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Oz

Son yillarda, eski bir ekmek iiretim metodu olan eksi hamur ekmegine yonelik talep artmustir.
Lactobacillus sanfranciscensis, heterofermantatif laktik asit bakterisidir ve maltozu kullanarak yiiksek
miktarlarda laktik asit ve asetik asit Ureterek hamurun eksimesine sebep olmaktadir. Bu ¢alisgmada,
farkli parametrelerinin L. sanfranciscensis’in gelismesi Uzerine etkisi incelenmistir. En uygun azot
kaynagi olarak maya ekstrakti, en uygun karbon kaynagt ise, maltoz olarak belirlenmistir. En yiiksek
optik yogunluk degerine fermantasyonun 48. saatinde ulasgilmistir. pH, maltoz, maya ekstrakti ve
Tryptic Soy Broth konsantrasyonlarinin bakteri gelisimine etkisi incelenmis ve bu parametrelerin
optimum degetleri sirastyla pH 6.5, %2 (w/v), %1.7 (w/v), %0.6 (w/v) olarak belirlenmistir.
Belitlenen optimum kosullar altinda maksimum optik yogunluk degeri 1.120+0.007 (biyokiitle
konsantrasyonu: 1.818%0.002 g/L) olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Lactobacillus sanfranciscensis, starter kiltiir, optimizasyon, optik yogunluk, azot
kaynagi.

DETERMINATION AND OPTIMIZATION OF THE BIOPROCESS
PARAMETERS EFFECTING GROWTH OF LACTOBACILLUS
SANFRANCISCENSIS

Abstract

In recent years, there is an increasing demand for sourdough bread, which is one of the oldest
methods of bread production. Lactobacillus sanfranciscensis is a heterofermentative lactic acid bacteria
which produce large amounts of lactic acid and acetic acid from maltose and thus it is responsible
for souring activity in sourdough. In this study, the effect of different cultivation parameters on the
growth of L. sanfranciscensis has been evaluated. Maximum optical density was obtained at the 48™
hour of the fermentation. Yeast extract was determined as the most appropriate nitrogen source and
maltose was determined as the most appropriate carbon source. The optimum levels of pH, maltose,
yeast extract and Tryptic Soy Broth were found as pH 6.5, 2% (w/v), 1.7% (w/v), 0.6% (w/v),
respectively. Under optimized conditions, the optical density of 1.120£0.007 was obtained which
corresponds to a biomass dry weight of 1.818£0.002 g/1L..

Keywords: Lactobacillus sanfranciscensis, starter culture, optimization, optical density, nitrogen source
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GIRIS

Ekmek, dinyada en c¢ok tiketilen gida
maddelerindendir. Tcerdigi karbonhidrat, protein,
diyet lifi ve ¢esitli vitaminler ile 6nemli bir besin
kaynagt olmasinin yani sira; diger gidalara gére
ucuz ve doyutucu olmast sebebiyle tercih
edilmektedir. Son yillarda, tiketici talebinin
koruyucu madde icerigi dusiik, dogal urtnler
yoniinde  oldugu  belitflenmistir. ~ Ekmek
cesitlerinden bir tanesi olan eksi hamur ekmegi,
giniimiizde fazla talep edilen ekmek tiriinlerinden
birisidir (G6¢men, 2001; Hendek-Ertop ve Hayta,
20106).

Eksi hamur ekmegi, geleneksel olarak tretimi
yillardir devam eden fermente bir gida trinidur.
Ozellikle zengin aromatik 6zellikleri ve daha uzun
raf dmril sebebiyle tercih edilmektedir. Ekmegin
kalitesini etkileyen pek ¢ok faktér bulunmaktadir.
Eksi hamurun mikroflorast bunlardan bir
tanesidir. Eksi hamur; un (bugday, piring, cavdar
gibi) ile sudan meydana gelen hamurda, laktik asit
bakterileri (LAB) ve mayalarin metabolik
aktivitesi sonucu olusan bir Urin olarak
tammlanmaktadir (Vuyst ve Neysens, 2005;
Ercolini  vd., 2013). FEksi hamur ekmegi
tretiminde, fermantasyon islemi  boyunca
meydana gelen bilesenler, ekmegin besin degerini
arttirmaktadir. Ayrica, iyi bir fermantasyon islemi
yiksek hacimli, aromatik acidan zengin, homojen
ve tercih edilebilirligi yitksek ekmek i¢c yapist
meydana gelmesine ve raf dmriiniin uzatilmasina
katki sagladigindan G6nem arz  etmektedir
(Gobbetti vd., 2010).

