat), 7.86 mg/L
(40 saat), 10.11 mg/L(32 saat) ve 8.32 mg/L(32 saat) olacak sekilde bulunmus olup,
hem bakteri gelisiminde hem de EPS iiretiminde asidik kosullarin kuvvetli bir sekilde
etkili oldugunu ileri siiriilmiistiir. 42°C’de logaritmik ve durgun fazda biyokiitle gelisimi
diger sicakliklara gore daha diisiik bulunmus olup; optimum gelisme 37°C’ de
gerceklesirken en iyi asit olusturma kapasitesi ve en yiiksek EPS iiretimleri ise 25, 30,
37 ve 42°C sicakliklarinda sirasiyla, 8.18, 8.86, 14.75 ve 12.90 mg/L olarak
belirtilmistir. 37°C’de, pH 6.5’da, skim milk besiyerine % 2 (w/v) glikoz, fruktoz,
galaktoz ve laktoz eklenerek 48 saat gelisimin sonunda en iyi karbon kaynagi olarak
glikoz (33.05 mg/L) bulunmustur. Elde edilen verilere gore, tiim optimum kosullar
ayarlandiginda, EPS veriminin (44.49 mg/L) kontrol degerinden (15.11 mg/L) oldukca
yiiksek bulundugu belirtilmistir.

Lactobacillus helveticus BCRC14030, L.helveticus BCR14076 ve Streptococcus

thermophilus BCRC14085 siinme yapan suslarinin, farkli fermantasyon siirelerinin EPS
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iiretimine, molekiiler agirlik ve siinme oranma etkisini belirlemek i¢in skim milk
besiyerinde pH 5, 37°C’de 0-84 saat siireyle inkiibe edildikleri belirtilmistir. En yiiksek
EPS verimi 0.73 g/L ile 60 saat fermantasyon siiresinde, 26.500 kDa molekiiler
agirlinda, 21.0 mm siinme degerinde L. helveticus BCRC14030 susu ile elde edilmistir.
Molekiiler agirliktaki artig ile siinme oraninin da arttigi belirtilmistir (Lin ve Chien

2007).

Desai vd. (2006), Lactabacillus plantarum susunun EPS iiretiminde fermantasyon
besiyerinin optimizasyonu icin Plackett-Burman (PB) dizayn metodu, yapay sinir ag1
(ANN) ve genetik algoritma (GA) igeren karma bir metottan yararlanilarak besiyeri
komponentlerinden hangilerinin EPS verimini arttirdigini incelemislerdir. Bes farkli
besiyeri bileseninden laktoz, kazein ve triamonyum sitrat EPS verimini artirmada etkili
bulunmustur. Bu sonuglar dogrultusunda belirlenen besiyeri bilesenlerine gore verimin
7.01 g/L olarak hesaplandig: bildirilmistir. ANN modelleme verilerine gore besiyerinde
bulunmasi gereken optimize miktarlar; laktoz 25 g/L, triamonyum sitrat 0.2 g/L olarak
belirlenmistir. Bu sonuglara gore, GA-optimize ¢oziimiiyle yapilan denemede EPS

veriminin 7.14 g/L olarak bulundugu bildirilmistir.

Velasco vd. (2006), Pediococcus parvulus 2.6 mikroorganizmasini etkileyen g¢evresel
faktorlerle ilgili yaptiklar1 ¢alismada en yiiksek EPS iiretimi ve biyokiitle verimi pH 5.2’
de bulmustur. Cok sayida bilesenin EPS olusumu ve mikrobiyal biiyiime oranina etkisi
incelemis, bunlardan glikozun 75 g/L, ethanoliin % 4.9 (w/v) ve gliseroliin % 6.6 (w/v)
degerlerine kadar EPS {iretiminde pozitif etkili olduklar1 tespit etmistir. EPS iiretiminin
hiicresel gelisimle bagli bulunmadigi, durgun fazda glikoz varliginda da EPS {iretiminin
devam etmekte oldugu belirtilmistir. P. parvulus 2.6 gelisiminin 58.9 +18.1 g/L laktat
varliginda tamamen inhibe oldugu belirtilmistir. Temel fermantasyon iiriinii olan
laktatin, manganezi c¢elatlastirmasiyla biiylimede etkili oldugu disiintilmektedir. Bir
seviyeye kadar glikoz konsantrasyonu arttikga EPS iiretimi artarken bir seviyeden sonra
yiiksek osmolarite sonucu EPS firetiminin durdugu ileri siiriilmiistiir. Bu diislincenin
dogrulugunu test etmek i¢in farkli NaCl konsantrasyonlar1 denenmistir. Glikoz ile ayni
NaCl konsantrasyonlar1 artiginda olusan osmolarite sonucu hiicre mikrobiyal geligim

oraninda ve EPS veriminde gerceklesen diisme ayni bulunmustur. Fakat EPS
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kompozisyonunun degisiminde NaCl’iin glikoz gibi etkili olmadigi belirtilmistir. EPS

olusumunun stres tepkisi olmadigi ileri stiriilmustiir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri Kiiltiirleri

Bu calismada, Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii
Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan, bu ¢alismadan 6nceki arastirmalarda izole edilen 154
adet bakteriden siinme 6zelliklerine bakilarak uygulanarak secilen 10 adet laktik asit
bakterisi susu (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus namurensis, Pediococcus

ethanolidurans) kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle tanimlamalar1 ger¢eklestirilmis kiiltiirler, % 30
(v/v) gliserin bulunan “kriyo” tilipleri i¢inde -65°C’de muhafaza edilmislerdir.
Denemelerde kullanilan suslarin gelisimleri icin MRS sivi besiyeri kullanilmig olup,

30°C’de 48 saat siireyle Binder (USA) marka inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan bakteri kiiltiirleri

Ornek no Laktik asit bakterileri
El Lactobacillus plantarum
E2 Lactobacillus plantarum
E3 Pediococcus ethanolidurans
E4 Lactobacillus namurensis
E5 Lactobacillus plantarum
E6 Lactobacillus plantarum
E7 Lactobacillus plantarum
E8 Lactobacillus plantarum
E9 Lactobacillus plantarum
E10 Lactobacillus plantarum
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3.1.2 Besiyeri

Bakterilerin gelistirilmeleri ve EPS iiretim miktarlarinin belirlenmesinde standart
besiyeri olarak de Man Rogasa Sharp (MRS) siv1 besiyeri (Merck) kullanilmis olup,
bilesimi g/L olarak asagida verilmistir. Bacto pepton (10.0); Meat extract (8.0); Yeast
Extract (4.0); D(+) Glucose (20.0); di-potassium hydrogen phosphate (2.0); Tween-80
(1.0); di-ammonium hydrogen citrate (2.0); Sodium acetate (5.0); Magnesium sulfate

(0.2); Manganese sulfate (0.04). Besiyerinin pH’s1 5.8 olarak ayarlanmistir.

