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OZET

Ekzopolisakkaritler (EPS) de laktik asit bakterilerinin (LAB) fermantasyon sonucu hiicre
disinda olusturduklar1 polisakkarit yapida maddelerdir. EPS’ler prebiyotik 0Ozellik
gosterdikleri gibi gida endiistrisinde jellestirici, emiilsifiye edici, stabilizatdr olarak da
kullanilmaktadirlar. Ayrica EPS’nin saglik {izerine bagisiklik sistemini gelistirici,
kolesterolii diisiiriicii, antiiilser ve antitimdr gibi olumlu etkilerinin oldugu belirtilmistir.
Genel olarak giivenilir kabul edilen (GRAS) ozellikte olmalar1 da ekzopolisakkaritlerin
O6nemini artirmaktadir. Bu ¢alismada, fermente sucuk {iretiminde hakim flora olan laktik
asit bakterilerinden EPS Ureten bakterileri turleri ve Urettikleri EPS miktar1 tespit edilmistir.
Bu amagla Kahramanmarag piyasasindaki kasaplarda tiretilen 10 farkli kasaptan elde edilen
sucuk orneklerinden LAB izole edilmis ve izole edilen laktik asit bakterilerinin {irettikleri
ekzopolisakkarit miktar1 fenol siilfiirik asit yontemi ile belirlenmistir. Daha sonra izole
edilen bakterilerin karakterizasyonu PCR ile yapilmigtir. Sonug olarak 10 farkli kasaptan
temin edilen sucuklarda Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus ve Bacillus subtilis bakterileri tespit edilmistir. Bu sucuklardan izole edilen
toplam 56 susun irettigi EPS miktarinin 20,19 ile 109,10 ppm arasinda degistigi tespit
edilmistir. Kullanilan 6rnekler icerisinde hem en diisiik hem de en yiiksek EPS iireten susun
L. plantarum oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

Exopolysaccharides (EPS) are polysaccharides that synthesized extracellular by lactic acid bacteria as
a result of fermentation. These polysaccharides have prebiotic characteristics, also in food industry
they used as gelling agent, emulsifier, and stabilizer. Furthermore, they have positive effect on health
because of digestive, cholesterol lowering, anti-tumor, anti-ulcer property. Also, they have generally
recognized as safe (GRAS) property, for this reason their importance is rising. In fermented sucuk,
lactic acid bacteria are dominant flora like many fermented products. In this study, lactic acid bacteria
that produced exopolysaccharide in fermented sucuk and amount of exopolysaccharides produced by
LAB which were dominant flora in that product was determined. For this purpose; LAB isolated from
fermented sucuks which were obtained from 10 different butchers that were located in
Kahramanmarag. Phenol-sulphuric acid method was used for determination of amount of produced
EPS. After that; characterization of LAB was made with PCR. As a result; Lactobacillus plantarum,
Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus and Bacillus subtilis strains characterized from
sausages that obtained from 10 different butchers in Kahramanmaras. It was detected that; the amount
of EPS which obtained from 56 strains was between 20.19-109.10 ppm. Also, it was detected that
both of highest and lowest EPS producer strain was L. plantarum.
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GiRisS

Et ve et iiriinleri igerdigi elzem proteinler, yiiksek biyolojik deger ve kendine 6zgili lezzet bilesenlerini nedeniyle
beslenmede &nemli bir yer tutmaktadir (Piirgiiklii 2021). Ulkemizde etin yami sira et iiriinleri de olduk¢a ragbet
gormektedir. Tiiketici tarafindan en ¢ok tercih edilen et iirlinlerinin basinda ise sucuk gelmektedir. Sucugun yiiksek
oranda tercih edilmesi damak tadina uygunlugunun yaninda fermente bir iiriin olmasindan dolay: icerdigi faydali
mikroorganizmalarin fonksiyonel o6zelliklerinden de ileri gelmektedir. Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri
Tebligi’nde (Teblig No:2012/74) fermente sucuk “Biiyiikbas ve kiigiikbag hayvan etlerinin ve yaglarinin kiyilarak
lezzet vericiler ile karistirildiktan sonra dogal veya yapay kiliflara doldurularak belirli kosullarda fermantasyon ve
kurutma islemleri uygulanarak nem orani %40 ve altina diisiiriilmiis, kesit ylizeyi mozaik goriiniimiinde olan 1s1l iglem
uygulanmamis fermente et triiniidiir” seklinde tanimlanmistir (Anonim 2012). Ticari olarak Uretilen sucuklarda
genellikle starter kiiltiir eklenerek iiretim yapilsa da geleneksel yontemde genellikle iiriiniin kendi yapisinda bulunan
mikroorganizmalar aktiflik gostermektedir. Geleneksel yolla iiretilen sucuklar ¢ogu iiriinde oldugu gibi duyusal
Ozellikleri nedeniyle daha ¢ok kabul gormektedir. Kahramanmaras kasaplarinda iretilen et sucuklari Tiirk Patent ve
Marka Kurumu tarafindan “Maras Et Sucugu” olarak 2019°dan baglamak iizere 10 yil siireyle tescillenmistir.

