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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ EKZOPOLISAKKARIT (EPS) URETIMI
UZERINE FARKLI STRES KOSULLARININ ETKIiSi

Miiyesser GULCU

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Hakan KULEASAN

Bu calismada, dogal kaynaklardan izole edilen laktik asit bakterilerinin EPS {iretimi,
EPS iiretimine sicaklik (30, 37 ve 45 °C), farkli inkiibasyon stireleri (24, 48 ve 72 saat)
ve farkli karbon kaynaklarmin (Siikroz, Fruktoz, Galaktoz, Riboz, Ramnoz, Laktoz,
Glikoz) etkileri incelenmistir. Ayrica ii¢ farkli seker kombinasyonununda (% 1.5
Glikoz, %1.5 Siikroz ; %1.5 Glikoz, %1.5 Siikroz, %0.5 Galaktoz ; %1.5 Glikoz, %1.5
Siikroz, % 0.2 Galaktoz, % 0.2 Ramnoz, % 0.2 Laktoz) etkileri incelenmistir.

EPS’lerin saflastirmasi i¢in TCA ve etanol bazli iki farkl yontem kullanilmis ve en
yiiksek EPS geri kazanimi etanol kullanilan yontem ile elde edilmistir. Elde edilen
sonuglara gore kiiltiirlerin 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda en yiiksek EPS
iiretimi oldugu gozlemlenmistir. EPS iireticisi izolatlarda siikroz konsantrasyonundaki
artisgin EPS iiretim miktarinda yiikselmeye sebep oldugu tespit edilmistir. Yapilan
analizlerde EPS iiretiminin genellikle pH 6.2°de yiiksek oldugu tespit edilmis ve en
yiiksek tiretim (871.35 mg/L) pH 6.2°de Lactobacillus plantarum MG1’de tespit
edilmistir. Farkli karbon kaynaklarinin EPS iiretimine etkisi incelendiginde karbon
kaynag1 degistiginde kiiltiirlerdeki EPS miktarlarinda farkliliklara neden oldugu
belirlenmistir. Kiiltiirler genel olarak ramnoz varhigmda yiiksek EPS iretimi
gerceklestirmislerdir. Farkli seker denemelerinde en yiiksek EPS iiretimi Lactobacillus
curvaticus MG22 kiiltiiriinde laktoz varhgmda 1077.63 mg/L miktar1 ile tespit
edilmistir. EPS’lerin temel 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla monomer bilesimleri
ve protein igerikleri arastirilmistir. Analizler sonucunda ¢alisma kapsaminda elde
edilen EPS’lerin farkli monosakkaritlerden olustugu ve diisiik oranda protein
icerdikleri tespit edilmistir. Yapilan HPLC analizi sonucunda kiiltiirlerden elde edilen
EPS’lerin hangi oranlarda hangi monomerleri igerdigi detayl olarak tespit edilirken
bazilarinin yapilarinda farkl olarak ksiloz ve arabinoz oldugu da tespit edilmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda, kiiltiirlerden elde edilen EPS {iretimlerinin her kiiltiir i¢in
farkli ortam kosullarinda maksimum {iretim gerceklestirdigi ve EPS iiretim
miktarlarmin kiiltiire bagl olarak degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica
bagirsak kokenli kiiltiirlerin daha yiiksek EPS iiretim yetenegine sahip olmalari, laktik
asit bakterilerinin trettigi EPS’lerin bagirsak mikrobiyotasinda tutunmalarint ve
yerlesmelerini kolaylastirmada 6dnemli bir rol oynadigmi diisiindlirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterisi, ekzopolisakkarit, seker kompozisyonu,
HPLC

2022, 74 sayfa



ABSTRACT

EFFECT OF DIFFERENT STRESS CONDITIONS ON
EXOPOLISACCARIDE (EPS) PRODUCTION OF LACTIC ACID
BACTERIA

Miiyesser GULCU

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Hakan KULEASAN

In this study, the effects of different incubation temperatures (30, 37 and 45 °C),
incubation times (24, 48 and 72 hours) and carbon sources (sucrose, fructose,
galactose, ribose, rhamnose, lactose, glucose) on EPS production of lactic acid bacteria
isolated from natural sources were examined. In addition, the effects of three different
sugar combinations (1.5% Glucose, 1.5% Sucrose; 1.5% Glucose, 1.5% Sucrose, 0.5%
Galactose; 1.5% Glucose, 1.5% Sucrose, 0.2% Galactose, 0.2% Rhamnose, 0.2%
Lactose) were investigated.

While two different methods based on TCA and ethanol were aplied for the
purification of EPS, and the highest EPS recovery was obtained by ethanol method.
According to results, it was determined that the cultures provided the highest EPS
production after 24 hours of incubation at 37 °C. It was determined that any increase
in sucrose concentration caused an increase in EPS amounts produced by isolates. The
analyses showed that, EPS production was generally high at pH 6.2 and the highest
production (871.35 mg/L) was achieved by Lactobacillus plantarum MGL1 at pH 6.2.
When the effect of different carbon sources on EPS production was examined,
alteration of carbon source caused differences in EPS production of the cultures. The
cultures in general produced higher EPS when rhamnose was used. In different sugar
application, the highest EPS production was done by Lactobacillus curvaticus MG22
with as 1077.63 mg/L in the presence of lactose as carbon source. In order to determine
the basic properties, their monomeric composition and protein content of EPSs were
revealed. As a result, it was determined that the EPS obtained within the scope of the
study consisted of different monosaccharides and contained protein in low amounts.
HPLC analysis given the details about proportions of each sugar monomer in the EPSs
produced by isolates. Some of EPSs were determined to contain xylose and arabinose
in their structures.

As a result of the study, it was determined that the highest EPS production of the
cultures achieved under various environmental conditions for each culture varied.
Besides the EPS production amounts were strain dependent. In addition, the higher
EPS production ability of intestinal-derived cultures suggests that EPS produced by
lactic acid bacteria play an important role in facilitating their attachment and settlement
in the intestinal microbiota.

Keywords: Lactic acid bacteria, exopolysaccharide, sugar composition, HPLC

2022, 74 sayfa
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1. GIRIS

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler (EPS) bazi bakteriler, mikroalgler, mayalar ve
funguslar dahil olmak iizere cesitli mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
biyolojik polimerlerdir (Midik vd., 2020; Nguyen vd., 2020). EPS’ler, hiicre ylizeyine
bagl olarak bulunabildikleri gibi ortama da salinabilmektedirler. Genel olarak uzun
zincirli, yliksek molekiil agirligina sahip yapidadirlar. EPS’ler yapilarinda temel olarak
glikoz, fruktoz ve farkli oranlarda, galaktoz ramnoz, mannoz, arabinoz ve ksiloz
icermektedir. Bununla birlikte yapilarinda bir miktar protein pargaciklar1 da yer

almaktadir (Saadat vd., 2019).

EPS iireticisi bakterilerden olan laktik asit bakterileri (LAB), EPS iiretim
yeteneklerinden dolay1 bir¢ok arastirmanin konusu olmaktadir. Bu bakterilerden,
ozellikle Fructilactobacillus, Lacticasseibacillus, Lactiplantibacillus, Lactobacillus,
Lactococcus, Latilactobacillus, Lentilactobacillus, Leuconostoc, Limosilactobacillus,
Pediococcus ve Streptococcus cinsleri EPS sentezleme yetenegine sahiptir. Laktik asit
bakterileri (LAB), “genel olarak giivenli (GRAS)” kabul edilen ve tiiketilebilir sinifta
bulunan bakteriler olarak kabul gordiiklerinden dolayi, baslatici kiiltiir veya probiyotik
olarak gidalarda kullanilmaktadir. Farkli gidalarda bulunabiliyor olmalaridan dolay1
laktik asit bakterileri bir ¢ok farkli yapiya sahip EPS olusturabilmektedir (Daba vd.,
2021).

EPS’ler, dogrudan enerji kaynagi olarak kullanilmasalar da, LAB’lerinin ozmotik
stres, dehidrasyon ve ortamdaki diger mikroorganizmlara karsi hiicre biitiinliigiiniin
korunmasinda rol oynamaktadirlar. Bu etkilerinin yaninda, konak¢i organizma
biinyesinde bakterilerin kolonizasyonunda, bagisiklik sistemin uyarilmasinda,
biyofilm olusumunda ve hiicre tanimada gorev almaktadir (Korcz ve Varga, 2021).
EPS’ler konak¢i bagisiklik sistemi iizerindeki yararli etkilerinden ve laktik asit
bakterilerinin tutunma ve hayatta kalmalarma olan katkilarindan dolayr prebiyotik
olarak da gidalalarda kullanim alanina sahiptir. Giiniimiiz gida endiistrisinde EPS’ler
stabilizator, koyulastirici, jellestirici ve emiilgator olarak, ayrica gida ambalajlarinda

kullanim1 agisindan biyiik ilgi gérmektedir (Moradi vd., 2021).



LAB’lerinin gidalarda yapisal 6zelliklerin gelismesini, viskozitenin artmasini, su
baglama kapasitesinin artmasmi saglayan metabolitlerden Onemli bir tanesi
EPS’lerdir. Ekzopolisakkaritler ayni zamanda tiiketiciye de yararli etkiler
saglamaktadir. Bununla birlikte, bagirsak florasinda probiyotiklerin daha uzun siire

kalmasini saglayarak bagirsakta kolonizasyon sansini artirmaktadir.

Bu calismada, pek ¢ok olumlu 6zelligi bulunan ve bundan dolay1 gida ve saglhk
alanlarinda kullanim potansiyeli olabilecegi diisiiniilen EPS’lerin laktik asit bakterileri
tarafindan tiretimleri gerceklestirilmistir. Bu amagla farkli dogal ortamlardan LAB’leri
izole edilmistir. Ikinci asamada izolatlar tarafindan iiretilen EPS’lerin yiiksek miktarda
geri kazanimlarinin saglanmasi amaciyla TCA veya etanoliin kullanildig: iki farkl
yontem denenmistir. Ayrica EPS’lerin farkli stres kosullarinda (pH, sicaklik, farkli
karbon konsantrasyonu), farkli karbon kaynaklarinda tiretim miktarlar1 belirlenmistir.
Saflastirilan EPS’lerin karakterizasyonunu igin yapilarindaki protein miktarlar1 Lowry
yontemi ile tespit edilmis ve monomer bilesimleri HPLC analizi yapilarak
belirlenmistir. En yiiksek EPS iiretimi gergeklestiren ve farkli kaynaklardan izole

edilen kiiltlirlerin 16S dizi tanimlama analizleri yapilmistir.

Calismada, laktik asit bakterilerinin tiretmis olduklar1 EPS’lerin 6zellikleri ve hangi
seker gruplarindan olustuklarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica kiiltiirlerin kendi
biyolojik 6zelliklerine ilave olarak ortam kosullarinin ve farkli sekerlerin de iiretilen
EPS’nin miktar1 iizerinde etkili olup olmadig1 incelenmistir. Caligmanin bu konuda
yapilacak olan farkli g¢aligmalara yeni bir bakis agisi saglayarak literatiire katki

saglayacagi diisiiniilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Polisakkaritler ve Ekzopolisakkaritler

Polisakkaritler, ¢ok sayida monosakkarit veya monosakkarit tiirevi molekiiliin art arda
O-glikozid baglar1 ile baglanmasiyla olusmus uzun karbonhidratlardir. Dogada
bulunan karbonhidratlarin biiyiik bir kismi, ¢ok yiiksek molekiil agirligina sahip
polimerler olan polisakkaritler halinde bulunmaktadir (Ceyhan, 2008). Canli
organizmalar i¢in hayati 6nem tasiyan makromolekiillerden birisi olan polisakkaritler,
homo veya hetero monosakkarit yapisinda bulunmaktadir. Canlilarin pek ¢ok
fizyolojik aktivitesinde kritik rol oynayan polisakkaritler, ¢ogunlukla bitkiler,
hayvanlar, fungiler, bakteriler ve deniz yosunlar1 gibi ¢esitli canli tiirleri tarafindan

sentezlenmektedir (Ullah vd., 2019).

Polisakkaritler genetik cesitlilik ve endiistriyel kullanim agisindan biiyiik potansiyele
sahip olduklarindan dolay1 son yillarda 6nem arz eder hale gelmislerdir. Ayrica
bagisiklik sisteminde, probiyotik bakterilerin bagirsak epitellerine tutunmasini
saglayarak patojen mikroorganizmalarin tutunmasimi engellemektedir. Buna paralel
olarak bagirsak epiteline yararli mikroorganizmalarin tutunmalarmi saglamakla
bunlarin salgiladigi maddeler sayesinde bagisiklik sistemi iizerinde uyarici etkisi
oldugu diistiniilmektedir. Bu ve benzeri yararh etkilerinden dolay1 polisakkaritlerin
biyolojik aktiviteleri giderek daha fazla ilgi gormektedir (Chakraborty vd., 2019; Liu
vd., 2019; Maity vd., 2021; You vd., 2020).

Cesitli maya ve kif tirlerinin drettigi polisakkaritlerin, molekiiler biyoloji,
immiinoloji, ila¢ endiistrisi ve kimya endiistrisi gibi bir ¢ok alanda kullanilabilecekleri
tespit edilmistir (Maity vd., 2021). Bitkilerde yaygin olarak bulunan polisakkaritler,
biyolojik aktivitelerin pek ¢ogunda dnemli rol oynayan biyolojik makromolekiillerdir
(Sun vd., 2020). Giiniimiizde bitkiler tarafindan iretilen ¢esitli polisakkaritler,
destekleyici tip alaninda gida takviyesi olarak kullanimlar1 nedeniyle gida ve ilag
endiistrileri tarafindan da dikkate deger bilesenler olarak kabul gormektedir (Liu vd.,
2018). Polisakkarit kaynaklarindan birisi olan hayvansal polisakkaritler ise, gida
endiistrisinde, ilag gelistirme ve biyomedikal alanlarmda yaygin olarak

kullanilmaktadir (You vd., 2020). Hayvansal polisakkaritler arasinda glikojen,



heparin, kondroitin siilfat, keratin siilfat ve mukopolisakkaritler bulunmaktadir. Bitki
ve hayvanlara ilaveten bazi mikroorganizmalar da ikincil metabolitler olarak bir takim
polisakkaritler salgilamaktadir. Gram pozitif veya gram negatif birgok bakteri,
ekzopolisakkaritler olarak adlandirilan karbonhidrat polimerleri ile ¢evrilidir (Salazar
vd., 2016). Bakteriler disinda algler, fungiler, arkebakteriler ve mayalar gibi ¢esitli
mikroorganizmalar da EPS irettigi bilinmektedir (Ergene ve Avci, 2016; De Vuyst
vd., 2001). Bakterilerde ve mikroalglerde EPS iiretimi mayalar ve funguslara kiyasla
daha fazla olmaktadir (De Vuyst vd., 2001). Mikrobiyal polisakkaritlerin hayvansal ve
bitkisel polisakkaritlere kiyasla daha kisa liretim dongiisiine sahip olmasi, giinlimiizde

kullanim potansiyellerini artirmustir (Yang vd., 2020).

EPS’ler, bilesimleri ve fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan farklilik gosteren uzun
zincirli, yiiksek molekiil agirligina sahip bir polisakkarit grubudur. Baz1 arastirmacilar
EPS’yi hiicre zarma gevsek bir sekilde bagh olan veya hiicre dis1 ortama salinan
polimerler olarak tanimlamaktadir. Bazilar1 ise bu terimi yalnizca bakteri ylizeyine
kovalent bagli olmayan ve ortama salinarak serbest bir sekilde bulunabilen
polisakkaritleri tanimlamak i¢in kullanmaktadir (Lynch vd., 2018). Sutherland 1982
yilinda, mikroorganizmalar tarafindan ¢evreye salgilanan yiiksek molekiiler agirlikl
karbonhidrat polimerlerini tanimlamak i¢in ekzopolisakkarit terimini kullanmstir.
Hiicre dis1 polimerik maddeler yiiksek oranda polisakkarit i¢erdiklerinden dolayi,
ekzopolisakkarit terimi bu bilesikleri tanimlamak i¢in de kullanilmaktadir (Rana ve
Upadhyay, 2020). Mikrobiyal polisakkaritler, kapsiil formunda hiicrelere baglanmis
(Kapsiiler polisakkarit-KPS), diger bilesenler ile beraber hiicre duvarinda
(Lipopolisakkarti-LPS) ve hiicre disina salgilanmig (EPS) olarak bulunmaktadir
(Giirleyendag, 2006). Mikrobiyal polisakkaritler, li¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar;
hiicre i¢in gerekli olan karbon ve enerjinin depolanmasinda gorev alan intraseliiler
polisakkaritler, lipopolisakkaritler ve teikoik asit gibi hiicre yapilarinin bileseni olan
ve hiicre duvarinin ayrilmaz bileseni olarak etki gosteren yapisal polisakkaritler ve
hiicre dis1 polisakkaritlerdir (ekzopolisakkarit) (Basyigit-Kilic vd., 2016).
Ekzopolisakkaritler, kapsiil ya da ortama salinmis mukus (salg)) formunda
bulunmaktadir (Ceyhan, 2008).

Hiicre zarmm etrafini  g¢evreleyerek hiicreleri kaplar sekilde bulunan

ekzopolisakkaritler, 0.5-2.0x10° Da molekiil agirliklarina sahip olan, a- ve PB-



glikozidik baglarla baglh karbonhidrat birimlerinden olusan, yan zincirlere sahip uzun
molekiiler seker birimleridir (Alp ve Ertiirkmen, 2017; Berthold-Pluta vd., 2019; Rana
ve Upadhyay, 2020). EPS’ler polisakkaritler, proteinler, lipitler, niikleik asitler,
fosfolipidler, hiimik asit ve diger polimerik bilesikler gibi organik makromolekiil
olarak kabul edilmektedirler. Bunun yani sira, EPS’ler yapilarinda asetil, siiksinil,
piriivik asit gibi organik fonksiyonel gruplar1 ve siilfat bilesikleri gibi inorganik
bilesikleri barindirmaktadir (Avei ve Ergene, 2016; Singh vd., 2011). Bu bilesiklerin
yani sira EPS matriksi icerisinde hiicre dist DNA igerebildikleri tespit edilmistir
(Shukla vd., 2019).

