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OZET

FERMENTE GIDALARDAN IZOLE EDILEN LAKTIK ASIT
BAKTERILERI TARAFINDAN URETILEN

EKZOPOLISAKKARITLERIN KARAKTERIZASYONU
Badamgarav ENKHTUR
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali
Doktora,Nisan/2021
Danigsman: Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON

Giliniimiizde yaygin tiikketime sahip birgok fermente gidanin temel mikroflorasini
olusturan laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan birgok fonksiyonel 6zellige sahip
olan ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi biiylik 6nem kazanmistir. Calismada, gidalarda
kivam artirici, jellestirici, emiilsifiye edici, doku ve agiz hissini gelistirici ve reolojik
oOzellikleri iyilestirici gibi birgok olumlu etkileri nedeniyle endiistriyel olarak kullanim1
artan EPS’lerin iiretimi icin ekzopolisakkarit tireticisi laktik asit bakterilerinin
izolasyonu ve tanimlanmasi ile bunlarin rettikleri EPS’lerin izolasyonu
gerceklestirilmis, karakterizasyonu ve reolojik 6zellikleri belirlenmistir. Bu kapsamda,
Samsun Il smirlar igerisinde farkli bolgelerden temin edilmis, geleneksel olarak
iretilmis 40 adet fermente gida drnegi (siit ve meyve sebze iirlinleri) ekzopolisakkarit
tireticisi LAB izolasyonu igin kaynak olarak kullanilmistir. Fermente gida 6rneklerden
farkli morfolojiye sahip toplam 616 adet koloni segilerek izole edilmistir. Se¢ilen tiim
izolatlara uzama ozelligi ve EPS iiretim testi uygulanip 10 adet izolat potansiyel EPS
tireticisi olarak sec¢ilmistir. Ardindan bu izolatlar 16S rDNA dizi analizi ile
tamimlanmisg ve Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum 2X13-3, 1X18-5,
3X20-3, 2X21-2, 3X22-4, 1X36-1, Lactiplantibacillus pentosus 2X36-3, 2X37-4,
2X38-3, Levilactobacillus brevis 4X35-2 olduklar1 anlagilmistir.

LAB’lerin EPS iiretim miktarinin 0,12-0,31 g/L arasinda ve iiretilen EPS’lerin
toplam seker miktarinin da 6,21-18,75 pg/mL arasinda degistigi belirlenmistir. Ayrica
saflastinlmis LAB EPS’lerinin maltoz, glukoz, galaktoz ve fruktoz sekerlerini
icerdigini saptanmistir. EPS numunelerinin kristallenme sicakliklar1 72,55-86,35°C
araliginda, erime sicakliklarinin 68,05-301,58°C araliginda oldugu ve sicakliga karsi
yiiksek direng gosterdikleri saptanmistir. EPS orneklerinin reolojik 6zellikleri
incelendiginde; EPS orneklerine ait yatiskan fazdaki kayma gerilim degerleri
(viskozite) kesme hizina bagl olarak arttigi gézlenmistir. Ayrica Lb. pentosus 2X36-
3 izolatinin irettigi EPS-h’nin en yiiksek akis davranig degerine sahip oldugu ve
psedoplastik davranisg gosterdigi, fakat diger izolatlara ait EPS’lerin Newton davranisi
gosterdigi saptanmistir. EPS 6rneklerinin agizdaki kesme hizi olarak kabul edilen
goriiniir viskozite degerleri ise 0,0023-0,2020 Pa.s arasinda tespit edilmistir. Ote
yaninda EPS’lerin sicakliga bagl akis davranis 6zelliginin incelenmesi; genel olarak
EPS’lerin 40°C sicakliga ulagildiginda 6nemli viskozite kayb1 yasadigini gostermistir.
Lb. pentosus 2X36-3 izolati tarafindan iretilen EPS-h’nin 70°C’ye kadar
viskozitesinin 0,1 Pa.s degerinin {izerinde kalmas1 gida sistemlerinde doku ve reolojik
ozelliklerin iyilestirilmesinde dnemli rol oynayabilecegine isaret etmistir.

Anahtar Sozciikler: Ekzopolisakkarit (EPS), Laktik asit bakterileri (LAB), Fermente
Gida, Karakterizasyon, Reoloji



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF EXOPOLYSACCHARIDES PRODUCED BY
LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM FERMENTED FOODS
Badamgarav ENKHTUR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Food Engineering
PhD, April/2021
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON

Nowadays, the production of exopolysaccharide (EPS), which has various
functional properties, has received increasing interest by lactic acid bacteria (LAB),
which form the fundamental microflora of numerous fermented foods with the
widespread consumption. In the study, Lactic Acid Bacteria (LAB) were isolated and
characterized with the potential to produce exopolysaccharides (EPSs) which play a
major role in the rheological and physical properties (consistency, texture, mouthfeel,
gelling, emulsifying) of foods. in this work, 40 traditionally produced fermented food
samples (milk and fruit and vegetable products) were collected from different regions
in Samsun province were used to isolate EPS-producing LAB. A total of 616 colonies
with different morphology were selected and isolated from fermented food samples.
Elongation property and EPS production test was applied to all isolates and 10 strains
were selected as potential EPS producers. Subsequently, selected isolates were
analyzed by 16S rDNA sequence and were identified Lactiplantibacillus plantarum
subsp. plantarum 2X13-3, 1X18-5, 3X20-3, 2X21-2, 3X22-4 and 1X36-1,
Lactiplantibacillus pentosus 2X36-3, 2X37-4 and 2X38-3, Levilactobacillus brevis
4X35-2.

It has been determined that the amount of EPS production by LABs was between
0.12-0.31 g/L and the total sugar of EPS produced was between 6.21-18.75 pg/mL.
Furthermore, the purified EPS from Lactic acid bacteria (LAB) has been identified
with the presence of maltose, glucose, galactose and fructose sugars. The EPS samples
showed high resistance to temperature with crystallization temperatures were between
72.55-86.35°C, and the melting temperature was between 68.05-301.58°C. During the
rheological properties of EPS samples are examined; It was observed that the shear
pressure values (viscosity) of the EPS samples in the steady phase decreased
depending on the shear rate. EPS-h produced by Lb. pentosus 2X36-3 had the highest
flow behavior value and showed pseudoplastic behavior, however, EPS belonging to
other isolates showed Newtonian behavior. The apparent viscosity values of the EPS
samples were determined between 0.0023-0.2020 Pa.s., which is the shear rate in the
mouth. Otherwise, EPS showed significant viscosity loss at a temperature of 40°C.
during the examination of temperature-dependent flow behavior. The fact that Lb.
pentosus 2X36-3 isolate which EPS-h produced has a viscosity above 0.1 Pa.s, up to
70°C indicates that it may play an important role in improving tissue and rheological
properties in food systems.

Keywords: Exopolysaccharide (EPS), Lactic acid bakteria (LAB), Fermented Food,
Characterization, Rheology
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SIMGELER VE KISALTMALAR

GRAS: Genel olarak giivenilir kabul edilir
EFSA (European Food Safety Authority): Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi
TGK: Turk Gida Kodeksi

FDA: Gida ve flag Kurumu

LAB: Laktik asit bakterileri

TAMB: Toplam aerobik mezofilik bakteri

EPS: Ekzopolisakkarit

HoPS: Homopolisakkaritler

HePS: Heteropolisakkaritler

LVR: Dogrusal viskoelastik

TE: Tespit edilmedi

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

HPLC: Yiiksek basingl sivi kromatografisi
FTIR: Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi
DSC: Differential scanning calorimetry

SEM: Taramali elekteron mikroskop

Gr*: Gram pozitif

G+C: Guanin + Sitozin

G': elastikiyet modiilii

G'": vizkozite modiilii

kV: Kilo-Volt

kob/g: Bir gram 6rnekteki koloni olusturan birim
log: Logaritma

mg: Miligram

pg: Mikrogram

pm: Mikrometre

L: Litre

mL: Mililitre

pL: Mikrolitre

kDa: Kilodalton

Da: Dalton

g: Dakikadaki devir sayis1 (Relatif santrifiij kuvveti rpm)
bp: Niikleotit baz gifti

Pa: Paskal
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1. GIRIS

Giliniimiiz diinyasinda her gecen giin geleneksel fermente gida iirlinlerine olan
talep artmaktadir. Tiiketiciler kimyasal koruyucu icermeyen, raf 6mrii uzun, besleyici
ve lezzetli, farkli ¢esniye sahip iiriinler istemektedirler. Geleneksel fermente gidalara
ve farkl ¢esitlerde hammaddeler, iiretim teknikleri ve mikroorganizmalar kullanilarak
tiretilen yeni fermente gidalara karsi olan bu talebi karsilamak i¢in tiim diinya
genelinde siit ve meyve-sebze olmak tizere 3500°den fazla fermente gidanin tiretildigi
tahmin edilmektedir. Tiiketicilerin var olan bu gilivenli ve yiiksek kaliteli tiriin
istekleri; hem geleneksel fermente gidalarin, hem de yeni fermente gidalarin
iiretim yontemleri iizerinde c¢aligmalar yapilarak kayit altina alinmasini

saglamaktadir (Karagil ve Niliifer, 2013; Yilmaz vd., 2014).

Fermente iiriinler bitkisel ve hayvansal liriinlerden dogal mikrobiyota ya da ilave
edilen starter kiiltiirlerin kullanilmasiyla iiretilen iiriinlerdir. Farkli bakteri, maya, kiif
gibi mikroorganizmalar veya enzimler aracilifiyla farkli hammaddelerin degisik
teknikler kullanilarak islenmesi/olgunlastiriimas: ile tretilmektedir. Bu gidalarin
iiretim siirecindeki temel biyokimyasal olay fermantasyondur. Fermantasyon
biyokimyasal olarak karbonhidrat ve ilgili bilesiklerin elektron alicis1 sekilde oksije
yoklugunda kismen okside olarak enerjinin organik bir bilesige aktarildig1 solunum tip

olarak tanimlanmaktadir (Karagil ve Niliifer, 2013; Kirma, 2016).

Fermantasyon, raf omrii uzun, mikrobiyolojik agidan giivenli gidalar elde
edilerek bozulmadan korunabilmesi yaninda esansiyel aminoasit ve vitaminlerin
senteziyle gidalarin besin degerini de arttiran eski ve yaygin bir dogal gida koruma
yontemidir. Fermantasyon ile besinlerin sindirilebilirligi artirilirken, ¢ig gidalarda
bulunan fitat, tanen ve polifenoller gibi istenmeyen maddelerin detoksifikasyon ve
yikimi da gergeklestirilmektedir (Karacil ve Niliifer, 2013; Ozlii, 2015).

Fermente gidalarin fermantasyonunda rol oynayan bakteri, maya, kiif gibi
mikroorganizma gruplari igerisinde, laktik asit fermantasyonunu gergeklestirmek i¢in
kullanilan laktik asit bakterileri (LAB) ¢ok onemli bir yer tutmaktadir. Fermente
gidalarin temel mikroflorasini olusturan LAB, gida hammaddelerinde dogal olarak
bulunmakta ya da endiistriyel iiretimlerde starter kiiltiir olarak eklenmektedir (Y1lmaz
vd., 2014; Kirma, 2016). Fermente gidalarda yaygin bulunan LAB; Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus ve Streptococcus cinslerinin tiyeleridir. Genel

olarak giivenli kabul edilen (GRAS - Generally Recognized as Safe) statiide olup;

1



yogurt, peynir, eksihamur, tursu, fermente sosis, sucuk, sarap, meyve, sebze, zeytin
veya soya Uriinleri gibi fermente iirlinlerin {iretiminde endiistriyel 6neme sahiptirler
(Yilmaz vd., 2014; Serin, 2016). Giiniimiiz fermente siit {irlinlerinde (peynir, yogurt,
tereyagt vb.) uzun yillardir starter kiltiir olarak Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus  delbrueckii ~ subsp.  bulgaricus, Lactobacillus  rhamnosus
(Lacticaseibacillus  rhamnosus), Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus
plantarum subsp. plantarum), Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris ve Streptococcus thermophilus tiirlerini de igeren bir ¢ok LAB
kullanilmakta ve tiriine kendine has tat, aroma, koku gibi nitelikler ile uzun raf émrii
kazandirilmasina yardimci olmaktadir (Evren vd., 2011; Ozli, 2015). Laktik asit
iiretimiyle ortamin asitlenmesini saglayarak {riine karakteristik ozelliklerini
kazandiran LAB’ nin bir kism1 farkli fonksiyonel 6zelliklere de sahip bulunmaktadirlar

(Zehir, 2017).

LAB’nin fonksiyonel o&zellikleri igerisinde yer alan en Onemli
karakteristiklerinden birisi antimikrobiyal bilesenler iiretmeleridir. Urettikleri organik
asit, diasetil, asetoin, hidrojen peroksit, reuterin, antifungal peptitler ve bakteriyosinler
gibi antimikrobiyal bilesikler ile tiiketicilerin dogal ve/veya maliyeti diisiik koruyucu
talebini karsilamakta ve giday1r daha giivenli kilarak tercih edilir hale getirmektedir.
Ilaveten cesitli aroma bilesenleri iiretimiyle fermente gidalarin lezzetini gelistirme;
probiyotik etkileriyle insan sagligini iyilestirme, sindirime yardimci olma, anti-timor
ve bagirsak hastaliklarini azaltma; oksijeni harcama ve pH degerini diisiirerek diger
mikroorganizmalarin gelisimini engelleme gibi 6nemli olumlu etkileri bulunmaktadir.
Bu olumlu etkilerden iiriiniin raf dmrii, mikrobiyal giivenligi, yapisal ve duyusal
ozellikleri gelistirmesi ile sagligi destekleyici gibi fonksiyonel o6zelliklerin
olusturulmasinda 6nemli rol alan metabolitlerden birisi ekzopolisakkaritlerdir

(Devlieghere et al., 2004; Yilmaz vd., 2014; Kirma, 2016; Zehir, 2017).

Gliniimiizde en yaygin kullanim alanina sahip probiyotik bakteri grubu olan
LAB’nin polisakkarit iiretim yetenekleri, {izerinde yaygin ¢alisilan dnemli bir konu
haline gelmistir. LAB tarafindan farkli 6zelliklerde ve miktarlarda polisakkaritler
tiretilmektedir. Bu polisakkaritlerin bir kism1 stoplazmadaki sitozol i¢cinde bulunarak
karbon kaynagi olarak kullanilirken, bir kismi hiicre yiizeyine tutunmus halde, diger
bir kismi da hiicre duvarmma gevsek olarak tutunmus ve hiicreden tamamen

ayrilabilecek (kopabilecek) sekilde bagl olarak bulunurlar. Hiicre disinda bulunan



polisakkaritler ‘“ekzopolisakkarit” (EPS) olarak tanimlanirlar. Ekzopolisakkarit
kelimesi ilk olarak 1972 yilinda tanimlanmistir (Yilmaz vd., 2014; Ergene ve Avci,
2016). LAB igerisinde en iyi bilinen EPS iireticileri Leuconostoc ve Weisella
cinslerinin tyeleridir. Ancak Lactobacilllus ve Lactococcus cinslerine ait birgok
tiirlerin de EPS iireticisi olduklari bilinmektedir (Zehir, 2017).

Mikroorganizmalar EPS’leri sicaklik, basing ve 1s1k yogunlugu gibi ¢evresel
baskilara yanit olarak iiretmekte ve mikroorganizma ile bulundugu cevre arasindaki
etkilesimde EPS biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bakteriyal EPS’ler dogal ortamda
bakterileri kurumaya, fagositoza, protozoa ve faj saldirisina, antibiyotiklere, toksik
bilesiklere ve osmotik strese karsi koruyucu etki gostermektedir. Ayrica biyofilm
olusumunda ve hiicrenin kat1 ylizeylere tutunmasinda etkili olmakta ve antimikrobiyal
maddelerin diflizyonunu sinirlandirmaktadir. Mikroorganizmalar i¢in  Oonemli
avantajlar saglayan EPS’lerin endiistriyel kullanimlar1 da giderek daha ¢ok dikkat
cekmektedir. Glinlimiizde endiistride kullanim alani bulan en 6nemli mikrobiyel
EPS’ler; pullulan, jellan, ksantan, dekstran, kurdlan ve levandir (Bragadeeswaran et
al., 2011). EPS’ler gidalarda kivam artiric, jellestirici, emiilsifiye edici, doku ve agiz
hissini gelistirici, reolojik oOzellikleri iyilestirici gibi olumlu etkileri nedeniyle
kullanilmaktadir. Gida sektorii disinda biyomedikal, eczacilik ve kozmetik gibi
alanlarda da tiimor gelisimini Onleyici, bagisiklik sistemini uyarici ve antioksidan gibi
ozelliklerinden faydalanmak i¢in kullanilirlar. Bu nedenle EPS iireticisi LAB'nin gida
sistemlerinden izole edilerek starter kiiltiir olarak kullanilmasi; gidalarin reolojik ve
tekstiirel o6zelliklerine katkida bulunmasi kadar, tiiketici sagligimin korunmasi ve
iyilestirilmesi acisindan da énem tasimaktadir (Serin, 2016; Ozdemir ve Con, 2017).
Bu nedenlerle, son yillarda ekzopolisakkarit tireticisi LAB’nin izolasyonu, iirettikleri
ekzopolisakkaritlerin karakterizasyonu ve fonksiyonel ozellikleri iizerine ¢aligmalar
giderek artmakta ve bunlarin sonug¢ raporlarinda yeni calismalarin yapilmasi

Onerilmektedir.
1.1. Tezin Amaci

Bu caligmanin amaci; fermente gidalarin liretiminde, sagligin korunmasinda ve
endiistriyel olarak kullanimda 6neme sahip olan ekzopolisakkarit {ireticisi laktik asit
bakterilerinin izolasyonu ve tanimlanmasi ile bunlarin tirettikleri ekzopolisakkaritlerin
izolasyonu, karakterizasyonu ve reolojik 6zelliklerinin belirlenmesidir. Bu kapsamda,

Samsun ve yoresinden elde edilmis, geleneksel olarak iiretilmis ¢esitli fermente gidalar
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(stit ve meyve sebze tirlinleri) kaynak olarak kullanilmis ve ekzopolisakkarit tireticisi
LAB izole edilerek, biyokimyasal ve molekiiler identifikasyon yontemleri ile

tanimlanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimi

Laktik asit bakterileri (LAB) bitki yiizeyleri, gidalar, hayvan ve insan
bagirsaklar1 olmak tizere farkli ortamlarda bulunabilen heterojen bir mikroorganizma
grubudur. Uzun yillardir tizerinde galisilan bir grup olan LAB ilk siniflandirilan
mikroorganizmalar icerisinde yer almis ve ilk siniflandirma Orla-Jensen tarafindan
1919 yilinda morfolojik, ekolojik, fizyolojik ve optimum ¢ogalma sicakliklarina gore
yapilmustir (Yorik ve Giiner, 2011; Biyikli, 2020). Giiniimiize kadar gelen siirecte
LAB hakkinda artan bilgi birikimi ve gelisen laboratuvar teknikleri 6nceki
siiflandirmalarda degisiklikleri gerekli kilmis ve yeni smiflandirmalar ortaya
cikmigtir. Giinlimiize yakin olarak yapilan bir smiflandirmada LAB; Firmicutes
subesinin, Bacilli sinifinin, Lactobacillales takimmin altinda 6 familya igerisinde

gruplandirilmistir.

Tablo 2.1. Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasi (Garrity and Holt, 2001; Holzapfel and Wood,

2014)
Familya Cins Tip tiirii Tiir sayisi

Abiotrophia Ab. defectiva 1

Aerococcus Ae. viridans 7

Dolosicoccus Dc. paucivorans 1

Aerococcaceae Eremococcus Ere. coleocola 1
Facklamia F. hominis 6

Globicatella Glo. sanguinis 2

Ignavigranum Ig. ruoffiae 1

Alkalibacterium Alk. olivapovliticus 9

Allofustis Af. seminis 1

Alloiococcus Al otitis 1

Atopobacter Ap. phocae 1

Atopococcus Ac. tabaci 1

Atopostipes At. suicloacalis 1

Carnobacteriaceae Bavariicocmljs B. se-ileri 1
Carnobacterium C. divergens 10

Desemzia D. incerta 1

Dolosigranulum Dg. pigrum 1

Granulicatella Gra. adiacens 3

Isobaculum Is. melis 1

Lacticigenium Lg. naphtae 1

Marinilactibacillus M. psychrotolerans 2




Tablo 2.1. (Devam)

Familya Cins Tip tiirii Tiir sayisi
Trichococeus - (incl. Tr. flocculiformis 5
Lactosphaera)
Catellicoccus Cat. marimammalium 1
Enterococcus Ent. faecalis 43
Enterococcaceae Melissococcus Me. plutonius 1
Pilibacter Pi. termitis 1
Tetragenococcus Tet. halophilus 5
Vagococcus V. fluvialis 8
Lactobacillus Lb. delbrueckii 151
Lactobacillaceae Paralactobacillus Pl. selangorensis 1
Pediococcus Ped. damnosus 11
Fructobacillus Fru. fructosus 5
Leuconostoc Leuc. mesenteroides 13
Leuconostocaceae .
Oenococcus 0. oeni 2
Weissella W. viridescens 15
Lactococcus Lc. lactis
Streptococcaceae Lactovum Lv. miscens
Streptococcus Strep. pyogenes 78
Diger ‘LAB’ Bifidobacterium Bif. bifidum 41

Laktik asit bakterileri; Gram-pozitif, spor olusturmayan, genellikle hareketsiz,
1,5-5 um uzunlukta basil veya kok seklinde, anaerobik fakat oksijene toleranslari olan,
katalaz ve oksidaz negatif, aside dayanikli, sitokromoksidaz enzimleri bulunmayan,
nitrati rediikte edemeyen, biyosentetik yetenekleri sinirli oldugundan biiyiime ve
gelisimleri i¢in zengin besin kaynagina(karbonhidratlar, aminoasitler, vitaminler,
mineraller) ihtiyag duyan mikroorganizmalardir.Baz1 laktobasil suslarinin hareketli
oldugu ve endospor olusturdugu; bazi laktobasil ve pediokoKlarin katalaz pozitif
reaksiyon verdikleri ve yine bazi LAB suslarmin da kanli agar gibi hem grubu
bakimindan zengin ortamlarda gelistiklerinde zayif pseudokatalaz aktivite
gosterebildikleri bilinmektedir (Ahi, 2011; Yorik ve Giiner, 2011; Cai et al., 2012;
Ozli, 2015).



Laktik asit bakterileri karbonhidrat metabolizmasinda temel son {iriin olarak
laktik asit tiretirler. Bunun yaninda asetik asit, karbondioksit, etil alkol ile bazi tat ve
aroma maddeleri de tretebilmektedirler. 10-45°C aras1 sicakliklarda ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda gelisme; asit ve alkali ortami tolere etme yeteneklerine
sahiptirler. LAB, gida endiistrisindeki kullanimlarinda insanlarda hastaliklara neden
olmadiklarindan GRAS (genel olarak giivenilir kabul edilir) statiisiinde bakteri grubu
olarak kabul edilirler. LAB bu o6zellikleri ile iiretiminde kullanildiklar1 gidalarda
iirlinlin muhafazasi, duyusal 6zellikleri ve besin degerlerinde gelisme saglarlar (Aslim,
1994; Holzapfel and Wood, 1995; Evren vd., 2011; Ahi, 2011; Ozlii, 2015: Kirma,
2016; Zehir, 2017; Buyikli, 2020). Laktik asit fermantasyon tipleri dikkate alinarak
zorunlu homofermentatif, zorunlu heterofermantatif ve fakiiltatif heterofermentatif

olarak ii¢ gruba ayrilirlar (Holzapfel and Wood, 2014)
2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri ve Siiflandirmasi

Laktik asit bakterileri siit ve siit tirlinleri liretim yerlerinde, bitki ve bitki
atiklarinda, insan ve diger canlilarin bagirsak sistemlerinde rastlanan, karbonhidratlar
laktik aside fermente edebilen canli tiirleridir. LAB’nin ¢ogunun optimum gelisme
sicakliklart 30-45°C arasinda degismektedir. 3,2-9,6 pH'lar arasinda gelisebilmekle
birlikte optimum pH degerleri 5,5-6,5 pH’dir. Bazi tiirleri tuz, ozmotik basing, etanol,
safra ve diisiik su aktivitesine kars1 oldukca yiiksek tolerans gosterebilmektedirler. Ote
yaninda baz tiirler zayif proteolitik ve lipolitik 6zellige sahiptirler (Ahi, 2011; Onlij,
2018; Kazancigil, 2018; Kezer, 2019). LAB’nin farkli sartlar1 tolere etme yetenekleri
farkli habitatlarda bulunmalar ile iliskilendirilmektedir (Darsanaki et al., 2013)

Laktik asit bakterileri, laktik asit fermantasyonunun gerekli oldugu fermente siit
iriinleri (yogurt ve peynir), fermente sebzeler (zeytin, tursu), fermente etler (sosis,
sucuk) ve eksi hamur ekmegi gibi gidalarin tiretiminde gorev alan 6nemli endiistriyel
mikroorganizmalardir. Endiistriyel olarak ¢ok kullanilan LAB Firmicutes ve
Actinobacteria olmak ftizere iki farkli filumda bulunur (Sekil 2.1). Firmicutes
filumunda, LAB'nin en 6nemli cinsleri Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus ve Weissella olmak iizere hepsi
Lactobacillales ailesine ait olan diisiik G+C igerikli (%3 1-49) organizmalar yer alirlar.
Actinobacteria filumunda yer alan ve ¢ogu kaynakta diger LAB diye verilen
Bifidobacterium cinsi ise daha yiiksek G+C igerigine (%58-61) sahiptir (Holzapfel and
Wood, 1995; Onlii, 2018; Kazancigil, 2018).
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Sekil 2.1.Laktik asit bakterilerinin filogenetik pozisyonu
2.2.1. Lactobacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Lactobacillus cinsi, LAB igerisinde yer alan cinslerin en fazla sayida tiire sahip
olanidir. Oldukga heterojen olan cins; fenotipik, biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri
acisindan ¢esitlilige sahip tiirleri i¢ermektedir. Lactobacillus cinsi iyeleri; Gram
pozitif, kisa, uzun, ince cubuk ya da kokobasil seklinde, fakiiltatif anaerobik ya da
mikroaerofilik, spor olusturmayan, sitokrom igermeyen, aside toleransli, katalaz
negatif, G+C oran1 %50’den az, gelisme sicakliklar1 2-53°C (optimum 30-40°C),
pH’lar1 ise 3-8 pH arasinda (optimum 5,5-6,2 pH) olan ve %5 CO>’li ortamda gelisme
gosterebilen mikroorganizmalardir (Hammes and Vogel, 1995; Madigan and
Martinko, 2012).

Bitkisel ve hayvansal materyallerde ve degisik gidalarda (hububat, et ve siit
iriinleri, bira, sarap meyve ve meyve suyu, hamur, tursu ve zeytin) yaygin olarak
bulunan Lactobacillus cinsine ait bir¢ok tiir gida endiistrisinde peynir, sucuk, eksi
hamur ve silaj gibi asidik fermente {iriinlerin {iretiminde starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir. Bunlar igerisinde Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii subs. delbrueckii,
Lb. delbrueckii subs. bulgaricus, Lb. helveticus, Lb. kefiranofaciens ve Lb. johnsonii
dikkat ¢eken tiirlerdir (Yorik ve Giiner, 2011; Cifci, 2017; Kazancigil, 2018).
Lactobacillus’larin oldukca degisik kaynaklardan izole edilebilmeleri, LAB grubu
arasinda biiylik genoma (~3,3 Mb) sahip olmalari ile iliskilendirilmektedir (Ahi, 2011;
Yilmaz, 2018; Omak Keskin, 2020).



2.2.2. Lactococcus Cinsinin Genel Ozellikleri

Lactococcus cinsi Gram-pozitif, katalaz-negatif, spor olusturmayan, hareketsiz,
fakiiltatif anaerob ve tek, ciftler ya da kisa zincirler halinde bulunabilen kok sekilli
(0,5-1,5 um) bakterilerdir. Lactococcus’larin optimum gelisme sicakliklart 30°C’dir.
Ancak bazi tiirler 7°C’nin altinda da gelisme 6zelligine sahip iken, bazilar1 da 50°C
tizerinde hayatta kalabilirler. %6,5 NaCl varliginda ve 9,6 pH’da gelisemezler.
Lactococcus cinsi bakterilerde 12 tiir bulunur ve bunlar fizyolojik 6zelliklere goére
farklilasmaktadirlar. Ornegin: Lc. lactis subsp. lactis genellikle siit iiriinlerinin
uygulamalarinda kullanilan, tuz tolerans 6zellikleri ve arginini hidroliz edebilme
yetenegi ile farklilasan bir tiirdiir. Lc. garvieae gibi bazi tiirler ise patojen ozellik
gosterebilmektedir (Serin, 2016; Kirma, 2016; Arik, 2018).

