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ONSOZ

Ekzopolisakkaritler karbonhidrat yapisindaki biyopolimerlerdir. Bir¢ok canli
grubu ekzopolisakkarit iiretme o6zelligine sahip olmasina ragmen giiniimiizde
mikrobiyal ekzopolisakkarit iiretimine biiyiikk bir ilgi bulunmaktadir. Ciinkii
bakterilerin miktar ve c¢esit bakimindan en iyi EPS ireticileri olduklari
belirlenmistir. Bu ¢alismada fermente siit iiriinlerinden elde edilen Streptococcus

thermophilus’un ekzopolisakkarit tiretimi {izerine arastirma yapilmustir.

Ekzopolisakkritlerin benzersiz teknolojik ve fizyolojik 6zellikleri olmasindan
dolayr arastirmacilar EPS dretiminini artirmaya yonelik caligmalarda
bulunmaktadir. Ekzopolisakkarit {liretimini artrimak ©Onemli olmakla birlikte
ekzopolisakkarit liretimini artirmaya calisirken maliyetinde yiiksek olmamasini
saglamak ayrica Onemli bir unsurdur. Bu nedenden dolayr bu ¢alismada
ekzopolisakkarit tiretimini incelemek amaci ile 6nemli bir atik bir materyal olan
meyve posasinin kullanilmis olmast calismamizi diger calismalardan farkl

kilmaktadir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, tiim
slire¢ boyunca hep yanimda olan destegini her zaman hisettigim tez danismanim
Dr. Ogr. Uyesi Banu KASKATEPE’ye, tiim Anabilim dali hocalarima,
Ekzopolisakkarit miktar tayinini gerceklestiren Dr. Ogr. Uyesi Mehmet
GUMUSTAS a ve Ars. Gor. Kenan Can TOK ‘a, FTIR Analizini gerceklestiren
Ars. Gor. Dr. Cigdem KARAASLAN’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢alismalari sirasinda benden yardimlarini esirgemeyen Ecz. Dilara
CALISKAN’a ve diger laboratuvardaki arkadaslara tesekkiir ederim. Ayrica her
zaman yanimda olan, sevgi ve destekleri ile bana giic veren esim Dr. Resul
KARADENIZ’e, annem Deger GENC’e, babam Mehmet GENC’e ve ailemizin

tiim bireylerine tesekkiir ederim.

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome
ATCC American Tpye Culture Collection

be Baz cifti

c-EPS Kapsiiler Polisakkarit

EPS Ekzopolisakkarit

FDA Food and Drug Administration

FTIR Fouirer Transform Infrared Spektrofotometre
G-C Guanin-Sitozin

GRAS Generally Recognized As Safe

GT Glikozil Transferaz

H202 Hidrojen Peroksit

HePS Heteropolisakkarit

HoPS Homopolisakkarit

kDa Kilodalton

kb Kilobar

LAB Laktik Asit Bakterileri

LPS Lipopolisakkarit

1 Mikro

PCR Polimer Zincir Reaksiyonu

PTS Fosfotransferaz sistemi

vii



SEKILLER

Sekil 1.1 Ug farkl1 hiicre i¢i EPS biyosentezlenme yoluna genel bakis 17
Sekil 2.1 Glikoz standard egri 42
Sekil 3.1: S. thermophilus ATCC 19258 susunun koloni gériiniimii 46
Sekil 3.2 Yogurttan izole edilen S. thermophilus 'larin koloni gortintimii 47
Sekil 3.3 Kefirden izole edilen S. thermophilus’larin koloni goriiniimii 47

Sekil 3.4 Yogurttan izole edilen S. thermophilus’larin Gram boyama ile elde edilen

mikroskop goriintiisii 48

Sekil 3.5 Streptococcus thermophilus ATCC 19258 susunun Gram boyama ile elde

edilen mikroskop goriintiisii 48

Sekil 3.6 Kefirden elde edilen Streptococcus thermophilus’un Gram boyama ile elde

edilen mikroskop goriintiisii 48

Sekil 3.7 S1 susunun farkli inkiibasyon stirelerinde ve farkli besiyerlerinde EPS

uretimi 51

Sekil 3.8 S2 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde EPS

uretimi 52

Sekil 3.9 S3 Susunun farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde EPS

uretimi 52

Sekil 3.10 S1 sugsunun 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde meyve posast

suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS fiiretimi 54

Sekil 3.11 S2 susunun 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde meyve posast

suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS {iretimi 55

Sekil 3.12 S3 susunun 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde meyve posast

suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS iiretimi 56

viii



Sekil 3.13 S1 susunun hazirlanan besi ortami I’deki 24 saatlik inkiibasyon siiresi

sonucundaki EPS tiretimi 57

Sekil 3.14 S2 susunun hazirlanan besi ortami I’deki 72 saatlik inkiibasyon siiresi

sonucundaki EPS tiretimi 58

Sekil 3.15 S3 susunun hazirlanan besi ortami I’deki 72 saatlik inkiibasyon siiresi

sonucundaki EPS tretimi 59
Sekil 3.16 S1 susunun hazirlanan besi ortamu I, I, 111 ve 1VV’deki 24 saatlik inkiibasyon
suresi sonucundaki EPS tiretimi 61
Sekil 3.17 S2 susunun hazirlanan besi ortami I, I1, 111 ve 1V’deki 72 saatlik inkiibasyon
suresi sonucundaki EPS tiretimi 62

Sekil 3.18 S3 susunun hazirlanan besi ortami I, II, III ve IV’deki 72 saatlik inkiibasyon

stiresi sonucundaki EPS iiretimi 62
Sekil 3.19 S1 susunun genel EPS iiretim miktarlar 64
Sekil 3.20 S2 susunun genel EPS {iretim miktarlar 65
Sekil 3.21 S3 susunun genel EPS iiretim miktarlar 66
Sekil 3.22 EPS orneklerinin FTIR spektrumu 66



CIZELGELER

Cizelge 1.1 Homopolisakkarit ¢esitleri ve {ireten mikroorganizmalar
Cizelge 1.2 Heteropolisakkarit tiretebilen Laktik Asit Bakterileri
Cizelge 2.1 M17 agar besiyeri kimyasal icerigi

Cizelge 2.2 M17 s1v1 besiyeri kimyasal icerigi

Cizelge 2.3 Nutrient s1v1 besiyeri kimyasal igerigi

Cizelge 2.4 EPS iiretmek icin hazirlanan baz besi ortami I igerigi
Cizelge 2.5 EPS iiretmek i¢in hazirlanan besi ortami II igerigi
Cizelge 2.6 EPS iiretmek icin hazirlanan besi ortami III igerigi
Cizelge 2.7 EPS tiretmek icin hazirlanan besi ortami1 IV igerigi
Cizelge 2.8 Kullanilan primerler dizileri ve beklenen bant biiyiikligii (bp)
Cizelge 2.9 PCR karigim igerigi ve reaksiyon hacmi

Cizelge 2.10 PCR reaksiyonunda kullanilan PCR programi

Cizelge 2.11 Kullanilan sekans PCR programi

Cizelge 3.1 Meyve posast suyu igerigi

13

15

30

30

31

31

32

32

33

38

38

38

40

49

Cizelge 3.2 S1 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde EPS

uretimi

51

Cizelge 3.3 S2 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde EPS

uretimi

o1

Cizelge 3.4 S3 susunun farkli Inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde EPS

uretimi

52



Cizelge 3.5 S1 susunun 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde meyve posast

suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS iiretimi 53

Cizelge 3.6 S2 susunun 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde meyve posast

suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS iiretimi 54

Cizelge 3.7 S3 susunun 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde meyve posasi

suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS iiretimi 55

Cizelge 3.8 S1 susunun hazirlanan besi ortam1 I’deki 24 saatlik inkiibasyon siiresi

sonucundaki EPS tretimi 57

Cizelge 3.9 S2 susunun hazirlanan besi ortami I’deki 72 saatlik inkiibasyon stiresi

sonucundaki EPS tiretimi 57

Cizelge 3.10 S3 susunun hazirlanan besi ortami I’deki 72 saatlik inkiibasyon stiresi

sonucundaki EPS {iretimi 58

Cizelge 3.11 S1 susunun hazirlanan besi ortami I, II, III ve IV’deki 24 saatlik

inkiibasyon siiresi sonucundaki EPS iiretimi 60

Cizelge 3.12 S2 susunun hazirlanan besi ortami 1, II, III ve IV’deki 72 saatlik

inkiibasyon siiresi sonucundaki EPS {iretimi 61

Cizelge 3.13 S3 susunun hazirlanan besi ortami I, II, III ve IV’deki 72 saatlik

inkiibasyon siiresi sonucundaki EPS iiretimi 62
Cizelge 3.14 S1 susunun genel EPS iiretim miktarlari 63
Cizelge 3.15 S2 susunun genel EPS {iretim miktarlar 64
Cizelge 3.16 S3 susunun genel EPS {iretim miktarlar 65

Xi



1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB) gram pozitif, kok veya ¢ubuk, aside kars1 direngli,
spor olusturmayan, Katalaz negatif, anaerobik veya mikroaerofil oOzellikleri ile
karakterizedirler. Sekeri laktik aside fermente edebilme yetenekleri vardir. LAB’larin
daha cok bilinenleri Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus ve
Streptococcus’lardir. Daha az bilinen LAB‘lar1 ise Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Oenococcus, Teragenococcus, Vagococcus ve Weisella’dir. LAB’lar
uzun yilardir kozmetik, gida ve ila¢ sanayisinde kullanilmasina ragmen
ekzopolisakkarit (EPS) iiretebilme yetenekleri son yillarda daha g¢ok karsimiza
cikmaktadir. EPS’ler fiziko-kimysal 6zelliklerinden dolay: sanayide onemli ticari
degerlere sahiptir. LAB’larin degisik kompozisyonlarda ve islevsellikte ¢ok cesitli
EPS iiretebilme yetenekleri endiistriyel alanlarda kullanimlarini artirmaktadir. Gida ile
iliskili LAB’lar GRAS statiisiinde bulunmaktadir. Bu bakterilerin fonksiyonel EPS
iretimi i¢in uygun canli grubu olduklar1 bulunmustur. EPS iiretebilen LAB’lar gida
endiistrisinde yogurt, peynir, siit asidi ve siitli tathilarin yapiminda kullanilmaktadir

(Patel ve ark., 2012).

Ekzopolisakkaritler yiiksek molekiil agirligina sahip, geri doniisebilen
polimelerdir. Ekzopolisakkaritler, homopolisakkarit ve heteropolisakkarit olmak iizere
iki grup seklinde simiflandirilmaktadirlar (Sanalibaba ve Cakmak, 2016).
Ekzopolisakkarit tireten canlilar arkeler, bakteriler ve 6karyotlardir. Fakat son yillarda
mikrobiyal ekzopolisakkarit iiretimine olan ilgi artmaktadir. Ilginin sebebi ise gok
diisiik konsatrasyonlarda bile vizkos ¢ozelti olugturmalari ve psodoplastik yapiya sahip
olmalaridir (Soyugok ve ark., 2016). Mikrobiyal ekzopolisakkaritler birgok
mikroorganizma tarafindan tiretilerek hiicre digina salgilanan karbonhidrat yapisindaki
polisakkaritlerdir (Ergene ve Avci, 2016). Mikrobiyal EPS’lerin fizyolojik gorevleri
mikroorganizmay1 fagositoza, faj saldirilarina, antibiyotiklere, toksik metal iyonlarina

ve osmotik strese karst korumaktir (Fukuda ve ark., 2010).

EPS’ler, yeni ve endiistriyel agidan 6nemli biyopolimerler olarak artan bir hiz ile



ilgi cekmeye devam etmektedirler. Ozgiin ve karmasik kimyasal yapilaria ek olarak
bir¢ok ilging fizikokimyasal ve reolojik dzellikleri bulunmaktadir. Mikrobiyal EPS'ler,
gida, yem, ambalaj, kimya, tekstil, kozmetik, atik su aritimi, tarim, tip ve ilag endiistrisi
gibi gesitli alanlarda ¢ok cesitli ticari uygulamalar1 bulunmaktadir. Cok sayida
mikrobiyal EPS ¢esidi olmasina ragmen sadece birkag mikrobiyal EPS ¢esidi ticari
olarak kullanilmaktadir. Bunun nedeni ise yiiksek tiretim maliyetlerinin olmasidir

(Ates, 2015).

GRAS statiisiinde bulunmasi ve reolojik 6zellikleri nedeni ile LAB’larin iirettigi
EPS’lere daha fazla ilgi bulunmaktadir. Gida endiistrisinde EPS’ler kivam verici,
emiilgatdr, vizkosite saglayici olarak kullanilmaktadir. Gida da kivamin artmasinda
ve yapmnin diizenlenmesinde gorev almalari nedeniyle yeni donemin gida
kalinlagtiricilarini olusturmaktadirlar. Ayrica yapilan ¢alismalarda EPS’lerin tedavi

edici ozelliklerinin oldugu da bildirilmistir (Kanamarlapudi ve Muddada, 2017).

EPS’lerin  genis kullanom alanina sahip olmasindan dolayr  farkli
mikroorganizmalarin ekzopolisakkarit iiretimini artirmaya yonelik olarak yapilan
calisma sayis1 da artmistir. EPS {iretimi biliylime kosullarindan etkilenmektedir.
Ornegin kiiltiir ortamu, sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi EPS iiretimini etkileyen énemli
kosullardir (Bengoa ve ark., 2018). Ayrica seker c¢esidi de EPS diretimini
etkilemektedir. Yapilan bir arastirmada homopolisakkarit ¢esidi olan dekstran ve
levanin iiretilmesinde karbon kaynagi olarak siikrozun kullaniliyor olmasi liretilen
EPS miktarinin artmasina sebep olmaktadir (Grobben, 1998). Bu c¢aligmada ise
ekzopolisakkarit tiretimini incelemek amaci ile atik bir materyal olan meyve posasi
kullanilmistir. Meyve posast meyve suyu lretimi sirasinda ortaya cikan bir yan
trtindiir (Yalginkaya ve ark., 2012). Calismada atik bir {irlin olan meyve posasinin

kullanilmis olmasi ¢alismayi diger ¢alismalardan farkli kilmaktadir.

Bu ¢alismada kefir, boza ve yogurt olmak {izere li¢ farkli kaynakdan S.
thermophilus izole edilerek EPS iiretiminin aragtirtlmasi ve farkli meyve posalarinin

mikroorganizmanin EPS iiretimi iizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmastir.



1.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri sinirli biyosentez yapabilme yetenekleri ve yiiksek miktarda
karbon ve nitrojen kaynagina ihtiyag duymalari nedeni ile besin yoniinden zengin
ortamlarda yaygin bulunan mikroorganizmalardir (Settanni ve Moschetti, 2010).
LAB’lar bitkilerde, fermente gidalarda, insanlarin, karasal ve deniz hayvanlarinin
mukozal ylizeylerinde bulunabilmektedirler. LAB’lar gram pozitif, mikroaerofil veya
anaerobik, katalaz negatif, spor olusturmayan, DNA bilesimleri %53 mol G+C
bazindan daha az olan mikroorganizmalardir. Kok veya gubuk seklindedirler. Glikozu
fermente edebilme 6zelliklerine gore homofermentatif veya heterofermantatif olarak
iki gruba ayrilmaktadirlar (Florou-Paneri ve ark., 2013). LAB’lar genellikle hareketsiz
mikroorganizmalar olarak bilinmektedir fakat L. agilis, L. ghanensis ve L. capillatus
tirleri hareketli LAB’lardir (Settanni ve Moschetti, 2010).

LAB’lar onceleri, genel olarak ‘siitii eksiten mikroorganizmalar’ olarak
adlandirilmiglardir. Fermentasyon yapmalart nedeni ile besin ve yem kaybina sebep
olduklari i¢in 6nceleri genellikle gidalar ile ilgili olumsuz iliskilendirilmislerdir. Fakat
giinlimiizde LAB’lar giderek artan bir sekilde yararli mikroorganizmalar olarak kabul
gdrmektedir. Ornegin baz1 suslarm probiyotik 6zelligi oldugu diisiiniilmektedir (Li ve
ark., 2014). Ayrica LAB’lar, fermente gidalarin lezzet yapisina, besin degerine ve
mikrobiyal giivenligine 6nemli derecede katkida bulunmaktadirlar (Settanni ve
Moschetti, 2010). Cok ¢esitli fermente iriinlerin {iretiminde gorev alan onemli

endiistriyel mikroorganizmalar oldugu belirtilmektedir (Batish ve ark., 1997).

LAB’lar, ‘GRAS’ statiisiinde kabul edilmektedirler. Bazi LAB suslarina, EPS
rettigi ve fermente siit ve gida triinlerinin reolojisine ve dokusuna olan katkisi
nedeniyle son birkag yildir artan bir ilgi bulunmaktadir (JB Prajapat, 2013). Laktik asit
bakterilerinin yaklasik 30 tiirii EPS iireticisi olarak bilinmektedir (Ates, 2015). Laktik
asit bakterileri starter (baslatic1) kiiltiir olarak bazi besinlerin fermentasyonunda
kullanilmaktadir. Ornegin giinliik tiikettigimiz siit iiriinlerinde, fermente et ve balik
iiriinlerinde, meyve ve sebze tursularinda, fermente tahil iirlinlerinde LAB’lar

kullanilmaktadir. Yogurt yapiminda L. delbrueckii ssp. bulgaricus, S. thermophilus,



fermente siit tiretiminde L. delbrueckii ssp. bulgaricus, S. thermophilus L. caseli, L.
acidophilus, L. rhamnosus, L. johnsonii, kefir iiretiminde ise L. kefir, L. kefiranofacies,
L. brevis, L. plantarum, L. paracasei spp. paracasei, Lc. lactis spp. lactis, Leuc.

mesenteroides tiirleri starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir.

LAB'in iiretilmesi i¢in kullanilan ortamin bilesimi olduk¢a 6nemlidir. LAB igin
biiylime ortaminda temel fermente seker kaynagi laktozdur. Ayrica LAB’lar laktik asit
iiretmek icin siikroz ve dekstroz sekerlerini de kullanmaktadirlar. Biiylime ortaminin
temel azot kaynaklar1 arasinda maya Oziitli, tripton ve peptonlar bulunmaktadir

(Jaiswal ve ark., 2014).

LAB’larin iirettigi degisik bilesikler besinlerin kokusunun, tadinin, renginin ve
yapisinin  olusumunda  katkida  bulunmaktadir  (Rattanachaikunsopon ve
Phumkhachorn, 2010). Bakteriyosinler, LAB’lar tarafindan genis ¢esitlilikte {iretilen
ve inhibitdr etkiye sahip protein yapil bilesiklerdir. Ozellikle Lc. lactis subsp. laktik,
Lc.lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. diacetylactis, L. acidophilus, L.plantarum
ve L. bulgaricus, vb. nisin, diplokokin, laktasin, laktostrepsin, laktokokin, laktasin F,
bavarisin A, vb. gibi ayrintili antibakteriyel polipeptitler iiretmektedir (Batish ve ark.,
1997). Patojen ve besin bozulmasina sebep olan bakteriler bakteriyosinler tarafindan
inhibe edilebilmektedir (Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2010). LAB’lar
biiyiik bir ¢esitlik ile hem homopolisakkarit (HoPS) hem de heteropolisakkarit (HePS)
yapida EPS iiretimini ger¢eklestirmektedir. EPS'nin yani sira, bazi LAB’lar, hiicreye
bagli kalan ve salgilanmayan kapsiiler polisakkaritler (c-EPS) de iiretmektedir (Van
der Meulen ve ark., 2007).

1.1.1. Streptococcus thermophilus’un Genel Ozellikleri

S. thermophilus, oval sekilde, ¢iftler halinde bulunan veya kisa zincirlerde
meydana getiren gram-pozitif bir bakteridir. Optimum biiyiime sicaklik aralig1 37-45
°C’dir. Aerotolerant anaerop olan termofilik bir bakteridir. Nisbeten sicakliga direngli

mikroorganizmalardir. S. thermophilus, peynir ve yogurt gibi fermente siit liriinlerinde



baglangic  kiiltlirii  olarak kullanilan, patojenik olmayan homofermentatif
mikroorganizmalardir. S. thermophilus, S. salivarius ve S. vestibularis'i de igeren
salivarius grubunun bir tiriidiir. S. thermophilus, gida endiistrisinde kullanilan tek
Streptococcus tiiriidiir. Ayrica yiizyillardir insanlarda hi¢ hastalik yapmadigindan
dolay1 Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan Genel Olarak Giivenli Bir Bakteri
(GRAS) olarak kabul edilen tek Streptococcus tiiriidiir. Lc. lactis'den sonra ikinci en
onemli endiistriyel LAB tiirtiidiir. Yogurt olusumunu baslatic1 temel bakterilerinden
biridir. Fakat sadece yogurt yapiminda degil ¢ok cesitli peynirlerin iiretiminde de

kullanilmaktadir (Li ve ark., 2016; Uriot ve ark., 2017).