EPS’ler, mikroorganizmalar tarafindan biyolojik ve kimyasal stres kosullarina veya
bulunduklar1 ortamdaki zorlayici faktorlere (sicaklik, pH, osmotik basing vb.) karsi
tiretilmektedir (Donot vd., 2012). Mikroorganizmalar, ¢evresel adaptasyonlarini
artirmak ve ylizeylerde biyofilm olusturarak sert ve elverissiz biiylime kosullariyla
basa ¢ikmak i¢in de EPS iiretmektedir (Rana ve Upadhyay, 2020). EPS’lerin iiretici
hiicreleri, fagositoz ve fajlardan korumak gibi gorevleri bulunmaktadir. Ayrica bunun
yaninda yiiksek oksijen gerilimine, antibiyotiklere ve toksik maddelere (toksik metal
iyonlari, siilfiir dioksit, etanol gibi) karsi hiicreleri koruma, biyofilm olusturma ve
yiizey tutunmasinda yapistirici etkilerinin oldugu da bilinmektedir (Sarikaya, 2014).
Ekzopolisakkarit iireten mikroorganizmalar sivi besiyerinde viskoz, kat1 besiyerinde

ise mukoz bir yap1 olusturmaktadir (Ergene ve Avci, 2016).

2.2. Ekzopolisakkaritlerin Yapilar ve Cesitleri

Ekzopolisakkaritler, ana zincir bilesimine ve sentez mekanizmalarma gore
heteropolisakkaritler (HePS) ve homopolisakkaritler (HoPS) olarak iki gruba
ayrilmaktadir (Lynch vd., 2018). Polisakkaritlerin 6zelliklerini hiicredeki konumlar1
ve kimyasal yapilarina ek olarak, molekiiler agirliklar1 ve {i¢ boyutlu sekilleri gibi
faktorler de etkilemektedir (Giirleyendag, 2006). Tek tip monosakkarit birimlerinden
olusan EPS’ler homopolisakkaritler (seliiloz ve dekstran), birden fazla monosakkarit
biriminin birlesmesi ile meydana gelenler ise heteropolisakkaritler (ksantan) olarak
adlandirilmaktadwr. Bu nedenle EPS’ler yapilarindaki farkliliklar ile karakterize
edilmektedir (Xu vd., 2019). HePS’ler hiicre i¢i glikoziltransferazlarin aktivitesi ile



sentezlenirken, HoPS’ler ise hiicre disina salgilanan glikansiikraz veya

glukanotransferaz enzimlerinin aktivitesi ile sentezlenmektedir (Lynch vd., 2018).

2.2.1. Homopolisakkaritler (HoPS)

Mikroorganizmalar, sakkaroz kullanarak hiicre disma salinmig veya hiicre duvarina
bagl glikansiikrazlar tarafindan HoPS’leri sentezlemektedir (Van der Meulen vd.,
2007). HoPS’lerin; tek tip baglardan olusan lineer ntral HoPS’ler, agil gruplar1 igeren
polianyonik homopolimerler ve sikleroglukan tipi HoPS’ler olmak iizere ii¢ tiirii
bulunmaktadir (Giirleyendag, 2006). LAB’leri tarafindan iiretilen HoPS’ler yalnizca
glikozdan (Glukanlar) ve yalnizca fruktozdan (Fruktanlar) olusanlar olarak ikiye
ayrilmaktadir (Van der Meulen vd., 2007). HoPS’lerin yapisinda, degisken derecelerde
dallanma ve baglant1 bolgelerine sahip bir temel zincir bulunmasiyla birlikte bu zincir
bakteri suslar1 arasinda farklhilik gostermektedir. HoPS’ler, 10%-10° Da araliginda
degisen yiikksek molekiiler agirhiga sahiptir (Zannini vd., 2016). HoPS’ler,
poligalaktanlar, fruktanlar, B-glukanlar ve a-D-glukanlar olmak tizere dort farkli
gruptan  olusmaktadir. Bunlardan a-D-glukanlar, genellikle  Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides, Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum,
Streptococcus mutans ve Streptococcus sobrinus, B-glukanlar Pediococcus spp. ve
Streptococcus spp., fruktanlar Streptococcus salivarius tarafindan {iretilmektedir
(Lynch vd., 2018; Monsan vd., 2001). HoPS’ler yapisinda yer alan karbon gesidine
bagl olarak, glukanlar; dekstran, mutan, reuteran ve alternan olmak iizere alt
boliimlere ayrilmaktadir. Fruktanlar (B) ise levan ve iniilin benzeri olmak iizere iki

farkli gruptan meydana gelmektedir (Zannini et al., 2016).

Dekstran, ana omurga zinciri a-(1,6) glikozidik baglarindan olusan biiyiik bir a-glukan
grubunu olusturmaktadir. Ayrica dekstran a-(1,2), a-(1,3) ve a-(1,4) gibi ¢esitli ikincil
baglantilar yoluyla da dallara ayrilabilmektedir (Zannini vd., 2016). Dekstran,
Leuconostoc, Streptococcus ve Acetobacter cinsi bakteriler tarafindan iretilmektedir
(Qader vd., 2006). Gida, ilag, klinik, kozmetik ve kimya endiistrisi gibi bir¢ok alanda
kullanildig1 bildirilmektedir (Saadat vd., 2019).

Mutan, cesitli Streptococcus mutans serotipleri tarafindan mutansiikraz enzimi ile

sentezlenen bir glukandir. Ek olarak, Leuconostoc ve Lactobacillus cinlerine ait farkli



suslar mutan iiretebilmektedir. Mutan, esas olarak a—(1,3) glikozidik bag igermesi

nedeniyle suda ¢oziinmemektedir (Yildiz ve Karatas, 2018; Zannini vd., 2016).

Reuteran, Lactobacillus reuteri tiirii tarafindan iiretilen spesifik bir a-glukan ¢esididir
ve genelikle fermente siit {irinlerinde bulunmaktadir. Reuteran, a-(1,4) ve a-(1,6)
glikozidik baglar1 iceren ve tekrar eden birimleri olmayan bir glukandir. Yapilan bir
calismada a-glukanin sentezi reuteransiikraz enzimi ile iligkilendirilmistir. Reuteran
diger glukanlar gibi, fermente siit lirtinlerinin koyulasmasinda rol oynamaktadir. Buna
ek olarak suda ¢Oziinebilmesi nedeniyle reuteranin firincilik sektoriinde

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Zannini vd., 2016).

Leuconostoc mesenteroides alternansiikraz enzimi ile alternan tiretmektedir. Alternan
cogunlukla a-(1,6) ve a-(1,3) glikozidik baglar1 igerirken a-(1,3) bagiyla dallanma
dallanma yapan bir polimerlerdir. Alternan, yiiksek ¢oziiniirliige, diisiik viskoziteye
sahiptir ve enzimatik hidrolize kars1 yiiksek oranda direnglidir. Alternan, ticari olarak
gida ve kozmetik sektoriinde diisiik viskoziteli kivam arttirici ve hacim arttirici olarak
kullanilmaktadir. Hiicre dis1 (ekstraseliilar) alternaz, alternani oligosakkaritlere
depolimerize etmektedir. Alternan polisakkaritinin par¢alanmasiyla olusan
oligosakkaritler prebiyotik 6zelliklere sahip olmasinin yani sira, sekerlemelerde diisiik

glisemik tatlandirici olarak da kullanilmaktadir (Patel vd., 2012).

Levan, B-(2,1) bagl yan zincirlere sahip, ana zinciri $-(2,6) glikozidik bagdan olusan
bir fruktandir. Levansiikraz enzimi, fruktozdan levan tiretimini gergeklestirmektedir.
Mikroorganizmalar tarafindan mikrobiyal fermantasyon yoluyla ve bitki tiirleri
tarafindan tretilebilen hiicre dis1 bir polisakkarittir. Lactobacillus ve Saccharomyces
cinslerine ait mikroorganizma suslar1 levansiikraz enzimlerini kullanilarak levan

biyosentezi gerceklestirmektedir (Yildiz ve Karatas 2018; Patel vd., 2012).

Bir ¢esit EPS olan iniilin, B-(1,2) glikozidik baglar1 igeren fruktanlar veya
fruktooligosakkaritlerdir. Lactobacillus johnsonii NCC 533, iniilosiikraz enzimi
kullanarak sakkarozdan yiiksek molekiil agirligina sahip iniilin Gretmektedir (Anwar
vd., 2008). Streptococcus mutans JC2 susu, Leuconostoc citreum CW28 ve
Lactobacillus reuteri 121, iniilin iireten diger bazi laktik asit bakterileridir. Ayrica
iniilin prebiyotik o6zellige sahip bir EPS’dir (Patel vd., 2012). Yiiksek derecede



polimerizasyona sahip iniilin tipi fruktanlar, gosterdikleri belirgin in vitro prebiyotik
etkileri nedeniyle Ozellikle ilgi ¢ekmektedir. Gida endiistrisinde iniilin yag ikame
maddesi olarak, tatlilar, unlu mamuller, fermente siit iiriinleri ve bebek mamasi1 gibi
cesitli iiriinlerde yap1 ve stabilite saglamak i¢in kullanilmaktadir. Ayrica iniilin
polimerleri ylizey aktif maddeler olarak potansiyel bir uygulama alanmna sahiptir.
Karbamoillenmis iniilin, araylizey gerilimini (katmanlar arasi gerilimi) azaltma
yetenegine sahiptir, boylece biyolojik olarak pargalanabilen bir ylizey aktif madde
saglamaktadir (Anwar vd., 2008). Ayrica iniilin tipi fruktooligosakkaritler,
enterositlerin gelisimini desteklemekte, patojenik mikroorganizmalarin tutunmasini

engellemekte ve bagirsak liimeninin pH'sin1 diistirmektedir (Zannini vd., 2016).

2.2.2. Heteropolisakkaritler (HePS)

HePS’ler 1.0x10%6.0x10° Da arasinda molekiil agwhgna sahip dogrusal ve
tekrarlanan dallanmig alt birimlerden olusmaktadir (Fraunhofer, 2018; Werning vd.,
2012). HePS’in tekrarlanan birimi, seker birimlerini 6ncii molekiiller olarak kullanarak
hiicre i¢inde iiretilmektedir. Ardindan hiicre zar1 boyunca yer degistirmekte,
polimerize olmakta ve ortama salimmaktadir (Van der Meulen vd., 2007). Seker
polimer zincirinde, en sik olarak D-glikoz, D-galaktoz ve L-ramnoz bulunmasiyla
birlikte, alt birimlerin her biri {i¢ ile sekiz farkl1 monosakkarit icermektedir. HePS’lerin
icerisindeki monosakkaritler, piranoz veya furanoz formunda a- veya - anomer olarak
bulunmaktadir. HePS’ler bir mol {ironik asit (D-glukuronik asit) igermesinin yani sira,
HePS dallanmalarinda nadiren fosfat, gliserol ve asetil gruplar1 da bulunmaktadir
(Lynch wvd., 2018; Werning vd., 2012). HePS’ler, Streptococcus thermophilus,
Lactococcus lactis ve Lactobacillus spp. gibi bir¢ok farkli laktik asit bakterileri
tarafindan sentezlenmektedir (De Vuyst vd., 2001). Besiyeri ortaminin bilesimi,
sicaklik, pH, oksijen gerilimi ve LAB’lerinin farkli biiylime evreleri gibi faktorler
HePS’lerin monomer bilesimini etkilemekte ve glikozidik baglarda degisikliklere
sebep olmaktadir. Bu faktorler ayn1 zamanda HePS’lerin biyosentezini, miktarini ve

cesidini degistirmektedir (Saadat vd., 2019; Patel vd., 2012).

Kefiran, HePS olarak bilinen suda ¢6ziiniir bir polisakkarittir. Ayrica, yaklasik olarak
esit oranda glikoz ve galaktoz alt birimlerini icermektedir. Asitli siit jellerinin viskozite

ve elastikiyet gibi fiziksel Ozelliklerini gelistirmektedir. Yapilan caligmalarda,



Lactobacillus kefiranofaciens, L. kefirgranum, L. parakefir ve L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, gibi gesitli laktik asit bakterilerinin kefiran tirettigi belirlenmistir (Zannini
vd., 2016b). Antimikrobiyal etki gOsterme, yara iyilestirme, kan basmcini ve
kolestrolii diisirme, tiimor biliyiimesini dnleme ve IgA diizeylerini artirma gibi
faydalar1 bulunmaktadir. Ayrica bagirsak bagisikliginin  artmasina yardimci

olmaktadir (Saadat vd., 2019; Zannini vd., 2016).

2.3. EPS’lerin Sentezlenmesi

Ekzopolisakaritler, mikroorganizmalar tarafindan logaritmik fazda veya ortamda
besinlerin az oldugu durumlarda, pH ve sicaklik gibi farkli stres kosullarinda veya
organizmalarin besinleri kullanamadigi durumlarda biiylimenin duragan fazmnin
baslangicinda salgilanan hiicre dis1 metabolitlerdir (Sengupta vd., 2018). EPS
biyosentezi, ¢ok sayida enzim ve diizenleyici protein igerdiginden dolay1 karmasik bir
stirectir (Patel vd., 2012). LAB suslarinda HoPS’lerin sentezlenmesi tek bir gen
iizerinden gergeklesirken, HePS’lerin sentezlenmesi EPS gen kiimeleri tarafindan
kodlanan birden fazla genin birlikte fonksiyonu ile gergeklesmektedir. Cogu laktik asit
bakterisinde ekzopolisakkarit sentez genleri kromozomdan ziyade plazmidler iizerinde
bulunmaktadir (Donot vd., 2012).

EPS biyosentezi temel olarak dort asamada gerceklesmektedir. {1k asamada bir karbon
kaynaginin asimilasyonu ger¢eklesmekte, ikinci asamada, oligosakkarit tekrarlayan
birimlerin sentezi veya glikoziltransferazlarin ardisik veya ilerleyici aktivitesi ile
dogrudan sentez, daha sonra ise tekrar eden birimlerin birlestirilmesiyle polisakkaritler

olusturulmakta ve son olarak EPS’ler hiicre disina salinmaktadir (Barlecos vd., 2020).

Gram negatif bakterilerde EPS’lerin bir araya getirildigi ve hiicre digina sentezlenmesi
farkli bir mekanizma ile agiklanmaktadir. Oncelikle polisakkarit sentezini baslatmak
icin ATP kullanan lipid yapisinda bir hiicre zar1 eleman1 kullanilmakta, ardindan yine
ATP sentezine bagli olarak c¢alisan tasiyict kompleks lipoproteinlerine dayali bir

sentez yolu izlemektedir (Whitney ve Howell, 2013).

Homopolisakkaritlerin sentezlenmesi, substrat olarak sakkaroz kullanilarak hiicre dis1

veya hiicre duvarma bagli glikoziltransferaz (GTF) veya fruktosiltransferaz (FTF)



enzimlerinin hiicre dis1 seker birimleri arasinda glikozidik bag kurmasi ile
gerceklesmektedir. Glikozil transferazlar, d-glukopiranozil birimlerinin sakkarozdan
alict molekiillere transferini gerceklestirerek glikozidik baglar olusturmaktadir
(Harutoshi, 2013; Patel vd., 2012). Bu sentez, substrat olarak sakkarozu
kulllanmaktadir. Sentez i¢in gerekli olan enerji sakkaroz hidrolizinden
saglanmaktadir. EPS {iretimi i¢in enzim sentezi diginda enerji harcanmamaktadir,
¢linkii sakkaroz aktif tagima proseslerini veya aktiflestirilmis karbonhidrat onciilerini

kullanmadan kolayca EPS’ye doniistiiriilebilmektedir (Harutoshi, 2013).

HePS’ler, HoPS’lere gore daha karmasik bir sentez mekanizmas: ile
sentezlenmektedir. HePS’ler, hiicre i¢i enzimleri kapsayan karmasik bir yapi1
tarafindan sentezlenmektedir (Harutoshi, 2013). HePS’i olusturan tekrarlayan
birimler, oOncii molekiiller olarak seker birimlerini kullanarak stoplazmada
sentezlenmektedir. Hiicre zar1 boyunca glikoziltransferazlar tarafindan yer
degistirmekte, burada polimerizasyon, seker niikleotit birimlerinin bir lipit tagiyiciya
tutturulmus bliyiiyen zincire ardisik olarak eklenmesiyle gerceklesmektedir. Son

olarak EPS ortama salinmaktadir (Patel vd., 2012).

2.3.1. EPS sentezini etkileyen faktorler

EPS sentezi, ortam bilesimi (korbon ve azot kaynagi, C/N orani), ¢calisma kosullar1
(pH, sicaklik, ¢oziinmiis oksijen), enzimler, iyonlar, stres ve diger fermantasyon
kosullar1 gibi bir¢ok faktére baghdir (Nouha vd., 2018; Sengupta vd., 2018).
Mikroorganizmanin tiirli, genetik igerigi ve sahip olugu metabolik yollar1 iiretilen
EPS’nin bilesimini belirlemektedir. Bununla beraber aymi kiiltlir, ortamda farkli
karbon veya azot kaynaklar1 bulundugunda farkli konsantrasyon ve bilesimlerde EPS
iiretebilmektedir (Nouha vd., 2018). EPS iiretimini ortamdaki karbon (6rn. glikoz ve
sakkaroz) ve azot kaynagi (6rn. amonyum siilfat, pepton, sodyum nitrat) biiyiik 6l¢tide
etkilemektedir (Barcelos vd., 2020). Azot kaynaginin, bakteriyel EPS iiretiminde ve
optimizasyonunda 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Bakteri ortaminda azotun
belirli bir diizeye kadar kullanimi, EPS’nin miktarimi artirirken, ortamda fazla azot
bulunmasi enzim yapisinin bozulmasma neden olarak EPS sentezlenmesini
azaltmaktadir (Barcelos vd., 2020; Sengupta vd., 2018). Ayrica yiiksek EPS verimi

elde edebilmek i¢in, karbon ve azot kaynagi arasinda mutlaka optimal bir dengenin
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kurulmasi gerekmektedir (De vuyst ve Degeest., 1999). Yapilan bir ¢alismada normal
sartlarda 50-60 mg/L EPS fireten Lactobacillus casei, besiyerinin optimizasyonu
sirasinda bilesimine glikoz ve siikroz birlikte eklenmesinden sonra, yaklasik 200 mg/L

EPS iirettigini gézlemlemislerdir (Basyigit-Kili¢ vd., 2016).