Lactococcus’larin genom biiylikliikleri ortalama 2,5 Mb’dir. Homofermentatif
ozellikte olan Lactococcus’lar karbonhidrat katabolizmasi sonucu ana {iriin olarak
laktik asit iiretirler. Ilk olarak 1985 yilinda Schleifer ve arkadaslar tarafindan, Lc.
lactis, Lc. raffinolactis ve Lc. hordniae tiirleri Lactococcus cinsi altina
smiflandirilmistir.  Bugiin Lc. garvieae, Lc. piscium, Lc. plantarum ve Lc.
chungangensis tiirleri de literatiirde sikga rastlanan diger {iyelerindendir.
Lactococccus’larin laktoz ve sitrat metabolizmalari ile aroma bilesenleri, bakteriyosin
ve ekzopolisakkarit olusturma yetenekleri, bakteriyofajlara olan direnglilikleri 6nemli
endiistriyel 6zellikleridir. Bu nedenle; peynir, tereyagi, krema ve yogurt gibi fermente
stit Urtinlerinin fermantasyonunda 6zellikle de bir¢ok peynir ¢esidinin yapiminda ve
olgunlastirilmasinda endiistriyel bazda starter kiiltiir olarak kullanilmaktadirlar (Y 6riik

ve Giiner, 2011; Ozlii, 2015; Onlii, 2018).
2.2.3. Leuconostoc Cinsinin Genel Ozellikleri

Leuconostoc cinsi, Lactobacillus ve Pediococcus cinslerine yakindirlar.
Morfolojik yapis1 olan kokoid sekli ve bazi temel 6zelliklerinden dolay1 LAB'nin diger
koklarindan ayrilmaktadirlar. Bazi1 Leuconostoc tiirleri insanlarda enfeksiyonlara
neden olsa da, cins genel olarak GRAS statiisiinde sayilmaktadir (Saglam ve Karahan,
2017; Kazancigil, 2018).

Leuconostoc cinsi bakteriler; Gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz, spor
olusturmayan, fakiiltatif anaerobik, elips ya da kiire seklinde, 1 mm'den kiigiik ¢apl,
mat, gri-beyaz renkli bakterilerdir. Cogu tiirleri %3 hatta %6,5 tuz konsantrasyonuna



dayanabilmektedirler. Optimum gelisme sicakliklar1 20-30°C arasindadir. Glukozu
heterofermantatif yolla D (-) laktik aside, etanole ve karbondioksite fermente ederler.
Bazt tiirleri ise oksidatif mekanizmaya sahip olup etanol yerine asetik asit olustururlar.
Sitrattan diasetil {retir; ramnoz, melezitoz, inulin, nisasta, gliserol, sorbitol ve
inozitolu fermente edemezler. L-laktat yerine D-laktat olusturmalar1 sebebiyle
Lactococcus’lardan ayrilirlar (Ahi, 2011; Ozlii, 2015; Kirma, 2016; Yakit, 2019).

Leuconostoc cinsi dogal olarak genellikle bitkilerde, siit ve siit iiriinlerinde, et,
sarap ve diger gida {riinlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Giiniimiizde,
Leuconostoc cinsi i¢inde tanimlanmus 15 farkli tiir ve 8 alt tiir bulunmaktadir. Bunlar
igerisinde Leuc. carnosum, Leuc. citreum, Leuc. lactis, Leuc. mesenteroides (Leuc.
mesenteroides subsp. cremoris, Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum, Leuc.
mesenteroides subsp. mesenteroides, Leuc. mesenteroides subsp. suionicum), Leuc.
pseudomesenteroides tiirleri sik rapor edilenlerdir. Leuconostoc’lar fermente siit ve et
tirtinlerinin olusumunda ve organoleptik 6zelliklerinin diizeltilmesinde 6nemli rol
oynamaktadirlar. Uriinlerin duyusal kalitesinin ve yapismin gelistirmesinde, diasetil
iiretimi nedeniyle siit {iriinlerine lezzet vermektedirler. Bu grup bakterilerin bazi
suslar1 ayn1 zamanda peynir liretimi i¢in starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Saglam

ve Karahan, 2017; Yakit, 2019).
2.2.4. Enterococcus Cinsinin Genel Ozellikleri

Enterococcus tiirleri Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsleri ile birlikte insan
intestinal ~ sisteminde sayica en fazla goriilen mikroorganizmalardandir.
Enterococcus ’lar homofermentatiftirler ve L-laktik asit tretirler. Bazi tiirlerinin
enfeksiyonlara sebep olmalari nedeni ile gida endiistrisinde starter kiiltiir olarak
kullanimlar1 sorgulanmaktadir. Bununla birlikte Enterococcus tiirleri 1sil isleme
direncli olmalar1 nedeniyle 1s1l islem goérmiis bircok gidada bulunabilmektedirler.
Enterococcus cinsi, Gram pozitif, katalaz negatif, fakiiltatif anaerob, homofermantatif,
spor olusturmayan ikili ya da kisa zincir halinde bulunan, kok (1 pm ¢apinda) ya da
kokoid morfolojiye sahip LAB’dir. Enterococcus’lar %6,5 NaCl’lii, %40 safra tuzlu
ya da 9,6 pH’ya sahip besiyerinde c¢ogalabilen, 10-45°C’de gelisebilen, eskiilini
hidrolize edebilen ve 60°C’de 30 dakika 1s1l islemde canli kalabilen bakterilerdir.
Optimum gelisme sicakligi 37°C olarak bildirilmektedir (Herkmen, 2015; Arik, 2018;
Yakat, 2019).
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Enterococcus ismi ilk kez Thiercelli tarafindan 1889 yilinda, bakterinin bagirsak
kokenli oldugunu belirtmek i¢in kullanilmistir. 1906 yilinda Andrewes ve Holder
tarafindan Streptococcus faecalis, 1919 yilinda da Orla-Jensen tarafindan
Streptococcus faecium tanimlamistir. Bergey’s Manual (1984) tarafindan
Enterococcus’larin  hiicre duvari1 antijen yapisina goére ayri bir cins olarak
siiflandirilmas: gerektigini bildirilmistir. Giiniimiizde, Enterococcus cinsi i¢inde
tanimlanmis 64 farkli tiir ve 2 alt tiir bulunmaktadir. Enterococcus cinsi laktik asit
bakterileri gibi GRAS statiisii avantajina sahip olmasalar da, intestinal sistemdeki ve
bircok dogal fermantatif gidadaki varliklar1 dikkate alinarak probiyotik bakteriler
arasinda kabul edilmektedirler. Enterococcus cinsi i¢inde probiyotik 6zellik gosteren
iki tir; E. faecium ve E. faecalis olarak bildirilmistir (Herkmen, 2015; Saglam ve
Karahan, 2017; Yakat, 2019).

Enterococcus cinsi bakteriler 6zellikle siit ve et iiriinlerinin dogal floralarinin bir
parcasi olmalar1 nedeniyle, bu iirlinlerin fermantasyonunda dogal starter kiiltlirler
arasinda yer almakta ve gesitli geleneksel fermente {irlinlerin iiretiminde faydali rol
oynamaktadir. Enterococcus’larin bazi suslari proteolitik ve lipolitik aktivitelerinden
dolay1 peynir, sosis gibi bircok gidanin tat ve lezzetini, sertlik-yumusaklik gibi reolojik
Ozelliklerini gelistirmektedirler. Bu cins iginde bulunan E. faecalis, E. faecium ve E.
durans indikatér mikroorganizmalar olup gida ve sularda fekal kontaminasyonun

gostergesi olarak dnem tasimaktadir (Saglam ve Karahan, 2017; Onlii, 2018).
2.2.5. Pediococcus Cinsinin Genel Ozellikleri

Pediococcus cinsi mikroskop altinda tetrat morfoloji gosteren LAB’ni
icermektedir. Gram pozitif, katalaz negatif, oksidaz negatif, fakiiltatif aerobik ve
homofermentatif bakterilerdir. Kiiresel veya nadiren oval sekilli, 0,6-1,0 pm arasinda
degisen cap veya uzunluga sahip, hareketsiz, spor olusturmayan, %18 WNaCl
konsantrasyonlarina gelisebilen ve sekerlerden %0,5-0,9 oraninda laktik asit
tiretebilen LAB’dir. Pediococcus cinsi bakteriler 7-45°C arasinda, optimum olarak da
25-32°C arasinda geligsme gosterirler (Sun et al., 2014; Sidek et al., 2018).

Pediococcus cinsi LAB’nin izolasyon kaynaklari olarak: bitkiler, fermente
icecekler, et ve siit drilinleri ile insan ve hayvanlarin sindirim sistemleri
bildirilmektedir. Giiniimiizde, Pediococcus cinsi i¢inde tanimlanmig 11 farkli tiiri P.

acidilactici, P. cellicola, P. claussenii, P. damnosus, P. ethanolidurans, P. inopinatus,
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P. parvulus, P. pentosaceus, P. siamensis, P. stilesii) bulunmaktadir (Kirma, 2016;
Onlii, 2018; Yakat, 2019).

Pediococcus cinsi iiyeleri gida teknolojisinde hem olumlu, hem de olumsuz
yonleri ile 6nem tagimaktadirlar. Baz1 Pediococcus tiirleri diasetil/asetoin olusumu ile
sarap ve bira gibi alkollii i¢eceklerin iiretiminde kalite kayiplarina neden olurken;
bazilar1 genis bir sicaklik araliginda gelisebilmeleri nedeniyle peynir ve sucuk
tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, baz: tiirleri bitkisel
fermente gidalarin fermantasyonunda (lahana tursusu, fermente fasulye, salatalik ve
zeytin gibi gidalarda) spontan veya starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Bakteriyosin
ve EPS iiretim yeteneklerinden dolay: Pediococcus suslari lizerine yapilan galismalar

giderek artmaktadir (Serin, 2016; Kazancigil, 2018).
2.2.6. Streptococcus Cinsinin Genel Ozellikleri

Homofermentatif 6zellikte olan Streptococcus cinsi, viicudun normal florasinda
bulunabildikleri gibi saprofit olarak siit ve siit liriinlerinde bulunan heterojen bir
gruptur. Streptococcus cinsi bakteriler; Gram pozitif, katalaz negatif, genelde
hareketsiz, kiire veya oval sekilli, 0,8—1,2 um capinda, spor olusturmayan, ¢ift veya
zincir halinde bulunan hiicrelere sahip bakterilerdir. Fakiiltatif anaerobik, bazen
gelisimleri i¢in CO: ihtiyag duyan bazen de anaerobik ortamda gelisebilen
bakterilerdir. Streptococcus cinsi bakteriler gelismeleri igin kompleks besin ortamina
ithtiya¢ duyarlar ve optimum tireme sicakliklar1 37°C’dir. Ancak maksimum (45°C) ve
minimum (20°C) gelisme sicakliklar tiirlerine gore degisiklik gostermektedir (Y 6ritk

ve Giiner, 2011; Kirma, 2016; Kazancigil, 2018; Arabaci, 2019).

Gilintimiizde, Streptococcus cinsi i¢inde tanimlanmig 120 farkli tiir ve 17 alt tiir
bildirilmektedir. Bu tiir ve alt tiirlerden Streptococccus thermophilus yogurt yapiminda
Lb. delbruckii subsp. bulgaricus ile birlikte baslatic1 kiiltiir olarak kullanilmaktadir.
Ayni zamanda laktik asit iireten Streptococcus’lar, peynir ve bazi fermente siit
tirlinlerinin tiretiminde de 6nemli rol oynamaktadir. En 6nemli tiirleri Lc. lactis, Str.
cremoris ve Str. raffinolactis’tir. Lc. lactis, dogal olarak ¢ig siit, siit tiriinleri ve
bitkilerde bulunan homofermentatif bir bakteri tiiriidiir. Str. raffinolactis ise genelde
asitligi  gelismis  siitlerden izole edilmektedir.  Streptococcus’lar laktoz
fermantasyonunda, laktozu glukoz ve galaktoz 6-fosfata doniistiirdiikten sonra, son

irtin olarak laktik asit meydana getirirler. Bu durum, siit ve siit iriinlerinde
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karakteristik aroma olusumu agisindan oldukg¢a onemlidir. Ancak proteolitik enzim

sistemi zayiftir (Ahi, 2011; Saglam ve Karahan, 2017; Yakit, 2019).
2.2.7. Weissella Cinsinin Genel Ozellikleri

Ilk olarak 1993 yilinda Lactobacillus cinsi icerisinde yer alan bazi tiirler
Weissella cinsi altinda toplanmistir. Weisella cinsi iiyeleri, toprak, fermente sebzeler,
seker kamisi, ¢ig siit, fermente gidalar, balik, et ve et {irlinleri ile hayvan ve insanlarin
sindirim sistemleri gibi ¢ok degisik alanlarda bulunmaktadirlar. Weissella cinsine ait
tirler Gram pozitif, katalaz negatif, harcketsiz (W. beninensis hari¢), fakiiltatif
anaerob, sitokrom oksidaz enzimine sahip olmayan, spor olusturmayan, kisa ¢ubuk ya
da kokoid hiicre yapisinda ve mikroskopta ikili ya da kisa zincirler seklinde
gozlemlenen tiirlerdir. Weissella’larin genel olarak 15-37°C arasinda gelisebildikleri;
heterofermentatif fermantasyon ile laktik asit, etanol, CO, ve asetat iiretebildikleri
rapor edilmektedir (Yoriik ve Giiner, 2011; Arik, 2018).

Guniimiizde Weissella cinsi igerisinde;W.beninensis, W.bombi, W.ceti,
W.cibaria, W.confusa, W.diestrammenae, W.fabalis, W.fabaria, W.ghanensis,
W.halotolerans, W.hanii, W.hellenica, W.jogaejeotgali, W.koreensis, W.minor,
W.oryzae, Weissella paramesenteroides, W.salipiscis, W.soli, W.thailandensis, W.
uvarum ve W.viridescens olmak tizere 22 farkli tiir bulunmaktadir. Bunlarin bazi
tirleri siit ve ¢esitli peynirler, fermente gidalar, islenmemis sebze-meyvelerden izole
edilebilmektedir (Yakat, 2019).

Weissella tiirleri gida teknolojisi veya gida isleminde 6nemli rol oynamaktadir.
Weissella tiirleri 6zellikle mayali ekmekte iyi bir dekstran ireticisi olup birgok
Leuconostoc tiirlerinin  aksine  frilktozu ve  mannitollerden  asetate
doniistiirmemektedir. Bu nedenle mayali ekmegin raf dmrii, hacmi ve yumusaklig
tizerinde 6nemli olumlu roller oynamaktadir. Ayrica W. confusa ve bazi suslarin fazla
EPS (glukan ve dekstran) iiretimi ile birlikte vankomisin, streptomisin, penisilin,
gentamisin gibi bir¢ok antibiyotige kars1 direngli olduklar1 da bildirilmektedir (Serin,
2016; Shi et al., 2016).

2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Gida Endiistrisinde Kullanim ve Onemi

Laktik asit bakterileri gida endistrisinde yogurt, peynir gesitleri, kefir, eksi
krema, sucuk, zeytin, tursu, salgam, boza, eksihamur, tarhana gibi bir¢ok fermente

gida {rlinliniin  dretiminde “starter kiltiir” ve/veya “probiyotik” olarak
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kullanilmaktadir. Bunun yaninda; kahve, hayvan yemi, kakao ve c¢ok sayida
geleneksel/dogal yiyecegin fermantasyonunda da kritik rol oynamaktadir. Laktik asit
bakterileri tarafindan {iretilen laktik asit, asetik asit, asetaldehit ve diasetil gibi
bilesikler fermente gidalara kendine 6zgii tat ve aroma kazandirmaktadirlar. Fermente
tirtinlerde kullanimlar1 uzun bir gegmise sahip olan bu grup bakteriler, ABD Gida ve
flag Kurumu (FDA) tarafindan “GRAS” olarak (genellikle giivenli olarak taninan)
tanimlanmakta ve Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan “Nitelikli
Giivenilirlik Varsayimi” (QPS-Qualified Presumption Of Safety) listesinde yer
almaktadirlar (Zehir, 2017; Cerit, 2020; Omak Keskin, 2020).

Laktik asit bakterilerin genetigi, biyokimyas1 ve fizyolojisi lizerine edinilen yeni
bilgiler, bu bakterilerin fermente gidalarin iiretiminde, kalitenin gelistirilmesi ve
standardizasyonun saglanmasi amaciyla starter kiiltiir olarak daha bilin¢li ve yaygin
olarak kullanimini saglamaktadir. Laktik asit bakterileri trettikleri laktik asit ile
ortamin asitligini artirarak, asidi tolere edemeyen mikroorganizmalarin yasamasini
giiclestirmekte ve bulunduklar1 ortamda daha rekabetci olmaktadirlar. Boylece patojen
veya saprofit diger mikroorganizmalarin inhibe edilmesini saglarlar. Bu
antimikrobiyal aktivite de LAB’nin metabolitlerinden olan asetik asit, formik asit,

fenil laktik asit, kaproik asit gibi asitler ile etanol, hidrojen peroksit, diasetil, amonyak
ve bakteriyosin gibi maddeler rol oynarlar (Celik vd., 2016; Zehir, 2017; Cerit, 2020).

LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinler gidalarda birgok bozulma etmeni olan
patojen bakteriye karsi nanomolar konsantrasyonda oldiiriicii etkili olmalar1 ve
gidalarin duyusal 6zelliklerine etki etmemelerinden dolay1 olduk¢a fazla kullanim
alan1 bulmaktadir. Bakteriyosinlerden, gidalarin korunmasinda; ya iiretici suslarin
dogrudan kullanilmasi ya da kismi saflagtirllmis peptidlerin ilavesi seklinde
faydalanilmaktadir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2012; Giilbandilar vd., 2017; Kaya,
2019). Laktik asit bakterileri tirettikleri antimikrobiyal maddeler ile zararli bakterilerin
tiremesini ve gelismesini Onleyerek iirlinlerin sagliga daha yararli olmasini saglama
yaninda, patojen mikroorganizmalarin neden oldugu bazi hastaliklardan korunma ve
tedavide de oldukga etkili olmaktadirlar. Ornegin Clostridium difficile ve Helicobacter
pylori gibi patojen mikroorganizmalarin neden oldugu Dbagirsak sistem
enfeksiyonlarinin tedavisinde ve bu patojenlerin kolonizasyonlarinin engellenmesinde

onemli rol oynamaktadirlar (Celik vd., 2016).
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Giliniimiizde probiyotik gidalarin  iiretiminde farkli mikroorganizmalar
kullanilabilmekle birlikte en sik kullanilan mikroorganizma grubu ise Lactobacillus
ve Bifidobacterium cinslerine ait bakterilerdir. Probiyotik LAB, yogurt, fermente
siitler ve diger fermente gidalar iginde dogal olarak da bulunurlar. Probiyotik suslarin
siit esasli ortamlarda gelisebilmesi, {iriin olusum asamalarinda ve 6zellikle raf 6mri
boyunca canliligint devam ettirmesi olduk¢a dnemlidir. Saglik {izerinde olumlu etkiler
sergileyebilmesi icin gidada bulunmasi istenen probiyotik doz en az 10° kob/mL veya
kob/g’dir. Giinliik alim dozunun ise 108-10° kob olmasi istenmektedir (Kiran ve

Osmanagaoglu, 2012; Giilbandilar vd., 2017).

Laktik asit bakterileri, eksi maya hamur proseslerinde ekmegin kalitesini
gelistirmek ve yeni Ozellikler kazandirabilmek amaciyla starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir. Eksihamur ekmeklerinin ekmek i¢inin daha yumusak oldugu, gaz
tutma kapasitesinin  gelismesiyle ekmek hacminin arttigi  ve mikrobiyel
ekzopolisakkaritlerin nisasta retrogradasyonunun engellenmesi ile daha geg
bayatladigi bildirilmektedir. Ayrica proteolitik aktiviteye bagli olarak glutenin
hidrolizi ile yogurma siiresinin kisaldigi; hidrokolloidal yapidaki mikrobiyel
ekzopolisakkaritlerden dolay1 su kaldirma kapasitesinin arttigi ve diisiik pH ile de

viskozitenin azaldig1 da rapor edilmektedir (Kezer, 2019).

Laktik asit bakterileri et endiistrisinde, iiriinlere kendilerine 6zgii 6zellikleri ve
uzun raf Omriinii kazandirmak amaciyla kullanilmaktadir. Et {irlinlerinde,
fermantasyon ile pH’y1 diisiirerek iiriiniin daha hizli kurumasini saglamakta, nitritin
parcalanmasini ve rengin meydana gelmesini hizlandirmakta, aroma olusumuna katki1
vermektedir. Ancak regeteye ¢cok seker ilave edilmesi durumunda, yiiksek asitlik ile
ve/veya heterofermentatif LAB tarafindan iiretilen COz ile gozenekli yap1 olusumu ile

istenilmeyen tat ve yapiya da neden olabilmektedir (Cifci, 2017).

Tursu iiretiminde kontrollii kosullarda fermantasyonunun saglanabilmesi i¢in
starter kiiltlir laktik asit bakterisi (Lactiplantibacillus plantarum) kullanilmakta ve

daha yiiksek konsantrasyonlarda laktik asit olusumu saglanabilmektedir (Kalkan vd.,
1999)

Peynir liretiminde istenilen tat, koku, aroma ve yapi gibi 6zellikleri kazandirmak
amaci ile laktik asit bakteri starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Laktik asit bakterileri
laktik asit fermantasyonuyla siitiin asitligini arttirirken olgunlagma siirecinde de sahip
olduklar1 enzimler sayesinde peynirin goriiniis, tat, koku, tekstiir gibi karakteristik
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Ozelliklerinin olusumunu saglamaktadir. Tarhana {iretiminde ise kullanilan maya ve
LAB iirettikleri etil alkol, CO2 ve laktik asit ile {iriine has tat ve aromanin olusumunda

gorev almaktadirlar (Cifci, 2017; Cerit, 2020).

Laktik asit bakterilerinin basta fermente siit iirlinler olmak iizere bir¢ok gidanin
iretiminde starter kiiltiir veya spontan flora olarak kullanilmalari nedeni ile bu
iriinlerin mikrobiyotast; icerdigi laktik asit bakterilerin genetigi, biyokimyasi,
fizyolojisi gibi karakteristikleri ve iirliniin nitelikleri {lizerine etkileri alanlarinda
yapilan ¢alismalar giderek artmaktadir. Ornegin Yakit (2019) tarafindan yapilan
caligmada, farkli fermente gidalardan izole edilen 372 adet LAB izolatinin
antimikrobiyel aktivitesinin arastirildigi calismada 160 adedinin indikator suslara karsi
4-5 mm capinda zon olusturdugu, iiretilen antimikrobiyel maddenin protein dogasinda
oldugu ve izolatlarin 16S rDNA dizi analiz ile Enterococcus faecium, Enterococcus
faecalis, Lactococcus lactis olarak tanimlandigi bildirilmistir. Kaya (2019) tarafindan
gida sistemlerinde sorun olusturan patojen bakterilere spesifik antibakteriyel etkili
bakteriyosin tretici LAB izole edilip kokteyl seklinde kullanilmas: planlanan
caligmada patojen suslar {izerinde inhibisiyon etkisi bulunan Lb. plantarum PFC339,
E. faecalis PFC340 ve Lb. delbrueckii subsp. lactis PFC341 isimli ti¢ farkli tiir

bulunmustur.

Diker (2019) tarafindan yapilan ¢alismada 5 adet bal 6rneginden izole edilen 20
adet LAB izolatinin molekiiler tanimlama sonucunda tamaminin Lb. rhamnosus
oldugu ve probiyotik 6zelliklere sahip oldugu; probiyotik 6zelliklerinin suslar arasi
farklilik gosterdigi belirtilmistir. Cetin vd. (2017) tarafindan geleneksel fermente tursu
tirtinlerinden izole edilen 305 adet LAB izolatinin Lb. plantarum (%60,3), Lb. brevis
(28,5), Bacillus spp. (%4,3), Lb. paraplantarum (%3,6), Enterococcus (%2,3) ve
Pediococcus ethanolidurans (%1) tiirlerine ait olduklari; 39 adedinin mide ve safra
tuzlarina direngli oldugu ve bunlarin 31 adedinin Lb. brevis tiiriine ait olduklar
bildirilmistir.

Celik vd. (2016) tarafindan ticari ve ev yapimi yogurt drneklerinden izole edilen
19 adet Lactobacillus, 19 adet Streptococcus susunun antibiyotik duyarliliklar: test
edilmistir. Streptococcus suslarinin trimetoprim-siilfometaksazole karst %84,21,
sefotaksime kars1 %31,57 ve gentamisine karsi %?26,35 oraninda direngli ve
kloramfenikol, vankomisin, ampisilin, eritromisin ile ofloksasine karsi da %100

duyarl1 olduklar1 Lactobacillus; suslarinin trimetoprim-siilfometaksazol ve
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ofloksasine karsi %100, gentamisine karsi ise %52,6 oraninda direngli olduklari,
kloramfenikol, vankomisin, rifampin, sefotaksim, ampisilin, tetrasiklin ve eritromisine

kars1 da %100 oraninda duyarli olduklar1 belirlenmistir.

Ozdemir ve Con (2017) tarafindan yapilan calismada, 50 adet eksihamur
orneginden izole edilen 1000 adet LAB izolatinin toplam 40 adedi ekzopolisakkarit
tireticisi olarak belirlenmistir. Bunlar igerisinde en yiiksek ekzopolisakkarit tireticisi
Leu. citreum olmustur.

2.4. Mikrobiyal Ekzopolisakkaratlerin Genel Ozellikleri ve

Siniflandirmasi

Polisakkaritler, dogada yaygin bulunan monosakkaritlerin glikozidik baglar ile
baglanmasiyla olusmus yiiksek molekiillii biyolojik polimerlerdir. Dogada bitkiler
tarafindan liretilen polisakkaritler yaninda algler, arkeler, mantarlar, mayalar, kiifler
ve bakteriler gibi bircok mikroorganizma tarafindan hiicre ici polisakkaritler (depo),
hiicre dis1 polisakkaritler ve yapisal polisakkaritler olmak {izere 3 ayr1 polisakkarit tiirii

tiretmektedir (Ceyhan, 2008; Ergene ve Avct, 2016; Yilmaz, 2018).

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler diigiik konsantrasyonlarda viskoz c¢dzelti
olusturabilmeleri ve pseudoplastik yapiya sahip olmalar1 nedeniyle son yillarda
giderek artan bir ilgi gérmektedir. ilk olarak 1972 yilinda “ekzopolisakkarit” (EPS)
olarak adlandirilan biyopolimerler, bazi bakterilerin hiicre ylizeyinde kapsiil seklinde
bulunan veya hiicre disina salgilanan, monosakkaritlerin glikozidik bag ile
baglanmasiyla olusan diiz veya dallanmis yapida, uzun zincirli ve yiiksek molekiil
agirhgina sahip, geri doniisebilen, suda ¢o6ziinen iyonik veya iyonik olmayan
biyopolimerlerdir. Ekzopolisakkaritler, farkli molekiil agirligmma ve farkli seker
kompozisyonuna (glukoz, galaktoz, fruktoz ve ramnoz vb.) sahip olabilmektedirler
(Solmaz, 2015; Soyugok vd., 2016; Yilmaz, 2018).

Polisakkaritler yapilarindaki tekrarlayan monosakkarit tinitelerinin benzerligine,
bu iiniteleri baglayan baglarin tipine ve dallanma derecesindeki farkliliklara dayali
olarak birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Polisakkaritler i¢erdikleri {initelerin tipine gore

iki ana gruba ayrilmaktadir (Samal, 2012; Dertli, 2013; Soyucok vd., 2016):
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1. Homopolisakkaritler (HoPS): Tek tip monomerik iinite ve ¢ogu tek tip bag
iceren, diiz, notral polimerlerdir. Homopolisakkaridlerin ¢ogunlugu notr
olmasina ragmen bir ¢ok bakteriyel EPS negatif yiik tagimakta ve ytiksek kiitleye
sahip bulunmaktadir. Homopolisakkaritler, hiicrelerde enerji iiretimi igin
kullanilan depo maddeleri veya bitki hiicre duvarlarinda oldugu gibi yapisal
elemanlar olarak islev gorebilirler. Homopolisakkaritler igerisinde: Dekstran,
kurdlan, ksilan, galaktan (agar-agar, galaktoz tiniteleri), arabinan, fruktan (levan,
inulin), seliiloz, skleroglukan, pullulan, mutan, alternan, levan ve mannan yer
almaktadir. Homopolisakkaritler: a-D-glukanlar, B-D-glukanlar, fruktanlar ve
poligalaktanlar olmak {iizere dort gruba ayrilmaktadirlar. Bunlardan o-D-
glukanlar, genellikle Leu. mesenteroides, Leu. mesenteroides subsp.
dextranicum, Streptococcus mutans ve Str. sobrinus, B-D-glukanlar Pediococcus
spp. ve Streptococcus spp., fruktanlar Str. salivarius tarafindan tiretilmektedir
(Montersino et al., 2008; Dertli, 2013; Y1lmaz vd., 2014; Ergene ve Avci, 2016).

