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Yogurt, peynir gibi fermente siit iriinlerinin Kalitesini arttirmak 6nemli bir ¢alisma
alanidir. Bu c¢alismada daha once hi¢ denenmemis olan yumurta kabugunun, yogurt
starteri olan Laktik asit bakterilerinin (S. thermophilus ATTC 14425 ve Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus ATTC 11842) ekzopolisakkarit {iretimlerine ve olusturduklari yogurdun
kalitesi tizerine etkisi ¢alisilmistir. Denemelerde ¢esitli miktarlarda (0.25, 0.5, 1.0, 2.0
% wi/v) yumurta kabugu tozu kullanilmis ve her iki bakteri grubunun eps tiretiminin %
1.0’lik yumurta kabugu konsantrasyonunda daha iyi oldugu tespit edilmistir. % 1.0’1lik
yumurta kabugu konsantrasyonu kullanilarak yogurt {iretimi ve iiriin kalitesi {izerine
etkisi arastirilmigtir. Kontrol grup olarak yumurta kabugunun kullanilmadigi yogurt ve
ticari kalsiyum karbonat kullanilarak iiretilen yogurtlar da iiretilmistir. Ug farkli sekilde
hazirlanan yogurt drnekleri arasindaki kiyaslamalar icin 21 giin siireyle yogurtlarin
mikrobiyolojik, fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerine bakilmistir. Elde edilen veriler
1s18inda yumurta kabugunun kullanildigi yogurtlarin normal yogurt ornekleriyle
kiyaslandiginda koku ve tat acisindan farkli olmadiklari, hatta 21 giinliik siirede normal
yogurtlarda goriilen olumsuz duyusal degismelerin bu yogurtlarda gerg¢eklesmedigi
tespit edilmistir. Yumurta kabugu katilarak hazirlanan bu yogurtlarda pH’nin fazla
diismedigi, viskozite agisindan daha iyi oldugu ve mikrobiyolojik kalitesinin azalmadigi
belirlenmistir. Elde edilen bulgulardan yumurta kabugunun bakterilerin eps iiretimini ve

yogurt kalitesini artirdig1 istatistik olarak da gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Laktik asit bakterileri, Ekzopolisakkarit, yogurt, yumurta kabugu, starter kiiltiir
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The improvement of the quality of diary products such as yoghurt, cheese is an
important field of study. In this research, the effect of egg shell powder on yoghurt
quality and the production of exopolisaccaharide of lactic acid bacteria (S. thermophilus
ATTC 14425 and Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ATTC 11842) which are yoghurt’s
starters have been studied. Various concentrations of egg shell powder (0.25, 0.5, 1.0,
2.0 % wi/v) have been used. The best concentration was found as 1.0% for both bacteria
and this concentration was choosen for the production yoghurt. Three different type
yoghurt samples were prepared in order to compare their quality. Two of the control
yoghurt samples (normal yogurt without egg shell and commercial calcium carbonated
yogurt) were compared with yogurt containing egg shell. The rheological, sensorial and
microbiological properties of yogurt samples have been also examined for the period of
21 days. When the yoghurt samples containing egg shell powder were compared with
normal yoghurt (without egg shell), no difference in the smell or taste was observed.
Moreover negative sensorial changes which are normally observed in normal yoghurt
were not detected in the yogurt samples containing egg shell powder. From these results
we concluded that, the pH, viscocity and yogurt’s microbiological quality were much
better compared to the control yogurt samples. These results were also supported by our

statistical studies.
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BOLUM I

GIRIS

Yogurt ve peynir gibi siit {irlinlerinin tiiketimi antik ¢aglara kadar uzanmaktadir. Siit
iiriinlerinin liretimi baglangigta ¢ig siite bulasan, siit kaplarinda kalan ya da siitiin dogal
florasini olusturan bakterilerin fermentasyonu sonucunda olugmustur. Daha sonralar1 19.
yiizyildan itibaren mikroorganizmalarin kesfi ve mikrobiyoloji bilimindeki ilerlemeler
sayesinde fermente siit iiriinlerinin olusumundan sorumlu bakteriler tespit edilerek ticari

olarak tiretimlerde kullanilan starter kiiltiirler elde edilmistir [1, 2, 3].

Starter kiiltlirleri olusturan laktik asit lireten bakteriler endiistriyel olarak fermente siit
tirtinlerinin iretiminde kullanilmakta ve fermente siit tirtinlerinin kalitesi gelistirilmeye
calisilmaktadir. Dolayisiyla endiistriyel olarak siit iiriinlerinin iiretiminin artmas,
pazarlama ve rekabet edebilme basarisinin artigini gerektirmis, ayrica miisterilerde
geleneksel yontemlerle iretilen diriinlerdeki kaliteyi yakalayabilme beklentisini de

beraberinde getirmistir.

Miisteri beklentileri dendiginde, ilk akla gelen 6zellik iriiniin duyusal &zellikleridir.
Duyusal 6zellikler siitiin bilesimiyle ve siite uygulanan teknolojik iglemler (1s1l islem
v.b.), fermentasyon sicakligi, kullanilan kiiltiir, inkiibasyon ve depolama sicakligi gibi
pek ¢ok faktoriin etkisi ile sekillenir. Bunlarin igerisinde iiriine karakteristik 6zelliklerini
kazandiran en Onemli unsur kullanilan starter kiiltiirlerdir. Endistriyel tretimde
tirtinlerin duyusal 6zellikleri ile birlikte kar saglanmasi da 6nemli bir husus oldugu i¢in,

kullanilan kiiltiiriin karakteristikleri biiyiik 6l¢iide 6nem kazanmustir.

Yogurt ve ayran iretiminde kullanilan temel laktik asit bakterileri Streptococcus
thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus bakterileridir. Bu bakterilerin
farkli suslarindan hazirlanan kiiltiir kombinasyonlart siit tiriinlerinin yapisal ve duyusal
ozelliklerinde oldukga etkilidir. Uriin kalitesini artirmak amaciyla Laktik asit bakterileri

iizerinde cesitli caligmalar yapilmaktadir.



Bunlar igerisinde ekzopolisakkarit (EPS) iiretim yetenegi ve bu yetenegin artirilmasina
yonelik ¢ok c¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise, kalsiyum igerigi
yiiksek, dogal bir {iriin ve ayn1 zamanda atik madde olarak goriilen yumurta kabugunun
yogurt starteri olan bakterilerin EPS iiretim yetenegi tizerindeki etkisi ve fermente siit

iirlinii olan yogurdun kalitesini degistirip degistirmedigi arastirilmistir.



BOLUM 11

FERMENTE SUT URUNLERININ YAPISAL OZELLIiKLERi UZERINE
ETKIiLi FAKTORLER

Yogurt, tereyagi, peynir gibi siit lirtinlerinin kendine 6zgii yapilari ile begenilen tat ve
aromalariin olugsmalarii saglamak amaciyla kullanilan, istenen 6zelliklere sahip saf
mikroorganizma Kkiiltiirlerine saf kiiltiir veya starter kiiltiir denilmektedir [1]. Ornegin,
yogurt iretiminde en oOnemli basamak, laktozun laktik asit bakterileri tarafindan
fermente edilerek laktik aside doniistiiriilmesidir. Laktik asit tiretimine paralel bir dizi
biyokimyasal tepkimenin sonucunda yogurdun kendine has tekstir ve aromasi
olusmaktadir [4].

Cig siite uygulanan fiziksel islemler, siitin kimyasal kompozisyonu, fermantasyon
kosullari, kullamlan starter kiltiirlerin  tipi gibi  faktérler yogurdun fiziksel,
kimyasal ve duyusal karakterlerinin olusumunu etkilemektedir [5]. Fermente siit
iriinlerinin yapisina etki eden faktorler; siitiin kuru madde orani, Siitiin mikrobiyolojik
kalitesi, 1s1l islem sicakligi, inhibitor ya da koruyucu madde varligi, kiiltiirde kullanilan
sus ve orani, bakteriyofaj varligi, inkiibasyon sicakligi, depolama sicakligi, organik
asitlerin iretimi, EPS ve proteinler arasindaki olasi etkilesim, kivam arttirict madde/

stabilizator katilmasi olarak siralanabilir [6].

Yogurt tretimi igin genelde inek siitii, Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus ile fermente edilir. Fermentasyon 40-42 °C’ lerde 4- 6 saatte
gerceklestirilir. Sicakligin bu limitler disina ¢ikmasi iriiniin yapisal ve duyusal
ozelliklerinin degismesine neden olur. Fermentasyon, asit konsantrasyonu % 1,2 - 1,4’ e
ulastiginda sogutma yoluyla sonlandirilarak asitliginin istenen diizeyin lizerine ¢ikmasi
onlenir. Ayrica bakteriyofaj varligi endiistriyel iiretimde dikkat edilmesi gereken bir
diger husustur. Fermente iiriiniin kiiltiirlinde bulunan bakteriye 6zel fajin varligi soz
konusu oldugunda, faj bakteriye inhibe eder ve dolayisiyla fermentasyonun kismen ya

da tamamen ger¢eklesememesine sebep olur [7].



Fermentasyon boyunca firetilen laktik asit siitlin pH’ sini1 diisiirlir ve bunun sonucunda
misellerdeki kalsiyum ve fosfatin ¢oziinlirliigli artarak miselleri destabilize eder. Buna
ilave olarak kazein misellerinin elektrik yiikii izoelektrik noktasina diiser, kazein
hidrofobik etkilesimler sebebiyle ¢oker ve i¢i serum ile dolu bosluklari olan bir ag yap1
olusturur. Mekanik bir etki boyle bir jeli kirdiginda, kazein ag1 serum i¢inde dagilan jel
parcalarina bdliiniir. Jel partikiillerinin dagilim viskozitesi serum fazinin viskozitesine
orantilidir [8]. Bunun bir sonucu olarak; EPS iiretmeyen bir kiiltiir susu ile fermente
edilmis, karistirilmis tipte bir yogurdun viskozitesi diigiiktiir ve tekstiir graniillii olmaya
yatkindir. EPS iiretebilen kiiltiirler ile yapilan yogurtlar, EPS’ in protein kompleksinde
serumun kuvvetli tutulmasina imkan verdigi i¢in, yiiksek su tutma kapasitesine sahip

olur [9].

EPS iireten laktik asit bakterileri sadece yogurt ve yogurt benzeri igecekler i¢in degil,
aym zamanda peynir iiretimi i¢in de énemlidir. Ornegin baz1 Lactobacillus helveticus
suslarmin EPS iiretmeleri ve bu yolla iirlinlin su tutma 6zelligini arttirmalar1 sebebiyle

Mozarella peyniri liretiminde kullanildigi bilinmektedir [10].

Yogurt ve benzeri lirlinler ile sert ve pihtisi pisirilen peynirlerin yapiminda yararlanilan
termofilik laktik kiiltiirler ise Lactobacillus delbruecki spp. bulgaricus ve Lactobacillus
delbruecki spp. lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus ile

Streptococcus salivarius spp. thermophilus’tan olugsmaktadir [1].

2.1 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri prokaryot, heterotrof ve kemoorganotrof olan canli grubu icinde
yer alir [1]. Sitokromoksidaz enzimleri bulunmaz. Gram (+), hareketsiz, sporsuz,
anaerob, fakat oksijene toleranshidirlar. Katalaz enzimini tagimazlar (bazilar1 yalanci
katalaz igerebilir), nitrat1 rediikte etmezler. Hidrokarbonlar1 fermente ederek laktikasit
tretirler. Laktik asit bakterilerinin ¢ogu en az bir adet plazmid igerir. Plazmidler

ekzopolisakkarit ve antimikrobiyal madde sentezi gibi koruma goérevi listlenmistir [11].

2.1.1 Streptococcus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri



Streptococcus cinsi bakteriler Streptococcaceae familyasina ait olup Laktik asit
bakterileri grubundandir [12]. “ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” kitabinda
Streptococcus cinsi, Piyogenik, Oral, Enterokok, Laktokok ve Diger Streptokoklar
gruplandirmasinda sonuncusuna dahil edilmistir. Streptococcus thermophilus, 6zellikle
yogurt iiretimi ve Isvigre tipi ve Italyan peyirlerinin iiretiminde diger starterler ile
birlikte termofilik starter olarak kullanilir. Viridans gruptadir. Gram pozitif, fakiiltatif
anaerobik, bazi tiirleri mikroaerofiliktirler. Homofermentatif bir bakteri olup L(+) laktik
asit tiretir. Minimum gelisme sicakligi 19 ila 21 °C iken optimum gelisme sicakligi 42 —
43 °C’ dir. Maksimum gelisme sicakligi (50 °C’ de gelisir fakat 53 °C’ de gelismez) ve
1stya dayanimi (60 °C’ de 30 dakika canli kalir) ayirict 6zelligidir. [13, 6].

Bu cinsin temsilcisi S. salivarius ssp. thermophilus’ dur. Hiicreler yuvarlaktan ovale
kadar degisen sekilde olup 2um capta, ikili veya zincir seklinde bulunurlar. Genellikle
hareketsiz olan bu bakteriler kiiltiir ortaminda kiiciik ve renksiz koloniler olustururlar
[1]. Kemoorganotrof canlilardir. Baz1 tiirleri malik ve sitrik asit gibi organik asitleri
serin ve arginin gibi aminoasitleri fermente ederler [1]. Spesifik antijen igermezler, bu
nedenle herhangi bir serolojik gruplandirmasi yapilamayan streptokoklardandir [14, 15].
S.thermophilus yogurt disinda Mozarella, Cheddar, Gruyére-tipi, Emmental, Grana-tipi,
Provalone ve Gorgonzola gibi Isvigre, Fransiz ve Italyan tipi peynirlerin iiretiminde de

starter olarak kullanilmaktadir [16].

2.1.2 Lactobacillus cinsi bakterilerin genel dzellikleri

Lactobacillus cinsi bakteriler, Lactobacillaceae familyasina aittir. Lactobacillus spp.’
ler anaerobik, gram (+), spor olusturmayan bakterilerdir. Cogu Lactobacillus alt tiirleri
basil ancak bazi tiirleri koko-basil seklindedir. Bu mikroorganizmalar gelisebilmeleri
icin aminoasit, peptit, niikleik asit tiirevi vitamin, tuz, yag asidi veya yag asidi esterleri
ile fermente edebilecekleri besin maddelerine ihtiya¢ duyarlar [17]. 10-30p
uzunlugunda 0,7-2pn kalinliginda, cubuk seklinde tek tek veya zincirler seklinde bulunur.
Geng bakteriler genellikle zincir olusturmaz. Lactobacillus spp. suslari 2-53 °C’de
(Optimum 30-40 °C) gelisirler, 70 °C’ nin {izerindeki sicakliklarda oliirler. Hafif asidik
ortamda daha hizli ¢ogalarak Streptococcus’ lardan daha fazla asit olustururlar. Bu

nedenle aside dayaniklidirlar. Ayn1 zamanda, bu bakteriler % 1-3 oraninda laktik asit



olusturarak pH’y1 3,2-3,5’¢ kadar diistriirler. Ayrica Lactobacillus cinsine ait tiirlerin

proteolitik aktiviteleri de yiiksektir [18, 19].

Cogu tiirleri patojen degildir. L. catenaforme, pléropulmoner enfeksiyonlar ile iliskili
oldugu bulunmustur [20]. Genelde hareketsiz olsalar da bazi tiirleri flagellalara
sahiptirler. Cogu Lactobacillus cinsi bakteriler ¢ubuk (basil) sekillidirler ancak bazi

tirleri farkli uzunlukta ve zincir seklindedirler (kokobasil) [21].