3.2 Yontem.

3.2.1 EPS izolasyonu

Bakteri kiiltliriiniin tirettigi EPS miktarlarinin belirlenmesi amaciyla ¢oktiirme islemi
uygulanmistir. 10 mL MRS besiyerinde gelistirilen kiiltiirlere 1 mL % 80 (v/v)
triklorasetik asit (TCA) ilave edilip karistirllmistir. Karistirilan kiiltiirler 10 dakika -
18°C sicaklikta bekletilmistir. Ornekler, bakteri hiicreleri ve proteinlerin ¢oktiiriilmesi
amaciyla 20 dakika siire ile 5000 devirde santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen 10 mL
hacimli 6rneklerden 5 ml siipernatant alinmistir. Daha sonra 5 mL alinan siipernatant
tizerine 10 mL % 95 (v/v) soguk etil alkol ilave edilmistir. Etil alkol ilave edilen
siipernatantlar karistirilip, daha sonra 30 dakika - 18°C sicaklikta bekletilmigtir
(Yiiksekdag ve Aslim 2008).

Ekzopolisakkaritlerin ¢oktiiriilmesi amaciyla, 5000 devirde 15 dakika siireyle santrifiij
edilmis, santrifiij sonrasinda peletler 5 dakika siire ile stiziilmiistiir. Siiziilen peletler 5
mL etil alkol ile tekrar santrifiij edilerek yikanmistir. Alkolii iyice ugurularak arindirilan
peletler yapilacak diger analizler i¢in -18°C’de muhafaza edilmislerdir(Yiiksekdag ve

Aslim 2008).
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3.2.2 izole edilen EPS’lerde toplam seker analizi

S1v1 besiyerlerinden ¢oktiiriilen ve izole edilen EPS’lerde bulunan toplam seker igerigini
belirlemek amaciyla degistirilmis Miller Yontemi’nden yararlanilmistir (Forouchi ve
Gunn 1983). Toplam seker tayini, DNS (3,5-Dinitrosalisilik asit) kullanilarak, glikoz
esdegeri indirgen seker olarak, spektrofotometrede (SHIMADZU UV-1280 dijital)

belirlenmistir.

Hidrolizasyon islemi i¢in 1 mL 6rnek iizerine 2 mL 2N HCI eklenerek kaynar su
banyosunda 2 saat tutulmustur. Hidrolize olan 6rnekler sogutulduktan sonra 2 mL 2N

NaOH ilave edilerek notralize edilmistir.

Hidrolizasyon isleminden sonra, Ornekler yeterli oranda seyreltilmis, bu seyreltilmis
ornekten 1 mL alinip lizerine 2 mL DNS ¢ozeltisi (% 1 DNS, % 1 NaOH, % 0,16 fenol)
ilave edilip karistirtlmistir. Kaynar su banyosunda 15 dakika bekletildikten sonra,
olusan sari-kahve rengin stabilizasyonu i¢in hizlica sogutulan 6rnekler {izerine 1 mL
Rachelle tuzu ¢ozeltisi (% 40 sodyum-potasyum tartarat) eklenip tekrar karistirilmistir.
Spektrofotometrede 575 nm dalga boyunda tami@a karst absorbans degerleri

okunmustur.

Aymi sartlarda, 0-640 mg/L araliginda hazirlanmig seri glikoz ¢ozeltileri yardimiyla
standart egri ¢izilerek orneklerdeki toplam seker igerigi hesaplanmistir. Belirlenen EPS

miktarlar1 (mg/L) sekil ve cizelgelerde glikoz esdegeri cinsinden verilmistir.
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Sekil 3.1 Glikoz standardi egrisi

3.2.3 EPS iiretimini etkileyen faktorlerin belirlenmesi

3.2.3.1 Farkh inkiibasyon siirelerinin EPS iiretimine etkisi

Laktik asit bakterilerinde, farkli inkiibasyon siirelerinin EPS iiretimine etkisini
belirlemek amaciyla 48, 72 ve 120 saatlik inkiibasyon siireleri denenmistir. Bunun i¢in,
30°C’de 48 saat MRS sivi besiyerinde aktiflestirilen kiiltiirlerden, 10 mL MRS siv1
besiyerine % 1 oraninda asilanarak her bir tlip belirtilen siirelerde 30°C’de inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonunda siv1 besiyerindeki EPS, etil alkol (% 96) ile ¢oktiiriilmiis ve elde
edilen EPS c¢okeltisinin seker igerigi DNS yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Bakteriler tarafindan iiretilen EPS miktar1i mg/L olarak ifade edilmistir.

3.2.3.2 Farkh sicaklik degerlerinin EPS iiretimine etkKisi

Laktik asit bakterilerinin farkli sicaklik degerlerinde EPS iiretim miktarlarin1 incelemek

amaciyla, bakteriler 30°C’de 48 saat siire ile MRS s1v1 besiyerinde aktiflestirilmistir.
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Aktiflesen kiiltiirlerden % 0.1 oraninda 10 mL MRS besiyeri bulunan tiiplere asilama
yapilmistir. Kiilttirler 20°C, 30°C ve 37 °C sicakliklardaki besiyerlerinde 5 giin inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonunda 10 mL MRS besiyerlerinde gelismis kiiltiirlere protein ve hiicre
coktlirme iglemleri ve EPS izolasyonu i¢in gerekli islemler yapilmistir. Elde edilen EPS

peletleri hidrolize edildikten sonra, DNS yontemi ile seker analizi yapilmustir.

3.2.3.3 Ortam pH’ sinin EPS iiretimine etkisi

Laktik asit bakterilerinin farkli pH degerlerinde EPS iiretim miktarlarint incelemek

amaciyla, kiiltlirler 30°C’de 48 saat siire ile MRS siv1 besiyerinde aktiflestirilmistir.

Gelisme ortaminin pH degerleri 2N NaOH ve 2N HCI ile pH 5.0, pH 6.0 ve pH 7.0
olacak sekilde pH ayarlanmasi yapilan MRS besiyerlerine aktiflestirilen kiiltiirlerden %
0.1 oraninda paralel asilama yapilmistir. Bu Kkiiltlirler, 30°C’de 5 giin siire ile

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda 10 mL MRS besiyerlerinde gelismis kiiltiirlere protein ve hiicre
coktiirme islemleri ve EPS izolasyonu i¢in gerekli islemler yapilmistir. Elde edilen EPS

peletleri hidrolize edildikten sonra DNS yontemi ile seker analizi gerceklestirilmistir.

3.2.3.4 Farkli NaCl konsantrasyonlarinin EPS iiretimine etkisi

Laktik asit bakterilerinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda EPS iiretim miktarlarini
incelemek amaciyla, kiiltiirler 30°C’de 48 saat siire ile MRS sivi besiyerinde

aktiflestirilmistir.

NaCl konsantrasyonlart %0, %3 ve %6 olacak sekilde normal MRS besiyeri bilesimine

NaCl ilave edilmigstir. NaCl ilave edilerek hazirlanan besiyerlerine, aktiflestirilen
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kiiltiirlerden % 0.1 oraninda paralel asilama yapilmistir. Bu kiiltiirler, 30°C’de 5 giin

siire ile inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda 10 mL MRS besiyerlerinde gelismis kiiltiirlere protein ve hiicre
coktlirme iglemleri ve EPS izolasyonu i¢in gerekli islemler yapilmistir. Elde edilen EPS

peletleri hidrolize edildikten sonra DNS yontemi ile seker analizi gerceklestirilmistir.