2. Heteropolisakkaritler(HePS): Iki veya daha fazla sayida farkli tip
monomerik iinite icerirler. Yapilarindaki {ironik asitten dolayr polianyonik
ozellik gosterirler. Heteropolisakkaritlerde tekrarlayan monomerler olarak D-
galaktoz, D-glukoz, N-asetilgalaktozamin, N-asetilglikozamin, L-ramnoz ve
glukoronik asit bulunabilir. Ayrica bazi heteropolisakkaritlerin yapisinda farkli
yan zincirlere de (¢ogu zaman ana zincire bagl tek bir monosakkarit formunda)
rastlanmaktadir. Heteropolisakkaritler icerisinde ksantan, jellan, asetan, aljinat,
emiilsan, velan, ramsan, stiksinoglukan, hiyaluronik asit ve peptidoglukanlar yer
almaktadir. Heteropolisakkaritler genellikle Lc. lactis, Latilactobacillus sakei,
Lacticaseibacillus rhamnosus ve Lacticaseibacillus casei gibi mezofil LAB ve
Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. helveticus ve Str.
salivarus subsp thermophilus gibi termofil LAB tarafindan iiretilmektedirler
(Montersino et al., 2008; Dertli, 2013; Donot et al., 2012; Yilmaz vd., 2014,
Ergene ve Avct, 2016; Ripari, 2019).

Ekzopolisakkaritler seker monomerleri yaninda protein, humik asit, lipid, DNA,

niikleik asit, fosfolipid ve diger polimerik bilesikleri de igerebilmekte; siiksinil, asetil

veya purivil gibi organik fonksiyonel gruplar ile siilfat gibi bazi inorganik bilesenleri

tasimaktadirlar. Ekzopolisakkaritleri olusturan monosakkaritler ¢ogunlukla heksozlar

ve pentozlardir. Molekiil biiytikliikleri genel olarak 10-200 kDa arasinda degismekte
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bazen de 1000 kDa degerine ¢ikabilmektedir. EPS’lerin fizikokimyasal 6zellikleri,
monosakkarit kompozisyonu, glikozid bag tipi, polisakkarit geometrisi ve hiicredeki
yerlesimiyle baglantilidir. Ekzopolisakkaritler mikroorganizmayi, sivi kaybina,
makrofajlara, fagositoza, bakteriyofajlara, protozoalara, antibiyotiklere, toksik
bilesiklere ve ozmotik strese karsi korumaktadir. Ayrica metal iyonlarini hiicreye
alinmasi ile bakterinin yiizeye tutunmasi ve yapistirict (slime) gibi islevlerle
bulundugu ortamda kolonizasyonununda ve biyofilm olusturmasinda énemli roller

iistlenmektedir (Ahi, 2011; Yal¢in, 2016b; Ergene ve Avct, 2016).

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler hiicresel yerlesimi, kimyasal ve fiziksel yap1

ozellikleri ve fonksiyonlarina gore de {i¢ ana sinifa ayrilmaktadir (Ahi, 2011):

1. Hiicre yiizeyine kovalent baglarla bagl olan kapsiiler polisakkaritler (CPS)
2. Hiicre duvarimin bileseni olan lipopolisakkaritler (LPS)
3. Hiicre yiizeyi ile kovalent baglarla baglanmayan ve salinan polisakkaritler

(LAM). Bunlardan ilk ikisi hiicrenin bir parcasi olmaktadir.
2.4.1. Mikrobiyal Ekzopolisakkarit Biyosentezi

Bakteriler, ¢ogalma evresinde ve ¢ogalma evresinin farkli kademelerine bagh
olarak degisen kosullarda EPS sentezlemektedir. Hiicre ici veya dis1 EPS biyosentezi,
bazi bakteri suslari igin 6nemli bir ozelliktir. EPS sentezinin Sutherland (1997)
tarafindan Onerilen genel modele gore gerceklestigi diisiiniilmektedir. EPS’lerin
olusumunda glukozil-transferaz, UDP-glukozdehidrogenaz, galaktozil-transferaz 1 ve
2 polimeraz gibi polisakkarit sentezine 6zgili olmayan bir¢ok enzim goérev almaktadir.
Bu enzimlerden bazilar1 lipopolisakkaritlerin sentezinde de yer almaktadir. EPS
biyosentetik yolu; substrat alimi, polisakkarit sentezi ve merkezi metabolit yolundan
olugmaktadir. Ekzopolisakkarit sentezi niikleozid difosfat sekerlerini iceren
intraseliiler bir proses olup substrat tipine bagli olarak aktif ve pasif tasima sistemi ile
hiicreye alinmaktadir. Ardindan substrat hiicre i¢i fosforilasyonla katabolize edilmekte
veya substrat tasinip oksidatif periplazmik yol boyunca okside edilebilmektedir.
Periplazmik oksidatif yol sadece baz1 bakterilerde olurken hiicre i¢i fosforilasyon yolu

¢ogu bakteride bulunmaktadir (Solmaz, 2015; Yal¢in, 2016b; Kirma, 2016).
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EPS biyotsentezinin genellikle karbon kaynaginin varhigi ile smirli azot ve
oksijen gibi faktorlerden etkilendigi belirlenmistir. EPS sentezinde karbon kaynagi
olarak siikroz, glukoz, laktoz, maltoz, mannitol, sorbitol, peynir alt1 suyu, nisasta,
fruktoz, riboz, arabinoz, rafinoz, seker konsantreleri, methanol, C9-C16’ya kadar olan
alkanlar1 kullanilmaktadir. Ayrica EPS sentezinde pepton, maya 0ziitli, amonyum
stilfat, sodyum nitrat, potasyum nitrat, asparjin, glutamik asit gibi azotlu bilesikler de
kullanilmaktadir. Optimum gelisim i¢in Onerilen azot/karbon orami %20 olarak

belirtilmistir (Suresh Kumar et al., 2007; Ye et al., 2011).

EPS sentezinde karbon kaynagmma gore verim ve molekiil bilylkligi
degisebilmektedir. EPS sentezinde karbon ve azot baslica etken kaynaklar olmasina
ragmen iz element ve vitamin ilave edilmesi bakteriyel gelisimi ve EPS sentez verimini
artirmaktadir. Cogu bakteriler EPS sentezini aerobik kosullarda gerceklestirken bazi
bakteriler mikroaerobik kosullarda gergeklestirmektedir (Ergene ve Avci, 2016;
Soyugok vd., 2016).

2.5. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Ekzopolisakkaritlerin

Ozellikleri

Laktik asit bakterileri tarafindan hiicre yiizeyine kovalent bagl kapsiiler ve
hiicreye zayif sekilde bagli olan ve ortama salgilanabilen EPS’ler tretilmektedir.
GRAS statiisiine sahip Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc ve
Weissella cinslerine ait LAB’nin EPS ireticisi olduklar1 bilinmektedir. LAB
tarafindan iiretilen EPS’ler, yogunluk arttirici, stabilizator, su toplama, jel olusturma
gibi 6zellikleri ile gidalarin tekstiirel ve reolojik 6zelliklerinin iyilestirilmesi amaciyla
gida endiistrisi basta olmak iizere, kimya, ilag, deterjan, kozmetik ve ambalaj
endiistrilerinde kullamilmaktadir. Insan saghginmn iyilestirilmesi {izerine olumlu
etkileri de son yillarda ¢ok dikkat cekmektedir. Bu nedenlerle LAB tarafindan tiretilen
EPS’ler mitkemmel bir ticari potansiyeli sahiptirler (Ruas-Madiedo and De Los Reyes-
Gavilan, 2005; Patel et al., 2012).

Ekzopolisakkarit iiretme yetenegine sahip LAB suslar yiiksek oranda yapisma
ozelligi gostermekte ve EPS varligina bagli olarak kat1 besiyerinde mukoid koloni, sivi
besiyerinde de viskoz bir yapi olusturmaktadir. LAB’leri tarafindan sentezlenen
EPS’nin yapisinin %75-90’1n1 karbonhidratlar olustururken diger kisminda lipit ve
protein gibi makromolekiiller bulunmaktadir. Reolojik 6zellikleri bakimindan da

oldukca farkli olan LAB EPS’leri tekrarlayan iinitelerin kompozisyonu ve biyosentez
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mekanizmasina gore homopolisakkarit ve heteropolisakkarit olarak iki grupta
toplanmaktadir (Zehir, 2017; Yilmaz, 2018; Diker, 2019).

2.5.1. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Homopolisakkaritler

LAB HoPS’leri ana zincirdeki baglar, molekiil agirligi ve dallanma yapilarina
gore farklilasmaktadir. Molekiil agirliklart 10 ile 10° Da araliginda degismektedir.
Leuconostoc ve Weisella suslar1 6nemli miktarda HoPs tretmektedirler. Siikroz
bulunan fermantasyon ortaminda monosakkarit {initelerinden LAB’nin hiicre
duvarinda olan glikoziltransferaz enzimi ile HoPS’ler sentezlenmektedir. HoPS’ler tek

¢esit monosakkaritten olusan fruktan veya glukan yapilarini icermektedir.

e Fruktanlar (B-fruktan) levan olarak da isimlendirilir; Levan B-D-Fru(2,6) ve
Iniilin B-D Fru(2,1) olmak iizere iki alt sinifa ayrilir.

e Glukanlar, a-glukan ve B-glukan olarak iki alt sinifa ayrilmaktadir. a-glukanlar
olarak dekstran a-D-Glec(1,4), mutan a-D-Glc(1,3), alternan a-D-Gle(1,6)/a-D-
Glc(1,3), reuteran a-D-Gle(1,4)/0-D-Glc(1,6) ve a-D-Gle(1,4)/a-D-Glc(1,6); B-
glukanlar olarak da B-D-Glc(1,3) bilinmektedir (Harutoshi, 2013; Zehir, 2017).

2.5.1.1. Dekstran

Dekstran laktik asit bakteriler tarafindan fermantasyon yolu ile iiretilen ilk
EPS’dir. 1880 yilinda seker kamisi ve pancar surubunda kesfedilmistir. Leuconostoc
ve Streptococcus dekstran iiretecisi cinslerdir. En iyi tiretici Leu. mesenteroides dir.
Dekstran Leu. mesenteroides’in sahip oldugu dekstransiikraz enzim aktivitesi ile
stikrozdan tiretilmektedir. Monomerlerin glikozit baglarla baglanmasi sonucunda
olusan dekstran ana zincirde a-(1,6) ve dallanma noktalarinda a-(1,2), a-(1,3) ve a-
(1,4) glikozidik baglar icermektedir. Dekstran, bakterileri asit ve alkali kosullarin
olumsuz etkilerinden korumaktadir. Dekstran diisiik sicaklikta (5°C’de) yumak
sekline, 30°C’de ise kiiresel ve yogun bir hale donlismektedir. Dekstran ¢ozeltilerinin
viskozitesi, konsantrasyon, sicaklik ve molekiiler agirliklarinin fonksiyonu olarak
degismektedir. Sahip olduklar1 glikozidik baglarin serbest dontisiimii sayesinde esnek
bir yapiya sahiptirler ve suda olduke¢a iyi ¢oziinebilmektedirler. Dekstran sahip oldugu
bu ozellikleri ile klinik, kozmetik ve gida endiistrisi alanlarinda yaygin kullanim
bulmaktadir. Gida ve eczacilik alaninda 1940’dan beri yer edinmistir. Gida alaninda

sekerleme endiistrisinde nemin muhafaza edilmesi, viskozite ve seker
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kristalizasyonunun diizenlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (Ceyhan, 2008; Ozkaya,

2017; Yilmaz, 2018).
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Sekil 2.2 Leuconostoc dekstraninin kimyasal yapisi
2.5.1.2. Mutan

Mutanlar Streptococcus mutans ve Streptococcus sobrinus tarafindan
sentezlenen bir glukandir. Dekstrandan farkli olarak a-(1-3) baglarini yiiksek oranda
icermekte ve bundan dolayr suda ¢oziinmemektedir. Mikrobiyal EPS’lerin
coziinebilirlilik ~ farkliliklar1  bag  tiplerinin  oranlarindaki  farkliliklardan
kaynaklanmaktadir. Ornegin suda ¢oziilebilen glukanlarda o-(1,6) baglar1 fazla iken
suda ¢oziinemeyen glukanlarda a-(1,3) baglarinin yiiksek oldugu gozlemlenmistir.
Agiz florasinda bulunan Str. mutans tarafindan iiretilen mutan dis ciirlimesi ile
iliskilendirilmektedir. Bu olguda, ¢oziinmeyen mutanlarin dis yiizeyine yapisarak
mikroorganizmalarin dislere tutunmasina yardim etmesi rol oynamaktadir (Zehir,

2017; Saadat et al., 2019).
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Sekil 2.3. Streptococcus mutans mutaninin kimyasal yapisi
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2.5.1.3. Alternan

Alternan, Leu. mesenteroides suslarinin sahip oldugu alternan-siikraz enzim
aktivitesi ile tiretilen a-(1,6) ve a-(1,3) glikozidik baglarini iceren bir glukandir. Diger
polisakkaritlere gore yiiksek ¢oziiniirliik ve diisiik viskozite gibi kendine 6zgii yapisiya
sahiptir. Ekstraseliilar alternaz enzimi tarafindan oligosakkaritlere indirgenmektedir.
Gida ve kozmetik sanayinde viskozite artiric1 ve genisletici ajan, sekerlerin glisemik
indeks giiciinii diisiiriicii ve prebiyotik katki olarak kullanilmaktadir (Patel et al., 2012;
Saadat et al., 2019).
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Sekil 2.4. Leuconostoc mesenteroides alternanimin kimyasal yapisi
2.5.1.4. Reuteran

Reuteran, Lb. reuteri nin farkli suslar tarafindan reuteran-siikraz enzim aktivitesi
ile liretilen suda ¢6ziinebilen bir glukandir. Reuteranin yapisinda %70 oraninda a-(1,4)
ve a-(1,6) glikozidik baglarin1 ve dallanma noktasinda da %16 oraninda a-glikozil
tinitelerini igermektedir. Reuteranin molekiil agirligi 40 MDa’dur. Reuteran diger
glukanlar gibi fermente siit tirlinlerinin viskozitesinin artirilmasinda rol oynamaktadir.
Ayrica suda ¢oziinebilir 6zelligi sayesinde firincilik tiriinlerinde ekmegin hacim ve
kalitesini arttirmak, hamurun reoloji 6zellikleri gelistirmek, ekmegin raf dmriiniin
uzatmak amaciyla kullanilmaktadir (Arendt et al., 2007; Patel et al., 2012; Zannini et
al., 2016).
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Sekil 2.5. Lactobacillus reuteri reuteraninin kimyasal yapisi.
2.5.1.5. Levan

Levan, Str. salivarius, Str. mutans, Leu. mesenteroides, Fructilactobacillus
sanfranciscensis ve Limosilactobacillus reuteri tarafindan levan-siikraz enzim
aktivitesi ile dretilen toksik olmayan biyolojik aktif bir polisakkarittir. Levan1 D-
fruktofuranozil kalintilarinin B-2,6 bagi ile baglanmasindan olusan siikrozdan ve
levansiikraz enzim tarafindan iiretilmektedir. Levan, friikktoz tinitelerinin -(2-6) ve B-
(2-1) baglariyla baglanmasiyla olusmaktadir ve oldukga dallanmis bir yapiya sahiptir.
Levanin molekiil agirhg ve dallanma derecesi, ftretimi gergeklestiren
mikroorganizmalara bagl olarak degismekte ve bakteriyal levanin ortalama molekiil
agirhgr 2300 kDa arasinda bulunmaktadir. Levan biyosentez mekanizmasi,
sakkarozdan dekstran sentez mekanizmasina benzemektedir (Patel et al., 2012; Ergene
ve Avci, 2016; Oner et al., 2016; Saadat et al., 2019).

Levan suda ve yaglarda ¢oziinebilen, aside, alkaliye ve 1siya karsi dayanikli ve
stabil, kuvvetli yapigkan film olusturabilen, tuzlar ve yiizey aktif maddelerle iyi
uyumlu, su ve kimyasal maddeleri tutma kapasitesi iyi olan bir polimerdir. Levanin
sahip oldugu diger 6nemli 6zellikler ise biyolojik olarak parcalanabilir olmasi, film
olarak 1yi bir oksijen bariyeri olmasi, organik ¢ozgenlere direncli olmasi, kurutulmus
toz formunda uzun siire depolanabilir olmasi ve yaglarda yiiksek ¢oziiniirligi
gostermesidir. Uzun fruktan zincirlerine sahip olmasi nedeniyle levanin nétr bir tads
vardir. %20’nin altindaki konsantrasyonlarda tipik newton tipi akiskan 6zellikleri

gostermektedir. Bu o6zelliklerinden dolayr levan, endiistriyel agidan onemli bir
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biyopolimerdir ve sanayide kullanim potansiyeline sahiptir (Ergene ve Avci, 2016;
Yilmaz, 2018).

Levanin gida sektoriinde kivam arttirict ve stabilizatdr olarak uygulamalari
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda prebiyotik ve kandaki kollestrolii azaltici etkileri
nedeniyle fonksiyonel gidalarin iiretiminde ve eczacilik alaninda da ilag kaplama

malzemesi olarak kullanilmaktadir (Zannini et al., 2016; Zehir, 2017).
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Sekil 2.6. Levanin kimyasal yapisi

2.5.1.6. Iniilin

Iniilin, Str. salivarus, Str. mutans, Leu. mesenteriodes, Leu. citreum,
Fructilactobacillus sanfranciscensi, Limosilactobacillus reuteri, Lb. johnsonii gibi
LAB tarafindan dretilen B-(2,1) glikozidik baglar iceren fruktan ya da
fruktooligosakkaritlerdir. LAB inulosiikraz enzimi ile sukrozdan yiiksek molekiil
agirhkli iniilin {iretmektedirler. Iniilin insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda
sindirilemediginden prebiyotik gibi davranarak biitrat {iretirler. Uretilen biitrat
bagirsak liimeninde pH’yr diisiirmekte ve patojen bakterilerin tutunmasini
engellenmektedir. Iniilin gida endiistrisinde jellesme egilimi ve stabilitesini saglama

gibi Ozellikleri ile de iirlinlerde arzulanan bir bilesendir (Yilmaz, 2018; Saadat et al.,
2019).
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Sekil 2.7. Iniilinin kimyasal yapist
2.5.1.7. p-glukan

B-glukan c¢esitli bakteri ve mantar tarafindan {retilen dogal bir
homopolisakkarittir. Lactobacillus cinsinin baz tiirleri tarafindan hiicre i¢inde zara
bagli glikotransferaz enzimi tarafindan sentezlendigi de bildirilmistir. B-glukan,
dekstran gibi ana zincirde a-(1,6) ve dallanma noktalarda a-(1,2) glikozidik baglar
icermektedir. Etki mekanizmasi heniiz anlagilmamustir (Zannini et al., 2016; Saadat et

al., 2019).

B — N

Sekil 2.8. B-glukanin kimyasal yapist

2.5.2. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Heteropolisakkaritler

Heteropolisakkaritler, genellikle Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp.
cremoris,  Lactilactobacillus  sakei,  Lacticaseibacillus ~ rhamnosus  ve
Lacticaseibacillus casei gibi mezofil LAB ile Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus, Lb. helveticus ve Str. salivarus subsp. thermophilus gibi termofil LAB

26



tarafindan hiicre ici glikozil transferaz enzim aktivitesi ile iki veya daha fazla seker
tinitesinin tekrarlanmasi ile olusan polisakkaritlerdir. Heteropolisakkaritler hiicre dig1
polimerizasyon i¢in izoprenoid glikozil tasiyici prekiirsor lipidlerle taginarak hiicrenin
etrafin1 sarmaktadirlar. Heteropolisakkaritlerin yapisinda agirlikli olarak D-glikoz, D-
galaktoz ve L-ramnoz bulunmaktadir. Bunlara ilaveten fruktoz, N-asetil-D-
glukozamin, N-acetil-D-galaktozamin, glukuronik asit, bazen fosfat, asetil ve gliserol
de bulunabilmektedir. Yapisal olarak Heteropolisakkarit (HePS), kivrimli veya
mukoiddir. Molekiiler agirligi 1,0x10*-6,0x108 Da arasindadir. HePS’ nin molekiiler
agirhigi, HePS’nin monomer bilesimi ve kompozisyonu, iiretici susun biliylime
ortaminin sicakligi, pH degeri, oksijen bilesimi ve basinct gibi kiiltiir sartlari
etkilemektedir. Ayrica, yetistirildigi ortamin karbonhidrat, aminoasit, vitamin, niikleik
asit bazlar1 ve tuz igerigi ile et 6ziitli, maya 0ziitli ve pepton gibi karmasik bilesenler

icerigi de etkilemektedir (Soyucok vd., 2016; Zehir, 2017; Yilmaz, 2018).
2.5.2.1. Kefiran

Kefiran, Lb. kefiranofaciens, Lentilactobacillus parakefiri, Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus tiirleri tarafindan iiretilen, esit oraninda glikoz ve galaktoz i¢eren
suda c¢oziinebilen bir heteropolisakkarittir. Kefiranin antimikrobiyal aktivite, yara

tyilestirme, kan basincim1 ve kolesterolii diisiirme gibi 6zelliklere sahip oldugu

bildirilmistir (Patel et al., 2012; Saadat et al., 2019).
2.5.2.2. Hiyaluronik Asit

Hiyaluronik asit, Str. equi, Str. equi subsp. zooepidemicus, Str. equisimilis, Str.
pyogenes veya yakin tiirlerden iiretilen en pahali bakteriyal heteropolisakkarittir.
Hiyaluronik asit, hiyaluronan olarak da adlandirilmaktadir. Yapisinda siilfatlanmamis
tekrarlayan disakkarit birimi $-D-N-asetil glukozamin ve B-D-glukuronik asit ile [(3)-
B-D-GlcpNAc-(1,4)-B-D-GlcpA-(1)] bir birlesimi olup glikosaminoglukanlarin en
basiti ve stabilidir. Hiyaluronanin yapis1 stabildir, orijinine gore yapisi

degismemektedir (Ceyhan, 2008; Aytar vd., 2013; Yatmaz ve Turhan, 2015).
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Sekil 2.9. Hiyaluronik asitin kimyasal yapist

2.6. Laktik Asit Bakterilerinin Ekzopolisakkaritlerinin Gida
Endiistrisinde Kullanimi

Son yillarda dogal kaynakli mikroorganizmalar tarafindan {iretilen yenilebilir
EPS’lere olan ilgi biiyiimekte ve film olusturma, reolojik 6zellikleri ile farkl: fizyolojik
aktiviteye sahip olmalarindan dolayr gida endiistrisinde kullanim alanlar1 giderek
cesitlenmekte ve artmaktadir. Laktik asit bakteriler tarafindan {iretilen
ekzopolisakkaritler siit endiistrisi basta olmak {izere, sebze, tahil ve et gibi gida
tirtinlerde kullanilmaktadir (Freitas et al.,2009; Zehir, 2017; Diker, 2019). Fermente
stit tiriinlerinin iretiminde rol alan bir¢ok laktik asit bakterisinin ekzopolisakkarit
tirettigi bildirilmektedir. Biigiine kadar EPS {iretici olarak yaklasik 30 adet laktik asit
bakteri tiirti tanimlanmistir. EPS iireten laktik asit bakterilerinden en ¢ok bilinenler:
Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus rhamnosus, Lb. acidophilus, Lb.
helveticus, Lb. bulgaricus, Lb. johnsonii, Levilactobacillus brevis Latilactobacillus
curvatus ve Lactiplantibacillus plantarum tiirlerdir (Ruas-Madiedo et al., 2002;
Soyugok vd., 2016; Diker, 2019).

Laktik asit bakterilerince iiretilen EPS’lerin kivam artirici, yapiyr diizenleyici,
su baglayici, stabilize ve emiilsiye edici 6zelliklerinden yararlanilmak i¢in siit ve diger
gida endiistrilerinde starter kiiltlir olarak EPS iiretici LAB’lerinin kullanimina biiyiik
onem verilmektedir. Ayrica son yillarda EPS’ler gidalarda yag ve seker yerine ikame
maddesi olarak da kullanilmaktadir. EPS iiretici suslarin kimyasal bilesik, polimer
dizilime, bilesenlerin gesitlilik, i¢erigindeki metabolitlerin etkilesime, molekiil agirlik,
yiizeye tutunma giicii, jel olusturma kabiliyet, kiiltiir sartlarindan ve dis faktorlerden

etkilenmelerine bagli olarak LAB EPS’lerinin reolojik 0zellikleri ve tekstiirel
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Ozellikleri birbrinden farkli olmaktadir (Duboc and Mollet, 2001; Yilmaz vd., 2014;
Soyugok vd., 2016).

Fermente siit {irlinlerinden yogurt iiretiminde yogurt yapisinin diizenlenmesi,
kivam ve su tutma kapasitesinin gelistirilmesi, istenilen lezzetin algilanmasi ve siitiin
pihtilasmasinin azaltilmasi i¢in ekzopolisakkarit iiretici Str. thermophilus ve Lb.
bulgaricus suslari tercih edilmektedir. Ekzopolisakkaritlerin yogurdun yani sira kefir
ve peynir gibi diger fermente siit lriinlerinin de reolojik ozelliklerini arttirdig
bilinmektedir. EPS sentezleyen laktik asit bakteri suslari ile iiretilen yogurtlarin
reolojik ve tekstiirel Ozellikleri tistiine yapilan bircok ¢alisma bulunmaktadir
(Gallardo-Escamilla et al., 2007; Kirma, 2016). Ornegin Demir vd. (2017) tarafindan
geleneksel iiretilmis yogurtlardan izole edilen 55 adet LAB’nin EPS tiretim miktarlar
belirlenmis ve tretim miktarinin 5,89-134,60 mg/L. arasinda tespit edildigi
bildirilmistir.

Feldmane Jana et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada 3 ticari starter kiiltiiriin
EPS iiretme potansiyeli ve yogurdun viskozitesine olan etkisinin incelendigi ¢alisma
sonucunda 144.08 mg/L ile 440.81 mg/L arasinda EPS iretildigi ve yogurdun
viskozite 6zelliginin EPS miktarina bagh oldugu belirlenmistir. Hassan et al. (2001)
tarafindan polisakkarit tireten kiiltiirlerin kullanimi ile yogurdun viskozitesinin 6nemli
olgiide arttig1 belirlenmis ve mukoz yapida EPS iireten suslarla yapilan yogurtlarin
izogenik kiiltiirlerle tretilenlere gore viskozitelerinin daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Bachtarzi et al. (2019) ev yapimi fermente siit {irlinlerden izole edilen EPS
tireticisi Lactobacillus plantarum LBIO1 ve Lactobacillus plantarum LBIO28
suslarinin yagsiz fermente siitiin viskozitesini artirarak optimum viskozite kazandirmis
oldugunu belirlemisler ve bu iki izolatin farkli kapasiteye sahip olmalar1 dolayisiyle
farkli siit fermantasyonlarinda kullanilabilecegine isaret etmislerdir. Fguiri et al.
(2016) deve ¢ig siitiinden izole ettikleri 60 adet LAB susundan 2 susun antibiyotiklere
duyarl, yiiksek asitlestirme ve proteolitik aktivite ile birlikte EPS iiretimine sahip

oldugunu bu nedenle siit iirlinlerin tiretiminde kullanabilecegini bildirmislerdir.

LAB EPS’lerinin yiiksek su tutma kapasiteleri nedeniyle yag orani az sert
peynirlerin fiziksel ve duyusal 6zelliklerini gelistirmek amaci ile yaygin bir kullanima
sahiptir. Sandoval-Castilla et al. (2004) Lb. bulgaricus MR-1R ve Str. thermophilus
MR-1C suslar tarafindan sentezlenen EPS’lerin su baglama o6zelliklerini arastirdiklar
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calismada Str. thermophilus MR-1C susu tarafindan tretilen kapsiiler EPS’nin

peynirin nem miktarini artirdigini tespit edilmistir (Zehir, 2017).

Costa et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, LAB EPS’lerinin Onerilmis
Ozellikleri dikkate alinarak peynir iiretimi igin segilen EPS iireticisi Lc. lactis spp.
cremoris DPC6532 ve Lc. lactis spp. cremoris DPC6533 suslar1 test edilmis ve EPS
tireten iki susun peynir verimini %8,17 (100 kg siit), nem icerigini %9,49, su
aktivitesini <%90 artirdigin1 gézlenmistir. Ayrica her iki sus peynirlerin mikro yapsini
gelistirmistir. Duygu ve Kuleasan (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada da beyaz
peynir, tulum peyniri, bergama tulum peyniri ve ezine peynirinden izole edilen 15 adet
ekzopolisakkarit iireticisi laktik asit bakterisinin EPS {iiretim miktarlarinin 11,9-1,1

v

mg/L arasinda degistigi belirlenmistir.

