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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Probiyotik Potansiyele Sahip Laktik Asit Bakterilerinin Heteropolisakkarit Uretim
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ali SOYUCOK

Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisl
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damsman: Dog. Dr. Giilden BASYiGIiT KILIC

Nisan, 2016

Calismamizda, daha Onceki calismalarda insan diski Orneklerinden izole edilmis, 16S
rRNA dizi analizi ile genetik tanisi gergeklestirilmis ve probiyotik 6zellikleri aragtirilmig
20 adet Lactobacillus plantarum, 15 adet L. fermentum, 19 adet Enterococcus faecium ve 1
adet E. durans suslar1 materyal olarak kullanilmistir. Bu izolatlarin EPS iiretim 6zellikleri
kalitatif ve Kkantitatif olarak belirlenmis ve EPS dreten enzimlerinin varhg da
aragtirtlmistir. L. plantarum, L. fermentum ve enterokok suslari sirasiyla 8,2x10% - 7,0x108,
2,0x106 - 2,4x107 ve 2,1x10° - 1,1x10” KOB/mL arasinda belirlenmistir. pH degerleri MRS
s1v1 besiyeri ve L-SDM besiyeri olmak tizere iki farkli ortamda 6l¢tilmdstiir. L. plantarum
ile enterokok suslarinin pH degerlerinin MRS besiyerinde LSDM’ye gore yiiksek oldugu
tespit edilmistir. L. fermentum ic¢in bu durum tam tersine olup L-SDM’de daha diisiik pH
degerleri Ol¢iilmustiir. Yapilan g¢alismada 35 adet Lactobacillus tlrlinden 25 adedi
fruktansukraz pozitif, 20 adet Enterococcus tlrinden ise 18 adedi glikoziltransferaz pozitif
bulunmustur.

L. plantarum AC21-1031 ve AK4-11 suslarinin biyokiitleleri sirasiyla 22,93 ve 13,58
g/L’°dir. Toplam seker miktar1 glukoz cinsinden ifade edilmis olup yiiksek seker iiretimi L.
plantarum AB16-65 ile L. fermentum AC18-87°de 136,61 ve 135,55 glukoz cinsinden
mg/L’dir.

Biyokiitle ve seker liretimi en yiiksek 6 adet L. plantarum susu, 8 adet L. fermentum susu
ve 6 adet E. faecium susu olmak {izere toplamda 20 adet Ramnoz, fruktoz, mannoz, glukoz,
galaktoz ve sukrozun ortalama degerleri 104, 58 pg/g, 18,26 ng/g, 8,05 pg/g, 21,05 ng/g,
15,81 pg/g ve 16,56 pg/g olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: LAB, ekzopolisakkarit, heteropolisakkarit

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 0239-YL-14 proje numarasi ile desteklenmistir.
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SUMMARY
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In our study, twenty Lactobacillus plantarum, fifteen L. fermentum, nineteen Enterococcus
faecium strains along with one E. durans strain which were previously isolated from the
fecal samples of human feces, subject to geneticidentificationvialéS rRNA sequence
analysis as well as probiotic property investigation were used as material. EPS production
characteristics of these isolates were determined as qualitatively and quantitatively and
thepresence of EPS-producing enzymes was investigated. Cell counts of L. plantarum, L.
fermentum and enterococci strains weredetermined respectively as8,2 x 10%- 7,0 x 108, 2,0
x 108- 2,4 x 10”and 2,1 x 10° - 1,1 x 10" CFU/mL. pH values of MRS and L-SDM medium
were measured. pH values of L. plantarum and enterococci strains in MRS medium
werehigher in comparison with that of L-SDM medium whereas the pH values of L.
fermentum strains in MRS medium were lower in comparison with theL-SDM medium. It
was found that 25 of all Lactobacillus species were fructansucrase positive and 18 of all
Enterococcus species were glycosyltransferase positive. Biomass of L. plantarum AC21-
1031 and L. plantarum AK4-11 strains were 22,93 and 13,58 g/L respectively. Total sugar
amount was expressed as glucose equivalent. The highest sugar amount of sugar produced
was by L. plantarum AB16-65 and L. fermentum AC18-87. According to the results of this
study, 6 L. plantarum strains, 8 L. fermentum strains and 6 E. faecium stainswere used in
the analysis of monosaccharide with the highest production of sugar and biomass. Mean
values of rhamnosus, fructose, mannose, glucose galactose and sucrose were 104, 58 ug/g
18,26 pg/g 8,05 pg/g 21,05 pg/g 15,81 pg/g and 16,56 pg/g respectively.

Keywords: LAB, exopolysaccharide, heteropolysaccharide

The present M.Sc. Thesis was supported by Coordinatorship of Scientific Research
Projects of Mehmet Akif Ersoy University under the Project number of 0239-YL-14.
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1. GIRIS

Probiyotik yasam i¢in anlamina gelen ve genellikle insanlar ve hayvanlar igin
yararl etkiler gdsteren bakterileri tanimlamakta kullanilir. Uzmanlar tarafindan probiyotik
terimi "yeterli miktarda tiiketilmeleri sonucu konakgi iizerinde olumlu saglik etkileri
yaratan canlt mikroorganizmalar1" ifade etmektedir (FAO/WHO 2001).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in; insanlardan izole
edilmis suslardan secilmesi, patojen olmamasi, mide-bagirsak sisteminde probiyotik
etkinin olusabilmesi i¢in mide asitligine ve safra tuzlarina karst direngli olmasi,
patojenlerle rekabet edebilmesi i¢in bagirsak epitellerine tutunabilmesi veya agregasyon
olusturabilmesi, antimikrobiyal maddeler {iiretmesi, bagisiklik sistemini ve metabolik
aktiviteleri desteklemesi gibi Ozelliklere sahip olmasi gereklidir (Tuomola vd. 2001;
Ouwehand vd. 2002; Grmanova vd. 2010).

Laktik asit bakterileri (LAB) gida endiistrisinde sadece asit iireterek gidalarin
bozulmasini 6nlemekle kalmaz son iiriiniin duyusal 6zelliklerinin gelismesinde katki saglar
(Wood 1997). LAB az yagh peynirlerin, siitlii tathilarin, yogurt ve diger fermente siit
tirlinlerinin tekstiiriiniin gelismesinde énemli rol oynar (De Vuyst ve Vaningelgem 2003).
Uriinlerde tekstiiriin  gelismesinde hiicre disina salgilanan seker polimerleri veya
ekzopolisakkaritler (EPS)’in 6nemli oldugu belirtilmektedir (De Vuyst ve Degeest1999;
Duboc ve Mollet 2001; Ruas-Madiedo vd. 2002). EPS’ler yiiksek molekiil agirligina sahip
biyobozunur polimerler olup (Vijayabaskar vd. 2011) genis bakteri spektrumu tarafindan
salgilanmaktadir. EPS’ler sindirim sistemindeki bakteriler tarafindan parcalanamadiklari
icin prebiyotik 0Ozellik gostermektedir. Hiicre duvarina baglanan EPS’lere kapsiiler
ekzopolisakkarit, ortamda serbest halde bulunanlar ise mukoz ekzopolisakkarit olarak
smiflandirilmaktadir  (Petersen 2000; Laws ve Marshall 2001a). EPS’ler {iretici
mikroorganizma tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilmayip; fermente siit iirinlerinin
stabilitesini, reolojisini ve tekstiirel yapisimi gelistirirken, hiicreyi faj saldirilarina, toksik
bilesiklere, ozmotik strese ve kurumaya karsi korumaktadir. Aym1 zamanda biyofilm
olusumu ve hiicrenin kati yiizeylere tutunmasinda da etkili olmaktadir (De Vuyst ve
Degeest 1999; Broadbent vd. 2001). Genellikle gida endiistrisinde dogal viskozite arttiric
ve tekstiir gelistirici yani dogal kivam arttirict maddelere yogun ilgi gosterilmektedir
(Duboc ve Mollet 2001; Sutherland 2001). Bu amagla bitkisel karbonhidratlar (nisasta,
pektin ve sakiz zamki), hayvansal hidrokolloidler (jelatin ve kazein) ve bakteriyel
biyopolimerler (ksantam ve jellan) kullanilmaktadir (Sutherland 2001). Mikrobiyal



EPS’lerin yosun ve bitki kaynakli EPS’lere karsi stiin 6zellikleri vardir (Nwodo vd.
2012). EPS’lerin tekstil, petrol aritma, madencilikte metal ayirma, endiistriyel atik aritma,
ilag iiretme, kozmetik, tip ve gida sanayisi gibi genis bir yelpazede bircok kullanim
potansiyeli vardir (Decho 1990; Freitas vd. 2011).

Son on yilda ekstremofillerden sentezlenen EPS’ler rapor edilmistir. Bu EPS’lerin
kompozisyonu, yapi, sentezlenme ve fonksiyonel Ozellikleri farkliliklar gostermektedir.
Yogun olarak arastirnrlmakta olan bu konularin heniiz az bir kismi sanayiye
tasiabilmektedir. Cogunlukla termofil ve halofil olan arkea cinslerinde EPS iiretimi rapor
edilmistir. Arkea ve bakterilerin termofil cinsleri sicak bolgeler ve kaplicalarin yiizeyi ve
dipleri gibi termal ekosistemlerden izole edilebildigi i¢in, bu ortamlar mikrobiyal EPS
tireticileri i¢in 6nemli kaynaklardir. Termofil arkea tiirleri arasinda Thermococcus ve
Sulfolobus’un EPS sentezledigi belirtilmistir (Nicolaus vd. 1993; Hartzell vd.1999). Bejar
vd. (1998) Halmonas eurihalina tiirtiniin 19 halofilik susunun EPS iiretimini karakterize
etmeye c¢aligmistir. Pawar vd. (2013) tuzlu topraktan izole ettikleri bakterilerin EPS
tretimini arastirmiglardir.  Aureobasidium pullulans (West 2000; Wu vd. 2012) ve
Penicillium tarleri (Sandford1979; Kohama vd. 1974; Nehad ve El-Shamy 2010; Jansson
ve Lindberg 1980; Kogan vd. 2002) ile Lyngbya stagnina (Jindal vd. 2013) ve Oscillatoria
formosa (Jindal vd. 2011) kif ve siyonabakter tiirleride EPS iiretmektedir. Yapilan bir
caligmada ise Alcaligenes faecalis’in EPS {iretimi rapor edilmistir (Kaur vd. 2013).

Gida endistrisinde kullanilan ve genellikle guvenilir kabul edilen (GRAS)
statiisiinde olan LAB tarafindan tiretilen EPS’ler sinerezisi onlemek ve fermente sut
urtnlerinin viskozitesini ve teksturind gelistirmek igin giivenli katki maddesi olma
potansiyeline sahiptir. Isletmeler GRAS statiisinde yer alan fonksiyonel baslatici
kulttrlerin gidalarda kivam arttirict olarak kullanilmasini tercih etmektedir (De Vuyst
2000). Ustelik LAB’larin iirettikleri bazi EPS’ler tiiketici sagligma yararlar sunar.
LAB’larin EPS iiretimi iizerine pek ¢ok aragtirma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar genellikle
termofil turler Uzerinedir. Ancak EPS Ureten mezofil bakteriler tizerine de giderek artan bir
ilgi vardir (Tallon vd. 2003). Bu ilginin sebebi termofillerin irettikleri EPS’lerin
miktarmin yiiksek olmasina ragmen veriminin mezofillere kiyasla diisik olmasidir (Mozzi
vd. 2006). L. plantarum mezofil LAB’lar arasinda en sik izole edilen ve fermente gida
tiretiminde yaygin olarak kullanilan tiirdiir. L. plantarum probiyotik 6zelliginden dolay1
Uzerine en ¢ok arastiritlan LAB turlerinden biridir (Bengmark 2001). Bazi suslar1 bagirsak
mukozasinda antimikrobiyal madde sentezleyerek ve patojenlerle yarigarak potansiyel

patojen mikroorganizmalarin sayisini azaltir veya yok eder (Adlerberth vd. 1996). Bu
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yuzden EPS lreten L. plantarum suslarina olan ilgi, GRAS statiisiinde yer almalari, tekstur
gelistirici olmalart ve probiyotik 6zellik gostermelerinden dolayr artmaktadir.

Bu tez kapsaminda daha Onceden insan diski 6rneklerinden izole edilmis, 16S
rRNA dizi analizi ile genetik tanis1 gerceklestirilmis ve probiyotik 6zellikleri arastirilmis
20 adet Lactobacillus plantarum, 15 adet L. fermentum,19 adet E. faecium ve 1 adet E.
durans susu ile ¢calisilmistir (Basyigit 2004; Basyigit Kili¢ ve Karahan 2010; Basyigit Kilig
vd. 2013). Bakterilerin EPS dretim oOzellikleri kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmis
ayrica eps gen bolgelerinin varligi da arastirnlmistir. Gerek kalitatif gerekse kantitatif yolla
en iyi EPS Ureten 6 adet L. plantarum, 8 adet L. fermentum ve 6 adet E. faecium suslarinin
urettikleri sekerlerin kompozisyonu yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile

belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ekzopolisakkaritlerin Bilesimi ve Yapisi

Polisakkaritler gidalarda stabilizator, emiilgator, jellestirici veya su baglayici ajan
olarak kullanilmaktadir. Nisasta, galaktomannan, pektin, karreganan ve aljinat gibi bitki ve
yosunlardan elde edilen polisakkaritler gida sanayisinde kullanilan polisakkaritlerin biiyiik
¢ogunlugunu olusturmaktadir (Freitas vd. 2011). Son yillarda bitki ve yosunlardan {iretilen
polisakkaritlere alternatif olarak ¢ok diisiik konsantrasyonda bile viskoz ¢d6zelti
olusturmalart ve pseudoplastik yapiya sahip olmalar1 nedeniyle mikrobiyal
ekzopolisakkaritlerin kullanimina olan ilgi artmaktadir (Becker vd. 1998).

