LACTOBACILLUS PENTOSUS KS27°NiN
EKZOPOLISAKKARIT URETiMi VE URETIM
KOSULLARININ OPTIMiZASYONU

Fevzi BEKAR

Yiiksek Lisans Tezi
Gida Miihendisligi
Ana Bilim Dah
Dr. Ogr. Uyesi Aybike KAMILOGLU
2022

(Her Hakki Saklidir)



T.C.
BAYBURT UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLiGi ANA BIiLiM DALI

LACTOBACILLUS PENTOSUS KS27°NiN EKZOPOLISAKKARIT URETIMIi VE
URETIM KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

(Exopolysaccharide Production of Lactobacillus pentosus KS27 and Optimization of
Production Conditions)

YUKSEK LiSANS TEZi

Fevzi BEKAR

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Aybike KAMILOGLU

Bayburt
Ocak, 2022



ETIK VE BILDIRIM SAYFASI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Lactobacillus pentosus KS27’nin
Ekzopolisakkarit Uretimi ve Uretim Kosullarimim Optimizasyonu” baslikli ¢alismanin
tarafimdan bilimsel etik ilkelere uyularak yazildigini ve yararlandigim eserleri kaynakc¢ada

gosterdigimi beyan ederim.

Fevzi BEKAR



TESEKKUR

Tez c¢aligmam siireci boyunca karsilastigim biitlin problemlerde ¢oziime
yonlendiren, akademik gelisimimde biiyiik pay sahibi olan, ¢alismam siirecinde elde
ettigim sonuglarin yorumlanmasinda yardimci olan, degerli vaktini bikmadan ve
yorulmadan benim i¢in harcayan, laboratuvar ¢alismalarimda biitiin imkanlarin1 6niime
sunan ve yardimimi esirgemeyen ¢ok degerli danisman hocam Sayin Dr. Ogr. Uyesi
Aybike KAMILOGLU na sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Lisans ve yliksek lisans egitimim siirecinde biiyilik pay sahibi olan ve bugiin sahip
oldugum bilgi ve birikimimi bor¢lu bulundugum ve desteklerini her zaman hissettigim
basta kiymetli hocam sayin Prof. Dr. Ummiigiilsim ERDOGAN’a, sayin Prof. Dr. Vecihi
AKSAKAL, sayin Dog. Dr. Enes DERTLI ve saym Dr. Ogr. Uyesi Ibrahim Hakki
KARAKAS hocalarima tesekkiirii bir bor¢ bilirim.

Canim anneme babama, hayatimin her sathasinda biitiin sorunlarimda yardimini
esirgemeyen, engin tecriibeleriyle beni yonlendiren, desteklerini hi¢bir zaman eksik
etmeyen, maddi ve manevi yonden asla yalniz birakmayan, bugiin oldugum kisi olmamda
en biiyiik pay sahibi olan degerli agabeyim Ars. Gor. Ozgiir Aydin BEKAR ve Ali
BEKAR’a, kiymetli ablalarnm Giilli BASTURK, Elif KUFACI ve Giilhan
KAHYAOGLU na tesekkiir ederim.

Lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca her zaman yanimda olan birlikte
yillarimi gegirdigim ve birbirimize her anlamda destekte bulundugumuz degerli dostlarim
Gida Miihendisi Erdem KABAN ve Gida Miihendisi Esra ARSLAN ve yliksek lisans
siireci boyunca tecriibe ve bilgilerimizi paylastigimiz, yardimlarini esirgemeyen degerli

arkadasim Gida Yiiksek Miihendisi Habibe MEMIS’e tiim ictenligimle tesekkiir ederim.



0z

YUKSEK LiSANS TEZI

LACTOBACILLUS PENTOSUS KS27°NiN EKZOPOLISAKKARIT URETIMI VE
URETIM KOSULLARININ OPTIMIiZASYONU

Fevzi BEKAR
Ocak 2022, 55 sayfa

Bu calisma ile Lactobacillus pentosus KS27’nin, ortam sicakligi, inkiibasyon siiresi ve besiyeri
bilesimine bagli olarak ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi ve bu sartlarin optimum kosullarinin
belirlenmesi amaglanmistir. Optimum sartlara bagli olarak {iretilen ekzopolisakkaritin
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismada ortam sicakligi i¢in 3 ayr1 kosul (25°C-
35°C-45°C) belirlenmis, besiyeri olarak gliserol ve siikroz kullanilmis, gelisim siiresi olarak ise
yine 3 farkli siire (24-36-48 saat) belirlenmistir. Belirlenen degiskenlere gére Box-Behnken
deney matriksi ile 27 farkli EPS iiretim denemesi belirlenmistir. Bu denemelerde en yiiksek
verim 25°C’de 36 saatlik inkiibasyon sonucunda alinmistir. Karbon kaynagi olarak %7,5 siikroz
konsantrasyonu ve %7,5 gliserol konsatrasyonu kullanilmis ve 1913,75 mg/L EPS elde
edilmistir. Denemelerde en diisiik verim ise 25°C, 36 saat inkiibasyon siiresine sahip olan ve
%7,5 siikroz konsantrasyonu %0 gliserol konsantrasyonu bulunan deneme olmustur. Bu
denemede elde edilen EPS miktar1 213,75 mg/L olmustur. Elde edilen veriler dogrultusunda
optimum nokta belirlenmeye ¢aligilmis ve istenirlilik derecesi 1 olan 100 kosuldan en yiiksek
verim elde etme amaciyla siikroz konsantrasyonunun %35,31, gliserol konsantrasyonunun
%10,92 sicakligin 26°C ve inkiibasyon siiresinin 46,14 saat oldugu kosul ile iiretim yapildiginda
2158 mg/L EPS iiretimi gerceklesecegi verisine ulasilmigtir. Belirtilen kosullarda iiretim
gerceklestirildiginde 2178 mg/L EPS {iretimi saglanmistir. Optimum kosullarda iiretilen
EPS’nin ¢oziiniirliiglintin en yiiksek su ile (%98 + 0,01) saglandig: belirlenirken, su baglama
kapasitesi de %1970 + 0,01 gibi yiiksek bir deger bulunmus ve ortak EPS 6zelliklerine uyum
gostermigtir. Diferansiyel Tarama Kalorimetre analizinde 250°C civarina kadar kademeli
bozulma ve 400°C’ye kadar yavas bir bozulma gériilmiistiir. FTIR analizi ile 3289 ve 517 cm™
arasinda pik degerleri alinmis ve fonksiyonel gruplar belirlenmistir. NMR spektrumu
incelendiginde, pik varliklari ti¢ ayr1 bolge ile tanimlanarak EPS’lerin yapisina uygun heterojen
yap1 ¢ozliimlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ekzopolisakkarit, Box-Behnken, siikroz, gliserol.
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OPTIMIZATION of PRODUCTION CONDITIONS
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In this study, it was aimed to determine the exopolysaccharide (EPS) production of
Lactobacillus pentosus KS27 depending on the temperature, incubation time and medium
composition and to determine the optimum conditions of these conditions. The characterization
of the exopolysaccharide produced under optimum conditions was carried out. In the study 3
different time conditions (25°C-25°C-45°C) were determined for the temperature, glycerol and
sucrose were used as the medium and 3 different periods (24-36-48 hours) were determined.
According to the determined variables, 27 different EPS production trials were determined with
the Box-Behnken experiment matrix. In these experiments, the highest yield was obtained as a
result of 36 hours incubation at 25°C. %7,5 sucrose concentration and %7,5 glycerol
concentration were used as carbon sources and 1913,75 mg/L EPS was obtained. The amount
of EPS obtained in this trial was 213,75 mg/L. According to the obtained data, the optimum
point was tried to be determined and the production of 2158 mg/L EPS was estimated when
production was carried out with the condition that the sucrose concentration was %?5,31, the
glycerol concentration was %10,92, the temperature was 25°C and the incubation period was
46,14 hours for the highest yield from 100 conditions with an expectation degree of 1. When
production was carried out under the specified conditions, 2178 mg/L EPS production was
achieved. It was determined that the solubility of EPS produced under optimal conditions was
achieved with the highest water content (%98 + 0,01), while the water binding capacity was
also found to be as high as %1970 + 0,01 and showed compliance with common EPS
characteristics. The Differential Scanning Calorimeter analysis showed a gradual deterioration
of to 250°C and a slow deterioration of up to 400°C. With the FTIR analysis peak values
between 3289 and 517 cm™* were deciphered and functional groups were determined. When the
NMR spectrum was examined, the heterogeneous structure suitable for the structure of EPS
was analyzed by defining the peak entities with three separate regions.

Keywords: Exopolysaccharide, Box-Behnken, sucrose, glycerol.
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BIRINCi BOLUM
Giris

Biyoteknolojik gelismelerin hizla devam ettigi son yillarda, islenmis gida iiretiminde
tiretilen gidanin tekstiirel ozelliklerinin korunmasi, gidalarin kendilerine 6zgii duyusal
ozelliklerinin devamliliginin saglanmast ve son {irlinliin raf Omriinii uzatmak amaciyla
kullanilan katki maddeleri igin biyoteknolojinin en ¢ok basvurulan alan oldugu yapilan

caligmalar ile ortaya konmaktadir (Borlaug 2000, McGloughlin 1999).

Biyoteknolojinin gelisim gostermesiyle 6n plana ¢ikan bakteriler incelendiginde ise

laktik asit bakterilerinin isimleri ilk siralarda goriilmektedir (Ghaffar vd. 2014).

Laktik asit bakterileri (LAB) karbonhidrat fermantasyonu sirasinda son iiriin olarak
laktik asit tireten, Gram pozitif, genellikle katalaz negatif ve birkag¢ sus haricinde hareketsiz,
yiiksek asit toleranslarindan dolay1 pH 5 ve altinda yasayabilen ve cinslerine bagl olarak 20-
45°C sicakliklar arasinda optimal gelisim gosterebilen bakterilerdir (Hofvendahl, & Hahn-
Hagerdal 2000).

LAB’leri karbon kaynagi olarak kullandigi glukozu 2 farkli sekilde katabolize
etmektedirler. Homofermentatif olarak glukozu, Fruktoz Di Fosfat (FDP) yolu ile pargalayarak
laktik asit liretmektedirler. Ayrica ortamda farkli karbon kaynaklarinin da bulunmasiyla laktik
asit haricinde formik asit, asetik asit ve etanol de liretebilmektedirler. Heterofermentatif olarak
ise Hegzos Mono Fosfat yolu ile de glukozu pargalayarak fermantasyon sonucunda laktik asit,
etanol, asetik asit, gliserol, mannitol ve fruktoz olusturmaktadirlar (Ozden 2005, Erbil 2012,
Geger, & Akgiin 2006, Oral, 2015).

Insanlar yiizyillardan beri farkinda olmadan da olsa ikincil ve ileri gidalar {iretiminde
bu mikroorganizmalar1 kullanmaktadirlar. Genel olarak ayn1 yontemi ve prosesleri kullansalar
da biyoteknolojide yasanan gelismeler, bu iriinlerin bilingli tretimini ve kullanimini
getirmektedir. Beyaz biyoteknoloji olarak adlandirilan bu gelisme sonrasinda yeni iriinler
gelistirilmis ve bunlarin devamliligi saglanmistir (Akkaya, & Pazarlioglu 2012). Geleneksel
yontem olarak kabul edilen, bilgiyi bir sonraki nesile aktarma yolu ile kazanilan iiretim
tekniklerine bagli olarak iiretilen fermente gidalarin, fermantasyon asamasi esnasinda ve
sonrasinda tat, aroma ve 0zgiin tekstiiriin olusmasinda laktik asit bakterileri, gida igeriginde
bulunan karbonhidratlar1 fermente ederek laktik asit tiretirler. Bunlara ek olarak besin ortami1

bakimindan zengin olan gidalarda ise laktik asit bakterileri ¢esitli organik asitler, hidrojen
1



peroksit, bakteriyosin veya ekzopolisakkarit gibi ¢esitli fermantasyon driinleri de
tiretebilmektedir (Dinger vd. 2010). Bunlarin yanisira, ekzopolisakkaritler (EPS) de bu
bakterilerin gelisimleri esnasinda Trettikleri fermantasyon ve teknolojik gida tiretiminde

kullanilan metabolitlerdir (Narayanan vd. 2004, Yilmaz 2014).

Laktik asit bakterilerinin iirettigi bu metabolitler tek tip seker monomerlerinden olusan
homopolisakkaritler veya birden fazla ve farkli tip sekerlerden olusan heteropolisakkaritler
seklinde olusabilmektedir. LAB’larin bu yetenekleri susa ve biiyiime ortamina gore ¢ok fazla
degisiklik gostermekte ve Ozellikle diisiik inkiibasyon sicakliklarinda EPS {iretimlerinin fazla

oldugu goriilmektedir (Broadbent vd. 2001).

Biyoteknolojik yontemler ile elde edilen polisakkaritler, bitki ve hayvan kaynakli
polisakkaritlere gore, liretim parametreleri iizerinde degisiklik yapma imkani ve iiretilen
polisakkaritin standardizasyonu acisindan daha avantajli durumdadir. Kisa siirelerde elde
edilebilir olmasi, kalite ve verim agisindan ise biiyiik avantaja sahip olmasi nedeniyle ayr1 bir
onem tagimaktadir. Bakteriler ve mantarlar tarafindan hiicre i¢i veya hiicre dis1 yontemlerle
tiretilebilmektedirler. Cesit ve miktar bakimindan ise en iyi tretici konumunda laktik asit

bakterileri bulunmaktadir (Yilmaz, & Celik 2007, Singha 2012, Donot vd. 2012).

Ekzopolisakkaritlerin, gida tiriinlerinde prebiyotik etki gosterme, viskoziteyi arttirmada
olumlu etki, su baglama 06zelligi, stabilize ve emiilsiye etme 6zelligi, fermente {iriinlerin
kendine has olan tat ve aromasinin olusumunda fayda saglama ve gidanin tekstiirel
ozelliklerinde iyilestirilme gibi faydali etkileri bulunmaktadir. EPS’ler tiretildikleri hiicreyi dis
etmenlerden korurken, hiicrenin kurumasina da engel olmaktadirlar. Bunula birlikte genetik
bilginin korunmasi, protein, fosfat gibi molekiillerin depolanmasi ayrica antibakteriyel etkenler
ve agir metallere karsi da koruma gorevi tistlenmektedirler (Bhaskar, & Bhosle 2005, Singh vd.
2011).

Bu c¢aligmanin amaci geleneksel fermente bir et iiriinii olan sucuktan izole edilen
Lactobacillus pentosus KS27’nin EPS iiretiminin optimizasyonu saglanarak elde edilen

EPS’nin karakterizasyonunu gergeklestirmektir.