S. thermophilus yogurt ve fermente siit iiriinii olan peynir tiretiminde genellikle
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lc. lactis ve L. helveticus ile birlikte
kullanilmaktadir. S. thermophilus'un siitiin fermantasyonundaki gorevi sadece laktik
asit uretimiyle iliskili degildir. Ayrica seker metabolizmasi, galaktoz kullanimi,
proteolitik aktivite ve lireaz aktivitesi gibi diger bazi 6nemli teknolojik 6zelliklere de
sahiptir. Bir diger Onemli gorevleri ise hizli asidifikasyonu saglamaktir. S.
thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus arasinda simbiyotik bir iliski
bulunmaktadir. S. thermophilus un irettigi formik asit ve CO2 Lactobacillus’larin
biliyiimesini tesvik etmektedir. L. bulgaricus siit proteinlerini hidroliz ederek
asetalaldehit gibi aroma veren bilesenleri, peptidleri ve proteinleri serbest
birakmaktadir. Boylece S. thermophilus’un siit de biiyiimesine katki saglanmaktadir.
S. thermophilus parmesan, mozeralla, Isvigre peyniri gibi ¢ok cesitli peynirlerin
tretiminde kullanilmaktadir. Ayrica mezofilik starterler ile birlikte ¢edar peynirinin
tiretiminde de kullanilmaktadirlar ( Stiles ve Holzapfel, 1997 ; lyer ve ark., 2010; Li
ve ark., 2014; Uriot ve ark., 2017).

S. thermophilus’un endiistriyel siit fermentasyonunda birinci gérevi yiiksek
sicaklikta laktozu laktata g¢evirmektir. S. thermophilus’un seker metabolizmasina
baktigimiz zaman karbonhidratlardan yararlanmada sinirl yetenekleri vardir. Cogu
gram pozitif bakteriden farkli olarak birincil karbon ve enerji kaynagi olarak laktozu
glikoza tercih etmektedirler. S. thermophilus siikrozu ve laktozu kometabolizma

ederken sirasi ile bir fosfotransferaz sistemi (PTS) ve PTS olmayan substrat



kullanmaktadir (Uriot ve ark., 2017). Bazi S. thermophilus suslarinin, Glu, Cys, His
ve Met gibi en az dort amino asit i¢in oksotrofik oldugu bilinirken diger LAB'larin

daha fazla amino aside ihtiyac1 oldugu bilinmektedir (Hols ve ark., 2005).

Insanlarda ve hayvanlarda yapilan bazi yeni ¢alismalar ile S. thermophilus'un
saglik tizerinde yararli etkileri olabilecegi bulunmustur. Laktoz intoleransinin
hafifletilmesi, kronik gastritin 6nlenmesi, ishalin 6nlenmesi S. thermophilus'un saglik
tizerindeki yararli etkilerindendir (Uriot ve ark., 2017). Ayrica probiyotik potansiyele
de sahiptirler. S. thermophilus'un probiyotik 6zellikleri; kii¢iik ¢ocuklarda diyare,
prematiire yenidoganda enterokolit ve inflamatuar bagirsak hastaligi tizerinde olumlu
etkileri oldugu bilinmektedir. Ayrica laktoz intoleransi olan bireylerde laktoz
sindirimini iyilestirdigi, bagirsak bagisiklik sistemini gelistirdigi, belirli kanserlerin,
iilserlerin, vajinal ve bagirsak enfeksiyonlarinin riskini azalttigi c¢alismalarda

gosterilmistir ( lyer ve ark., 2010).

S. thermophilus’lar ekstraselliiler polisakkarit, vitamin ve bakteriyosin
tiretmektedir (lyer ve ark., 2010). EPS iretimi, S. thermophilus suslarinin en 6nemli
ve ¢ekici Ozelliklerinden biridir. S. thermophilus’larin trettigi EPS genellikle
heteropolisakkarit yapidadir. Baglica galaktoz, glikoz ve ramnoz monomerlerinden
olusmaktadir ancak yapida asetil-galaktozamin, fukoz ve asetillenmis galaktoz
kisimlar1 igeren N-polimerleri de bulunmaktadir (Laws ve ark., 2001; Cui ve ark.,
2017).

S. thermophilus tiiriiniin EPS {iretmek igin gerekli olan gen kiimesi
kromozomlar iizerinde bulunmaktadir ve gen kiimesi en az 13 gen igermektedir
(Tidona ve ark., 2016). S. thermophilus'un kromozomlar iizerinde bulunan EPS gen
kiimeleri ii¢ kisma ayrilmaktadir. ilk bolge, EPS iiretim genleri olan epsA, epsB nin
diizenlenmesi ile EPS zincir uzunlugu genleri olan epsC, epsD’nin belirlenmesi ile
ilgilidir. ikinci bolge, tekrar eden EPS birimlerinin biyosentezi ile alakalidir. En son
kisim ise tekrarlanan birimlerin polimerizasyonu ve tasinmasindan sorumludur.
Yaklagik olarak 15-36 kb uzunlugunda olan S. thermophilus'un eps gen kiimeleri

oldukca cesitlidir ve bu oOzellik EPS'lerin yapisal ¢esitliliginde onemli bir rol



iistlenmektedir (Cui ve ark., 2017) .

S. thermophilus’un EPS iiretimi genellikle bakterinin biiyiime hizina baglidir.
Bununla birlikte sicaklik, pH, karbon kaynagi, karbon konsantrasyonu ve karbon ile
nitrojen orani gibi ¢evresel faktorlerin etkisi de bulunmaktadir (Shene ve ark., 2008).
Ayrica EPS firetimine biiyiime fazi, ¢alkalama ve havalandirma da etki etmektedir

(Barcelos ve ark., 2019).

S. thermophilus'larin iirettigi EPS'lerinin antibakteriyel ve antioksidan aktivitelere
sahip olduklari, konak¢1 hayvanlarin sagligina fayda sagladigi ve konake¢t hayvanlarin
epitel hiicre rejenerasyonunu ve immiinolojik dogustan savunma mekanizmalarini
uyardig1 kesfedilmistir. Bu mikroorganizmanin irettigi, tanimlanmis biyoaktif ve
probiyotik 6zelliklere sahip EPS'ler, cesitli tibbi ve farmasoétik alanlarda antioksidan,
antikanser, anti-enflamatuar ve immiino-modiilatér ajanlar olarak kullanim alani

bulmaktadir (Cui ve ark., 2017).

1.2. Polisakkaritler

Polisakkaritler, seker veya seker tiirevi iinitelerden olusan bir iskelete sahip
makromolekiillerin bir pargasi veya makromolekiillerdir. Polisakkaritler bakteriler,
mantarlar ve algler tarafindan sentezlenebilmektedir. Yiiksek molekiiler agirlikli
genellikle 100 ila 90000 monomer biriminden olusan molekiillerdir. Hidroliz
edildikleri zaman monomerleri aciga ¢ikmaktadir. Dogrusal veya ¢ok dalli yapida
olabilmektedirler. Polisakkaritlerin ¢ok sayida gorevleri bulunmaktadir ve ¢ok gesitli
sekillerde iiretilmektedirler. Ornegin yapisal polisakkarit seklinde, gram negatif
bakterilerin lipopolisakkarit kismi seklinde, glikoproteinlerin polisakkarit kismi
seklinde ve hiicre i¢inde veya hiicre disinda saf halde bulunan polisakkaritler seklinde
tiretilmektedirler (Grobben, 1998; Hussain ve ark., 2017; Barcelos ve ark., 2019 ).

Mikrobiyal polisakaritler mikrobiyal hiicre igindeki pozisyonlarina gore

simiflandirilmaktadirlar. Bunlar; (i) teikoik asitler, lipopolisakaritler (LPS) ve



peptidoglikanlar gibi hiicre duvarini olusturan yapisal polisakaritler; (ii) enerji
saglayan ve hiicre i¢in karbon kaynagi gorevi goren sitozolik polisakaritler veya hiicre
i¢ci polisakaritler (IPS) olarak adlandirilan polisakaritler; (iii) hiicre dis1 ortama
biyofilm veya Kkapsiiller formunda salgilanan ekzopolisakaritler (EPS) olarak

smiflandirilabilmektedirler (Barcelos ve ark., 2019).

Ekzoseliiler polisakkarit olan EPS ve c-EPS, hiicre ylizeyine baglanma sekline
gore en fazla farklilik gosteren polisakkarit ¢esitleridir. c-EPS, hiicre ylizeyine sikica
kovalent olarak baglanir ve hiicre etrafinda bir kapsiil olusturmaktadir. EPS, hiicre dis1
matris i¢ine salgilanmaktadir veya hiicre yiizeyi ile gevsek bir sekilde iligkilidir

(Zeidan ve ark., 2017).

1.2.1. Ekzopolisakkaritlerin Genel Ozellikleri

Bakteriyel ekzopolisakkaritlerin kesfi 19'uncu yiizyilin ortalarinda sarapta
ekzopolisakkaritin bulunmasiyla baslamaktadir daha sonra bu ekzopolisakkaritin
dekstran oldugu ve iretiminden sorumlu mikrorganizmanin Leuconostoc
mezenteriodes oldugu belirlenmistir. ilerleyen zamanlarda kesfedilen diger
ekzopolisakkaritler, seliiloz, aljinat ve ksantani igermektedir (Nwodo ve ark., 2012).
Bitkiler tarafindan iiretilen seliiloz, pektin ve nisasta, algler tarafindan tiretilen agar,
aljinat ve karagenan ve bakteriler tarafindan iretilen aljinat, dekstran, jellan, pullulan
ve ksantan gibi farkli polisakkarit ¢esitleri jellestirici, stabilize edici veya kalinlastiric
ozelliklerinden dolayr gida katki maddeleri olarak yaygin olarak kullanilmaktadir
(Kumar Singha, 2012).

Hayvanlardan, bitkilerden ve mantarlardan elde edilen polisakkaritler hakkinda
birgok ¢alisma olmasina ragmen giintimiizde ilgiyi mikrobiyal EPS’ler gérmektedir.
Bunun nedeni ise laktik asit bakterilerinden gelen EPS’nin ‘GRAS’ statiisiinde olmasi
ve insanlara yararl etkilerinin kesfedilmis olmasidir (Wang ve ark., 2014). Ancak
mikroorganizmalarin {irettigi EPS’nin kullanilmasini sinirlayan temel faktor, liretim

maliyetlerinin pahali olmasidir (Donot ve ark., 2012).



Mikrobiyal polisakkaritler sentezlendikten sonra dis ¢evreye salgilanan veya
hiicre duvari baglantili enzimler ile direkt hiicre disinda sentezlenen polimerlerdir. Bu
polisakkaritler,  ekzopolisakkaritler =~ olarak  adlandirilmaktadir. ~ Mikrobiyal
ekzopolisakkaritler kimyasal yapilarina, molekiil agirliklarina, islevselliklerine ve bag
baglantilarina gore siniflandirilabilmektedirler. Ayrica EPS’ler hiicrede bulunduklari
konuma gore, kimyasal ve fiziksel yapi Ozelliklerine ve gorevlerine gore de
siiflandirilmaktadir.  Monomerik  bilesimlerine  gére homopolimerik  veya
heteropolimerik olarak gruplandirilmaktadirlar. Homopolisakkaritler sadece bir tiir
monosakkarit icerirken heteropolisakkaritler tekrarlayan birimlerden olusmaktadir.
EPS’ler 10 ila 1000 kDa arasinda g¢esitli yiiksek molekiil agirliklarma sahip
olabilmektedirler. Uretilen ekzopolisakkaritlerin miktar1 bakteri tiiriine gore degisiklik
gosterebilmektedir. EPS’ler 6zelliklerinden dolay:r sanayi ve medikal sektorde cok
genis alanlarda kullanilabilmektedirler. Kullanim alanlart arasinda eczacilik,
fonksiyonel gida tiretimi, herbisit ve kozmetik verilmektedir (Ruas-Madiedo ve ark.,
2002; Nwodo ve ark., 2012; Ergene ve Avct, 2016). EPS'ler baslica karbonhidratlardan
ve bazi karbonhidrat olmayan asetat, piriivat, siikksinat ve fosfat gibi siibsituentlerden
olugsmaktadir (Ates, 2015).

EPS'ler, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine cevap olarak veya zor gevre
kosullarmma uyum saglamak amaci ile iiretilmektedir ve temel gorevi gevresel
zorluklara karsi mikroorganizmanin korunmasima yardimer olmaktir (Donot ve ark.,
2012). Mikroorganizmalarda EPS {iretimi logaritmik gelisme fazinda veya sonlarinda
gerceklesmektedir. Ayrica duragan fazda birincil veya ikincil metabolik iiriin olarak

da EPS iiretimi gergeklesebilmektedir (Ergene ve Avct, 2016).

Cesitli suglarin irettigi bakteriyel ekzopolisakkaritler iki temel bicimde
olugsmaktadir. Birinci bi¢im, hiicre ylizeyine kovalent baglar ile bagli olan kapsiiler
polisakkaritler (c-EPS), Ikinci bigim ise hiicre yiizeyi ile kovalent olmayan, zayif
baglarla baglanmis slime (stimiiksii) polisakkaritlerdir (r-EPS) ( Kumar ve ark., 2007;
Ergene ve Avci, 2016). EPS iiretebilen cogu bakteri susu r-EPS {iretirken, bazi LAB
suslart ayn1 anda hem c-EPS hem de r-EPS iiretebilmektedir (Wang ve ark., 2014).
Ekzopolisakkaritler enerji kaynagi olarak kullanilmazlar (Milci ve Yaygin, 2005).



Mikrobiyal polisakkaritler suda ¢ozinilir polimerlerdir ve iyonik veya
noniyonik olmaktadirlar. Mikrobiyal EPS’ler % 90 veya daha fazla polisakkarit
icermektedirler (Razack ve ark., 2013). Gram-negatif bakterilerin irettigi bazi
polisakkaritler nétr veya polianyonik yapidadir. Baz1 gram-pozitif bakterilerde ise
EPS'lerinin kimyasal bilesimi katyonik yapidadir (Mu ve ark., 2009). EPS iireten
suslarin ropy (yapiskan) ve mukoid olmak {iizere iki fenotipi bulunmaktadir. Ropy
fenotipindeki mikroorganizmalar uzun bir filament olusturmaktadir fakat mukoid
fenotip uygun agar plakalar1 tizerinde biiyliyen parlak ve piiriizsiiz koloniler olarak

goriinmektedir (Zannini ve ark., 2016).

Mikrobiyal EPS’ler ¢ogunlukla kozmetik, gida, tekstil, ilag enddistrisi gibi
alanlarda ve ¢evre iyilestirme alanlarinda daha sik kullanilmasina ragmen saglik
gelisimi ile ilgili uygulamalar giliniimiizde ve gelecek yillarda daha ¢ok arastirilacaktir.
EPS’lerin antitimor, antioksidan, antidiyabetik, antiviral, makrofaj aktivasyonu,
prebiyotik, Kkolestrol diisiiriicii, immiinomodiilatér ve antililser aktiviteleri gibi
biyolojik etkileri oldugu bilinmektedir (Yildiz ve Karatas, 2018; Zannini ve ark.,
2016).

EPS’lerin fermente siit iiriinlerinin fiziko-kimyasal ve reolojik 6zelliklerinde
dogal biyo-kalinlagtirict maddeler ve in-situ lretilen stabilizorler olarak 6nemli

gorevleri bulunmaktadir (Yilmaz ve ark., 2015).

EPS sentezini kodlayan genler, Lc. lactis ve L. casei tiirlerinde oldugu gibi
plazmid iizerinde veya termofilik LAB'da oldugu gibi kromozomlarda bulunmaktadir
(Welman ve Maddox, 2003). Farkli LAB suslarimin frettigi HePS geni kiimeleri
arasinda yiiksek oranda benzerlik bulunmaktadir (Van der Meulen ve ark., 2007).

EPS'nin ekstraksiyon yontemleri kimyasal ve fiziksel yontemler olarak iki
gruba ayrilmaktadir. Kimyasal yontemler arasinda alkalin, etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) ve katyon degisim reginesi bulunmaktadir. Fiziksel yontemler arasinda ise
santriflij, ultrason ve 1sitma bulunmaktadir (Barcelos ve ark., 2019). Siv1 kiiltiir

ortamindan EPS izolasyonu i¢in kimyasal ve fiziksel yontemlerin her ikisini de iceren

10



tic temel adim bulunmaktadir. Bu adimlar hiicre uzaklastirilmasi, polimer ¢okmesi ve
kurutmadir. Hiicre uzaklastirma normal olarak polisakarite bagli olarak hiz ve zamanla
santrifiijleme kullanilarak elde edilirken, c¢okeltme, Ornegin metanol, etanol,
izopropanol veya aseton gibi su ile karisabilen bir ¢oziicli olan Onleyici bir madde
kullanilarak yapilmaktadir. Polisakarit termal olarak kararli oldugundan dolay1, EPS'yi
bozabilecek enzimlerin yok edilmesi igin 1s1 uygulanabilmektedir (Freitas ve ark.,
2011).

EPS’lerin detayli yapisal analizi zaman alic1 ve farkli tekniklerin kullanimi
icermektedir. Kimyasal bozunma ydntemleri (6rnegin hidroliz), ayirma yontemleri
(6rnegin SEC-kromatografi ve HPLC / HPAEC) ve tanimlama yontemleri (6rnegin,
GLC-EIMS ve 1H / 13C NMR spektroskopisi) EPS’lerin yapisnin aydinlatilmasinda
kullanilmaktadir (Gerwig, 2019).

1.2.2. Ekzopolisakkarit Ureten Mikroorganizmalar

EPS, mezofilik, termofilik ve halofilik gruplara ait Arkea, Bakteri, Mantar ve
Alg gibi farkli canlilardan izole edilmistir. Laktik asit bakterileri, EPS iireticisinin iyi
bilinen mezofilik grubudur. Mezofilik bakteri cinsleri arasinda iyi EPS iiretici oldugu
bilinen Bacillus spp, L. bulgaricus, L. helveticus, L. brevi, Lc lactis, Leuc.
mesenteroides ve Streptococcus spp bulunmaktadir. Diger EPS ireticileri
Pseudomonas spp., Aureobasidium spp., Sinorhizobium spp., Escherichia spp.,
Asetobacter spp.’dir. Arkea ve bakteri filumlarindaki EPS iretebilen termofilik
mikroorganizmalar ¢esitli termofilik ortamlardan izole edilebilmektedir. EPS
tiretebilen termofilik bakterilere 6rnek olarak Bacillus thermantarcticus, Geobacillus
thermodenitrificans, Bacillus licheniformis ve Thermotoga maritima gibi bakteriler
verilmektetir. En yaygin halofilik EPS iiretici bakteri cinsi Halomonas’dir. Bu cins
igerisinde en Onemlileri ise H. maura, H. eurihalina, H. ventosae ve

H.anticariensis ’dir (Kumar Singha, 2012).

En yiiksek miktarda mikrobiyal EPS iireticisi olarak Xanthomonas campestris
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olaral bilinmektedir ve bu mikroorganizma yaklasik olarak 30-50 g/ L ksantan sakiz1
tiretmektedir. (Harutoshi, 2013). Streptococci ve ilgili cinsler EPS'yi ¢ok daha az
miktarda iiretse de, Lactobacilli'nin litre biiyiime ortami basina 1-10 g EPS tirettigi,
Weissella tiirlerinin ise optimize kosullar altinda 18 g / L'ye kadar iiretim yaptigi
bilinmektedir (JB Prajapat, 2013).

1.2.3. Ekzopolisakkaritlerin Bilesimi ve Yapisi

Homopolisakkaritler (HoPS) a-D-glukanlar, B-D-glukanlar, fruktanlar ve
digerleri (6rnegin poligalaktanlar) seklinde dort gruba ayrilmaktadir. Bu
gruplandirmanin temelinde monomerik birimlerin dogasi ve baglar arasi baglanti
bulunmaktadir. Homopolisakkaritler yliksek molekiiller agirliga sahiptirler.
Homopolisakkaritlerin iiretimi i¢in ortamda siikroz gibi belirli bir substratin bulunmasi
gerekmektedir. HoPS’ler glikozil hidrolaz ailesine ait hiicre dig1 enzimler ile
sentezlenmektedir. o-glukanlar ve pB-fruktanlar sirasi ile glukansiikrazlar ve
fruktansiikrazlar tarafindan sentezlenmektedir. Ayrica monosakkaritlerin birlesmesi
hiicre disinda ger¢eklesmektedir. Seliiloz, dekstran, mutan, alternan, pullulan, levan,
kurdlan homopolisakkarit yapisinda olan 6nemli EPS g¢esitleridir. Cizelge 1.1°de
homopolisakkarit tireten LAB’lar1 ve homopolisakkarit ¢esitlerini gostermektedir (
Ruas-Madiedo ve ark., 2002; Harutoshi, 2013; Zannini ve ark., 2016; Ergene ve Avci,
2016) .