EPS’ler, mikroorganizma tarafindan salgilanan ¢evre dostu dogal polimerlerdir.
EPS’ler son iriinler igerisinde 6nemli bir kismi olusturmaktadir. Yiksek molekil
agirhigina sahip EPS’ler tekrarlayan yiizlerce veya binlerce disakkaritlerden ve/veya
oliigosakkaritlerin polimerizasyonuyla olusmaktadir (Cerning 1995). EPS’ler, D-glikoz, D-
galaktoz, L-ramnoz veya nadir olarak N-asetilglikozamin, N-asetilgalaktozamin ve
glukoronik asit iceren birimlerin tekrarlanmasi sonucu agiga ¢ikan yapilardir (Duboc ve
Mollet 2001). Mikrobiyal EPS’ler dogada iyonik veya iyonik olmayan formda bulunabilir
ve suda ¢ozinebilir (Liang ve Wang, 2015). Molekil blytiiklikleri genel olarak 10 KDA ile
200 kDa arasinda degismekte bazen de 1000 kDa’ya c¢ikabilmektedir (Vaningelgem vd.
2004). EPS’lerin iiretici mikroorganizma tarafindan enerji ve karbon kaynagi olarak
kullanilmadigr bilinmesine ragmen bu molekiillerin fizyolojik rolleri tam olarak
anlagilamamustir. EPS’ler hiicre tanima ve etkilesimi, yiizeylere tutunma ve biyofilm
olusturma gibi c¢esitli fonksiyonlarda gorev alir. Alg ve bitkilerden elde edilen pektin,
seluloz ve alginat gibi polisakkaritler gida katki maddesi olarak kullanilir. Gram negatif
bakterilerden sentezlenen ksantam ve jellan gibi diger biyopolimer maddeler genellikle
dogal kivam arttiric1 olarak tanimlanir. LAB tarafindan iiretilen EPS’ler genellikle siit
sanayisinde fermente Uriiniin teknolojik oOzelliklerinin gelistirilmesinde ve fonksiyonel
riiniin tretilmesi igin kullanilir (Werning vd. 2012). EPS’ler mikroorganizmalarin
cevresini saran polimer yapilardir. Hiicre disinda bulunan karbonhidratlar, proteinler,
peptitler EPS’lerin ortamdan zor ayrilmasina neden olur (Cerning 1995). EPS iireten
mikroorganizmalarin gelisti§i ortam ve optimum sartlar EPS’nin kalitesini ve verimini
etkilemektedir. Bu faktorlerin arasinda karbon ve azot kaynaklari, ortamda bulunan
molekiiller, mineral tuzlar, iz elementler, mikroorganizma cinsi, sicaklik, pH ve oksijen

konsantrasyonu dnemlidir (Nicolaus vd. 2010).
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EPS’ler iki gruba ayrilirlar. Bunlardan birincisi tek tip monosakkaritten meydana
gelen homopolisakkaritler (HoPS), digeri ise oligosakkaritlerin ¢oklu kopyalarindan olusan
ve her bir tekrarli birimde iki ya da daha farkli monosakkarit i¢eren heteropolisakkaritler
(HePS)’dir (Simsek ve Con, 2003; Welman ve Maddox, 2003). Homopolisakkaritler
sadece bir monosakkarittin  tekrar etmesiyle (genellikle glukoz ve fruktoz),
heteropolisakkaritler en az iki farkli monosakkarit grubunun tekrar etmesiyle olusurlar (De
Vuyst vd. 2001; Laws vd. 2001b; Mozzi vd. 2006; Dan vd. 2009). Homopolisakkaritler
temelde 4 gruba ayrilmaktadir; o-D-glukanlar, B-D-glukanlar, B-D-fruktanlar ve
poligalaktanlar (De Vuyst vd. 2001; Monsan vd. 2001). Homopolisakkaritler hicre ici veya
disinda bulunan glukansukraz ve fruktansukraz enzimleri sayesinde sirayla glukan veya
fruktanlara cevrilerek yiiksek miktarlarda salgilanirlar (Monsan vd. 2001; Moulis vd.
2006). Homopolisakkaritler glukansukraz aktivitesi sonucu, heteropolisakkaritler
glukoziltransferazlarin aktivitesi sonucu olusur (Dan vd. 2009).

Heteropolisakkaritler ise kimyasal kompozisyonu, monomer orani, tekrarlayan
gruplarin molekiiler yapisi ve agirliklarina gore ¢ok cesitli yapilarda iiretilebilmektedir (De
Vuyst ve Degeest1999; Van Kranenburg vd. 1999; De Vuyst vd. 2001; Werning vd. 2006).
Tekrar birimi genellikle farkli oranlarda olsa D-glukoz, D-galaktozve L-ramnoz birlesimini
icerir. Nadirde olsa L-fukoz, D-riboz, g-glukoronik asit, D-pelargonik asit’e ilaveten
gliserol ve pirlivat bulunmaktadir (Doco vd. 1990; Robijn vd. 1996a; Robijn vd. 1996b;
Low vd. 1998; van Casteren vd. 2000; Navarini vd. 2001; Faber vd. 2002; Higashimura vd.
2000; Van Calsteren vd. 2002). Ayrica sn-gliserol-3-fosfat, N-asetil-aminosekerler, fosfat
ve asetil gruplari gibi farkli formlarda azda olsa bulunabilir (Laws vd. 2001b). LAB
tarafindan iiretilen polimerlerin ¢ogu bu Ozelliktedir. Lc. lactis subsp. lactis, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus (L. bulgaricus) ve Str. salivarus subsp. thermophilus (Str. thermophilus)
heteropolisakarit iireten baslica LAB tiirleridir.

Probiyotik bakteriler insan ve hayvan ekosisteminde dnemli rol oynamaktadir. Bu
bakteriler beslenme, fiziksel ve terapotik Ozellikler Gzerine etkilidir. Bu yararh
ozelliklerinin etki mekanizmasi bu bakterilerin metabolik son {irlinlerine dayanir (Naidu
vd. 1999). EPS’ler gida ve ilag¢ sanayisinde ayrica dolgu maddesi olarak insaat sanayisinde
kullanilmaktadir (Kaur vd. 2013). Fermente siit iiriinleri ve yogurt liretiminde diizgiin yap1
ve tekstiiriin olusmasi i¢in ekzopolisakkaritlerin gerekli olmasi EPS’lerin roliinii iyice
anlamamizi saglamistir. EPS {iretemeyen organizmalara modifiye ettirilerek iiretebilir hale
gelmesi tiiketicilerin giivensizligi ve birgok Avrupa iilkelerindeki yasal diizenlemelerden

dolay1 sinirlandirilmistir (Van der Meulen vd. 2007). Bakteriyel polisakkaritler kimyasal
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kompozisyonundan dolay1 farklilagabilirler. LAB tarafindan iiretilen glukansukrazlar
glikozid-hidrolaz 70 ailesi igerisinde yer almaktadir (Bounaix vd. 2009). Bu enzimlerle
uretilen glukanlar 4 gruba ayrilirlar; (i) dekstran, (ii) mutan, (iii) alternan ve (iv) reuteran
(Korakli ve Vogel 2006). Glikozid- hidrolaz 68 ailesi tarafindan fruktansukraz tarafindan
tiretilen fruktanlarin iki tipi; levan ve inulin’dir (Tieking ve Génzle 2005; Korakli ve Vogel
2006; van Hijum vd. 2006). Molekiiler biiytikliikleri ve yapist gibi temel Olciitlere ek
olarak bulunduklar1 konum ve kompozisyonlar1 polisakkaritlerin  6zelliklerini
etkilemektedir. EPS’nin karakteristigi ve miktar1; karbon ve azot kaynaklar1 ve inkiibasyon
sartlar1 gibi faktorlerden etkilenebilir (Cerning 1990; Degeest ve De Vuyst 1999; De Vuyst
vd. 2001; Mozzi vd. 2003; Torino vd. 2005).

Sut endustrisinde duzgiin olmayan yapinin olusumu yanmi sira EPS ireten
mikroorganizmalarin genetik seviyelerindeki kararsizlik bilinen bir sorundur (Cerning
1990; Cerning 1994). Uygun inkiibasyon sicakliklarinda bile viskozite uzun inkiibasyon
stirelerinde bozulabilir (Cerning 1990; Cerning 1994; Macura ve Townsley 1984). Bu
nedenle, viskoz yapinin olusmasini saglayan suslarin zamanla tekrar segilerek mutasyonun
Onlenmesi ile bakterilerin EPS iiretim 6zellikleri korunmus olur. Mezofil LAB’lar EPS
tiretimi bulunan bir plazmidle iliskilendirilir ve genetik bir kararsizligin olmasi bu
plazmidin kaybi olarak nitelendirilir (Macura ve Townsley 1984; Vedamuthu ve Neville
1986; von Wright ve Tynkkynen 1987; Neve vd. 1988; Vescovo vd. 1989). Yapilan
calismalarda ¢ok sayida mukoz plazmidler tanimlanmistir (Vedamuthu ve Neville 1986;
von Wright ve Tynkkynen 1987; Neve vd. 1988;Vescovo vd 1989; van Kranenbug vd
1995). Vedamuthu ve Neville (1986) ile von Wright ve Tynkkynen(1987)’nin yaptiklari
caligmada mukoz plazmidleri Lc. lactis subsp. cremoris’ten, mukoz plazmidleri igermeyen
Lc. lactis suslarina transfer edebilmeyi basarmiglardir ve boylelikle mukoz plazmidlerinden
yoksun suslar viskoz yapiyr olusturmayi basarabilmislerdir. Diger taraftan termofil
LAB’larda ise EPS iretimi plazmid varligiyla iliskilendirilmemistir (Cerning 1990;
Cerning 1994). EPS sentezi icin gerekli genlerin kromozomda yerlesmis oldugu
gorulmektedir. L. bulgaricus ve Str. thermophilus i¢in yukarida bahsedilen her iki durumda
gecerli olabilir (Mollet ve Delley1990; Roussel vd. 1994; Germond vd. 1995; Guedon vd.
1995).

LAB tarafindan {iretilen EPS’ler genellikle siit sanayisinde fermente {iriiniin
teknolojik ozelliklerinin gelistirilmesinde ve fonksiyonel iiriiniin {iretilmesi i¢in kullanilir

(Werning vd. 2012).



2.2. Ekzopolisakkaritlerin Biyosentezi

EPS’lerin biyosentezi farkli biliylime fazlarinda organizma ve g¢evre kosullarina
bagli olarak meydana gelmektedir (Cerning 1995). Biyosentez iizerine olan caligmalar
yeterli olmayip EPS biyosentezinin anlasilmasi i¢in yogun calisma gerekmektedir.
Homopolisakkaritler bakteriler tarafindan ekstraselller enzimler veya hiicre yiizeyinde
bulunan enzimler tarafindan sentezlenir. Ancak heteropolisakkaritlerin sentezi daha
karmasiktir (Welman ve Maddox 2003). Heteropolisakkaritler sitoplazmik membranda
hiicre aras1 olusmus onciil maddeleri kullanilarak Uretilmektedir. EPS sentezinde enzim ve
diizenleyici proteinleri kodlayan genler gorev yapmaktadir. Niikleotid fosfatlar EPS
biyosentezi i¢in onciill maddelerdir (Boels vd. 2001). Biyosentez 4 asamada meydana

gelmektedir.

2.2.1. Sitoplazma I¢ine Seker Tasmimm

Mono ve disakkaritler mikroorganizmalarin temel karbon kaynagidir. Bu karbon
kaynaklarin ortamdan sitoplazmaya tasinimi birgok farkli kontrol proteinleri tarafindan siki
bir sekilde kontrol edilmektedir. Seker molekiillerinin hiicre igine tasinmasi 3 farkhi
tasimayla yapilir. Ik tasima sisteminde, ATP hidrolizi seker tasiyan ATPaz tarafindan
seker baglanmaktadir. Ikinci tagima sisteminde, iyonlar ve diger coziinenler almir.
Fosfoenolpiriivat (PEP)- Fosfotransferaz sistemi (PTS) fgiincli tasima sistemi olup
mikroorganizmalardaki en 6nemli seker tasima mekanizmasidir. PEP-PTS sistemi ¢esitli
seker substratlarin  baglanmasi, membrandan gegmesi ve taginmasi ayrica
fosforilasyonundan sorumlu protein gruplarimi igerir. Bu sistemde piriivatkinaz enzimi
PEP’yi piriivata doniistiirerek bir fosfat grubu salinir. Laktozda ise iki yol mevcuttur. Her
iki durumda da B-galaktosidaz varliginda glukoz ve galaktoz olusturabilir veya laktoz-6-
fosfat’in fosfo-p-galaktosidaz varligiyla galaktoz-6-fosfat ve glukoz olusturabilmektedir.
Glukoz glikolitik yolu veya fosfoketolaz yolu ile parcalanir (De Vust ve Degeest, 1999;
Jolly vd. 2002; Welman ve Maddox, 2003).

2.2.2. Seker-1-Fosfatlarin Sentezi

Cogu seker glikolizis sirasinda seker-6-fosfatlara doniistiiriilerek indirgenir. Birkag
seker-6-fosfatlar fosfoglukomutaz enzimiyle seker-1-fosfatlara doniistiriilir. Seker-1-
fosfatlar UDP-glukoz ve dTDP-glukoz gibi seker niikleotidlerin sirasiyla UDP-glukoz
pirofosforilaz ve dTDP-glukoz pirofosforilaz olugmasi i¢in temel triinlerdir. Galaktoz

Leloir yolu ile galaktoz-1-fosfat araciligiyla glukoza  doniistiiriiliir.  Seker
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nukleotidlerindeki ikinci ara madde fruktoz-6-fosfatin aminosekerler araciligiryla UDP-
GIcNAc ve UDP-GalNAc olusmasidir. GDP-fukoz, fruktoz-6-fosfattan fruktoz-mannoz
metabolizmasi araciligiyla olusur (Jolly vd. 2002; van Kranenburg vd. 1999)

2.2.3.Seker Nukleotidlerin Sentezi ve Tekrarlayan Yapilarin Polimerizasyonu

EPS biyosentezinde gorev alan 2 gen grubu vardir. Bunlardan ilk grup seker
nukleotidlerin sentezlenmesini, ikinci grup ise EPS biyosentezinin ger¢eklestirilmesini
saglar. Ilk gen grubunun ‘house keeping’ olarak adlandirilmasindaki neden EPS
biyosentezi igin gerekli ve EPS igin spesifik olmamasidir. Seker niikleotidleri seker, yag
asidi ve niikleotid mekanizmasini igeren gesitli metabolik yollarda gerekli oldugu igin
dikkat g¢ekmektedir. EPS’ler UDP-glukoz, UDP-galaktoz ve dTDP-ramnoz’un onciil
maddelerinden sentezlenmektedir. Biitiin bu seker niikleotidlerin 6nciil maddeleri glukoz-
1-fosfattan galU, galE, rfbA, rfbB, rfbC, ve rfbD tarafindan kodlanan bir dizi enzimler
tarafindan sentezlenmektedir. Str. thermophilus Sfi 6 (Stingele vd. 1996) ve Lc. lactis
NIZO B40 (van Kranenburg vd. 1997)’dan EPS iiretilmesini ve salgilanmasini saglayan
gen kiimeleri tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Str. thermophilus Sfi 6 susunda EPS
spesifik gen kiimesi kromozom tarafindan kodlanmakta olup 14,5 kb biiyiikliigiinde ve 13
gen kimesi icermekte, Lc. lactis NIZO B40’da ise plazmid tarafindan kodlanmakta, 12 kb
biiyiikliigiinde ve 14 gen kimesi icermektedir. EPS biyosentezi enerji tiiketen bir sirec
olup ve sekerin seker fosfatlarina doniismesi igin 1 ATP gerekmektedir (Madhuri ve

Prabhakar 2014).

