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Laktik asit bakterileri (LAB); gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, katalaz
negatif, hareketsiz, sitokromdan yoksun ve spor olusturmayan bakterilerdir.
Planlanan ¢alismada siit ve siit triinlerinden izole edilen 163 LAB’ sinin
ekzopolisakkarit liretme yetenekleri taranarak segilen izolatlarda optimum EPS
tiretimi icin kiiltiir kosullart belirlenmeye ¢alisilmistir. Calismamizda izolatlarin
antimikrobiyal aktivitesi Sandvic Overlay Yontemi ile incelenerek biyokimyasal
testlerle 6zellikleri belirlenmis ve secilen izolatlar riboprinter ile tanimlanmaistir.
[zolatlarin antimikrobiyal aktivitelerinin yiiksek oldugu bulunmustur. izolatlarmn
EPS dretimleri mikrotitre plaka yontemi ve kongo kirmizili ortamda
belirlenmistir. Son olarak izolatlarin optimum EPS iiretim degerleri optimum azot,
karbon kaynaklar1 ve sicaklikta cevap-yiizey metodu ile belirlenmistir. izolatlarin

EPS degerleri 46,65 mg/L — 53,17 mg/L arasinda bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Laktik asit bakterileri, ekzopolisakkarit, biofilm
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MILK AND MILK PRODUCTS ISOLATED FROM LACTIC ACID
BACTERIA EKZOPOLISAKKARIT IN THE INVESTIGATION OF
PRODUCTION CAPABILITIES
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Biology Program

Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC
2014, 187 pages

Lactic acid bacteria (LAB) are gram-positive, facultative anaerobic,
catalase-negative, motile, non- cytochrome and non-spore forming bacteria. In
this study, 163 strains of LAB were isolated from dairy products and their of the
exopolysaccharides capabilities have been investigated and determined culture
conditions for EPS production. In our study, the antimicrobial activity of the
isolates was examined by a Sandwich Overlay Method and their properties were
determined by biochemical tests and selected isolates were identified by
RiboPrint. Isolates were found to have high antimicrobial activity. EPS production
method of isolates was determined with microtiter plates and including congo red
medium. Finally, optimum EPS production values of the isolates were found by
response-surface method at optimum temperature, optimum nitrogen and carbon

amounts. EPS values of the isolates were found as 46.65 mg /L - 53.17 mg/ L.

Key words: Lactic acid bacteria, exopolysaccharides, biofilm
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB) ilk kez 19. yiizyil sonlarinda siitte
fermantasyona ve koagiilasyona yol agcan bakteriler olarak isimlendirilmis ve daha
sonraki yillarda Lactobacillaceae familyasi i¢inde smiflandirilmiglardir. Tim
tiyeler; gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, katalaz negatif, hareketsiz, sitokromdan
yoksun ve spor olusturmayan bakterilerdir (Hofvendahl ve ark., 2000). LAB’ leri,
tabiatta yaygin oluslari, cesitli gida maddelerinde sikca rastlanilan bozulmalara
neden olmalar1 ve bazi gidalarin iiretim ve olgunlagtirilmasinda 6nemli rol
oynamalar1 nedeni ile gida teknolojisinde biiyiik 6nem tasimaktadirlar. LAB’ leri
organik asit, hidrojen peroksit, formik asit, probiyonik asit, diasetil, asetoin,
reuterin, antifungal peptitler, bakteriyosinler ve ekzopolisakkarit (EPS) gibi ¢ok
gesitli antimikrobiyal bilesikleri iiretebilmektedirler (Brull ve ark., 1999). Bu
baglamda trettikleri antimikrobiyal bilesikler ve fermantasyonda kullanilabilme
Ozellikleri ile LAB’ lerine kars1 olan ilgi de artmistir. Giiniimiizde o6zellikle
fermantasyonda starter kiiltiir olarak LAB’ lerinin kullanilmasi, LAB’ lerinin
tirettikleri  bakteriyosinlerin eldesi ve tamimlanmasi pek ¢ok arastiricinin
calismalarma konu olmustur. Ozellikle son 20 yil igerisinde LAB’ lerinin
antimikrobiyal aktiviteleri genis capta arastirilmistir (Zhu ve ark., 2000; Kurt ve
ark., 2005).

Siit endiistrisinde kullanilan starter kiiltiirlerin biiyiikk ¢ogunlugunu LAB?’ leri
olusturmaktadir. LAB’ leri siit, et ve sebze gibi ¢esitli {iriinlerin besin degerlerini,
duyusal ozelliklerini ve korunmasini arttirmak i¢in diinya ¢apinda
kullanilmaktadir. Bakterilerin geligsmesi sirasinda laktozun fermentasyonu siitiin
asitlesmesine neden olmakta ve bdylece bu koruma bozucu mikroorganizmalarin
ve patojenlerin ¢ogalmasina karsi siitii korumaktadir. Asidifikasyonun diger bir
etkisi ise koagiilasyon ile sonuglanan, siit proteinleri tizerindeki negatif yiiklerin
notrlestirilmesidir. Bu bakterilerin bir kismi siit yagi ve proteinleri pargalayarak
cesitli maddelerin olusmasina ve boylece liriiniin kendine has tat, aroma, goriiniis
ve yapisinin meydana gelmesine yardim etmektedir (Yaygin ve Kilig, 1993).
LAB’ leri de diger bircok bakteri gibi polisakkaritlerinin hiicredeki konumlarina

gore smiflandirilmistir.  Hiicre duvarinin  disinda bulunanlarina EPS ismi
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verilmektedir. Bunlarin yapiskan bir tabaka olusturanlarina ise kapsiiler
polisakkaritler olarak adlandirilmaktadir (Cerning, 1994) ve i¢inde bulundugu
ortama salgilananlara ise mukoz EPS denilmistir (Petersen ve ark., 2000).
Bakteriyel EPS’ ler, iiretici mikroorganizma tarafindan enerji kaynagi olarak
kullanilmazlar. Muhtemelen dogal ortamda protozoa ve faj ataklarina,
antibiyotikler veya toksik bilesiklere ve ozmotik stres tarafindan kurumaya,
fagositoz ve predasyona karsi koruyucu bir islevi vardir. Gliniimiizde fermente siit
tirtinlerinin yapiminda asitlik, aroma olusumu, proteolitik aktivite ve probiotik
Ozelliklerinin yaninda EPS {ireten LAB’ lerinin kullanimina biiyiikk 6nem
verilmektedir. EPS’ ler mikroorganizmalar tarafindan katabolize edilemedikleri
icin enerji kaynagi olarak kullanilamazlar. Bunlar, bulunduklar1 ortamda
koruyuculuk gorevi yapmaktadirlar. Hiicrenin yilizeye tutunmasina ve koloni
olusturmasina yardimci olmakta, mikroorganizmay1 veya ortami kurumaya karst
korumaktadir (Ruas-Madiedo ve ark., 2002a). Gida endiistrisinde LAB’ leri
tarafindan tiretilen EPS’ lerin ilgi ¢ekmesi fermente iriinlerin yapisini gelistiren
rheological o&zelliklerinden (6rnegin yogurtlarda yap1 gelisimini saglama,
peynirlerde pihtilasma riskini azaltma) ve genel olarak giivenli bulunmalarindan
(GRAS) kaynaklanmaktadir.

LAB’ lerinin gida sektoriindeki 6nemi, bu bakterilerin siit ve siit lirlinlerinde
dogal kosullarda yaygin olarak bulunmasi ve antimikrobiyal 6zellik gdstermesi,
stit trlinlerinden izole edilen laktik bakterilerinin EPS iiretme potansiyellerinin
yiiksek olmasi gibi sebepler géz Oniine alinarak mevcut calismada siit ve siit
tirlinlerinden izole edilen LAB’ lerinin EPS firetim yetenekleri taranarak, yiiksek
oranda EPS iireten LAB’ nin tanimlamasinin yapilmasi ve yiiksek EPS iiretiminde
etkili azot ve karbon kaynagimin belirlenerek bunlarin miktarlari agisindan cevap-

ylizey yontemi ile optimizasyonunun yapilmasi hedeflenmistir.
1.1.  Laktik Asit Bakterileri ve Genel Ozellikleri
LAB; oldukca fazla soy ve tiire sahip ¢ubuk, kok ve kokobasil sekilde,

Gram(+), hareketsiz, spor olusturmayan, sitokroma sahip olmayan, katalaz (-),

mikroaerofilik veya anaerobik, aside dayamikli, kuvvetli fermantatif olup,
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nitratlar1 indirgemeyen, bliylime ve gelisimleri i¢in glikoz ve amonyum yaninda
bazi vitamin ve aminoasitlere ihtiyag duyan bakterilerdir (Holzapfel ve ark.,
2007). Gram pozitif basil ve koklardan olusan LAB’ leri Firmicutes filumuna ait
cesitli bakteri cinslerinden olusmaktadir. Bu grubun onemli cinsleri arasinda
Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weisella yer almaktadir. LAB’ lerinin "hem" gruplar1 (sitokrom ve
katalaz) yoktur. "Hem" gruplarinin eksikligine karsin havanin oksijeninde gelisip
tireyebilirler. Yani katalaz enzimleri olmadan aerob kosullarda gelisebilen nadir
bakteriler arasinda LAB’ leri de bulunur. Genel olarak LAB’ leri, sit ve siit
tirlinlerinde, bitkilerde ve bitki artiklarinda, insan ve hayvan bagirsak
mukozalarinda bulunabilirler. LAB’ leri, glikozu homofermentatif ve
heterofermentatif olmak tizere 2 sekilde katabolize ederler. Homofermentatif
LAB’ leri glukozu, Fruktoz Di Fosfat (FDP) yolu ile pargalayarak fermantasyon
sonucu %95-100 oraninda laktik asit tretirler. Bunun yaninda az miktarda besi
yerinin Ozelligine gore formik asit, asetik asit ve etanol olustururlar.
Heterofermentatif LAB’ leri ise, glukozu Hegzos Mono Fosfat (HMF) yolu ile
parcalayarak fermantasyon sonucu %350 laktik asit iiretirken, bunun yani sira
yiikksek oranda etanol, asetik asit, gliserol, mannitol ve fruktoz olustururlar
(Yetismeyen, 1995; Halkman, 1991; Drinan ve ark., 1976; Prescott ve ark., 1987).
LAB’ lerinin olusturdugu antimikrobiyal etmen ve 6zellikleri, pH'nin ve peptid
olmayan inhibitorlerin olusumu, antibakteriyel etkiye sahip hidrojen peroksit
(H20,) ile asetik, ketoglutarik, melonik asit gibi organik asitleri igeren diger
bilesiklerin olusumu ve bakteriyosinlerden kaynaklanmaktadir (Kilig, 2001).
LAB?’ lerinin bu 6zelliklerinden dolay1 geleneksel gidalarda ve gida endiistrisinde
yaygin olarak kullanilmalar1 sonucunda; {iriiniin muhafazasi, duyusal 6zellikleri
ve besin degerlerinde gelismeler meydana gelebilmektedir.

LAB suslar1 arasindaki ayrimi saglayabilmek icin farkli ydntemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden fenotipik olanlari; gen ekpresyonunun iirliniinii
karakterize eden (gozlemlenebilir karakterleri) ve genus-tiir diizeyinde
tanimlamaya olanak saglayan geleneksel fenotipik yontemler morfolojik,

fizyolojik, metabolik, biyokimyasal oOzellikler ve kemotaksonomik markorler
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(hiicresel yag asitleri, mikolik asit, polar lipitler, quininler, poliaminler, hiicre
duvan bilesikleri, EPS’ ler) ile beraber faj tiplendirmeleri, hiicre yiizeyindeki
antijenler, antimikrobiyel duyarlilik profilleri ve toplam hiicre ya da hiicre duvari
proteinlerinin elektroforetik patternleri (1D ya da 2D) yer almaktadir. Farkli pH,
sicaklik ve tuz konsantrasyonunda gelisme, gaz tiretimi gibi bazi basit fizyolojik
testler genus tanimlamasinda kullanilmaktadir (Khaled, 1997; Falsen, 1999).
Genotipik tanilama yontemleri fenotipik olanlara gére daha kesin sonuglar
vermektedir. Kullanilan genotipik yontemler; ribotiplendirme, faj tiplendirme,
seroloji, micro array, DNA-DNA hibridizasyonu, yag asidi analizleri, polimeraz
zincir tepkimesi (PCR) ve c¢ogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP)
analizleridir (Dijkshoorn, 2000; Ehrmann ve ark., 2005).

1.2.Laktik Asit Bakterilerinin Gidalarda Kullanim

Gida sektdriinde, kolay ve seri liretime uygun yontemler yardimi ile besinsel
degeri yiiksek, glivenilir ve raf Oomrii uzun olan iriinlerin eldesi esas teskil
etmektedir. Ancak tiiketicilerin dogal ya da geleneksel yontemler ile iiretilen,
kimyasal katki maddesi igermeyen, saglik iizerinde olumlu etkileri olan gidalari
tercih etmesi nedeni ile dretimde dogal olmayan koruyuculardan
uzaklagilmaktadir. Giiniimiizde gida giivenliginin uluslararasi boyutta Onem
kazanmasiyla birlikte, sisteme en uygun dogal gida koruyucularinin belirlenmesi
ve sektorde yer edinmesine dair ¢alismalar hiz kazanmistir. Konuya bu acidan
yaklagildiginda LAB’ lerinin organik asit, diasetil, asetoin, hidrojen peroksit,
reuterin, antifungal peptitler ve bakteriyosinler (=bakteriyel antimikrobiyel
peptitler) gibi ¢ok c¢esitli antimikrobiyal bilesikleri iiretebilme kapasitesine sahip
olduklar1 ve 6zellikle bu nedenle son 15 yildir dogal gida koruyucusu olarak
kullanimlarinin yayginlastigi goriilmektedir (Dinger ve ark., 2010). Ayrica LAB’
lerinin insan organizmasi tarafindan kullanilmast miimkiin olmayan ve toksik
etkisi bulunabilen bilesenleri daha kiigiik molekiillii, sindirilebilen ya da toksik
etkisi olmayan molekiillere parcalayabilme 6zelligi de gidalarda kullanimlar igin
bir avantaj saglamaktadir (Visser ve ark., 1986; Arici, 2005).

LAB’ lar yiizlerce yildir fermentasyon islemlerinde yeni besinlerin tiretimi
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ve bozulabilir gida irlinlerini korumak icin siklikla kullanilmaktadir. Fermente
besinlerin ana tipleri LAB’ lar tarafindan gergeklestirilen laktik asit
fermentasyonu sonucu olusturulmaktadir.

Fermentasyon isleminden sonra karakteristik aroma ve tatlara sahip besinler
meydana gelmekte, ham materyallerin raf 6mrii uzatilmis olmakta ve patojenik
veya gidalarda bozulmalara sebep olan organizmalarin gelismesi dnlenmektedir.
Sonu¢ olarak gida endiistrisinde, LAB’ larin gelisimi ile birlikte olusan
asidifikasyon ve enzimatik islemler ¢esitli fermente gidalarin tat, koku, tekstiir
Ozelliklerine etki etmektedir. Ayrica, iiretmis olduklar1 peptit yapisindaki
“bakteriyosin” molekiilii gidalarda bozulmalara ve gida kokenli enfeksiyonlara
sebep olan bakterilerin gelisimini engellemekte ve boylece gidanin raf omriini
uzatmak igin potansiyel biyolojik koruyucu (biopreservatif) gorevi gérmektedir
(Kleanhammer, 1988).

Son zamanlarda LAB’ lar; biopolimer (Leuconostoc sp.), bulk enzim
(Lactobacillus brevis), etanol ve laktik asit (Lactobacillus casei, Lb. lactis, Lb.
delbrueckii, Lb. brevis) iceren endiistriyel, kimyasal ve biyolojik {iriinlerin
tiretilmesinde kullanilmaya baglanmistir. LAB’ lar ayni zamanda sindirim
enzimleri ve as1 antijenleri i¢in oral arag¢ olarak gelistirilmede gii¢lii adaylardir.
LAB’ larin dogal asit toleransi, gastrik yolda yasayabilme kabiliyetleri ve insan
tilketimi sirasindaki giivenilirlik kaydi, biyolojik molekiillerin hedef lokasyonlara
ve dokulara etkili olarak ulasmalarinda kullanilan anahtar 6zellikleridir
(Rademaker ve de Brujin, 2000).

Yogurtta bulunan Lactococcus lactis ssp. lactis gibi LAB’ lerinin kolesterol
diigiiriicti, tretilen laktik asit ve yogurdun sahip oldugu diger antibakteriyel
maddeler, kalin bagirsakta indol ve skatol gibi fenolik bilesikler iireterek canli
dokuya zarar veren ve hatta kanser baslangicina neden olan bakterilere karsi
engelleyici, bagisiklik sistemini giiglendirici, viicudu koruyucu ve enfeksiyonlari
engelleyici, kadinlarda hamilelik siiresince ve sonrasinda kan basincini
diizenleyici etkisi oldugu belirtilmektedir (Canan ve ark., 2004).

Peynir {iretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan ya da bir ¢ok peynir
¢esidinin starter olmayan mikroflorasinda dominant mikroorganizmalar olarak

bulunabilen homofermantatif ve heterofermantatif LAB’ leri bir ¢ok peynir
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¢esidinin olgunlagmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Hansen ve ark., 2001; Gerasi
ve ark., 2003; Hynes ve ark., 2003; Giraffa ve ark., 2004; Weinrichter ve ark.,
2004; Yigit, 2009). Peynir lezzeti iizerine etkili bilesiklerin 6nemli bir bolimii
starter bakterilerin etkileriyle olusmaktadirlar. Starter bakterilerin erken lizisi,
hiicre i¢i enzimlerin substratlara daha kolay ulagsmasini saglamakta ve bu durum
peynir lezzetinin gelisimini hizlandirabilmektedir (Valence ve ark., 2000;
McSweeney, 2004; Dinger ve ark., 2010).

Kefir tanelerinin siite ilave edilmesiyle elde edilen kefir, asidik ve alkolik
fermantasyonlarin bir arada olustugu ve ge¢misi olan kiiltiire edilmis bir siit
trtiniidiir (Merin ve ark.,1986; KaragozIii, 1990; Kneifel ve Mayer 1991). Lee ve
Kim (1986), kefir tanelerinden izole ettikleri 90 bakteriyal susun
karakterizasyonunu  ¢alismiglar ve suslarin  %40-60 iizerindekilerinin
Lactobacillus brevis ve L. buchneri oldugunu bildirmislerdir. Kefirin olusumu
sirasinda mikroorganizmalar, siitteki proteinleri pepton, peptit hatta amino asitlere,
siit sekerini de siit asidi ve alkole kadar pargalandiklarindan sindirimi kolaylastirir.
Ayrica ortaya ¢ikan bu maddeler serinletici, istah acici, sevilen tat ve aromaya
sahip olan bu siit lirliniiniin karakteristik 6zelliklerini olusturur (Sezginer, 1980).
Kefirin istahsizlik, uykusuzluk, verem ve bobrek hastaliklarinda, safra
bozukluklarinda, sarilik, c¢esitli enfeksiyon ve egzemada iyi sonuglar verdigi
belirtilmektedir (Kaptan, 1982).

Fermente sucuklarda yaygin olarak bulunan flora LAB’ leridir. Bunlarda en
fazla L. plantarum, L. sake ve L. curvatus tiirleri bulunmaktadir (Erol ve ark.,
1999;Kaban, 2007; Dinger ve ark., 2010). Bu mikroorganizmalar olusturduklari
metabolitler ile sucuga has 6zelliklerin kazandirilmasinda etkendirler. Sucukta
LAB?’ leri karbonhidratlar1 indirgeyerek aroma olusumuna katki saglamaktadir. pH
distirticii etkisiyle (>5.3) iirlin daha ¢abuk kurumakta, nitrit pargalanmasi ve renk
olusumu hizlanmaktadir ( Alperden, 1993).

Tarhana iiretiminde ise kullanilan maya (ilave edilen veya spontan olarak
gelisen) ve yogurt florasindan kaynaklanan (Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus bulgaricus) mikroorganizmalarin gelismesi sonucu meydana gelen
laktik asit, etil alkol, CO; ile iiriine 6zgii tat ve aroma Olugsmaktadir. Tarhanada en

fazla bulunan asit laktik asittir. Laktik asit tarhananin pH’ sim1 diisiirerek tiriinde
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istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedir. Ayrica LAB’leri
yardimiyla besin 6gelerinin emiliminin daha kolay olmasina yardimci olmaktadir
(Soyyigit, 2004 ; Bozkurt ve Giirbiiz, 2008; Funda ve Kivang, 2009). Tursularda
en baskin mikroorganizma L. plantarum’dur. Tursu yapiminda salamura
konsantrasyonu bu mikroorganizmaya gore ayarlanmaktadir. Tursu tretiminde
kontrollii bir fermentasyon saglanabilmesi i¢in L. plantarum’un starter kiiltiir
olarak kullanilmas1 gerekmektedir. Boylece daha fazla miktarda ve yiiksek
konsantrasyonda laktik asit eldesi s6z konusudur ( Aktan ve ark., 1999).

Boza, diisiik alkollii fermente bir irlindiir. Florasinda pek ¢ok LAB’ si
bulunur. Bozada baskin olarak bulunan LAB’ leri, mayalarla iliski igerisindedir

(Zorba ve ark. 2003; Kivang ve ark., 2011).

1.3.Laktik Asit Bakterilerinin Saghk Alaninda Kullanim

Giiniimiiz diinyasinda kargimiza siklikla ¢ikan terimlerden biride probiyotik
ve prebiyotiklerdir. Ozellikle son 10 yildir probiyotik igeren gidalarm iiretimi,
kullanimi, bu gidalarin 6zellikleri ve saglikla olan iliskileri aragtirma konusu
olarak yogun ilgi gormiistir. Kelime anlami, “yasamsal, canli i¢in” olan
probiyotikler, insan sagligina olumlu yonde etki eden ve gida katki maddesi olarak
kullanilan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir (Sanders, 1999).

Probiyotikler, mide—barsak yollar1 mikroplarinin metabolik aktivitesini ya
da olusumunu etkileyerek konakg iizerinde olumlu etki birakan, gida maddeleri,
canli mikrobikler ya da diyet ekleridir. Probiyotikler, fermentasyon sonunda elde
edilen diyetetik ve terapotik etkili iiriinlerdir (Karahan ve Cakmakgi, 1996). Dr.
Fuller ve Dr. Cole tarafindan “bagirsaklarda mikrobiyal dengeyi olumlu yonde
arttirict etkileri olan canli besin kaynag1” olarak tanimlanmistir (Toklu, 1999).
Fuller, probiyotikleri yeniden “konak¢inin intestinal mikroflorasinin gelisimini
tesvik eden canli mikrobiyal katki maddeleri” olarak tanimlamistir. Probiyotik
mikroorganizmalarin bir kism1 insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olan
fermente siit tirtinlerinin (yogurt, kefir, kimiz, peynir gibi) yapiminda starter kiiltiir
olarak kullanilmaktadir (Arda ve ark., 1992; inal, 1990; Yaman, 2000).

Probiyotik olarak en siklikla kullanilan bakteriler LAB’ leri (Lactobacillus,
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Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus) ve Bifidobacterium
suslaridir. Probiyotik bakteriler tiire degil, susa baglidir. Bir probiyotik bakterinin
saglik tizerine yararli etkisi sadece o susa aittir. Bunlar bagirsaklarda ve birgok
fermente siit drlinlerinde dogal olarak bulunmaktadir. Gida, insan ve hayvan
kaynakli izolatlarin g¢ogunlukla E. faecalis ve E. faecium tiirlerini igerdigi
goriilmiistir (Kilig, 2001; Vancanneyt ve ark., 2002). Probiyotik bakteriler
bagirsaklarda canliligini koruyabilen, insan sagligina faydali bakterilerdir. Bu
bakteriler bagirsak yiizeyine tutunarak enterik enfeksiyon riskini azaltirlar ve
metabolizmaya yardimci olmustur. Bazi toksik gida bilesenlerini pargalayarak ve
istenmeyen mikroorganizmalarin zararli metabolitler olusturmalarini 6nleyerek
saglikli bir yasamin devamini miimkiin kilmistir. Ayrica bu bakterilerin laktoz
hidrolizi, serum kolesterol diizeyinin azaltilmasi, kolon kanserinin Onlenmesi,
bagisiklik sisteminin uyarilmasi gibi faydalar1 vardir (Erkmen, 2000).
Prebiyotikler, mide—barsak yollarindaki istenen konak¢i organizmalarin
biiylimesini  tetikleyerek  konak¢idan  faydalanma  potansiyeline  sahip
sindirilemeyen gida maddeleridir. Bagirsak mikroflorasinin bilesim, aktivite ve
aktivitesindeki olumsuz degismeleri minimum diizeye indirmek ve bunun bireye
olan etkilerini sinirlamak igin gelistirilen diyetetik yontemlerde kullanilmaktadir.
Prebiyotiklerin etkili olabilmesi ig¢in, sindirim sisteminin st kisimlarinda
hidrolize ve absorbe olmamasi, kalin bagirsaga gecerek orada bagirsak bakterileri

tarafindan kullanilabilmesi gerekmektedir (Akalin ve ark., 2000).

1.4.Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Metabolik Uriinler

LAB?’ leri laktik asit, hidrojen peroksit, diasetil ve asetaldehit, bakteriyosin,
EPS gibi bazi metabolik iiriinler iiretmektedir ve proteolitik aktivite ve lipolitik
aktivite gostermektedir.

Laktik asit, LAB’ lerinin fermantasyon yolu ile iirettikleri bir iriindiir ve
mikroorganizmalar iizerinde olumsuz etkili bir maddedir. Laktik asit, organik bir
asittir. Eksi tatta, kokusuz bir maddedir. Su, alkol ve eterle kolaylikla karisabilir.
Kloroformda ¢dziilmez. Iyi bir ¢dziicii, zayif bir asittir. Kolaylikla polimerlesir.

Bu o6zellikleri nedeniyle genis kullanim alanlar1 vardir. Besin maddelerinin
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korunmasinda asidite saglar (Cetin, 1983). Yapilan arastirmalar sonucunda pH’nin
diismesine bagli antimikrobiyal o&zellige sahip laktik asidin, Gram negatif
bakterilerinin yasamini kaybetmesine yol acan lipopolisakkaritlerin serbest
birakilmasina ve bunun sonucunda dis membranin gegirgen olmasina neden olan
bir madde oldugunu bildirmislerdir (Kilig, 2001).

LAB’ leri iiremeleri sonucu hidrojen peroksit olustururlar. Olusturulan
hidrojen peroksit miktari, LAB’ erinin cins, tiir ve hatta suslarina gore farklilik
gostermistir. Rahim kanserinin en biiyiik nedenlerinden biri olan HPV (Human
Papilloma Viriis) ile ilgili yapilan bir g¢alisma sonucunda hidrojen peroksit
konsantrasyonu yiiksek olan ortamdaki hiicrelerin kanser hiicrelerine
dontligimiiniin engellendigi, hatta LAB’ lerinin olusturdugu hidrojen peroksidin
kanserli hiicreleri tekrar eski haline dontistiirdiigii diistiniilmektedir (Bauer, 2001).
Hidrojen peroksit, mikroorganizmalarin enzim aktivitelerinin bozulmasina,
enzimlerin kimyasal yapisinin, biyokimyasal karakterinin ve aktivitelerinin
degisiklige ugramasina ve bdylece enzimlerin inaktive olmasina sebep olmaktadir.

Diasetil (2,3-biitandion) priivattan sentezlenen LAB’ lerinin en son
metabolik {irtintidiir. Diasetil tereyagi i¢in bilinen en iyi aroma maddesidir. Ayrica
siit ve siit lirlinlerinde, bazen meyve sularinda ve konsantre edilerek dondurulmus
meyve sularinda da aroma olusumu ile ilgili bulundugu belirtilmistir (Christensen
ve Pederson, 1958; Rushing ve Senn, 1960).

Asetaldehit tiretiminde Lactobacillus' larin 6nemli rolii oldugu bilinmektedir
(Shimazu ve ark., 1985). Bazi arastiricilar diasetilin baz tiirler iizerindeki inhibe
edici etkisi ilizerinde durarak organizmanin diger organizmalarla rekabet igin,
savunma mekanizmasi olarak diasetil trettigini savunmaktadirlar (Rushing ve
Senn, 1960; Drinan ve ark., 1976). Homofermentatif LAB’ leri heterofermentatif
olanlara oranla daha fazla ve hizli diasetil olusturmaktadir.

Proteolitik aktivite, mikroorganizmalarca salgilanan proteolitik enzimler ile
proteinlerin hidrolize edilmesidir. Proteolitik aktivite, hem starter kiiltiirlerin asit
olusturma fonksiyonu hem de iirliniin duyusal nitelikleri agisindan 6nemlidir.
LAB’ leri, gelisebilmeleri i¢in ortamda bazi1 serbest amino asitlerin bulunmasina
gerek duyarlar. Streptococcus tiirleri, ekstraselliiler proteinaz enzimiyle 6zellikle

hiicre zarina bitisik olan kazeini peptitlere parcalar. Bu peptitler, bakteri hiicresi
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tarafindan alinir ve intraselliiler olarak hidrolize edilirler (Law ve Kolstad, 1983).

LAB’ lerinde goriilen lipolizis olay1 metilketon ve ¢esitli alkoller gibi aroma
ile iliskili bilesiklerin prekursorleri olan serbest yag asitlerinin olusumu ile
sonug¢lanmaktadir (Smit ve ark., 2002). Susa bagli olmakla birlikte genel bir kabul
olarak lipolitik aktiviteleri her ne kadar zayif olsa da, laktobasiller bazi peynir
gesitlerinin lipolitik olgunlagsmasinda son derece onemli rol oynamaktadirlar.
Ornegin dondurarak saklanmis L. casei T’nin lipolitik aktivitesinin yiiksek oldugu
ve Cheddar peynirinin olgunlasmasinda oOnemli olabilecegi bildirilmektedir
(Giirsoy ve Kinik, 2005).

Bakteriosinler, protein veya protein kompleksleri olup, bakteriyal tiirlerin
oldukg¢a biiyiik bir kismi tarafindan {iretilen potansiyel antimikrobiyal
maddelerdir. Etki spektrumlar1 bazi tiirlerle sinirli olup, daha ¢ok gram pozitif
bakteriler iizerinde etkilidirler (Daeschel, 1989; Kurt ve Zorba, 2005). Tagg ve
arkadaglar1 (1971), bakteriosin igin bazi karakteristik 6zellik belirlemislerdir.
Bakteriosinler, biyolojik olarak aktif proteinlerdir, bakterilerde bulunan spesifik
baglanma kisimlariyla reaksiyona girerler, bakteriyosidal aktivite gosterirler, letal
biyosentezle {iretilirler. LAB’ leri i¢inde bakteriosin iireten Lactobacillus,
Leuconostoc, Micrococcus, Pediococcus ve Lactococcus cinsleri  gida
maddelerinin korunmasinda dogal koruyucu olarak rol oynamaktadir (Lewus ve
ark. 1991). Bakteriyosin iireten LAB’ lerinin starter kiiltiir olarak tercih edilmeleri
sonucunda, siit ve siit Trlinlerinin  biyolojik olarak korunmasi da
saglanabilmektedir. Ozellikle patojen ve bozulma etkeni mikroorganizmalar
tizerine etkili olan bakteriyosinler daha fazla uygulama alani bulmaktadir (Geisen
ve ark., 1992).

Bakteriyosinler igin farkli simiflandirmalar yapilmakla birlikte, daha ¢ok
Klaenhammer’in ozellikle Gram (+) bakterileri dikkate alarak yaptigi
siiflandirma kullanilmaktadir. Biyokimyasal 6zellikleri dikkate alinarak yapilan
simniflandirmada, bakteriyosinler molekiil biiytlikliigli, kimyasal yapilari, etki
mekanizmalar1 ve 1s1 stabilitelerine gore genel olarak 4 sinifa ayrilmiglardir.
Ancak, biyokimyasal tanimlanmasi bakimindan daha ¢ok ilk 3 siif dikkate
alinmaktadir. Grup I bakteriyosinler daha ¢ok “lanthionine” igermeleri nedeniyle

lantibiyotikler olarak adlandirilmakta ve yapilarinda bilinen amino asitlerden
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farkli olarak lanthionine (Lan) ve methyllanthionine (MeLan) amino asit
tirevlerini icermektedirler. Grup II bakteriyosinler grup I’den farkli olarak
lanthionine igermezler. Grup III bakteriyosinler daha biiyiik molekiil agirligina
(>30kDa) sahip olup, 1siya karsi duyarli peptid zincirlerinden olugmaktadirlar.
Grup IV bakteriyosinler biiyiik ve kompleks molekiiller olup, aktiviteleri igin
karbonhidrat veya lipid bilesenlerine gereksinim duymaktadirlar (Dinger, 2010).
Gidalara koyucu olarak bakteriyosin ilavesi ile; (i) gidalarin raf omri
uzatilabilmekte, (ii) saklama kosullar1 altindaki sicakliklarda ekstra koruma
saglanabilmekte, (iii) gida kokenli patojenlerin besin zinciri ile dagilim riski
azaltilabilmekte, (iv) gidalarda bozulmalara yol agan mikroorganizmalar nedeni
ile yasanan ekonomik kayiplar en aza indirgenebilmekte, (v) kimyasal
koruyucularin kullanimlar1 azaltilabilmekte, (vi) koruma i¢in daha az prosesin
uygulanmasi sebebi ile iirliniin organoleptik 6zellikleri ve besinsel degeri de daha

iyi korunabilmektedir (Thomas ve Wimpenny, 1996; Dinger ve ark., 2010).

1.5. Ekstraseliiler Polisakkarit (EPS) Uretimi

Mikroorganizmalar intraseliiler (depo) polisakkaritler, ekstraseliiler (EPS)
polisakkaritler, ve yapisal formdaki polisakkaritler olmak tizere 3 ayr1 polisakkarit
tirti sentezlemektedirler. EPS formlari hiicre duvari ile birlesmis olabilen kapsiiler
veya biiyiik miktarlarda hiicre duvar1 disinda biriken ve kiiltiir ortamina yayilan
bagimsiz salgilar olarak tiretilen yapilardir (Sutherland, 1998; Ramesh ve ark.
2003).

Bakterinin dig ylizeyini kaplayan EPS kapsiil veya slim formda olabilir
Kapsiiler EPS bakteri hiicre ylizeyindeki fosfolipid veya lipid-A molekiillerine
kovalent bag ile baglanmaktadir (Sutherland, 1990; Costerton ve ark., 1994).
EPS’ler suda ¢oziinen polimerlerdir ve dogada iyonik ya da iyonik olmayan
yapilarda bulunabilirler (Calazans ve ark., 1997).

Hiicresel lokasyonlari, kimyasal ve fiziksel yap1 6zellikleri ile fonksiyonlar1
esas almarak mikrobiyal EPS’ leri ii¢ ana grup altinda toplamak miimkiindiir.
Bunlar;

* hiicre yiizeyine kovalent baglarla bagli olan kapsiil polisakkaritleri(CPS),
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* hiicre duvarinin bir bileseni olan lipopolisakkaritler (LPS)

«dis ortama salgilanan ya da hiicre yiizeyi ile kovalent olmayan gevsek
baglar ile baglanmis polisakkaritlerdir (LAM- lipoarabinomannan).

CPS ve LPS, genellikle iiretici bakterilerin patojenitesini belirleyen yapilar
oldugundan, tibbi agidan biiylik 6nem tagimaktadirlar. LAM ise gida endiistrisinde
genis bir kullanim alani bulmaktadir (Levander ve ark., 2002; Mozzi ve ark.,
2006).

Teknolojik faydalarinin yani1 sira LAB’ leri tarafindan iretilen EPS ler
antiiilser, antitiimoral olma, kolesterolii diislirme, immiin sistemi gii¢lendirme gibi
sagliga faydali ¢esitli 6zellikleri de tasimaktadirlar (Van Calsteren ve ark., 2002;
Champagne ve ark., 2007). EPS iireten LAB’ lerinin ¢ogu eksi hamur, sosis,
peynir, yogurt, kefir gibi fermente siit {irinlerinden ve sanayilesmemis tilkelerdeki
geleneksel gidalardan izole edilmistir (Ruas-Madiedo ve ark., 2005; Mozzi ve
ark., 2006; Kivang ve Yapici, 2008.).

EPS’ ler yeni islevsellikleri ile ¢ok farkli fiziki, kimyasal ve rehological
Ozelliklerinden dolayr yeni biyomateryaller gibi hareket ederler ve tekstil,
deterjan, yapistirici, mikrobiyal olarak zenginlestirilmis petrol iyilestirmeleri
(NEOR), atik su iyilestirmeleri, dere yatagi temizlemeleri, mayalanma, akarsu
isleme siirecinde, kozmetik, eczacilik ve gida katki maddesi olarak oldukca genis
alanlarda kullanilmaktadirlar (Yalpani ve Sandford 1987, Becker ve ark., 1998).
Biyofilm 6zelligi gosteren EPS’ ler bakteriyi deterjanlara ve antibiyotiklere karsi
direncgli hale getirirler (Wolfaardt ve ark., 1994, Krylova ve ark., 2000). Ayrica
biyofilm bakteriyi dis ortamdan koruyarak yasayabilmesini saglayabildigi gibi
genetik Ozelliklerinin korunmasinda ve genetik bilgi degisiminde de daha iyi

ortamlar hazirlamaktadir (Kitazawa ve ark., 1991). (Cizelge 1.1)
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Cizelge 1.1. Bakteriyel EPS’nin Bilesenleri, Ozellikleri ve Uygulamalar1 (Freitas ve ark., 2011).

EPS Bilegenleri Ozellikleri Uygulamalar1
Ksantan Glukoz Hidrokolloid Gidalar
Mannoz Yiiksek viskozite | Petrol endiistrisi
Glukuronik asit verimi Ilag
Asetat Genis sicaklik, pH ve | Kozmetik ve kisisel
Piriivat tuz konsantrasyon | bakim iriinleri
araliklari Tarim
Jellan Glukoz Hidrokolloid Gidalar
Ramnoz Jellesme kapasitesi Evcil hayvan gidasi
Glukuronik asit Termik jeller Ilag
Asetat Aragtirma: agarlar ve
Gliserat jel elektroforezi
Aljinat Glukuronik asit Hidrokolloid Gida hidrokolloit
Mannuronik asit Jellesme kapasitesi Tip
Asetat Film formasyonu - Cerrahi pansumanlar
-Yara yonetimi
-Kontrollii ilag salimi
Seliiloz Glukoz Yiiksek kristallik Yiyecek
Yiiksek gerilme | Biyomedikal
kuvveti -Yara iyilesmesi
Kaliplanabilirlik -Doku  miihendisligi
kan damarlari
Dekstran Glukoz Non-iyonik Gidalar
Iyi stabilite Ilag endiistrisi;
Newton  tipi  sivi | Kromatografik ortam
davranigi
Kurdlan Glukoz Jel olusturucu yetenegi | Gidalar
Suda ¢oziiniirliik Ilag endiistrisi
Biyolojik aktivite Agir metal giderimi
Levan Fruktoz Disiik viskozite Gida
Yiiksek suda | Yem
¢oziiniirliik Ilaglar
Biyolojik aktivite: Kozmetik
-Anti-timor aktivitesi Endiistri
-Anti-enflamatuar
Film olusturma
kapasitesi
Galaktopol Galaktoz Emiilsifikasyon Hidrokolloid kullanim:
Manoz kapasitesi - Gida ve yem
Glikoz Pihtilastirma kapasitesi | - Kozmetik
Ramnoz - flag ve tip
Asetat Kaplamalar
Suksinat Paketler
Pirtivat
Fukopol Fukoz Film olusturucu Hidrokolloid kullanim:
Galaktoz Emiilsifikasyon - Gida ve yem
Glikoz kapasitesi - Kozmetik
Asetat Pihtilastirma kapasitesi | - ilag ve tip
Suksinat Fukoz igerigi nedeniyle | -Yag geri kazanim
Piriivat biyolojik aktivite Fukoz ve FUCO-

oligosakaridler
kaynagi
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EPS’ ler bakterinin olumsuz c¢evre sartlarindan korunmasini ve cesitli
yiizeylere tutunmasini saglamaktadir. Polisakkaritler, iiretici suslar tarafindan
katabolize edilemediklerinden enerji kaynag: degildirler, buna Kkarsihik
mikroorganizmay: veya ortam: kurumaya kars: korur, zararli veya diisman bir
ortamdan uzaklastirirlar (Moriello ve ark.2003; Ophir ve ark. 1994).

EPS fermente lirlinlin reolojisini gelistirmede dogal biyolojik maddeler ve
fiziksel stabilizorler olarak, su baglayic1 ve pihtilasmayr sinirlamada 6nemli
islevleri vardir. Bunlarda 2 reolojik &zellik etkili olmaktadir. Ilki viskozitedir.
Viskozite, deformasyona direngli maddelerin 6zelligidir. Fermente siit {irtinlerin
de viskozite yapiskan ve akigskan bir madde olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.1).
Ikinci 6zellik ise esnekligidir. Esneklik deformasyon olustuktan sonra kurtarici bir
ozelliktir. Bu 6zellik saglam bir govde ve sakizimsi kivamdaki fermente siit
tirtinlerinde goriilmektedir. Bu iki 6zellik bir iiriiniin duyusal kalite, giizel bir dis
goriiniis ve hos bir agiz hissi i¢in 6nemlidir (Sebastiani ve Zelger, 1998; Skriver
ve ark.,1999; Skriver ve ark.,1993).

A

yapsskan if

Sekil 1.1. Fermente siit {iriinlerinden Lactococcus lactis subsp. cremoris susu tarafindan EPS
iretimi
(A)Yapigskan lifin viskozitesi ve artisi, (B) EPS iireten ve EPS iiretmeyen
suslar arasindaki piirtizsiiz doku (Ruas -Madiedo ve ark., 2008)
Yapilan tiim bu c¢aligmalar sonucunda EPS’ lerin bagirsak florasini

diizenledigi, kolesterolii diislirdliigli ve antiiilser aktivitesine sahip oldugu
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belirlenmistir (Kenne ve Lindberg, 1983, Tavernier ve ark., 1997). Ayn1 zamanda
kimya alaninda inceltici olarak ve farmokolojinin degisik alanlarinda da EPS’ den
yararlanilmaktadir (Lee ve ark., 1997). EPS iiretme kabiliyetine sahip LAB’ leri
Cizelge 1.2 de verilmistir.