Mikroorganizmalarin varliginin ve fermantasyon kimyasinin 19. yilizyilda kesfedilmesiyle fermente iirinler hayatimiza
girmistir. Fermantasyon teknigi kullanilarak et {iriinleri, siit {irtinleri, tahil {riinleri, alkollii igecekler gibi birgok
fermente Grlin kuresel gapta Uretilmektedir (Akgul 2020). Sucuk da bu drlinlerden biridir. Sucuk fermantasyonunda
aktiflik gosteren mikroorganizma gruplari laktobasiller, stafilokoklar, mikrokoklar, kiif ve mayalardir (Leroy ve ark.
2006). Daha spesifik olarak ise sucuk fermantasyonunda baskin floranin laktik asit bakterileri oldugu (Lactobacillus
plantarum, L. curvatus, L. petosus, L. fermentum, L. brevis, Pediococcus pentosaceus, P. acidilactici, L. agilis, L.
carnis), baskin tiirlerin ise L. sakei ve L. curvatusare tiirleri oldugu bilinmektedir (Evren ve ark. 2011; Erten ve ark.
2014). Bu mikroorganizma gruplar1 sucugun kendine has aromasi, tadi, lezzeti ve tekstiirel 6zelliklerinden sorumludur.

Laktik asit bakterileri, fermantasyon sistemleri, asit {iretimi aside tolerans gibi 6zellikleri ile diger mikroorganizmalarla
guclii bir sekilde miicadele edebilmektedir (Wright ve Axelsson 2019). Bu ozellikleri ile de fermente fiiriinlerin
cogunda fermantasyonu yoneten bakteriler olarak rol almaktadirlar. Bazi gidalarda dogal olarak bulunabildigi gibi bazi
gidalara starter kiiltiir olarak ayrica da eklenebilmektedirler. Laktik asit bakterileri fermantasyon sonucu olusturduklari
son {irlinlerin etkisiyle bulunduklari {iriine bir¢ok olumlu 6zelligin kazandirilmasinda 6ncii olurlar. Ayrica bakteriyosin
sentezi, antibiyotiklere direnclilik, ekzopolisakkarit {iretimi, bakteriyofaj direnglilik, bagisiklik sisteminin
gelistirilmesi, kolesteroliin diizenlenmesi, kansere neden olan maddelerin detoksikasyonu ve probiyotik 6zelliklerinin
olmasi hem saglik agisindan hem de raf 6mrii, mikrobiyel giivenlik, yap1 ve duyusal 6zellikler agisindan olumlu etkiler
saglamaktadirlar (Saglam ve Karahan 2017).

Laktik asit bakterilerinin irettiZi metabolitlerin gida endiistrisi i¢in en Onemli olanlarindan biri de
ekzopolisakkaritlerdir (EPS). Ekzopolisakkaritler fermente gidalarda endiistriyel olarak teknolojik ve saglik acisindan
bir¢ok dneme sahiptir. Son iriiniin kalite 6zelliklerinin artmasint ve yiiksek verimli olmasini saglamalarindan, ¢ok
diistik konsantrasyonlarda kullanildiklarinda bile viskoz ¢6zelti olusturmalarindan ve psddoplastik bir yapiya sahip
olmalarindan dolay1 da 6nemleri artmaktadir. Uygun miktarlarda alindiklarinda konakgiya saglik acisindan 6nemli
faydalar saglayan probiyotiklerden yaklasik olarak 30 Lactobacillus cinsi bakterisinin EPS iirettigi gozlemlenmistir
(Badel, Bernardi ve Michaud 2011). Laktik asit bakterilerinden gelen EPS’nin kivam verici, tekstiir diizenleyici,
prebiyotik olmasi nedeniyle sagliga faydali olmasi, liretiminin kolay maliyeti diisiiriicii etkisi olmasi ve en dnemlisi
‘GRAS’ statiisiinde olmasidir (Wang ve ark. 2014; Yilmaz ve ark. 2014).

Ekzopolisakkaritler yogurt, peynir, kefir, fermente sucuk, fermente Polyporus umbellatus mantar1 gibi iiriinlerin
fermantasyon agamasinda sentezlenmektedirler. Sentezlenen ekzopolisakkaritlerin Urlinlerin kalite 6zellikleri (izerinde
etkisi olup olmadigini tespit edebilmek i¢in tereyagi, kaymak, yogurt, ayran gibi siit {irlinleri basta olmak iizere, kek,
ekmek, sucuk gibi iriinler lizerinde g¢aligmalar yapilmis ve ekzopolisakkarit {ireten suslarin bu irinlerde kalite
Ozellikleri {izerinde olumlu etkileri oldugu tespit edilmistir. Konu ile ilgili yapilmig caligmalar Cizelge 1’de
Ozetlenmistir.
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Cizelge 1. Konu ile ilgili yapimus ¢calismalar.