IKINCi BOLUM
Kaynak ozetleri

Polisakkaritler

Polisakkaritler yiiksek molekiil agirliklariyla karbonhidratlarin biiyiik bir kismini
olusturmaktadirlar. Asit ve spesifik enzimlerle hidrolize edildiklerinde monosakkaritleri ve
bunlarin gesitli tiirevlerini vermektedirler. Polisakkaritlerin, molekiiler agirligi bakimindan ve
yapisal anlamda bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir. Bir kismi1 diiz zincir yapida iken diger bir kismi1
ise dalli-polimerler seklindedir (Yilmaz, & Celik 2007, Ergene, & Avci 2016). Monosakkarit
olarak polisakkaritlerin yapisinda D-ksiloz, D-fruktoz, D-mannoz, D-galaktoz, D-arabinoz ve
L-galaktoz bunulunurken en yaygin olarak ise D-glukoz bulunmaktadir. Bu monosakkaritlerin
tirevleri olarak ise D-glukozamin, D-galaktozamin, D-glukuronik asit, N-asetil muramik asit
ve N-asetil neuramik asit bulunmaktadir. Polisakkaritlerde bulunan bu monosakkarit ve

tiirevleri glikozidik baglarla baglanmis olarak bulunmaktadirlar (Pigman, & Horton 1957).

Polisakkaritler genel anlamda iki guruba ayrilmaktadirlar. Bunlar bir monosakkarit ve
tirevlerinden olugmakta ise homopolisakkariler ismini alirken, farkli monosakkarit ve
tiirevlerinden olugsmakta ise heteropolisakkaritler ismi verilmektedir. Homopolisakkarit olarak
nigasta, glikojen, dekstran, seliiloz, iniilin ve kitin, heteropolisakkarit olarak ise hiyaluronik asit,
kondrotin stilfatlar, heparin, kan gurubu polisakkaritleri, pektin ve alginik asitler 6rnek

olabilmektedirler (Varki vd. 2015).

Polisakkaritlerin bir diger adlandirilma yontemi ise icerdikleri monosakkaritlere gore
degisiklik gostermektedir. Buna ornek olarak ise glukoz birimlerinden olusan nisasta ve
glikojen glukanlar, mannoz birimlerinden olusanlara ise mannanlar isminin verilmesi

goriilmektedir (Korolenko vd. 2019, Gokalp vd. 1992).

Endiistriyel olarak tiretilmis gidalarda igerik olarak bitki, hayvan ve mikrobiyel kaynakli
polimerler biiyiik 5nem arz etmektedirler. Ozellikle tekstiir olusumunda suda ¢6ziinmiis veya
dispers yapida kalarak katkida bulunan ytiksek molekiil agirlikli ve uzun zincirli yapida bulunan
bu polimerler gidalarin spesifik 6zelliklerinin biiyiik bir bdliimiinden sorumludurlar. Bu
biyopolimerlerden sikg¢a kullanilanlari ise bitkilerden elde edilen nisasta, pektin, ke¢i boynuzu
gami, guar gam, alglerden karragenan ve alginat, hayvansal proteinli hidrokolloid olarak ise

kazeinat ve jelatin olarak siralanabilmektedir. Bunlar arasinda bitkisel olarak elde edilen
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karbonhidratlarin fonksiyonel 6zellikleri ve yapisal karakteristikleri tam olarak belirlenmis ve
gida iiriinlerine modifiye edilmistir. Bu sebeple bu iiriinlerin Avrupa Birligi ilkelerinde
kullanim1 belirli sartlara baglanmis ve kisitlanmistir. Bu frtinler kullanildigi taktirde
etiketlerinde E-numarasi bulunmasi zorunlu kilinmistir. Bunlara alternatif olarak ise mikrobiyal

polisakkaritler Uretilmistir. Bio kivamlastiricilar bunlardan birisi olarak gosterilebilmektedir

(De Vuyst vd. 2001).

Mikrobiyal polisakkaritler.

Mikrobiyal polisakkaritler iyonik veya iyonik olmayan ve suda ¢oziinebilen, glikozidik
baglar ile baglanmis, diizenli, dallanmis veya dallanmamis yapidaki biyopolimerlerdir (Suresh
Kumar vd. 2007).

19. yiizy1l ortalarinda Louis Pasteur sarapta bulunan dekstrani, mikrobiyal anlamda
kullanilan ilk polisakkarit olarak kesfetmistir. Dekstranin Leuconostoc mesenteroides
tarafindan {retilen bir mikrobiyal polisakkarit oldugu ise Van Tiegham tarafindan
kesfedilmistir. 1883 yilinda ise yiiksek molekiiler kiitleye sahip olan aljinat Edward Stanford
tarafindan kesfedilmistir. Bu kesfi takiben 1886 yilinda selillozun bir bakteri tarafindan
tiretilebildiginin ispatlanmasi takip etmistir. Bundan kisa bir siire sonra ise ilk hiicre igi depo
polimer kesfedilmistir. Siyonabakterlerin bu depo polimerleri iirettiginin anlasilmasindan 40
yil sonra ise Bacillus megaterium tarafindan polihidroksibutiratin iiretilmesi takip etmistir. Bu
kesifleri takiben yirminci ylizyil ortalarina kadar kesifler hizlanmis ve bu siire¢ icerisinde de
alginat, ksantan ve polifosfat gibi diger bakteriyel polimerler kesfedilmistir. Bilim diinyasina
kazandirilan bu biyopolimerlerin incelenmesinden sonra biyosentez enzimlerinin aktiviteleri
tanimlanmis ve Oncii maddeler kullanilarak biyopolimer iiretimi i¢in farkli yollar denenerek
kesiflere yon verilmistir (Novak, & Vetvicka 2008, d’Ayala vd. 2008, Ulvskov, & Harholt
2018, Rehm 2010).

Gidalarda kullanimina ilk izin verilen mikrobiyal polisakkarit ise Xanthmonas
campestris tarafindan iretilen ksantan olarak bilinmektedir. 1969 yilinda ksantan Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan kullanimna izin verilen ilk mikrobiyal polisakkarit

olarak tarihteki yerini almaktadir (De Vuyst, & Degeest 1999).

Uluslararas1 diizeyde mikrobiyal polisakkaritlerin gidalarda katki maddesi olarak
kullanilmas1 sabit kurallar igermemektedir. Gidanin nerede iiretildigi ve nerede satilacagi bu
anlamda biiyiik nem arz etmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde ksantan gam, jellan gam,
kurdlan ve pullulan GRAS (Genel olarak giivenli kabul edilen) listesinde yer almaktadir. Ayrica
bu dort gida katki maddesi Kore Gida Katkilari Kodu ve Codex Alimentarius Genel
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Standartlari’nda da izin verilen gida katki maddeleri listesinde yer almaktadir. Bu gida katki
maddelerinden ksantan, gellan ve pullulan gamlarma ise Avrupa Birligi iilkelerinde izin
verilmekteyken Kanada, Avusturalya ve Yeni Zelanda’da ise sadece ksantan ve gellan
gamlarmin kullanimina izin verilmektedir. Japonya gida yonetmelikleri ise bunlara ek olarak

makrofomopsis, rhamsan, sklero ve welan gamlarinin kullanilmasina da izin vermektedir (Jani

vd. 2009, Auld 2010, Pettitt 2020, Kandil vd. 2017).

Mikrobiyal tiirlerin ve Ozellikle prokaryotlarin polisakkarit iiretim yetenekleri
bulunmaktadir. Cok sayida bakteri polisakkarit {iretim yetenegine sahiptir ancak bunlarin az bir
kismi ticari olarak iiretilebilmektedir. Oncelikle bu bakterilerin (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aereus, Listeria
monocytogenes) patojen olmasi bu durumu olumsuz yonde etkilemektedir Endiistriyel olarak
piyasada EPS iiretiminde su anda Xanthamonas campestris, Pseudomonas, Azotobacter,
Sphingomonas, Alcaligenes cinslerine ait suslar kullanilmaktadir (Sutherland 2001, Béjar vd.
1998, Dagbagli, & Goksungur 2013, Akepaer vd. 2015).

Ekzopolisakkaritler.

Laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan {iretilen ve GRAS olarak kabul edilen
ekzopolisakkaritlere son yillarda endiistriyel anlamda ilginin arttig1 gériilmektedir (De Vuyst,
& Marshall 2001). Ekzopolisakkarit ismi ise ilk olarak 1972 yilinda Sutherland tarafindan

Onerilmis ve bilim diinyasina kazandirilmigtir (Welman, & Maddox 2003).

Ekzopolisakkaritler genel tanimiyla mikroorganizmalar tarafindan hiicre i¢i, hiicre
duvari ve hiicre digina sentezlenen ve dogal polimer metabolitler olarak bilinmektedirler (Milci,
& Yaygin 2005). Mikrobiyal polisakkaritler; intraseliiler polisakkaritler, lipopolisakkaritler ve
EPS olarak adlandirilan ektraseliiler polisakkaritler olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir. EPS’ler
arke, bakteri ve okaryotlarin farkli tiirleri tarafindan tretilmektedir (Soyugok vd. 2016, Yilmaz,
& Celik 2007). Bakteriyel olarak besiyeri ortaminda tiretimi miimkiin olan EPS’ ler genellikle
kat1 besi yerinde mukoid koloni olarak belirirken, sivi besi yerinde ise viskoz bir goriintii
almaktadirlar. Ozelligi, miktar1 ve yapisal dzellikleri ise bulundugu ortamin karbon formuna
gore degisiklik gostermektedir. Hiicre yiizeyine kovalent baglarla bagli olan polisakkaritler,
kapsiil polisakkaritler (CPS), hiicre duvari bileseni olarak lipopolisakkaritler (LPS), hiicre
disina kovalent olmayan baglarla gevsek sekilde baglanmis veya hiicre disi ortamina
sentezlenen polisakkaritler (LAM) olarak adlandirilmaktadirlar (Yilmaz, & Celik 2007,
Levander vd. 2002, Mozzi vd. 2006). Uretilen bu EPS’ lerden CPS ve LPS’ nin tip ve saglik



alaninda kullanim1 yayginken LAM ise kendisine gida endiistrisinde kullanim alam

bulmaktadir (Barcelos vd. 2020, Sengupta, & Dey 2019).

LAB’lerinden iiretilen EPS’ler kimyasal kompozisyonlarina gore ise iki grupta
toplanmaktadir. Bunlardan biri genellikle tek tip monosakkarit olan glikoz ve fruktoz i¢eren
glukan ve fruktan olarak adlandiran tek sekerli homopolisakkaritler iken digeri ise farkli
monosakkaritlerin yapisal olarak birbirini tekrarlar sekilde bulundugu ve c¢oklu monomer
yapilardan olusan polimer yapidaki heteropolisakkaritler olarak bilinmektedirler (Ergene, &
Avct 2016, Dagbagli, & Goksungur 2013, Saymer 2016). Heteropolisakkaritlerin bu cesitsel
farkliligi, laktik asit bakterilerinin iireme ortamlarina, molekiil agirliklarina, fonksiyonel
ozelliklerine, inokiilasyon sartlarina, ortam pH’sina ve ortam sicakliklarina gore degisiklik
gostermektedir (Degeest, & De Vuyst 1999). Ekzopolisakkarit iiretebilen laktik asit bakterileri
Tablo 1. de gosterilmistir (Pektas 2014).

Tablo 1. EPS Uretebilen Laktik Asit Bakterileri

Lactobacillus cinsi Streptococcus cinsi Lactococcus cinsi Leuconostoc cinsi

L. hilgardii S. mutans L. lactis ssp. lactis Leu.mesentereoides
SSp. cremoris

L. casei S. sobrinus L. lactis ssp. cremoris  Leu. Mesentereoides
ssp. mesentereoides

L. helveticus S. salivarus ssp. Leu.mesentereoides

thermophilus NRRL B-640

L. delbrueckii ssp. S. mutans 6715 Leu.mesentereoides B-

bulgaricus 742

L. reuteri strain LB 121 S. salivarus Leu.mesentereoides B-
1355

L. reuteri ATCC 55730 S. mutans JC2 Leu.mesentereoides B-
1299

L. reuteri strain 35-5 Leu.mesentereoides
NRRL B-1355

L. sanfanciscensis Leu.mesentereoides

LTH-2590 NRRL B-1501

L. johnsonii NCC 533 Leu.mesentereoides
NRRL B-1498

L. reuteri 121 Leu.mesentereoides

L. kefiranafaciens
L. kefirgranum

L. parakefir




EPS’ ler i¢in gida sanayisi, tekstil, madencilik, endiistriyel atik aritma, ilag {iretimi,
kozmetik, tip ve petrol aritma gibi farkli kullanim alanlar1 bulmaktadir (Freitas vd. 2011).
Endiistride kullanilan bu EPS’leri tireten LAB’leri genellikle fermente siit lirtinleri, sucuk, sosis
ve eksi hamur gibi fermente tirtinlerden izole edilmektedirler (Ruas-Madiedo, & De Los Reyes-
Gavilan 2005).

EPS’ nin ireticisi konumundaki laktik asit bakterileri genellikle probiyotik 6zellik
tasimaktadir (Tikenmez, & Aslim 2018). Fermente {irlinlerin saglik iizerine olumlu etkileri
tizerinde laktik asit bakterilerinin iirettigi ekzopolisakkaritlerin de rolii oldugu diisiintilmektedir
(Y1lmaz, & Celik 2007). Fermente gidalarin sindirimi esnasinda siirenin uzun olmasinin ve bu
esnada da probiyotik bakterilerin bagirsak yilizeyine kolonize olmasi ve bagirsak florasinin
diizenlenmesinde de yine hiicre yiizeyine salgilanan EPS’lerin 6nemli oldugu bildirilmektedir

(Yildiran vd. 2017, Dogan 2017, Yildirim, & Osmanagaoglu 2007, Tiirkdz, & Akpinar 2019).

Ekzopolisakkaritlerin 6zellikleri ve simiflandirilmasa.

Ekzopolisakkaritler iiretildikleri mikroorganizma tarafindan kendini koruma amacl
tiretilmesinden kaynaklanan, giictinii bulundugu dogal ortamda koruyarak yapisal anlamda
karakteristigini bozmayan metabolitlerdir. Bu nedenle ekzopolisakkaritler bulundugu ortamin
sartlarina uyum ve elde edilen verim konusunda 6nemli bir role sahiptirler. Sahip oldugu bu
Ozellik sadece tretildigi hiicreyi ¢evresel etmenlerden korumakla sinirli olmadigr da
bilinmektedir. Mikroorganizmay1 kurumaya karsi korurken ayni zamanda diflizyon 6zelligi
kazandirarak hem hiicre igine giriste hem de hiicre disina c¢ikista ekstra Ozellikler
kazandirmaktadir. Bunun en biiyiik 6rnegi olarak ise polimer matriks i¢inde bulunan hiicrelerin
antibiyotiklere kars1 diren¢ sagladigr gosterilebilmektedir. Buna ek olarak anyonik
ekzopolisakkaritler toksik metal iyonlarina da baglanarak hiicre i¢ine girmelerine de engel
olmaktadirlar (Suresh Kumar vd. 2007).

Patojen bakteriler ve patojen olmayan bakterilerin ekzopolisakakrit {iretimleri
kiyaslandiginda ise patojen bakterilerde kapsiil formunda ekzopolisakkarit iiretiminin daha
fazla oldugu gozlenmektedir. Sentezleme orani ve miktari mikroorganizmanin patojenitesi ile
biiyiikk oranda degismektedir (Suresh Kumar vd. 2007, Deepak vd. 2016, Nwodo vd. 2012,
Ruas-Madiedo vd. 2002, Ergene, & Avci 2016).