Cizelge 1.2. Ekzopolisakkarit Uretme Yetenegine Sahip LAB (Patel, 2012)

Lactobacillus genusu | Streptococcus genusu | Lactococcus genusu Leuconostoc genusu
L. hilgardii S.mutans L. lactis ssp.lactis Leu.mesenteroides
L.casei S. sobrinus L. lactis ssp.cremoris | ssp.cremoris
L. helveticus S.salivarus Leu.mesenteroides ssp.
L.delbrueckii ssp.thermophilus mesenteroides
ssp.lactis S.mutans 6715 Leu.mesenteroides
L.delbrueckii S.salivarius NRRL B-512F
ssp.bulgaricus S. mutans JC2 Leu. mesenteroides
L. reuteri strain LB NRRL B-640
121 Leu. mesenteroides B-
L. reuteri ATCC 742
55730 Leu.mesenteroides B-
L. reuteri strain 35-5 1355
L.sanfranciscensis Leu. mesenteroides B-
LTH 2590 1299
L.johnsonii NCC 533. Leu.mesenteroides
L. reuteri 121 NRRL B-1355
L. kefiranofaciens Leu.mesenteroides
L. kefirgranum NRRL B-1501
L. parakefir Leu.mesenteroides
NRRL B-1498
Leu.mesenteroides
NRRL B-512F
Leu. citreum CW28

EPS fraksiyonunu arindirmak i¢in kullanilan yontemler protein
uzaklastirmasi, EPS ¢06ziilmesi, mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon ve diafiltrasyon
gibi membran filtrasyon teknikleridir (Tuinier ve ark., 1999b; Yang ve ark., 1999;
Staaf ve ark., 2000; Bergmaier ve ark., 2001; Levander ve ark., 2001). EPS
fraksiyonu saflik arttirmak igin kullanilan diger tamamlayici yontemler ise; iyon
degisimi (Doco ve ark., 1990; van Casteren ve ark., 1998; Urashima ve ark.,
1999), DNaz sindirimi (Higashimura ve ark., 2000; Navarini ve ark., 2001), ve
protein ¢ikarilmasi igin SDS-PAGE (Nakajima ve ark., 1992) dir.
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1.6. Ekstraseliiler Polisakkaritin (EPS) Bilesimi ve Yapisi

EPS’ ler glikozit baglari ile birbirine bagl olan seker iinitelerinden
olusmaktadir. Kimyasal kompozisyonlarina bagli olarak LAB’ lerinin irettigi
EPS’ ler genellikle tek tip monosakkarit olan glikoz ve frikktoz igeren ve sirasiyla
glukanlar ve fruktanlar olarak adlandirilan homopolisakkaritler (HoPSs) ve farkli
monosakkaritlerin tekrarlayan birimlerinden olusan, degistirilmis monosakkaritler,
diger organik ve inorganik molekiillerden olusan heteropolisakkaritler (HePSs)
olarak iki gruba ayrilmaktadir (Monsan ve ark., 2001; De Vuyst ve ark., 2001,
Ruas-Madiedo ve ark.,, 2002a). Bakteriyel EPS’ lerin c¢ogunlugu diizenli
oligosakkaridlerin tekrarlanan birimlerinden olusmus heteropolisakkarid yapida,
bazi bakteriyel EPS’ ler ise tek tip sekerden meydana gelen bir homopolisakkarid
yapidadir. EPS’ yi olusturan homopolisakkaridlerin gogunlugu nétr olmasina
ragmen bir¢ok bakteriyel EPS negatif yiik tasir ve yiiksek kiitleye sahiptir. Ayrica
polisakkaridler hidrofilik ozellik tasimakla birlikte ¢ogu polimerler lipofilik,
hidrofilik ve biyofilm yapisinda olabilen heterojenlerdir (Kenne ve ark., 1983;
Calazans ve ark., 1997; Gugliandola ve ark., 2003). Primer yapilarina gore
glukanlar a-d-glukanlar (deskranlar, mutanlar, alternanlar) ve B-D-glukanlar
olarak  smiflandirilir.  Sekil 1.2°de  LAB’leri tarafindan  sentezlenen
homopolisakkaritler goriilmektedir. Homopolisakkaritlerin {iretimi i¢in siikroz
gibi spesifik bir substrata ihtiya¢ vardir ve monosakkarit birimler hiicre disinda
yer almaktadir (Cerning, 1990). Bu biyopolimerler biiyiikk miktarlarda
tiretilmektedir. L. reuteri LB 121 susu ile homopolisakkaritlerin D-glikoz ya da
D- friiktoz olan iki tipinden yaklasik olarak 10g L™ oraninda iiretilmistir (van
Geel-Schutten ve ark., 1999). Homopolisakkaritlerin birincil yapisindaki
ozellikler arasindaki farklar, ana zincir baglari, molekiiler agirlik ve dal
yapilarindan meydana gelmektedir. LAB’leri tarafindan homopolisakkaritlerin iki
farkli grubu {retilmektedir. Bunlardan birincisi a-glukanlardir. Bunlar Leu.
mesenteroides subsp. mesenteroides, Leu. mesenteroides subsp. dextranicum
tarafindan iretilen dekstranlar ve S. mutans ve S. sobrinus tarafindan {iretilen

mutanlar a-1,6- ve a-1,3 bagh glikoz artiklarindan olusmaktadr. Ikinci grubu ise
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fruktanlardir. Fruktanlar S. salivarius tarafindan iiretilen levan gibi -2,6 bagh
friikktoz molekiillerinden olugmaktadir (Cerning, 1990).

Heteropolisakkaritler, D-glikoz, D-galaktoz ve L-ramnoz veya nadir olarak
N-asetilglikozamin ve glukoronik asit igeren birimlerin tekrarlanmasi sonucu
aciga c¢ikan yapilardir (Duboc ve Mollet, 2001). Heteropolisakkaritlerin molar
kiitlesi 4.0x10%, 6.0x10° Da arasinda degismektedir. Farkli tiir ve cinsler
tarafindan stitteki EPS iiretim miktari, EPS’ nin izolasyon yontemlerine bagh
olarak degisiklik gostermektedir. Biiylime kosullar1 (pH, sicaklik ve inkiibasyon
stiresi), ve ortamin bilesimi (karbon, nitrojen kaynaklari ve diger besinler) polimer
verimini ve seker kompozisyonunu etkileyebilmektedir (Looijesteijn ve ark.,
2000; Torino ve ark., 2000; Grobben ve ark., 2000). LAB’ leri tarafindan iiretilen
polimerlerin ¢ogu bu O6zelliktedir. Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
heteropolisakkarit iireten baslica siit asidi bakterilerindendir (Broadbent ve ark.,
2001). LAB’ leri ve probionik Dbakteriler tarafindan sentezlenen
heteropolisakkaritler Sekil 1.3.’de verilmistir (Cerning ve ark., 1986; Doco ve
ark., 1990; Yamamoto ve ark., 1994; Marshall ve ark., 1995).

HoPS
Fruktosiltransferazlar Gh]kansLazlar
‘ Ghukcanlar
Fruktanlar
f baglan |
-L. pani§ a bag]arl |3 baélan
-L. pontis -L._ suebicus
-L. frumeenti L.GT7
imiilin tioi B- Levanlar f-(2.6
I.nu{m tipi p-(1.2) evanat P26 Mutanlar Dekstranlar Reuteranlar
dogrusal yada dallannus dogrusal 16
L reuted L. reuteri 121 a-(L.3) a-(1.6) o(19)
i L. sanfranciscensis -L. renteri ML1 L. farmlenmm -L. renteri 121
-L. sakei -L. reuteri ATCC
-L. parabuchneri 55730
-L. hilgardii

Sekil 1.2. Lactobacillus sp. tarafindan fiiretilen homopolisakkaritlerin siniflandiriimasi
(Badel ve ark., 2011)

Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides tarafindan siikrozdan dekstran

olusmaktadir. Ancak tuz konsantrasyonunun arttigi bir ortama izolattan seri

17



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

transfer yapildigi zaman dekstran olusturma yeteneginin genellikle kayboldugu,
ayrica Leuconostoc sp.’ nin dekstran iiretmeyen suslari domates ya da portakal
suyu tureten ortama asilandiginda dekstran tretimi gorildiigi bildirilmistir
(Pederson ve Albury, 1955). Mutan S. mutans’in ¢esitli serotipleri tarafindan
sentezlenen bir glukandir ve biiyiik cogunlugu a-1,3 baglantis1 icerdiginden
dekstrandan farklidir. Alternan a-1,6 ve a-1,3 baglarinda olusmaktadir. Alternan
yiiksek ¢oziiniirliik ve diisiik viskozite gosterdiginden kozmetik ve gida da yaygin
olarak kullanilmaktadir. Levan fruktanlarin alt boliimiinii olusturmaktadir ve
levanlarda EPS olusumu goriilmektedir. Levan digerlerine gore daha diisiik
viskoziteye sahiptir. Levan antitimor ozelligi (Yoo ve ark., 2004), kolesterol
diisiiriicii  6zelligi, cevre dostu yapistirict 6zelligi ile uygulamalarda dikkat
cekicidir. Levan gida endiistrisinde biyo-yogunlastirict olarak kullanilmaktadir
(De Vuyst ve ark., 2001). Fruktan bazi B-2,1 dallari ile B-2,6 baglantili friiktoz
molekiilinden olusmaktadir. S. mutans’in B-2,1 baglantili friikktoz molekiiliinde
iniilin bulunmaktadir (Korakli ve ark., 2002). Iniilin patojenik yapismay:
onlemektedir ve organlarin igerisindeki  boslugun (liimenin) pH’sim
diisiirmektedir (Sartor, 2004). Iniilin tipi fruktanlar yeni tedavi yontemlerinde
kolon kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir (Pool-Zobel, 2005).

*Dalh (C2; C3; C4; 104 <MW < 6108 Mesofilik ve termofilik
Ce) Lactobacillus tarafindan tretilenler
o vada p baglan

*Dalsiz

L HePS

3 ile 8 olgturan Onemli monosaldcaritler piranoz ve furanoz
monosaldcaritler *D-ghikoz monosaldcaritleri
*D-galaktoz
*L- ramnoz

(+ mannoz, fruktoz, asit

ghokoronique
* fosfat, glikozamin, asetil,
galaktozamin _ )

Sekil 1.3. Lactobacillus sp. tarafindan iiretilen heteropolisakkaritlerin siniflandiriimasi
(Badel ve ark., 2011)

LAB’ leri tarafindan {iretilen heteropolisakkaritlerin farkli olmasinda
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fermantasyon ortami énem tagimaktadir. LAB’ leri tarafindan {iretilen EPS’ nin
toplam verimi ortam kosullarina (azot ve karbon kaynaklarmna), biiyiime
kosullarina yani pH degerine, sicakliga ve inkiibasyon zamanina baglidir. Yiiksek
EPS verimini elde edebilmek i¢in karbon ve azot kaynaklari arasinda optimal

orani elde etmek gerekmektedir.

1.7. Ekstraseliiler Polisakkaritin (EPS) Biyosentezi

Polisakkaritler, bakteri suslarinin g¢ogalmalari sirasinda susa ve ¢ogalma
evresinin farkli kademelerine gore degisen kosullarda sentezlenir. Sentez olay:
hiicre disinda oldugu kadar membranda da meydana gelebilmektedir. EPS
sentezinin Sutherland tarafindan oOnerilen genel modele gore gergeklestigi
diistincesi agirhik kazanmistir. EPS’lerin olusumunda;

- UDP-glukoz-dehidrogenaz

- glukozil-transferaz

- galaktozil — transferaz 1 ve 2

- polimeraz gibi polisakkarit sentezine 6zgii olmayan birgok enzim gorev
alr.

Glikoz-6-fosfat EPS iiretiminin anabolik yolunu ve seker bozulmasinin
katabolik yolunun baglayan bir anahtar ara madde olarak gorev almaktadir. Bu
yollarda karbon akisi, glikolizin {iretiminde friiktoz-6-fosfat formasyonu,
biyokiitle ve ATP formasyonu, seker niikleotidlerinin biyosentezi ve EPS’lerin
habercileri arasinda kollara ayrilir.  Sekerler EPS gen kiimelerinde
(glikosiltransferazlar) birgok gen fiirlinlerinin hareketiyle tekrar eden birimlerde
baglant1 olusturur (Boels ve ark., 2001b).

Homopolisakkaritler glikozil igin spesifik sustrat olarak siikrozu kullanarak
glukansiikraz enzimi ile hiicre dis1 sentezini gergeklesmektedir. (Monsan ve ark.,
2001). Glukansiikraz ve fruktansiikrazlarin ¢ok sayida gen ve enzimi kodlama ve
klonlamada kullanildigi belirlenmistir. (Korakli ve Vogel, 2006; van Hijum ve
ark., 2006). Genellikle bu genler bir sinyal peptidi ve degisken N-terminal ucu, bir
katalitik u¢ ve C-terminal ya da baglayic1 ug tarafindan olusturulan ortak bir

yapiy1 paylasirlar. Glukansiikraz ve fruktansiikrazlar alici reseptore bagli olarak
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reaksiyonu 3 sekilde katalizlenmektedir (Werning ve ark., 2006).
(1) siikkroz+ H,0O — Glikoz + Fruktoz

(ii) siikroz + (glukan ya da fruktan), — [(fruktan),.; + Glikoz] ya da

[(glucan)y+1 + Fruktoz]

(iii) siikroz + akseptor (maltoz) — [frukto-oligosakkarit + Glikoz] ya da

[gluko- oligosakkarit + Fruktoz] (sekil 1.4).

Streptococcus pneumoniae tarafindan B-glukan sentezinde rol oynayan membrana

bagl glikosiltransferazlarin (GTF'ler) aktivitesi ile sentezlenmektedir (Werning ve

Son olarak gida kaynakli LAB’leri tarafindan iiretilen B-glukanlar patojen

ark., 2006).
Galaktoz Laktoz H Laktoz Laktoz Galaktoz Galaktoz
DIS
v‘/ l T Bi:ua' baglant ‘l { s N
PEP-PTSE PEP-PTS Permeaz Karstt baglanty Permeaz
| s | noktast i
Ic \]/ il v
Laktoz-6-P o Laktoz —> Galaktoz
P- galaktosidaz
Fosfo-f-
galaktosidaz
Galaktokinaz
Ghukoz
Galaktoz-6-P
Glukokinaz
Galaktoz-6-
P kinaz
Glukoz-6-P Fosfoghicomutaz Galaktoz-1-P
Tagatoz-6-P / \ Galacton. 1P-
& unidilitransferaz
Fruktoz-6-P Ghukoz-1-P
Tagatoz-6-P oz
e Fosfoghikoz 6-fosfofnuciokinaz P
izomeraz UDP- ghikoz | TDP-ghikoz
\/ i pirofosforilaz pirofosforiaz
Tagatoz-1,6-diP Fruktoz 1,6-diP
Frukdoz 16 v UDP-Glukoz dTDP-Ghukoz
bifosfat
J; dTDP-glukoz 4,6-
Tagatoz 1,6-diP W dehidralaz
sl ol
/ UDP-G alcloz\/ d'ﬂ)P‘-4kem-6
ATP deoksimannoz
W/ \l/ i/ dTDP-ramnoz sentetik enzim
BIYOKUTLE Piritvat \L sistemi
dTDP-ramnoz
& Ghukoitransf; /i!
Lakcat - tal;L b
IC ar birimi
i | |
‘ Benzer bag] ént\ noktast pnhmamwynn ve salglama
v
H Laktat Ekzopolisakkarit

Sekil 1.4. Laktoz, galaktoz ve glikozun EPS’ ye doniisimii ve LAB’ lerinde glikolizin genel

islem hiicre i¢i ve hiicre dis1 adimlan birlestirir ve cesitli enzimler tekrar eden

semasi (Alan ve ark., 2003)

Heteropolisakkaritlerin genetik organizasyonu daha karigiktir ¢iinkii bu
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birimlerin biyosentezine, sekresyonuna ve polimerizasyonuna katilmaktadir
(Boels ve ark., 2001b; Jolly ve Stingelle, 2001; Broadbent ve ark., 2003). HePS
gen kiimeleri genellikle dort bolgeye ayrilir bunlardan ilki diizenleyici genleri
igceren bolge; ikincisi polimerizasyon ve zincir uzunlugunun belirlenmesine
katilan proteinleri igeren bolge; Uglinclisii 6zel olarak tekrar biriminin
birlestirilmesi i¢in gerekli glikosiltransferaz (GTF) lar1 kodlayan genleri igeren
bolge; dordiincii bolge tasima ve polimerizasyon igin gerekli olan genleri
icermektedir (Jolly wve Stingelle, 2001; Broadbent ve ark., 2003).
Heteropolisakkaridler hiicre iginde sentezlenirler ve daha sonra hiicre digina
¢ikarilarak hiicrenin etrafini sarmaktadir. Bu islemler igin bir¢ok enzimin varligina
ihtiyag duyulmaktadir. Bu enzimlerden bazilari lipopolisakkaridlerin sentezinde
de kullanilmaktadir. Heteropolisakkaritlerin sentezinde ¢esitli biyosentetik
adimlar bulunmaktadir ve iiretim yapilan hiicrenin merkezi karbon metabolizmasi
ile baglantilidir (Hutkins ve Morris, 1987; de Vos, 1996; Escalante ve ark., 1998;
De Vuyst ve Degeest, 1999; Ramos ve ark., 2001). Fosfoglukomutaz tarafindan
glikoz-6-fosfatin glikoz-1-fosfata doniistiiriilmesi sirasinda aktive seker iireten
merkez heteropolisakkarittir (Degeest ve De Vuyst, 2000). Glikoz-1-fosfat UDP-
glikoz olusturmak i¢in tekrar eden birimlerden yeni olusan EPS igerisine katilarak
(Sjoberg ve Hahn-Hagerdal, 1989) ya da UDP-galaktoz veya dTDP-ramnoza
dondistiiriilerek UTP ile reaksiyona girmektedir. Biyosentetik yol 4 ayr1 reaksiyon
dizisinden olusmaktadir. Bunlar; Sitoplazma icerisine seker tasinmasi, Seker-1-
fosfatin sentezi, sekerlerin birlesmesi ve aktivasyonu, EPS’ nin salgilanmasini
iceren siireclerdir. En sik karsilagilan seker tasima makineleri ; bakteriyel
fosfoenolpiruvat (PEP) ve seker fosfotransferaz sistemi (PTS)  dir (Postma ve
ark., 1993). PEP-PTS sistemleri, baglanma, zar transferi, seker substratlarinin

cesitli fosforilasyonundan sorumlu proteinleri igermektedir (sekil 1.5).
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BGM PMI
Ghkoz-6P & 3 GhkorlP €————> Fakor6P < > Mamoz 6P
\‘/ TGP ~._UGP UEG PMM
dTDP-ghkoz UDP-Glukoz UDP-Galaktoz Mannoz-1-P
v @ N v
\J/ dTDP-Ramnoz N ‘l
| " ~ N - GDP-Mamoz
th\o/hz B — ;L J/
~— Tekrar biini S <— GDB Fruiktoz
et —
Cs5p cs5p

Tekrar birmmi

Tekrar birimi ——Tekrar birimi — ——

Sekil 1.5. Heteropolisakkarit biyosentezi

(PGM: a- fosfogliikomiitaz, UGP: UDP- glukoz pirofosforilaz ,UGE: UDP
galaktoz 4-epimeraz, TGP: dTDP-gliikoz pirofosforilaz, TRS: dTDP-ramnoz
sentetik enzim sistemi, PMI: fosfomannoizomeraz, PMM: fosfomannomutaz,
GMP: GDP-mannoz pirofosforilaz) (Tsuda ve ark., 2008)

Noétral Homopolisakkaritlerin sentezi farkhidir. Ornegin, nétral levan ve
dekstran homopolisakkarid’in sentezi birbirinden farklidir. Hiicre disinda tiretilen
bu EPS’ler sukroz varliginda sirasiyla, levansukraz ve dekstransukraz
enzimlerinin aktivitesi ile ekstraseliiler olarak tiretilmektedirler (Sutherland,1990).

Sutherland, iiretilen polimerin molekiil agirliginin, bakterinin ¢ogalma
miktarimin fonksiyonu olarak degistigini bildirmistir (Sutherland, 1977 ). EPS
tiretiminde bulunan yapisal genlerin kesfi, EPS {iretiminin plasmid yeri i¢in delil
saglamistir (Van Kranenburg ve ark., 1997; Van Kranenburg ve ark., 1999a).
Bunun tersine termofilik yogurt bakterileri ig¢in, EPS {iretiminin kromozomlar
tarafindan kodlandigi bulunmustur (Lamothe, 2000; Stingele ve ark., 1996).

Cesitli siit tirtinlerindeki LAB’lerinin EPS biyosentezinin genetik analizleri
ile ilgili Onemli analizler yapilmistir. ~Glikoziltransferazlar, polimeraz,
defosforilaz, translokasyon ve kontrol i¢in proteinleri kodlayan genler, sirasiyla
biiyiik kiimeler halinde tespit edilmistir (Vedamuthu ve Neville, 1986; Griffin ve
ark., 1996; Stingele ve ark., 1996; van Kranenburg ve ark., 1997; Xu ve ark.,
1998; Stingele ve ark., 1999b; van Kranenburg ve ark., 1999b; van Kranenburg ve
ark., 1999c; Almirlon-Roig ve ark., 2000; Cieslewicz ve ark., 2001). Eldeki

verilere dayanarak EPS ile ilk metabolik miihendislik deneyleri basari ile
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baslanmigtir (Hugenholtz ve Kleerebezem, 1999; van Kranenburg ve ark., 1999a;
Stingele ve ark., 1999b).

1.8. Ekstraseliiler Polisakkaritin (EPS) Gida Endiistrisinde Kullanimi

Gliniimiizde pek ¢ok fermente siit {irlinliniin yapiminda kullanilan LAB’
lerinin EPS irettikleri bilinmektedir. EPS’ ler; viskoziteyi artirici, yapiyi
diizenleyici, su baglayici, stabilize ve emiilsifiye edici gibi 6zellikleri nedeni ile
siit ve siit Urlinlerinin yapisal Ozelliklerini olumlu yonde etkilemektedir. Bu
yiizden basta yogurt olmak tizere cesitli fermente siit iirlinlerinde ve diisiik yagl
peynirlerde istenilen yapinin  olusmasit igin EPS {ireten suslardan
yararlanilmaktadir (Frengova ve ark., 2002). EPS’ ler siit fermentasyonu sirasinda
LAB?’ leri tarafindan in situ olarak iiretildigi i¢in dogal biyokoyulastiricilar olarak
kabul edilmektedir. Boylece bu polimerler koyulastiricilar, emiilgatorler, stabilize
edici ve jellestirici maddelerde alternatif olarak kullanilabilir (Laws ve Marshall,
2001; Ruas-Madiedo ve ark., 2002a).

Gidalarda katki maddesi olarak EPS  kullanimimnin  basari ile
sonuclanabilmesi i¢in iireticilerin uygun ortamda, dondurularak ya da kurutularak
konsantre hale getirilmis kiiltiiriin stabilizasyonunu, tekrar eldesini ve istenilen
tirtin eldesini saglamas1 zorunludur. EPS {iretimi temel olarak straine bagl olarak
gelismekle birlikte; yiiksek seviyelerde EPS iiretimi i¢in karbon ve nitrojen
kaynaklar1 arasinda denge olmasi1 gerekmektedir. Ayrica sicaklik, ortam
bilesenleri, inkiibasyon siiresi gibi biliylime Kkosullar1 da friin eldesini
etkilemektedir (Bouzar ve ark., 1996; Champagne ve ark., 2007). Kullanilan EPS'
lerin ¢ogu kivamlastirict 6zellikleri ya da jel olusumuna neden olduklar i¢in gida

endistrisinde kullanimlar1 Cizelge 1.3' de verilmistir.
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Cizelge 1.3. Gidada Kullanilan EkzopolisakKaritlerin Ozellikleri (Y1ldiz, 2011)

Fonksiyon Uygulama

Yapiskan Buzlanma ve kiragt olusumu
Baglayict madde Hayvan yiyecekleri
Kaplama Sekerleme

Emiilsifiye edici olarak

Salata soslar1

Kapsiilleme

Toz halindeki tatlar

Film formasyonu

Koruyucu tabaka, sosis muhafazalari

Inceltme

Sarap ve bira

Kopiik sabitleyici

Bira

Jellestirici Sekerleme, siitlii tathilar, regel

Inhibitor (kristal olusumu) Dondurulmus gidalar, pastiller ve seker
suruplari

Sabitleyici Dondurma, salata sosu

Sislik maddesi Islenmis et {iriinleri

Pihtilagma inhibitorii

Peynir, dondurulmug gidalar

Sinerjik jel olusumu

Sentetik et jelleri

Kivamlastirici

Regel, soslar, suruplar, tutta dolgulari

EPS iireten LAB’ leri siit iirlinlerinde genis yelpazede kullanim alanina

sahiptir (Duboc ve Mollet, 2001). Cizelge 1.4° de EPS iireten LAB’ nin

bulunduklart siit tirtinleri verilmistir. Yogurt ve fermente siitlerde viskozitenin

artmasina yardimci olur, siit pihtistnin yapisim ve kivamim iyilestirir ve

yogurtlarin sulanma 6zelligini azaltmaktadir.
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Cizelge 1.4. EPS Ureten LAB’leri, Bifidobakteri ve Propionibakteri iceren Baz: Siit Uriinleri

Cins Tiir Siit Uriinleri
Lactococcus L. lactis subp. cremoris Iskandinav fermente siitler,
peynirler
Lactobacillus L. delbrueckii subsp. | Yogurtlar, fermente siitler
bulgaricus
L. acidophilus Probiyotik fermente siitler
L. kefiranofaciens Kefir
Leuconostoc Leu. mesenteroides subsp. | Kefir
dextranicum
Streptococcus S. macedonicus Peynirler (Yunan, Italyan)

S. thermophilus

Yogurt, Mozzarella peyniri

Bifidobacterium

B. animalis subsp. lactis

Probiyotik fermente siitler

B. longum Probiyotik fermente siitler
Propionibacterium Pr.  freudenreichii  subsp. | Isveg peynirleri
shermanii

1.8.1. Yogurt iiretimindeki fonksiyonlari

Yogurdun mikro yapisim1 birlestirilmis kazein partikiillerinin matriksi
olusturmaktadir. Yag kiirecikleri bu matris i¢inde yer almaktadir. Jellerin
bosluklart serum ve bakteri hiicreleri ile doldurulur (Toba ve ark., 1990).

Yogurt tiretimi sirasinda sikc¢a karsilasilan gevsek yapi ve serum ayrilmasi
gibi fiziksel problemler, tiiketici ve iiretici igin istenmeyen bir durumdur.
Genellikle uygun katki maddelerinin ilave edilmesiyle bu tiir sorunlar ¢éziimlense
de son yillarda tiiketici ve Treticiler dogal yollardan sorunlarin ¢oziimiine
gitmektedirler (Duboc ve Mollet, 2001).

Aromal1 ve meyveli yogurtlarin iiretiminde uygulanan mekaniksel islemlerle
bozulan dokunun saglamlastirilmast i¢in kimyasal kokenli maddelerden
yararlanilmaktadir. Ancak son yillarda bitkisel kokenli hidrokolloidlere alternatif
olarak LAB’ lerinin koyulastirici etkiye sahip suslarindan yararlanilmaktadir
(Kilig, 2001).

Heteropolisakkaritler, siit iriinlerinde 6zellikle yapmin diizenlenmesi,
viskozite ve su tutma kapasitesinin gelistirilmesi {izerinde etkili olmaktadir
(Duboc ve Mollet, 2001). Bu amagla EPS iireten S. salivarius ssp. thermophilus

ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus suslari yogurt yapiminda yapiyr diizeltmek,
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viskoziteyi artirmak ve serum ayrilmasini azaltmak amaciyla genis capta
kullanilmaktadir (Ruas-Madiedo ve ark., 2002a).

LAB?’ lerinin bulundugu ortamda vizkozitenin zamana baglh olarak artmasi,
yalnizca olusan polimer miktarma bagli degil polimerin tipi ve laktik asit gibi
olusan metabolik iriinlere de baghdir. Yapilan bir ¢aligmada L. lactis ssp.
cremoris' in farkli suslar1 tarafindan tiretilen EPS’ lerin, fermente siit {irtinlerinin
viskozitesi iizerine etkisi belirlenmeye calisilmistir. Incelemeler sonucunda, pihtisi
parcalanmis fermente siit tirlinlerinin viskozitesinin LAB’leri tarafindan tretilen
EPS’ lerin viskozitesine bagl oldugu ve viskozitesi 1,5 m® /kg 'in altinda olan
EPS’ lerin, iirlinlin viskozitesi lizerine herhangi bir etkide bulunmadigi tespit
edilmistir (Ruas-Madiedo ve ark., 2002b).

Viskozite iizerine etkili olan bir diger faktor ise, EPS’ lerin zincir sertligidir.
L. sake O-1 susu tarafindan olusturulan EPS’ lerin ksantan gamu ile yaklasik olarak
ayni molekiil agirligimma sahip olmasina ragmen viskozitesi daha yiiksektir. Bu
ozellik EPS’ lerin kimyasal yapisinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. 3-(1-
4) baglarini igeren monosakkaritlerin, a-(1-4) ve B-(1-3) bag ozelligi gosteren
monosakkaritlere kiyasla daha sert zincir yapisina sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica dallanma ve yan gruplar da sertlik {izerine 6nemli derecede etki etmektedir
(Ruas-Madiedo ve ark., 2002a).

Yogurt yapisindaki EPS roliinli aydinlatmak igin EPS {iretmeyen suslar ve
ekzopolisakkrit iireten suslarla deneyler yapilmistir. Yapilan deneyler sonucunda
iki farkli yogurt kiiltiiri karsilagtirllmis ve EPS iireten mikroorganizmanin
bulundugu yogurdun viskozitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Amatayakul ve ark., 2006; Bouzar ve ark., 1997). Yapilan diger ¢aligmalara gore
viskozitenin daha yiiksek olmasi icin yiiksek molekiil agirligma ve siki bir
konformasyona sahip polisakkaritlerin olmas1 gerektigi tespit edilmistir (De Vuyst
ve ark., 2007).

Yogurt iiretiminde tiiketici tarafindan piiriizsiiz ve kremsi dokulu yogurtlar
daha ¢ok tercih edilmektedir. Yogurt fermantasyonu sirasinda iiriiniin pH degeri
azalir ve siitteki laktoz laktik aside dontisiir. pH degeri 5,3’ e ulastiginda ve geri
doniistimsiiz jel olustugu zaman kazein miselleri destabilize edilir. Fermantasyon

sonucunda siit pthtisinin hafif homojenizasyonu ile yogurt elde edilmis olur.
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1.8.2.Kefir iiretimindeki fonksiyonlari

Kefir tanelerinin siite ilave edilmesiyle elde edilen kefir, asidik ve alkolik
fermantasyonlarin bir arada olustugu ve gec¢misi olan kiiltiire edilmis bir siit
triiniidir (Merin ve ark., 1986; Kneifel ve ark., 1991).

Aragtirmacilar, kefirin anavataninin Kafkas Daglar1 oldugunu bildirmislerdir
Kefirin Kafkasya 'da Elburus Daglar1 eteklerinde yapildigi ve yapimiin gizli
tutuldugu; Rusya' da yayimnlanan "Kefyr” kitabinin 1984 yilinda Moritz Schulz
tarafindan Almanca' ya gevrilmesi ile Avrupa' da tanindig1 agiklanmistir (Kwak ve
ark., 1996).

Geleneksel yontemlerde kefir taneleri oda sicakliginda yaklasik olarak 24
saat fermantasyondan sonra siizgegten gecirilereck elde edilir.  Birinci
fermantasyondan sonra siit tiiketilebilir ya da siispansiyon i¢indeki hiicreler
tarafindan fermente edilerek pastorize siitiin asilanmasi ic¢in kullanilabilir. Bu
yontemle grup halinde kefir liretmek miimkiindiir. Sanayi {lretimi i¢in secilen
baslangi¢ kiiltiirleri farkli tiirler arasinda bir dengeye wulagsmak igin
kullanilmaktadir. Bu siirecte fermantasyon islemi LAB fermantasyonu (laktik asit
biyosentezi) ve mayalar (etanol iiretimi) olarak iki faza boliindiigii zaman daha
fazla tekrarlanir ve kontrol edilmektedir.

Kwak ve arkadaglarina gore, kefir taneleri laktobasil, laktokok ve
l6konostok tiirlerini icerir. Laktobasil tiirlerini L. caucasicus, L. casei, L.
plantarum, L. acidophilus, L. kefiranofaciens, L. cellobiosus, L. bulgaricus, L.
helveticus spp. jugurti ve L. lactis, laktokok tiirlerini L. lactis spp. lactis, L. lactis
spp. lactis biovar diacetylactis, L. lactis spp. cremoris, S. thermophilus, L. filant
ve S. durans ve yaygin l6konostoklar1 Leu. dextranicum, L. mesenteroides ve L.
kefir olarak belirtmislerdir. Kefir tanelerindeki mayalari ise Kluyveromyces lactis,
K. marxianus, K. fragilis, Torula kefir ve Saccharomyces kefir gibi laktozu
fermente eden mayalar ve S. cerevisiae, S. carlsbergensis gibi laktozu fermente
edemeyen mayalar olarak bildirmislerdir (Kwak ve ark.,1996).

Angula ve arkadaslar, kefir tanelerinde laktozu fermente edemeyen

mayalarin laktozu fermente eden mayalara gore daha fazla oldugunu ve LAB’
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lerinden Lactobacillus cinsi bakterilerin daha baskin oldugunu tespit etmislerdir
(Angula ve ark., 1993).

Ayrica Iskandinav iilkelerinde yaygin bir iiretim potansiyeline sahip olan
Vili ve Longfil gibi fermente siit iirlinlerinin liretiminde istenilen yapinin olusmasi
icin EPS olusturan L. lactis ssp. cremoris susundan yararlanilmaktadir. Fermente
slit iiriinii olan Viliden izole edilen bu bakterinin ramnoz, glikoz ve galaktozdan

olusan EPS iirettigi belirlenmistir (Duboc ve Mollet, 2001).

1.8.3.Peynir iiretimindeki fonksiyonlari

EPS {ireten LAB’leri genellikle yogurt ve diger fermente siit iirlinlerinin
iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak EPS’ ler, miikkemmel su tutma
kapasitesine sahip olmalar1 nedeni ile 0&zellikle diisik yagli peynirlerin
fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmek amaciyla peynir teknolojisinde de genis bir
kullanim alani bulmustur (Broadbent ve ark., 2001). Diisiik yagli peynirlerde yag
oraninin az olmasindan dolay1 peynir sert ve lastigimsi bir yap1 kazanmakta ve
erimesi i¢in daha fazla 1siya gereksinim duyulmaktadir (Low ve ark., 1998). Bu da
mozzarella tipi peynirler i¢cin O6nemli bir dezavantajdir. Genellikle pizza
tiretiminde yaygin olarak kullanilan mozzarella peynirinin 1yi bir erime 6zelligine
sahip olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle erimenin zor gergeklestigi yag orani
diisiik peynirlerde, bu kusurun 6nlenmesine yonelik bir¢ok calisma yapilmistir
(Broadbent ve ark., 2001).

Low ve digerleri (1998), L. delbrueckii ssp.bulgaricus MR-1R ve Str.
salivarius ssp. thermophilus MR-1C suslari tarafindan olusturulan EPS’ lerin su
baglama oOzellikleri tespit etmislerdir. Elde edilen bulgular neticesinde, Str.
salivarius ssp. thermophilus MR-1C' nin peynirinin su seviyesini 6nemli miktarda
artirdigi ve bu etkinin ayni bakteri tarafindan {iretilen kapsiiler EPS’ ye bagh
oldugu belirlenmistir (Low ve ark., 1998). Duboc ve mollet tarafindan yapilan
benzer bir ¢calismada, EPS iireten L. Helveticus' un mozzarella peynirinde su tutma
kapasitesini artirdig tespit edilmistir (Duboc ve Mollet, 2001).

Topisirovic ve arkadaslart ev yapimi peynirlerden izole edilen LAB gida

koruyucusu olarak kullanimlarini incelemislerdir. Arastiricilar izolatlardan bir
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kisminin bakteriyosin {iretme potansiyeline sahip oldugunu ve bu izolatlarin
Staphylococcus aureus, Micrococcus flavus, Salmonella paratyphi iizerinde
antimikrobiyal aktivite sergiledigini bildirmislerdir (Topisirovic ve ark., 2006).
Ulkemizde de LAB’ lerinin peynir iiretiminde gerek starter kiiltiir olarak gerekse
probiyotik olarak ilavesi tizerine pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Akgiin beyaz peynir
tiretiminde Lactobacillus sake’nin starter kiiltiir olarak kullanilabilme olanaklarini
arastirmis ve L. sake’nin beyaz peynir kiiltiirii olarak kullanilabilecegini, bu
kiltiriin kullanimi ile peynirlerde olgunlasma indeksinin arttigini bildirmistir

(Akgiin, 1995),

1.8.4.Et iiretimindeki fonksiyonlari

Ulkemizde sucuk iiretiminde starter kiiltiir kullanim1 bazi biiyiik isletmeler
hari¢ pek yaygin degildir ve fermantasyon genellikle hammaddeden gelen dogal
flora ile gerceklestirilmektedir. Fermente sucuklarda; diisiik su aktivitesi, nitrit ve
tuz, ayrica lrlinde bulunan veya starter kiiltlir olarak ilave edilen LAB’ lerinin
olusturdugu organik asitler sonucu meydana gelen diisilk pH degerleri nedeniyle
patojenlerin  ve  bozulma  etmeni  mikroorganizmalarin  gelismeleri
onlenebilmektedir. Bu faktorlerin etkisi ile tirlinde L. monocytogenes gibi patojen
bakterilerin baskilandigi, ancak etkenin son iiriinde tamamen yok edilemedigi ve
kesin bir koruma saglanamadig: ifade edilmektedir. Bu nedenle starter kiiltiiriin
bakteriyosin olusturma yetenegine sahip olmasinin {irliniin mikrobiyolojik
giivenligine katkida bulunacag diistiniilmektedir (Erol ve ark., 1999; Tyopdnen ve
ark., 2003).

1.8.5.Diger iiriinlerde fonksiyonlari

L. plantarum, sebzelerin fermantasyonunda kullanilan, endiistriyel 6neme
sahip, aside dayanikli bir LAB’sidir (Akgelik ve Ayhan, 1988; Barath ve ark.,
1999; Turantas, 1998). Bitkilerin dogal mikroflorasinda bulunan ve antagonisitk
etkisi nedeniyle diisik pH, organik asit, hidrojen peroksit, diasetil gibi

metabolitlerin yaninda irettigi bakteriyosinlerle diger mikroorganizmalarin
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gelisimlerini inhibe eder. Bu tiir sebzelerde EPS iireterek sebzelerin raf dmriinii
arttirmakta ve daha uzun siire canli kalmasini saglamaktadir.

Pediococcus cerevisiae ve Pediococcus acidilactici tiirleri en 6nemli starter
kiltiirler arasinda yer almaktadir. Bu starterler ozellikle tursu ve sucuk
fermantasyonunda rol oynarlar. Sarap ve bira gibi alkollii igkilerde ise diasetil
tiretmeleri nedeniyle kalite kaybina neden olurlar (Turantas, 1998). Sucuklarda
EPS iireterek sucugun kendine has tadinin olusumuna katki saglamaktadir ve
diger =zararli mikroorganizmalarin gelisimini inhibe ederek bozulmay1
geciktirmektedir.

Laktik asit fermantasyonu sonucu elde edilen salgam suyu, kirmiz1 renkli,
bulanik, eksi lezzetli bir igecektir. Laktik asit, bu {iriinlerin dayaniklilig1 ve tadi
tizerinde O6nemli bir etkiye sahiptir (Canbas ve Deryaoglu, 1993; Tangiiler ve
Erten, 2009a). LAB’leri tarafindan iiretilen EPS’ ler sindirimi kolaylastirici,
ferahlatici, sindirim sisteminin pH’sin1 diizenleyici ve viicudun bazi minerallerden
daha fazla yararlanmasini saglayici 6zellikler kazandirmaktadir (Ozhan, 2000).

L. plantarum, L. casei, L. acidophilus ve L. lactis, L. mesenteroides’i i¢eren
starter kiiltiir ile yapilan ¢aligmalarda bugday ekmeginde bozulmalara yol agan
(rope olusumu) Bacillus strainlerinin L. plantarum LMO025 ve L. alimentarius
LMO07 kullanimi ile 6nlenebildigi bildirilmistir (Settanni ve Corsett, 2008 ). Bu
engelleme mekanizmasi bakterilerin iirettigi EPS’ ler tarafindan saglanmaktadir.
EPS’ ler ekmekte zararli mikroorganizmalarin gelisimini engelleyici salgilar
olusturmakta ve besinin uzun siire bozulmadan kalmasini saglamaktadir.

Pseudomonas spp. tarafindan iiretilen ekzopolimerlerin ve biofilmlerin de
cevresel onemine dikkat c¢ekilmektedir. EPS' nin yiizey ve ara yiizey gerilimini
azaltarak kirli alanlarin temizlenmesi (biyoremediasyonu) ve bir¢ok endiistriyel
uygulamalarda kullanilan biyoemiilsiilfiye aktivitesi ve (Calvo ve ark., 2002)
buna ilaveten topraktaki organik bilesiklerin ortadan kaldirilmast igin, bu
bilesikleri parcalayan ve eriten, biyoremediasyonda kullanim potansiyeline sahip
oldugu bildirilmistir (Tortora, 1991 ).

1957 yilinda Tokyo’da yapilan Atom Enerjisi Konferansi’nda Prof. Higusi,
radyoaktivitenin neden oldugu hastaliklarin iyilestirmesinde yogurdun miikemmel

bir ilag oldugunu bildirmistir. Prof. Higusi bu durumu fareler ve insanlar {izerinde
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yaptig1 denemelerde siirekli olarak bir yil atom isinlarinin etkisinde kalan ve bu
sure icinde yogurdun esas teskil ettigi yiyeceklerle beslenen kimselerde
radyoaktiviteden ortaya c¢ikan arizalara rastlanmadigini belirtmistir (Yaygin,
1981).

1.9. EPS’nin Saghk Alaninda Uygulamalari

Lactobacillus ve Bifidobacterium fonksiyonel gidalarda insan tiiketimi igin
probiyotik olarak kullanilan en yaygin cinslerdir. Insan bagirsak sistemi EPS
ireten suslarin izolasyonu igin iyi bir ortam olusturmaktadir (Ruas-Madiedo ve
ark., 2007). EPS ireten suslar bagirsak mukozasina yapisma ve kolonizasyonu
saglamada bir rol oynamaktadir (Ruas-Madiedo ve ark., 2006). Fizyolojik roli ve
teknolojik uygulamalarina ek olarak, LAB tarafindan iiretilen EPS, gastrik {ilsere
kars1 koruma, prebiyotik etkisi, kolesterol diisiiriicii aktivitesi, immun cevabi
modiile etme yetenegi ve anti-tiimdral aktivitesi uygulamalari ile saglik alaninda
yararlar1 oldugu iddia edilmektedir. Kolestrol seviyelerini diizenleme yetenegi ilk
fermente siitte EPS direten L. lactis subsp. cremoris SBT 0495 susu ile
hiperkolesterolemik diyet ile beslenen siganlarda gosterilmistir (Nakajima ve ark.,
1992). Yiiksek yogunluklu lipoproteinler-(HDL-) kolesterol bu farelerde fermente
siitte EPS {retimi olmayan susla beslenen farelere oranla daha yiiksek
bulunmustur. EPS kan kolestrol seviyelerini diizenleyen mekanizmalarin ne
oldugu tam olarak bilinmemektedir (Maeda ve ark., 2004).