Eksi hamurun fermantasyonu icin  gesitli
yontemler  tercih  edilmektedir.  Gelencksel
yontemde, hamurun kendi dogal mikroflorasiyla
spontan  fermantasyon  gerceklestirilmektedir.
Ancak bu yontemde, fermantasyon isleminin
kontrolstz ger¢eklesmesi sebebiyle, standart Grtin
eldesinde problem yasanmakta, triinin dokusal
ve yapisal Ozelliklerinde istenmeyen kusurlar
meydana  gelebilmektedir.  Karsilasilan ~ bu
problemler sebebiyle, arastirmacilar laktik asit
bakterilerinin starter kaltiir olarak kullanimint
incelemislerdir. Laktik asit bakterilerinin starter
kilttr olarak kullanimi istenilen kalite ve miktarda
trtin elde edilmesine, fermantasyon isleminin
kontrollii gerceklesmesine, ekmegin i¢ yapisinin

iyilesmesine ve zengin aromatik  yapinin
gelismesine katk: saglamaktadir (Paramithiotis
vd., 2005; Decock ve Cappelle, 2005; Leroy ve De
Vuyst, 2004).

Eksi hamur fermantasyonunda pek ¢ok
mikroorganizma beraber gérev almaktadir ve
hakim mikroflorada mayalar ve laktik asit
bakterileri (LAB) baskin olarak bulunmaktadir.
Hamurun vyapisinda 50°den fazla laktik asit
bakterisi susu ve 20’den fazla maya susu
bulunmaktadir. LAB’lerinden en ¢cok Lactobacillus,
mayalardan ise en cok Saccharomyces ve Candida
suslart bulunmaktadir (Rehman, 2006; De Vuyst

vd.,, 2014). Laktik asit bakterilerinden
homofermantatif olanlar sekeri fermente ederek
laktik  asit  olustururken; heterofermantatif

LAB’leri laktik asit, COp, etil alkol, asetik asit,
aromatik ve ucucu bilesikler de uretmektedir
(G6¢men, 2001; Hammes vd., 2005).

L. sanfranciscencis, Lactobacillus sanfransisco olarak da
bilinen ve genellikle ¢avdar veya bugday unu
kullantlarak tretilen eksi hamurlardan izole edilen
gram pozitif, spor olusturmayan, cubuk seklinde
ve mikroaerofilik bir laktik asit bakterisidir (Weiss
ve Schillinger, 1984). Bu bakteri eksi hamur
yapisinda bulunan en 6nemli LAB’lardan biridir.
(Gobbetti ve Corsetti, 1997). 2-4 pm boyunda ve
0.6-0.8 pm c¢apindadir; optimum gelisme sicaklig
30°C  olmakla beraber 13°C-40°C  ortam
sicakliginda da gelisebilmektedir (Neubauer vd.,
1994; Kline ve Sugihara, 1971).

Bu calisma kapsaminda L. sanfranciscensis’in
gelisimi i¢in etkili olan biyoproses kosullarinin
(karbon kaynagi, Tryptic Soy Broth miktari, azot
kaynagt ve pH) optimizasyonu gerceklestirilmis ve
belitlenen optimum kosullarda L. sanfranciscensis’in
treme kinetigi incelenmistir. Calisma sonucunda
elde edilen verilerin, L. sanfrancisensis’in starter
kiltiir olarak kullanilacagt diger caligmalara yol
gostermesi hedeflenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Mikroorganizma ve Besiyerlerinin
Hazirlanmasi

Calismada kullandacak olan L. sanfranciscensis DSM
20451 susu Pak Gida San. Tic. Ltd. St
(PAKMAYA)’nden Dog. Dr. Mustafa TURKER

667



668

F. Doner, Y. Goksungur

tarafindan temin edilmistit. L. sanfranciscensis
asagida tarif edilen stok kiltiir ortaminda +4°C’de
saklanmistir. Kulturler kullanilmadan 6nce taze
besin ortamina ekim yapilarak 30°C’de 1 giin
gelistirilmistir. Stok kiltiri ve ast kiltiiri ortamu
Kline ve Sugihera (1971)’dan modifiye edilen
ortam olup bilesiminde (Yow/v); %2 maltoz
(Merck, Almanya), %1.3 maya ekstrakti
(Applichem, Almanya), %0.6 Tryptic Soy Broth
(Merck, Almanya), %60.03 (v/v) Tween 80 (Merck,
Almanya), bulunmaktadir. Ortam pH'st 1 M HCl
kullanilarak pH 5.6’ya ayarlanmugtir.