Saglik ve tip alaninda yapilan ¢aligmalar incelendiginde ekzopolisakkaritlerin sadece
bagirsak mikroflorasin1  diizenlemekle kalmadigi buna ek olarak antitimor etki
mekanizmasinda etkili oldugu (Farag vd. 2020), kolestrol diisiiriicti oldugu (Korcz vd. 2018),
antioksidan aktivitede etkisinin oldugu (Liu vd. 2011) goriilmektedir.
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Polisakkaritlerin yapisi Gram negatif bakterilerde genel olarak basit olmakta ve
homopolisakkaritleri ya da heteropolisakkaritleri kapsamaktadir. Heteropolisakkariler 2 ile 4
monosakkarit tiirlinden ve bunlarin tekrar eden dizilimleri ile disakkaritlerden oligosakkaritlere
degisen boyutlarda acil gruplarinin ilave diizenlemeleriyle olusmaktadir. Asetat esterleri ve
pruvat ketalleri en yaygin agil bilesikleri olarak bilinmektedirler. Ketallerin veya uronik
asitlerin varlig1, dogrusal polianyonik makromolekiillerin sonucudur. Bakteriyal alijinatlar bu
durumun disinda kalmaktadir. Baz1 polisakkaritler bu bilesik tinitelere gore daha biiyiik tekrar
eden gruplara ve daha biiyiik molekiillere ve agil yapilara sahiptirler. Rhizobium ve
Agrobacterium spp. tarafindan sentezlenen suksinoglikon molekiilleri bu yapilari
olusturmaktadirlar (Sutherland 2001).

Homopolisakkaritler.

Homopolisakkaritler tek tip monosakkaritlerden olusmaktadir (D-glukopiranoz ve D-
fruktofuranoz). Seliiloz, dektran, pullulan, levan ve kurdlan polisakkaritleri bunlara 6rnek
olarak verilebilirler. LAB’lerinin bircogu sakkarozdan yararlanarak dekstran, levan ve mutan

iretme yetenegine sahiptirler (Laws vd. 2001, Sutherland 2001).

Homopolisakkaritlerin molekiiler agirliklar1 4.0x10* ile 6.0x10° Dalton arasinda
degismektedirler. Lactobacillus suslari tarafindan salgilanan monosakkaritler arasindan glukoz
ve fruktoz igeren monosakkaritler glukanlar ve fruktanlar olarak iki sinifa ayrilmaktadirlar.
Molekiil agirliklari, baglanma sekilleri, uzunluk ve kimyasal yapisina gore ise bu iki sinifa ait

ok cesitli polisakkarit gruplari bulunmaktadir (Badel vd. 2011, Ozkaya vd. 2017).

Alfa glukanlar (Sekil 1) a-1,6 ve a-1,3 bagh glikozidik birimlerden olusmaktadirlar.
Leuconostoc mesenteroides subs. mesenteroides ve Leuconostoc mesenteroides dextranicum
tarafindan {tretilen dekstranlar, Streptococcus mutans ve Streptococcus sobrinus tarafindan
tiretilen mutanlar bu guruba dahildirler (Vuyst, & de Ven 1998).

Fruktanlar (Sekil 2) ise p-2,6 bagli fruktoz molekiillerinden olusmaktadirlar.
Streptococcus salivarius tarafindan iiretilen levan bu grupta yer almaktadir (Vuyst, & de Ven
1998).

Tablo 2. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Bazi Homopolisakkaritler.
EPS LAB Bag Tiirii

a- D -glukanlar

dekstran Leuconostoc a-D-glikoz 1,6
mesenteroides subsp. Mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum
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mutan Streptococcus mutans a-D-glikoz 1,3
Streptococcus sobrinus

alternan Leuconostoc mesenteroides a-D-glikoz 1,3-1,6
p- D-glukanlar ~ Pediococcus spp. p-D-glikoz 1,3
Streptococcus spp.
fruktanlar
levanlar Streptococcus salivarius S-D-fruktoz 2,6
iniilin benzerleri  Streptococcus mutans S-D-fruktoz 2,1
poligalaktan Lactococcus lactis ssp. lactis H414 a-D-galaktoz
[-D-galaktoz
GH,OH
H2
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Sekil 1. Glukanlarin yapisi.
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Sekil 2. Fruktanlarm yapis1 (A. Levan, B. Iniilin tipi fruktan).
Heteropolisakkaritler.

Farkli monosakkaritlerin yapisal olarak birbirini tekrarlar sekilde bulundugu ve ¢oklu
monomer yapilardan olusan polimer yapilara heteropolisakkaritler denmektedir. Dallanmig
veya dallanmamis ii¢ ila sekiz monosakkarit veya monosakkarit tiirevlerinden meydana
gelmektedirler. LAB’leri, heteropolisakkaritleri homopolisakkaritlere gére daha az miktarlarda
iiretmektedirler. Uretilen heteropolisakkarit miktarlari 60 ile 400 mg/L arasinda degismektedir
(Yang 2000, Stingele vd. 1996).

Gellan ve  ksantan  heteropolisakkaritlere ~ ornek  olarak  verilebilecek
polisakkaritlerdendir. ~ Heteropolisakkarit  yapilar1  oligosakkaritlerin ~ kopyalarindan
olusmaktadirlar. Iki veya daha fazla monosakkaritin olusturdugu oligosakkaritlerin ii¢ ila
yedisinin bir araya gelmesi ve farkli yapilarda baglanmasi ile meydana gelmektedirler (Laws
vd. 2001). Esasen dogrusal baglanmis olan mikrobiyal ekstraseliiler heteropolisakkaritler yan
zincirlerle baglanmis, uzunluklari farkli ve ¢ok fazla karmagik yapiya sahip olan molekiillerden
olusmaktadirlar. Ekzopolisakkaritlerin fiziksel 6zellikleri yapisinda bulunan minor veya major

yapilaria gore degisiklik gostermektedir. Yapisal ve fiziksel ozelliklerinin incelenmesi bu
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anlamda biiyiilk 6nem tagimaktadir. Yapisinda bulunan bu cesitlilik polisakkaritin enzim
duyarliligi, lektinler ve antikorlarla etkilesimi, iyonlarla baglanma &zelligi ve kapasitesi gibi
diger biyolojik 6zellikler de goriilmektedir. Yapilarinda bulunan asetik gruplarin varligi da ayni
sekilde polisakkaritlerin yapisal Ozelliklerini degistirmektedir. Yapisinda bulunan her bir
oligosakkaritin tekrar eden iinitesinde O-asetil ve pruvat eksikligi veya varligi polisakkaritin

yapisini ve Ozelliklerini degistirmektedir (Sutherland 1997).

Heteropolisakkaritler mezofilik Lactococcus lactis subsp. lactis ve Lactococcus lactis
subsp. cremoris; termofilik Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus
helveticus ve Streptococcus thermophilus laktik asit bakterileri tarafindan tiretilebilmektedirler
(Vuyst, & de Ven 1998).

Ekzopolisakkaritlerin Biyosentezi

Ekzopolisakkarit biyosentezi, basta laktik asit bakterisinin susu olmak fizere,
inkiibasyon sicaklig1, inkiibasyon siiresi, ortam pH’s1, karbon ve azot kaynagi gibi bir¢ok ortam
faktoriine bagli oldugu bilinmektedir (De Vuyst, & Degeest 1999). Mikroorganizma tarafindan
hiicre digina kapsiiler formda iiretilen EPS’nin degisen ortam sartlarindan hiicreyi korumak i¢in
stres altindayken daha fazla iirettigi anlasilmaktadir. Bu 6zelligin tanimlanmas1 amaciyla
yapilan calismalarda bakterinin gelisim ortamina stres iizerinde liretimi incelemek amaciyla
NaCl eklenmis ve bakterinin ayni1 sartlarda stressiz ortamda iiretim yapan diger suslarina gore
karsilastirma yapilmis ve stres altindaki susun daha fazla EPS irettigi gézlenmistir (Grosu-
Tudor, & Zamfir 2014). Ortamin seker kaynaginin iiretim miktarmna etkisi oldugu gibi ayni
zamanda bakteri susununda etkisinin yiiksek oldugu bilinmektedir (Soyugok vd. 2016). Buna
bagli olarak bakteri kombinasyonlarinin da iiretilen EPS iizerine etkisi bulunmaktadir (Kirma
2016). EPS’nin iiretiminden sonra izolasyonunun da saglanmasi gerekmektedir. izolasyonun
saglanmasi i¢in ise mineral giderme (ultrafiltrasyon, diyaliz), protein giderme (enzimatik
hidroliz, iyon degisimi kromatografisi), mono-disakkarit giderme (diyaliz), kapsiil EPS
cikartma (ultrasonikasyon, 1s1 muamelesi, kimyasal muamele), EPS sedimentasyonu
(¢coktiirme), EPS fraksiyonlar1 hazirlama (kurutma), EPS miktar1 6lcme (HPLC, NIR,

fotometrik yontemler) asamalarinin uygulanmasi gerekmektedir (Mende vd. 2016).

Laktik asit bakterilerinin EPS iiretebilme yetenekleri belirli bir kararlilik
gostermemektedir. Olusan bu kararsizligin sebebi olarak ise genetik 6zelliklerinden kaynakli
olabilmektedir. Baz1 termofilik laktik asit bakterilerinin EPS iiretim yetenegi, bu yetenegin

kuvvetlenmesi ve zayiflamasi genetik degiskenlikte olusan kopmalar ve yeniden diizenlenmeler
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sonucu oldugu bilinmektedir. Referans enzimlerin yoklugu da diger bir sebep olarak

gdsterilmistir (Laws vd. 2001, Ispirli 2016).

Dekstran, levan ve alternan gibi bazi homopolisakkaritlerin biyosentezi hiicre disina
gerceklesmektedir. Ancak gerceklestirilen biyosentez, iiretilen homopolisakkaritin cinsine
bagl olarak spesifik bir enzim gerekliligi dogurmaktadir. Dekstranlar i¢in dekstran siikraz,
levan i¢in ise levan siikraz buna 6rnek olarak gosterilebilmektedir (De Vuyst, & Degeest 1999).
Dekstran sentezinde en 6nemli enzim olan dekstran siikraz glikozid hidrolaz siiperfamilyasina
ait bir glukan siikrazdir. Yaklasik agirligir 160 kDa’dir ve salgilandiktan sonra hiicre duvarina
baglanmaktadir. Glukan transferini katalizleyen bu enzim, sakkaroz glikozidik baginin
hidrolizini ve ayn1 aktif taraftaki iki ayr1 katalitik tarafa dayanan eklenme mekanizmasi yoluyla
gelisen kovalent bagli glukan zincirinin katalizlenmesini saglamaktadir. Glukoz transfer
reaksiyonu i¢in gerekli olan enerji glikozidik bagin hidrolizi ile saglanmaktadir (Rehm 2010).
Homopolisakkaritlerin izolasyonunda etanol ile muamele, diyaliz ve santrifiij ile ¢oktiirme

islemi uygulanarak tiretilen EPS’yi ayirmak miimkiin olmaktadir (Cerning 1990).

Heteropolisakkarit sentezi, homopolisakkarit sentezine gore daha kompleks bir sekilde
gerceklesmektedir. Heteropolisakkaritleri olusturan tekrarlayan birimler sitoplazma icinde
seker niikleotidlerinin O6ncii molekiiller gibi kullanilmasiyla sentezlenir. Bunlar
glikoziltransferazlar tarafindan lipit tasiyicit lizerinde sabitlenen uzayan zincirlere seker
niikleotidlerinin ardigik dizilimi ile polimerizasyonun meydana geldigi hiicre zarimin diger
tarafina yer degisimini saglar ve en sonunda EPS ortama serbest halde birakilir (Patel vd. 2012,
Ergene, & Avci 2016, Donot vd. 2012).

Heteropolisakkaritlerin biyosentezinde ve salgilanmasi esnasinda bu olusumda rolii ve
Oonemi olmayan sitoplazma i¢indeki 6ncii maddeler, enzim ve protein birimleri de bu salgiya
katilmaktadirlar. Gergeklesen bu biyosentez esnasinda seker fosfatlarindan elde edilen seker
niikleotidleri seker aktivasyonundaki onemli rolleriyle mutlak ihtiya¢ duyulan molekiiller
arasinda yer almaktadirlar. Modifikasyon enzimleriyle birlikte bu yapilarin EPS’nin temel

yapisinin olusmasinda 6nemli rolleri bulunmaktadir (Kirma 2016).
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Laktik Asit Bakterilerinin Urettikleri ve Diger Baza Onemli Ekzopolisakkaritler

Endiistride gidalarda kullanilan ve GRAS olarak kabul gormiis laktik asit bakterileri
tarafindan {iretilen ekzopolisakkaritler genel olarak dekstran, levan, iniilin tiirleri, alternan,

reuteran, alginat ve ksantan seklinde siralanabilmektedir (Ergene & Avci 2016).

Dekstran.

Dekstranlar suda ¢oziinebilen ve Leuconocstoc mesenteroides ve Streptococcus mutans
suslar1 tarafindan iiretilen bir ekzopolisakkarittir. Sicaklik, konsantrasyon ve molekiil agirligina
gore viskozitesi degisebilmekte ve newtonian akis sergilemektedir. Molekiil agirliklar: 10° ile
10° dalton aralig1 arasinda degismektedir. Bu molekiil agirlig1 sinirlar1 dekstranin farmakolojik
ve klinik uygulamalarinda kullanilmasini saglamaktadir. Diiz zincirlerinde a-1,6 glikozidik
baglari, dallanmalarda ise a-1,3 baglart bulunmaktadir. Substrat olarak uygulamalarda
cogunlukla sakkaroz kullanilmaktadir. Kefir iiretiminde fermentasyon ve aromatik tadin
olusumunda da dekstranin rolii bulunmaktadir. Dekstran ilk mikrobiyal iirin olarak sarapta
Louis Pasteur tarafindan kesfedilmistir (Rehm 2010, Hazal Ozyurt, & Otles 2014, Davidovié
vd. 2015).

Levan.

Levan, Streptococcus salivarus, Streptococcus mutans, Leuconostoc mesenteriodes,
Lactobacillus sanfranciscensis, Lacbobacillus reuteri ve suslar1 tarafindan iiretilen
ekzopolisakkarit tiiriidiir. B-2,6 baglarla bagh olan D-fruktozil birimlerinin transferini kataliz
eden levansiikraz enzimi fruktozdan levani katalize etmektedir. Agiz i¢i mikroflorasinda
LAB’dan olan Streptococcus salivarius ve Streptococcus mutans tarafindan tiretilmektedir.
Yaklagik agirligr 140 kDa kadardir. Sakkaroz varliginda hiicre duvarina bagh olarak salgilanir
(Monsan vd. 2001).

Iniilin tiirleri.