Polisakkaritler aktif bagisikligi olmayan aktif molekiiller olarak kabul
edilmistir ama son yillarda belirli mikrobiyel polimerler gibi kuvvetli
imiinmodiiller maddeler olarak davrandiklari gosterilmistir (Tzianabos, 2000;
Cobb ve Kasper, 2005). Ozellikle cesitli calismalarda LAB’ lerinin dis yiizeyinde
bulunan EPS’nin bagisiklik cevabinda varsayilan bir modiilasyon oldugunu

bildirilmistir (Cizelge 1.5).
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Cizelge 1.5. LAB ve Bifidobakteriler Tarafindan Uretilen EPS’nin

Raporlama Caligsmalari

Immunomodulatér Etkisini

EPS iireten suslar

| Yararl etkileri

| Referanslar

In vitro calismalar

Insan periferal kan | L. lactis subsp. | T-hiicrelerinin Forsén ve ark,,
lenfositlerinin uyarilmas1 | cremoris cogalmasi 1987
Kemirgen dalak | L. lactis subsp. | B-hiicresi mitojen Kitazawa ve ark.,
hiicrelerinin kiiltiirleri cremoris KVVS20 1993
Kemirgen makrofaj | L. lactis subsp. | INF-y ve IL-1a iiretimi | Kitazawa ve ark.,
stimulasyon cremoris KVS20 1996

Kemirgen splenositleri ve

B. adolescentis

mitojenik aktivitesi

Hosono ve ark.,,

Peyer lekeleri M101-4 1997
Kemirgen  splenositleri, | L. delbureckii | Dalak hiicrelerinin, B- | Kitazawa ve ark.,
Peyer lekeleri ve lenfosit | subsp.  bulgaricus | hiicreleri ve Peyer | 1998
Kiiltirleri OLL 1073R-1 lekelerinin  mitojenik

cevabi
Fare ve insan PBMC | L. rhamnosus RW- | TNF, IL-6 ve IL-12'nin | Chabot ve ark,,
splenosit kiiltiirleri 9595M Artigt 2001

Kemirgen makrofaj ¢izgi | L. delbrueckii | IL-10, IL-6, IL-10, IL- | Nishimura-Uemura
kiltiirleri subsp.  bulgaricus | 12-p40 ve TNF- « | veark., 2003
OLL1073R-1 artist, IL-12  p35
Azaligi
Intestinal epitelyal | B. bifidum BGN4 HT-29 ve HCT-116 | You ve ark., 2004

cizgileri HT-29, HCT-116
ve Caco-2 gogalmasi

cogalmasini engeller

Fare splenositlerinin | L. delbrueckii | INF-y Artist Makino ve ark.,
uyarilmasi subsp.  bulgaricus 2006

OLL1073R-1
EPS’lerin sitotoksik Enterococcus MUC5AC gen | Altug B., 2013
aktivitesi ile MTT testi faecium D-36 susu | ekspresyonu

seviyesinde azalma

In vivo calismalar

Sarkoma S180 ile

L. helveticus var.

Yasama artis1

Oda ve ark., 1983

farelerde EPS’nin periton | jugurti Kitazawa ve ark.,
i¢ine enjeksiyonu Lc. lactis subsp. 1991

cremoris KVS20
EPS+2,4-dinitrofenil- L. lactis subsp. | Antikor iretimi | Nakajima ve ark.,
ovoalbuminin  farelerde | cremoris SBT0495 | (yardimci madde | 1995
periton i¢ine enjeksiyonu etkisi)
Indiiklenen  siganlarinda | L.delbureckii subsp. | kolon Sengiil ve ark,
yapilan EPS’nin mide i¢i | bulgaricus B3 enflamasyonunun 2005
uygulamast L.delbureckii subsp. | zayiflatilmasi

bulgaricus A13

Farelerde EPS’nin agizdan | L. delbrueckii | Dogal 6ldiiriicii aktivite | Makino ve ark.,
verilmesi subsp.  bulgaricus | artisi, INF-y Artisi, IL- | 2006
OLL1073R-1 4 azalmasi

Farelerde EPS’nin agizdan | L.  kefiranofaciens | Bagirsak mukozasi | Vinderola ve ark.,
verilmesi ATCC 43761 tepkisinin 2006

olusturulmasi (IgA

artist) ve  sistemik

bagisiklik (sitokin

salinimi)
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Bu makalede Iskandinav fermente siitii viiliden izole edilen Streptococcus
cremoris sus olarak adlandirilir. IgA: immunglobulin A; IL: interlokin; INF- y:
interferon- y; TNF: tiimo6r nekroz faktorii olarak verilmistir.

EPS’ ler sadece bakteriyi saran bir biyofilm tabakasi olarak fonksiyon
gostermeyip ticari amagla da kullanilmaktadir. EPS’ ler ayn1 zamanda anti-timor
(Kitazawa ve ark,. 1991), antiviriis, ve ates disiiriici etmen olarak, ilag
sanayisinde de kaplama materyali olarak pek cok fizyolojik aktivitelere katkida
bulunurlar ayrica interferon, trombosit yiginlar1 birikmesi ve faktér sentezlerini
uyaran koloniler i¢in tesvik edici olarak kullanilirlar. Dekstran-demir kompleksi
anemi vakalarinda, dekstran-kalsiyum kompleksi ise hayvan beslemede
hipokalsemi tedavisinde kullanilir. Ag yapili sephadeks dekstranlar ise, biyolojik
maddelerin saflastirilmasi ve fraksiyonlara ayrilmasinda devreye girmektedir
(Calazans ve ark., 1997; Margaritis ve Pace, 1985 ).

Idrar yollar1 enfeksiyonlarma lactobacillus tiirlerinin olumlu etkisi yapilan
arastirmalarla belirlenmistir. Idrar yollar1 patojenlerine engel olmada; tiim canli
lactobacillus hiicre duvarlarina ait analizler, bu mikroorganizmalarin idrar yollari
epitel hiicrelerine baglanmasindan lipoteikoik asidin sorumlu oldugunu
gostermistir. Epitelyumu kaplayan lactobacilllus tiirleri patojenlerin reseptorlere
ulasmasimi Onlemekte, idrar yollarina ait normal floranin patojenlere karsi
korunmasini saglamaktadir (Raffle ve ark., 1956).

Yapilan in vitro ve in vivo caligmalarda bazi LAB’ lerinin, kronik gastrit,
mide ve on iki parmak bagirsagi lilseri hatta mide kanserinin 6nemli etkenlerinden
biri olan Helicobacter pylori'ye antogonistik etki yaptigi rapor edilmistir.
Ozellikle lactobacillus cinsi tiirlerinde iiretilen laktik asit ve bakteriyosin gibi
metabolitlere bagli olarak H.pylori' nin iireaz aktivitesinin 6nemli derecede
azaldig1 belirlenmistir (Boke, 2005).

LAB’ leri tarafindan iiretilen EPS’ ler probiyotik olarak gorev yapmaktadir.
EPS canlilarda sindirime yardimci olarak probiyotik mekanizmaya yardimci
olmaktadir. EPS’ lerin saglikta ki yararlarindan bazilar1 olarak antitiimor, anti
ilser, immiinomodiilator, antiviral ve kolesterol diisiiriicii faaliyetleri
gosterilmektedir. L. lactis subsp. cremoris o6zel reolojik &zelliklerinden dolay:

yogurt iiretimi icin siit endiistrisinde genis uygulama sahiptir. Yogurtlarin
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tiretiminde halk sagligi i¢in probiyotiklerden yararlanilmaktadir. Bdylece

probiyotikler ve EPS’ ler benzer etkiye sahip olmaktadir.

1.10. Kolon Saghg i¢in Polisakkaritler

LAB’ leri tarafindan iiretilen EPS’ ler insan ve ya hayvan sagliginda
immiinomodiilator Ozellikleri, antiviral aktivite, antioksidan aktivite ve
antihipertansif aktivite gibi ¢esitli fonksiyonel rollere sahiptir, ayn1 zamanda doku
gelisimi i¢in gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Chabot ve ark., 2001,
Maeda ve ark., 2004; Kodali ve ark., 2008; Maeda ve ark., 2012). Prebiyotikler
sindirilmeyen oligosakkaritlerdir, kolonda ki bifidobakteri ve laktobasil gibi
bakteriyel tiirlerin smirli sayida biliylimesini ve aktivitesini uyarir. Zararl
bakteriler amonyak, hidrojen siilfit ve konaga zararli aminler gibi maddeler
olustururlar. Bifidobakteri ve laktobasil gibi yararli bakteriler zararli bakterilerin
cogalmasini inhibe eder ve hiicre bilesenleri konagin bagisiklik sistemini uyarir
(Mitsuoka, 1992). Mide- bagirsak sisteminde hem yararli hem zararli bakterilerin
cesitli tiplerinden bulunmaktadir ve sayilar1 sistem boyunda degisiklik
gostermektedir. Mide- bagirsak mikro flora dengesinde konak¢i sagliginin
digkilama, besin emilimi gibi farkli yonlerinin etkisi bulunmaktadir. Stres,
antibiyotik tiiketimi, enfeksiyon, gida zehirlenmesi ve dogal yaslanma siireci gibi
birka¢ faktor bu dengeyi altiist edebilir. Bozulan bu dengenin diizeltilmesi i¢in
yararli bakterilerin biiylime ve aktivitesi gidalara 6zel katki maddeleri eklenerek
arttirilabilir. Cesitli oligosakkaritler probiyotikler olarak belirlenmistir ve bunlarin
konakg1 kolondaki bifidobakterilerin sayisini arttirdigi tespit edilmistir. Galakto-
oligosakkaritler (GOS) ve frukto-oligosakkaritler (FOS) 6nemli prebiyotikler
olarak kabul edilir. Yiyecekler mide- bagirsak mikro florasini dengelemek igin
galaktosilsiikraz, soya oligosakkaritler, laktoz, GOS, FOS, izomalto-
oligosakkaritler, rafinozi ksilo-oligosakkaritler ve bira mayasi hiicre duvari gibi
islevsel katki maddeleri igermelidir (Tsuda ve ark., 2008).

LAB’ leri tarafindan iiretilen bazi EPS’ ler saglik alaninda anti-timor
ajanlar1 olarak kullanilmaktadir. Anti-tiimor aktivitesi ile kanser hastalarinda artan

Oliim oranlarinda bir diisiis goriilmektedir. Kemoterapi tedavilerinde kullanilan
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bazi ilaglarin yan etkilerinin oldugu belirlenmistir (Yang ve ark., 2013). Giivenilir
dogal kaynaklar olan EPS’ ler yapay antitiimor ajanlart i¢in yedek olarak hizmet
vermektedir. Bu tiir ¢alismalarda kullanilan bazi LAB’leri L. delbrueckiisubsp.
bulgaricus, L. lactis ve L. casei. L. plantarum dur. Son zamanlarda L.
plantarumare susu kolesterol diisiiriicii, karaciger koruyucu gibi 6zellikleri nedeni
ile probiyotik olarak kullanilmaktadir (Huang ve ark., 2013; Rishi ve ark., 2011).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

2.1.1. Siit ve siit iirinii orneklerinden izole edilen 6rneklerin temini ve

laboratuvara getirilmesi

Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi Biyoloji Boéliimii Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda daha 6nce ki ¢alismalarda siit ve siit tiriinlerinden izole edilerek -
85°C’de stoklanan laktik asit bakterilerinden segilen 163 izolat ¢alismamizda

kullanilmustir.

2.1.2. Test mikroorganizmalar:

Calismamizda kullanilan test mikroorganizmalar1 Cizelge 2.1.°de
verilmistir. Calismalar sirasinda kullanilan test mikroorganizmalar1 uzun vadede
%15°1ik gliserol igerisinde -85°C’de, kisa siireli olarak ise +4°C’de nutrient broth
icerisinde saklanmistir. Kullanilan biitiin test mikroorganizmalari, analizlerden
once stoktan g¢ikarilarak canlandirilmig, saflik kontrolii yapilmis ve daha sonra

testlerde kullanilmistir.

Cizelge 2.1. Antimikrobiyal aktivitelerde kullanilan test mikroorganizmalari

Mikroorganizma Kiilttiriin Temin Edildigi Yer Optimum Gelisme Sicakligi
Staphylococcus aureus Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 35°C
Escherichia coli Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 35°C
Candida albicans Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 35°C
Candida glabrata Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 35°C
Listeria monocytogenes Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30°C
Listeria monocytogenes 1 Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30°C
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2.1.3. Besi ortamlari

2.1.3.1. Beyin kalp infusion (BHI) yumusak agar (53286 Sigma)

Sig1r kalbi 50
Dana beyni 1259
Di sodyum hidrojen fosfat 250
Glikoz (D+) 290
Pepton 10¢g
Sodyum kloriir 50
Agar 749
Distile su 1000 ml.

Besiyeri igerigi distile suda c¢oziildiikten sonra, pH 7,4 + 0,2’ye
ayarlanmig ve 121° C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.2.Beyin kalp infusion (BHI) yumusak agar %1 siikroz ve %10

konsantre kongo kirmizisi

Daha o6nce verilmis olan BHI agar igerisine %1 siikroz ilave edilerek
distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis

ortam igerisine %10 olacak sekilde konsantre kongo kirmizisi ilavesi yapilmistir

(Stingele ve ark., 1996).

2.1.3.3. Mueller hinton agar (70191 Fluka)

Sigir eti—kalp ekstrakti 49
Kazein hidrolizat 1759
Nigasta 159
Agar 17 ¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8 = 0,2’ye

ayarlanmig ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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2.1.3.4. MRS agar (Lactobacillus Agar acc. To DEMAN, ROGOSA
ve SHARPE ) (1.10660, Merck )

Diamonyum hidrojen sitrat 290
Dipotasyum hidrojen fosfat 29
Glikoz 209
Magnezyum siilfat 0,29
Mangan siilfat 0,04 g
Et ekstraktt 8¢
Pepton 10¢
Sodyum asetat 59
Maya ekstrakti 49
Tween® 80 1ml
Agar 14 ¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri icerigi distile suda c¢oziildiikten sonra, pH 5,4+ 0,2° ye
ayarlanmig ve 121° C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir

2.1.3.5. MRS agar % 6,0 tuz ilaveli

2.1.3.4’> de verilmis olan MRS agar ortami igerisine 60gr / 1000 ml.
olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis ve pH 5,4’e ayarlanmis olan igerik
distile suda ¢Oziildiikten sonra 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.

2.1.3.6. MRS agar %7,5 tuz ilaveli

2.1.3.4> de verilmis olan MRS agar ortami igerigine 75gr / 1000 ml.
olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis ve pH 5,4’e ayarlanmis olan icerik

distile suda c¢oziildiikten sonra 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.
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2.1.3.7. MRS agar %10 tuz ilaveli

2.1.3.4° de verilmis olan MRS agar ortami igerisine 100gr / 1000 ml.
olacak sekilde tuz ilavesi yapilmis ve pH 5,4’¢ ayarlanmis olan igerik distile suda

¢oziildiikten sonra 121°C” de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.8. MRS agar laktoz ilaveli

2.1.3.4> de verilmis olan MRS agar ortaminin igerisinden glikoz
cikartilarak yerine ayn1 miktarda laktoz ilavesi yapilmis ve pH 5,4’e ayarlanmis
olan igerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir.

2.1.3.9. MRS agar fruktoz ilaveli

2.1.3.4° de verilmis olan MRS agar ortaminin igerisinden glikoz
cikartilarak yerine ayn1 miktarda fruktoz ilavesi yapilmis ve pH 5,4’e ayarlanmis
olan igerik distile suda ¢oziildiikkten sonra 121°C* de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir.

2.1.3.10. MRS agar siikroz ilaveli

2.1.3.4> de verilmis olan MRS agar ortamimin igerisinden glikoz
cikartilarak yerine ayni miktarda siikroz ilavesi yapilmis ve pH 5,4’e ayarlanmis
olan icerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C* de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir.

2.1.3.11. MRS Broth (69962, Fluka)

Dipotasyum hidrojen fosfat 29

Glikoz 209

Magnezyum siilfat heptahidrat 0,29
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Mangan siilfat tetrahidrat
Et ekstrakt

Pepton

Sodyum asetat trihidrat
Triamonyum sitrat

Yeast ekstraktti

Distile su

59
1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,2+ 0,2’ ye

ayarlanmig, 1 ml Tween® 80 eklenmis ve 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir.

2.1.3.12. Patates dekstroz agar (1.10130, Merck)

Patates ekstrakti
Glikoz (D+)
Agar

Distile su

49

209
159
1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildikten sonra, 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.13. Nutrient broth (03856, Fluka)

Et ekstrakti
Pepton

Distile su

39
59
1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda c¢oziildikten sonra, pH 7,0+ 0,2° ye

ayarlanmig ve 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.14. Nutrient agar (N 9405, Sigma)

Et ekstrakti
Pepton

39
5¢
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Agar 15¢
Distile su 1000 mi
Besiyeri igerigi distile suda c¢oziildikten sonra, pH 6,8+ 0,2’ ye

ayarlanmig ve 121°C” de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.15. Arjinin dihidrolaz broth

Pepton 19
Sodyum klorir 59
Di-potasyum hidrojen fosfat 0,39
Fenol kirmizisi 0,01g
L-arjinin HCI 10g
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda c¢oziildiikten sonra, pH 7,4+ 0,2 ° ye

ayarlanmig ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.16.Tryptone soya yeast extract agar

Agar 1509
Kazein enzimatik hidrolizat 170¢g
Dektroz 2590
Dipotasyum hidrojen fosfat 2549
Soya unu papaik sindirimi 309
Sodyum klorid 509
Maya ekstrakti 6.09g

Besiyeri igerigi distile suda c¢oziildikten sonra, pH 7,3+ 0,2 ° ye
ayarlanmig ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.17.Malt extract agar (70145, Fluka)

Agar 15¢
Malt ekstrakti 3049
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Mikolojikal pepton 59
Besiyeri igerigi distile suda c¢oziildiikten sonra, pH 54+ 0,2 ° ye

ayarlanmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.18. M-MRS broth (modified deMan Rogosa Sharpe broth)

Dipotasyum hidrojen fosfat 290
Magnezyum siilfat heptahidrat 0,19
Mangan siilfat tetrahidrat 0,059
Sodyum asetat trihidrat 50
Triamonyum sitrat 20
Tween® 80 1ml
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda c¢oziildikten sonra, pH 6,2+ 0,2’ ye
ayarlanmig, 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Sharpe, 1979).

2.1.3.19. M-MRS broth % 0,5 tuz ilaveli
2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortam1 igerisine 5gr / 1000 ml.

olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmus, igerik distile suda ¢oziildiikten

sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.3.20. M-MRS broth % 1 tuz ilaveli
2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 10gr / 1000 ml.

olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, igerik distile suda ¢oziildiikten
sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.21. M-MRS broth % 2 tuz ilaveli

2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 20gr/1000 ml. olacak

sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis icerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121
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°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.22. M-MRS broth % 3 tuz ilaveli

2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 30gr / 1000 ml.
olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, igerik distile suda ¢oziildiikten

sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.23. M-MRS broth % 4 tuz ilaveli

2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 40gr / 1000 ml.
olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, igerik distile suda ¢oziildiikten

sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.24. M-MRS broth % 2 pepton ve %10 glikoz ilaveli

2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 20gr / 1000 ml.
olacak sekilde pepton ve 100gr / 1000 ml. olacak sekilde glikoz ilavesi yapilmis,
icerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.

2.1.3.25. M-MRS broth % 2 pepton ve %10 laktoz ilaveli

2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 20gr / 1000 ml.
olacak sekilde pepton ve 100gr / 1000 ml. olacak sekilde laktoz ilavesi yapilmis,
icerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.

2.1.3.26. M-MRS broth % 2 et ekstrakt1 ve %10 glikoz ilaveli

2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 20gr / 1000 ml.
olacak sekilde et ekstraktt ve 100gr / 1000 ml. olacak sekilde glikoz ilavesi
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yapilmis, igerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir.

2.1.3.27. M-MRS broth % 2 et ekstrakti ve %10 laktoz ilaveli

2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 20gr / 1000 ml.
olacak sekilde et ekstrakti ve 100gr / 1000 ml. olacak sekilde laktoz ilavesi
yapilmus, igerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir.

2.1.3.28. M-MRS broth % 2 maya ekstrakti ve %10 glikoz ilaveli

2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 20gr / 1000 ml.
olacak sekilde maya ekstraktt ve 100gr / 1000 ml. olacak sekilde glikoz ilavesi
yapilmis, igerik distile suda ¢o6ziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir.

2.1.3.29. M-MRS broth % 2 maya ekstrakti ve %10 laktoz ilaveli

2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 20gr / 1000 ml.
olacak sekilde maya ekstrakti ve 100gr / 1000 ml. olacak sekilde laktoz ilavesi
yapilmus, igerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir.

2.1.3.30. M-MRS broth % 2 casamino asit ve %10 glikoz ilaveli
2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 20gr / 1000 ml.
olacak sekilde casamino asit ve 100gr / 1000 ml. olacak sekilde glikoz ilavesi

yapilmis, igerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir.
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2.1.3.31. M-MRS broth % 2 casamino asit ve %10 laktoz ilaveli

2.1.3.18” de verilmis olan M-MRS broth ortami igerisine 20gr / 1000 ml.
olacak sekilde casamino asit ve 100gr / 1000 ml. olacak sekilde laktoz ilavesi
yapilmis, igerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir.

2.1.3.32. M-MRS broth % 0,5 yeast nitrojen base ve %10 glikoz

ilaveli

2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortamu1 igerisine 5gr / 1000 ml.
olacak sekilde yeast nitrojen base ve 100gr / 1000 ml. olacak sekilde glikoz ilavesi
yapilmus, igerik distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir.

2.1.3.33. M-MRS broth % 0,5 yeast nitrojen base ve %10 laktoz

ilaveli
2.1.3.18’ de verilmis olan M-MRS broth ortam1 igerisine Sgr / 1000 ml.
olacak sekilde yeast nitrojen base ve 100gr / 1000 ml. olacak sekilde laktoz ilavesi
yapilmuis, igerik distile suda ¢o6ziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir.

2.1.4. Kullanilan boyalar

2.1.4.1. Kristal violet

Kristal viyole 2,09

Etil Alkol (% 95) 20 ml

Amonyum Oksalat 0,29

Distile Su 20 ml
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Kristal violet 10 ml etil alkol igerisinde ¢oziildiikten sonra lizerine ayri
bir erlende 20 ml distile su igerisinde ¢oziinmiis olan amonyum oksalat

eklenmistir Karisim filtreden gegirilerek kullanilmistir (Speck ve ark., 1976).

2.1.4.2. Safranin

Safranin 0,259
Etil alkol (%95) 10 ml
Distile su 100 ml

Safranin alkol igerisinde ¢oziildiikten sonra distile su ilave edilmis ve 24

saat sonrasinda ¢ozelti filtre kagidindan gecirilerek siiziilmiistiir (Cotuk ve Ang-

Kiictiker, 1992).

2.1.4.3. Lugol

fyot 59
Potasyum iyodiir (KI) 109
Distile su 100 ml

Potasyum iyodiir 20-30 ml distile suda ¢oziilmiis ve tizerine iyot

eklenmistir. Ardindan ¢ozelti distile su ile 100 ml.’ye tamamlanmistir (Cotuk ve
Ang-Kiigiiker, 1992).
2.1.5. Kullamilan Cozeltiler
2.1.5.1. Fizyolojik tuzlu su
Sodyum kloriir 859
Distile su 1000 ml

Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi sodyum kloriir distile su igerisinde

¢oziilerek kullanilmigtir (Tamer ve ark., 1989).
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2.1.5.2. %20’lik gliserol ¢ozeltisi

Gliserol 20 ml

Distile su 80 ml

Gliserol ve distile su karigtirllip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edildikten sonra kullanilmistir (Akgelik ve ark., 2000).
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2.2. METOT

2.2.1. Siit ve siit iiriinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin

canlandirilmasi

Calismamizda kullanilan siit ve siit iiriinleri 6rneklerinden izole edilen
mikroorganizmalar stok kiiltiirleri -85°C ’ den alinarak LAB’ leri oda sicakliginda
2 saat bekletildikten sonra MRS broth besi ortamina aktarilarak 35°C 'de %10
karbondioksit iceren ortamda 24-48 saat sure ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siireci sonunda brothda gelisim gosteren LAB’ leri tekrar 5 ml MRS
brothda 24-48 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siirecinden
sonra bakteriler MRS agar besi ortamina 6ze yardimiyla ¢izgi ekim yapilarak %10
karbondioksit i¢eren kosullarda 35°C 'de ki etiive 24-48 saat siire ile inkiibasyona
birakilmistir (Holt ve ark., 2000 ).

Inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra bu petrilerden saflik kontrolii
yapilmustir. Saf olmayan petrilerde tek diisen, morfolojik olarak birbirinden farkli
olan ve LAB’ si oldugu diisiiniilen koloniler (mat, krem rengi, beyaz, kii¢iik
koloniler) 6ze yardimi ile alinarak baska bir MRS agar petrisine ¢izgi ekim
yontemi ile aktarilmistir. Ekim yapilan petriler elde edildikleri besi yerinde 48 saat
stireyle %10 karbondioksit igceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen
izolatlarin tam olarak safligi saglanincaya kadar izolatlar ¢izgi ekim yontemi ile
MRS agar petrilerinde pasajlanmistir (Holt ve ark., 2000 ).

Saf hale getirilen izolatlarin ilk olarak gram boyama ve katalaz
aktivitelerine bakilmis; elde edilen sonuclara gore kiiltiirler antimikrobiyal aktivite
ve ileriki testlerde kullanilmak igin -85°C 'de % 20’lik gliserol igerisinde
stoklanmistir (Holt ve ark., 2000).

2.2.2. Izole edilen laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivite tayini

LAB’ lerinin test mikroorganizmalarina karsi, antimikrobiyal aktivitesi

sandvic overlay yontemi ile belirlenmistir.
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2.2.2.1. Sandvic overlay yontemi

LAB izolatlart MRS broth igeren tiiplere ekilerek 24 saat siireyle 35 °C’ de
%10 karbondioksit i¢eren ortamda gelistirilerek aktif hale getirilmistir. Daha sonra
aktif kiiltiirlerden %1 oraninda alinarak tekrar MRS broth igeren tiiplere 1 ml
inokiilasyon yapilmstir. Inokiile edilen kiiltiirler 24 saat siireyle optimum gelisme
kosullarinda inkiibasyona birakilmistir ve bu kiiltiirler ¢alisma i¢in kullanilmistir.
MRS broth igerisinde gelisimini tamamlayan kiiltiirlerden 5 pl alinarak daha
onceden hazirlanmis ve yilizeyi kurumus olan MRS agar + % 0,2 glikoz igeren
petrilerine damlatilmisti. Ayn1 petride birden fazla kiiltlirin karigmasini
engellemek i¢in her petriye en fazla 12 adet izolattan damlatma yapilmistir.
Damlatma islemi tamamlandiktan sonra petriler 24 saat siireyle, 35°C’ de,
anaerobik etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
gelisimini tamamlayan kiiltiirler izerine yumusak agar i¢ine ilave edilmis olan test
bakterileri ilave edilmistir.

Patojen test mikroorganizmalarinin ilavesi i¢in; her bir mikroorganizma igin,
%7 oraninda agar iceren TSYEA (Tryptone Soya Yeast Extract Agar), Nutrient
broth ve Malt ekstrakt agar tiipleri hazirlanmistir. Test mikroorganizmalari
Nutrient broth ve Malt ekstrakt agar igerisine ekilerek 37°C’de 48 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonrasinda test mikroorganizmalart
11000 rpm’ de 20 dakika santrifuj edilmistir. Santrifiij edilen Orneklerin
siipernatant kism1 dokiilerek geriye kalan kismi hazirlanmis olan serum fizyolojik
ile yikandiktan sonra test mikroorganizmalarinin yogunlugu Mc Farland No: 2
(10° kob/ml) bulaniklifina goére ayarlandiktan sonra kiiltiirden % 0,5 oraninda
alinarak hazirlamig oldugumuz TSYEA igerisine inokiilasyon yapilmis ve besi
yeri iyice karigtirllmistir. Sonra bu yumusak agardan 7 mL alinarak LAB’ lerinin
gelismis oldugu MRS agar + % 0,2 glikozlu petriler iizerine yayilmistir.

Petriler igerdikleri test mikroorganizmasiin optimum gelisme sicakliginda
24 saat siireyle inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, sonuglar; LAB’ leri etrafinda
zonlarin olusup—olusmadigina gore degerlendirilmistir. Calisma her izolat igin ¢ift
paralel olarak gergeklestirilmistir (Gonzalez ve ark., 2007).
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2.2.3. Laktik asit bakteri izolatlarinin tanimlanmasi

Siit ve siit triinlerinden izole edilmis olan ve yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu diisiiniilerek, segilmis olan izolatlar igin identifikasyon
testleri yapilmistir. Bu izolatlar igin gram boyama ve katalaz aktivitesi basta
olmak tzere farkli sicakliklarda (4°C, 20°C, 45°C ) gelisim, farkli tuz
konsantrasyonlarinda (%6, %7,5, %10) gelisim, pH 3,9 ve pH 9,6 da gelisim,
hidrojen siilfiir olusturma, arjininden amonyak olusturma gibi testler yapilmustir.
Ayrica etkili bulunan izolatlarin Riboprinter Sistem ile tiir tanimlamalari

gerceklestirilmistir.

2.2.3.1. Gram boyama

Christian Gram tarafindan 1884 yilinda gelistirilmis diferansiyel bir boyama
teknigi olan Gram boyama ile bakterilerin Gram reaksiyonu incelenmistir.
Bakterilerin gram pozitif ve gram negatif seklinde iki gruba ayrilmasini saglayan
Gram boyama dort farkli kimyasal reagent kullanimi ile gergeklestirilmistir.

Boyama islemi igin daha once saflastirma islemleri tamamlanmis olan
izolatlar MRS agar petrilerinde 6ze yardimi ile ¢izgi ekim yapilarak tekrar
aktiflestirilmis ve ¢alisma i¢in 24 saatlik taze kiiltiirler kullanilmustir.

Gram reaksiyonunun goézlemlenebilmesi i¢in; temiz bir lam tiizerine bir
damla distile su damlatilmis, kati besi yerinde gelistirilmis olan kiiltiirden 6ze
yardimu ile yaklasik bir toplu igne basi biiylikliiglinde alinan az miktardaki kiiltiir
su igerisinde emiilsifiye edilerek tiim lam yiizeyine yayilmistir. Lam ilk olarak
havada kurutulmus, sonra {i¢ kez bek alevinden gecirilmek suretiyle fiksasyon
yapilmigtir. Fiksasyonu gergeklestirilen preparat ilk olarak kristal violet ile
boyanmis ve 1 dakika bekletilmis ve preparat yiizeyindeki fazla boya distile su
yardimiyla giderilmistir. Sonra liigol ¢ozeltisi tiim lam yiizeyine yayillmis ve 1
dakika bekletilmistir. Fazla boya distile su ile yikandiktan sonra preparat 15
saniyeligine %95°lik etil alkol ile muamele edilmis ve ardindan distile su ile tekrar
yikanmistir. Son olarak preparat 30 saniye siireyle, safranin ile boyanmustir.

Ardindan fazla boya distile suyla yikanarak preparat havada kurumaya
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birakilmisti. Hazirlanan preparat 151k mikroskobunda immersiyon yagi
kullanilarak 100’ liik objektifte incelenmis ve boyama sonucunda olusan renge
gore degerlendirme yapilmistir. Boyama sonucunda mor renkli goriilen bakteriler
gram pozitif (+), pembe renkli olanlar ise gram negatif (-) olarak

degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

2.2.3.2. Katalaz testi

Bakterilerde katalaz enziminin varli§int ya da yoklugunu gosteren bu test,
katalaz enziminin ortamdaki hidrojen peroksidi su ve oksijene ayirmasi temeline
dayanmaktadir. izolatlarin katalaz enzimine sahip olup olmadiklarmi belirlemek
icin; agar tizerinde gelistirilmis 24 saatlik taze kiiltiirler iizerine birka¢ damla
%3’liikk hidrojen peroksit (H;O;) ilave edilerek gaz ¢ikist olup olmadigi
gozlemlenmistir. Sonugta gaz kabarcigimin gorildiigii 6rnekler katalaz pozitif, gaz
kabarciginin goriilmedigi kiiltiirler ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir
(Akgelik ve ark., 2000).

2.2.3.3. Farkh sicakliklarda gelisim

Saflastirilan izolatlarin sicaklik toleranslarinin belirlenmesi igin 24 saatlik
aktif kiiltiirlerden MRS agar petrilerine inokiilasyon yapilmis ve her izolat, 2—7
giin siireyle 4°C, 20°C ve 45°C ’ de anaerobik etiivlerde inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi petrilerde kiiltiir gelisimi kontrol edilmis ve
farkli sicakliklarda gelisim derecelendirilerek degerlendirme  yapilmistir.
Uremenin oldugu petriler pozitif, iiremenin goriilmedigi petriler negatif olarak

degerlendirilmistir (Holt ve ark., 2000).
2.2.3.4. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisim
Saflagtirilan izolatlarin tuza kars1 olan toleranslarinin belirlenmesi igin;

strast ile %6, %7,5 ve %10 oraninda tuz iceren MRS agar ortami hazirlanmis ve

24 saatlik aktif kiiltiirlerden bu {i¢ ortama inokiilasyon yapilarak izolatlar 2—7 giin
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siireyle anaerobik etiivlerde 35°C inkiibasyona birakilmistir. izolatlarin farkli tuz
konsantrasyonlarindaki gelisimi derecelendirilerek sonuglar degerlendirilmistir.
Inkubasyon suresi sonunda gelisim gosterenler pozitif, gdstermeyenler negatif

olarak degerlendirilmistir (Holt ve ark., 2000).

2.2.3.5. Farkh pH' larda gelisim

Izolatlarin yiiksek asitlige sahip ortamda gelisip gelismedigini belirlemek
igin; IM HCL ve 1M NaOH ile pH; 3,9 ve pH: 9,6 'ya ayarlanmis MRS broth besi
ortamlar1 daha 6nce tanimlandigi sekilde hazirlanmigsti. Mevcut izolatlarin 24
saatlik aktif kiiltiirlerinden pH s1 3,9 ve pH s1 9,6' ya ayarlanmis MRS broth
ortamlarma inokiile edilmis ve izolatlar 2-5 giin siireyle optimum gelisme
kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siireci sonunda bulaniklik
goriilen tlpler pozitif, bulaniklik goriilmeyen tiipler ise negatif olarak

degerlendirilmistir (Lewus ve ark., 1991).

2.2.3.6. Glikozdan gaz olusumu

Test izolatlar1 optimum olarak gelistikleri MRS brotha ekilerek 24 saat siire
ile aktive edilmistir. Aktive edilen kiiltiirlerden alinarak MRS broth + % 2 glikoz
iceren besi ortamlarina inokiile edilmistir. Inokiile edilen tiiplerin icerisine durham
tipleri atilmistir. Biitiin tiipler aerobik veya anaerobik kosullarda 35°C ' de 2-4
giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda besi ortaminda
bulunan durham tiiplerinin igerisinde hava olusumu gorilenler pozitif, gaz
olusumu goriilmeyen tiipler negatif olarak degerlendirilmistir (Fung ve ark., 1970;
Anon, 2009).

2.2.3.7. Arjininden NH3zolusumu
Izolatlarin ~ Arjininden amonyak (NH3) olusturup olusturmadiklarin

belirlemek amaci ile kapakli tiiplere daha oOnce belirtildigi sekilde arjinin

dihidrolaz broth hazirlanmis ve 2448 saat siiresince MRS broth ortaminda
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gelistirilmis taze kiiltiirlerden tiiplere inokiilasyon yapilmistir. Tiiplerin agizlar
siki bir sekilde kapatildiktan sonra, kiiltiirler optimum gelisme kosullarinda 7-9
giin siire ile inkiibasyona birakilmistir. Arjinin dihidrolaz broth ortami igerisinde
bulunan indikatér ortamda alkali madde bulundugu zaman saridan kirmizimsiya
dogru bir renk degisimi gostermektedir. Bu nedenle inkiibasyon siireci sonunda
kirmizi pembe renkte olan tlipler pozitif, degismeden sar1 renkte kalan tiipler

negatif olarak degerlendirilmistir (Papamanoli ve ark., 2003).

2.2.3.8. Izolatlarin riboprinter sistem ile tammlanmasi

Riboprinter sistemi 16S rRNA’y1 temel alarak mikroorganizmalarin tiir
tayinlerini  gergeklestiren molekiiler karakterizasyon sistemidir.  Sistemin
temelinde 16S rRNA’nin EcoRI enzimi ile kesilmesi ve jelde kosturulmasi
sonucunda olusan bant biiytikliiklerinin kullanilan marker ile kiyaslanarak sonuca
varilmasi yatmaktadir. Tanimlama islemleri kitler araciligiyla, yonetici talimatlar
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Sistemde tek bir kit kullanimi ile bir seferde 8
farkli 6rnegin karakterizasyonu gergeklestirilebilmektedir.

Riboprinter sistem ile tiir tayin i¢in ilk once izolatlar MRS agar ortaminda
tek koloni diisecek sekilde aktiflestirilmistir. Kati ortamda gelistirilen aktif
kiiltiirlerden steril gubuk yardimi ile 2—3 koloni olacak sekilde steril sartlar altinda
alinmis ve igerisinde 40 pl tampon c¢ozelti bulunan ependorf tiipline aktarim
yapilmigtir. Aktarim yapilan tiipler 5 saniye vorteks yardimi ile karistirildiktan
sonra koloni alim1 ve karigtirma iglemi bir kez daha tekrar edilmistir. Vorteksleme
islemi tamamlandiktan sonra ependorflar igerisinde bulunan 6rnekler sistemin bir
parcas1 olan ependorf setine, her tlipe bir 6rnek koymak kaydi ile 30 pl miktarinda
aktarilmigtir. Aktarim islemi tamamlandiktan ve tiiplerin kapaklar1 kapatildiktan
sonra set 25 dakika siiresince 1s1 ile muamele edilmistir. 25 dakikanin sonunda
ependorf seti cihazdan ¢ikarilarak her tiipiin igerisine 5 pl lysing A ve 5 pl liysing
B ajan1 eklenmistir. Tiiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra ependorf seti cihaz
igerisinde uygun konumuna yerlestirilmistir. Ardindan ¢alismada kullanilan enzim
olan EcoRI igeren tiip ¢ikartilmis ve tizerine 18 ul ‘lactic agent’ ilave edilmistir.

Enzim igeren tiip de cihaz igerisine uygun konuma yerlestirildikten sonra sistemin
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calismasi i¢in gerekli olan diger pargalar (MP konjugat, MP prob ve MP
substratdan olusan MP ortami; jel kaseti, jel membrani ve ultra saf su)
yerlestirilmis ve cihaz ¢alistirllmistir. Cihazin ¢alistirilmasindan yaklasik 12 saat
sonra olusan bantlar ve belirlenen tiirler sistem igerisinde bulunan veri tabani ile

karsilastirilarak bakteriler tanimlanmustir.

2.2.3.9. izolatlarn viskozitelerinin 6l¢iilmesi

Calismada kullanilan izolatlar ilk olarak MRS broth besi yerine ekilerek
uygun biiyiime sicakliginda canlandirilmigtir. Canlandirilan 6rneklerden tekrar
MRS brotha ekim yapilarak uygun gelisim sicakliginda 24-48 saat siire ile inkiibe
edilerek gelismeleri saglanmistir. Gelisen bakterilerin lireme yogunlugu kontrol
edilerek uygun treme gorillen izolatlarin viskozimetre ile viskoziteleri
dl¢iilmiistiir. zolatlar 10 pl besi ortaminda iiretildikten sonra viskozimetre kabina
aktarilarak 100 rpm de dondiiriilerek 6l¢iim yapilmistir. Elde edilen sonuglar not

edilerek bir sonraki ¢alismalarda kullanilmistur.

2.2.4. izolatlarin stoklanmasi

Mevcut ¢alismada siit ve siit tirtinlerinden izole edilen tiim bakterilerin, daha
sonraki calismalarda kullanilmak f{izere stoklar1 hazirlanmistir. Stok olusturma
islemi iki farkli yolla gergeklestirilmistir. Ilk olarak, %20’lik gliserol ¢dzeltisi
icinde &rnekler stoklanmistir. izolasyon asamasi sonucunda elde edilen ve saf
kiiltiir haline getirilen tim kiiltiirler optimum {ireme gosterdikleri kati besi
ortaminda gelistirilmistir. Ayn1 zamanda %20’lik gliserol ¢6zeltisi hazirlanmis ve
¢ozelti steril, kapakli ependorf tiipleri igerisine aseptik kosullarda 1 ml olacak
sekilde dagitilmistir. Saf kiiltiir oldugu kesin olan 6rneklerin taze kiiltiirleri steril
sartlar altinda ependorf tiipleri igerisine alinmis ve etiketleme islemleri de
tamamlandiktan sonra stoklar —86°C ’ de saklanmisti. LAB’ leri stoklanarak
saklama kosullarna karsi, pek ¢ok bakteri grubuna nazaran hassas oldugu igin
stoklama islemi sirasinda bir petriden bir ependorf tiipiine aktarim yapilmis ve

izolatlar ¢ift paralel olarak stoklanmistir.
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2.2.5. Ekstraseliiler polisakkarit (EPS) iiretimi

2.25.1. Laktik asit bakterilerinin ekzopolisakkarit iiretiminin

belirlenmesi

2.2.5.1.1. Mikrotitre plaka yontemi ile ekzopolisakkarit iiretiminin

belirlenmesi

Segilen izolatlarda biofilm olusumunun belirlenmesi i¢in mikrotitre plaka
yontemi kullanilmustir. ilk olarak mikroorganizmalar MRS broth igerisinde 24 saat
siire ile inkiibe edilerek, mikroorganizmalarin taze kiiltlirleri hazirlanmistir. 96
kuyucuklu ELISA petrisine farkl1 seker kaynaklaria sahip MRS broth besi ortami
aktarilmistir. Burada glikoz, laktoz, fruktoz ve siikroz sekerleri kullanilmistir.
ELISA petrisindeki kuyucuklara her bir izolattan 50 pl aktarilmis ve ornekler
37°C de 24- 48 saat siire ile inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon siiresinin
sonunda o6rnekler spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) yardimiyla 490 nm
dalga boyunda okunmustur. Okumadan sonra plaka igerisindeki besi ortami
bosaltilmis ve plaka iki kez steril distile su ile yikanmigtir. Plaka {izerine %95
oraninda ki etanolden 200 pl aktarilarak 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra
plakadaki etanol bosaltilarak plaka 45 dakika siire ile hava ortaminda kurumaya
birakilmigtir. Kuyucuklar kuruduktan sonra tizerine 150 pl %] lik kristal viyole
boya c¢ozeltisi ilave edilmis ve 5 dakika boyanin hiicrelere islemesi icin
bekletilmis, sonra plaka igerisindeki boya bosaltilarak iki kez steril distile su ile
yikanmigtir. Son olarak plaka tizerine 160 ul % 33 ' liik asetik asit ilave edilerek
ornekler spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC) yardimiyla 595 nm dalga
boyunda okunmustur.