Tahil tiriinlerinde ekzopolisakkarit lireten laktik asit bakterilerinin kullaniminin
Oonemli avantajlar sagladigi; hamura ekzopolisakkarit ilavesinin gluteni yumusatarak
tekstlirlin gelismesini, saklama siiresinin uzamasini ve son iriin hacmini artirdigi
bildirilmektedir Madhuri et al. (2014) Leuc. mesenteroides tarafindan iiretilen dekstran
firincilik katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Lactobacillus cinslerince iiretilen
polimerlerin hamurun su absorpsiyonu, reolojosi ve iglenebilirligi ile ekmegin hacmi
ve bayatlamamasi gibi teknolojik 6zellikleri olumlu etkileyebilecegi belirtilmektedir.
Dogan vd. (2012) EPS’lerin kek iiretiminde yag miktarini azaltici bilesen olarak
kullanilabilirligini arastirdiklar: ¢alismalarinda yag oranini %30 azaltilip, %30 EPS
cozeltisi kullanilmasi ile tam yagli kek 6zelliklerine yakin kek tiretildigi belirlenmistir.
Uretilen keklerin sertlik, yapiskanlik ve esneklik degerlerinin yag ve EPS
interaksiyonundan Onemli seviyede etkilendigi; tim kek oOzellikleri goz Oniine

alindiginda yag ve EPS oraninin artmasiyla begenilirlik degerinin arttigi gozlenmistir.

Et ve et drlinlerinde yliz yilardir depolama Omriinii uzatabilmek igin
kullanilmakta olan LAB 6zellikle sucuk gibi fermente et {irlinlerinin temel florasim
olusturup asitlenmeyi saglamakta, duyusal 6zelliklerin gelistirilmesinde ve tiiketici
giivenliginin saglanmasinda rol oynamaktadir. Son yillarda LAB tarafindan iiretilen
EPS’lerin bazi et {irlinlerinde fiziksel yapinin iyilestirilmesinde de faydali olabilecegi
One siiriilmiistiir (Zehir, 2017). Dertli et al. (2016) EPS iireticisi Lb. plantarum 162 R
ve Leuc. mesenteroides N6 suslarini kullanarak sucuk tiretimi yapmis ve EPS iireticisi
suslarin sucugun tekstiirel 6zelliklerini iyilestirdiklerini, 6zellikle daha sik1 ve daha az

yapiskan iiriin elde edildigini belirtmislerdir. Hilbig et al. (2019) tarafindan da et
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drtinlerinin  kalite Ozelliklerini iyilestirmek i¢in pismis jambon iiretiminde
kullandiklart1 EPS fdireticisi Lb. curvatus, Lb. sakei, Lb. plantarum suslarinin
miitkemmel pH degerleri sagladigini, yiiksek tuz ortaminda dayanikli oldugunu ve 2-

15°C’de depolama sirasinda bile canli hiicre sayisinin artig gosterdigini bildirmislerdir.

Laktik asit bakterilerin tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritlerin insan saglig
tizerinde de faydali etkileri bulunmaktadir. Fermente siit iiriinlerinin insan sagligina
sagladig1 yararli etkinin laktik asit bakterilerinin hiicre duvarlarinda bulunan
polisakkaritlere bagli oldugu diisiiniilmektedir. Giiniimiizde kullanilan bir¢ok
probiyotik bakterinin ekzopolisakkarit {ireticisi olmasi da bu olgunun 6nemli olduguna
isaret etmektedir. Ekzopolisakkaritler basit¢e ilk goriinen etki olarak gidalarin
viskozitelerini yiikselterek sindirim sisteminde kalig siiresilerini uzatmaktadirlar.
Boylece probiyotik bakterilerin kolonizasyonuna zaman kazandirmakta ve bagirsak
floras1 diizenlenmektedir. Ayrica literatiirler LAB EPS’lerinin normal hiicrelere karsi
toksik olmamakla birlikte anti-kanser etkilerinin var oldugunu gostermektedir. Bu
durumun, LAB gibi giivenli ve dogal kaynaklardan elde edilen EPS’lerin, kansere
kars1 uzun siireli tedavi siire¢lerinde, zararl yan etkileri olmaksizin sentetik anti-timor
ajanlarmna iyi bir alternatif olarak kullanilabilecegine isaret ettigi de bildirilmektedir

(Kirma, 2016; Tiikenmez ve Aslim, 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez calismasi kapsaminda Samsun Il smnirlarn icerisinde farkli bolgeden
geleneksel yolla iiretilen 16 adet yogurt, 4 adet siizme yogurt, 6 adet tursu, 7 adet
peynir, 4 adet ¢okelek olmak tizere 37 adet fermente gida ve 3 adet ¢ig siit olmak {izere
toplam 40 adet gida 6rnegi ekzopolisakkarit {ireticisi laktik asit bakteri izolasyon
kaynagi olarak kullanilmistir. Gida Ornekleri aseptik kosullara dikkat edilerek tek
kullanimlik steril ornekleme kaplarina almarak Ondokuz Mayis Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvari’na
getirilmistir. Herhangi bir depolama islemi uygulanmadan ayni giin i¢inde izolasyon
calismalarina baslanmistir. Caligmada kullanilan 6rneklerin tipi ve alindiklar1 yerler

Tablo 3.1 gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan 6rneklerin tipi ve alindiklar1 yerler

Ornek i . Ornegin Ornek i . Ornegin
No Ornek Tipi A\ pndig Yer No Ornek Tipi Almdig Yer
X1 Cig siit Taflan X21 Siizme Yogurt Hamamayag1
X2 Cig siit Terme X22 Yogurt Giihlek
X3 Cig siit Alacam X23 Yogurt Carsamba
X4 Siizme Yogurt Havza X24 Cig Peynir Bafra
X5 Yogurt Alagam X25 Cig peynir Saraykoy
X6 Yogurt Atakum X26 Cokelek Cevizli
X7 Yogurt Terme X27 Cokelek Uzgur
X8 Yogurt Taflan X28 Cokelek Bafra
X9 Yogurt Cakalli X29 Cokelek Carsamba

X10 Yogurt Erikli X30 Lor peynir Alagam
X11 Yogurt Kavak X31 Lor peynir Tekkekoy
X12 Yogurt Uzgur X32 Peynir Bafra
X13 Yogurt Saraykdy X33 Peynir Bafra
X14 Yogurt Dikbiyik X34 Peynir Ladik
X15 Yogurt Tekkekdy X35 Karigik Tursu Carsamba
X16 Yogurt Havza X36 Biber Tursusu Canik
X17 Yogurt Korfez X37 Salatalik Tursusu Korfez
X18 Yogurt Karahalil X38 Domates Tursusu Terme
X19 Stizme Yogurt Vezirkoprii X39 Fasiiyle Tursusu Carsamba
X20 Siizme Yogurt Salipazari X40 Fasiiyle Tursusu Cargsamba

Calismada, fermente gida Orneklerinin temel kimyasal ve mikrobiyolojik
kalitesinin Dbelirlenmesi ile laktik asit bakterilerinin izolasyonu, saklanmasi,
aktiflestirilmesi, tanimlanmasi ve EPS iiretim yeteneginin taranmasinda kullanilan
kiiltiir ortamlari, tamponlar ve cozeltiler ile marker ve primerlerin isimleriyle

hazirlanislar sirasiyla EK 1, EK 2 ve EK 3’te verilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Gida Orneklerinin Toplam Asitlik ve pH Analizleri

3.2.1.1. Peynirde Toplam Asitlik ve pH

Analiz i¢in 10 g peynir numunesi tartilan erlenmayere 40°C’deki saf sudan 100
mL ilave edilmis ve baget ile pargalandiktan sonra kuvvetlice ¢calkalanarak homojenize
edilmistir. Takiben igerisine pH metre -elektrodu daldirilarak pH 6l¢limii
gerceklestirilmistir. Toplam asitlik tayini i¢in hazirlanan soliisyon siizge¢ kagidindan
stizlilmistlir. Slziintiden 25 mL alinmis, 2-3 damla fenolftalein damlatilmis ve
takiben 0,1 M NaOH ¢6zeltisi ile sabit pembe renk olusuncaya kadar titre edilmistir.
Orneklerin laktik asit cinsinden titre edilebilir asitligi formiil 1’ gore elde edilmistir

(Kogak vd., 1988).

V: Harcanan 0,1 M NaOH (mL)

F: Titrasyonunda kullanilan bazin faktori

E: 1 mL 0,1 M NaOH esdegeri laktik asit miktar1 (g)
m: Ornek miktar1 (g)

% Asitlik = (V x F x E)/ m x 100 (Formiil 1)

3.2.1.2. Yogurtta Toplam Asitlik ve pH

Erlenmayere tartilan 10 g yogurt iizerine 10 mL saf su eklenip kuvvetlice
calkalanarak homojenize edilmistir. Daha sonra pH metre elektrodu daldirilarak pH
degeri oOlgiilmiistiir. Toplam asitlik tayini i¢in karisima 2-3 damla fenolftalein
indikatorii damlatilmis ve 0,1 M NaOH ¢ozeltisi ile sabit pembe renk olusuncaya kadar
titrasyon yapilmistir. Orneklerin laktik asit cinsinden titre edilebilir asitligi formiil 1°e

gore elde edilmistir (Tekinsen vd., 2002).
3.2.1.3. Tursuda Toplam Asitlik ve pH

Tursu suyundan 10 mL alinmis ve igerisine pH metre elektrodu daldirilarak pH
Olglimii yapilmistir. Daha sonra 10 mL tursu suyu iizerinde 1-2 damla fenolftalein
indikatorii damlatiip 0,1 M NaOH ile sabit pembe renk alana kadar titrasyon
yapilmustir. Orneklerin laktik asit cinsinden titre edilebilir asitligi formiil 1’e gore elde

edilmistir (Tokath vd., 2019).
3.2.1.4. Cig Siitte Toplam Asitlik ve pH

Iyice karistirilan siit 6rneginden alman 20 mL siit igerisine pH metre elektrodu
daldirilip pH degeri dlciilmiistiir. Ardindan toplam asitligi belirlemek i¢in {izerine esit

miktarda saf su eklenmistir. Daha sonra 2-3 damla fenolftalein indikatorii
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damlatilmis ve 0,1 M NaOH ile sabit pembe renk olusuncaya kadar titre
edilmistir. Orneklerin laktik asit cinsinden titre edilebilir asitligi formiil 1’ gore elde

edilmistir (Aslan, 2017).
3.2.2. Gida Orneklerinin Kuru Madde Analizi

Metal kurutma kaplar1 etiivde 105°C’de 1 saat tutulmustur ve 15-20 dakika
desikatorde sogutulduktan sonra tartilarak darasi alinmistir. Takiben igerisine 3-5 ¢
ornek eklenerek tartilmis, etiivde 105°C’de 2-3 saat kurutulduktan sonra desikatorde
sogutularak tartilmistir. Bu islem sabit tarttim elde edilinceye kadar 2-3 defa

tekrarlanmistir. Kuru madde miktar1 asagidaki formiil 2 kullanilarak hesaplanmistir.

G1: Kurutma kabi darasi (g)
% Kuru madde = (G3-G1/ G2-G1) x 100 G2: (:)rneklerin kurutma 6ncesi tartimi (g) (Formiil 2)
G3: Orneklerin kurutma sonrasi tartimi (g)

3.2.3. Gida Orneklerinin Mikrobiyolojik Analizleri

Fermente gida orneklerin mikrobiyolojik analizi i¢in her birinden 10 g 6rnek
aseptik olarak stomacher posetlerine tartilmis ve tizerine 90 mL steril fizyolojik su
eklendikten sonra stomacherde 1,5 dakika homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenizattan, 9 mL fizyolojik su igeren tiiplere ardisik olarak 1 mL aktarmak
suretiyle 10° oranina kadar seyreltme yapilmustir. (Halkman, 2005). Hazirlanan
diliisyonlar kullanilarak 6rneklerin LAB, toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB),
maya-kiif sayim ve koliform grup bakteri sayimi asagida anlatildigi sekilde

gergeklestirilmistir.
3.2.3.1. Laktik Asit Bakterilerinin Sayimi

Lactobacillus spp. sayimi i¢in de Man, Rogosa, Sharpe agara (MRS agar; Merck
1.10660), Lactococus spp. saymmi igin M17 agara (Merck 1.15108) uygun
seyreltilerden dokme yontem ile ekim yapilmustir. Petriler 30°C’de 48 saat %5 CO>
ortaminda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen tiim

koloniler sayilmigtir (Tassou et al., 2002; Simsek et al., 2006).
3.2.3.2. Toplam Bakteri Sayimi

Toplam bakteri sayimi i¢in uygun diliisyonlardan Plate Count Agar (PCA,
Merck 1.05463) besiyerine yayma yontemle ekim yapilmis ve 25°C’de 48 saat inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyondan sonra olusan tiim koloniler sayilarak toplam bakteri sayis1

belirlenmistir (Halkman, 2005).
3.2.3.3. Maya-Kiif Sayim

Maya-kiif sayimi i¢in Dichloran Rosa Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC,
Merck, 1.00466) besiyerine yayma yontemle ekim yapilmis ve 25°C’de 48-72 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra olusan tiim koloniler sayilarak maya-kiif

sayis1 belirlenmistir (Halkman, 2005).
3.2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu

Fermente gida 6rneklerinden laktik asit bakterilerinin izolasyonu igin 3.2.3’te
anlatildig1 sekilde hazirlanan dilusyonlardan 0,1 ml alinarak MRS, MRS-5C ve M17
kat1 besiyerine yayma yodntemle ekim yapilmis ve 30'C’de 48-72 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda gelisen morfolojik olarak farkli gériiniimdeki
kolonilerden her bir 6rnek i¢in 10-15 adet bakteri izole edilerek MRS s1v1 besiyerinde
18-24 saat ¢ogaltilmis ve Gram boyama ile katalaz testleri uygulanmistir. Gram pozitif
ve katalaz negatif olanlar LAB izolatlar1 olarak se¢ilmis ve c¢alismada kullanilmak
tizere %30 gliserol iceren MRS sivi besiyerinde -20°C’de saklanmustir (Carr et al,
2002; Nawaz et al., 2011).

Segilen izolatlarin kodlanmasinda ilk rakam besiyerini, takip eden “X” ve rakam 6rnek

1313

sayisinl ve isaretinden sonra gelen rakamlar ise koloni sayisini gostermektedir.
Ornegin; 1X18-2: MRS besiyeri, onsekiz sayili érnek ve ikinci koloni; 2X13-3: MRS-
5C besiyeri, on ti¢ sayili 6rnek ve tigiincii kolonidir.
3.2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Morfolojik ve Biyokimyasal
Ozelliklerinin Belirlenmesi
Muhtemel LAB izolatlarda morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri i¢in 6ncelikle

Gram boyama ve katalaz testi uygulanmistir.
3.2.5.1. Gram boyama

Laktik asit bakteri izolatlar1 MRS sivi besiyerinde 30°C'de 18-24 saat
aktiflestirilmig daha sonra taze kiiltiirler steril 6ze yardimiyla alinarak lam iizerine
yayilip, havada kurutulup 1s1l islemle tespit edildikten sonra 1,5 dakika kristal viyole,
3 dakika iyot ¢ozeltisi, 10 saniye dekolorizasyon ¢ozeltisi ve son olarak 30 sn safranin

ile boyanmistir. Ardindan mikroskop yardimiyla izolatlarin Gram boyanma 6zellikleri,
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morfolojileri ve safsizligi belirlenmistir (Goh and Philip, 2015). Menekse renkli

hiicreler Gram pozitif olarak tanimlanmuistir.
3.2.5.2. Katalaz Testi

Laktik asit bakteri izolatlariin katalaz enziminin (hidrojen peroksit oksid
rediiktaz) varligin1 saptamak amaciyla yapilmistir. MRS siv1 besiyerinde 30°C'de 18-
24 saat ¢ogaltilan LAB izolatlar1 taze kiiltiirlerinden MRS kat1 besiyeri tizerine 20 pLL
nokta ekim yapilmis ve 30°C'de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonras1 gelisen taze kiiltlirlerden steril 6ze yardimiyla alinarak lam iizerine yayilmis
ve lizerine %3 liik hidrojen peroksit soliisyonundan damlatilip mikroskop altinda hava
kabarciklarmin olusup olusmadigi kontrol edilmistir. Katalaz enziminin hidrojen
peroksiti (H202), su (H20) ve oksijene (O2) ayristirarak gaz kabarciklarinin olusmasini
saglamasi nedeni ile gaz habbecikleri olusturan 6rnekler katalaz pozitif olarak kabul

edilmistir (Yakit, 2019).
3.2.6. Laktik Asit Bakteri izolatlarinin EPS Uretiminin Belirlenmesi

Laktik asit bakteri izolatlar1 igerisinde potansiyel EPS iireticilerinin 6n se¢imi
MRS-sukroz kat1 besiyerinde gelistirilen kolonilerinin uzama 6zellikleri incelenerek
gerceklestirilmistir. Uzama testinin uygulanmasi igin LAB izolatlarinin MR S-sukroz
s1v1 ortaminda 30°C'de 24 saat ¢ogaltilan hiicre kiiltiirinden ODgoo= 0,3 olacak sekilde
astlama kiiltlirti hazirlanmistir. Asilama kiiltiirtinden 0,5 mL alinip 5000 xg degerinde
5 dakika santrifiijlenerek pellet toplanmis, 1 mL steril fizyolojik su ile yikandiktan
sonta 0,2 mL steril fizyolojik su ile silispansiyon haline getirilmistir. Bu
siispansiyondan MRS-sukroz kat1 besiyeri tizerinde 30 pL nokta asilama yapilmis
(5x107 bakteri; 6 nokta/petri) ve 30°C'de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda
gelisen kolonilere steril bir 6ze dokundurulup yavasca cekilerek uzama 6zelliginin
varlig1 test edilmis ve 5 mm veya daha fazla uzama gosteren izolatlar potansiyel EPS

tireticileri olarak degerlendirilmistir (Montersino et al., 2008; Bounaix et al., 2009).
3.2.7. EPS’lerin izolasyonu ve Saflastirilmasi

Potansiyel EPS {ireticileri olarak secilmis laktik asit bakterilerinin EPS’lerinin
izolasyonu Dertli (2013) tarafindan belirtilen yonteme gore yapilmistir. EPS {iretimi
igin her bir LAB izolati1 1000 mL MRS-Sukroz igeren sivi besiyerine asilanmis ve
calkalamali inkiibatorde 150 rpm hizda kanstirilarak 30°C sicaklikta 48 saat
gelistirilmistir. Fermantasyon ortami 3 M NaOH kullanilarak 6 saatte bir 6 pH’ya
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ayarlanmistir. Takiben kiiltiir sivist 6000 xg degerinde 4°C’de 30 dakika
santrifiijlenerek pellet ve silipernatant kismi ayrilmistir. Ayrilan siipernatanta esit
hacimde soguk etanol ilave edilip 4°C’de 1 gece bekletilerek saliverilen EPS
cokeltilmistir. Pellet kismi1 ise 6nce 50 mL saf su ile siispanse edilmis ve takiben
kapstiler EPS’nin ayrilmasi i¢in EPS ¢oziinene kadar 0,05 M EDTA uygulanmustir.
Islem sonras1 6000 xg degerinde santrifiij islemi (4°C’de, 30 dakika) uygulanmis ve
pellet kism1 ayrilmistir. Bu basamakta toplanan siipernatanta da esit hacimde soguk
etanol ilave edilip 4°C’de 1 gece bekletilerek kapsiiler EPS ¢okeltilmistir. Bu
asamadan sonra hem kapsiiler hem de ortama saliverilen EPS iizerine EPS’yi
¢Oziinmesini saglayacak kadar (her EPS i¢in farkli olabilir) saf su eklenmis, 50°C’de
sitilarak ¢oziilmiis ve 2 kati hacminde soguk etanol ilave edilerek bir gece 4°C’de
bekletilmistir. Takiben tekrar 6000 xg degerinde 4°C’de 30 dakika santrifiigasyon ile
cokeltilip siipernatant ayrilarak EPS elde edilmistir.

Elde edilen EPS’yi saflagtirma islemlerinde dncelikle EPS diginda bulunabilecek
seker bazli bilesenlerin uzaklastirilmasi i¢in ham EPS saf suda ¢oziindiiriiliip 3 giin
diyaliz (12-14 kDa) edilmistir. Daha sonra EPS’ye karigsmis olabilecek protein temelli
bilesenlerin uzaklastirilmasi i¢in diyaliz edilmis EPS ¢ozeltilerine %10 TCA ¢ozeltisi
eklenmis ve 4°C’de bir gece bekletilmistir. Cokelen proteinler 6000 xg’de 30 dakika
santrifiij edilerek EPS’den ayrilmistir. Bu islemin ardindan siipernatanta 2 kat1 kadar
soguk etanol ilave edilmis, 4°C’de bir gece bekletilmis ve ¢okelen EPS santrifiigasyon
ile elde edilmistir. Izole edilen saflastirilmis ekzopolisakkaritler liyofilize edilip ileri
caligmalar icin -20°C'de saklanmistir (Orsod et al, 2012). Liyofilize edilen EPS’ler
tartilip kurutma kabinin darasi ¢ikarildiktan sonra kuru agirligi g/L olarak

hesaplanmuistir.
3.2.8. EPS Ureticisi LAB’lerinin 16S rDNA Dizi Analizi Ile Tanimlanmasi
3.2.8.1. LAB izolatlarinin Genomik DNA izolasyonu

Ekzopolisakkarit iireticisi LAB 1izolatlarinin molekiiler diizeyde tanimlanmasi
icin oncelikle genomik DNA saflastirma kiti (Invitrogen, Thermo Fischer, ABD)
kullanilarak genomik DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu i¢in -20°C’de
bulunan LAB izolatlar1 aktiflestirilmis ve MRS kat1 besiyerine ¢izim yapilarak
30°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Tek diisen koloniler MRS siv1 besiyerinde
cogaltilmis ve takiben kiiltiir sivisinin bulanikligi 0.5 McFarland olacak sekilde
ayarlanmistir (~108 kob/mL). Kiiltiir stvist 8000 xg degerinde 15 dakika santrifiij
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edilerek pellet kismi ayrilmis ve pellet iizerine 300 pLL TE tampon ¢ozeltisi eklenip
8000 xg degerinde 15 dakika santrifiijlenmek ve siipernatant kismi ayrilmak suretiyle
yikanmistir. Bu yikama islemi 3 kez uygulanmistir. Yikanarak besiyeri kalintilari
giderilen pelletlere 180 uL lizozim ¢dzeltisi ilave edilmis ve hiicrelerin par¢alanmasi
i¢in su banyosunda 37°C’de 1 saat tutulmustur. Siire sonunda izolasyon kiti ile birlikte
verilen 20 pL proteinaz-k, 200 pL genomik liziz ¢ozeltisi eklenip vorteks ile 1 dakika
boyunca dikkatlice karistirllmig ve 55°C’del saat su banyosunda inkiibe edilmistir.
Stire sonunda 20 L. RNA-az eklenip oda sicakliginda 15 dakika bekletilmis ve takiben
200 pL %96°lik etanol ilave edilip vorteks ile 1 dakika karistirilmistir. Elde edilen
DNA karisimi membran filtre bulunan toplama tiiplerine aktarilarak 10000 xg
degerinde 1 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra membran filtre izolasyon kitinde
bulunan yikama tamponu 1’den 500 pL ilave edilerek 10000 xg 1 dakika, takiben
yikama tamponu 2’den 500 uL ilave edilerek 14000 xg degerinde 3 dakika daha
santrifiij edilmistir. Ardindan DNA eliiasyonu i¢in, elilasyon tamponu ilave edilip oda
sicakliginda 3 dakika bekletilmis ve sonra 14000 xg degerinde 1 dakika santrifiij
edilmistir. Eliiasyon islemi sonrasinda izole edilen DNA 6rneklerinin saflik kontrolii

gergeklestirilerek PZR analizlerinde kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.8.2. LAB izolatlarinin Genomik DNA’sinin Saflik Kontrolii

Izole edilmis saflastirilan genomik DNA’larin saflik kontrolleri %1°lik agaroz
jel tlizerinde elektroforez sisteminde (Cleaver) yiiriitiliip, DNA goriintiileme
sisteminde (Vilber Lourmat) goriintiilenerek belirlenmistir. Yiirlitme jelinin
hazirlanmast i¢in %1 agaroz iceren soliisyon mikrodalga firinda 1sitilarak
¢oziindiirilmiis, 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra iizerine 5 pL etidyum bromit

cozeltisi ilave edilmis ve yatay elektroforez plakasina dokiiliip tarak yerlestirilmistir.

Daha sonra jel olusumu i¢in 40-45 dakika bekletilmistir. Siire sonunda
elektroforez tankina yerlestirilmis, jelin lizerini kapatacak hacimde 1xTBE tampon
cozelti ilave edilmis ve tarak jelden c¢ikarilmistir. Agaroz jel tizerindeki ilk kuyucuga
mikropipet yardimiyla 3 pL. DNA marker 2,5 pL yiikleme boyast ile karigtirarak
yiiklenmistir. Devamindaki kuyucuklara ise 10 pL DNA 6rnegi ile 2,5 pL yiikleme
boyast karisimi yiiklenmistir. Elektroforez islemi, 100 voltta yaklasik 45 dakika
yiiriitiilerek yapilmis ve siire sonunda agaroz jeli 366 nm dalga boyunda ultraviyole

151k altinda incelenmistir (Neria-Gonzalez et al., 2006).
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3.2.8.3. LAB izolatlarin 16S rDNA Bélgesinin PZR ile Cogaltilmasi ve
Dizi Analizi

LAB izolatlarinin tanimlanmasi i¢in 16S rDNA gen bolgesi 0,2 mL’lik PZR
tiiplerinde Termal Cycler kullanilarak saf olarak elde edilmistir. DNA Orneklerinin
16S rDNA genini kodlayan DNA bolgesinin ¢ogaltilmast forward 5°-AGA
GTTTGATCCTGGCTCAG-3* ve reverse 5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3
primer ciftleri kullanilarak gergeklestirilmistir (De Vuyst et al., 2002; Vancanneyt et
al., 2006; Ozel vd., 2012). Bu amagla asagida Tablo 3.2’de bilesimi verilen PZR
karisimi ve detaylar1 Tablo 3.3’de verilen PZR protokolii takip edilmistir.

Tablo 3.2. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan karigim

PZR Karisim Hacim (uL)
Master mix (GoTaq® Hot Start Colorless Master Mix) 12,5
16S primer (forward) 0,5

16S primer (reverse) 0,5
Steril ultra saf su 10,5
Ornek DNA (50 ng/uL son konsantrasyon) 1
Toplam 25

Izolatlarn 16S rDNA gen bdlgesinin ¢ogaltilmast igin 25 pL PZR karisimi
eklenmis PZR tiipleri termal dongiileme cihazina yerlestirilmis Tablo 3.3’de verilen

151l dongii ve siire diyagramu sirasi ile gergeklestirilmistir.

Tablo 3.3. Laktik asit bakterileri i¢in uygulanan PZR kosullar

PZR Asamasi Sicakhik Zaman
On Denatiirasyon 95°C 15 dakika
- 95°C 1 dakika
35 Dongi 55°C 1,30 dakika
Uzama 72°C 3 dakika
Son uzama 72°C 10 dakika

Cogaltilan PZR {irlinlerinin dogrulugu ve saflik kontroli %1,5’lik agaroz jelde
PZR DNA markeri ile birlikte 100 voltta 1 saat yiiriitiiliip GelDoc Sisteminde (Vilber
Lourmat, Quantum ST5) bantlar kontrol edilmistir. Uygun goriiniim veren bantlara ait
PZR amplifikasyon iriinleri, QIAquick PZR piirifikasyon kiti (Qiagen, Valencia,
USA) ile saflagtirilmigtir. Elde edilen 16S rDNA gen bdlgesinin dizi analizi ii¢ primer
kullanilarak hizmet alim1 yoluyla (Macrogen firmasi) ger¢eklestirilmistir. 16S rDNA

gen bolgesi dizi analizinde kullanilan primerler EK4’de verilmistir.
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LAB’lerinin 16S rDNA kodlayan gen bolgelesinin dizi analizi sonucu elde

edilen ABI formatindaki kromatogram dosyalari, Chromas versiyon 1.7.5 (C.
McCarthy, School of Health Sciences, Griffith University, Queensland, Australia) ile
birlestirilmis ve EzTaxon Server (URL-13; Kim et al, 2012) kullanilarak, en yakin
akraba organizmalarla olan 16S rDNA gen bdlgesi niikleotit benzerligi belirlenmistir.
Filogenetik analizler icin MEGA X programi, hizalama icin de ayn1 programin
CLUSTAL W secenegi kullanilmigtir (Tamura et al, 2011). Bootstrap testi 1000
tekrarli olarak yapilmistir. En az %98,7 ve daha yiiksek benzerlige sahip izolatlar ayni
tiir olarak kabul edilmistir.

3.2.9. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Karakterizasyonu

3.2.9.1. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Fonksiyonel Gruplarinin

Belirlenmesi

Ekzopolisakkaritlerin ana fonksiyonel gruplari kizilotesi absorbsiyon
spektrofotometresi (FTIR) kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in liyofilize edilmis
ekzopolisakkaritten 1 mg alinmis ve 100 mg KBr tozu ile homojen sekilde
karistirilmistir. Hidrolik pres kullanilarak bir diske basilarak topak haline getirilmis ve
elde edilen disk 4000-400cm™ araliginda FTIR spektral dlgiimiine tutulmustur. Elde
edilen pikler degerlendirilmistir (Ye et al., 2019, Xu et al., 2019).