2.1.2.1 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

Bu bakteri ilk olarak 1905 yilinda Bulgar Grigoroff tarafindan tanimlanmistir. Yogurt,
Isvigre tipi ve Italyan peynirlerinin iiretimi i¢in diger starter kiiltiirler ile birlikte
kullanilan termofilik bir starterdir. Metakromatik graniilleri vardir. Argininden amonyak
tretmez. Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ortamda laktozu hizla pargalar ve %]1,8
oraninda D(-) tipte laktik asit olusturur. Optimum gelisme sicakligi 42-45 °C ° ler
arasindadir. DNA® da % G+C oran1 50,3 dolaymdadir. Hiicre duvarinda peptidoglikan
yapisi L-lisin, D-aspartat seklindedir. Cig siit ve sert peynirlerde dogal olarak bulunmasi
yaninda sert, pihtisi pisirilen peynirlerde kiiltiir olarak kullanilmaktadir [22, 23]. S.
thermophilus’ tan farkli olarak Lb. bulgaricus’ un proteolitik aktivitesi daha fazladir ve
kazeini, 6zellikle de b-kazeini hiicre duvar1 proteinazlari ile hidrolize ederek polipeptit
olusturabilir [16, 5]. Genom biiyiikliigi 1.8-2.3 Mb arasindadir [1, 24]. Cig siit ve sert
peynirlerde dogal olarak bulunurken Grana (Fransiz tipi), Emmental (Isvigre tipi) ve
Mozarella, Taioggo (italyan tipi) gibi sert, pihtis1 pisirilen peynirlerde kiiltiir olarak
kullanilir [1, 24-26 ].

2.1.2.2 Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis

Yogurt tiretiminde Streptococcus salivarius ssp. thermophilus ile birlikte bulunur. Lb.
delbrueckii ssp. lactis basta Emmental peyniri olmak iizere, Isvigre tipi ve Italyan
peyirlerinin ve bazi sert peynirlerin liretiminde diger starterler ile birlikte kullanilan
termofilik starterdir. Kolonileri tirtikli, 1- 3 mm ¢apinda ve beyazdan agik griye kadar
pigmentsizdir. Gram pozitif, genisligi 2 pm’ den kiigiik olan ¢ubuk seklinde bir
bakteridir. Arjininden amonyak iiretmez. Salisilin, sakkaroz ve mannitolii fermente

edebilir fakat amigdalin ya da sellobiyozu fermente edemez. Gelisme faktorii olarak
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bazi vitaminlere ve aminoasitlere ihtiya¢ duyar. Optimum gelisme sicakligi 40 - 43 °C’
dir; ancak 15 - 52 °C’ ler arasinda da [13, 27] gelisme gosterir.

Diinyanin ¢esitli bolgelerinde ayrana benzeyen, diisiik viskoziteli yogurt grubuna dahil
iriinler tretilmektedir. Bu tiriinler genel olarak “igilebilir yogurt” ya da “laktik icecek”
olarak adlandirilmaktadirlar [5, 28]. Siitiin farkli laktik asit bakterileri (LAB) suslar1 ile
fermentasyonu, farkli tekstiir 6zelliklerine sahip son ftriinlerin elde edilmesine neden
olur. Bu durum fermentasyon siiresince besin ortaminda iiretilen makromolekiillerin
(Ekzopolisakkaritler (EPS)) varligi ile agiklanmaktadir [6].

Laktik asit bakterileri siit gibi ortamlarda EPS sentezleyebilmektedirler [29-32]
Ozellikle yogurt, igilebilir tipte yogurt, peynir, fermente krema, siitlii tatlilarin {iretimi
icin EPS iireten laktik asit bakterileri olduk¢a onemlidir [33, 34]. EPS; son iriiniin
yapisi, duyusal Ozellikleri ve stabilitesi iizerinde etkilidir. Fermente siit iirlinlerinin

iiretiminde temel rol oynayan laktikasit bakterileri Cizelge 2.1’ de gosterilmistir.

Kiiltiiriin 6zellikleri yap1 ve stabilite iizerinde etkilidir. Uriin kalitesini iyilestirmek igin
en ¢cok uygulanan islemler siitiin kuru maddesinin yag, proteinler ya da sekerlerin
(sakkaroz, fruktoz) ilavesi ile arttirilmasi, yasalar izin verdigi takdirde veya mikarda
pektin, nisasta, alginat, jelatin, gibi stabilizorlerin ilavesi seklindedir. Ancak bu islemler
daha az gida katkilan ile iretilmis, daha ucuz, diisiik yag, diisiik seker iceren {iiriin
beklentisi i¢inde olan miisteriler i¢in sorun yaratmaktadir. Bu zorluga karsi
yapilabilecek uygulamalar; kiiltiirii uygun gelisim sicakliginda inkiibe etmek ve/veya
fermentasyonda starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin dogal olan EPS
iretimini avantaj olarak kullanmak olabilir [35, 36].

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen EPS’ lerin yap1 ve kimyasal kompozisyonu,
biyosentezi ve genetigi, mikrobiyal fizyolojisi ve iretimine dair ¢ok sayida inceleme
yapilmistir [29-32, 34, 37].

Ulkemizde en fazla tercih edilen fermente siit iiriinleri yogurt ve ayrandir. Bu nedenle
bu driinlerin ev tipi iretiminin disinda endistriyel boyutta ve standart kalitede
tiretilebilmesi oldukca 6nemlidir. Bu standardin endiistriyel tiretimde saglanmasi ticari
laktik asit kiiltiirlerinin kullanimi ile olmaktadir. Fermente siit liriinlerinin kendilerine
has goriiniim, tat, koku, kivamini kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterileri

kazandirir. Laktik asit bakterilerinin fermente st trinlerine kendilerine has 6zellikleri
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kazandirmalar1 sadece laktik asit ya da aroma maddeleri iiretmeleriyle degil,

ekzopolisakkarit tiretim yetenekleri ile de ilgilidir.

Cizelge 2.1 Fermente siitlerin tiretiminde kullanilan laktik asit bakterileri [9]

Bakteri

Fermente siit ornekleri

Laktokoklar

Lactococcus lactis ssp. lactis

Fermente yagl siit, kefir

Lactococcus lactis ssp. cremoris

Fermente yagli siit, kefir, dahi

Lactococcus. lactis biovar diacetylactis

Fermente yagl siit, kefir, dahi

Streptokoklar

S. thermophilus

Yogurt, dahi, mozarella

Leuconostoc

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides

Kefir, Fermente krema

Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris

Kefir, Fermente krema

Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum

Kefir, Fermente krema

Lactobacillus

L. delbrueckii ssp. delbrueckii Fermente siit icecekleri, yogurt

L. delbrueckii ssp. lactis Fermente siit igecekleri

L. delbrueckii ssp. bulgaricus Yogurt, Bulgar yagl siitii, Mozarella
L. helveticus Kefir, kimiz, Mozarella

L. acidophilus Asidofilus siiti, kefir

L. paracasei ssp. paracasei Fermente siit igecekleri

L. johnsonii Probiyotik yogurt, fermente siit icecekleri
L. casei Probiyotik yogurt

L. paracasei Probiyotik yogurt

L. reuterii Probiyotik yogurt

L. rhamnosus Kefir

L. plantarum Kefir

L. kefir Kefir

L. kefiranofasciens Kefir

L. brevis Kefir

L. Fermentum Kefir

Bifidobacterium

Bifidobacterium adolescentis

Fermente stitler

Bifidobacterium bifidum

Yogurt benzeri iriinler

Bifidobacterium breve

Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium longum

EPS’ ler iiriin yap1 Ozelliklerini gelistiren dogal stabilizorler olarak adlandirilabilir.

Dolayisiyla farkli kaynaklardan elde edilmis ve katki maddesi olarak degerlendirilen

stabilizorler (ke¢i boynuzu, guar gam vb.) yerine tamamen iiriine 6zel kiiltiirler

tarafindan tiretilen dogal stabilizorler yardimiyla {iriin elde edilmesi tercih edilmelidir.




Bunun i¢in de LAB’ nin EPS {iiretim yetenekleri ve tiretilen EPS 6zellikleri iyi bilinen
bakteri suslarinin ve dolayisiyla kiiltlirlerin belirlenmesi en 6nemli adimdir.

2.2 Ekzopolisakkaritler (EPS)

Diger bir¢cok mikroorganizma gibi laktik asit bakterileri de hiicre i¢inde yerlesimlerine
gore; Intraseliiler (depo) polisakkaritler, yapisal formdaki polisakkaritler ve
ekstraseliiller (EPS) polisakkaritler olmak {izere 3 ayr1 polisakkarit tiiri
sentezlemektedirler. Bunlarin birincisi; sitozol i¢inde yer alir, karbon ve enerji kaynagi
olarak islev goriir. Ikincisi; peptidoglikanlar ve teikoik asitler gibi ¢eperde yer alirlar.
Ucgiincii grup ise, hiicre iginde olustuktan sonra disina yani kiiltiir ortamma salgilanir.
Bazi durumlarda iki form ayni1 mikroorganizma tarafindan olusturabilir. Bu polimerlere

kapsiil ve mikrokapsiil seklinde polisakkarit ad1 verilmektedir [36, 29].

Hiicre dis1 polisakkaritler bircok laktik asit bakterisi tarafindan iiretilir. Bunlardan
birincisi Leuconostoc mesenteroides ve Streptococcus mutans tarafindan olusturulan ve
glukozun homopolimeri olan dekarboksilandir. Ikinci grup Streptococcus salivarus
tarafindan iiretilen ve fruktozun homopolimeri olan levanlardir. Ugiincii grup ise
termofil ve mezofil laktik bakterilerin olusturdugu heterejon polisakkaritten meydana

gelen ve birgok yapitagini da biinyesinde bulunduran heteropolisakkaritlerdir [38].

EPS (ekzopolisakkaritler) formlar1 hiicre duvar ile birlesmis olabilen kapsiiler veya
bliylik miktarlarda hiicre duvari disinda biriken ve kiiltlir ortamina yayilan bagimsiz
salgilar olarak iiretilen yapilardir. In vitro ¢alismalarda EPS’ lerin varlig: kati besi
ortamlarinda mukoid koloni, siv1 besi ortamlarinda ise olduk¢a viskoz bir gériiniim ile

tespit edilmektedir [39].

Bakterinin dis ylizeyini kaplayan EPS kapsiil veya slim formda olabilir. Kapsiiler EPS
bakteri hiicre yiizeyindeki fosfolipid veya lipid-A molekiillerine kovalent bag ile
baglanmaktadir [40, 41]. EPS’ler suda ¢6ziinen polimerlerdir ve dogada iyonik ya da
iyonik olmayan yapilarda bulunabilirler [42]. EPS’ler glikozid baglari ile birbirine bagl
olan seker iinitelerinden olugmaktadir. Bakteriyel EPS’lerin c¢ogunlugu diizenli
oligosakkaridlerin tekrarlanan birimlerinden olugmus heteropolisakkarid yapida, bazi

bakteriyel EPS’ler ise tek tip sekerden meydana gelen bir homopolisakkarid yapidadir.



EPS’yi olusturan homopolisakkaridlerin ¢ogunlugu notr olmasma ragmen bir ¢ok
bakteriyel EPS negatif yiik tasir ve yiiksek kiitleye sahiptir [43, 44].

Ayrica polisakkaridler hidrofilik 6zellik tagimakla birlikte ¢ogu polimerler lipofilik,
hidrofilik ve biyofilm yapisinda olabilen hetorojenlerdir. EPS iiretiminin diizenlenmesi
oldukca komplekstir ve hem pozitif hem de negatif regiilatorler icermektedir. Bu
regiilatérlerden bazilar1 global regiilatorlerdir. Bunlar hiicre dis1 enzimler gibi diger
hiicre metabolizmalariin sentezini de diizenlemektedir. Ozmolarite ve dehidrasyon gibi
dis uyarilarin etkisiyle EPS {iretimi etkilenmektedir [45]. EPS’ler bakterinin olumsuz

cevre sartlarindan korunmasini ve ¢esitli yilizeylere tutunmasini saglamaktadir.

Polisakkaritler, iiretici suslar tarafindan katabolize edilemediklerinden enerji kaynagi
degildirler, ancak mikroorganizmay1 veya ortami kurumaya karsi korur, zararli veya
diisman bir ortamdan uzaklastirirlar [46, 47]. EPS, bakteriyi koruyucu bir 6rtii seklinde
sarmakta ve olas1 tehlikelere karsi onlari korumaktadir. EPS’nin bakteriyi koruma
ozelligi ayrica antibiyotiklere karsida fiziksel bir koruyuculuk seklinde de ortaya
cikmaktadir. Ortamdaki metalik iyonlarin tutulmasini saglarlar ayrica bitki, insan ve
hayvan patojenlerinin lrettikleri EPS’lerin virulans faktorler olduklar1 da bilinmektedir
[39, 48]. Ayn1 zamanda bitkilerle bakteriler arasinda bir etkilesim aracidir. Sonug olarak
yiiksek molekiiler yapiya sahip EPS sekli koloninin direncini ve kararliligini ortaya

koymaktadir [49].

EPS’nin viskozite iizerindeki etkisi fizikokimyasal 6zelliklerine bagli bulunmaktadir.
Bu nedenle, bu biyopolimerlerin yapi-fonksiyon iligkisine ait bilgiler, spesifik
teknolojik uygulamalara uygun polimerlerin se¢imi veya tasarlanmasinda onemli bir
noktadir [50, 36]. EPS’lerin teknolojik &zelliklerine ilaveten, insan saglhigi lizerine
olumlu fizyolojik etkilerinin de oldugu belirtilmekte, anti-timoér, anti-iilser, immun
sistemi diizenleyici ve kolesterol diisiiriicti aktiviteleri ile birlikte probiyotik bir role

sahip olduklari ileri siiriilmektedir [51].
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Ekzopolisakkaritler, bulunduklar1 ortamda koruyucu bir fonksiyona sahiptir, iiretici
mikroorganizma tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilmamaktadir. Uretici susun
azalan su aktivitesine, faj ataklarina, fagositoza (bakteri ve diger yabanci maddelerin
fagositler tarafindan iclerine alinarak yok edilmesi), protozoa yagmalamasina, toksik
bilesiklere, antibiyotiklere ve ozmotik basinca karsi korunmasi bu faaliyetler
arasindadir.

Hiicrelerin taninmasini, hiicrenin ylizey ortamina tutunmasini ve gesitli ekosistemlerin

kolonizasyonunu kolaylastiran biyofilmlerin olusturulmasinda da rol oynar [36].

Kirmizi et ve yag tiiketimi ile bagirsak kanseri arasinda pozitif bir iliskinin var oldugu
kanitlanmistir. Ancak Finlandiya’ da, yiiksek oranda yag tiiketimi olmasina ragmen
kalin bagirsak kanseri orani diigiiktiir. Bu durumun Finlilerin oldukga yiiksek miktarda

fermente siit tiriinii tiikketmelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir [52].

2.2.1 Polisakkaritlerin bilesimi ve yapisi

2.2.1.1 Homopolisakkaritler

Dekstran  iireten temel mikroorganizma  Leconostoc — mesenteroides  ssp.
mesentereoides 'tir. Glukanlar ve fruktoz polimeri de S. mutans, S. sobrinus ve S.
sanguis tarafindan sentezlenir. Dekstranlarin ¢ogu yiiksek molekiiler agirliga sahiptir,
diisiik sicakliklarda yumak seklinde 30 °C ise kiiresel ve yogun bir durum gdsterir.
Polisakkaritlerin kimyasal bilesim ve yapilarindaki farkliliklar1 sakkarozdan hiicre disi
sakkaritlerin sentezi sirasinda gergeklesen reaksiyonlardan kaynaklanmaktadir.
Ortamdaki sakkaroz konsantrasyonu, bakteri gelisme ortami, inkiibasyon siiresi ile
sakkarozu pargalayan enzimlerin varligi gibi faktorler polimer molekiil agirligi ve

yapisini etkilemektedir [53].