Yapilan islemler sonucunda boyama oncesi ve boyama sonrasi orneklerde
meydana gelen renk degisimleri ve spektrofotometre degerlerindeki degisimlere
gore degerlendirme yapilmistir (Stepanovi¢ ve ark. 1999). Mikrotitre plaka
yonteminden elde edilen sonuglara gore 3 sekilde siniflandirma yapilmistir. (OD :
boyanmis 6rnekler, ODc: boyanmamis 6rnekler) (Christensen ve ark. 1985).

OD < ODc biofilm olusumu yok (-)
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ODc<OD < 2x0ODc zayif biofilm (+)
2x 0ODc<0OD < 4x0Dc orta biofilm (++)
4 x ODc<OD kuvvetli biofilm (+++)
2.25.1.2. Kongo kirmizih ortamda ekzopolisakkarit iiretiminin

belirlenmesi

LAB’ lerinden EPS iireten fenotiplerinin belirlenmesinde kullanilan bir
yontem Ruthenium red-milk agar plate yontemidir. Mevcut izolatlarin
ekstraseliiler polisakkarit liretim yetenegine sahip olup olmadiginin belirlenmesi
icin daha Onceden belirtilen BHI + % 1 laktoz + konsantre kongo kirmizis1 veya
ruthenium red i¢eren besi ortami hazirlanmistir.

24 saat siire ile MRS broth ortaminda aktiflestirilmis taze kiiltiirlerden
hazirlanmis olan BHI + % 1 laktoz + konsantre kongo kirmizisi veya ruthenium
red igeren besi ortamina ¢izgi ekim yontemi ile inokiilasyon yapilmis. Kiiltiirler
optimum gelisme kosullarinda 37 °C de 24- 48 saat siire ile inkiibasyona tabi
tutulmustur.  inkiibasyon siiresi sonunda gelisen kiiltiirlerin morfolojik
goriiniimleri incelenmistir. Izolatlardan siyah renkli koloniler pozitif, renk
degistirmemis olan sar1 renkli koloniler negatif olarak belirlenmistir (Stingele ve
ark.,1996).

2.2.5.2. Ekstraseliiler polisakkarit iiretimine karbon kaynaklarimin

etkisi

LAB?’ lerinin EPS iiretim yetenekleri, ortamda var olan seker kaynagina gore
degisiklik gosterebilmektedir. Mevcut izolatlarin ekstraseliiler polisakkarit tiretim
yeteneklerinin belirlenmesi i¢in dort ¢esit MRS agar besi ortami hazirlanmustir.
MRS agar ortamlar1 arasindaki farkliliklar igerdikleri seker ¢esidinden
kaynaklanmaktadir. Calisma igin kullanilan sekerler; laktoz, fruktoz, glikoz ve
stikroz olmak tizere dort gesittir.

24 saat siire ile MRS agar ortaminda aktiflestirilmis taze kiiltiirlerden farkli
seker kaynaklar1 igeren MRS agar ortamlaria inokiilasyon yapilmis ve kiiltiirler
optimum gelisme kosullarinda 24-48 saat siire ile inkiibasyona tabi tutulmustur.

Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen kiiltiirlerin morfolojik goriiniimleri incelenmis,
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mat veya seffaf renkte ve akiskan kivamda (viskoz 6zellik gosteren kiiltiirler)

bulunan izolatlar EPS iiretme ihtimali olan koloniler olarak belirlenmistir.

2.2.5.3. Ekstraseliiler polisakkarit iiretimine azot kaynaklarinin etkisi

LAB?’ lerinin EPS iiretim yetenekleri, ortamda var olan azot kaynagina gore
degisiklik gosterebilmektedir. Mevcut izolatlarin ekstraseliiler polisakkarit tiretim
yeteneklerinin belirlenmesi i¢in EPS iiretim yetenegi var oldugu diistiniilen her
izolat icin ayr1 ayr1 olmak iizere, uygun gelisim gosterdikleri seker kaynagini
igeren MRS broth ortami hazirlanmistir. Hazirlanan bu ortam igerisine bes ¢esit
azot eklenmistir. Calisma i¢in kullanilan azotlar; pepton, et ekstrakti, maya
ekstrakti, casamino asit, yeast nitrojen base (maya azot bazi) olmak lizere bes
gesittir.

24 saat siire ile MRS broth ortaminda aktiflestirilmis taze kiiltiirlerden farkli
seker ve azot kaynaklar1 iceren MRS broth ortamlaria inokiilasyon yapilmis ve
kiiltirler optimum gelisme kosullarinda 24-48 saat siire ile inkiibasyona tabi
tutulmustur. Inkiibasyon siireci sonunda kiiltiirlerin hangi seker ve azot
kaynaklarinda gelisme gosterdikleri belirlenmistir.

Daha sonra EPS iiretim yetenegi var oldugu diisiiniilen her izolat i¢in ayr1
ayrt olmak iizere, uygun gelisim gosterdikleri seker ve azot kaynaklari igeren
MRS broth ortamlar1 hazirlanmistir. izolatlar MRS broth ortamlarinda 24—48 saat
stireyle optimum gelisme kosullarinda aktiflestirildikten sonra, aktif kiiltiirlerden
%1 oraninda alinarak farkli seker ve azot kaynaklarina sahip olan MRS broth
ortamina inokiilasyon yapilmis ve kiiltiirler 37 °C de 24-48-72 saat siire ile
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon siirecinde 24. , 48. ve 72. saat sonrasi
kiiltiirlerin viskozitesi, diisiik 6lgekli viskozimetre (Thermo HAAKE Viscotester 6
plus, typ 387-0100) yardimu ile dlgiilmiistiir. Olgiimler her izolat igin 100 rpm de
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglarin degerlendirilebilmesi igin standart
olarak, kiiltir icermeyen MRS broth kullanilmis ve oOlgiimler aynmi sekilde
gerceklestirilmistir. Viskozite olgtimlerindeki hassasiyet dolayisiyla galismada
kiiltirlerin gelistirilmesi ve standart olarak kullanilacak olan MRS broth ortami

identik 6zellik gdstermesi amaciyla tek seferde hazirlanmis ve sonrasinda 100 ml
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olacak sekilde erlenlere dagitilmistir. Olgiimler esnasinda ilk &nce standart olarak
kullanilacak olan ve izolatin gelistirildigi seker kaynagmi igeren steril MRS
brothun, daha sonra Kkiiltiirlin viskozitesi Ol¢iilmiistiir. Degerlendirme igin
kiiltiirlerin 6l¢iilen degerleri standart ve diger kiiltiirlerin 6l¢im sonuglar1 ile

kiyaslanmistir (Bouzar ve ark., 1996; Tallon ve ark., 2003).

2.2.6. Ekstraseliiler polisakkarit (EPS) izolasyonu

LAB?’ lerinde EPS iiretim yetenegine sahip olan drneklerden belirlendikten
sonra bu orneklerden yiiksek EPS iiretim yetenegine sahip olanlari segilerek
saflastirma islemi yapilmistir. Ilk olarak secilen drnekler daha énceden hazirlanist
belirtilen uygun M-MRS brotha inokiile edilerek uygun optimizasyon kosullarinda
24-48 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
bakteriler 6000 rpm’ de +4 °C ' de 20 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast listte olusan sivi alinarak farkl bir tiipe aktarilmistir. Tiipilin lizerine %20

konsantrasyonunda trikloroasetik asit ilave edilerek +4 °C ' de bir gece
birakilmigtir. Daha sonra 6rnekler 10000 rpm' de +4 °C ' de 30 dakika siireyle
santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra iist kisimda olusan sivi alinarak bir baska
tiipe aktarilmistir ve sivinin lizerine sogutulmus bir hacim etanol eklenerek -20 °C
" de bir gece birakilmistir. Daha sonra 6rnekler 10000 rpm' de +4 °C ' de 30 dakika
stireyle santrifiij edilmistir. Santrifiijjden sonra iist kisimda olusan sivi kisim
dokiilmiistiir ve altta olusan pelet iizerine sicak distile su ilave edilerek pelet
¢Oziindiiriilmiistiir. Elde edilen EPS soliisyonu igerisinde ki karbohidrat miktari

fenol-siilfiirik asit yontemi ile belirlenmistir (Dubois ve ark. 1956; Masuko ve

ark., 2004).
2.2.6.1. Fenol - siilfiirik asit yontemi
Fenol-siilfiirik asit yonteminde ilk olarak 2 mg/ ml olacak sekilde glikoz, su
igerisinde ¢oziindiiriilerek glikoz soliisyonu hazirlanmistir (20 mg + 10 ml su).

Sonra hazirlanan soliisyondan 80 pg/ ul diliisyon ( 4pul + 996 pl su) yapilmustir.
Ayrica 0-40 pg seker standartlart son hacim 50 pl olacak sekilde hazirlanmistir.
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Seker standartlarinin hazirlanisi ¢izelge 2.3.'de verilmistir. Hazirlanan 6rneklerden
50 ul almarak 96 kuyucuktu ELISA petrisine aktarilmistir. Ornegin iizerine 150
ul konsantre siilfiirik asit eklenmis ve hemen %5 ' lik 30 pl fenol ilave edilmistir.
Daha sonra hazirlanan ornekler 90°C  su banyosunda 5 dakika siire ile
birakilmistir ( Masuko ve ark., 2005). Orneklerin su banyosuna konulmasimin
nedeni renk degisimini hizlandirmaya ¢alismaktir. Eger 6rnek tizerine siilfiirik asit
ve fenol ilave edildikten sonra renk degisimi gozlemleniyorsa Ornekleri su
banyosuna koymaya gerek yoktur. Ornekler su banyosundan ¢ikarildiktan sonra
oda sicakliginda 5 dakika tutulduktan sonra 6rnekler spektrofotometre (Shimadzu,

UV-2101PC) yardimiyla 490 nm dalga boyunda okunmustur.

Cizelge 2.2. Seker Standartlariin Hazirlanmasi

Seker (ug) Standart ( ul ) Su(pul) Absorbans 490 nm
0 0 50

1 1,25 48,75

5 6,25 43,75

10 12,5 37,5

20 25 25

40 50 0

2.2.7. Cevap yiizey metodu ile EPS iiretiminin optimizasyonu

LAB’ leri ile yapilan ¢alismalar sonucunda EPS iiretim yetenekleri ve uygun
karbon ile azot kaynaklar1 belirlenmistir. Calismalar sonucunda en yiiksek
ekstraseliiler polisakkarit liretimine sahip olan 10 izolat secilmistir ve segilen
izolatlarin EPS {iretiminin goriildiigli uygun besi ortamlar1 belirlenmistir. Daha
sonra belirlenmis olan azot ve karbon kaynaklarmmin farkli miktarlarinda
bakterilerin EPS tiretimi incelenmistir. Standart grafik sekil 2.1.” de verilmistir.

Cevap ylizey yontemi; EPS iiretimini etkileyen {ic parametrenin optimum
seviyelerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Bu parametreler, Inkiibasyon
sicakligr (T), azot miktar1 (N), karbon miktar1 (Cs) dir. Bu yontemle {i¢ bagimsiz

degiskenin 5 farkl seviyesi (-a, -1, 0, +1, +a) c¢alistlmistir. Biitiin degiskenlerin
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merkezi kodlanmis degeri 0 olarak alinmistir. Calisilan degiskenlerin minimum ve
maksimum degerleri ve gerceklestirilen deneyler cizelge 2.3 ve cizelge 2.4° de
verilmistir. Deney tasariminin gercgeklestirilmesinde ve analizinde Minitab 16

istatistiksel yazilimi kullanilmistar.

Sekil 2.1. EPS miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik
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Cizelge 2.3. U¢ Bagimsiz Degiskenin CYY de Kullanilan Farkli Degerleri

Kod Bagimsiz Degisken Seviyeler
-0 -1 0 +1 +a
1nk1'ibasy0n Sicakligi (°C) 8,18 15 25 35 41,82
Azot Miktari 3,30 5 7,50 10 11,70
Cs Karbon Miktari 3,30 5 7,50 10 11,70

Cizelge 2.4. Cevap — Yiizey Metodu Deney Kosullar
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2.2.7.1. Deneysel modelin validasyonu

[statistiksel model, EPS iiretiminin model tarafindan tahmin edilen
optimum kosullar dogrultusunda gergeklestirilmesi ile dogrulanmisti. ANOVA
analizinde elde edilen sonuglara gore istenilen degerlerin elde edilip-edilmedigi
belirlenmistir. E60 izolat1 i¢in 42°C ‘de karbon ve azot degeri %3,3, M96.2
izolat1 i¢in 42°C ’de karbon %11,7 ve azot % 3,3, G37 izolat1 i¢in 42°C ‘de
karbon %3,3 ve azot %11,7, 109.1 izolat1 i¢in 32 °C ‘de karbon ve azot degerleri
% 11,7, M80 izolat1 8°C ‘de karbon 11,7 ve azot 8,9, G36 izolat1 i¢in 42°C ‘de
karbon ve azot degerleri % 11,7, B26 izolati i¢cin 42°C ‘de karbon ve azot
degerleri % 11,7, B31 izolat1 i¢in karbon %11,7 ve azot %3,3, G38 izolat1 i¢in 15
icin°C ‘de karbon ve azot degerleri % 7,5, M78 izolat1 i¢in 42°C ‘de karbon ve

azot degerleri % 3,3 olarak ayarlanmis ve deney diizenegi kurulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin

Canlandirilmasi

Eskisehir ve gevresindeki siit ve siit iiriinlerinden izole edilen 163 LAB’
izolati ¢alismalarda kullanilmak iizere MRS broth besi ortaminda optimum
kosullarda 24 saat siire ile inokiile edilmistir. 24 saatlik inokiilasyondan sonra taze
kiiltiirler MRS agar iizerine inokiile edilmistir. Orneklerden saf olmayanlar1 MRS
agara tekrar ekilerek kiiciik, mat, krem rengi ya da beyaz renkteki LAB’ si olan
koloni segilerek saflastirma yapilmistir. Saflastirilan izolatlarin gram boyama ve
katalaz aktivitesi sonucuna bakilarak, izolatlar calismalarda kullanilmak tizere

stoklanmustir.

3.2. izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Aktivitesinin

Tespitinin Sonuclari

Siit ve siit driinlerinden izole edilen 163 LAB’ izolatinin antimikrobiyal
aktivitesi sandvic overlay yontemi ile test edilmis ve test sonuglar1 Cizelge 3.1.°
de verilmistir.

Caligmamizda kullandigimiz LAB izolatlarinin hepsi bir veya daha fazla test
bakterilerine kars1 antimikrobiyal aktivite gdstermistir.

Bu LAB izolatlarmin 86 tanesinin test bakterilerine karsi antimikrobiyal
aktivitesi yiiksek olarak bulunmustur.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde izolatlarin biiyiik bir kisminin
kullanilan test mikroorganizmalarindan Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes 1 ve Candida glabtara' ya karsi diisiik antimikrobiyal aktivite
sergiledigi gozlenmistir. Listeria monocytogenes, Escherichia coli ve Candida
albicans iizerine uygulanan izolatlarin yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Sonuglara gére Staphylococcus aureus'un gelisimine test
mikroorganizmalarindan 47 tanesinin etki etmedigi, 63 izolatin antimikrobiyal

aktivite gosterdigi ve 28 izolatinda yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi
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belirlenmistir. Listeria monocytogenes flizerine test mikroorganizmalarindan 38
tanesinin bir etkisinin olmadigi, 73 izolatin antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve
27 izolatinda yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Escherichia
coli 'de test mikroorganizmalarindan 57 tanesinin etki etmedigini, 50 izolatin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve 31 izolatinda yiiksek antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Candida albicans iizerine test mikroorganizmalarindan
42 tanesinin etki gostermedigi, 58 izolatin antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve 38
izolatinda yiiksek antimikrobiyal aktivite goOsterdigi belirlenmistir. Listeria
serovar iizerinde 23 izolatin herhangi bir etkiye sahip olmadigi, 94 izolatin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve 21 izolatinda yiiksek antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Candida glabtara 64 test mikroorganizmasinin etki
gostermedigi, 19 izolatin antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve 55 izolatinda

yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Izolatlarin tabi tutulduklar antimikrobiyal aktivite test sonuglar1 Cizelge

3.1. de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen LAB’ lerinin Antimikrobiyal Aktivite Sonuglar

(++:¢ok etkili, +: az etkili, -: etkisiz)
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Cizelge 3.1. (Devam) Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen LAB’ lerinin Antimikrobiyal Aktivite

Sonuglar1 (++:¢ok etkili, +: az etkili, -: etkisiz)

i
, 2 &
g 2 g g g g
= [ c = — = o
E 3 2 E g g
- %) - . wi O O
D20 - - - + -
D21 - - - - - -
D22 - - - - - -
D23 - - + - - -
D24 - - + - + -
D25 - - + - - -
D27 ++ ++ + ++ ++ ++
D28 - + + - + -
D29 - - + - - -
D30 - + + + + -
D31 - ++ + ++ ++ ++
D32 - - - - - -
D33 + ++ + ++ ++ ++
D34 - - - - - +
D35 + + + ++ ++ ++
D36 - - - - - +
E3 ++ + ++ ++
E9 + ++ ++ ++
E15 - - - + -
E48.1B ++ - + - ++
E48.2K ++ + ++ ++ ++ ++
E58 + + + ++ ++
E60 + + ++ ++ ++
E62 +++ + + + - ++
E63.1 + + + - ++
E63.2 + + + - ++
E65 - + + + - -
E70 + ++ - + ++
E79 + ++ + ++ ++
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Cizelge 3.1. (Devam) Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen LAB’ lerinin Antimikrobiyal Aktivite

Sonuglar1 (++:¢ok etkili, +: az etkili, -: etkisiz)

izolat numarasi

L. monocytogenes

L. monocytogenes 1

E. coli

E123

+| S. aureus

+
+

+| C. albicans

1| C.glabtara

E130.1

+
+

+

E130.2

+
+

E1206

E1246

+
+

++

++

E1346

++

++

E9761

+| +| +

++

G20

G21

G22

G24

G32

G33

G34

+| 4| 4+ +| +| +

G35

G36

G37

G38

G39

+| +| +| +

20

M3

M4

++

+| | | | ] ]+

MOY

M11

M13

++

M17

M25

++

++

M28

++

++
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Cizelge 3.1. (Devam) Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen LAB’ lerinin Antimikrobiyal Aktivite

Sonuglar1 (++:¢ok etkili, +: az etkili, -: etkisiz)

g 2
=] S =}
5 = 5 5 = 5 S
= © e e o ct? o
o %) _ i wi &) O
M30 ++ + + ++ ++ ++
M31 + - - - + -
M32 + + - - +
M33 ++ - ++ ++ ++
M34 ++ ++ + ++ ++ ++
M36 ++ ++ + ++ ++ ++
M38 + - + - + -
M39 + ++ - - ++ -
M40 ++ + - ++ ++ ++
M43 + + + ++ ++
M48 + + + ++
M49 + + + ++
M51 + + - ++ ++ ++
M64 + + - - ++
M66 + + + - ++
M74 ++ ++ + + -
M78 - + - + -
M80 - + - + -
M82 ++ + - + -
M82.1 + ++ ++ ++
M82.2 ++ + ++ ++ ++
M83 ++ ++ ++ - + -
M84 + + ++ ++ ++ -
M85 ++ + ++ ++ ++ -
M88 ++ + ++ ++ ++ -
M96.1 - + + ++ ++ -
M96.2 ++ - ++ ++ ++ -
M97 - - ++ ++ -
M99 + + ++ ++ -
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Cizelge 3.1. (Devam) Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen LAB’ lerinin Antimikrobiyal Aktivite

Sonuglar1 (++:¢ok etkili, +: az etkili, -: etkisiz)

—
8 &
7 S 5
g g g
g " =S =S 2 s
2 > 3 3 S 8
. [ c c — — Qo
-] S o o o =2 S
) © 1< 1S o © >
A %] i i i @) (@)
M100 + - + - - -
M13 - - + - - -
KM5 + + + + - ++
TM4 ++ - + + - ++
TM13 + + + - - ++
TM15 - - + - - -
T™M17 - - + - + +
TM18 + + - + - ++
9 + ++ ++ - - -
10 + + ++ + + -
11 + + ++ + + +
12 + ++ + + + -
13 + + + + + -
14 + + ++ + + -
15 + + ++ - ++ -
16 + + + + ++ -
84 + + - - - +
92 + ++ + + - ++
120 + + + - - ++
109.1 + + + + + +
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3.3. Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin

Identifikasyon Test Sonuclar

Cizelge 3.1. de verilen test mikroorganizmalarina karsi denenmis olan
LAB’ lerinden antimikrobiyal aktiviteye sahip olan ornekler i¢in gram boyama,
farkli sicakliklarda gelisim, farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisim, pH; 3,9 ve
pH; 9,6 da gelisim, glikozdan gaz olusumu Ve arjininden amonyak olusumu gibi
biyokimyasal testler yapilmis ve sonuglar Cizelge 3.2 de gosterilmistir.

Izolatlarin tiimii katalaz ve oksidaz negatif olarak bulunmustur. izolatlarmn
farkli sicakliklarda gelisim durumlan kiiltiirden kiiltiire degisiklik gostermekle
birlikte izolatlardan 34 tanesinin 4°C’ de gelisebildigi diger 102 izolatin ise
gelisim gostermedigi; 20°C” de 4 izolatin gelisim gostermedigi bunlardan 15’inin
cok az gelisim gosterdigi ve 117 izolatin ise gelisebildigi gozlenmistir. Ayrica
45°C° de ise 101 izolatin gelisebildigi bunlardan 26 tanesinin gelisiminin az
oldugu ve 9 tanesinin gelisim gostermedigi gozlemlenmistir.

Izolatlarin 2’si farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisim gosterebildigi ve 4
izolatin ise ¢ok az gelisim gosterdigi gézlemlenmistir. Ancak tuz konsantrasyonu
arttirldikca gelisebilen kiiltiir sayisinda azalma olmustur. izolatlarin en iyi
gelisimi %6 tuz konsantrasyonda oldugu gozlemlenmistir. izolatlarin 12’si
pH:3,9 da ve pH:9,6 da gelisim gosterebilirken 8 izolat ¢ok az gelisim
gdstermistir. Izolatlarm 116’s1 pH:3,9 da gelisim gdstermemistir. 155 izolatin
pH:9.,6 da gelisim gosterdigi gozlemlenmistir. Ayrica izolatlardan higbirinin H,S
liretemedigi gdzlemlenmistir. Izolatlarmn 97°sinin arjininden NHz (amonyak)
tirettii ve 39 tanesinin ise arjininden NHj liretemedigi gézlenmistir.

Izolatlarin EPS iiretimleri seker kaynaklarina gore farklilik gdstermistir.
Izolatlardan 30 tanesi glikozlu besi ortaminda EPS iiretmemistir ancak 106
izolatin EPS iretebildigi gozlemlenmistir. Laktozlu besi ortaminda 29 tanesinin
EPS {iretmedigi, 107 sinin EPS iiretebildigi gézlemlenmistir. Siikroz i¢eren besi
ortaminda 86’sinin  EPS {iretebildigi ancak 50’sinin EPS iiretemedigi
gozlemlenmistir. Izolatlarin 104’{iniin fruktozlu ortamda EPS iiretebildigi,

32’sinin ise EPS tiretemedigi gézlemlenmistir.

69



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Cizelge 3.2. Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin identifikasyon Test

Sonuglar (++:¢ok etkili, +: az etkili, -; etkisiz)

=

£ |E |8 % z (7 |2 ERERE ED 5 g

R S =R R 7 N 7~ R el e

ZZlZ B a0 ERREL S E|E

=§ o %%E&gﬁoggmawwv@@&
_ 5 2 =2 delklPeLES ESIBIEEE|E
: B3 g2 CEFEEERRELERLEREE S
5 < 5| € 999§zz§§@“§555=5
= b | g s RKGECeCREFEER R |«
g o S| = e T2 IS Sy el =l =R
= = E| =& SRR = DR m
i) =) s | 2 <C
[} S

o = Q| T
A4 Peynir + KOK o I S S B S I I S O P R B B S B S I I
A5 Peynir + KOK O I e I B I I O P R B B S B o I I
A84 | Peynir | + KOK e T R A N B A A A H B Bl B A
A96 | Peynir | + KOK SR R e I B S N I AR N B A
A98 | Peynir | + KOK o I I o N N N N B R R B B S A
A109 | Peynir | + KOK O I I o N I 0 o B R S B B A
B2 Siit + KOK SO R N =0 I B I N I S A I B R
B15 Siit + KOK P e I e I N IS I (U S N SO (R
B26 Siit + BASIL N [ [ ) i i I
B31 Siit + KOK O e e 3 =1 2 S S S S B B B T I
D1 Peynir | + KOK e I R N U= S U T U I O i pey e
D2 Peynir | + KOK T T e I o B e e L o I S I I
D3 Peynir | + KOK e I R N T S T I S i pey e
D4 Peynir | + KOK E I R I B B B R N R B B AT R o
D5 Peynir | + KOK EO R R N SN N B N B R A B A S N N
D6 Peynir | + KOK S T R N B0 B N B A N N B T B A
D7 Peynir | + KOK e R I B - B A A B B A I A S e
D8 Peynir | + KOK e R I B - B A A B B A I A S e
D9 Peynir | + KOK e R I B - B A A B B A I A S e
D10 | Peynir | + KOK S R I ISR - B I I B B I T A S B
D11 | Peynir | + KOK SR I e B o R I AR N B A
D12 | Peynir | + | KOKOBASIL |- | - |- [+ £|+|-|-|+][-|-[+]+|+]-] -
D13 | Peynir | + | KOKOBASIL |- | - |- [+[£|+|-|-|+][-|-[+]+|+]-] -
D14 Peynir + KOK B N R I I O S I R N S I S
D15 | Peynir | + | KOKOBASIL |- | - |- [+ £|+|-|-|+]-|-|[+|+|-]-] -
D16 | Peynir | + | KOKOBASIL |- | - [-|+[£[+|-[-|+|-|-|+]+|-]|-] -
D17 | Peynir | + | KOKOBASIL |- | - [-|+[£[+]|-[-|+|-|-|+]+][+]|-] -
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Cizelge 3.2.(Devam) Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen LAB’ lerinin Identifikasyon Test

Sonuglari (++:¢ok etkili, +: az etkili, -: etkisiz)
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(zoy1D) TwnRIN SJq S I I S I I S I S I R I I S T I T I I S I R S I AR S S S

wistas ep, 9 :Hd S I I I S I I I S I S I I I S I I I S I I I S I S I I O S S A

EﬂWMﬁDW ﬁﬂvn @nm EQ ! ! ! ! ' ! ! ! 1 1 1 + H 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

“EHBWSﬁO NNO 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

nwn$njQ EHN uUapuiully S I S I S I I S I S I AT I I S IR I R I B I S I S I VR S B I

EMWMMON Dﬂu nﬁowz OM AXV 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

wisids op L[DBN S°L % S I S I S I I S I S I IV I I S A I T I B S I S IR I S B I

wisias ap L[DBN 9 % + |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ [ H |+ |+ [ H |+

wisie3 op D, S + |+ |+ |+ |+ [+ |+ [+ |[H |+ [+ |+ |H |+ |H |+ [H |+ [+ |+ [+ |+ [+

wisias 9p .. 0T + |+ [+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ [ H | H O+ |+
wis1o8 9p ., S I I S I I S I S VR I S I I S PR I R AR S A ' ' ' ' ' ' ' .

N“U_mxo 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

NM—MHMV_ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

v ¥ [¥ [ ¥ I¥ [¥ [¥ ¥ [¥ ¥ ¥ [¥ ¥ |¥|¥|¥[¥|¥|¥|¥|¥|¥ | |2 |x

cjooocjcjcjojooccjccjojolcjojcjcjo|o oo |o Mu @]

X X X X (X X XX (XX XX XY XXX X XXX XY XXX (X

1s1fojoji0w 10N

eweAoq Wl |+ |+ |+ [+ |+ [+ [+ [+ [+ [+ [+ [+ |+ [+ [+ [+ |+ [+ [+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ |+

EEEEEIEIEIEIEIEIEIEIEIEIE|IEIE|E|E|E|E|E|E|E|E|E

S R R R R R R R R R

I ISP WP, & (& & [ & | & |& |[& |& |& & |& |[& |& |& |[& | |[& |& |& |& |& |[& |& |&

© o lo|dla ol (v~ oo lo o | (@ |0 9 |b o [0 B % o |o |

= D L O L N s B £ [ N L e s i s o< B s s e T i e B e B == e =B

ISEIRWINU JB[0Z] [alaialaiy/alalaiNalalyaB ol aly aRNa RN a R a RN [a Ry [a) S A R A LY

ISALISYIAING NTOavNyY @D)



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Cizelge 3.2.(Devam) Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen LAB’ lerinin Identifikasyon Test

Sonuglari (++:¢ok etkili, +: az etkili, -: etkisiz)
=
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G33 Peynir | + KOK ERR I B I B O R R I O I
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G37 Peynir | + KOK e e T G U R IR B T B o
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Cizelge 3.2.(Devam) Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen LAB’ lerinin Identifikasyon Test

Sonuglari (++:¢ok etkili, +: az etkili, -: etkisiz)
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Cizelge 3.2.(Devam) Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen LAB’ lerinin Identifikasyon Test

Sonuglari (++:¢ok etkili, +: az etkili, -: etkisiz)

(zopmniy) a1 Sdq + |+ | R R + + + + + + [+ [+ |
(zomyns) TwRIN SdH S I R I B o o B N N + + + + + + |+ | |
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Cizelge 3.2.(Devam) Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen LAB’ lerinin Identifikasyon Test

Sonuglari (++:¢ok etkili, +: az etkili, -: etkisiz)
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@D ANADOLU UNIVERSITES]

Cizelge 3.3. EPS Uretimi I¢in Secilen izolatlarin Viskoziteleri

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT

& & 8 & 8 & 8 & 8

£ | = g | = g | s £ | = g | = g | = g | = g | = g | =
Al 1,22 12,6 1,20 21,1 2,03 72,0 1,68 17,2 1,40 245 2,03 72,0 1,23 12,7 1,25 22,0 2,04 72,3
A5 - - 1,23 21,6 - - - - 1,61 28,0 - - - - - - - -
A84 1,28 13,2 1,25 22,0 2,15 76,0 1,76 18,0 1,69 29,3 2,07 73,3 1,25 12,9 1,23 21,6 2,15 76,0
A96 1,29 13,3 1,27 22,3 1,96 69,8 1,32 13,6 1,24 21,8 2,13 75,3 1,56 16,0 1,34 23,5 2,04 72,3
A98 1,28 13,2 1,26 22,1 2,15 76,0 1,34 13,8 1,26 221 2,14 75,6 - - - - - -
A109 1,24 12,8 1,23 21,8 2,03 72,0 1,27 13,1 1,20 211 2,11 74,6 1,36 14,0 1,32 23,1 2,16 76,3
B2 1,27 13,1 1,25 22,0 2,19 77,3 1,27 13,1 1,29 22,6 2,15 76,0 1,31 13,5 1,26 22,1 2,15 76,0
B15 1,48 15,2 1,33 23,3 2,03 72,0 1,22 12,6 1,23 21,6 2,07 73,3 1,32 13,6 1,29 22,6 2,11 74,6
B26 1,42 14,6 1,31 23,0 2,12 75,0 1,37 14,1 1,27 22,3 2,13 75,3 1,30 13,4 1,26 22,1 2,14 75,6
B31 1,26 13,0 1,25 22,0 2,14 75,6 1,30 13,4 1,24 21,8 2,17 76,6 1,29 13,3 1,24 21,8 2,11 74,6
D1 1,29 13,3 1,26 22,1 2,17 76,6 1,27 13,1 1,22 215 2,13 75,3 1,33 13,7 1,27 22,3 2,14 75,6
D2 1,27 13,1 1,27 22,3 2,16 76,3 1,29 13,3 1,22 215 2,12 75,0 1,28 13,2 2,26 22,1 2,13 75,3
D3 1,27 13,1 1,26 22,1 2,15 76,0 1,36 14,0 1,31 23,0 2,18 77,0 1,31 13,5 1,28 22,5 2,16 76,3
D4 1,19 12,3 1,22 21,5 2,06 73,0 1,19 12,3 1,22 21,5 2,10 74,3 1,25 12,9 1,22 21,5 2,11 74,6
D5 1,13 11,7 1,24 21,8 1,99 70,6 1,18 12,2 1,23 21,6 2,05 72,6 1,25 12,9 1,23 21,6 2,12 75,0
D6 1,30 13,4 1,29 22,6 2,20 77,6 1,29 13,3 1,29 22,6 2,16 76,3 1,30 13,4 1,28 22,5 2,15 76,0
D7 1,54 15,8 1,31 23,0 2,00 71,0 1,19 12,3 1,23 21,6 2,04 72,3 1,26 13,0 1,25 22,0 2,13 75,3
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@D ANADOLU UNIVERSITES]

Cizelge 3.3. (Devam) EPS Uretimi Igin Segilen izolatlarin Viskoziteleri

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT

& & 8 & 8 & 8 & 8

£ | = g | = g | s £ | = g | = g | = g | = g | = g | =
D8 1,37 14,1 1,25 22,0 2,02 71,6 1,18 12,2 1,23 21,6 2,06 73,0 1,26 13,0 2,24 21,8 2,13 75,3
D9 1,19 12,3 1,24 21,8 2,05 72,6 1,19 12,3 1,22 215 2,05 72,6 1,37 14,1 1,26 22,1 2,12 75,0
D10 1,16 12,0 1,25 22,0 2,03 72,0 1,20 12,4 1,22 215 2,04 72,3 1,40 14,4 1,30 22,8 2,13 75,2
D11 1,25 12,9 1,27 22,3 2,07 73,3 1,33 13,7 1,34 23,5 2,17 76,6 1,28 13,2 1,25 22,0 2,10 74,3
D12 1,29 13,3 1,18 20,8 2,10 74,3 1,27 13,1 1,24 21,8 2,12 75,0 1,26 13,0 1,22 21,5 2,15 76,0
D13 1,22 12,6 1,21 21,3 2,04 72,3 1,25 12,9 1,24 21,8 2,12 75,0 1,30 13,4 1,25 22,0 2,12 75,0
D14 1,17 12,1 1,29 22,6 2,02 71,6 1,68 17,2 1,64 28,5 2,13 75,3 1,30 13,4 1,24 21,8 2,03 72,0
D15 1,32 13,6 1,28 22,5 2,15 76,0 1,28 13,2 1,23 21,6 2,12 75,0 1,18 12,2 1,24 21,8 2,10 74,3
D16 1,30 13,4 1,26 22,1 2,16 76,3 1,32 13,6 1,28 22,5 2,15 76,0 1,62 16,6 1,34 23,5 2,09 74,0
D17 1,26 13,0 1,43 25,0 2,12 75,0 1,31 13,5 1,28 22,5 2,12 75,0 1,29 13,3 1,22 21,5 2,11 74,6
D18 1,32 13,6 1,22 21,5 2,07 73,3 1,40 14,4 1,32 23,1 2,16 76,3 1,28 13,2 1,28 22,5 2,11 74,6
D19 1,29 13,3 1,25 22,0 2,06 73,0 1,41 14,5 1,30 22,8 2,18 77,0 1,26 13,0 1,23 21,6 2,08 73,6
D20 1,21 12,5 1,26 22,1 2,05 72,6 1,41 14,5 1,21 21,3 2,13 75,3 1,26 13,0 1,34 23,5 2,05 72,6
D21 1,27 13,1 1,23 21,6 2,07 73,3 1,42 14,6 1,28 22,5 2,17 76,6 1,27 13,1 1,26 22,1 2,12 75,0
D22 1,21 12,5 1,29 22,6 2,02 71,6 1,39 14,3 1,25 22,0 2,10 74,3 1,19 12,3 1,25 22,0 2,05 72,6
D23 1,21 12,5 1,21 21,1 2,04 72,3 1,26 13,0 1,23 21,6 2,06 73,0 1,26 13,0 1,25 22,0 2,04 72,3
D24 1,13 11,7 1,24 21,8 2,00 71,0 1,30 13,4 1,24 21,8 2,18 77,0 1,22 12,6 1,27 22,3 2,01 72,6
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@D ANADOLU UNIVERSITES]

Cizelge 3.3. (Devam) EPS Uretimi Igin Segilen izolatlarin Viskoziteleri

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
golat e o £ o £ € o £ o £ = o E g E
umarast | @ o S e Q g 8 ¢ S e Q g 8 ¢ S e Q e

g g g g g g g g g

£ S £ R = S £ R £ S £ R £ S £ RS € S
D25 129 [ 133 [1,23 [216 |203 |720 |1,37 |141 [128 |225 |213 |753 |122 |126 |126 |221 |202 |716
D27 128 [ 132 [1,25 [220 |202 |[71,6 |1,28 132 [125 |220 |213 |753 |174 |178 | 134 |235 |203 |720
D28 126 | 130 [1,23 [216 |207 | 733 |1,34 [138 [126 |221 |210 |743 |[122 |126 |132 |231 |201 | 726
D29 129 [ 133 [1,30 [228 [200 |71,0 [1,30 |134 [127 |223 |211 |746 |122 |126 | 125 |220 |210 | 743
D30 136 | 140 [1,36 [238 |20 |71,0 |1,28 |[132 [123 |21,6 | 211 |746 |132 |136 | 123 |220 |206 | 730
D31 122 [126 [1,25 [220 [206 |730 [121 [125 [123 [216 |207 |733 |129 |133 [125 |220 [215 | 760
D32 133 [137 [1,23 [21,6 [205 | 726 [128 |132 [123 [216 |215 |760 |130 |134 |126 |221 |208 |736
D33 120 [124 [124 [218 [208 [736 |1,27 [131 [120 |21,1 |209 |740 [127 [131 [124 |218 [206 | 730
D34 135 [ 139 [1,22 [215 [201 [71,3 [140 |144 [122 [215 |207 |733 [132 [136 |122 |215 [205 | 726
D35 116 | 12,0 [1,25 [220 [204 [723 [1,21 [125 [123 [21,6 | 205 |726 |128 |132 [124 |218 |21 |[746
D36 123 [12,7 [1,23 [216 [205 726 |141 |145 [126 |221 |213 |753 [127 |131 [125 |220 [206 |730
E3 126 | 130 [1,31 [230 [214 [756 |1,26 |130 |[125 |220 |212 |750 [131 |135 |124 |218 [210 |743
E9 130 [ 134 [129 [226 [215 [76,0 |1,26 |130 |[125 |220 |215 |760 |132 |136 |120 |211 |215 |760
E15 120 [124 [119 [210 [203 [720 [1,23 [127 [125 [220 [201 |713 [139 |[143 [126 |221 [203 [720
E48.1B 124 [128 [1,23 [216 |205 |726 |1,25 |129 [122 [225 |206 |730 [133 |137 [127 |223 [218 [770
E48.2K 119 [123 [1,26 [221 [207 [733 [1,19 [123 [127 [223 [208 |736 |131 |135 |129 |226 |211 | 746
E58 129 [133 [1,26 [221 [216 [763 [1,22 |126 |122 [215 |208 |736 |127 |131 [119 |210 [214 [756
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@D ANADOLU UNIVERSITES]

Cizelge 3.3. (Devam) EPS Uretimi Igin Segilen izolatlarin Viskoziteleri

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
%\?OIat IS o & o £ IS o £ o £ IS o £ (=
umarast | @ o S e Q g 8 ¢ S e Q g 8 ¢ S e Q e

g g g g g g g g g

£ R £ R £ R £ R £ S £ R £ S £ RS € S
E60 - - 140 | 245 |- - - - 148 [258 |- - - - - - - -
E62 117 [121 [127 [223 [205 | 726 |1,23 |127 [122 |225 |213 |753 |129 |133 |127 |223 |214 |756
E63.1 128 [132 [1,25 [220 [213 |[753 [140 |144 [131 |230 |213 |753 |130 |134 |118 |208 |209 |740
E63.2 125 | 129 [125 [220 |214 |756 |1,28 |132 [124 |21,8 | 214 |756 |132 |136 | 121 |213 |215 | 756
E65 120 | 124 [124 [218 [202 |71,6 |1,33 |137 [125 |220 |214 |756 |126 |130 | 125 |220 |200 |710
E70 125 | 129 [120 [211 [217 [766 |1,31 |135 [127 |223 213 |753 [129 |133 [121 |213 [213 [ 753
E79 - - 139 [243 |- - - - 146 | 255 |- - - - - - - -
E123 129 [133 [1,26 |221 |216 | 763 |131 |135 |124 |218 |213 |753 |123 |127 |128 |225 |213 | 753
E130.1 120 |124 [125 [220 | 205 | 726 |128 |132 |120 |211 |209 |740 |127 |131 |121 |213 [212 | 750
E130.2 121 [125 [1,20 [21,1 |[207 | 733 [126 |130 |124 |218 |210 |743 | 129 |133 |122 |215 |211 | 746
E1206 118 [122 [124 [21,8 |206 | 730 [127 |131 |122 |215 |208 |736 |128 |132 |122 |215 |211 | 746
E1246 155 | 159 [1,32 [231 [216 [763 [1,27 131 [126 |221 |211 |746 |124 [128 [121 |213 [208 |736
E1346 130 | 134 [128 [225 | 216 | 766 |127 |131 |124 |218 [210 |743 |- - - - - -
E9761 - - 127 223 |- - - - 131 [230 |- - - - - - - -
G20 111 [115 [1,23 [216 |198 [703 [1,37 |141 [125 [220 |209 |740 [123 [127 [131 |[230 [202 [716
G21 113 [117 [1,22 [215 | 198 | 703 [138 |142 |126 |221 |214 |756 |128 |132 |127 |223 |210 | 743
G22 123 [127 [1,23 [21,6 |201 | 713 [138 |142 [125 |220 |215 |760 |128 |132 |129 |226 |205 | 726
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@D ANADOLU UNIVERSITES]