Iniilin tiirleri Lactobacillus johnsonii ve Lactobacillus reuteri suslarindan iiretilen bir
ekzopolisakkarittir. Probiyotik 06zelliklere sahip olan [-2,1 glikozidik baglar iceren
fruktooligosakkaritler insanlar tarafindan tist gastrointestinal bolgede sindirilemezler.
Siikrozdan enzimatik sentez veya iniilin polimerlerinin hidrolizinin kontrolii yolu ile elde

edilmektedirler. Lifli gidalar giiclendirmek amaciyla da kullanilmaktadirlar ve diisiik kaloriye

sahiptirler (Niness 1999).

14



Alternan.

Alternan Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus reuteri ve suslari tarafindan
tercihen sakkarozla modifiyeli besi yerinde tiretilebilen ekzopolisakkaritlerdendir. Bag yapilari
cesitli a ve B baglar icermektedir. Bu ¢esitli baglar1 icermesi alternana yiiksek ¢oziintirliik,
diisiik viskozite, enzimatik hidrolize kars1 dayaniklilik, mantar 6nleyici ve antibakteriyel 6zellik
gibi cesitli Ozellikler kazandirmaktadir (Yilmaz vd. 2020). Glisemik indeksinin disiik
olmasindan kaynakli tatlandirict olarak sekerlemelerde kullanilmakta ve ayrica gidalarda

prebiyotik amag saglamak i¢in kullanilmaktadirlar (C6té 2009).

Reuteran.

Ozellikle firmcilik endiistrisinde kullanilan reuteran Lactobacillus reuteri ve suslar
tarafindan salgilanan bir ekzopolisakkarittir. a-1,6 glikozoidik baglarinin a-1,6 baglanmasi ile
olugmaktadir. Firincilik iirlinlerinde hamurun fermantasyonunda etkin rolii bulunmaktadir.
Hamurun kazandig1 viskozite ve elastikiyette olumlu etkilerine karsilik olumsuz etkisi de
bulunmaktadir. Reuteranin salgilanmasina sebep oldugu asetat hacimsel biiyiimeye engel
olurken ayrica eksimsi tada da sebep olmaktadir. Reuteran, iiretimi esnasinda substrat olarak

sakkaroz kullanilan ve suda ¢6ziinebilen bir glukan ¢esididir (Sandra vd. 2012).

Alginat.

Endiistriyel o6lcekli ihtiyaglarda alginat alglerden {iretilerek kullanilan bir
ekzopolisakkarittir. Yiiksek kaliteli alginat iiretimi i¢in Azotobacter vinelandi ve Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas aeruginosa ve suslarinin kullanildigi bilinmektedir. Alginatlar -1,4
baglar1 ile baglanmig D-mannunorant ve L-glukuronat’in kismen O-asetillenmis lineer
kopolimeridirler. Substrat olarak glukoz ve mannozu tercih etmektedirler (Yildirim 2006,
Rehm 2010).

Ksantan.

Hiicre disina sentezlenen bir heteropolisakkarit olan ksantan, Xsnthomonas campestris,
Xsnthomonas pelargoni, Xsnthomonas phaseoli ve Xsnthomonas malvacearum ve suslari
tarafindan {retilmektedir. Uzun zincirli ve dallanmis yapida olan ksantan B-D-glikoz
birimlerinden olusmaktadir. Yiiksek molekiil agirligina sahiptir ve yaklasik olarak 2000 kDa
agirhgindadir. FDA tarafindan herhangi bir kisitlamaya tabi olmadan kullanilmasina izin
verilen bir gida katki maddesidir. Organik ¢oziiciilerde genellikle ¢ozlinmeyen ancak suda
coziinebilen bir polisakkarittir. Psodopolastik (anlik geri donebilme) 6zellik gostermektedir.

Herhangi bir toksik 6zellik gostermemektedir (Kandil 2019, Sutherland 1997, Becker vd. 1998).
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Ekzopolisakkaritlerin Kullamldigi Alanlar

Ekzopolisakkaritlere duyulan ihtiyacin endiistriyel olarak artmasiyla birlikte bu alanda
yapilan c¢alismalar da son ceyrek yiizyillda biiyiik hiz kazanmistir. Gidalarda stabilizatér,
emiilgator, jellestirici veya su baglayict 6zelliklerinden dolay talep duyulan katki maddeleri
haline gelmislerdir (Soyugok vd. 2016). Dekstran ve levan, sahip olduklari ekstra 6zelliklerden
dolay1 farmasotik ve gida alanlarinda ¢okga yer bulmustur. Sakkaroza oranla glisemik indeksi
diisiik olan fruktooligosakkaritlerin, kalorisiz ve karsinojenik olmamasi, bu ekzopolisakkariti
onemli ve tercih edilir kilmaktadir. Iniilin ile fruktooligosakkaritler de prebiyotik 6zelliklere
sahiptirler (Tieking, & Génzle 2005, Franck 2002).

Russo ve ark. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada L. plantarum tarafindan iiretilen EPS’yi
yulaf unu bazli bir fermente {iriinde kullanarak, yeni {iriiniin teknolojik 6zelliklerini arastirmis
ve EPS varligindaki yeni {irlinlin raf dmriinlin uzadigin1 ayrica EPS’nin kalinlastirict 6zellik
kattigin1 ve depolama siiresince de iirlinde B2 vitamini oranin diger tiriinlere kiyasla iki kat daha

fazla bulundugunu ortaya koymuslardir (Russo vd. 2016).

Gida sanayinin baglica ihtiyaglarindan biri seliiloz olarak bilinmektedir. Her ne kadar
bu ihtiyaci bitkisel seliilozlar karsilayacak nitelikte goriinse de mikrobiyal seliilozlarin, serum
lipitleri ve kolestrol diisiirme etkisi daha fazla olmasindan dolay1 gidalarda daha ¢ok bakteriyel
seliilozlar tercih edilmektedir. Ozellikle diisiik kalorili tatli, cips ve sekerleme iiretiminde
dolgunluk verici katki maddesi olarak, dondurma ve salata soslarinda tekstiirel ozelliklerin
korunmasinda, bunlarin yaninda sosis ve etlerin kaplanmasinda da yine bakteriyel seliillozlardan

faydalanilmaktadir (Arslan, & Erbas 2014, Akoglu vd. 2010).

Gidalarda ekzopolisakkaritlerin kullanim amag ve alanlart Tablo 3’te verilmistir (Yildiz

2011).

Tablo 3. Gidalarda Kullanilan EPS' lerin Ozellikleri ve Uygulama Alanlar.

Fonksiyon Uygulama

Yapiskan Buzlanma ve kiragi olusumu
Baglayict madde Hayvan yiyecekleri

Kaplama Sekerleme

Emiilsifiyer Salata soslari

Kapsiilleme Toz halindeki tatlar

Film Formasyonu Koruyucu tabaka, sosis muhafazalari
Inceltme Sarap ve bira

Kopiik sabitlestirici Bira

Jellestirici Sekerleme, siitlii tatlilar, regel
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Inhibitor Dondurulmus gidalar, pastiller ve seker suruplar

Sabitleyici Dondurma, salata sosu
Sislik maddesi Islenmis et {iriinleri
Pihtilagtirict Peynir, dondurulmus gidalar
Jel olusumu Sentetik et jelleri

Kivam verici Regel, soslar, suruplar

Ekzopolisakkarit Uretimini Etkileyen Faktorler

Bakteriyel EPS iiretilmesi, karakterizasyonu ve saflastirilmasi endiistriyel olarak birgok
problemi barindirmaktadir. Oncelikle EPS iiretim miktar1 iiretici mikroorganizmaya, gelisim
kosullarina, inkiibasyon sicakligina, substrat cinsi (mineraller, azotlar, karbonhidratlar) ve
miktarina, ortam pH’sia ve iiretici konumunda bulunan bakterinin genetik kodlanmasindan
kaynaklanan stres dayanikliligina bagl olarak degiskenlik gosterebilmektedir (De Philippis vd.
1991, Vuyst, & de Ven 1998, Yilmaz, & Celik 2007, Lin, & Sung 2006, Moghannem vd. 2018).

Freitas ve ark. (2009) yaptiklart bir caligmada EPS fireticisi olarak Pseudomonas
oleovorans NRRL B-14682 susunu kullanmislardir. Endiistriyel ekzopolisakkaritlere alternatif
olusturmak adina yaptiklar1 bu caligmada karbon kaynagi olarak sadece gliserol
kullanmiglardir. 30°C sicaklikta, 6,75-6,85 pH araliginda, 200 rpm’de 10 L kapasiteli olarak
olusturduklar1 biyoreaktor ortaminda EPS iiretimini ger¢eklestirmislerdir. Gliserol beslemesini
biyoreaktorde kontrollii sekilde 96-144 saat arasinda gergeklestirmislerdir. Yapilan bu
caligmada 7-18 g/L arasinda EPS iiretimi elde etmislerdir. Kontrollii tiretim gergeklestirilen
calismanin dikkat ¢ceken bir noktasi ise bakteri lag fazindayken EPS iiretimine baglamis ancak

miktar agisindan asil tiretimi duragan fazdayken gergeklestirmistir (Freitas vd. 2009).

Karbon kaynagi olarak sadece gliseroliin kullanildigi bir baska ¢alismada bir
Pseudomonas susunun EPS iiretim yetenegi arastirilmistir. Olusturulan biyoreaktorde 7 giin
stireli bir deneme gergeklestirilmistir. Ortalama 2,8 g/L giinliik iiretim verisine ulasarak siire¢
sonunda 13,3 g/l EPS {iretimi gergeklestirilmistir. 7 giinlilk ¢alisma periyodu siirecinde
3.glinde biyoreaktorde koloni gelisiminin yavasladigr goriilmiistiir. Bu calisma esnasinda da

EPS iiretiminin duragan fazda daha fazla oldugu bildirilmistir (Hilliou vd. 2009).

Saflik derecelerine gore ¢esitlendirilen 3 farkli gliserol ilavesi ile giiclendirilmis besi-
yerinde Serratia sp. BS8’in EPS iiretimi ve karakterizasyonunun gergeklestirildigi bir
caligmada gliseroliin etkisi arastirilmistir. Saf gliserol, ham gliserol ve NaOH ile saflastirilmis
gliserol ile takviye edilen besiyerlerinde 30°C’de 6,8 pH’da 72 saat gelisim saglanmistir.
Yapilan caligmada saf gliserol kullanildiginda 10 g/L EPS elde edilirken, ham gliserol

kullanildiginda 12,34 g/L EPS elde edilmistir. Ancak NaOH ile muamele edilerek saflastiriimis
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gliserol kullanilindiginda ise EPS veriminin yaklagik 1,2-2,6 kat artarak 16 g/L’ye ulastigi
bildirilmistir (Yadav vd. 2021).

Halofilik Halomonas suslarindan bazilarinin EPS iiretim yeteneklerinin arastirildigi bir
calismada besiyerlerine karbon ilavesi olarak glukoz, siikroz, maltoz, laktoz, rafinoz, gliserol,
asetat ve trisodyum sitrat ilave edilmistir. Hazirlanan kiiltiirler 72 saat boyunca 37°C, 180
rpm’de inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonucunda yontem esaslarina uygun olarak EPS
miktarlarinin 6l¢iildiigi bildirilmistir. Siire¢ sonunda karbon kaynagina gore elde edilen EPS
miktarlarinin siras1 ile glukoz 1,08 g/L, siikroz 1,70 g/L, maltoz 1,94 g/L, rafinoz 2,1 g/L,
gliserol 0,01 g/L, asetat 0,01 g/L, trisodyum sitrat 0,01 g/L oldugu goriilmiistiir (Giirleyendag
2006). Elde edilen EPS miktarlar1 incelendiginde elde edilen en diisikk degerlerden birinin
karbon kaynagi olarak gliseroliin kullanildigi denemede gerceklestigi goriilmektedir. Bu
durumu, EPS iireticisi olarak se¢ilen mikroorganizmanin genetik dizilimi ile iligkilendirerek
aciklamak miimkiin olabilmektedir. Gliseroliin  enzimatik yollarla parcalanmasi
dehidrojenasyon veya fosforilasyon yoluyla gergeklesirken, bunun disinda, bunlardan bagimsiz
olarak bazi bakteriler gliserolii dihidroksiasetonfosfata doniistiirerek glikolizde metabolize
edebilmektedir. Gliserol kinaz (GK), trigliseritlerin ve gliserolfosfolipidlerin sentezinde gorev
alan bir fosfotransferaz enzimidir. GK sentezini gerceklestirmek ancak mikroorganizmanin
genetik diziliminde sahip olmasi gereken protein ile miimkiin olmaktadir. LAB’lerinin genetik
dizilimleri incelendiginde bazi LAB’lerinin, gliserolii enzimatik yollar ile parcalamada
gliseroltrifosfat oksidaz enzimine sahip oldugu anlagilmaktadir. Lactobacillus pentosus’unda
genetik dizilimi incelendiginde bu enzimi sentezleyebilecek proteine sahip oldugu ve gliserolii
metabolik yollar ile pargalayabilme yeteneginin bulundugu goriilmektedir (Doi 2019).
Giirleyendag (2006) tarafindan yapilan calismada kullanilan bakteri susunun gliseroliin
enzimatik yollar ile par¢alanmasi icin gerekli enzime sahip olmadigi goriilmektedir. Bu
durumda karbon kaynag1 olarak gliserol kullanilan denemede elde edilen diisiikk EPS miktarini

kismen de olsa bu enzim eksikligi ile aciklamak miimkiin olmaktadir.

Halofilik bakteriler {izerine yapilan bir ¢alismada Halomaonas aquamarina ve
Halobacillus trueperi suslarinin farkli tuz konsantrasyonlar (%5-%30 aralig1) ve ¢esitli karbon
(sakkaroz, glikoz, galaktoz, mannoz) kaynaklar1 kullanilarak EPS {iretimleri incelenmis ve en
yiiksek liretim miktarinin sakkarozlu ortamda 488 mg/L, en diisiik EPS iiretim miktarinin ise

galaktozlu ortamda 144 mg/L oldugu tespit edilmistir (Baser, & Yiiksekdag 2019).

Pediococcus parvulus 2.6 susu ile EPS iiretimi ve biyokiitlenin etkisi {izerine yapilan
bir ¢caligmada farkli karbon kaynaklari incelenmistir (Velasco vd. 2006). Biyokiitle veriminin
en yiiksek oldugu pH 5,2 olarak belirlenmistir. Besiyeri bilesimlerinde 75 g/L glikoz, %4,9
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(w/v) etanol, %6,6 (w/v) gliserol kullanmanin EPS {iretimini olumlu yonde etkiledigi tespit
edilmistir. Hiicresel gelisim EPS iiretimini etkilemedigi yapilan g¢alismalar sonucunda
anlagilmistir. Yapilan ¢aligmada gliserol ve etanol oranlarinin arttirildiginda, EPS {iretiminin
olumsuz etkilendigi goriilmiistiir. Gliserol ve etanoliin hiicre membranindan gegerken
engellenemedigi ve bu siire¢ sonunda hiicre zarinin lipidik yapisindaki degisikliklerde inhibitor
olarak gorev aldig1 ve cesitli fizyolojik siirecleri baslattigi ayrica hiicre zarindan gegen gliserol
ve etanoliin hiicre icinde ozmolariteyi arttirdig1 artan ozmolariteden dolay1 ise bakterinin stres
diizeyinin yiikseldigi goriilmiistiir. EPS {iretiminin stres altinda gerceklesmesinden dolay1
gliserol ve etanol konsantrasyonunun EPS {iretiminde etkili oldugu anlasilmistir (Velasco vd.