As1 Kiltiirtintin Hazirlanmasi

Her tdretim o6ncesinde 30°C’de 1 gin streyle
gelistirilen stok kultiirlerden, 50 mL as1 kiltird
ortamina %5 (v/v) oraninda ekim yapilmistir. Ast
kultird 30°C°de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
24 saat sonunda ast kiltirinden fermantasyon
ortamina %5 (v/v) oraninda ekim yapilmistr.
Denemelerde anaerobik ortam yaratmak ve
oksijeni uzaklastirmak icin 50 mililitrelik erlenler
kullanllmis  olup, fermantasyon ortamlart 50
mllik erlenler icerisinde 50 ml. ortam olacak
sekilde hazirlanmistir. Fermantasyon ortaminin
icerigi (w/v): %2 maltoz, %1.3 maya ekstrakt,
%0.6 Tryptic Soy Broth’dan olusmaktadir
(pH:5.6) (Kline ve Sugihera (1971).

Biyoproses Parametrelerinin Belirlenmesi

Degisik  biyoposes  parametrelerinin  optik
yogunluk olarak hiicre gelisimine etkisinin
incelenmesi icin deneyler yapilmustir. Bu amacla
farkli  karbon  kaynaklarnin,  farkll  azot
kaynaklarinin, maya ekstrakti ve Tryptic Soy
Broth konsantrasyonunun, baslangic ortam
pH’sinin bakterinin gelisimine etkisi incelenmistir.

Maya ekstrakti konsantrasyonunun iremeye
etkisini incelemek icin 9%0.1, 0.7, 1.3, 1.7, 2.3, 2.7,
29, 3.1 (w/v) konsantrasyonlarinda maya
ckstraktt iceren dreme ortami hazirlanmis ve 48
saat fermantasyon sonunda optik yogunluk
belirlenmistir.

Farkli Azot kaynaginin etkisinin belirflenmesi
amactyla  gerceklestirilen ¢alismalarda maya
ekstrakti (Applichem, Almanya) , pepton (BD,
Fransa) , tripton (Applichem, Almanya), musir
slatma suyu (Sigma Aldrich, Amerika) ve malt

cimi (Tirk Tuborg Bira ve Malt Sanayi Tic. A.S.,
Izmir) kullamilmistir. Denenen azot kaynaklari,
6nceden optimum oldugu belirlenen % 1.7 maya
ekstraktt ile esit azot temelinde kullantlmistir. Bu
amacla azot oranlart belirlenen maddelerin % 1.7
maya ekstrakti ile ayni oranda ortama azot verecek
miktarlart fermantasyon ortamina ilave edilmistir.
Cizelge 1’de denenen azot kaynaklari, icerdikleri
azot oranlari (Goksungur, 1998) ve fermantasyon
ortamina ilave edilen miktatlart verilmistir. Azot

kaynaklar1 fermantasyon ortaminin  rengini
degistirdigi  icin  optik  yogunluk  degeri
Olcllememistir.  Bu  sebeple 48  saatlik

fermantasyon sonunda fermantasyon ortamindan
Ornek alinarak canlt hiicre sayist belitlenmistir.

Azot Kaynagi Azot (%)  Ortama llave
Nitrogen Source Nitrogen Edilen
(%) Miktar (%
w/v)
The  amount
added into the
medinm
formmulation
(Yow/v)
Pepton 14.00 1.19
Peptone
Maya ekstraktt 9.80 170
Yeast extract
Tripton 1270 1.31
Tryptone
Malt ¢imi
Mals spront 5.29 3.14
Misir 1slatnp suyu 6.44 258
Corn steep lignor

Cizelge 1. Fermantasyon ortaminda kullanilan
azot kaynaklar1 (G6ksungur,1998).

Table 1. The nitrogen sources used in the fermentation
medinm (Goksungur,1998).

Karbon  kaynagmin  etkisinin = belitlenmesi
amaciyla gerceklestirilen calismalarda maltoz
(Merck, Almanya), laktoz (Merck, Almanya),
fruktoz (Merck, Almanya), sakkaroz (Merck,
Almanya), glukoz (Merck, Almanya) ve nisasta
(Merck, Almanya) kullandmistir. 48 saat sonunda
fermantasyon ortamlarindan 6rnek alinarak optik
yogunluk degeri Olciilmustiir. Optimum maltoz
miktarinin belirlenmesi amaciyla %1, 2, 3, 4, 5, 6
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(w/v) konsantrasyonlarinda maltoz iceren
fermantasyon ortamlari hazirlanmustir. 6., 24. ve
48 saat sonunda fermantasyon ortamlarindan
ornek  almarak optik  yogunluk  degerleri
Olctlmustar.