3.2.3.5 Farkh seker kaynaklarimmin EPS iiretimine etkisi

Laktik asit bakterilerinin EPS iiretimine farkli sekerlerin etkisini incelemek amaciyla,

kiiltiirler 30 °C’de 48 saat siire ile MRS s1v1 besiyerinde aktiflestirilmistir.

Normal MRS bilesimine, seker tiirleri farkli olacak sekilde, %2 oranlarinda glikoz,
laktoz ve fruktoz ayri ayr ilave edilerek ii¢ farkli besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan
besiyerlerine aktiflestirilen kiiltiirlerden % 0.1 oraninda asilama yapilmistir. 30°C’de

5 giin stire ile inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon sonunda 10 mL MRS besiyerlerinde gelismis kiiltiirlere protein ve hiicre
coktiirme islemleri ve EPS izolasyonu i¢in gerekli islemler yapilmistir. Elde edilen EPS

peletleri hidrolize edildikten sonra DNS yontemi ile seker analizi yapilmstir.

3.2.3.6 Farkh azot kaynaklarinin EPS iiretimine etkisi

Laktik asit bakterilerinin EPS ftretimine farkli azot kaynaklarinin etkisini incelemek

amaciyla, kiiltlirler 30°C’de 48 saat siire ile MRS siv1 besiyerinde aktiflestirilmistir.

Normal MRS bilesimindeki azot kaynaklarindan farkli olarak %1 oraninda sodyum
nitrat, amonyum siilfat ve normal MRS besiyeri bilesiminde de yer alan bacto-pepton

olmak iizere li¢ farkli azot kaynag ilave edilerek besiyerleri hazirlanmistir. Hazirlanan
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besiyerlerine aktiflestirilen kiiltiirlerden % 0.1 oraninda asilama yapilmis, 30°C’de 5

giin siire ile inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda 10 mL MRS besiyerlerinde gelistirilen kiiltiirlere protein ve hiicre
coktlirme iglemleri ile EPS izolasyonu i¢in gerekli iglemler yapilmistir. Elde edilen EPS

peletleri hidrolize edildikten sonra DNS yontemi ile seker analizi gerceklestirilmistir.

3.2.3.7 Farkh mineral kaynaklarin EPS iiretimine etkisi

Laktik asit bakterilerinin EPS tretimine farkli mineral maddelerin etkisini incelemek
amaciyla, Oncelikle kiiltirler 30°C’de 48 saat siire ile MRS sivi besiyerinde

aktiflestirilmistir.

Farkli mineral kaynaklar1 olarak %0.5 oraninda demir kloriir (FeCl;), %2 oraninda
kalsiyum karbonat (CaCOs3) ilave edilmis ve katki ilavesi olmayan normal MRS besiyeri
bilesimi olmak {izere farkli besiyerleri hazirlanmigtir. Hazirlanan besiyerlerine
aktiflestirilen kiiltiirlerden % 0.1 oraninda paralel tiiplere asilama yapilmis ve 30°C’ de

5 giin siire ile inkiibasyona birakilmstir.

Inkiibasyon sonunda 10 mL siv1 besiyerlerinde gelistirilmis kiiltiirlere protein ve hiicre
coktlirme iglemleri ve EPS izolasyonu i¢in gerekli islemler yapilmistir. Elde edilen EPS
peletleri hidrolize edildikten sonra DNS yontemi ile seker analizi gerceklestirilmigtir.

Tim denemeler 2 paralel olarak gercgeklestirilmistir. Tim deneme sonuglarinda EPS

tiretimleri glikoz es degeri cinsinden mg/L olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan bu calismada, EPS iireticisi olarak belirlenen 10 adet laktik asit bakteri
susunun EPS iiretimi {izerine farkli sicaklik, siire ve pH gibi ortam kosullari; ayrica

besiyeri bilesimlerinin etkileri incelenmistir.

4.1 Farkh Inkiibasyon Siirelerinin EPS Uretimine Etkisi

EPS iiretiminde farkli inkiibasyon siirelerinin etkisini incelemek amaciyla bakteri
ornekleri 30°C inkiibasyon sicakliinda 48 saat (2.giin), 120 saat (5.glin) ve 192 saat
(8.giin) inkiibasyon siirelerinde gelistirilmistir. Bakteri orneklerinin  belirtilen
inkiibasyon siireleri sonunda iirettikleri EPS miktar1 sekil 4.1 ve cizelge 4.1° de

goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Laktik asit bakterilerinin 30°C’de farkli inkiibasyon siirelerinde inkiibasyon
sonunda EPS iiretim miktarlar1 (mg/mL)

No 2.gln 5.glin 8.glin

El 239.95 + 24.62 313.60 + 9.65 28748 + 17.97
E2 410.78 + 3.33 405.60 + 5.32 42066 + 9.32
E3 193.60 + 4.33 221.60 + 9.32 287.72  + 24.29
E4 26395 + 24.62 31266 + 12.98 35431 + 6.66
E5 333.84 £+ 10.32 34513 £ 9.65 33289 + 7.65
E6 293.13 + 3.33 277.84 + 1497 321.84 + 15.97
E7 408.66 + 9.65 404.89 + 24.96 381.13 + 5.32
E8 279.01 + 0.00 267.01 + 1.66 33031 + 31.94
E9 51548 + 16.97 44466 + 2.00 447.25 + 18.30
E10 386.78 + 19.97 397.13 + 5.99 428.19 + 19.97
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Sekil 4.1 Laktik asit bakterilerinin 30°C’de farkli inkiibasyon siirelerinde inkiibasyonu
sonunda EPS iiretim miktarlar1 (mg/L)

En yiiksek EPS iiretimi 515.48+16.97 mg/L ile E9 Orneginin 48 saat inkiibasyonu
sonunda gergeklesmistir. 48 saat inkiibasyon sonunda, en diisiik EPS {iretimi ise 193.60
+4.2 mg/L ile E3 orneginde tespit edilmistir. 120 saat inkiibasyon siiresinde, yine E9
ornegi 444.66+2.0 mg/L ile en yiiksek EPS tiretimini gostermistir. 120 saat inkiibasyon
stiresinde en diisiik EPS tiretimi 221.60+9.32 mg/L ile E3 o6rneginde gerceklesmistir.
192 saat inkiibasyon siiresi sonunda, en yiiksek EPS diretimi yine E9 orneginde
447.25+18.30 mg/L olarak bulunurken, en diisiik EPS iiretimi 287.48+17.47 mg/L ile
E1l orneginde tespit edilmistir. Biitiin inkiibasyon siirelerinde en yliksek EPS fiiretim
miktart E9 6rneginde elde edilmistir. 48 ve 120 saat inkiibasyon sonunda ikinci en
yiiksek EPS iiretimi (sirasiyla, 410.78+3.33 mg/L, 405.60+5.32 mg/L) E2 Orneginde
belirlenmigstir. 192 saat inkiibasyon sonunda ise ikinci en yiisek EPS iiretimi

(428.19£19.97 mg/L) E10 6rnegi olarak belirlenmistir.