2006, Weber, & de Bont 1996, Silveira vd. 2004).

Yapilan bir ¢alismada Pleurotus citrinopileatus’tan EPS iiretimi ve iiretimde etkin
faktorlerin belirlenmesi tizerine farkli karbon kaynaklari kullanilmistir. MonosakKaritlerden
fruktoz, galaktoz ve glukoz disakkaritlerden ise laktoz ve siikroz kullanilarak 14 giinliik bir
periyot belirlenmis ve fruktoz konsantrasyonunun %4 oldugu durumda 14 giinliik gelisim
sonrasinda en yiliksek EPS eldesi 1.87 g/L olarak ger¢eklestirilmistir. Calismada %2,5 maya
peptonu igeren besiyeri kullanilmistir. Yapilan denemeler sonucunda biyokiitle gore en yiiksek
EPS miktarina karbon kaynag: olarak fruktozun kullanildigi besiyerinde ulagilmistir. Diger
karbon kaynaklari i¢in optimum konsantrasyon ise galaktoz %5, glikoz %4, laktoz %5 ve
siikroz i¢in ise %?2 olarak belirlendigi goriilmektedir. Sonug olarak farkli karbon kaynaginin
EPS iiretim miktarmi direkt olarak etkiledigi kesin olarak goriilmektedir. Organik azot
kaynaklar1 ve inorganik azot kaynaklar1 kullanildiginda ise %4 fruktoz konsantrasyonu i¢in
organik azot kaynagi olarak maya peptonu, karamine HD, hidrolize sebze proteini ve bacto
pepton, inorganik azot kaynagi igin ise NaNO3z ve (NH4)2SOs kullanilmistir. Sonug olarak
organik azot kaynagi kullanildiginda elde edilen EPS kiitlesinin daha fazla oldugu goriilmiistiir
(Wu vd. 2008).

Karbon ve azot kaynaklari ile Hahella chejuensis bakteri susunun EPS {iretim
yeteneginin incelendigi bir ¢aligmada tretilen EPS ¢esidi EPS-R olarak belirtilmis ve liretim
sartlar1 dizayn edilmistir. Karbon kaynagi olarak glukoz, galaktoz, fruktoz, laktoz, sakkaroz ve
nisasta %2 konsantrasyonda kullanilmigtir. Calisma sonucunda elde edilen en yiiksek EPS-R
tretimi sakkarozun kullanildigi formda 8.5 g/L olarak tespit edilmistir. Ayrica en diisiik
tiretimin ise laktozun kullanildig: formda gerceklestigi bildirilmistir. Azot kaynagi olarak ise
pepton, maya ekstrakti, malt ekstrakti, tripton, soytone, kazein, NH4sNOs, NaNO3s, NH4ClI,
(NH4)2HPO4 %5 konsantrasyonda denenmis ve en yiiksek EPS-R iiretiminin triptonun
kullanildigi forma 8 g/L oldugu tespit edilmistir. Azot kaynaklar1 arasinda NH4Cl kullanilan
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formun en az EPS iiretim yetenegi oldugu sonucuna varilmistir. Bu iki veri sonuglarina gére
olusturulan yeni sistemde en yiiksek verim elde edilen sakkaroz ve triptonun birlikte
kullanildig1 yeni bir form olusturulmus ve EPS iiretim yetenegi tekrar incelenmistir. Yapilan
caligma sonucunda sakkaroz/tripton orani 2:1 (2 birim sakkaroz: 1 birim tripton) saglandiginda
en yiiksek verim elde edilmistir. Ayn1 ¢alismada NaCl’iin EPS iiretimine etkisini belirlemek
amact ile %0-20 (w/v) konsantrasyon araliginda denemeler yapilmistir. %1 NaCl
konsantrasyonunda 9 g/L olarak en yiiksek EPS verimini elde etmislerdir. Inkiibasyon
sicakliginin etkisi olgiildiigiinde ise en iyi verimin 20-25°C arasinda oldugunu ve 30°C’nin

tizerine ¢ikildiginda ise EPS iiretiminin azaldig1 sonucuna varmislardir (Ko vd. 2000).

Siit mikrofiltrati {izerinde yapilan bir caligmada sicaklik, pH ve maya ektraktinin
Propionibacterium acidipropionici nin gelisimi ve EPS iretimine etkisi aragtirilmistir. EPS
tiretiminin sadece pH 5.3-6.5 araliginda gerceklestigi goriiliirken, organik asit iiretimi ve
biyokiitle gelisiminin tiim pH degerlerinde gerceklestigi gdzlemlenmistir. Calismada kontrolli
sicaklik degerlerinde EPS {iretim miktarida incelenmis ve en yiiksek EPS firetim degerinin
23°C’de elde edildigi belirtilmistir. Ttiim sartlarin optimal oldugu deger olarak ise 23°C, pH 6
olarak belirlenmistir (Gorret vd. 2001).

MRS besiyeri bilesenlerinin EPS iiretimine etkisinin ve bu besiyerinde Lactobacillus
confusus CMU198 susunun EPS iiretim yeteneginin incelendigi bir ¢alismada azaltma ve tek
tek ilave etme yontemi kullanarak besiyeri igerikleri ayarlanmistir. Azaltma yontemi
kullanilirken maliyeti yiiksek ti¢ MRS bileseni pepton, maya ekstrakti ve et ekstrakti azalan
konsantrasyonlarda denenmis ve en yiiksek EPS {iretim miktarinin pepton 12,05 g/L, maya
ekstrakt1 2,5 g/L ve et ekstrakt1 2,5 g/L oranlarinda eklendiginde elde edildigi belirlenmistir.
Calisma sonuglarina gore EPS iiretimini yetersiz veya fazla azot konsantrasyonunun olumsuz
yonde etkiledigi ancak diisiik azot konsantrasyonlarinin EPS iiretimi i¢in daha uygun oldugu
fikri One slriilmiistir. Aym1 ¢alismanin azot kaynaklar1 kullanilarak olusturuldugu
denemelerinde ise pepton 7,5 g/L, maya ekstrakti 3 g/L ve et ekstrakt1 5 g/L kullanildiginda
EPS iiretim miktarinin en st seviyede oldugu gozlemlenmistir. Biitiin kosullarin optimum
olarak alindig1 ¢alismanin sonunda EPS iiretimi gerceklestirilmis ve miktar olarak ise 7,95

mg/L belirlenmistir (Kuntiya vd. 2010).

Farkli fruktoz konsantrasyonu ve farkli inkiibasyon siirelerinde ve Luria Bertani (LB)
besiyerinde B. sphaericus 7055 ve B. substilis 1404 suslarinin EPS iiretim yetenekleri
incelenmistir. Inkiibasyon siireleri incelendiginde en yiiksek iiretimin 48.saatte gergeklestigi
belirlenmistir. %2,5 fruktoz konsantrasyonunun ve 48 saatlik inkiibasyon siiresinin optimal
kosul olarak belirlendigi denemede B. sphaericus 7055 susunun 1170 mg/L ve B. substilis 1404
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susunun ise 1133 mg/L EPS iiretim yetenegine sahip oldugu sonucuna varilmistir (Yilmaz

2006).

Pseudomonas sp. CAMO025 susunun farkli sicakliklarda EPS iiretimi ve {iretilen
EPS’nin bilesenlerinin incelendigi bir ¢alismada -2°C,10°C ve 20°C’de inkiibasyon yapilmuistir.
-29C ve 10°C’de iiretilen EPS miktarinin 20°C de elde edilen EPS miktarindan 30 kat daha fazla
oldugu anlagilmistir. Bu diislik sicakliklarda elde edilen EPS igerigindeki mannoz ve glikoz
yiizdesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak galaktoz ve ramnoz bilesenleri
incelendiginde ise yiizdesel olarak 20°C’de iiretilen EPS’de daha fazla oldugu sonucuna

varilmistir (Nichols vd. 2005).

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus RR susunun bacto-casitone katkili
besiyerinde ve farkli sicakliklarda inkiibasyonu ile iirettigi EPS miktarinin arastirildigi bir
calismada pH’nimn 5, sicakligin 38°C oldugunda 30 g/L bacto-casitone kullanildiginda elde
edilen EPS miktarinin 295 mg/L oldugu anlasilmistir (Kimmel vd. 1998). Ayni susun
kullanildig1 benzeri bir galigsmada ise siirekli fermentorde, fermantasyon substrati degistirilerek
EPS {iretimi gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismada proteini uzaklastirilmis laktoz, kazamino
asit ve amonyum klorid eklenmis peynir alt1 suyu besiyeri olarak kullanilmistir. pH, diliisyon
orani ve besin degerine bagli EPS iiretimi incelenmistir. Dillisyon orani arttik¢a EPS iiretim
yeteneginin arttig1 pH 6.5 ve diliisyon oran1 0.055 h™ oldugunda en yiiksek 2,13 g/L EPS iiretimi
elde etmislerdir. Kullanilan diliisyon oranlarinda laktozdan yararlanma orani olarak ise %23-
65 arasinda oldugu belirlenmistir. Besiyeri pH’sinda diisiis gerceklestiginde ise EPS iiretim
miktarinin diistiigii gézlemlenmistir. Optimum sartlar elde edildiginde ortama kazamino asit (4
g/L) ve amonyum klorid (0,25 g/L) eklendiginde ise EPS iiretim miktarinin arttig1 sonucuna
vartlmistir (Gassem vd. 1997). Aymi bakterinin B3 ve GI12 suslart ile Streptococcus
thermophilus W22 suslarm EPS iiretim yeteneklerinin incelendigi bir diger ¢alismada ise
MRS ve M17 besiyerlerinde pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve farkli karbon kaynaklari
kullanilmistir. pH igin 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.2, 7.0 sicaklik i¢in 30°C, 37°C, 42°C, 45°C
inkiibasyon siiresi i¢in 5, 8, 12, 32, 48 saat ve karbon kaynaklar olarak sakkaroz, fruktoz ve
glikoz kullanilmistir. Glikoz konsantrasyonu ise 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 g¢/L olarak
belirlenmistir. Karbon kaynaklar1 arasinda en yiiksek EPS {iiretiminin glikoz i¢ceren besiyerinde
elde edildigi anlagilmistir. Biitiin kosullarin optimize edildigi sartlar ise 45°C, 18 saat, pH 6.2
veya pH 6.8 ve glikoz konsantrasyonu 30 g/L olarak bulunmustur. Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus (B3, G12) ve Streptococcus thermophilus W22 igin en yiikksek EPS
iretiminin sirasiyla 236, 152 ve 120 mg/L oldugu bildirilmistir (Aslim vd. 2005).
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Sekerli bugday suyu, sekerli ve sekersiz soya suyunun besiyeri olarak kullanildigi ve 11
farkli susun EPS iiretim yeteneklerinin ve iiretim miktarlarinin incelendigi bir ¢alismada, en
yiiksek EPS iiretiminin sekerli soya suyunda elde edildigi gozlenmistir. Sekerli soya suyunun
sekersiz soya suyuna gore de ustiinliigii ortaya konmustur. Soya ve bugday suyunun arasinda
olusan bu farkin soyada bulunan yag oranin fazlaligindan kaynaklandig1 anlagilmistir. Soyada
yapilan denemelerde en yiiksek EPS miktarin1 Weisella confusa verirken (1,21 g/L), bugdayda
ise en yliksek EPS miktarmi Streptococcus macedonicus tarafindan (0,5 g/L) tiretildigi
sonucuna ulasilmistir. Bunun sebebinin ise mikroorganizmalarin kendilerine 6zgii olan gelisme

ortami ve yasamsal ihtiyaglarindan kaynaklandigi belirtilmistir (Kirma 2016).

Tarhanadan izole edilen laktik asit bakterilerinin EPS iiretim yeteneklerinin incelendigi
bir calismada sakkaroz ve maltoz varliginda Brain Heart Infusion (BHI) besiyeri kullanarak
denemeler gerceklestirilmistir. Izole edilen bakteriler arasinda Lactobacillus plantarum
suslarinin izole edilen diger laktik asit bakterileri ve diger bakteri suslarina kiyasla daha fazla
EPS iiretebilme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. EPS’lerde saflagtirma sonrasi
yaptiklar1 analizler ise asidik ortamda viskozitenin yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Uretilen

EPS’nin glukoz, galaktoz ve fruktoz birimlerinden olustugu da varilan sonuglardandir (Zehir

2017).

Cevresel sorunlara ¢oziim olmak amaciyla yapilan bir ¢alismada, farkl
konsantrasyonlarda toksik boya (Remazol Blue) bulunan ortamda Micrococccus sp. susunun
konsantrasyon ve pH degisikligi ile EPS iiretim yetenegi incelenmistir. Ortam pH’siin 6,
inkiibasyon sicakliginin 40°C, Remazol Blue konsantrasyonun ise 100 mg/L oldugu 48 saatlik
gelisim siiresi sonunda tiretilen EPS miktarinin en ytiksek 257,2 mg/L olarak belirlemislerdir.
Sonug olarak ortam pH ve substrat ve inkiibasyon siiresinin EPS iiretim miktarin1 dogrudan

etkiledigi kanisina varmiglardir (Kili¢, & Dénmez 2019).

Angel ve ark. (2018) yaptiklari bir ¢alismada Bacillus licheniformis WSF-1 susunun
EPS iiretim yeteneginin optimizasyonu ve karakterizasyonunu ger¢eklestirmislerdir. Yapilan
calismada ortam sartlar1 37°C 200 rpm ve 120 saat olarak belirlenmistir. Karbon kaynagi olarak
siikroz, glikoz, laktoz, maltoz, ksiloz ve fruktoz kullanilmistir. En yiliksek EPS veriminin %25
siikroz konsantrasyonunda 2,9 g/mL EPS oldugunu bildirmislerdir. Caligmanin dikkat ¢eken
bir diger noktasi ise inokiile edilen kiiltiiriin pasaj siiresinin belirlenmesinde olusturulan
optimizasyon modeli oldugu anlasilmaktadir. Inokiile edilen kiiltiiriin 18, 24 ve 48 saatlik
gelisimlerinden sonra inokiile edilerek, kullanilan mikroorganizmanin EPS iiretim yetenegi
arastirilmistir. 18 saat gelistirilerek besiyerine %8 oraninda inokiile edilen kiiltiirden elde edilen
EPS miktar1 0,9 g/mL bulunurken, 24 saat gelistirilerek besiyerine %8 oraninda inokiile edilen
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kiltirden 1,25 g/mL EPS {iretimi gergeklestirilmistir. 1,45 g/mL EPS verimi ile en yiiksek
deger ise 48 saatlik gelisim sonrasi inokiile edilen kiiltiirden elde edilmistir. EPS {iretimine
bir¢ok faktoriin etkin olmasina ragmen baskin faktoriin kullanilan karbon kaynagi oldugu,

yaptiklar1 optimizasyon sonucunda bildirilmistir (Angel vd. 2018).