2.3. EPS Uretimini Etkileyen Faktorler

EPS’nin sentezlenmesi ve salgilanmasi farkli bliyiime fazlar1 boyunca meydana
gelir ve sicaklik ve inkiibasyon slresi gibi gelisme sartlarindan etkilenir. Laktik asit ve
propiyonik asit bakterileri tarafindan dretilen EPS’lerin verimi gelismenin dolayli bir
fonksiyonudur. Yapilan c¢alismalar EPS’nin diisiik sicakliklarda daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Str. thermophilus ve L. bulgaricus’un 42 °C’deki EPS iiretimi’nin 32 ve 37
°C’deki EPS iiretiminden diisiik oldugu (Schellhaass 1983; Teggatz 1990; Mozzi vd. 1995)
mezofil LAB bakterileri 30 °C yerine 25 °C’de inklbe edildiklerinde EPS Uretiminin
yaklasik % 50 arttigr belirtilmistir (Cerning vd. 1992). Baz1 Lc. lactis subsp. cremoris
suglari i¢in 18 °C gibi diisiik sicaklik degerinin EPS sentezini artirmak uygun bulundugu
ifade edilmistir (Kontusaari ve Forsen 1988). Propionibacterium acidipropionici



tarafindan 25 °C’de iiretilen EPS miktar1 optimum sicaklikta iiretilen EPS miktarindan
yuksek oldugu tespit edilmistir (Racine vd. 1991).

Siit ve tahil iceren fermantasyon ortamlar1 daha hizli ve kolay EPS izolasyonuna
izin verir ve tek tek bilesenlerin EPS iizerine etkilerinin arastirilmasinda kolaylik saglar
(Cerning 1995). L. bulgaricus bulunan ortama hidrolize kazein ilave edildiginde EPS
Uretiminin ve gelismenin arttig1 rapor edilmistir (Garcia-Garibay ve Marshall 1991).
Schellhaass (1983)’e goére termofil ve mezofil LAB i¢in ortamda bulunan kazein ve tahil
proteinlerinin varliginin gelisme ve EPS dretimine etkisi yoktur. Kazeinin EPS Uretimini
tesvikletici etkisi oldugu ancak L. bulgaricus’un gelisimini desteklemedigi belirtilmistir
(Cerning 1986). Yapilan ¢alismada L. bulgaricus’un {irettigi EPS miktar1 siitte ve
filtrelenmis siitte ayn1 olmakla birlikte Str. thermophilus i¢in ayni durum séz konusu
degildir (Cerning vd. 1990).

2.4. EPS Uretim Enzimleri

Heteropolisakkaritler ve p-glukanlar glikoziltransferazlar tarafindan nukleotid
sekerlerin substrat olarak kullanilmasiyla iiretilir. a-glukanlar ve fruktanlar glukansukrazlar
tarafindan sentezlenir. Sentezde buyuyen polisakkarit zincirine glukoz veya fruktoz
baglanmasi icin sakkarozun glikozidik bag enerjisini kullanmasi miimkiindiir. Ayrica
maltoz ve izomaltoz alinmasi durumunda bu enzimler oligosakkarit sentezleyebilir
(Monsanvd. 2001). a-glukan polimerlerini sentezleyen enzimler glukansukrazlar (GS),
fruktan  sentezleyenler  ise  fruktansukraz ~ (FS)’lar  olarak isimlendirilir.
Glikoziltransferalarin aksine GS ve FS glikozil-hidrolazlar (GH)’la evrimsel, yapisal ve
mekaniksel iligkili transglikozidazlar, GH’nin ailelere siiflandirilmasina goére (amino asit
dizilerine gore) GS ve FS sirasiyla GH70 ve GH68 aileleri igerisinde yer almaktadir.
(Henrissatvd. 1996). GS ve FS enzimleri ayni substrat iizerinde birbirine olduk¢a benzer
reaksiyonlar1 katalizlemelerine ragmen amino asit dizileri ve protein yapilari biiyiik
benzerlikler gostermez (Korakli ve VVogel 2006). FS enzimlerinin mekanizmasi iizerine
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Fruktan biyosentezi ¢oklu uzama mekanizmasi tarafindan
biiyiiyen fruktan zincirine fruktoz ilave edilerek gergeklesmektedir. Transfruktasilasyon
hem niikleofilik hemde asidofilik ortamda ara fruktozil enzimlerine kovalent baglarinin
olusmasi araciligiyla meydana gelir (Sinnott 1991; Monsan vd. 2001). Sukrozdan a-glukan
biyosentezleyen ekstraselller glikoziltransferaz (gtf) enzim aktivitesi gesitli laktobasil

tiirlerinde belirlenmistir. Dizi analizleri laktobasillerin gtf genlerinin buytik varyasyonuna



sahip oldugu belirtmis ve Leuconostoc ve Streptococcus suslari i¢in gozlemlenenlerle
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Krajl vd. 2003).

Glikoziltransferazlar ~ prokaryot ve  Okaryotlarda bulunan  enzimlerdir.

Oligosakkaritlerin, polisakkaritlerin ve glikokonjugatlarin biyosentezinde gorev alir

(Lairson vd. 2008). EPS iiretiminden sorumlu ¢esitli gen bolgeleri Sekil 2.1°de verilmistir.

Gen bolgesi F-primer 5'-3' R-primer 5'-3' Referans

EpsA TAGTGACAACGGTTGTA | GATCATTATGGAC | Low vd. 1998
CTG TGTCAC

Glikoziltransferaz GAYGARYTNCCNCARYT | TGCAGCYTCWGC | Mozzi vd.
NWKNAAYGT CACATG 2003

Glukansukraz GAYAAYWSIAAYCCIRYIGT | ADRTCICCRTARTAI | Krajl vd. 2003
IC AVIYKIG

Fruktansukraz GAYGTITGGGAYWSITG | TCITYYTCRTCISW | Tieking  vd.
GC IRMCAT 2003

EpsB CGTACGATTCGTACGAC | TGACCAGTGACA | Deveau ve
CAT CTTGAAGC Moineau 2003

Glizoziltransferaz TCATTTTATTCGTAAAA | AATATTATTACGA | Provencher
CCTCAATTGAYGARYTN | CCTSWNAYYTGC | vd. 2003
CcC CA

Glikoziltransferaz TTGCCAAATATTGGAGG | TTTAATAGGCTCC | Provencher
GGT AGTTGGA vd. 2003

Glikoziltransferaz CGGTAATGAAGCGTTTC | GCTAGTACGGTA | Werning vd.
CTG GACTTG 2006

Fruktansukraz GAYRTYTGGGAYWSNT | GCWGANCCNGAC | Bounaix vd.
GGC CATTSTTG 2009

Dekstransukraz GCATCTTTCAATACTTG | CATGACTTGTTGG | Galle vd. 2010
AGG CATAGC

Dekstransukraz TGTGGATTCAGGACACC | GGTTCAATCACG | Malang  vd.
GTA GCTAACG 2015

Sekil 2.1. EPS biyosentezi ile ilgili primer giftleri
2.5. EPS’nin Teknolojik Ozellikleri
Gida riinlerinin  ¢ogunun iretiminde yliksek molekiil agirligina sahip

polisakkaritler kivam arttirici, stabilizator, viskozite arttirici, emiilsifiye edici ve jellestirici
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Ozelliklerinden dolay1 katki maddesi olarak kullaniimaktadir. Bu polisakkaritlerin ¢ogu
bitkisel (pektin, seliiloz) ve yosun (alginat, karajenan) kaynaklidir (Kleerebezem vd. 1999).
Patojen Xanthmanas campestris ve Sphingomonas paucimobilis’ten elde edilen sirasiyla
ksantam ve jellan FDA tarafindan onaylanmis alternatif kivam arttirict olarak
kullanilabilen gida katkilaridir (Laws ve Marshall 2001a). Giivenilir miktarlar tiim gida
uygulamalari i¢in uygun olmamasina ragmen, yeterli miktarda reolojik 6zellikleri ve saglik
tizerine destekleyici ozellikleri gelistirir. Gida katki maddesi olarak kullanilacak bakteriyal
polisakkaritlerin patojen olmayan bakteriler tarafindan iretilmesi gerekmektedir.
LAB’larin GRAS statiisiinde yer almas1 ve iirettikleri EPS’lerin ise bir gida katki maddesi
olarak degerlendirilmesini saglamigtir (Ruas-Madiedo vd. 2008). LAB gida maddelerinde
metabolik aktiviteleri ve bakteriyosin iiretimi ve asit artirict gibi koruyucu etkilerinden
dolay1 kullanilmaktadir (Wood 1997; Kuipers vd. 1998).

EPS’ler siit tiriinlerinin tekstiirli, ag1z hissi, lezzet algis1 ve yapisinin korunmasinda
onemli rol oynar ve Kuzey Avrupa, Dogu Avrupa ve Asya’da fermente siit iiriinlerinin
uretiminde kullanimi olduk¢a yaygindir. Fermente siitlerin iiretiminde EPS iireten
bakteriler genis 6lgiide kulanilmaktadir (De Vuyst vd. 2001; Ruas-Madiedo vd. 2002;
Ruas-Madiedo ve Zoon 2003). iskandinav iilkelerinde ‘langmjolk’, ‘lonfil’ ve ‘viili’ gibi
yogurda benzer fermente siit liriinlerinin yani sira kefir, yogurt ve diisiik yagli mozarella ve
cedar peyniri de bu trtnlere 6rnek verilebilir. (Ricciardi ve Clementi 2000; de Vuyst vd.
2001; Ruas-Madiedo vd. 2008). Ozellikle Fransa ve Hollanda’da yogurt iiretiminde tekstiir
olusumunu destekleyici katki maddelerinin ilavesine izin verilmedigi i¢in, EPS Ureten
LAB kullanimi olduk¢a yaygindir. EPS iireten farkl: tiirlerin kullanimi, iiretilen EPS’nin
cinsi, fermantasyon sartlart ve toplam kuru madde icerigi gibi sebepler viskoziteyi
etkilemektedir. Ayrica viskozite sadece EPS miktarindan etkilenmez, biraz daha farkli bir
yapiya sahip EPS iceren bilesenlerden de etkilenmektedir. Viskozite ve EPS arasindaki
kompleks iliski zaman 6nce tanimlanmistir (Schellhaass ve Morris1985; Teggatz ve Morris
1990). Mukoz EPS’ler sadece kazeinle etkilesmeyip ayni zamanda bakteri yiizeyine
tutunur. EPS ve bakteri etkilesimi ile su salma meydana gelir. Bu yiizden pihtis1 kirtlmis
yogurt iretiminde Onem teskil etmektedir (Cerning 1995). LAB tarafindan iiretilen
EPS’lerin tat ve tekstiir lizerine faydalar1 iyi bilinmektedir. Ciinkii LAB siit {irtinlerinin
teknolojik  Ozelliklerini gelistirmek i¢in polimerler {retmektedir. Gidalara ilave
edildiklerinde kivam arttirici, stabilizator, emiilsifiye edici, jellestirici ve su baglayici
olarak gérev yapar (Kimmel vd. 1998). ilave edildikleri siit ve siit iiriiniin korunmasini

saglar ayrica lezzet ve aroma gibi duyusal 6zelliklerini gelistirir (Macedo vd. 2002).

11



Hassan vd. (1996) tarafindan yapilan arastirmada jellestirici kiiltiirlerle tiretilen
yogurtlarin su salma oranlarinda azalma gézlenmistir. Ticari kiiltiire (% 1,5) ek olarak EPS
tiretimi belirlenmis L. bulgaricus B3 ve Str. thermophilus W22 suslar1 ile iiretilen
yogurtlarda daha yiiksek EPS iiretimi oldugunu ifade etmislerdir. Viskozite degerleri
acisindanda bu suslarin kullanildigi yogurtlarin daha kivamli oldugu belirtilmistir (Giirsoy
vd. 2006). Van Geel- Schutten vd. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada EPS iiretimleri
incelenen 182 adet Lactobacillus susundan 60 tanesinin EPS iirettigi, bunlardan 17 susun
EPS diretiminin 100 mg/L’den fazla oldugu belirtilirken, EPS {iretimi i¢in en uygun
bilesenin sakkaroz oldugu kaydedilmistir. Faber vd. (1998) Str. thermophilus Rs ve St
suslar1 tarafindan 135 mg/L ve 127 mg/L EPS iretildigi belirtmistir. Kili¢ vd. (2003)
tarafindan ise L. bulgaricus IFR2772 ve Str. thermophilus IFR859 suslarinin EPS
miktarlarinin sirasiyla 0,262 mg/mL ve 0,374 mg/mL oldugu kaydedilmistir.

Shihata ve Shah (2002) proteolitik 6zellikteki L. bulgaricus’un ticari ABT baslatici
kultarler (L. acidophilus, Bifidobacterium turleri ve Str. thermophilus) ile birlikte
kullanildiginda yogurt &zellikleri {izerine etkilerini incelemisler ve bu kiiltiirlerin farkli
kombinasyonlar seklinde kullanilmasi ile yogurt dérneklerindeki EPS miktarinin 2,76 - 3,64
0/100 g arasinda degistigini tespit etmislerdir. Tahil kaynakl L. frumanti TMW 1.103 ve
bagirsak kaynakli L. sanfranciscensis LHT 2590 suslarinin sukroz igeren ortamda EPS
tiretimlerinin sirasiyla 0,5 g/kg ve 2 g/kg oldugu tespit edilmistir (Tieking vd. 2003).
Purwandari vd. (2007) Str. thermophilus ST 285 ve ST 1275 suslarini kullanarak, farkli
sicakliklarda trettikleri set tipi yogurtlarin depolama siiresi boyunca teknolojik ve reolojik
ozelliklerini incelemislerdir. Yapilan ¢aligmada ST 1275 susu ile iretilen yogurtlarin
asitliliginin daha hizli gelistigi, diisiik sineresiz ve yliksek akis indeksine sahip oldgu
belirtilmistir. EPS alkol fermantasyonu ile hazirlanan igeceklerin duyusal ozellikleri
tizerinde bir takim olumsuzluklar meydana getirmektedir. EPS iireten LAB elma sarabi
(Fernandez vd. 1996), iiztim sarabi (Llauberes vd. 1990) ve bira (Van Oevelen ve
Verachtert 1979) yapiminda kullanildiginda viskoz, kalin tekstiirii ve yaglilik hissinden
dolay1 siinme ve yagliliga sebep olmustur. Bu siinme ve yaglilik iiriinlin tadin1 istenmeyen
sekilde degistirdigi icin hos olmayan his vermistir. Eksi hamur fermantasyonu pisirmede
aromanin ve tekstirin gelistirilmesinde, raf omrinin artmasinda ve minerallarin
biyoyarayisliginda énemli rol oynar (Hammes ve Ganzle 1998; Clarke ve Arendt 2005).
Fermantasyon sirasinda laktik asit tretimi, proteolitik aktivite, ugucu bilesiklerin ve
antimikrobiyal maddelerin sentezi gibi bircok metabolik aktivite gergeklesir (Gobbetti vd.