Ozet olarak, en yiiksek EPS iiretimleri E7 ve E9 orneklerinde 48 saat; E1 ve E5
orneklerinde 120 saat; E2, E3, E4, E6, E8, E10 6rnekleri i¢in ise 192 saat inkiibasyon
siiresi sonunda elde edilmistir. Genel olarak, yiiksek miktarda EPS iireticisi suslar i¢in 2
giin inkiibasyon siiresi yeterli olurken, diisiik EPS iireticisi suglarda 8 giine kadar

uzayabilmektedir
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Yilmaz (2006) Bacillus suslarmin 24, 48, 72 saat inkiibasyon siirelerinin denemis ve en
yiiksek EPS iiretiminin B.sphaericus 7055 (67 mg/L) ve B.subtilus 1404 (66 mg/L)

suslar tarafindan 48 saat inkiibasyon sonunda elde edildigini belirtmistir.

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (B3, G12) ve Streptococcus thermophilus
(W22) suslar1 ile MRS ve M17 besiyerlerinde EPS iiretimi icin farkli inkiibasyon
stireleri (5, 8, 10, 18, 32 ve 48 saat) denenmis ve en yiiksek EPS iiretimi 18 saatlik
inkiibasyon sonunda, bu bakteriler i¢in, sirasiyla 220, 152 ve 120 mg/L olarak tespit
edilmistir (Aslim 2005b).

4.2 Farkh Sicakhik Degerlerinin EPS Uretimine Etkisi

Bakteri oOrneklerinin EPS {iretiminde farkli inkiibasyon sicakliklarinin etkisini
incelemek amaciyla bakteri 6rnekleri 120 saat inkiibasyon siiresinde 20°C, 30°C ve
37°C inkiibasyon sicakliklarinda gelistirilmistir. 120 saat inkiibasyon siiresinde 20°C,
30°C ve 37°C inkiibasyon sicakliklarindaki EPS iiretim miktarlar1 sekil 4.2 ve gizelge

4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2 Laktik asit bakterilerinin farkli sicakliklarda 5 giin inkiibasyon sonunda EPS
tiretim miktarlar1 (mg/L)

No 20°C 30°C 37°C

El 124.92 + 6.58 306.93 + 5.12 149.22 + 4.39
E2 228.85 + 5.85 377.50 + 7.68 56.15 + 292
E3 100.10 + 292 215.67 + 4.75 72.18 + 951
E4 161.37 + 5.48 308.74 + 841 68.56 + 4.39
E5 205.32 + 6.95 335.88 + 8.04 84.59 + 219
E6 110.19 + 475 283.66 + 10.97 106.57 + 13.53
E7 279.52 + 219 408.53 + 29.61 178.70 + 4.39
E8 162.93 + 14.99 277.97 + 16.82 97.78 + 5.48
E9 418.09 + 7.31 433.61 + 7.31 174.82 + 10.60
E10 273.06 + 6.22 401.29 + 841 177.92 + 9.87
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Sekil 4.2 Laktik asit bakterilerinin farkli sicakliklarda 5 giin inkiibasyon sonunda EPS
tiretim miktarlar1 (mg/L)

Biitiin 6rneklerde en yiiksek EPS iiretimi 30°C inkiibasyon sicakliginda elde edilirken,
en diisiik EPS iiretiminin gergeklestigi sicaklik ise 37°C olarak belirlenmistir. 30°C
sicaklikta en yliksek EPS iiretimi E9 ve E7 6rneklerinde, sirastyla, 433.61+£7.31 mg/L ve
408.53+£29.61 mg/L olarak gergeklesmistir. 30°C sicaklikta en diisiik EPS iiretimi
215.67+4.75 mg/L ile E3 orneginde belirlenmistir. 20°C sicaklikta en yiiksek EPS
tretimi E9 ve E7 Orneklerinde, sirasiyla, 418.09+7.03 mg/L ve 279,52+6.95 mg/L
olurken, en diisiik EPS iiretimi ise E3 6rnegi ile 100.10+£2.92 mg/L olarak belirlenmistir.
Tiim ornekler icin en diisiik EPS miktarlarin1 veren 37°C sicaklikta en yiiksek EPS
miktar1 i¢in birbirine yakin sonuglar birden fazla 6érnekte elde edilmistir. Bu 6rnekler
strastyla 178.70+4.39 mg/L ile E7, 177.92+9.87 mg/L ile E10 ve 174.82+10.60 mg/L ile
E9 olarak belirlenirken, en diisiikk EPS miktar1 ise E2 6rnegi ile 56.15+2.92 mg/L olarak
tespit edilmisgtir.

Nichols vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, Pseudomonas sp. CAMO025 susunun
EPS verimleri -2°C ve 10°C’ de 20°C’ ye gore 30 kat daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.
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Kimmel vd. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus RR susu ile farkli inkiibasyon sicakliklari (35, 38, 40, 45 °C) denenmis ve en
yiiksek EPS iiretimi (295 mg/L) 38°C’de elde edilmistir.

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (B3, G12) ve Streptococcus thermophilus
(W22) suslart ile MRS ve M17 besiyerlerinde farkli sicakliklarda (30, 37, 42, 45°C)
inkiibasyon sonunda, tiim suslar i¢in en yliksek EPS {iretiminin (sirasiyla, 263 mg/L,

238 mg/L ve 57 mg/L) 45°C sicaklikta gerceklestigi bildirilmistir (Aslim 2005b).

Zhang vd. (2011) tarafindan skim milk besiyerinde gelistirilen Lactobacillus fermentum
F6 bakterisinin gelisimi ve EPS firetimi ile ilgili yapilan ¢alismada optimum gelisme
37°C’ de gerceklesirken 25, 30, 37 ve 42°C sicakliklarindaki en yiiksek EPS
tiretimlerinin sirasiyla, 8.18, 8.86, 14.75 ve 12.90 mg/L olarak bulundugu belirtilmistir.

4.3 Ortam pH’sinin EPS Uretimine Etkisi

Mikroorganizmalar gelisimleri i¢in farkli pH degerlerine ihtiya¢c duymaktadir. Bakteri
orneklerinin MRS besiyerinin normal pH’s1 olan 5.8 degerinden farkli olarak pH’s1 5.0,
6.0 ve 7.0’ye ayarlanmis besiyerlerinde 30°C’de 5 giin inkiibasyon sonunda iirettikleri

EPS miktarlar sekil 4.3 ve ¢izelge 4.3 de goriilmektedir.