Yiiksekdag ve Aslim (2008), yaptiklari ¢alismada L. delbrueckii subsp. bulgaricus i¢in
farkli karbon kaynaklarmin biiyiime ve EPS {iretimi lizerine etkilerini incelemislerdir.
Ayni kiiltiiriin karbon kaynagi olarak glikoz kullanildiginda 175 mg/L EPS tirettigini,
fruktozdan ise sadece 69 mg/L EPS iiretebildigini belirlemislerdir. Caligma sonucunda
arastirmacilar karbon kaynagi olarak fruktoz kullanildiginda EPS {iretiminin 6nemli

Ol¢tide azaldigini bildirmislerdir.

Kirma, (2016) yaptig1 tez ¢alismasinda, seker ve substratin EPS iiretimine etkisini
arastirmistir. Calisma sonunda, sekerli soyada, sekersiz soyaya gore EPS iiretiminin
fazla oldugunu belirlemistir. Soya ve bugday suyu karsilastirildiginda ise, soyada EPS
iiretiminin daha fazla oldugunu tespit etmistir. Calisma sonucunda, bilesenlerin farkl
olmasmin ve ozellikle soya da yag oraninin fazla olmasmin iiretimi artirdigini
gbzlemlemislerdir. Soya iirlinlerinde en fazla iiretimi Weissella confusa bakterisinin
gerceklestirdigini, bugdayda ise en fazla EPS tiretimini Streptococcus macedonicus’un
gergeklestirdigini tespit etmislerdir. Analizleri sonucunda, her mikroorganizmanin
kendine has gelisme farktorlerinin olmasi ve tiriin farkliliklarmin olmasi, iki ortam

arasinda farkli EPS iiretimine neden oldugu sonucuna varmiglardir.

Makro besin elementleri diginda, bazi mikro besin elementleri de mikroorganizmanin
biiyiimesini ve EPS iiretimini etkilemektedir. Yapilan ¢aglimalarda, ortamdaki fosfor
varliginin EPS iretimini engelledigi belirlenmis, Klepsiella spp. tiirlerinin fosfor
iyonlarmm yoklugunda maksimum EPS {iretebildigi tespit edilmistir. Buna ek olarak
Lactobacillus casei’nin EPS {iretiminin Ca*?, SO4? ve sitrat kombinasyonlarina

mangan ve magnezyum eklenmesi ile hizlandig1 belirlenmistir (Shukla vd., 2019).

Bakteriyel ekzopolisakkarit iiretimi ¢ogunlukla aerobik kosullar gerektirmektedir.
Ancak ksantan gum gibi bazi ekzopolisakkaritlerin {iretimi oksijen orani yliksek
ortamda gergeklesirken, aljinat gibi EPS’lerin iiretimi oksijen orani diisiik olan

mikroaerofilik ortamlarda gergeklesmektedir (Basyigit-Kili¢ vd., 2016). EPS iiretimini
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etkileyen bir diger faktor ise sicakliktir. Bu amagla yapilan bir caligmada,
Lactobacillus acidophilus™un 37°C ve 42°C’de 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda
yiiksek EPS iirettigi, 30°C’de ise ¢cok daha diisiik miktarda EPS iirettigi belirlenmistir
(Mozzi vd., 1995).

EPS iretimi, ayrica biiyiime asamalarina ve mikroorganizmaya bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Her mikroorganizma i¢in EPS {iretimi farkhh faz
asamalarinda gerceklesmektedir (Barlecos vd., 2019). EPS {iretiminde ortamin pH
dengesi de 6nemlidir. Ortam pH’sinin sabit tutulmasi EPS iiretiminin maksimum
olmasini saglamaktadir. Arastirmacilar tarafindan yapilan bazi g¢alismalar EPS
iiretiminin dogrudan pH degerlerine bagl olabilecegini savunmaktadir (Barlecos vd.,
2019). Petry vd., (2000) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus™u kullanarak
yaptiklar1 bir caligmada, EPS iiretimi iizerine sicaklik, pH, ortam bilesenleri ve oksijen
gibi faktorlerin etkilerini arastirmislardir. Arastirma sonucunda EPS {iretiminde artisa
yol acan en onemli faktoriin pH’nmn stabil tutulmasi oldugunu tespit etmislerdir.
Calisma sonucunda tiretim esnasinda diger faktorler sabit tutuldugunda ve pH kontrol

edilerek iiretim yapildiginda yiiksek seviyelerde EPS iiretimi oldugunu bildirmislerdir.

2.4. Ekzopolisakkaritlerin Saghk Uzerine Etkileri

Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen EPS’lerin antioksidan, antikanser,
immiinomodiilator, biyoaktivite, antiviral, antikoagiilan, antikolesterolemik ve
antitimor aktivitesi olmak {izere insan saghgi iizerine cesitli faydal etkileri
bulunmaktadir (Daba vd., 2021; Patel vd., 2012). EPS’ler patojenlerin biyofilm
olugturmalarini azaltmakta ve ayrica bagirsak probiyotiklerinin kolonizasyonunu
desteklemektedir (Daba vd., 2021). Bunlarin yani sira EPS’ler hiicreler etrafinda
biyofilm olusturarak hiicrelerin olumsuz kosullara karsi korunmasini ve bu kosullarda
canli kalmalarini saglamaktadir. EPS’lerin bakterileri dehidrasyona, asit ve safra tuzu

gibi zorlu kosullara kars1 korumasi diger 6nemli 6zelliklerindendir (Dertli vd., 2015).

Probiyotikler, yeterli miktarda tiiketildiginde konakg¢iya yararl etkiler saglayan canl
mikroorganizmalardir (Harutoshi, 2013). Probiyotikler, iirettikleri metabolitlerle
hiicre yap1 bilesenleri ile ve fermantasyon sonucu olusan metabolitleri ile saglik

lizerine yararli etkiler saglamaktadir (Akpmar ve Kaplan Tiirkéz, 2019).
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Bagirsaklardaki probiyotik bakteriler, ince bagirsaktaki enzimler tarafindan
sindirilmeden kalin bagirsaga gecen, kolonda bulunan bakterilerin ¢ogalmasini ve
aktivitesini segici olarak artiran gida bilesenleri olarak tanimlanan prebiyotikler
tarafindan giliglendirilmektedir. Bdylece probiyotik bakteriler, konak¢i sagligini
iyilestirmeye ve bagisiklik sisteminin gliglenmesine fayda saglamaktadir (Demirci vd.,
2017; Harutoshi, 2013). Son yillarda yapilan ¢alismalar, probiyotik
mikroorganizmalarin iretmis olduklar polisakkaritlerin bagirsaktaki
kolonizasyonunda faydalar sagladigin1i ve sindirim sisteminde koruyucu etkileri
oldugunu gostermistir (Akpmar ve Kaplan-Tiirk6z, 2019). EPS’ler Bifidobacteria ve
Lactobacillus gibi probiyotik bakterilerin gastrointestinal kanalda olumsuz etmenlere
kars1 korunmasii ve bagirsaktaki kolonizasyonlarini kolaylastirmaktadir (Patel vd.,
2012). EPS, bakteriler etrafinda mukoz bir yap1 olusturarak bakterilerin diisiik pH,
safra tuzlari, ¢esitli sindirim enzimleri gibi olumsuz gastrointestinal sistem ortamina
kars1 koruyucu etki saglamaktadir. Boylece bakterilerin bagirsak yolunda hayatta
kalma sansini1 artirmaktadir (Xu vd., 2019). Lactobacillus acidophilus gibi laktik asit
bakterileri, konake¢1 hiicrelerin saglig1 ve bagisiklik sitemi i¢in énemli fonksiyonlar
icermektedir. Bu bakterilerin patojenlerin biiyiimesini kontrol ederek enfeksiyonlarin
olugsmasini engellemek veya kontrol etmek igin etkili oldugu iyi bilinmektedir (Singh
ve Saini, 2017). Bu bakteriler tarafindan iiretilen EPS’ler ortamda, patojenlere karsi
korucuyu biyofilm olusturmaktadir. Bu konu ile yapilan bir ¢alismada, yoresel bir
fermente siit iceceginden izole edilen EPS’nin birka¢ enterik patojenin yapismasini

engelleyebildigi goriilmiistir (Kim vd., 2009).

Bagisiklik sistemini etkileyen maddeler immiinomodiilator olarak adlandirilmaktadir.
Bu maddeler, enfeksiyonlar1 bastirmak, sindirim sistemi kanserini onlemek veya
iltihabi bagirsak hastaliklar1 gibi immiin yetmezlige bagli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in
gida katki maddeleri olarak kullanilmaktadir (Saadat vd., 2019). LAB tarafindan
sentezlenen bazi biyopolimerler, immiinomodiilator gida katki maddeleri olarak
kullanilma potansiyeline sahiptir (Singh ve Saini, 2017). EPS molekiillerinin, hem
dogal olarak hem de adaptif yanit olarak bagisiklik sistemini koruduklar1 bilinmektedir
(Saadat vd., 2019). EPS’lerdeki mitojenik aktivitenin polisakkaritlerdeki fosfat grubu
ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir. Bu durum, EPS yapisinda bulunan
bilesiklerin, EPS’nin biyoaktivitelerini dogrudan etkileyebilecegini diisiindiirmektedir

(Surayot vd., 2014).
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2.5. EPS’lerin Gidalarda Kullanimlar

Son yillarda, polisakkarit tireten bakterilerin ve EPS’lerin farkl endiistriyel alanlarda
kullanim1 ilgi ¢ekmektedir (Singh vd., 2011). Cesitli fizikokimyasal Ozellikler
olusmasini saglayan EPS’ler, gida endiistrisinin yaninda ilag, kozmetik, petrol sondaji
ve kagit {iretimi gibi farkli endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir (Roca vd., 2015).
Ekzopolisakkaritler, bitkiler tarafindan iiretilmesine ragmen mikrobiyal EPS’lerin
bitki polisakkaritlerine gore bircok avantaji bulunmaktadir. Bitkilerde EPS iiretimi 3-
6 ay arasinda tamamlanirken mikroorganizmalarda bu siire¢ 1-2 giin kadar kisa bir
stire de tamamlanmaktadir. Mikrobiyal EPS iiretimi i¢in giines enerjisine ihtiyag
duyulmamasi, yer ve mevsimden bagimsiz olarak iiretilmesi bundan dolay1 arazi
maliyetinin olmamasi ve mikroorganizmalarin bir ¢cok organik maddeyi fermantasyon
kaynagi olarak kullanabilmesi diger avantajlarindandir (Barcelos vd., 2020; Avci ve

Ergene, 2016; Donot vd., 2012).

Giintimiizde herhangi bir katki maddesi igermeyen dogal gida {iriinlerinin popiilaritesi
artmistir. Bundan dolay1 endiistride EPS iireten LAB kullanilmasi, yeni iiriinlerin
gelistirilmesi i¢in onemli bir etki olusturmaktadir. Gidalarda, EPS iireten LAB’lerinin
kullanilmas1 daha iy1 bir dokuya ve stabiliteye sahip glivenli, dogal ve saglikli bir son
iirlin iretilmesine katki saglayacagi diisiiniilmektedir (Lin ve Chien., 2007). EPS
iiretim yetegine sahip, 6zellikle LAB, siit iirtinlerinde kullanilacak propiyonik asit
bakterileri (Propionibacterium spp.) ve bifidobakteriler basta olmak tizere, genel
olarak giivenli (GRAS) gida smifi mikroorganizmalarm suslar, EPS’nin gida
kullanimlari igin bir alternatiftir (De Vuyst vd., 2001). Bazi EPS’ler hijyen sorunlarina
neden olan biyofilm olustursalar da, LAB tarafindan d{iretilen EPS’ler gida
endiistrisinde fermente gida formiilasyonlarmin reolojisini, dokusunu ve agiz hissini
iyilestirmede Onemli bir rol oynamaktadir (Sanlibaba ve Cakmak, 2016). EPS
yapisinda bulunan molekiil i¢i glikozidik baglar ve biiyiik molekiiller arasinda bulunan
hidrojen baglar1 olmak iizere iki ana faktor, viskoziteye ve reolojiye katkida
bulunmaktadir (Zhou vd., 2019). Bu 6zelliklerine ek olarak, EPS’lerin gidalarin tat
hissini artirma 6zelliklerinden dolay1 yogurt, peynir ve tahil bazli iiriinler gibi fermente
gidalar1 gelistirmek amaciyla EPS tireten LAB’leri starter kiiltiir veya yardimci

kiiltiirler olarak kullanilmaktadir (Zannini vd., 2016; Yilmaz, 2014).
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EPS, fermente siit iirlinlerinin reolojisini gelistirmek i¢in dogal biyoyogunlastirici
ajanlar olarak, suyu baglamak ve sineresisi smirlamak i¢in fiziksel stabilizatorler
olarak oOnemli isleve sahiptir. Bu islevler EPS’in bilesimine, yapisma ve siit
bilesenleriyle, 0zellikle iyonlar ve proteinlerle etkilesimine bagli olarak
degismektedir. Protein ve stabilizator icerigi artirilmis, diisiik yag ve seker igerigine
sahip, daha az katki maddesi igeren, kremsi, piiriizsiiz yogurt {iirlinlerine tiiketici
talepleri son zamanlarda artmugstir. Biitiin bu Ozelliklerin yaninda diisilk maliyet
faktorleri EPS kullanimimi uygun bir alternatif haline getirmektedir (Duboc ve Mollet,
2001). EPS’lerin en iyi kullanimlar1 yogurt gibi fermente siit iirlinlerinin reolojisi,
dokusu ve agiz hissi 6zelliklerini iyilestirmeleridir (Welman ve Maddox, 2003).
LAB!'leri tarafindan iiretilen EPS’ler kendi tad1 olmamasima ragmen, siit iiriinlerinin
agizda gecirdigi siireyi arttirarak daha 1yi bir tat algis1 olugsmasini saglamaktadir. Bir
diger fizyolojik fayda ise, EPS'lerin gastrointestinal kanalda daha uzun siire
kalmasindan dolay1 probiyotik bakterilerinin kolonizasyonunu arttirmasidir (Welman

ve Maddox, 2003).

Ispirli vd., (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada, glukan tipi EPS’nin ¢ikolatali puding
iizerindeki fizikokimyasal roliinii ve prebiyotik etkilerini degerlendirmislerdir.
Simbiyotik etki i¢in probiyotik olarak Lactobacillus rhamnosus ve prebiyotik olarak
LAB tarafindan {retilen EPS’yi kullanmislardir. Probiyotik numunelerle
karsilastirildiginda, simbiyotik {iriinde sineresisin 6nemli dlgiide azaldigini ve yiiksek
miktarda probiyotik {irettigini gérmiislerdir. Yaptiklar1 ¢aligmada iyi sonuglar elde
etmelerininin yiiksek miktarda % 1 (w/w) EPS kullanmalarindan kaynaklandigini

diistinmiiglerdir.

Ale vd., (2016) yaptiklar1 ¢alismada, L. fermentum Lf2 tarafindan iiretilen EPS’nin
yogurt lizerindeki etkilerini arastirmislardir. Katki maddesi olarak L. fermentum
Lf2’den izole ettikleri 300 mg/L diizeyinde EPS kullanilarak yapilan yogurtlarin,

kontrol numunelerine gore daha sert ve kivamli oldugunu gézlemlemislerdir.
Costa vd., (2010), EPS tireten Lactococcus lactis susu kullanilarak yarim yaglh cheddar

peyniri iiretmislerdir. EPS iireten starter ile yapilan peynirlerin, peynir veriminde (100

kg siit basina) % 8.17’lik bir artig, nem igeriginde ise % 9.49’luk bir artis sagladigini

15



gozlemlemislerdir. Ayrica EPS’nin peynirdeki varliginin tat {izerinde olumsuz bir etki

yaratmadigmi bildirmiglerdir.

Bazi1 EPS tiirleri, firincilik endiistrisinde, hamur islenebilirligini, dokusunu, hacmini,
reolojisini ve ekmegin raf dmriini iyilestirmede 6nemli bir rolii olan ancak pahali
hidrokolloidal polisakkaritlerin kullanim ihtiyacin1 azalmasini veya degismesini
saglamaktadir. Bu nedenle fermentasyon sirasinda EPS’nin LAB tarafindan yerinde
sentezlenmesi, ekmek kalitesinde tekstiirel 6zelliklerinin iyilestirilmesini, ilave katki
maddelerinin kullaniminin azalmasmi ve bundan dolayr olusacak maliyetin
diistiriilmesini saglamaktadir. Tiketicinin saglikli gida talepleri, lif agisindan zengin
iirlinlere olan ilginin artmasma neden olmaktadir. Firincilik endiistriside, 6zellikle
ekmek icin, lif kaynagi olarak kepegin kullanilmasi, gluten hidrasyonunu azaltmakta
ve sonug olarak bugday hamurun yapisini olumsuz yonde degistiren hidrolize gluten
aginin olusumunu engellemektedir. Bu sorunun {iistesinden gelmek i¢in bugday
kepeginde lifli bugday ekmeginin kalitesini artiran bir hidrokolloid goérevi géren
dekstran tiretmesinden dolay1 Weisiella confusa kullanilmaktadir (Daba vd., 2021).
Dekstran unlu mamiillerde yumusakligi, kirinti dokusunu ve somun hacmini
tyilestirmede de onemli gorev iistlenmektedir. Reuteran ve levan, unlu mamiillerde

yumusaklig1 artirmakta ve bayatlamayi geciktirmektedir (Korcz ve Varga, 2021).

Dertli vd., (2016b) yaptiklari calismalarinda, farkli fermantasyon kosullar altinda EPS
ireten Lactobacillus plantarum ve Leuconostoc mesenteroides suslarinin sucugun
fizikokimyasal, mikrobiyolojik, dokusal ve mikroyapisal 6zellikleri {izerine etkilerini
incelemiglerdir. Fermantasyon sirasindaki EPS iiretiminin, sucuklarda daha sert, daha
az yapigskan Ozelliklerini sagladigini  gozlemlemislerdir. Ayrica mikroskop
incelemelerinde sucuklarda EPS’ler tarafindan ag benzeri bir yapinin olusturuldugunu

bildirmiglerdir (Dertli vd., 2016b).