2005). Hamur fermantasyonu sirasinda diger bir metabolik aktivite EPS retimidir
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(Korakli vd. 2001; Tieking vd. 2003; Di Cagno vd. 2006; Lacaze vd. 2007; Van der
Meulen vd. 2007). Hamurda EPS iireten LAB kullanildiginda hamur reolojisi ve ekmek
tekstiiriiniin gelistirme potansiyeli oldugunu ayrica hidrokolloidlerin yerine alabilecegi
veya hidrokolloid kullanimini azaltacagi rapor edilmistir (Tieking vd. 2003; Tieking vd.
2005; Lacaze vd. 2007).

EPS hem son iirliniin tekstiiriinii ve reolojik ozelliklerini gelistirerek, hem de su
baglayarak stabilizator olarak sinerezisi sinirlandirir. Fiziksel ve teknolojik 6zellikleri EPS
polimerlerinin kimyasal kompozisyonu, molekiiler biiyiikliigiine, miktarna, dallanmis
yapilarina, molekiil sertligine ve 3 boyutlu yapisina bagl olarak degismektedir. Fiziksel
karakteristiklerine ilaveten EPS ve cesitli yapilar arasindaki etkilesimler son iiriiniin
gelismesine katki saglarlar. Bu yiizden yapilan ¢alismalar fermente stt riinlerinin reolojik
ozelliklerini EPS miktari ile iligkilendirilmistir (de Vuyst vd. 2001; Duboc ve Mollet 2001;
Folkenberg vd. 2006).

Diisiik ortam maliyetleri ve kolay izolasyon yontemleri gibi olusumlar EPS’lerin
gida katki maddeleri olarak uygulamalar i¢in gereklidir. Bu nedenle LAB tarafindan
tiretilen EPS’ler bitki veya GRAS statiisiinde yer almayan bakteriler tarafindan iiretilen
biyopolimerlerin kullanimina alternatif olmaktadir. Ozellikle heteropolisakkarit iireten
LAB siit sanayisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle Streptococcus,
Lactobacillus ve Lactococcus cinsleri iiriiniin tekstiir ve duyusal ozelliklerini gelistirir.
Firincilik sanayisinde eksi hamur iiretiminde Lactobacillus veya Weissella tarafindan
tiretilen glukan ve fruktan kullanimi yayginlasmaktadir (Tieking vd. 2003). Tahil kaynakli
substratlarin kullanilmast durumunda yiiksek besin degerine sahip ve ¢oziinebilir ve
cozlnmez diyet lifi iceren Urln haline gelmesiyle fermente sit Grlnlerine alternatif olarak
degerlendirilmektedir (Angelov vd. 2005; Martensson vd. 2005).

Yapilan bir ¢alismada Pediococus parvulus 2.6 ve L. diolivorans G77 suslari yulaf
kaynakli substratta gelisip, EPS iiretebilmis ayrica fermente Urlintin tekstlr ve viskozitesini
gelistirmistir (Martenssonvd. 2003). P. parvulus 2.6 tarafindan sentezlenen B-glukanin
teknolojik analizinde potansiyel dogal kivam arttirict olarak kullanilabilecegi rapor
edilmistir (Velasco vd. 2009).

Farkli P. parvulus suslarinin bulundugu ortamlarin viskozitelerindeki farkliliklar
uretilen B-glukanin molekiiler kiitlesi ve temel yapisindaki farkliliklara dayandirilamaz
(Garai-Ibabe vd. 2010). EPS ve ortamin mikro yapisi arasindaki EPS konfirmasyonu ve
etkilesimi gibi diger faktorlerden etkilenmektedir. Bu nedenle, muhtemelen yakin

gelecekte, B-glukan dreten LAB’larin siit olmayan fermente gidalarin hazirlanmasinda
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kullanilmasi planlanmaktadir. Ayrica jellestirme 6zelliginden dolayr B-glukanin gida katki

maddesi olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir (Werning vd. 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada insan diski Orneklerinden izole edilmis, 16s rRNA dizi analizi ile
genetik tanisi gergeklestirilmis ve probiyotik dzellikleri arastirilmig 20 adet Lactobacillus
plantarum, 15 adet L. fermentum, 19 adet E. faecium ve 1 adet E. durans susu
kullanilmistir (Basyigit, 2004; Basyigit Kili¢ ve Karahan, 2010; Basyigit Kili¢ vd., 2013).

3.2. YOntem

3.2.1. Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Dondurulmus stok kiiltiirden 0,5 ml alinarak 10 ml de MAN Rogosa Sharp (MRS)
besiyerine inokiile edilmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibe edilerek stok Kkiltlrler, EPS
uretiminin belirlenmesi icin laktoz-semi-defined medium (L-SDM) besiyerine inokile
etmek i¢in hazirlanmistir.

L-SDM besiyerinin igerigi; 36 g/l laktoz monohidrat (Merck, Almanya), 10 g/L
kazein peptonu (Merck, Almanya), 5 g/l maya nitrojen bazi (Fluka, Hindistan), 1 g/l
Tween 80 (Merck, Almanya), 5 g/l sodyum asetat (Merck, Almanya), 0.2 g/l magnezyum
stlfat heptahidrat (Merck, Almanya) ve 0,05 g/l manganez sulfat monohidrat (Merck,
Almanya) ile hazirlanmistir (Mende vd. 2012).

3.2.2. Hlcre Sayisinin ve Biyokiitle Miktarinin Tespiti

Mikroorganizmalarin aktiflestirilmesi ve pasajlanmasinda da Man Rogasa Sharp
(MRS, Merck, Almanya) sivi besiyeri kullanilmistir. MRS agar besiyeri MRS sivi
besiyerine % 1,5 agar-agar (Merck, Almanya) ilave edilerek hazirlanmigtir. Biyokitlenin
hesaplanmasi ve EPS saflastirilmasinda Lactose semi-defined medium (L-SDM)
kullanilmistir.

Tiirbiditesi McFarland 0,8’e ayarlanmig kiltiirlerden L-SDM besiyerine % 1
oraninda inokiilasyon yapilip, 37 °C’de 18 saat inkiibasyondan sonra gelisen bakterilerden
hiicre sayilarmi belirlemek amaciyla seri diliisyonlardan MRS agar besiyerine Damla
kaltar yontemiyle ekim yapilmistir. Ayn1 zamanda MRS ve L-SDM sivi besiyerlerindeki
37 °C ve 18 saat sonunda gelisen 55 adet LAB’1n pH degerleri pH metre (Mettler Toledo,

Isvigre) kullanilarak dl¢iilmiistiir.
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Biyokutlenin belirlemesi amaciyla 40 ml L-SDM besiyerinde gelismis 18 saatlik
kaltir 1900 x g’de 20 °C’de 15 dakika santrifiijlendikten (Allegra® X-22 Ambient
Benchtop Centrifuge, Beckman Coulter, ABD) sonra, hiicreler iki kere 10 ml steril destile
ultra saf su ile yitkanmistir. Liyofilize (Christ Freeze Dryer - Alpha 1-2 LD, Almanya)
edilerek tartilmistir (Mende vd., 2012).

3.2.3. Molekuler Tekniklerle eps Genlerinin Tespiti

3.2.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific,
ABD) kullanilarak firmanin 6nerdigi sekilde yapilmistir. Elde edilen DNA 75 pl yikama
¢ozeltisi igerisinde toplanmis ve -20 °C’de saklanmistir. Cozindirilen DNA 6rneklerinin
safliklar1 ve miktarlar1 nanodropta (Epoch Microplate Spectrophotometer, Biotek, ABD)
260 ve 280 nm'de olgiilerek tespit edilmistir.

3.2.3.2. Primer Sec¢imi ve Sentezi

Lactobacillus tirleri Fruktansukraz (Tieking vd. 2003), Enterococcus tirleri ise
glikoziltransferaz (Provencher vd. 2003) gen bélgesine spesifik primerler ile taranmustir.
Fruktansukraz-F: 5'- GAYGTITGGGAYWSITGGC-3'
Fruktansukraz -R: 5'-TCITYYTCRTCISWIRMCAT-3'
Glikoziltransferaz F: 5'-TCATTTTATTCGTAAAACCTCAATTGAYGARYTNCC-3
Glikoziltransferaz R: 5'- AATATTATTACGACCTSWNAYYTGCCA-3'

Primer ¢iftleri BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti. (Ankara) tarafindan

sentezlenmistir.

3.2.3.3. PZR Karisiminin Hazirlanmasi

PZR karisimimin hazirlanmast Mozzi vd. (2006) c¢alismalarinin optimizasyonu ile
gerceklesmistir. 25 pl PZR karisimi igin; DNA 2.5 pl, 10X KCI Buffer 2.5 ul (Fermentas,
Thermo Fisher Scientific, ABD), 25mM MqgCl, 2.5 ul (Fermentas, Thermo Fisher
Scientific, ABD), steril deiyonize su 14 pl, F-primer 0.5 pl, R-primer 0.5 ul ve dNTP
karistmi (2mM  her biri i¢in) 2.5 pl (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanilmistir. Primer dizilerindeki GC oranlariin farkli olmasi sebebiyle ilave edilen Taq

DNA polimeraz (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, ABD) enzimleri farkli miktarlarda
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ilave edilmistir. Taq DNA polimeraz Lactobacillus ve Enterococcus tiirleri igin sirasiyla
7.5 ve 2.5 U kullanilmistir.

3.2.3.4. PZR Kosullar1 ve Agaroz Jel Elektroforezi

PZR ¢alismalar1 igin Bio-Rad T100 Thermal Cycler kullanilmistir. Fruktansukraz
ve glikoziltransferaz gen bolgeleri igin sirastyla 95 °C 5 dakika, (95 °C 45 saniye, 42.4 °C
90 saniye, 72 °C 45 saniye) x 35 dongu, 72 °C 7 dakika ve 95 °C 3 dakika, (95 °C 45
saniye, 55°C 60 saniye, 72 °C 45 saniye) x 35 dongu, 72 °C 7 dakika protokolleri
kullanilmustir.

PZR dranleri beklenilen amplikon boyutuna gore %1-2 agaroz (Sigma, ABD) jelde
IXTAE buffer (0.04 M Tris-acetate, 0.001 M EDTA) igerisinde hazirlanarak yatay
elektroforez sisteminde (Bio-Rad) 90 V’de 40 dakika yurutilmustiir. 100 bp DNA ladder
(Fermentas SM0242) ve 1 kb DNA ladder (Fermentas SM0311) kullanilmistir. Toksik
olmayan GelRed (Biotium) boyasi ile boyanan jel, goriintiileme sisteminde (Bio-Rad, Gel

Doc Ez Imager) goruntilenmistir.

3.2.4. EPS’nin Ekstraksiyonu ve Miktarmin Belirlenmesi

EPS’nin ekstraksiyonu ve miktarinin belirlenmesi amaciyla biyokiitle ve seker
Uretimi en yiksek 6 adet L. plantarum susu (AC10-40, AB16-65, AC21-1031, AK4-11,
AKG-27 ve BK10-48), 8 adet L. fermentum susu(AB5-18, BB16-75, AC18-87, BB19-90,
AK2-8, AK5-22, AK6-26 ve BK10-44) ve 6 adet E. faecium susu (BK9-42, AB19-95,
AK4-16, BK8-36, BK11-50 ve 98) secilmistir

EPS ekstraksiyonu Tallon vd. (2003) tarafindan belirtildigi sekilde yapilmistir. Bu
amagla 50 ml’lik MRS siv1 besiyerinde 37 °C’de gelistirilen 18 saatlik aktif kiltir 15.000
rpm’de, 4°C’de 15 dakika santrifiijlenmistir (Sigma 2-16KL, Almanya). Hiicreler % 0,5’lik
NaCl (Merck, Almanya) ¢ozeltisi ile yikanarak, tekrar santrifiijlenmistir. Hiicrelere 10 ml
1M NaCl (Merck, Almanya) ilave edilip, 40 W’da 3 dakika sonikasyon uygulamasi
yapilmistir. Bu karisim 30 dk’da 5000 x g’de santrifiijlenmis ve ¢6zinmeyen maddeler
uzaklagtirilmistir. Siipernatanttan EPS’ler 2 hacim soguk %96’lik etanol ile ¢oktiiriilerek,
distile suya kars1 diyalize (Visking ® dialysis tubing 36/32, Almanya) birakilmis sonra,
liyofilize edilmistir. Liyofilize drnekler son konsantrasyon 10 mg/ml olacak sekilde distile
su ile ¢oziindiiriilmistiir. EPS sicak fenol ekstraksiyon uygulamasi ile saflastirilmistir
(Westphal ve Jann, 1965). Ultra saf doyurulmus fenol tamponu, her 6rnegin hacmine esit

olacak sekilde drneklere dagitilmustir. Ornekler 70 °C su banyosunda 70 dakika inkiibe
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edilmis, 30 dakika boyunca buz iizerinde sogutulan 6rnekler 4 °C’de 5000 x g’de 20
dakika santrifiijlenmistir. Sulu kisim siiziildiikten sonra 6rnekler tekrar liyofilize edilip ve

tartilmistir.

3.2.5. Toplam Seker Miktarinin Tespiti

Toplam seker miktarinin belirlenmesi amaciyla MRS besiyerinde 37 °C’de
gelistirilmis 18 saatlik kultdr su banyosunda 15 dakika kaynatilmistir. Kultir oda
sicakligina sogutulduktan sonra 1,5 ml’lik santrifiij tiiptine 1 ml 6rnek alinip, tizerine 900
ul %85°lik TCA (Triklorasetik asit, Molekula, ingiltere) ilave edilmistir. 13000 x g’de 25
dakika santrifujleme isleminden sonra, siipernatant uzaklastirilmis ve etil alkol (Merck,
Almanya) ilave edilip tekrar santrifiijlenmistir. Bu islem 2 kere tekrarlanmigtir.
Santrifiijleme sonunda etanol hizlica ve dikkatlice uzaklastirilmistir. Pellet 1 ml ultra saf su
icerisinde ¢6zundurilmiistar.

EPS miktarin1 belirlemek i¢in glukoz (Merck, Almanya) standart kurvesi ile fenol-
stlfirik asit yontemi kullanilmistir. 0,1 g glukoz 1 L wultra saf su igerisinde
¢oziindiiriilmiistiir. Deiyonize su ile glukoz ¢dzeltisi ¢esitli oranlarda (10:0, 9:1, 8:2, 7:3,
6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9 ve 0:10) karistirilarak farkli konsantrasyonlar elde edilmistir
Steril inokiile edilmemis besiyeri kor olarak kullanilmistir. Biitiin deneyler iki paralelli
yapilmistir.