Uriin

Amag

Sonug

Sucuk
(Dertli ve ark. 2016)

EPS’nin mikrobiyal, tekstirel,
fizikokimyasal ve mikroyapisal
zelliklere etkisi.

Bu calismayla EPS {iretiminin sucugun son
ozellikleri iizerinde Onemli etkileri oldugu
belirlenmistir.

Tereyag1 ve Kaymak
(Tosun 2016)

Tereyag1 ve kaymak tiretiminde EPS
kullaniminin etkisi.

EPS’nin, kaymak ve tereyaginda tekstiir
diizeltici ve aroma artirici dogal bir gida katki
maddesi olarak ticari olanlarinin yerine
kullanilabilecegini tespit etmistir.

Tulum Peyniri
(Ispirli 2016)

Tulum peyniri 6rneklerindeki LAB
trlerini izole ederek tanimlamak.

izole edilen suslar Lactobacillus plantarum, L.
paracasei, L. brevis, Weissella
paramesenteroides, Lactococcus garvieae ve L.
crustorum. EPS iiretim miktariin birbirine
yakin oldugunu belirtmistir.

Dondurma, Ayran,
Sucuk
(Yilmaz ve ark. 2014)

Farkli inkiibasyon kosullarinda
dondurma, ayran ve sucuk tretiminde
EPS iireten suslarin etkisi.

Ayran, dondurma ve sucuk Uretiminde EPS
ireten suslarin kullaniminmin driin 6zelliklerini
olumlu etkiledigini ortaya ¢ikarmiglardir

St ve St Urtinleri
(Pektas 2014)

St ve sut Urtnlerinden izole edilen 163
LAB’ sinin ekzopolisakkarit tiretme
yeteneklerini tespit etmek

Izolatlarin EPS degerlerini 46,65-53,17 ppm
arasinda bulmustur

Lab Suslari
(Midik 2011)

Suslarin, farkli fermantasyon
kosullarinda [pH (5.0, 6.0, 7.0), sicaklik
(20°, 30°, 37°C), inkibasyon slresi (48,
120, 192 saat) gelistirilmelerinin EPS
iiretim miktarlarina etkisini incelemek.

EPS iretimi i¢in en uygun degerlerin pH igin
6.0, sicaklik igin 30° C oldugunu belirtmistir.
Fakat en yiiksek EPS dretimi icin inkibasyon
stiresinin suslara gore farklilik gosterdigini tespit
etmistir.

Bu ¢alismada Kahramanmaras piyasasinda iiretilen sucuklardaki laktik asit bakterilerinin ydresel farkliliklardan dolay1
ekzopolisakkarit tiretim miktarinda bir farklilik olup olmadigi ve bu laktik asit bakterilerinin sucukta ekzopolisakkarit
iiretim yeteneklerinin aragtiritlmasi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada 2019 yili yaz aylarinda Kahramanmaras piyasasinda bulunan 10 farkli kasaptan temin edilen Maras et
sucugu kullanilmustir.

LAB’nin izolasyonu

Laboratuvara getirilen sucuk drneklerinden Sg tartilarak 45g fizyolojik tuzlu su igerisinde iyice ezildikten sonra sivi
kismindan 1mL almarak fizyolojik tuzlu su ile hazirlanmis olan diliisyon sivisiyla 10%ya kadar seyreltilmistir.
Hazirlanan diliisyonlardan laktik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in MRS ve MI17 agar ve broth besiyerleri
kullanilmgtir. Once hazirlanan diliisyonlardan agara yayma yontemi ile ekim yapilmis ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra olugan koloniler brotha alinarak zenginlestirme yapilmistir. Zenginlestirilen koloniler vortex
ile iyice karigtirildiktan sonra tek koloniye diigiirmek i¢in agara ¢izme yontemiyle ekim yapilarak aymi sartlarda
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda olusan koloniler brotha alinarak zenginlestirme yapilmistir. Son
olarak zenginlestirilen koloniler yatik olarak hazirlanan agara alinarak aymi sartlarda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucunda elde edilen saf kolonilerin EPS tayinleri yapilmistir (Sengiil 2001).