2.6. Laktik Asit Bakterileri ve Ekzopolisakkaritler

LAB’leri, Gram pozitif, spor olusturmayan ve katalaz negatif mikroorganizmalardir.
Ayrica fakiiltatif anaerob, bazi iyeleri hari¢ hareketsiz, sitokrom igcermeyen ve
karbonhidrat fermantasyonu sonucunda baslica iiriin olarak laktik asit iireten

mikroorganizmalardir (Alp, 2018; Saglam ve Karahan, 2017). Morfolojik olarak
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yuvarlak veya eliptik (Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus) seklinde ya da kisa
veya uzun ¢ubuk (Lactobacillus) seklinde olabilmektedir. Bu bakteriler cins ve tiire
gore farklilik gostermektedir. Bitki ve bitki atiklarinda, siit ve siit iirtinlerinde, insan,
hayvan ve diger canlilarin bagirsak sisteminde bulunmaktadir (Demirci, 2017).
LAB’lerinin, fermantasyon sirasinda olusan metabolitlere gére homofermantatif ve
heterofermantatif olarak iki farkli grubu bulunmaktadir. Homofermantatif bakteriler
glikozdan % 95-100 oraninda laktik asit tiretirken, heterofermantatif olanlar glikozdan
% 50 oraninda laktik asit iiretmektedir ve bunun yaninda asetik asit, etenol, gliserol ve

mannitol olusturmaktadir (Ustiindag ve Yalgin, 2017).

Gida endustrisi i¢cin 6nemli LAB’leri, Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Leuconostoc ve Pediococcus’lardir (Ustiindag ve Yalgin, 2017). LAB’leri, yogurt,
peynir, eksi hamur, tursu veya soya {liriinleri gibi fermente iiriinlerin iiretiminde
kullanilmaktadir. Bu bakteriler; organik asit, diasetil, asetoin, hidrojen peroksit,
reuterin, antifungal peptitler ve bakteriyosin gibi bilesikler sentezlediklerinden dolay1
dogal koruyucu ve diisiik maliyet talebi ihtiyacini karsilamaktadir (Y1ilmaz vd., 2014).
LAB’lerinin bu metabolitlerin yani sira hiicrede kapsiil halinde bulunabilen ya da

hiicre digina salgilanan ekzopolisakkarit (EPS) tirettigi bilinmektedir.

Laktik asit bakterileri, EPS {iretimi i¢in 6nemli mikrobiyal hiicre kaynagi olarak kabul
edilmektedir (You vd., 2020). Ekzopolisakkaritler, seker ve seker tiirevlerinin
monosakkarit birimlerinden olusmaktadir (Dilna vd., 2015). LAB’lerinin iirettigi
EPS’ler fermente gidalarda yap:1 6zelliklerini gelistirmektedir. Ayrica EPS’nin insan
bagirsak sagligina da yararl etkileri bulunmaktadir (Serin, 2016). Yapilan ¢alismalar,
bakterilerin benzersiz reolojik 6zelliklere ve yliksek su baglama kapasitesine sahip
olan EPS’yi, dogal ortamlarinda 1s1, kuruma, ozmotik ve asidik stres, deterjan veya
agrr metal iyonlarinin varligi gibi stresli kosullardan korunmak igin {irettigini

gostermektedir (Daba vd., 2021; Osinska-Jaroszuk vd., 2018).

LAB’leri tarafindan iiretilen EPS’nin varligi, gliniimiizde kullanilan katki maddelerine
umut verici bir alternatif olarak kabul edilmektedir. LAB’leri kiigiik miktarlarda EPS
tiretse de, ucuz substratlar ve uygun maliyetli fermantasyon yontemleri kullanilarak
liretim parametreleri optimize edildiginde, bunlarin kullanimi ekonomik ag¢idan

uygulanabilir duruma gelecegi diistiniilmektedir (Korcz ve Varga, 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismamizda yer alan laktik asit bakterileri, Isparta ilindeki halk pazarindan alinan
¢cig siit ve ¢esitli peynirlerden (lor peyniri, 2 farkl keci peyniri, 2 farkli inek peyniri)
ve 1 adet dogal fermente sucuktan izole edilmistir. Ayrica Antalya ve Isparta illerinden
toplanan ¢esitli bitki numuneleri, farkli metotlarla yapilmis tursular ve sirkeler ile ticari
olarak kesilmis hayvanlarin bagirsak ortamlari’da (inek bagirsagi, keci bagirsagi ve
inek iskembesi) izolasyon kaynagi olarak kullanilmustir. izolasyon asamasi Mart ve
Kasim aylar1 arasinda olmak iizere 6 ay siiresince devam etmistir. Izolasyon
asamasinda 84 farkli muhtemel laktik asit bakterisi izole edilmis ve calismada

kullanilmak tizere -18 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Laboratuvara getirilen izolasyon materyallerine ait numuneler fizyolojik tuzlu su
(FTS) icerisinde homojenize edilerek 10°°ya kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmistir.
Hazirlanan diliisyonlardan De Man Rogosa Sharpe (MRS-Merck, Almanya) agar
besiyerine yayma plak yontemi ile ekimler yapilmistir. MRS agar petrileri izolasyon
kaynagma bagl olarak 30 °C ve 37 °C sicaklikta 48 saat inkiibasyona birakilmis ve
inkiibasyon siiresi bittiginde gelisme gbdzlemlenen besiyerlerinden beyaz/krem veya
beyaz/seffaf gri renkli atipik koloniler se¢ilmistir. Secilen koloniler MRS s1vi1 besiyeri
icerisine aktarilmis ve tekrar 30 °C ve 37 °C sicaklikta 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda segilen koloniler MRS agar besiyerine ¢izim
yapilarak tek diismesi saglanmistir. Muhtemel laktik asit bakterilerinin safliklari
kontrol edilerek sonraki asamalarda kullanilmak amaciyla % 20 gliserol igeren MRS

stv1 besiyerinde -18 °C’de muhafaza edilmistir (Akoglu vd., 2017).
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3.2.2. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi

LAB’lerinin tanimlanmast amaciyla, morfolojik inceleme ve biyokimyasal testler
yapilmustir. izolatlar saf olarak elde edildikten sonra, ilk olarak Gram boyama,
morfolojik inceleme ve katalaz testi uygulanmistir. Yapilan analizlerden sonra Gram
(+), cubuk ve kok sekilli, katalaz negatif bakteriler muhtemel laktik asit bakterileri
olarak degerlendirilmistir. Muhtemel laktik asit bakterisi oldugu diistiniilen izolatlara
bir sonraki asamada, farkl sicakliklarda gelisim (10-45 °C), pH 9.6°da gelisim, % 6.5
tuz konsantrasyonunda gelisim testleri yapilmistir (Y1ldiz, 2011).

3.2.2.1. Gram boyama

Testler oncesinde stok kiiltiirler stvi MRS besiyerinde 24 saat siiresince inkiibe edilmis
ve aktif hale getirilmistir. Kiiltiirler preperat hazirlandiktan sonra, gram boyama
setinde (Merck, Almanya) belirtilen talimatlara uygun olarak boyama islemi
gerceklestirilmistir. Izolatlarin morfolojik goriintiileri ve Gram reaksiyonlar1 1s1k

mikroskobu (Zeiss, Almanya) altinda incelenmistir (Alp, 2018; Tokatli, 2013).

3.2.2.2. Katalaz testi

Bu asamada segilen izolatlarin aerob ya da anaerob olma durumlarini belirlemek
amaciyla katalaz testi uygulanmistir. Bu test katalaz enziminin varliginda ortamdaki
hidrojen peroksitin su ve oksijene ayrilmasi temeline dayanmaktadir. Bilindigi lizere
Laktik asit bakterileri katalaz negatif yani anaerob ya da mikroaerofilik bakterilerdir.
Katalaz testi, bakteri kolonisi tizerine % 3’liik H202 ¢6zeltisi damlatilarak yapilmistir.
Islem sonrasinda gaz ¢ikisi gézlemlenen bakteriler katalaz pozitif, gaz ¢ikisi olmayan

bakteriler ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Y1ldiz, 2011).
3.2.2.3. Laktik asit bakterilerinin pH 9.6’da gelisimlerinin belirlenmesi
Laktik asit bakterilerinin pH 9.6’da gelisip gelismediklerinin belirlenmesi amactyla

MRS siv1 besiyerinin pH’s1 1 N steril NaOH ile 9.6’ ya ayarlanmigtir. Bu besiyerine,
18 saatlik aktif kiiltiirler % 1 oraninda inokiile edilerek 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
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birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda pH 9.6’da gelisim gdsteren izolatlarm muhtemel

Enterococcus spp. oldugu diisiiniilerek sonraki analizlerle devam edilmistir.

3.2.2.4. % 6.5 Tuz oraninda gelisimlerinin belirlenmesi

18 saatlik aktif kiiltiilerden % 6.5 oraninda tuz igeren steril MRS sivi1 besiyerine % 1
oraninda agilama yapilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Tiiplerin
bulaniklik durumlar1t kontrol edilmistir. Gelisim goézlemlenen Kkiiltiirler pozitif,

gostermeyenler ise negatif olarak degerlendirilmistir (Yildiz, 2011).

3.2.2.5. Farkh sicakliklarda gelisimlerinin belirlenmesi

Izolatlarin farkli sicakliklardaki gelisim durumlarini belirlemek amaciyla 18 saatlik
aktif kiiltirden 10 ml sivi MRS besiyerine % 0.1 oraninda inokiile edilmistir.
Besiyerleri 10 °C ve 45 °C’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
tiiplerdeki bulaniklik durumuna gore pozitif ve negatif olarak degerlendirilmistir

(Tokatli, 2013).

On tamimlama testlerinin ardindan laktik asit bakterisi oldugu belirlenen izolatlarin

EPS iiretimi yeteneklerinin belirlenmesi denemelerine baslanmaistir.

3.2.3. izolatlarin EPS iiretimlerinin belirlenmesi

Calismanin bu asamasmda izole edilmis olan laktik asit bakterilerinin {iretmis
olduklar1 EPS nin saflagtirilmasi amaciyla literatiirde gegen iki farkli yOntem

denenmistir.

3.2.3.1. Ekzopolisakkaritlerin saflastirlmasinda TCA kullanim

[zolatlarin ekzopolisakkarit {iretimlerini belirlemek icin MRS besiyeri modifiye
edilerek kullanilmigtir. Standart MRS bilesiminde yer alan glikoz sekeri yerine % 2
oraninda siikroz eklenmistir. EPS {iretimi i¢in oncelikle bakteriler normal MRS’de
aktif hale getirilmistir Daha sonra modifiye MRS kat1 besiyerine aktif kiiltlirlerden
ekim yapilmis ve 3 giin 30 °C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi
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sonunda koloni iizerinde mukoz yapi goriilen izolatlarin muhtemel EPS {ireticisi
olabilecegi diisiiniilmiis ve bu koloniler EPS iiretimi i¢in secilmistir. Koloniler siikroz
iceren MRS sivi besiyerine tekrar inokiile edilerek 3 giin 30 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tiipler 100 °C’de 10 dakika kaynatilmis ve
sonrasinda daras1 almmus santrifiij tiipiine 900 pL 6rnek aktarilmistir. Ornek iizerine
900 pL % 85’lik TCA c¢ozeltisi ilave edilerek ornek tiipleri 10.000 rpm’de 25 dakika
santrifiij edilmistir. Stipernatanttan 500 pL alinmis ve tizerine 1500 pL soguk etanol
eklenerek 1 gece -18 °C’de bekletilmistir. Ardindan 10.000 rpm’de 25 dakika tekrar
mikrosantrifiijde (Hettich Mikro 120) santrifiijlenmis ve EPS’nin dibe ¢okmesi
saglanmustir. Santrifiij tliplindeki etanollii slipernatant uzaklastirilmistir. Peletteki
etanoliin ayrica uzaklastirilmasi amaciyla 1 gece boyunca 60 °C’de birakilmistir (Alp

ve Kuleasan, 2019).

3.2.3.2. Ekzopolisakkartilerin saflastirilmasinda etanol presipitasyon yontemi

Ekzopolisakkartilerin saflastirilmasinda Géanzle vd., (2002) tarafindan uygulanan
yontem kullanilmis, prespitasyon i¢in etanol kullanilmustir. 18 saatlik taze kiiltiirlerden
% 2 oraninda silikroz iceren MRS s1vi1 besiyeri igerisine %1 oraninda asilama yapilmis
ve kiiltiir 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda aktif s1v1
kiiltirden santrifiij tiiplerine 1 ml alinarak 8000 rpm’de 10 dakika santfiriij edilmistir.
Bu sayede pelet ve siipernatant ayrilmistir. Siipernatant 2 mikro santrifiij tiipiine
boliinerek tizerine 2:1 (v/v) oraninda -18 °C’de bekletilen % 95’lik soguk etanol ilave
edilmis ve 3 saat +4 °C’de bekletilmistir. Bu sayede EPS’nin etanol ile ayrilmasi
saglanmistir. Siire sonunda tiipler 12000 rpm’de 25 dakika santrifiij edildikten sonra
iistte kalan s1v1 kisim uzaklastirilarak dip kisimda kalan pelet EPS olarak ayrilmistir.
Peletler iizerlerine 50 mikrolitre ultra saf su koyularak ¢oziilmiis ve -20 °C’de

muhafaza edilmistir (Génzle vd., 2002) .
3.2.4. Mikroorganizma sayilarimin belirlenmesi
Izolatlardan EPS saflastirilmas1 asamasinda mikroorganizmalarmn 24 saat sonundaki

sayilarinm belirlenebilmesi i¢in gerekli seyreltmeler yapilmis ve spektrofotometrede

600 nm dalga boyunda Olgiimler yapilmistir. Belirlenen absorbans degerleri Sekil
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3.1.’de verilen kurve {izerinden hesaplanarak mikrooranizma sayilar1 log10 cinsinden

hesaplanmuigtir.
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Sekil 3.1. OD 600 Standart Kurve

3.2.5. Uretilen EPS miktarlarinin spektrofotometrik yontemle belirlenmesi

EPS saflastirma asamasindan sonra iiretilen EPS’lerin miktar analizleri fenol siilfirik
asit yontemine gore yapilmistir. EPS miktarmi belirlemek icin ilk olarak glikoz
(Merck, Almanya) standart kurvesi hazirlanmistir. Glikoz standart kurvesi yonteminde
ilk olarak 0.1 g glikoz 1 L ultra saf su igerisinde ¢6ziindiiriilmiis ve standart kurve igin
glikoz konsantrasyonu 0-100 mg/L arahginda olacak sekilde diliisyonlar
hazirlanmistir. Glikoz su karisimindan 1 ml almarak tiipe aktarilmistir. Uzerine % 5°lik
fenol ¢ozeltisinden 0.5 mL ilave edilmis daha sonra 5 mL saf siilfirik asit koyulmustur.
Hazirlanan 6rnekler 20 dk 30 °C’de inkiibasyona birakilmis ve drneklerin absorbans
degerleri spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda Olgiilmiistiir. Kurve
olusturulduktan sonra, Orneklere ayni miktarda fenol ve siilfirik asit koyularak
absorbans degerleri belirlenmistir. Sekil 3.2.” de verilen kurve tizerindeki denklemden
EPS miktarlar1 glikoz cinsinden, mg/L olarak hesaplanmistir (Dubois vd., 1956;
Dulekgurgen, 2004).
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Sekil 3.2. Glikoz standart egrisi

3.2.6. Farkh siikroz orani, sicaklik ve inkiibasyon siirelerinde EPS iiretimlerinin

belirlenmesi

Iki farkl1 siikroz konsantrasyonunda (20 g/L ve 30 g/L) farkh sicaklik ve siirelerin EPS
iiretimi iizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu agsamada MRS bilesimindeki glikoz
yerine 20 ve 30 g/L oranlarinda siikroz eklenerek steril edilmistir. EPS iiretiminin
yiiksek oldugu belirlenen ve morfolojik goriintiileri farkli olan iki izolattan (MG 1 ve
MG 12) her bir deneme i¢in hazirlanan besiyerine % 1 oraninda eklenerek 30, 37 ve
42 °C’de 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siireleri sonunda
etanol ¢oktlirme yontemiyle liretmis olduklar1 EPS ayrilarak elde edilen EPS’lerin
miktarlar1 spektrofotometrik yontemle belirlenerek en iyi EPS iiretim kosullar:

belirlenmistir.

3.2.7. Farkh pH degerlerinde EPS iiretimlerinin belirlenmesi

Analiz i¢in 4.0, 6.2 ve 7.0 pH degerlerine ayarlanan % 3 oraninda siikroz iceren MRS
stv1 besiyerine 18 saatlik kiiltiirlerden % 1 oraninda asilama yapilmis ve 37 °C’de 24

saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda EPS iiretimi belirlenmis ve yine

spektrofotometrik yontem ile miktarlar1 mg/L olarak hesaplanmustir.
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3.2.8. Farkh karbon kaynaklar1 kullammminda EPS iiretimlerinin belirlenmesi

Mikroorganizmalarin farkli karbon kaynaklarini kullanma yeteneklerinin belirlenmesi
icin, modifiye MRS siv1 besiyeri kullanilmigtir. MRS bilesiminde bulunan glikoz
yerine % 3 oraninda farkli karbon kaynaklar1 (Friiktoz, Siikroz, Galaktoz, Riboz,
Glikoz, Ramnoz, Laktoz) ilave edilerek 110 °C’de 15 dk sterilize edilmis besiyeri
icerisine % 1 oraninda 18 saatlik aktif kiiltiir inokiile edilmistir. 37 °C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra etanollii yontem kullanilarak EPS’ler izole edilmistir. EPS

miktarlar1 spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir.

Calismamizda ayrica kullanmig oldugumuz bu karbon kaynaklarmin farkh
kombinasyonlar1 (% 1.5 Stikroz ve % 1.5 Glikoz; % 1.5 Siikroz, % 1.5 Glikoz, % 0.5
Galaktoz; % 0.2 Galaktoz, Ramnoz, Laktoz, % 1.5 Siikkroz, % 1.5 Glikoz)

olusturularak, EPS miktarlarma seker kombinasyonlarinin etkileri de incelenmistir.

3.2.9. 16S mikrobiyal tamémimlama analizi

Tez ¢aligmasi kapsaminda en yiiksek EPS iireticisi olarak belirlenen ve farkli izolasyon
kaynaklarindan se¢ilmis olan izolatlardan 6 tanesi belirlenerek tanimlamalari
yapilmustir. 16S rDNA dizi analizi tanimlama islemi BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis.
Ltd. Sti. tarafindan hizmet alimi1 seklinde yapilmistir. Bakteri iizerinden tiir tayini
istenilen Orneklerin DNA izolasyonu i¢in, EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast
DNA izolasyon kiti (Polonya) kullanilmistir. Bu asamadan sonra firma tarafindan

belirlenen prosediirlere gore islemler gerceklestirilmistir.