Kurve ¢izmek icin glukoz-su karisimindan 1 ml alinip 15 ml’lik santrifiij tiipiine
aktarilmistir. Ornegin iizerine 6nce 0,5 ml %5’lik fenol ¢ozeltisi ilave edildikten sonra
dikkatlice 5 ml sulfirik asit (Merck, Almanya) ilave edilmistir. Ttpler 30 °C’de 20 dakika
bekletilmis olup sonra 490 nm absorbans degeri 6lgiilerek (T8+ UV/VIS Spectrometer, PG
Instruments Ltd. ingiltere) kurve elde edilmistir (Dubois vd., 1956).
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Sekil 3.1. Toplam seker tayini i¢in glukoz kalibrasyon grafigi

3.2.6. Seker Kompozisyonun Belirlenmesi

Orneklerin  hazirlanmasi  3.2.4. kisimda belirtildigi  gibi, liyofilize edilen
orneklerden yaklasik 0,5 g tartilarak 1 mL mobil faz (metanol:su, 80:20) igerisinde
coziinddrdlerek 0,45 mikron filtreden gegirilerek yapilmistir. Analizde LC20 AT pompaya
sahip RID-10 A dedektorlti Shimadzu Prominence Marka HPLC (Tokyo, Japonya) sistemi
kullanilmistir. Analiz 1,3 ml/dk akis hizinda, 20 pl enjeksiyon hacminde, 30 °C kolon
sicakliginda olmustur. Kolon firin1 olarak CTO-10ASVp ve Inertsil NH2-5 um 250 mm
*4,6mm kolonu kullanmilmistir. Sonuglar LC Solution bilgisayar paket programi
kullanilarak hesaplanmigtir. Miktar tayini i¢in kullanilan seker standartlari; glukoz,
mannoz, galaktoz, ramnoz, fruktoz, sukroz ve laktozdur. Her 6rnek igin 2 paralelli analiz
yapilmigtir (Anonim 2008). Sonuglar mg/L olarak ifade edilmistir. Standart kromatogrami

ve standartlarin alikonma siireleri asagida verilmistir (Sekil 3.2 ve Cizelge 3.1).

pr

Sekil 3.2.Standartlarin kromatogrami (1: ramnoz, 2: fruktoz, 3: mannoz, 4: glikoz, 5:
galaktoz, 6: sukroz ve 7: laktoz)

Cizelge 3.1. Standartlara ait LOD ve RTdegerleri
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Bilesen LOD? (ppm) RT® (dk)
Ramnoz (1) 2,26 7,5
Fruktoz (2) 1,82 10,8
Mannoz (3) 0,85 114
Glukoz(4) 2,11 12,6
Galaktoz (5) 3,80 13,6
Sukroz (6) 2,70 18,7
Laktoz (7) 1,52 27,3

2LOD: Deteksiyon sinirt
PRT: Alikonma siiresi

Sekerlere ait kalibrasyon grafikleri asagida verilmistir. (Sekil 3.3.-Sekil 3.9.)
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Sekil 3.4.Standart glukoz kalibrasyon grafigi
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. LAB Sayimi, Biyokutle ve pH Sonugclar:

LAB’dan 3.2.2 belirtildigi sekilde uygun diliisyonlardan MRS agar’a ekim

yapilmistir. L. plantarum, L. fermentum ve enterokok suslarinin sayim sonuglari sirasiyla
sirastyla 8,2x10%-7,0x10°%, 2,0x10°-24x10" ve 2,1x10°-1,1x10" KOB/mL arasinda

belirlenmistir. Calisilan L. plantarum suslarinin 10 adedinin sayim sonucu 10°, 9 adedinin

10°, 1 adedinin ise 10* KOB/mL diizeyinde tespit edilmistir. L. fermentum suslarmmn 5

adedi 107 diizeyinde iken, kalam1 10°® KOB/mL diizeyindedir. Enterokok suslarindan ise
sadece E. faecium AK2-8 10’ diizeyinde belirlenirken digerleri 10 KOB/mL olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3).

Cizelge 4.1. L. plantarum trlerine ait sayim sonuglar1 (KOB/mL)

Bakteri ismi Hiicre Sayis1 Bakteri ismi Hiicre Sayisi
L. plantarum AA-1-2 5,3 x 10° L. plantarum BC18-81 8,3 x 10°
L. plantarum AC3-10 6,2x 10° L. plantarum AC18-82 3,3x10°
L. plantarum AC3-14 7,0x 106 L. plantarum AB20-961 5,5 x 108
L. plantarum AB6-25 6,8 x 108 L. plantarum AC21-101 7,0x 10°
L. plantarum AC3-27 2,6x 10° L. plantarum AC21-1031 4,9x10°
L. plantarum AB7-35 1,1 x 108 L. plantarum AK4-11 7,8 x 10°
L. plantarum AC10-40 8,2 x 104 L. plantarum AK6-27 6,7 x 108
L. plantarum AA13-59 6,0 x 108 L. plantarum AK7-28 2,8x10°
L. plantarum AB16-65 3,1x10° L. plantarum AK8-31B 1,9 x10°
L. plantarum AA17-73 4.8 x10° L. plantarum BK10-48 1,9 x 10°

Cizelge 4.2. L. fermentum tiirlerine ait sayim sonuglar1 (KOB/mL)

Bakteri ismi Hiicre Sayis1 Bakteri ismi Hiicre Sayis1

L. fermentum AC3-13 5,9 x 108 L. fermentum AK5-22 1,0 x 107
L. fermentum AB5-18 6,5 x 108 L. fermentum AK6-26 5,5 x 10¢
L. fermentum AB5-20 1,5x 107 L. fermentum BK10-44 | 7,6 x 108
L. fermentum BB16-75 1,4 x 107 L. fermentum BK10-46 | 3,5 x 108
L. fermentum AC18-87 | 2,3 x 107 L. fermentum BK13-56 | 2,5 x 108
L. fermentum BB19-90 5,2 x 108 L. fermentum AK4-180 | 2,0 x 108
L. fermentum AB21-107 | 2,4 x 107

L. fermentum AK2-8 6,7 x 108

L. fermentum AK3-10 8,9 x 108
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Cizelge 4.3. Enterococcus subsp. tiirlerine ait sayim sonuglar1 (KOB/mL)

Bakteri ismi Hiicre Sayisi Bakteri ismi Hiicre Sayisi
E. durans AB7-32 3,2 x10° E. faecium AC21-105 3,6 x 106
E. faecium BC8-36 2,1x106 E. faecium AK4-14 5,4 x 106
E. faecium AK2-8 1,1 x 107 E. faecium AK4-16 8,4 x 10°
E. faecium AK2-7 5,4 x 106 E. faecium 50B 7,7 x 106
E. faecium AB7-30 8,5 x 10° E. faecium AK6-24 6,2 x 106
E. faecium AB16-66 5,9 x 108 E. faecium BK8-36 5,9 x 106
E. faecium AA13-51 3,4 x 108 E. faecium BK10-47 6,2 x 106
E. faecium AB16-66 2,3 x 108 E. faecium BK11-50 6,6 x 106
E. faecium BK9-42 6,5 x 108 E. faecium BC18-78 5,2 x 108
E. faecium AB19-95 51x 108 E. faecium 98 6,2 x 10°

Yapilan arastirmada L. plantarum

suslart icerisinde L. plantarum AC21-1031’in

22925 ve L. plantarum AK4-11’in 13575 mg/L ile en yiiksek biyokiitleye sahip oldugu,

diger suslarda biyokiitle miktarinin 225 ile 975 mg/L arasinda degistigi, sadece L.

plantarum AC18-82’nin biyokiitlesinin 25 mg/L oldugu tespit edilmistir. L. fermentum

suslarinin biyokiitle miktar1 ise 650 ile 3375 mg/L arasinda degisim gostermistir (Cizelge
4.4, Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). Calisilan 15 adet susun 5 adedinin biyokiitle miktar1 650 -

900 mg/L arasinda degisirken, digerleri 1050 — 3775 mg/L arasinda belirlenmistir.

Enterococcus suslarinin ise 225 ile 650 mg/L ile diger tiirlere kiyasla daha diisiik EPS

iretim yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.4.L. plantarum tiirlerine ait biyokiitle sonuglar1 (mg/L)

Bakteri ismi Biyokdutle Bakteri ismi Biyokdtle
L. plantarum AA-1-2 275 L. plantarum BC18-81 500
L. plantarum AC3-10 825 L. plantarum AC18-82 25
L. plantarum AC3-14 225 L. plantarum AB20-961 550
L. plantarum AB6-25 325 L. plantarum AC21-101 800
L. plantarum AC3-27 675 L. plantarum AC21-1031 22925
L. plantarum AB7-35 425 L. plantarum AK4-11 13575
L. plantarum AC10-40 525 L. plantarum AK6-27 425
L. plantarum AA13-59 300 L. plantarum AK7-28 250
L. plantarum AB16-65 975 L. plantarum AK8-31B 675
L. plantarum AA17-73 825 L. plantarum BK10-48 800
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Cizelge 4.5.L. fermentum turlerine ait biyokutle sonuglar1 (mg/L)

Bakteri ismi Biyokutle Bakteri ismi Biyokdtle
L. fermentum AC3-13 1050 L. fermentum AK5-22 2550
L. fermentum AB5-18 1200 L. fermentum AK6-26 1325
L. fermentum AB5-20 900 L. fermentum BK10-44 2050
L. fermentum BB16-75 2275 L. fermentum BK10-46 775
L. fermentum AC18-87 2650 L. fermentum BK13-56 650
L. fermentum BB19-90 3050
L. fermentum AB21-107 3775
L. fermentum AK2-8 2400
L. fermentum AK3-10 725
L. fermentum AK4-180 750

Cizelge 4.6. Enterococcus subsp. tlrlerine ait biyokdtle sonuglar1 (mg/L)

Bakteri ismi Biyokutle Bakteri ismi Biyokautle
E. durans AB7-32 225 E. faecium AC21-105 525
E. faecium BC8-36 275 E. faecium AK4-14 600
E. faecium AK2-8 400 E. faecium AK4-16 650
E. faecium AK2-7 475 E. faecium 50B 525
E. faecium AB7-30 275 E. faecium AK6-24 525
E. faecium AB16-66 575 E. faecium BK8-36 475
E. faecium AA13-51 600 E. faecium BK10-47 475
E. faecium AB16-66 375 E. faecium BK11-50 450
E. faecium BK9-42 475 E. faecium BC18-78 575
E. faecium AB19-95 500 E. faecium 98 575

Calismamizda pH degerleri MRS ve LSDM s1v1 besiyeri olmak iizere iki farkl

ortamda Ol¢tilmiistiir.
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Cizelge 4.7. L. plantarum tirlerine ait pH sonuglari
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L. plantarum suslariin hepsinde L-SDM’ye kiyasla MRS sivi besiyerinde daha
diisiik pH degerleri gozlemlenmistir. Yapilan arastirmada L-SDM ve MRS besiyerlerindeki
L. plantarum suslarinin pH degerleri 4,84 - 5,79 ve 3,84 - 4,79 ile arasinda tespit edilmistir.
L. plantarum AA-1-2, L. plantarum AC3-10 ve L. plantarum AB6-25’in 2 farkli ortamdaki

pH degerleri arasindaki 6nemli bir fark belirlenememistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.8. L. fermentum turlerine ait pH sonuglari

7
6
5
4
3
2
1 B MRS
0 H LSDM
&
AM A
U
N

Sadece L. fermentum AK3-10 ve L. fermentum AK-180’nin pH degerleri MRS’ye
nazaran L-SDM siv1 besiyerinde yiiksek ¢ikmustir. L. fermentum AC18-87 ve L. fermentum
AB21-107°nin L-SDM besiyerinde en diisik pH degerine sahip oldugu bulunmustur

(Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.9. Enterococcus turlerine ait pH sonuglari

® MRS
m LSDM

O P, N W B U1 OV
|

%“bbs (M8 ® Ak N Q‘bm“ﬂb&\s“ AICY
R <z9°° * ¥ T T e e O°° o
ST @t WP (PO (PP e P
OAIONIG w.ﬂ*‘.«*‘.d‘\v.@ A A \\»««
Qz@Oxx\“x\’“C\\}‘-‘d\ \ AV
4 @f\@“@,\“y@,‘\% ¥ \@& @0 ;\@e‘%) o &oei\ & f\o“ &o“ S f\& s\@‘b \@@0 f\oeﬁ ¢
| RALALAR RS

Q,@\&‘\ S &O

Enterococcus tarlerinin  L-SDM besiyerinde pH degeri 4,48-4,88 arasinda
degisirken en diisiik pH degeri 4,36 ile E. faecium AK4-14’te tespit edilmistir. MRS’de ise
pH degerleri 4,68-5,08 arasinda degismektedir (Cizelge 4.9).

Tieking vd. (2003) yaptiklar: ¢aligmada laktobasillerin pH’y1 24 saat igerisinde 3,5
civarina kadar distirdiigiinii rapor etmislerdir. Bu laktobasil tiirlerinden L. reuteri TMW
1.106 ve L.reuteri TMW 1.669’un hiicre sayisinin sirayla 9,38 ve 9,36log10 KOB/g oldugu
rapor edilmistir. Vaningelgem vd. (2004) yaptiklar1 ¢caligmada siitten izole ettikleri 25 adet
Str. thermophilus izolatinin iki farkli ortamda pH ve hiicre sayisini arastirmiglardir. Siit
tozu iceren besiyerinde sadece iki bakterinin 10° KOB/mL diizeyine ulastigi, 23 adedinin
ise 107 ve 10® KOB/mL arasinda oldugu, pH degerlerinin ise 4,3-4,99 arasinda degistigi
belirtilmistir. Maya ekstrakti ve kazein peptonu igeren modifiye besiyerinde ise pH
degerinin 4,10-4,68 ve hiicre sayisimin ise 108-10° KOB/mL arasinda degistigi
gozlemlenmistir. Mozzi vd. (2006) tarafindan yapilan ¢aligmada 31 termofil ve mezofil
LAB’in hiicre sayisinin 107-10° KOB/mL arasinda degistigi ifade edilmistir. Ayrica
termofil LAB’1n pH degerleri 3,90 - 4,99, mezofil LAB’1in pH degerinin ise 4,08 -5,80
arasinda rapor edilmistir. Termofil ve mezofil LAB i¢in en diisiik pH degerlerinin 3,70 ve
3,85 oldugu ifade edilmistir. Mende vd. (2012)’nin farkli karbon kaynaklarinda yaptigi
calismalar sonucunda en yiiksek hiicre sayismin 4,5x108 KOB/mL ile 200 mmol/L laktoz
iceren besiyerinde elde edildigi, ayrica bu besiyerindeki pH degerinin 4,38 ile en diisiik pH

degeri oldugu belirtilmistir. En yiiksek pH degeri 5,59 ile 100 mmol/L glukoz igeren
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besiyerinde tespit edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda glukoz bulunan besiyerlerinde pH
degeri 5,36 - 5,59 arasinda belirlenmistir.

van Geel-Schutten vd. (1998) ¢esitli kaynaklardan izole edilmis 182 adet laktobasil
arasindan 2 tanesi L. reuteri olarak tanmimlamistir. Glukan ve fruktan olusturan
Lactobacillus tirlerinden baska Leuconostoc tiirleri ve oral streptokoklar rapor edilmistir.
Bagirsak florasi ve bagirsaktaki tipik tiirler arasindan izole edilen ve EPS fireten suslar
arasinda Lactobacillus tiirleri 6ne ¢ikmaktadir. Mozzi vd. (2006) c¢alismalarinda
polisakkarit treten 31 adet termofil ve mezofil LAB’mn sutte EPS Uretimini karakterize
etmeye calismislardir. Calismalarinda termofillerin pH araliginin 3.83 ile 4.99 oldugu ve
en yuksek EPS dretiminin pH 4.5’da ve en diisiik EPS iiretiminin pH 4.56, 4.69 ve 4.99°da
gerceklestigini ifade etmislerdir. Mende vd. (2012) Bulgar yogurdundan izole edilen L.
bulgaricus DSM 20081’in EPS iiretimini belirlemeye ¢alismislardir. Calismay1 sabit pH
degerinde kesikli ve siirekli bioreaktorlerde gerceklestirmislerdir. Fermantasyon sonunda 4
farkli sicaklik uygulamalarinda pH degeri 45 °C’de 4.58, 40 ve 37°C’de 4.08 ve 30°C’de
4.16 olarak tespit edilmistir. lbarburu vd. (2015) yaptiklari ¢alismada 24 saat sonunda pH
degerinin MRS besiyerinde 4,30 ile 4,89 arasinda degistigini rapor etmislerdir.