12



Cizelge 1.1 Homopolisakkarit ¢esitleri ile bu homopolisakkaritleri tireten
mikroorganizmalar (Zannini ve ark., 2016)

Homopolisakkarit Cesitleri Homopolisakkarit Ureten Tiirler
1) o-Glukanlar
Dekstran Lactobacillus reuteri, Lactobacillus

casei, Lactobacillus sakei,
Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus parabuchneri,
Lactobacillus curvatus, Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides,
Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextrtanicum, Streptococcus mutans,
Streptococcus downei, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus salivarius,
Streptococcus gordonii, Weisella
Mutan Lactobacillus reuteri, Streptococcus
mutans, Streptococcus downei,
Streptococcus sobrinus

Alternan
Leuconostoc mesenteroides
Reuteran Lactobacillus reuteri
2) B-Glukanlar Pediococcus damnosus, Pediococcus

parvulus, Lactobacillus sp.

3) Fruktanlar
Levan Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
sanfranciscensis, Leuconostoc
mesenteroides, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus salivarius

Iniilin Benzerler Lactobacillus reuteri, Leuconostoc
citreum, Streptocossus mutans

4) Poligalaktanlar Lactococcus lactis subsp. cremoris
H414

Heteropolisakkaritler (HePS) ¢ok cesitli mezofilik ve termofilik LAB’lar
tarafindan tiretilmektedir. Bakteriyel EPS'nin ¢ogunlugu heteropolisakkaritler olarak
smiflandirilmaktadir. HePS iireten termofilik LAB’lar mayalanmis siit iiriinlerinde
kullanilmaktadir. Ciinkii bunlar siit iiriinlerinin yapisinin olusmasinda ve gelismesinde
etkili olmaktadirlar. Ayrica agizda biraktigi tadin olusmasinda da gorev almaktadirlar.

Heteropolisakkaritlerin dnemli iki iiyesi jellan ve ksantandir. Cogunlukla D-glukoz,
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D-galaktoz ve L-ramnoz birimlerinin kombinasyonunu ve bazi durumlarda N-
asetilglukozamin (GIcNAc), N-asetilgalaktozamin (GalNAc) veya glukuronik asit
(GlcA) igermektedir. Yapida bazen karbohidrat olmayan fosfat, asetil ve gliserol gibi
siibstitiientler bulunmaktadir. Heteropolisakkaritlerin molekiiler kiitlesi 4.0x10* ile
6.0x10° Da arasinda degismektedir. HePS, ropy veya mukoid yapida olabilmektedir
(Ruas-Madiedo ve ark.,2002; Ergene ve Avci, 2016; Zannini ve ark., 2016; Barcelos
ve ark., 2019). Heteropolisakkaritlerin ¢ogu tironik asit varligindan dolay1 polianyonik
yapidadir (Singh ve ark., 2008). Heteropolisakkaritlerin 6ncti tekrar birimleri hiicre igi
olarak sentezlenmekte ve polimerizasyonun hiicre disinda olabilmesi igin izoprenoid
glikozil tasiyict lipidler bu oncii tekrar birimlerinin hiicre zarindan taginmasindan
gorev almaktadir (Nwodo ve ark., 2002). Cizelge 1.2°de heteropolisakkarit

sentezleyen mikroorganizmalar gosterilmektedir.

Homopolisakkarit ve heteropolisakkaritler arasinda kimyasal yapi, baglanti
baglari, sentetik enzimleri ve sentez bolgeleri bakimindan farkliliklar bulunmaktadir
(Nwodo ve ark., 2002). Heteropolisakkaritler ¢ogunlukla hiicre iginde
sentezlenirlerken homopolisakkaritler genellikle siikroz kullanilarak ekstraseliiler
enzimlerce sentezlenmektedir (Ergene ve Avci, 2016). Serratia marcescens,
Aeromonas salominicida ve Pseudomonas sp. NCIB 2021 suslarinin  hem
homopolisakkarit hem de heteropolisakkarit yapidaki EPS’leri iiretebildigi
bilinmektedir (Kumar ve ark., 2007).
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Cizelge 1.2 Heteropolisakkarit iiretebilen Laktik Asit Bakterileri (Ruas-
Madiedo ve ark., 2002)

Lactobacillus Streptococcus Lactococcus
L. delbrueckii subsp. S. macedonius Sc136 Lc. lactis
bulgaricus 291 subsp.
cremoris
NI1ZO B39
L. helveticus Lb161 S. thermophilus SFi 20 Lc. lactis
subsp.
cremoris
NI1ZO B891
L. helveticus K16 S. thermophilus Rs
. rhamnosus C83 S. thermophilus Sts
S. thermophilus MR-1C
S. thermophilus S3
S. thermophilus 8Sb

1.2.4. EPS’lerin Biyosentezi

Bakterilerin tirettigi cok cesitli ekzopolisakkaritler farkli biyosentez yollari ile
sentezlenmektedir. Her EPS ¢esidi kendi biyosentetik yolagina ve dolayisiyla bu
yollar1 etkileyebilecek faktorlere sahiptir. (Barcelos ve ark., 2019; Schmid ve ark.,
2015). Mikrobiyal EPS iiretimi igin ¢ok sayida enzim ve diizenleyici protein gorev
almaktadir (Jaiswal ve ark., 2014).

EPS iretimi i¢in regiilasyonu kodlayan, zincir uzunluk tayini, tekrar-iinite
grubu, polimerizasyon ve tasinmayi1 gerceklestiren genetik elemanlara ihtiyag
bulunmaktadir (Péant ve ark., 2005).

EPS biyosentezi temel olarak ii¢ ana asamaya ayrilabilmektedir. Ilk olarak bir
karbon substratin asimilasyonu ger¢eklesmekte daha sonra polisakkaritlerin hiicre ici
sentezi ve en son olarak ise hiicre digina EPS’nin eksiidasyonu saglanmaktadir (Donot
ve ark., 2012). Hiicre disinda sentezlenen dekstran, levan ve mutan gibi
homopolisakkaritler haricinde bakteriyel EPS’ler hiicre i¢inde iiretilmekte ve daha

sonra enzimlerin yardimi ile hiicre disi ortama tasinmaktadirlar (Ates, 2015).
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EPS sentezinde gorev alan enzimleri dort grup altinda incelenmektedir. Bu
enzimler hiicrenin farkli kisimlarinda bulunmaktadir. Birinci grup heksokinaz gibi
hiicre i¢i enzimlerdir. Bu enzimler glikozu (Glc) glikoz-6-fosfata (Glc-6-P) fosforile
etmektedir. Ikinci grup, seker niikleotidlerinin doniisiimiinii katalize etmek icin
gereklidir. Glc-1-P'den UDP-Glc'ye, doniisiimii katalize eden Uridin-5'-difosfat
(UDP) -glukoz pirofosforilaz ikinci gruba 6rnek verilmektedir. Ugiincii grup, hiicre
periplazmik zarinda bulunan glikozil transferazlardir (GT). Seker niikleotidleri, GT'lar
tarafindan glikozil tasiyici lipide baglanan tekrarlayan bir birime transfer edilmektedir.
En son grup ise makromolekiillerin polimerizasyonunda gorev almaktadir ve hiicre
zari ile hiicre duvarmin dis tarafinda bulunmaktadir (Ates, 2015). Elde edilen EPS
miktarmin daha yiiksek degerlerini elde etmek i¢in sentez, enzim yonetimi ve genetik

modifikasyonlarin oraninda bir artisa ihtiyag duyulmaktadir (Barcelos ve ark., 2019).

EPS’lerin iiretilmesi icin Wzx / Wzy'ye bagl yol, ATP-baglayic1 cassette
(ABC) tastyicisina bagimli yol, sentaz bagimli yol ve tek bir siikraz proteini
kullanilarak hiicre dis1 sentezinin yapildigi genel mekanizmalar bulunmaktadir.
Hiicrenin i¢inde, 6ncii molekiillerden ilk li¢c mekanizma ile aktiflestirilmis seker veya
seker asitleri enzimler tarafindan olusturulmaktadir. Ekstraseliiler iiretim yolunda, di-
veya trisakkaritlerin boliinmesiyle elde edilen monosakkaritlerin dogrudan ilave

edilmesi ile polimer iplik¢ik uzatilmaktadir(Ates, 2015).

Wzx-Wzy yolu ile sentezlenen polisakkaritlerin kimyasal yapisinda dort veya
bes tip seker bulunmaktadir ve bu nedenle heteropolimerler olarak
siniflandirilmaktadir. Bu yolu kullanan tiim suslarin, hiicre dis1 polisakkarit operonlari
icinde flippaz (Wzx) ve polimerazin (Wzy) genlerini tasimaktadirlar. Membran-
kapsayan multiprotein kompleksi ile biyosentez katalizlenmektedir. Baslangic
asamasinda yer alan fosfoglikoziltransferaz (pGT), ilk asidik residue (kalintiy1) bir
membran lipit tasiyicisina fosforil bag yolu ile tutturmaktadir. Tekrarlanan {initenin
ardisik GT ler tarafindan tamamlanmasindan sonra, Wzx ile hiicre i¢cinden hiicre disina
tasinmakta ve daha sonra Wzy proteini tarafindan polimerize edilmektedir. D1 zar
boyunca son translokasyon, Wza gibi dis zar polisakkaritleri ile yapilmaktadir.

Heteropolisakkaritin biyosentezi i¢in gerekli olan gen gruplari, tekrarlayan birimin
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sentezi i¢in genler, tasinim, polimerizasyon ve regiilasyon i¢in genler dahil olmak
tizere 12-25 kb'lik bir genetik lokusta bulunmaktadir (Delbarre-Ladrat ve ark., 2014;
Schmid ve ark., 2015).

Bakteriyel eksopolisakkarit biyosentezinin ikinci mekanizmasi olan ABC
tastyicisina bagimli yol esas olarak kapsiiler polisakkarit (c-EPS) biyosentezinde
kullanilmaktadir. Wzx / Wzy mekanizmasinda oldugu gibi, ABC-transportere bagimli
yoldan sentezlenen c-EPS, i¢ zarin sitoplazmik yiiziinde GT'lerin etkisi ile
birlestirilmektedir. Eger birlestirme asamasinda sadece tek bir GT igeren operon
bulunuyor ise homopolimerler sentezlenmektedir. Fakat birlestirme asamasinda ¢oklu

GT'ler kullaniliyor ise heteropolimerler sentezlenmektedir (Schmid ve ark., 2015).

Uciincii mekanizma ise zarlar ve hiicre duvari boyunca tam polimer seritlerini
salgilayan ve tekrarlanan birimlerin yer degistirmesi i¢in bir flippazdan bagimsiz olan
sentaz bagimli yoldur. Genellikle homopolimerlerin sentezi i¢in sentaz bagimli
mekanizma kullanilmaktadir. Ornegin kurdlan biyosentezinde veya sadece p- (1-4)
bagl glikoz tnitelerinden olusan bakteriyel seliilozlarin sentezinde bu mekanizma
kullanilmaktadir (Schmid ve ark., 2015). EPS biyosentezindeki genel mekanizmalar

sekil 1.1°de gosterilmektedir.

I- Wzx/Wzy bagimh yol II-ABC tastyict bagiml yol II1- Sentaz bagimh yol
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Sekil 2.1 Ug farkl1 hiicre i¢i EPS biyosentezlenme yoluna genel bakis
(Schmid ve ark., 2015).
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1.2.5. Mikrobiyal EPS Uretimini Etkileyen Faktorler

Yiiksek EPS iiretimini garanti eden tek bir kiiltiir kosulu bulunmamaktadir.
Ciinkii mikroorganizmalarin karbon ve azot kaynagi kullaniminda, mineral
gereksinimlerinde, optimum sicaklik ve pH kosullarinda farkliliklar bulunmaktadir.
Karbon (C), nitrojen (N), fosfat (P) ve oksijen (O) gibi faktorler karbon kaynaginin
polisakkaride ¢evrilmesini etkileyen faktorlerden sadece birkacidir. Mikrobiyal
EPS’lerin miktar1 ve Kkalitesi, beslenme ve c¢evre kosullarindan onemli Olgiide
etkilenmektedir. Kiiltiir kosullariin degistirilmesi ile polimer iiretiminde artis
saglamak miimkiin olabilmektedir (Kumar ve ark., 2007). Uretilen EPS miktar1 birgok
i¢ faktorden ve fermentasyon sicakligi, pH gibi dis faktorlerden etkilenmektedir (Dertli
ve ark., 2016).

Yapilan bazi calismalarla maksimum EPS iiretimi i¢in sabit bir pH gerektigi
bulunmustur. Glikozil-hidrolaz enzimi, molar kiitleyi azaltan uzun fermentasyon
kosullarindan sonra EPS'yi parcalayabilmektedir. Bu nedenle iiretim ve bozulmanin

etkilerini, optimum pH dengelemektedir (Barcelos ve ark., 2016).

EPS iiretimini etkileyen temel faktorler arasinda karbon ve nitrojen kaynagi
bulunmaktadir. Karbon kaynagi, EPS'nin sentezlenmesi i¢in kullanilmaktadir. EPS
tiretmek i¢in kullanilan ¢ok ¢esitli karbon kaynaklari arasinda sakkaroz, glikoz, laktoz,
maltoz, mannitol, sorbitol, peynir alt1 suyu, nisasta, seker konsantrasyonlar1 ve
metanol yer almaktadir. Bu karbon kaynaklarinin kombinasyonlar seklinde
kullanilmast {iretilen EPS miktarin1 artirabilmektedir. Nitrojen kaynagi olarak
amonyum siilfat, pepton, sodyum nitrat, iire ve maya 0ziitii kullanilmaktadir. Organik
azot kaynaginin kullanilmasi daha yiiksek miktarda EPS iiretimini saglamaktadir.
Temel hiicre bilesenlerinin sentezlenmesi i¢in nitrojenin ortamda bulunmasi
gerekmektedir. EPS iiretimi i¢in yiiksek karbon / azot orani tercih edilmektedir. En
uygun oran ise 10:1 olarak kabul gérmektedir. Bu nedenle, daha yiiksek bir C / N orani
ve yeterli miktarda hem karbon hem de azotun ortamda bulunuyor olmasi EPS
liretiminin artmasina sebep olmaktadir. Fazla miktarlarda karbon kaynaginin

kullanilmast mikroorganizmalarin biiylime fazin1 uzatabilmekte ve biiylik miktarlarda
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azot kaynagimin kullanilmasi degrade edici enzimin iiretimini artirabilmektedir. EPS
tiretimi icin gerekli diger faktorler arasinda iyon kaynagi, oksijen ve havalandirma
orani, ortamin vizkositesi, inkiibasyon sicakligi ve pH bulunmaktadir ( Kumar ve ark,

2007; Kumar Singha, 2012; Harutoshi, 2013; Barcelos ve ark., 2019).

EPS diretimi hem biliylime evresine hem de mikroorganizmaya bagldir.
Yapilan bir¢ok aragtirmada yiiksek miktarda EPS iiretimi normalde inkiibasyondan 24
saat sonra ortaya ¢ikan duragan faz ile iliskili olmaktadir. Fakat yapilan ¢alismalarla
farkli mikroorganizmalarin biiyiime egrisinin farkli evrelerinde EPS tiretilebildigini
gostermistir. Ornegin Rhodopseudomonas acidophila i¢in duragan faz, Bacillus
megaterium igin ge¢ log faz1 ve Saccharophagus degradans ve Vibrio harveyi strain
VB23 i¢in baslangic duragan fazina geg¢ giris ile log fazi gibi donemlerde EPS

iretilmektedir (Barcelos ve ark., 2019).

EPS iireticilerinin ¢ogunun aerobik olmasi nedeniyle yiiksek havalandirma
EPS iiretiminde daha iyi sonuclar alinmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir.
Buna neden olarak ise molekiiler oksijenin EPS iiretiminde birincil enerji

metabolizmasi kaynagi olarak kullanilmasi gosterilmektedir (Barcelos ve ark., 2019).

Yapilan bazi aragtirmalar ile EPS {iretiminde agir metallerin etkisi
incelenmistir. Yapilan bir ¢alismada lityum, bakir, kursun ve kadmiyum gibi farkli agir
metallerin farkli konsantrasyonlarinda Cyanothece sp. CCY 0110 iz biiyiime ve EPS
tiretimin etkisi incelenmistir. EPS {iretiminin bu ortamda biiyiime modelini izlemeye

devam ettigi bulunmustur (Mota ve ark., 2015).

Yapilan bir arastirmada ise UV 1silariin EPS {iretimi {izerinde olumsuz bir
etkisi oldugu bulunmustur. 10 dakika ile 70 dakika arasinda diizenli araliklarla UV
1sinlarina maruz kaldiktan sonra, EPS'nin yavag yavas bozuldugu ve bu siire igerisinde

hiicrelerin az miktarda EPS iirettigi rapor edilmistir (Razack ve ark., 2013).
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1.2.6. EPS’lerin Bakterilerdeki Fizyolojik Rolii

Ekzopolisakkaritlerin dogal ortamda mikroorganizmay1 koruyucu gorevleri
vardir. EPS’ler kotii ¢evre kosullarina karsi hiicreler i¢in koruyucu bir tabaka
olusturmakta ve besin kitlig1 oldugu zamanlar da karbon ve enerji rezervleri olarak
kullanilmaktadirlar. EPS’lerin ¢ok ¢esitli biyolojik gorevleri bulunmaktadir. EPS’ler
mikroorganizmay1 antimikrobiyal faktorlere karsi korumaktadir. Bu antimikrobiyal
faktorler arasinda bakteriyofajlar, fagositoz, protozoa saldirilari, metal iyonlari, nisin,
lizozim, temizlik maddeleri, etanol ve antibiyotikler = bulunmaktadir.
Mikroorganizmayi ayrica Kurumaya, faj saldirisina, toksik bilesiklere ve ozmotik
strese karsi korumaktadir. EPS'lerin ayrica hiicre tanima, yiizeylere yapistirma ve
cesitli ekosistemlerde biyofilm olusumunda 6nemli rolleri bulunmaktadir (Ruas -

Madiedo ve ark., 2002; Kumar Singha, 2012; Zannini ve ark., 2016).

1.2.7. Biyoteknoloji Yolu ile EPS Uretimi

Mikrobiyal EPS’lerin biyoteknolojik tiretimi igin genetik miihendisliginin
kullanim1 halen calisilmakta olan umut verici alternetif bir yoldur. Ticari dlgekte
iiretimini ve ¢esitli alanlarda uygulama olanaklarin1 gelistirmek hedeflenmektedir. Bu
amaca ulagmak icin yapilanlar arasinda en uygun genetik araglar: (i) mikrobiyal
polisakaritlerin genetik belirleyicilerinin daha verimli konakgilara aktarilmasi ve EPS
iretimini arttirmasi veya (ii) polisakkaritin tekrar tinitesinin degistirilmesidir. Ancak
EPS iretimi i¢in genetik ve metabolik miihendisligin kullanimi, genetik araglarin

yeterli olmamasindan dolay1 hala yaygin degildir (Barcelos ve ark., 2019).

Yapilan bir arastirmada {irettigi EPS’nin yapisinda glikoz, galaktoz ve N-
asetilgalaktozamini igeren S. thermophilus Sfi6' nin gen kiimesi izole edilip EPS
tireticisi olmayan konake¢1 Lc. lactis MG1363°e transfer edilmistir. Sonug¢ olarak
yiiksek molekiiler agirlikli ve farkli yapiya sahip yeni bir EPS firetilebilmistir
(Barcelos ve ark., 2019). Polisakkarit iiretimi i¢in Lc. lactis NIZO B40 susunun
kullanildig1 bir baska arastirmada ise bu susun pNZ4000 geninin ekspresyonunu

yiikselterek EPS {iretiminin artmasi saglanmistir. Bu sonug, EPS iiretiminin, EPS
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onciillerinin seviyesinden ziyade, pNZ4000 gen kiimesinin ekspresyon aktivitesi ile

ilgili oldugunu ortaya ¢ikarmstir (Boels ve ark., 2003).

1.2.8. EPS’nin Potansiyel Uygulanmasi

Ekzopolisakkaritler dogada yenilenebilir olmalari, toksik olmamalar1 ve
mikroorganizmalar tarafindan iiretilebilmeleri nedeniyle biyopolimerler olarak genis
kullanim alanlar1 bulmaktadirlar (Razack ve ark, 2013). EPS’lerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine dayanan ¢ok ¢esitli EPS uygulamalari bulunmaktadir. EPS’ nin molekiiler
yapisindaki genis ¢esitlilik nedeniyle mikrobiyal EPS uygulamalari, gida sektoriinden
medikal sanayiye ¢ok genis bir alana sahiptir (Barcelos ve ark., 2019).