Cizelge 2.2 Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen homopolisakkaritler [36]

Ekzopolisakkarit Bakteri
a-D-glukanlar
Dekstran Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum
Mutan Streptococcus mutans

Streptococcus sobrinus
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Alternan Leuconostoc mesenteroides

B-D-glukanlar
Pediococcus spp.
Streptococcus. spp
Fruktanlar
Levanlar Streptococcus salivarius
Iniilin benzerleri Streptococcus mutans

Poligalaktanlar

Lactococcus lactis ssp. lactis
2.2.1.2 Heteropolisakkaritler

Laktik bakteriler tarafindan tretilen polimerlerin ¢ogu bu 6zelliktedir. Bir galismada Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus’ un olusturdugu polimerde glukoz ve fruktozun 1:1 oraninda
oldugu agiklanmistir. Yogurttan glukoz, galaktoz, ksiloz ve tironik asitleri bulunduran
bir polisakkarit izole etmislerdir [54]. Bir diger calismada Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus, Lb. acidophilus ve St. salivarius ssp. themophilus bakterilerinin 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda optimum gelisme sicakligi ile maksimum ekzopolisakkarit
iretimi arasinda iligki tespit edilmistir. S. salivarius thermophilus’ un 30 oC’ de 24
saatin sonunda 2,5 kat daha fazla polimer iirettigi, viskoziteninde 1-20 kat attig
bildirilmistir [29]. Bakterinin inkiibasyon siiresi artmasi ile ekzopolisakkarit iiretiminin

azaldig1 bildirilmistir [55].

2.2.2 Ekzopolisakkarit iiretimi

Dekstran, glukan ve fruktan gibi homopolisakkaritlerin iiretimi i¢in substrat olarak
sakkaroza ihtiya¢ vardir. Dekstran, normal olarak Leuconostoc mesenteroides ssp.
mesenteroides’ in uygun besin maddeleri igeren, ndtre yakin pH’ da mineral tuz igeren
sakkaroz ¢ozeltisinde gerceklestirildiginde iiretilir. Burada ortamin pH degeri, sakkaroz
konsantrasyonu gibi faktorler, tiretimi ve miktari etkiler [53].

Termofilik ve mezofilik laktik bakteriler tarafindan tiretilen hiicre dis1 polisakkaritlerin
kalitatif olarak belirlenmesi son yillarda gergeklestirilmistir. Polisakkaritler, bakteri
suslarinin ¢ogalmalar1 sirasinda susa ve ¢ogalma evresinin farkli kademelerine gore
degisen kosullarda sentezlenir. Sentez olay: hiicre disinda oldugu kadar membranda da

meydana gelebilir [56].

EPS sentezinin Sutherland tarafindan Onerilen genel modele gore gerceklestigi

diistincesi agirlik kazanmigtir. EPS’lerin olusumunda [57]; UDP-glukoz-dehidrogenaz,
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glukozil-transferaz, galaktozil- transferaz 1 ve 2, polimeraz gibi polisakkarit sentezine
0zgili olmayan bir¢ok enzim gorev alir. Heteropolisakkaridler hiicre i¢inde sentezlenirler
ve daha sonra hiicre disina ¢ikarilarak hiicrenin etrafini sararlar. Bu islemler i¢in bir¢ok
enzimin varli§ina ihtiya¢ duyulur. Bu enzimlerden bazilar1 lipopolisakkaridlerin
sentezinde de kullanilmaktadir. Nétral homopolisakkaridlerin sentezi farklidir. Ornegin,
notral levan ve dekstran homopolisakkarid’in sentezi birbirinden farklidir. Hiicre
disinda tiretilen bu EPS’ler sukroz varliginda sirasiyla, levansukraz ve dekstransukraz
enzimlerinin aktivitesi ile ekstraseliiler olarak {iretilmektedirler [40]. Sutherland,
tiretilen polimerin molekiil agirliginin, bakterinin ¢gogalma miktarinin fonksiyonu olarak
degistigini bildirmistir [57]. EPS iiretiminde bulunan yapisal genlerin kesfi, EPS
iiretiminin plasmid yeri i¢in delil saglamistir [58, 59]. Bunun tersine termofilik yogurt
bakterileri i¢in, EPS iiretiminin kromozomlar tarafindan kodlandigr bulunmustur [60,

61].

2.3 EPS Ureten Mikroorganizmalar

Son yillarda EPS’lerin arastirmasina olduk¢a 6nem verilmis, mikroorganizmalarin
birgogunun degisen kompozisyonlarda ekzopolisakkarit tirettikleri bildirilmistir [62]. Bu
EPS’lerin ¢ogunun ilging ve faydali ozellikler igerip igermedigi arastirilmistir [63].
Mikrobiyal EPS’ lerin, birgok bakteri ve maya cinsleri tarafindan iretildikleri ve bu
iiriinlerin karbon kaynaklar1 i¢in yarigsan metabolitler olduklar: bildirilmektedir. EPS’ler
toprak, deniz, tatli su gibi farkli ¢evresel Orneklerden izole edilen, Bacillus lar,
Pseudomanas’lar, Lactobacillus’lar ve Azotobacter’ler gibi daha bir¢ok bakteri
tarafindan sentezlenmektedir [1]. Bitki patojeni olan cinslerin birgogu (Agrobacterium,
Clavibacter, Erwinia, Pseudomanas, Pantoea, Ralstonia ve Xanthomonas) EPS {iretimi
gergeklestirebilen bakterilerdir [64]. Yine Xanthomonas campestris tarafindan ksantan
zamki, Sphingomonas paucimobilis tarafindan gellan, Pseudomonas tiirleri ve
Acetobacter chorococcum tarafinda alginatlar, Acetobacter xylinium bakterisi tarafindan
bakteriyal seliilozlar, Streptococcus equii’tarafindan hiyaluronik asit ve Rhizobium
tarafindan siiksinoglikan sentezlenmektedir [65]. Alginat, amilovoran, seliiloz, levan,
marginalan, stevartan, suksinoglikan ve ksantan zamkinin tam yapilart bilinmektedir.
Bu EPS’ler endistriyel amagla tretilip gida sanayiinde ve diger bazi alanlarda
kullanilmaktadir [62, 67]. Escherichia coli'nin 80 adedin iizerinde farkli EPS

sentezledigi, diger bircok tiirlin ise tek veya daha fazla sayida EPS iirettikleri
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bildirilmektedir [68]. Maugeri ve arkadaslari, halofilik, termotolerant bir Bacillus
susunu (B3-15) izole etmisler ve bu susun %0,6 glikoz varliginda EPS (165 mg/L)
trettigini bildirmislerdir [69].

Laktik asit bakterilerinin bulundugu sivi ortamlarda zamanla viskozitenin artmasi,
olusan polimer miktarina, polimerin tipi ile diger olusan metabolik triinlere baghdir.
Polisakkarit tiretimi ve miktarlarinin inkiibasyon siiresine ve bakteri susuna bagli olarak
degisiklik gosterdigi Lactococcus lactis ssp. cremoris’ le yapilan galismada ortaya
konmustur. Kefir tiretiminde kullanilan (Lb. hilgardii’ nin) bazi suslar1 da polisakkarit

uretmektedir.

2.3.1 Laktik asit bakterileri eksopolisakkaritleri ve 6zellikleri

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen EPS miktar ve kompozisyonlarinin tiir ve
suslar arasinda farklilik gosterdigi ve birgok etkenin EPS {iretimini etkiledigi
aciklanmustir. Pek ¢ok diger bakteri gibi aktik asit bakterileri hiicredeki yerlerine bagli
olarak smiflandirilan farkl: tipte polisakkaritler iiretebilme yetenegindedirler. Bunlardan
hiicre duvari disindan salgilananlar ekzoseliiler (hiicredis1) polisakkaritler ya da EPS’ ler
diye adlandirilirlar. Bunlar yapiskan tutucu bir tabaka olusturabilirler ve kapsiil
polisakkaritleri olarak adlandirilirlar. EPS’ ler ayni zamanda hafifce yapisabilir ya da
salgi olarak ortama salgilanabilir [37]. EPS biyosentezi, niikleotid sekerlerin iiretimi ve
birincil karbonhidrat metabolizma enerjisi ile baglantilidir[30]. Cesitli ¢alismalarda EPS
iretiminin gelisim ile iligkili oldugu bulunmustur. Bu dogrultuda; Lactobacillus sakei 0-
1 (van den Berg ve ark., 1995 ), L. rhamnosus C83 (Gamar ve ark., 1997 ), L.
delbrueckii ssp. bulgaricus NCFB 2772 (Grobben ve ark., [70]) ve S. thermophilus (De
Vuyst ve ark., 1998) bakteri suslar ile yapilan caligmalarda heteropolisakkarit tiretimi
ile biyokiitle olusumunun paralel oldugu tespit edilmistir. EPS {iretimi i¢in optimum pH,
L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un siirekli kiiltiirlerindeki gelisme igin optimum olan pH’
ya yakin (pH 6,5 civar1) bulunmustur. Sicaklik ile ilgili olarak da; bakteri gelisimi i¢in
kismen uygun olan sicaklik sartlarinin ¢ogu zaman EPS sentezi i¢in en uygun oldugu
tespit edilmistir [38] Gancel ve Novel [71] ile Grobben ve ark. [70] da benzer sekilde L.
delbrueckii ssp. bulgaricus’ un EPS iretimi i¢in optimum sicakligi, gelisim igin
optimum olan sicakliga yakin bulmuslardir. Bouzar ve ark. [33], fermentasyon

parametrelerinin, EPS iiretimi ve viskozite i¢in karisik suslu kiiltiirlerde kullanilan L.
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delbrueckii ssp. bulgaricus fenotipinde oldugundan daha az Onemli oldugunu

bildirmislerdir.

Ekzopolisakkarit iiretme yetenegine sahip starter kiiltiirlerin kullanimi ile yogurdun
tekstiirtinde iyilesme ve serum ayrilmasinda azalma saglamak, mozzarella peynirinde su
tutma kabiliyetini artirarak erime 6zelligini iyilestirmek ve yumusak peynirlerin reolojik
ozelliklerini gelistirmek miimkiindiir. Bu nedenle ekzopolisakkarit iireten laktik asit
bakterileri siit tirlinlerinde viskoziteyi artirict, yapiyr kalinlastiric, stabilize edici ve su
baglayici gibi Ozellikleri nedeni ile ticari stabilizatorlere alternatif olarak
kullanilabilmektedir. Teknolojik 6zelliklerinin yan1 sira laktik asit bakterileri tarafindan

olusturulan ekzopolisakkaritler tiiketici sagligi izerine de yarali etkide bulunmaktadir.

Yapilan c¢aligmalar sonucunda ekzopolisakkaritlerin bagirsak florasini diizenledigi,
kolesterolii diisiirdiigii, antitiimor ve antiiilser aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Bakteriyel polisakkaritlerin varligi ve rolleri ilk olarak tibbi incelemede ortaya
konmustur. Ancak; EPS’lerin varligi yalnizca virulent karakterli bakterilere 6zgiil
degildir. Yapilan ¢aligmalarda; su, toprak gibi ¢cok farkli kaynaklarda yasayan bir¢ok
bakterinin de kapsiil icerdigini ortaya konmustur. Fiziksel ve kimyasal yontemler ile
giderilen polisakkaritin tiretimi bakterilerin ¢ogalmasini etkilemeksizin, tekrar bakteriler

tarafindan olusturuldugu bildirilmistir.

2.4 Ekzopolisakkaritlerin Fonksiyonlari

1. Polisakkaritler iiretici suslar tarafindan katabolize edilemediklerinden enerji kaynagi
degildirler.

2. Mikroorganizmay1 veya ortami kurumaya kars1 korur, zararli veya uygun olmayan bir
ortamdan uzaklastirilir

3. Ortamdaki metalik iyonlarin tutulmasini saglar.

4. Bakteri-faj iliskilerinde ajan olarak rol oynar. [1].

Dekstranlar, petrol isleme, kagit endiistrisi, tekstil ilag ve kozmetik endiistrisinde
kullanilir. 40 000-70 000 Da gibi diisiik molekiiler agirlikli olanlar tipta en cok
kullanilanlardir; dekstransulfatlar kandaki yag oranini ayarlayici, pithtilasmay1 ve iilseri
onleyici Ozellige sahiptir. Dekstran-demir kompleksi anemi vakalarinda, dekstran-

kalsiyum ise hayvan beslemede hipokalsemi tedavisinde kullanilir. Ag yapili sifadeks
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dekstranlar ise, biyolojik maddelerin saflastirilmasi ve franksiyonlara ayrilmasinda
devreye kullanilir. Karistirilarak hazirlanan aromali, meyveli gibi benzer yogurtlarin ve
st iceceklerin yapimi sirasinda uygulanan mekanik islemlerle bozulan dokunun

saglanmasi i¢in kimyasal kdkenli maddelerden yararlanilir.

Son yillarda bitkisel kokenli hidrokolloidlere alternatif olarak laktik bakterilerinin
koyulastiric1 suslarindan yararlanma yoluna gidilmektedir. Bu amacla ekzopolisakkarit
iireten S. salivarius ssp. thermophilus ve Lb. delbruecki ssp. bulgaricus suslar1 yogurt
yapiminda mezofil laktik bakteriler ise bir¢ok fermente siit tiretiminde kullanilmaktadir.
Ayrica bazi aragtiricilar antitiimor etkinliginin bir laktobasil ve bir streptokok tarafindan

tiretilen polisakkarite baglandigin1 da gosterilmistir [72].

2.5 Ekzopolisakkaritlerin Onemi

Son donemlerde tiiketiciye, katki maddesi igermeyen daha saglikli ve kaliteli triinleri
sunmak amaciyla siit endistrisinde eksopolisakkarit (EPS) iireten laktik asit
bakterilerinden yararlanma yoluna gidilmistir [73, 74]. EPS iireten laktik asit bakterileri
genel olarak “ropy” kiiltiir adiyla anilmaktadir [75].

Yogurt veya diger fermente siit iiretiminde kullanilan bazi1 bakteri suslarinin, hiicre
duvart disinda polisakkaritler Urettikleri bilinmektedir. Bu polisakkaritler, EPS olarak
adlandirilmakta ve bunlar fermente siit {riinlerinin baz1 fiziksel 6zelliklerini

iyilestirmede kullanilmaktadir [33, 76, 77].