Tryptic Soy Broth konsantrasyonunun etkisinin
belirlenmesi amactyla 4 farkli konsantrasyonda
(%0.3, 0.6, 0.9, 1.2 (w/v)) fermantasyon ortamina
ilave edilmistir ve 48 saat sonunda fermantasyon
ortamlarindan 6rnek alinarak optik yogunluk
degeri 6lctlmistiir.

Baslangic ortam pH’sinin etkisinin belirflenmesi
amaciyla farkll baslangic ortam pH’larina sahip
(pH: 3.5, 4.0, 45, 50, 55, 6.0, 6.5, 7.0
fermantasyon  ortamlart  hazirlanmistur  ve
fermantasyon ortamlarindan 6., 24.ve 48.
saatlerde Ornek alinarak optik yogunluk ve pH
degerleri 6l¢ilmistiir.

Biyokiitle Miktar1

Fermantasyon ortamindan alinan 6rnekler, 7500
tpm (5340g) degerinde 4°C’de 20 dakika streyle
santrif(y islemine tabi tutularak  hucreler
fermantasyon ortamindan ayrilmistir ve saf su ile
iki defa yikanmustir. Yikanan hiicreler 80°C’de
sabit tartima gelene kadar kurutulmustur (Bekers

vd., 2002).

Spesifik tireme hizinin belirlemesi icin logaritmik
fazda olan bakteriler kullanilmis ve biyokiitle
miktarinin  stireye gbre degisimi  Goksungur
(2011yde belirtilen metoda goére incelenerek
spesifik Greme hizi hesaplanmistir.

Optik Yogunlugun Belirlenmesi

Hicrelerin optik yogunlugunu kontrol etmek
amactyla fermantasyon sonrasinda 1.5 mL 6rnek
alinarak Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS
spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda optik
yogunluk (O.D.s00nm) degeri Slctilmistur. Optik
yogunluk ile biyokiitle arasinda asagidaki
korelasyon denkliginin belirlenmesi amactyla 600
nm’deki farkll O.D. degerlerine karsilik gelen
biyokiitle miktarlart Sl¢tilmistiir ve biyokutle-
optik yogunluk grafigi cizilmistir. Korelasyon
grafigi kullanilarak asagidaki denklem elde edilmis
(1) ve optik yogunluk degerine karsilik gelen hiicre

konsantrasyonunun hesaplanmasinda
kullantlmustir (Jaapar vd. 2011).
Biyokditle (g/L) =1.3924 * 1
optik yogunluk + 0.1715 O

Laktik Asit Bakterisi Sayimi

Hicre sayisinin belirlenmesi icin fermantasyon
sonunda iretim ortamlarindan aseptik kosullarda
ornek alnarak %0.1°lik peptonlu su kullandarak
seri diliisyonlar elde edilmistir. Seti diliisyonlardan
1 mL alinarak ¢ift tabakali dokme plak yontemine
gore Sour Dough Bacterium (SDB) agara ekim
yapilmistir. Bu yontemde besiyeri iki kat halinde
dokilmustir. Katilasan besiyerinde 30°C’de 48
saat inklbe edilmistir ve sonug koloni olusturan
birim/ml.  (KOB/mL) olarak  verilmistir
(Unliitiirk ve Turantas, 2002).

pH

Orneklerde pH degerleri, pH metre (WTW Series
pH 720) ile belirlenmistir. Cihazin kalibrasyonu
diizenli araliklarla standart pH tampon ¢6zeltileri
ile yapilmistir.

Butin denemeler 2 tekrar, analizler ise 3 paralel
halinde  yapilmis  ve  standart  sapma
hesaplandiginda sonugclarin % 95 giiven aralif
icerisinde kaldig1 belirlenmistir.

SONUC VE TARTISMA

Maya Ekstrakti Konsantrasyonunun L.
sanfranciscensis’in Geligimi Uzerine Etkisi
Laktik asit bakterileri  gelisebilmeleri  i¢in
ntkleotitler, aminoasitler ve vitaminler gibi
kompleks organik maddelere ihtiya¢ duyatlar.
Laktik asit Uretiminde maya ekstrakti bakterilerin
kompleks besin maddeleri ihtiyacini karsilamak

icin en ¢ok kullanilan azot kaynagidir (Géksungur,
1998).