Cesitli  endiistriyel uygulamalar i¢in dogal polimerlere olan talep,
mikroorganizmalar tarafindan tretilen EPS’lere karsi ilgiye yol agmustir. Jellestirme
maddesi, emiilgator, dengeleyici veya doku yapici madde olarak ¢esitli kullanimlara
sahip olabilen mikrobiyal polisakkaritlerin izolasyonu ve tanimlanmasina ilgi artmistir
(Sutherland, 2001). Geleneksel uygulamalarda bitki veya yosun polisakkaritleri yerine
ksantan, jellan, dekstran ve kurdlan gibi benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahip bakteriyel EPS'lerin kullanilmasi tercih edilmektedir (Ates, 2015).

Mikrobiyal EPS uygulama alanlari arasinda tekstil, siit Girlinleri, kozmetik
uriinler, ilag ve eczacilik gibi saglik alanlari, cevre iyilestirme bulunmaktadir.
Mikrobiyal EPS’ler giivenli alternatif flokiilasyon maddeleri olarak kullanilmaktadir
(JB Prajapat, 2013). EPS’ler, hiicre agregatlarinin olusumu, flokiilasyon ve benzeri
stireglerin olusumunda temel bir rol oynamaktadirlar. Giintimiizde EPS’ler arindirici

(depollution) ajanlar olarak kullanilmaya baslanmistir (Zannini ve ark., 2016).

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler, 20. yiizyilin ortalarindan itibaren, medikal
genlestirici olarak dekstran ¢ozeltilerinde yapilan ilk klinik deneylerle tibbi uygulama
alant bulmuslardir. Mikrobiyal EPS’ler bazi ozelliklerinden dolayr ilag salim

sistemleri i¢in umut verici bir materyal haline gelmektedir. EPS’lerin hidrofilik
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ozellikleri, hidrojeller olusturma kabiliyeti, cok miktarda suyu tutan ¢apraz bagh 3D
ag yapilar1 ve ¢oziinmez halde kalmalart onlari ilag tasiyicilart olarak ¢ok faydali
kilmaktadir. Aljinatlar, reflii karsiti, dis gosterimleri veya tabletler i¢in matris olarak
kullanilmaktayken hiyaluronik asit ve tiirevleri cerrahi, artrit tedavisi veya yara
iyilesmesinde kullanilmaktadir. Bakteriyel seliilloz ise doku miihendisligi alaninda

kullanilmaktadir (Moscovici, 2015).

1.2.8.1. Ekzopolisakkaritlerin Gida Sanayisinde Kullanilmasi

Mikrobiyal EPS’lerin gida sanayide kullanilmasi1 giderek artan bir sekilde ilgi
gormektedir. LAB’lar tarafindan iiretilen EPS’lerin gidanin reolojik 6zelliklerini ve
yapisini  degistirebilmesinden dolayr gida endistrisinde viskozite saglayici,
stabilizatorler, emiilsifiye edici veya jellestirici madde olarak kullanim alani
bulmaktadirlar. Gida katki maddesi gerektiren iiriinler igin EPS’ler iyi bir alternatif
olmaktadir. Fakat hem tliretim maliyeti hem de LAB’lar tarafindan diisiik miktarda EPS
tiretilmesi, mikrobiyal EPS’lerin endiistriyel uygulamalari i¢in engelleyici faktorlerdir

(Caggianiello ve ark, 2016).

LAB’lar tarafindan iretilen EPS’ler, yogurt, peynir ve siit bazli tathilarin
endiistriyel tiretiminde dogal tekstiir saglayicilar olarak gorev almaktadir (Harutoshi,
2013). Ayrica EPS’ler gida iiriinlerinde kalinlastiricilar olarak kullanilmaktadir (Donot
ve ark., 2012). Yogurt dahil olmak iizere fermente siit iiriinlerinde fermantasyon
sirasinda EPS fireten kiiltiirlerin EPS {iretmeyen kiiltiirlerle kiyaslandig1 zaman daha

yiiksek viskozite degerleri sagladigi rapor edilmistir (Yilmaz ve ark., 2015).

Fermente siit driinlerindeki EPS’lerin reolojik gorevlerini monosakkarit
bilesimi, baglant1 tiirii, yan zincirler, net yiik, EPS'nin molekiiler agirligi ve 6zellikle
proteinler ve iyonlar gibi siit bilesenleri ile etkilesimleri gibi cesitli faktorler
etkilemektedir. Ayrica reolojik gorevlerini etkileyen bir bagka etken ise EPS'nin
kompakthigidir. Bu etkeni ise EPS molekiiliindeki dallarin derecesi ve uzunlugu
belirlemektedir (Yilmaz ve ark., 2015).
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Amerika Birlesik Devletleri Federal Diizenlemeler Yasasina gore diisiik yagh
yogurdun igeriginde % 0,5'den az yag olmamali ve % 2'den fazla yag igermemesi
gerektigini belirtmektedir. Fakat yaglar yogurdun duyusal 6zelliklerine ve yapisina
etki eden onemli bilesendir. Gida endiistrisi ¢ogunlukla dogal viskozitorler ve doku
gelistiriciler olarak bitkisel karbonhidratlar veya jelatini yaglara alternatif olarak
kullanmaktadir. Fakat bunlarin kullanimi ise Avrupa Birligi'nde kisitlidir. Bu nedenle
Avrupa'da EPS tiretim kapasitesine sahip yogurt kiiltiirleri liretilmeye baslanmuistir.
Yogurdun igindeki EPS iireten kiiltiirlerin gelismis duyusal o6zellikleri artirdigi
belirlenmistir. Bu 6zellikler arasinda viskozite, agiz hissi, tat algisi, parlaklik ve krema,
gelismis su baglama kapasitesi ve nihai {liriiniin depolama stabilitesi bulunmaktadir
(London ve ark., 2015). Bu 6zelliklerin gelismesi saglanirken ise son iiriiniin lezzetini
degistirmedigi bulunmustur (Caggianiello ve ark., 2016).Yapilan bir ¢alismada
Lactobacillus mucosae’nin in situ ortamda irettigi EPS'nin, yogurdun dokusal ve
reolojik ozelligini gelistirdigi fakat starter (baslatici) kiiltiirleri etkilemedigi
bulunmustur (London ve ark., 2015).

Genis cesitlilikte iiretilen ve fiziko-kimyasal 6zelliklerinden dolayi ilgi ¢ekici
olan mikrobiyal EPS’ler Amerika Birlesik Devleti gida endiistrisinde katki maddeleri
olarak yanlizca ksantan ve jellanin kullanilmasina izin verilmektedir (Donot ve ark.,

2012).

Yapilan bir ¢aligmada EPS’ler, peynirlerin dokusal ve reolojik 6zelliklerini
gelistirmek i¢in, azaltilmis yagl ve yar1 yagh peynirlerde kullanilmistir. Bir baska
calismada ise belirli kosullarda EPS {iretebilen starterlerin kullaniminin, daha yiiksek
nem seviyelerine yol actigin1 ve EPS-iireten starter ile tiretilen yagsiz peynirin mikro

yapisinin, tam yagli peynirlere benzedigini gostermistir (Lynch ve ark., 2014).

Son yillarda ekmek fermentasyonu gerceklestigi sirada iiretilen mikrobiyal
ekzopolisakkaritlerin iizerine ¢esitli calismalar yapilmaktadir. LAB’lar tarafindan
tiretilen ekzopolisakkaritlerin ekmek gelistiriciler olarak kullanilan daha pahali
bitkisel hidrokoloidlerin yerini almak icin gecerli ve daha ucuz bir alternatif

olabilecegi diisiiniilmektedir (Arendt ve ark., 2007). L. sanfranciscensis'in iirettigi
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fruktanlarin hamur reolojisinde ve ekmegin dokusunda olumlu katkilar1 oldugu
bulunmustur. Ayrica in situ liretilen EPS'nin disaridan eklenenlere gore daha etkili
oldugu belirtilmistir (Arendt ve ark., 2007). Bir homopolisakkarit gesiti olan
dekstranlarin unlu iiriinlerde katki maddesi olarak kullanilmasi Avrupa Komisyonu

tarafindan onaylanmistir (Lynch ve ark., 2014).

1.3. Baz1 Onemli Ekzopolisakkarit Cesitleri, Ozellikleri ve
Uygulama Alanlar

Glinlimiizde yapilan c¢alismalar EPS’lerin potansiyel kullanimi iizerine
odaklanilmistir (Yildiz ve Karatas, 2018). Mikrobiyal EPS'nin endiistriyel uygulamast,
yiiksek tliretim maliyeti ve geri kazanim siiregleri nedeniyle sinirli olmaktadir (JB
Prajapat, 2013). Ancak dekstran, ksantan, jellan, pullulan, kurdlan ve levan gibi
EPS’ler endiistriyel agidan oldukca onemli olan EPS cesitleridir (Ergene ve Aveci,
2016). Pullulan gida endiistirisi, saglik ve eczacilik alanlarinda kullanilmaktadir
(Ravella ve ark., 2010). Kurdlan, gidalarin yapisal kalitesinin, su tasima kapasitesinin
ve termal stabilitesinin iyilestirilmesi amaci ile jellestirme malzemesi olarak
kullanilmaktadir (Shih ve ark., 2009; Hussain ve ark., 2017; Yildiz ve Karatas, 2018).
En yaygin olarak kullanilan EPS cesitlerinden biri olan Ksantan zamki gidalarda,
tuvalet malzemelerinde, yaglarin geri doniistiiriilmesinde ve kozmetik gibi genis bir
alanda kullanim alami bulmaktadir. Tarim endiistrisinde, mantar oldiriciiler,
herbisitler ve insektisitler de akiskanligi arttirmak i¢in kullanilmistir. Petrol
endiistrisinde ise petrol sondaji, parcalama, boru hatti temizliginde kullanilmaktadir
(Rosalam ve England, 2006). Jellan ise gidalarda lezzetin aciga ¢ikmasini
saglamaktadir. Ayrica gida iirlinlerinde bulunan genis pH araliginda stabil
kalmaktadir. Jellan dis ve kisisel bakim iirlinlerinde jellestirici maddeler olarak
kullanilmaktadir. Nisasta ile karistirildiginda ise kagit iiretiminde kullanilmaktadir
(Sutherland, 1998; Banik ve ark., 2000). Bazi Streptoccocus cinsine ait tiirler dekstran

ve levan sentezlemektedir.
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1.3.1. Levan

Levan, fruktoz i¢eren bir homopolisakkaritdir (Srikanth ve ark., 2015). Levan
biyosentezi, levansiikraz adi verilen sakkarozu substrat olarak kullanilan hiicre dist
enzim ile yapilmaktadir (Donot ve ark., 2012). Mikrobiyal levanlar EPS matrisinin
olusumuna etkileri bulunmaktadir ve mikrobiyal biyofilm olusumuna yardimci
olmaktadirlar. Biyo-uyumluluk, biyo-bozunurluk, yenilenebilirlik, esneklik, toksik
olmayan ve c¢evre dostu Ozelliklerine ek olarak biyomedikal ozellikleri de
bulunmaktadir. Ornegin anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-kanserojen, anti-AIDS,

hiperglisemik inhibit6r gibi etkileri bulunmaktadir (Srikanth ve ark., 2015).

Kisisel bakim ve kozmetik alaninda ¢evre dostu ve gilivenli iirlinlere karsi olan
talep levan i¢in oldukea dikkat ¢ekici bir alandir. Levan, sag fiksatif tirtinlerinde birgok
kullanim alan1 bulunmaktadir. Sag¢ tutma 6zelliklerini arttirmak i¢in mevcut sag tutucu
jellere, koptiklere sulu levan ¢ozeltileri eklenmektedir. Levan’larin diisiik igsel
viskozitesi bitmis tiriinlerin fiziksel 6zelliklerini biiyiik 6l¢iide etkilememektedir (Oner

ve ark., 2016).

Levan, yiiksek molekiiler agirlig1 ve diisiik viskozite gibi 6zellikleri sebebi ile
gida endiistrisinde potansiyel ve islevsel bir polisakkarit olarak kabul gormektedir.
Dogal olarak ¢esitli gida iiriinlerinde bulunmaktadir ve insanlar tarafindan ¢ok diisiik
miktarlarda tiiketilmektedir. Prebiyotik 6zellige sahip olan levanlar, Bifidobakterilerin
biiylimesini uyararak kolonik mikrobiyotay1r dnemli dl¢iide etkilemektedir (Srikanth
ve ark., 2015).

1.3.2. Dekstran

Dekstranlar ilk tiretilen endiistriyel polisakkaritlerdir. 1880 yilinda, seker
kamis1 veya pancar suruplarinda, dekstranin suruplarin kalinlagmasindan ve
jellesmesinden sorumlu oldugu kesfedilmistir. Uretilen dekstranlarin yapisal

farkliliklar1 nedeniyle, bazilar1 suda ¢oziinebilirken bazilari ¢6ziinememektedir (Yang,
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2000). Molekiiler agirliklart ortalama 110-160 kDa araliginda degigsmektedir (Schmid
ve ark., 2015). Dekstranlar, d-glikozil-transferaz olarak da bilinen dekstransiikraz

enzimi tarafindan sentezlenmektedir (Donot ve ark., 2012) .

Dekstranlar hem prebiyotik 6zellikleri nedeni ile hem de firincilik ve tahil bazl
fermente edilmis fonksiyonel i¢eceklerin iiretimi gibi genis endiistriyel kullanimlar
olmasi nedeni ile oldukea fazla ilgi gormektedir (Rosca ve ark., 2018). Dekstranlar,
nem tutmayr gelistirmek, viskoziteyi iyilestirmek ve sekerlerin kristallesmesini
onlemek amaci ile sekerleme endiistrisinde kullanilmaktadir. Sakiz ve joleli sekerler
icinde jellestirici maddeler olarak gorev yapmaktadir. Dondurmada kristalizasyonu
engellemek amaci ile kullanilmaktadir. Ayrica puding karigimlarinda istenen yapinin

olugsmasini saglamaktadir (Yang, 2000).

Biyolojik olarak bozunabilirligi ve biyouyumluluguna bagl olarak, plazma
hacim genisleticisi, ilag dagitimi gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalar igin
kullanilmigtir  (Jiang ve ark., 2004). Tipta antitrombotik ajanlar olarak
kullanilmaktadir. Kan viskozitesini azaltmakta ve hacmini ise artirmaktadirlar.
Dekstran bazli nanopartikiiller, hedefe yonelik ilag tedavisindeki uygulamalara
sahiptir. Ayrica metal nanopartikiillerin oksidasyonuna karsi koruma i¢in kaplama

olarak da kullanilmaktadir (Rosca ve ark., 2018).

1.4. Meyve Posasi

Meyve posalar1 birgok meyve suyu fabrikasindan yan iiriin olarak ortaya
¢ikmaktadir. Posalar depolanmalar sirasinda igermis olduklari yiiksek diizeydeki su
nedeniyle kolayca bozulabilmektedir. Meyve posalarmin bir miktar1 taze olarak
hayvanlara yedirilerek degerlendirilmekte fakat biiyilk bir c¢ogunlugu ise
degerlendirilemeden atilmaktadir (Yalginkaya ve ark., 2012). Meyve posalari zayif bir
hayvan yemi takviyesidir ¢iinkii ¢ok diisiik miktarda protein ve yiiksek miktarda seker
icermektedirler. Biyoteknolojik {iriinlerin elde edilmesinde tarim enddistrisinin

kullanilmasi artik olan meyve posalarmin sebep oldugu g¢evre kirlilik sorunlarinin
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¢oziilmesine yardimci olacag diistiniilmektedir (Vendruscolo ve ark., 2008).

Cesitli mikrobiyal kaynakli tiriinlerin elde edilmesinde meyve posasi gibi farkli
endiistriyel atiklarin kullanildigi bilinmektedir. Meyve posalar1 ¢esitli oranlarda
sulandirilarak mikrobiyal {iretim igin kullanilmaktadirlar. Ornegin sitrik asit,
gibberillik asit, amilaz ve seliilazin elde edilmesinde endiistriyel atitk maddeler
kullanilmaktadir (Aksoz, 1990) . Enzimler, tek hiicre proteini, aroma bilesikleri,
etanol, organik asitler, polisakkaritler ve mantarlar gibi ¢esitli katma degerli {irtinler
tiretmek i¢in elma posasinin kullanilmasi i¢in girisimlerde bulunuldugu bilinmektedir

(Vendruscolo ve ark., 2008).

Meyve posalar1 yiiksek miktarda seker igermektedir ve farkli karbon
kaynaklarindan zengin olduklarindan dolay1 bir¢cok biyoproses i¢in miikemmel bir
substrat olarak goriilmektedir. Meyve posalar1 oldukga ucuzdur. Ayrica hasat dénemi
boyunca bol miktarda bulunmaktadirlar (Vendruscolo ve ark., 2008). Yaygin olarak
kullanilan karbon kaynagi glikoz veya siikkroz yerine ucuz meyve posasinin
kullanilmasi, son {riiniin daha disik bir maliyetiyle elde edilmesi ile
sonuglanabilmektedir (Stredansky ve Conti, 1999). Mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen polisakkaritler i¢in agro-endiistriyel yan tirtinlerin kullanilmasinin hem tiretim
maliyetlerini diistirmede hem de dogal kaynaklarin geri doniisiimiinde birgok avantaj
saglamaktadir. Jellan ve pullulan iiretimi i¢in soya fasiilyesi posasinin nitrojen kaynagi

olarak kullanildig1 yapilan aragtirmalar ile rapor edilmistir (Jin ve ark., 2006).

Stredansky ve Conti (1999), elma posast kullanarak ksantan iiretimini
incelemistirler. En yiiksek ksantan verimini 2:3 oraninda elma posasi kullanilarak elde
etmiglerdir. Ayrica narenciye posast kullanilarak ksantan iiretimi de incelenmistir
(Stredansky and Conti, 1999). Agro-endiistri iiriinii olan pekmezler, yiiksek vitamin
ve mineral icerigine sahiptir. Ayrica dnemli bir biiyiime uyarici etkiye sahip oldugu
i¢in biiyime ortaminda oldukga etkilidirler. Pekmezler, yiiksek siikroz ve diger besin
igerikleri, diisiik maliyet ve depolama kolaylig1 gibi bir¢ok avantaji nedeniyle kurdlan,
ksantan, dekstran, skleroglukan ve jellan gibi ticari polisakkaritlerin {iretimi igin

substrat olarak kullanilmaktadir (Razack ve ark., 2013).
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Bu ¢alismanin amaci, kefir, boza ve yogurt olmak tizere ti¢ farkli kaynakdan S.
thermophilus izole edilerek EPS iiretiminin arastiritlmasi ve farkli meyve posalarinin

mikroorganizmanin EPS iiretimi iizerine etkisinin arastirilmasidir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec¢

2.1.1. Streptrococcus thermophilus izolatlar

Calismada kullanilan S. thermophilus suslar1 kefir ve probiyotikli yogurt
orneklerinden izole edilmistir. Arastirmada kontrol susu olarak S. thermophilus ATCC
19258 kullamilmistir. Bakteriler M17 agar besiyerinde 48 saat inkiibe edilerek
aktiflestirilmistir. Ornekler ¢alismanin sonraki asamalarinda kullanmak iizere %20’lik

gliserol ¢6zeltisinde derin dondurucuda -20°C’de depolanarak korunmustur.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Aragtirmada S. thermophilus suslarinin izolasyonu igin M17 sivi ve M 17 agar
besiyerlerinden yararlanilmistir. Calismada kullanilan M 17 agar (Liofilchem, Italy) ve

M17 siv1 (Liofilchem, Italy) besiyeri bilesenleri ¢izelge 2.1 ve 2.2’ de gosterilmistir.

Ekzopolisakkaritlerin iretiminde M17 ve Nutrient sivi (Neogen, UK)
besiyerlerine ilave olarak meyve posasi ile hazirlanan besi ortamlart kullanilmistir.
Nutrient s1v1 igerigi ve hazirlanan besi ortami igerikleri asagidaki ¢izelge 2.3, 2.4, 2.5,

2.6 ve 2.7°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1 M17 agar besiyeri kimyasal i¢erigi

Bilesen Miktar (g/L)
Tripton 2,5
Soyaton 5,0
Et Ekstrakt 50
Laktoz 50
Pepton 2,5
Askorbik Asit 0,5
Maya Ekstrakt 2,5
Magnezyum Siilfat 0,25
Disodyum-Beta-gliserofosfat 19
Adgar 15

1000 mililitre distile su igerisine 57,3 g hazir besiyerinden alinmistir ve

tamamen ¢Oziinme olana kadar 1sitilmistir. Gerek duyuldugu zaman besiyerinin pH’1
0,01 N HCI ve 0,01 N NaOH’ le 7,2 +0,2’ye ayarlanmistir. Daha sonra 121°C’de 15

dakika otoklavlanmistir.