Cizelge 3.3. (Devam) EPS Uretimi Igin Segilen izolatlarin Viskoziteleri

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
golat e o £ o £ € o £ o £ = o E g E
umarast | @ o S e Q g 8 ¢ S e Q g 8 ¢ S e Q e

g g 1 g 1 g 3 2 3

£ S € B3 € S £ B3 € S € B3 € S £ S € S
G24 1,15 [11,9 [126 [221 [197 [700 [1,39 [143 [127 [223 [214 |756 |124 |[128 |126 |221 [205 |726
G32 127 (131 [121 [213 [207 [733 [1,30 [134 [124 [218 [215 |768 |125 |129 |131 [230 [212 |750
G33 117 [121 [125 [220 [201 [713 [212 [216 [163 [283 [209 |740 |[125 [129 [125 [220 [207 |733
G34 114 (118 [129 [226 [210 [743 [1,26 [130 [123 [216 |210 |743 |128 [132 |121 [213 [207 |733
G35 133 [13,7 [1,18 [208 [205 [726 |143 |147 [133 [233 [215 |760 [135 |[139 [133 [233 [214 |756
G36 121 [125 [1,33 [233 [202 [71,6 [150 |154 [136 |238 |[221 |780 [139 |[143 [130 |228 |216 |763
G37 124 [128 [119 [210 [206 [730 [152 |156 [139 [243 [223 |786 [134 [138 [126 |221 [212 [750
G38 119 [123 [1,25 [220 [203 [720 [140 |144 [125 [220 [212 |750 [125 [129 [122 |215 [206 |730
G39 127 [131 [1,20 (211 [203 [720 [1,26 [130 [125 |[220 |205 |726 |133 |139 [126 |221 |[207 |733
20 - - 1,85 |320 |- - - - 1,31 | 230 |- - - - - - - -
M3 128 (132 [122 [215 [210 |743 [1,34 [138 [129 [226 [205 |726 |213 [217 [192 [331 [252 |883
M4 120 [ 124 [124 [218 [206 |[730 |1,24 |128 [123 [21,6 | 208 |736 |127 |131 [130 |228 |[208 |736
M9 Y 114 [11,8 [120 [211 [202 [71,6 |1,26 130 [124 [21,8 |209 |740 [133 [139 [124 |218 [206 |730
M11 1,28 [132 [123 [216 [215 |760 |143 [147 [150 |261 |208 |736 |- - - - - -
M13 155 | 159 [1,39 [243 [216 |763 [1,23 [127 [120 |21,1 |211 |746 [132 |136 | 125 |220 |216 | 763
M17 1,20 (124 [123 [216 [203 [720 [1,36 |[140 [125 [220 [212 [750 |123 [127 [132 [231 [208 |736
M25 117 [121 [1,25 [220 [208 [736 |1,51 |155 |138 |241 |206 |730 [129 |133 [127 |223 [217 |766
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@D ANADOLU UNIVERSITES]

Cizelge 3.3. (Devam) EPS Uretimi Igin Segilen izolatlarin Viskoziteleri

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
golat e o £ o £ € o £ o £ = o E g E
umarast | @ o S e Q g 8 ¢ S e Q g 8 ¢ S e Q e

g g g g g g g g g

£ S £ R = S £ R £ S £ R £ S £ RS € S
M28 122 [126 [1,25 [220 [206 |730 [126 |130 |124 |218 [208 |736 |128 |132 |124 |218 |213 |753
M29 137 [141 [1,32 [231 [205 |726 [139 |134 |129 |226 |209 |740 | 135 |139 |12 |213 [203 |736
M30 116 | 12,0 [1,24 [218 [206 | 73,0 |1,24 |128 [124 |21,8 | 211 |746 |124 |128 [ 119 |210 |207 |733
M31 161 | 165 [1,28 [225 203 |720 [127 |131 [123 [216 |206 |730 |130 |134 |122 |215 |216 | 763
M32 115 [ 11,9 [124 [218 [206 | 730 |1,29 |133 [124 |21,8 | 211 |746 |130 |134 |123 |216 |210 | 743
M33 122 [ 12,6 [125 [220 [203 [720 [1,24 [128 [120 |21,1 |207 |733 [132 [136 |121 |213 [211 | 746
M34 120 [ 124 [126 [221 [208 [736 |1,26 |130 |127 |223 |208 |736 |125 |129 [122 |215 |211 | 746
M36 121 [125 [127 [223 [202 [71,6 |1,60 |164 [136 |238 |210 |743 [128 [132 [125 |220 [209 |740
M38 189 [193 [140 [245 [203 [720 [1,24 [128 [122 [215 |208 |736 |129 |133 [122 |215 [214 [756
M39 122 [12,6 [122 [215 [206 |730 |148 |152 [128 [225 |208 |736 |134 |138 |[124 |218 [212 [750
M40 124 [128 [124 [218 [211 |[746 |151 [155 |[133 [233 |215 |760 |129 |133 [1,26 |21 |[211 |46
M43 120 [ 124 [122 [215 [207 [733 [1,23 127 [123 [21,6 | 206 |730 [135 |[139 [132 |231 [216 | 763
M48 126 | 130 [127 [223 [214 [756 |1,28 |132 [123 [21,6 | 1,16 |763 |133 |137 [126 |221 |216 | 763
M49 121 [125 [1,26 [221 [205 |726 |1,18 |122 [124 [21,8 |208 |736 |123 |127 [123 |216 |212 [750
M51 117 [121 [1,25 [220 [205 [726 |1,22 126 [119 |21,0 |207 |733 [127 |[131 [125 |220 [212 [750
M64 315 [319 [208 [358 [200 [710 [126 |130 |123 |216 |211 |746 |143 |147 |1,30 |228 |210 | 743
M66 125 [ 129 [121 [213 [206 [730 [1,26 130 [125 |[220 |212 |750 [126 |130 |123 |216 |213 [753
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@D ANADOLU UNIVERSITES]

Cizelge 3.3. (Devam) EPS Uretimi Igin Segilen izolatlarin Viskoziteleri

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
golat e o £ o £ € o £ o £ = o E g E
umarast | @ o S e Q g 8 ¢ S e Q g 8 ¢ S e Q e

g g g g g g g g g

£ S £ R = S £ R £ S £ R £ S £ RS € S
M74 125 | 129 [125 [220 |216 | 763 |1,31 |135 |127 |223 |216 |763 |130 |134 |127 |223 |213 |753
M78 122 [11,6 [121 [213 |20 |[71,0 [1,38 [142 [125 |220 |211 |746 |128 |132 |123 |216 |206 | 730
M80 124 | 128 [117 [206 |201 |71,3 [1,38 |142 [129 |226 |215 |760 |148 |152 [ 132 |231 |204 |723
M82 119 [123 [124 [218 [204 |723 [1,22 |126 |120 |21,1 |207 |733 [132 |136 | 128 |225 |212 | 750
M82.1 118 [122 [124 [218 [206 | 730 |1,24 |128 [121 |21,3 |208 |736 |127 |131 | 124 |218 |212 |750
M82.2 114 [11,8 [1,28 [225 [204 [723 [1,25 129 [123 [21,6 | 210 |743 [130 |134 [126 |221 [213 [753
M83 116 [ 12,0 [1,22 [215 [208 [736 |1,24 [128 [121 |21,3 |209 |740 |- - - - - -
M84 119 [123 [124 [218 [206 [730 |1,17 [121 [120 |21,1 |211 |746 [131 |135 |127 |223 [213 [753
M85 120 [124 [123 [216 |207 [733 [121 [125 [125 [220 |207 |733 [129 |[133 [125 |220 [213 [753
M88 124 [128 [125 [220 [215 [76,0 [1,29 |133 [127 [223 [216 |763 [131 |135 |125 |220 |211 |746
M96.1 118 [122 [1,26 [221 [206 [73,0 [1,23 [127 [120 [21,1 [210 |743 [125 [129 [126 |221 |[211 |746
M96.2 119 [123 [1,25 [220 [205 [726 |1,24 |128 [123 [21,6 | 210 |743 [148 [152 [143 |250 |212 |750
M97 130 [ 134 [126 [221 [206 [73,0 [1,23 [127 [121 [21,3 [208 |736 [123 [127 [126 |221 |211 |746
M99 125 [ 129 [1,23 [216 [218 [770 [1,31 [135 [126 |221 |214 |756 |128 |132 [123 |216 |212 |750
M100 127 | 131 [127 223 [214 [756 |1,28 |131 [124 [21,8 |216 |763 |125 |129 |125 |220 |210 |743
iM13 121 [125 [1,25 [220 [201 [71,3 [1,39 [143 [126 |221 |211 |746 |124 [128 [127 |223 [204 [723
KM5 125 [ 129 [122 [215 [204 [723 [1,27 131 [123 [21,6 | 212 | 750 [128 [132 [128 |225 [215 [760
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Cizelge 3.3. (Devam) EPS Uretimi Igin Segilen izolatlarin Viskoziteleri

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
Izolat

8 8 8 8 @ 8 @ & 3

£ |s |E€ |s |E | |E |8 |E |8 |E |8 |8 |8 |8 |8 |E |s=
TM4 1,24 12,8 1,22 21,5 204 | 723 1,21 12,5 1,22 21,5 2,11 74,6 1,30 13,4 1,26 22,1 2,15 76,0
TM13 1,21 12,5 1,26 22,1 204 | 723 2,28 13,2 1,23 21,6 2,16 76,3 2,76 18,0 1,44 25,1 2,13 75,3
TM15 1,88 19,2 164 | 285 2,22 78,3 1,89 19,3 1,78 30,8 2,25 79,3 1,77 18,1 1,64 28,5 | 2,27 80,0
TM17 1,20 12,4 1,22 21,5 2,02 71,6 1,25 12,6 1,23 21,6 2,12 75,0 1,32 13,6 1,23 21,6 2,02 71,6
TM18 1,22 12,6 1,24 | 21,8 2,08 73,6 1,25 12,9 1,22 21,5 2,13 75,3 1,62 16,6 1,36 23,8 2,11 74,6
9 1,20 12,4 1,22 21,5 2,08 73,6 1,32 13,6 1,27 22,3 2,17 76,6 1,29 13,3 1,27 22,3 2,09 74,0
10 - - 1,24 | 21,8 - - - - 1,21 21,3 - - - - - - - -
11 1,28 13,2 1,24 | 21,8 2,17 76,6 1,26 13,0 1,24 21,8 2,16 76,3 1,32 13,6 1,28 225 | 2,13 75,3
12 1,27 13,1 1,25 22,0 2,15 76,0 1,25 12,9 1,26 22,1 2,12 75,0 1,30 13,4 1,21 21,3 2,14 75,6
13 1,27 13,1 1,22 21,5 2,17 76,6 1,29 13,3 1,25 22,0 2,02 71,6 1,29 13,3 1,24 21,8 2,12 75,0
14 1,29 13,2 1,25 22,0 2,15 76,0 1,23 12,7 1,26 22,1 2,13 75,3 1,29 13,3 1,18 20,8 2,15 76
15 1,29 13,3 1,28 22,5 2,16 76,3 1,30 13,4 1,27 22,3 2,11 74,6 1,26 13,0 1,25 22,0 | 2,10 74,3
16 - - 2,21 38,0 - - - - 1,32 23,1 - - - - - - - -
84 1,18 12,2 1,22 21,5 2,06 73,0 1,27 13,1 1,21 21,3 2,07 73,3 1,24 12,8 1,18 20,8 20,6 73,0
92 1,26 13,0 1,21 21,3 2,06 73,0 1,26 13,0 1,23 21,6 2,11 74,6 1,26 13,0 1,23 21,6 2,14 75,6
120 1,25 12,9 1,23 21,6 2,08 73,6 1,25 12,9 1,21 21,3 2,07 73,3 1,20 12,4 1,23 21,6 2,04 72,3
109.1 - - 1,22 21,5 - - - - 1,37 24,0 - - - - - - - -
109.2 - - 1,29 22,5 - - - - 1,33 23,3 - - - - - - - -
14Y - - 1,36 23,8 - - - - 1,24 21,8 - - - - - - - -
Standart 1,26 | 13,0 | 1,23 |216 |2,09 |74,0
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LAB’ nin EPS fretimleri MRS broth igerisinde viskozite degisimleri
Olciilerek degerlendirilmis ve sonuglar ¢izelge 3.3’ te verilmistir.

Yapilan ¢alismada izolatlarin viskozitelerinin zamana bagli olarak degisiklik
gosterdigi bulunmustur. Viskoziteleri olgiilen izolatlarin 100 rpm ‘deki 6lgtimleri
dikkate alinmistir. 100 rpm’ deki 6l¢iimlere gore izolatlardan 15 tanesinin (B15,
B26, D7, D17, D30, E3, E79, E1246, 120, M13, M29, M38, M64, 16, 14 Y) 24.
saatte viskozitesi 1,31-2,21 mpas arasinda bulunmustur, 21 izolatin (A4, A5, A84,
D3, D11, D14, D18, E60, E63.1, E9761, G33, G35, G36, G37, M11, M25, M36,
M40, TM15, 109.1, 109.2) 48. saatte viskozitesi 1,31-1,78 arasinda bulunmustur
ve 12 izolatin (A96, A109, D16, D20, D27, G20, G32, M3, M17, M80, M96.2,
TM18) ise 72. saatte viskozitesinin 1,31-1,92 arasinda oldugu bulunmustur.
Yapilan caligmada izolatlarin viskozitelerinin fazla olmadigi tespit edilmistir.
izolatlardan en yiiksek viskozite degerine ve EPS iiretim yetenegine sahip
olanlardan 10 izolat (B26, B31, E60, G36, G37, G38, M78, M80, M96.2, 109.1)

secilerek daha ileriki calismalarda kullanilmak tizere ayrilmistir.

3.4. Laktik Asit Bakteri izolatlarmin Riboprinter Sistem fle Tanimlanmasi

Riboprinter sistem ile yapilan tanimlamalar sonucunda secilmis olan
izolatlardan 6 tanesi Lactobacillius reuteri (B26, E60, E9761, M11, M80, 120,),
29 tanesi Enterococcus faecium (A84, D2, D11, D17, D18, D21, D30, D31, D34,
E65, E79, G22, G36, G37, G38, M13, M17, M25, M38, M40, M64, M74, M78,
M83, M96.2, TM18, TM17, 12, 14 Y). 2 tanesi Lactobacillus farciminis (109.1,
109.2), 2 tanesi Pediococcus acidilactici (B31, 16), 1 tanesi Leuconostoc
mesenteroides (92), 1 tanesi Enterococcus faecalis (M3), 2 tanesi (D36, G20)
Leuconostoc gelidum olarak bulunmustur.

LAB’ lerinin ribotiplendirme sistemi ile tanimlanmasi sonucunda elde
edilen tiirler Cizelge 3.4. de gosterilmistir. Ayrica riboprinter sistemi ile yapilan
calisma sonucunda elde edilen bant profilleri Sekil 3.1., Sekil 3.2.” de ve
izolatlarin mikroskobik goriintiileri Sekil 3.3., Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil
3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11 ve Sekil 3.12° de verilmistir.
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RiboPrint™ Fittem

[—
NS, NS — W | — | —(o— | — | — o— — ——— —
J—
—

Marker
Enterococcus faecium

Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterocoeccus faecium
Enterocoeccus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium

Enterococcus faecium

Enterococcus faecium
Enterococcus faecium

Enterococcus faeciim

Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enfterococcus faecium

Enterococcus faecim

Enterococcus faecium
Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri

Standart (DUP-9511)

D11
D17
D18

D30
D36
M17

Mo4
Standart
A98

M78

Standart
G38
M96.2

Standart
G36

G37
Standart
E3

E60
Mi1
MS80

(DUP-9511)
(DUP-9511)
(DUP-9511)
(DUP-9511)
(DUP-9511)
(DUP-9511)
(DUP-9511)

(DUP-15180)
(DUP-15180)

(DUP-15180)

(DUP-17036)
(DUP-17036)

(DUP-17036)

(DUP-18785)
(DUP-18785)

(DUP-187385)

(DUP-13475)
(DUP-13475)

(DUP-13475)
(DUP-13475)
(DUP-13475)

Sekil 3.1. Peynir 6rneklerine ait riboprinter sisteminden elde edilen bant profilleri ile iki tiire ait

standart bant profilleri
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i = | T T = T IIn T il |’ 5i
I I I I l I Marker
| 0 110 1 | Enterococcus faecium  Standart (DUP-15180)
I I I I Enterococcus faecium 14Y (DUP-15180)
[ B Y1 N | ractovacitius reuteri ~ Standart (DUP-13475)
I l: Lactobacillus reuteri B26 (DUP-13475)
| Lactobacillus farciminis Standart (DUP-5023)
I Lactobacillus farciminis 109.1 (DUP-5023)
I Lactebacillus farciminis 109.2 (DUP-5023)
I Pediococcus acidilactici Standart (DUP-5600)
I Pediococcus acidilactici B31 (DUP-5600)
l I Pediococcus acidilactici Standart (DUP-9514)
I I Pediococcus acidilactici 16 (DUP-9514)

Sekil 3.2. Siit 6rneklerine ait riboprinter sisteminden elde edilen bant profilleri ile dort tiire ait

standart bant profilleri

Cizelge 3.4.Laktik Asit Bakteri izolatlarimin Riboprinter Sistem ile Tanimlanmasi

Izolat Numarasi | Tamimlanan Tiir izolat Numaras1 | Tanimlanan Tiir

B26 Lactobacillius reuteri G38 Enterococcus faecium
B31 Pediococcus acidilactici M11 Lactobacillius reuteri
D11 Enterococcus faecium M17 Enterococcus faecium
D17 Enterococcus faecium M64 Enterococcus faecium
D18 Enterococcus faecium M78 Enterococcus faecium
D30 Enterococcus faecium M80 Lactobacillius reuteri
D36 Leuconostoc gelidum M96.2 Enterococcus faecium
E3 Lactobacillius reuteri 14Y Enterococcus faecium
E60 Lactobacillius reuteri 109.1 Lactobacillus farciminis
G36 Enterococcus faecium 109.2 Lactobacillus farciminis
G37 Enterococcus faecium

Sekil 3.3. G36 (Enterococcus faecium), izolatinin 151k mikroskobunda goriintiisi.

Biiyiitme; 100X, Boyama ydntemi; gram boyama.
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Sekil 3.4. G37 (Enterococcus faecium), izolatinin 151k mikroskobunda goriintiisii.
Biiyiitme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama.

Sekil 3.5. G38 (Enterococcus faecium), izolatimin 151k mikroskobunda goriintiisii.
Biiyilitme; 100X, Boyama ydntemi; gram boyama.

IVERSITESI

Sekil 3.6. M78 (Enterococcus faecium), izolatinin 151k mikroskobunda
goriintiisti. Bitylitme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama.
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Sekil 3.7. M96.2 (Enterococcus faecium), izolatinin 1s1k mikroskobunda
gOriintiisii. Biiyiitme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama.

Sekil 3.8. B31 (Pediococcus acidilactici), izolatinin 151k mikroskobunda

goriintiisii. Bilyiitme; 100X, Boyama ydntemi; gram boyama.

Sekil 3.9. B26 (Lactobacillius reuteri), izolatinin 151k mikroskobunda goriintiisi.

Biiyilitme; 100X, Boyama ydntemi; gram boyama.
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Sekil 3.10. E60 (Lactobacillius reuteri), izolatinin 151k mikroskobunda

goriintiisii. Biiylitme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama

Sekil 3.11. M80 (Lactobacillius reuteri), izolatinin 151k mikroskobunda

goriintiisii. Biiyiitme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama

Sekil 3.12. 109.1 (Lactobacillus farciminis), izolatinin 151k mikroskobunda

goriintiisii. Bilyilitme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama
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3.5. Laktik Asit Bakteri Izolatlarmin Ekzopolisakkarit Uretiminin

Belirlenmesi

LAB’ nin farkli karbon kaynaklarinda EPS tiretimleri mikrotitre plaklarinda
incelenmistir. Sonuglar ¢izelge 3.5’de verilmistir.

(OD: boyanmis 6rnekler, ODc: boyanmamis 6rnekler)

OD <0ODc biofilm olusumu yok (-)
ODc <0OD <2 x ODc zay1f biofilm (+)
2x0ODc<0OD<4x0Dc orta biofilm (++)

4 x ODc < 0D kuvvetli biofilm (+++)

LAB’ lerinin EPS iiretiminin belirlenmesinde kullanilan bir bagka yontem
olan BHI + % 1 laktoz +konsantre kongo kirmizisi veya ruthenium red (CRA
metodu) igeren besi ortaminda izolatlarin ekstraseliiler polisakkarit iretimleri
incelenmistir. EPS {iretimi olan izolatlar besi ortaminda siyah renkli koloniler
olustururken, EPS tiretimi olmayan izolatlar renksiz koloniler olusturmustur (sekil
3.13).

Yapilan ¢alismada 7 izolatta EPS iiretimi gbézlenmemistir, 14’tiinde EPS
tiretimi ¢ok az miktarda gozlemlenmistir. Diger izolatlarda EPS iiretiminin fazla

miktarda oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar c¢izelge 3.5.°de

gosterilmistir.

Sekil 3.13. CRA metoduna gore LAB gelisimleri
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Cizelge 3.5. Laktik Asit Bakteri izolatlarinin EPS Uretim Aktivitesinin Belirlenmesi (+++:¢ok

geligmis, ++: orta gelismis, +: az gelismis -: gelisim yok)

Izolat Farkli Seker Kaynaklari BHI + Laktoz + Kongo
Numarasi Glikoz Fruktoz Stikroz Laktoz Kirmizist Agar
Ad - - + - +
A5 - ++ - +
A84 + +++ - ++
A96 - - - - +
A98 - +++ +++ ++
A109 - +++ + +++ -
B2 - +++ - +++ -
B15 - +++ - +++ ++
B26 - +++ - +++ ++
B31 - +++ + +++ ++
D1 - - ++ - ++
D2 - - - - ++
D3 - - + - ++
D4 - - ++ - +
D5 - - ++ + +
D6 - - + - ++
D7 +++ - - - +
D8 ++ - - - +
D9 +++ - - - +
D10 - - - - +
D11 - - - - +
D12 - - + + ++
D13 + - ++ - ++
D14 - - - +++ +
D15 + - ++ - ++
D16 - - - - +
D17 + - + - +
D18 - - - +
D19 - - - - +
D20 - - - i+ 7
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Cizelge 3.5. (Devam) Laktik Asit Bakteri izolatlarmin EPS Uretim Aktivitesinin Belirlenmesi

(+++:cok gelismis, ++: orta gelismis, +: az gelismis -: gelisim yok)

izolat Farkli Seker Kaynaklar BHI + Laktoz + Kongo
Numarasi Glikoz Fruktoz Siikroz Laktoz Kirmizis1 Agar
D21 - - B i "
D22 - - B : "
D24 - - _ . "
D25 - - - T T
D27 - - - + —
D28 - - - - n
D29 - - - - n
D30 - - ¥ "
D31 +++ - N N "
D33 +++ - ++ +++ ++
D34 +++ - +++ + +
D35 + - - - "
D36 . : . raw ;
E3 - e - o+ i+
E9 + - +++ - ++
E15 - - : - .
E48.1B +++ - B B ++
E48.2K +++ - B B ++
ES8 - +++ - +++ n
E60 - +++ - +++ n
E62 - - _ N "
E63.1 +++ + T N n
E63.2 - - +++ - —+
E65 - - + F++ ¥
E70 +++ - T T n
E79 + - _ . "
E123 - - - - T
E130.1 - - _ N "
E130.2 + - _ . "
E1206 - - - - T
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Cizelge 3.5. (Devam) Laktik Asit Bakteri izolatlarmin EPS Uretim Aktivitesinin Belirlenmesi

(+++:cok gelismis, ++: orta gelismis, +: az gelismis -: gelisim yok)

izolat Farkli Seker Kaynaklar BHI + Laktoz + Kongo
Numarasi Glikoz Fruktoz Siikroz Laktoz Kirmizis1 Agar

E1246 - + _ T "

E1346 + - B : .

E9761 + - - - r
G20 - - _ . "
G21 + - n — n
G22 + - - —+ n
G24 + - n + T
G32 ++ + +++ - T
G33 - - - - n
G34 + + +++ - T
G35 - - +++ - T
G36 + - —+ —+ n
G37 +++ - +++ +++ +
G38 ++ - ++ 4+ n
20 + - - - n
M3 B B - - ++
M4 +++ - _ + n

M9 Y - - i . "
M11 - - - + i+
M13 - - . - .
M17 +++ - + ++ +
M25 - - I - n
M28 - - +++ - n
M29 - - ¥ N "
M30 - - +++ + n
M31 +++ + - - n
M32 ++ - - - 7
M33 - - o+ - n
M34 - - +++ - —
M36 - - +++ + —
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Cizelge 3.5. (Devam) Laktik Asit Bakteri izolatlarmin EPS Uretim Aktivitesinin Belirlenmesi

(+++:cok gelismis, ++: orta gelismis, +: az gelismis -: gelisim yok)

izolat Farkli Seker Kaynaklar BHI + Laktoz + Kongo
Numarasi Glikoz Fruktoz Siikroz Laktoz Kirmizis1 Agar
M38 +++ + + ; "
M39 + - N : "
M40 - - +++ + -
M43 ++ - _ T n
M48 + + ¥ N "
M49 + + - + ++
M51 : : o : pn
M64 - - - +++ ++
M66 - - - F++ +
M74 + - + +++ ++
M78 +++ + ++ T n
M80 +++ - +++ +++ +
M82 - - _ — =
M82.1 - + +++ +++ -
M82.2 - - +++ +++ +
M83 - - - +++ -+
M84 - - +++ +++ ++
M85 - - e - n
M88 - + +++ +++ I
M96.1 - + +++ +++ ++
M96.2 - + +++ +++ ++
M97 - - I +F +
M99 - + +++ +++ -
M100 - + +++ +++ +
iM13 + - + o+ ¥
KM5 - - - FH+ —+
T™™A4 - - - +++ ++
TM13 - - B T =
TM15 - - B ; "
T™M17 - + B ; "
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Cizelge 3.5. (Devam) Laktik Asit Bakteri izolatlarmin EPS Uretim Aktivitesinin Belirlenmesi

(+++:cok gelismis, ++: orta gelismis, +: az gelismis -: gelisim yok)

izolat Farkli Seker Kaynaklar BHI + Laktoz + Kongo
Numarasi Glikoz Fruktoz Siikroz Lakioz Kirmizis1 Agar
TM18 - - - i "
9 - - - + +
10 - - - ; "
11 - - - + ++
12 ) : + + ++
13 - - ¥ ; "
14 + + + _ —
15 + - ++ _ .
16 - + ¥ ¥ "
84 - ++ ++ ++ +
92 B B - - ++
120 - + ++ " n
109.1 - + +++ +++ +
109.2 - + +++ ++ +
14Y - +++ - +++ +
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3.6. Laktik Asit Bakterilerinin Ekstraseliiler Polisakkarit Uretimine Karbon
ve Azot Kaynaklarinin Etkisi

LAB’ lerinden yiiksek EPS iiretimi olan 10 izolat (B26, B31, E60, G36,
G37, G38, M78, M96.2, M80, 109.1) secilerek EPS {iretiminin yiiksek oldugu
karbon kaynag ile pepton, et ekstrakti, maya ekstrakti, cazamino asit ve yeast
nitrojen base (maya azot bazi) olmak tlizere 5 farkli azot kaynagindaki EPS
miktarlart ¢izelge 3.6., cizelge 3.7., ¢izelge 3.8., ¢izelge 3.9., ¢izelge 3.10., ¢izelge
3.11,, gizelge 3.12.,, ¢izelge 3.13., ¢izelge 3.14. ve ¢izelge 3.15. ‘de verilmistir.
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Cizelge 3.6. L.reuteri-E60 izolat1 icin Uygun Azot ve Karbon Kaynagi Belirlenmesi

— = o~
5 % % E E = é = é = 2 g éi —~
¥ |22 |z|3%F |Se |32E3E:23%
x 2 L5 |% |29 << |52 E52¢%¢E
v 3 z 22 |2 =8 TF g
v O > T V=
mpas | %
Pepton- Glikoz | 6. SAAT [599 | 1,40 [ 245 |0,75 1,09x 10" | 44,509
12.SAAT [530 [ 1,35 |236 |0,76 1,28x10™ | 47,911
24SAAT | 458 [1,30 |[228 |0,88 1,2x10™ | 46,505
48.SAAT | 452133 [233 |09 1,35x10™ | 47,165
72SAAT | 431 (1,48 | 258 |0,84 1,18x10"™ | 44,821
Pepton- Laktoz | 6.SAAT | 6,46 | 1,41 | 24,6 | 0,76 0,99 x 107 | 45,116
12.SAAT |6,27 [ 1,38 | 241 [0,98 0,28 x 10° | 47,252
24 SAAT [582 146 |255 |0,81 1,80x10™ | 46,349
48.SAAT [586 | 1,40 |[245 |[091 0,78x10™ | 47,564
72.SAAT |585](146 |255 |0,92 1,31 x 10° | 43,398
Et ekstrakti — | 6.SAAT | 6,11 [ 1,38 | 24,1 | 0,92 0,34 x 107 | 45,568
Gikoz 12.SAAT |541[1,36 |238 [095 0,60 x 10° | 44,769
24 SAAT | 4,71 1,34 | 235 |0,66 1,75x10" | 44,717
48.SAAT | 4,45]135 |236 |0,93 2,04x10" | 49,040
72.SAAT 420|145 |253 |0,98 1,28x10" | 43,432
Et ekstrakti — | 6.SAAT [ 6,50 | 1,39 | 24,3 | 0,90 0,3x10" | 46,957
Laktoz 12.SAAT | 6,47 [ 1,40 | 245 | 0,97 0,46 x 10° | 45,464
24 SAAT |6,01|142 |[248 |0,95 0,26x10" | 46,332
48.SAAT [599 142 [248 |085 0,22x10™ | 49,335
72SAAT [6,02 [ 1,42 |248 |0,85 1,05x10™ | 43,762
Maya ekstrakt: | 6.SAAT | 6,08 | 1,40 | 245 | 0,69 0,42 x 107 | 46,644
- Glikoz 12.SAAT |558 1,35 | 236 |0,83 1,8x 10 | 46,280
24SAAT | 460 [ 1,34 [235 [0,89 2,32x107 | 47,061
48.SAAT | 448140 [245 |0,98 2,08x107 | 47,581
72.SAAT | 420 [ 1,43 | 250 |094 1,99x10™ | 42,460
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Cizelge 3.6. (Devam) L.reuteri-E60 izolat: igin Uygun Azot ve Karbon Kaynag1 Belirlenmesi

€ 5 = = &
- < % 2 =S = % s |s 2 5
g < s2 |z gE  |E S |2E2¢
s 2 z 2 2 z 52 |R2E°
X S = S & S S
mpas | %
Maya ekstrakt: - | 6.SAAT | 6,51 | 1,42 | 24,8 | 0,96 0,56 x 107 | 46,123
Laktoz 12.SAAT | 6,31 | 1,35 | 236 | 0,69 0,21x10™ | 45,776
24 SAAT | 579 | 1,48 | 258 | 0,78 4,28x10™ | 45,811
48.SAAT | 578 | 1,37 | 24,0 |0,92 1,06x10" | 47,703
72.SAAT | 579 [ 1,43 [250 [087 0,26 x 107 | 44,821
Yeast Base- | 6.SAAT 6,19 | 1,28 | 22,5 | 0,79 0,2x10" | 46,470
Glikoz 12.SAAT [ 6,24 (1,29 | 226 |0,87 0,32 x 10" | 47,525
24.SAAT [6,10 [ 1,30 | 22,8 | 0,96 0,38 x 10° | 45,845
48.SAAT | 6,09 1,30 |228 |0,86 0,21 x 10° | 47,391
72.SAAT | 565 (1,35 | 236 |0,97 1,53x10" | 43,033
Yeast  Base- | 6.5AAT | 6,57 | 1,31 [ 23,0 |0,75 1,6 x10° | 44,368
Laktoz 12.SAAT | 6,58 [ 1,29 [ 226 | 0,96 0,4x10" | 40,533
24SAAT |6,36 | 1,34 [ 235 [0,85 0,96 x 107 | 443665
48.SAAT [ 6,42 1,33 [233 (095 1,41x 10" | 47,530
72.SAAT | 634 (1,38 [241 [ 1,02 1,7x107 | 42,825
Casamino -1 6.SAAT [587 133 [233 [081 0,42 x 107 | 47,599
Glikoz 12.SAAT [583 (1,38 [241 [085 0,3x10° | 46,905
24SAAT | 567 | 1,37 [ 24,0 [0,82 0,28 x 10° | 45,030
48.SAAT | 556 | 1,40 | 24,5 | 1,00 0,32 x 10° | 47,495
72.SAAT | 545 (1,40 | 245 |0,93 0,32 x 10° | 42,911
Casamino - | 6.SAAT [6,38 | 143 |250 |0,83 1,4x10° | 48,797
Laktoz 12.SAAT | 6,30 | 1,37 | 24,0 | 0,89 0,7x10" | 47,877
24.SAAT [6,20 [ 1,40 [ 245 [1,20 0,28 x 10% | 45,793
48.SAAT |6,10 | 1,34 | 235 | 0,89 1,88 x 10° | 47,634
72.SAAT | 6,02 1,46 |[255 0,97 0,41 x 10° | 44,109

E60 izolati (L.reuteri-E60) karbon kaynagi olarak glikoz, azot kaynagi

olarak da et ekstraktini i¢eren besi ortaminda 48 saatte en yiiksek EPS {iretilmigstir
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(49,04 mg/L). Cizelge 3.6 da goriildiigii gibi bu ortamda bakteri iyi gelismistir.

Viskozitesi 1,35 mpas olarak dl¢tilmiistiir.

Cizelge 3.7. L. reuteri-B26 izolat1 icin Uygun Azot ve Karbon Kaynag: Belirlenmesi

x < v Z < 2
-3 z 2 £ S - S Z 435 82
T X < 3 N o = < 5 £ <= 5 4
r < V= jé_ O LG i n 8 E| T 2 S
o> Z < «n 9 v P oSSR 8 LFb -

< ¥ wn >~ < ) ﬁﬂ‘ E

mpas | %
Pepton- Glikoz | 6. SAAT 6,38 | 1,37 | 24,0 | 0,982 1,05x10* | 41,089
24 SAAT 518 | 1,31 23,0 | 1,181 3,O7X108 42,460
48.SAAT 497 | 1,38 24,1 | 1,237 2,96X108 41,436
72.SAAT 483 | 1,28 22,5 | 1,093 2,21x107 45,307
Pepton- Laktoz | 6.SAAT 6,94 | 1,42 24,8 | 1,222 7x10° 41,939
24 SAAT 561 | 1,37 24,0 | 1,374 4,51x109 41,280
48.SAAT 515 | 1,45 25,3 | 1,453 3,97x108 42,148
72.SAAT 5,00 | 1,36 23,8 | 0,952 2,49x107 45,585
Et ekstrakt1 - | 6.SAAT 6,49 | 1,35 23,6 | 0,957 2,55 x10% 42,130
Gikoz 24 SAAT 502 | 1,32 23,1 | 1,262 3,23x109 45,047
48.SAAT 490 | 1,39 24,3 | 1,428 1,78x108 44,422
72.SAAT 4,78 | 1,31 23,0 | 0,937 1,38x107 45,550
Et ekstrakti - | 6.SAAT 6,75 | 1,38 24,1 | 1,317 1,6 x10* 41,905
Laktoz 24 SAAT 543 | 1,41 24,6 | 1,261 2,92x109 42,234
48.SAAT 518 | 1,47 25,6 | 1,264 3,59X108 44,215
72.SAAT 5,06 | 1,37 24,0 | 1,324 2,35X107 47,738
Maya ekstraktt | 6.SAAT 6,44 | 1,33 23,3 | 1,298 7,5 x10° 44,457
- Glikoz 24SAAT |5,07 | 1,33 | 233 ] 1,215 3,46x10° | 43,467
48.SAAT 486 | 1,38 24,1 | 1,186 2,96x108 43,484
72.SAAT 474 | 1,32 23,1 | 1,524 2,09x107 45273
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Cizelge 3.7. (Devam) L. reuteri-B26 izolat1 igin Uygun Azot ve Karbon Kaynagi Belirlenmesi

— =~
< ¥ <2 |z S 55 |32 £ 3% =23
£z (£ |° |Zs =2 |528|53¢:¢E
S |27 == = T2 | 3%
mpas %

Maya 6.SAAT 6,82 1,37 24,0 1,424 9,5 x10° 43,363
ekstrakti - | 24.SAAT | 5,69 1,38 24,1 1,333 2,90x10° 44,057
Laktoz 48.SAAT | 5,27 1,45 25,3 1,401 2,96x10° 42,564
72.SAAT | 5,13 1,36 23,8 1,263 2,38x10’ 46,227
Yeast Base- | 6.SAAT 6,57 1,32 23,1 1,968 2 x10° 41,835
Glikoz 24.SAAT | 6,40 1,28 22,5 1,226 4 x10° 44,109
48.SAAT | 6,50 1,27 22,3 1,287 3x10° 44,283
72.SAAT | 6,51 1,27 22,3 1,535 1x10° 45,255
Yeast Base- | 6.SAAT 6,96 1,28 22,5 1,867 2 x10° 39,474
Laktoz 24.SAAT | 6,79 1,35 23,6 1,372 1 x10* 42,339
48.SAAT | 6,84 1,29 22,6 1,367 1,7 x10° 44,283
72.SAAT | 6,93 1,28 22,5 1,303 5 x10° 46,106
Casamino - | 6.SAAT 6,24 1,30 22,8 2,52 5 x10° 42,877
Glikoz 24 SAAT | 6,18 1,37 24,0 1,123 1,5 x10* 42,981
48.SAAT | 6,18 1,29 22,6 1,41 4 x10° 44,057
72.SAAT | 6,13 1,27 22,3 1,42 2 x10° 44,856
Casamino - | 6.SAAT 6,64 1,29 22,6 2,326 1,8 x10* 44,543
Laktoz 24 SAAT | 6,58 1,29 22,6 1,333 7 x10° 44,561
48.SAAT | 6,57 1,35 23,6 1,361 5 x10° 45,759
72.SAAT | 6,58 1,31 23,0 1,308 3x10° 46,540

B26 izolat1 (L. reuteri-B26) en yiiksek EPS degerini (47,738mg/L) karbon

kaynag1 olarak laktoz, azot kaynagi olarak et ekstrakti iceren besi ortaminda 72

saatte liretmistir ve viskozitesi 1,37 mpas olarak dl¢iilmiistiir.
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Cizelge 3.8. L. reuteri-M80 izolat1 I¢in Uygun Azot ve Karbon Kaynag1 Belirlenmesi

@ < C 2z = g 2
5 |28 | 5% 2 2% |3ES,
z 2 M2 S g s < 25 cg s %2
"z |z ¢ Z2 3 = g% |FEE°7

Y O § ° M=

mpas %
Pepton- 6. SAAT 6,50 1,73 30,0 1,475 1,5 x10* 40,845
Glikoz 24 SAAT | 5,25 1,56 27,1 2,388 5,13 x 10° 45,429
48.SAAT | 5,09 1,72 29,8 1,391 6,01x 10° 41,210
72.SAAT | 5,03 1,54 26,8 1,474 4,18x 10° 44,839
Pepton- 6.SAAT 6,77 1,82 31,5 1,484 3x10° 43,155
Laktoz 24 SAAT | 5,36 1,64 28,5 1,070 1,71x 10° 45,984
48.SAAT | 5,32 1,92 33,1 1,484 3,11x 10° 41,158
72.SAAT | 5,31 1,58 27,5 1,452 4,17x 10’ 45,307
Et ekstrakti | 6.SAAT 6,23 1,79 31,0 1,455 6 x10° 43,380
- Gikoz 24 SAAT | 5,33 1,62 28,1 1,860 3,43x 10° 42,773
48.SAAT | 5,07 1,69 29,3 1,441 3,31x 10° 41,957
72.SAAT | 4,98 1,63 28,3 1,440 5,01x 10’ 42,234
Et 6.SAAT 6,65 1,76 30,5 1,445 2,35 x10* 42,356
ekstrakti - | 24.SAAT | 5,42 1,67 29,0 1,607 3,97x 10° 45,967
Laktoz 48.SAAT | 5,30 1,76 30,5 1,419 3,8x 10° 43,345
72.SAAT | 5,34 1,62 28,1 1,254 1,68x 10° 47,408
Maya 6.SAAT 6,44 1,61 28,0 1,446 1,95 x10* 44,474
ekstrakti - | 24.SAAT | 5,39 1,57 27,3 2,495 2,65x 10° 45,950
Glikoz 48.SAAT | 5,19 1,66 28,8 1,420 2,12x 10° 44,075
72.SAAT | 5,11 1,54 26,8 1,040 3,93x 107 45,932
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Cizelge 3.8. (Devam) L. reuteri-M80 izolat: i¢in Uygun Azot ve Karbon Kaynag1 Belirlenmesi

s = < 5
5 5 % E E s = § é = % é —~
X < SE |z |3¢ = < |3z %
523 Z g = |52 |REg°C
S |87 - 2 S 3 S S
> =
mpas %
Maya 6.SAAT 6,70 1,82 31,5 1,436 1,2 x10* 44,196
ekstrakti - | 24.SAAT | 5,55 1,63 28,3 1,410 3,64x 10° 44,023
Laktoz 48.SAAT | 5,44 1,65 28,6 1,482 1,96x 10° 43,172
72.SAAT | 5,43 1,59 27,6 1,356 3,54x 10’ 45,464
Yeast Base- | 6.SAAT 6,62 1,68 29,1 1,434 8 x10° 42,911
Glikoz 24.SAAT | 6,59 1,68 29,1 1,805 1,6 x10* 45,516
48.SAAT | 6,56 1,65 28,6 1,328 8 x10° 42,425
72.SAAT | 6,58 1,66 28,8 1,090 1x10° 47,251
Yeast Base- | 6.SAAT 7,01 1,75 30,3 1,399 6 x10° 42,321
Laktoz 24.SAAT | 6,94 1,59 27,6 1,101 4 x10° 43,519
48.SAAT | 6,94 1,63 28,3 1,492 1x10 41,644
72.SAAT | 6,97 1,49 26,0 1,485 1x10 44,439
Casamino - | 6.SAAT 6,37 1,73 30,0 1,442 6 x10° 43,484
Glikoz 24.SAAT | 6,30 1,64 28,5 0,899 1,1 x10* 45,359
48.SAAT | 6,27 1,75 30,3 1,397 7 x10° 43,432
72.SAAT | 6,29 1,58 27,5 1,322 4 x10° 42,078
Casamino - | 6.SAAT 6,65 1,80 31,1 1,418 9 x10° 45,134
Laktoz 24.SAAT | 6,55 1,67 29,0 0,671 1,85 x10* 43,970
48.SAAT | 6,58 1,73 30,0 1,367 1,1 x10* 45,377
72.SAAT | 6,55 1,59 27,6 1,237 <30 44,092