Azot kaynagi olarak secilen maya ektraktinin
optimum  konsantrasyonunun  belitlenmesi
amactyla 8 farkli maya ekstrakti konsatrasyonu
(%0.1, 0.7, 1.3, 1.7, 2.3, 2.7, 2.9, 3.1 (w/v))
fermantasyon ortamina ilave edilmistir. Caligma
sonucunda % 2.3 (w/v) maya ckstrakti iceren
ortamda en yiiksek O.D.goonm) degerine (0.961%
0,007) ulasdmistir (Sekil 1). Sekil 1’de de
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goruldigi gibi en yiiksek optik yogunluk degeri %
2.3 maya ekstraktt kullanddiginda elde edilmesine
ragmen, % 1.7 maya ekstrakti konsantrasyonu ile
de benzer bir optik yogunluk  degeri
(0.886%0.0014) elde edilmistir. Maya ekstrakti iyi
bir azot kaynagi olmasmna ragmen pahali bir
maddedir ve yliksek miktarlarda kullanilmast
maliyeti arttirmaktadir. Bu sebeple maya ekstrakti
miktarinin azaltilmast onerilmektedir
(Aeschlimann ve Von Stockar, 1990). Bu calisma
sonucunda optimum maya ekstraktt miktart %2.3
(w/v) olarak belitlenmesine ragmen, iki optik
yogunluk degerleri arasindaki farkin 6nemli

olmamast (%95 giiven araliginda) sebebiyle
calismanin  devaminda  proses  maliyetini
dustrmek amactyla %1.7 (w/v)

konsantrasyonunda maya ekstrakti kullandmustir.

=
=

=
=

Optik Yogunbuk (00D gro]
Crieal Dimsity (LD, gl
-

o
-

=]

TR R T I L I
Maya Ekstrakny Konssnirasyosn (Yew'v)

Yeast Extract Concentration [Tawig
Sekil 1. Farklt maya ekstrakt: konsantrasyonlarinin
L. sanfranciscensis’in gelisimi Uzerine etkisi (%2
Maltoz, %0.6 Tryptic Soy Broth, pH 5.6).
Figure 1. Effect of different yeast extract concentrations on
growth of L. sanfranciscensis (Maltose 2%, Tryptic Soy
Broth 0.6 %, pH 5.6).

Farkli Azot Kaynaklarinin L.
sanfranciscensis’in Geligimi Uzerine Etkisi

Caligmada  farkli  azot  kaynaklarinin L.
sanfranciscensisin - gelisimi  Uzerine  etkisinin
belirlenmesi amactyla maya ekstrakti, misir 1slatma
suyu, pepton, tripton malt ¢imi kullantlmigtir.
Sekil 2°de farklt azot kaynaklarinin kullanidmast
sonucunda elde edilen hicre sayist verilmistir.
Degisik  azot  kaynaklarinin  kullanildigt
denemelerde, hazirlanan ortamlarin bulaniklig
farkli oldugu icin optik yogunluk ile hiicre gelisimi
Olctlememis, bunun yerine cift tabakali d6kme
plak yontemi ile hiicre sayist belirlenmistir. Elde
edilen veriler degerlendirildiginde, en yiksek
hucre sayist (9.97 log KOB/mL10.246), azot

kaynagi olarak maya ekstrakti kullanddiginda elde
edilmistir. Malt c¢iminin azot kayna@ olarak
kullaniminda ise, ikinci en yitksek hiicre sayisina
(8.99 log KOB/mL*0.242) ulagilmustir. Azot
kaynagi olarak, pepton, tripton, musir 1slatma suyu
kullantlmast sonucunda, hiicre sayisinin maya
ekstraktt ve malt ¢imine kullanimina gére disiik
oldugu belirlenmistir.

1200

o =
= =

Hitsere Saywia (bog RO ml. )

ol Cionst WlogCFL i
[
=

1
-
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Sekil ~ 2.Farkhh  azot  kaynaklarmin L.
sanfranciscensis’in - gelisimi  Uzerine etkisi (%2
Maltoz, %0.6 Tryptic Soy Broth, pH 5.6, 1:

Pepton, 2: Maya ekstrakti, 3: Tripton, 4: Malt ¢imi,
5: Musir 1slatma suyu).

Figure 2. Effect of different nitrogen sources on growth of
L. sanfranciscensis (Maltose 2%, Tryptic Soy Broth 0.6
%, pH 5.6, 1: Peptone, 2: Yeast extract, 3: Tryptone, 4:
Malt sprout, 5: Corn steep liguor).

Maya ekstraktinin yapisinda peptitler ve treme
faktorleri B grubu vitaminler ve
oligoniikleotidler) bulunmaktadir. Bu sebeple
yapisinda Gireme faktorleri icermeyen pepton gibi
azot kaynaklarina gore hiicre gelisimini daha fazla
stimiille etmektedir (Amrane ve Prigent, 1997).
Literatiirde L. sanfranciscensisin  gelisimi  icin
hazirlanan  fermantasyon ortamlarinda malt
¢iminin azot kaynagi olarak kullanimina yénelik
calismaya yazarlarin bilgisi dahilinde
rastlanmamistir. Bu sebeple bu calismanin, bira
tretiminde yan Urln olarak aciga ¢ikan malt
¢ciminin azot kaynagi olarak biyoproseslerde
degerlendirilmesine yOnelik calismalara katki
saglayacagt dustinilmektedir.