Cizelge 2.2 M17 s1v1 besiyeri kimyasal igerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Tripton 5,0
Soy Pepton 5,0
Maya Ekstrakt 2,5
Et Ekstrakt 5,0
Sodyum Gliserofosfat 19
Magnezyum Siilfat 0,25
Askorbik Asit 0,5
Laktoz 5,0

1000 mililitre distile su igerisine 42,2 g hazir besiyerinden alinmistir ve

tamamen ¢oziinene kadar 1sitilmistir. Gerek duyuldugu zaman besiyerinin pH’ 1 0,01
N HCl ve 0,01 N NaOH’ le 6,9+0,2’ye ayarlanmigtir. Daha sonra 121°C’de 15 dakika

otoklavlanmaistir.
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Cizelge 2.3 Nutrient s1v1 besiyeri kimyasal icerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Beef Ekstrakt 1,0
Maya Ekstrakt 2,0

Pepton 50

Sodyum Kloriir 50

1000 mililitre distile su igerisine 13 gram hazir besiyerinden alinmistir ve
tamamen ¢oziinene kadar 1sitilmistir. Gerek duyuldugu zaman besiyerinin pH’1 0,01
N HClve 0,01 N NaOH’ le 7,4 + 0,2’ye ayarlanmistir. Daha sonra 121°C’de 15 dakika

otoklavlanmistir.

Cizelge 2.4 EPS iiretmek i¢in hazirlanan baz besi ortami I icerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Magnezyum Siilfat 0,2
Mono Potasyum Fosfat 3
Sodyum Kloriir 1
Pepton 2,5

EPS iiretmek icin cizelge 2.4’de verilen maddeler ile hazirlanan baz besi
ortamina seftali, kayis1 ve visne posasi suyu ayr1 ayr1 eklenerek farkli besi ortamlar
olusturulmustur. Bu amagla oncelikle 1000 mL distile su igerisine ¢izelge 2.4’de
verilen kimyasallar eklendikten sonra tamamen ¢oziinme olana kadar isitilmis ve
ortammn pH’1 6,0 + 0.2’ye ayarlanmistir. Daha sonra 121°C’de 15 dakika

otoklavlanmaistir.
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Cizelge 2.5 EPS iiretmek i¢in hazirlanan besi ortamu II igerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Magnezyum Siilfat 0,2
Mono Potasyum Fosfat 3
Sodyum Kloriir 1
Beef Ekstrakt 2,5

EPS iiretmek igin ¢izelge 2.5’de verilen maddeler ile hazirlanan besi ortamina seftali,
kayis1 ve visne posasi suyu ayri ayri eklenerek farkli besi ortamlar1 olusturulmustur.
Bu amagla oncelikle 1000 mL distile su igerisine kimyasallar eklendikten sonra
tamamen ¢dziinme olana kadar 1sitilmis ve ortamin pH’1 6,0 = 0.2’ye ayarlanmistir.

Daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanmuistir.

Cizelge 2.6 EPS iiretmek i¢in hazirlanan besi ortami Il igerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Magnezyum Siilfat 0,2
Mono Potasyum Fosfat 3
Sodyum Kloriir 1
Triptofan 2,5

EPS iiretmek i¢in ¢izelge 2.6’ da verilen maddeler ile hazirlanan besi ortamina
seftali, kayis1 ve vigne posasi suyu ayr1 ayr1 eklenerek farkli besi ortamlari
olusturulmustur. Bu amagla 1000 mL distile su igerisine kimyasallar eklendikten
sonra tamamen ¢dziinme olana kadar 1sitilmis ve ortamin pH’1 6,0 + 0.2’ye

ayarlanmigtir. Daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanmustir.
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Cizelge 2.7 EPS iiretmek i¢in hazirlanan besi ortami1 IV igerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Magnezyum Siilfat 0,2
Mono Potasyum Fosfat 3
Sodyum Kloriir 1
Triptofan 2,5
Beef Ekstrakt 2,5
Pepton 2,5

EPS tiretmek i¢in ¢izelge 2.7’ de verilen maddeler ile hazirlanan besi ortamina
seftali, kayis1 ve vigsne posasi suyu ayr1 ayri eklenerek farkli besi ortamlari
olusturulmustur. Bu amagla 6ncelikle 1000 mL distile su igerisine kimyasallar
eklendikten sonra tamamen ¢oziinme olana kadar 1sitilmis ve ortamin pH’1 6,0 £+

0.2’ye ayarlanmistir. Daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanmuistir.

2.1.3. Kullanilan Boyalar ve Cozeltiler

2.1.3.1. Boyalar

e Kiristal Viyole Soliisyonu (Bilgehan, 2002)
e Safranin Soliisyonu (Bilgehan, 2002)
e Iyot Soliisyonu (Bilgehan, 2002)

2.1.3.2 Cozeltiler

o  %3’lik H2O, Cozeltisi (Bilgehan, 2002)

e % 96’lik Etil Alkol (DOP Organik Kimya, Tiirkiye)

e % 20 ‘lik Gliserol Cozeltisi (CARLO ERBA REAGENTS)
o %85 ‘lik Trikoloroasetik asit (TCA )

e D-(+) Glikoz 1000 mg, Nest ( SUPELCO)
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2.1.4. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

e Sartorius Hassas Terazi

e \Vorteks

¢ Hirayama Otoklav

e Heraus Etiiv

e Esco Marka Derin Dondurucu
e Sogutmal1 Santrifiij

e Spektrofotometre

oFTIR

e CLARIOstar BMG LABTECH

2.1.5. Kullanilan Meyve Posasi

Arastirmada kullanilan meyve posalari Dimes firmasindan tedarik edilmistir.

34



2.2. Yontem

2.2.1. Streptococcus Tiirlerinin Izolasyonu ve Tanimlanmasi

Aragtirmamizda kullanilmak tizere stipermarketten farkli markalara ait kefir,
boza ve yogurt olmak tizere 3 farkli fermente siit tirtinii alinmistir. Siipermarketten
alman boza ve yogurt 6rneginden istenilen mikroorganizma eclde edilememis bu
nedenle eczaneden alinan probiyotik yogurt mayasi ile evde yapilan yogurt 6rnegi
kullanilmistir. Kefir mayas: kullanilarak kefir de evde yapilmistir. Bu diriinler
laboratuvara getirildikten sonra kullanilincaya kadar + 4°C’de saklanmustir. S.
thermophilus izolasyonu igin M17 besiyeri kullanilmistir. Hazirlanan M17 sivi
besiyeri tiiplere 10 mL olacak sekilde paylastirildi. Ayrica M17 agardan hazirlanan
besiyeri ile birlikte Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilizasyon islemine tabi tutuldu.
Otoklavlanan kati besiyeri sogutulduktan sonra petri kaplarina 25 mL olacak sekilde

paylastirildi.

Yogurt ve boza 6rneklerinden 1 g tartilarak iginde 9 ml steril serum fizyolojik
(% 0.85) bulunan tiipler iginde homojenize hale getirildi. Homojenize hale getirilen
orneklerden 0,1 mL alinarak M17 sivi besiyerine ekim yapildi. Kefir 6rnegi sivi
oldugundan dolay1 serum fizyolojik ile karistirilmadan M17 siv1 besiyerine ekimi
yapildi. Ornekler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast M17
agara sivi kiiltiirden pasaj yapildi. Pasaj islemi sonrasinda 48 saat inkiibasyona

birakildilar.

Inkiibasyon islemi sonrasinda plaklarda gelisen bakteri kolonilerinin
tanimlanmasi amaci ile gram boyama ve katalaz testi yapildi. Gram (+) ve katalaz (-)
olan suslarin 16S rRNA analizi ile identifikasyonlart saglandi. 16S rRNA ile
dogrulamasi yapilan S. thermophilus kolonileri 6ze ile alimp M17 agar besiyerine
ekimi yapilarak elde edilen saf kiiltiirler daha sonraki asamalarda kullanincaya kadar
- 80°C'de %20’lik gliserolde sakland1 (Aslim ve ark., 2011 ; Celik ve ark., 2016). S.
thermophilus ATCC 19258 standart susu S1, yogurttan izole edilen S. thermophilus
S2, kefirden izole edilen S. thermophilus ise S3 olarak kayit altina alindu.
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2.2.2. Biyokimyasal Analizler

Gram Boyama: Gram boyama yaparken 16-24 saatlik saf kiiltiire ilk olarak 3
dakika kristal viyole ile muamele edildi. Kristal viyole saf su ile akitildi. Daha sonra
lugol ¢o6zeltisi damlatilip 2 dakika bekletildi ve alkol ile 15 saniye boyunca
dekolorizasyon islemi yapildi. Karsit boya olarak safranin ile 1 dakika muamele edildi.
Yikanan preperatlara immersiyon yagi damlatilip 100’lik objektif de mikroskopta
incelendi (Bilgehan, 2009).

Katalaz Testi: M17 besiyerinden elde edilen 18-24 saatlik izolatlardan 6ze
yardimi ile alind1 ve temiz bir lam {izerine yayildi. Daha sonra 1 damla %3’liik
hidrojen peroksit ¢ozeltisi lamin {izerindeki bakterilerin iizerine damlatildi. Hava

kabarcig1 olusumuna gore sonug degerlendirildi (Reiner, 2010).

2.2.3. S. thermophilus Tiiriiniin Tammlanmasinda 16S rRNA
Uygulanmasi

S. thermophilus oldugu diisiiniilen izolatlarin 16S rRNA analizi ile tiir bazinda
tayini yapilmistir. Tiir diizeyinde tanimlanan izolatlar %20 (v/v) gliserol igeren steril
ependorf tiiplerinde, -20°C’de muhafaza edilmistir. Identifikasyon Ankara

Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii tarafindan yapilmistir.

2.2.3.1. DNA izolasyonu

Bakteri orneklerinin aktiflestirilmesi i¢in M17 sivi1 besiyeri kullanilmustir.
Sigma-Gen Elute Bacterial Genomic DNA Kit ile DNA izolasyonlar

gergeklestirilmistir. Kit protokolii asagida verilmektedir;

e 15 mL kiiltlir tipe alip 12,000-16,000 g’ de 2 dakika santrifiij edilir,

supernatant kism1 dokiiliir.
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e Pelleti 200 pL Lizozim Soliisyonunda ¢oziilir ve 37°C’ de 30 dakika
inkiibasyona birakilir.

e Hiicre siispansiyonuna 20 pL Proteinaz K (20 mg/mL) ve 200 pL Lysis
Solution C eklenir 15 saniye vorteks yaparak karistir ve 55°C” de 10 dakika
inkiibe edilir.

e Hiicreler inkiibe olurken; her bir baglanma kolonuna 500 uL Column
Preparation Solution eklenir.

e >=12,000 g’ de 1 dakika santrifiij yapilir. Akan kismi1 uzaklastirilir.

e 200 pL %100 etanol, hiicre lizatina eklenir ve 5-10 saniye vortekslenir.

e Etanollii karigimi1 kolonlu tiipe aktarilir.

e >=6500 g’ de 1 dakika spin atilir. Collection tiipii atilir ve yeni bir tane 2 mL
collection tiip alinir.

e 500 pL Wash Solution 1 eklenir ve >=6500g’ de 1 dakika spin atilir.

e Collection tiipii atilir ve yeni bir tane 2 mL collection tiip alinir. Kolona 500
uL Wash Solution Concentrate eklenir ve >=12,000 g’ de 3 dakika santrifiij
edilir.

e Kolon yeni bir collection tiipe transfer edilir ve 200 pL Elution Solution
eklenir. Oda sicakliginda, 5 dakika inkiibe edilir. Sonra >=6500 g’ de 1 dakika

spin atilir.

2.2.3.2 DNA Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

DNA safligina nanodropta Azeso/Azgo oranina bakilmak suretiyle 6l¢tilmiistiir.

2.2.3.3. 16S rRNA PCR Reaksiyonu

Izole edilen DNA’lar agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmis ve daha sonra,
16S rDNA primerleri kullanilarak PCR yapilmistir. Reaksiyonda kullanilan primerler,
PCR karisim igerigi ve PCR reaksiyonunda kullanilan PCR programi asagidaki

cizelgelerde verilmektedir;
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Cizelge 2.8 Kullanilan primerler dizileri ve beklenen bant biiyiikliigii (bp)

Primer Dizi Bilgisi (5°.....3%) Beklenen bant

biiyiikliigii (bp)
16S - F 5-AGA GTT TGATCCTGG CTC AG -3' 974
16S-R 5-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT -3

Cizelge 2.9 PCR Karisim Igerigi ve Reaksiyon Hacmi

PCR Kkarisim igerigi Reaksiyon hacmi
Steril distile su 29,75 uL
5X PCR tampon 10 uL
dNTP (2mM) 1ulL
Ileri primer 1ulL
Geri primer 1ul
MgCl: (25mM) 4 uL
Taq DNA Polimeraz (5u/mL) 0,25 uL
DNA (stok) 3uL
Toplam 50uL

Cizelge 2.10 PCR reaksiyonunda kullanilan PCR programi asagida

verilmektedir.

95°C ottt 3 dakika

95°%C it 1 dakika

BACC o, 15 saniye 30 dongii
T2°C i 1 dakika

T2°C e 10 dakika

12°C i, 00




2.2.3.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrol
Edilmesi

Elde edilen PCR iiriinleri, %1,5° lik agaroz jel elektorforezinde kontrol
edilmistir. PCR f{irlinleri, agaroz jele, 100 bp goriintiilenerek, genotiplerde ilgili
primere ait istenilen bant biiyiikliiklerinin markir (Solis Bio Dyne-100bp DNA
Marker) esliginde, 25 pL olarak yiiklenmis ve elektroforez islemi, 100 Voltta, 45
dakika olarak gerceklestirilmistir. Agaroz jel elektroforezi sonrast PCR firiinlerine ait
bant biiytikliikleri, UV goriintiileme sistemi (Gene Genius Imaging System) yardimi

ile goriintiilenmistir.

2.2.3.5 PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Jelde yiiriitiilen PCR bantlar1 steril bistiiri yardimi ile kesilerek, darasi alinan
1,5’1uk ependorf tiiplere konulmus ve sonrasinda Promega-Wizard SV Gel and PCR
Clean-UpSystem Kiti kullanilarak piirifiye edilmistir. Uygulanan piirifikasyon

yontemi asagida verilmektedir.

e Jelden alinan bantlarin agirliklar: 6l¢iiliir.

e Uzerlerine 1:1 oraninda (agirlik:hacim)“MembranBinding Solution” eklenir ve
65°C “de eritilir.

e Kolonlar temiz tiipe takilir ve lizerlerine 6rnekler yiiklenir.

o ldakika beklenir.

e 14000 rpm’ de, oda sicakliginda 1dakika santrifiij yapilir.

e Alt soliisyonlar1 dokiiliir.

e Kolonlara 700 pL “MembranWash Solution” eklenir.

e 14000 rpm’ de, oda sicakliginda 1dakika santrifiij yapilir.

e Alt soliisyonlar1 dokiiliir.

e “Membran Wash Solution” dan 500 uL eklenir

e 14000 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapilir.

e Kolonlar temiz tiiplere takilir.

39



e 20 pL “NucleaseFreeWater” membrana degmeden tam ortasina birakilir. 1
dakika beklenir.
e 14000 rpm’ de, oda sicakliginda 1 dakika santrifiij yapulir.

e Kolonlar atilip, tiiplerin kapaklar1 kapatilir ve +4°C” de saklanir.

2.2.3.6 Piirifikasyon Uriinlerinin Konsantrasyon Analizi

PCR iiriinii konsantrasyonu nanodropta A2e0/A2g0 oranina bakilmak suretiyle

Olciilmiistiir.

2.2.3.7 Sekans Analizi

Her Ornege ait piirifiye PCR’lar 94°C” de 4 dakika denatiire edilmistir. 4.
dakika’nin sonunda hemen buz iizerine alinarak sugutulmus ve 1500 rpm’ de 1dakika
santriflij edilmistir. Sekans PCR hacmi toplam 20,0 pL olarak alinmistir. Bu 20,0 pL
‘in igerisinde PCR iiriinii 5 pL (200-400 ng), Primer (1,6 pmol/ uL) 2,0 uL, Premix 5,0
pL ve ddH20 x,x pL alinmigtir. Kullanilan Sekans PCR programi asagidaki gizelgede

gosterilmistir.

Cizelge 2.11 Kullanilan Sekans PCR programiu.

96° C 3dk
96°C 20 sn 34 dongii
55°C  20sn

60°C 4 dk

2.2.4 S. thermophilus’un EPS Uretiminin Saglanmasi

%20’lik gliserolde -20°C’de muhafaza edilen mikroorganizmalar M17 agara

cizme yontemi ile ekildikten sonra 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilarak
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aktiflestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bir &ze yardimiyla petriden tek koloni
secilerek M17 broth’a alinmis ve yine 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilarak ikinci

kez aktiflesmesi saglanmistir.

Aktiflestirilen suslardan 10 mL’lik M17 broth besiyerine ikiser paralelli olarak
%4 oraninda ekim yapilmis ve 37°C’de 24-72 saat inkiibe edilerek EPS iiretilmesi

saglanmistir.

Inkiibasyon sonrasinda ependorf tiiplerine 1 mL érnek almmustir ve 100°C” de
15 dakika kaynatilip oda sicakligina gelinceye kadar sogutulmustur. Kaynatma iglemi
ile bakteri ve enzimlerin inaktivite edilmesi saglanmistir. Oda sicakligina gelen 6rnek
tizerine 3,4 uL TCA (trikloroasetikasit) eklenmis (%85 w/v) ve drnegi homojenize
hale getirebilmek igin vortekslenmistir. Ardindan +4°C’de 13000 rpm” de 30 dakika
santrifiij edilerek edilerek hiicrelerin ayrilmasi saglanmistir. Santrifiij islemi
sonrasinda Silipernatant temiz bir ependorf tiipine alinmistir. Siipernatant iizerine
hacmi kadar yaklasik 1 mL etanol eklenmistir. Yarim saat bekletildikten sonra
+4°C’de 13,000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek EPS-protein kompleksi
¢oktiiriilmiis ve pellet elde edilmistir. Stipernatant dokiilerek pelletin tizerine ikinci kez
yaklagik 1 mL etanol ilave edilmis pelletin etanol iginde ¢dzlinmesi igin yine yarim
saat bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler +4°C’de 13000 rpm de 30 dakika santrifiij
edilmis ve santrifiij sonrasi alkol uzaklastirilarak EPS elde edilmistir (Dubois ve ark.,
1956).

2.2.5 EPS Miktar Tayini

EPS miktarinin belirlenmesi i¢in kolorimetrik bir yontem olan fenol-siilfiirik
asit metodu kullanilmigtir. Bu yontem ile basit sekerler, oligosakkaritler,
polisakkaritler ve bunlarin tiirevleri olan metil eterler, fenol ve konsantre siilfiirik asit
ile muamele edildiginde turuncu-sari bir renk vermektedir. (Ruas-Madiedo ve de los
Reyes-Gavilan, 2005). Fenol-siilfiirik asit yontemi basit, hizli ve hassas olmasina ek

olarak tekrarlanabilir sonuglar veren giivenilir bir yontemdir. Pelletler 100 pL steril
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saf suda coziildiikten sonra fenol siilfiirik asit metodu uygulanmistir. Orneklerin
tizerine once 50 pL fenol eklenir ve vorteksleme yapilir. Daha sonra hizli bir sekilde
siilfiirik asit ilave edilerek toplam hacim 2 mL ‘ye tamamlanir. Ol¢iimler yapilmadan
once 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra iyice ¢alkalanir. Siire bitiminden
sonra ornekler mikroplate kucuguna 200 uL olacak sekilde eklenmis ve OD degerleri
480 nm dalga boyunda on paralelli okuma sonuglarinin ortalamasi ile alinmustir.
Sonuglar CLARIOstar veri analiz programi ile elde edilmistir. EPS tiretim miktarlarini
belirlemek igin 0.5-4 ng/uL arasinda degisen oranlarda glikoz kullanilarak fenol
stilfiirik asit metodu icin standart bir egri ¢ikarilmistir. Bu standarda gore drneklerin
EPS miktarlar1 mg/L olarak belirlenmistir (Dubois ve ark., 1956). Sekil 2.1°de

kullanilan glikoz standard egrisi verilmistir.

y = 0,0992x+0,1411
0,5 R* =0,973

Absorbans

o] 1 2 3 4 5

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 2.1 Glikoz standard egri

2.2.6 Meyve Posasi Suyunun Hazirlanmasi

Calismamizda visne, kayisi ve seftali posalari kullanilmistir. Bu posalar 2018
Temmuz ayinda Dimes firmasindan temin edilmis ve kullanilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Meyve posalar1 kullanilmadan o6nce 1/5 (ag/ag) oraninda saf suyla
karigtirlldiktan  sonra 1sitict  lizerinde karistirilarak  kaynatilmistir.  Bir saat
kaynatildiktan sonra sogutulmaya birakilmistir. Meyve posalar1 oda sicakligina

gelince kaba filtre kagidi yardimiyla siiziilmiis ve elde edilen meyve posasi suyu EPS
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tiretiminde kullanilacagt zaman 0.22 pm por c¢apli membran filtre ile tekrar
stiziilmistilir. Ayrica hazirlanan bu meyve posasi suyu seker kromatografisi yontemi
ile analiz edilmek i¢in Diizen NorthWest laboratuvarina gotiiriilmiistiir. Elde edilen
steril meyve posasi sulari -20°C’de muhafaza edilerek EPS iiretiminde ihtiyag

duyulduklarinda kullanilmustir.