EPS tayini

Elde edilen saf koloniler MRS ve M17 broth ortaminda 37+1°C’de 24 saat inkiibe edilerek iki kez ard arda
aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen 6rneklerden 1 ml ependorf tiiplerine aktarilarak, 100°C’de 10-15 dk bekletildikten
sonra oda sicakligina gelinceye kadar sogutulmus ve 1 ml 6rnek {izerine %85°lik Trikloroasetik asit (TCA)’dan %0.17
oraninda ilave edilerek, 12000 rpm’de 25 dk santrifiij edilmistir. Slipernatant kismindan 0.5 ml alinarak diger bir
ependorf tiipiine konulmus iizerine esit hacimde etanol ilave edilmis, 12000 rpm’de 25 dk santrifiij edilmistir.
Siipernatant dokiilerek tekrar 0.5 mL etanol ilave edilmis ve ikinci etanol presipitasyonu igin 12000 rpm’de 25 dk
santrifiij yapilmistir. Pelletler 1 ml steril saf suda ¢oziildiikten sonra fenol siilfiirik asit metodu uygulanmistir (Torino
ve ark. 2001). Orneklerin iizerine nce 0,5 ml fenol ve daha sonra hizli bir sekilde 5 ml H,SOy ilave edilmis, 10 dakika
oda sicakliginda bekletildikten sonra vorteks ile iyice galkalanarak, 25-30°C’de 10-20 dakika bekletilmistir. Siire
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bitiminden sonra orneklerin OD degerleri 490 nm dalga boyunda iki paralelli olarak dl¢iilmiis ve absorbans degerleri
elde edilmigtir. EPS iiretim miktarlarini belirlemek i¢in 0-100 ppm arasinda degisen oranlarda glikoz kullanilarak fenol
stilfiirik asit metodu uygulanmis ve standart glikoz egrisi ¢ikarilmistir. Ardindan elde edilen absorbans degerleri elde
edilen kalibrasyon grafiginde yerine yazilarak 6rnekte bulunan EPS miktar1 ppm cinsinden belirlenmistir.

PCR ile tammlama yapilmasi

Bakteri 6rneklerinden DNA izolasyonu Luang In ve Deeseenthum’a gore yapilmistir (Luang In ve Deeseenthum 2016).
Izole edilen DNA’larin agaroz jel elektroforezi Devrim ve arkadaslarmin (2007) yontemine gore yapilmustir.
Calismada kullanilan 25 bakteri 6rnegi icin DNA Sekans Analizi uygulanarak niikleotid dizilimi ¢ikarilmigtir. Bu PCR
sonrasinda Manjula ve arkadaslarinin yontemi ile sefadex priifikasyonu yapilmistir (Manjula ve ark. 2011). Elde edilen
DNA nukletidlerinin NCBI Niikleotid BLAST ile tanimlamasi yapilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
izole Edilen Suslardan Elde Edilen Toplam EPS

Calismada Izole edilen toplam 56 susun EPS iiretim miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen degerler Cizelge 2.’de
gosterilmistir. Cizelgedeki harfler farkli kasaplari, sayilar ise suslarin elde edildikleri diliisyon oranini ifade etmektedir.

Cizelge 2. Elde edilen izolatlatin EPS iiretim miktart

No Ornek EPS miktar1 (ppm) No Ornek EPS m(l;(;x)l
1 A4l 28.27 29 C5 33.97
2 A42 44.36 30 C61 38.01
3 A43 43.40 31 C62 85.90
4 Ad4 31.47 32 C63 36.15
5 A45 45.00 33 Co4 45.64
6 A51 38.90 34 C66 44.49
7 A52 34.55 35 D4 43.66
8 B41 45.96 36 EG65 48.78
9 B42 63.01 37 F61 47.12
10 B43 36.86 38 F62 50.32
11 B44 42.56 39 G5 38.65
12 B45 109.10 40 HA41 34.74
13 B51 34.23 41 HA42 43.46
14 B52 35.06 42 HA43 54.29
15 B53 54.81 43 H51 52.95
16 B54 73.40 44 H52 32.69
17 B55 20.19 45 H53 24.42
18 B56 91.09 46 H61 33.08
19 B57 74.81 47 H62 30.00
20 B58 30.00 48 194 30.13
21 B59 40.26 49 195 25.04
22 B61 80.13 50 16 29.10
23 B62 36.60 51 J4 30.58
24 B63 43.53 52 J51 30.06
25 B64 70.26 53 J52 43.08
26 B65 58.08 54 J53 20.26
27 B66 52.24 55 J61 22.24
28 C4 51.09 56 J62 24.10

Degerler incelendiginde suslarin iirettigi EPS miktariin 20.19 ile 109.10 ppm arasinda degistigi goriilmektedir.
Literatiirde geleneksel yontemlerle iiretilmis sucuklarda EPS miktart ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamustir. Fakat EPS
iireten suslar eklenerek iiretilen sucuklarda EPS’in etkisinin arastirildigi bir ¢calismada elde edilen EPS miktar1 4.68
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ppm ile 15.97 ppm arasinda degismektedir (Yilmaz ve ark. 2014). Bu degerlere bakilarak geleneksel yontemlerle
iiretilen sucuklarda EPS iiretim miktarinin, EPS iireten sus eklenerek iiretilen sucuklardaki EPS iiretim miktarindan
yiiksek oldugu gorilmektedir. Ayrica EPS’in sucugun ozellikleri tizerine etkisinin de arastirildigi bu ¢alismada sucuk
iiretiminde EPS iireten sus kullanilmasinin sucuklarin sertlik, gamsilik ve ¢ignenebilirlik degerlerini dnemli derecede
artirdigt belirtilmektedir. Buradan ¢alismamizda kullanilan sucuklarin EPS {iretiminin daha yiiksek olmasindan dolay1
belirtilen 6zelliklerinin de daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir.