3.2.9.2. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Toplam Seker Miktarinin
Belirlenmesi

Ekzopolisakkaritlerin toplam seker miktarlar1 fenol-siilfirik asit yontemine gore
yapilmistir. Bu yontemde ilk olarak liyofilize edilmis ekzopolisakkaritten 1 mg/mL
konsantrasyonda 1000 uLL EPS ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ardindan 96’lik mikroplaka
kuyularina sirayla her bir 6rnekten 50 pL koyulmus, daha sonra iizerine 150 pL
%98’lik stilfirik asit ilave edilerek EPS ornekleri monosakkarit birimlerine
indirgenmistir. Bunu takiben kuyulardaki karisimin iizerine 30 uL %5°’lik fenol ilave
edilmis, renk gelisimi i¢in 5 dakika bekletilmis ve drneklerin optik yogunlugu 490 nm
dalga boyunda ELISA okuyucuda (Multiscan, Thermo FC) taranmistir. Liyofilize
EPS’lerin toplam seker miktari, farkli oranlarda glikoz igeren Standart ¢ozeltiler igin
490 nm dalga boyundaki absorbans degerlerine karsilik c¢izilen standart grafik ile
karsilastirilarak belirlenmistir (Zehir, 2017).
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3.2.9.3. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Seker Iceriginin Belirlenmesi

Ekzopolisakkaritlerinin seker igerigi yiiksek basingli stvi kromatografisi (HPLC)
kullanilarak belirlenmistir. Analiz i¢in ilk olarak saflagtirilmis ve liyofilize edilmis
EPS’ten 20 mg/mL konsantrasyonda 1000 uLL EPS ¢6zeltisi hazirlanmistir. Daha sonra
temiz steril bir tlip icerisine hazirlanan EPS ¢ozeltisinden 800 puL alinmis ve iizerine
218 pL %72’lik formik asit (HCOOH) eklenip 95°C'de 2 saat su banyosunda
bekletmistir. Siire bitiminde oda sicakligina sogutulmus ve iistiine 500 pL 5M
potasyum hidroksit (KOH) eklenerek nétralize edilmistir. Ardindan tiipler 12000
xg’de 5 dakika santrifiij edilmis ve slipernatant kismi 0,25 pm porlu siringa filtreden
gegirilmistir. Hazirlanan 6rnekleri bir CARBOsep CHO-682 Pb kolonu ve RID-10A
kirtlma indisi detektorii kullanihip HPLC sistemine 20 pL enjekte edilerek analiz
gerceklestirilmistir. Analizde mobil faz olarak 0,7 mL/dk™* akis hizinda 25°C’de H20
kullanilmistir. Standart monosakkaritler olarak glukoz, galaktoz, fruktoz, maltoz

kullanilmustir (Ispirli et al., 2019).
3.2.9.4. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Termal Ozelliginin Belirlenmesi

Laktik asit bakteri ekzopolisakkaritlerinin termal 6zelligi, diferansiyel taramali
kalorimetre (Differential Scanning Calorimetry, DSC) kullanarak belirlenmistir.
Analiz saflagtirilmig ve liyofilize edilmis EPS’ten aliminyum 6rnek kabina (pan) 5-10
mg arasinda tartilip, Ornek kabinin agzi1 kapatilmistir. Daha sonra hazirlanan 6rnek
kabi Perkin Elmer DSC 8000 termal analiz sistemine yerlestirilmis ve azot gazi
atmosferinde 10-450°C sicaklik araliginda 10°C dk™ 1sitma hiz1 uygulanarak analiz

gerceklestirilmistir (Taylan et al., 2019).
3.2.9.5. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Reolojik Ozelliginin Belirlenmesi
3.2.9.5.1. Yatiskan Fazdaki (Steady Shear) Ozelliklerinin Belirlenmesi

Liyofilize EPS’lerin viskozite 6zelligi HAAKE MARS IIl (Thermo Scientific,
ABD) reometrede Cone (C35/2°Ti L 0,104 mm bosluk ile D=17,5 mm) sensor
kullanilarak gergeklestirilmistir. Viskozite analizi, 2 mL steril saf suda 80 mg EPS (%
4) ¢oziindiiriilerek hazirlanan EPS ¢ozeltisinde 4°C sicaklik ve 0,1-100 s kesme hizi
araliginda 120 saniye siirecek sekilde yapilmistir. Artan kesme hizina (y) bagl olarak
kayma gerilim degerleri Herschel-Bulkley modelli uygulanarak akis davranis indeksi
degerleri hesaplanmistir. Orneklere ait 50 s kesme hizindaki goriiniir viskozite

degerleri (#50) gosterilmistir (Y1lmaz vd., 2014).
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To- kayma gerilimi (Pa)

Herschel-Bulkley modeli: T = 7, + K(y)* K- kivam katsa}’_‘fl (Pa sn) (Formiil 3)
Y - kayma hizi (s*)
n - akig davranis indeks

3.2.9.5.2. Dinamik Titresimli Kayma (Dynamic Shear) Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Hazirlanan EPS ¢ozeltilerinin dinamik titresimli kayma 6zellikleri belirlenmesi
icin frequency sweep test uygulanarak gerceklestirilmistir. Frequency sweep test
gergeklestirilmesi i¢in Oncelikle dogrusal viskoelastik (LVR) bolgenin belirlenmesi
icin amplitude sweep test uygulanmistir. Amplitude sweep testi 4°C sicaklikta 0,001-
10 Pa arasinda 0,1 Hz’da 120 s siirede gergeklestirilerek EPS 6rneklerinin dogrusal
viskoelastik bolgeleri belirlenmistir. Daha sonra frequency sweep testi 4°C sicaklikta
0,1 Pa ile 0,1-100 Hz (0,628-628,3 rad s) araliginda 120 saniye siirecek sekilde
yapilmistir. Elde edilen elastikiyet modiilii (G") ve vizkozite modiilii (G") degerleri,
asagidaki denklemler kullanilarak dinamik titresimli kayma hesaplanmistir

(Saricaoglu, 2020).

G' =K'(o)n’ K’ ve K" - kayma gerilimi (Pa s™) )
G = K”((,l))n” n’ven'" - Gglm degerleri (Formlll 4)
o- kayma hizi (s%)

3.2.9.5.3. Sicakhga Bagh Davrams (Temperature-dependent)
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Liyofilize EPS’lerin sicakliga bagli davramig ozelliklerinin belirlenmesi icin
temperature sweep test uygulanmistir. Temperature sweep testi 10-80°C araliginda
(sicaklik artis hizi 3°C/dk) 20 st sabit kesme hizinda 22 dakika siirede
gerceklestirilmistir. Elde edilen kesme hizina karsilik kayma basinci degerleri,
Arrhenius modelli uygulanarak akig davranis indeksi degerleri hesaplanmistir (Ayyash
et al., 2020b).

n- kayma gerilimi (Pa s%)
. . E noe- frekans faktorii
Arrhenius modeli: 1 =10e oo E_- aktivasyon enerjisi (kJ/mol) (Formiil 5)
R- evrensel gaz sabit
T-sicaklik (°C)
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3.2.9.6. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Yiizey Yapisinin Belirlenmesi

Laktik asit bakteri ekzopolisakkaritlerinin ylizey yapilar1 taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile gozlemlenmistir. Liyofilize edilmis EPS 6rnegi ¢ift tarafli bant
lizerine yapistirarak 30 dakika siire ile altin filmle kaplanmistir (yaklasik 10 nm).
Ardindan hazirlanmis 6rnekler 5 kV’ta 500, 1000, 2500 biiyiikliikte gézlemlenmistir
(Feng et al., 2019; Ispirli et al., 2020).

3.2.10. istatistiki Analiz

Calisma kapsaminda gida 6rneklerinin kimyasal ve mikrobiyolojik analizleri
sonucunda elde edilen verilerde, LAB izolatlarinin trettikleri EPS miktarlarinda ve
liyofilize edilmis EPS’lerinin toplam seker miktar1 ve seker iceriklerinde SPSS
programi (SPSS 22.0) ile tek faktorlii varyans testi (ANOVA) kullanilarak istatistiki
analizler yapilmustir. Istatistiksel agidan farklilik Duncan testi kullanilarak %95 giiven

araliginda (p<0,05) belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Samsun 11 sinirlar icerisinde farkli bolgelerden temin edilmis, geleneksel olarak
iretilmis 16 adet yogurt, 4 adet siizme yogurt, 6 adet tursu, 7 adet peynir, 4 adet
cokelek ve 3 adet ¢ig siit gida drneginden ekzopolisakkarit {ireticisi LAB izole etmek
icin gerceklestirilen bu ¢alismada, aseptik kosullara dikkat edilerek tek kullanimlik
steril ornekleme kaplarina aliman orneklerin dnce temel 6zellikleri belirlenmis ve
takiben LAB izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar asagida alt

basliklar altinda verilerek tartigilmistir.
4.1. Gida Orneklerinin Toplam Asitlik, pH ve Kuru Madde I¢erigi

Calisma kapsaminda kullanilan gida 6rneklerinin toplam asitlik, pH ve kuru
madde analiz sonuglar1 drnek tipine gore gruplandirilarak Tablo 4.1°de verilmis ve

hesaplanan ortalama degerler kullanilarak Sekil 4.1-4.3’de gorsel olarak sunulmustur.

Tablo 4.1. Gida 6rneklerinin toplam asitlik, pH ve kuru madde degerleri

Yogurt
Ornek Asitlik H Toplam

No (%) P Kuru Madde (%)
X5 1,12+0,04¢ 3,78+0,07¢ 13,56+0,04¢
X6 0,9140,02¢ 3,98+0,08" 14,88+0,03¢
X7 1,15+0,03¢ 3,6540,04f 13,01+0,05%
X8 0,89+0,05¢ 3,92+0,06" 14,72+0,02°¢
X9 1,05+0,08¢ 3,79+0,03¢ 11,08+0,08f
X10 0,69+0,1¢ 3,99+0,04° 13,86+0,06°
X11 1,07+0,31¢ 3,82+0,03¢ 13,40+0,01°¢
X12 1,0440,05% 3,68+0,04¢ 11,29+0,02¢f
X13 1,0840,01% 3,85+0,03° 19,61+0,13%
X14 1,0240,18% 3,86+0,05° 11,67+0,04f
X15 1,13+0,06° 3,73+0,09% 14,88+0,01°¢
X16 0,44+0,01° 4,09+0,07° 13,01+0,03¢%
X17 0,81+0,04¢ 4,85+0,09° 12,08+0,01¢
X18 1,75+0,062 3,6440,06f 18,35+0,02°
X22 1,25+0,01° 3,87+0,05° 11,790,041
X23 1,02+0,03¢ 3,91+0,04b 11,49+0,03f
Ort. 1,03+0,06 3,90+0,05 13,67+0,04

*Ayni sutunda farkli harfle (a-f) isaretli ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05)
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Tablo 4.2.(Devam)

Peynir
Ornek Asitlik H Toplam
No (%) P Kuru Madde (%0)
X24 0,7140,01° 4,76+0,09¢ 41,54+0,322
X25 0,86+0,07% 4,89+0,08° 42,63+0,22°
X30 0,940,062 3,73+0,01¢ 24,81+0,31°¢
X31 0,36+0,10¢ 5,15+0,02° 23,55+0,04%
X32 0,41+0,03¢ 5,53+0,05" 27,81+0,73%°
X33 0,13+0,02f 6,65+0,09? 39,19+0,42%
X34 0,21+0,03¢ 6,32+0,032 30,04+0,23°
Ort. 0,52+0,14 5,29+0,05 32,80+0,33
Siizme Yogurt
X4 2,43+0,032 3,7240,02° 28,72+0,06*
X19 1,3240,06" 4,510,072 24,27+0,01°
X20 0,63+0,01° 4,85+0,05% 22,16+0,01"
X21 2,12+40,052 3,8240,08" 20,22+0,03°¢
Ort. 1,63+0,04 4,23+0,05 23,84+0,02
Cokelek
X26 0,224+0,042 5,88+0,072 31,58+0,32b¢
X217 0,11=0,04% 5,3840,03° 21,59+0,42°¢
X28 0,11=0,06 5,08+0,05¢ 33,37+0,172
X29 0,14+0,03° 5,71+0,042% 30,58+0,41%¢
Ort. 0,15+0,04 5,51+0,05 29,28+0,33
Cig Siit
X1 0,18+0,032 5,56+0,07° 13,95+0,042
X2 0,16+0,01° 6,76+0,03? 13,32+0,02°¢
X3 0,14+0,05°¢ 6,110,042 13,69+0,03°
Ort. 0,16+0,04 6,14+0,04 13,65+0,03
Tursu
X35 0,82+0,01°¢ 3,3040,024 6,25+0,12¢
X36 1,28+0,222 3,47+0,02° 4,81+0,32°
X37 1,02+0,10° 3,49+0,03¢ 7,51+0,21°
X38 1,10+0,05° 4,17+0,05° 6,35+0,73¢
X39 0,78+0,03¢ 3,43+0,06¢ 11,16+0,422
X40 1,09+0,01° 4,61+0,022 5,82+0,21¢
Ort. 1,02+0,06 3,75+0,03 6,98+0,33

*Aym sutunda farkli harfle (a-f) isaretli ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

45



4 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
S 1
o H
3 i
™
8 1
e L e e !
©
S
o
II
I
S
—
™
S
< =
«© =
— 12}
S <
c
-3
<
(%2}
= 8
F H p=
To)
9 -
o 11
<
1
()
o
I\
L
=)
-
= ©
=
=) 9 _E-
- =< o - 3_|......
=23 a9 o R
ERSECRZR = -
V0 S X e & N
C Q= ==
0 OO =®
BE 11880
1 1 1
o o o o o
o o S L0 S
N — — o o

% USPUISUID JIse Y1fe]

Sekil 4.1. Gida drneklerinin ortalama titrasyon asitlik degerleri

4,23+0,05

7,00

™
o
o
|I
Yo}
~
™
< e s s s s s sy s s s s s sy sy s sy sy iy iy iy iy iy iy iy iy i i
O P T
n.ﬂ B e s e e e e R e R R
4 .
o B s R e R R
o EEE T T R E PR E R g
Yo}
-
o
II
—
L
Lo
S E
o K
o
II
(2] | mi
N H
[Te)
kY
z kY
= H !
N .
» VO.. R Eu S Lt -
-
= = 2= = &
5= 'c 9V 7 £
0 S| X g = N
C D P = =B o=
o OO HE®m
08 DBOoR A
L 1 1 1 1 1 1
o o o o o o o
(2 < < (2 < 52 <
© Te) < ™ (V] — o

pH
Sekil 4.2. Gida 6rneklerinin ortalama pH degerleri
46




32,8+0,36
BYogurt
3000 | EPeynir 29,28+0,33
2 Cokelek
@ Cig Siit
@ Tursu
25,00 r M Siizme Yogurt 23,84+0,02
20,00 ==
8 =
15,00 | 13,65+0,03
BB Mo e :::
PR - -
PR - -
PR - -
10,00 =
oo -
PR - -
PR - -
PR - -
500 AW N =
PR - -
PR - -
PR - -
PR -
PR - -
0,00 R ey T

Toplam Kurumadde

Sekil 4.3. Gida drneklerinin ortalama kuru madde degerleri

Calismada ekzopolisakkarit tireticisi LAB izole etmek igin kullanilan
orneklerin mikrobiyota iizerine de etkili olan genel bilesimi hakkinda bilgi sahibi
olmak igin gerceklestirilen toplam titrasyon asitligi, pH ve kuru madde analizlerinde
elde edilen degerler Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi (Anonim, 2009)
referans degerleri ile karsilastirilmistir. TGK Fermente Siit Uriinleri Tebligi’nde
(Anonim, 2009) yogurdun titrasyon asitligi %0,6-1,5 (laktik asit cinsinden) olarak
belirlenmistir. Yogurdun pH degeri ilgili olarak bir standart deger bulunmasa da
genelde isletmelerde kazeinlerin izo-elektrik noktasi, yani 4,6 pH degerine diismesi
inkiibasyonun sonlandirilmasi i¢in gerekli olan bir deger olarak ifade edilmektedir.
Caligmada kullanilan yogurt orneklerinin titrasyon asitligi degeri (laktik asit
cinsinden) %0,44-1,75, pH degeri de 3,64-4,85 pH arasinda belirlenmistir. Toplam 16
adet yogurt 6rneginden 1 adedi %0,6’ten kiigiik, 1 adedi %1,5’ten biiylik degere
sahiptir. Yogurt 6rneklerinin 14 adedinin %0,6-1,5 arasinda titrasyon asitligi degerine
sahip olarak TGK Fermente Siit Uriinleri Tebligine (Anonim, 2009) uygun oldugu
saptanmistir. Yogurt drneklerinden bir 6rnek hari¢ diger 6rneklerinin pH degeri 4,6’ya
esit veya diisiik saptanmistir. Analiz edilen yogurtlardan X17 numarali 6rnek istatistiki
olarak tiim oOrneklerden farkli (p<0,05) ve en yiiksek pH degerlerine sahip iken,
titrasyon asitligi agisindan X16 numarali 6rnek digerlerinden farkli (p<0,05) ve en
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diisiik degere sahiptir. Titrasyon asitligi agisindan en yiiksek asitlik degerine sahip X18
numarali 6rnek istatistiki olarak tiim 6rneklerden farkli (p<0,05) iken, ayn1 6rnek X7
ile birlikte en diisiik pH degerine sahip ve digerlerinden farklidir (p<0,05). Calismada
kullanilan siizme yogurt drneklerinin titrasyon asitligi degeri (laktik asit cinsinden)
%0,63-2,43, pH degeri 3,72-4,85 arasinda tespit edilmistir. Analiz edilen slizme
yogurtlarinin X20 numarali 6rnekleri istatistik olarak diger 6rneklerden farkl (p<0,05)
ve en disiik asitlik degerine sahip iken, ayn1 6rnek en yiiksek pH degerine sahiptir ve
X19 disindakilerden istatistiki olarak da farklidir (p<0,05). Calismada kullanilan tiim
yogurt drneklerinde tespit edilen pH degerleri Bakirci vd. (2015) ve Cetin vd. (2014)

tarafindan yapilan ¢aligmalar ile uyumluluk gostermektedir.

Yogurt 6rneklerinin toplam kuru madde orant %11,49-19,61 arasinda tespit
edilmisken siizme yogurt Orneklerinin toplam kuru madde igerigi %20,22-28,72
arasinda belirlenmistir. Yogurt érneklerinin 5 adedinde kuru madde oran1 %12 ’nin
altinda bulunmustur. Yogurt érneklerin kuru madde sonuglar1 Kose (2018), ve Ceylan
ve Biberoglu (2013) tarafindan yapilan c¢alismalarin sonuglari ile benzerlik
gostermektedir. Karahan (2016) tarafindan Batman ili merkez kdylerinden toplanan
20 adet yogurt drneginin ortalama sonuclar1 da 3,88 pH, %0,996 asitlik ve %13,70

kuru madde olup bizim elde ettigimiz degerleri ile benzerlik gostermektedir.

Calisma kapsaminda kullanilan 7 adet peynir 6rneginin titrasyon asitligi degerinin
(laktik asit cinsinden) %0,13-0,94 arasinda, pH degerinin 3,73-6,65 arasinda, toplam
kuru madde oranlarmin da %?23,55-42,63 arasinda oldugu tespit edilmistir. Peynir
orneklerinden X30 numarali 6rnegin en yiiksek toplam asitlik degeri (%0,94) ile X25
hari¢ digerlerinden farkli oldugu saptanmstir (p<0,05). X33 ve X34 numarali 6rnekler
de istatistik olarak birbirinden farksiz (p<0,05), diger tiim 6rneklerden farkli (p<0,05)
ve en disiik titrasyon asitligi ve en yiiksek pH degerlerine sahiptirler (p<0,05). X25
nolu 6rnek en yiiksek kuru maddeye (%42,63) sahiptir ve X24 ile X33 6rnekleri ile
benzer igeriktedir (p>0,05). Orneklerin kimyasal sonuglarmim farklilik gostermest,
peynirlerin degisik sartlarda iiretilmesi, farkli tuzlama ve olgunlastirma islemlerinin
gerceklestirilmesi ile farkl sartlarda ve siirelerde muhafaza edilmesine baglanmistir.
Orneklerinin ortalama titrasyon asitligi ve ortalama pH degeri, Aydin ve Ardig (2019)
tarafindan yapilan ¢alismanin ortalama toplam asitlik (%0,38) ve pH (5,66 pH)
degerleri ile benzerlik gosterirken, kuru madde degeri ayni ¢alismanin ortalama kuru

madde degerinden (55,44) oldukca diisiiktiir. Erdem (2016) tarafindan yapilan
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caligmada belirlenen ortalama asitlik degeri (%1,80), pH degeri (5,10 pH) ve kuru
madde degeri (%54,94) ¢calismamizda elde edilen sonuglardan daha yiiksektir.

Siit, yogurt ve yayik ayranindan olmak tizere farkli hammaddelerden iiretilebilen
geleneksel bir peynir ¢esidimiz olan ¢okelek beyaz peynirden ayri olarak ele alinmstir.
Calismada kullanilan ¢okelek 6rneklerinin toplam asitlik degeri (laktik asit cinsinden)
%0,11-0,22 arasinda ve ortalama %0,15, pH degeri 5,08-5,88 arasinda ve ortalama
5,51, toplam kuru madde orani da %21,59-33,37 arasinda ve %?29,28 olarak tespit
edilmistir. Keles vd. (2004) tarafindan Hatay yoresinde taze olarak tiiketime sunulan
50 adet ¢okelek Orneginde saptanan ortalama toplam asitlik (%0,78) ve kuru madde
degeri (%48,80), Samsun yoresi ¢gokeleklerinde belirlenen ortalama degerlerden daha
yiiksek iken pH degeri (4,55 pH) daha diisiik olarak tespit edilmistir. Celem vd (2018)
tarafindan belirlenen ortalama titrasyon asitligi (%0,6) degeride samsun 6rneklerinden
yiiksek iken kuru madde (%30,12) ve pH degerleri (4,6 pH) daha diisiik bulunmustur.
Goriilen bu farkliliklar {iretim teknigi, kullanilan hammaddeler, muhafaza ve satis

kosullarindaki farkliliklara baglanmaktadir.

Calismada kullanilan ¢ig siit 6rneklerinin toplam asitlik degeri ortalama %0,16
olarak (laktik asit cinsinden), pH degeri 6,14, toplam kuru madde igerigi de %13,65
olarak belirlenmistir. Tiirk Gida Kodeksi Cig Siitiin Arzina Dair Tebligi’nde (Anonim,
2017); toplam asitlik degeri %0,135-0,200 (laktik asit cinsinden) arasinda, yagsiz kuru
madde degeri en az %38,5 ve siit yagi oran1 da %3,4 olarak belirlenmistir. Siit 6rneklerin
analiz sonuglari ortalama degerlerinin TGK Cig Siitiin Arzina Dair Tebligi (Anonim,
2017) kapsaminda degerlendirilmesinde: Orneklerin toplam asitliginin bu smirlarin
igerisinde; kuru madde degerinin de dstiinde oldugu saptanmistir. Her ikisi de iyi
ozellikler olarak kabul edilebilir. Ancak toplam asitlik degerinin kodeks degerlerinin
¢ok altinda olmasi siite soda veya hidrojen peroksit gibi koruyucu maddelerin
katildigina da isaret edebilir. Yeni sagilmis inek siitiiniin pH degerinin de 6,6-6,8
arasinda oldugu bildirilmektedir (Ugiincii, 2005). Siitiin pH degerinin 6,8’in iizerinde
olmasinin mastitis hastaliginin ya da siite notralize edici madde ilavesinin gostergesi
olabilecegi kabul edilmektedir (Kesenkas ve Akbulut, 2010; Gilingér vd., 2020).
Caligmada orneklerin pH degerinin bir 6rnekte daha diisiik bir 6rnekte daha yiiksek,
bir ornekte sinir deger igerisinde oldugunun saptanmasi pazarda satilan siitlerin
hijyenik kalitesi hakkinda siipheler olusturmaktadir. Oysa temel bilgilere benzer
sekilde Akin vd. (2016) tarafindan Adiyaman ilinde mevsimsel olarak toplanan ¢ig
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stitlerin titrasyon asitligi degerinin %0,182-0,220, pH degerinin 6,41-6,56, kuru madde
degerinin de %10,05-11,53 arasinda degistigi; Giingdr vd. (2020) tarafindan da
Mardin’de satilan ¢ig siitlerin toplam asitlik degerinin ortalama %0,191, pH degerinin
6,56, kuru madde degerinin de %12,46 oldugu bildirilmistir.

Calisma kapsaminda izolasyon kaynagi olarak kullanilan tursu orneklerinin
ortalama titrasyon asitligi %1,02 (laktik asit cinsinden), pH degeri 3,75, toplam kuru
madde igerigi de %6,98 olarak tespit edilmistir. Yapilan benzer bir caligmada Aljahani
(2020) Suudi Arabistan Riyad ilinin 8 farkli bolgesinden toplanan sebze tursularinin
titrasyon asitliginin %0,14-1,53 (laktik asit cinsinden), pH degerinin 2,77-3,37
arasinda oldugunu bildirmistir. Coskun ve Arici (2005) tarafindan da biber tursularin
ortalama titrasyon asitliginin %0,90 (laktik asit cinsinden), pH degerinin 4,03 olarak
tespit edildigi bildirilmistir. Caligmada kullanilan tursu 6rneklerinin ortalama titrasyon
asitligi degeri hem Aljahani (2020) hem de Coskun ve Arici (2005) tarafindan
saptananlarla benzer iken, pH degeri Coskun ve Arici (2005) tarafindan bildirilen ile
benzer, ancak Aljahani (2020) tarafindan bildirilenden oldukga yiiksektir.

4.2. Gida Orneklerinin Mikrobiyolojik icerigi

Calismada kullanilan gida Orneklerin mikrobiyolojik analiz sonuglar1 da
belirlenmis ve 6rnek tipine gore gruplandirilarak Tablo 4.2’de sonuglar verilmis ve

hesaplanan ortalama degerler de Sekil 4.4’de gorsel olarak sunulmustur.
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Tablo 4.3. Gida 6rneklerinin mikrobiyal icerikleri

Mikroorganizma Sayisi (log kob/g)

Ornek Lactobacill Lact
No actopactlus actococcus TAMB Maya—Kiif
Spp. SPP.
Yogurt
X5 6,53+0,06¢ 6,77+0,499 4,27+0,40 4,630,047
X6 5,37+0,44°¢ 7,45+0,19¢ 5,99+0,31¢ 5,50+1,09¢0f
X7 5,56+0,34¢ 6,45+0,079 6,430,240 4,01+0,09"
X8 7,5740,41° 8,38+0,09« 6,67+0,43%° 5,29+0,059%f9
X9 6,54+0,24¢ 6,60+0,089 6,480,010 6,54+0,24%
X10 6,56+0,09¢ 7,91+0,19% 7,01+0,07° 6,2240,25"
X11 6,52+0,08¢ 4,58+0,08" 4,46+0,04° 4,50+0,149"
X12 6,78+0,03¢ 7,020,081 6,59+0,24°¢ 6,18+0,1%
X13 8,19+0,03° 9,15+0,04® 7,31£0,09% 7,29+0,032
X14 8,63+0,19° 9,57+0,052 6,17+0,96% 5,95+0,690c%
X15 8,31+0,07° 8,560,090 5,95+0,58% 6,02+0,45bcde
X16 7,66+0,05°¢ 8,99+0,09%° 6,93+0,23%¢ 6,74+0,45%
X17 9,24+0,042 8,89+0,27" 4,83+0,05¢ 3,84+0,35"
X18 6,87+0,34¢ 7,58+0,25¢ 8,16+0,512 5,95+0,69%
X22 8,36+0,10° 8,83+0,05" 5,43+0,05% 3,84+0,35°%7
X23 4,86+0,14f 7,060,617 6,25+0,15b 2,2440,34'
Ort. 7,1+0,14 7,74+0,21 6,18+0,28 5,30+0,3
Peynir
X24 7,4140,152 7,05+0,04° 8,19+0,232 5,83+0,48%
X25 7,62+0,042 7,82+0,122 8,05+0,212 5,59+0,12¢
X30 5,88+0,28°¢ 6,48+0,03°¢ 5,51+0,37¢ 5,60+0,11¢
X31 6,43+0,05% 6,66+0,36° 7,16£0,66% 7,64+0,012
X32 7,36+0,492 7,730,042 7,80+0,172 6,69+0,15°
X33 7,32+0,182 7,480,142 7,52+0,76%® 2,95+0,49¢
X34 6,50+0,24° 6,45+0,08°¢ 6,62+0,09° 6,43+0,49¢
Ort. 6,90+0,24 7,08+0,16 7,28+0,42 5,93+0,29
Siizme Yogurt
X4 7,06+0,242 5,77+0,02° 7,840,392 6,48+0,012
X19 5,38+0,17¢ 5,35+0,01° 6,24+0,01°° 6,74+0,45°
X20 5,92+0,48 6,46+0,372 5,67+0,25°¢ 5,48+0,03°¢
X21 6,73+0,23% 6,87+0,292 7,010,422 6,02+0,45%
Ort. 6,27+0,28 6,11+0,17 6,68+0,27 6,18+0,24
Cig Siit
X1 6,25+0,10° 6,910,042 7,16+0,37% 2,80+0,15°
X2 4,84+0,04°¢ 6,61+0,02° 6,58+0,39° 3,23£0,12%
X3 7,77+0,342 6,960,032 7,63+0,182 3,47+0,242
Ort. 6,29+0,16 6,83+0,03 7,12+0,31 3,17+0,17

*Ayn1 sutunda farkli harfle (a-i) isaretli ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05)
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Tablo 4.4. (Devam)

Mikroorganizma Sayisi (log kob/g)

Ornek

No Lactgggcnlus Lactso[;:sccus TAMB Maya-Kiif
Cokelek
X26 6,74+0,022 6,86+0,042 7,59+0,172 7,10+£0,432
X27 5,28+0,32¢ 6,96+0,142 5,68+0,35P 5,50+0,01°
X28 5,00+0,16°¢ 5,15+0,35° 4,83+0,32¢ 4,85+0,290¢
X29 6,66+0,03° 6,69+0,102 7,01+0,202 7,00+0,572
Ort. 5,92+0,13 6,40+0,16 6,28+0,26 6,11+0,33
Tursu

X35 5,51+0,07¢ 4,72+0,03¢ 7,18+0,16P 7,10+0,19°
X36 5,87+0,12¢ 6,85+0,072% 6,02+0,63¢ 3,15+0,37¢
X37 6,87+0,34° 6,41+0,66° 6,13+0,03¢ 3,35+0,24¢
X38 6,24+0,05¢ 6,03+0,46" 9,91+0,142 8,96+0,322
X39 5,62+0,07¢ 5,22+40,10°% 5,33+0,44¢ 4,03+0,07¢
X40 7,58+0,192 7,670,392 4,71+0,13¢ 5,67+0,60%
Ort. 6,58+0,16 6,33+0,4 6,52+0,19 5,50+0,31

*Ayni sutunda farkli harfle (a-i) isaretli ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05)
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@ Peynir
Sekil 4.4. Gida 6rneklerinin mikrobiyal igerikleri

Lactococcus spp.