Tiim Orneklerde, en yiiksek EPS firetimleri pH 6.0 ile saglanirken, en diisiik EPS
tiretimleri pH 7.0’de elde edilmistir. Tiim 6rnekler arasinda en yiiksek EPS iiretimini pH
6.0’da 470.47+8.04 mg/L ile E9 6rnegi saglamis olup, pH 6.0’da en diisiik EPS iiretimi
243.48+10.24 mg/L ile E3 6rneginde goriilmistiir. Tiim Ornekler i¢inde en diisiik EPS
tiretimi ise pH 7.0” de 85.52+10.60 mg/L ile E3 6rneginde belirlenmistir. pH 7.0’de en
yiiksek EPS iiretimi 326.21+30.71 mg/L ile E9 6rneginde belirlenmistir. pH 5.0’de en
ylksek EPS tiretimi 346.89+5.85 mg/L E9 6rneginde bulunurken, en diistik EPS iiretimi
118.10+14.99 mg/L ile E3 6rneginde belirlenmistir. Sonug olarak; tiim pH degerlerinde
en yiiksek EPS iretimi E9 Orneginde belirlenirken en diisiik EPS iiretimi ise E3

orneginde bulunmustur.
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Cizelge 4.3 Laktik asit bakterilerinin farkli pH degerlerinde 30°C’de 5 giin inkiibasyon
sonunda EPS iiretim miktarlari (mg/L)

No pH5 pH 6 pH 7

E1 187.90 + 5.48 [331.38 + 8.04 [111.89 + 15.72
E2 255.12 + 6.22 |396.27 + 2.56 |231.07 + 12.43
E3 118.10 + 14.99 |243.48 + 10.24 |85.52 + 10.60
E4 192.29 + 4.39 [334.74 + 1.83 |180.14 + 4.02
ES 205.74 + 21.94 [346.64 + 5.48 |[162.05 + 6.95
E6 159.46 + 13.53 [305.27 + 16.45 |129.73 + 4.39
E7 316.91 + 5.12 [419.02 + 9.14 |[282.26 + 5.12
ES 164.37 + 10.97 [293.38 + 1.83 |166.18 + 8.41
E9 346.89 + 5.85 |470.47 + 8.04 [326.21 + 30.71
E10 313.54 + 5.48 [388.26 + 9.51 [295.19 + 8.04
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Sekil 4.3 Laktik asit bakterilerinin farkli pH degerlerinde 30°C’de 5 giin inkiibasyon
sonunda EPS iiretim miktarlar1 (mg/L)
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Ko vd. (2000) Hahella chejuensis bakterisi ile EPS iiretiminde, en yiiksek EPS verimini
pH 6.0 ile pH 8.0 arasinda, 6zellikle pH 7.0’de (9.19 g/L) elde etmisler, pH 5.0’in

altinda ve pH 9.0’un iizerinde verimin diistiigiinii belirtmislerdir.

Gorret vd. (2001) Propionibacterium acidi-propionici bakterisi ile denenen biitiin pH
degerlerinde organik asit iiretimi ve biyokiitle artist goriiliirken, sadece pH 5.3-6.5
arasinda EPS iiretimi gerceklestirdigini bildirmislerdir. En yiiksek EPS tiretimi pH 6.0’
da 310 mg/L olarak bulunmustur.

Gassem vd. (1997) tarafindan yapilan c¢alismada, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus RR ile siirekli fermentorde, fermantasyon substrati olarak proteini
uzaklastirilmig laktoz, kazamino asit ve amonyum klorid eklenmis peynir alt1 suyu
besiyerinde gerceklestirilen tliretimde pH 6.5°da EPS konsantrasyonu 1.55-2.13 g/L
araliginda, pH 5.2°de ise EPS konsantrasyonu 0.6-1.06 g/L araliginda belirlenmistir.

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (B3, G12) ve Streptococcus thermophilus
(W22) suslan ile yapilan bir calismada, MRS ve MI17 besiyerlerinde farkli pH
degerlerinde (4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.2, 7.0) en yiikksek EPS iiretimi Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus suslari igin pH 6.2° de (B3: 211 mg/L, G12: 175 mg/L),
Streptococcus thermophilus susu i¢in de pH 6.8’de (114 mg/L) bulunmustur (Aslim vd.
2005b).

Zhang vd. (2011) tarafindan skim milk besiyerinde gelistirilen Lactobacillus fermentum
F6 bakterisinin gelisimi ve EPS iretimi ile ilgili yapilan calismada yiiksek pH
degerlerinde (6.0, 6.5, 7.0) daha yiiksek miktarlarda EPS iiretimi gergeklesirken en
ylksek EPS iiretimi (14.61 mg/L, 32 saat) pH 6.5’da tespit edilmistir.

Bu calismada elde edilen EPS miktarlari, Gassem vd. (1997) ve Ko vd. (2000)
tarafindan elde edilen degerlerden diisiik, Gorret vd. (2001) tarafindan elde edilen
degerlere benzer, Aslim vd. (2005b) ve Zhang vd. (2011) tarafindan elde edilenlerden
ylksek olarak belirlenmistir.
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4.4 Farkh NaCl Konsantrasyonlarimin EPS Uretimine Etkisi

Bakteri 6rneklerinin, %0, %3 ve %6 NaCl ilave edilen besiyerlerinde 30°C’de 5 giin

inkiibasyon sonunda EPS {iretim miktarlar1 incelenmis, sonuglar ¢izelge 4.4 ve sekil

4.4’ de ozetlenmistir.

Cizelge 4.4 Laktik asit bakterilerinin farkli konsantrasyonlarda NaCl igeren
besiyerlerinde 30°C’de 5 giin inkiibasyon sonunda EPS {iretim

NaCl konsantrasyonu

miktarlart (mg/L)
No % 0 NaCl % 3 NaCl % 6 NaCl
E1l 344.57 + 10.60 103.62 + 2.56 47.26 + 9.87
E2 445.65 + 5.85 164.37 + 5.85 72.34 + 9.51
E3 243.48 + 1024 101.55 + 987 42.09 + 329
E4 343.53 + 1426 |83.45 + 768 59.41 + 1097
E5 379.21 +  10.60 162.05 + 1938 |61.74 + 329
E6 305.27 + 1645 22539 + 1170 |38.73 + 073
E7 444.88 + 27.42 224.87 + 11.70 154.03 + 0.00
E8 293.38 + 183 80.61 + 366 60.44 + 146
ES 488.57 + 2.19 192.55 + 4.02 168.51 + 5.85
E10 436.35 + 6.58 181.44 + 13.89 96.90 + 7.68
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Sekil 4.4 Laktik asit bakterilerinin farkli konsantrasyonlarda NaCl i¢eren besiyerlerinde

30°C’de 5 giin inkiibasyon sonunda EPS {iretim miktarlar1 (mg/L)
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Tim oOrneklerde, NaCl ilavesi ile EPS iiretim miktarlarinin diistiigii, en yiiksek EPS
tiretiminin hi¢ NACI ilave edilmemis besiyerlerinde elde edildigi tespit edilmistir. Daha
onceki siire, sicaklik ve pH denemelerinde oldugu gibi, en yliksek EPS (488.57+2.19

mg/L) iireten bakteri susu, NaCl icermeyen besiyerinde gelisen E9 6rnegi olmustur.