Demir ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismada LAB’in yogurttaki EPS iiretim miktarlar1 5.89 ile 134.60 ppm arasinda
tespit etmislerdir. Zannini ve ark. (2016) ise ¢alismalarinda yogurtta LAB’ler tarafindan {iretilen EPS miktarinin 45-

350 ppm arasinda degistigi tespit etmislerdir. Feldmane ve ark. (2013) ise ii¢ farkli ticari EPS dreticisi kiiltiir
kullandiklari ¢aligmalarinda ise EPS miktarini yogurtta 144.08 ile 440.81 ppm arasinda degistigini rapor etmiglerdir.

Bu degerler géz oniinde bulunduruldugunda gelencksel yontemlerle iiretilen sucuklarda elde edilen EPS miktarinin
EPS {iretiminin olduk¢a dnemli oldugu yogurtta iiretilen EPS miktarina yakin degerlere sahip oldugu goriillmektedir.
Ayrica yogurtta EPS iireten sug ilavesi ile EPS {iretim miktarinin arttigi goriiliirken, sucukta bu durumun tersi
goriilmektedir. Bu farklilik geleneksel yontemlerle iiretilen sucuklarin fermantasyon sartlarinin EPS iiretimine daha
elverisli oldugu diislincesini ortaya ¢ikarmaktadir.

Bir¢ok calismada LAB tiirlerinden farkli miktarlarda EPS iiretilmis ve bugiine kadar tespit edilen EPS iiretim
miktarlar1 59-636 ppm arasinda degismistir (Pham ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2016; Bai ve ark. 2016; Wang ve ark.
2017; Kim ve ark. 2017; Behera ve ark. 2018). Bu degerler elde ettigimiz degerlerle uyum gostermekle birlikte
calismamizda bu smirlardan daha diigiik miktarlarda EPS tretimi oldugu da goze carpmaktadir. Fakat yapilan
caligmalarda {iretilen ekzopolisakkaritlerin olduk¢a diisiik konsantrasyonlarda olsalar dahi yapiy1 gelistirici etki
gosterdikleri belirlendiginden diisiik konsantrasyonlarin da 6nem arz ettigi goriilmektedir (Soyugok ve ark. 2016).

Kilig ve Donmez, (2019) yaptiklar ¢alismada; gelistirdikleri bakterinin en diisiik sicaklikta (20°C), 189.8 ppm EPS
tirettigini belirlemislerdir. Sicakligi arttirdiklarinda ise mikroorganizma tarafindan olusturulan polimerin azaldigini
tespit etmislerdir. Sicaklik 30°C oldugunda ise iiretilen EPS bir miktar daha azalarak 186.7 ppm oldugunu
bulmuslardir. Ortamin sicakligi daha da arttirildiginda (40°C) bakterinin iirettigi EPS miktarini, 142.2 ppm olarak
tespit etmislerdir. Bu c¢alismaya bakilarak calismamizda tretilen EPS miktarmin diger caligmalarla sinir olarak
oOrtiismesini fakat alt sinira yakin degerler bulmamizi mikroorganizmalar1 37°C’de gelistirmemizden veya ¢alismalarin
ve sucuklarin tiretiminin yaz aylarinda yani nispeten yiiksek sicaklikta yapilmasina baglayabiliriz.

Tusar (2021) yaptigt ¢alismada farkli besiyerlerinde, farkli karbon kaynaklari (fruktoz, galaktoz, glikoz, ksiloz, laktoz,
maltoz, siikkroz) ve farkli oranlarda maya 6ziitii (%0.05, %0.1, %0.15 ve %0.2) kullanarak gesitli bakterilerin EPS
iretimini gézlemlemistir. Buna gore B. licheniformis 2CS bakterisi i¢in elde edilen en iyi sonu¢ %0.2- siikroz 121
mg/mL, B. zhangzhounesis 2CA bakterisi igin en iyi sonu¢ %0.15-sikroz 45 mg/mL, B. licheniformis 2CS bakterisi
icin elde edilen en iyi sonuglar %0.15- sikroz 12.1 mg/mL, %0.15- fruktoz 12.1 mg/mL, B. licheniformis 3CA2
bakterisi icin en iyi sonug %0.15- siikroz 32.4 mg/mL EPS tespit edilmistir.

Sonug olarak literatiirde rastlanan deger araliklar1 ¢alismamizla ortiismektedir ve bu da Maras et sucuklarinda bulunan
LAB suslarinin EPS iiretim yetenegine sahip oldugunu kanitlamaktadir. Bu bilgi gelecekte geleneksel sucuklarin kalite
kriterlerinin optimize edilmesi iizerine yapilacak ¢alismalarda kullanilabilir.