= Siizme Yogurt

“ Yogurt




Yogurt; olusumunda esas olan laktik asit fermantasyonu ile tat ve aroma
gelisiminde 6nem tasiyan laktik asit bakterilerini igermesi dolayisiyla yiiksek sayida
canlt mikroorganizma bulunduran fermente bir siit iiriiniidiir. Bu nedenle ¢alismada
onemli izolasyon kaynaklarindan birisi olmus ve temel mikrobiyolojik 6zellikleri
belirlenerek elde edilen mikrobiyolojik analiz sonuglar1 Tablo 4.2°de verilmistir.
Yogurt 6rneklerin Lactobacillus spp. sayis1 4,86-9,24 log kob/g arasinda ve ortalama
7,10 log kob/g; Lactococcus spp. sayisi 4,58-9,57 log kob/g arasinda ve ortalama 7,74
log kob/g; TAMB sayis1 da 4,27-8,16 log kob/g arasinda ve ortalama 6,18 log kob/g
olarak belirlenmistir. Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’nde yogurdun
toplam spesifik mikroorganizma sayismin en az 1,0x10° kob/g, toplam canl
mikroorganizma sayisinin da en az 1,0x10° log kob/g olmasi gerektigini
bildirmektedir.

Analiz edilen yogurt Orneklerinin spesifik mikroorganizma sayisinin 3
tanesinde, TAMB sayisinin da 7 tanesinde belirtilen saymin altinda oldugu
belirlenmistir. Orneklerin ortalama sayilar1 ise fermente siit iriinleri tebliginde
belirlenen limitin tizerindedir. Ayrica yogurt drneklerinde belirlenen Lactobacillus
spp. ve Lactococcus spp. Sayilarimin araligi, Karakus (2013) tarafindan yapilan
calismada elde edilen araliktan (Lactococcus spp. 5,3-8,6 log kob/g, Lactobacillus
spp. 5,8-8,7 log kob/g) daha yiiksek tespit edilmistir. Ote yaninda Donkor et al. (2006)
tarafindan yapilan ¢alismadaki sayilardan da (Lactococcus spp. 8,39-8,47 log kob/g,
Lactobacillus spp. 8,32-8,55 log kob/g) daha yiiksek sayiya sahip 6rnek/drnekler

tespit edilmistir.

TGK Fermente Siit Uriinleri Tebligi’nde (Anonim, 2009)  yogurdun
mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi agisindan koliform bakteri sayisi ile maya-
kiif sayis1 6nemli bir kriter olarak alinmaktadir. Analiz edilen 5 6rnekten en fazla 2
tanesinde maya ve kiif sayisinin 102-10° kob/g bulunmamas: gerektigi bildirilmistir.
Maya ve kif gelisimi diisik pH’ya sahip yogurtta bozulma agisindan 6nem
tasimaktadir. Temel kalite kriterlerinden olan maya-kiif sayis1 yogurt drneklerinde
2,24-7,29 log kob/g ve ortalama 5,30 log kob/g olarak tespit edilmistir. Bu igerik ile
yogurt Orneklerinin 14 adedi maya-kiif sayist acisindan tebligde yer alan smnir
degerden (10%-10° kob/g) daha yiiksek igerige sahiptir. Analiz edilen yogurt

orneklerinde yiiksek sayida maya-kiif bulunmasi iiretim sirasinda hijyenik kosullara
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gercken hassasiyetin gosterilmedigini ve iiretimden sonra muhafazada da uygun
sicaklik kriterlerine uyulmadigini gostermektedir. Yogurt drneklerinde belirlenen
maya ve kiif sayisi, Tavsanlt ve Gokmen (2020) tarafindan yapilan ¢alismada elde
edilen sonuglar (2-5,47 log kob/g) ile Durak vd. (2008) tarafindan yapilan ¢alismanin
ortalama sonucundan (5,48 log kob/g) daha yiiksektir.

Siit tirtinleri igerisinde dnemli yer tutan peynire {iretim sirasinda ¢ok farkl
kaynaklardan mikroorganizma bulasilar1 olusabilmektedir. Bu mikroorganizmalar
peynirde bulunan karbonhidrat, yag ve protein gibi besin 6gelerini kendilerine 6zgii
metabolik yollar1 kullanarak metabolize etmekte bdylece tat ve aroma gelisimini
saglamakta veya acilasma, kokusma ve eksime gibi bozulmalar meydana
getirmektedirler. Ayrica, bulasabilecek patojen karakterli mikroorganizmalar da
peynirin tiiketilmesiyle insan sagligini tehdit edici etkilere sebep olabilmektedirler
(Simsek ve Arict, 1994). Bununla birlikte peynir {iretiminde starter olarak kullanilan
LAB; siitte bulunan protein, laktoz ve yagi kullanarak meydana getirdigi metabolitler
ile peynirin tat, koku ve yapisinda belirleyici rol oynamakta; gerek starter olarak
katilan gerekse de siitiin dogal mikroflorasindan gelen LAB peynirin kalitesini
belirleyen 6nemli bir unsur olmaktadir. Peynirlerin kendine 6zgii koku, tat ve yapi
kazanmasini saglayan LAB sayilar1 saptanmis ve ortalama Lactobacillus spp. sayisi
6,9 log kob/g, Lactococcus spp. sayist 7,08 log kob/g olarak belirlenmistir. Elde
edilen ortalama LAB sayilart TGK Fermente Siit Uriinleri Tebligi’nde (Anonim,
2009) belirtilen deger ile uyumludur. Yine, Aydin ve Ardi¢c (2019) tarafindan
belirlenen ortalama Lactobacillus spp. sayisina (6,90 log kob/g) benzer ve ancak
Yalgin (2016a) tarafindan belirlenen ortalama LAB sayisindan da (6,27 log kob/g)
yiiksektir.

Peynirlere ¢esitli yollar ile bulasabilecegini bildirdigimiz TAMB sayisinin
ozellikle c¢ig siitten geleneksel yollarla iretilen peynirlerde yiiksek olmasi
beklenmektedir. Bu ¢alismada temin edilen toplam 7 adet peynir 6rneginin ortalama
TAMB sayis1 7,28 log kob/g olarak belirlenmistir. Elde edilen ortalama TAMB sayist,
Yetismeyen (2005) tarafindan yapilan ¢alismanin ortalama TAMB sayis1 degerinden
daha yiiksek iken; Yalg¢in (2016a), Aydin ve Ardig. (2019) tarafindan bildirilen
ortalama TAMB sayilari ile benzerlik gostermektedir. Peynirlerde TAMB sayisti i¢in
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bir sinirlama olmamasina ragmen elde edilen bu degerlerin yiiksek oldugu ve iginde

patojen mikroorganizmalarin da bulunabilecegi unutulmamalidir.

Peynirlerde maya ve kiiflerin bulunmasi bir kalite kriteri olarak dikkate alinabilir
ve hijyen standardi ile sanitasyon kriterlerinin yetersiz uygulanmasinin bir gostergesi
kabul edilebilir. Maya ve kiifler diisiik su aktivitesi, yiiksek tuz konsantrasyonu, diisiik
pH ve diisiik sicakliklarda gelisebilme yetenekleri ile zengin bir enzim aktivitesine
sahip olmalar1 nedeniyle geleneksel yolla iiretilen iirinlerde daha hizli bir sekilde
bozulmalara neden olabilmektedirler (Jakobsen and Narvhus, 1996). Bu 6zellikleri
ayn1 zamanda c¢ok farkli kaynaklardan bulusabilmelerine de vesile olmaktadir.
Calismada kullanilan peynir 6rneklerinin ortalama maya-kiif sayis1 5,93 log kob/g
olarak tespit edilmistir. Elde edilen ortalama maya-kiif sayis1; Demir ve Oksiiztepe
(2018) tarafindan yapilan ¢aligmanin ortalama degerinden yiiksek iken, Pyz-Lukasik
et al. (2018) ve Oner ve Saridag (2019) tarafindan yapilan c¢alisma sonugclariyla

benzerdir.

Bir tiir peynir olan ¢okelek drneklerinin mikrobiyolojik analizleri sonucunda da;
ortalama TAMB sayis1 6,28 log kob/g, Lactobacillus spp. bakteri sayis1 5,92 log kob/g,
Lactococcus spp. bakteri sayisi 6,4 log kob/g ve maya-kiif sayis1 6,11 log kob/g olarak
tespit edilmistir. Elde edilen degerler TGK Fermente Siit Uriinleri Tebligi'nde
(Anonim, 2009) belirtilen degerler kapsaminda degerlendirildiginde TAMB sayisi ve
Lactobacillus spp. sayisinin belirtilen deger ile uyumlu oldugu; Lactococcus spp.
sayisinin ise yiiksek oldugu belirlenmistir. Yine teblig degerlerinden maya-kiif
sayisinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Cokelek orneklerinden elde edilen
ortalama degerler; Simsek ve Sagdig¢ (2006) tarafindan ¢okelek peynirinde saptanan
ortalama TAMB, Lactococcus spp. ve maya-kiif sayist degerlerinden yiiksek;
Lactobacillus spp. bakteri sayisi degerleri ile ise benzer bulunmustur. Calismadan elde
edilen tiim mikrobiyolojik analiz degerleri, Onganer ve Kirbag (2009) tarafindan
Diyarbakir’da toplanan ¢okelek peynirlerin mikrobiyolojik kalitesini inceleyen

calismasinin ortalama degerlerden daha diisiik oldugu gézlenmektedir.

Siit hem besin dgeleri icerigi hem su aktivitesi hem de uygun pH degeri nedeni
ile mikrobiyal gelisme i¢in ¢ok uygun bir ortamdir. Sagim ve muhafaza sirasinda da

onemli bulagilara ugrayabilmektedir. Nitekim g¢alismada izolasyon kaynagi olarak
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kullanilan ¢ig siitiin mikrobiyolojik analizleri sonucunda da 6nemli sayida TAMB,
LAB ve maya-kiif icerdigi saptanmistir. Orneklerin ortalama TAMB sayis1 7,12 log
kob/g, Lactobacillus spp. sayisi 6,29 log kob/g, Lactococcus spp. sayisi 6,83 log kob/g
ve maya-Kkiif'sayist 3,17 log kob/g olarak saptanmustir. Cig Siitiin Arzina dair Teblig’de
(2017) ¢ig inek siitlerinde TAMB sayisinin 30°C’de 5,00 log kob/g’t asmamasi
gerektigi bildirilmistir. Cig siit 6rneklerinin tiimiinde elde edilen TAMB sayilarinin
tebligde belirtilen degere uygun olmadig1 gézlenmistir. Bununla birlikte saptanan bu
degerler, Celik vd. (2019) tarafindan saptanan TAMB sayisindan (7,83 log kob/g)
biraz daha diistiktiir.

Cig siitlin; Gling6r vd. (2020) tarafindan bildirilen ortalama TAMB sayisindan
(6,62 log kob/g) daha yiiksek, ortalama maya-kiif (4,87 log kob/g) sayidan daha diisiik
mikrobiyal igerige sahip oldugu saptanmistir. Cig siit 6rneklerinde elde edilen
ortalama Lactobacillus spp., Lactococcus spp., maya-kiif sayilar1 karsilastirildiginda,
Celik vd. (2019) tarafindan belirlenen ortalama Lactobacillus spp. sayisina (6,23 log
kob/g) benzer; Lactococcus spp. (7,95 log kob/g) ve maya kiif (4,27 log kob/g)
sayilarindan dan ise daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Calismada kullanilan tursu Orneklerinde yapilan mikrobiyolojik analizler
sonucunda iiriinlerin ortalama TAMB say1s1 6,52 log kob/g, Lactobacillus spp. sayisi
6,58 log kob/g, Lactococcus spp. sayisi 6,33 log kob/g, maya-kiif sayisi 5,5 log kob/g
elde edilen ortalama degerler; Odabas ve Metin (2020) tarafindan Trabzon ilinden
toplanan 4 adet tursu orneginde elde edilen LAB, TAMB ve maya kiif sayilarindan
(swrasiyla ort. 3,94 log kob/g, 4,02 log kob/g ve 3,98 log kob/g) daha yiiksek tespit
edilmistir. Ayrica elde edilen Lactobacillus spp., Lactococcus spp., TAMB ve maya-
kiif bakteri sayilart; Karasu (2006) tarafindan yapilan benzer ¢alismanin Lactobacillus
spp. ve Lactococcus spp. (3,00-7,80 log kob/g) ve TAMB (3,00-8,28 log kob/g)
sayilarindan yiiksek tespit edilmisken; maya-kiif (3,00-7,80 log kob/g ) daha diisiik
sayida tespit edilmistir. Cetin (2011) tarafindan starter kiiltiir olarak bir Lb. plantarum
susu kullanilarak tursu iiretilmis ve iretilen bu tursunun ortalama laktik asit bakteri
sayist (7,92 log kob/g) ve maya kiif sayis1 (3,68 log kob/g) olarak tespit edilmistir
bildirmistir. Bu ¢alismadaki laktik asit bakteri sayilari; calismamizdaki ortalama LAB

sayisindan yliksek, maya kiif sayisindan ise daha diisiiktiir.
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4.3. EPS Ureticisi Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Tez ¢alisma kapsaminda Samsun ili sinirlart igerisinde farkli zamanlarda ve
farkli yerlerden temin edilen toplam 40 fermente gida 6rneginden (Tablo 3.1) MRS,
MRS-5 ve M17 agar besiyerleri kullanilarak laktik asit bakterilerinin izolasyonu
gerceklestirilmisti. MRS ve MRS-5 agar Lactobacillus spp., M17 agar da
Lactococcus spp. ve Streptococcus spp. izolasyonu sansini artirabilmek amaciyla
kullanilmistir. Her bir fermente gida 6rneginden {i¢ farkli besiyerine ekimler yapilmis
ve farkli morfolojiye sahip toplam 616 adet koloni segilerek izole edilmistir. Segilen
tiim izolatlara Gram boyama ve katalaz testi uygulanip Gram (+), katalaz (-) olarak
saptanan toplam 520 adet muhtemel LAB izolati EPS iiretiminin test edilmesi

amactyla kullanilmak tizere -20°C’de saklanmustir.

Calismada kullanmak ftizere segilen ve -20°C’de saklanan 520 adet muhtemel
LAB izolat1 MRS-Sukroz siv1 besiyerinde aktiflestirildikten sonra MRS-sukroz kati
besiyerine ekilmis, yapiskan ve 5 mm veya daha fazla uzama ozelligi gosteren 84 adet
koloniyi olusturan izolatlar potansiyel EPS iireticileri olarak se¢ilmistir. Bakterilerde
EPS iiretim 6zelliklerinin belirlenmesinde koloni uzama 6zelligi arastirilmas: pratik
uygulamalardan birisi (Ruas-Madiedo and De Los Reyes-Gavilan, 2005) olmakla
birlikte bazi izolatlar uzama 6zelligi gosterse de EPS iiretici olmayabilmektedir. Bu
nedeniyle yapilan testi dogrulamak amaciyla 84 potansiyel EPS iireticisi izolattan
farkli 6zelliklere sahip olan (yiiksek uzama 6zelligi, gelismis oldugu besiyeri, koloni
morfolojisi, kaynak gida, 6rnegin alindigi yer) 41 adedi 100 mL’lik MRS-Sukroz siv1
besiyerinde cogaltilarak EPS iiretimleri test edilmis ve iiretilen EPS’ler izole
edilmigtir. 100 mL’lik kiiltirde EPS dretimi en yiiksek/verimli olan ve farkli
ozelliklere sahip olan (gelismis oldugu besiyeri, koloni morfolojisi, hiicre morfolojisi,
kaynak gida ve Ornegin alindigi yer) izolatlardan 10 adedi ¢aligmanin devaminda

kullanilmak i¢in EPS iireticisi izolat olarak se¢ilmistir.

EPS fireticisi olarak secilen 10 adet LAB izolatinin 16S rDNA dizi analizi ile
tanimlanmasi i¢in Oncellikle genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Takiben elde
edilen genomik DNA’larin 16S rDNA kodlayan boélgesinin PZR amplifikasyon

tirtinleri elde edilmis ve PZR pirifikasyon kiti ile saflastirilarak dizi analizinde
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kullanilmistir. Secilen izolatlarin genomik DNA ve PZR amplifikasyon iiriinlerinin

agaroz jelde elde edilen bant goriintiileri Sekil 4.5’de sunulmustur.
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Genomik DNA 16S rDNA Bolgesi

Sekil 4.5. Secilmis LAB izolatlarmin genomik DNA ve 16S rDNA bolgesinin PZR

amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel bant goriintiileri

LAB izolatlarin 16S rDNA gen bdlgesinin dizi analizi hizmet alim (Macrogen

Ltd.Sti.Hollanda) ile yaptirilmistir. Dizi analizi sonuglarmin ABI formatindaki

kromatogram dosyalar1 birlestirilmis ve en yakin akraba organizmalarla olan 16S

rDNA gen bolgesi niikleotit benzerligi belirlenmistir. Elde edilen en yakin akraba sus,

benzerlik orani ve niikleotit farki Tablo 4.3’de verilmis

Tablo 4.5. EPS iireticisi LAB izolatlarinin 16S rDNA dizi analiz sonuglar1

%

Ilzg:;j En Yakin Tip Tiirii Benzerlik N;l;l:l‘(’lﬁt
2X13-3 Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917 100,00 0/1400
1X18-5 Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917 100,00 0/1407
3X20-3 Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917 100,00 0/1437
2X21-2 Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917 99,79 3/1399
3X22-4 Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917 99,44 8/1420
4X35-2 Levilactobacillus brevis ATCC 14869 99,93 1/1399
1X36-1 Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917 99,37 9/1421
2X36-3 Lactiplantibacillus pentosus DSM 20314 100,00 0/1429
2X37-4 Lactiplantibacillus pentosus DSM 20314 100,00 0/1398
2X38-3 Lactiplantibacillus pentosus DSM 20314 99,86 2/1414

Laktik asit bakterilerinin yeni taksonomisinde Lactobacillus plantarum subsp.

plantarum tiirii, Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum olarak, Lactobacillus

brevis tiirii Levilactobacillus brevis olarak, Lactobacillus pentosus tiiri de

Lactiplantibacillus pentosus olarak isimlendirilmektedir (Anonymous., 2021). LAB

izolatlarin gen bolgelerine gore filogenetik aga¢ yerlesimi Sekil 4.6’da sunulmustur.
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1X18-5

- 2X21-2
+ 1X36-1
61
d 3X20-3
2X13-3

3X22-4
62

Lactivlantibacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 149177
2X36-3
2X374

100

Lactiplantibacillus pentosus DSM 203147
100

2X38-3

Levilactobagillus spicheri LTH 57537

4X35-2

100
o | Levilactobacillus brevis ATCC 148697

Lactobacillus delbruecki BCRC 121957
Qenococeus oeni JCM 61257

0.080 0.060 0.040 0.020 0.000

Sekil 4.6. LAB izolatlarinin filogenetik agaci (Saitou and Nei, 1987; Felsentein, 1985; Jukes and
Cantor, 1969; Kumar et al., 2018)

Tanimlama testleri sonucu EPS {ireticisi 10 adet izolatin 6 adedi Lactobacillus
plantarum subsp. plantarum, 3 adedi Lactobacillus pentosus, 1 adedi Lactobacillus
brevis olarak tanimlanmstir. Izolatlar en az %99,50 benzerlikle tanimlanmistir. Bu
tiirler tez calismasinda kullanilan fermente gidalarin fermantasyon mikroflorasi igin
yapilan literatiirdeki diger calismalar ile uyumludur. Ozlii ve Atasever (2019) Erzurum
ilinde toplanan peynir drneklerden izole edilen toplam 184 LAB izolatinin 16S rDNA
dizi analizi ile tamimlama ¢alismasi sonucunda 45 adedinin Lb. plantarum ve 42
adedinin Lb. brevis olarak tanmimlandigimi bildirmistir. Yusuf ve Digrak (2012)
tarafindan geleneksel yolla iiretilen tursulardan izole edilen 40 adet LAB’sinin 22
adedinin Lb. plantarum olarak tanimlandigini bildirilmistir. Ghotbi et al. (2011)
olgunlasmis Lighvan peynirinden izole edilmis LAB’ni recA genini kullanarak
molekiiler diizeyde tanimlamalarinda %86’sin1 Lb. pentosus ve %]14’tni Lb.
plantarum olarak tanimlanmiglardir. Azadnia and Khan Nazer (2009) tarafindan

yogurt Orneklerden izole edilen 673 adet LAB’lerin morfolojik, fizyolojik,
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biyokimyasal 6zelliklerini de inceledikleri ¢alismalarinda 124 adedinin (%22,3) Lb.
plantarum ve 117 adedinin Lb. brevis (%21) olarak tanimlandigini bildirmislerdir. Bu
caligmalar da laktik fermente gidalardan Lactobacillus bakterileri arasinda Lb.
plantarum, Lb. brevis ve Lb. pentosus tiirlerinin bulunma ihtimalinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Lb. plantarum, Lb. brevis ve Lb. pentosus tiirler bir¢ok fermente
gidalarin mikroflorasinin temel {iyeleri olmasinda biiyiik bir genom yapisina sahip
olmast nedeniyle adaptasyon giiciiniin de yiikksek olmasina baglandigi

diistiniilmektedir (Makarova et al., 2006; Makarova and Koonin, 2007).
4.4. Laktik Asit Bakterilerinin Ekzopolisakkarit Uretim Miktar

En yiiksek/verimli ekzopolisakkarit iireticisi olarak belirlenen 10 adet LAB
izolat1 1 L’lik MRS-Sukroz kiiltliriinde 48 saat gelistirip EPS’leri liretmistir. Daha
sonra tiretilen EPS’leri saflastirildiktan sonra liyofilize edilip kuru agirligina gére EPS
tiretim miktar1 hesaplanmistir. Se¢ilmis LAB’lerinin iirettikleri EPS kodlar1 Tablo
4.4°de iretim miktarlar1 da Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4 6. LAB tarafindan tretilen EPS’ler

Uretici izolat Uretilen EPS
Lb. plantarum 2X13-3 EPS-a
Lb. plantarum 1X18-5 EPS-b
Lb. plantarum 3X20-3 EPS-c
Lb. plantarum 2X21-2 EPS-d
Lb. plantarum 3X22-4 EPS-e
Lv. brevis 4X35-2 EPS-f
Lb. plantarum 1X36-1 EPS-g
Lb. pentosus 2X36-3 EPS-h
Lb. pentosus 2X37-4 EPS-i
Lb. pentosus 2X38-3 EPS-k
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*Kolonlar tlizerinde farkli harfle (a-h) isaretli ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir
(p<0,05)

Sekil 4.7. LAB izolatlarmin EPS iiretim miktarlar

Calisma kapsaminda kullanilmaya devam edilen 10 adet LAB’lerin EPS iiretim
miktart 0,12-0,31 g/L arasinda tespit edilmistir. EPS ftiretimi Lb. plantarum 1X18-5,
Lb. plantarum 2X21-2 ve Lb. pentosus 2X38-3 izolatlarinin daha diisiik tiretime sahip
olduklari, en yiiksek iiretimin ise Lb. pentosus 2X36-3 izolati tarafindan
gerceklestirildigi tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglart daha 6nce yapilmis benzer
calismalarinin verileri ile kiyaslanmak istendiginde literatiirde su verilere ulagilmistir:
Zhou et al. (2016) tarafindan Lb. plantarum BC-25 susunun saf EPS iiretim miktarinin
0,325 g/L olarak tespit edildigi; Adebayo-Tayo and Onilude (2008) tarafindan da
Japon geleneksel fermente gidalardan izole edilen Lb. plantarum izolatlarmnin tiretim
miktarmin 0,001-0,185 g/L ve Lv. brevis izolatlarinin iiretim miktarinin 0,08-0,197
g/L araliginda tespit edildigi bildirilmistir.
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Ismail and Nampoothiri (2010) tarafindan siitten izole edilmis Lb. plantarum
MTCC 9510 izolatinin 0,14 g/L EPS iirettigi, Tsuda and Miyamoto (2010) tarafindan
da Lb. plantarum 301102S izolatinin 0,145 g/L EPS firettigi tespit edilmistir. Adesulu-
Dahunsi et al. (2018) tarafindan fermente gidalardan izole edilmis EPS iireticisi olarak
belirlenen Lb. plantarum YO175 izolatinin 0,013 g/L, Lb. plantarum OF101 izolatinin
da 0,011g/L frettiginin tespit edildigi soylemektedir. Sonmez et al. (2018) peynir
cesitlerden izole edilen Lb. brevis tiirlerinin EPS {iretiminin incelendigi bir ¢alismanin

sonucunda izolatlarin 0,012-0,045 g/L arasinda iiretim yaptig1 tespit edilmistir.