Son yillarda besinlerdeki laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen eksopolisakkaritlere
artan bir ilgi gézlenmektedir. Bu polisakkaritler, fermente siit iiriinlerinin reoloji, tekstiir
ve lezzetinde 6nemli rol oynamaktadir [32]. EPS, bircok laktik asit bakteri susu
tarafindan iretilen ve hiicre disina salgilanan, bilesiminde daha ¢ok monosakkaritleri
bulunduran bir organik madde olarak tarif edilmektedir [1]. Laktik asit bakterileri
tarafindan tretilen EPS’ler, homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olmak iizere
iki ana gruba ayrilmaktadir [78]. EPS {ireten laktik asit bakterileri, fermente siit
tirtinlerinin konsistens ve reolojisi iizerinde olumlu etkilerinden dolay1 siit endiistrisinde
biliylik 6nem arz etmektedir [75]. Bu bakteriler asit gelisiminden 6tiirii mikrobiyal
bozulmalara kars1 gidalar1 korudugu gibi, gidalarda aroma gelisimi, tekstiir olusumunun

diizenlemesi gibi birgok yararindan dolayr gida endiistrisinde  kullanimi
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yayginlagmaktadir [79]. Son yapilan bilimsel ¢alismalara gore, bu bakterilerin EPS
iireten bazi suglarinin insan sagligi iizerinde olumlu etkilerinden dolay1 6zellikle yogurt

gibi fermente siit {triinlerinde fonksiyonel starter kiiltiir olarak kullanildig:
bildirilmektedir [80].

Sentezlenen EPS miktar1 ve karakteri, pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi gibi ortam
kosullarindan etkilenmekte, ortamdaki substrat miktar1 ve kompozisyonuna gore de
degiskenlik gosterebilmektedir [36, 55, 73, 81]. EPS’lerin bilesiminde en fazla galaktoz
ve glikoz bulunmakta, ¢ogu kez de ramnoz bu yapida yer almaktadir [29].

Tiiketiciler tarafindan siit tirlinlerinde 6nem verilen duyusal 6zellikler, piht1 sikiligiyla
beraber iyi bir tat ve aromadir. Yogurt tiiketiminde de tiiketici kitlesinin istekleri
genelde, duyusal olarak taze bir tat ve ¢ogunlukla tipik yogurt aromasi ile beraber
viskoz ve koyu kivamli yapisiyla piirlizsiiz bir goriinlise sahip olmasi yoniindedir.
Yogurt iiretiminde bu kriterler g6z 6niinde bulundurularak kiiltiir se¢imi yapilmaktadir.

Son zamanlarda diyet iriinlerinin tiiketimine olan talep artmaktadir. Ancak, siit
iiriinlerinde yag igerigi azaldike¢a yapisal kusurlar ortaya ¢ikmaktadir.

EPS iireten kiiltiirlerin iirlinlin yapisini iyilestirici yonde etki gosterdigi ve bu kiiltiirlerin
kullanimiyla, tiiketici isteklerine uygun nitelikte (goriiniis, tat ve viskozite) ve saglikl
st drlinleri tretilebildigi bildirilmektedir [9]. EPS, gidalarda viskoziteyi artirma,
stabilizasyonu saglama ve su baglama gibi fonksiyonel 6zellikler sagladigi icin bu
polimerleri iireten bakterilerin kullanimi1 bazi durumlarda ticari stabilizerlere ve yag
ikame maddelerine kars1 bir alternatif olusturabilmektedir [36, 78, 82]. Laktik asit
bakterileri tarafindan tretilen eksopolisakkaritler ile yapilan yogurtlarin reolojik

karakterlerinde diizelme oldugu belirtilmistir [83, 84].

EPS’ler genellikle monosakkarit kompozisyonu, elektrik yiikii, {initeler arasi baglar
(bunun sonucunda molekiiliin sikilig1) ve tekrarlanan yan zincirlerin varligina bagh
olarak farklilik gostermektedirler. Ayrica, zincir uzunlugu ve zincir dallanmasinin
sikligt EPS’nin kompakt yapisini etkiledigi i¢in reolojik ozellikleri giiglii sekilde
etkilemektedir [9, 82, 85, 86]. Dikkat ¢ekici bir diger husus, yogurtta tekstiirel
farkliliklarin eksopolisakkarit konsantrasyonundan ¢ok, eksopolisakkaritlerin molekiiler
kiitle ve sertlikleriyle iliskilendirilmesidir [87, 88]. Ayrica jel iginde
eksopolisakkaritlerin yeri de viskoziteyi etkileyen 6nemli bir faktordiir [89]. Buradan su

sonuca varilabilir ki, serumdaki protein kolloidal partikiilleri ile kazein misellerinin,
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eksopolisakkaritler tarafindan bir arada tutulmasi da viskozite {izerine etkili olmaktadir
[90]. Bilindigi gibi, reolojik karakterler, yogurt gibi fermente siit tiriinlerinde duyusal
olarak tiiketici agisindan ¢ekici bir goriinlis ve agizda iyi hissedilebilir bir kivamin

olusmasinda ¢ok 6nemlidir [91].

EPS’lerin yogurt tekstiirii iizerinde iki onemli fonksiyonu vardir. Birincisi hidrofilik
karakterleri nedeniyle suyu absorbe etmek, ikincisi ise protein matriksindeki serbest su
hareketini Onlemektir. Bunun yani sira EPS’ler, protein matriksiyle interaksiyona
girerek onlarin da su baglama kapasitelerini artirmaktadir [83, 92]. EPS’ler sadece
yukarida belirtilen fonksiyonlara sahip degillerdir. Bunlarin yani sira, EPS iireten susun
kendisini de azalan su aktivitesine, faj ataklarina, protozoa yagmalamasina, toksik
bilesiklere, antibiyotiklere ve ozmotik stres gibi dogal ortam tehlikelerine karsi
korumakta, ayrica hiicrenin ylizey ortamina tutunmasma ve koloni olusturmasina
yardimcr olmaktadir [29]. Ayrica bazi eksopolisakkarit siniflar1 da prebiyotikler gibi
etki gostererek sindirim sistemi mikroflorasina pozitif etkide bulunurlar ve insan
sagligima katkida bulunurlar. Bunlara ilaveten eksopolisakkaritler antitiimor, antitilser,
bagisiklik sistemini diizenleyici veya kolestrol diisiiriicii aktivite gostererek insan

sagligia olumlu katkida bulunabilmektedirler [36].

2.6 EPS’lerin Fermente Siit Uriinlerinin Yapis1 Uzerine Etkileri

Kaliteli bir yogurt iiretimi i¢in tat-aromanin yani sira reolojik Ozellikler olarak
adlandirilan viskozite, konsistens (piht1 sikilig1) ve serum ayrilmasi gibi 6zelliklerin de
optimum diizeyde olmas1 gerekir.

Yogurtlarda kivami artirmak ve yapiyr iyilestirmek amaciyla karragenan gibi bazi
gamlar, seliiloz, pektin ve nigasta gibi polisakkaritler kullanilabilir. Ancak bazi
iilkelerde bu tiir katkilarin kullanimi smirhidir veya yasaktir. Ornegin, Ingiltere’de
yogurt iiretiminde %1 oraninda nisasta kullanimina izin verilirken, diger stabilizorlerin

kullanim1 % 0.5 ile siirlandirilmistir [75].
2.6.1 Viskozite

Bu 6zellik maddenin bozulmaya kars1 dayanimidir. Fermente siit iirlinleri agisindan bu

ozellik yapiskanlik ya da akicilik olarak tanimlanabilmektedir.
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Fajardo-Lira ve ark. [81], ti¢ farkl: starter olarak EPS iireten (ropy) kiiltiir, bakteri hiicre
duvarmin ylizeyine bagl duran polisakkarit lireten kiiltiir (kapsiiler) ve ropy olmayan {i¢
farkl1 starter kiiltiirle yaptigi yogurtlarda, en yiiksek viskozite ropy starterinin

kullanildig1 kiiltiirden elde edilen yogurtlarda saptamistir.

Amatayakul ve ark. [93], yaptiklar1 ¢alismada; ropy, kapsiil formda ve ropy olmayan
starter kiiltlirleri kullanarak trettikleri stirred tip yogurtlarda en yiiksek viskozitenin

ropy kiiltiirle iiretilen 6rneklerde goriildiiglinii belirlemislerdir.

Ayrica, depolama siiresi (28 giin) boyunca piht1 sikiligi degerlerinin, ropy kiiltiiriin
kullanildig1 yogurtlarda genel olarak arttigi goriilmiistir. Kapsiiler kiiltiirle iiretilen
yogurtlarda ise depolamanin 21.giiniine kadar arttigi ve daha sonra da diisme
gostermesine karsi ropy olmayan kiiltiirle iiretilen 6rneklerde depolamanin 14. giiniine

kadar bu degerin arttig1 ve daha sonra da diistiigiinti gorilmiistiir.

Giizel-Seydim ve ark. [94], ropy ve ropy olmayan kiiltiirleri kullanarak elde ettigi set tip
yogurtlarda ropy kiiltiiriin daha fazla viskoz 6zellik gosterdigi ve depolama siiresince

biitiin 6rneklerin viskozite degerlerinin yiikseldigini bulmuslardir.

Akalin ve Gong [95], viskoz ozellik gostermeyen bir kiiltiir tipi ile iki viskoz kiiltiir
tipini yogurt iiretiminde ayr1 ayr1 kullandiginda viskoz olmayan kiiltiiriin diger ikisine

gore diisiik viskozite sergiledigini bulmuglardir

2.6.2 Serum ayrilmasi

Akalin ve Gong [95], iki farkli viskoz kiiltiir ve viskoz olmayan bir kiltiir ¢esidini
kullanarak {irettigi yogurtlarda serum ayrilmasi degerinin viskoz olmayan kiiltiiriin

kullanildig1 yogurtlarda daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Fajardo-Lira ve ark. [81], ti¢ farkli starter olarak EPS iireten (ropy) kiiltiir, bakteri
hiicre duvarinin yiizeyine baglh duran polisakkarit tireten kiiltiir (kapsiiler) ve ropy
olmayan t¢ farkl starter kiiltiirle yaptigi yogurtlarda, en disiik serum ayrilmasi

miktarlarin1 (Sineresiz), ropy starterinin kullanildig: kiiltiirden elde edilen yogurtlarda
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saptamustir.

Amatayakul ve ark. [93], EPS diireten ropy ve kapsiiler starter kiiltiirler ve EPS
iretmeyen starterlerle trettikleri yogurtlarda, EPS iiretmeyen kiiltiirlerden elde edilen
yogurtlarin diger iki 6rnege gore daha fazla miktarda serum saldigini géstermislerdir.
Laws ve Marshall [96], S thermophilus ve L. bulgaricus bakterilerinin ropy (LYO03,
SY102) ve ropy olmayan (LY58, SY60) ikiser susundan her seferinde t¢ farkl
starter kultir (LY03 + SY60, LY58 + SY102 ve LYO03 + SY102)
kombinasyonlarinin kullanilarak iiretilen yogurtlarda, ropy ve ropy olmayan (LY03 +
SY60) suslarmin birlikte kullanimi durumunda serum ayrilmasi degerinin starter
kiltirtin iki susunun da ropy olmas: (LYO3 + SY102) durumuna gore daha diisiik
oldugunu bildirmislerdir.

2.6.3 pH

Akalin ve Gong [95], viskoz ve viskoz olmayan kiiltiirle elde ettikleri yogurtlarda
pH degerlerinin depolama siiresince biitiin Orneklerde diistigii ve viskoz kiiltiirle

tiretilen yogurtlarda pH degerinin daha diisiik oldugunu bulmusglardir.

Giizel-Seydim ve ark. [94], ropy ve ropy olmayan kiiltiirler elde ettikleri set tip
yogurtlarda, pH degerinin ropy kiiltiirlerde ropy olmayan kiiltiirlere gore daha diisiik

oldugunu bildirmistir.

Ozer ve Atasoy [9 7], yaptiklann calismada viskoz ve viskoz olmayan
kiiltiirlerle tretilen yogurtlarda pH degeri iizerinde kiiltiir tipinin 6nemli olmadigini
saptamislardir.

2.6.4 Mikrobiyolojik analizler

Akalin ve Gong [95], viskoz ve viskoz olmayan kiiltiirlerle iirettikleri yogurtlarda

L. bulgaricus sayilarinin viskoz kiiltiirle iretilen yogurtta daha fazla oldugunu ve

depolamanin birinci haftasindan sonra bu sayinin siirekli azaldigini bildirmislerdir.
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Amatayakul ve ark. [93], viskoz ve viskoz olmayan kiiltiirleri kullanarak elde ettigi
yogurtlarda L. bulgaricus sayilari bakimindan yogurtlarda kiiltiir tipinin gok onemli
bir fark olusturmadigin1 ve L. bulgaricus sayilarinin depolamanin 14. giiniine kadar
bir artis gosterdigini daha sonra asitlik gelisiminden dolay: bu sayilarn siirekli bir diisiis
gosterdigini bildirmislerdir.

Ozer ve Atasoy [97], viskoz ve viskoz olmayan Kkiiltiirleri kullanarak iirettikleri
yogurlarda toplam canli bakteri sayilari bakimindan yogurtlarda 6nemli bir fark

olmadigin1 bildirmislerdir.

Akalin ve Gong [95], viskoz ve viskoz olmayan kiiltiirlerle {irettikleri yogurtlarda
S. thermophilus sayilarinin genel olarak viskoz kiiltiirle iiretilen yogurtta daha yiiksek
oldugunu ve depolamanin birinci haftasindan sonra bu saymnin siirekli azaldigini

bildirmislerdir.

Amatayakul ve ark. [93], viskoz ve viskoz olmayan kiiltiirleri kullanarak elde ettigi
yogurtlarda S. thermophilus sayilart bakimindan yogurtlarda kiiltiir tipinin ¢ok onemli
bir fark olusturmadigin1 ve S. thermophilus sayilarmi depolamanin 7. giiniine kadar
bir artis gosterdigini daha sonra asitlik gelisiminden dolay: bu sayilarin siirekli bir diisiis

gosterdigini bildirmiglerdir.

2.6.5 Yapi-Tekstiir

Folkenberg ve ark. [74], ropy ve ropy olmayan farkli kiltiirlerle drettigi yogurt
orneklerinde yaptigi duyusal degerlendirmede, ropy ozellik gosteren Orneklerin

tekstiirel yonden daha yiiksek puanlar aldigini belirlemislerdir.

Akalin ve Gong [95], viskoz Kkiiltiirlerle {iretilen yogurtlarin yap1 ve tekstiiriiniin
viskoz olmayan kiiltiirlerle iiretilen yogurtlara gore duyusal olarak daha iyi oldugunu

bildirmiglerdir.
Giizel-Seydim ve ark. [94], ropy ozellik gosteren kiiltiirler ile iretilen yogurt

orneklerinin, ropy olmayan Kkiiltiirle iiretilen Ornege gore tekstiirel yonden daha
yiiksek puanlar aldigini bildirmislerdir.
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Potanin ve Uriev [98], ropy olmayan kiiltiirden fretilen yogurt jelinin tekstiirel
yonden graniiler yap1 gosterdigini ve ropy kiiltiirlerden iiretilen yogurtlara gore daha

zayif tekstiirel 6zelliklere sahip oldugunu saptamislardir.

2.6.6 Elastikiyet

Bu, bir bozulma meydana geldikten sonra maddenin kendisini tekrar toparlamasi
ozelligidir. Bu 6zellik siki bir yap1 ve kivamli bir fermente iirlin anlamina gelmektedir.
Yap1 Ozellikleri agisindan bilhassa viskozite ve elastikiyet bir iirliniin organoleptik
kalitesi ve g¢ekici goriiniimii ve agizda biraktign his agisindan énemlidir [99]. Uriin
yapisi; s1vi fazdaki (serum) biyo-koyulastirict varligi, temel olarak kazeinlerden olusan
bir protein jelinin varligi, proteinler ve polisakkaritler arasindaki etkilesim, bakteri
hiicreleri ve EPS’ lerin bakterilere baglandigi baglarin bulunmasi, serbest su
molekiillerinin miktarin1 azaltan suyun baglanmasindan etkilenir ve sonug¢ olarak da

serum fazindaki EPS konsantrasyonu artar [9].