Imran ve ark. (2016) gerceklestirdigi bir ¢alismada farkli siit kaynaklarindan izole
ettikleri 27 LAB susunun tanimlanmasi biyokimyasal olarak karakterize edilmesi ve bu
izolatlarin EPS iiretim yeteneklerinin belirlendikten sonra istatistiksel olarak optimizasyonun
gergeklestirilerek en yiiksek EPS veriminin ve {liretim sartlarinin belirlenmesi amaglanmistir.
Elde edilen kiiltiirlerden ekim yapilarak EPS {iretimi gerceklestirilmis ve bu kiiltiirlerden
Lactobacillus plantarum NTMIO5 ve NTMI20 olarak belirlenen iki sus ile EPS {iretiminin
optimizasyonu arastirilmistir. On kosullar1 belirlemek amacryla karbon kaynag olarak laktoz,
glikoz, siikroz ve galaktoz, inkiibasyon siiresi olarak 24, 48, 72, 96 ve 120 saat ve inorganik
azot kaynagi olarak amonyum siilfat, amonyum nitrat, amonyum kloriir, tri-amonyum sitrat,
sodyum nitrit ve potasyum nitrat kullanilmistir. Bu sartlara uygun EPS diretimi
gerceklestirildikten sonra elde edilen veriler Yanit Yiizey Yontemi (YYY) ile istatistiksel
olarak kiyaslanmis ve deneysel veri olarak en yliksek verimin besi yeri olarak maya peptonu,
inorganik azot kaynagi olarak amonyum siilfat ve karbon kaynagi olarak glikozun kullanildig1
sartlarda saglanacagi sonucuna ulagilmistir. Box-Behnken deney matriksi ile alinan yanitlara
gore bagimsiz degiskenler kiyaslanmis ve 20 ¢alisma modeli belirlenmistir. Tasarimin ANOVA
analizi deneysel tahminine gore en uygun ortamin 2 g amonyum siilfat, 20 g maya peptonu ve
20 g glikozun kullanildig1 besi yerinde tretim gergeklestirildiginde 0,891 g/L EPS elde
edilecegi goriilmistiir. Belirlenen sartlar kullanilarak elde edilen veriler kiyaslanmis ve
optimum degerin 22,49 g/L glikoz, 23 g/L maya peptonu ve 2,64 g/ amonyum siilfatin
kullanildigr durumda iiretilen EPS miktarinin 0,956 g/L oldugu goriilerek deneysel veri ile

gergek verinin uyum sagladigi anlasilmistir (Imran vd. 2016).

Mevzu bahis bu ¢alismada gliserol ve siikroz kullanilarak, belirlenen bakterinin EPS
tretim miktarinda meydana gelen degisiklikler incelenmis ve bu degisikliklere gore uygulanan

proses i¢in sartlar ve kosullarin belirlenmesi ve optimizasyonunun saglanmasi amag¢lanmistir.
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UCUNCU BOLUM
Materyal ve Yontem

Materyal

Calismada, sucuk kaynakli L. pentosus KS27 susu Bayburt Universitesi Miihendislik

Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii’nden temin edilmistir.

Kullamilan besiyeri.

Bakterilerin gelistirme ve EPS tiretimlerini saglamak amaciyla standart besiyeri olarak
de Man, Rogasa and Sharpe (MRS) sivi besi-yeri (Merck-110661) kullanilmustir.

Bakterilerin muhafazasi.

Calisma siiresi boyunca kullanilan kiiltiir stoklari, 1 ml’ lik tiiplerde %40’lik gliserol

kullanilarak hazirlanmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir.

Kullanilan ¢ozelti, besi yerleri ve malzemelerin sterilizasyonu.

Calismada kullanilan cam malzemeler, besiyerleri ve soliisyonlar 121°C’de 15 dakika

stireyle otoklavda sterilize edilmistir.

Yontem
EPS iiretimi.

EPS iiretimi i¢in se¢ilen sus on gelistirme amaciyla 1 ml’lik MRS broth igeren tiiplere
alinarak bir gece aerobik ortamda gelistirmistir. Geng¢ ve aktif kiiltiirler kullanmak icin islem
24 saatlik inkiibasyon isleminden sonra tekrarlanmustir. Islemi takiben 50 ml’lik MRS
besiyerine, kiiltiirlerden %1 oraninda inokiile edilmistir. 37°C aerobik ortamda 48 saat
gelistirilen kiltiir, EPS izolasyonu i¢in 5000 x g (4°C, 10 dakika)’de santrifiij islemine tabi
tutularak bakteriyel cokeltiden silipernatantin ayrilmasi saglanmistir. Cokeltiden ayrilan
slipernatanta, miktarinca esit soguk etanol ilave edilerek 4°C’de bir gece bekletilerek EPS’nin
¢cokmesi saglanmistir. Bekleme siiresinin ardindan 5000 x g’de 4°C’de 15 dakika santrifiij
islemi uygulanarak EPS ¢oktiiriilmiis ve slipernatant ayrilmistir. Coktiiriilen EPS toplanarak
distile su eklenmis ve 50°C su banyosunda bir siire bekletildikten sonra suda ¢oziinmesi
saglanmistir. Sulu ¢ozelti halinde bulunan EPS iizerine ortamda bulunan protein gibi

safsizliklar1 uzaklagtirmak amaciyla %80’lik Trikloroasetik asit (TCA) hazirlanip son
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konsantrasyon %4 olacak sekilde ilave edilmis ve oda sicakliginda 3-4 saat arasi ortalama
diizeyde c¢alkalamaya birakilmistir. Siire sonunda EPS’yi ayirmak amaciyla 5000 x g’de 4°C
15 dakika siireli santrifiij islemi yapilmis ve protein gibi safsizliklarin stipernatanttan ayrilmasi
saglanmistir. Elde siipernatantin pH’s1 7.0’ye ayarlandiktan sonra iizerine siipernatantin 3 kati
kadar soguk etanol ilave edilmis ve 4°C’de bir gece birakilmistir. Siire sonunda 5000 x g 4°C
10 dakikalik santrifiij islemi uygulanmis ve EPS’nin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Coktiiriilen
EPS iizerine sonraki analizlerde kullanmak iizere distile su ilave edilmis ve -20°C’de

saklanmistir (Dertli vd. 2016).

DNS yontemi ile EPS’lerde toplam seker analizi.

Uretilen EPS’de toplam seker miktarimi belirlemek amacryla degistirilmis DNS ydntemi
uygulanmistir (Forouchi, & Gunn 1983). Toplam seker tayini, 3,5-Dinitrosalisilik asit (DNS)

kullanilarak, glikoz esdegeri indirgen seker olarak, spektrofotometrede belirlenmistir.

Hidrolizasyon islemi i¢in 200 pl 6rnek tizerine 218 pl %70’lik perklorik asit eklenerek
80°C su banyosunda 1 saat tutulmustur. Hidrolize olan ornekler 5 dakika sogumaya
birakilmistir. Soguduktan sonra iizerine 500 ul 5M KOH ilave edilerek nétralizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Notralizasyon isleminde olusan tuzlarin ¢okertilmesi amaciyla 4°C’de 5

dakika 1200 x g’de santrifiij islemi yapilmistir.

Elde edilen siipernatant yeteri oranda seyreltildikten sonra iizerine 100 pl DNS ¢ozeltisi
(%1 DNS, %1 NaOH, %0,16 fenol) ilave edilip 1 dakika siireyle vortekslenmistir. Elde edilen
karigim 90°C su banyosunda 15 dakika tutulmustur. 5 dakikalik sogutma islemi yapildiktan
sonra tizerine 100 pl Rachelle tuzu ¢6zeltisi (%40 sodyum-potasyum tartarat) eklenip tekrar
vortekslenmis ve soguk suda 5 dakika bekletilmistir. Spektrofotometrede 575 nm dalga

boyunda kore kargt absorbans degerleri alinmustir.

Ayni sart ve kosullar saglanarak 0-2 g/L araliginda hazirlanmis ve seri glikoz ¢ozeltileri
yardimiyla standart egri ¢izilerek elde edilen 6rneklerdeki toplam seker iceriginin hesaplanmasi

yapilmistir.
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Yapilan calismada L. pentosus KS27 susunun EPS {iretiminde Kkiiltiir kosullarinin
optimize edilmesinde Yanit Yiizey Yontemi (YYY) ‘nin kullanilarak, deney siiresini kisaltmak
ve test sayisini azaltmak amacglanmistir. Bu amacgla EPS iiretimin diizeyinin, iiretim
parametreleri ile iliskisini veren istatistiksel formiiliin tespiti gerceklestirilmistir. Deney
tasarimi ve istatistiksel analizler Design Expert 12 programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Bu tez calismasinda; bagimsiz degiskenler olarak siikroz konsantrasyonu (%, w/v), gliserol
konsantrasyonu (%, w/v), sicaklik (°C) ve siire (saat)’ nin, yanit olarak EPS tiretim diizeyi (ppm
glikoz) iizerine olan etkilerinin belirlenmesinde Box-Behnken yontemi kullanilmistir. Coklu
Regresyon analizlerinde agagida yer alan esitlik 1’ de verilen polinomal quadratik model ve
regresyon katsayilart kullanilmistir. Bu esitlikte “Y™, yanit olarak EPS iiretim miktarini, “X”,
degerleri bagimsiz degiskenleri (siikroz konsantrasyonu, gliserol konsantrasyonu, sicaklik ve

stire) ifade ederken, Bo, Bi, Bii, Bij degerleri ise regresyon katsayilarini belirtmektedir.

Y =P+ Z.Bixi + Zﬁijxixj + Z.Biixiz )

EPS iiretim siirecinin optimizasyonunda kullanilan bagimsiz degiskenlerin alt ve st

sinir degerleri Tablo 4’te verilmistir
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Tablo 4. Bagimsiz Degiskenlerin Alt ve Ust Sinir Degerleri.

Bagimsiz Stikroz Gliserol Sicaklik Siire
Degiskenler konsantrasyonu konsantrasyonu

Birim % % °C saat
Sembol X1 X2 X3 Xa

Kodlanmis Gergek

Faktor -1 0 0 25 24
Seviyesi
0 7,5 7,5 35 36
+1 15 15 45 48

Yapilan ¢alismada kullanilan deney tasarimi Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 5. Box-Behnken Deney Tasarimi.

Bagimsiz degiskenler

Deney No  Siikroz Gliserol Sicaklik (°C) Siire (saat)
kons. (%0) kons. (%0)
1 7,5 15 35 48
2 7,5 7,5 35 36
3 0 7,5 35 48
4 15 0 35 36
5 7,5 0 35 24
6 15 15 35 36
7 7,5 7,5 25 24
8 7,5 15 45 36
9 7,5 0 35 48
10 7,5 15 25 36
11 7,5 7,5 35 36
12 7,5 7,5 35 36
13 15 7,5 45 36
14 0 7,5 25 36
15 7,5 7,5 45 48
16 15 7,5 35 48
17 7,5 0 45 36
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18 0 0 35 36

19 15 7,5 35 24
20 0 7,5 35 24
21 7,5 15 35 24
22 0 7,5 45 36
23 15 7,5 25 36
24 7,5 0 25 36
25 7,5 7,5 25 48
26 7,5 7,5 45 24
27 0 15 35 36

Bu calismada, yanit (EPS firetimi) i¢in karekok transformasyonuna ihtiya¢ duyulmustur. Bu
amagla modelleme siireci Oncesinde {iis transformasyonu uygulanmistir. Kullanilan {is

(Y1)

transformasyonu esitlik 2” de gdsterilmistir. “y” ifadesi, yanit olarak degerlendirilmektedir.
y =@+hk" )

Modelleme sirasinda, elde edilen yanitlarin degerlendirilmesi ile gidilen optimizasyon
isleminde, istenilirlik derecesi (D) hesaplanmistir. EPS iiretimini maksimize edildigi, D=1
oldugu kosullarda bagimsiz degiskenlerin seviyeleri belirlenmistir. Emprik veriler analiz
edilerek modellenmesi, optimize edilmesi ve 3D grafiklerin saglanmasinda Design-Expert

yazilimi (Stat-Ease Inc. Version 12.0 Minneapolis, USA) kullanilmistir.

EPS iiretimini etkileyen faktorlerin belirlenmesi.

Inkiibasyon siirelerinin EPS iiretimindeki etkisini gormek amaciyla 24,36 ve 48 saatlik
inkiibasyon siireleri denenmistir. Bu asamalarin etkisini gdrmek amaciyla -80°C’den alinan
kiiltiirler 37°C’de MRS si1v1 besiyerinde 24 saatlik siireyle iki kez pasajlandiktan sonra 50 mL
MRS sivi besiyerine %1 oraninda inokiile edilerek 25°C, 35°C ve 45°C’de ii¢ farkli siire
boyunca inkiibe edilmistir.

MRS bilesiminde normal olarak bulunan karbon kaynaklar1 haricinde siikroz %7,5-15
ve gliserol %7,5-15 olmak {iizere iki farkli karbon kaynagi ilave edilerek besiyerleri
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerlerine aktiflestirilmis kiiltiirlerden %1 oraninda asilama
yapilmis ve belirlenen siire ve sicakliklarda ayri1 ayr1 paralelli olacak sekilde inkiibasyona

birakilmstir.

Inkiibasyon siiresi sonunda siv1 besiyerindeki protein, hiicre ¢oktiirme yapilmis ve
sonrasinda tiiretilen EPS elde edilerek, seker icerigi DNS yontemi kullanilarak belirlenmis ve

tiretilen EPS miktar1 mg/L olarak belirtilmistir.
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Coziiniirliik degerinin belirlenmesi.

L. pentosus KS27°den elde EPS’nin ¢oziiniirliiglinli incelemek amaciyla saf su, metanol,
etanol, kloroform ve aseton izopropanol ¢oziicii olarak kullanilmistir. Belirlenen ¢oziiciiler
igerisine bir miktar EPS konularak 1,5 ml’lik deney tiiplerinde hazirlanmis ve vortex cihazi ile
karistirtlarak ¢oziinmesi saglanmistir. Sonrasinda 8.000 x g’de 15 dakika santrifiij edilerek,

slipernatant1 uzaklastirildiktan sonra kalan ¢okelti tiip igerisinde kurutulmustur.
Cozunurlik % = (X + mEPS) — (Y + mEPS) + (mEPS) 3)

Bu esitlikte “X” ilk tiip agirligl, “Y” son tiip agirhigr ve “mEPS” tiipe konulan EPS miktari
olarak belirlenmistir (Mohammed vd. 2021).

Yag / su alma kapasitesinin belirlenmesi.