3.2.10. EPS’lerde protein miktarinin belirlenmesi

EPS’lerde protein miktarinin belirlenmesi amaciyla % 0.2 Galaktoz, Ramnoz ve
Laktoz, % 1.5 Siikroz, % 1.5 Glikoz seker kombinasyonu kullanilarak EPS {iretilmis

ve etil alkol yontemiyle saflagtirilmistir.

Deneyler kapsaminda elde edilmis EPS’lerde yapisal olarak bulunabilecek olas1

protein parcaciklart veya bulagmis olabilecek proteinlerin miktar1 Lowry Protein
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Tespit yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu yontemde kullanilan reaktifler asagida

maddeler halinde verilmistir.

» Reaktif A: 2 gr sodyum tartarat * 4H,0O, 100 gr Sodyum karbonat, 500 ml 1 N
NaOH, 1 It su igerisinde

» Reaktif B: 2 gr sodyum potasyum tartarat * 4 H2O, 1 gr Bakir Siilfat (CuSO4*
5 H20), 10 ml NaOH, 90 ml H,O

» Reaktif C: Folin ciocalteau ¢ozeltisi (1 hacim Folin Ciocalteau: 10 hacim su)

Oncelikle kurve hazirlamak i¢in uygun oranda saf lizozim tartilarak distile su
icerisinde ¢oziindiriilmiistiir. Uygun konsantrasyonlarda seyreltmeler yapilarak 0-0.1
mg/mL arasinda kurve hazirlanmistir. 1 ml 6rnek tizerine 0.90 ml reaktif A eklenmis
ve karistirildiktan sonra 50 °C su banyosunda 10 dk inkiibe edilmistir. Oda sicakligina
sogutulduktan sonra 6rnek tizerine 0,1 ml reaktif B eklenmistir. Oda sicakliginda 10
dk bekletildikten sonra hizlica 3 ml Reaktif C eklenmistir. 50 °C su banyosunda 10 dk
inkiibe edilmis ve oda sicakligima sogutulmustur. Spektrofotometrede 750 nm’de
absorbanslar1 belirlenerek miktarlar mg/mL olarak verilmistir. Protein tayininde

kullanilan standart kurve Sekil 3.3.’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.3. Protein tayini standart kurve
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3.2.11. Toplam indirgen seker analizi

EPS’lerde toplam indirgen seker analizi i¢in % 0.2 oranlarinda galaktoz, ramnoz ve
laktoz, % 1.5 oraninda siikroz ve % 1.5 oraninda glikoz seker kombinasyonu

kullanilarak EPS iiretilmis ve etil alkol yontemiyle saflagtirilmigtir.

EPS o6rneklerinde indirgen seker analizi, 3.5-Dinitrosalisilik asit (DNS) kullanilarak,
Miller yontemi degistirilerek yapilmistir. Ornekler gerekli oranlarda seyreltildikten
sonra tiiplere 1 ml aktarilmis ve tizerine 2 mL DNS c¢ozeltisi eklenip, kaynar su
banyosunda 15 dk bekletilmistir. Islem sonunda olusan sar1 kahverengi rengin
stabilizasyonunu saglamak amaciyla 1 mL Rachelle tuzu ilave edilmistir. Ortam
sicakligma gelen tiiplerin lizerine 5 mL damitik su ilave edilmis ve 1iyice
karistirilmistir. Orneklerin spektroftometrede 540 nm dalga boyunda absorbans
degerleri Ol¢iilmiistiir. Tim uygulamalarda sahit olarak damitik su kullanilarak
hazirlanmistir. Toplam seker miktarlarinin hesaplamalar1 0.0-2.0 g/L araliginda

hazirlanan standart kurve tizerinden yapilmistir (Sekil 3.4.) (Tokatlh, 2013).
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Sekil 3.4. Indirgen seker analizi standart egrisi
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3.2.12. EPS’lerin seker profilinin HPLC ile belirlenmesi

Orneklerin hazirlanmasi

I1k olarak, EPS’ler, % 0.2 galaktoz, ramnoz ve laktoz % 1.5 siikroz, % 1.5 glikoz seker
kombinasyonu kullanilarak tiretilmis ve izole edilmistir. Sonrasinda EPS 6rnegi igeren
tiiplere 1,8 mL 2 M Trifloraasetik asit (TFA) ilave edilerek 121 °C’de 2 saat isitilmistir.
Daha sonra tiipler oda sicakligina kadar sogutulmus ve 24 saat -18 °C’de bekletilmistir.
Orneklerdeki TFA nin uzaklastiriimasi islemi liyofilizator cihazi (Virtis K2, ABD)
kullanilarak yapilmis ve kurumus 6rnegin iizerine 1,5 ml deiyonize su ilave edilerek

filtre edilmis, 6rnekler HPLC analizi i¢in hazir hale getirilmistir (Manns vd., 2014).

HPLC analizi, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi Merkezi tarafindan Tiirk Standardi TS 13359 Bal
Fruktoz, Glikoz, Sakaroz, Turanoz ve Maltoz Muhtevasi Tayini-Yiiksek Performansl
S1vi Kromatografisi (HPLC) Metodu ile hizmet alimi seklinde yapilmistir. Mobil faz
olarak meetanol:su (80:20) kullanilsmistir. Kullanilan C18 kolonunun sicakligi 30 °C

akis hiz1 1.0 ml/dk olarak ayarlanmustir.

3.2.13. EPS’lerin taramah elektron mikroskobunda (SEM) goriintiilenmesi

% 0.2 galaktoz, ramnoz ve laktoz % 1.5 siikroz, % 1.5 glikoz seker kombinasyonu
kullanilarak iiretilen ve saflastirilan EPS Ornekleri analiz gilinline kadar saklanmak
amaciyla liyofilize edilmistir. EPS’lerin SEM’de goriintiilemesi Siileyman Demirel
Universitesi YETEM (Enerji Teknolojileri Arastirma Birimi) nde bulunan QUANTA
FEG 250 Taramal1 Elektron Mikroskobu kullanilarak yapilmistir.

3.2.14. istatistiksel Analiz
Yapilan analizlerdeki, istatistiksel analizler ve gruplar arasindaki farkliliklar

Minitab17 uygulamasinda tek yonlii varyans analizi (0.05) ve TUKEY testi sonucu

guruplandirma yapilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu ve Genel Karakterizasyonu

Ekzopolisakkarit tireticisi laktik asit bakterisi suslarinin izolasyonu amaciyla 28 adet
materyal kullanilmis ve MRS agarda farkli morfolojik goriintiiye sahip 84 adet koloni
se¢ilmistir. sec¢ilen koloniler yine ayn1 besiyerinde ¢izim yapilarak 30 °C’de 18 saat
gelistirilmis ve saflik kontrolleri yapilmistir. Saflastirilan ve muhtemel laktik asit
bakterisi oldugu diisiiniilen izolatlar, -18 °C’de %20 (v/v) steril gliserol igeren MRS
s1v1 besiyeri i¢erisinde muhafaza edilmistir. Farkli bagirsak ortamlarindan (inek ve
keci bagirsagl) 23, inek iskembesinden 8, dogal sirkelerden 3, dogal tursu
orneklerinden 11, ¢ig siitten 4, ¢esitli bitki 6rneklerinden 16, farkli peynir ¢esitlerinden

17, fermente sucuktan 2 adet izolat elde edilmistir.

LAB’nin 6n tanisinda temel morfolojik 6zelliklerinin yam sira, farkl sicaklik, pH ve
tuz konsantrasyonlarinda gelisim gibi kiiltiirel 6zellikleri ile Gram reaksiyonu ve
katalaz testi gibi biyokimyasal 6zellikler de kulanilmaktadir (Lyhs, 2002). ilk asamada
MRS agarda gelisim gostermis olan izolatlar muhtemel LAB olarak kabul

edilmislerdir.

Ardindan muhtemel laktik asit bakterisi oldugu diisiiniilen izolatlara, Gram boyama,
katalaz testi, farkli sicakliklarda (10-45 °C) gelisim, pH 9.6’da ve % 6.5 tuz
konsantrasyonunda gelisim testleri uygulanmustir. Izolatlara ilk olarak MRS agar
iizerinde katalaz testi yapilmis ve izolatlarin hepsinin katalaz negatif oldugu tespit
edilmistir. Izolatlarm morfolojik goriintiilerinin belirlenmesi i¢in Gram boyama
yapilarak 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Inceleme sonucunda 61 izolatin laktik
asit bakterisi oldugu belirlenmis kalan 23 izolatin ise morfolojik yapilarinin
birbirlerine ¢cok benzemeleri veya izolasyon kaynaklarinin ayni olmasindan dolay1
calismanin devaminda yer almamislardir. Sekil 4.1°de Gram (+) MG 12 numarah

kiiltlir verilmistir.
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Sekil 4.1. MG 12 numarali kiiltiiriin boyama sonrasi 151k mikroskobundaki goriintiisii

Izolatlarm yiiksek pH derecelerindeki gelisme durumlarmm belirlenmesi ve cins
diizeyinde tanimlanabilmesi amaciyla pH 9.6’ya ayarlanmig MRS siv1 besiyerine % 1
oraninda inokiile edilerek 37 °C’de 48 saat sonunda gelisimleri gézlemlenmistir.
Sonrasinda % 6.5 tuz konsantrasyonunda gelisme ile 10 ve 45 °C’de gelisme testleri
uygulanmistir. Morfolojik goriintiileri ve pH 9.6’da gelisim testinin sonuglarina gore
10 adet izolatin Enterococcus cinsine ait oldugu disiiniilmiistiir. % 6.5 tuz
konsantrasyonunda ve 10-45 °C’de gelisim testlerinde tiiplerin bulaniklik durumuna
gore pozitif veya negatif olarak degerlendirmeler yapilmistir. Uygulanan kiiltiirel

testlerin sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Yapilan 6n tanimlamalar sonucunda elde dilen 61 izolata ait sonuglar

izolat . pH %65 qgocrde  45°C'de
Izole edildigi Ortam  Katalaz 9.6°da  NaCl’de . .
Numarasi . . Gelisim Gelisim
Gelisim  Gelisim
MG 1 Inek Bagirsag - - + + +
MG 2 Inek Bagirsag - - + + +
MG 3 Inek Bagirsagi - - + + +
MG 4 Inek Bagirsagi - - + + +
MG 5 Inek Bagirsag - - + - +
MG 6 Inek Bagirsagi - - + + +
MG 7 Inek Bagirsag - - + + +
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Cizelge 4.1. Yapilan 6n tanimlamalar sonucunda elde dilen 61 izolata ait sonuclar

(devami)
MG 9 Inek Bagirsag - - + + +
MG 10 Inek Bagirsag: - - + + +
MG 11 Inek Bagirsag: - - + + +
MG 12 Inek Bagirsag: - - + + +
MG 13 Keci Bagirsagi - - - - +
MG 14 Keci Bagirsagi - + + + +
MG 15 Keci Bagirsagi - + + + +
MG 17 Keci Bagirsagi - + - + +
MG 18 Inek Bagirsag: - - + + +
MG 19 Inek Bagirsag: - - + + +
MG 21 Inek Bagirsag - - + + +
MG 22 Inek Bagirsag - + + + +
MG 23 Inek Bagirsag: - - + + +
MG 26 Inek Kalin Bagirsak - - p p -
MG 27 Inek Kalin Bagirsak - - + + -
MG 28 Inek Kalin Bagirsak - + + + +
MG 31 Inek Kalin Bagirsak - - + + +
MG 32 inek Kalin Bagirsak - - + + +
MG 33 Sirke Isparta 1 - - + + +
MG 34 Taze Fasiilye Cigegi - - + + +
MG 35 Taze Fasiilye Cicegi - - + + +
MG 36 Sucuk - - - + +
MG 40 Kegi Peyniri 1. Numune - - + + +
MG 41 Kegi Peyniri 2. Numune - + - + +
MG 42 Kegi Peyniri 2. Numune - + - + +
MG 46 Inek Peyniri 2. Numune - + + + +
MG 48 Inek Peyniri 2. Numune - + + + +
MG 49 Inek Peyniri 2. Numune - - + + +
MG 54 Zeytin - - + + .
vess  KaperiCapparis -
wos G
vess  KepaiCepparis -
MG 61 Sirke 2. Numune - - + + +
MG 63 Hanmneli (Lonicera) - - + + +
MG 65 Salatalik Tursusu - - + + +
MG 66 Lahana Tursusu - - + + +
MG 67 Lahana Tursusu - - + + -
MG 68 Salatalik Tursusu - - + + +
MG 69 Salatalik Tursusu - - + + +

30



Cizelge 4.1. Yapilan 6n tanimlamalar sonucunda elde dilen 61 izolata ait sonuclar

(devami)

MG 70 Salatalik Tursusu - - + + +
MG 71 Salatalik Tursusu - - + + +
MG 72 Salatalik Tursusu - - - + -
MG 73 Karigik Tursu - - + + +
MG 74 Karigik Tursu - - + + -
MG 75 Karigik Tursu - - + + +
MG 76 Lor Peyniri - - + + +
MG 77 Lor Peyniri - - + + -
MG 78 Cig Siit - + +

MG 79 Cig Siit - - - + -
MG 80 Cig Siit - - + - -

MG 81 inek Peyniri - - + + +
MG 82 Inek Peyniri - - £ = -
MG 83 Inek Peyniri - - : r -
MG 84 Cig Siit - - + - +

4.2. Laktik Asit Bakterilerinin EPS Uretimlerinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin tiretmis olduklar1 EPS’lerin saflastirilmasi
iki farkl yontem ile denenmistir. Yapilan denemelerde bu iki yontem araciligiyla ayni
kiiltiirden geri kazanilan EPS’lerin miktarlar1 karsilagtirilmistir. Bes farklh kiiltiir ile
yapilan ilk denemelerde her iki yontem ile EPS izolasyonu saglanmis ve sonrasinda
spektrofotometrik yontemle EPS iiretim miktarlar1 (mg/L) tespit edilmistir. Calismada
her iki yontemde de besiyeri bilesenleri ve ¢evre kosullar1 gibi faktorler sabit tutularak
sadece EPS saflastirma yontemi degistirilmistir. Cizelge 4.2°de her iki yontem ile

yapilan analiz sonucunda elde edilen EPS miktarlar1 (mg/L) karsilastirilmistr.

Cizelge 4.2. Kiiltiirlerin EPS Uretim Miktarlar1

izolat no (TCA) EPS miktari(mg/L) (Etanol) EPS miktar1 (mg/L)
MG 2 251.14 598.81
MG 6 228.12 628.12
MG 7 223.00 544.86
MG 12 326.72 590.67
MG 67 182.30 444.16
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Geri kazanilan EPS miktarlari, TCA ile yapilan yontemde 182.30 mg/L ile 326.72
mg/L arasinda degisiklik gosterirken, etanol ile yapilan yontemde 444.16 mg/L ile
628.12 arasmnda oldugu saptanmustir. On ¢alisma yapilan 5 farkl kiiltiirde, etanol
presipitasyonu ile yapilan analizde, TCA ile yapilan analize kiyasla geri kazanilan EPS

miktarlarmin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen EPS’lerin yararh bazi etkilerinin belirlenmis
olmasi, gidalarin tektstiirel ve duyusal 6zelliklerini iyilestirmeleri vb. etkilerinden
dolayt iiretimleri ve saflastirilmalar1 6nem arz etmektedir. LAB’nin gidalarda ve insan
sindirim sisteminde yaptiklar1 olumlu etkilerin biiyiik bir cogunlugu iirettikleri cesitli
metabolitlerden kaynaklanmaktadir. Bu agidan bakildiginda EPS iireticisi olan laktik
asit bakterilerinin gidalarda kullanimi giinlimiizde biraz daha énem kazanmistir. Bu
amag¢ dogrultusunda ¢alismada laktik asit bakterilerinden EPS iiretimi yapmak ve en
1yi Uiretim kosullarini belirlemek i¢in testler yapilmis, belirlenen en iyi tiretim kosullar
uygulanarak kiiltiirlerin EPS iiretimleri arttirilmistir. Etanol ¢oktiirme yontemi ile daha
iyl EPS kazanimi saglandigi belirlenmis ve ¢caligmanin sonraki agsamalarinda ve diger

izolatlarm EPS {iretimlerinin belirlenmesinde bu yontem ile devam edilmistir.