E9 6rnegini takip eden en yiiksek EPS iiretim miktarlari, sirasiyla, 445.65+5.85 mg/L ile
E2, 444.88+27.42 mg/L ile E7 ve 436.35+6.58 mg/L ile E10 6rneklerinde belirlenmistir.
Tiim orneklerde en diisiik EPS iiretim miktarlar1 % 6 NaCl ilave edilen besiyerlerinde
gerceklesmistir. En diisiik EPS iiretimi 38.73+0.73 mg/L ile % 6 NaCl igeren
besiyerinde E6 Orneginde bulunmustur. En yiiksek EPS fiiretim miktarlarinin tespit
edildigi NaCl icermeyen besiyerinde, en diisiik EPS tiretimi 243.48+10.24 mg/L ile E3
orneginde belirlenmistir. En diisiik EPS iiretim miktarlariin belirlendigi % 6 NaCl
iceren besiyerinde ise en yiiksek EPS {iretimi 168.51+£5.85 mg/L olarak E9 0rnegi ile
elde edilmistir. % 3 NaCl i¢eren besiyerlerinde ise en yiiksek EPS tiretimi 225.39+11.70
mg/L ile E6 6rneginde belirlenirken, en diisiik EPS {iretimi 80.61£3.66 mg/L ile E8
orneginde tespit edilmistir. % 3 NaCl ilave edilmis besiyerinde en yiiksek EPS
tiretiminin (225.39+£11.70 mg/L) goriildiigii E6 6rneginin % 6 NaCl igeren besiyerinde
en diistik EPS tretimi (38.73+£0.73 mg/L) gergeklestirdigi belirlenmistir. Bu verilere
dayanarak, NaCl ilavesinin EPS iiretimini olumsuz etkiledigi; buna karsin % 3’e kadar

NaCl igeren ortamlarda ise en etkili bakteri susunun E6 6rnegi oldugu sdylenebilir.

Ko vd. (2000) % 0-20 (w/v) NaCl konsantrasyonlari arasinda en yiiksek EPS tiretimini
% 1 oraninda NaCl ilave edildiginde elde etmisler, optimum degerin iizerindeki

ilavelerde ise EPS iiretiminin diistiigiinii belirtmislerdir.

4.5 Farkh Seker Kaynaklarinin EPS Uretimine Etkisi

Glikoz, fruktoz ve laktoz olmak iizere farkli seker kaynaklarimi igeren besiyerlerinin
EPS f{iretimine etkisini incelemek amaciyla, bakteri Orneklerinin 30°C’de 5 giin

inkiibasyon sonunda EPS {iretim miktarlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5).
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Cizelge 4.5 Laktik asit bakterilerinin farkli sekerler igeren besiyerlerinde 30°C’de 5 giin
inkiibasyon sonunda EPS iiretim miktarlar1 (mg/L)

No Glikoz Fruktoz Laktoz
El 293.48 + 3.88 21299 + 10.49 29293 + 1243
E2 35198 + 6.60 217.11 + 16.32 165.47 + 10.88
E3 200.36 + 5.83 167.39 + 26.03 179.21 + 3.88
E4 389.62 + 9.32 367.37 + 7.38 293.75 £ 19.03
E5 32012 + 1.94 227.00 + 47.39 302.27 £ 13.98
E6 24156 + 12.04 19761 + 7.38 24156 £+ 5.05
E7 34731 + 855 188.55 + 4.66 319.30 £ 13.21
E8 26546 + 0.78 206.40 + 22.14 248.15 + 6.60
E9 440.71 + 10.10 22425 £ 9.32 429.45 + 6.60
E10 423.68 + 9.32 237.71 + 5.83 419.01 + 22.14
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Sekil 4.5 Laktik asit bakterilerinin farkli sekerler igeren besiyerlerinde 30°C’de 5 giin
inkiibasyon sonunda EPS iiretim miktarlar1 (mg/L)

Tiim oOrnekler i¢in en yiksek EPS {iretim degerleri glikoz igeren besiyerinde

bulunmustur. Glikoz igeren besiyerinde en yliksek EPS iiretimi E9 ve E10 bakterileri
ile, sirastyla, 440.71+10.10 mg/L ve 423.68+9.32 mg/L olarak tespit edilmistir. Laktoz
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iceren besiyerinde de yine ayni bakteriler ile, sirasiyla, 429.45+6.60 mg/L ve
419.01+22.14 mg/L miktarlarinda, glikoz i¢eren besiyerindeki degerlere yakin sonuglar
elde edilmistir. Glikoz igeren besiyerinde liclincii en yiiksek EPS iiretimi 389.624+9.32
mg/L olarak E4 6rneginde belirlenmistir. Glikoz ve fruktoz igeren besiyerinde en diisiik
EPS {iretimleri, sirastyla, 200.36+5.83 mg/L ve 167.39+26.03 mg/L olmak iizere E3
orneginde belirlenmistir. Fruktoz iceren besiyerinde, diger denemelerdekinden farkli
olarak E4 ornegi 367.37+7.38 mg/L ile en yiiksek EPS iireten sus olup, E4 Ornegini
237.71+£5.83 mg/L ile E10 o6rnegi takip etmektedir. E9 6rnegi ise 224.25+9.32 mg/L ile
dordiincii en yiiksek EPS {iireten sus olmustur. Laktoz igeren besiyerinde de en yiiksek
EPS iiretimi, diger denemelerde de sik sik goriildiigli gibi, 429.45+6.60 mg/L ile E9
ornegi olarak belirlenirtken, E9 6rnegini 419.01+22.14 mg/L ile E10 ornegi takip
etmektedir. Laktoz iceren besiyerinde en diisiik EPS {iretimi 165.47+10.88 mg/L ile E2
orneginde belirlenmistir. Tiim bu veriler 1s181nda, biitiin bakteriler arasinda her zaman
ikinci en yiiksek EPS iiretimi elde edilen E10 6rneginin, diger bakteri suslarina kiyasla,
EPS iiretim yeteneginin seker kaynagindan en az etkilendigi sdylenebilir. Glikoz ve
laktoz igeren besiyerinde en yiiksek EPS iiretimi gosteren E9 6rneginin fruktoz iceren
besiyerinde dordiincii sirada EPS iiretmesi (224.25+9.32 mg/L), fruktoz besiyerinin bu
bakteri lizerinde olumsuz etkisini gdstermektedir. Fruktoz iceren besiyerinde en yiiksek
EPS iiretimi (367.37+7.38 mg/L) goriilen E4 6rneginin EPS iiretiminde fruktoz iceren

besiyeri tesvik edici olmustur.

Wu vd. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, bir monosakkarit olan fruktoz igeren
besiyerinde, disakkarit (sakkaroz ve laktoz) igeren besiyerlerinkinden daha yiiksek EPS
tiretimi elde edilmistir. Bu bulgu, bizim ¢alismamizda da en yiiksek EPS {iretim

degerlerinin glikoz igeren besiyerinde bulunmasini desteklemektedir.