Sanchez et al. (2006) tarafindan yapilan yesil zeytin tursusundan izole edilen
Lb. pentosus LPS26 izolatinin farkli seker (glukoz, mannoz ve ramnoz) igeren
ortamlarda EPS {iretim miktarinin 0,081-0,166 g/L arasinda degistigi; Rodriguez-
Carvajal et al. (2008) tarafindan da sadece sukroz igeren ortamda Lb. pentosus LPS26
izolatindan tiiretim miktarinin 0,26 g/L oldugu bildirilmistir. You et al. (2020)
tarafindan kefirden izole edilen Lb. pentosus LZ-R-17 izolatinin iiretim miktarinin
0,185 g/L oldugu bildirilirken, Saif and Sakr (2020) tarafindan yapilan ¢alismada
peynirden izole edilen Lb. pentosus 68FE izolatinin EPS firetmedigi bildirilmistir.
Literatiirde LAB’nin EPS iiretim sonuglari ile ilgili veriler incelendiginde elde edilen

sonuglarimizin da benzer araliklarda oldugu gézlemlenmektedir.
4.5. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Karakterizasyonu
4.5.1. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Fonksiyonel Gruplari

LAB tarafindan {iretilen EPS numunelerinin fonksiyonel gruplart FTIR
spektroskopisi ile incelenmistir. EPS’lerin fonksiyonel gruplarina ait pik degerleri

Tablo 4.5 ve FTIR spektrumlar1 da Sekil 4.8-4.11°de sunulmustur.
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Tablo 4.7.LAB izolatlari tarafindan iiretilen EPS’lerin fonksiyonel gruplarina ait FTIR spektrumu pik degerleri

. Uretilen Pik Degerleri (cm™)
Uretici Izolat

EPS 1 2 3 4 5 6 7 8
Lb. plantarum 2X13-3 EPS-a 817,53 1046,51 1129,17 1241,96 1646,03 2921,64 3310,14 -
Lb. plantarum 1X18-5 EPS-b 823,51 973,72 1049,79 1217,22 1394,03 1647,83 2971,10  3309,85
Lb. plantarum 3X20-3 EPS-c 826,53 1050,90 1226,36 1394,05 1647,84 2988,39 3321,32 -
Lb. plantarum 2X21-2 EPS-d 826,37 1051,72 1223,69 1394,04 1647,81 2988,38 3320,92 -
Lb. plantarum 3X22-4 EPS-e 826,21 1051,39 1219,03 1394,01 1647,90 2988,37 3293,27 -
Lv. brevis 4X35-2 EPS-f 826,22 1051,87 1220,71 1394,03 1535,80 1647,34 2971,43 3279,35
Lb. plantarum 1X36-1 EPS-g 825,10 1051,85 1217,98 1393,97 1647,67 2975,24 3282,09 -
Lb. pentosus 2X36-3 EPS-h 825,25 1050,62 1217,21 1393,98 1647,45 2971,22 3285,07 -
Lb. pentosus 2X37-4 EPS-i 816,26 974,12 1049,56 1219,48 1393,98 1648,04 2926,57 3320,30
Lb. pentosus 2X38-3 EPS-k 820,34 973,10 1048,57 1216,38 1394,01 1647,79 297150  3281,29
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EPS numunelerinin FTIR spektrumu 817,53-3321,09 cm™ araliginda pik
degerlerine sahip olarak belirlenmistir. EPS 6rneklerinde belirlenen 817,53-826,53
cmlaraligindaki pik a-D-glukoz, 912,05-973,72 cm™ araligindaki pik de a-D-
glukosidik bagina isaret etmekte ve monosakkarit ile polisakkaritlerin varligim
kanmitlamaktadir (Saravanan and Shetty, 2016; Sasikumar et al., 2017; Ye et al.,
2019). 1046,51-1051,87 cm™ araligindaki pikler polimer varligma (Abinaya et al.,
2018); 1216,38-1241,96 cm™ gerilmesi karbonhidratlarin varligma ve 1393,97-
1535,80 cm? aralik da C-O, R-COO-R grubu olduguna isaret etmektedir
(Kansandee et al., 2019; Xu et al., 2019). 1646,03-1648,10 cm™ aralik ise gii¢lii
emilim noktasi ve karboksil grubu varligini dogrulamaktadir (Wang et al., 2014).
Ayrica 2921,64-2988,39 cm™ araliktaki pik C=H; C=0; O=H gerilme titresimi
gosterirken, 3281,29-3321,32 cm™ araliktaki pik hidrooksil gruplarinin varlig
nedeniyle polisakkarit olduguna isaret etmektedir (Wang et al., 2014; Saravanan
and Shetty, 2016; Abinaya et al., 2018; Ermis vd., 2020). Elde edilen tiim piklerinin
FTIR spektrumlart Sekil 4.8-4.11°de gosterilmistir.

EPS-a (Lb. plantarum 2X13-3)
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Sekil 4.8. Lb. plantarum 2X13-3, 1X18-5 ve 3X20-3 tarafindan iiretilen EPS’lerin FTIR
spektrumlari
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Sekil 4.9. Lb. plantarum 2X21-2, 3X22-4 ve 1X36-1 tarafindan iiretilen EPS’lerin FTIR
spektrumlari
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Sekil 4.10. Lb. pentosus 2X36-3, 2X37-4 ve 2X38-3 tarafindan iiretilen EPS’lerin FTIR

spektrumlari
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Sekil 4.11. Lv. brevis 4X35-2 tarafindan tiretilen EPS’nin FTIR spektrumu
4.5.2. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Toplam Seker Miktari

Liyofilize edilmis EPS’lerin toplam seker miktar1 (ug/mL), Sekil 4.12°de
verilen standart glikoz egrisi ve denklemi kullanilarak hesaplanmistir. Glikoz egrisi,
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan glikoz soliisyonlar1 490 nm dalga boyundaki

absorbans degerlerine gore optik yogunlugu hesaplanarak olusturulmustur.

Sekil 4.12. Glikoz standart egrisi
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y =0,026x - 0,041
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Standart glikoz egrisi ve denklemi kullanilarak hesaplanan LAB EPS’lerinin toplam
seker miktarlar1 da Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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*Kolonlar iizerinde farkli harfle (a-b) isaretli ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p<0,05).

Sekil 4.13. LAB EPS’lerinin toplam seker miktar

Calismada izole edilen LAB’lerin toplam seker miktar1 6,21-18,75 mg/mL
arasinda tespit edilmistir. Toplam seker miktari en diisitk EPS’ler Lv. brevis 4X35-
2 ve Lb. plantarum 3X20-3 izolatlar tarafindan iiretilen EPS-f ve EPS-c olmus ve
bunlar istatistiki olarak benzer bulunmustur (p>0,05). En yiiksek seker miktar1 ise
Lb. pentosus 2X37-4 izolat1 tarafindan tiretilen EPS-i’de saptanmis ve istatistiki
olarak da digerlerinden farkli bulunmustur (p<0,05). Calismada EPS’lerinin toplam
seker igerigi olarak elde edilen degerler literatiirlerde verilen degerler ile benzerdir.
Ornegin; Seo et al. (2015) tarafindan Kore geleneksel fermente gidasi kimchi’den
izole edilmis Lb. plantarum YMLO09 susunun EPS’sinin 17,70 mg/mL seker
icerdigi; Tsuda and Miyamoto. (2010) tarafindan Lb. plantarum 301102S susunun
EPS’sinin 11,7 mg/mL seker igerdigi; Klock et al. (2007) tarafindan
Cynobacteria’lardan iiretilmis EPS’lerin de ortalama 10,0 mg/mL seker icerdigi
bildirilmistir.

4.5.3. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Seker Icerikleri

EPS oOrneklerinin  seker igerigi kompozisyonunu belirlemek i¢in

gerceklestirilen HPLC analizi sonucu liyofilize edilmis EPS 6rneklerinin maltoz,
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glukoz, galaktoz ve fruktoz sekerlerini igerdikleri belirlenmistir. Her bir EPS’nin

icerdigi seker tirleri ve miktar1 Tablo 4.6’da sunulmus ve EPS’lere ait

kromatogramlar da Sekil 4.14-4.23de verilmistir.

Tablo 4.8. EPS’lerin seker igerikleri

. . Seker I¢erigi (mg/mL)
Uretici Izolat EPS

Maltoz Glukoz Galaktoz Fruktoz
Lb. plantarum 2X13-3 EPS-a - 3,24+0,52° 11,49+0,472 0,10+0,08°
Lb. plantarum 1X18-5 EPS-b 0,04+0,012 1,80+0,36¢ 10,41£0,31>  0,1140,02°
Lb. plantarum 3X20-3 EPS-c - 4,7840,232 7,93+0,24¢ 0,1140,01°
Lb. plantarum 2X21-2 EPS-d - 1,69+0,21% 10,76+0,40° 0,10+0,03°
Lb. plantarum 3X22-4 EPS-e - 2,20+0,11% 6,92+0,70¢ -
Lv. brevis 4X35-2 EPS-f - 1,52+0,41° 4,10+0,35¢ 0,11+0,37°
Lb. plantarum 1X36-1 EPS-g - 1,84+0,17¢ 7,98+0,43¢ -
Lb. pentosus 2X36-3 EPS-h - 2,66+0,22¢ 6,0140,06¢ 0,27+0,122
Lb. pentosus 2X37-4 EPS-i - 2,20+0,41% 11,47+0,54*  0,10+0,03°
Lb. pentosus 2X38-3 EPS-k - 4.4140,312 3,2440,08" 0,11+0,50P
Ortalama - - 2,63+0,29 8,03+0,35 0,10+0,14

*Ayni sutunda farkli harfle (a-f) isaretli ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir
(p<0,05).

EPS’lerin seker analizi sonucunda Lb. plantarum 1X18-5 izolatinin trettigi
EPS-b’nin maltoz, glukoz galaktoz ve fruktoz sekerlerinin hepsini igerdigi; diger
bakterilere ait EPS’lerin hicbirisinde maltoz bulunmadig: saptanmistir. Glukoz ve
galaktoz sekerleri tim LAB’lerine ait EPS’lerde bulunurken; fruktoz sekeri Lb.
plantarum 3X22-4 izolatina ait EPS-e ve Lb. plantarum 1X36-1 izolatina ait EPS-
g’ disindaki izolatlarda saptanmustir. En yiiksek glukoz igerigine Lb. plantarum
3X20-3 izolatinin sahip oldugu (EPS-c, 4,78 mg/mL), bunu takip eden Lb. pentosus
2X38-3 izolatinin tiretim miktarinin (EPS-k, 4,41 mg/mL) istatistiki olarak farksiz
oldugu (p>0,05) belirlenmistir. En yiiksek galaktoz igerigine Lb. plantarum 2X13-
3 izolatinin {irettigi EPS-a’nin sahip oldugu (11,49 mg/mL) ve bunu takip eden Lb.
pentosus 2X37-4 izolatinin iirettigi EPS-i’nin galaktoz igeriginin (11,47 mg/mL)
istatistiki olarak benzer oldugu saptanmustir. En yiiksek friikktoz miktarin1 da Lb.
pentosus 2X36-3 izolatinin iirettigi EPS-h (0,27 mg/mL) {iriiniiniin icerdigi ve
tiretim miktarinin digerlerinden farkli oldugu saptanmistir (p<0,05). Galaktozun

tiim EPS’lerde en yiiksek oranda bulunan seker oldugu belirlenmistir
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Sekil 4.14. Lb. plantarum 2X13-3 tarafindan iiretilen
EPS-a’nin seker igerigi kromatogrami
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Sekil 4.15. Lb. plantarum 1X18-5 tarafindan iiretilen
EPS-b’nin seker igerigi kromatogrami
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Sekil 4.16. Lb. plantarum 3X20-3 tarafindan iiretilen
EPS-c’nin seker igerigi kromatogrami
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Sekil 4.17. Lb. plantarum 2X21-2 tarafindan {iretilen
EPS-d’nin seker igerigi kromatogrami
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Sekil 4.18. Lb. plantarum 3X22-4 tarafindan tiretilen
EPS-e’nin seker icerigi kromatogrami
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Sekil 4.19. Lb. plantarum 1X36-1 tarafindan iiretilen
EPS-g’nin seker igerigi kromatogrami
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Sekil 4.20. Lv. brevis 4X35-2 tarafindan iiretilen EPS-  Sekil 4.21. Lb. pentosus 2X36-3 tarafindan iiretilen EPS-
f'nin seker igerigi kromatogrami h’nin seker igerigi kromatogrami
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Sekil 4.22. Lb. pentosus 2X37-4 tarafindan iiretilen Sekil 4.23. Lb. pentosus 2X38-3 tarafindan iiretilen EPS-
EPS-i’nin seker igerigi kromatogrami k’nin seker igerigi kromatogram
Pintado et al. (2020) farkli fermantasyon ortaminda laktik asit bakterileri
tarafindan tiretilen EPS’nin 1,43 mg/mL glukoz ve 0,05 mg/mL galaktoz icerdigi;
Li et al. (2020) tarafindan da Lactobacillus paracasei H9 tarafindan {iretilen EPS-
S11’in mannoz (0,94 mg/mL), glukoz (1,16 mg/mL) ve galaktoz (1,00 mg/mL)
sekerlerini icerdigi bildirilmistir. Ispirli et al. (2019) Lactobacillus reuteri
tarafindan iretilen EPS’nin sadece glukoz igerdigini ve EPS’nin glukan tipi
oldugunu rapor etmistir. Ismail and Nampoothiri (2010) tarafindan yapilan ¢alisma
sonucunda Lactobacillus plantarum MTCC 9510 tarafindan firetilen EPS’nin
mannoz ve glukoz sekerlerini icerdiginin saptandigi bildirilmistir. Sentiirk et al.
(2020) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise tarhanadan izole edilen 6 adet Lb.
plantarum tarafindan iretilen EPS’lerin 2 tanesinin (PFC308E ve PFC311E)
fruktoz, glukoz ve galaktoz igerdigi; diger 4 izolatin {irettigi EPS’lerin ise glukoz
ve galaktoz igerdigi bildirilmistir. Literatiirde verilen laktik asit bakterilerden
tiretilen EPS’lerin seker igeriinin c¢alisma sonuglari ile uyumlu oldugu

gozlenmektedir.
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45.4. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Termal Ozellikleri

EPS’nin termal davranig 6zelligi, yiliksek sicaklikta 1sil islem uygulanan
gidalarin {iretimi i¢in endiistride kullanilabilmesine dair bilgi saglamaktadir. Bu
nedenle fermente gidalardan izole edilen LAB’nin iirettigi EPS’lerin termal
davranis Ozellikleri diferansiyel tarama kalorimetresi kullanilarak (DSC)
belirlenmis ve EPS’lerin 1sitilmasi siirecinde olusan degisimler (gegisler)
termogramlarla izlenmistir. EPS’lerin termogramlarinda goériinen endotermik pik

degerleri Tablo 4.7°de verilmis ve termogramlari da Sekil 4.24-4.27°de

gosterilmistir.
Tablo 4.9. EPS’lerin endotermik pik degerleri

T Kristallenme Sicakhigi Erime Sicakhgi
Uretici Izolat EPS ©C) & ©C) &
Lb. plantarum 2X13-3 EPS-a - 81,13

Lb. plantarum 1X18-5 EPS-b 72,55 261,50

Lb. plantarum 3X20-3 EPS-c - 68,05

Lb. plantarum 2X21-2 EPS-d 76,90 260,74

Lb. plantarum 3X22-4 EPS-e 75,00 230,90

Lv. brevis 4X35-2 EPS-f 86,35 236,84

Lb. plantarum 1X36-1 EPS-g - 74,51

Lb. pentosus 2X36-3 EPS-h - 76,18

Lb. pentosus 2X37-4 EPS-i - 269,28

Lb. pentosus 2X38-3 EPS-k 74,11 301,58

EPS’lerin termogram pik degerleri incelendiginde 5 adet 6rnekte kristallesme
sicakligt belirlenemez iken diger 5 Ornegin kristallenme sicaklik piklerinin
72,55°C-86,35°C araliginda oldugu goriilmektedir. EPS numunelerinin erime
(bozulma) sicakliklarmin 68,05-301,58°C arasinda degistigi; en diisiik erime
(bozulma) sicakligina Lb. plantarum 3X20-3 izolatinin iirettigi EPS-c (68,05°C),
en yiiksek erime sicakligina da Lb. pentosus 2X38-3 izolatinin irettigi EPS-K
(301,58°C) ekzopolisakkaritlerinin sahip oldugu belirlenmistir.

Kavita et al. (2011) tarafindan yapilan bir c¢alismada Vibrio
parahaemolyticus’dan elde edilerek test edilen EPS’lerin kristallenme sicakliginin
(107,35°C) calismamizda elde edilen degerlerden daha yiiksek oldugu; erime
sicakligiin (249,60°C) ise 4 ornekte elde edilenden daha diisiik, digerlerinden
yiiksek oldugu saptanmistir. Literatiirde benzer g¢alismalarda: Lb. plantarum BR2
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tarafindan tiretilen EPS’nin erime sicaklik degerinin 260°C oldugu; Lb. plantarum
YW32 tarafindan iiretilen EPS’nin de 283,50°C sicaklig1 tolere etme yeteneginin
bulundugu bildirilmistir (Wang et al., 2015; Sasikumar et al., 2017). Calismamizda
Lb. plantarum izolatlarindan 3’ tarafindan tiretilen EPS’lerin erime noktalarinin
bu calisma sonuglari ile benzer iken, diger 3’iine ait EPS’lerin erime noktasinin
daha diisiik oldugu belirlenmistir. Calismada Lv. brevis 4X35-2 tarafindan iiretilen
EPS-f’nin erime sicakhigmin (236,84°C), Karasu ve Ermis (2019) tarafindan
Lactobacillus brevis E25 tarafindan iiretilen EPS’nin erime sicakligindan (116°C)
yiiksek oldugu gozlenmektedir. Ilaveten Lb. plantarum ve Lb. pentosus izolatlart
tarafindan iretilen toplam 5 adet EPS’nin erime noktast da bu degerden daha
yiiksektir. Taylan et al. (2019) tarafindan Leuconostoc mesenteroides’in {irettigi
EPS i¢in bildirilen erime sicaklik degeri de (147,41°C) 6 6rnegimizde elde edilen
degerlerden daha diisiik, 4 6rnegimizde elde edilen degerlerden ise daha yiiksektir.
Hem c¢alisma sonuglarimiz hem de literatiir verileri LAB tarafindan iiretilen
EPS’lerin hem kristalizasyon hem de erime sicakliklarinin ¢ok farkli olabilecegini
gostermektedir. Bu sonug¢ ireticilerin endiistriyel olarak farkli iirlinlerde
kullanilmak tizere farkli termal davranis 6zelligine sahip EPS veya EPS iireticisi

starter kiiltiir kullanma sansina sahip olduklarina isaret etmektedir.
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Sekil 4.24. Lb. plantarum 2X13-3, 1X18-5 ve 3X20-3 tarafindan iretilen EPS’lerin
termogrami
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Sekil 4.26. Lv. brevis 4X35-2 tarafindan iiretilen EPS-f’nin termogrami
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Sekil 4.27. Lb. pentosus 2X36-3, 2X37-4 ve 2X38-3 tarafindan iiretilen EPS’lerin
termogrami

4.5.5. Liyofilize EkzopolisakKaritlerin Reolojik Ozellikleri
4.5.5.1. Ekzopolisakkaritlerin Yatiskan Fazdaki Reolojik Ozellikleri

EPS’lerin  reolojik  oOzelliklerinin ~ bilinmesinin ~ gida  endiistrisinde
kullanilabilecegi alanlarin tahminlenmesinde 6nem tasimasi dolayisiyla izole
edilen EPS’lerin reolojik ozellikleri belirlenmis ve EPS orneklerine ait yatigkan
fazdaki kesme hizina bagli kayma gerilimi degisim sonuglarinin reogramlari Sekil

4.28-4.31degosterilmistir
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Sekil 4.28. Lb. plantarum 2X13-3, 1X18-5 ve 3X20-3 tarafindan iiretilen EPS’lerin kesme

hizina bagl kayma gerilim degisim reogrami reogrami
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Sekil 4.29. Lb. plantarum 2X21-2, 3X22-4 ve 1X36-1 tarafindan iiretilen EPS’lerin kesme

hizina bagli kayma gerilim degisim reogrami
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Sekil 4.30. Lb. pentosus 2X36-3, 2X37-4 ve 2X38-3 tarafindan {iretilen EPS’lerin kesme
hizina bagl kayma gerilim degisim reogrami
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Sekil 4.31. Lv. brevis 4X35-2 tarafindan iiretilen EPS’nin kesme hizina bagli kayma gerilim
degisim reogrami

Sekillerde gozlemlendigi gibi EPS’lerin kayma gerilimi degerilerinin kesme
hizina bagli olarak arttigin1 goriinmektedir. Kesme hiz1 yeterince yiiksek oldugunda
EPS’lerin yapisin1 pargalanarak olusturan monosakkaritlerin boyutun kii¢lilmesi
nedeniyle kesme hizi ile orantili olarak kayma gerilimi arttigin1 bildirilmektedir
(Ratkovich et al., 2013; De Souza et al., 2015). EPS’lerin analizi sonucunda Lb.
pentosus 2X36-3 izolatinin irettigi EPS-h’nin en yiiksek akis davranigina sahip
olup psedoplastik davranis gosterdigi, fakat diger izolatlara ait EPS’lerin Newton
davranig1 gosterdigi saptanmistir. Ayrica Lb. plantarum 1X18-5 izolatinin iirettigi

EPS-b diisiik akis davranisina sahip olup sekilde ¢ok dagilma gostermistir. Bu
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dagilmaya EPS-b’de monosakkaritler disindaki diger bilesiklerin bulunmasi neden
olabilir (De Souza et al., 2015). Lb. planatarum EPS’lerinin viskozite degerleri,
Sentiirk et al. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada Lb. plantarum suslarinin tirettigi
EPS’lerin viskozite degerleri (0,005-0,01 Pa.s) ile benzerlik gosterirken, Ozkaya
(2017) tarafindan melastan izole edilen Leuc. mesenteroides suslarinin trettigi
EPS’lerinin (dekstran) viskozite degerlerden (0,13-32,44 Pa.s) daha diisiik oldugu

saptanmistir.

Elde edilen kesme hizina bagli kayma basinci degerleri Herschel-Bulkley
modeline fit edilerek model katsayilar1 hesaplanmistir. EPS’lere ait model
katsayilar1 ve 50 s kesme hizindaki goriiniir viskozite degerleri (#50) Tablo 4.8’de

gosterilmistir.

Tablo 4.10. EPS’lere ait Herschel-Bulkley model katsayilari ve goriiniir viskozite degerleri

. Herschel-Bulkley Katsayilari 150
Uretici Izolat EPS

K (Pa.s) 7° R2 (Pa.s)
Lb. plantarum 2X13-3 EPS-a 0,0092 0,0214 0,9992 0,0060
Lb. plantarum 1X18-5 EPS-b 1,4040 0,0405 0,9808 0,0116
Lb. plantarum 3X20-3 EPS-c 0,1275 0,0542 0,9963 0,0112
Lb. plantarum 2X21-2 EPS-d 0,1119 0,0526 0,9749 0,0057
Lb. plantarum 3X22-4 EPS-e 0,0049 0,0219 0,9935 0,0024
Lv. brevis 4X35-2 EPS-f 0,0054 0,0413 0,9975 0,0064
Lb. plantarum 1X36-1 EPS-g 0,0022 0,0221 0,9990 0,0044
Lb. pentosus 2X36-3 EPS-h 1,7570 1,4690 0,9992 0,2020
Lb. pentosus 2X37-4 EPS-i 0,0198 0,1707 0,9983 0,0206
Lb. pentosus 2X38-3 EPS-k 0,0055 0,0177 0,9925 0,0023

EPS’lerin Herschel-Bulkley modeline ait katsayr (R2) degerleri 0,9749-
0,9992 arasinda degismektedir. R, degerlerinin 1'e yakin olmasindan Herschel-
Bulkley modelinin EPS 6rneklerinin akis davranisini basarili bir sekilde tanimladigi
anlasilmaktadir. EPS 6rneklerinin kivam katsayis1 (K) degeriler 0,0022-1,7570 Pa.s
arasinda degismisken akis davramis degerleri (1°) ise 0,0214-1,4690 arasinda
degismistir. Orneklerinin agizdaki kesme hizi olarak kabul edilen 50 s deki
viskozite degeriler (nso) ise 0,0023-0,2020 Pa.s arasinda tespit edilmistir.
EPS’lerden Lb. pentosus 2X36-3 izolatinin tirettigi EPS-h en yiiksek akis davranis
degerine (1,4690 Pa.s) sahipken, diger EPS’lerde bu deger 1’den olduke¢a kiigiik
bulunmustur. Elde edilen akis davramis (viskozite) sonuglari literatiir ile

karsilagtirildiginda; Serin (2016) tarafindan bildirilen Lc. lactis F39 susunun
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EPS’sinin viskozite degerlerinden (0,0014-0,0059 Pa.s) yiiksek oldugu; Pinheiro
(2013) tarafindan bildirilen Enterobacter A47 DSM 23139 EPS’sinin viskozite
degerinden ise (0,2-0,3 Pa.s) Lb. pentosus 2X36-3 izolatinin iirettigi EPS-h
yiiksek, diger EPS’ler daha diisiik degere sahiptir.

455.2. Ekzopolisakkaritlerin Dinamik Fazdaki Reolojik Ozellikleri

EPS orneklerinin yatigkan fazdaki en yliksek akis davranis degerine sahip,
psedoplastik davranig gosteren ve Lb. pentosus 2X36-3 izolati tarafindan iiretilen
EPS-h’nin frequency sweep testleri gerceklestirilerek dogrusal visko-elastik
ozellikleri belirlenerek G’ (elastikiyet modiili) ve G’ (viskoz modiilii)
degerlerindeki degisim gozlenmistir. Diger bakterilere ait EPS’lerin yatiskan
fazdaki akis davranis degerlerinin 1’den kiiciik olmasi ve Newton davranis
gostermesi nedeni ile dogrusal visko-elastik Ozellikleri belirlenmemistir. Lb.
pentosus 2X36-3 izolat: tarafindan iiretilen EPS-h’nin agisal hiza bagl olarak G’
(elastikiyet modiilii) ve G" (viskoz modiilii) degerlerindeki degisimi gosteren

reogram Sekil 4.32°de gosterilmistir.

140 -

120

100

80

60

G', G" (Pa)

40

20

Frekans (Hz)

Sekil 4.32. Lb. pentosus 2X36-3 tarafindan liretilen EPS-h’nin agisal hiza baghh G' ve G"
degerlerinin degisim reogrami

Lb. pentosus 2X36-3 izolati tarafindan tiretilmis EPS-h’nin dinamik titresimli
kayma 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in uygulanan frequency sweep testi elastikiyet
modiili (G') ve vizkozite modiilii (G") degerlerinin agisal hiz arttikga arttigini
gostermistir. Elde edilen G’ degerinin G" degerinden yiiksek bulunmasi da bu

ornegin viskoz davraniginin diisiik oldugunu ve elastik davranisin hakim oldugunu
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gostermektedir. G' elastik davranis degerinin yiiksek olmasi jele benzer davranig

gosterebilecegine (Yilmaz vd., 2014; Abreu et al., 2019) isaret etmektedir.

Elde edilen veriler kullanilarak ayni1 6rnegin kayma gerilim (K', K") ve egim

degerleri (n', n") de hesaplanmis ve Tablo 4.9'de sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4.11. Lb. pentosus 2X36-3 tarafindan iiretilen EPS-h 6rnegine ait K', n', K", n" ve R, degerleri

) G'=K'(o)n’ G"=K"(o)n"

Uretici LAB EPS K » - K » o
(Pa.sn) § (Pa.sn) i

Lb. pentosus 2X36-3 EPS-h  0,6627 2,1560 0,9995 2,0910 11,8050 0,9908

Lb. pentosus 2X36-3 izolati tarafindan {iretilmis EPS-h’nin G' ve G"
degerlerindeki R> degerinin bulunmasi i¢in power-law model uygulanmistir. R
degerleri G' ve G" degerleri iligkisinin power-law modeline uygun oldugunu
gostermektedir. Elde edilen degerler Abreu et al. (2019) ve Saricaoglu (2020)

tarafindan yapilan ¢alismalarinin sonuglari ile de benzerlik géstermektedir.

4.5.5.3. Ekzopolisakkaritlerin Sicakhiga Bagh Akis Davrams Reolojik
Ozellikleri

Ekzopolisakkaritlerinin gida endiistrisinde uygulanan 1s1l islem sirasindaki
davraniglarinin son iirtiniin 6zellikleri acisindan oldukc¢a 6nemli olmasi nedeniyle
tim EPS o6rneklerinin sicakliga bagli davramglari incelenmistir. Orneklerinin
sicakliga bagli akis davranis sonuglarinin reogramlart Sekil 4.33-4.37°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.33. Lb. plantarum 2X13-3, 1X18-5 ve 3X20-3 tarafindan iiretilen EPS’lerin sicakliga
bagli akis davranis reogrami
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Sekil 4.34. Lb. plantarum 2X21-2, 3X22-4 ve 1X36-1 tarafindan iiretilen EPS’lerin sicakliga
bagli akis davranig reogram
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Sekil 4.35. Lb. pentosus 2X37-4 ve 2X38-3 tarafindan iiretilen EPS’lerin sicakliga baglh akis

davranis reogram
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Sekil 4.36. Lb. pentosus 2X36-3 tarafindan iiretilen EPS’nin sicakliga bagh akis davranig

reogram
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Sekil 4.37. Lv. brevis 4X35-2 tarafindan iretilen EPS’nin sicakliga bagh akis davranig
reogram

Orneklerinin sicakliga bagl akis davrams sonuglarini gdsteren reogramlar
incelendiginde EPS oOrneklerinin viskozitesinin genel olarak sicaklik arttikca
azaldig1 gozlenmektedir. Lb. pentosus 2X36-3 izolat: tarafindan tiretilen EPS-h’nin
70°C’ye kadar viskozitesinin 0,1 Pa.s degerinin lizerinde kalmasi gida sistemlerinde
doku ve reolojik 6zelliklerin iyilestirilmesinde 6nemli rol oynayabilecegine isaret
etmektedir. Diger LAB izolatlarina ait EPS’lerin ise 40°C sicakliga ulasildiginda

onemli viskozite kayb1 yasadigi belirlenmistir.