Uretilen EPS’nin su alma kapasitesinin belirlenmesi amaciyla elde edilen EPS’den 50 mg
alinarak deney tiipiine aktarilms ve iizerine 1 ml su ilave edikten sonra karistirilmistir. Islemden
sonra tiip oda sicakliginda calkalayicida 30 dakika orta diizeyde karismasi saglanmig ve
sonrasinda 2600 x g’de 20 dakika oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda
slipernatant uzaklastirildiktan sonra kalan ¢okelti tartilmis ve olgimler kaydedilmistir. Ayni

islemler tekrarli olarak yag alma kapasitesinin belirlenmesi amaciyla su yerine yag kullanilarak

gerceklestirilmistir.
Sualimi% = A+ B x 100 (4)
Yagalimi% = A + B x 100 (5)

4. esitlikte “A” su baglamis agirlik, “B” ilk agirlik olarak, 5. Esitlikte “A” yag baglamis agirlik,
“B” il agirlik olarak belirlenmistir (Saleem vd. 2021).
Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR).

Elde edilen ekzopolisakkaritin yapisal karakteri ve organik maddelerin kalitatif ve
kantitatif analizi FTIR (Perkin Elmer Spectrum) cihazi ile belirlenmistir. Bu bilesenlerin
belirlenmesinde orta boylu kizilétesi aralig1 olan 4000 — 400 cm™ dalga boyundaki spektrumlar
kullanilmistir (Sandt vd. 2003, Santos vd. 2010).

Differansiyel tarama kalorimetre (DTK) analizi.

EPS Orneginin termal Ozellikleri Perkin Elmer DSC8000 diferansiyel taramali
kalorimetre (Perkin Elmer Inc., Hollanda) ile belirlenmistir. Aliiminyum DTK kab1 sahit olarak
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kullanilmistir. Yaklasik 10 mg 6rnek aliminyum kaplara tartilarak erime ve kristalizasyon

islemleri i¢in 10°C/dakika hizda ve 0°C-400°C araliginda gergeklestirilmistir (Huang vd. 2021).

Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi.

Uretilen EPS’de 1H (NMR) analizleri JEOL ECZ500R (500MHz) kullanilarak
belirlenmigtir. IH NMR spektrumlari 25°C’de alinmis ve ppm diizeyinde ifade edilmistir.

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali siipiirme aktivitesinin tayini.

100 pl ekstrakt igerisine 2 ml 0,02 mM DPPH ¢ozeltisi (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
metanol igerisinde c¢oziilerek hazirlanmistir) eklenmistir. Karistirildiktan sonra karanlik
ortamda oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Kor olarak 6rnek yerine su kullanilmistir ve
517 nm’de saf metanole kars1 okuma yapilmistir. Su kullanilan 6rnege kiyasla gergeklesen

absorbans degisimi % inhibisyon olarak tespit edilmistir (Pisoschi, & Negulescu 2011).
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Yapilan bu ¢calismada, EPS iireticisi olarak segilen L. pentosus 'un EPS iiretiminde farkli
sicaklik, siire ve karbon kaynaklarinin etkisi incelenerek optimum sonucu belirlendikten sonra
incelemelerin yapilmast amaglanmistir. Tablo 5°te verilen Box-Behnken deney matriksi ile
saglanan deney tasarimina gore elde edilen sonuglar Tablo 6’da gosterildigi sekilde

belirlenmistir.

DORDUNCU BOLUM

Arastirma Bulgular: ve Tartisma

Tablo 6. Box-Behnken Deney Matriksi ile Elde Edilen Sonuclar.

Bagimsiz degiskenler YANIT
Deney Siikroz Gliserol Sicaklik Siire (saat) EPS
No kons. kons. (°C) iiretimi
(%) (%) (mg/L)
1 7,5 15 35 48 913,75
2 7,5 7,5 35 36 1490
3 0 7,5 35 48 1470
4 15 0 35 36 901,25
5 7,5 0 35 24 376,25
6 15 15 35 36 1445
7 7,5 7,5 25 24 745
8 7,5 15 45 36 913,75
9 7,5 0 35 48 863,75
10 7,5 15 25 36 1770
11 7,5 7,5 35 36 1576,25
12 7,5 7,5 35 36 1413,75
13 15 7,5 45 36 1012,75
14 0 7,5 25 36 1201,25
15 7,5 7,5 45 48 288,75
16 15 7,5 35 48 1695
17 7,5 0 45 36 220
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18 0 0 35 36 476,25

19 15 7,5 35 24 1807,5
20 0 7,5 35 24 1070
21 7,5 15 35 24 782,5
22 0 7,5 45 36 1645
23 15 7,5 25 36 1495
24 7,5 0 25 36 213,75
25 7,5 7,5 25 48 1913,75
26 7,5 7,5 45 24 738,75
27 0 15 35 36 1120

Tablo 6°da verilen Box-Behnken deney matriksi ile saglanan yanitlar kullanilarak
istatistiksel analizler gergeklestirilmistir. Modelleme asamasinda bazi modellere ait yanit yilizey

metodu istatistik ve anova sonuclar1 Tablo 7’de verilmistir.
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Tablo 7. EPS Uretim Miktarina Ait YYY Model Istatistikleri ve ANOVA Analizi.

Model Standart o jegeri R2 R2 diizeltilmis R2 tahminlenmis O . “OF  bress
sapma F degeri p-degeri
Lineer 7,67 0,0563 0,3303  0,4502 0,2634 38,68 0,0014  0,4872 Onerilen
2FI 7,95 0,6176  0,4775 3463 -0,3864 49,25 0,0009 0,9169
Quadratic 5,13 0,0047 0,837 0,5588 -0,2606 36,01 0,0018  0,8337 Onerilen
Kiibik 2,48 0,0519 0,9873  0,9863 0,924 0,4137 0,6866  0,0503 aliased
Kaynak g:t:?y'f" E);rlzlg gg:scesgi'k Ortalama kare F degeri P degeri
Model (Kubik(backward)*) 38,63 1858,4 17 0,0386 80,58 <0,0001 Onemli
X1 (Siikroz konsantrasyonu) 3,17 80,51 1 0,0004 0,9342 0,3545
X2 (Gliserol konsantrasyonu) 3,63 10549 1 0,0198 41,26 <0,0001
X3 (Sicaklik) -6,72 180,48 1 0,1262 263,44  <0,0001
X4 (Siire) 1,9 43,31 1 0,0001 0,2547  0,6237
X1*X3 -3,19 40,58 1 0,0212 44,18 <0,0001
X2*X3 -3,01 36,33 1 0,0104 21,72 0,0007
X3*X4 -6,66 177,41 1 0,0002 0,4427 0,5195
Xq? 2,5 33,3 1 0,0346 72,3 <0,0001
Xo? -8,96 428,56 1 0,0056 11,65 0,0058
X3 -5,14 1408 1 0,0559 116,67 <0,0001
X4? -3,35 60,02 1 0,0118 24,68 0,0004
X1%Xz 6,48 84,02 1 0,015 31,31  0,0002
X2?X3 3,81 29,02 1 0,0216 45,03  <0,0001
X1X3 -4,35 50,5 1 0,0663 138,46  <0,0001
X2 X3 7,08 13369 1 0,0118 24,61  0,0004
Kalint 11 0,0005
Uyum eksikligi 74,49 7 0,0004 1,31 0,42 N.S.
Hata 2,21 4
Cor total 1935,1 28
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Ortalama 31,99
% C.V. 8,26
Yeterli Hassasiyet 15,5966
R? 0,9604
Diizeltilmis R? 0,9063
Tahminlenmis R? 0,5482
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Tablo 6’da EPS iiretiminin belirlendigi test kosullar1 i¢in belirlenen deneysel tasarim
diizeni yer almaktadir. Deney tasarim diizeninde kullanilan kosullar siikroz konsantrasyonu
%0-15, gliserol konsantrasyonu 9%0-15, sicaklik 25-45 C° ve siire 24-48 saat araliginda
degismektedir. Farkli denemeler ile bagimsiz degiskenlerin EPS iiretimi {izerine etkileri
belirlenmistir. Deneme 24’te siikroz igeriginin %7,5 gliserol i¢eriginin %0, sicakligin 25 °C ve
inkiibasyon siiresin 36 saat oldugu kosullarda en diisiik EPS iiretimi (213,75mg/L) tespit
edilirken, en yiiksek EPS iiretimi Deneme 25°te siikroz konsantrasyonun %7,5, gliserol
konsantrasyonunun %7,5, sicakligin 25 °C ve inkiibasyon siiresinin 48 saat oldugu kosullarda
tespit edilmistir. Tablo 7’de deney tasarimina ait ANOVA ve YYY model istatistikleri yer
almaktadir. Istatistiki veriler degerlendirildiginde kiibik modelin, lineer, 2FI ve Quadratik
modellere kiyasla en yiiksek determinasyon katsayisina sahip oldugu goriilmektedir. Fakat
yazilimin EPS iretim miktar1 yaniti i¢in 6nerdigi model quadratik model olmugstur. Kiibik
model ise aliased model olarak gdsterilmistir. Bu nedenle aliased olan bu modelin
degerlendirilmesi amaci ile modelde yer alan parametrelerin “backward analizi” ile p>0,1,
p>0,01 ve p>0,05 diizeyinde Onemsiz olanlarinin ayristirmasi saglanmistir. Elde edilen
indirgenmis (reduced) kiibik model kullanilarak EPS iiretimi i¢in elde edilen denklem esitlik

5’te verilmistir.

Y(EPS iiretim miktar)®®
= 38,63 + 3,17X, + 3,63X,—6,72X;—1,90X, — 3,19X; * X;—3,01X, * X5
— 6,66X3 * X, + 2,50X2 — 8,96X2 — 5,14X% — 3,35X2 +6,48X?
% X,+4,35X2 * X;+3,81X5 * X2+7,08X, * X2 Esitlik (5)

Laktik asit bakterileri ile EPS iiretiminin farkli kiiltiir bilesimi kosullarinda
optimizasyonunda quadratik modelin tercih edildigi ¢alismalar olduk¢a yaygindir
(Seesuriyachan vd. 2014, Arora vd. 2010, Imran vd. 2016). Yapilan bu ¢alismada ¢alismalarin
aksine indirgenmis kiibik model EPS {iretimi i¢in daha uygun bulunmustur. Bu farkliliga
bagimsiz degisken sayisinin ve bagimsiz degiskenlerin EPS iiretimi iizerine etkilerinin sebep

oldugu sdylenebilir.

Model degerlendirildiginde Tablo 7’de verilen ANOVA degerleri modelin (p<0,0001)
onemli oldugunu gosterirken, uyum eksikligi (lack of fit) (p=0,1223) Onemsiz olarak
belirlenmigtir. Tablo 3’te de goriildigli gibi, lineer parametrelerden Xi, Xz, Xz Xi
interaksiyonlar terimlerinden X1 X3, X2X3, X3X4 quadratik terimlerden X2, Xs? ve X42 kiibik

parametrelerden ise X12X3, X1X32, X2Xs? 6nemli (p<0.05) bulunmustur.
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Sekil 5°‘te verilen 3 boyutlu ve kontur grafikleri bagimsiz degiskenlerin etkilerini
gostermektedir. Siikroz konsantrasyonun EPS iiretimi iizerine etkisi irdelendiginde sicakligin
35-25 °C arasinda oldugu kosullarda siikroz konsantrasyonu arttikga EPS iiretiminin de arttig1
goriilmektedir. Gliserol konsantrasyonunun ise diisiik sicakliklarda artmasi, EPS iiretimini de
arttirmaktadir. Stire ve sicaklik interaksiyonuna dikkat edildiginde uzun siire ve diisiik

sicakligin EPS iiretimi lizerinde daha etkili oldugu sdylenebilir.

Bagimsiz degiskenlerin optimizasyonunda istenilirlik (desirability) degeri dikkate
alimmistir. Bu amacgla Design. expert programi tarafindan D=1 degerine sahip siikroz
konsantrasyonu %0,004-14,980, gliserol konsantrasyonu %6,381-13,664, sicaklik 25.00-
44,98°C ve siire 26,34-48 saat arasinda degisen 100 ¢6ziim sunulmustur.
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Sekil 5. Stikroz konsantrasyonu, gliserol konsantrasyonu, sicaklik ve siirenin EPS {iretimi
tizerine etkisini gosteren 3D plot ve kontiir grafikleri.

Modelin Dogrulanmasi

Stikroz, gliserol, sicaklik ve siirenin L. pentosus KS 27 izolatinin EPS {iretimi iizerine
etkisinin irdelendigi, liretim kosullarinin optimizasyonundan elde edilen model kullanilarak

deney tasarim ile saglanan deneysel verilerin uyumlulugu Sekil 6°da yer alan grafikte
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gosterilmektedir. Deneysel veriler ile tahmini verilere ait modelin R? degeri 1°e oldukea

yakindir.
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Sekil 6. Optimizasyon ¢alismasi ile elde edilen modelin deneysel veriler ile uyumlulugu.
Optimum Noktanin Belirlenmesi

Optimizasyon c¢alismasi sonucunda istenilirlik derecesi 1 olan 100 kosul belirlenmistir.
siikroz konsantrasyonunun %5,31, gliserol konsantrasyonunun %10,92, sicakligin 26°C ve
islem siiresinin 46,14 saat oldugu kosullarda EPS iiretimi 4 tekrarla gergeklestirilmistir. Bu
kosullar altinda gergeklestirilen iiretim sonucunda model 2158 mg glikoz/L EPS iiretimi
tahminlerken, elde edilen ortalama EPS iiretim diizeyi 2178 mg glikoz/L tespit edilmistir.

Deneysel ve tahmini degerler uyum gostermistir.

Optimum nokta belirlenirken hazirlanan deneme plani sonucunda elde edilen EPS
miktarlart g6z Oniinde bulundurulmustur. En yiiksek verimin elde edildigi sonuglara
bakildiginda kullanilan siikroz ve gliserol birbirine kiyaslandiginda gliserolun miktarca daha
fazla oldugu durumda iiretilen EPS miktarinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum
LAB’nin gelisim siireci esnasinda ihtiya¢ duydugu kaynaklar, EPS iiretmek ig¢in ihtiyag
duydugu kaynaklar, indirgen sekerler ve fermantasyon birimleriyle agiklanabilirligi

ongoriilmektedir.
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Laktik asit bakterilerinin gelisim ve koloni olusturma siirecinde indirgen seker
icerigindeki azalma gelisme silirecinde, fermente olabilen sekerlerin tiiketimiyle
aciklanabilmektedir. Bir disakkarit olan siikroz indirgen olmayisindan kaynakli olarak bakteri
tarafindan Oncelikli tiiketilebilir karbon kaynagi olarak goriilmemektedir (Imran vd. 2016,
Arora vd. 2010). Ancak bu durum ortamda bulunan gliseroliin tamaminin tiikketilmesi ve
sonrasinda siikroz tiiketimine gecilmesi anlamina gelmemektedir. Ortamda bulunan gliserol
molekiillerinin 500 Daltondan kiiciik oldugu diisiiniildiiglinde gliseroliin hiicre membranindan
kolayca gecebilecegi de anlasilmaktadir. Bu durumda LAB’nin 6ncelikli olarak tiiketme
sirasina aldigr gliserol aynmi zamanda hiicre membranindan gegerek hiicrenin ozmotik
dengesinin de bozulmasina neden olmaktadir. Bu durumda strese giren bakteri hiicre ¢eperine
ekzopolisakkarit salgilayarak kendini korumaya almaya calistigi ve bu durumda ise
ekzopolisakkarit tiretimi i¢inde siikroza ihtiya¢ duyuldugu kanisi ortaya ¢ikmaktadir (Velasco
vd. 2006, Weber, & de Bont 1996, Garai-lbabe vd. 2008, Sauvageot vd. 2002).