Kiiltiirlerin tiretmis olduklar1 EPS miktarmin belirlenmesi amaciyla fenol-siilfiirik asit
yontemi kullanilmistir. Bu amagla kiiltiirler siikrozca (%3) zenginlestirilmis MRS
besiyerinde 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir (Sekil 4.2.). Gelisme
sonrasinda fenol-siilfiirik asit yontemine gore 6rnekler hazirlamistir. Yonteme uygun
olarak Orneklerin spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda absorbanslari
olciilmiistiir. Izolatlarm EPS iiretim miktarlar1 ve Kkiiltiir igerisinde bulunan

mikroorganizma sayilar1 belirlenerek Cizelge 4.3.’de verilmistir.
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Sekil 4.2. Kiiltiirlerin MRS s1vi1 besiyerinde EPS {iretimi

Cizelge 4.3. Izolatlarn EPS iiretim Miktarlar1 (mg/L) ve OD degerine karsilik
mikroorganizma sayis1 (Log10)

M.org oL M.org oL
izolat No saylisi BE> U;Etlml izolat No sayisl EPS U;Etlml
(Log10) (mg/L) (Logl10) (mg/L)

MG 1 8.08 880.42+7.98 MG 46 5.90 279.7248.16
MG 2 8.53 277.40+1.33 MG 48 7.46 298.09+7.98
MG 3 9.06 282.74£1.52 MG 49 8.75 193.67+4.75
MG 4 8.54 817.86+20.32 MG 54 8.78 215.77+4 .94
MG 5 8.81 314.14+1.33 MG 56 7.46 247.63+3.23
MG 6 8.61 239.26+0.57 MG 57 8.80 318.33£11.96
MG 7 8.73 356.47+1.33 MG 58 5.90 162.28+3.04
MG 9 8.81 264.14+0.76 MG 61 8.17 454.60+9.68
MG 10 8.73 359.26+0.19 MG 63 8.57 199.49+2.66
MG 11 8.74 318.56+0.0 MG 65 8.88 279.95+6.84
MG 12 7.80 579.95+1.14 MG 66 8.75 226.00£5.70
MG 13 7.85 296.93+0.95 MG 68 7.46 298.56+45.57
MG 14 8.74 322.28+0.76 MG 69 8.95 232.98+5.322
MG 15 8.63 314.60+0.19 MG 70 8.84 191.354£3.61
MG 17 8.66 322.28+0.76 MG 71 8.88 207.16£5.13
MG 18 7.34 235.07+0.95 MG 72 7.80 271.35£7.03
MG 19 8.64 371.12+0.38 MG 73 7.55 228.56£5.13
MG 21 8.32 716.47+0.57 MG 74 7.93 312.74+8.16
MG 22 7.46 672.05+1.14 MG 75 7.46 298.79+2.85
MG 23 8.82 363.67+0.38 MG 76 8.67 209.26+3.42
MG 26 8.84 817.16+4.18 MG 77 7.46 261.58+8.16
MG27 8.86 360.88+0.38 MG 78 5.90 593.91+5.70
MG 28 8.70 631.58+1.90 MG 79 8.49 437.40+1.33
MG 32 8.71 443.44+0.57 MG 80 7.63 656.70+£2.28
MG 33 8.85 449.95+0.95 MG 81 7.75 445.07+0.76
MG 36 5.90 820.19+1.71 MG 82 8.43 563.21+0.76
MG 41 6.89 247.40+6.08 MG 83 8.46 522.28+1.14
MG 42 8.81 183.91£5.13 MG 84 8.38 426.93+1.90

33



Laktik asit bakterilerinin iiretmis olduklar1 EPS’ler fermente gidalarin dokusuna
onemli Olciide katkida bulunmaktadir. Yapilan calismalarda elde edilen sonuglar
mikrobiyal ekzopolisakkaritlerin ticari kivam artiricilara yeni bir alternatif olabilme
potansiyeline sahip olduklarint diisiindiirmektedir (Nachtigall vd., 2020). Bu
calismada izolatlarm 162.28 mg/L ile 880.42 mg/LL arasinda EPS iirettigi
belirlenmistir. En yliksek EPS iiretimin inek bagirsak ortamindan izole edilen MG 1
numarali izolatta, en diistik tiretimin ise Capparis spinosa’dan (Kapari) izole edilen
MG 58 numarali izolatta oldugu goriilmiistiir. Sucuktan izole edilen MG 36, MG 1
izolatina yakin miktarda EPS fiirettigi ve EPS diretiminin 820.19 mg/L oldugu

belirlenmistir.

Ispirli (2016), yaptig1 tez calismasinda tulum peyniri drneklerinden izole edilen LAB
tiirlerinin EPS {iretimlerini incelemistir. izolatlarm 1694.615 ug/10” kob ile 1858.462
ng/10” kob arasinda degisen miktarlarda EPS iirettiklerini belirlemistir. Yaptig1
caligma sonucunda, tiirlerin farkli besiyeri ortamlarmda EPS iretim kabiliyetlerinin
farkli oldugunu bildirmistir. Demir vd., (2017) c¢alismalarinda 40 farkli yogurt
orneginden izole ettikleri 55 laktik asit bakterisinin EPS {iretimini belirlemislerdir.
Bakterilerin tirettigi EPS miktarlarmin 5.89 mg/L ve 134.60 mg/L arasinda oldugunu
saptamiglardir. Salazar vd., (2009) insanlarin bagirsak mikrobiyotasindan izole
ettikleri Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarinin EPS iiretimlerini ve EPS tireten
suslarm siitteki metebolizmasini incedikleri bir ¢galisma yapmislardir. Toplamda 21
adet EPS iireticisi Lactobacillus ve Bifidobacterium susunun en yiiksek EPS iiretim
miktarmin 51.4 mg/100 mL oldugunu belitmislerdir. Adebayo-tayo ve Onilude, (2008)
yaptiklari calismada ¢esitli gidalardan ve fermente siit iiriinlerinden 115 adet laktik asit
bakterisi izole ederek bu bakterilerden 103 tanesinin EPS {iretim aktivitelerini
incelemislerdir. Izole ettikleri bakteri suslarnin farkli oranlarda aktif olarak EPS
iirettigini belirlemislerdir. Calisma sonucunda izolatlarin tirettigi EPS miktarlarinin
01.00-196.0 mg/L araliginda degistigini belirlemislerdir. Enkhtur, (2021) tez
calismasinda fermente gidalardan izole ettikleri laktik asit bakterilerinden EPS izole
ederek, EPS’lerin karakterizasyonu ve reolojik 6zelliklerini belirlemistir. Calisma
sonuunda izole ettikleri laktik asit bakterilerinin EPS tiretim miktarlarmm 120-310

mg/L arasinda oldugunu saptamistir.
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Bu ¢alismada elde edilen EPS miktarlar1 diger ¢alismalar ile karsilastirildiginda, EPS
iretim miktarlar1 bakimindan laktik asit bakterilerinin genis bir yelpaze olusturdugu
ve susa baglh olarak ¢ok farklilik gosterdigi belirlenmistir. Analizlerde elde edilen
sonuglara gore bazi kiiltiirlerin EPS iiretim miktarinin yapilan diger ¢aligmalardaki
EPS miktarlarmna yakin oldugu, bazilarinin ise daha yiliksek oldugu dikkati
¢cekmektedir.

4.3. Farkl Stres Kosullarinin EPS Uretimi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

EPS diretiminin susa bagli oldugu ve Kkiiltiir ortaminin bilesimi, pH, sicaklik,
inkiibasyon siiresi vb. tireme kosullarindan etkilendigi belirtilmektedir (Torino vd.,
2015). Bundan dolay1 EPS iiretimi itizerindeki kiiltiir kosullarinmn, sicaklik, pH,
besiyeri bilesimi gibi kosullarin incelenmesi iiretimi optimize edebilmek icin biiyiik
onem arz etmektedir (Duefas vd., 2003). Calisma kapsaminda bu amacla yapilan
denemelerde pH, sicaklik, inkiibasyon siiresinin EPS {iretiminde etkili olduklar
dogrulanmistir. Analizlerde yliksek EPS miktar1 belirlenen, farkli kaynaklardan izole

edilen ve morfolojik goriintiileri farkli olan kiiltiirler ile analizlere devam edilmistir.

4.3.1. Sicaklik ve inkiibasyon siiresinin EPS iiretimine etkisi

Yapilan 6n denemelerde en yiiksek EPS iiretim yetenegine sahip olduklar1 belirlenen
MG 12 ve MG 1 numaral kiltirlerde EPS iiretiminin optimize edilmesine
calisilmistir. Kiiltiirlerin farkli konsantrasyonlardaki siikroz oranlarinda (% 2 ve % 3),
farklh sicakliklarda (30, 37 ve 42 °C) ve farkli inkiibasyon siirelerinde (24, 48 ve 72
saat) EPS iiretimleri gerceklestirilmistir. Cizelge 4.4’de iki farkli siikroz oraninda

denemeleri yapilan inkiibasyon sicakliklar1 ve stireleri belirtilmistir.

Cizelge 4.4. Farkl siikroz konsantrasyonlarina (%2 ve %3) uygulanan farkli tiretim

kosullar1
Degisen faktorler Uretim Kosullari
Sicaklik (°C) 30 37 42
Siire (saat) 24 48 72
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Bu iki izolat ile yapilan 6n denemeler sonucunda bakterilerin 37 °C ve 30 g/L siikroz
iceriginde en c¢ok EPS firettigi gdzlemlenmis ve bundan sonraki asamalarda
calismalara bu kosullar dikkate alinarak devam edilmistir. MG 1 numarali izolat % 3
stikroz igeren besiyerinde 37 °C’de 24 saat sonunda 815.14 mg/L EPS iiretmistir. MG
12 numarali izolatin ise 37 °C’de 24 saat sonunda 805.20 mg/L EPS iirettigi
saptanmistir. MG 1 izolatinin en diisiik EPS tiretiminin (338.09 mg/L) 20 g/L siikrozla
30 °C’de 72 saat inkiibasyon sonrasinda, MG 12 izolatinin ise en diistik EPS iiretiminin
(290.9 mg/L) 20 g/L siikrozla 30 °C’de 24 saatlik lireme sonunda oldugu

gbzlemlenmistir.

Ashim vd., (2005) yaptiklar1 ¢alismada MRS ve M17 besiyerinde Lactobacillus
delbruckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus i¢in farkli biiyiime kosullarinin
(sicaklik, pH ve inkiibasyon siiresi) kiiltlir gelisimi ve EPS {iretimleri iizerine etkilerini
belirlemiglerdir. Sicakligin EPS iiretimine etkisinin belirlenmesi asamasinda dort
farkli sicaklik (30, 37, 42 ve 45 °C) test etmislerdir. Tiim suglarda EPS iiretimi ile
kiiltiir gelisme sicakligi arasinda dogrudan bir iliski oldugunu gozlemledikleri
calismalarinda tiim suslarda en fazla EPS iiretiminin 45 °C’ de oldugunu, en fazla EPS
ireten susun ise L. delbruckii subsp. bulgaricus B3 (263 mg/L) oldugunu
belirlemislerdir. Fessard ve Remize, (2019) ¢alismasinda, tropikal ortamda yetistirilen
meyve ve sebzelerden izole edilen LAB kullanarak sicakligin EPS iiretimi iizerine
etkilerini arastrrmuslardir. L. pseudomesenteroides, Leuconostoc lactis ve Weissella
cibaria 30 °C’de EPS iiretebilmis ancak 37 °C’de EPS iiretimi olmadigini
belirlemislerdir. L. delbruckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus suslar1 5 ile 48 saat
inkiibasyona birakilarak inkiibasyon siiresinin etkisini arastirdiklarinda en fazla
dretimin 18 saat sonunda elde edildigini belirlemislerdir. 24 saat sonunda EPS
iiretiminde azalma oldugunu tespit etmislerdir. Midik vd., (2020) calismasinda, farkl
kiiltiir kosullarinin (sicaklik, inkiibasyon siiresi ve pH vb.) EPS iiretimi {izerine etkisini
arastirmislardir. Fermente edilen tursulardan elde ettikleri suslarda maksimum EPS
iiretimini 30 °C’de belirlemiglerdir ve test edilen suslarin ¢cogu i¢in karbon kaynagi
olarak glikoz kullanmiglardir. L. plantarum susunun 30 °C’de 48 saat sonunda en fazla
EPS miktarini (515.48 mg/L) iirettigini bidirmiglerdir. Yapilan bir calismada LAB
suslarmin 30 ve 37 °C’de EPS iiretimleri karsilastirilmis ve analizler sonucunda 37
°C’de daha yiiksek EPS miktar1 tespit edilmistir (Dertli vd., 2016a). Pingitore vd.,

(2016) Lactobacillus plantarum susunun EPS iiretimine sicakligin etkisini aratirmis
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ve arastirma sonucunda biliylime hiz1 ile EPS iiretimi arasinda ters bir iligki oldugunu
tespit etmiglerdir. Analizlerde 30 °C’de 37 °C’ye gore daha fazla biliylime
gozlemlenirken, EPS iiretiminin 30 °C’de yiiksek (133.23 mg/L) 37 °C’de ise daha
diisiik (13.18 mg/L) oldugunu belirlemislerdir. Bennama vd., (2012) ¢alismalarinda,
Streptococcus thermophilus’un EPS iiretimini analiz etmisler ve ¢alisma sonucunda
37 °C’de 16 saat sonunda 58.9 mg/L, 42 °C’de 6 saat sonunda 48.3 mg/L EPS iiretimi
oldugunu saptamiglardir. 42 °C’de 12 saat sonunda 36.9 mg/L EPS miktar
belirlemislerdir. Calisma sonucunda optimum kosullarin 37 °C’de 16 saat oldugunu
gozlemlemisler ve termofilik bakterilerde EPS iiretiminin genellikle bliytime ile iliskili
oldugu kanisina varmuslardir. Yapilan bir ¢calismada EPS iireten Bifidobacterium
suslarmin en iyi gelisme kosullarin belirlemislerdir. Sicakligin EPS iiretimi iizerine
etkilerini inceledikleri analizlerinde 25, 30, 37 ve 42 °C’de 48 saat sonunda EPS
miktarlarmi belirlemislerdir. Analizler sonucunda her iki Bifidobacterium susu da en
yiiksek EPS iiretimini Bifidobacterium spp. i¢in optimal gelisme sicaklig1 olarak kabul
edilen 37 °C’de gostermistir. 37 °C’de 24 saat sonunda B. infantis ve B. longum subsp.
infantis suslar1 siras1 ile 237 ve 364 mg/L EPS iiretmislerdir. 25 °C’de EPS iiretimi
gozlemlenmezken, 42 °C’de 37 °C’ye gore daha diistik EPS iiretimi gozlemlemislerdir.
Calisma sonucunda bakterilerin optimal gelisme sicakliklarina yaklastikca daha
yiiksek EPS iiretimi oldugu kanisina varmiglardir (Prasanna vd., 2012). Abid vd.,
(2018) galismalarinda fermente gidalardan EPS iireten dort farkli LAB susu izole etmis
ve suslarim probiyotik potansiyelleri, EPS {iretimleri ve EPS’lerinin yapisal
karakterizasyonunu test etmislerdir. EPS {iretimlerinin, biiyiime ile iliskili oldugunu
belirledikleri ¢alismalarinda 30 saatlik inkiibasyon sonunda maksimum EPS {iretim
miktarlarinin 2900 ile 3850 mg/L arasinda oldugunu tespit etmiglerdir. Uzun siireli
inkiibasyon sonrasinda EPS’lerin enzimler tarafindan par¢alamalarindan dolay1r EPS
miktarmin azaldigmi diisiinmiislerdir. Bundan dolayr EPS’nin optimum kosullarda
dretimleri sonrasinda uygun siirede yapilan izolasyonunun verimi artiracagini

bildirmisglerdir.

Yapilmis caligmalarin incelenmesi sonucunda her bakteri i¢in farkli sicakliklarda
optimum EPS iiretim miktar1 oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada analizler sonucunda
izolatlarda en yiiksek EPS iiretiminin 37 °C’de ger¢eklesmis olmasinin kiiltiirlerimizin
genellikle 37 °C’de optimum gelisme gostermesinden ve izole edildigi ortamdan

kaynaklandig1 kanisina varilmistir. EPS’lerde inkiibasyon siiresi arttik¢a, enzimatik
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reaksiyonlardan dolay1 parcalanmalarin oldugu ve bundan dolay1r EPS miktarinda bir

azalma oldugu diistiniilmektedir.

Yapilan arastirmalarda ortamdaki siikroz varligmin EPS iiretimini arttirdigi, siikroz
miktar1 arttikga EPS miktarmin yiikseldigi gozlemlenmistir. Yapilan bir ¢alismada,
ortamda % 5 siikroz varliginda daha fazla EPS iiretimi oldugunu belirlemislerdir
(Loeffler vd., 2020; Palomba vd., 2012; Van Gell-Schutten vd., 1998). Tez
kapsaminda yapilan denemelerde siikroz konsantrasyonu arttikca EPS miktarinda artig
oldugu goézlemlenmis ve daha sonra yapilan analizlerde % 3 oraninda siikroz

kullanilmastir.

4.3.2. Farkh pH degerlerinde EPS iiretiminin belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda EPS iiretimine pH etkileri kiyaslanmig ve aktif kiiltiirler
stikroz iceren MRS s1vi1 besiyerinin pH’lar1 4.0, 6.2 ve 7.0’ye ayarlandiktan sonra % 1
oraninda inokiile edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, izole edilen
EPS’lerin absorbans degerleri  spektrofotometrede belirlenerek  miktarlar1

hesaplanmistir. Segilen kiiltiirlerin EPS {iretim miktarlar1 Cizelge 4.5 de

gosterilmistir.
Cizelge 4.5. Kiiltiirlerin farkli pH’larda EPS iiretimi

. EPS miktar: (mg/L)

Izolat No oH 4.0 oH 6.2 pH 7.0
MG 1 429.72 + 1.86%° 871.35+ 1.63™ 538.33 + 2.56°°
MG 12 536.93 + 3.02%° 603.21 + 1.86* 382.98 + 3.49F¢
MG 17 378.33+2.56" 621.35 + 5.12°° 582.98 + 3.02°°
MG 22 546.93 + 3.72"° 509.02 + 2.097 409.02 + 2.09°°
MG26 418.56 + 1.86°° 817.40 + 2.56°° 430.42 + 1.63°
MG 33 401.35 + 2.33%° 448.56 + 1.16%° 392.05 + 1.40%°
MG 36 422.51 + 0.70°¢ 813.44 + 0.93 582.51 + 3.49"°
MG 82 542.51 + 3.02AF 562.28 + 0.93% 282.28 + 0.93%¢

“Aym satirda farkh harflerle (a-c) gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.05)
*Aynu siitunda farkl harflerle (A-F) gosterilen degerler istatistiksel olarak farkhidir (P<0.05)

Suglarn  EPS iretim miktarlarinin pH ile degistigi gozlemlenmektedir. Bu
degiskenligin sebebinin; suslarin izolasyon kaynaklar1 veya ortama adaptasyon
yeteneklerindeki arasindaki farklilik olabilecegi diisiiniilmiistiir. Elde edilen sonuglar

incelendiginde kiiltlirlerin agirhikli olarak pH 6.2°de yiiksek EPS iirettigi goriilmiistiir
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(p<0.05). Diger kiiltiirlerden farkli olarak MG 22 numaral kiiltirde pH 4.0’de en
yiiksek EPS iiretimi (546.93 mg/L) oldugu saptanmistir. En yliksek EPS {iretimi
bagirsaktan izole edilen MG 1 numarali kiiltiirde (871.35 mg/L) pH 6.2°de
belirlenmistir. MG1, MG 33 ve MG 36 kodlu suslar Lactiplantibacillus plantarum
olmasina ragmen izolasyon kaynaklar1 farkhidir. Ozellikle MG 33 kodlu susun
sirkeden izole edildigi g6z Oniine alindiginda hizl1 bir adaptasyon yetenegine sahip
oldugu disiinilmistiir. Suslarin genel olarak pH4.0’dan pH 6.2°ye gegince EPS
tretimlerinin arttigi goriilmis, bunun stres faktorii olustugunda suslarin kendini

koruma amaciyla liretmis olabilecekleri diistiniilmiistiir.