EPS, dogal biyo-koyulastirici 6zelligi ile fermente bir {iriiniin reolojisini gelistiren
onemli bir fonksiyona sahiptir ve fiziksel bir stabilizatér olarak suyu baglayarak su
salmay1 azaltir. Bunun yaninda fonksiyonel etki EPS’ in bilesimi, yapis1 ve basta iyon
ve proteinler olmak iizere siit bilesenleri ile etkilesimine baghdir [9]. Belirtilen bu
ozellikler sebebiyle saflastirilmis bir EPS’ in yap1 6zelliklerinin fermente bir {iriinde
goriilen EPS yapisindan farkli olacagi beklenebilir. Her iki sebeple de fermentasyon
boyunca ortaya ¢ikan jel olusumu ve EPS biyosentezi biiyiik 6l¢lide ¢apraz baglar igeren
bir ag yap1 olusumu ile sonuglanir [9]. No6tral EPS igeren iiriiniin viskozitesinin zamanla
arttigin1 ve polisakkarit liretmeyen bir sus ile elde edilen {iriiniin viskozitesinden 10
misli daha fazla degerlere ulastigini tespit etmislerdir. Bu calismada notral EPS’ in
viskoziteye katkisi oldugu, fakat elastikiyete katkis1 olmadigi goriilmiistiir. Sadece
polisakkaritler serum fazinda iyi ¢oziindiigli zaman pozitif yliklii proteinler ile zayif
etkilesime girmistir. Diger taraftan; negatif yiiklii polisakkaritler, elektrostatik etkilesim
yoluyla pozitif yiikli kazeinler ile etkilesime girerek ag1 kuvvetlendirdikleri igin

elastikiyete katkida bulunmus fakat viskoziteye katkida bulunmamaislardir.
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Bu durumun, negatif yikli polisakkaritlerin serum fazinda ¢ok zayif dagilmasi
sonucunda viskoziteye ¢ok kiiciik bir katkida bulunmus olmasiyla agiklanmustir.

Laktik asit bakterilerinin farkl: tiirlerinden olusan saf suslu kiiltiirleri i¢eren siitlerin EPS
miktarlar1 ve viskoziteleri oldukca degisir. L. delbrueckii ssp. bulgaricus’un proteolitik
susunun ABT starter kiiltiirlerine ilavesi yogurt yapimi i¢in fermentasyon siiresini
diisiirmiis ve yapiy1 gelistirmistir. Uzerinde calisilan tiim kiiltiir kombinasyonlar1 EPS
iiretmistir, fakat viskozitedeki farkliliklar iiretilen EPS miktarlari ile iligkili olmamustir.
EPS iiretimine etki etmeyen L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un proteolitik suslarinin
kullanimi ile EPS tiretimi arasinda belirgin bir farklilik olmamustir. L. delbrueckii ssp.
bulgaricus’ un proteolitik suslar1 proteinleri hidrolize etme yetenegindedirler ve bu
yogurtlarin viskozitesinin diigmesine sebep olmus olabilir. Burada yogurdun viskozitesi
ile fermentasyon siiresi arasinda bir iligki ortaya c¢ikmistir: fermentasyon siiresi
uzadiginda viskozite artmistir. L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ unn proteolitik suslarinin
ilavesi tizerine viskozite diismiistiir. Bu goriislere gore L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un
proteolitik suglarinin ilavesi ile fermentasyon siiresinin kisaltilabilecegi ancak bunun

tiriin viskozitesi tizerine ters bir etkisinin olabilecegini diisiindiirmistiir [9].

Cesitli kiltiirler ile yapilan yogurtlardan izole edilen EPS miktarlar1 ile iiriin
viskoziteleri arasinda direkt iliski bulunamamaistir. Bu; iiriin viskozitesinin artan siinme
ozelligi ile artt1i1, ancak EPS konsantrasyonu ile bir iligki bulunamamas: ile benzerdir
[87]. Bununla birlikte, Cerning ve ark., [39, 100] viskozite ve iiretilen EPS miktari
arasinda iliski oldugunu bildirmislerdir. Fakat bu iliski her zaman ¢ok acik degildir.
Bakteri suslarinin EPS iiretim 6zelliginin stabil olmamas1 sebebiyle, viskozite ve EPS
verimindeki sonuglarin tekrar elde edilmesi zordur [33]. EPS iiretim yeteneginin stabil
olmamasi ve bununla iligkili olarak yapiy1 daha az etkileme 6zelligi, farkli laktik asit
bakterileri lizerinde de incelenmistir [100]. Bu ¢alismalarda daha diisiik viskoziteler

daha az EPS iiretimi ile iliskili olmustur.

Bouzar ve ark. [33] yaptiklari ¢alismada siitii; EPS iiretebilen ve iiretemeyen, tek bakteri
susu ve farkli bakteri suslart igeren kiiltiirler ile fermente ederek ve glukano-lakton
ilavesi ile siite jel yapisi1 kazandirarak 6rnekler elde etmislerdir. Elde ettikleri 6rneklerin
viskozitelerini, 6rnek yapilarim1 bozmadan ve karistirarak yapilarimi bozduktan sonra
Olcmiiglerdir. Karistirma sonrasinda Olgiilen viskozite degerleri karistirma oncesinde

Olciilenlerden daha diisiik olmustur.
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Bununla birlikte karistirma sonrasinda dahi EPS iireten suslarla elde edilen viskozite
degerleri, EPS {iiretmeyen suslarla fermente edilmis siitlerde ya da glukono-lakton ile
asitlendirilerek elde edilen jelde Ol¢iilenlerden daha yiiksek (170 ila 230 mPa.s arasinda)
olmustur. Karigsik suslu Kkiiltiirlerde  protokooperasyonun EPS  iiretimi, EPS
kompozisyonu ve tekstiir gelisimi tizerine etkisi hakkinda bilgi az olmakla birlikte,
yapilan bir ¢alismada; L. delbrueckii ssp. bulgaricus CNRZ 1187’ nin heterojen hiicre
yapisinin, tek suslu kiiltiirlerde EPS iiretimi ve tekstiir gelistirme yetenegi ile iliskili
oldugu bildirilmistir [101].

L. delbrueckii ssp. bulgaricus ve iki koloni varyantini i¢eren tek suslu kiiltiirler tizerine
yapilan bir ¢alismada; EPS verimi ve viskozite arasindaki iligkinin paralel oldugu ve en

yiiksek EPS iiretiminin en yiiksek viskoziteye tekabiil etmis oldugu belirlenmistir [102].

Bagka bir caligmada; ii¢ karisik suslu kiiltiiriin hepsi tek suslu kiiltiirlerin olusturdugu
viskoziteden daha yiiksek viskozite olusturmuslardir. Karisik suslu kiiltiirler ile yapilan
bu c¢alismada, farkli bir sonug elde edilmistir; ¢linkii burada EPS verimi viskozite ile
iliskili olmamustir [33]. Bu iliski farki, L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un ana susu ve W
varyantini i¢eren karisik suslu kiiltiirler ile elde edilen sonuglar dikkate alindiginda ¢ok
aciktir. Ilk iiretilen 110 mg EPS/ L i¢in 390 mPa.s viskozite ve ikinci iiretilen 240 mg
EPS/ L 1¢in220 mPa.s viskozite elde edilmistir. Bu sonuglar iiretilen EPS miktarinin
dikkat alinmasi gereken tek unsur olmadigini gostermistir. pH’ nin siit proteinleri
tarafindan olusturulan pihtinin yapisi iizerine oldukga etkili oldugu ve EPS miktarlarinin
fermente siitlerin viskozite ve yapisimi etkileyen tek faktor olmadigi ¢ok iyi

bilinmektedir.

Bununla birlikte Bouzar ve ark. [33]” nin yaptiklari bir ¢aligmada; fermentasyonun 6.
saatinde viskozite (St/ Lb W, St/ Lb P ve St/ Lb 1187 i¢in sirasiyla 170, 270 ve 350
mPa.s) ve buna karsilik gelen pH (4,1, 4,0 ve 4,1) degerlerini karsilastirmiglardir. Buna
gore tespit edilen viskozitelerin daha ¢ok salgilanan EPS’ lerden etkilendigi aciktir. pH
4,0 de kimyasal olarak asitlendirilmis jelin viskozitesi 90 mPa.s ve EPS iiretmeyen
kiiltiirlerin viskozitesi yaklasik 100 mPa.s olmugtur. Karistirma 6ncesi en yiiksek EPS
verimi ve en diisiik viskoziteye sahip olan fermente siit iirliniiniin, karistirmaya karsi
digerlerinden ¢ok daha dayanikli olmasi, karistirtlmis tipte yogurtlarin iiretiminde EPS

tireten suslarin kullaniminin avantaj oldugunu goéstermistir. Bu kiiltiirii olusturan laktik
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asit bakterilerinin farkl fizikokimyasal 6zellige sahip bir EPS iiretmis olabileceginin de
bir gostergesidir. Kirilan/yapisi bozulan yogurtlar i¢in mekanik uygulama etkisi daha
cok pihtinin yapisi (reolojisi) ve serum ayrilmasi iizerine olur. Serumun viskozitesi
kirilan/yapis1 bozulan yogurdun yapisini (reolojisini) etkiler ki bu da serum EPS’ leri
iizerine ¢alisilmasini 6nemli kilar. Bu ylizden EPS iiretemeyen bir sus ile iiretilmis bir

set yogurdun viskozitesi zayiftir ve tekstiir graniillii yapida olmaya meyillidir [9].

Bouzar ve ark. [33]; S. thermophilus ve L. bulgaricus P’ nin EPS iiretiminin duraklama
faz1 boyunca devam ettigi ve daha sonra fermentasyonun 10,5 ve 24. saatleri arasinda
viskozite diisiisii ile birlikte keskin bir sekilde diistiigiinii tespit etmislerdir. Bu sonug, S.
thermophilus gibi diger laktik asit bakterileri i¢in de ileri siiriilmiis oldugu gibi, EPSyi
parcalayabilen enzimlerin varligini gésterebilir [100]. Bir EPS uygulamasinin basarist;
su baglama yetenegi, proteinler ile etkilesim ve siit serum fazi viskozitesini arttirmak

olarak tanimlanabilir.

EPS, yap1 ve kivam arttirict etki gosterebilir ve bunun sonucunda da gida katkilarinin
kullanimin1 engeller. Fermente iirlinlerde siit bilesenleri ve EPS arasindaki etkilesim
mekanizmas1 ¢ok iyi anlasilamamis olmasina ragmen, viskozite ve EPS miktar1 son
iirliniin fiziksel 6zelliklerini genis 6lciide belirlemistir. LAB’ nin iirettigi EPS’ lerin tadi
yoktur. Fakat bir fermente iiriin ¢ok daha viskoz hale geldigi zaman, agizda kalma ve
damak ile temas siiresi ve tat algis1 artar. Amag, bir iirline hos bir goriiniim saglamak, su
salmay1 dnlemek, kremsi ve siki bir yap1 saglamak ve iyi bir damak tad1 kazandirmaktir.
Bununla birlikte tek tip EPS’ in iiretimi tiim yap1 6zellikleri i¢in yeterli olmayabilecegi
icin bir ya da daha fazla starter kiiltiir tarafindan ¢esitli EPS’ lerin {iretilmesi
gerekebilir.Boylece bir son lriiniin yapisini kesin olarak belirlemek ve bir iilkeden
digerine degisebilen miisteri tercihlerini karsilamak miimkiin olur.

Farkli laktikasit bakterilerinden elde edilen polisakkaritler kompozisyonlarinda,
fonksiyonlarinda, molekiil yapilarinda, kararliliklarinda ve proteinlerle etkilesim
yeteneklerinde biiyiik farkliliklar gosterdikleri icin EPS konsantrasyonlar1 ve viskozite
arasinda net bir iliski tanimlanmamistir [103]. Daha once de belirtildigi gibi fermente
stit Urlinlerinin kalitesine etki eden pek ¢ok unsur vardir. Bunlarin basta geleni, elde
edilmek istenen liriine uygun kiiltiir ve bakteri suslarinin se¢ilmesidir. Bunu destekleyen
inkiibasyon stiresi, sicakligi, kullanilan besin ortaminin bilesimi gibi diger unsurlar

viskozite ve yap1 Ozelliklerinin olusumunda belirleyici olmaktadir. Viskozite yaninda

25



yapiya cok etkili olan siinme 06zelligi; kiiltirdeki suslar ve belirtilen diger tiim
etkenlerden etkilenmektedir. Viskozite de siinme de laktikasit bakterilerinin EPS iiretimi

ile alakalidir.

Martenson ve ark. [104] tarafindan yapilan ¢alismada; iki farkli LAB’ nin siit olmayan,
yulaf bazli besin ortamindaki glikoz tiiketimleri farkli olmus (besin ortamindaki
glikozun % 30 ve % 40’ 1 tiiketilmig) olmasina ragmen viskozitedeki artis her iki sus
icin de hemen hemen ayni olmustur. Her ne kadar bu iki parametre de EPS {iretimi ile
iligkili ise de bu durum iki parametrenin EPS {iretim asamalariyla iliskili farkli tipte
etkilesimde oldugunu gostermektedir. Yine ayni ¢calismada; fermentasyon siiresinin son
asamasinda her iki sus i¢in de viskozite diismiistiir. Bu sekildeki bir azalmanin biiyiik
olasilikla fermentasyon siiresi boyunca karistirma olmamasindan kaynaklanan besin
ortamindaki homojen olmayan yapiya bagl olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Viskozitedeki
diistisiin de EPS’ in kismi hidrolizinden kaynaklaniyor olabilecegi bildirilmistir. Benzer
tespitler daha onceki bazi galismalarda diger EPS iireten LAB suslari i¢in de tespit
edilmigtir [30]. Farkli iki calismada ise; siinme Ozelligi gosteren suslar ile yapilan
yogurtlarin yap1 olusumu ve kivamimnin, EPS miktarindaki artis ile azaldigi tespit
edilmistir [76]. Bununla birlikte yine Hassan ve ark. [76]’ nin c¢alismasinda; siinme
ozelligi gosteren kiiltiirlerle Uiretilen yogurtlarin su salma egiliminin azaldigini ve en

yiiksek su tutma kapasitesini gosterdikleri tespit edilmistir.

Van Marle ve Zoon [105], siinme 6zelligi olmayan LL yogurt kiiltiiriiniin (90 mg/ L)
stinme 6zelligi olan RR kiltiirii (101 mg/ L) ile hemen hemen ayni miktarda polimer
drettigini gostermislerdir. Oysa bu iki tip yogurdun viskozitesinde biiyiik bir farklilik
gozlenmistir.

Giizel-Seydim ve ark. [94], siinme Ozelligi gosteren kiiltiirlerin {iriin viskozitesinde
gelismeyi saglayan yiiksek molekiil kiitleli EPS sentezleyebildiklerini ve siinme 6zelligi
gosteren EPS iiretme yetenegindeki kiiltiir ile (B- 3) inokiile edilmis siitten elde edilen

yogurt viskozitesinin arttigini gézlemlemislerdir.