M80 izolat: (L. reuteri-M80) en yiiksek EPS degerini (47,408mg/L) karbon

kaynag1 olarak laktoz, azot kaynagi olarak et ekstraktinin bulundugu besi

ortaminda 72 saatte iliretmistir ve viskozitesi 1,62 mpas olarak ol¢lilmiistiir.
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Cizelge 3.9. E. faecium-M96.2 izolat1 i¢cin Uygun Azot ve Karbon Kaynag: Belirlenmesi

— = o~
o < M %) < @
— b~ — — B
5 g 5 A famii> , > Q gd = g =
g X < 3 N o = < 5 8§< &5 =5
r < v B L | o & G — =d I £ S
< Z o< M o < % @ o % Q <« €
o> z < 2 3 24 F O 9F B 27
< X v SIS < S X
mpas | %
Pepton- Glikoz 6. SAAT 599 | 1,28 | 22,5 1,169 1,52x 10° | 42,651
12.SAAT | 571|130 |228] 1,348 2,08x 10° | 45,845
24.SAAT |490 (1,39 |24,3] 1,052 3,08x 10° | 42,842
48.SAAT | 481 | 1,41 | 24,6 | 1,023 4,48x 10° | 46,523
72.SAAT | 4,75 | 1,46 | 255 1,070 6,04x 10° | 46,783
Pepton- Laktoz 6.SAAT 6,51 | 1,29 | 22,6 | 1,231 8,6 x10° | 45,793
12.SAAT | 641 140 |245] 1,321 7,44x 10° | 46,158
24.SAAT |510 (1,38 |24,1] 1,192 3,57x 10° | 46,627
48.SAAT | 5,01 | 1,33 | 23,3 | 1,205 1,23x 10° | 44,839
72.SAAT | 498|135 |23,6] 1,044 1,10x 10° | 47,148
Et ekstrakti - | 6.SAAT 6,01 | 1,30 | 22,8 | 1,055 3,25x 107 | 42,425
Gikoz 12.SAAT | 5,82 (1,34 | 235 0,995 2,12x 10° | 45,012
24.SAAT | 497|135 |236 1,313 2,41x 10° | 43,450
48.SAAT | 4,87 | 1,36 | 23,8 | 1,209 2,61x 10° | 43,293
72.SAAT | 4,76 | 1,38 | 24,1 | 1,145 1,40x 10° | 45,863
Et ekstrakti - | 6.SAAT 6,41 | 1,31 | 23,0 | 1,135 2,75x 10" | 44,543
Laktoz 12.SAAT | 6,33 | 1,42 |248 | 1,277 1,48x 10° | 47,043
24.SAAT | 514 (1,49 | 26,0 1,189 3,89x 10° | 43,467
48.SAAT | 5,04 | 1,50 | 26,1 | 0,944 2,24x 10° | 45,255
72.SAAT | 497 1,38 | 24,1 1,026 1,20x 10° | 45,984
Maya ekstrakti - | 6.SAAT 6,03 | 1,32 | 23,1 | 1,129 1x10 46,401
Glikoz 12.SAAT | 6,05 1,30 |228] 1,289 3,20x 10° | 46,141
24.SAAT | 522|154 | 26,8 1,099 3,58x 10° | 45,811
48.SAAT | 5,00 | 1,57 | 27,3 | 1,022 2,86x 10° | 45,498
72.SAAT | 4,88 1,32 |23,1] 1,056 2,56x 10° | 47,217
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Cizelge 3.9 (Devam) E. faecium-M96.2 izolat1 igin Uygun Azot ve Karbon Kaynag1 Belirlenmesi

— =~
= % % % E s é = é o = g %J/ —_
T X < 7 N o = < 5 §<< 5 5
z 2 < E |5 |25 |92 |zzgzd g
T s z = 2 2 2 ePE IR g~

2 S - - E S
mpas | %
Maya ekstrakti | 6.SAAT 6,45 | 1,30 | 22,8 | 0,989 1x10" 45,620
- Laktoz 12.SAAT | 6,40 | 1,30 | 22,8 | 1,216 5,09x 10° | 46,991
24SAAT | 546|146 | 255 | 1,212 4,79x 10° | 47,634
48.SAAT | 527|141 |24,6 | 1,075 3,22x 10° | 46,939
72.SAAT | 518 (1,34 | 235 | 1,173 2,61x 10° | 45,220
Yeast Base- | 6.SAAT 6,49 | 1,29 | 22,6 | 1,205 1x10° 44,891
Glikoz 12.SAAT | 6,54 | 1,32 | 23,1 | 1,200 2,5 x 10° | 45,481
24SAAT | 648 | 1,42 | 248 | 1,269 5 x10° 46,835
48.SAAT |642 | 151 |26,3| 1,125 2,9 x10* | 46,956
T2.SAAT | 6,34 | 1,27 | 22,3 | 1,103 1x10° 45,359
Yeast Base- | 6.SAAT 6,53 | 1,29 | 22,6 | 1,152 5 x10° 45,012
Laktoz 12.SAAT | 6,61 | 1,28 | 22,5 | 1,159 1,7 x10* | 45,186
24SAAT | 643|135 | 236 | 1,277 1,2 x10* | 45,533
48.SAAT | 6,47 | 135 |236 | 1,187 1,4 x10"° | 42,668
T2.SAAT | 645|129 | 22,6 | 1,154 1x10° 43,623
Casamino - | 6.SAAT 596 | 1,32 | 23,1 | 0,901 8 x10° 44,405
Glikoz 12.SAAT | 594 | 1,34 | 23,5 1,286 2,85 x10" | 42,512
24SAAT | 590 (141 | 246 | 1,167 4,7 x10° | 46,314
48.SAAT |587 | 144 | 251 | 1,083 2 x10° 42,755
72.SAAT |583 (1,32 |231] 1,206 1 x10* 45,429
Casamino - | 6.SAAT 6,42 | 1,33 | 23,3 | 1,018 1,7 x10" | 43,727
Laktoz 12.SAAT | 6,40 | 1,30 | 24,0 | 1,226 3,1 x10° | 45,811
24SAAT 6,33 (1,39 | 24,3 | 1,224 8,1 x10° | 47,148
48.SAAT |6,20 | 1,50 | 26,1 | 1,134 7,2 x10° | 46,661
72.SAAT |6,08 (1,30 |228 | 1,303 6,6 x10° | 47,148

M96.2 izolati1 (E. faecium-M96.2) karbon kaynagi olarak laktoz, azot
kaynagi olarak maya ekstrakti iceren besi ortaminda 24 saatte en yiiksek EPS ‘yi
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tiretmistir (47,634 mg/L). Cizelge 3.7’de de goriildiigii gibi bu ortamda bakteri iyi

gelismistir ve viskozitesi 1,46 mpas olarak 6l¢tilmiistiir.

Cizelge 3.10. E. faecium-G37 izolat1 igin Uygun Azot ve Karbon Kaynag: Belirlenmesi

o < C 2 = & @
S 3 Z 2 . ) 5 2 ;\g 2 % d -
z 2 <E |52 |3 =5 |22 2¢F
=2 z 3 23 |3 = > |FE2E7
< S > g3 S
mpas | %
Pepton- Glikoz 6. SAAT 6,32 | 1,36 | 23,8 | 1,06 2 x10° 45,238
12.SAAT |6,24 1135 | 23,6 | 1,11 5,0x10° | 47,408
24SAAT | 510 (1,41 | 24,6 1,23 4,35x 10° | 40,307
48.SAAT 4,83 | 137 |24,0| 1,22 2,11x 10° | 46,575
72.SAAT | 460|139 |243]| 1,29 2,62x 10" | 41,800
Pepton- Laktoz 6.SAAT 6,67 | 1,35 | 23,6 | 1,09 8,9 x10° | 44,890
12.SAAT | 6,61 | 1,28 | 225 | 1,22 1,5 x10" | 47,529
24 SAAT | 517 (1,35 | 23,6 | 1,26 411x 10° | 42,356
48.SAAT | 511|147 | 256 | 1,27 7,77x 10° | 45,759
72.SAAT | 502 | 1,47 | 256 | 1,24 4,52x 107 | 44,023
Et ekstrakti - | 6.SAAT 6,27 | 1,34 | 23,5 0,78 1,6 x10° 46,366
Gikoz 12.SAAT | 6,22 |1,28 | 22,5 0,85 3,05x 10" | 45,516
24 SAAT | 518 | 1,36 | 23,8 | 0,98 3,28x10™ | 42,321
48.SAAT |4,88 | 140 |245|141 2,37x 10° | 46,384
72.SAAT | 4,60 1,39 | 24,3 | 1,26 4,05x 10° | 42,651
Et ekstrakti - | 6.SAAT 6,68 | 1,34 | 235 1,01 7,7x10° | 44,439
Laktoz 12.SAAT | 6,61 |1,28 | 225 1,02 5,66x 10" | 47,269
24 SAAT | 520 (1,30 | 228 1,18 3,64x 10° | 42,217
48.SAAT |511 135 |236|1,05 3,83x 10° | 45,220
T2.SAAT | 498 1,44 | 251 1,20 3,45x 10° | 44,179
Maya ekstrakti - | 6.SAAT 6,32 | 1,37 | 24,0 | 1,62 3,9x10° | 47,252
Glikoz 12.SAAT | 6,25 |1,25 | 22,0 1,02 5,58x 10" | 44,213
24 SAAT | 522 1,37 | 24,0 0,57 9,02x 10° | 44,561
48.SAAT 494|132 |231]|1,05 4,84x 10° | 45,186
72.SAAT | 476 | 1,36 | 23,8 | 1,12 2,55x 10" | 45,047
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Cizelge 3.10. (Devam) E. faecium-G37 izolat: igin Uygun Azot ve Karbon Kaynag1 Belirlenmesi

< 7 g 2
. 5 2 E =) = s S s 28 _
% 2 e |2 2% |Se |FifiEEE
S ig |:° |Bz8pzit
< g7 g s E: S s
mpas | %
Maya ekstrakti | 6.SAAT | 6,62 | 1,39 | 24,3 | 1,23 8 x10° 47,946
- Laktoz 12.SAAT | 657 [ 1,32 [ 231 1,06 2,42x 10" | 47,668
24SAAT [527 [ 1,40 [245]142 1,44x 10° | 44,734
48.SAAT [519 (138 [241]1,14 5,45x 10° | 48,068
72SAAT [503 (1,38 [241 1,21 1,65x 107 | 44,231
Yeast Base- | 6.SAAT | 6,43 131 |[230] 1,05 1,4x10" | 46,453
Glikoz 12.SAAT [637 [ 1,29 | 226|113 1,9x10" | 47,582
24SAAT [631 1,26 |221]1.27 2,4x10° | 44,630
48.SAAT [6,31[125 [220]1,15 2,6 x10° | 47,998
72SAAT [6,29 [ 1,35 [ 236 | 1,19 1,2x10" | 43,936
Yeast Base- | 6.SAAT [ 6,72 [ 1,33 [ 23,3 1,10 1,3x10" | 45,984
Laktoz 12.SAAT |[6,62 | 1,30 | 22,8 | 1,05 2,2x10° | 45,620
24SAAT | 654|128 [225 142 32x10° | 42,616
48.SAAT |[6,550 | 1,35 | 236 1,20 2,6 x10" | 44,509
72.SAAT |645 1,30 |228] 1,19 1,5x10* | 43,693
Casamino - | 6.SAAT 6,07 | 1,28 | 22,5 | 1,08 1 x10" 46,661
Glikoz 12.SAAT [ 6,06 1,31 |230 1,12 1,2x10° | 44,283
24SAAT |601 1,30 |228]1,22 3,4x10° | 28,640
48.SAAT |[597 [ 130 |228 1,08 2 x10° 46,089
72.SAAT [590 | 1,33 [233 1,12 6 x10° 43,536
Casamino - | 6.SAAT 6,52 | 1,31 | 23,0 1,12 1 x10" 46,453
Laktoz 12.SAAT |6,48 | 1,30 | 22,8 | 1,06 2,5x10° | 45,811
24SAAT [630 | 1,31 [230]1,79 43x10° | 44,925
48.SAAT |6,05[131 [230]1,07 3,0x10° | 47,790
72.SAAT [6,00 [ 1,40 | 245 1,20 1,5x10" | 44,925

G37 izolatmin (E. faecium-G37) en yiiksek EPS degeri (48,068 mg/L)

karbon kaynagi olarak laktoz, azot kaynagi olarak maya ekstraktinin bulundugu
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besi ortaminda 48 saatte elde edilmistir. Cizelge 3.8’deki verilere gore de bakteri

bu ortamda iyi gelismistir. Viskozitesi 1,38 mpas olarak 6l¢iilmiistiir.

Cizelge 3.11. E. faecium-G36 izolat1 igin Uygun Azot ve Karbon Kaynag Belirlenmesi

x < = 2 = S 2
Qé é% IE? é é% 35%3
z < <E B g% |§ |37 |25%¢E
Y3 X 232 |2 2> [FEET

X © § © w o=

mpas | %
Pepton- Glikoz | 6. SAAT | 6,36 | 1,561 | 26,3 | 1,344 9 x10° 42,755
24SAAT [540[ 1,48 |258]0932 1,51 x 107 | 42,807
48.SAAT [509 1,49 [260 1,217 2,59 x 10° | 39,856
72SAAT [511[151 |263] 1,345 2,81 x 10" | 45,967
Pepton- 6.SAAT [ 6,76 | 1,73 |30,0 | 1,26 3,8 x 10° | 44,144
Laktoz 24SAAT [544 [ 152 |265 | 1,245 2,32 x10° | 44,283
48.SAAT [532]153 |266 |1547 3,24 x 10° | 42,408
72.SAAT |540 | 1,58 | 27,5 | 1,065 3,32 x 10" | 46,054
Et ekstrakti - | 6.SAAT | 6,40 | 1,54 | 26,8 | 1,123 1,4 x10° | 40,95
Gikoz 24SAAT [535 | 149 |260 | 1,195 1,65 x 10° | 43,918
48.SAAT [519 1,46 |255 0,461 3,27 x 10° | 41,991
72.SAAT [ 509 | 1,44 | 251 [ 1,304 2,44 x 10% | 44,300
Et ekstrakti - | 6.SAAT | 6,81 | 1,55 | 27,0 | 1,379 35 x10° | 41,141
Laktoz 24SAAT [ 551 | 1,55 | 27,0 | 1,349 2,03 x 10° | 44,960
48.SAAT |546 159 |[276]1672 3,31 x 10° | 43,207
72.SAAT [545[ 150 |26,1]1,3320 3 x10° | 45,012
Maya ckstrakti | 6.SAAT | 6,38 | 1,55 | 27,0 | 1,357 8 x10° 43,918
- Glikoz 24SAAT [ 567 | 1,45 | 253 | 1,000 1,15 x 107 | 45,498
48.SAAT |[544 145 |[253]1567 3,57 x 10° | 43,328
72SAAT [530[ 150 |261 1521 3,88 x 107 | 43,068
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Cizelge 3.11. (Devam) E. faecium-G36 izolat1 igin Uygun Azot ve Karbon Kaynag: Belirlenmesi

— = o~
5 % % E = 5 = é =02 % é —~
% |Z:2 |z |5k s |37E|32%
€ |BE< |® |&s =2 52852 E
S - = = Tz |Ti%
mpas %
Maya 6.SAAT | 6,77 1,57 27,3 1,374 2,5 x10° | 42,391
ckstrakti - [ 24.SAAT | 5,63 1,51 26,3 1,197 1,85 x 10° | 45,898
Laktoz 48.SAAT | 5,58 1,50 26,1 1,214 3,31 x10° | 43,641
72.SAAT | 5,58 1,60 27,8 1,308 4,32 x10" | 45,707
Yeast Base- | 6.SAAT 6,51 1,53 26,6 1,558 4 x10° 44,561
Glikoz 24.SAAT | 6,39 1,38 24,1 1,590 5 x10° 43,745
48.SAAT | 6,49 1,51 26,3 1,539 3x10° 43,780
72.SAAT | 6,50 1,33 23,3 1,289 1x10 44,300
Yeast Base- | 6.SAAT 6,85 1,42 24,8 1,329 7 x10° 44,022
Laktoz 24.SAAT | 6,69 1,44 251 1,489 3,6 x10° | 44,943
48.SAAT | 6,78 1,40 24,5 1,309 6 x10° 42,078
72.SAAT | 6,75 1,47 25,6 1,105 1 x10" 41,748
Casamino - | 6.SAAT | 6,20 1,48 25,8 1,397 1,7 x10* 42,547
Glikoz 24.SAAT | 6,08 1,51 26,3 1,317 1,2 x10°* 45,238
48.SAAT | 6,14 1,45 253 1,443 9 x10° 42,547
72.SAAT | 6,12 1,50 26,1 1,205 1 x10° 43,311
Casamino - | 6.SAAT | 6,65 1,48 25,8 1,701 1,4 x10° 42,026
Laktoz 24SAAT | 6,46 1,51 26,3 1,397 47 x10° | 44,821
48.SAAT | 6,55 1,44 251 1,407 3 x10° 44,075
72.SAAT | 6,56 1,44 25,1 1,311 1 x10" 44,491

G36 izolat1 (E. faecium-G36) karbon kaynagi olarak laktoz, azot kaynagi
olarak pepton iceren besi ortaminda 72 saatte en yiiksek EPS degerini (46,054
mg/L) tretmistir Cizelge 3.11°de de gortldiigii gibi bu ortamda bakteri iyi

gelismistir. Viskozitesi 1,58 mpas olarak ol¢iilmiistiir.
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Cizelge 3.12. E. faecium-G38 izolat1 i¢in Uygun Azot ve Karbon Kaynag: Belirlenmesi

< 7 g 2

35 2 2 s s = s s s EE8

£ |ZE |2 |Z& ¢s|7i8|z5%¢

25 |23 8 - |SEflgEcc

S &7 - = E: S =
mpas %

Pepton- 6. SAAT | 6,40 1,53 26,6 1,305 2 x10° 40,394

Glikoz 24.SAAT | 535 1,45 25,3 1,423 2,86 x10° | 45,238
48.SAAT | 5,21 1,49 26,0 1,591 3,83x10° | 40,359
72.SAAT | 505 1,43 25,0 1,240 2,55 x 107 | 43,779

Pepton- 6.SAAT | 6,78 1,61 28,0 1,672 1,5 x107 44,786

Laktoz 24 SAAT | 5,59 1,49 26,0 1,325 4,71 x 10% | 45,220
48.SAAT | 5,38 1,48 25,8 1,250 2,56 x 10° | 43,137
72.SAAT [ 535 1,53 26,6 1,579 3,12x 10" | 43,606

Et ekstrakt1 | 6.SAAT | 6,42 1,50 26,1 1,554 4 x10° 42,130

- Gikoz 24 SAAT [ 537 1,42 24,8 1,056 3,68 x10° | 44,422
48.SAAT | 522 1,45 25,3 1,502 2,43x10° | 42,443
72.SAAT | 5,13 1,39 24,3 1,485 2,82x 107 | 44,474

Et ekstrakt1 | 6.SAAT | 6,82 1,64 28,5 1,515 1,7 x10° 44,821

- Laktoz 24 SAAT | 5,60 1,51 26,3 1,373 2,19x10° | 45,342
48.SAAT | 5,37 1,48 25,8 1,038 2,49 x 10° | 40,828
72.SAAT | 5,39 1,40 24,5 1,445 2,4x10° | 43,849

Maya 6.SAAT | 6,44 1,59 27,6 1,400 3x10° 42,842

ekstrakti - | 24.SAAT | 581 1,48 25,8 1,273 3,18x10° | 44,752

Glikoz 48.SAAT | 5,60 1,59 276 | 0,999 2,58 x 10° | 42,998
72.SAAT | 537 1,46 25,5 1,213 1,88x107 | 43,936
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Cizelge 3.12. (Devam) E. faecium-G38 izolat: igin Uygun Azot ve Karbon Kaynag1 Belirlenmesi

< % S 2
£ < v 2 | T S S8 |2 Lu5l2Z2®
2123 2 8 . |BEEEsLc

< 57 ” N = S s
mpas %
Maya 6.SAAT | 6,83 1,55 27,0 1,384 2,4x10° | 43,450
ekstrakti - | 24 SAAT | 5,90 1,45 25,3 1,374 2,69x10° | 45,481
Laktoz 48.SAAT [ 5,72 1,53 26,6 1,400 1,31x 10" | 42,304

72.SAAT | 5,37 1,46 25,5 1,374 1,12x 10" | 44,422
Yeast Base- | 6.SAAT 6,54 1,42 24,8 1,738 3x10° 43,727
Glikoz 24.SAAT | 6,44 1,48 25,8 1,281 1,3x10" | 44,509

48.SAAT | 6,56 1,42 24,8 1,422 1 x10” 44,526

72.SAAT | 6,47 1,36 23,8 0,998 1x10" 43,901
Yeast Base- | 6.SAAT | 6,85 1,48 28,8 1,419 1x10 41,835
Laktoz 24.SAAT | 6,66 1,43 25,0 1,417 1,1x10* | 45,082

48.SAAT | 6,84 1,40 24,5 1,552 1 x107 44,439

72.SAAT | 6,80 1,39 24,3 1,230 1 x10° 42,859
Casamino - | 6.SAAT | 6,19 1,53 26,6 1,236 9 x10° 42,946
Glikoz 24SAAT | 6,11 1,36 23,8 1,286 1x10° 45,272

48.SAAT | 6,13 1,45 253 1,418 4 x10° 42,356

72.SAAT | 6,08 1,42 24,8 1,115 1 x10° 42,182
Casamino - | 6.SAAT | 6,62 1,54 26,8 1,430 7 x10° 45,047
Laktoz 24SAAT | 6,43 1,42 24,8 1,082 3x 107 44,717

48.SAAT | 6,54 1,51 26,3 1,120 1,1x10° | 41575

72.SAAT | 6,54 1,45 25,3 1,236 1 x10° 42,599

G38 izolat1 (E. faecium-G38) karbon kaynagi olarak laktoz, azot kaynagi
olarak maya ekstrakti igeren besi ortaminda 24 saatte en yiiksek EPS miktarini

(45,48 1mg/L) tiretmistir ve viskozitesi 1,45 mpas olarak ol¢iilmiistiir.
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Cizelge 3.13. E. faecium-M78 izolat1 i¢in Uygun Azot ve Karbon Kaynag1 Belirlenmesi

x < Y % g 2
33 |28 |, |§% 2 _|23g(3Eca
2 |¥E% |5 |gs <2 |328/53%E
"3 |z3 £ 3 2 |FST|FEZ
X ') > T § S
mpas %
Pepton- 6.SAAT | 6,30 1,34 235 1,254 5,3 x10° 40,394
Glikoz 24SAAT | 4,77 1,50 26,1 1,264 4,17 x10° | 44,231
48.SAAT | 4,52 1,39 24,3 1,448 1,91 x10° | 41,957
72.SAAT | 4,63 1,47 25,6 1,172 2,57 x10° | 44,161
Pepton- 6.SAAT [ 6,75 1,36 238 1,213 7,1 x10° 43,345
Laktoz 24.SAAT | 4,75 1,57 27,3 1,346 3,43x10"° | 42,911
48.SAAT | 4,49 1,50 26,1 1,348 2,50 x10° | 42,738
72.SAAT | 455 1,51 26,3 1,566 2,99 x10" | 44,960
Et ckstrakt1 | 6.SAAT | 6,35 1,34 235 1,244 5,8 x10° 40,099
- Gikoz 24.SAAT | 4,83 1,48 25,8 1,371 2,56 x10™° | 43,641
48.SAAT | 4,54 1,44 251 | 0,651 1,61 x107 | 44,474
72.SAAT | 4,60 1,47 25,6 1,836 2,47 x10° | 42,651
Et ekstrakti | 6.SAAT | 6,65 1,36 238 1,191 2,15x10" | 39,370
- Laktoz 24SAAT | 4,77 1,57 273 1,448 2,82 x107 | 42,095
48.SAAT | 4,54 1,45 253 1,392 1,83x10° | 41,818
72.SAAT | 4,59 1,37 24,0 1,972 2,92 x10" | 44,283
Maya 6.SAAT | 6,48 1,33 233 1,501 4,8 x10° 40,868
ekstrakti - [ 24.SAAT | 4,87 1,50 26,1 1,500 2,98 x107 | 41,904
Glikoz 48.SAAT | 4,62 1,42 24,8 1,304 3,39 x107 | 43,259
72.SAAT | 4,72 1,42 24,8 1,160 1,9 x10° 44,855
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Cizelge 3.13. (Devam) E. faecium-M78 izolat1 i¢in Uygun Azot ve Karbon Kaynag: Belirlenmesi

< % S 2

- 5 = E E s é = 5 =2 g d

¥ % 22 |z |38 s |32 £33

i Z 8 s |gEglgecéE

<¥E % wn >~ § % § E
mpas %

Maya 6.SAAT | 6,90 1,38 24,1 1,360 8,7 x10° 37,773

ekstrakti - | 24 SAAT | 4,88 1,52 26,5 1,445 3,22 x10° | 44,769

Laktoz 48.SAAT | 4,67 1,43 25,0 1,494 2,53 x10° | 43,780
72.SAAT | 4,77 1,42 24,8 1,292 2,67 x10" | 44,230

Yeast Base- | 6.SAAT | 6,52 1,29 22,6 1,234 6 x10° 42,148

Glikoz 24.SAAT | 6,53 1,30 22,8 1,342 1,2 x10* 43,311
48.SAAT | 6,49 1,27 22,3 1,380 3x10° 43,380
72.SAAT | 6,58 1,25 22,0 1,178 1x10° 42,737

Yeast Base- | 6.SAAT 6,94 1,31 23,0 0,774 1,3 x10* 41,054

Laktoz 24.SAAT | 6,86 1,32 23,1 1,655 1,7x10* | 41,332
48.SAAT | 6,81 1,30 22,8 1,477 8 x10° 41,644
72.SAAT | 6,91 1,29 22,6 1,838 3 x10° 42,598

Casamino - | 6.SAAT 6,21 1,32 23,1 0,295 2,6 x10° 41,453

Glikoz 24.SAAT | 5,88 1,30 22,8 1,445 1,12 x107 | 41,210
48.SAAT | 5,84 1,32 231 1,242 3,3x10° 42,165
72.SAAT | 5,83 1,30 22,8 1,481 6 x10° 43,762

Casamino - | 6.SAAT | 6,66 1,34 23,5 0,148 2,8 x10° 42,564

Laktoz 24.SAAT | 6,36 1,37 24,0 1,182 1,23 x10" | 42,703
48.SAAT | 6,29 1,38 24,1 1,414 3,0 x10° 43,675
72.SAAT | 6,29 1,35 23,6 1,290 4 x10° 43,449

M78 izolat1 (E. faecium-M78) karbon kaynagi olarak laktoz, azot kaynagi
olarak maya ekstrakti igeren besi ortaminda 24 saatte en yiiksek EPS miktarini

(44,769mg/L) tiretmistir. Viskozitesi 1,52 mpas olarak ol¢iilmiistiir.
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Cizelge 3.14. L. farciminis-109.1 izolat1 i¢cin Uygun Azot ve Karbon Kaynag: Belirlenmesi

C 3 = = 5
- < % = E s X =§ % = % E/A
2 < 2 |z |dk B |$€|3zz3
<z 3 3 z28 |2 T2 |58 <
< 57 -7 z 5 g S S
>~ =
mpas | %
Pepton- Glikoz | 6. SAAT [ 6,20 | 1,52 | 265 | 0,16 4,7 x10° | 42,304
12.SAAT [6,02 [ 144 [251 0,11 9 x10" | 36,019
24.SAAT | 4,64 [ 1,65 | 286 | 0,15 1 x10° | 41,432
48.SAAT |462]1,63 |283]0,25 3,35x10° | 43,085
72.SAAT | 4,60 | 1,58 | 275 | 0,28 1,06x10% | 40,707
Pepton- Laktoz | 6.SAAT | 6,73 | 1,49 | 26,0 | 0,15 41x10° | 44,734
12.SAAT [633 151 |263 0,15 1,35x10% | 46,245
24.SAAT | 4,65 | 1,76 | 305 | 0,26 9,4x10% | 43,432
48.SAAT | 456 (1,68 |291]0,29 2,92x10° | 46,627
72.SAAT | 455 | 1,67 [290 0,22 51x10" | 43,102
Et ekstrakti - | 6.5AAT | 6,29 | 150 | 26,1 | 0,01 49x10° | 41,714
Glikoz 12.SAAT | 6,04 [ 1,41 [246|0,02 6,4x107 | 44,717
24 SAAT | 483|165 |286 |0,03 1,15x10° | 42,252
48.SAAT | 466163 |283]0,28 3,48x10° | 48,068
72.SAAT | 465|162 |281]0,27 3,92x10° | 42,252
Et ekstrakt - | 6.SAAT | 6,70 [ 1,60 | 27,8 | 0,07 2,1x10° | 42,616
Laktoz 12.SAAT [6,36 | 1,56 | 27,1 0,24 9,5x 10" | 46,540
24 SAAT | 4,81 [ 1,65 | 286 | 0,09 451x10° | 43,120
48SAAT [464]1,67 [290]0,21 3,19x10° | 44,561
72.SAAT | 4,60 | 1,77 | 306 | 0,17 2,5x107 | 41,870
Maya ckstrakti - | 6.SAAT | 6,17 | 155 | 27,0 | 0,12 1,03x107 | 44,231
Glikoz 12.SAAT [598 [ 145 [253 0,12 1,42x10% | 46,227
24SAAT [ 4,78 [ 1,64 | 285 0,12 4,48x10° | 44,491
48.SAAT | 466|166 |288]0,12 2,6 x10% | 46,262
72.SAAT [ 4,60 [ 1,71 | 29,6 | 0,23 5 x10° | 43,293
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Cizelge 3.14. (Devam) L. farciminis-109.1 izolat1 I¢in Uygun Azot ve Karbon Kaynagi

Belirlenmesi

o < C 2z = £ @
2 é é % E = 5 LE) % 2 g %’ -
r < v = r 2 =z 3 s = g 5 % E”
s 2 2 2 g < <2 |gg¢g =
v x v > z S g S S
>~ =
mpas | %
Maya ekstrakti - | 6.SAAT 6,78 | 1,61 | 28,0 | 0,22 2,7 x10° | 44,839
Laktoz 12.SAAT | 655|158 | 275 | 0,12 2,88x 10° | 44,457
24SAAT | 4,84 163 |283 0,24 5,62x 10° | 43,832
48.SAAT | 4,66 | 164 |285 0,23 2,81x 10° | 47,668
72.SAAT | 4,60 | 1,74 | 30,1 | 0,27 2,77x 10° | 44,526
Yeast Base- | 6.SAAT 6,44 | 156 | 27,1 | 0,55 7 x10° 45,342
Glikoz 12.SAAT | 6,43 | 1,49 | 26,0 | 0,17 3,8 x10° | 44,509
24SAAT | 642|143 | 250 |0,13 5,3 x 10° | 41,870
48.SAAT |6,41 | 143 | 250 0,20 1,3 x10* 46,210
72.SAAT | 6,40 | 1,43 | 250 | 0,28 8 x10° 43,415
Yeast Base- | 6.SAAT 6,84 | 1,57 | 27,3 | 0,14 2 x10° 44,283
Laktoz 12.SAAT |6,80 | 1,46 | 25,5 | 0,18 1,1 x10* 46,262
24SAAT | 6,78 | 1,55 | 27,0 | 0,20 2,9 x10° | 41,766
48.SAAT | 6,77 | 151 | 26,3 | 041 1,07x 10" | 46,661
T2.SAAT 6,65 | 1,44 | 251 | 0,42 58 x10° | 42,964
Casamino - | 6.SAAT 599 | 1,58 | 27,5 0,39 8 x10° 43,606
Glikoz 12.SAAT | 595|136 |238 0,12 3 x10° |43311
24SAAT | 593|153 | 26,6 | 0,04 49 x10° | 44,613
48.SAAT |[589 | 151 |26,3 0,34 9 x10° 45,655
T2.SAAT 589 | 151 | 26,3 | 0,40 1 x10* 42,877
Casamino - | 6.SAAT 6,54 | 1,61 | 26,0 | 0,34 5 x10° 43,554
Laktoz 12.SAAT 6,47 | 1,42 | 248 | 0,14 42 x10° | 45,099
24SAAT | 645|154 |268 |0.21 9,4 x10° | 45,186
48.SAAT 6,43 | 1,55 | 27,0 | 0,32 2,47x 10" | 45,429
72.SAAT | 637|158 |275 0,37 1,3 x 10" | 45,359
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109.1 izolatt (L. farciminis-109.1) karbon kaynagi olarak glikoz, azot

kaynagi olarak et ekstrakti iceren besi ortaminda 48 saatte en yiiksek EPS

miktarini (48,068mg/L) iiretmistir. Cizelge 3.9’da da goruldiigli gibi bakteri bu

ortamda iyi gelismistir. Viskozitesi 1,63 mpas olarak ol¢tilmiistiir.

Cizelge 3.15. P. acidilactici- B31 Izolat1 i¢in Uygun Azot ve Karbon Kaynag1 Belirlenmesi

x < C 2 = < 2
52 |2E | |E% = |23 zEE;
z 2 M2 = g o o) 25 %I S %2
"3 |23 23 = |2x |FE2k7

¥ ) § S » =

mpas %
Pepton- 6.SAAT | 6,41 1,80 31,1 1,174 8 x10° 40,950
Glikoz 24.SAAT | 4,88 1,51 26,3 0,394 2,39 x10° | 45,689
48.SAAT | 4,75 1,62 28,1 1,436 4,1x10° | 40,377
72.SAAT | 4,63 1,66 28,8 1,208 1,95 x 10° | 43,606
Pepton- 6.SAAT | 6,84 1,84 318 1,241 1 x10° 42,911
Laktoz 24SAAT | 6,16 1,68 29,1 1,785 2,27x10° | 45,481
48.SAAT | 6,20 1,72 29,8 1,720 1,4x10° | 42,946
72.SAAT | 6,20 1,69 29,3 0,937 3,58 x 107 | 44,231
Et ekstrakt: | 6.SAAT | 6,41 1,92 33,1 0,932 2,2 x10° | 44,457
- Gikoz 24SAAT | 5,14 157 273 1,519 2,79x10° | 44,127
48.SAAT | 4,81 1,65 28,6 1,342 2,2x10° | 43,675
72.SAAT | 4,69 1,67 29,0 1,355 1,71x10° | 44,821
Et ekstrakt: | 6.SAAT | 6,85 1,95 33,6 1,320 2,1x10° | 45,429
- Laktoz 24.SAAT | 6,23 1,58 27,5 1,420 3,14 x 107 | 45,429
48.SAAT | 6,16 1,70 29,5 1,271 1,3x10° | 41,470
72.SAAT | 5,70 1,70 29,5 1,269 3,97 x 10" | 42,009
Maya 6.SAAT | 6,32 1,68 29,1 1,319 1,6 x10* 44,127
ekstrakti - | 24.SAAT | 4,97 1,59 27,6 0,212 2,09 x 10 | 44,266
Glikoz 48.SAAT | 4,82 1,51 26,3 1,260 3,71x10° | 43,450
72.5AAT | 4,76 1,64 28,5 1,393 4,16 x 10° | 43,884
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Cizelge 3.15. (Devam) P. acidilactici-B31 izolat: igin Uygun Azot ve

Belirlenmesi

Karbon Kaynag:

— = o~
5 |S:2 |z |B¢% s |37E/3533
€ |BE< |* |&s =2 52853 ¢E
S & == = | | 3%
mpas %
Maya 6.SAAT | 6,75 1,76 30,5 1,364 1,8x10" | 43,606
ekstrakti - | 24.SAAT | 6,05 1,60 278 1,320 4,37x10° | 44,057
Laktoz 48.SAAT | 6,06 1,61 28,0 1,356 4,18 x 10° | 41,470
72.SAAT | 5,96 1,64 28,3 1,320 4,81x107 | 44,665
Yeast Base- | 6.SAAT 6,55 1,69 29,3 1,438 1 x10* 44,127
Glikoz 24.SAAT | 6,44 1,61 28,0 1,174 1 x10° 45,342
48.SAAT | 6,46 1,43 25,0 1,427 1 x10" 43,814
72.SAAT | 6,49 1,58 273 1,383 1x10 42,929
Yeast Base- | 6.SAAT | 7,00 1,70 29,5 1,447 2 x10° 42,495
Laktoz 24.SAAT | 6,86 1,53 26,6 1,966 1 x10" 44,960
48.SAAT | 6,81 1,58 275 1,274 1x10 43,936
72.SAAT | 6,84 1,50 26,1 1,090 1x10 45,516
Casamino - | 6.SAAT | 6,31 1,67 29,0 1,418 3x10° 43,345
Glikoz 24SAAT | 6,20 1,65 28,6 1,966 3,1x10° | 43,554
48.SAAT | 6,16 1,55 27,0 1,306 1,6 x10" | 43,762
72.SAAT | 6,11 1,57 273 1,111 3x10° 43,102
Casamino - | 6.SAAT | 6,76 1,77 30,6 1,475 1x10° 43,658
Laktoz 24SAAT | 6,64 1,59 27,6 1,490 3,6x10° | 45,047
48.SAAT | 6,62 1,59 27,6 1,379 1,7x10" | 42,946
72.SAAT | 6,59 1,59 27,6 1,256 2 x10° 43,519

B31 izolat: (P. acidilactici-B31) karbon kaynagi olarak glikoz, azot kaynagi

olarak pepton iceren besi ortaminda 24 saatte en yiiksek EPS miktarini

(45,689mg/L) tiretmistir. Viskozitesi 1,51 mpas olarak ol¢tilmiistiir.
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3.7. Cevap-Yiizey Metodu ile EPS Uretiminin Optimizasyonu

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen degerler goz oniine alinarak besi
ortamlarinin farkli miktarlarinda izolatlarin Cevap Yiizey Metodu (Response
Surface Method) ile azot ve karbon konsantrasyonu ve sicakligin etkisi
belirlenmistir. En yliksek karbohidrat miktarlarinin oldugu degerler not edilmistir.
Calismalar sonucunda elde edilen degerler sirasi ile ¢izelge 3.16., cizelge 3.17.,
cizelge 3.18., cizelge 3.19., cizelge 3.20., cizelge 3.21., cizelge 3.22., ¢izelge
3.23., ¢izelge 3.24. ve ¢izelge 3.25.” de verilmistir. Ayrica izolatlarin 3 Boyutlu
Cevap Yiizey (Response Surface) sonuclari da sirasiyla sekil 3.14, sekil 3.15,
sekil 3.16., sekil 3.17., sekil 3.18., sekil 3.19., sekil 3.20., sekil 3.21., sekil 3.22.,
sekil 3.23° de verilmistir. Yapilan deneyler ANOVA testi ile degerlendirilmistir.
ANOVA iki yada daha fazla bagimsiz degiskenlerin kendi aralarinda nasil
etkilesime girdigini ve bu etkilesimlerin bagimli degisken tizerindeki etkilerini
analiz etmek i¢in kullanilan istatistiksel bir tekniktir. ANOVA testinde F ve P
degerleri bulunmaktadir. F, verilerdeki sistematik varyans miktarini sistematik
olmayan varyansla karsilastirir. F, deneysel uyarinin etkili oldugunu sdyler ama
spesifik olarak etkinin ne oldugunu soylemez. P, ANOVA ¢izelgesunda Ki
anlamlilik degerini belirtmektedir. p < 0,01 ise bu deger istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmektedir. Bu modele gore elde edilen verilerin uygun kalitesi,
deneysel ve modellenen veri arasindaki korelasyon katsayisi, R? dikkate alinarak
degerlendirilmektedir. R? degerine yakin degerler testin  dogrulugunu

gostermektedir.
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Cizelge 3.16. Et-Glikoz Besi Yeri ile L.reuteri-E60 izolatinin Optimizasyon Sonuglari

-

=P G =8 8_3
S > TS s< SIXE
= S S e o <o 55
E € |5 |2 %o s | E> g o)
B 5 S < r |£€9 <5 | 9¢ O <SS i
A Nz < N2 = Sd =2 | Ew s W

mpas % Toplam | Toplam

sayim EPS

(mg/L) (mg/L)

8°C 75 75 24SAAT [589 | 1,66 28,8 | 0,84 1x 10° 41,950

15°C |10 10 24.SAAT [579 |1,82 315 |095 1x 10* 44,300

5 5 24.SAAT |6,05 | 1,40 245 | 0,86 6x 10° 43,589

10 5 24SAAT |588 | 1,50 26,1 | 0,86 6x 10° 43,085

5 10 24.SAAT |6,08 | 1,67 29,0 |0,99 1,1x 10% | 43,953

25°C |75 75 24SAAT [ 4,90 | 157 273 1,01 [5x 10° 43,815

75 75 489 | 1,63 283 | 101 |4,7x 10° | 45,950

75 75 492 | 1,61 28,0 | 1,00 |4,6x 10° | 43,895

75 75 490 | 1,57 273 | 1,01 53x 10° | 43,940

75 75 488 | 1,61 28,0 |1,01 |[4,4x 10° | 44,020

75 75 489 | 157 27,3 [ 1,00 |[4,7x 10° | 43,925

75 33 24SAAT [505 | 1,36 238 | 0,75 1,3x 10° | 45,307

33 75 24.SAAT [500 | 142 248 1083 [99x 10° | 44,682

11,7 |75 24SAAT [500 |1,73 30,0 | 1,05 2,2x 10° | 45,040

75 11,7 | 24.SAAT |[492 [1,82 315 |105 |[54x 10° | 45,095

35°C |10 10 24SAAT | 462 | 1,68 29,1 | 1,08 |[4,3x 10° | 45,170

5 10 24SAAT | 462 | 143 25,0 | 0,88 2,4x 10° | 44,320

5 5 24.SAAT | 4,63 | 1,26 221 092 |[30x 10° | 46,193

10 5 24SAAT | 458 | 144 251 | 096 |35x 10° | 46,101

42°C |75 75 24.SAAT | 4,40 |162 28,1 | 0,94 1,7 x 10° | 45,175

E60 izolatinin et-glikoz besi ortaminda farkli sicaklik , karbon ve azot

degerlerinde toplam karbohidrat miktarlar1 belirlenmistir. En yliksek karbohidrat

miktarmi 35 °C de % 5 karbon ve % 5 azot oranlarinda iirettigi belirlenmistir.
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Sekil 3.14. L.reuteri-E60 izolatinin EPS iiretiminin Cevap Yiizey (Response Surface) Grafigi
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Cizelge 3.16.1. L.reuteri-E60 izolatinin EPS Uretimi Optimizasyonunun Varyans (ANOVA)

Analizi

Kaynak DF ndj 53 ndj MS F P
Regresyon 9 18,9827 2,1082 238,00 0,000
Dodrusal 3 11,3325 3, 7775 428,24 0,000