Farkli Karbon Kaynaklarinin L.
sanfranciscensis’in Geligimi Uzerine Etkisi
Fermantasyon = ortamunin  farkli  karbon
kaynaklartyla desteklenmesi amaciyla
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fermantasyon ortamina glukoz, fruktoz, laktoz,
sakkaroz, nisasta ve maltoz cklenmistir. En
yiksek O.D.go0nm) degeri (1.112£0.011) maltoz
iceren ortamda elde edilmistir. Maltoz haricinde
glukoz ve sakkarozun da L. sanfranciscensis
tarafindan  kullanilabildigi g6rtlmistiir ancak
maltoza kiyasla daha disiik O.D.00am) degertleri
(0.495+£0.178 ve 0.441£0.005) elde edilmistir.
Fruktoz, laktoz ve nisasta iceren ortamlarda ise
O.D.600nmy degerlerinin - diigik oldugu tespit
edilmistir. (Sekil 3).
12
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Dtk Vegfanhak [0 DuS000m)
Chorical Dy (0.0 S0
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Sekil 3. Farklh karbon kaynaklarmin L.
sanfranciscensis’in - gelisimi  tzerine etkisi (%0.6
Tryptic Soy Broth, maya ekstrakt1 %1.7, pH 6.5,
1: Glukoz, 2: Fruktoz, 3: Laktoz, 4: Sakkaroz, 5:
Nisasta, 6: Maltoz ).

Figure 3. Effect of different carbon sonrces on growth of L.
sanfranciscensis ( Tryptic Soy Broth 0.6 %, yeast extract
1.7%, pH 6.5, 1: Glucose, 2: Fructose, 3: Lactose, 4:
Sucrose, 5: Starch, 6: Maltose ).

Farkli maltoz konsantrasyonlar1 ile yapilan
calismada ise en yiksek O.D.goonm) degeri
(1.025%0.0014) %2 maltoz iceren fermantasyon
ortaminda bulunmugtur. En distik O.D.g00am)
degeri (0.15710.019) ise %10 maltoz igeren
ortamda oldugu belitlenmistir (Sekil 4). Calismada
elde edilen sonuglar literatir ile tutarhlik
gostermektedir.  Yapilan  bazt  ¢alismalarda
(Neubauer vd.,1994; Stolz vd., 1993), maltoz ve
glukoz iceren ortamlarda L. sanfranciscensisin
metabolizmasindaki ~ degisimler incelenmistir.
Lactobacillus tarafindan tretilen maltoz fosforilaz
enzimi ile ortamdaki maltoz kullanilarak glukoz ve
glukoz-1-fosfat tretiminin ATP harcanmadan
gerceklestirildigi  ifade edilmis, dretilen bu
bilesenlerin daha sonra metabolik faaliyetlerde
kullanilmasi amactyla hiicre distna gdnderildigi

belirtilmistir. ~ Calisgmalar  sonucunda, L.
sanfranciscensisin - hicre dist  ortamda  glukoz
konsantrasyonunu artirdigi ve irettigi glukozu,
maltoz olmadig durumlarda karbon kaynag:
olarak kullandigini tespit etmislerdir. Hicre dist
ortamda bulunan glukozun eksi hamur gibi
maltoz igerigi yitksek ortamlarda maltozu
rekabetci mikroorganizmalardan korudugu ve bu
sayede eksi hamurun mikroflorasini etkiledigi
belirtilmistir (Neubauer vd.,1994; Stolz vd., 1993).

Tryptic  Soy  Broth  Miktarinin L.
sanfranciscensis’in Geligimi Uzerine Etkisi

Tryptic  Soy  Broth  konsantrasyonunun
belirlenmesi icin 4 farkli konsantrasyonda (%0.3,
0.6, 0.9, 12 (w/v)). Tryptic Soy Broth

fermantasyon ortamuna ilave edilmistir (Sekil 5).
En ytiksek O.D.o0am) degeri (0.11440.008) %0.6
(w/v) konsantrasyonunda elde edilmis ve bu

miktarin tzerindeki konsantrasyonlarda
O.D.oonm)  degerinin  distigi  belirlenmistir.
Tryptic Soy Broth Ozellikle zor gelisen

mikroorganizmalar i¢in kullanilmaktadir. Kline ve
Sugihara (1971) yaptiklart ¢alismada Trypticase’in
L. sanfranciscensisin  gelisimini  stimile ettigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde bu calismada
kullanilan Tryptic Soy Broth yapisinda bulunan
Tripticase sebebiyle L. sanfranciscensis’in gelisimini
stimiile etmektedir.
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Sekil 4. Maltoz konsantrasyonunun L.