De Vuyst ve ark. [106], siinme ozelligi gosteren S. thermophilus LYO03’ iin yiiksek
miktarda yiiksek molekil kiitleli EPS f{irettigi ve fermente siitte yiiksek viskozite
olusturdugunu bulmuslardir. Bununla birlikte bazi aragtirmacilar tarafindan EPS tiretimi

ve viskozite arasinda bir iligki gézlenmedigi bildirilmistir [87, 91, 107].
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Beal ve ark. [108], en viskoz yogurtlari, fermentasyonu uzun olan bir S. thermophilus
susu kullandiklarinda elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu susun diisiik sicaklik ve asitlik
aktivitesinde EPS iiretebildigi bulunmustur. EPS diretiminin genetik olarak kararli
olmamas1 da endistriyel uygulamalarda ciddi bir problemdir. Cesitli c¢alismalar
iretimde kayip ya da diisiis, ya da EPS kompozisyonunda degisiklik oldugunu
bildirmektedir [33]. Yiiksek inkiibasyon sicakligi, inokiilasyon orani, kiiltiirlerin bir¢ok
kere zenginlestirilerek tekrar kiiltiiriiniin alinmas1 gibi faktorlere gore EPS firetim
stabiliteleri farklilik gostermektedir. Bu amacgla bu bakterilerden istenilen sonucu

alabilmek i¢in tiim tiretim basamaklarinda standarda bagli kalinmalidir [109].

Pekgok c¢alisma S. thermophilus’ un uzayan inkiibasyon sonrasinda EPS miktarlarinin
distiigiinii gostermistir [30, 109]. Fermentasyon boyunca gergeklesen bu disiisiin
fiziksel ya da kimyasal faktorlerdeki bir degisiklik ile iligkili oldugu ancak
glikohidrolazlarin aktivitesi ile ilgili olmadig: ileri siiriilmiistiir. Ornegin EPS diisiisii
daha yiiksek fermentasyon sicakliklarinda daha az belirgin olmustur ve S. thermophilus
LYO03 fermentasyonlar1 i¢in pH 4,9’ da son derece dikkat ¢ekici olmustur [30]. EPS
veriminin, Lactobacillus rhamnosus R hiicreleri laktozda gelistiginde, glukozda
gelistiginden daha belirgin sekilde diistiiglinii tespit etmislerdir. Cerning ve ark. [100]
bu EPS diisiisiiniin polimeri hizla parcalayan bir enzim sebebiyle oldugunu ve bu

enzimin muhtemelen bir glukohidrolaz olabilecegini ileri stirmiislerdir.

2.7 EPS’nin Kullanim Alanlar

Polisakkaritler petrol isleme, kagit endiistrisi, tekstil, ilag ve kozmetik endiistrisinde de
kullanilir. Bakteriyel polisakkaritlerin varligi ve rolleri ilk olarak tibbi incelemede
ortaya konmus ve daha sonraki calismalarda laktik asit bakterileri ile birlikte bircok
farkli gruplardaki mikroorganizmalarin EPS {irettikleri tespit edilmistir. Fermente
gidalarin iretiminde kullanilan laktik asit bakterilerin EPS iiretimleri insan sagligi
yoniinden olumlu etkileri bildirilmistir. Bunlardan; anti tiimor, antiiilser, immiin sistemi
uyarici ve kolestrol disiiriicii aktivitelerinin koruyucu etkileri de gosterilmistir [1]. Pek
cok mikroorganizma, ekstraseliiller polimerik araglarin biyosentezi tarafindan
fonksiyonel bir konsorsiyum olustururlar ve biofilm olarak isimlendirilen EPS’ler

sentezlerler. Bu {irlin bakterilerin koloniler olarak biiylimelerine yardim eden,
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besleyiciler ile konuslanmis sert ylizeylere tutunmalarini saglayan yapilardir [110, 111].
Bu EPS’ler ya bakteri ylizeyine tutulu olarak kalirlar yada yapiskan bir sekilde
ekstraseliiler ortamlarda serbest olarak bulunurlar. Jel formasyonu flokulasyon,
emiilsiyon, absorbsiyon, film formasyonu ve koruma gibi pekg¢ok rolii sahip bu

polimerler biyolojik aktif biyofilm matriksinin yap1 materyalidir [112].

EPS’ler yeni islevsellikleri ile pek cok ilging fiziki, kimyasal ve rehological (maddenin
stvi halindeki oOzellikleri) ozelliklerinden dolayr yeni biyomateryaller gibi hareket
ederler ve tekstil, deterjan, yapistirici, mikrobiyal olarak zenginlestirilmis petrol
tyilestirmeleri (NEOR), atik su iyilestirmeleri, dere yatagi temizlemeleri, mayalanma,
akarsu isleme siirecinde, kozmetik, eczacilik ve gida katki maddesi olarak oldukc¢a genis
kullanim alanlarma sahiptirler [112, 113]. Ayrica biyofilm 6zelligi gosteren EPS’ler
bakteriyi deterjanlara ve antibiyotiklere kars1 direngli hale getirirler [114, 115]. Yine
biyofilm bakteriyi yalnizca dis ortamdan koruyarak yasayabilmesi i¢in degil ayni
zamanda genetik 6zelliklerinin korunmasinda ve genetik bilgi degisiminde de daha iyi
ortamlar hazirlamaktadir [116]. Bu polimerleri sadece bakteriyi saran bir biyofilm

tabakasi olarak fonksiyon gdstermeyip ticari amacla da kullanilmaktadir.

EPS’ler ayn1 zamanda insanoglu iizerinde anti-timor [117], antiviris, ve ates diisiiriicii
etmen olarak, ila¢g sanayisinde de kaplama materyali olarak pek cok fizyolojik
aktivitelere katkida bulunurlar ayrica interferon, trombosit yiginlar: birikmesi ve faktor
sentezlerini uyaran koloniler i¢in tesvil edici olarak kullanilirlar. 40.000-70.000 Da gibi
diistik mol agirlikli olanlar tipta en ¢ok kullanilanlardir. Dekstran-demir kompleksi
anemi vakalarinda, dekstrankalsiyum kompleksi ise hayvan beslemede hipokalsemi
tedavisinde kullanilir. Ag yapili sephadeks dekstranlar ise, biyolojik maddelerin

saflagtirilmasi ve franksiyonlara ayrilmasinda devreye girerler [43, 65].

Yapilan c¢alismalar sonucunda EPS’lerin bagirsak florasim1 diizenledigi, kolesterolii
diistirdiigii ve antiiilser aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir [40, 118]. Ayn1 zamanda
kimya alaninda inceltici olarak ve farmokolojinin bir ¢ok alaninda da EPS’den
yararlanilmaktadir [119]. Yogun ¢aligmalarin konusu olan ve giiniimiizde ticaret tiriinii
olarak pazarlanan farkli biyopolimerler sunlardir; Xanthomonas campestris tarafinda
sentezlenen ksantan zamki, Sphingomonas paucimobilis tarafindan sentezlenen gellan,

Pseudomonas tiirleri ve Acetobacter chorococcum tarafinda sentezlenen alginatlar,
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Acetobacter  xylinium bakterisi tarafindan sentezlenen bakteriyal seliilozlar,
Streptococcus equii tarafindan sentezlenen hiyaluronik asit ve Rhizobium tarafindan

sentezlenen siiksinoglikan gibi tiriinler yaygin bir kullanim alanina sahiptir [65].

Bakteriler haricinde pek ¢ok mantarda gelisimi boyunca glikoz ile ekstraseliiler
homopolimer sentezi yapmaktadir. Mantarlar tarafindan iiretilen bu polimerlerde gida,
kozmetik ve ecza endiistrilerinde ticari kullanim alanlar1 bulurlar. EPS’ler yeni
islevsellikleri ile pek cok ilging fiziksel, kimyasal ve reolojik (maddenin s1v1 halindeki
ozellikleri) Ozelliklerinden dolayl, yeni uygulamaya konan pekcok diger
biyomateryaller gibi hareket ederler ve tekstil, deterjan, yapistirici, petrol ve atik su
iyilestirmeleri, dere yatagi temizlemeleri, mayalanma, akarsu isleme siireci, kozmetik,
eczacilik ve gida katki maddesi uygulamalarinda olduk¢a genis kullanim potansiyeli

sunmaktadirlar [120, 121].

2.8 Yumurta Kabugunun Ozellikleri

Yumurtanin biiytikliigline gore % 7,8-13,6' smn1 yumurta kabugu olusturur. Kabuk
mineral ve organik maddeler ile sudan ibaret olup % 3-4 oraninda bir protein ag1 ve %
95-96 oraninda birikerek yerlesmis anorganik tuzlardan olusmustur. Cizelge 2.3’te

yumurta kabugunun kimyasal bilesimi goriilmektedir.

Cizelge 2.3 Yumurta kabugunun kimyasal bilesimi

Unsur Miktar (%)
Kalsiyum Karbonat 93,7
Magnezyum Karbonat 1,0
Kalsiyum Fosfat 1,0
Organik Maddeler 33
Su 01

Yumurtayr dis etkenlerden koruyan yumurta kabugu 0,2-0,4 mm. kalinliginda ve
oldukga sert, sayis1 7000-17000 arasinda bulunan gézenek (por)' li bir yapidir. Ortalama
olarak kabuk agirligi 5-6 gr ve kabuk kalinligi 300-350 mikrometredir. Bu yapi,
yumurta i¢eriginin korunmasinda, su ve gaz alisverisinde ¢ok onemli bir role sahiptir.
Kabugun kalsiyum igerigi yaklasik olarak 1,7-2,5 gr’dir [122].
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BOLUM Il

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Arastirmada 2 adet laktik asit (S. thermophilus ATTC 14425 ve Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus ATTC 11842) bakterisi kullanilmistir. Bu bakteriler Gazi Universitesi Fen-
Edebiyat  Fakiiltesi Biyoloji  Bolimii  Biyoteknoloji  Laboratuvart  Kiiltiir

Koleksiyonundan temin edilmistir.

3.2 Kullanilan Cihaz ve Ekipman

Nigde Universitesi Biyoloji Béliimii ve SUTAS laboratuarlarinda bulunan cihazlar
kullanilmistir. Bunlar: Hassas Terazi (0.1, 1, 10 mg) (Sartorius), Manyetik Karistirici
(Heidoph), Otoklav (H+P Varioklav), Giivenlik Kabini (H+P), Santrifiij, Etiv
(Heraeus), Mikrodalga Firin (Argelik), Calkalamali Su Banyosu (GFL), Su Banyosu
(GFL), Vorteks, pH metre (WTW), Buzdolab: (Argelik), Spektrofotometre (Shimadzu),
Distile Su Cihazi (TK60), Otomatik Pipetler (Ependorf), Dijital refraktometre,

Viskozimetre (Gerber Bostwickmetre).

3.3 Bakterilerin Aktiflestirilmesi

Calismada kullanilan tiim test bakterileri uygun sivi besi ortami ve sicaklikta 24 saat
inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Lactobacillus ve Streptococcus zenginlestirmesi ve
calisgmada  kullanilmak  iizere  hazirlanan  kiiltiirlerin ~ fermentasyon  igin
zenginlestirilmesinde MRS Broth (Merck) ve M17 Broth (Merck) besiyeri
kullanilmistir. EPS ¢alismalarinda da Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus tiiriine ait suslar
icin MRS siv1 besiyeri ve agari, S. thermophilus suslart i¢in M17 s1v1 besiyeri ve agari

kullanilmustir.
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Kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltiler su sekilde hazirlanip kullanilmistir:

MRS (Man Rogosa and Sharpe) (Merck) Si1vi Besiortami

Lactobacillus zenginlestirmesinde M17 Broth (Merck) besiyeri kullanilmistir. M17
broth toz besiyerinden 52,2 g tartilarak 1 L distile su i¢inde ¢oziindirilmistiir.
Besiortaminin pH’ s1 0,01 N HCI ve 0,01 N NaOH’ le 5,7+0,2’ye ayarlanmistir.
Kullanim amacina uygun olarak deney tiiplerine ve/veya numune Kkaplarina uygun
hacimlerde (10 ila 100 ml) dagitilarak 121 °C’ de 15 dakika siire ile otoklavda steril
edilmistir. Kullanilacak besiyerleri oda sicakligina kadar sogutularak kullanima hazir hale
getirilmistir. Daha sonra kullanilmasi gerektiginde buzdolabi sicakliginda en fazla bir hafta

muhafaza edilmistir.

MRS (Man Rogosa and Sharpe) (Oxoid CM361) Kati1 Besiortami

Lactobacillus izolasyonu ve sayimi igin MRS Agar kullanilmistir. MRS Agar (Oxoid
CM361)’ dan 62 g tartilmis, tartilan miktar 1000 ml distile suda ¢oziindiiriilmiistiir. Cozelti,
stirekli karistirilarak kaynama noktasina kadar isitilmis ve besiyerinin tamamen berrak
sekilde ¢Oziinmesi saglanmistir. Coziinmiis besiyeri 50°C civarina sogutulmustur. Besiyeri
siselere dagitilarak 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Besiortaminin
pH’ 510,01 N HCl ve 0,01 N NaOH’ le 6,2+0,2’ye ayarlanmistir. Besiyeri hazirlandiktan

sonra hemen kullanildigi igin 45 °C’ ye sogutularak kullanima hazir hale getirilmistir.

M17 (Merck) Sivi Besiortami
Streptococcus zenginlestirmesinde M17 Broth (Merck) besiyeri kullanilmistir. M17

broth toz besiyerinden 42,5 g tartilarak 1 L distile su icinde c¢oziindiriilmiistiir.
Besiortaminin pH’ s1 0,01 N HCI ve 0,01 N NaOH’ le 7,2+0,2’ye ayarlanmistir.
Kullanim amacina uygun olarak deney tiiplerine ve/veya numune kaplarina uygun
hacimlerde (10 ila 100 ml) dagitilarak 121 °C’ de 15 dakika siire ile otoklavda steril
edilmistir. Kullanilacak besiyerleri oda sicakligina kadar sogutularakkullanima hazir hale
getirilmistir. Daha sonra kullanilmas1 gerektiginde buzdolabi sicakliginda en fazla 1 hafta

muhafaza edilmistir.

M17 (Oxoid CM 785) Kat1 Besiortami Bilesen Miktar1 (g/L)
M 17 Agar (Oxoid CM785)’ dan 48,25 g tartilmis, tartilan miktar 950 ml distile suda

coziindurilmiistiir. Cozelti, siirekli karistirilarak kaynama noktasina kadar isitilmis ve
besiyerinin tamamen berrak sekilde ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinmiis besiyeri 50°C
civarina sogutulmustur. Sogutulan besiyerine, % 10’ luk laktoz ¢ozeltisinden 50 ml ilave
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edilerek karistirilmistir. Besiyeri siselere dagitilarak 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavda
steril edilmistir. Besiortaminin pH’ s1 0,01 N HCI ve 0,01 N NaOH’ le 6,9+0,2’ye
ayarlanmistir. Besiyeri hazirlandiktan sonra hemen kullanildigi i¢in 45 °C’ ye sogutularak

kullanima hazir hale getirilmistir.

% 10’ luk Laktoz cozeltisi hazirlanmasi

Streptococcus izolasyonunda kullanilan M17 Agar (Oxoid CM 785)’ 1n hazirlanmasinda
% 10’ luk laktoz ¢ozeltisi kullanilmistir. Laktoz ¢ozeltisi hazirlanirken; laktoz (Oxoid
L70)’ dan 10 g tartilmis ve 100 ml suda ¢oziindiiriilmiistiir. 121 °C* de 15 dakika siire ile

otoklavda steril edilmistir.