EPS Ureten Suslarin Tanimlanmasi

LAB’nin endiistrideki kullanimlar1 disiiniildiigiinde, arastirmalarin en 6nemli kisminin kullanilabilecek olan LAB
suslarmin se¢imi oldugu goriilmektedir. Bu sebeple, herhangi bir susun spesifik ve belirgin olarak ayrimini saglayan
giivenilir yontemlerin uygulanmasi ¢ok 6nemlidir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011). Bu ¢alismada da izole edilen
LAB’nin 25 tanesinin tanimlamalari bu yontemlerden biri olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile yapilmustir.
Burada tanimlamasi yapilacak suslar hem yiiksek miktarda EPS iireten suslardan hem de diisiik miktarda EPS Ureten
suslardan secilmis ve her ornekten en az bir susun tanimlanmasina dikkat edilmistir. Burada amag¢ EPS iireten sus
cesitliligini gérmek ve her numunede ortak olan bir sus olup olmadigini belirlemektir. Bu amagla PCR fiiriinler agaroz
jelde yuratulerek elektroforez islemi yapilmistir.
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Cizelge 3. PCR tamimlama sonucu ve EPS iiretim miktarlar

No izolat Tammlama Sonucu Dogruluk EPS Miktar:

Kodu Yizdesi (ppm)
1 A42 Bacillus subtilis 98% 44.36
2 Ad4 Lactobacillus plantarum 98% 31.47
3 A52 L. plantarum 96% 34.55
4 B45 L. plantarum 97% 109.1
5 B55 L. plantarum 96% 20.19
6 B56 Tanimlanamadi 91.09
7 B63 L. plantarum 97% 43.53
8 B64 B. subtilis 97% 70.26
9 B66 L. plantarum 97% 52.24
10 C4 Pediococcus acidilactici 99% 51.09
11 C62 P. acidilactici 96% 85.90
12 C63 Tanimlanamadi 36.15
13 E65 L. plantarum 96% 48.78
14 F62 P. acidilactici 97% 50.32
15 Gb L. plantarum 87% 38.65
16 D4 Tanimlanamadi 43.33
17 H43 B. subtilis 97% 54.29
18 H52 P. pentosaceus 97% 32.69
19 H53 L. plantarum 97% 24.42
20 H62 L. plantarum 90% 30.00
21 14 L. plantarum 97% 30.13
22 15 L. plantarum 97% 25.04
23 J51 L. plantarum 98% 30.06
24 J53 L. plantarum 98% 20.26
25 J61 L. plantarum 97% 22.24

Elde edilen sonuglara bakildiginda tanimlanan 25 tiiriin 15 tanesinin L. plantarum (Toplam 560.66 ppm EPS), 3
tanesinin P. acidilactici (Toplam 187.31 ppm EPS), 3 tanesinin B.subtilis (Toplam 168.91 ppm EPS), 1 tanesinin ise P.
pentosaceus (Toplam 32.69 ppm EPS) oldugu tespit edilmistir. 3 tane sus ise tanimlanamamustir.

Bilindigi gibi et endiistrisinde starter kiiltiir olarak Laktik asit bakterilerinden L. plantarum, P. acidilactici, L. curvatus,
L. pentosus, L. sakei, P. pentosaceus suslar1 kullanilmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan sucuklar geleneksel yontemlerle
iiretildiginden fermantasyonun gergeklesmesinde herhangi bir starter kiiltiir eklemesi yapilmadan etin kendi
florasindaki suglar hakim flora olmaktadir. Elde ettigimiz sonuglar incelendiginde 7 6rnekte L. plantarum susu baskin
sus olarak goriiliirken, 3 6rnekte P. acidilactici susu baskin olarak goriilmektedir. Bu sonuglara gore geleneksel yollarla
tiretilen sucuklarda starter kiiltiir gorevi goren suslarin daha ¢ok L. plantarum ve P. acidilactici oldugu sdylenebilir. Bu
starter kiiltiirlerin laktik asit iireterek wriin giivenligini saglamalarinin yaninda tat ve aroma basta olmak iizere iiriiniin
duyusal 6zelliklerinin gelismesinde de 6nemli bir rolii vardir. Bu nedenle pek ¢ok iilkede starter kiiltiir liretiminde
geleneksel iiriinlerden izole edilen ve tanimlanan suslar kullanilmakta ve halen de bu yondeki arastirmalara devam
edilmektedir (Kamiloglu 2016). Calismamizda geleneksel sucuklardan izole edilip tanimlanan suslar da bu yodnde
yapilacak arastirmalara katki saglayabilir.