Midik vd., (2020) yaptiklar1 caligmalarinda EPS iiretimi iizerine pH faktoriini
incelemislerdir. Calismalarinda 5.0, 6.0 ve 7.0 pH’da denemeler yapmislardir. pH 5.0
ve pH 7.0 de EPS veriminde 6nemli 6l¢iide diisiis oldugunu ve en fazla EPS {iretiminin
normal MRS pH’sina en yakim olan pH 6.0°da ger¢eklestigini belirlemislerdir. Caligma
sonucunda pH ile EPS konsantrasyonu arasinda Onemli bir iliski oldugunu
bildirmislerdir. Wang vd., (2017) yaptiklar1 ¢alismada, Lactobacillus plantarum
KX041’den izole ettikleri EPS’nin optimizasyonunu, karakterizasyonunu ve
antioksidan aktivitesini arastirmiglardir. Calisma sonucunda optimum EPS iiretiminin
(599.52) fermantasyon sicakligimnin 35 °C, baslangic pH’smnin 6.38, soya fasiilyesi
peptonunun 20 g/L oldugu kosullarda gerceklestigini belirlemislerdir. Zhang vd.,
(2011) galismasinda S. thermophilus ST1 tarafindan tiretilen EPS miktarmin pH 6.5’da
maksimum oldugunu ve EPS miktarmi 45.10 mg/L olarak belirlemislerdir.
Calismalarmda pH 5.0, 6.0 ve 7.0’de daha az miktarda EPS iirettigini, en uygun pH’ nin
6.5 oldugunu bildirmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus RR tarafindan EPS diretimi i¢in optimum kiiltiir kosullar1 arastirmustir.
Calisma sonucunda EPS {iretimi i¢in optimum sicakliklarin 36-39 °C ve pH kosullarin

4.5-5.5 oldugunu belirlemislerdir (Harutoshi, 2013).

Mikroorganizmalarin gelismesi ve dolayist ile EPS biyosentezi ¢ok diisiik (pH 2.0-
3.0) ve ¢ok yiiksek (pH >10) pH degerlerinde engellenmektedir. Genel olarak, pH 5.5-
6.5 degerleri, Lactobacillus tiirleride EPS iiretimi i¢in optimal oldugu rapor edilmistir
(Czaczyk ve Myszka, 2007). Tez kapsaminda EPS iiretiminde optimum pH
degerlerinin belirlenebilmesi i¢in yapilan analizler sonucunda kiiltiirlerimizde

genellikle pH 6.2°de en iyi EPS iiretimi ve en yiiksek EPS miktar1 gdzlemlenmistir.
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Elde edilen sonuclar, yapilan calismalar ile paralellik gdstermektedir. Kiiltiirlerde
genel olarak pH 6.2’de en yliksek EPS miktarinin elde edilmesi, MRS besiyerinin
pH’sinin 6.2°ye yakin olmasmdan kaynaklandigi ve bundan dolay1 kiiltiirlerin

optimum geligsme araliginda EPS verimlerinin yiiksek oldugu kanisina varilmaistir.

4.4. Farkh Korbon Kaynaklarinda EPS Uretimi

Farkl seker kaynaklarinda EPS miktarlarinda farklilik goriilmektedir. EPS {iretimi i¢in
sekerler iretimin ana bilesenlerinden biridir (Padmanabhan vd., 2018). EPS’nin
mikrobiyal iiretimi, biiylime ortamindaki karbon ve nitrojen kaynaklarmin mevcut
olmasmna baghdir (Loeffler vd., 2020). Bazen tek bir sus birden fazla polisakkarit
sentezleyebilmektedir. Suslar tarafindan iiretilen EPS yapisinin kullanilan karbon
kaynagina bagl oldugu bulunmustur (Polak-Berecka vd., 2015). Bundan dolay1
EPS’nin karakterizasyonunda, optimizasyonunda karbon kaynaklar1 biiyilk 6nem

tasimaktadir.

Kiiltiirlerin farkli sekerlerde EPS iiretim miktarlarinin belirlenebilmesi i¢cin MRS
bilesiminde bulunan glikoz yerine % 3 oraninda siikroz, galaktoz, fruktoz, riboz,
laktoz, glikoz ve ramnoz sekerleri eklenmistir. Ayrica EPS {iretimini artimak i¢in farkl
oranlarda sekerler birlestirilerek kombinasyonlar yapilmis ve kiiltiirlerin bu seker
kombinasyonlarinda da EPS iiretim miktarlar1 belirlenmistir. Analizler sonunda elde
edilen farkli karbon kaynaklarinda EPS iiretim miktarlar1 mg/L olarak Cizelge 4.6’de

verilmistir.

Tez kapsaminda yapilan analizler sonucunda, MG 1 (1051.35 mg/L), MG 17 (1055.53
mg/L), MG 26 (974.84 mg/L), MG 33 (968.08 mg/L) ve MG 82 (669.26 mg/L)
numarali kiiltlirlerin ramnoz varliginda MG 12 (854.37 mg/L) ve MG 22 (1077.63
mg/L) numarali kiiltiirlerin laktoz varhigmda ve MG 36 (1012.51 mg/L) kiiltiiriin SK
2 (% 1.5 glikoz, % 1.5 siikroz. % 0.5 galaktoz) kombinasyonunda en yiiksek EPS
trettigi  belirlenmistir (p<0.05). Analizlerde, seker kombinasyonlarinda MG 36
numaral kiiltir disinda EPS miktarlarinin beklenildigi kadar yiiksek olmadigi

belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. Farkli Karbon kaynaklarinda EPS iiretim miktarlar1 (mg/L)

izolat no Siikroz Glikoz Fruktoz Galaktoz Riboz Ramnoz Laktoz SK1 SK2 SK 3
MG1  843.12+3.71B2  356.47+0.23"  366.70£3.49"¢  360.19£0.23H"  398.79+0.23%"  1051.35£2.09%%  606.93+3.265°  558.33+2.567  665.77+2.56P¢  754.37+3.26%°
MG 12 653.44+2.79°°  376.70£1.40  400.88+1.40"™  579.95£1.40%°  449.49+0.70"¢  625.77+1.63F  854.37+3.72°°  607.86+2.79™  759.95+2.33%®  821.81+3.265
MG 17  647.86+2.79°  498.79+2.09'%  411.58+1.40%  621.35+£5.128%  529.7240.93"%  1055.53+2.09%2  853.44+2.79%°  605.07+£3.26™  553.91+0.93%¢  637.63+4.65
MG 22  443.67£33.026¢  450.65+1.40%° 408.56+2.09"2  509.02+2.09%  472.28+0.23%¢  913.44+2.33%  1077.63£6.98"2 947.16+4.885%%  761.35£2.79%>  645.77+1.165°
MG 26  704.84+0.23%°  33833+0.23'9 398.33+2.09%° 380.19+0.23"9  433.67+1.16"  974.84+4.19A%  582.51+3.49°¢  492.05+£1.865¢  496.70+£1.865F  593.81+2,86°¢
MG33  435.77+2.33%¢  347.63+0.70"  398.09+1.86" 421.58+2.56"¢  453.44+1.867  968.09+8.14Ab  545.77+3.49%  500.42+4.655¢  673.21+0.23%  612.98+2.33¢¢
MG 36  82321+6.05%  363.67+0.47"9  410.19£1.40% 410.42+2.56%" 421.81£0.477  673.67+4.42%9  428.79+2.79F"  464.84+3.49F  1012.51+3.26%  614.60+0.70°f
MG 82  303.44+1.63"¢  331.81x1.63%" 274.60+1.16'  457.16+2.335¢  513.44+2.79%°  669.26+2.79A%  597.86+3.958¢  275.77+0.93"%  406.70+1.637F0  580.76+4,73C9
ORT 606.6686 383.0058 386.1744 467.4826 459.0814 866.4942 693.4128 383.0058 666.2616 657.7166

“Aym satirda farkh harflerle ( A-H) gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.05)

*Ayni siitunda farkl harflerle ( a-1) gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.05)

SK 1: % 1.5 Glikoz, %1.5 Siikroz kombinasyonu
SK 2: %1.5 Glikoz, %1.5 Siikroz, %0.5 Galaktoz kombinasyonu
SK 3: %1.5 Glikoz, %1.5 Siikroz, % 0.2 Galaktoz, % 0.2 Ramnoz, % 0.2 Laktoz kombinasyonu
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Zehir, (2017) yapitig1 tez c¢aligmasinda tarhanadan izole ettigi laktik asit
bakterilerinden EPS iiretenleri belirlemis ve EPS’lerin karakterize edilmesini
amaglamistir. Farkli seker tiplerinin EPS {iretimi {izerine etkisini belirlemek icin
sakkaroz, maltoz, laktoz ve fruktoz MRS bilesimindeki glikoz yerine kullanmustir. L.
plantarum’un farkli suslarinda EPS firetiminin karbon kaynagma gore farklilik
gosterdigini belirlemislerdir. L. plantarum’un bazi suslarinin sakkaroz varliginda
bazilarinin ise maltoz varliginda en fazla EPS irettigi gozlemlemistir. Tim L.
plantarum suslar1 fruktoz varhiginda en diisik EPS iiretimini gergeklestirdigini
bildirmistir. Padmanabhan vd., (2018) c¢alismasinda, glikoz, sakkaroz ve laktoz
kullaniminda EPS iiretimini belirlemislerdir. Calisma sonucunda kiiltiirlerin, diger iki
seker bilesimine kiyasla sakkaroz varliginda daha yiiksek miktarda EPS (430 mg/L)
iirettigini tespit etmislerdir. Bu sonuclardan yola ¢ikarak, EPS iiretiminin her sekerde
onemli Olglide farklilik gosterdigini bildirmislerdir. Zhang vd., (2011) yaptiklari
caligmalarinda, Streptococcus thermophilus ST1 tarafindan iiretilen EPS miktarina
pH, sicaklik, ortamdaki ¢esitli protein ve karbon kaynaklarmin etkilerini arastirmistir.
Karbon kaynagi olarak glikoz, laktoz, sakkaroz, galaktoz ve fruktoz kullanmiglardir.
Sonug olarak %?2 siikroz varliginda en yiiksek EPS (72.28 mg/L) iirettimi oldugunu
belirlemislerdir. Yu vd., (2018) kimchiden izole edilen W. cibaria susunun, sakkaroz
ortaminda daha yiiksek oranda EPS iiretigini belirlemisler ve aym tiirdeki farkh
suslarin sakkaroz iceren MRS sivi besiyerinde EPS iiretiminde yaklagik 2.8 kat
degisim gosterdigini bildirmislerdir. Yapilan bir calismada Brezilya peynirlerinden
izole edilen 220 LAB izolatinin farkli sekerlerde EPS iiretimleri belirlenmistir.
Suslardan 74’1 glikoz, 64’1 laktoz, 62’si siikkroz ve 57’si fruktoz varhiginda yiiksek
EPS iretmislerdir (Margalho vd., 2020). Lin vd., (2019) yaptiklar1 ¢alismada
Lactobaciluus acidophillus ve Bifidobacterium adolescentis suslarinin normal MRS
stv1 bersiyerinde ve MRS bilesimine ayr1 ayr1 5 gr glikoz, laktoz ve fruktoz eklenmis
besiyerinde EPS {iretmisler ve sonuclar1 degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda
seker eklenmis modifiye MRS besiyerinde EPS iiretimlerinin normal MRS’ye gore
¢ok daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Lactobacillus acidophilus MRS bilesimine
laktoz eklendiginde en yiiksek EPS’yi (491.0 mg/L) iiretirken, Bifidobacterium
adolecentis MRS bilesimine ekstra glikoz eklendiginde en yiikksek EPS’yi (498.7
mg/L) iiretmistir. Yapilan bir ¢alismada, sakkaroz eklenmis ve eklenmemis eksi
hamurlarda mikrobiyal HoPS olusumu arastirilmigtir. Sakkaroz olmadan eksi hamur

viskozitelerinde degisiklik gozlemlenmezken, % 5 sakkaroz varliginda EPS {iretren
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suglar ile elde edilen eksi mayanin reolojik 6zellikleri EPS olusturmayan numunelere

gore daha yiiksek olarak saptanmistir (Palomba vd., 2012).

Yapilan literatiir arastirmalarinda, her kiiltiir icin farkli seker kaynaklarinda EPS
miktarlarmimn farklilik gosterdigi ve maksimum EPS iiretiminin her kiiltiir i¢in farkli
sekerlerde oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglardan ve yapilan arastimalardan
yola ¢ikarak, en uygun karbonhidratin biiylik 6l¢iide kiiltiire bagimli oldugu kanisina

varilmstir.

4.5. 16S Mikrobiyal Tanimlama

Yapilan analizler sonucunda en yiikksek EPS iiretimi gozlemlenen kiiltiirler
belirlenmistir. Farkli kaynaklardan secgilen kiiltliriin, biyokimyasal testleri tekrar
degerlendirilmis ve morfolojik goriintiileri tekrar incelenmistir. Sonuglar tekrardan
degerlendirilerek segilen 6 adet mikroorganizma 16S mikrobiyal mikrobiyal
tanimlama analizi BM Yazilim Danis. ve Lab.Sis. Ltd. Sti. tarafindan yapilmustir.
Bakterilerin DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Bacterial bu yontem ile

tanimlanan izolatlar Cizelge 4.7’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Molekiiler tanis1 yapilan suslarin listesi

Izolat Numarasi 16S Mikrobiyal Tanimlama Analiz Sonucu
MG 1 Lactiplantibacillus plantarum MG1

MG 12 Lactiplantibacillus curvatus MG12

MG 17 Enterococcus hirae MG17

MG 22 Lactiplantibacillus curvatus MG22

MG 33 Lactiplantibacillus plantarum MG33

MG 36 Lactiplantibacillus plantarum MG 36

4.6. EPS’lerde Protein Miktarmin Belirlenmesi

EPS, mikrobiyolojik kiimelesmelerin olusumunda rol oynayan biyolojik kdkenli hiicre
dis1 polimerik maddeler (biyopolimerler) olarak tanimlanmaktadir. Fosfolipitler ve
glikoproteinler dahil olmak tizere protein, niikleik asitler ve hidrofobik ve hidrofilik
ozellik gosteren kimyasal bilesikler de EPS yapisinda bulunmaktadir (Loeffler vd.,

2020). Kiiltiirlerden izole edilen EPS’lerin kimyasal kompozisyonlarmi belirlemek
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amaciyla monosakkarit bilesenlerinin yaninda, yapilarindaki olasi protein oranlar1
Lowry yontemi ile analiz edilmistir (Sekil 4.3) Analiz sonucunda EPS’lerdeki protein
miktar1 standardizasyon kurvesine gore hesaplanmistir. Analiz sonucunda elde edilen

bulgular Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Protein analizi i¢in hazirlanan 6rneklerdeki renk degisimleri

Cizelge 4.8. izole edilen EPS’lerin igerisinde bulunan protein yiizdeleri

izolat No Protein Miktar1 (%)
MG 1 0.128
MG 12 0.07¢
MG 17 0.09°
MG 22 0.10¢
MG 33 0.15%
MG 36 0.15%

*Ayni siitunda farkl harflerle ( A-E) gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.05)

Tez kapsaminda, yapilan analiz sonucunda EPS i¢indeki protein miktarlar1 en diisiik
% 0.07, en yiiksek % 0.15 olarak belirlenmistir. Protein miktarlar1 degerlendirilen
suslarin, MG 1, MG 12, MG 17, MG 22 numarali suslardan izole edilen EPS’lerdeki
protein miktarlar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunurken (p<0.05),
MG 33 ve MG 36 numaral kiiltiirlerden izole edilen EPS’lerin protein miktarlar1

arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p<0.05).

Hu vd., (2021) Lactobacillus rhamnosus susu tarafindan tiretilen ekzopolisakkaritlerin

yapilarinda farkli konsantrasyonlarda protein bulundugunu belirlemiglerdir. Caligma
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sonucunda elde edilen dort farkli ekzopolisakkaritin protein oranlarinin % 0.44 ile %
2.16 arasinda degistigini belirlemislerdir. Solmaz, (2015) tez ¢alismasinda Bacillus
pseudomycoides’den izole edilen EPS’nin karakterizasyonunu belirlemistir. Bu
kapsamda Lowry yontemi ile EPS’lerin protein igeriklerini incelemistir. Farkli
ortamlarda gelistirilen Bacillus pseudomycoides’den izole edilen EPS’deki protein
miktarlarmin 64 mg/g ile 308 mg/g arasinda degistigini gézlemlemislerdir. Calisma
sonucunda protein miktarmin farkli ortamlarda {retilen EPS’lerde degisiklik

gosterdigini belirlemistir.

4.7. Toplam Indirgen Seker Analizi

Calisma kapsaminda EPS’de bulunan toplam indirgen seker miktarinin belirlenmesi
amaciyla DNS yontemi kullanilmistir. Modifiye MRS besiyerine ekilen aktif kiiltiirler
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak EPS’ler izole edilmistir. Sonrasinda 6rnekler
hazirlanarak spektrofotometrede 540 nm’de okumalar yapilmistir (Sekil 4.4) Kurve
tizerindeki denklemden miktarlar1 (g/L) belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.9.°de

verilmistir.
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Sekil 4.4. Indirgen seker icin hazirlanan drneklerin spektrofotometre ile belirlenmesi
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Cizelge 4.9. EPS’lerdeki toplam indirgen seker miktarlar1 (g/L)

izolat No Seker miktar: (g/L)
MG 1 5.13+0.57¢
MG 12 17.28+0.147
MG 17 18.25+.0217
MG 22 9.37+0.28"
MG 33 4.04+0.14°
MG 36 4.78+0.21°

AB.C Aym siitunda farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.05)

Bu yontem ile EPS icerisindeki indirgen sekerler belirlenmis ve MRS’den gelen seker
miktar1 da hesaplanmistir. EPS ve MRS besiyerinden gelen seker miktarlarinin toplami
tespit edilerek saf EPS miktarlarinin kesin sonuglar1 bulunmustur. Hesaplamalar
sonunda indirgen seker miktar1 4.04 ile 18.25 g/L arasinda oldugu tespit edilmistir.
Indirgen seker miktarlarmin belirlenmesi analizlerinde MG1, MG 33, MG 36
suslarindan izole edilen EPS’lerdeki indirgen seker miktarlar1 arasindaki farklilik ile
MG12 ve MG 17 suslarindan izole edilen EPS’lerdeki indirgen seker miktarlarmin
arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmazken (p<0.05), MG 22’den izole
edilen EPS’deki toplam indirgen seker miktarindaki farklilik diger suslardan izole

edilenlere gore istatistiksel olarak dnemli bulunmustur.