Wang vd. (2015a) yaptiklar1 ¢alismada pH degerinin ilk 16 saat icerisinde 4,1’e
distiigiinii 56. saatte ise 3,8 oldugunu belirlemistir. Diger bir ¢alismada, ise 16 saatte pH
degerinin yaklagik 4,0’a, 56. saatte ise 3,9’a diistiigli rapor edilmistir (Wang vd. 2015b).
Salazar vd. (2009) yaptiklari ¢aligmada intestinal mikrofloradan izole ettikleri EPS Ureticisi
21 adet susu genetik olarak tanimlamiglardir. 16S rRNA dizi analizi sonucunda 11 adet
Bifidobacterium tirt ve 10 adet Lactobacillus tiirii tanimlanmustir. L. rhamnosus E41,
E43R, L. plantarum H2 ve kontrol grubunun pH degerlerinin benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Olgiilen pH degerleri sirastyla 3,82, 3,76, 3,88 ve 3,97 olarak belirtilmistir.
Ayrica en yliksek EPS miktarinin ise 51,4 mg/100 mL oldugu rapor edilmistir.

4.2. eps Genlerinin Varhg:

DNA lizatlar1 EPS iiretiminden sorumlu gen bdlgelerine spesifik primerler
kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmistir. Cogaltilan gen bdlgelerini belirlemek amaciyla 100 bp
DNA ladder (Fermentas SM0242) ve 1 kb DNA ladder (Fermentas SM0311) kullanilmigtir
(Sekil 4.4).
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100 bp 1kb

Sekil 4.1. 100 bp DNA ladder ve 1 kb DNA ladder (Fermentas)

Incelenen jel goriintiilerinin fruktansukraz gen bélgesi icin yaklasik 1200 bp
oldugu, glikoziltransferaz icin ise 200-300 bp arasinda oldugu belirlenmistir. Lactobacillus
suslarinin jel goriintiileri sekil 4.5°de, E. faecium tirlerine ait jel goruntileri ise Sekil
4.6’da gosterilmistir. Calismamizda 20 adet L. plantarum susundan L. plantarum AA1-2,
ABG6-25 digindaki tiim L. plantarum suslarinda fruktan sukraz bolgesi tespit edilmistir. 15
adet L. fermentum susundan 8 adedinde fruktansukraz gen bolgesi belirlenirken, L.
fermentum AC3-13, AB5-18, AB5-20, AC18-87, AB21-107, AK3-10 ve BK13-56
suslarinda aranan gen bdlgesi tespit edilmemistir. Incelenen enterokok suslarindan ise
sadece E. faecium AK2-8 ve BC18-87’de glikoziltransferaz gen bolgesi tespit edilmezken,
diger tiim suslar pozitif olarak degerlendirilmistir. Lactobacillus ve Enterococcus turlerine
ait PZR sonuglar1 Cizelge 4.10, Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12’de verilmistir. Ibarburu vd.
(2015) elma suyundan izole edilen iki adet L. suebicus suslarinin EPS iiretim 6zelliklerini
karakterize etmeye calismislardir. L. suebicus CUPV226 ve CUPV225 suslarinin 24 saat
sonunda tirettikleri EPS miktar sirasiyla 44.4 ile 65.8 mg/L ve 48 saat sonunda tirettikleri
EPS miktar1 sirasiyla 94.9 ile 109.2 mg/L olarak belirlenmistir. Ayrica inkiibasyon

siiresinin artmasiyla iiretilen EPS miktarinin arttigini ifade etmislerdir.
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Sekil 4.2. Lactobacillus suslarinin fruktansukraz gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi ile
elde edilmis jel goriintiisii (M: 1 kb DNA marker, 1: AB6-25, 2: AC3-27, 3: AB7-35, 4:
AC10-40, 5: AA13-59, 6: AB16-65, 7: AA17-73, 8: BC18-81, 9: AC18-82, 10: AB20-961,
11: AC21-101, 12: AC21-1031, 13: AK4-11, 14: AK6-27, 15: AK7-28, 16: AK8-31B, 17:
BK10-48, 18: BB16-75, 19: AC18-87, 20: AB21-107, 21: negatif kontrol)
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Sekil 4.3. E. faecium suslarinin glikoziltransferaz gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmast ile
elde edilmis jel goriintiisii (M: 100 bp DNA marker, 1: AB7-32, 2: BC8-36, 3: AK2-8, 4:
AK2-7,5:AB7-30 6: AB16-66 7: AA13-51 8: AB16-66, 9: AC21-105, 10: AK4-14, 11:
50B, 12: AK6-24, 13: BK10-47, 14: BK11-50, 15: BC18-78, 16: 98, 17: negatif kontrol)

Tieking vd. (2003) hamurdan izole ettikleri 111 izolattan 22 tanesinin yuksek EPS
fraksiyonu irettigini tespit etmislerdir. Yaklagik 800 bp amplikon biiyiikliigiine sahip
fruktansukraz gen bolgesince taranmistir. Fruktansukraz pozitif 6 izolatin 4 tanesinin L.
sanfranciscensis ve 2 tanesinin L. frumenti oldugu rapor edilmistir. Provencher vd. (2003)
cesitli kiiltiir koleksiyonlarindan temin ettikleri 44 adet LAB’da glikoziltransferaz gen
bolgesinin varligini arastirmiglardir. L. rhamnosus izolatlarinin yiizde %94,11’nde pozitif
sonu¢ tespit edilirken, Str. thermophilus tlrlerinde ise glikoziltransferaz gen bdlgesine
rastlanmamustir. Glikoziltransferazlar EPS’nin sentezinde 6nemli rol oynar (Werning vd.
2006). B-D-glukan sentezinden sorumlu glikoziltransferaz gen bdlgesini aragtirmig, daha
onceden PB-D-glukan tipi EPS iireten izolatlarin (Duen™as-Chasco vd. 1997; Duen"as-
Chasco vd. 1998; Ibarburu vd. 2005) taradiklar1 gtf genin pozitif oldugunu tespit etmistir.

Bounaix vd. (2009) yaptiklar ¢alismada hamur mayasindan izole ettikleri 30 adet
LAB susunu glukansukraz ve fruktansukraz geni a¢isindan taradiklarinda 23 izolatin
pozitif ve 7 izolatinda negatif oldugunu rapor etmislerdir. L. sanfranciscensis 1012, O31,
Leuconostoc mesenteroides G15, A9, NRRLB-512F ve ATCC 8293 olmak tizere sadece 6
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adet izolat fruktansukraz pozitif bulunmustur. Leu. mesenteroides A9 izolatinin

fruktansukraz geninin bulunmasina ragmen, fruktan tretimi gozlenmistir. Leu.
mesenteroides ve Leu. citreum cinslerinin timinde glukansukraz geninin pozitif oldugu
rapor edilmistir. Bugiine kadar cesitli LAB’da bulunan EPS gen bdlgeleri izole ve
karakterize edilmistir. Str. thermophilus (Stingele vd. 1996), Str. macedonicus (Jolly vd.
2001), Lc. lactis subsp. lactis (Dabour vd. 2005) ve L. bulgaricus (Lamothe vd. 2002) gibi
LAB tiirlerinin EPS gen bolgelerinde birkag glikoziltransferaz genlerini igerdigi rapor
edilmistir. Dertli vd. (2015) Vakfikebir ekmeginin hamurundan 249 adet LAB izole
etmistir. 11 adet farkli tiir olmak tizere 49 adet gesitli LAB cinsi tanimlamiglardir.
Arastirmacilar izolatlarin en az bir tane eps gen bolgesini ig¢erdigini ifade etmislerdir.
Izolatlarin tiimiiniin glukansukraz pozitif oldugu ayrica L. sanfranciscensis ED5, L.
paralimentarius E-106, W. paramesenteroides N7, L. paraplantarum N15, Leu.
psedomesenteroides N13 ve W. cibaria N9 izolatlarinin levansukraz pozitif oldugu L.
rossiae ED1, L. brevis ED25, W. paramesenteroides N7, Leu. mesenteroides N6 ve L.
curvatus N19 izolatlarinin ise epsA genbolgesi bakimindan pozitif oldugu belirtilmistir. L.

brevis E-25 epsEFG pozitif tek izolat olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.10. L. plantarum tiirlerine ait PZR sonuglari

Bakteri ismi Fruktansukraz Bakteri ismi Fruktansukraz
L. plantarum AA1-2 - L. plantarum BC18-81 +
L. plantarum AC3-10 - L. plantarum AC18-82 +
L. plantarum AC3-14 + L. plantarum AB20-961 +
L. plantarum AB6-25 - L. plantarum AC21-101 +
L. plantarum AC3-27 + L. plantarum AC21-1031 +
L. plantarum AB7-35 + L. plantarum AK4-11 +
L. plantarum AC10-40 + L. plantarum AK6-27 +
L. plantarum AA13-59 + L. plantarum AK7-28 +
L. plantarum AB16-65 + L. plantarum AK8-31B +
L. plantarum AA17-73 + L. plantarum BK10-48 +
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Cizelge 4.11. L. fermentum tiirlerine ait PZR sonuglari

Bakteri ismi Fruktansukraz Bakteri ismi Fruktansukraz

L. fermentum AC3-13 - L. fermentum AK5-22 +
L. fermentum AB5-18 - L. fermentum AK6-26 +
L. fermentum AB5-20 - L. fermentum BK10-44 +
L. fermentum BB16-75 + L. fermentum BK10-46 +
L. fermentum AC18-87 - L. fermentum BK13-56 -
L. fermentum BB19-90 +

L. fermentum AB21-107 -

L. fermentum AK2-8 +

L. fermentum AK3-10 -

L. fermentum AK4-180 +

Cizelge 4.12. Enterococcus subsp. tiirlerine ait PZR sonuglari
Bakteri ismi Glikoziltransferaz Bakteri ismi Glikoziltransferaz

E. durans AB7-32 + E. faecium AC21-105 +
E. faecium BC8-36 + E. faecium AK4-14 +
E. faecium AK2-8 - E. faecium AK4-16 +
E. faecium AK2-7 + E. faecium 50B +
E. faecium AB7-30 + E. faecium AK6-24 +
E. faecium AB16-66 + E. faecium BK8-36 +
E. faecium AA13-51 + E. faecium BK10-47 +
E. faecium AB16-66 + E. faecium BK11-50 +
E. faecium BK9-42 + E. faecium BC18-78 -
E. faecium AB19-95 + E. faecium 98 +

4.3. Toplam Seker Miktari

Arastirmamizda L. fermentum suslarmin L. plantarum ve E. faecium suslarina gore
daha yiiksek mikarda glukoz tirettigi tespit edilmistir. L. plantarum suslarinda glukoz
uretimi 38,61 - 136,61 mg/L arasinda, L. fermentum suslarinda 116,43 — 135,55 mg/L
arasinda, E. durans AB7-32 susunda 65,38 mg/L, E. faecium suslarinda ise 50,80 — 99,02
mg/L. olarak tespit edilmistir. Bakteriler tarafindan iiretilen glukoz cinsinden seker

miktarlar Cizelge 4.13, Cizelge 4.14 ve Cizelge 4.15° de gosterilmistir.
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Farkli aragtirmacilar LAB tarafindan tretilen EPS miktarmin 150 ile 600 mg/L
arasinda degistigini belirtmistir (De Vuyst vd. 1998; De Vuyst vd. 1999; Duboc vd. 2001).
Ancak bu degerler bizim arastirmamizda bulunan degerlerden oldukga yiiksektir. Smitinont
vd. (1999) Pediococcus pentasaceus AP-1 ve P. pentasaceus AP-3 izolatlarinin EPS
tiretim miktarlarin1 sirasiyla 6 ve 2.5 g/L olarak belirtmistir. Tallon vd. (2003) muisir
silajindan izole ettigi L. plantarum EP56 susunda 4 farkli sicaklik degerinin (18, 25, 30 ve
37 °C) ve 5 farkli karbon kaynaginin (glukoz, sukroz, laktoz, fruktoz ve galaktoz) EPS
tiretimine etkisini arastirmistir. En diisiik EPS {iretimi glukozun karbon kaynagi olarak
kullanildig1 37 °C inkiibasyon sicakliginda 35,6 mg/L olarak belirtilmistir. En yiiksek EPS
tretimi ise 25 °C sicaklikta laktozun kullanildigi ortamda 140,2 mg/L olarak tespit
edilmistir.

Peyniralti suyu ilave edilmis kesikli fermentor’de yiiksek EPS fireticisi olan L.
rhamnosus RW-9595M’nin serbest ve bagl sekilde bulunan hiicrelerinin kesikli ve tekrarl
fermentorde hiicre sayisi, biyokiitle ve EPS miktart gibi ¢esitli 6zellikleri arastirilmistir.L.
rhamnosus RW-9595M’nin 32 saat sonunda ortamdaki karbon kaynagi olan laktozu
tamamen tiikettigi, ayrica %8 peyniraltt suyu igceren fermantasyon ortaminda serbest L.
rhamnosus RW-9595M hiicrelerinin sayisinin 1,3 X 102 KOB/mL ile en yiiksek seviyeye
ulastig1 gozlemlenmis ve EPS miktarinin 2350 mg/L oldugu belirtilmistir (Bergmaier vd.
2003).