T 1 11,0434 11,0434 1246,10 0,000

Cs= 1 0, 1060 0,1060 11,96 0,008
REOLE 1 0,1832 0,1832 20,67 0,001
Eogeli 3 4,7424 1,5808 178,37 0,000
T*T 1 0, 2280 0, 2280 25,72 0,000
Ca*Cs 1 1,6011 1,8011 180,66 0,000
REZOCE*REOL: 1 2,9642 22,9642 334,47 0,000
Etkilesim 3 2,9078 0, 9693 109,37 0,000
T*C=3 1 0,1047 0,1047 11,81 0,008
T*hzot%: 1 22,4013 2,4013 270,948 0,000
Ca*AzoLE 1 0,4019 0,4019 45,34 0,000

R-Sq = 99,54% R-Sq(pred) = 97,20% R-Sq(adj) = 99,12%

E60 izolati i¢in yapilan Cevap Yiizey (Response Surface) metodunda
minimum ve maksimum noktalardaki yiiksek EPS degerleri verilmistir. EPS
tiretimindeki artis  degiskenlerin minimum ve maksimum nokta aralifinda
goriilmiistiir, ara degere yaklastikca azalma gostermistir. EPS iiretimi 45°C’de
iken karbon ve azot miktarlarinin en diisiik ve en yliksek degerlerinde EPS tiretimi
fazla olmustur. Karbon ve azot degerlerinin u¢ degerlerinden orta degerlere dogru
gidildikge EPS iiretiminde azalma meydana gelmistir. E60 izolatt igin optimum
tireme sicakhiginin 42°C , karbon ve azot miktarlarmm % 3,3 oldugu ve EPS
tiretiminin 49,07 oldugu not edilmistir. ANOVA testine gore karbon, azot ve
sicaklik degiskenlerin ve etkilesimlerinin model {izerine olan etkileri F ve P
degerleri ile verilmistir. Izolatin biiyiimesinde karbon ve azot kaynaklar1 daha ¢ok
etkili olmaktadir. R? degeri %99,12 olarak bulunmus ve yapilan deneylerin

sonuglariin model ile uyumlu oldugunu goéstermistir.
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Cizelge 3.17. Maya-Laktoz Besi Yeri ile E.faecium-M96.2 Bakterisinin Optimizasyon Sonuglart

. |22 | :

= 2 | Z¢ E_%
S > TS s < SIXE
c s |8 |ZE S <z T2 <=
S = ] = } Mo vr = > RV
S = S < T Z S <5 | o< OINE=I
A Nz < N2 = ) =2 | Ew =V E=NT)

mpas % Toplam

EPS

(mg/L)

8°C 75 75 24SAAT 6,73 | 1,74 30,1 | 1,227 | <30 39,856

15°C |10 10 24.SAAT |6,73 | 185 32,0 | 1,117 |<30 40,932

5 5 24SAAT | 7,04 | 144 251 | 1,107 |55x10* | 41,019

10 5 24.SAAT [6,80 | 1,64 285 |1,02 |1,40x10" | 39,179

5 10 24.SAAT | 7,04 | 152 265 | 1,096 |1,31x10" | 42,807

25°C |75 75 24.SAAT [6,82 | 1,67 29,0 |1,294 | 1,46x10° | 42,095

75 75 6,85 | 1,70 295 [1225 |1,95x10° | 42,495

75 75 6,80 | 1,66 28,8 | 1,226 | 1,40x10° | 42,929

75 75 6,78 | 1,63 283 | 1,220 | 1,28x10% | 42,807

75 75 6,82 | 1,67 29,0 | 1,286 | 1,38x10° | 42,981

75 75 6,81 | 1,66 28,8 | 1,225 |2,10x10%® | 42,373

75 3,3 24SAAT [6,49 | 150 26,1 | 0,999 |123x10° | 42,408

3,3 75 24 SAAT | 6,65 | 1,47 256 |094 |1,33x10° | 43,259

11,7 |75 24.SAAT |6,77 | 192 331 |1,074 |126x10° | 42477

75 11,7 | 24SAAT |6,76 | 1,95 336 | 1261 | 1,96x10° | 43,172

35°C |10 10 24SAAT [652 | 1,85 32,0 |1,157 |1,87x10° | 43,953

5 10 24SAAT [634 | 154 26,8 | 1,029 | 1,23x10° | 44,241

5 5 24SAAT |6,12 | 144 251 | 1,205 |2,17x10° | 44,908

10 5 24.SAAT [6,25 | 1,56 27,1 0,918 |2,40x10° | 44,509

42°C |75 75 24.SAAT [6,77 | 1,70 295 | 1,144 | 1,97x10° | 44,491

M96,2 izolatinin maya-laktoz besi ortaminda farkli sicaklik , karbon ve azot

degerlerinde toplam karbohidrat miktarlar1 belirlenmistir. En yiiksek karbohidrat

miktarmi 35°C de % 5 karbon ve % 5 azot oranlarinda iirettigi belirlenmistir.
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Sekil 3.15. E.faecium-M96.2 izolatimin EPS Uretiminin Cevap Yiizey (Response Surface) Grafigi
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Cizelge 3.17.1. E.faecium-M96.2 izolatinin EPS Uretimi Optimizasyonunun Varyans (ANOVA)
Analizi

Kavnak OF Ldj S5 2dy MS F E
Regresvon a9 41,6668 4,6296 34,33 0,000
Dodgrusal 3 37,0942 12,3647 91, &8 o, 000
T 1 33,7503 33,7503 250, 24 o, 000
C3 1 22,3934 22,3934 17,75 0,002
AEoOLE 1 0,9505 0,49505 7,05 0,024
Kogeli 3 00,5889 0,1363 1,48 0,285
T*T 1 0,2743 0,2743 2,03 0,184
Ce*C= 1 0,16868 00,1668 1,24 0,292
Lrzoti*Rzocs: 1 0,0923 0,0923 0,88 0,427
Eckilegim 3 3,9838 1,3279 9,85 0,002
T*Cs= 1 1,1481 1,14681 8,50 0,015
T+*AzocE 1 22,8370 22,8370 21,03 0,001
C3*RZoOTS: 1 0,0007 o,0007 o, 01 0,94

R-Sq = 96,86% R-Sq(pred) = 84,95% R-Sq(adj) = 94,04%

M96.2 izolati i¢in yapilan Cevap Yiizey (Response Surface) metoduna gore
elde edilen sonuglar siire¢ degiskenlerinin artisindaki degerleri géstermektedir.
EPS iretimindeki artis degiskenlerin minimum degerinde goriilmiistiir, orta
degere yaklastikga azalma gostermistir. EPS iiretimi 45 °C’de iken karbon en
yiiksek degerde yiiksek, azot miktarlarinin en diisiik ve en yiiksek degerlerinde
EPS iiretimi fazla olmustur. Karbon ve azot degerlerinin u¢ degerlerinden orta
degerlere dogru gidildik¢ce EPS iiretiminde azalma meydana gelmektedir. EPS
tiretimi minimum karbon degerinde ve maksimum azot degerinde en yiiksek
miktarda iiretilmektedir. M96.2 izolat igin optimum iireme sicakliginin 42 °C,
karbon miktarinin % 11,7, azot miktarinin da % 3,3 oldugu not edilmistir. EPS
tiretiminin 46,97 oldugu bulunmustur. ANOVA testine gore P degeri 0,05’den
kiiclik olan parameter model iizerinde etkilidir. Buna gore Cs*Cs’nin P degeri
0,292 , Azot% *Azot% un P degeri 0,427 , Cs*Azot%’ un P degeri 0,94 oldugu
icin etkisizdir. R? degeri %94,04 olarak bulunmus ve yapilan deneylerin

sonuclarinin model ile uyumlu oldugunu gostermistir.
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Cizelge 3.18. Maya-Laktoz Besi Yeri ile E.faecium-G37 Bakterisinin Optimizasyon Sonuglar

farmy 82
S = s g ; i“g/ s % =
2 € |& |§2 |& |58 S 128 |RSE
mpas | % Toplam
EPS (mg/L)
8°C |75 |75 |[24SAAT [649 [1,71 [296 |[1,131 |<30 42,043
15°C |10 10 24SAAT [6,66 |1,88 [325 [1,32 [<30 42,251
5 5 24SAAT | 703 [144 [251 [1275 |<30 41,366
10 5 24SAAT [682 [162 [281 [1,149 |<30 41,852
5 10 24SAAT |70 [151 [263 [1,18 |[<30 44,839
25°C |75 |75 |[24SAAT [670 |1,66 |288 | 1,426 |1,61x10° |43,606
75 |75 6,68 | 162 |281 | 1,401 |1,45x10° | 43,485
75 |75 6,71 | 167 |[29,0 | 1,415 | 1,55x10° | 42,950
75 |75 6,70 | 1,64 |285 |1,410 |1,68x10° | 43,797
75 |75 6,72 | 166 |288 | 1,422 [1,19x10" | 43,293
75 |75 6,74 | 1,67 [290 | 1,426 |1,58x10" | 43,821
75 |33 [24SAAT [629 [147 [256 |1,305 |1,52x10° | 42,378
33 |75 |[24SAAT [641 [151 [263 [1,313 | 1,40x10° | 43,172
11,7 |75 |24SAAT [6,65 |[1,83 [316 | 1,346 | 1,37x10° | 41,976
75 |11,7 [ 24SAAT [672 [1,90 [328 [138 |1,60x10° | 44,856
35°C |10 10 24SAAT [628 [183 [316 [135 | 1,26x10° | 43,068
5 10 24SAAT [6,05 [ 158 |275 |1,013 |2,10x10° | 4522
5 5 24SAAT [596 [144 [251 [1,291 |2,40x10° | 44,542
10 5 24SAAT [602 [163 [283 [1225 |1,87x10° | 43,554
42°C |75 |75 |24SAAT |6,70 | 158 |[275 [ 1,283 |<30 45,446

G37 izolatinin maya-laktoz besi ortaminda farkli sicaklik , karbon ve azot

degerlerinde toplam karbohidrat miktarlar1 belirlenmistir. En yliksek karbohidrat

miktarimi 42 °C’ de % 7,5 karbon ve % 7,5 azot oranlarinda iirettigi belirlenmistir.
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Sekil 3.16. E.faecium-G37 izolatinin EPS Uretiminin Cevap Yiizey (Response Surface) Grafigi

Surface Plot of EPS vs Cs; T
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Cizelge 3.18.1. E.faecium-G37 izolatimn EPS Uretimi Optimizasyonunun Varyans (ANOVA)

Analizi

Kaynak DF  2dj 55 =2dj MsS F P
Eegreayon 9 24,8433 2,7604 16, 34 a, 000
Dofruzal 3 19,0080  &,3360 37,50 a, 000

T 1 10,1941 10,1941 60, 34 a, 000
hzotk 14,9614  4,9614 29,37 a, 000

Cs 13,8524 35,8524 22,80 a, 00l
Hegeli 31,7633 0,5878 3,48 o, 058
T*T 1 00,1350 00,1350 a, &80 0,39z
Lzoti*Rzot: 1 00,0385 0,0385 a,23 0,643
Ca*Ca 11,4488 11,4486 8,57 a,015
Etkilegim 3  4,0726 1,3575 8,04 0,005
T*LzoTE 11,8928 1,6928 10,02 a, 010
T*Ca 10,1347 00,1347 a, &80 0,393
Bzoti*Ca 12,2451  2,2451 13,2 a, 004

R-Sq = 93,63% R-Sq(pred) = 61,64% R-Sq(adj) = 87,90%

G37 izolat1 i¢in yapilan Cevap Yiizey (Response Surface) metoduna gore
elde edilen sonuglar siire¢ degiskenlerinin artigindaki degerleri gostermistir. EPS
tiretiminde ki artig karbonun orta degerlerinde, azot degerlerinin ise ug
degerlerinde yiiksek olarak bulunmustur. Azot miktarinda ki degerleri ara
degerleri dogru gidildik¢e EPS miktarinda azalma gorilmiistiir. G37 izolati igin
optimum tireme sicaklig1 42°C, karbon miktarinin %3,3 ve azot miktarinin % 11,7
oldugu bulunmustur. Maksimum EPS {iretimi 46,94 olarak bulunmustur. ANOVA
testine gore izolatm EPS iretiminde karbon degerinin anlamli oldugu
gosterilmistir. T*T” nin P degeri 0,392 ve Azot%*Azot% un P degeri 0,643
oldugu icin etkisizdir. R? degeri % 87,90 olarak bulunmustur ve deneysel

sonuglarin model ile uyumlu oldugu gosterilmistir.
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Cizelge 3.19. Et-Glikoz Besi Yeri Ile L.farciminis-109.1 Bakterisinin Optimizasyon Sonuglar1

z 7 E
. = |z | B
L= > 5 2 2 |57 1szz=
s |5 | |25 se |, |SEEsEs
i € |2 |§e |E |52 SCRE YR S
mpas | % Toplam
EPS (mg/L)
8°C 7,5 7,5 24 SAAT | 559 | 1,79 31,0 | 1,471 | <30 39,318
15°C 10 10 24 SAAT | 533 | 2,24 38,5 | 1,389 | <30 45,873
5 5 24 SAAT | 551 | 1,70 29,5 | 1,045 | <30 40,429
10 5 24 SAAT | 539 | 1,83 31,6 | 1,09 <30 41,54
5 10 24 SAAT | 545 | 1,99 34,3 | 1,698 | <30 41,679
25°C 7,5 7,5 24 SAAT | 542 | 1,95 33,6 | 1,299 | <30 42,425
7,5 7,5 543 | 1,90 32,8 |1,290 | <30 42,373
7,5 7,5 541 | 1,90 32,8 | 1,292 | <30 42,252
7,5 7,5 543 | 1,95 33,6 | 1,298 | <30 42,321
7,5 7,5 542 | 1,90 32,8 | 1,294 | <30 42,668
7,5 7,5 543 | 1,95 33,6 | 1,298 | <30 42,148
7,5 3,3 24SAAT | 555 | 1,70 29,5 | 1,107 | 2,10 X10° | 41,748
3,3 7,5 24SAAT | 566 | 1,72 29,8 | 1,077 | 2,29 X10° | 42,321
117 | 7,5 24 SAAT | 5,38 | 1,90 32,8 | 0,945 | <30 45,429
7,5 11,7 | 24.SAAT | 543 | 2,19 37,6 | 1,366 | <30 44,786
35°C 10 10 24SAAT | 543 | 1,69 29,3 | 1,103 | 2,46 X10° | 47,148
5 10 24SAAT | 551 | 157 27,3 | 1,221 | 2,78 X107 | 44,439
5 5 24SAAT | 524 | 1,77 30,6 | 0,962 | 2,39X10° | 45,116
10 5 24SAAT | 535 | 1,79 31,0 | 1,018 | 2,83 X10° | 44,387
42°C 7,5 7,5 24SAAT | 536 | 1,74 30,1 | 1,225 | 2,87 X10° | 44,335

109.1 izolatinin et-glikoz besi ortaminda farkli sicaklik , karbon ve azot

degerlerinde toplam karbohidrat miktarlar1 belirlenmistir. En yliksek karbohidrat

miktarini 35 °C’ de % 10 karbon ve % 10 azot oranlarinda iirettigi belirlenmistir.
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Sekil 3.17. L.farciminis-109.1 izolatinin EPS Uretiminin Cevap Yiizey (Response Surface) Grafigi
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Cizelge 3.19.1. L.farciminis-109.1 izolatinin EPS Uretimi Optimizasyonunun Varyans (ANOVA)

Analizi

Eavnak DF 2dj 33 2dj M3 F E
Begreayon 9 70,8538 7,872% 35,32 0,000
Dodrusal 3 52,7242 17,5747 78,84 0,000

T 1 29,3085 29,3085 131,47 0,000

Ca 1 11,4631 11,4631 51,42 0,000
Lzots 1 11,9525 11,9525 53,62 0,000
Kiigeli 3 99,3017 3,3006 14,81 0,001
T+T 1 0,0087 0,0087 0,03 0,866
Ca*Ca 17,1150 17,1150 31,92 0,000
Lzoti*Lzotd 1 3,4275 33,4275 15,38 0,003
Etkilegim 3 B,2278  2,742% 12,30 0,001
T*C3 11,3820 11,3820 6,20 0,032
T*RzZots 1 1,5304 1,5304 6,87 0,026
Ca*hzotd 1 55,3154 5,3154 23,8 0,001

R-Sq =96,95% R-Sq(pred) =78,26% R-Sq(adj) =94,20%

109.1 izolatr i¢in yapilan Cevap Yiizey (Response Surface) metoduna gore
elde edilen sonuclar en yiiksek EPS miktarlarini gdstermistir. EPS tiretimindeki
artis  degiskenlerin maksimum degerinde goriilmiistiir, maksimum degerden
asagiya dogru gidildikge azalma goriilmistiir. 109.1 izolati i¢in optimum tireme
sicakhiginin 32°C, karbon ve azot miktarlarmm %11,7 oldugu not edilmistir.
Maksimum EPS iiretimi 51,14 olarak hesaplanmigtir. EPS {iretiminde azot, karbon
ve sicaklik degiskenlerinin ve etkilesimlerinin etkileri F ve P degerleri ile
verilmistir. Verilen bu degerlere gore T*T’ nin P degeri 0,866 olarak bulundupu
icin bu parameter etkisiz olarak bulunmustur. R? degeri 9%94,20 olarak
hesaplanmis ve deneyde elde edilen sonuglar ile model tarafindan verilen

degerlerin uyumlu oldugu ispatlanmugtir.
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Cizelge 3.20. Et-Laktoz Besi Yeri Ile L.reuteri-M80 Bakterisinin Optimizasyon Sonuglar1

e |22 .
|2 E =
< £ = - p= i“g/ = 'E 2
r |5 |s |ZE€ S B 2 |23 |T8¢
E |8 |5 |23 |: |28 2 |53 |85¢%
A X < N £ s | > 2 > F @ F ¥ =
mpas | % Toplam
EPS (mg/L)
8°C |75 |75 |[24SAAT 605|207 [356 [1162 |54x 10° |43,797
15°C |10 10 24SAAT | 591 [ 2,64 |[451 [1252 [70x 10° | 45,29
5 5 24SAAT [ 6,24 [ 2,00 [345 [1365 |92x 10° | 42304
10 5 24SAAT [ 6,03 [ 230 [395 [1273 |65x 10° | 44,179
5 10 24SAAT | 6,07 [ 236 [405 |[1,178 |[1,71x 10° | 43,05
25°C |75 |75 |24SAAT 584 [226 |[388 |1,209 |1,04x 10" | 44,092
75 |75 586 227 |390 |1,205 |1,25x 10" | 44,370
75 |75 585 228 [391 |[1210 |[1,32x 107 | 44,161
75 |75 584 226 [388 |[1,209 | 1,14x 107 | 44,092
75 |75 586 [ 2,28 [391 |[1205 |[1,23x 10 | 44,526
75 |75 583 218 [375 |[1,200 |2,15x 10° | 44,352
75 |33 [24SAAT [ 6,04 [204 [351 [1124 |165x 10° | 41,991
33 |75 |[24SAAT [6,08 213 [366 |1,133 |1,22x 10" | 43,45
11,7 |75 | 24SAAT | 471 [ 2,77 |473 [1116 |118x 10° | 46,418
75 |11,7 [24SAAT [ 585 292 [498 [1333 |1,73x 10° | 43,71
35°C |10 10 24SAAT [ 539 [ 2,76 |[47,1 [1,308 |1,38x 10° | 45,359
5 10 24SAAT | 572 [ 2,32 [398 [1124 [247x 10° | 44,63
5 5 24SAAT [ 573 [ 1,98 |[341 [1,096 | 1,45x 10% | 43,571
10 5 24 SAAT | 551 [ 218 [375 [1,259 |1,83x 10% | 44,196
42°C |75 |75 |24SAAT [560 [228 [391 |1,279 | 1,50x 10% | 44,561

@) ANADOLU UN

M80 izolatinin et-laktoz besi ortaminda farkli sicaklik , karbon ve azot
degerlerinde toplam karbohidrat miktarlar1 belirlenmistir. En yliksek karbohidrat
miktarin1 25 °C’ de % 11,7 karbon ve % 7,5 azot oranlarinda iirettigi

belirlenmistir.
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Sekil 3.18. L.reuteri-M80 izolatinin EPS Uretiminin Cevap Yiizey (Response Surface) Grafigi
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Cizelge 3.20.1. L.reuteri-M80 izolatinin EPS Uretimi Optimizasyonunun Varyans (ANOVA)

Analizi

Kaynak DF  2dj 55  Rdj M5 F B
Eegresyon 9 18,4541 2,05045 37,07 0,000
Dofrusal 3 12,8723 4,29076 77,56 0,000

T 11,3027 1,30269 23,55 0,001

Ca 1 §,0123 8,01234 144,24 0,000
Lzotk 1 3,5573 3,55726 64,30 0,000
Khigeli 3 4,5848 1,52826 27,63 0,000
T+*T 1 0,0006 0,00063 0,01 0,917
Ca*Cs 1 1,0783 1,07826 19,49 0,001
BzotE*Azot: 13,0808 3,09080 55,87 0,000
Etkilegim 3 0,9970 0,33235 6,01 0,013
T*Ca 1 0,3529 0,95289 17,23 0,002
T*Rzots: 1 0,0167 0,0l665 o,30 0,595
Ca*hzots 1 0,0275 0,02750 0,50 0,49

R-Sq = 97,09% R-Sq(pred) = 88,14% R-Sq(adj) = 94,47%

M8O0 izolat1 i¢in yapilan Cevap Yiizey (Response Surface) metoduna gore
elde edilen sonuglar siire¢ degiskenlerinin artisindaki degerleri gdstermektedir.
EPS iretimindeki artis degiskenlerin farkli degerlerinde yiiksek miktarda
goriilmektedir. Diisiik sicaklik, yiiksek karbon miktarinda EPS iiretimi fazladir ve
yiiksek sicaklik, ara azot degerinde EPs iiretimi fazla olarak bulunmustur. Karbon
degerinde azalma meydana geldiginde EPS iiretimi azalmaktadir. Azot degerinde
orta degerden u¢ degerlere dogru gidildikce EPS {iretiminde azalma meydana
gelmektedir. EPS iiretimi %10 karbon degerinde ve %7,5 azot degerinde en
yiiksek miktarda iiretilmektedir. M80 izolat1 i¢in optimum iireme sicakligmin 8°C,
karbon miktarinin %11,7 ve azot miktarinin % 8,9 oldugu not edilmistir. En
yiiksek EPS iiretimi 46.9 olarak hesaplanmistir. ANOVA testine gére T*T nin P
degeri 0,917 , T*Azot%’ nin P degeri 0,595 ve Cs*Azot%’nin P degeri 0,49
olarak bulundugundan bu degerleri etkisizdir. R? degerinin % 94,47 olarak
hesaplanmas1 yapilan deneysel sonuclarin model ile uyum gosterdigi

ispatlanmugtir.
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Cizelge 3.21. Pepton-Laktoz Besi Yeri ile E.faecium-G36 Bakterisinin Optimizasyon Sonuglari

S o .
M D E 3 —~
[ - T 2 8 2
- E o e < = o~ o
B =z NI 5 = = = T & E
= s |8 |ZFE S & b <3 |T %=+
e~ pS) = S N 78 = > T %)
S 5 S < r |2 8 < 5 Z o) 2 a
% ¥ < N £ 3 > o o E o = ;5 > W
mpas % Toplam EPS
(mg/L)
8°C 75 7,5 24 SAAT | 6,11 | 1,77 30,6 | 1,05 <30 41,991
15°C | 10 10 24.SAAT | 596 | 1,99 34,3 | 1,234 | <30 42,165
5 5 24SAAT | 621 | 1,44 25,1 | 0,946 | <30 43,606
10 5 24.SAAT |6,04 |1,81 31,3 | 1,124 | <30 42,859
5 10 24.SAAT | 6,06 | 1,82 31,5 | 1,045 | <30 41,731
25°C |75 75 24.SAAT | 545 | 1,79 31,0 | 1,02 2,12 X10" | 42,373
75 7,5 548 | 1,77 30,6 | 1,00 |2,08X10" | 42,599
75 75 550 | 1,81 31,3 | 1,06 2,25 X10" | 42,269
75 75 548 | 1,79 31,0 | 1,03 2,06 X10" | 42,425
75 75 547 | 1,81 31,3 | 1,05 2,17 X10" | 42,582
75 75 545 | 1,77 30,6 | 1,00 2,05 X10" | 42,113
75 33 24 SAAT | 523 | 1,64 28,5 | 1,06 1,97 X10" | 44,456
33 75 24.SAAT | 540 | 1,45 25,3 | 0,968 | 2,28 X10" | 41,887
11,7 |75 24.SAAT | 564 | 2,02 348 | 1,106 | 2,03 X10° | 42,825
75 11,7 | 24.SAAT | 5,75 | 1,94 33,5 | 1,065 |2,34X10° | 43,571
35°C |10 10 24SAAT | 544 | 1,78 30,8 | 1,023 | 2,36 X10° | 43,866
5 10 24SAAT |529 | 1,71 296 | 1,102 | 2,66 X10° | 42,72
5 5 24.SAAT |501 | 1,43 25,0 | 0,98 2,51 X10° | 43,345
10 5 24.SAAT | 498 | 1,65 28,6 | 1,004 | 1,99 X10° | 44,109
42°C |75 7,5 24.SAAT |532 | 1,92 331 |13 2,56 X107 | 43,207

G36 izolatinin pepton-laktoz besi ortaminda farkli sicaklik , karbon ve azot

degerlerinde toplam karbohidrat miktarlar1 belirlenmistir. En yiiksek karbohidrat

miktarmi 25 °C* de % 7,5 karbon ve % 3,3 azot oranlarinda iirettigi belirlenmistir.
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Sekil 3.19. E.faecium-G36 izolatinin EPS Uretiminin Cevap Yiizey (Response Surface) Grafigi
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Cizelge 3.21.1. E.faecium-G36 izolatimn EPS Uretimi Optimizasyonunun Varyans (ANOVA)

Analizi
Eavnak DF A4y 53 Ldj MS E P
Eegresyon 9 11,0840 1,23156 30,80 0,000
Dofdrusal 34,9134 1,83781 40,946 0,000
T 12,3992 2,39915 60,01 0,000
Ca 1 0,7379% 0,73791 18,45 0,002
hzot: 11,7784 1,77636 44,43 0,000
Hegeli 3  4,88358 1,62882 40,73 a, 000
T*T 1 00,0873 0,08727 2,18 0,170
Ca*Ca 1 0,0009 0,00094 0,02 0,881
LZoTtE*Lz0OL: 1 4,8133 4,813268 120,38 0,000
Etkilegim 31,2848 0,42825 10,71 0,002
T*Cs 10,8177 0,81772 15,45 0,003
T#Lzotd 10,3617 0,36188 9,05 a,013
Ca*Lzotk 1 0,3054 0,30537 7,64 0,020

R-Sq = 96,52% R-Sq(pred) = 81,76% R-Sq(adj) = 93,39 %

G36 izolatr i¢in yapilan Cevap Yiizey (Response Surface) metoduna gore
elde edilen sonuclar EPS miktarindaki degisimleri gostermektedir. Yiiksek
sicaklik degerinde ve yiiksek karbon degerinde EPS firetimi fazladir. Diisiik ve
yiiksek sicaklik ve azot degerlerinde EPS firetiminin fazla oldugu bulunmustur.
G36 izolat1 igin optimum iireme sicakliginin 42°C, azot ve karbon miktarlarinin %
11.7 oldugu not edilmistir. Maksimum EPS iretimi miktar1 46,65 olarak
bulunmustur. Yapilan deney sonucunda karbon ve azot kaynaklari arasindaki
optimal dengenin yiiksek EPS veriminin elde edilmesinde gerekli oldugu
gosterilmigtir. EPS  iiretiminde kullanilan faktorlerden T*T ve Cs*Cs
parametrelerinin P degerleri 0,05’den biiyiikk oldugu i¢in bu degerleri etkisiz
olarak bulunmustur. R? degerinin %93,39 olarak bulunmast deneysel sonuglarin

model ile uyumlu oldugunu ispatlamigtir.
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Cizelge 3.22. Et-Laktoz Besi Yeri ile L.reuteri-B26 Bakterisinin Optimizasyon Sonuglari

= 2 >
= _ |E| 2| &g 2
= g |z | = < X o » |a O ga = E o
s |2 |Jfe |[% |52 Sge=z2 855
mpas | % Toplam EPS (mg/L)
8°C |75 |75 |24SAAT [6,00 212 [365|1,593 <30 39,856
15°C [ 10 |10 [ 24.SAAT [ 5,86 | 249 |42,6] 1,788 | <30 40,828
5 5 24SAAT [ 6,24 191 [330] 1,38 [ <30 43,988
10 |5 24SAAT [ 599 [ 231 [ 396 | 1,139 | 4x10° |44,3
5 10 | 24.SAAT [ 6,01 | 240 |41,1[1,175]3,1x10° | 40,95
25°C |75 |75 |24SAAT |598 |240 |41,1] 1,487 [59x10° | 41,61
75 |75 596 | 2,39 | 41,0 | 1,485 | 57x10° | 41,369
75 |75 5,80 | 2,39 | 41,0 | 1,480 | 55x10° | 40,168
75 |75 597 [ 2,40 |41,1] 1,490 | 6,1x10° | 41,731
75 |75 598 | 2,40 | 41,1 [ 1,484 |56x10° | 40,644
75 |75 592 | 2,39 | 41,0 1,482 |50x10° | 42373
75 |33 |24SAAT [6,23 (2,07 [356 1,333 4,0x10° | 44,908
33 |75 |24SAAT 6,28 [2,13 |36,6 | 1,333 | 4,3x10° | 44,144
11,7 [ 75 | 24.SAAT | 588 | 2,77 | 47,3 | 1,555 | 1,92x10° | 45,012
75 | 11,7 | 24SAAT [ 591 [ 2,94 [ 5,01 | 1,303 | <30 43,137
35°C |10 |10 |24.SAAT 581 292 |498 1,297 | 63x10° | 46,349
5 10 | 24.SAAT [ 587 | 2,54 | 435 | 1,550 | 2,13x 107 | 43,658
5 5 24.SAAT | 6,15 [ 2,09 36,0 | 1,09 | 1,89x10° | 43,692
10 |5 24.SAAT [ 595 [ 250 | 42,8 | 1,394 | 1,39x 10 | 45,707
42°C |75 |75 |24SAAT |541[254 |[453 1,185/ 1,35 43,311
x 10%°

B26 izolatinin et-laktoz besi ortaminda farkli sicaklik , karbon ve azot

degerlerinde toplam karbohidrat miktarlar1 belirlenmistir. En yiiksek karbohidrat

miktarmi 35 °C* de % 10 karbon ve % 10 azot oranlarinda iirettigi belirlenmistir.
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Sekil 3.20. L.reuteri-B26 izolatinin EPS Uretiminin Cevap Yiizey (Response Surface) Grafigi

Surface Plot of EPS vs Cs; T
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Cizelge 3.22.1. L.reuteri-B26 izolatimin EPS Uretimi Optimizasyonunun Varyans (ANOVA)

Analizi

Kavnak DF 2dg 55 A4y MS F P
Regresyon 9 £5,9339 7,.3260 18,24 a,000
Dofrusal 3 25,5402 &,5134 21,20 a,000
T 1 16,8077 16,8077 41,86 0,000
Cs 1 2,8579 2,9579 7,37 0,022
Rzot: 1 5,7746 5,7746 14,38 0,004
Ktgeli 3 31,5039 10,5013 26,15 0,000
T*T 1 0,2401 0,2401 0,80 0,457
C3*Cs3 1 20,3323 20,3323 50, 63 0,000
MEZoLE*AEZ0LE 1 14,1644 14,1644 35,27 a,0a00
Etkilegim 3 8,8898 2,9633 7,38 0,007
T*Cs 1 2,5433 2,5493 6,35 0,030
T*Azots: 1 66,3332 6,3332 15,77 0,003
Ca*hzotd 1 0,0073 0,0073 0,02 0,895

R-Sq = 94,26% R-Sq(pred) = 83,76% R-Sq(adj) = 89,09%

B26 izolati i¢in yapilan Cevap Yiizey (Response Surface) metoduna gore
elde edilen sonuclar EPS iretimi artisindaki degerleri gosterilmistir. EPS
iretimindeki artis degiskenlerin minimum ve maksimum degerlerinde
goriilmiistiir, orta degere yaklastik¢a azalma gostermistir. En fazla EPS diisiik
karbon ve yiiksek azot degerinde oldugu bulunmustur. EPS iiretimi 46 °C’de iken
karbon ve azot miktarlarmin en diisiik ve en yiiksek degerlerinde EPS iiretimi
fazla bulunmustur. Karbon ve azot degerlerinin u¢ degerlerinden ara degerlere
gidildik¢e EPS iiretiminde azalma meydana gelmistir. B26 izolati i¢in optimum
tireme sicakhiginin 42°C, karbon ve azot miktarlarmmn % 11,7 oldugu not
edilmigtir. EPS {iretimi degeri 53,17 olarak hesaplanmistir. ANOVA testine gore
EPS iiretiminde azot, karbon ve sicaklik degerlerinin etkili oldugu bulunmustur.
R? degerinin %89,09 olmasi da deneysel sonuglarin model ile uyumlu oldugunu

gostermistir.
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Cizelge 3.23. Pepton-Glikoz Besi Yeri ile P.acidilactici-B31 Bakterisinin Optimizasyon Sonuglari

o | =
£ o = E g _ 3
S > ] = = 5 S |2 Z 2 E
= s |8 | T E o & < |53 |$83 & =
= 8 s < o = T E o
s = <] B Q v & > o &8 M O
2 ¥ | < [N 2 s | > 2 >~ @ = = £
mpas | % Toplam EPS (mg/L)

8°C |75 |75 |24SAAT |564 |1,79 | 31,0/ 0,841 | <30 38,953

15°C | 10 10 24.SAAT | 553 | 1,95 | 33,6 | 1,133 | <30 40,776

5 5 24.SAAT | 565 | 1,60 | 27,8 | 1,101 | <30 42,148

10 5 24.SAAT | 556 | 1,88 | 32,5 | 1,156 | <30 42,234

5 10 24.SAAT | 562 | 1,85 | 32,0 | 1,087 | <30 43,293

25°C |75 |75 | 24SAAT | 555 |1,70 | 295 | 1,126 | <30 41,366

75 |75 554 | 1,72 | 29,8 | 1,124 | <30 41,488

75 |75 555|174 | 30,1 1,125 | <30 41,141

75 |75 554 | 1,72 | 29,8 | 1,123 | <30 41,019

75 |75 553 | 1,70 | 295 1,124 | <30 41,089

75 |75 553 | 1,70 | 295 1,124 | <30 41,158

75 |33 | 24SAAT [ 553|153 |266 | 111 |<30 43,137

33 |75 | 24.SAAT | 559 | 1,61 | 28,0 | 1,048 | <30 42,964

11,7 | 75 24 SAAT | 547 | 1,90 | 32,8 | 1,133 | <30 42,651

7,5 11,7 | 24 SAAT | 547 | 181 | 31,3 | 1,073 | <30 43,536

35°C | 10 10 24.SAAT | 539 | 1,99 |34,3] 1,151 | 1,96 X10° | 44,179

5 10 24.SAAT | 555 | 1,70 | 29,5 | 1,159 | 2,03 X10° | 44,405

5 5 24.SAAT | 557 | 1,58 | 27,5 | 1,499 | 2,68 X10° | 43,05

10 5 24 SAAT | 551 | 1,50 | 26,1 | 1,147 | 2,05 X10® 44,769

42°C | 7,5 7,5 24.SAAT | 533 [ 1,52 | 26,5 1,124 | 2,77 X10° 41,905

B31 izolatinin pepton-glikoz besi ortaminda farkli sicaklik , karbon ve azot

degerlerinde toplam karbohidrat miktarlar1 belirlenmistir. En yliksek karbohidrat

miktarmi 35 °C’ de % 10 karbon ve % 5 azot oranlarinda iirettigi belirlenmistir.
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Sekil 3.21. P.acidilactici-B31 izolatinin EPS Uretiminin Cevap Yiizey (Response Surface) Grafigi

Surface Plot of EPS vs Cs; T
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Cizelge 3.23.1. P.acidilactici-B31 izolatinin EPS Uretimi Optimizasyonunun Varyans (ANOVA)

Analizi

Kaynak DF R4y 55 Zdj MS F P
Begresyon 9 38,7509 4,0834 15,61 0,000
Dodrusal 3 12,4659 4,1553 15,89 0,000

T 1 12,2166 12,2166 46,71 0,000

Cs 1 0,1570 0,1570 0, &0 0,456
AZOLE 1 0,0923 0,0923 0,35 0,566
Kogeli 3 13,6294 6,5431 25,02 0,000
T*T 1 0,1314 0,1314 0,50 0,495
Ca*Cs 1 &,0079 &,0079 30, 62 a,000
RzotE*RAE0OLE 1 12,5304 12,5304 47,91 Q,000
Etkilegsim 3 4,6555 1,5518 5,93 0,014
T*C3 1 1,9247 1,9247 7,36 0,022
T*RzorE: 1 0,1453 0,1453 0,546 0,473
Ca*hzotE 1 2,5855 22,5855 9,89 0,010

R-Sq =93,36% R-Sq(pred) =52,12% R-Sq(adj) =87,38%

B31 izolati i¢in yapilan Cevap Yiizey (Response Surface) metoduna gore
elde edilen sonuglar EPS degerindeki degisimleri gostermektedir. EPS
tiretimindeki artis degiskenlerin minimum degerinde goriilmiistiir, orta degere
yaklastikca azalma gostermistir. EPS iiretimi 45°C’de iken karbon ve azot
miktarlariin en diisiik ve en yliksek degerlerinde EPS iiretimi fazladir. Karbon ve
azot degerlerinin u¢ degerlerinden orta degerlere dogru gidildik¢e EPS iiretiminde
azalma meydana gelmektedir. EPS iiretimi minimum karbon degerinde ve
maksimum azot degerinde en yliksek miktarda iiretilmektedir. Ayrica maksimum
karbon ve minimum azot degerinde de EPS fliretimi fazla miktarda goriilmektedir.
B31 izolat1 i¢in optimum iireme sicakligmin 42°C, karbon miktarmin % 11,7 ve
azot miktarinin % 3,3 oldugu not edilmistir. Diisiik azot degerinde ve yiiksek
karbon degerinde EPS tiretimi maksimumdur. EPS iiretiminin maksimum degeri
49,54 olarak not edilmistir. ANOVA testine gore EPS iiretiminde azot ve karbon
degerleri etkisiz olmustur. Ciinkii P degerleri 0,05’den biiyiik olarak bulunmustur.
R? degerinin %87,38 olarak hesaplanmasi deneysel sonuglarm model ile uyumunu

ispatlamistir.
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Cizelge 3.24. Maya-Laktoz Besi Yeri ile E.faecium-G38 Bakterisinin Optimizasyon Sonuglari

s |2 . | -
¥ |2 E = -
=R = E g _ %
s |2 ls |26 S |2 |25 |§2E°S
s 25|25 | |28 |2z |23 |32k
7 NA < N £ s | > 2 = = M = Y
mpas | % Toplam EPS
(mg/L)
8°C |75 |75 |24SAAT |572 (1,79 | 31,0/ 1,181 | <30 48,016
15°C | 10 10 24.SAAT | 5,74 | 1,94 | 33,5 | 1,180 | <30 46,366
5 5 24.SAAT | 6,16 | 1,48 | 25,8 | 1,105 | <30 46,106
10 5 24.SAAT | 588 | 1,67 | 29,0 1,172 | <30 48,363
5 10 24.SAAT | 6,05 | 1,55 | 27,0 | 1,228 | <30 46,540
25°C | 7,5 7,5 24.SAAT | 5,71 | 1,67 | 29,0 | 1,452 | <30 48,276
775 |75 569 | 1,64 | 285 | 1,432 | <30 47,165
7,5 7,5 570 | 1,70 | 29,5 1,445 | <30 46,523
75 |75 569 | 1,67 | 29,0 1,451 | <30 46,401
775 |75 566 | 1,64 | 28,5 | 1,430 | <30 47,512
7,5 7,5 572 | 1,67 | 29,0 | 1,455 | <30 47,564
75 |33 | 24SAAT | 6,00 | 1,49 | 26,0 | 1,128 | 2,10 x10" | 46,991
33 |75 | 24SAAT | 6,08 | 1,46 |255 (1,35 |2,21x10° | 41,262
11,7 | 75 | 24.SAAT | 568 | 1,84 | 31,8 | 1,459 | 7,2 x10° 42,789
7,5 11,7 | 24.SAAT | 564 | 1,92 | 33,1 | 1,532 | <30 45,203
35°C | 10 10 24 SAAT | 5,72 | 1,83 | 31,6 | 1,318 | <30 40,776
5 10 24 SAAT | 6,04 | 1,52 | 26,5 | 1,08 | 1,56 42,651
x10M
5 5 24.SAAT | 6,10 | 1,39 | 24,3 | 1,171 | 1,77 x10® | 41,175
10 5 24.SAAT | 584 | 159 | 27,6 | 1,273 | 1,18 x10" | 41,575
42°C | 7,5 7,5 24.SAAT | 5,68 | 1,64 | 285 | 1,408 | 1,13 x10" | 40,325

G38 izolatinin maya-laktoz besi ortaminda farkli sicaklik , karbon ve azot

degerlerinde toplam karbohidrat miktarlar1 belirlenmistir. En yiliksek karbohidrat

miktarini 15°C’ de % 10 karbon ve % 5 azot oranlarinda iirettigi belirlenmistir.
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Sekil 3.22. E.faecium-G38 izolatinin EPS Uretiminin Cevap Yiizey (Response Surface) Grafigi
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Cizelge 3.24.1. E.faecium-G38 izolatimn EPS Uretimi Optimizasyonunun Varyans (ANOVA)

Analizi

Kaynak DF Rdj 55  Rdj MS F P
Regresyon 5§ 148,532 16,5036 38,93 0,000
Dofrusal 3 87,156 29,0521 68,53 0,000
T 1 85,308 &5,3080 201,23 0,000
Cs 1 0,733 0,7326 1,74 0,216
Rzori 1 1,110 1,10%98 2,62 0,137
Kegeli 3 56,398 18,7993 44,35 0,000
T*T 1 15,133 15,1331 35,70 0,000
Ca*Ca 1 45,820 45,8203 108,08 0,000
Rzoti*Rzotd 1 1,702 11,7016 4,01 0,073
Etkilegim 3 4,978 1,6593 3,91 0,044
T*C3 1 1,582 1,5824 3,73 0,082
T*Lzotk 1 0,627 0,6272 1,48 0,252
Ca*Lhzotd 1 2,768 22,7623 6,53 0,029

R-Sq = 97,23% R-Sq(pred) = 88,90% R-Sq(adj) = 94,73%

G38 izolati i¢in yapilan Cevap Yiizey (Response Surface) metoduna gore
elde edilen sonuglar EPS iiretim artisindaki degerleri gostermistir. EPS iiretimi
15°C’ de iken karbon miktarmin en yiiksek degerinde ve azot miktarinin en diisiik
ve en yliksek degerlerinde EPS iiretimi fazla bulunmugtur. Karbon miktarini
azaltttkca EPS fretimi azalmistir, azot miktarmin orta degerlerine dogru
gidildikge EPS iiretimi azalmistir. Karbon ve azot miktarlarini beraber
inceledigimiz zaman her ikisininde orta degerlerinde EPS iiretiminin maksimum
seviyede oldugu bulunmustur. . Uretilen maksimum EPS degeri 49,4 olarak not
edilmistir. ANOVA testine gore karbon, azot ve sicaklik degerleri etkili olarak
bulunmustur. R? degerinin %94,73 olmasi deneysel sonuclar ile model arasinda

uyumun oldugunu gostermistir.
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Cizelge 3.25. Maya-Laktoz Besi Yeri ile E.faecium-M78 Bakterisinin Optimizasyon Sonuglar

< [

= s |8 -
: |2 5|23 g |z |5x/3=2ED@
a |€ & |3 & |8 |52 SERRES SRV
mpas | % Toplam EPS

(mg/L)

8°C |75 | 7,5 | 24SAAT | 6,13 | 1,81 | 31,3 | 0,704 | <30 | 41,47

15°C |10 |10 | 24.5AAT | 589 | 1,09 | 34,3 | 1,149 | <30 | 44,266

5 |5 | 24SAAT | 621 | 1,82 | 315 | 1,014 | <30 | 41,940

10 |5 | 24SAAT | 601 | 1,89 | 32,6 | 0,506 | <30 | 42,72

5 |10 | 24SAAT | 6,09 | 1,90 | 32,8 | 0,841 | <30 | 43,293

25°C | 7,5 | 75 | 24.SAAT | 6,07 | 1,65 | 28,6 | 0,996 | <30 | 41,245

75 |75 6,08 | 1,64 | 285 | 0,905 | <30 | 41,192

75 |75 6,10 | 1,63 | 285 | 0,902 | <30 | 41,192

75 |75 6,07 | 1,64 | 285 | 0,908 | <30 | 41,540

75 |75 6,09 | 1,65 | 28,6 | 0,907 | <30 | 41575

75 |75 6,08 | 1,65 | 28,6 | 0,000 | <30 | 41,314

75 | 33 | 245AAT | 6,21 | 1,80 | 3L,1 | 0,777 | <30 | 43,207

33 | 75 | 24SAAT | 6,17 | 1,90 | 32,8 | 1,044 | <30 | 45,984

11,7 | 7.5 | 24.SAAT | 596 | 1,76 | 305 | 0,984 | <30 | 46,002

75 | 11,7 | 245AAT | 504 | 1,97 | 340 | 1,163 | <30 | 44,127

35°C |10 | 10 | 24SAAT | 502 | 1,88 | 325 | 1,172 | <30 | 45,012

5 |10 | 24SAAT | 6,10 | 1,72 | 29,8 | 1,071 | <30 | 43,241

5 |5 | 24SAAT | 6,16 | 155 | 27,0 | 1,048 | <30 | 45,967

10 |5 | 245AAT | 598 | 1,87 | 323 | 0874 | <30 | 45,776

42°C |75 |75 | 24.SAAT | 589 | 1,69 | 29,3 | 1,148 | <30 | 43,675

@) ANADOLU UN

M78 izolatinin maya-laktoz besi ortaminda farkli sicaklik , karbon ve azot
degerlerinde toplam karbohidrat miktarlar1 belirlenmistir. En yiliksek karbohidrat
miktarm 25 °C’ de % 11,7 karbon ve % 7,5 azot oranlarinda iirettigi

belirlenmistir.
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Sekil 3.23. E.faecium-M78 izolatinin EPS Uretiminin Cevap Yiizey (Response Surface) Grafigi

Surface Plot of EPSvs Cs; T
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Cizelge 3.25.1. E.faecium-M78 izolatinin EPS Uretimi Optimizasyonunun Varyans (ANOVA)

Analizi
Kaynak DF Rdj 55 Rdj MS F B
Regreayon 9 59,04%%  &,5611 33,10 0,000
Dodrusal 3 10,5544 3,5181 17,75 0,000
T 1 59,8531 19,8591 48,73 0,000
Cs 1 0,8283 0,8283 4,18 0,088
Lzots: 1 0,0870 0,0870 0,34 0,574
Kogeli 3 42,8089 14,269% 71,98 0,000
T*T 1 2,ls08  2,1s08 11,00 0,008
Ca*Cs 1 3g,81le2 3&,8la2 185,75 0,000
Lzoti*hzocd 1 &8,8775 &8,8775 43,78 0,000
Etkilesim 3 5,6867 11,8956 9,56 0,003
T+C3 1 0,0037 00,0037 0,02 0,893
T+*Lzots 1 5,1024 55,1024 25,74 0,000
Ca*Lzotd 1 0,5805 0,580% 2,93 0,118

R-Sq = 96,75% R-Sq(pred) = 75,83% R-Sq(adj) = 93,83%

M78 izolati i¢in yapilan Cevap Yiizey (Response Surface) metoduna gore
elde edilen sonuglar EPS iiretim artigindaki degerleri gostermektedir. EPS iiretimi
45°C ’de iken karbon miktarinin minimum ve maksimum degerlerinde fazladur.
EPS iiretimi 15°C’ de maksimum azot miktarinda ve 45°C’ de minimum azot
miktarinda fazladir. Minimum ve maksimum azot ve karbon miktarlarinda EPS
tiretiminin en yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir. M78 izolati i¢in optimum
tireme sicakligmin 25°C oldugu ve EPS iiretiminin 42 C’ de en yiiksek seviye de
oldugu not edilmistir. Ayrica optimum karbon ve azot degerleri % 3,3 olarak
bulunmustur. Uretilen maksimum EPS degeri 53,13 olarak hesaplanmustir.
ANOVA testine gore T*Cs’nin P degeri 0,893 olarak bulundugu icin bu
parameter etkisiz olarak bulunmustur. R degeri %93,83 olarak hesaplanmis ve

deneysel sonug ile model degerin uyumlu oldugu ispatlanmaigtir.