2.2.7. Inkiibasyon Siiresinin ve Uygun Besiyerinin EPS
Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Optimum inkiibasyon siiresinin ve uygun besiyerinin belirlenmesi i¢in hem
Nutrient hem de M17 besiyerine %4 oraninda inokiile edilen S1, S2 ve S3 suslarimiz
37°C’de, inkiibatorde 72 saat inkiibasyona tabi tutulmus ve gelismenin 24, 48, 72

saatlerinde 6rnek alinarak EPS miktari fenol-siilfiirik asit yontemi ile belirlenmistir.

2.2.8. M17 Siv1 Besiyeri ve Meyve Posalarimin EPS Uretimine
Etkisinin Belirlenmesi

Toplam besi ortami1 10 mL olacak sekilde M17 besiyerinin igerisine ayr1 ayri 2
mL ve 5 mL visne, kayisi ve seftali posasi suyu eklenmistir. Kisaca bir ortamda 8 mL
M17 var ise o ortama 2 mL posa suyu eklenmis ortamda 5 mL M17 var ise o ortama 5
ml posa suyu eklenmistir. Daha sonra bu hazirlanan besi ortami igerisine %4 oraninda
S1, S2 ve S3 suslarimizin ekimi yapilmistir. S1 susumuz EPS {iretimi i¢in 37°C’de
inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakilirken S2 ve S3 suslarimiz ise EPS {iretimi i¢in
37°C’de inkiibatérde 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siirelerinin
sonunda EPS’ler elde edilmis ve fenol-siilfiirik asit yontemi ile miktar tayini

yapilmistir.
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2.2.9. Hazirlanan Besi Ortamlarimin EPS Uretimine EtKisinin
Belirlenmesi

2.2.9.1. | Numarah Baz Besi Ortamm ve Meyve Posalarimin EPS

Uretimine Etkisi

Gereg¢ boliimiinde ¢izelge 2.4’de verilen igerige gore hazirlanan besi ortamina
elde ettigimiz meyve posasi sulari eklenmistir. Cizelge 2.4’de igerigi verilen besi
ortami1 | ‘den 5 mL alinarak tizerine de 5 mL posa suyu eklenerek bir ortam
olusturulmustur. Daha sonra bu hazirlanan besi ortami igerisine %4 oraninda S1, S2
ve S3 suslarimizin ekimi yapilmistir. S1 susumuz EPS iretimi i¢in 37 °C’de
inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakilirken S2 ve S3 suslarimiz ise EPS {iretimi i¢in
37°C’de inkiibatérde 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siirelerinin
sonunda EPS’ler elde edilmis ve fenol-siilfiirik asit yontemi ile miktar tayini

yapilmustir.

2.2.9.2. Farkli Azot Kaynaklar Iceren Besi Ortamlan ve
Meyve Posalarimin EPS Uretimine Etkisi

Cizelge 2.4, 2.5, 2.6 ve 2.7°de igerikleri verilen hazirlanan besi ortamlarindan
steril tiiplere 4 mL alinarak tizerine 2 mL visne, 2 mL seftali ve 2 mL kayis1 posasi
suyu eklenerek 10 mL°lik her {i¢ posa suyununda birlikte oldugu ortamlar
hazirlanmistir. Bu hazirlanan besi ortamlarinin igerisine %4 oraninda S1, S2 ve S3
suslarimizin ekimi yapilmistir. S1 susumuz EPS iiretimi i¢in 37°C’de inkiibatorde 24
saat inkiibasyona birakilirken S2 ve S3 suslarimiz ise EPS iiretimi i¢in 37°C’de
inkiibatérde 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda

EPS’ler elde edilmis ve fenol-siilfiirik asit yontemi ile miktar tayini yapilmistir.
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2.2.10. FTIR ile EPS Karakterizasyonu

Saflastirilmis EPS'lerin fonksiyonel gruplarini belirlemek i¢in Fourier ile
transforme edilmis infrared (FT-IR) spektroskopisi kullanildi. Saflagtirilmig EPS
fraksiyonlarinin kizil6tesi spektrumlari, bir FT-IR sistemi kullanilarak 4000-400 cm -
! alanina kaydedildi. Kizil6tesi analiz igin pelletler, 200 mg kuru KBr ile 2 mg EPS
iceren bir karigimin Ggiitiilmesi ve bunu takiben karisimim 16 mm ¢apli bir kaliba

bastirilmasi suretiyle elde edildi (Bramhachari ve Dubey, 2006).

2.2.11. Istatiksel Analiz

Calismalarda elde edilen sonuglar ortalama olarak verilmistir. Verilerin
istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS (Version, 17.0) paket programi
kullanilmistir. Olusturulan besi ortamlarinda elde edilen EPS miktarlarinin M17
besiyerinde elde edilen EPS miktari ile karsilagtirilmas1 Wilcoxon testi ile yapilmistir
(p< 0,05 olan degerler anlamli olarak kabul edilmistir). Calisma ¢ift kontrollii olarak

yuritilmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Cahismada Kullanilan S. thermophilus Suslar:

Cesitli marka bozalar denenmesine ragmen boza 6rneklerinden S. thermophilus
izole edilememistir.16S rRNA analizi sonucuna gére bozadan Enterococcus faecalis
izole edilebilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda bozadan elde edilen izolat
kullanilamamustir. Calismamizda kefir ve yogurttan izole edilebilen S. thermophilus

suslar1 ile standard sus olarak S. thermophilus ATCC 19258 kullanilmustir.

Standard susumuz olan S. thermophilus ATCC 19258 S1, yogurttan izole edilen
S. thermophilus susu S2, kefirden elde edilen S. thermophilus susu S3 olarak

adlandirilmastir.

3.2. S. thermophilus izolatlarimin Tanimlanmasi
3.2.1. Koloni Morfolojisi

S. thermophilus M17 agar besi ortaminda kii¢iik, mat ve beyaz koloni

olusturmustur.

4

Sekil 3.1: S. thermophilus ATCC 19258 susunun koloni gériiniimii
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Sekil 3.3 Kefirden izole edilen S. thermophius’un koloni goriiniimi

3.2.2. Gram Boyama ve Morfolojik Degerlendirme

Gram boyama yapilan preparatlar immersiyon yagr damlatilarak 151k
mikroskobu altinda incelenmistir. Gram boyama sonucunda kristal viyole ile mor
renge boyandiklart i¢in Gram pozitif 6zellikte olduklar1 belirlenmistir. Morfolojik

goriiniimleri ise kok seklinde bulunmustur.
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Sekil 3.4 Yogurttan izole edilen S. thermophilus’un Gram boyama ile elde

edilen mikroskop goriintiisii

Sekil 3.5 S. thermophilus ATCC 19258 susunun Gram boyama ile elde edilen

mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.6 Kefirden elde edilen S. thermophilus’un Gram boyama ile elde
edilen mikroskop goriintiisii
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3.2.3. Katalaz Testi

S. thermophilus’lar katalaz negatif 6zellik gostermektedir. M17 agarda 48 saat
tiretilen koloniler steril bir kiirdan yardimi ile alinarak temiz lam tizerindeki %3 liik
H20> ¢ozeltisi igerisine birakilmistir. Gaz ¢ikist gézlenmediginden dolayi elde edilen

suslarin katalaz negatif oldugu bulunmustur.

3.2.4 S. thermophilus Tiiriiniin Tammmlanmasinda 16S rRNA
Sonuglar

Test edilen kefir ve yogurt 6rneklerinin dizi analizi sonucunda S. thermophilus
oldugu boza orneginden elde edilen susun ise Enterococcus faecalis tiirii oldugu

saptanmistir.

3.3 Meyve Posas1 Suyunun Seker Icerigi

Meyve posalarindan elde edilen visne, kayis1 ve seftali posa suyu seker
igerikleri ¢izelge 3.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.1 Meyve Posasi suyu icerigi

Sakkaroz (g/ L) Glikoz (g/ L) Fruktoz (g/ L)
Visne Posa 0,08 4,9 2,8
Suyu
Kayis1 8,7 15,4 6,3
Posa Suyu
Seftali 0,08 13,8 3,8
Posa Suyu

Icerikleri incelendiginde kayisi posasi suyunun glikoz, fruktoz ve sakkaroz
acisindan diger iki posa suyuna gore daha fazla miktada seker icerdigi goriilmektedir.

Visne posasi suyunun ise glikoz ve fruktoz miktari en azdir. Sakkaroz miktari ise hem
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visne posasi suyunda hem de seftali posasi suyunda en diisiik miktarda bulunmaktadir.

3.4. Inkiibasyon Siiresinin ve Uygun Besi Ortaminin
Belirlenmesi

S1, S2 ve S3 suslariin en yliksek EPS’yi iirettigi siireyi ve ortami belirlemek
i¢in bakterilerimiz M17 ve Nutrient besiyerinde gelistirilmis ve inkiibasyonun 24, 48
ve 72. saatlarinde Ornekler alinarak EPS miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen EPS

miktarlart asagidaki ¢izelgelerde gosterilmistir.

S1 susumuz olan S. thermophilus ATCC 19258 Nutrient besiyerinde ve M17
besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda en yiiksek EPS iretimini
(sirastyla 1,141 ve 4,490 mg /L) saglarken 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda en
diisiik EPS iiretimini Nutrient besiyerinde saglamistir. M17 ve Nutrient besiyerlerini
karsilastirdigimiz zaman S1 susumuz en ¢ok M17 besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon

stiresinin sonunda en yiiksek EPS tiretimini saglamistir.

Yogurttan izole ettigimiz S2 susumuz ise Nutrient besiyerinde 48 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda en yiiksek EPS’yi iretirken en diisik EPS’yi bu
besiyerinde 72 saatte tiretmistir. M17 besiyerinde ise en yiiksek EPS 72 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda elde edilirken en diisiik EPS miktar1 24 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda elde edilmistir. iki besiyerini karsilastirdigimiz zaman

M17 ortaminda daha ¢ok EPS elde edilmistir.

Kefirden izole ettigimiz S3 susumuz Nutrient besiyerinde en yiiksek EPS 72
saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda elde edilirken en diisik EPS miktar1 ise 48
saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda elde edilmistir. M17 ortaminda ise en diisiikk EPS
miktarma 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda ulasilirken en yiiksek EPS
miktarina 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda ulasilmistir. iki besiyeri

karsilastirildigi zaman en yiiksek EPS miktart M17 besiyerinde elde edilmistir.
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Ug susumuz iginde en iyi EPS iiretilen ortam M17°dir. S1 susumuz 24 saatlik

inkiibasyon sonrasinda en yiiksek EPS {iiretimini saglarken S2 ve S3 suslarimiz 72

saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda en yiiksek miktarda EPS tiretmektedir.

Cizelge 3.2 S1 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde

EPS tiretimi
Siire Nutrient Besiyerindeki EPS | M17 Besiyerindeki
Miktar1 (mg/L) Ortalama EPS
Miktar: (mg/L)
24 1,141 4,490
48 1,242 2,587
72 0,871 4,277

S1 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde

4,5

3,5

2,5

N

1,5

0,5

24

® Nutrient Besiyerindeki EPS Miktar1 (mg/L)

EPS tretimi

48 72

® M17 Besiyerindeki EPS Miktar1 (mg/L)

Sekil 3.7 S1 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde

EPS {iretimi

Cizelge 3.3 S2 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde

EPS diretimi
Siire Nutrient Besiyerindeki M17 Besiyerindeki
Eps Miktar1 (mg/L) Ortalama EPS
Miktar1 (mg/L)
24 1,205 2,254
48 1,418 2,780
72 1,061 3,309
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S2 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde

EPS {iretimi

24 48

72

® Nutrient Besiyerindeki Eps Miktar1 (mg/L) ®M17 Besiyerindeki EPS Miktar1 (mg/L)

Sekil 3.8 S2 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde

EPS iretimi

Cizelge 3.4 S3 susunun farkli inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde

EPS iiretimi
Siire Nutrient Besiyerindeki M17 Besiyerindeki
Eps Miktar1 (mg/L) Ortalama EPS
Miktar1 (mg/L)
24 1,581 1,758
48 1,327 2,586
72 1,809 4,114

S3 susunun farkli inkiibasyon stirelerinde ve farkli besiyerlerinde

O R N W b U

H Nutrient Besiyerindeki Eps Miktar1 (mg/L)

EPS tiretimi

m d

24 48

72

B M17 Besiyerindeki EPS Miktar1 (mg/L)

Sekil 3.9 S3 Susunun farkl1 inkiibasyon siirelerinde ve farkli besiyerlerinde

EPS uretimi
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3.5 M17 Besiyeri ve Meyve Posasi Suyunda EPS Uretimi

Toplam besi ortam1 10 mL olacak sekilde M 17 besiyerinin igerisine her ii¢ posa
suyundan ayr1 ayr1 2 mL ve 5 mL visne, kayis1 ve seftali posast suyu eklenmistir ve
hazirlanan bu ortamin EPS {iretimine etkisi bakilmistir. Sonuglar asagidaki

cizelgelerde verilmistir.

Sonuglar incelendiginde S1 susu en yiiksek EPS ‘yi igerisinde 5 mL kayis1
posast suyu olan ortamda tiretmistir. En diisiik miktarda EPS ‘yi ise icerisinde 2 mL
kayist posast suyu olan ortamda tiretmistir. S2 susu en yliksek miktarda EPS ‘yi
icersinde 2 mL Kayis1 posasi suyu olan ortamda iiretirken en diisiik miktarda EPS’yi
ise igersinde 2 mL visne posasi suyu olan ortamda iiretmistir. S3 susu ise en yiiksek
miktarda EPS ‘yi igerisinde 5 mL kayis1 posasi suyu olan ortamda iiretirken en diisiik

miktarda EPS’yi igerisinde 2 mL seftali posasi suyu olan ortamda iiretmistir.

Her ii¢ susda en yliksek miktarda EPS’yi kayisili ortamda iiretmistir. Kayisi
posasi suyu daha fazla miktarda glikoz, fruktoz ve sakkaroz igerdiginden dolayr EPS
tretimini daha ¢ok artirmistir. En diisiik miktarda EPS iiretimi ise suslar arasinda

degisiklik gostermistir.

Cizelge 3.5 S1 susunun 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde
meyve posasi suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS {iretimi

Ortam Grafikdeki Miktar M17
Gosterimi (mg/L) Besiyerindeki
Ortalama EPS
Miktan
(mg/L)
Seftali Posast Suyu 2 mL- M17 (D) 4511
Broth 8 mL
Seftali Posast Suyu 5 mL- M17 2 4,507
Broth 5 mL 4,490
Visne Posast Suyu 2 mL- M17 Broth (3) 5,050
8 mL
Visne Posasi suyu 5 mL -M17 Broth (4) 3,775
5mL
Kayis1 Posast Suyu 2 mL-M17 Broth (5) 3,670
8 mL
Kayis1 Posast Suyu 5 mL-M17 Broth (6) 5,360
mL
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S1 susunun 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde
meyve posast suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS {iretimi

N W~ O

| Miktar ( mg/L)

11

Sekil 3.10 S1 susunun 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde meyve
posast suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS tiretimi

Cizelge 3.6 S2 susunun 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde
meyve posast suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS iiretimi

Ortam Grafikdeki Miktar (mg/L) M17
Gosterimi Besiyerindeki
Ortalama
EPS Miktan
(mg/L)
Seftali Posast Suyu 2 (1) 5,106
mL- M17 Broth 8 mL
Seftali Posasi Suyu 5 (2 8,943
mL- M17 Broth 5 mL
Visne Posasi Suyu 2 mL- (3) 4,828
M17 Broth 8 mL 3,309
Visne Posasi suyu 5 mL- 4 6,845
M17 Broth 5 mL
Kayis1 Posas1 Suyu 2 (5) 9,215
mL-M17 Broth 8 mL
Kayi1si Posasi Suyu 5 (6) 8,269
mL-M17 Broth 5 mL
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S2 susunun 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde
meyve posasi suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS
iretimi

Ll

= Miktar ( mg/L)

10

(o]

)]

N

N

Sekil 3.11 S2 susunun 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde meyve
posast suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS {iretimi

Cizelge 3.7 S3 susunun 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda iginde
meyve posast suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS iiretimi

Ortam Grafikdeki Miktar M17
Gosterimi (mg/L) | Besiyerindeki
Ortalama
EPS Miktari
(mg/L)
Seftali Posast Suyu 2 mL- M17 (1) 4,362
Broth 8 mL
Seftali Posasi Suyu 5 mL- M17 2 6,845
Broth 5 mL
Visne Posasi Suyu 2 mL- M17 (3) 5,564
Broth 8 mL 4114
Visne Posasi suyu 5 mL-M17 4 5,675
Broth 5 mL
Kayis1 Posast Suyu 2 mL-M17 (5) 6,186
Broth 8 mL
Kayis1 Posasi Suyu 5 mL-M17 (6) 9,343
Broth 5 mL
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S3 susunun 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde
meyve posasi suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS {iretimi

LT

= Miktar (mg/L)

=
o

O R, N W b U1 O N 00 ©

Sekil 3.12 S3 susunun 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda i¢inde meyve
posasi suyu bulunan M17 besi ortamindaki EPS tiretimi

3.6. Hazirlanan Farkli Besi Ortamimin EPS Uretimine
Etkisinin Belirlenmesi

3.6.1. Besi Ortami I ve Meyve Posalarimin EPS Uretimine
Etkisinin Belirlenmesi

Toplam besi ortami1 10 mL olacak sekilde besi ortami I’den 5 mL alinip
igerisine her li¢ posa suyundan ayr1 ayrt 5 mL visne, kayis1 ve seftali posasi suyu
eklenmistir. Hazirlanilan besi ortami 1°den SmL alinip iizerine 5 mL meyve posasi
suyu eklenerek hazirlanan ortamlarin EPS iiretimine etkisi bakilmistir. Sonuglar

asagidaki cizelge 3.7, ¢izelge 3.8 ve cizelge 3.9 ‘da verilmistir.

S1 ve S2 susu kayisi suyu igeren besi ortami I’de daha fazla miktarda EPS
tretirken S3 susu seftali suyu posasi iceren besi ortami I’de daha ¢ok EPS
tiretmektedir. Her ii¢ sus da visne posasi suyu i¢eren besi ortami I’de en az miktarda

EPS iiretmistir.
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Cizelge 3.8 S1 susunun hazirlanan besi ortami1 I’deki 24 saatlik inkiibasyon
siiresi sonucundaki EPS iiretimi

Ortam Grafikdeki Ortalama EPS Miktar:

Gosterimi (mg/L)

5 mL Visne Posasi- 5 mL @ 4,514
Hazirlanan Besi Ortami-|

5 mL Kayis1 Posasi- 5 mL 2 15,005
Hazirlanan Besi Ortam-I

5 mL Seftali Posasi- 5 mL 3 9,015
Hazirlanan Besi Ortami-|

S1 susunun hazirlanan besi ortami [’deki 24 saatlik inkiibasyon
stiresi sonucundaki EPS tiretimi

16
14
12
10

|

1 2 3

o N B O

H Ortalama EPS Miktar1 (mg/L)

Sekil 3.13 S1 susunun hazirlanan besi ortami 1’deki 24 saatlik inkiibasyon
siiresi sonucundaki EPS iiretimi

Cizelge 3.9 S2 susunun hazirlanan besi ortami1 I’deki 72 saatlik inkiibasyon
siiresi sonucundaki EPS iiretimi

Ortam Grafikdeki Ortalama EPS
Gosterimi Miktar: (mg/L)
5 mL Visne Posasi- 5 mL 1) 2,948
Hazirlanan Besi Ortamu 1
5 mL Kayis1 Posasi- 5 mL (2) 15,842
Hazirlanan Besi Ortamu 1
5 mL Seftali Posasi- 5 mL 3 12,489
Hazirlanan Besi Ortamu 1
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S2 susunun hazirlanan besi ortami I’deki 72 saatlik inkiibasyon
stiresi sonucundaki EPS {iretimi

16
14
12
10

A

1 2 3

o N B O

H Ortalama EPS Miktar1 (mg/L)

Sekil 3.14 S2 susunun hazirlanan besi ortami 1’deki 72 saatlik inkiibasyon

suresi sonucundaki EPS {iretimi

Cizelge 3.10 S3 susunun hazirlanan besi ortami I’deki 72 saatlik inkiibasyon
siiresi sonucundaki EPS iiretimi

Ortam Grafikdeki Ortalama EPS
Gosterimi Miktar: (mg/L)
5 mL Visne Posasi- 5 mL (1) 3,353
Hazirlanan Besi Ortami |
5 mL Kayis1 Posasi- 5 mL (2) 6,568
Hazirlanan Besi Ortama |
5 mL Seftali Posasi- 5 mL (3) 9,913
Hazirlanan Besi Ortami |
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S3 susunun hazirlanan besi ortami I’deki 72 saatlik inkiibasyon
stiresi sonucundaki EPS firetimi

10

I

N

1 2 3

H Ortalama EPS Miktar1 (mg/L)

Sekil 3.15 S3 susunun hazirlanan besi ortami 1’deki 72 saatlik inkiibasyon
stiresi sonucundaki EPS iiretimi

3.7 Meyve Posasi Sularimin Farkh Azot Kaynaklari i“g:eren Besi
Ortamlarinda Birlikte Bulunduklari zaman ki EPS Uretimi

Farkli azot kaynaklar1 ile birlikte meyve posast sularini iceren besi
ortamlarinda EPS iretimini belirlemek amaciyla Cizelge 2.4, 2.5, 2.6 ve 2.7°de
belirtilen igeriklere gore hazirlanan besi ortami I, I, IIT ve IV den steril tiiplere 4 mL
alinarak iizerine 2 mL visne, 2 mL seftali ve 2 mL kayis1 posasi suyu eklenerek 10 mL
‘lik her li¢ posa suyununda birlikte oldugu ortamlar hazirlanmistir. Bu hazirlanan besi
ortamlarinin igerisine %4 oraninda S1, S2 ve S3 suslarmin ekimi yapilmistir.
Inkiibasyon siirelerinin sonunda fenol-siilfiirik asit yontemi ile EPS miktar tayini

yapilmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 3.11, 3.12 ve 3.13’de verilmistir.