Yapilan bir ¢calismada yesil zeytinlerden izole edilen L. pentosus LPS26 nin farkl
fermantasyon sartlarinda sentezledigi yiliksek ve diisiik molekiiler agirliga sahip EPS’ler
arastirilmistir. Fermantasyon ortaminda glukoz, fruktoz, mannitol ve laktoz karbon kaynagi
olarak ilave edilmistir. Glukoz, mannitol ve laktoz’un kaynak olarak kullanildig:
fermantasyon ortaminda EPSA {iretimi artarken, fruktoz’un kullanildigi fermantasyon
ortaminda ise EPSB iiretiminin arttig1 gozlemlenmistir. L. pentosus LPS26’nin glukoz ve
laktoz’da ftrettigi EPS miktarlar1 sirasiyla 166,0 ve 164,9 mg/L olarak belirlenmistir.
Mannitol ve glukoz’un karbon kaynagi olarak kullanildigi fermantasyon sartlarinda hiicre
sayst 2.4x10° ve 1.3x10° KOB/mL’ye kadar ulasmis ancak fruktoz ve laktozun bulundgu
ortamda hiicre sayis1 yaklasik 4x108 KOB/mL olarak belirlenmistir. Glukoz L. pentosus
LPS26’nin iirettigi iki EPS yapisinda da bulunurken, ramnoz epsA’da mannoz ise epsB’de
bulunmustur (Sanchez vd. 2006).

Mozzi vd. (2006) tarafindan yapilan bir arastirmada yogurt, peynir, kegi siiti,
fermente siit ve sosis gibi gidalardan 31 adet LAB susunun EPS iiretimi karakterize

edilmistir. 20 adet termofil LAB arasinda en yiiksek EPS ireticileri Str. thermophilus
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CRL804 (166 mg/L) ile L. bulgaricus CRLS 852 (150 mg/L) olarak belirlenirken, 11 adet
mezofil LAB igerisinde en yuksek EPS dretimi ise 110 mg/L ile E. faecalis CRL316
susunda tespit edilmistir. Zhang vd. (2011) Cin’deki Mogolistan bolgesinde bulunan
geleneksel sutli icecekten izole ettikleri EPS dreticisi L. fermentum F6 izolatinin muhtemel
endistriyel uygulamalarin1 aragtirmistir. Yapilan arastirmada % 10 rekonsite siit tozu
ilavesi L. fermentum F6’nin EPS iiretimi i¢in uygun oldugu belirtilmistir. Siit tozu igeren
bu ortama glukoz, galaktoz, laktoz ve fruktoz gibi karbon kaynaklari ilave edilmistir.
Glukoz ilavesi EPS iiretimini diger karbon kaynaklarinin ilavesinden daha fazla
arttirmigtir. Ayrica % 0,5 peyniralti suyu proteini ilavesi EPS {iretimini yaklagik iki katina
cikarmistir. L. fermentum F6 susu % 2 glukoz ve % 0.5 peyniralti suyu proteini i¢eren
besiyeri ortaminda 44,49 mg/L ile en yiiksek EPS firetimini ger¢eklestirmistir (Zhang vd.
2011). Yapilan bir ¢alismada Str. thermophilus’un 3000 mg/L, L. casei’nin 490 mg/L, L.
lactis subsp. cremoris’in 600mg/L ve L.bulgaricus’un 2100 mg/L EPS drettigi tespit
edilmistir (Duboc ve Mollet 2001). Hamet vd. (2015) kefirden izole ettikleri 4 adet L.
plantarum, 9 adet L. kefiranofaciens ve 5 tane L. paracasei suslarinin EPS {iretim
miktarmin 20 ile 370 mg/L arasinda degistigini rapor etmislerdir. Hamet vd. (2015)
kefirden izole ettikleri 4 adet L. plantarum, 9 adet L. kefiranofaciens ve 5 tane L. paracasei
suslariin EPS iiretim miktarimin 20 ile 370 mg/L arasinda degistigini rapor etmislerdir.
Yapilan bir c¢aligmada, yaslilarin gaytalarindan izole edilen Bifidobacterium
animalis RH’nin drettigi EPS’nin yapist arastirilmistir. Yiiksek performansli anyon
degistirme kromatografisinde seker bilesenleri analiz edilmistir. B. animalis RH’nin
urettigi EPSb fraksiyonun igerisinde; glukoz, galaktoz, mannoz ve ramnoz tespit edilmistir
(Shang vd. 2013). Bunkoed vd. (2014) ¢ig siit, fermente gida ve meyve sularindan 107 tane
LAB izole etmistir. Bu izolatlarin arasindan 27 tanesinin ise EPS {rettigi rapor edilmistir..
Yapilan bir diger ¢calismada 14 Tibet kefirinden izole edilen LAB suslarinin EPS {iretimi
karakterize edilmeye calisilmistir. L. plantarum SKT10 susunun SDM besiyerinde EPS
Uretimi 58.66 mg/L iken, sitte 40 mg/L olarak rapor etmistir (Wang vd. 2015a). Wang vd.
(2015a) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise Tibet kefirinden izole edilen L.
plantarum YW11 izolatinin inokiilasyonun 56. saatinde EPS miktarinin 90 mg/L oldugu ve

kiiltiir pH’sinin 3,9 oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.13. L. plantarum tiirlerine ait toplam seker miktarlari

Bakteri Adi mg EPS/L (glukoz
cinsinden)
L. plantarum AA-1-2 42,47
L. plantarumAC3-10 39,35
L. plantarum AC3-14 81,25
L. plantarum AB6-25 38,61
L. plantarum AC3-27 90,51
L. plantarum AB7-35 101,20
L. plantarum AC10-40 126,26
L. plantarumAA13-59 86,91
L. plantarum AB16-65 136,61
L. plantarum AA17-73 106,08
L. plantarum BC18-81 107,99
L. plantarum AC18-82 98,12
L. plantarum AB20-961 98,39
L. plantarum AC21-101 91,28
L. plantarum AC21-1031 114,55
L. plantarum AK4-11 89,81
L. plantarum AK6-27 110,99
L. plantarum AK7-28 80,18
L. plantarum AK8-31B 79,80
L. plantarum BK10-48 102,51

Cizelge 4.14. L. fermentum tiirlerine ait toplam seker miktarlari

Bakteri Ad mg EPS/L (glukoz
cinsinden)
L. fermentum AC3-13 126,34
L. fermentum AB5-18 138,76
L. fermentum AB5-20 125,02
L. fermentum BB16-75 116,43
L. fermentum AC18-87 135,55
L. fermentum BB19-90 133,71
L. fermentum AB21-107 120,55
L. fermentum AK2-8 121,98
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Cizelge 4.14. (devam) L. fermentum tiirlerine ait toplam seker miktarlari

L. fermentum AK3-10 126,48
L. fermentum AK4-180 121,60
L. fermentum AK5-22 128,40
L. fermentum AK6-26 130,36
L. fermentum BK10-44 128,02
L. fermentum BK10-46 124,49
L. fermentum BK13-56 118,11

Cizelge 4.15. Enterococcus subsp. tiirlerine ait toplam seker miktarlari

Bakteri Ady mg EPS/L (glukoz
cinsinden)
E. durans AB7-32 65,38
E. faecium BC8-36 57,55
E. faecium AK2-8 79,48
E. faecium AK2-7 55,91
E. faecium AB7-30 49,68
E. faeciumAB16-66 53,99
E. faecium AA13-51 50,80
E. faecium AB16-66 65,74
E. faecium BK9-42 83,28
E. faecium AB19-95 88,35
E. faecium AC21-105 58,79
E. faecium AK4-14 75,37
E. faecium AK4-16 94,58
E. faecium 50B 73,45
E. faecium AK6-24 78,00
E. faecium BK8-36 99,02
E. faecium BK10-47 74,49
E. faecium BK11-50 86,31
E. faecium BC18-78 79,76
E. faecium 98 83,60
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4.4. EPS’nin Ekstraksiyonu ve Seker Kompozisyonun Belirlenmesi

Bakteriler tarafindan {iretilen EPS’nin HPLC’de karakterizasyonu amaciyla
biyokiitle miktar1 yiiksek ve aranan gen boélgesi pozitif olan 6 adet L. plantarum (AC10-40,
AB16-65, AC21-1031, AK4-11, AK6-27 ve BK10-48), 8 adet L. fermentum (AB5-18,
BB16-75, AC18-87, BB19-90, AK2-8, AK5-22, AK6-26 ve BK10-44) ve 6 adet E.
faecium(BK9-42, AB19-95, AK4-16, BK8-36, BK11-50 ve 98) ile ¢alisilmistir. Bakterilere
ait liyofilizasyon tartim sonuglar1 Ek-2’de belirtilmistir.

Sekil 4.4. Numune kromatogrami

Monosakkarit kompozisyonun belirlenmesi, ortamda bulunan EPS’nin cinsi ve
miktarinin tayini i¢in oldukca 6nemlidir. Monosakkarit kompozisyonunu belirlemeye
yonelik olan caligsmalarda siklikla GC ve HPLC kullanilmaktadir. Enzimatik yontemler
genelde tek bir monosakkarit tabanli iken, kromatografik yontemler bir ve birden ¢ok
monosakkaritin kalitatif ve kantitatif olarak arastirillmasinda 6nemli bir yere sahiptir (Sadiq
2015). 3.2.6°da belirtildigi gibi ekstrakte edilen EPS’ler HPLC’de belirlenmistir. Sonuglar
Cizelge 4.16, 4.17 ve 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.16. L. plantarum tiirlerine ait HPLC sonuglar1 (1g/g)

Sekerler
Bakteri adi Ram? Fru® Man® Glud Gal® Sukf
L. plantarum
AC21-1031 5,87 12,77 0,05 2191 <LOD"
L. plantarum
BK10-48 664,38 12,04 20,71 14,39 40,57 55,91
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Cizelge 4.16. (devam) L. plantarum tiirlerine ait HPLC sonuglar1 (1g/g)

Sekerler
Bakteri adi Ram Ram Ram Ram Ram Ram
L. plantarum
AC10-40 11,27 8,33 8,42 13553 21,90 -
L. plantarum
AK4-11 36,64 31,34 9,37 150,69 9,62 10,25
L. plantarum
AKB6-27 22,19 2,21 27,43 5,99 <LOD 11,35
L. plantarum
AB16-65 13,72 - - 3,96 <LOD 11,09
<LOD* : Dedeksiyon sinirinin altinda
- : Tespit edilememistir.
Ram? Ramnoz Glu®: Glukoz
Fru®: Fruktoz Gal®: Galaktoz
Man®: Mannoz Suk': Sukroz

Cizelge 4.17. L. fermentum tiirlerine ait HPLC sonuglar1 (1g/g)

Sekerler
Bakteri ad1 Ram Fru Man Glu Gal Suk
L. fermentum
AK5-22 14,83 12,66 5,65 1,20 <LOD 6,80
L. fermentum
AKG6-26 54,19 6,45 2,11 6,18 <LOD 8,41
L. fermentum
AB5-18 53,60 69,62 8,51 3,27 3,51 15,81
L. fermentum
AK2-8 605,78 8,23 3,33 3,98 4,34 8,49
L. fermentum
AC18-87 104,75 11,25 8,79 9,84 <LOD 22,48
L. fermentum
BB19-90 87,59 12,90 <LOD 83,85 <LOD -
L. fermentum
BK10-44 33,18 - 6,12 5,58 <LOD 10,72
L. fermentum
BB16-75 128,30 2,31 13,38 6,50 12,70 13,12
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Cizelge 4.18. Enterococcus tiirlerine ait HPLC sonuglar1 (1g/g)

Sekerler
Bakteri ad1 Ram Fru Man Glu Gal Suk
E. faecium 98 16,07 1,64 7,80 4,64 <LOD 11,17
E. faecium
BK9-42 15,48 0,70 1,58 5,80 <LOD 38,98
E. faecium
BK11-50 23,00 12,22 - 67,54 <LOD 7,88
E. faecium
BK8-36 39,12 16,34 <LOD 0,30 <LOD 9,38
E. faecium
AK4-16 16,44 69,91 0,18 5,56 <LOD 12,40
E. faecium
AB19-95 143,86 38,87 4,22 5,70 <LOD 26,68

Calismamizda 6 adet L. plantarum susu, 8 adet L. fermentum susu ve 6 adet E.
faecium olmak tizere 20 LAB susundan hi¢ birinde laktoz tespit edilememistir. L.
plantarum AK4-1lsusunun en yiiksek glukoz (150,69 pg/g) iretimine sahip oldugu
belirlenirken, fruktoz miktari ise 31,34 pg/g olarak tespit edilmistir. L. fermentum AC3-13
ve E. faecium AK4-16 suslar1 incelenen bakteriler arasinda 69 pg/g ile en yiiksek fruktoz
Uretimine sahip tirler olarak belirlenmistir. L. fermentum AC18-87 susunun ramnoz
tiretimi 104,75 pg/g iken, sukroz iiretimi ise 22,48 pg/g olarak belirlenmistir. L. plantarum
BK10-48 susunun sirastyla 664,38 pg/g, 40,57 ng/g ve 55,91 ng/g ile en yiiksek ramnoz,
galaktoz ve sukroz drettigi, ayrica 20,71 pg/g ile mannoz iiretimi yiiksek olan suslardan
biri oldugu tespit edilmistir. L. fermentum AK2-8 sus 605,78 pg/g ile yiiksek ramnoz
iireten diger suslardan biridir. Bu susun tirettigi diger seker miktarlar1 oldukga diisiiktiir. En
yiikksek mannoz tiretimi 27,43 ng/g ile L. plantarum AK6-27 susunda gozlemlenmistir. L.
fermentum BB19-90 susunda ise 87,59 ug/g ramnoz ve 83,85 ug/g glukoz iiretimi tespit
edilirken, mannoz, galaktoz ve sukroz iretimi gozlemlenmemistir. E. faecium AB19-95
susunda ise 143,86 ng/g ramnoz, 38,87 ug/g fruktoz ve 26,68 nug/g sukroz iiretimi tespit
edilmistir. E. faecium BK9-42 susu 38,98 pg/g Uretimi ile en yuksek sukroz (reten
LAB’lardan biridir. Tieking vd. (2003) eksi hamurdan izole ettikleri LAB’1n monosakkarit
kompozisyonunu karakterize etmislerdir. Caligmalarinda en yiiksek glukoz iiretimi 3.58
mmol/kg ile L. reuteri TMW 1.106°da tespit edilmistir. En yiiksek fruktoz iireticisi (6.08

mmol/kg) olan L. sanfranciscensis LTH2590’in glukoz iiretimi ise 0.44 mmol/kg olarak
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rapor edilmistir. Tallon vd. (2003) musir silajlarindan izole ettikleri L. plantarum EP56
izolatinin EPS iiretimini karakterize etmeye calismiglardir. Caligmalarinda bu bakteri
hiicresine bagli EPS biriminin glukoz, galaktoz ve N-asetilgalaktozamin’den olustugu,
hiicreden salgilanan EPS biriminde ise galaktoz, ramnoz ve glukoz bulundugu
belirtilmistir. Yapilan bir diger ¢alismada, siitten izole edilen 25 adet Str. thermophilus
izolatinin seker kompozisyonu arastirilmistir. 25 adet Str. thermophilus izolatinin hepsinde
galaktoz tretimi tespit edilmistir. Sadece Str. thermophilus ST 111 ve S509 izolatlar
glukoz tiretmemislerdir (Vaningelgem vd. 2004). Mozzi vd. (2006) ¢alismalarinda 20 adet
termofil LAB ve 11 adet mezofil LAB’1n heteropolisakkarit {iretimini aragtirmislardir. 31
adet LAB’dan sadece 6 tanesinde ramnoz iiretimi gozlemlendigi rapor edilmistir.
LAB’larin hepsinde galaktoz ve glukoz iiretimi tespit edilmistir. Zhang vd. (2011) L.
fermentum F6 tarafindan iiretilen EPS’nin glukoz ve galaktoz’dan olustugunu belirlemistir.
Bacillus subtilis MTCC121’in monosakkarit kompozisyonunu belirlemeye yonelik yapilan
kromatografik bir ¢alismada, B. subtilis MTCC121’nin seker kompozisyonu FT-IR, GC-
MS ve HPLC’de arastinlmistir. Calismada elde edilen pikler standartlarla
karsilastirildiginda, B. subtilis MTCC121’in glukan, ramnoz ve galaktoz iireticisi oldugu
rapor edilmistir (Vijayabaskar vd. 2011). Malang vd. (2015) geleneksel gidalardan izole
ettikleri Weisella tiirlerinin EPS {iretimini karakterize etmislerdir. Yapilan analizlerde 9
adet Weisella tdrinin hepsinde glukoz Uretimi, sadece 3 tirde ise fruktoz dretimi
gozlemlenmistir.