Fermente et iirlinlerinde, laktobasiller i¢erisinde giivenilirligi, farkli sekerleri kullanabilme yetenekleri, ¢esitli ortamlara
kolay adapte olabilmesi, sahip oldugu prebiyotik 6zellik ve ayrica EPS iiretme yeteneklerinden dolay: L. plantarum
tiri 6n plana gikmaktadir (de Vries ve ark. 2006). Sonuglarda da gorildiigii gibi en yiiksek EPS Uretimi yapan B45
koduna sahip susun tanimlanmasi sonucu L. plantarum tiiriine ait oldugu belirlenmistir. L. plantarum suslarinin {irettigi
ortalama EPS miktarinin kasaplara gore degisimi farklilik gostermektedir. Bu bilgiler 1s18inda geleneksel sucuklarin
iretiminde belli bir prosediir izlenmediginden fermantasyon sartlarinin degiskenlik gosterdigi gbéz Oniinde
bulundurularak ayni susun farkli fermantasyon sartlarinda iirettigi EPS miktarimin dikkate deger oranda degiskenlik
gosterdigi sonucuna ulagilabilir.
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Sekil 1. L. plantarum susunun farkli kasaplardan elde edilen sucuklardaki ortalama EPS iiretimi (ppm)

Uzerinde calisilan tiim sucuklardan izole edilip tanimlamasi yapilan L. plantarum suslarinin EPS iiretimlerine
bakildiginda ise miktarm 20.19 ppm ile 109.10 ppm arasinda degistigi goriilmektedir. Literatirde L. plantarum
susunun {rettigi EPS miktarlarina bakildiginda; Zehir, (2017), tarhanadan izole ettigi L. plantarum suslarinin EPS
iiretim miktarlarinin 521-1166 ppm aralifinda degistigini tespit etmistir. Yilmaz, (2018) ise yaptig1 calismada yine
tarhanadan izole edilen L. plantarum suslarinin biyoreaktor ortaminda iirettigi EPS miktarinin 178 ppm ile 377 ppm
araliginda degistigini tespit etmistir. Geleneksel peynirlerden izole edilen suslarin EPS iiretim veriminin arastirildigi
bagka bir calismada ise EPS {iretimi en yiiksek susun L. plantarum, en disiik susun ise Enterecoccus cinsine ait oldugu
bulunmustur. Burada EPS iiretim miktarinin ise 57.67 ppm ile 337.19 ppm arasinda degistigi tespit edilmistir (Ugurlu
2017). Farkli bir ¢aligmada ise eksi hamurdan izole edilen L. plantarum (40 adet) tiirinlin ekzopolisakkarit dretim
miktarlar1 tespit edilmis ve EPS iiretim miktarinin 75.973 ppm ile 411.575 ppm arasinda degistigi tespit edilmistir
(Kara 2017). Ahi, (2011) caligmasinda L. plantarum susunun 110 ppm EPS {irettigini tespit etmistir. Bu ¢aligmalar elde
ettigimiz sonuglarla kiyaslandiginda geleneksel peynir ve eksi hamurda L. plantarum tarafindan iretilen EPS
miktarinin Ortiigtiigli, tarhanada ise elde edilen minimum EPS miktarindan dahi diisik EPS elde ettigimiz

goriilmektedir. Bu durum ayn1 susun farkli gidalarda farkli EPS iiretim kabiliyetine sahip oldugunu gostermektedir.

Bununla birlikte bu ¢alisma literatiirle uyum gosterdiginden L. plantarum susunun EPS iiretim kabiliyetinin ylksek
oldugunu destekleyen bir ¢aligma olmustur.

L. plantarum susundan sonra en yiiksek EPS fiiretimini goésteren susun ise P. acidilactici oldugu ve ftrettigi EPS
miktarinin 50.32 ppm ile 85.90 ppm arasinda degistigi goriilmistiir. Literatirde laktik asit bakterilerinin EPS
tretimlerinin arastirildig bir caligmada P. acidilactici susunun 155.15 ppm tiretim gosterdigi goriilmistiir (Ahi 2011).
Bagska bir ¢alismada ise ayn1 susun 203.29+1.65 ppm EPS iirettigi tespit edilmistir (Akepaer 2015). Literatiir ile ¢ok
yakin bir uyum gostermese de bu susun ¢aligmamizdaki 2 farkli sucukta izole edilen tek LAB oldugu ve sucuktaki EPS

iiretim kabiliyetinin yiiksek oldugu goriilmektedir.

Izole edilen bir diger sus olan P. pentosaceus susunun ise 179.55 ppm ile 241.00 arasinda EPS iiretimi gosterdigi
belirlenmistir (Ahi 2011; Akepaer 2015). Sucuktaki EPS {iretim miktar1 ise 32.69 ppm olarak bulunmustur. Bu sugun
hem sucuk iiretiminde starter kiiltlir olarak kullanilmasindan hem de tek susun irettigi EPS miktarinin iyi derecede
olmasindan tanimlamasi yapilmayan diger 56 sus igerisinde de yer alabilecegi diistiniilmektedir.