3.7.1. Deneysel modelin validasyonu
Model tarafindan belirlenen kosullar altinda istatistiksel modelin

validasyonu yapildi. Onceden yapilan ¢aligma ile validasyon arasinda bazi

benzerlikler goriildii (Cizelge 3.26).
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Cizelge 3.26. Calismada Kullanilan izolatlarin Cevap-Yiizey Yéntemi ve Validasyon Deneyi ile

EPS Uretim Degerleri
Izolat Cevap-ylizey yontemi ile en yiiksek EPS | Validasyon EPS degerleri (mg/L)
numaralari tiretim degerleri
Sicaklik % karbon | %azot EPS
(mg/L)

E60 42 33 33 49,07 49,02
M96.2 42 11,7 3,3 46,97 46,04
G37 42°° 33 11,7 46,94 46,37
109.1 32° 11,7 11,7 51,14 49,81
M80 8 11,7 8,9 46,90 46,36
G36 42°° 11,7 11,7 46,65 46,08
B26 42°° 11,7 11,7 53,17 50,38
B31 42°° 11,7 33 49,54 48,35
G38 10° 8,7 39 49,40 47,07
M78 42°° 33 33 53,13 49,19

E60 izolatinin 6nce ki c¢alismada maksimum EPS miktar1 49,07 olarak
bulunmustur. Optimum kosullar altinda model validasyonu sonuglarina gore E60
izolatinin maksimum EPS miktar1 49,02 olarak bulunmustur. Bu sonuglara goére
deneysel parametreler ile model validasyon degerleri birbirine uyum
gostermektedir. Yapilan deneyin dogrulugunu belirtmistir. G38 izolatinin
maksimum EPS miktar1 49,04 olarak belirlenmistir. Model validasyonu
sonuglarinda G38 izolatinin toplam EPS degeri 47,07 olarak bulunmustur. Bu
sonuglar arasinda 1,97 ° lik bir fark ¢ikmistir. Olusan bu farkin karbon miktarinin
validasyon deneyinde %10 ¢ dan % 7,5 diismesi ve azot miktarinin % 5’den %
7,5 a ¢ikmasinin etkili oldugu belirlenmistir. B31 izolatinin 6nce ki ¢aligmada
toplam EPS miktar1 49,54 olarak bulunmus ve validasyon modelinde ise bu deger
48,35 olarak bulunmustur. iki deney arasinda olusan bu farkin énce ki calismada
35°C” de maksimum EPS iiretimi gerceklesirken validasyon modelinde sicakligin
42°C’ye ¢ikmasinin etkili oldugu belirlenmistir. M96.2 izolatinin ¢alismamizda ki
toplam EPS miktart 46,97, validasyon modelinde ki degeri 46,04 olarak
bulunmustur. Bu deger arasinda bir uyum goriilmiistiir ve buna gore 35°C’de ve
42°C’de M96.2 izolatinin EPS miktarinin ayni oldugu sicakligin belirli bir
etkisinin olmadig1 belirlenmistir. G37 izolatinin validasyon modelinde toplam
EPS miktar1 46,37 olarak bulunmustur ve once ki ¢alismanin dogru oldugunu

gostermistir.  109.1 izolatinin validasyon deneyi sonucunda toplam EPS miktar
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51,14 olarak beklenirken 49,81 olarak bulunmustur. Aralarinda ki bu farkin
karbon ve azot degerlerinin %10’dan % 11,7° ye ¢ikmasimin ve sicakligin
35°C’den 32°C’ye diismesinin etkili oldugu distiniilmiistir. M80 izolat1 i¢in
validasyon deneyi sonucunda toplam EPS miktar1 46,36 olarak bulunmustur ve bu
deger validasyon sonucunda istenilen degeri vermektedir. G36 izolatinin
validasyon deneyi sonucunda EPS miktar1 46,08 olarak bulunmustur. Bu sonuca
gore deneysel parametreler ile model validasyonu arasinda benzerlik oldugu
goriilmiistiir. B26 izolatinin validasyon deneyi sonucunda EPS miktar1 50,384
olarak bulunmus ama beklenen deger ise 53,17 olarak belirlenmistir. Aralarinda
olusan bu farkin sicakligin 35°C’den 42°C’ye ¢ikarilmasinin etkili oldugu ve
yiiksek sicaklikta bakterinin EPS iiretiminin azaldigi belirlenmistir. M78 izolat:
icin validasyon deneyi sonucunda istenen deger 53,13 iken hesaplanan deger
49,19 olarak bulunmustur. M78 izolatinin en yiiksek EPS miktarinin 25°C de %
11,7 karbon ve % 7,5 azot oranlarinda irettigi belirlenmistir. Model
validasyonunda ise bu degerler 42°C karbon ve azot degerleri % 3,3 olarak
belirlenmistir. ki parametre arasinda olusan bu farkin sicakligin diisiiriilmesi ve
karbon ve azot miktarlarinin azaltilmasi izolatin EPS iiretiminin azalmasina neden

oldugu belirlenmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Insan sagligina bakterilerin olumlu etkilerinde 6zellikle fonksiyonel gida
gelisiminde biiyiik Olgiide ekzopolisakkaritlerden yararlanilmistir. Salminen ve
arkadaglar1 (2009) tarafindan bu bakterilerin bazilart probiyotikler olarak
adlandirilmigtir ve insan sagligina yararli olan canli mikrobiyal gida bilesenleri
olarak tanimlanmustir. Probiyotiklerin sagligi gelistirmede ki etkilerinde kismen
ekzopolisakkaritlerden yararlanilmaktadir. Bu ekzopolisakkaritlerin saglikta ki
yararlarindan bazilar1 antitiimor, anti {ilser, immiinomodiilatér, antiviral ve
kolesterol ~ diislirici  faaliyetleri  siralanabilir  (Ruas-Madiedo 2002a).
Lactobacillus lactis subsp. cremoris &6zel reolojik 6zelliklerinden dolayr yogurt
tiretimi i¢in siit endiistrisinde genis uygulama alanmna sahiptir; ayrica bu
organizmanin saglikta bazi gelistirici 6zelliklere sahip oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda kullanilan siit ve siit tirtinlerinden izole edilen 163 laktik asit
bakteri izolatinin antimikrobiyal aktivitesi sandvic overlay yontemi ile test
edilmis. Test edilen edilen laktik asit bakterileri bir veya daha fazla Gram (+)
veya Gram (-) bakteri ile mayalara kars1 inhibitor aktivite gostermistir. Elde edilen
sonuglara gore izolatlarm bir kismi Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes 1 ve Candida globrata' ya karsi diisiik antimikrobiyal aktivite
gosterirken, Listeria monocytogenes, Escherichia coli ve Candida albicans
tizerine yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Caligmamizda
kullandigmmiz B26, B31, E60, G36, G37, G38, M78, M96.2, M80 ve 109.1
izolatlar1 test bakterilerinden en az birisine karsi antimikrobiyal aktivite
gostermistir (Cizelge 3.1). Maldonado ve arkadaslarinin (2011) yaptigi ¢alismada
E.coli lizerine uygulanan izolatlardan %10’ unun etkili oldugu belirlenmistir.
Barefoot ve Klaenhammer (1983) ile Holo (1991) laktik asit bakterilerinin
antimikrobiyal aktivitelerinin dar spektrumlu oldugunu bildirirken, Ogunbanwo
ve ark. (2003) izole edilen L. plantarum F 1’in genis spektrumlu bir inhibisyon
gosterdigini bildirmislerdir. Carrasco ve ark. (2002) Arjantin siit iirlinlerinden
izole ettikleri laktik asit bakterilerinin gram (+) ve gram (-) bakterilere etkili

oldugunu bildirmislerdir.
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Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkisinin laktik asit, hidrojen
peroksit, asetik asit, hidrojen siilfiir, bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri
maddelerden meydana geldigi bildirilmistir (Gilliand, 1990; Lewus ve ark., 1991).

Izolatlarn gram boyama ve katalaz aktivitesi sonucuna bakildiginda,
hepsinin gram (+) katalaz (-) oldugu tespit edilmistir.

Izolatlarin farkli sicaklik kosullari, farkli tuz konsantrasyonlari, farkli
pH’larda gelisimleri incelenmistir. izolatlar diisiik ve yiiksek sicakliklarda gelisim
gostermektedir. Bu gelisim izolatlarin tiirtine gore ve gelisim kosullarina gore
farklilik gostermektedir. Ayrica izolatlarim pH 3,9 ve pH 9,6 da gelisimleri
incelenmistir ve izolatlarin pH degisimlerinde liremelerine gore tiirleri hakkinda
yorum yapilabilmektedir. Baz1 izolatlarin yliksek pH seviyelerinde gelisebildigi
gozlemlenirken bazilarinin gelismedigi belirlenmistir. Bu sonucglara gore
Enterokoklar ile Laktokoklar birbirinden ayirt edilebilmistir. Ciinkii laktokoklar
yiikksek pH degerlerinde gelisim gostermemektedir. Tuz konsantrasyonlarinda ki
farkliliklar g6z oniine alindig1 zaman diisiik tuz konsantrasyonunda gelisimlerinin
daha iyi oldugu tuz konsantrasyonu arttikca gelismenin azaldigi goriilmiistiir
(Cizelge 3.2). Bazi izolatlarn arjininden amonyak olusturdugu goriilmiistiir. Buna
gore arjininden amonyak olusumu diisiik pH degerlerine sahip asidik ortamlarda
mikroorganizmalar1 ¢evrenin yaratabilecegi zararlardan korudugu igin, Onem
tasimaktadir (Rollan ve ark., 2003).

Laktik asit bakterilerinin farkli karbon kaynaklarmi kullanabildigi ve bu
karbon kaynaklarinda ekzopolisakkarit iiretebildigi daha Onceki g¢aligmalarda
bildirilmistir (van Geel Schutten ve ark., 1998). Bu gelismeler bakteriden
bakteriye farklilik gdstermektedir. Izolatlar tiim karbon kaynaklarinda az da olsa
gelisim gosterebilirken en ¢ok gelisiminin oldugu karbon kaynag: laktoz olarak
belirlenmigtir. Calismamizda E60, M80 ve B26 izolatlar1 L.reuteri olarak
tanimlanmasma ragmen izolatlarin farkli kaybon kaynaklarmikullandiklar
belirlenmistir. B26 ve M80 izolatlar1 karbon kaynag: olarak laktozu, E60 izolati
glikozu kullanmustir.

Evrensel olarak genotipik siniflandirmalar daha gegerli ve giivenilir kabul
edildigi i¢in ¢alismamizda kullanilan izolatlarin tanimlanmalarinda Riboprinter

sistem ile yapilan ¢aligmalarin sonuglar dikkate alinmistir (Tannock, 1999).
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Calismamizda  viskozitesi yiiksek olarak segilen 43 izolatin riboprinter
sistemi ile tanimlamalar1 sonucunda izolatlardan 6 tanesi Lactobacillius reuteri
(B26, E60, E9761, M11, M80, G20), 2 izolat (B31, 16) Pediococcus acidilactici,
2 izolat (D36, G20) Leuconostoc gelidum , bir izolatta Leuconostoc mesenteroides
(92) olarak tespit edilmistir. Calismada 2 izolat Lactobacillus farciminis (109.1,
109.2) olarak tanimlanmustir. 29 izolat ise Enterococcus faecium (A84, D2, D11,
D17, D18, D21, D30, D31, D34, E65, E79, G22, G36, G37, G38, M13, M17,
M25, M38, M40, M64, M74, M78, M83, M96.2, TM18, TM17, 12, 14 Y) ve bir
tanesi Enterococcus faecalis (M3) olarak tanimlanmastir.

Enterococcus faecium ve Enterococcus feacalis insanlarda ve ozellikle siit
iriinlerinde en ¢ok rastlanan tiirler olarak goriilmektedir. Bu bakteriler 6zellikle
cesitli peynirlerde, pastorize siitlerde, inek siitlerinde bulunmakta ve peynirin
kalitesinde onemli rol tstlenmektedir. Bir diger yandan ise Enterokoklar fekal
kontaminasyon indikatorii olarak kullanilmakta ve hastane ile iliskili hastalarda
cesitli enfeksiyonlara yol agtig1 bilinmektedir (Jurkovic ve ark., 2007).

Diger Lactobacillus suslari Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus ve Lactobacillus rhamnosus’ dur. Ayrica Martin ve
arkadaslar1  (1984) tarafindan yapilan ¢alismalarda baz1i  bakteriyel
ekzopolisakkaritlerin, tek basina veya birlesimler halinde cok gii¢lii yapiskan
olarak hareket edebilecegi gosterilmistir, bdylece uyku verici 6zelligi olan
ksenobiyotiklerin bagimlilig1 ortadan kaldirmaktadir.

Izolatlarin viskoziteleri 24, 48 ve 72. saatlerde dl¢iilmiistiir. 100 rpm ‘deki
Ol¢timlere gore izolatlardan 15 tanesinin (B15, B26, D7, D17, D30, E3, E79,
E1246, G20, M13, M29, M38, M64, 16, 14 Y) 24. saatte viskozitesi 1,31-2,21
mpas arasinda ve % 23-38 araliginda bulunmustur, 21 izolatin (A4, A5, A84, D3,
D11, D14, D18, E60, E63.1, E9761, G33, G35, G36, G37, M11, M25, M36, M40,
TM15, 109.1, 109.2) 48. saatte viskozitesi 1,31-1,78 mpas arasinda % 23- 30,8
araliginda bulunmustur ve 12 izolatin (A96, A109, D16, D20, D27, G20, G32,
M3, M17, M80, M96.2, TM18) ise 72. saatte viskozitesinin 1,31-1,92 mpas
arasinda % 23- 33,1 araliginda oldugu bulunmustur. Benzer bir ¢alismada Fukuda
ve ark. (2010) kullandiklar1t LAB’lerinin MRS besiyeri igeriginde viskozitelerinin
0,88-1,27 Pa s arasinda ve %43-65 araliginda bulmuslardir. LAB’ lerinin lireme
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ortamlarinda ki karbon kaynaklarmin da viskoziteyi etkiledigi gosterilmistir.
Alternan ve levanin bulundugu besi ortaminda viskozite degeri diisiik olarak
bulunmustur (Leathers ve ark., 2003; Patel ve ark., 2012).

Ekzopolisakkaritlerin miktari, molekiil agirligi, yan baglarinin sertligi,
yarigaplari ve kimyasal kompozisyonlar1 viskozite iizerinde Onemli rol
oynamaktadir (Broadbent ve ark., 2001). LAB’lerinin bulundugu ortamda
viskozitenin zamana bagli olarak artmasi, yalnizca olusan polimer miktarina degil
polimerin tipi ve laktik asit gibi olusan metabolik {iiriinlere de baglidir. Hatta
ortamdaki polisakkaritlerle kazein ve bakteri hiicreleri arasi etkilesimler {iriiniin
viskozitesi ve yapinin kalinlagsmasina etki etmektedir (Kilig 2001).

Yapilan bir ¢alismada Lc. lactis ssp. cremonis’in farkli suslar1 tarafindan
tiretilen EPS’nin, fermente siit iiriinlerinin viskozitesi lizerine etkisi belirlenmeye
calistimistir. incelemeler sonucunda, pihtis1 parcalanmis fermente siit iiriinlerinin
viskozitesinin LAB’leri tarafindan iiretilen EPS’lerin viskozitesine bagli oldugu
ve viskozitesi 1,5 m3/kg’1n altinda olan ekzopolisakkaritlerin, {irliniin viskozitesi
tizerine herhangi bir etkide bulunmadigi tespit edilmistir (Ruas-Madiedo ve ark.,
2002Db).

Viskozite iizerine tekili olan diger bir faktdr ekzopolisakkaritlerin zincir
sertligidir. ~ Lactabacillus sake  0-1  susu tarafindan  olusturulan
ekzopolisakkaritlerin ksantan gami ile yaklasik olarak ayni molekiil agirligina
(6.0x10° Da) sahip olmasma ragmen viskozitesi daha yiiksektir. Polisakkarit
kimyas: ve zincir sertligi arasindaki iliski oldukca karmasiktir. Bu o6zelligin
ekzopolisakkaritin ~ kimyasal yapisinin farkli  olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ornegin b-(1-4) baglarin1 igeren monosakkaritlerin, a-(1-4) ve
b-(1-3) bag o6zelligi gosteren monosakkaritlere kiyasla daha sert zincir yapisina
sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira dallanma ve yan gruplar da sertlik
tizerine 6nemli derecede etki etmektedir (Ruas-Madiedo ve ark., 2002a).

Bu izolatlarin eps iiretimi ile hiicreyi dis ortamdan korudugu belirlenmistir

(Ruas-Madiedo ve ark., 2002a).

LAB nin EPS fretimi CRA besi ortaminda ve c¢ok kuyucuklu eliza
petrilerinde farkli sekerler kullanilarak belirlenmistir. CRA agarda EPS iireten

koloniler koyu siyah renkli goriilirken EPS iiretmeyenler acgik renkli koloniler
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olusturmaktadir. Test edilen izolatlardan 7 tanesi (A109, B2, E70, E1346, M40,
M82.1, M99) hari¢ diger izolatlarin farkli oranlarda EPS {iretimi pozitif olarak
saptanmstir. izolatlarin 14’tinde EPS iiretimi ¢ok az miktarda gozlemlenmistir.
Diger izolatlarda EPS tiretiminin fazla miktarda oldugu tespit edilmistir (Stingele
ve ark., 1996).

Cok kuyucuklu eliza petrilerinde izolatlarin glikoz, siikroz, fruktoz ve laktoz
iceren farkli seker kaynaklarinda EPS {retiminin degisiklik gosterdigi
belirlenmistir. Siikroz ve laktozda EPS {iretimi daha yiiksek olurken friiktoz da
daha az sayida izolatta EPS {iretimi goriilmiistiir. Bliylime kosullar1 (pH, sicaklik
ve inkiibasyon siiresi), ve orta bilesimi (karbon, nitrojen kaynaklar1 ve diger
besinler) polimer verimini ve seker kompozisyonunu etkileyebilir (Looijesteijn ve
ark., 2000; Torino ve ark., 2000; Grobben ve ark., 2000).

Yiksek EPS iiretimi olan 10 izolat (E60, M96.2, G37, 109.1, G36, MSO0,
B26, B31, G38, M78) secilerek EPS iiretimi i¢in en uygun karbon ve azot
kaynakalr1 ve optimum iireme siireleri belirlenmistir. Bu amagla glikoz, laktoz,
siikroz, fruktoz olmak tizere 5 farkli karbon kaynagi ile pepton, et ekstrakti, maya
ekstrakti, cazamino asit ve yeast nitrojen base (maya azot bazi) olmak iizere 5
farkli azot kaynagi kullanilarak EPS miktarlari belirlenmistir. L.reuteri-E60 izolati
karbon kaynagi olarak glikoz, azot kaynagi olarak et ekstraktini iceren besi
ortaminda 48 saatte en yiiksek EPS’ yi elde etmistir (49,04 mg/L). Enterococcus
faecium-M96.2 izolat1 karbon kaynagi olarak laktoz, azot kaynagi olarak maya
ekstrakti igeren besi ortaminda 24 saatte en yiiksek EPS’ yi elde etmistir (47,634
mg/L). Enterococcus faecium-G37 izolat1 en yiikksek EPS degeri (48,068 mg/L)
karbon kaynagi olarak laktoz, azot kaynag1 olarak maya ekstraktinin bulundugu
besi ortaminda 48 saatte elde edilmistir. Lactobacillus farciminis-109.1 izolati
karbon kaynagi olarak glikoz, azot kaynagi olarak et ekstrakti igeren besi
ortaminda 48 saatte en yliksek EPS miktarmi (48,068mg/L) elde etmistir.
Enterococcus faecium-G36 izolati karbon kaynagi olarak laktoz, azot kaynagi
olarak pepton iceren besi ortaminda 72 saatte en yiiksek EPS degerini (46,054
mg/L) elde etmistir. Lactobacillus reuteri-B26 izolat1 en yiiksek EPS degerini
(47,738mg/L) karbon kaynagi olarak laktoz, azot kaynagi olarak et ekstrakti

igeren besi ortaminda 72 saatte elde etmistir. Pediococcus acidilactici-B31 izolati
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karbon kaynagi olarak glikoz, azot kaynag1 olarak pepton igeren besi ortaminda
24 saatte en yliksek EPS miktarin1 (45,689mg/L) elde etmistir. Enterococcus
faecium-G38 izolati karbon kaynagi olarak laktoz, azot kaynagi olarak maya
ekstrakt1 iceren besi ortaminda 24 saatte en yiiksek EPS miktarin1 (45,481mg/L)
elde etmistir. Enterococcus faecium-M78 izolati karbon kaynagi olarak laktoz,
azot kaynagi olarak maya ekstrakti iceren besi ortaminda 24 saatte en yliksek EPS
miktarini (44,769mg/L) elde etmistir. Bu konuya benzer yapilan bir ¢alismada en
yiikksek EPS miktar1 S.thermophilus igin 50-350 mg/L, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus i¢in 60-150mg/L, L. lactis subsp. cremoris i¢in 25-600 mg/L ve Lb.
casei i¢in 50-60 mg/L degerleri arasinda rapor edilmistir (Cerning, 1995).

EPS iiretimi tilirlere hatta izolatlara ve biiylime kosullarina gore degistigi
goriilmiistiir. Bu nedenle EPS iiretiminde ¢evresel kosullarin optimize edilmesi
gerekmektedir. Benzer bulgular Macedo ve ark. (2002a), Velasco ve ark. (2006)
tarafindan yiiksek EPS elde etmek icin kiiltiir kosullarinin optimize edilmesi
gerektigini bildirmistir. Burada farkli karbon kaynaklar1 ve azot kaynaklan ile
mikroorganizmaya gore EPS iiretiminin degistigi vurgulanmaktadir (Aslim ve
ark., 2005). EPS sentezi siiresince sicaklik ve karbon/ azot oran1 ¢ok Onemli
faktorler oldugu bildirilmistir (Duenas ve ark., 2003; Velasco ve ark., 2006).
Yapilan bir ¢ok calismada LAB’leri tarafindan EPS {iretiminde ortam

kompozisyonunun etkili oldugu rapor edilmistir (Petry ve ark., 2000).

Belirlenen azot ve karbon kaynaklarina gore izolatlar cevap — yiizey
metoduna gdre ortam kosullarinin optimizasyonu yapilmstir. Izolatlarin toplam
EPS miktarlar1 fenol-siilfiirik asit yontemine gore hesaplanmstir.

Benzer bir g¢alisma sonucunda L.delbrurckii subsp. bulgaricus Sz2
tarafindan iretilen EPS miktar1 22,9 +4 ile 74,3 + 2 mg/ L arasinda degistigini
bildirmistir Ayrica minimum ve maksimum EPS iiretimleri belirlenmistir. 3
boyutlu  sekillerinde = EPS  seviyesinin  bakto-kasiton  ve  glikoz
konsantrasyonlarinda 24,5 ile 29,6 g/L arasinda yiikseldigi bildirilmistir (Abdi ve
ark., 2012).

L. reuteri-B26, L. reuteri-E60 ve L. reuteri-M80 izolatlarinda EPS miktar1
strast ile 53,17 mg/L, 49,07 mg/L ve 46,90 mg/L olarak bulunmustur. Ancak bu
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izolatlarin optimum sicakliklar1 ile optimum karbon ve azot miktarlar1 birbirinden
farklillk  gostermektedir.  E.faecium-G36, E.faecium-G37, E.faecium-G38,
E.faecium-M78 ve E.faecium-M96.2 larinda EPS miktar1 sirasi ile 46,66 mg/L,
46,94 mg/L, 49,40 mg/L, 53,13 mg/L, 46,97 mg/L olarak bulunmustur. Ancak bu
izolatlarin optimum sicakliklar1 ile optimum karbon ve azot miktarlar1 birbirinden
farklilik gostermektedir. L.farciminis-109.1 izolatinin EPS miktar1 51,14 mg/L,
P.acidilactici-B31 izolatinin EPS miktar1 49,54 mg/L olarak bulunmustur.

L. reuteri-B26 izolat1 i¢in optimum biiytime sicakligr 35 °C iken optimum
EPS iiretimi 42 °C olarak bulunmustur. L. reuteri-M80 izolat1 i¢in optimum
biiyiime sicakligi 25 °Ciken 8°C’ de en yiiksek EPS {iretimini saglamistir. Abdi ve
ark. (2012), maksimum EPS {iretiminin optimum gelisme sicakliginin altinda
oldugunu bildirmistir. Bizim ¢alismamizda ise L. reuteri-M80 izolat1 igin benzer
bulgular s6z konusu iken L. reuteri-B26 ve L. reuteri-E60 izolatlar1 igin optimum
gelisme sicakliklari daha st bir deger olarak bulunmustur. Bu farkliligin en
onemli nedenlerinden birisi izolat farkliligi olabilecegi gibi (Macedo ve ark.,
2002a) kullanilan azot ve karbon kaynaklarindanda kaynaklanabilir (Duenas ve
ark., 2003; Velasco ve ark., 2006).

Masuko ve ark. (2005) mikrotitre plak ile fenol-stilfiirik asit yontemini
kullanarak toplam EPS miktarini belirlemislerdir. Bu yontem ile litrede ne kadar
EPS fdiretildigi belirlenmistir. Macedo ve ark. (2002b). EPS iiretiminde karbon/
azot oranimnin O6nemli oldugunu belirtmistir. Yaptiklar1 ¢aligmada yiiksek EPS
miktarinin siikrozlu besi ortaminda oldugunu belirtmislerdir. Karbon ve azot
kaynaklar1 arasindaki optimal dengenin yliksek EPS veriminin elde edilmesinde
gerekli oldugu gosterilmistir. LAB’ leri hiicre sentezi i¢in azot kaynagina, enerji
iretimi i¢in karbon kaynagina bagimlidir. 20 g glikoz / L i¢eren modifiye edilmis
ayni MRS ortami i¢inde L. delbrueckii subsp bulgaricus RR tarafindan EPS
iretimi i¢in optimum Bacto-casitone konsantrasyonunun 30 g / L oldugu rapor
edilmistir (De Vuyst & Degeest, 1999; Degeest et al., 2001). Istatistiksel bir analiz
olan ANOVA farkli varyasyonlar arasinda model parametreleri olusturmaktadir.
Buradaki p degeri 0,01°den kiiciik oldugu zaman test anlamli olarak

yorumlanmaktadir (Kim ve ark., 2003).
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Model validasyonu, gesitli alanlarda yapilan kimyasal 6l¢iimlerin sonucuna
dayanilarak karar verilmesini, dogru karar verebilmek icin analitik 6l¢iim
sonucunun dogru ve giivenilir (tekrarlanabilir) olmasini saglamistir. Bu nedenle
metodun Ol¢lim sonucuna etki eden parametreleri tek tek oOlciilerek Olgiim
sonucuna etkileri belirlenerek dlgiilebilmektedir (Akdag 2004).

Model validasyonu deneysel parametrelerin dogrulugunu test etmek igin
yapilmaktadir. Bizim ¢alismamizda L. reuteri-E60 izolatinin toplam EPS miktar1
49,07, model validasyonu sonucunda EPS miktar1 49,023 olarak bulunmustur.
Deneysel parametreler ile model validasyon degerleri birbirine uyum gostermistir.
E.faecium-G38 izolatinin toplam EPS miktar1 49,04 iken model validasyona gore
47,07 olarak bulunmustur. Deneysel parametreler ile model validasyonu arasinda
farkliligin olmasinin nedeni karbon ve azot miktarlarinda ki degismelerden ve
siccakligin daha alt degere indirilmesinden kaynaklanabilir (Duenas ve ark., 2003;
Velasco ve ark., 2006). P.acidilactici-B31 izolatinin toplam EPS miktar1 49,54,
model validasyon sonucu 48,35 olarak bulunmustur ve bu farkliligin sicaklik
degismesinden kaynaklandigi belirlenmistir. E.faecium-M96.2 izolatinin toplam
EPS miktar1 46,97, model validasyon sonucu 46,045 olarak hesaplanmis ve her iki
degerin birbiri ile uyumlu oldugu belirlenmistir. E.faecium-G37 izolatinin
validasyon modelinde toplam EPS miktar1 46,378 olarak bulunmustur ve 6nce ki
calismanin dogru oldugunu gostermistir. L.farciminis-109.1 izolatinin validasyon
deneyi sonucunda toplam EPS miktar1 51,14 olarak beklenirken 49,813 olarak
bulunmustur. iki parametre arasinda olusan bu farkin sicaklik degerinin ve
karbon, azot degerlerinin degismesinden kaynaklanabilir (Cerning 1995).
L.reuteri-M80 izolat1 i¢in validasyon deneyi sonucunda toplam EPS miktart
46,366 olarak bulunmustur ve bu deger validasyon sonucunda istenilen degeri
vermistir. E.faecium-G36 izolatinin validasyon deneyi sonucunda EPS miktart
46,089 olarak bulunmus ve sonucun deneysel parametre sonucu ile benzerlik
gosterdigi goriilmiistiir. L.reuteri-B26 izolatinin validasyon deneyi sonucunda
EPS miktar1 50,384 olarak bulunmus ama beklenen deger ise 53,17 olarak
belirlenmistir. Aralarinda olusan bu farkin sicakligin 35 °C’den 42 °C’ye
cikarilmasinin etkili oldugu ve yiiksek sicaklikta bakterinin EPS iiretiminin

azaldigindan kaynaklanabilir. E.faecium-M78 izolat1 i¢in validasyon deneyi
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sonucunda istenen deger 53,13 iken hesaplanan deger 49,192 olarak bulunmustur.
Her iki deger arasinda ki bu farkin sicakligin 25 °C’den 42 °C’ye yiikselmesi ve
karbon, azot degerlerinin maksimum degerlerin altinda bir deger olan %3,3’ e
indirilmesinin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Law ve ark. (2001) yaptiklar1 bir
calismada izolatlarin diisiik sicaklik degerlerinde daha yiiksek EPS iirettigini
sicaklik degerinin yiikseldik¢e EPS veriminin azaldigini bildirmistir.

Deneysel parametreler ile model validasyonlar1 arasinda benzerliklerin
oldugu ve baz1 oOrneklerde farkliliklarin oldugu gorilmiistir.  Olusan bu
farkliliklar optimum kosullarin degismesinden kaynaklanmaistir.

EPS’ler yeni islevsellikleri ile ¢ok farkli fiziki, kimyasal ve rehological
ozelliklerinden dolayr yeni biyomateryaller gibi hareket ederler ve tekstil,
deterjan, yapistirici, mikrobiyal olarak zenginlestirilmis petrol iyilestirmeleri
(NEOR), atik su iyilestirmeleri, dere yatagi temizlemeleri, mayalanma, akarsu
isleme siirecinde, kozmetik, eczacilik ve gida katki maddesi olarak olduk¢a genis
alanlarda kullanilmaktadirlar (Yalpani ve Sandford 1987, Becker ve ark. 1998).
Gidalarda katki maddesi olarak EPS kullaniminin basari ile sonuglanabilmesi igin
ireticilerin uygun ortamda, dondurularak ya da kurutularak konsantre hale
getirilmis kiltiirlin stabilizasyonunu, tekrar eldesini ve istenilen {iriin eldesini
saglamas1 zorunludur. EPS {iretimi temel olarak straine bagli olarak gelismekle
birlikte; yiiksek seviyelerde EPS firetimi i¢in karbon ve nitrojen kaynaklar
arasinda denge olmasi1 gerekmektedir.

Aslim ve ark. (2005), yogurttan izole ettikleri L. bulgaricus ssp. delbrueckii
B3 susunun farkli pH’ larda (pH 4-7) EPS iiretimlerini arastirmislar ve maximum
EPS tiretiminin pH 7,0’ de (211 mg/L) oldugunu bildirmislerdir.

Vijayendra ve ark. (2008) Hint geleneksel fermente siit iiriinlerinden izole
edilen Laktik asit bakterilerinde ekzopolisakkarit aktivitesini arastirmistir.
Ekzopolisakkarit aktivitesine sahip olan izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testler ile Leuconostoc sp. CFR 2181 oldugunu belirlemislerdir.

Kanmani ve ark. (2011) bir deniz straini olan Streptococcus phocae den yeni
EPS’ nin sentezi ile ilgili ¢aligma yapmislardir. Bu susun gelisimi i¢in optimum

kosullar 35 ° C, pH 7.0 ve NaCl (% 2) en 1yi karbon ve azot kaynagi olarak laktoz

ve maya 0zii olarak belirlenmistir. EPS 2.8 x 10° Da molekiiler kiitleye sahip
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arabinoz, fruktoz ve galaktoz seker birimleri varliginda fenil sepharose kolon
kullanilarak jel filtrasyon kromatografisi ile saflagtirilmistir.

Bakteriyel ekzopolisakkarit uygulamalar1 sanayi (tekstil, siit, kozmetik, vb),
saglik (tip ve eczacilik) ve g¢evre (iyilestirme, flokiilasyon vb) gibi alanlarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica ekzopolisakkaritler flokiilasyon
stirecindeki uygulama saghigin gelistirilmesi ve 6zellikle belediye, atik su aritma
siireclerinde ¢evre dostu kullanim i¢in Onemli bir kilometre tasi olacaktir. Su
aritma tesisleri i¢inde stispansiyon halinde partikiillerin flokiilasyonlarina,
aliminyum siilfat ve poli-aliiminyum kloriir ve poliakrilamid tiirevlerinin organik
sentetik polimerler ve polietilen imin gibi aliiminyum inorganik tuzlarin
kullanimin1 uygulanmistir. Bu flokiilantlar Alzheimer hastaligi ve karsinojenik
gibi norotoksisite gosteren olumsuz saglik etkilerinde giivenli bir alternatif ihtiyag
gostermektedir. Bu gorev, bazi bakteriyel {irtinlerin (ekzopolisakaritler ve diger
biyopolimerlerin) flokiilan 6zelliklerinin arastirilmasinda itici gli¢ olmustur. Cosa
ve arkadaslar1 (2011), Piyo ve arkadaslar1 (2011), Mabinya ve arkadaslar1 (2012)
tarafindan tatli su ve deniz suyundan izole edilen Virgibacillus sp. rob, Bacillus
sp. gilbert ve Artrobacter sp. raats’in yiiksek flokiilasyon verimliligine aracilik
ettigi bildirilmistir. Virgibacillus sp. rob ve Bacillus sp. gilbert” in flokiilasyon
aract  biyopolimerlerin  parcaciklar1 temelde karbohidrattan olusurken,
Arthrobacter sp. raats yaklagik %25 polisakkarit igerigi gostermektedir. Bu
bulgular bakteri ekzopolisakkaritlerinin etkili flokiilasyonlarini, su ve atik su i¢in
biiyiik 6l¢ekli endiistriyel islemlerde uygulanabilirligini gostermistir.

Biyofilm 6zelligi gosteren EPS’ler bakteriyi deterjanlara ve antibiyotiklere
kars1 direngli hale getirirler (Wolfaardt ve ark., 1994; Krylova ve ark., 2000). Yine
biyofilm bakteriyi yalnizca dis ortamdan koruyarak yasayabilmesi i¢in degil ayn1
zamanda genetik Ozelliklerinin korunmasinda ve genetik bilgi degisiminde de
daha iyi ortamlar hazirlamaktadir (Moller, 1998). Biyofilm olusumu seker
kaynagma gore farklilik gostermektedir. LAB’lerinin EPS iiretim aktivitelerinin
farkli seker kaynaklarinda ki sonuglar1 yapilan deneylerle belirlenmistir.(Cizelge
3.5)

Biyofilmler, bir yilizeye yapisarak kendi iirettikleri polimerik yapida jelsi bir

tabaka icinde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak
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tanimlanabilir. Bu jelsi tabaka, bakteri hiicreleri tarafindan iiretilen terminolojide
“hiicre dis1 polimerik yap1”,“ekzopolisakkarit” ya da “ekzopolimer (EPS)” adi
verilen polisakkarit bazli bir ag yapisidir (Leone ve ark. , 2006). Biyofilmler
bakterileri nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi ¢evresel kosullardaki degisimlerin ve
ultraviyole 1518a maruz kalmanin doguracag zararlardan korur (Cift¢i, 2005 ).
Yapilan deneyler ve sonuglari gz Oniine alindiginda optimum EPS
miktarlar ile en yliksek EPS miktarlarinin farklilik gosterebildigi bulunmustur.
Bunun nedeni izolatlarin farkli olmasi, kullanilan karbon ve azot degerlerinin
farkli olmasi, sicaklifin degismesinden kaynaklandigi bulunmustur. Sicaklik
degerleri arttikga izolatlarm EPS {iretim miktarlarinin azaldig1 gériilmiistiir. ilerde
yapilacak c¢aligmalar tim bu parametreler goz Oniine alinarak hazirlanabilir.
Calismamizda kullanilan izolatlarin EPS iiretmeleri basta gida olmak iizere tiim

sanayi kuruluglarinda avantaj saglayacag diistiniilmektedir.
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