sanfranciscensis’in - gelisimi  tizerine etkisi  (%0.6
Tryptic Soy Broth, maya ekstrakt1 %1.7, pH 6.5).
Figure 4. Effect of different maltose concentrations on
growth of L. sanfranciscensis (Lryptic Soy Broth 0.6 %,
yeast extract 1.7%, pH 6.5).
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Sekil 5. Tryptic Soy Broth konsantrasyonunun L.
sanfranciscensis’in - gelisimi  Uzerine etkisi (%2
Maltoz, maya ekstraktt %1.7, pH 6.5).

Figure 5. Effect of different Tryptic Soy Broth
concentrations on growth of L. sanfranciscensis (Maltose
2%, yeast extract 1.7%, pH 6.5).

Baglangig¢ Ortam pH’sinin L.
sanfranciscensis’in Geligimi Uzerine Etkisi
Baslangic ortam pH’st mikrobiyal mikrobiyal
gelisimi etkileyen Onemli parametrelerdendir
(Messens vd., 2002). Baslangi¢c ortam pH’sinin, L.
sanfranciscensis’in gelisimi tizerine etkisi incelemek
icin farkli baslangic ortam pH’larma sahip
fermantasyon ortamlart (pH: 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5,
6.0, 6.5, 7.0) hazitlanarak 0., 6., 24 ve 48. saatlerde
O.D. (00nm degetleri Olcilmistiir. Bu 6leim
sonuglarina gére en yiksek O.D. goonmy degeri
(1.045%0.015) ortam pH’sinin 6.5, en distk
O.D.oonmy degeri (0.0825£0.002) ise baslangic
ortam pH’sinin 3.5 oldugu kosullarda elde
edilmistir (Sekil 6). Bu ¢alismada optimum pH
degeri 6.5 olarak belitlenmesine  ragmen
literateratirde ~ LAB’lerinin  gelismesi  icin
optimum pH araligmin pH 5.5-6.0 arasinda
oldugu belirtilmistir (Kulp ve Lorenz, 2003; Toit
ve ark., 2011). Kline ve Sugihara (1971) tarafindan
yapian c¢alismada da eksi hamurdan izole edilen
tarklt L. sanfranciscensis suslart icin optimum ortam
pH’sinin 5.6 oldugunu ifade edilmistir. Eksi
hamurun baglangic pH’sinin 5.0-6.2  degerleri
arasinda oldugu bilinmektedir (Vuyst ve Neysens,
2005). Neubauer vd. (1994) c¢avdar
kullanilarak iretilen eksi hamurun baslangic
pH’sinin yaklasik olarak 5.6 oldugunu, bu sebeple
cavdar eksi hamurdan izole edilen
Lactobacillus’larin - yaklagtk pH 5.6 degerinde
gelistigini bildirmislerdir (Neubauer, 1994).
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Sekil  6: Baslangic ortam pH’sinin L.
sanfranciscensis’in - gelisimi  Uzerine  etkisi (%2

Maltoz, %0.6 Tryptic Soy Broth, maya ekstrakt:
%1.7).

Figure 6: Effect of initial medinm pH on the growth of L.
sanfranciscensis (Maltose 2%, Tryptic Soy Broth 0.6 %,
yeast extract 1.7%).

Farkli  baslangitc  pH  degetlerine  sahip
fermantasyon ortamlarinin 48 saat boyunca pH
degerlerinde meydana gelen degisim Sekil 7’de
verilmektedir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde,  baglangic pH’smin 3.5
oldugu ortamda 48 saat boyunca pH degerlerinde
degisim gézlenmemistir ve 48 saat sonunda pH
degeri 3.5 olarak oSlcilmustir. En biyik pH
degisiminin ise baglangic ortam pH’st 7.0 olan
ortamda elde edildigi ve pH degerinin 48 saatte
7.00dan 4.47ye dustigl belirlenmistir. Eksi
hamurun pH’siun fermantasyon sonunda L.
sanfranciscensis tarafindan Uretilen asetik asit ve
laktik asit sebebiyle 4.3’ dustiigi belirtilmistir
(Kulp ve Lorenz, 2003).
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Sekil 7. Fermantasyon siiresince ortam pH’sinin
degisimi (%2 Maltoz, %0.6 Tryptic Soy Broth,
maya ekstraktt %01.7).