B. subtilis’in giiniimiizde endiistriyel uygulamalarda siklikla kullanilmakta olan bir sug olmasinin yani sira koruyucu ve
prebiyotik ozellikleri de bulunmaktadir (Rasmussen ve ark. 2009). Fan ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada; balik
bagirsagindan izole ettikleri B. subtilis susunun patojenlerin gelisimini inhibe etti§i ve yapay bagirsak ortamlart
icindeki olumsuz kosullara direngli oldugunu saptamislardir (Gao ve ark. 2011). Bilinen 100 Bacillus spp. arasinda
patojen olmayan suslardan olan B. subtilis’in prebiyotik olarak insan tiiketimi i¢in uygun oldugu belirtilmistir (Urdaci
ve ark. 2004; Nithya ve Halami 2013). Baz1 arastirmacilar Bacillus tiirleri tarafindan oldukga viskoz ve Ustiin
pseudoplastik 6zelliklere sahip EPS’lerin iiretildigini tespit etmiglerdir. Arastirmacilar yaptiklar1 bir ¢aligmada, sudan
izole edilen Bacillus susunun (B3-15) ortamda %0.6 glikoz varliginda 165 ppm EPS {irettigini bildirmiglerdir (Kusakl
2011). Bu ¢aligmada da sucuk 6rneklerinin 3 tanesinde B. subtilis susu tanimlanmig ve EPS iiretimlerinin 44,36 ppm ile
70,26 ppm arasinda degistigi tespit edilmistir. Literatiirle kiyaslandiginda diisiik bir konsantrasyon gibi goriinse de
sucuk orneklerinde elde edilen yiiksek konsantrasyonlardan birine sahip oldugu goze ¢arpmaktadir. Bu bilgiler 1s18inda
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B. subtilis’in sucukta kullaniminin faydali olacagi ve bu yizden iirettigi EPS miktarimin da kayda deger oldugu
distiniilmektedir.

SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, sucuk yapilirken kullanilan etin dogal florasina ait olan LAB izole edilmis, bir kismi tanimlanmis ve bu
bakterilerin ¢esitliligi ve EPS {iretim kabiliyetleri belirlenmistir. Yapilan calisma sonucunda en yiiksek EPS {iretimine
sahip olan bakterinin B numunesinden alinan L. plantarum tiiriine ait oldugu tespit edilmis ve genel EPS Uretiminin
literatiirdeki diger gidalarla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica toplamda 4 farkl: tiir tespit edilmis ve en fazla
sus ¢esidi H kasabindan elde edilen sucukta (3 tiir) gozlemlenmistir. Burada farkli farkli olarak B. subtilis susu goze
carpmaktadir, sucuk tiretiminde 6zellikle kullanilan bir sus olmamasina ragmen dikkate deger oranda EPS {ireten ve
koruyucu, prebiyotik gibi farkli 6zellikleri de olan bu susun et {irlinlerinde kullanimi {izerine arastirmalar yapilabilir.
Calismamizda geleneksel yontemlerle iiretilen sucuklardaki LAB’lerin dikkate deger oranda EPS {irettigi gorilmistiir.
Bu calisma gelecekte EPS iiretiminin sucuktaki etkilerini belirlemek {izerine veya geleneksel yontemlerle iiretilen
sucuklarin kalite &zelliklerinin optimizasyonu iizerine yapilabilecek caligmalara 1sik tutacak niteliktedir. Ayrica
aragtirmalar igerisinde her susun iiriine farkli 6zellikler kattig1 ve farkli islevlerde kullanilabilecek EPS iiretebildikleri
fark edilmistir. Buna bagl olarak ¢alismamizda izole edilen suslarin trettikleri EPS tiirleri ve bunlarin sucugun ve
diger et {rlinlerinin kaliteleri iizerine etkileri arastirilabilir ya da calismamizda kullanilan bazi sucuklarda sus
cesitliliginin fazla olmasi etkileyen faktdrler iizerine de ¢alismalar yapilabilir. Tim bu sebeplerle sonu¢ kisminda
Onerilen c¢aligmalarin yapilmasmin EPS kullanimi {izerine yeni uygulamalarin ortaya c¢ikmasini saglayacagi
diisiiniilmektedir.

TESEKKUR

Bu calisma, KSU Arastirma Projeleri Yonetim Birimince 2019/4-9 YLS no’lu yiiksek lisans projesi olarak
desteklenmistir.

ETiK BEYAN

“Maras Et Sucugunda Ekzopolisakkarit Ureten Mikroorganizmalarin Tespiti” bashkli ¢aligmamin yazim siirecinde
bilimsel kurallara, etik ve alint1 kurallarina uyulmus; toplanan veriler {izerinde herhangi bir tahrifat yapilmamis ve bu
calisma herhangi bagka bir akademik yayin ortamina degerlendirme icin gdnderilmemistir. Bu aragtirma dokiiman
analizi ve betimsel incelemeye dayali olarak yapildigindan etik kurul karar1 zorunlulugu bulunmamaktadir.
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