Henry ve Prapulla (2014) geleneksel bir i¢ececekten izole edilen 38 adet LAB’1n
EPS dretimini arastirmislardir. Bu izolatlardan en yiiksek EPS verimine sahip L.
plantaruml1’nde mannoz ve galaktoz tespit edilmistir. Ibarburu vd. (2014) elma
sarabindan izole edilen L. suebicus izolatlarinin EPS firetimini belirlemislerdir. Yapilan
analizler sonucu F ve P fraksiyonlardaki EPS’lerin galaktoz ve glukoz icerdigi tespit
edilmistir. Yapilan bir ¢alismada, yaslilarin gaytalarindan izole edilen Bifidobacterium
animalis RH’nin drettigi EPS’nin yapist arastirilmistir.  Yiiksek performansli anyon
degistirme kromatografisinde seker bilesenleri analiz edilmistir. B. animalis RH’nin
tirettigi EPSb fraksiyonun igerisinde; glukoz, galaktoz, mannoz ve ramnoz tespit edilmistir
(Shang vd. 2013). Yapilan diger bir ¢alismada, soya siitine L. plantarum 70810, L.
rhamnosus 6005 ve ticari yogurt kiltiiri ilave edilmis ve bu bakterilerin gelismesi
arastirilmistir. L. plantarum 70810 kullanilarak iiretilen yogurdun su tutma kapasitesi,
viskozitesi ve EPS miktar1 diger kiiltiirler ile hazirlanan yogurttan yiiksek bulunmustur. L.

plantarum 70810 susunun {rettigi 2 EPS fraksiyonunda glukoz, mannoz ve galaktoz
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bulundugu rapor edilmistir (Li vd. 2014). Dilna vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada ise, L.
plantarum RJF4 izolatiin irettigi heteropolisakkaritlerin glukoz ve mannozdan
olustugunu ve bu durumun Ismail ve Nampoothiri (2010)’nin c¢alismasina benzerlik
gosterdigini ifade etmistir. L. plantarum 70810 tarafinan firetilen kapsiiler EPS’lerin
galaktozdan meydana geldigi belirlenmistir (Wang vd. 2014). Tallon vd. (2003) L.
plantarum EP56’nin irettigi EPS’nin temel bilesenlerinin glukoz ve galaktoz oldugunu,
Wang vd. (2010) ise L. plantarum KF5’in iirettigi EPS’lerde mannoz, glukoz ve galaktoz
bulundugu rapor etmislerdir.

Yapilan bir diger ¢alismada, siitten izole edilen 25 adet Str. thermophilus izolatinin
seker kompozisyonu arastirilmistir. 25 adet Str. thermophilus izolatinin hepsinde galaktoz
tiretimi tespit edilmistir. Sadece Str. thermophilus ST 111 ve S509 izolatlar1 glukoz
iretmemislerdir (Vaningelgem vd. 2004). Mozzi vd. (2006) c¢alismalarinda 20 adet
termofil LAB ve 11 adet mezofil LAB heteropolisakkarit {iretimini aragtirmiglardir. 31 adet
LAB’dan sadece 6 tanesinde ramnoz lretiminin goézlemlendigi rapor edilmistir. LAB’1n
hepsinde galaktoz ve glukoz iiretimi belirlenmistir. Malang vd. (2015) geleneksel
gidalardan izole ettikleri Weisella tiirlerinin EPS iretimini karakterize etmislerdir.
Yaptiklar1 analizlerde 9 adet Weisella tirtiniin hepsinde glukoz tretimi, sadece 3 tanesinde

ise fruktoz tiretimi gozlemlenmistir.
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5. SONUC

Calismamizda, biyokiitle ve EPS miktarlar1 arasinda bir iliskisi bulunamamaisir.
Biitiin LAB’larda farkli miktarlarda EPS iiretimi gézlenmistir. L. fermentum suslarinin L.
plantarum ve Enterococcus tiirlerine kiyasla daha fazla EPS {irettigi tespit edilmistir.

L. plantarum suslar i¢erisinde AC10-40, AB16-65, AC21-1031, AK4-11, AK6-27
ve BK10-48 suslar1 yuksek EPS ve biyokutle Uretimine sahip olup, ayrica molekiiler
tekniklerle de bir eps geni igerdigi belirlenmistir.

L. fermentum tdrlerinin icerisinde BB16-75, AK2-8, AK5-22, AK6-26, BK10-44
AB5-18 ve BB19-90 suslarmin EPS Uretiminin diger L. fermentum suslarina kiyasla
yiiksek oldugu belirlenmis, bu suslar icerisinde AK2-8,AB5-18 ve BB19-90 suslarinda bir
eps geni tespit edilememistir.

Enterococcus tirleri icerisinde E. faecium BK9-42, AB19-95, AK4-16, BK8-36,
BK11-50 ve 98 suslar1 EPS ve biyokdtle retimi en yiksek olan, ayrica bir eps geni iceren
tirlerdir. Biyokutle ve EPS dretimi yuksek olan 20 adet LAB icerisinde sadece L.
plantarum BK10-48’in ramnoz, mannoz, galaktoz ve sukroz sekerleri ylksek miktarlarda
irettigi belirlenmistir.

En iyi EPS Ureten bakteriler L. fermentum AB5-18, L. plantarum AB16-65, L.
fermentum AC18-87, L. fermentum BB19-90 ve L. fermentum AKG6-26 olarak tespit
edilmistir.

Cesitli kaynaklardan izole edilip kullanilan ekzopolisakkaritler gida endiistrisinin
ithtiyaglarim1  cevap verebilmektedir. Ancak gida sanayisinde bitkisel kaynakl
polisakkaritler kullanilmaktadir. Fakat ekzopolisakkaritler LAB birer metabolitleridir.
LAB yaygin olarak fermente gidalarin iiretilmesinde kullanilmaktadir. Probiyotik LAB
kullanimiyla {iriniin fonksiyonelligi artmakla kalmaz konak¢i saglhigini gelistirir. Bu
anlamda EPS d{ireten probiyotik LAB kullanimi {iriin kalitesini muazzam derecede
arttirmaktadir. Ekzopolisakkaritler gerek fermantasyonda drunin duyusal o6zelliklerini
gelistirmesiyle gerekse {irlinlin daha fonksiyonel hale getirmesiyle gida endiistrisinde
yararli etkileri mevcuttur.

Yapilan arastirmalarda EPS iiretimi alkollii iceceklerin fermantasyonu disinda her
fermantasyonda istenildigi goriilmektedir. Caligmamiz dahilinde yiiksek EPS iiretimine
sahip muhtemel probiyotik LAB tarafindan fermente iirlinlerin {iretilmesi ortalamalarinin
tizerinde EPS igergine sahip bir iirlin olacagmma ve duyusal ozelliklerini gelistirecegini

diistiniilmektedir.
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EKLER

Ek-1: Cozeltiler

50 X TAE hazirlanis::

242 g Tris

57,1 mL asetik asit (glacial)

100 mL 0.5 M EDTA (pH 5.8) olgiilerek hacim 1 litreye tamamlanir.

1 X TAE hazirlamsi:

20 mL 50 X TAE alinir ve hacim 1 litreye tamamlanir.

1 M NaCl hazirlanisi:

58,44 g NaCl tartilir ve hacim 1 litreye tamamlanir.

%0,8 NaCl ¢ozeltisinin hazirlanisi:

0,8 g NaCl tartildiktan sonra 100 mL ultra saf su icerisinde ¢ozlindiiriilmiistiir.

1 X TE ¢ozeltisinin hazirlanisi:
10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA

6 X Loading Dye hazirlanisi:
4 g sukroz ve 2.5 mg bromofenol blue 6 mL TE igerisinde ¢6zundurulir ve hacim 10

mL’ye tamamlanir.

% S Fenol ¢ozeltisinin hazirlanisi:

5 gr fenol tartilir ve hacim 100 mL’ye tamamlanir.
dNTP karisiminin hazirlanisi:
100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP ¢ozeltilerinden 20uL alinir sonra 920 pL ultra saf

su ile karigtirlir.

Ringer ¢ozeltisinin hazirlanis::

1 adet Ringer tablet 500 mL ultra saf su i¢erisininde ¢ozlindiiriilmesiyle hazirlanir.
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Ek- 2: Laktik asit bakterilerinin liyofilizasyon tartimi sonuclari

L. plantarum tiirlerine ait liyofilizasyon tartim sonuglari

Bakteri adx Tartim Bakteri adi Tartim
sonucu sonucu
(mg/L) (mg/L)

L. plantarum AC10-40 L. plantarum AK4-11
31110 41750

L. plantarum AB16-65 L. plantarum AK6-27
26608 20468

L. plantarum AC21-1031 L. plantarum BK10-48

31052 7100

L. fermentum tiirlerine ait liyofilizasyon tartim sonuglari

Tartim

Bakteri ad1

Tartim sonucu

Bakteri adi

(mg/L)
L. fermentum AB5-18 27725 L. fermentum AK2-8 20888
L. fermentum BB16-75 18760 L. fermentum AK5-22 37630
L. fermentum AC18-87 26223 L. fermentum AK6-26 19265
29250 L. fermentum BK10-44 22080

L. fermentum BB19-90

Enterococcus tiirlerine ait liyofilizasyon tartim sonuglari

Bakteri adi Tartim sonucu Bakteri ad1 Tartim
(mg/L) sonucu

(mg/L)

E. faecium BK9-42 26950 E. faecium BK8-36 16305
E. faecium AB19-95 19703 E. faecium BK11-50 29768
E. faecium AK4-16 26625 E. faecium 98 30573
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TEZ TESLIM KONTROL LISTESI

arwn

o

32.
33.

. Yazim kurallarinda belirtilen satir ve paragraf araliklarina uyuldu mu?

. Ana ve ara basliklar uygun puntoda ve belirtilen 6zelliklerde yazildi mi1?
. Sayfa numaralandirilmasi belirtilensekilde yapildi mi1?

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.

Tez metni 21x29,7cm boyutlarinda standart, birinci hamur beyaz A4 kagidina [X]
(80-120 gram) hazirland1 m1?

Tezin dis kapag1 EK-1’¢ gore hazirland1 mi1? X
Tez dis kapagina 2,5 cm 6l¢iilerinde tiniversitenin amblemi yerlestirildi mi? 4
Tez sayfalar1 lazer yazici kullanilarak yalnizca kagidin tek yiiziine basildi mi1? X

Tez metninin yazilmasinda yazi karakteri olarak Times New Romankullamldi <]
mi1?
Yazimda her sayfanin sol kenarinda 3cm, diger kenarlarda 2,5cm bosluk birakild: [X]
mi1?

Tezin dis kapag1 sonrasi bos sayfa konuldu mu?

Tezin i¢ kapagi Ek-2’ye gore hazirlandi mi1?

Jiiri onay sayfas1 EK-3’ e uygun olarak yazildi mi1?

Etik kurallara uygunluk beyani EK-4’e uygun olarak hazirlandi mi1?

Onsoz ve/veya Tesekkiir sayfas1 EK-5’ e uygun olarak yazildi m1?
Icindekiler sayfas1 EK-6’ ya uygun olarak hazirlandi mi1?

Sekil ve Cizelge dizinleri EK-7’ye uygun olarak hazirlandi mi1?

Simgeler ve kisaltmalar Ek-8’¢ uygun olarak yazildi mi1?

Tiirkge 6zet tezin igerigini yansitryor mu?

Tiirkge 6zet sayfasi EK-9’a gore hazirlandi m1?

Tiirk¢e 6zete Onerilen sekilde anahtar kelimeler konuldu mu?

Tiirkge ve Ingilizce 6zet birbiri ile uyumlu mu?

Ingilizce dzet sayfas1 Ek-10’a gore hazirlandi mi?

Ingilizce 6zete anahtar kelimeler konuldu mu?

Sekil ve cizelgeler uygun sekilde hazirland1 mi1?

Sekil ve ¢izelgeleriniist, alt baglik ve agiklamalar1 uygun sekilde yazildi mi1?
Tez iginde varsa, alintilar belirtilen sekilde yazildi mi1?

Tez i¢inde varsa, dipnotlar belirtilen sekilde yazildi mi1?

Kaynaklar metin i¢inde dogru sekilde kullanild1 m1?

Metin igerisinde kullanilan kaynaklarin tamami kaynaklar listesine yazildi mi1?
Kaynaklar Ek-11"de belirtilensekilde yazildi m1?

Ekler uygun baslik secilerek, tez i¢indeki sunus sirasina gore ve her biri ayri
sayfadan baslamak {izere, tez arkasinda verildi mi?

Ozgegmis sayfas1 Ek-12’ye gére hazirlandi m1?

Tez caligmasindan yayin yapildi m1?

DA DAXIXPARARIRARR BRI R DI

Tez Enstitii’ye teslim icin UYGUNDUR.

Ogrenci Danisman

Ad1 Soyadi Unvani, Ad1 Soyadi
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