Ko vd. (2000) ise, Wu vd. (2008)’in belirttiginin aksine, bir disakkarit olan sakkaroz

karbon kaynagi olarak secildiginde en yiiksek EPS iiretimine ulagsmistir.

Yilmaz (2006), B.sphaericus 7055 ve B.subtilus 1404 suslar ile % 1 oraninda farkli

karbon kaynaklari (glikoz, sakkaroz, fruktoz ve maltoz) iceren besiyerlerinde en yiiksek

47



EPS iiretiminin (sirasiyla, 1038 mg/L ve 884 mg/L) 48 saat inkiibasyon sonunda fruktoz
igeren besiyerinde gergeklestigini bildirmistir. Ayrica, B.sphaericus 7055 ve B.subtilus
1404 suslan i¢in farkli fruktoz konsantrasyonlar1 denenmis ve en yliksek EPS
tiretiminin (sirasiyla, 1170 mg/L ve 1133 mg/L) % 2.5 fruktoz iceren besiyerinde

bulundugu rapor edilmistir.

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (B3, G12) ve Streptococcus thermophilus
(W22) suslar1 ile MRS ve M17 besiyerlerinde farkli karbon kaynaklar1 (sakkaroz,
fruktoz, laktoz, glikoz) ve glikoz konsantrasyonlart (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 g/L)
incelenmis ve en yiksek EPS iiretimi i¢in karbon kaynagi glikoz ve glikoz
konsantrasyonu 30 g/L olarak bulunmustur. Glikoz konsantrasyonu 30 g/L olan
besiyerlerinde Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (B3, G12) ve Streptococcus
thermophilus (W22) suslart i¢in en yiiksek EPS {iretimleri, sirasiyla, 224 mg/L, 255
mg/L ve 174 mg/L olarak bulundugu bildirilmistir (Aslim vd. 2005b).

Zhang vd. (2011) tarafindan Lactobacillus fermentum F6 bakterisi ile EPS iiretimi
lizerine yapilan ¢aligmada glikoz, fruktoz, galaktoz ve laktoz olmak iizere farkli karbon
kaynaklarmin % 2 oraninda (w/v) ilave edildigi skim milk besiyerinde, 48 saat
inkiibasyonu sonunda, en yiiksek EPS degeri (33.05 mg/L) glikoz igeren besiyerinde

elde edilmistir.

4.6 Farkh Azot Kaynaklarimin EPS Uretimine Etkisi

Bakteri 6rneklerinin amonyum siilfat ((NH4)2SO4), sodyum nitrat (NaNO;) ve bacto
pepton olmak {izere farkli azot kaynaklari ilave edilmis besiyerlerinde, 30°C’de, 5 giin

inkiibasyon sonunda iirettikleri EPS miktarlar ¢izelge 4.6 ve sekil 4.6’da goriilmektedir.
En yiiksek EPS iiretimi E9 bakterisi ile, bacto pepton ve NaNOs iceren besiyerlerinde,

sirastyla, 447.58+3.50 mg/L. ve 444.28+2.72 mg/L olarak birbirine ¢ok yakin

belirlenmistir. Ikinci en yiiksek EPS iiretim miktar1 E10 &rnegi ile, bacto pepton ve
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NaNOj; igeren besiyerlerinde, sirasiyla, 420.66+£8.16 mg/L ve 417.09+2.33 mg/L olarak

yine birbirine ¢ok yakin bulunmustur.

Cizelge 4.6 Laktik asit bakterilerinin farkli azot kaynaklar1 ilave edilmis besiyerlerinde
30°C’ de 5 giin inkiibasyon sonunda EPS {iiretim miktarlar1 (mg/ L)

No NaNO; (NH,4),S0, Bacto Pepton
E1l 262.16 + 6.99 152.01 + 2.72 303.64 + 4.27
E2 349.51 + 233 269.85 + 6.99 359.68 + 3.50
E3 189.09 + 3.88 184.70 + 4.66 208.60 + 8.93
E4 379.45 + 7.38 305.01 + 4.66 393.19 + 12.82
E5 315.73 + 2.72 237.44 + 15.54 319.02 + 6.60
E6 239.64 + 5.44 158.06 + 8.93 252.00 + 7.38
E7 350.34 + 1.94 321.22 + 8.16 353.91 + 4.66
E8 245.13 + 233 179.48 + 194 269.85 + 6.22
E9 444 .28 + 2.72 370.11 + 8.16 447.58 + 3.50
E10 417.09 + 2.33 364.89 + 6.99 420.66 + 8.16
— F
500.00
450.00 —E2
400.00 — — E3
350.00 —_— / —Fd
= 300.00 -
= e 5
£ 250.00 -
0 - s £ 6
2. 200.00 —
150.00 E7
100.00 ES
50.00 E9
0.00 . . . E10
NaNO3 (NH4)2s04 Bacto Pepton
Azot Kaynagi

Sekil 4.6 Laktik asit bakterilerinin farkli azot kaynaklari ilave edilmis besiyerlerinde
30°C’de 5 giin inkiibasyon sonunda EPS {iiretim miktarlar1 (mg/L)

En diisiik EPS {iretim miktarlari ise E6 ve E1 6rneginde, sirastyla, 152.01£2.72 mg/L ve
158.06+£8.93 mg/L olarak (NH4),SO4 iceren besiyerinde belirlenmistir. En diisiik EPS
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tiretimlerinin gerceklestigi amonyum siilfat besiyerindeki en yiiksek EPS iireten suslar
370.11£8.16 mg/L ile E9 ve 364.89+6.99 mg/L ile E10 ornekleri olarak tespit
edilmistir. En yiiksek EPS {iretimlerinin gergeklestigi bacto pepton ve sodyum nitrat

iceren besiyerindeki en diisiik EPS {ireten sus ise E3 olmustur.

Wu vd. (2008) Pleurotus citrinopileatus ile farkli azot kaynaklarinin (yeast pepton,
keramine HD, hidrolize sebze proteini, bacto pepton, NaNO; ve (NH4),SO4) EPS
tiretimine etkisini inceledikleri ¢alismada en yliksek EPS {iretimi (1.87 g/L) organik
azot kaynag1 % 2.5 yeast pepton ilaveli besiyerinde bulundugunu bildirmislerdir. Bacto
pepton, NaNOs ve (NH4),SOy ilaveli besiyerlerinde EPS iiretimleri, sirasiyla, 470 mg/L,
120 mg/L ve 110 mg/L olarak bulunmustur. Organik azotlarin EPS sentezi i¢in gerekli
esansiyel aminoasitler icermesi nedeniyle inorganik azotlardan daha yiiksek EPS

tiretimi sagladigi ileri siiriilmiistiir.

Kuntiya vd. (2010) yetersiz veya fazla azot konsantrasyonlarinin EPS iiretimini olumsuz
yonde etkiledigini, diisiik azot konsantrasyonlarinin polisakkarit liretimi i¢in daha

uygun oldugunu bildirmislerdir.