Figure 7. Change of medinm pH during fermentation
(Maltose 2%, Tryptic Soy Broth 0.6 %, yeast extract
1.7%).
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L. sanfranciscensis’in Optimum Kosullardaki
Ureme Kinetigi

L. sanfranciscensisin  gelisimine  etki  eden
biyoproses parametreleri i¢in optimum kosullar
belirlendikten sonra optimum kosullarda (Maltoz:
%2 (w/v); basglangic ortam pH’st: 6.5; maya
ekstraktt miktari %1.7 (w/v), Tryptic Soy Broth
:%0.6 (w/v)) Ureme kinetigi belitlenmistir. Sekil
8de belirtilen saat araliklarinda alinan 6rneklerde
O.D.oonmy, biyokitle miktart ve hiicre sayist
belirlenmistir. Sekil 8’de verilen treme kinetigi
verileri incelendiginde, lag faz’in 12 saat stirdigi
ve 12. saatten itibaren O.D.o0nm) degerinde artis
oldugu tespit edilmistir. 12.-30. saat aralifinda ise
bakteri hiicresi logaritmik faza girmistir. 30. saatte
logaritmik tireme evresi son ermis ve 60. saate
kadar  hiicrelerin = duragan  fazda  oldugu
belitlenmistir. En yitksek O.D.go0am) degerine
ulasildigt 48, saatte  O.D.gooam)y  degeri
1.120£0.007, biyokiitle miktar1 ise 1.818%0.002
g/L olarak korelasyon grafigi kullanilarak
belirlenmistir. Fermantasyonun baslangicinda
hucre sayist 5.45x107 KOB/mL olarak belitlenmis
ve 48 saatte 2.16x101° KOB/mL hiicre sayisina
ulagilmustir. L. sanfranciscensis  igin  optimum
kogullarda spesifik treme hizt p=0.0226 sa'
olarak belitlenmistir. Neubauer vd. (1994)
tarafindan yapilan calismada kullamilan susa ve
ortamda bulunan karbon kaynagina gore lag faz
suresinin farkliik g&sterdigi  belirtilmistir. L.
sanfranciscensisin ~ glukoz iceren ortama
adaptasyonu uzun stirmekte ve bu sebeple lag faz
20 saat ile 150 saat arasinda degiskenlik
gostermektedir. Ancak maltoz igeren ortamda lag
faz daha kisa strmektedir. Bunun sebebi ise
maltoz ve glukoz igin farkli transport sistemleri
kullanmasina baglt olarak lag faz siiresinin farkhilik
gostermesidir (Neubauer vd., 1994).

Galisma kapsaminda L. sanfranciscensisin gelisimi
icin  gerekli  biyoproses  parametrelerinin
optimizasyon  gerceklestirilmis ve optimum
kosullarda yiksek miktarda hiicre sayist elde
edilmistir. Literatirde L. sanfranciscensis ile ilgili
calismalarin ~ sayist  oldukea  az  oldugu
gorilmektedir ve Ozellikle son yillarda L.
sanfranciscensis’in gelisimini inceleyen higbir calisma
bulunmamaktadir. Bu calisma sayesinde farkl

azot, karbon kaynaklarinin ve ortam pH’stun L.
sanfranciscensisin ~ gelisimi  Uzerine etkisi
incelenmistir. Bu sayede literatiire katki saglayarak
L. sanfranciscensis’e ait literatirde daha fazla bilgi
olmasina katkt saglanmistir. Deney sonuglarina
gore belirlenen optimum kosullar kullanilarak
hazirlamast kolay ve yitksek miktarda canlt hiicre
sayist elde edilmesini saglayan bir besiyeri
formilasyonu elde edilmistir. Bu calisma, L.
sanfranciscensis’in - gelisimi  i¢in  farkli  ortam
formilasyonlarinin  olusturulmasinda ve bu
bakteri ile yapilacak yeni calismalar icin yol
gosterici 6zellik tasimaktadir.
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Sekil 8: Optimum kosullarda optik yogunluk
degerinin stireye gore degisimi (%2 Maltoz, %00.6
Tryptic Soy Broth, maya ekstrakt1 %1.7, pH 6.5).
Figure 8. Variation of optical density value over time in
optimum conditions (Maltose 2%, Tryptic Soy Broth 0.6
%, yeast extract 1.7%, pH 5.6).

Tesekkiir

Bu calisma "Ege Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi" tarafindan 16-
MUH-115 numarali BAP projesi kapsaminda
desteklenmistir.
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