Elde edilen sicakliga bagli akis davranis degerleri Arrhenius modeline fit

edilerek model katsayilar1 da hesaplanmig ve Tablo 4.10’da verilmistir

Tablo 4.12. EPS’lere ait Arrhenius model katsayilari

Arrhenius Katsayilar:

Uretici Izolat EPS
K (Pa.s) E R2

Lb. plantarum 2X13-3 EPS-a 10,00 0,0002 0,0324
Lb. plantarum 1X18-5 EPS-b 10,00 0,0002 0,0315
Lb. plantarum 3X20-3 EPS-c 10,00 0,0020 0,1668
Lb. plantarum 2X21-2 EPS-d 10,00 0,0194 0,1677
Lb. plantarum 3X22-4 EPS-e 10,00 0,0006 0,0629
Lv. brevis 4X35-2 EPS-f 10,00 0,0101 0,0928
Lb. plantarum 1X36-1 EPS-g 10,00 0,0011 0,0986
Lb. pentosus 2X36-3 EPS-h 10,00 0,0085 0,3155
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Tablo 4.13. (Devam)

Arrhenius Katsayilar

Uretici Izolat EPS

K (Pa.s) E R2
Lb. pentosus 2X37-4 EPS-i 10,00 0,0626 0,1301
Lb. pentosus 2X38-3 EPS-k 10,00 0,5628 0,0870

Sicakliga bagli akis davranis test sonuglari, Ayyash vd. (2020a) tarafindan
Lactobacillus plantarum C70 susundan iiretilen EPS’nin sicakliga bagli akis
davranig Ozelliklerinin incelendigi ¢alisma sonuglart (0,002-0,007 Pa.s) ile
benzerdir. Cruz et al. (2011) tarafindan Enterobacter A47 (DSM 23139) susu
EPS’si i¢in bildirilen sicakliga bagh akis davranig degeri (0,35 Pa.s) ise
Lb.pentosus drettigi 2X37-4 ve 2X38-3tarafindan iiretilen EPS-i ve EPS-k’nin
degerlerinden daha diisiik, diger EPS’lerin degerlerinden daha ytiksektir.

4.5.6. Liyofilize Ekzopolisakkaritlerin Yiizey Yapisi

EPS’lerin yiizey morfolojileri taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak belirlenmis ve elde edilen 6rnek goriintiileri asagida Sekil 4.38-4.47°de

sunulmustur.
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Sekil 4.38. Lb. plantarum 2X13-3 tarafindan tiretilen EPS-a’nin SEM goriintiisii (A:500%, B:
1000x; C:2500x)

Sekil 4.39. Lb. plantarum 1X18-5 tarafindan iiretilen EPS-b’nin SEM goriintiisii (A:500%, B:
1000x; C:2500x)

Sekil 4.40. Lb. plantarum 3X20-3 tarafindan iiretilen EPS-c’nin SEM goriintiisii (A:500%, B:
1000x; C:2500x)
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Sekil 4.41. Lb.plantarum 2X21-2 tarafindan iretilen EPS-d’nin SEM gorintiisti (A:500x, B:
1000x; C:2500x)

Sekil 4.42. Lb.plantarum 3X22-4 tarafindan tiretilen EPS-e’nin SEM goriintiisii (A:500x,
B: 1000x; C:2500x)

Sekil 4.43. Lv. brevis 4X35-2 tarafindan iiretilen EPS-f’nin SEM goriintiisii (A:500%, B:
1000x; C:2500x%)
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Sekil 4.44. Lb. plantarum 1X36-1 tarafindan tiretilen EPS-g’nin SEM goriintiisti (A:500x, B:
1000x; C:2500x)

Sekil 4.45. Lb. pentosus 2X36-3 tarafindan tiretilen EPS-h’nin SEM goriintiisii (A:500%, B:
1000x%; C:2500%)

Sekil 4.46. Lb. pentosus 2X37-4 tarafindan iiretilen EPS-i’nin SEM gorintiisii (A:500%, B:
1000x; C:2500%)
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Sekil 4.47. Lb. pentosus 2X38-3 tarafindan iiretilen EPS-k’nin SEM gériintiisii (A:500x%, B: 1000x;
C:2500x)

EPS’lerin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile ti¢ farkli boyutta gézlenen
yiizey yapisi gorlntiilerinden 500x ve 1000x biiylitmelerde; diizgiin yiizeyli
elipsoik topak, dokiilmiis yaprak, bal petegi, piiriizsiiz yiizeyli pul veya tabakalar
gibi ¢ok farkli sekillerde yapilarin goriildiigii tespit edilmistir. 2500x biiyiitmede ise
EPS’nin kiiresel, gozenekli, diizensiz sekillere ve piirilizsiiz veya pliriizlii yiizeylere
sahip yapilar igerdikleri goriilmiistir. Wang et al. (2010) Lb. plantarum KF5
susundan iireten EPS’nin yiizey yapisininin taramali elektron mikroskobunda
10000x biiylitmede piiriizsiiz yiizeye sahip oldugunu rapor etmislerdir. Taramali
elektron mikroskobu ile bakteriyel EPS’lerin ylizey yapilari incelenen diger
caligmalarin sonucunda da Asgher et al. (2020); Ayyash et al. (2020a) diizgiin pul,
katman ve yaprak yapisina benzer yapilarin goriildiigii, ancak daha yiiksek

biiyiitmelerde yiizeylerin diizensiz ve piiriizlii bir yapiya sahip oldugu belirtilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez calismas1 kapsamda, Samsun Il smirlar1 igerisinde temin edilen
geleneksel olarak {tiretilmis 37 adet fermente gida ve 3 adet ¢ig siit Ornegi
ekzopolisakkkarit iireticisi laktik asit bakteri izolasyonu icin kaynak olarak
kullanilmustir. Izolasyon kaynagi olarak kullamlan gidalarm izolat cesitliligini
etkileyecegi diisiiniilen temel 6zellikleri ile ekzopolisakkkarit iireticisi laktik asit
bakteri suslarinin izolasyonu, tanimlanmasi ve iiretilen EPS’lerin karakterizasyonu
ve reoloji ozellikleri belirlenmistir. Calismada elde edilen sonuglar ve Oneriler

asagida ozetlenmistir.

1. Temin edilen fermente gidalar ve ¢ig siitii 6rneklerinin toplam asitlik, pH ve kuru
madde oOzellikleri belirlenmistir. Calismada kullanilan yogurt o6rneklerinin
ortalama titrasyon asitligi degeri (laktik asit cinsinden) %1,03, pH degeri de
3,90, toplam kuru madde orani1 ise %13,67 olarak tespit edilmstir. Ama siizme
yogurt Orneklerinin ortalama titrasyon asitligi degeri (laktik asit cinsinden)
%1,63, pH degeri 4,23, toplam kuru madde oram da %?23,84 olarak
belirlenmistir. Calismada kullanilan peynir 6rneklerinin ortalama titrasyon
asitligi degerinin (laktik asit cinsinden) %0,52, pH degerinin 5,29, toplam kuru
madde oraninin da %32,80 oldugu tespit edilmistir. Cokelek orneklerinin
ortalama titrasyon asitlik degeri (laktik asit cinsinden) %0,15, pH degeri 5,51,
toplam kuru madde orani da %29,28 olarak tespit edilmistir. Cig siit 6rneklerinin
titrasyon asitlik degeri ortalama %0,16 olarak (laktik asit cinsinden), pH degeri
6,14, toplam kuru madde igerigi de %13,65 olarak belirlenmistir. Tursu
orneklerinin ortalama titrasyon asitligi %1,02 (laktik asit cinsinden), pH degeri

3,75, toplam kuru madde igerigi de %6,98 olarak tespit edilmistir.

2. Temin edilen tim fermente gidalar ve ¢ig siitii drneklerinin mikrobiyolojik
ozellikleri belirlenmistir. Caligma kapsamda kullanilan yogurt o6rneklerin
ortalama Lactobacillus spp. sayist 7,1 log kob/g; Lactococcus spp. sayis1 7,74
log kob/g; TAMB sayis1 da 6,18 log kob/g ve maya-kiif sayis1 5,3 log kob/g
olarak belirlenmistir. Peynirlerin ortalama Lactobacillus spp. sayis1 6,9 log
kob/g, Lactococcus spp. sayis1 7,08 log kob/g, TAMB sayis1 7,28 log kob/g ve
maya-kiif sayis1 5,93 log kob/g olarak tespit edilmistir. Ama siizme yogurt
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orneklerinin ortalama Lactobacillus spp. sayis1 6,27 log kob/g; Lactococcus spp.
sayis1 6,11 log kob/g; TAMB sayis1 da 6,68 log kob/g ve maya-kiif sayisi 6,18
log kob/g olarak belirlenmistir. Cokelek drneklerinin mikrobiyolojik analizleri
sonucunda da; ortalama TAMB sayis1 6,28 log kob/g, Lactobacillus spp.bakteri
sayis1 5,92 log kob/g, Lactococcus spp.bakteri sayisi 6,42 log kob/g ve maya-
kif sayist 6,11 log kob/g olarak tespit edilmistir. Cig siitiin mikrobiyolojik
analizleri sonucunda da ortalama TAMB sayis1 7,12 log kob/g, Lactobacillus
spp.sayis1 6,29 log kob/g, Lactococcus spp.sayist 6,83 log kob/g ve maya-kif
sayist 3,17 log kob/g olarak saptanmustir. Tursu 6rneklerinde ortalama TAMB
sayist 6,52 log kob/g, Lactobacillus spp.sayis1 6,58 log kob/g, Lactococcus
spp.say1si 6,33 log kob/g ve maya-kiif sayisi 5,5 log kob/g olarak saptanmustir.

. Izolasyon kaynag olarak kullanilan fermente gidalar ve ¢ig siit drneklerinden
farkli koloni morfolojisine sahip olmalarina da dikkat edilerek toplam 616 adet
LAB koloni secilmis ve saf kiiltiir olarak gelistirilmistir. Tiim izolatlara Gram
boyama ve katalaz testi uygulanmis ve Gram (+), katalaz (-) olarak saptanan
toplam 520 adet muhtemel LAB izolat1 elde edilmistir.

. Muhtemel LAB izolatlarmin EPS tiretimi kat1 besiyerinde test edilmis ve uzama
ozelligi gosteren toplam 84 adet izolat potansiyel EPS iireticileri olarak
secilmistir. Potansiyel EPS {ireticisi olarak secilen izolatlardan farkli 6zelliklere
sahip olan 41 adet LAB izolatt 100 mL kiiltiirde ¢ogaltilarak EPS iiretmeleri
saglanmistir. EPS {iretimi en yliksek/verimli olan ve farkl tiirlere ait olabilecegi
diisiiniilen toplam 10 adet izolat secilerek EPS iiretici olarak ¢alismada devam
edilmistir ve 16S rDNA dizi analiz yapilmistir. LAB izolatlarinin 16S rDNA dizi
analizi sonucunda en az %99,50 benzerlikle 6 adedi Lactiplantibacillus
plantarum subsp. plantarum, 3 adedi Lactiplantibacillus pentosus, 1 adedi
Levilactobacillus brevis olarak tanimlanmistir. Bu sonuglara gore analiz edilen
gidalarin florasinda bulunan EPS {ireticilerinin Lb. plantarum tiirlerinin agirlikli

oldugu anlasilmistir.

. 16S tDNA dizi analize goére tanimlanmis c¢alisma kapsaminda kullanilmaya
devam edilen 10 adet LAB’lerden ekzopolisakkarit iiretimi saglayip EPS’lerin
miktar1 belirlenmistir. LAB’lerin EPS {iretim miktar1 0.12 g/L - 0.31 g/L
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arasinda oldugunu anlasildi. EPS iiretim miktar1 bakteri tiirlerine gore
baktigimizda en diisiik EPS iiretimi Lb. plantarum 1X18-5, Lb. plantarum 2X21-
2 ve Lb.pentosus 2X38-suslarinda, en yiiksek tiretimi ise; Lb. pentosus 2X36-3
sus tarafindan tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarimiz diisiik oran da olsa da

benzer galismalarda tespit edilen sonuglar ile benzer oldugunu anlasilmistir.

. 10 adet LAB’lerin {iretilen EPS’lernin ana fonksiyonel grup igerikleri
belirlendiginde; FTIR spektrumunun 817,53 - 3321,09 cm™? arahginda pik
degerlerine sahip oldugu ve bunun monosakkaritler, polisakkaritler ve
karbonhidratlarin varligina isaret ettigi belirlenmistir. Takiben EPS’lerin maltoz,
glukoz, galaktoz ve fruktoz sekerlerini igerdikleri saptanmistir. Ayrica
galaktozun tiim EPS’lerde en yiiksek oranda bulunan seker oldugu gézlenmistir.
Ardindan EPS’lerinin termal davranis 6zelligi belirlenmistir. EPS numunelerin
termal davranig Ozelliklerine baktigimizda kristallenme sicaklik pik degerleri
72,55°C —86,35°C araliginda goriiliirken erime sicaklik pik degerleri 68,05°C —
301,58°C arasinda olup her bir EPS’nin bozulma (erime) sicakliginin farkl
oldugu anlasilmistir. Boylece EPS’lerin karakterizasyonu sonucu elde edilen
tlim analiz sonuglarinin benzer ¢aligmalarin sonuglarindan farklilik géstermedigi

anlasilmistir.

. EPS’lerinin  gida  endiistrisinde  kullanilabilmesi  ve  kullanilmasini
kolaylagtirmasina dair bilgi almak amaciyla reolojik 6zelliklerini belirlenmistir.
Analiz sonucunda EPS’lerin kayma basinci degeriler (viskozite) kesme hizina
bagl olarak azaldigin1 ve 2X36-3 izolat kodlu Lb.pentosus tiretilen EPS-h en
yiiksek viskozite degerine sahip olup psedoplastik davranis gosterdigi
gozlenmistir. Ayrica EPS-h’sinin  dinamik fazdaki reolojik 6zelligi
belirlendiginde elastik davranis yiiksek oldugunu anlagilmistir. Takiben
calismaya dahil edilen tiim EPS’lerinin sicakliga bagli akis davranis 6zellikleri
belirlendiginde; EPS-h’den hari¢ tiim EPS numunelerinin genel olarak 40°C
sicakliga ulastiginda yapisal olarak tamamen bozuldugu gozlenmistir. Ancak
EPS-h 6rnegimiz sicaklik 70°C ulastiginda viskozite degeri 0,1 (Pa.s) olup daha

yiiksek sicakliklarda azalma gostermistir.
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Bu ¢alismanin sonuca gore Lb.pentosus 2X36-3 izolat1 tarafindan tiretilen
EPS-h’nin, temel ve viskozite 6zellikleri nedeniyle gidalarin yapisal 6zelliklerinin
lyilestirilmesinde kullanilmas1 Onerilmektedir. Ancak diger LAB tarafindan
iiretilen EPS’lerin viskozite 6zellikleri diisiik olmasina ragmen EPS {iretici suslarin
starter olarak fermente gida iiretiminde kullanilmasi iiriin yapisina olumlu katk1

saglayacaktir.
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EKLER
EK 1. Cahismada Kullanilan Kiiltiir Ortamlar:

De Man, Rogosa and Sharpe Broth ve Agar (MRS Broth ve Agar)

Bilesen Miktar (g/L)
Kazein Pepton 10,0
Et Ekstrakti 10,0
Maya Ekstrakti 5,0
D-Glukoz 20,0
Di Potasyum Hidrojen Fosfat 5,0
Di Amonyum Sitrat 2,0
Sodyum Asetat 5,0
Mgs04.7H.0 0,5
Mnso04.4H,0 0,2
Tween 80 1,0 mL
Agar-Agar 14,0

Agar cermeyen bilesi MRS Broth, iceren MRS agar olarak hazirlanmistir. Bilesime giren

maddeler distile su igerisinde ¢oziilmiis ve 121°C’de 15 dakika sterilizasyon edilmistir. LAB sayimi1

ve izolasyonunda kullanilmuistir.

MRS-5C Agar
Bilesen Miktar (g/L)
Tripton 10,0
Et Ekstrakti 50
Maya Ekstrakti 5,0
Maltoz 10,0
Fruktoz 5,0
Glukoz 5,0
Sodyum Asetat 5,0
Amonyum Kloriir 3,0
Di Potasyum Hidrojen Fosfat 2,6
Monopotasyum Fosfat 4,0
Magnezyum Siilfat 0,1
Mangan (II) Siilfat 0,05
Cystein -HCI 0,5
Tween 80 1,0 mL
Agar- Agar 15,0

Bilesime giren maddeler distile su igerisinde ¢6ziilmiis ve 121°C’de 15 dakika sterilizasyon

edilmistir. LAB izolasyonunda kullanilmistir.
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M17 Broth ve Agar

Bilesen Miktar (g/L)
Soya Pepton 5,0
Et Pepton 25
Kazein Pepton 2,5
Maya Ekstrakti 2,5
Et Ekstrakt1 5,0
Laktoz Monohidrat 5,0
Askorbik Asit 0,5
Sodyum B-Gliserofosfat 19
Magnezyum Siilfat 0,25
Agar-Agar 12,75

Bilesime giren maddeler distile su igerisinde ¢6ziilmiis ve 121°C’de 15 dakika sterilizasyon

edilmistir. LAB izolasyonunda kullanilmigtir.

MRS-Sukroz Broth ve Agar

Bilesen Miktar (g/L)
Kazein Pepton 10,0
Maya Ekstrakti 4,0
Et Ekstrakti 8,0
Sukroz 40,0
Di Potasyum Hidrojen Fosfat 2,0
Di Amonyum Hidrojin Sitrat 2,0
Soydyum Asetat 5,0
Magnezyum Siilfat 0,2
Mangan (II) Siilfat 0,04
Tween 80 1ml
Agar-Agar 15,0

Bilesime giren maddeler distile su igerisinde ¢6ziilmiis ve 121°C’de 15 dakika sterilizasyon

edilmigtir. LAB izolatlarin EPS {iretiminin belirlenmesi testi ve EPS {iretiminde kullanilmugtir.

Kongo Kirmizi1 Agar

Daha 6nce verilmis olan bilesime uygun olarak hazirlanan ve 121°C’de 15
dakika sterilize edilen MRS Agar basal ortam olarak kullanilmistir. Kongo Kirmizi
agar halinde hazirlamak 50°C’ye sogutulan besiyeri igerisine %0,05 oraninda
kongo kirmizi ilave edilmis ve petrilere dagitilmistir. Bu besiyeri LAB izolatlarin

EPS iiretiminin belirlenmesi amaci ile kullanilmistir (Ambalam et al., 2012).
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Plate Count Agar (PCA)

Bilesen Miktar (g/L)
Kazein Pepton 50
Maya Ekstrakti 2,5
D(+) Glukoz 1,0
Agar-Agar 14,0

Bilesime giren maddeler distile su igerisinde ¢oziilmiis ve 121°C’de 15 dakika sterilizasyon

edilmistir. Fermente gida 6rneklerin toplam aerobik mezofilik bakteri sayiminda kullanilmustir.

Dichloran Rose Bendal Chloramphenicol Agar (DRBC Agar)

Bilesen Miktar (g/L)
Kazein Pepton 50
Glukoz 10,0

Di Potasyum Hidrojen Fosfat 1,0
Dikloran 0,002
Magnezyum Siilfat 0,5

Ros Bengal 0,025
Klorampenikol 0,1
Agar-Agar 15,0

Bilesime giren maddeler distile su igerisinde ¢oziilmiis ve 121°C’de 15 dakika sterilizasyon

edilmistir. Fermente gida 6rneklerin kiif ve maya sayiminda kullanilmustir.

Violet Red Bile Agar (VRB Agar)

Bilesen Miktar (g/L)
Et Pepton 7,0
Maya Ekstrakti 3,0
Laktoz 10,0
Sodyum Kloriir 5,0

Ox Bile (Bile Salt Mix) 1,5
Neutral Kirmizi 0,03
Kristal Violet 0,002
Agar-Agar 13,0

Distile su igerisinde ¢oziilmiis ve 121°C’de 15 dakika sterilizasyon yapilmigtir. Daha sonra
50°C’ye sogutulmus ve petrilere dagitilmistir. Fermente gida 6rneklerin koliform grup bakterilerin

sayiminda kullanilmistir.
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EK 2. Calismada Kullanilan Tamponlar ve Cozeltiler

Kristal Viyolet (Gram Boyama)

Bilesen Miktar
Kristal Viyole 309
Etanol/Metanol 50,0 mL
Izopropanol 50,0 mL
Distile Su 900,0 mL

Iyot Cozeltisi (Gram Boyama)

Bilesen Miktar
1y0t 339
Potasyum Iyodiir 6,6 ¢
Distile Su 1000,0 mL

Safranin Cozeltisi (Gram boyama)

Bilesen Miktar
Safranin 40¢
Etanol/Metanol 200,0 mL
Distile Su 800,0 mL

Dekolorizasyon Sivisi (Gram Boyama)

Bilesen Miktar
Aseton 250,0 mL
Izopropanol 750,0 mL

Gram boyama ¢6zeltileri izolatlarin Gram reaksiyonlarini belirlemek i¢in kullanilmistir.

%3°liik Hidrojen Peroksit Cozeltisi (H202)

Bilesen Miktar
%30 Hidrojen Peroksit 10,0 mL
Distile Su 90,0 mL

LAB izolatlarin katalaz aktivitelerini belirlemek amaciyla kullanilmustir.

0.1 M NaOH Cozeltisi

Bilesen Miktar
Sodyum Hidroksit 409
Distile Su 1000,0 mL

Gida orneklerin asitlik tayini 6l¢timiinde kullanilmistir.
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%1’lik Fenolftalein Cozeltisi

Bilesen Miktar
Fenolftalein 109
%95°lik Etil Alkol 100,0 mL

Gida o6rneklerin asitlik tayini 6l¢iimiinde indikatorii olarak kullanilmistir.

%10 Trikloroasetik Asit (TCA)

Bilesen Miktar
Trikloroasetik Asit (C,HCI30) 100 ¢
Distile Su 1000,0 mL

LAB EPS’lerinden protein bazli bilesenleri uzaklastirmak amaciyla kullanilmistir.

0,05 M EDTA
Bilesen Miktar
EDTA (NaszcloleogNz. 2H20) 18,6 g
Distile Su 1000,0 mL

LAB hiicrelerine bagl kapsiilar EPS’lerin ayrilmasi i¢in kullanilmistir.

% 5’lik Fenol

Bilesen Miktar (mL)
%90 Fenol 5,0
Distile Su 95,0

LAB EPS’lerinin seker tayininde kullanilmigtir.
%72’lik Formik Asit (HCOOH)

Bilesen Miktar
(mL)

%85 Formik Asit (HCOOH) 84,7

Distile Su 15,2

LAB EPS’lerinin igerdigi seker tiirlerinin belirlenmesinde kullanilmustir.

5 M Potasyum Hidroksit Cozeltisi (KOH)

Bilesen Miktar
Potasyum Hidroksit (KOH) 168,09
Distile Su 832,0 mL

LAB EPS’lerinin igerdigi seker tiirlerinin belirlenmesinde kullanilmustir.
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Etidyum Bromiir

Bilesen Miktar
Etidyum Bromiir ( C21H20BrN3) 039
Distile Su 30,0 mL

Agaroz jel hazirlanmasinda kullanilmugtir.

Brom Fenol Mavi Yiikleme Boyasi

Bilesen Miktar
Ficol 400 7,50 ¢

Brom Fenol Mavisi 0,125¢g
Distile Su 50,0 mL

Elektroforezde izolatlarin yiiklemesinde kullanilmistir.

1XTE Tampon Cozeltisi (Tris - EDTA)

Bilesen Miktar (mL)
Tris Base 10,0

0.5 M EDTA 2,0
Distile Su 988,0

Hidroklorik asit ile pH 8,0 ayarlanarak 121°C’de 15 dakika otoklav edilip 20°C’de
saklanmistir. LAB’lerin genomik DNA izolasyunda kullanilmistir.

10xTBE Tampon Cozeltisi (Tris —Borik Asit EDTA)

Bilesen Miktar (g)
Tris Base 108,0
Borik Asit 55,0
0.5M EDTA 40,0 mL
Distile Su 960,0 mL

pH 8,0 degerine ayarlanarak 121°C’de 15 dakika otoklav edilip 4°C’de saklanmustir.

1XTBE Tampon Cazeltisi (Tris —Borik Asit EDTA)

Bilesen Miktar (mL)
10xTBE Tampon 100,0
Distile Su 900,0

Agaroz jelde kullanmak amaciyla pH 8,0 degerine ayarlanarak 121°C’de 15 dakika otoklav
edilip 4°C’de saklanmustir.
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%71’lik Agaroz jel

Bilesen Miktar
Agaroz Jel 1049
1XTBE Tampon 100,0 mL

Genomik DNA’larin saflik kontrol i¢in elektroforez sisteminde kullanilmustir.

%1,5’lik Agaroz Jel
Bilesen Miktar (g)
Agaroz Jel 159
1XTBE Tampon 100,0 mL

Cogaltilan PZR iiriinlerin saflik kontrol i¢in elektroforez sisteminde kullanilmustir.

EK 3. LAB’nin Genomik 16S rDNA Dizi Analizinde Kullanilan Marker

ve Primerler

DNA Marker 1000 bp (Sigma, ABD)
PZR iirlinleri agaroz jel elektroforezde yiiriitiildiikten sonra uygun boyutta

olup olmadiginin belirlenmesi amactyla kullanilmistir

DNA Primerler

isim Dizi Baflanima Bolgesi Kaynak
27TF  AGAGTTTGATCM TGG CTC AG 8-27 Lane, 1991

800R TACCAG GGT ATCTAATCC 800-782 Chun and Goodfellow, 1995
Mg5F AAA CTC AAA GGA ATT GAC GG 907-926 Chun and Goodfellow, 1995
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EK 4. LAB izolatlarinin 16S rDNA Boélgesinin Dizileri

Tanimlanan Sus

DNA Dizisi

Lactiplantibacillus
plantarum subsp.
plantarum 2X13-3

TGGCGAACTTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGA
TAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATG
GTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGG
CGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAG
CCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCT
GATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTC
TGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGT
ATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAG
GCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGC
ATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCT
TCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCC
AGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCT
AATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTAC
ATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAAC
ACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGG
ACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA

Lactiplantibacillus
plantarum subsp.
plantarum 1X18-5

ATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTTGAGTGGCGAACTGGT
GAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAAC
AGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGA
TGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTG
GGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATC
GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGA
GAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATT
GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCG
GCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGG
ACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAG
TATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGAT
GAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATT
AAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTT
CCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCC
AGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG
GTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCT
CTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGT
CGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCG
GTGGGGTAACCTTTTAGGAACC
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Lactiplantibacillus
plantarum subsp.
plantarum 3X20-3

ATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTG
AGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAG
ATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGG
CTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGG
TAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGC
CACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAG
AAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGT
AACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCA
ACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGT
GGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGG
GTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATG
CTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA
TTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTT
CGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT
TAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAA
GCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGT
AACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGG

Lactiplantibacillus
plantarum subsp.
plantarum 2X21-2

GGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAA
CACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCACAACAACTTGGACCGCAAGGTCC
GAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTAT
TAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACC
TGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAA
GAATAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGA
AACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCC
TTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACT
ATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGG
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTG
AGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAG
TTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGA
TTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGA
TCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAAC
CAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAG
CCCTAGGAAAA
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TTCATGATTTACATTTTGAGTTGAGTTGGCGAACTTGGTGAGTAACACGTGG
GAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACC
GCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTAT
CACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTC
ACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCA
CAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTT
CGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTT
CAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAA
GCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCG
AAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGA
ACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTA
AGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCG
GGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATT
AAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAA
AGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTG
GGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAAGTGGGACAGATGATTAGG

Levilactobacillus
brevis 4X35-2

CGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTCAACAATGAAGCGAGTG
GCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGGAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACA
CTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGT
TTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTA
GTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAG
GGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGT
GAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCT
TTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATT
TATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCT
TCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAG
AGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAA
AGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATT
AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGA
AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCC
CTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAG
CATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAATCTCTTAA
AGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTG
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GGTTATTGATTTGGTGCTTTGCATCCATGATTTTACATTTTTTGAGTTGAGTT
GGCGAACTTGGTGAGTTAACACGTTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGAT
AACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTC
CGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTAT
TAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACC
TGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAG
AAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACT
TGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGC
TGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATC
TAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTC
GCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGC
AACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAG
TTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAA

Lactiplantibacillus
pentosus 2X36-3

GCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACG
TGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAAT
ACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGC
TATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGG
CTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAG
GGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAA
CTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTC
AACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAC
AGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAG
TATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGA
TGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCA
TTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAG
ACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATC
AGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGT
AAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGC
CTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTA
ACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGG
GACAGATGATTAGGGTGAAGT
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Lactiplantibacillus
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GGCGAACTTGGTGAGTAACACGTTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGAT
AACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCAGGTCC
GAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATT
AGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCT
GAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAA
CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGA
AGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
TTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGA
TGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTT
GAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTG
CTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAAT
CTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTC
GCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGC
AACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAG
TTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAA
GGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA

Lactiplantibacillus
pentosus 2X38-3

TACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCA
GAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTG
GACCGCAGGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGT
CCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATA
CGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTC
TGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCT
GTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATT
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTT
TTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACT
GGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCT
TCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGC
AAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACT
CGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTG
CAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGT
TTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGG
TGGGACAGATGATTAGGGTGAA
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