Ringer cozeltisi (Steril diliisyon) Y4

Mikrobiyolojik analizler i¢in seyreltilmelerde steril ringer ¢ozeltisi kullanilmistir.
Ringer ¢ozeltisi hazirlanirken 2 adet oxoid ringer tablet 1000 ml distile suda
coziindiriilmistiir. Elde edilen ¢dzeltinin 25 °C’* deki pH’ s1 kontrol edilmistir. pH 7,00
olmasi gerektigi icin, eger pH 7,00 degil ise sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ilavesi
ile pH 7,00’ e ayarlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti deney tiiplerine 9,0 ml’ lik miktarlarda
dagitilmis ve 121 °C’ de 20 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Cozeltiler,
buzdolabi sicakliginda muhafaza edilmistir. Ringer tiipleri kullanilmadan 6nce 100 + 2
°C’de 20 + 5 dakika siireyle su banyosunda bekletilmis, ortam sicakligina

sogutulmustur. Homojen hale getirmek i¢in de vortex ile karistirilmistir.

Gliserol
Ticari olarak satilan gliserol alinarak distile su ile %20 lik olarak hazirlanmis ve 121 °C’

de 15 dakika siire ile otoklavda steril edildikten sonra arastirmada kullanilmistir.

3.4 Bakterilerin Hazirlanmasi ve Sayim

Mikroorganizmalar i¢in 6nceden hazirlanmis petri kutularina, hazirlanan diltisyonlardan
1 ml alinarak dékme ekim ydntemi uygulanmistir. Ekimler 3 paralelli olarak 6 degisik

diliisyonda yapilmis, petri kutularinda olusan koloniler sayilarak orneklerde canli

mikroorganizma sayilar1 belirlenmistir.
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L. bulgaricus saymm: Yogurt 6rneklerinde L. bulgaricus sayisinin belirlenmesinde
MRS agar besiyeri kullanilmistir. Petriler anaerobik olarak 37 °C’de 72 saat inkiibe
edildikten sonra olusan koloniler sayilmistir. Fotograf 3.1’de goriildiigii gibi anaerobik
kosullarin yaratilmasi igin anaerobik jar igerisinde Anaerogen (oxoid) Kit kullanilmistir
[123].

Fotograf 3.1 Bakterilerin inkiibasyonunda kullanilan anaerobik Jar

S. thermophilus saymmi: Yogurt 6rneklerinde S. thermophilus sayisinin belirlenmesinde
M17 besiyeri kullanilmistir. %5 oraninda M17 agar igerisine %10 luk steril laktoz ilave
edilmistir. Petriler aerobik olarak 37 °C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra olusan
koloniler sayilmistir [124].

Inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra MRS, M17 agar igeren petrilerden; tek diisen,
morfolojik olarak birbirinden farkli olan ve laktik asit bakterisi oldugu tahmin edilen
koloniler (mat, krem rengi, beyaz, kii¢cliik ve 6zellikle petrinin alt yiizeyinde bulunan
koloniler) 6ze yardimiyla alinarak baska bir petriye ¢izgi ekim yontemiyle aktarilmistir.
Inkiibasyon sonunda elde edilen izolatlar 2 kez pasajlanmustir; [125-127]. Saflastirilan
izolatlar MRS ve M17 Brothlara alinarak %15°lik gliserolde -20°C’de muhafaza

edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir yenilenmistir.

3.5 Kalsiyum Kaynagi Olarak Yumurta Kabugunun Hazirlanmasi
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Ticari olarak alinan yumurtalar su igerisinde haglanarak kabuklar1 soyulmustur. Soyulan
yumurta kabuklari, i¢lerindeki zarlarindan ayrilarak mikrodalga firinda kurutulduktan
sonra blender, havan ve merdane yardimiyla ezilerek toz haline getirilmistir. Toz hale
getirilen yumurta kabuklar1 Fotograf 3.2’de goriildiigii gibi, 400 mikron biiyiikligiinde
gbzeneklere sahip elekten gegirilerek otoklavlanabilir siseye alinmis 121°C, 1.06 atm

basingta 15 dak. steril edilmistir.

Fotograf 3.2 400 mikron gozenekli elek

Fotograf 3.3 Elde edilen yumurta kabugu tozu

3.6 Bakterilerin Urettigi EPS Miktarmn Belirlenmesi

Calismada kullanilan bakterilerin olusturdugu EPS miktar1 Frengova ve arkadaslarinin

metoduna gore belirlenmistir. Calisma icin LAB izolatlar1 MRS Broth ve M17 Broth
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besiyerinde gelistirilerek yine MRS Broth ve M17 Broth besiyerine inokiile edilmistir.
Kalsiyum kaynagi olarak yumurta kabugu tozu kullanilmis olup kiiltiir dozajlanmis M17
ve MRS Brothlara farkli yiizdelerde (0.25, 0.5, 1.0, 2.0 ¢g/100 mL) yumurta kabugu tozu
eklenip 30 °C de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grubu olarak her iki
bakterinin yumurta kabugu kullanilmamus kiiltiirleri hazirlanmis ve bunlardan da EPS

izolasyonu yapilmis ve kiyaslamada kullanilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda bakterilerin olusturdugu EPS miktar1 Frengova ve

arkadaslarinin metoduna gore belirlenmistir [66].

Bu metotdaki islem sirasi su sekilde gergeklesmistir:

1- Lactobacillus bulgaricus subsp. delbrueckii suslart MRS Broth sivi besi ortaminda,
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus suslart M17 Broth sivi besi ortaminda 42°
C’de 24 saat olacak sekilde 2 kez aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen kiiltiirlerden kati
besiyerinde dokme plak yontemine gore bakteri sayimi yapilmistir.

2- Aktiflestirilen kiiltiirler 100 mL’lik M17 ve MRS s1vi1 besiortamina asilanarak, steril
yumurta kabugu tozu ilave edildikten sonra (0.25, 0.5, 1.0, 2.0 g/100mL) 30 °C’de 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Referans olarak birer adet M17 Broth ve MRS Broth ise
kiiltiir dozaj1 yapildiktan sonra yumurta kabugu tozu ilavesi yapilmadan ayrilmis ve
30°C de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

3-Inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirleri steril vida kapakli tiiplere 7,5 mL alinmis ve 20
dk. 100°C’de kaynatilmistir.

4- Kaynayan kiiltirler soguduktan sonra fiizerine %80’lik triklorasetik asit
soliisyonundan (TCA) 2,5 ml ilave edildikten sonra 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir.

5- Santrifiij sonunda olusan siipernatantlar ependroflara alinmig ve tizerlerine %95 lik
etanol konulup +4°C’de 1 gece bekletilmistir. Bekleyen siipernatantlar tekrar 10.000
rpm’de 10dk. santrifiij edilmis ve peletler ayrilmistir.

6-Peletler 1 ml distile suda ¢oziildiikten sonra total EPS (mg/L) fenol-siilfiirik asit
metoduna [67], gore standart olarak glikoz kullanilarak [68], belirlenmistir.

3.7 EPS Uretimlerinin Karsilastirilmasi i¢in Glikoz Standardinin Hazirlanmasi
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Glikoz standardi Dubois ve ark. [128] metoduna goére hazirlanmistir. 0,01g glikoz 100
ml suda ¢ozdiiriildiikten sonra deney tiiplerine farkli miktarlarda alinarak saf su ile 1.0
ml’ye tamamlanir. 5 pg ile 100 pg arasinda glikoz diliisyonlart olusturulduktan sonra
tizerine 0,5ml %80 agirlik/hacim(w/v) fenol ve 5 ml derisik siilfirikasit ilave edilerek
once 10 dakika oda sicakliginda, daha sonra 20 dakika 30°C’ lik su banyosunda inkiibe
edilmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rneklerin spektrofotometrede (490 nm dalga boyunda)
absorbans degerleri alinmistir. Olgiimlerde kor olarak, 1ml distile HO’nun 0,5 ml fenol
(%80 wiv) ve 5 ml derisik H,SO, ile muamele edilmesiyle elde edilen ¢ozelti
kullanilmistir.  Okunan absorbans degerlerinden vyararlanilarak standart grafik

olusturulmustur.

3.8 Yumurta Kabugunun Kullanildigi Yogurtlarin Uretimi

Hazirlanan yumurta kobugu tozu starter kiiltiir igeren siitlere %1 oraninda ilave edilerek
42 £ 2 °C’ de inkiibasyona birakilmigs. pH 4,60 = 0,5 oldugunda inkiibasyon
sonlandirilarak sogutmaya alinmistir. Buzdolabinda (+4 °C) raf omrli sonuna kadar
bekletilerek 1., 7., 14. ve 21. giinlerinde duyusal (orgenoleptik) 6zellikleri bakimindan

degerlendirilmistir.

Fotograf 3.4 Yumurta kabugunun kullanildigi yogurtlarin iiretimi

(a: Yumurta kabugu ilave edilmis siitler; b: Yogurt siitlerinin 42 °C de inkiibasyonlar1)

Ayrica kontrol grubu olarak, ayni fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip starter kiiltiirli

stitler de yumurta kabugu tozu ilavesi olmadan aymi sartlar altinda inkiibasyona
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birakilarak yogurt elde edilmistir. Bu yogurtlar raf émrii boyunca yumurta kabugu tozu

ilave edilerek iiretilen yogurtlarla kiyaslamak i¢in kullanilmistir.

Toplam 30 adet normal, 30 adet %1 yumurta kabugu tozu ilaveli ve 30 adet %1 toz
kalsiyum ilaveli yogurt hazirlanmis ve ii¢ grup yogurt 1. giin, 1. hafta, 2. hafta ve 3.
hafta olmak iizere normal yogurdun raf 6mrii kadar (21 giin) izlenmistir.

3.9 Yogurt Uretiminde Kullanilan Siitlerin Ozellikleri
Calismada kullanilan pastorize ve homojenize yogurt siitlerin bilesimlerine ait bazi
degerler ¢izelgede verilmistir. Tiirk Standartlar1 Enstitiisii TS 1330-Yogurt Standardi’na

gore yogurdun yagsiz kurumadde orani en az % 12 olmalidir.

Cizelge 3.1 Yogurt tiretiminde kullanilan pastorize ve homojenize siitiiniin bilesimi

Tekerriir pH Kurumadde(%) Yag(%) Protein (%) Laktoz (%)
1. 6.32 12.09 3,96 4,41 6,49
2. 6.31 12.13 3,96 4,41 6,44
Ortalama 6,31 12,11 3,96 4,41 6,46

3.10 Yogurt Orneklerinden Duyusal Analizler

Yogurt 6rneklerinin duyusal analizi, bu konuda egitimli ve tecriibeli Gida miihendisleri

ve gida teknikerleri tarafindan olusturulmus 15 kisilik bir grupla yapilmstir.

Yogurt orneklerinin degerlendirme ve puanlanmasinda Tiirk Standartlar1 Enstitiisti /

Yogurt Standard1 TS 1330 5.2.2 referans olarak alinmistir (Cizelge 3.2.).

Yogurt Ornekleri goriintis, kivam, koku, tat-aroma kriterleri esas alinarak
degerlendirilmistir. Her bir panelist hazirlanan yogurt Orneklerini  duyusal
degerlendirmeler igin 06zel olarak hazirlanmis tadim odalarinda (Fotograf 3.5)
yogurtlarin raf dmrii siiresi icerisinde 1.gilin, 1. hafta, 2. hafta ve 3. hafta olmak iizere

test etmistir. Puanlama 0-5 puan aralifindadir.
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Cizelge 3.2 TS 1330, Nisan 2006 Yogurtlarin duyusal muayene degerlendirme
puanlari

ICS 67.100.98 TURK STANDARD! TS 1330/MNisan 2008

Gizelge 4 - Yogurtiann duyusal muayene deerlendirme puanian

P Puan
Gorunis .
- Temiz, parfak, sit renginde. serum ayrimasi clmammg, catlak ve gaz kabarcii
bulunmayan, hemojen, 5
- Temiz, sii renginde, serum ayrimasi olmarmig, gatfak ve gaz kabarcid bulunmayan, 4
- Temiz, mal, grimsi, az sayida ¢atlak ve a2 miktaroa serum ayriimig, 3
- St renginden farki dedisik renk meydana gelmesi, cok sayida gatlak, gaz kabarcid)
bulunan, serumu ayrimis, gizle gorilebilen her t0ri yabanct madde bulunan 1-2
Kivam
- Kasikia alinan kesitte doigun kivamda, dizgin yapida, homojen, karigtinidiktan sonra
koyu bir akicilik, serumu hemen aynimayan, difle damak arasinda kolay dadiimayan 5
- Alinan kesitte doigun kivamda, duzgin yapida, homojen, kangtiridiklan sonra koyu bir
gkicilik, serumu az ayriian, dille damak arasinda en az dagilan, dolgun yapida homojen 4
- Alinan kesitte akiciigt az, hafif pitlrll yapida, kanstinidikian sonra akicl ve serumy
hemen aynlan, ajiza shndifinda dagiian, hafif patarl 3
- Abnan kesitte gok akici, homejen olmayan ve pltlrld, kangtinidiktan sonra gok akici
hémen ve fazla miktarda serumu ayrian, dipte tortu butunduran, dille damak arasinda | 1-2
tutulamayan, akici, homojen cimayan
Koky
- Kendine has hos kokuda 4-5
- Kendine has olmayan veya yabanct koku ihtiva eden 3
- Kendine has olmayan, alkolsQ, yanik veya yabangi koky ibtiva eden 1-2
Tat
- Keéndine has hafif eksimsi tafta olan 5
- Hafif ekgimsi veya hafif tatlims: 4
- kkgimsi, hafil acims:, hafif kifumsG, haff sabunumsu ya da hafif yanik tadda olan ve
benzer yabang tad igeren 3
- Agirnt derecede eksimsi, acimsi, kifims0, sabunumsu yanik latta olan ve, benzeri :
yabanc: tat iceren 1.2
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Fotograf 3.5 Duyusal degerlendirmelerin yapildigi tadim odasi

3.11 Duyusal Degerlendirmelerde Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS programina gore yapilmis, SPSS X 17.00 istatistik paket
programi kullanilmastir.

3.12 Yogurt Orneklerinde Viskozite Tespiti

Yogurt 6rneklerinde viskozitenin tayini, konsistrometre (Gerber Instruments Bostwick
Consistometer) ile yapilmigtir. Temiz ve kuru oldugu kontrol edildikten sonra
bostwickmetrenin iiriin koyulacak haznesi kiska¢c yardimiyla kapatilmistir. Aletin
tizerindeki su terazisi ayarlanarak, 20 °C ye getirilmis ve 30 sn torakslanmis yogurt
ornegi hazneye doldurulmustur (Fotograf 3.6.). Kiska¢ kaldirildiginda kronometre
calistirtlmis ve tirliniin 30 sn i¢inde aldigir yol cm olarak kaydedilmistir. Yapist daha

viskoz olan yogurtlar bostwichmetre’de daha az yol almustir.
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Fotograf 3.6. Viskozite 6l¢timiinde kullanilan cihazlar

(a: Torakslama isleminde kullanilan karistirict b: Bostwick konsistometre)

BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

Bazi mikroorganizmalarin kapsiil veya slaym seklinde ekzopolisakkaritler iirettigi
bilinmektedir. Mikrobiyal polisakkaritler gida ve diger sektorler igin potansiyel
biyopolimer kaynagidir [129] Ozellikle siit iiriinlerinden izole edilen laktik asit
bakterileri yogun olarak ekzopolisakkarit tretebilmektedir [38] Bir ¢alismada
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’un 2100 mg/L olacak sekilde ekzopolisakkarit
tirettigi ve pH 6,5’da optimum oldugu bulunmustur [130]. Bu ¢aligmada yogurt starteri
olarak kullanilan iki bakteri i¢in de optimum gelisme ortaminda yumurta kabugunun
EPS diretimini ne sekilde etkiledigi arastirllmig ve her iki bakteri tlirii i¢in EPS
iiretiminin  arttigi  uygun konsantrasyon kullanmilmistir. EPS  iiretimlerinin

karsilastirilmasinda Glikoz standartindan yararlanilmistir.
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4.1 EPS Standartinin Hazirlanmasi

Bakterilerin EPS iiretimlerinin saglikli olarak belirlenebilmesi i¢in literatiirde belirtildigi
sekilde bir glikoz standardi hazirlanmistir. Bu standart i¢in degisen miktarlarda (5-100
ug/mL) glikoz kullanilmistir. Bakterilerin EPS iiretimi, Sekil 4.1°de gdsterilen standart

egri ile karsilagtirilarak, mg/L olarak da saptanabilmistir.
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Sekil 4.1 Glikoz standard1
4.2 Bakterilerde EPS Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Serbest metil eter ve indirgen gruplar igeren oligosakkaritler, polisakkaritler ve onlarin
tiirevleri, fenol ve konsantre siilfirik asit ile muamele edildikleri zaman turuncu-sari
renk verirler. Fenol, siilfirik asit varliginda sekerlerin ve onlarin metil tiirevlerinin,
oligosakkaritlerin ve polisakkaritlerin kolorimetrik kantitatif mikrodeterminasyonunda

kullanilabilmektedir.