4.8. Ekzopolisakkaritlerin Monosakkarit Bilesimlerinin Belirlenmesi

Ekzopolisakkaritler, homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Homopolisakkaritler sadece tek tip monosakkarit (glikoz veya fruktoz)
icermektedir. Buna karsilik heteropolisakkaritler ise, ¢ogunlukla galaktoz, fruktoz ve
ramnoz basta olmak iizere ii¢ ila sekiz seker biriminin tekrar etmesi ile olugsmaktadir
(Oleksy ve Klewicka, 2017; Zeidan vd., 2017). Hidrolize edilmis EPS’nin
(monomerlerin) miktarmi ve bilesimini arastrmak icin HPLC yaygin olarak
kullanilmaktadir (Loeffler vd., 2020). Calismamizda monomer bilesimini belirlemek
amaciyla yapilan analizlerde, izolatlar modifiye MRS (%1.5 Glikoz, %1.5 Siikroz, %
0.2 Galaktoz, % 0.2 Ramnoz, % 0.2 Laktoz) bilesiminde gelistirilerek EPS izole
edilmis ve liyofilize edilmistir. Sonrasinda HPLC analizi ile monomer bilesimi ve

miktar1 belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.10°de gosterilmistir. HPLC
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analizlerind elde edilen kromotogramlar Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8.,
Sekil 4.9.°da gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Lactiplantibacillus plantarum MGI tarafindan iiretilen EPS’nin HPLC

kromotogrami
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Sekil 4.6. Latilactobacillus curvatus MG12 tarafindan iiretilen EPS’nin HPLC

kromotogrami
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Sekil 4.7. Enterococcus hirae MG17 tarafindan tiretilen EPS nin HPLC kromotogrami
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Sekil 4.8. Lactiplantibacillus plantarum MG33 tarafindan iiretilen EPS’nin HPLC

kromotogrami
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Sekil 4.9. Lactiplantibacillus plantarum MG36 tarafindan iiretilen EPS’nin HPLC
kromotogrami
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Cizelge 4.10. Kiiltiirlerden izole edilen ekzopolisakkairtlerin miktarlar1 (mg/L) ve monomer kompozisyonlar1 (%)

EPS iireten EPS miktari Monomer Kompozisyonu (%)
suslar (mg/L) Ram Rib Ksi Ara Fru Gli Gal Siik Lak Raf
MG 1 754.37+£3.26 3.81 - 15.85 9.16 43.19 26.51 - 0.92 0.18 0.38
MG 12 821.81£3.26 2.74 0.26 10.42 12.88 41.24 26.19 2.84 1.59 1.82 -
MG 17 637.63+4.65 2.53 - 7.51 14.04 31.22 33.66 7.51 2.27 1.87 -
MG 33 612.98+2.33 6.79 1.58 30.49 2.01 28.33 28.81 - 1.98 - -
MG 36 614.60+0.70 4.46 0.51 31.52 - 42.34 19.64 - 1.53 - -

Ram:Ramnoz, Rib: Riboz, Ksi: Ksiloz, Ara: Arabinoz, Fru: Fruktoz, Gli: Glikoz, Gal: Galaktoz, Stik: Siikroz, Lak: Laktoz, Raf: Rafinoz
(-): seker kompoziyonunda bulunmayan sekerler
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Tez kapsaminda, EPS’lerin monomer bilesimlerinde genellikle fruktoz ve glikoz basta
olmak iizere farkli sekerlerin oldugu belirlenmistir. MG 1, MG12 ve MG 36 numarali
kiiltiirlerden izole edilen EPS’nin bilesiminde en yiiksek seker miktarlarinin fruktoz
oldugu belirlenmis ve bilesimlerinde siras1 ile % 43.19, % 41.24, % 42.34 fruktoz
tespit edilmistir. MG 17 numarali kiiltiirden izole edilen EPS’nin bilesiminde en
yiiksek glikoz (% 33.66), MG 33 numarali kiiltiirden izole edilen EPS’de ise en yiiksek
ksiloz (%33.49) oldugu belirlenmistir.

Tsuda ve Miyamoto (2010), Lactobacillus plantarum tarafindan iiretilen EPS’lerin
monosakkarit bilesimini belirlemek i¢in analizler yapmistir. Standartlarda EPS
bilesenleri olarak bilinen glikoz, galaktoz, fruktoz, mannoz, arabinoz ve ksiloz
kullanmig ve kendi iirettikleri EPS'lerde sadece glikoz ve mannoz oldugunu
belirlemislerdir. Kim vd., (2008), calismalarinda Weisiella hellenica susundan iiretilen
EPS’nin bilesimini HPLC ydntemi ile incelemislerdir. Calisma sonucunda standart
olarak kullanilan sekerlerin alikonma siirelerine gore, EPS’nin asit hidrolizatinin
sadece glikozdan olustugunu belirlemislerdir. Zhang vd., (2013) Lactobacillus
plantarum C88 susu tarafindan {iretilen EPS’nin monomer bilesimini yiiksek
performansli anyon degisim kromotografisi sistemi ile belirlemistir. Calisma
sonucunda elde edilen EPS’nin heteropolisakkarit oldugu ve yapisinda glikoz ve
galaktoz bulundugunu bildirmislerdir. Sharma vd., (2020) anne siitiinden izole edilen
Lactobacillus paraplantarum susu tarafindan dretilen ekzopolisakkaritlerin
saflastirilmasmi ve karakterizasyonunu yapmislardir. Bu amagla yaptiklar1 HPLC
analizlerinde, saflastirilmis EPS’nin siras1 ile 615 mg/ml, 22.1 mg/ml, 4.1 mg/ml
glikoz, mannoz ve galaktoz igerdigini belirlemislerdir. Hu vd., (2021) Lactobacillus
rhamnosus susu tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritleri saflastirarak 4 farkli fraksiyon
elde etmislerdir. Calismalarinda elde edilen EPS’lerin seker kompozisyonlarint GC-
MS analizi ile incelemislerdir. EPS-1 ve EPS-2’de mannoz bilesiminin baskin
oldugunu, fakat EPS-1°de glikoz igerigininde yiiksek oldugunu, EPS-3 bilesiminde
mannoz, galaktoz, ramnoz ve glikoz bulundugunu EPS-4’de ise galaktoz igeriginin en
yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Calisma sonucunda bu EPS’lerin hipolipidemik
aktivitesinin, ¢esitli monosakkarit bilesimleri ile ilgili oldugu kanisina varmislaridir.
Zhang vd., (2016) Lactobacillus plantarum susundan elde edilen EPS fraksiyonunun
ksiloz ve galaktozdan olustugunu, galaktozun toplam monosakkarit bilesiminin

%98.3’linii olusturdugunu tespit etmislerdir.
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Arabinoz ve ksiloz, bakteriyel EPS’lerde yaygin olarak bulunmamaktadir (Sardari vd.,
2017). Yapilan analizlerde elde edilen EPS’lerin monomer bilesimlerinde farkli
sekerler tespit edilmistir. Elde edilen EPS’lerin hepsinde ksiloz bulunmasi ve her
birinin farkli seker kombinasyonlarindan olusuyor olmasi, EPS’lerinin benzersiz
oldugunu gostermektedir. Monosakkarit oranlar1 da her sus i¢in farklilik
gostermektedir. Bundan dolayy, tiretilen EPS’lerin farkli fonksiyonel 6zelliklere sahip
olabilecegi ve gidalarda doku ve viskozite Ozelliklerini gelistirmeye yararh

olabilecekleri diistiniilmektedir.

4.9. EPS’lerin Taramah Elektron (SEM) Mikroskobunda Gériintiilenmesi

Tez calismasi1 kapsaminda kiiltlirlerin EPS miktarlari, karakterizasyonu belirlenmis;
MRS besiyeri modifiye edilerek seker kombinasyonu ayarlanmis (% 1.5 siikroz, % 1.5
glikoz, % 2 ramnoz, %2 laktoz ve %2 oraninda galaktoz) ve EPS iiretimi yapilmistir.
Saf olarak elde edilen EPS’lerin goriintiisiiniin daha net belirlenmesi icin SEM analizi
yapilmistir. SEM analizi sonucunda elde edilen gotiintiiler Sekil 4.10. ve 4.11°de

verilmistir.
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det H“./’V mag [] | pressure | spot vac mode
LFD | 10.00 kV | 50 000 x 40 Pa 3.0 | Low vacuum

Sekil 4.10. Lactobacillus curvaticus MG12 kiiltiirden elde edilen EPS’nin SEM
goruntusu

= L9

‘ mag [] pressure pot vac mode

50 000 x 60 Pa 3.0 | Low vacuum

10.00 kv

Sekil 4.11. Enterococcus hirae MG17 kiiltiirden elde edilen EPS nin SEM goriintiisii
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda dogal kaynaklardan izole edilen laktik asit bakterilerinin EPS
iiretimleri incelenmistir. Yiiksek EPS iiretimi gézlemlenen kiiltiirlerin farkli sicaklik,
pH ve karbon kaynaklarinda iiretimleri optimize edilmis, EPS’lerin monomer

bilesimleri ve protein igerikleri belirlenmistir.

Tez kapsaminda dogal kaynaklardan oOrnekler alinarak izolasyon yapilmistir.
Toplamda 84 izolat elde edilmis ve se¢ilen izolatlara, Gram boyama, katalaz, pH 9.6,
% 6.5 NaCl’de ve farkli sicakliklarda (10 ve 45 °C) gelisim testleri yapilmistir. Toplam

61 adet izolati EPS tiretimleri belirlenmistir.

Literatiirde yer alan caligmalarda bakterilerden EPS saflastirilmasi amaciyla farkh
yontemler kullanilmaktadir. Bu amagla yapilan analizlerimizde izolatlardan EPS’nin
saflastirilmasi iki farkli yontem (TCA ve etanol) kullanilarak en yiiksek EPS miktar1
elde edilen yontem belirlenmistir. Elde edilen EPS’lerin miktarlar1 fenol siilfirik asit

yontemi kullanilarak tespit edilmistir.

Analizler sonucunda kiiltiirlerden yliksek EPS miktar1 etanol ile saflastirma yontemi
kullanilarak elde edilmis ve sonraki asamalarda etanol ile saflagtrma yontemi

uygulanmaistir.

EPS miktarlari, besiyeri bilesimi, sicaklik, pH, farkli karbon kaynaginin kulllanim1
gibi durumlarda degiskenlik gostermektedir. Bu amacla yapilan analizlerimizde bu

kosullarin EPS iiretimine etkileri aragtirilmistir.

Farkli stikroz oranlarinda (%2 ve %3), sicakliklarda (30, 37 ve 42 °C) ve inkiibasyon
stirelerinde (24, 48 ve 72 saat) kiiltiirlerin EPS iiretim miktarlar1 belirlenmistir.
Lactobacillus plantarum MGL1 ve Lactobacillus curvaticus MG12 ile yapilan analizler
sonucunda kiiltiirlerin en yiiksek EPS iiretimini optimum gelisme gosterdigi aralikta,
24 saat siire sonunda 37 °C’de gosterdigi belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda

stikroz konsanstrasyonu arttikga EPS miktarinin arttig1 gozlemlenmnistir.
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EPS iiretimine pH faktoriiniin etkilerinin incelendigi analizlerimizde pH 4.0, 6.2 ve
7.0 degerlerinde secilen kiiltiirlerimizin EPS {iretim miktarlar1 arastirilmistir. En
yiiksek tiretim MRS besiyeri pH’sina yakin olan pH 6.2’de gézlemlenmistir. Diger
kiiltiirlerden farkli olarak sadece Lactobacillus curvaticus MG22 kiiltiiriinde pH 4.0°da

en yiikksek EPS iiretimi gézlemlenmistir.

Farkli karbon kaynaklarinda EPS ftretimlerinin belirlenmesi icin MRS besiyerinde
bulunan glikoz yerine %3 oraninda farkli karbon kaynaklar1 (Siikroz, fruktoz,
galaktoz, Riboz, Ramnoz, Laktoz, Glikoz) eklenmis, ayrica farkli seker
kombinasyonlarmin (% 1.5 Glikoz, %1.5 Siikkroz; %1.5 Glikoz, %]1.5 Siikroz, %0.5
Galaktoz; %1.5 Glikoz, %1.5 Siikroz, % 0.2 Galaktoz, % 0.2 Ramnoz, % 0.2 Laktoz)

EPS iiretimine etkileri incelenmistir.

Kiiltiirler ~ genellikle ramnoz varhiginda en yiksek EPS iretimlerini
gerceklestirmislerdir. Ortamda laktoz varliginda da kiiltlirlerin EPS iiretimleri diger

karbon kaynaklarma oranla yiiksek oldugu gézlemlenmistir.

Seker kombinasyonlarinda beklenen sonuglar elde edilememis, tek karbon kaynagi

kullaniminin EPS iiretimini daha ¢ok artirdig1 gézlemlenmistir.

Kiiltiirlerin farkli karbon kaynaklarinda farkli miktarlarda EPS iiretmeleri, EPS
biyosentez yolundaki asamalarda her bir sekerin farkli asamalarda gorev almasindan

kaynaklandig1 seklinde yorumlanmastir.

EPS, yiiksek molekiiler agirliga sahip, uzun zincirli karbonhidrat biyopolimerleridir.
Yapilarinda mosakkaritler disinda farkli organik ve inorganik bilesikler de
bulunabilmektedir ve EPS karakterizasyonlarinin biyolojik ozelliklerini etkiledigi

bilinmektedir.

EPS karakerizasyonlarmin belirlenmesi amaci ile yapilan analizlerimizde protein
icerikleri  ve  monomer bilesimleri incelenmistir.  Protein igeriklerinin
belirlenmebilmesi i¢in Lowry yontemi kullanilmig ve iceriklerinde % 0.09 ile % 0.15

araliginda protein oldugu tespit edilmistir.
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Yapilarindaki proteinlerin, EPS sentezlenirken hiicre zarindaki polimerizasyonu

asamasinda yapidaki proteinlerin EPS’lere katilmis olabilecegi diistintilmiistiir.

EPS yapisindaki monomer bilesimlerinin tespit edilmesi icin HPLC yontemi
kullanilmis ve EPS’lerin farkli oranlarda monosakkarit birimlerinden olustugu tespit
edilmistir. Elde edilen EPS’lerin yapilarinda genellikle fruktoz ve glikoz oranlarmin
yiiksek oldugu belirlenmistir.

Ayrica yapilarinda ksiloz ve arabinoz miktarlariin yiiksek olmasmin EPS’lere farkl

biyolojik ve teknolojik 6zellikler kazandiracag: diisiiniilmektedir.
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EK A. Lactiplantibacillus plantarum MGl dizi sonuglar1
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EK D. Lactiplantibacillus curvatus MG22 dizi sonuglar1

EK E. Lactiplantibacillus plantarum MG33 dizi sonuglar1

EK F. Lactiplantibacillus plantarum MG 36 dizi sonuglar1
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EK A. Lactiplantibacillus Plantarum MGL1 Dizi Sonuglari

TCCGCGATTACTAACGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACA
ATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCTAAACCTCGCGGTCTCGC
GACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT
CTCACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGC
TCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
ATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGT
GGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTA
AACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTC
AACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGG
CACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCAT
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCA
GCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATA
TATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCAC
TCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCACTTCTTCCGTTGAGCCGAAAGCTTTCA
CATCAAACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACACCCAATAAATCCGG
ACAACGCTTGCCACCTACGTATTA
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EK B. Lactiplantibacillus Curvatus MG12 Dizi Sonuclari

TCCGCGATTACTAACGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACA
ATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCTAAACCTCGCGGTCTCGC
GACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT
CTCACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGC
TCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
ATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGT
GGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTA
AACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTC
AACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGG
CACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCAT
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCA
GCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATA
TATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCAC
TCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCACTTCTTCCGTTGAGCCGAAAGCTTTCA
CATCAAACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACACCCAATAAATCCGG
ACAACGCTTGCCACCTACGTATTA
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EK C. Enterococcus Hirae MG17 Dizi Sonuclar Dizi Sonuclar

CTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAGAAACCGCATGGTTTT
GATTTGAAAGGCTCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCAT
TATCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAGGGCGACGATGCATACCCGA
CCTGAGAGGGTGATCGGCCACTTTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACAAAAGTCTGACC
GAGCAACCCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCATAAAACTCTGTTG
TTAGAGAAAAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCCTCCCTTGACGGTATCTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAAGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGGGTAAAGCGAGCGCGGGCGGT
TTCTTAAGTATGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTC
TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGG
AGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGLCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGG
GGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCA
TTTAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATC
TCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGA
AGCCGGAATCGTTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
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EK D. Lactiplantibacillus Curvatus MG22 Dizi Sonuclar

TCCGCGATTACTAACGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACA
ATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCTAAACCTCGCGGTCTCGC
GACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT
CTCACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGC
TCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
ATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGT
GGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTA
AACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTC
AACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGG
CACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCAT
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCA
GCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATA
TATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCAC
TCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCACTTCTTCCGTTGAGCCGAAAGCTTTCA
CATCAAACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACACCCAATAAATCCGG
ACAACGCTTGCCACCTACGTATTA
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EK E. Lactiplantibacillus Plantarum MG33 Dizi Sonuglar

TCCGCGATTACTAACGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACA
ATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCTAAACCTCGCGGTCTCGC
GACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT
CTCACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGC
TCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
ATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGT
GGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTA
AACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTC
AACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGG
CACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCAT
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCA
GCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATA
TATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCAC
TCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCACTTCTTCCGTTGAGCCGAAAGCTTTCA
CATCAAACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACACCCAATAAATCCGG
ACAACGCTTGCCACCTACGTATTA
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EK F. Lactiplantibacillus Plantarum MG 36 Dizi Sonuglar

TCCGCGATTACTAACGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACA
ATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCTAAACCTCGCGGTCTCGC
GACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT
CTCACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGC
TCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
ATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGT
GGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTA
AACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTC
AACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGG
CACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCAT
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCA
GCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATA
TATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCAC
TCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCACTTCTTCCGTTGAGCCGAAAGCTTTCA
CATCAAACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACACCCAATAAATCCGG
ACAACGCTTGCCACCTACGTATTA
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