Elde edilen veriler incelendigi zaman S1 susu yliksek miktarda EPS’yi 6 mL
meyve posast karisgimi ile 4 mL hazirlanan besi ortami I1I’iin bulundugu ortamda
tretmistir. Diisiik miktarda EPS’yi ise 6 mL meyve posast suyu ile 4 ml hazirlanan
besi ortami 1V’{in bulundugu ortamda tiretmistir. Analiz sonucuna gore S1 susu azot

kaynagi olarak ortaminda beef ekstrakt ve pepton yerine triptofan oldugu zaman daha
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yiiksek miktarda EPS iiretmistir. Ayrica 3 azot kaynagi ortamda ayni anda oldugu

zaman EPS iiretimi azaldig1 bulunmustur.

S2 susu yiiksek miktarda EPS’yi 6 mL meyve posasi karisimi ile 4 mL
hazirlanan besi ortam1 2 ‘nin bulundugu ortamda tiretmistir. Diisiik miktarda EPS’yi
Ise 6 ML meyve posasi suyu ile 4 mL hazirlanan besi ortam1 IV {in bulundugu ortamda
tiretmistir. S2 susu azot kaynagi olarak pepton ve triptofan yerine beef ekstrakt tercih
etmektedir. Ortamda azot kaynagi beef ekstrakt oldugu zaman daha ¢ok EPS
tretmistir. Ayrica 3 azot kaynagi ortamda ayni anda oldugu zaman EPS iiretimi

azaldig1 bulunmustur.

S3 susu yiiksek miktarda EPS’yi 6 mL meyve posasi karigimi ile 4 mL
hazirlanan besi ortamu I11’lin bulundugu ortamda iiretmistir. Diisiik miktarda EPS’yi
ise 6 mL meyve posasi suyu ile 4 mL hazirlanan besi ortam1 IV {in bulundugu ortamda
tretmistir. S3 susu azot kaynagi olarak ortaminda beef ekstrakt ve pepton yerine
triptofan tercih etmektedir. Ayrica 3 azot kaynagi ortamda ayni anda oldugu zaman

EPS iiretimi azaldig1 bulunmustur.

Cizelge 3.11 S1 susunun hazirlanan besi ortamu I, I1, 111 ve 1V’ deki 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonucundaki EPS iiretimi
Ortam Grafikdeki Ortalama EPS
Gosterimi Miktar: (mg/L)
Besi ortamu I-karigik meyve (1) 14,377
posasi suyu
Besi ortamu Il-karisik meyve 2 18,392
posasi suyu
Besi ortamu I11-karigik meyve 3 21,570
posasi suyu
Besi ortami IV-karigik meyve 4 11,760
posasi suyu
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S1 susunun hazirlanan besi ortami I, I, III ve IV’deki 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonucundaki EPS tiretimi

25

v

Sekil 3.16 S1 susunun hazirlanan besi ortamu I, 11, 111 ve 1V’deki 24 saatlik

inkiibasyon siiresi sonucundaki EPS iiretimi

11l

H Ortalama EPS Miktar1 (mg/L)

Cizelge 3.12 S2 susunun hazirlanan besi ortamui I, 11, 11l ve 1V deki 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonucundaki EPS iiretimi

Ortam Grafikdeki Ortalama EPS
Gosterimi Miktar1 (mg/L)
Besi ortamu I-karisik meyve (1) 19,625
posast suyu
Besi ortamu Il-karigik meyve (2) 19,689
posasl suyu
Besi ortamu Il1-karigik meyve 3) 11,121
posast suyu
Besi ortami IV-karigik meyve 4) 5,775
posasl suyu
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S2 susunun hazirlanan besi ortamu I, II, III ve IV’deki 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonucundaki EPS tiretimi

12llll

B Ortalama EPS Miktar1 (mg/L)

€]

Sekil 3.17 S2 susunun hazirlanan besi ortamu I, I1, 11l ve 1V’deki 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonucundaki EPS iiretimi

Cizelge 3.13 S3 susunun hazirlanan besi ortami I, 11, Il ve IVV’deki 72 saatlik
inkiibasyon stiresi sonucundaki EPS iiretimi
Ortam Grafikdeki Ortalama EPS
Gosterimi Miktar1 (mg/L)
Besi ortamu I-karigik meyve (1) 15,031
posasi suyu
Besi ortami ll-karigik meyve 2 19,419
posasl suyu
Besi ortamu Ill-karisik meyve 3 29,131
posasi suyu
Besi ortamu 1V-karisik meyve 4) 7,472
posast suyu

S3 susunun hazirlanan besi ortamu I, II, III ve IV deki 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonucundaki EPS tiretimi

30
. l
! l A
0
1 2 3 4
H Ortalama EPS Miktar1 (mg/L)
Sekil 3.18 S3 susunun hazirlanan besi ortamu I, 11, 11l ve 1V’deki 72 saatlik

inkiibasyon siiresi sonucundaki EPS iiretimi
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3.8 Genel EPS Uretim Miktarlar

Bu boliimde S1, S2 ve S3 suslarinin genel EPS {iretim miktarlar1 verilmistir.

S1 susunun EPS {iretimi M 17 besiyeri ile kiyaslandiginda olusturulan 2
ortamda azalmis, 11 ortamda artis saglanmis ve bu artis istatistiki olarak anlaml

bulunmustur ( p=0,016).

Cizelge 3.14 S1 susunun genel EPS {iretim miktarlari

Ortam Grafikdeki Ortalama EPS Miktari

Gosterimi (mg/L)

M17 1) 4,490

Nutrient (2) 1,141

M17 — Visne Posas1 2 mL 3) 5,050

M17- Visne Posasi 5 ml 4 3,775

M17- Kayis1 Posas1 2 mL (5) 3,670

M17-Kayis1 Posast 5 mL (6) 5,360

M17-Seftali Posas1 2 mL (7) 4511

M17-Seftali Posasi 5 mL (8) 4,507

Besi Ortami | - Visne 9 4514

Posasi

Besi Ortami | -Kayisi (10) 15,005

Posasi

Besi Ortami | — Seftali (1) 9,015

Posasi

Besi Ortamu | - Karigik (12) 14,377

Meyve posasi

Besi Ortamu 11 - Karisik (13) 18,392

Meyve Posasi

Besi Ortamu Il -Karisik (14) 21,570

Meyve Posasi

Besi Ortam IV - Karisik (15) 11,760

Meyve posasi




25

20

15

1

o

5 H
0 [
1 2

S1 susunun genel EPS {iretim miktarlari
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Sekil 3.19 S1 susunun genel EPS iiretim miktarlari

4 15

S2 susunun EPS tiretimi M 17 besiyeri ile kiyaslandiginda olusturulan 1

ortamda azalmis, 12 ortamda artis saglanmis ve bu artis istatistiki olarak anlaml

bulunmustur (p=0,002).

Cizelge 3.15 S2

susunun genel EPS iiretim miktarlart

Ortam Grafikdeki Ortalama EPS
Gosterimi | Miktar1 ( mg/L)

M17 (1) 3,309
Nutrient (2) 1,061
M17 -Visne Posas1 2 mL 3 4,828
M17- Visne Posas1 5 ml 4) 6,845
M17- Kayisi Posasi 2 mL (5) 9,215
M17- Kayis1 Posast 5 mL (6) 8,269
M17- Seftali Posas1 2 mL @) 5,106
M17- Seftali Posas1 5 mL (8) 8,943
Besi Ortami | - Visne Posasi 9) 2,948
Besi Ortami | -Kayis1 Posasi (10) 15,842
Besi Ortamu | — Seftali Posasi (112) 12,489
Besi Ortamu | - Karigik Meyve posasi (12) 19,625
Besi Ortamu Il - Karisik Meyve (13) 19,689
Posasi

Besi Ortamu |1l - Karisik Meyve (14) 11,121
Posasi

Besi Ortam IV - Karisik Meyve (15) 5,775
posast
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S2 susunun genel EPS {iretim miktarlar
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Sekil 3.20 S2 susunun genel EPS iiretim miktarlar

S3 susunun EPS {iretimi M 17 besiyeri ile kiyaslandiginda olusturulan 2
ortamda azalmis, 11 ortamda artig saglanmis ve bu artis istatistiki olarak anlaml

bulunmustur ( p=0,005).

Cizelge 3.16 S3 susunun genel EPS iiretim miktarlar

Ortam Grafikdeki | Ortalama
Gosterimi | EPS Miktar1
(mg/L)
M17 1) 4,114
Nutrient (2) 1,809
M17 -Visne Posas1 2 mL (3) 5,564
M17- Visne Posasi 5 ml 4) 5,675
M17- Kayis1 Posas1 2 mL %) 3,670
M17-Kayis1 Posast 5 mL (6) 5,360
M17-Seftali Posas1 2 mL (7 4,362
M17-Seftali Posasi 5 mL (8) 6,845
Besi Ortami | - Visne Posasi (9) 3,353
Besi Ortami | -Kayis1 Posasi (10) 6,568
Besi Ortamu | — Seftali Posasi (11) 9,913
Besi Ortamu | - Karigik Meyve posasi (12) 15,031
Besi Ortamu |1 - Karigik Meyve Posasi (13) 19,419
Besi Ortamu |1l -Karisik Meyve Posasi (14) 29,131
Besi Ortam IV - Karigik Meyve posasi (15) 1,472
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S3 susunun genel EPS {iretim miktarlari
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Sekil 3.21 S3 susunun genel EPS iiretim miktarlar

3.9 FTIR Spektra Analiz

FTIR yontemi ile molekiillerin titresim modlarina karsilik olarak
donebilecekleri veya titresebilecekleri belirli frekanslar1 tasidiklarini  ortaya

koymaktadir. Ornek EPS’nin FTIR spekturumu sekil 3.19°da gdsterilmistir.

Ornegimiz, hidroksil karbonhidrat gruplarinin germe titresimine dayandirilan
yaklasik 3287,5 cm™'de genis bir bant ve yaklasik 2925 cm™'de bir C-H germe bandim
sergilemektedir. 1638,2 cm™'deki bant, C=O'nun germe titresimiyle bagdastirilmistir
ve polisakaritlerin karakteristik absorpsiyonuna karsilik gelmektedir. Tim
spektrumlar, parmak izi bélgesi (1200-950 cm™) i¢inde bulunan yaklasik 1026,9 cm-
'de tipik polisakarit bantlarmi gstermektedir (Abid ve ark., 2018).
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Sekil 3.22 EPS orneklerinin FTIR spektrumu
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4. TARTISMA

Mikrobiyal EPS’ler bakteri, mantar ve algler tarafindan salgilanabilen
karbonhidrat yapisindaki onemli biyopolimerlerdir. EPS’lerin endiistriyel atiklarin
substrat olarak kullanilmasi ile biyoteknolojik olarak iiretilmesi bitkisel kaynakli
tiretime kiyasla daha hizli bir alternatif sunmaktadir. Mikrobiyal ekzopolisakkartit
pazari, EPS’lerin gida ve ila¢ endiistrisindeki bir¢ok {iirliniin reolojik 6zelliklerinin
iyilestirmesi ve antitimér ve immiinostimiilator Gzelliklerinden  dolay:
genislemektedir (Barcelos ve ark., 2019). Ksantan yilda % 6-7‘lik biiylime ile
mikrobiyal ekzopolisakkarit pazarina egemen durumdadir. Diinya ¢apinda ksantan

pazari yilda 600 ila 800 milyon dolar arasinda degismektedir ( Subhash ve ark., 2015).

Gilinimiizde dogal yogurda talebin artmasi ve fermente siitteki katki madesinin
azaltilmasinin istenmesinden dolay1 fermantasyon baslaticilardan elde edilen EPS’ler,
yogurdun tekstiire etme oOzelligini korumak igin potansiyel alternatifler olarak
kullanilmaktadirlar. LAB ile EPS olusumunun, fermente siitte istenilen yapinin
olugsmasini ve reolojik 6zelliklerini saglamasindan dolay1 kismen ticari stabilizatoriin

yerini alabilecegi bulunmustur (Zhang ve ark., 2018).

S. thermophilus, L delbrueckii ssp. ve L. bulgaricus ile birlikte siit
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan en homofermentatif termofilik bakterilerden
biridir. Son yillarda, S. thermophilus suslar1 tarafindan salgilanan EPS'ler, siit tirtinleri
tizerindeki olumlu etkileri nedeniyle siit endiistrisinde ticari acidan ilgi ¢ekmektedir.
Fermente iiriinlerin viskozitesine, reolojisine ve agiz hissine etki ederek yogurt ve az
yagli peynirlerin dokusunu olusturabildikleri bulunmustur. Bu sebeplerden dolayz,
ticari stabilizatorlerin tamamen degistirilmesi amaciyla imit vaat eden EPS’nin
tiretimi, yapis1 ve biyosentezi iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir (Zhang ve ark.,
2018).

Meyve suyu elde edilmesi sirasinda yan fiiriin olarak elde edilen meyve

posalarinin normal kosullar altinda kisa slirede bozulmas1 bunlarin hayvan beslemede
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kullanilmasimi miimkiin kilmamaktadir (Yal¢inkaya ve ark., 2012). Bu nedenle
endiistriyel atik olan bu materyallerin EPS {iretiminde kullanilmig olmas1 ¢alismamizi

onemli kilmaktadir.

Calismamizda yogurt ve kefirden izole edilen S. thermophilus izolatlar1 ve S.
thermophilus ATCC 19258 susunun meyve posalart kullanilarak hazirlanan farkli
ortamlarda EPS iiretimi incelenmistir. Hazirlanan ortamlarda seftali, visne, kayisi
posasi suyu kullanilmistir. Ilk olarak suslarin standart bir ortamda farkli inkiibasyon
siirelerine EPS {iretimine bakilmistir. Suslarin EPS iiretimi M17 ve Nutrient
besiyerlerinde 24, 48 ve 72 saat olmak flizere 3 farkli inkiibasyon siiresinde
incelenmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 3.2, 3.3 ve 3.4’de verilmistir. S.
thermophilus ATCC 19258 ile M 17 ortaminda 24 saat inkiibasyon siiresinde en yiiksek
EPS miktar1 gézlemlenmistir. En diisiik EPS miktar1 ise 72 saat inkiibasyon siiresinde
nutrient besiyerinde bulunmustur. Susun inkiibasyon siiresi arttikgca Nutrient
besiyerinde EPS iiretim miktar1 azalmistir. S2 susu M 17 besiyerinde inkiibasyon siiresi
arttikca EPS tiretimini artirdig1 gézlemlenmistir. Fakat Nutrient besiyerinde 72 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda diisiik miktarda EPS iiretimi gostermistir. S3 susu M17
ortaminda 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda yiiksek miktarda EPS iiretimi
saglamistir. Nutrient besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda diisiik
miktarda EPS iiretirken 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda Nutrient besiyerinde
yiiksek miktarda EPS iiretmistir. Her {ic susda M17 besiyerinde nutrient besiyerine
gore daha yiiksek miktarda EPS fiiretimi saglamistir. Bu nedenle c¢aligmanin ileri
asamalarinda M17 besiyeri kullanilmis ve S. thermophilus ATCC 19258 igin
inkiibasyon siiresi 24 saat, yogurt ve kefirden izole edilen S. thermophilus’lar igin 72

saat olarak belirlenmistir.

Ashim ve arkadagslar1 (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada L. delbruckii
subsp. bulgaricus B3, G12 ve S. thermophilus W22 suslart MRS ve M 17 ortamlarinda
sirastyla 5 ila 48 saat arasinda inkiibasyona birakildig1 calismada en fazla EPS {iretimi
18 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda sirasi ile 220, 152, 120 mg / L olarak tespit
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan EPS {iretiminin diismeye basladig1 tespit

edilmistir. Tiim suslarda, biiylimenin iissel fazinda maksimum EPS {iretimine
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ulagilmistir. Yapilan bir bagka calismada ise S. salivarius ssp. thermophilus istel
biiyiime sathasi olan 0 ile 6 saat arasinda veya erken duragan faz olan 6 ile 10 saat
arasindan hi¢ EPS {iretilmedigi bulunurken EPS iiretiminin 14 ila 18 saat arasinda
maksimum degere ulastigi bulunmustur (Gancel ve Novel, 1994). Baska bir ¢alismada
ise W. Cibaria GA44’iin EPS iiretimi i¢in pH (6,0-8,0), sicaklik (20-40°C) ve
inkiibasyon siiresinin (12-96) etkisi incelenmistir. En yiiksek miktarda EPS pH 7.0,
inkiibasyon sicakligi 30°C ve inkiibasyon siiresi 48 saat iken elde edilmistir (Adesulu
ve ark., 2018). L. plantarum MTCC 9510 ile yapilan bir ¢alismada ise EPS {iretimine
laktoz, maya 0ziitii, amonyum siilfat ve inkiibasyon siirelerinin etkisi incelenmis ve
EPS iiretimi ile birlikte, bliylime de 72 saatte maksimuma ulagmistir ve tiretimin log-
fazin sonuna dogru maksimuma ulastigi, duragan ve azalan fazda diistiigii bulunmustur
(Ismail ve Madhavan, 2010). L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 ile yapilan
bir calismada yiiksek sicakliklarda ve yavas biiyiime kosullar1 altinda EPS iiretimi
oldukga iyi bulunmustur. Bir baska ¢alismada ise L. bulgaricus RR susu tarafindan
EPS iiretimi i¢in optimum Kkiiltiir kosullarinin sicaklik i¢in 36°C-39°C ve pH
kosullariin ise 4,5 — 5,5 oldugu belirlenmistir (Harutoshi, 2013). Bir arastirmada ise
S. thermophilus i¢in uygun pH 6,5, optimum sicaklik 40°C ve kiiltiir siiresi 24 saat
olarak bulunmustur. Yine ayni ¢alismada siikroz karbon kaynag olarak kullanildig:
zaman EPS {iretiminin 108 mg / L'ye ¢iktig1 bulunmustur. Bunun iizerine siikroz
konsantrasyonunun EPS {iretimi iizerindeki etkisini degerlendirmek igin cesitli
miktarlarda siikroz ile birka¢ fermentasyon deneyi yapilmistir. Stikroz konsantrasyonu
80 g/ L oldugunda EPS 120 mg / L'ye ulasmistir fakat siikroz konsantrasyonu 80 g /
L'den daha fazla oldugunda ise EPS tiretimi azalmistir. Azot kaynagi olarak ise tripton,
soya peptonu, pepton, sigir 6zii ve peynir alti suyu kullamilmistir. Bu azot
kaynaklarindan ise en yiiksek EPS seviyesi soya peptonu ile saglanmistir (Li ve ark.,

2016).