Coziiniirliik Degerinin Belirlenmesi

L. pentosus KS27 susundan elde edilen EPS’nin ¢6ziiniirliik faktorleri distile su, etanol,
metanol, kloroform ve aseton izopropanol ile test edilmistir. 1 mL ¢6ziicii i¢inde 5 mg ¢dziinen
madde (EPS) kullanarak yapilan analizler sonucunda, EPS’nin organik c¢oziiciilerde
¢oziinmedigi goriilmiistiir (Castellane vd. 2015, Mohammed vd. 2021, Seveiri vd. 2020) benzer
sonuclar elde etmislerdir. Organik c¢oziiciiler icerisinde metanolde %16 + 0,1 oraninda
¢oOziiniirken etanol ve kloroformda %2 + 0,01 oraninda, asetonda ise %6 + 0,02 oraninda
¢Oziinmiistiir. Bunlara karsilik ise iiretilen EPS su igerisinde %98 + 0,01 oraninda ¢oziinmiistiir.
Bu durum L. pentosus KS27°den elde edilen EPS’nin gida iiriinlerde kullanilabilirliligini

desteklemektedir.

Yag Baglama / Su Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Elde edilen EPS’nin suda ¢oziiniirliigiiniin (%98 + 0,01) c¢ok yiiksek oldugu gibi, su
alma kapasitesininde yiiksek oldugu belirlenmistir. L. pentosus KS27’den elde edien EPS’nin
su alma kapasitesi %1970 + 0,1 oraninda tespit edilmistir. Saleem ve ark. yaptiklar1 bir
calismada L. plantarum S123 susundan elde ettikleri EPS’de yaptiklar1 bir ¢alismada elde
ettikleri EPS’nin su tutma kapastesini %326, yag baglama kapasitesini ise %995 bularak bu
oranlarin iyi seviyelerde oldugunu ve elde edilen EPS’nin fermente gida iriinlerinde etkili
olabilecegi goriisiinii bildirmislerdir (Saleem vd. 2021). Bu durum bize gecirgenligi yiiksek olan
bir polimer zincire sahip oldugunu da gostermektedir. Yag baglama kapasitesi %1617,4 + 0,02

bulunarak etkili bir sonu¢ vermistir. Rajoka ve ark. ise Lactobacillus reuteri SHA101’den elde
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ettikleri EPS iizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada sus tutma kapasitesini %525,6 + 1,2 bularak bu
degerlerin su tutma kapasitesi agisindan onemli degerler arasinda bulundugunu ortaya

koymuslardir (Rajoka vd. 2019).

Fourier Déniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR sonuglar1 Sekil 7°de verilmistir. L. pentosus KS27 susu igin belirlenen optimal
kosullar sonucunda elde edilen EPS’nin FTIR analizi sonrast fonksiyonel gruplari
belirlenmistir. Spektrumda goriilen pik noktalar1 daha onceden belirlenen standart degerler
kiyaslanarak yorumlanmistir. EPS’nin analiz sonucunda tepe pik degerleri 3289, 2882, 2834,
2104, 1766, 1645, 1408, 1217, 1031, 878, 810 ve 517 cm™ olarak belirlenmistir.

Spektrumda 3289 cm™ dalga boyunda goriinen genis pik degeri karbonhidrat hidroksil
gruplarmin C-H gerilme band1 olarak belirtilmistir (Karadeniz vd. 2021). 2882 cm™ ve 2834
cm™ degerlerinde goriilen pik degerleri ise metilen gruplarmin simetrik gerilmesi C-H ile
aciklanmaktadir (Lin vd. 2005). 2220-2000 cm™ degerleri arasinda goriinen pik degerleri
asimetrik NHz* gerilme bantlar1 olarak bilinmektedir. 2104 cm™ de goriilen pik degerini de
asimetrik NHs" gerilme piki olarak degerlendirmek miimkiin olmaktadir. Bu bolgede muhtemel
protein, nisasta, yag ve seliiloz molekiillerinin absorpsiyonlarini belirlemek miimkiin
olmaktadir (Ergin vd. 2013). 1766 cm™ degerinde alinan pik noktasi ise esterlerin karbonil
gruplariin spektrumda goriilen 6nemli bir absorbsiyon zirvesi olarak tanimlamak miimkiin
olmaktadir (Tjeerdsma, & Militz 2005). 1645 cm™ de goriilen pik degeri genellikle amid I bandi
olarak anilmaktadir ayrica olefinik ve aromatik bilesiklerin C-C uzantilarinda iceren
proteinlerle iligkili gerilme bandi oldugu daha onceki ¢alismalara dayanarak sdylenebilmektedir
(Kansiz vd. 1999).1408 cm™ de gordiigiimiiz pik noktas1 simetrik karboksilat COO" ve asimetrik
C-O gruplarmin varligini gosteren nokta olarak verilebilmektedir (Haxaire vd. 2003). 1217 cm”
! degerinde goriilen pik noktas: kritik bir tanimlama ve igerdigi sekerleri belirleme noktasi
olarak gosterilebilmektedir (Saleem vd. 2021). 800 cm™ ve 1200 cm™ arasinda gériilen spektral
bolge pik degerleri ise polisakkaritlerin tipik “parmak izi” bolgesi olarak bilinmekte ve bakteri
susuna 6zgii bilgi vermektedir (Lin vd. 2005). Bu bolgenin varligi C-O-C ve C-O uzamasini
gosteren 1031 cm™ deki giiglii bantin varligi, elde edilen yapmin bir polisakkarit oldugunu
dogrulamaktadir (Ispirli vd. 2019).
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Sekil 7. 400-4000 cm™ araliginda, sentezlenen EPS nin FTIR spektrum goriintiisii.

Differansiyel Tarama Kalorimetre (DTK) Analizi

DTK analizinde L. pentosus KS27 susundan elde edilen EPS’nin termal kararliligi test
edilmistir. Bu degerler ile de tiretilen EPS’nin gidalarda uygulanabilirligi literatiirde yapilan
calismalar ile kiyaslanarak belirlenmistir (Kirma 2016). Literatiir lizerine yapilan ¢aligmalar
incelendiginde genel anlamda endotermik ve ekzotermik olarak iki pikin varligindan s6z etmek
miimkiindiir. Endotermik pik incelendiginde ise kendi i¢inde iki ayr1 pikten sdz etmek
miimkiindiir. Bunlardan birisi pikin gerceklestigi sicaklikta kristalin gecisini digeri ise erime
noktasini gostermektedir. Ekzotermik olarak gosterilen pik degerinde ise kristallesmenin
gerceklestigini  gostermektedir (Geng 2020). Ancak EPS {izerine yapilan ¢alismalar
incelendiginde ekzotermik pikin goriildiigii bir calismaya rastlanmamistir. Bu da tretilen
EPS’lerin kristallesmedigini gostermektedir. Erime noktasindan sonra goriinen endotermik pik
varhig1 ise oksidasyonu ifade etmektedir. Uretilen EPS’lerde yapilan bazi DTK analiz sonuglar

Tablo 8’de verilmistir.

40



Tablo 8. Literatiirde Yer Alan Baz: Calismalardaki Uretilen EPS lerde DTK Analiz

Sonuglart.

Mikroorganizma

Kristallesme sicakhigi  Erime sicakhgi (°C) ve
(°C) ve entalpisi (Kj/g) entalpisi (Kj/g)

Bacillus amyloliquefaciens LPL061 173,79-37,88 224,09-80,43
(Han vd. 2015)

Bacillus sp. CP912 (Singh vd. 2011) 128,7 50,864

L. reuteri E81 (Ispirli vd. 2019) 178,4 290-86,35
L. plantarum Tibet kefiri (Chen vd. 131,46-209,6
2015)

Enterococcus faecalis 167 270
(Venkatesh vd. 2016)

Bacillius licheniformis (Singh vd. 223,64-538,51 295,05-61,79
2011)

Amphidinium carterae (Mandai 116,51-2042,58 214,17-120,62
vd. 2011)

Weisella confusa (Kavitake 274,65-74,33
vd. 2016)

L. plantarum YW11 (Wang vd. 143,6-217,8
2015)

L. plantarum KF5 (Wang vd. 2010, 86,35-133,5

Nambiar vd. 2018)

L. pentosus KS27 susundan elde ettigimiz EPS’nin termal 6zelliklerini belirlemek i¢in

yaptigimiz DTK analizinde (Sekil 8) goriilecegi tizere 250°C civarina kadar sicaklik artigini

takip eden yavas bir bozulma goriilmektedir ve 400°C’ye kadar da kademeli bir bozunma takip

etmektedir. Elde edilen EPS’nin gosterdigi bu termal kararlilik bize yiiksek sicaklik

uygulamalarinin gerektirdigi gida iiriinlerinde, elde ettigimiz EPS’nin kullanilabilir oldugunu

ve stabilitesini koruyabilecegini gostermektedir.
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Sekil 8. L. pentosus KS27 susuna ait EPS’nin DTK analiz goriintiisii.
1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil (DPPH) Radikali Siipiirme Aktivitesinin Tayini

Stabil bir serbest radikal olmasindan dolayr DPPH radikali antioksidanlarin serbest
radikal silipiirme aktivitelerini belirlemek i¢in uygulanan yontemdir. Yontem esasina gore de
DPPH’m mor renginin antioksidan varligi karsisinda daha sarimsi1 bir renge doniismesi ve bu
renk degisiminin absorbans degerlerinin Olgiilmesi ile belirlenmektedir (Imran vd. 2016).
Ancak L. pentosus KS27°den elde ettigimiz EPS fizerinde yaptigimiz DPPH analizinde

herhangi bir antioksidan aktivite sergilemedigi goriilmektedir.

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Analizi

KS27 susundan elde ettigimiz EPS i¢in 1H ve 13C NMR analizini incelendiginde (Sekil
9.) ¢oklu karmasik sinyal pikleri goriilmektedir. Bu durum zaten EPS’lerin heterojen yapilarina
uygun olmakla beraber 1,5-1 ppm diizeyinde piklerin alinmasi da bu kaniyr dogrulamaktadir
(Saleem vd. 2021). NMR spektrumunu ii¢ ayr1 bolge ile tanimlamak daha kolay bir ¢dziimleme
saglamaktadir. 5,4-4,4 ppm araliginda aldigimiz sinyal pikleri anomerik bolgeyi isaret ederken,
4,4-3,1 ppm araligindaki pikler C2-C6’ya bagl protonlara karsilik gelmekte ve ti¢lincii olarak
ise 1,4-1,2 ppm araligindaki pikler ise alkillerin varligin1 gostermektedir (Nambiar vd. 2018).
Sekil 9’da spektrum incelendiginde 4,3-4,6-4,7-5,2-5,4 ppm’de aldinan sinyaller EPS’lerin

tipik karakteristik 6zelligi olan a-(1-6) zincirlerinin anomerik sinyalleri oldugunu sdylemek
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mimkiin olmaktadir. 3,9-4,6 ppm arasinda aldigimiz 4,01-4,14-4,35-4,6 ppm sinyal pikleri
anomerik bolgeler olarak goriilmektedir (Min vd. 2019). 3,4 ppm’de goriilen yiiksek pik ise
analizde kullanilan ¢6ziicii maddenin varligindan kaynaklanan pik olarak gosterilmektedir. 1,5-
1,0 ppm araliginda alinan pikler i¢in ise EPS’lerin heterojen yapisina bagli kimyasal kaymalarin
varligin1 gosteren pikler olarak belirtilmektedir (Saleem vd. 2021). Sekil 9°da goriilen
spektrumu inceledigimizde 174,59 ppm ve 229,81 ppm’de gordiigiimiiz pikler yapisal grup
olarak amidler ve karboksil gruplarini, ana bilesik olarak ise protein, peptidoglikan ve yag
asitleri varligi ile agiklanabilmektedir. 139,3 ppm’de goriiglimiiz pik ise yapisal olarak aromatik
olefinik karbona isaret ederken ana bilesik olarak ise protein ve niikleik asitlerin varligi ile
aciklanabilmektedir. 0-45 ppm arasinda yogunca goriilen piklerde yapisal olarak alifatik
karbonu isaret ederken ana bilesik olarak ise proteinler ve yag asitlerini belirten pikler olarak
yorumlanabilmektedir. Bu sinyaller arasinda 5 ppm civarinda bir ¢ok pik noktas1 goze
carpmaktadir bu pikler a-(1-3) bagl bir ¢ok dallanmanin varligina isaret etmektedir (Mao vd.
2007, Min vd. 2019, Ye vd. 2018).
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Sekil 9. L. pentosus KS27’den elde edilen EPS’e ait NMR spektrumu.
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BESINCIi BOLUM

Sonugclar

Bu tez ¢alisma kapsaminda L. pentosus KS27’nin optimum kosullarda EPS iiretmesi

saglanmistir. EPS iiretiminde optimum kosullar1 saglamak amaciyla  belirlenen degisken

parametreler (sicaklik, inkiibasyon siiresi, karbon kaynaklar1) yapilan denemeler sonucunda

optimize edilerek EPS iiretimi gergeklestirilmistir. Uretilen EPS’nin karakterizasyonu yapilmis

ve uyumluluk testleri gerceklestirildikten sonra bu kapsamda elde edilen sonuglar asagidaki

gibi bulunmustur.

1.

Standart besiyeri kullanilarak EPS iiretimi gerceklestirildiginde ulasilan miktar 400-
500 mg/L seviyelerinde oldugu goézlenirken, besiyeri ortamina ilave edilen siikroz

ve gliseroliin etkisi ile bu miktar 2178 mg/L’ye kadar yiikseltilmistir.

En yiiksek EPS verimi siikroz konsantrasyonu %>5,31, gliserol konsantrasyonu,
10,92, inkiibasyon sicakligi 26°C ve inkiibasyon siiresinin 46,14 saat oldugunda elde

edilmistir.

Yapilan analizler sonucunda sicakliga karst dayanimi incelendiginde iiretilen
EPS’nin termal kararliliga sahip olmasi yiiksek 1si1l islem gerektiren gida
uygulamalarinda 250°C’ye kadar herhangi bir bozulmaya ugramadan kalabilecegini

gostermistir.

Suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmasindan dolay1 gida uygulamalarinda homojen

yap1y1 bozmayacagi ve ¢oziinerek etkili olacagini gostermistir.

Yapilan FTIR analizinde 800 cm™ ve 1200 cm™ arasinda pikler gozlenmesi ile

iiretilen EPS’nin tipik polisakkarit oldugu anlagilmigtir

Sonug olarak sucuktan izole edilmis olan Lactobacillus pentosus KS27’nin iiretmis

oldugu

ekzopolissakkaritin ~ fizikokimyasal —Ozellikleri, bu ekzopolisakkariti  gida

endiistrisindeki uygulamalar i¢in potansiyel bir madde haline getirebilecegi sdylenebilir.
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