4.7 Farkh Minerallerin EPS Uretimine EtKkisi

Bakteri o6rneklerinin % 2 CaCOs, % 0.5 FeClj ilave edilmis ve normal MRS besiyerinde
30°C’de 5 giin inkiibasyon sonunda {irettikleri EPS miktarlar ¢izelge 4.7 ve sekil 4.7°de

verilmistir.

En yiiksek EPS fireten bakteri ornegi (512.81+8.29 mg/L) CaCO3 ilave edilmis
besiyerinde gelisen E10 susu olmustur. CaCOs igeren besiyerinde en yiiksek EPS iireten
E10 bakteri susu FeCls ilaveli besiyerinde de en yiiksek EPS (460.65+12.43 mg/L)
iireten sus olmustur. Ikinci en yiiksek EPS iiretimleri, sirastyla, 454.21+5.80 mg/L
438.09+2.90 mg/L olarak CaCO; ve FeCl; igeren besiyerlerinde E9 bakteri susu olarak

bulunmustur.
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Cizelge 4.7 Laktik asit bakterilerinin farkli mineral katkili besiyerlerinde 30°C’de 5 giin
inkiibasyon sonunda EPS iiretim miktarlar1 (mg/L)

No CaCO; FeCl; Kontrol
E1l 299.80 + 4.56 279.87 + 0.41 303.61 + 3.31
E2 327.34 + 2.90 322.94 + 4.14 352.24 + 5.80
E3 233.87 + 7.46 240.32 + 15.75 207.80 + 2.90
E4 246.76 + 8.29 343.45 + 22.38 376.27 + 8.29
E5 326.17 + 7.04 265.81 + 2.07 315.62 + 2.90
E6 272.26 + 5.39 263.17 + 6.63 258.78 + 8.70
E7 365.43 + 7.04 350.49 + 3.31 343.45 + 6.63
E8 284.85 + 3.31 258.78 + 10.36 264.93 + 1.66
E9 454.21 + 5.80 438.09 + 2.90 437.21 + 4.14
E10 512.81 + 8.29 460.65 + 12.43 428.42 + 5.80
—]
600.00
—
500.00 E3
— 4
_ 400.00
=l /_4 —
3 E5
£ 300.00 SQA‘— —E6
2 = —
* 200.00 — E7
E8
100.00
E9
0.00 T T ) E10
CaCOo3 FeCI3 Kontrol
Mineral Kaynagi

Sekil 4.7 Laktik asit bakterilerinin farkli mineral katkili besiyerlerinde 30°C’de 5 giin
inkiibasyon sonunda EPS iiretim miktarlar1 (mg/L)

CaCO; ve FeClsilavesi E4 ve E2 6rneklerinde EPS {iretimini olumsuz yonde etkilerken,
El ve E5 orneklerinde ise FeCl; ilavesi EPS iiretimini olumsuz etkilemistir. CaCO3 ve
FeCl; ilavesi diger suslar icin EPS {iretimini artiric1 etkide bulunmustur. En diisitk EPS

tiretim miktar1 (207.80+2.90 mg/L) ise herhangi bir ilave olmayan kontrol besiyerinde
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gelismis E3 bakterisi ile elde edilmistir. Genel olarak denemelerde E9 6rnegi birinci,
E10 6rnegi ikinci en yiiksek EPS iiretimi saglarken; mineral katkili besiyerlerinde E10
ornegi birinci, E9 6rnegi ise ikinci en yiiksek EPS iireten sus olmustur. Bu bilgilerin
1s1ginda E10 6rneginde mineral ilavesinin daha etkili bir faktér oldugu sdylenebilirken,
E9 6rnegi i¢in de diger tiim denemelerdekine oranla en yiiksek EPS iiretimi sonucunu

veren en etkili faktér olmustur.
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5. SONUC

Bu calismanin sonuglar1 agagidaki sekilde 6zetlenebilir.

1. Deneme kapsamindaki laktik asit bakterileri arasinda, 6ncelikle E9 olmak iizere, E2,

E7 ve E10 6rnekleri en basarili EPS iireticisi suslar olarak belirlenmistir.

2. En yiiksek EPS tiretimleri E7 ve E9 6rneklerinde 48 saat; E1 ve ES 6rneklerinde 120
saat; E2, E3, E4, E6, E8, E10 ornekleri i¢in ise 192 saat inkiibasyon siiresi sonunda elde
edilmistir. Genel olarak, yiiksek miktarda EPS iireticisi suslar i¢in 2 giin inkiibasyon

stiresi yeterli olurken, diigiik EPS iireticisi suglarda 8 giine kadar uzayabilmektedir.

3. En yiikksek EPS iiretimleri, tiim ornekler i¢in 30°C inkiibasyon sicakliginda elde
edilmistir. Optimum sicakhigin altindaki ve iizerindeki sicakliklarda EPS iiretimleri

diismiistiir.

4. Farkli pH denemelerinde, tiim Ornekler i¢in normal besiyeri pH(5.8)’sina oldukca
yakin olan pH 6.0’da en yliksek EPS iiretimi sonuglari elde edilmistir. Optimum pH’nin

tizerinde ve altindaki pH’larda EPS iiretimleri diismiistiir.

5. Farkli oranlarda NaCl ilave edilmis besiyerlerinde gerceklestirilen denemelerde,

NaCl konsantrasyonundaki artigin EPS iiretiminde diislise neden oldugu goriilmiistiir.

6. Glikoz ilaveli besiyerinde en yiiksek EPS iiretimleri elde edilirken E1, E6, E7, ES, E9

ve E10 6rnekleri laktoz igceren besiyerinde de yliksek EPS tiretimleri saglamistir.

7. En yiiksek EPS {iretimleri NaNO; ve (NH4),SO4 icermeyen normal MRS besiyerinde
elde edilirken; E2, E4, ES, E7, E9 ve E10 6rnekleri i¢in NaNQOj ilaveli besiyerlerindeki
EPS iiretimleri normal MRS besiyerindeki degerlere oldukca yakin bulunmustur.

(NH4),S0y ilavesi ise tiim ornekler i¢cin EPS iiretiminde olumsuz etki gdstermistir.
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8. Farkli mineral katkili besiyerlerinde ES5, E6, E8 ve E9 Ornekleri i¢in en yiiksek EPS
iiretimleri CaCOs ilave edilmis besiyerlerinde bulunurken, E3 6rnegi i¢cin FeCl; iceren
besiyerinde en yiiksek EPS iiretimi belirlenmistir. E7 ve E10 6rnekleri ise hem CaCO;
hem de FeCls igeren besiyerlerinde en yiliksek EPS {iiretimini saglamistir. E1, E2 ve E4
ornekleri i¢in en yliksek EPS iiretimleri ise normal MRS besiyerinde bulunmus olup,
CaCOs ve FeCl; ilavesi EPS iiretiminde azalmaya neden olmustur. Tiim suslar
lizerinden yapilan genel bir degerlendirmeyle, mineral katkilarinin EPS iiretiminde

onemli bir etkiye sahip olmadig1 sdylenebilir.
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