Calismada her ii¢ susda M17 besiyerinde daha yiiksek miktarda EPS
tirettiginden dolay1 ikinci asamada MI17 besiyeri ile devam edilmistir. M17
besiyerinden belirli oranlarda alinarak {izerine meyve posasi suyu eklenmistir ve
hazirlanan bu besi ortamlarinin EPS iiretimine etkisine bakilmistir. Cizelge 3.5, 3.6 ve

3.7 igerisinde meyve posasi bulunan M17 besiyerindeki EPS miktarlarini
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gostermektedir. Eklenen meyve posasi suyunun miktart 2 mL ve 5 mL alinmistir. S.
thermophilus ATCC 19285 ortamda 5 mL kayis1 posasi suyu bulundugu zaman EPS
tretimi artmugtir. Ortamda kayisi posasi suyu 2mL oldugu zaman ise en diisiik
miktarda EPS iiretimi gerceklestirmistir. Elde edilen EPS miktarlarina bakildig1 zaman
2 mL ve 5 mL posa suyu arasinda ciddi bir fark goriilmemistir. Ancak ortama meyve

posast suyu eklenmis olmas1 EPS iiretimini artirmigtir.

S2 susunun ortamda 2 mL ve 5 mL posa suyu bulunan ortamlarda elde edilen
EPS miktarlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. Ortama meyve posasi suyu

eklemis olmamiz EPS miktarini artirmistir.

S3 susu ortamda 5 mL kayist posast suyu bulundugu zaman M17 besiyerine
gore EPS tiretimini artirmistir. Yine 2 mL ve 5 mL posa suyu arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir. Ortama meyve posast suyu eklenmis olmasi elde edilen EPS
miktarinin artmasina sebep olmustur. Her {i¢ susda kayis1 posast suyu bulunan ortamda
EPS iiretimini en ¢ok arttirmistir. Ug posay1 karsilastirdigimiz zaman kayisi posasinin
EPS iiretimini daha cok artirdifindan dolayr EPS iiretimini artirmaya yonelik
calismalarda seftali ve visne posast suyuna gore daha ¢ok tercih edilmesi gerektigini
ortaya ¢ikarmaktadir. Kayisi posasi suyunun glikoz, fruktoz ve sakkaroz miktarlarinin

diger iki posa suyuna gore daha fazla olmasi EPS miktarini arttirmistir.

Calismamiza parallel olarak yapilan ¢alismalarda ortamda bulunan sekerin
EPS iretimini etkiledigi bulunmustur. Sadece karbon kaynaginin dogasi degil,
sekerlerin ve konsantrasyon birimlerinin kombinasyonu da EPS’nin sentezlenmesi
tizerinde onemli bir uyarici etkiye sahip oldugu bulunmustur (Jaiswal ve ark., 2014).
Ismail ve  Madhavan (2010) tarafindan yapilan bir ¢calismada karbon kaynag: olarak
glikoz, laktoz, sakkaroz, galaktoz kullanilmistir. Elde edilen EPS miktarlar sirasi ile
0,3, 0,44, 0,21, 0,24 g/L bulunmustur. Mikrobiyal biiyiime ve EPS iiretimi {izerine
farkli karbonhidratlar veya karbonhidrat karisimlarinin belirgin etkilere sahip oldugu
yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Cui ve ark., 2017). Bagka bir ¢alismada yogurt
susu olan S. thermophilus LYO3, 4:1 oraninda galaktoz ve glikozdan olusan bir

heteropolisakkarit tiretigi bulunmustur. LYO03, laktoz, glikoz ve fruktoz dahil olmak
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tizere farkli konsantrasyonlarda farkli karbonhidratlar veya karbonhidrat karisimlari
iceren ortamda kiiltiirlenmistir. Bu ¢alismada farkli karbonhidratlarin EPS {iretimi ve
mono molekiiler kompozisyon iizerindeki etkileri analiz edilmistir. Sonuglar, EPS
veriminin, kullanilan enerji tiirlinden ve karbonhidrat kaynagindan agik¢a etkilendigini
gostermistir. LYO03, laktoz ve glikozun birlikte bulundugu ortamda en yiiksek miktarda
EPS iirettigi belirlenmistir (Degeest ve ark., 1999). S. thermophilus ST1 ile yapilan
calismada sulandirilmis siit ortamina 42°C'de % 2 (w / v) glikoz, laktoz, siikroz,
galaktoz, fruktoz eklendigi zaman ki EPS iretimi incelenmistir. Karbon
kaynaklarindan herhangi birinin kiiltiire eklenmesi, EPS {iretiminde belirgin bir artiga
yol agmustir. Elde edilen EPS miktarlar fruktoz eklendigi zaman 64,52 mg/L, laktoz
eklendigi zaman 66,39 mg /L, glikoz eklendigi zaman 69,35 mg /L, galaktoz eklendigi
zaman 60,93 mg/ L ve siikroz eklendigi zaman 73,28 mg /L bulunmustur. Kontrol i¢in
elde edilen EPS iiretimi ise 32 saatte 45,63 mg/L oldugu belirtilmistir (Zhang ve ark.,
2011). Bagka bir arastirmada ise M 17 ortaminda normalde bulunan 5 g/L laktoz yerine
20 g laktoz (M17-lac), siikroz (M17-suc), fruktoz (M17-fru) veya glikoz (M17-glu) /
L i¢eren modifiye M17 ortam1 hazirlanmis Ve bu hazirlanan modifiye ortamlarda S.
thermophilus W22 susunun EPS iiretimi incelenmistir. W22 susu ortama siikroz
eklendigi zaman 34 mg/L, fruktoz eklendigi zaman 40 mg/L, laktoz eklendigi zaman
114 mg/L ‘de ve glikoz eklendigi zaman 120 mg/L’de bulunmustur. Ayrica bu
caligmada ortama eklenen glikoz, siikroz, fruktoz ve laktoz konsantrasyonu arttik¢a
EPS iiretiminin arttigi bulunmustur (Yiiksekdag ve Ashm, 2008). Yapilan
arastirmalarin sonucunda karbon kaynagmin biiyiime ve EPS iiretimi iizerindeki
etkisinin, spesifik susa, seker tipine ve hiicre karbonhidrat metabolizmasinin

ozelliklerine bagli oldugu bulunmustur (Zhang ve ark., 2018).

Calismanin devaminda igerisinde mikroorganizmalarin gelisimini saglayacak
kimyasallarin bulundugu besi ortam1 hazirlanmistir. Bu besi ortaminin igerigi ¢izelge
2.4°de verilmistir. Hazirlanan besi ortami I’in igerisine ayr1 ayr1 visne, seftali ve kayisi
posast eklenmistir. Bu hazirlanan ortama suslarin ekimi yapildiktan sonra EPS
tiretimleri incelenmistir. S1 ve S2 suslari i¢in en yiiksek miktarda EPS {iretimini kayisi
posasi suyu ve besi ortami I’in bulundugu ortamda elde edilirken S3 susu i¢in seftali

posast ile hazirlanan ortamda daha yiiksek EPS elde edilmistir. Ug susda en diisiik
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verimi besi ortami I ve visne posasi suyu ile hazirlanan ortamda gostermistir. Cilinkii
visne posasi, seftali ve kayisi posalarina gére daha az miktarda seker icermektedir.
Hazirlanan besi ortami | meyve posasi ile birlikte EPS miktarinin artmasina sebep

olmustur.

Calismanin en son asamasinda meyve posalari karistirilarak kullanilmistir. Her
meyve posasindan 2 mL alinarak toplam 6 mL meyve posasi karigimi elde edilmis ve
bu karisimin tizerine hazirlanan besi ortami | den 4 mL alinarak toplam 10 mL’lik
ortam hazirlanmistir. Bu ortamda azot kaynagi pepton oldugu i¢in peptonun EPS
tiretimine etkisi incelenmistir. Daha sonra azot kaynaklar1 degistirilerek besi ortami II,
Il ve IV elde edilmistir. Hazirlanan besi ortami Il ‘de azot kaynagi beef ekstrakt’dir.
Besi ortami Il ‘de azot kaynag triptofan ve besi ortami 1\V’de azot kaynagi olarak

pepton, beef ekstrakt ve triptofan ayni1 anda kullanilmstir.

S. thermophilus ATCC 19258’in bu ortamlarda EPS iiretimi incelendigi zaman
triptofan bulunan ortamda daha ¢ok EPS iirettigi gozlemlenmistir. Bu susun azot
kaynag tercihi triptofan’dir. Her 3 azot kaynaginin bulundugu ortamda ise iretilen

EPS miktarinin azaldigi bulunmustur.

S2 susunun azot kaynagi tercihi beef ekstraktir ¢iinkii bu sus triptofan ve pepton
bulunan ortamlara gore beef ekstrakt bulunan ortamda daha yiiksek miktarda EPS
tretimi gostermistir. Yine her 3 azot kaynaginin bulundugu ortamda tretilen EPS

miktarinin azaldigi bulunmustur.

S3 susunun triptofan bulunan ortamda yiiksek miktarda EPS direttigi
gbzlemlenmistir ve en az miktarda EPS ise 3 azot kaynaginin ayni anda oldugu
ortamda elde edilmistir. Ortama hem azot kaynagmnin eklenmis olmasi ve hem de {i¢
posanin karisim halinde olmasi EPS iiretimini 6nemli derecede artirmistir. Suslar
arasinda tercih edilen azot kaynaklar triptofan ve beef ekstrakt bulunmustur. Ug sus
da azot kaynaklarinin bir arada bulundugu ortamda EPS {iretimini azaltmistir. Bunun

nedeni C/N oraninin bozulmus olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
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L. plantarum MTCC 9510 ile yapilan bir calismada azot kaynagi olarak ortama
maya ekstrakt, beef ekstrakt, triptofan ve pepton eklenmistir. Elde edilen EPS
miktarlan siras1 ile 0,64 g/ L, 0,24 g/ L, 0,03 g/L ve 0,01 g/L ‘de bulunmustur. En
yiiksek miktarda EPS iiretimi ortama maya ekstrakt eklendigi zaman elde edilmistir
(Ismail ve Madhavan, 2010). S. thermophilus ST1 ile yapilan baska bir ¢aligmada
yagsiz siit ortamina % 0.5 oraninda peynir alt1 suyu eklendigi zaman hem bakteriyel
biiyiime hem de EPS iiretimini arttirmistir. Peynir alt1 suyu takviyesi ile 82,70 mg /L *
de EPS iiretildigi bildirilmistir ( Zhang ve ark., 2011). Cin'in giineyindeki Xinjiang
eyaletinden toplanan geleneksel fermente siitten izole edilen L. helveticus MB2-1 ile
yapilan bir calismada bazal besiyerine kazein, soya peptonu, kazein tripton ve pepton
gibi ¢esitli nitrojen kaynaklar1 ve MnClz, MgS0s, CaCl, ve KCI gibi mineral tuzlari
ilave edildi. Soya fasulyesi peptonunun, L. helveticus MB2-1'in EPS iiretimi i¢in diger
azot kaynaklarindan daha etkili azot kaynagi oldugu bildirilmistir. Cesitli
konsantrasyonlar arasinda, 20 g / L'de soya peptonunun bazal ortama eklenmesi
maksimum EPS ( 685 mg / L) iiretimini saglamistir. Soya peptonunun EPS {iretimini
daha ¢ok uyarmis olmasinin nedeninin zengin protein igerigi, kisa peptitler, amino asit
ve vitamin yapisindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. EPS iiretimi iizerindeki
etkilerine bakmak icin bazal ortama ayr1 olarak birka¢ mineral tuz kaynagi eklenmistir.
Calismanin sonucunda MgS04, mikrobiyal biyokiitlenin biiyiimesi ve EPS iiretimi i¢in
iyi bir hizlandirici oldugu bulunmustur. Bazal ortama 3 g/ L MgS04 eklendikten sonra
maksimum hiicre biyokiitlesi ve EPS iiretimi sirasiyla 2,89 g/ L ve 479 mg / L olarak
bulunmustur. Calismanin sonuncunda bakterilerin biiyiimesi ve LAB tarafindan EPS
tiretimi azot kaynaklari ile arttirilabilmistir (Li ve ark., 2014). Calismamizda da ortama
eklenen azot kaynaklar1 ile EPS tiretimi artirilmistir. 2 sus azot kaynagi triptofan
oldugu zaman yiiksek miktarda EPS iiretirken bir sus azot kaynagi beef ekstrakt oldugu
zaman en yliksek miktarda EPS’yi iiretmistir. Azot kaynaklar1 bir arada oldugu zaman
EPS iiretimi azalmistir. Yapilan bir bagka ¢alismada C/N oraninin ne kadar 6nemli
oldugu gosterilmistir. Aragtirmanin sonuncunda C/N orani 13,6 oldugu zaman yiiksek
miktarda EPS iiretilirken C/N orani 3,4 oldugu zaman diisiik miktarda EPS {iretimi
saglanmistir. Karbon ve genellik azot olan sinirlayici besin arasinda yiiksek oran igeren
bir ortam polisakarit tiretimini desteklemektedir. C / N orani azaldik¢a tiretilen EPS

degerlerinin azaldig1 gosterilmistir. EPS {iretimi yiiksek bir C / N orani ile artmaktadir
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(Miqueleto ve ark., 2010).

Calismanin genelinde ii¢ sus arasinda EPS iiretimi agisindan yiiksek bir fark
bulunmamaktadir. Elde edilen sonuglara bakildiginda her asamada EPS iiretimi ii¢
susda da artirilmustir. Tlk olarak ¢alismaya baslanildig zaman EPS iiretimi S1 susu i¢in
en yiiksek 4.490 mg/L iken ¢alismanin son asamasinda karisik meyve posast suyu
bulunan azot kaynagi olarak triptofan eklenmis ortamda en yiiksek EPS miktarini
(21,570 mg/L ) tiretmistir. S2 susu baslangigta en yiiksek 3,309 mg/L EPS {iretirken
¢alismanin son asamasinda ise en yiiksek EPS iiretim miktari olan 19,689 mg/L karisik
meyve posasi suyu bulunan azot kaynagi beef ekstrakt eklenmis ortamda tiretmistir.
S3 susu calismanin ilk ortaminda 4,114 mg/L EPS iretirken ¢alismanin son
asamasinda karistk meyve posast suyu ile azot kaynagi olarak triptofan bulunan
ortamda 29,131 mg/L EPS iiretmistir. Elde edilen veriler meyve posasi eklenerek
olusturulan ortamlarin EPS iiretimini artirdigini gostermistir. Atik bir materyal olan
meyve posasin EPS {iretimini artirmaya yonelik kullanilabilecegini gostermektedir.
Yapilan literatiir taramasinda g¢alismalarda genellikle fermentasyon kosullari olan
inkiibasyon siiresi, sicaklik, pH gibi veya karbon ve azot kaynaklar1 degistirilerek EPS
tiretimi incelenmistir. Atik bir materyal olarak meyve posasinin kullanilip EPS

iiretimine etkisinin arastirilmasi 6nem teskil etmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismanin temel amaci meyve posalarinin EPS iiretimine etkisinin
arastirtlmasidir. Calismamizda yogurt ve kefir’den S. thermophilus suslari izole
edilerek meyve posalar1 kullanilarak olusturulan besi ortamlarinda EPS {iretimleri

incelenmistir.

Bu amagla oncelikle suslarin M17 ve Nutrient sivi besiyerlerindeki en yiiksek
miktarda EPS’yi irettigi inkiibasyon siiresi belirlenmistir. S. thermophilus ATCC
19258, 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda yliksek miktarda EPS {iretirken S2 ve
S3izolatlar1 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda yiiksek miktarda EPS tiretmistir.
Calismada kullanilan ii¢ sus da M17 besiyerinde daha yiiksek miktarda EPS iiretimi

saglamistir.

M17 besiyeri igerisine ayr1 ayr1 seftali, kayisi ve visne posasi eklendigi zaman EPS

tiretimleri artmis ve en yiiksek EPS tiretimi kayisili ortamda elde edilmistir.

Calismada bakterilerin temel ihtiyaglar1 goz 6niinde bulundurularak hazirlanan baz
besi ortami icerisine meyve posast eklenmis ve EPS {iretimi incelenmistir. Hazirlanan
besi ortami igerisine meyve posasi eklendigi zaman ki EPS iiretimi, M17 ve Nutrient
besiyerlerinde elde edilen EPS miktarina ve meyve posasi eklenmis M17 ortamina

gore daha fazla EPS iiretimine sebep olmustur.

Meyve posalar1 karisim halinde kullanilarak azot kaynaginin EPS iiretimine etkisi
aragtirildiginda ise suslar arasinda azot kaynagi tercihi farklilik gostermekle birlikte

ortama azot kaynaginin eklenmis olmasi EPS iiretimini artirmistir.

Meyve posasi tercihi yapilirken daha sekerli meyvelerin posasi tercih edilir ise EPS
tiretim miktarinin daha cok artacagi diisiiniilmektedir. Ciinkii kayis1 posasi1 diger

posalara gore daha ¢ok seker icerdiginden dolay1 EPS iiretimini daha ¢ok uyarmistir.
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Bu calisma ile birikte kullanilan meyve posalarinin EPS {iretimini artirdigi
gosterilmistir. Atiklarin degerlendirilmesi agisindan diisiiniildiigiinde 6zellikle kayisi
posasinin  EPS iiretiminde iyi bir alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir.
Hedefledigimiz bir sonraki ¢alismada elde edilen EPS’lerin hem NMR strestokopisi
ile yapilarimin aydinlatilmasi hem de farkli alanlarda kullanim potansiyellerinin

arastirilmasidir.
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OZET

Meyve Posalarmin Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimine Etkisinin Arastirilmasi

Starter LAB’lar tarafindan iiretilen dogal EPS’ler, teknolojik ve fizyolojik rollerinden
dolay1 son yillarda 6nem kazanmustir. Endiistriyel uygulamalarda 6zellikle gida endiistrisinde
genis kullanim alanina sahip olan EPS’ler, bazi mikroorganizmalar tarafindan iiretilerek dis
ortama salgilanan karbonhidrat yapisindaki biyopolimerlerdir. EPS’ler, gidalara fonksiyonel
etkiler kazandirmasindan ve saglik iizerine potansiyel etkilerinden dolay1r ekonomik acidan
onemlidir.

Bu calismada farkli meyve posalar1 kullanilarak hazirlanan besi ortamlarinda EPS
tiretimi, kefir ve yogurttan izole edilen S. thermophilus suslari ile kontrol sus olarak kullanilan
S. thermophilus ATCC 19258 suslarinda arastirilmustir. Ug susunda farkli besi ortamlarinda
EPS iiretmesi saglanmis ve elde edilen EPS miktarlar: fenol siilfiirik asit metodu ile glikoz
standart olarak kullanilarak spektrofotometrik olarak &l¢iilmiistiir. Uretilen ekzopolisakkartin
karakterizasyonu ise FTIR yontemi ile gergeklestirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore standard sus S. thermophilus ATCC 19258 en yiiksek EPS
iiretimini 24 saat inkiibasyon siiresinin sonunda saglarken kefir ve yogurttan elde edilen suslar
ise en yiiksek EPS iiretimini 72 saat inkiibasyon siiresinin sonunda saglamistir. Her ii¢ susda
M17 besiyerinde Nutrient besiyerine gore daha yiiksek miktarda EPS tiretmistir. Ortama
meyve posasi eklendigi zaman EPS {iretimini her ii¢ susta artirmistir. En fazla EPS firetimi
kayis1 posast suyu bulunan ortamlarda saglanmistir. Ortama meyve posasi suyu ile birlikte
farkli azot kaynaklari eklendigi zaman EPS firetimi artmistir.

Calismada fermente siit tiriinlerinden elde edilen S. thermophilus suslarinin tretigi
EPS miktarinin, meyve posalari kullanilarak hazirlanan besi ortamlarinda arttig1 gézlenmistir.

Anahtar Kelime: Ekzopolisakkarit, Fenol-siilfirik asit, Meyve Posasi, S. thermophilus
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SUMMARY

Investigation of the Effect of Fruit Pulps on the Production of Exopolysaccharide

The natural EPS produced by Starter LABSs has gained importance in recent years due
to their technological and physiological roles. In industrial applications, especially in food
industry, EPSs are widely used. EPSs are biopolymers in carbohydrate structure that produced
by some microorganisms and secreted into the external environment. EPSs are economically
important due to their functional effects on foods and their potential impact on health.

In our study, S. thermophilus which isolated from 2 different sources (kefir and
yoghurt) and standard strain S. thermophilus ATCC 19258 were used. EPSs of three strains
which produced in different medias were isolated. The amount of EPS obtained was measured
spectrophotometrically using phenol sulfuric acid method as glucose standard. The
exopolopolysaccharide characterization was performed by FTIR method.

According to the results, the standard strain S. thermophilus ATCC 19258 provided
the highest amount of EPS production at the end of the 24-hour incubation period, while the
strains obtained from the kefir and yoghurt provided the highest amount of EPS production at
the end of the 72-hour incubation period. In all three strains, M17 produced a higher amount
of EPS than Nutrient medium. When the fruit pulp was added to the environment, EPS
production increased in all three strains. Most EPS production is provided in the environment
where apricot pulp is present.

In this study produced by fermented milk products S. thermophilus, it was observed
that the amount of EPS strains increased in the medium prepared by using fruit pulp.

Keywords: Exopolysaccharide, fenol-sulfuric acid, fruit pulp, S. thermophilus
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