Bu metot, sekerlerin ve ilgili substratlarin ¢ok kii¢iik miktarlarinin dahi tespitini
mimkiin kilmaktadir. Ayn1 zamanda da hizli ve duyarli olmasinin yanisira
tekrarlanabilir sonuglar vermektedir. Bu nedenle izolatlarm EPS retimlerinin
belirlenmesinde olduk¢a duyarli bir metot olan Dubois fenol-siilfirik asit metodu
kullanilmigtir [128].

41



Buna gore, distile suda ¢oziinmiis EPS ¢ozeltisinden alinan 1ml 6rnek sirasiyla 0,5ml
fenol (%80 w/v) ve 5 ml derisik H,SO, ile karistirihir. Once 10 dak. oda sicakhiginda,
daha sonra 20 dak. 30°C’ lik su banyosunda inkiibe edilen Orneklerin,
spektrofotometrede (490 nm) absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiimler alinirken kor
olarak 1ml dH,O’nun 0,5 ml fenol (%80 w/v) ve 5 ml derisik H,SO,4 ile muamele

edilmesiyle elde edilen ¢ozelti kullanilmigtir.

Okunan absorbans degerlerinden yararlanilarak kalibrasyon grafigi iizerinden EPS
tretim miktarlart hesaplanmistir. Her iki bakteri i¢in de farkli miktarlarda yumurta
kabugu igeren ortamlar ile yumurta kabugu icermeyen ortam kiyaslandiginda EPS
iiretimlerinin degistigi tespit edilmistir (Sekil 4.2; Sekil 4.3., Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil
4.6).

1,8
1,6
1,4
1,2

H St(eps)

Absorbans

0,8 | St

0,6
04 -
0,2 -

Lb(eps)

mLlb

1 2 3 4 5 6

seyreltme oran

Sekil 4.2 S. thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus igin yumurta kabugu
olmadiginda elde edilen bakteri konsantrasyonu ve EPS iligkisi
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Sekil 4.3 S.thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus igin % 0.25 (w/v) yumurta
kabugu iceren besiyerlerinden elde edilen bakterilerin konsantrasyonu ve EPS iligkisi
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[
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m Lb(eps)
0,5 mLb
0 |
1 2 3 4 5 6
seyreltme oran

Sekil 4.4 S. thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus i¢in % 0.5 (w/v) yumurta
kabugu igeren besiyerlerinden elde edilen bakterilerin konsantrasyonu ve EPS iligkisi
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Sekil 4.5 S. thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus i¢in % 1.0 (w/v) yumurta
kabugu iceren besiyerlerinden elde edilen bakterilerin konsantrasyonu ve EPS iligkisi
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Seyreltme oran

Sekil 4.6 S.thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus i¢in % 2.0 (w/v) yumurta
kabugu igeren besiyerlerinden elde edilen bakterilerin konsantrasyonu ve EPS iligkisi

Denemede elde edilen Absorbans degerlerinden ODggo: 1.0 oldugu durumda (Sekil 4.2-
sekil 4.6), eps miktar1 Sekil 4.1°deki standart kullanilarak mg/ml cinsine
dontstirilmustir (Sekil 4.7). Sekil 4.7°de denemelerde kullanilan yumurta kabugu

konsantrasyonlar1 iginde her iki bakteri i¢in % 1.0 (w/v)’lik konsantrasyonun eps
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iiretimini artirmasi agisindan en uygun konsantrasyon oldugu belirlenmistir. Yogurt
starterleri igerisinde % 1.0’lik yumurta kabugu konsantrasyonu kullanilarak yogurt

ornekleri hazirlanmistir.

120 *
100

S .
Y
£ 60
E \ —— "5t (eps)
L 40
\. —l—Lb (eps)
20 4
0
0] 0,5 1 1,5 2 2,5

Yumurta kabugu konsantrasyonu {g/L)

Sekil 4.7 S.thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus igin farkli yumurta kabugu
konsantrasyonlarinda eps mikrarinin (mg/ml) karsilastirilmasi (ODggo: 1.0)

4.3 Yumurta Kabugu Kullanilarak Yogurt Uretimi

Yogurt iiretiminde en sik rastlanan sorunun yogurtlarda su birakma oldugu bilinir
(Fotograf 4.1). Yogurt iiretiminde sik¢a karsilasilan su salinimi ve gevsek yap1 problemi
hem {iretici hem de tiiketici acgisindan arzu edilmeyen bir durum olup, bu problemlerin
giderimiyle ilgili cesitli yaklasimlar kullanilmaktadir. Bunlarin basinda da yogurdun
iiretimi asamasinda ¢esitli katki maddelerinin katilmasidir. Slaym iireten starter
kiiltiirlerde EPS’ nin {iretilmesi {irlinlin viskozitesi lizerinde etkili oldugu ve viskoziteyi

artirdig1 ve % 100 dogal yogurt elde edilmesini sagladig belirtilmistir [30].

Ancak tiiketici tercihlerinin katki icermeyen gidalar yoniinde olmasi nedeniyle bu
problemlerin dogal yollardan ger¢eklesmesini zorunlu kilmig, ve bu nedenle de ropy
kiiltiirlerin yani daha az su birakan kiiltiirlerin elde edilmesi 6nemli olmustur. Bu
konuda yapilan ¢alismalarin bazilar1 EPS iiretimlerini artirarak ropy kiiltiir elde etmek
yoniinde gerceklesmektedir. Ancak lreticiler genellikle su birakma olaymi azaltmak

icin kivam artirict maddeler kullanmaktadir [130]. Dogal olmasi nedeniyle bu ¢alismada

45



daha once hi¢ denenmemis olan yumurta kabugu tozu kullanilarak {irtin kalitesi

incelenmistir.

Fotograf 4.1 Yogurtlarda goriilen su birakma problemi

(a: Normal yogurt  b: Yumurta kabugu ilaveli yogurt)
Bu c¢aligmada hazirlanan normal yani yumurta kabugu tozu icermeyen, %1 yumurta
kabugu tozu ilaveli ve %1 toz kalsiyum ilaveli yogurtlar 1. giin, 1. hafta, 2. hafta ve 3.
hafta olmak tizere normal yogurdun raf 6mrii kadar (21 giin) izlenmistir. Konsistometre
ile yapilan ol¢iimlerde diger yogurtlar 11-13 cm ye 30sn de ulasirken; ticari toz
kalsiyum katilan yogurt 6rneklerinde viskozite 1sn de 23cm ye ulasmustir (Cizelge 4.1).

4.4 Yogurt Orneklerinde Bakteriyel Sayim

Mikroorganizma sayimi yoniinden yogurtlarda bariz bir fark belirlenmemistir (Cizelge
4.2). Sayim sonuglari baglangicta birbirine yakin bulunmus, ilerleyen zamanlarda
yumurta kabugu ilavesi yapilanlarda canli bakteri sayisinin daha fazla oldugu goze

carpmistir.
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Cizelge 4.1 Yogurt 6rneklerinin fizikokimyasal 6zelliklerinin takibi

o . 1.giin 1l.hafta 2.hafta 3.hafta
Fizikokim v > Y Y
. yas_al Normal KL;?SEIS Kalsiyum | Normal Kuargllj[tl? Kalsiyum | Normal K‘;?S[tl? Kalsiyum | Normal K‘;?S[tl? Kalsiyum
Ozellikler | Yogurt |"22U9Y | jlaveli | Yogurt | Ma>ud! laveli | Yogurt | onud laveli | Yogurt | ooud ilaveli
llaveli llaveli llaveli llaveli
pH 459 | 4,47 4,56 4,56 4,47 4,55 4.4 4,45 45 4,36 4,42 45
Viskozite
(cm/30sn) 13,7 11 23 13,5 11 23 14 11 23 14,5 11,3 23
Cizelge 4.2 Yogurt 6rneklerinden elde edilen bakteri sayim sonuglar1 (adet/mL)
1.giin 1.hafta 2.hafta 3.hafta
Mikrobiyolojik
Ozellikler Normal Yumurta Kalsiyum | Normal Yumutta Kalsiyum | Normal Yumu[ta Kalsiyum | Normal Yumu[ta Kalsiyum
- Kabugu ; . y Kabugu : . N Kabugu . . N Kabugu . .
Yogurt ; . Haveli Yogurt ; . Tlaveli Yogurt : . Tlaveli Yogurt ; . HNaveli
Taveli Maveli Naveli Naveli
St. thermophius | 45.107 56.107 |43.10° 43.10° 61.10 yapilmad: |37.10° |65.10 yaptlmad: | 35.10° | 63.10° yapilmadi
Lb. bulgaricus | 23.10° 20.10° |31.107 28.10° 16.10° yapilmad: | 45.10° |56.10° yapilmadi | 49.107 | 55.107 yapilmadi
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4.5 Yogurt Orneklerinin Duyusal Ozellikleri

Panelistler tarafindan ticari toz kalsiyum katilanlar bariz kimyasal kokuya ve kotii tada
sahip bulunmustur (Cizelge 4.3.). Duyusal olarak tadim yapan panelistlerden bazilar
kokusundan dolayr tadina dahi bakamamiglar, tadina bakan panelistler ise

yutamamislardir.

Yapinin ilk bakista oldukca sert ve giizel gorlinmesine ragmen kasik ile alindiginda

ayran kivaminda sulu bir forma doniigmiistiir.

Yumurta kabugu ilavesi yapilan yogurt Orneklerinde ise, yumurta kabugu ilave
edilmemis normal yogurttan duyusal Ozelliler agisindan bir fark goriilmemis olmakla
beraber, raf Oomrii sonuna dogru normal yogurtta pH diiserken, yumurta kabugu
ilavelilerde hizli pH diisiisii olmadig1 i¢in eksime olmamis ve daha ¢ok begenilmistir
(Cizelge 4.1). Bu durumun yumurta kabugunun igeriginin biiyiikk oranda kalsiyum
olmasl nedeniyle pH iizerinde tampon etkisi oldugunu diisiindiirmiistiir. Ciinkii tadi
kotii bile olsa ticari toz kalsiyum ilaveli yogurtlarda bakilan pH raf 6mrii sonuna kadar

ayni kalmistir.

Yap! anlaml nda kalsiyumun ve yumurta kabugunun farki bariz olup, katl Il mcl lari n
tamaml yumurta kabuQu katilan yoQurt 6rneklerinde yaplnin daha iyi oldugunu

belirtmiglerdir.
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Cizelge 4.3 Yogurt 6rneklerinin duyusal 6zelliklerinin takibi
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Kalsiyum
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Yumurta
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Normal
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1.hafta
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llaveli

Yumurta
Kabugu
llaveli

Normal
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1.giin
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Duyusal Ozellikler
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Cizelge 4.3 Yogurt 6rneklerinin duyusal 6zelliklerinin takibi (devami)
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4.6 Duyusal Degerlendirmelerde Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS programma gore yapilmis, SPSS X 17.00 istatistik paket

programi kullanilmistir.

Normal yogurt, yamurta kabugu ilaveli yogurt ve Ca ilaveli yogurt gruplar1 arasindaki
farki test etmek icin SPSS ile ANOVA analizi kullanilmis, ve gruplar arasinda
istatistiksel agidan onemli farkliliklar oldugu belirlenmistir. Istatistik olarak tat
acisindan (F(2, 42) =1198,05; p<0,0001), koku agisindan (F (2, 177) = 2854,348,;
p<0,0001), kivam agisindan (F (2, 177) = 709,731; p<0,0001), goriiniis agisindan ise (F
(2, 177) = 310,705; p<0,0001) seklinde sonuclara ulasilmistir. Tek yonlii varyans
analizinde Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuclar1t Cizelge 4.4-4.5-4.6-4.7°de

verilmigtir.

Cizelge 4.4 Normal, yumurta kabugu ilaveli ve kalsiyum karbonat ilaveli yogurt
orneklerinin tat degerlendirmesi acisindan Duncan c¢oklu karsilastirma

testi sonuglart

Yogurt Depolama siiresi ( giin )
ornegi

Ortalama
cesidi n 1 7 14 21
Al 15 4.86+0,35° 4,73+0,45° 426+0,45° 4,00£0,00° 4,46+0,50°"
B1 15 4,93+0,25" 4,86+035° 4,93+0,2° 4.86+0,35° 4,90+0,30°
C1 15 1,00+0,00° 1,00+0,00% 1,00£0,00% 1,00£0,00% 1,000,002

Al*; Normal yogurt, B1; %1 Yumurta kabugu ilaveli yogurt, C1; %1 kalsiyum karbonat ilaveli yogurt
orneklerini ifade etmektedir. Istatistiksel olarak farkli gruplar farkli harflerle belirtilmis, onemlilik degeri

P < 0,05 alinmustir.

Cizelge 4.4 incelendiginde, tat bakimimdan yumurta kabugu ilaveli yogurdun en iyi,
ticari kalsiyum karbonat ilaveli yogurdun en kotii oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.5 Normal, yumurta kabugu ilaveli ve kalsiyum karbonat ilaveli yogurt
orneklerinin koku degerlendirmesi agisindan Duncan ¢oklu karsilastirma

testi sonuglari

Yogurt Depolama siiresi ( giin )

ornegi Ortalama
cesidi n 1 7 14 21

A2 15 5,00£0,00° 5,00+0,00° 4,80+0,41° 4,66+0,48" 4,86+0,34°
B2 15 5,00£0,00° 4,93+0,25° 5,00+0,00° 4.80+0,41° 4,93+0,25°
C2 15 1,2040,41% 1,13+0,35% 1,13+0,25% 1,06+0,25% 1,13+0,34°

A2; Normal yogurt, B2; %1 Yumurta kabugu ilaveli yogurt, C2; %1 kalsiyum karbonat ilaveli yogurt
orneklerini ifade etmektedir. Istatistiksel olarak farkli gruplar farkli harflerle belirtilmis, dnemlilik degeri

P < 0,05 alinmistir.

Cizelge 4.5 incelendiginde koku bakimindan yumurta kabugu ilaveli yogurdun en iyi,

ticari kalsiyum karbonat ilaveli yogurdun en kétii oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.6 Normal, yumurta kabugu ilaveli ve kalsiyum karbonat ilaveli yogurt
orneklerinin  gorlinlis  degerlendirmesi  agisindan Duncan ¢oklu

karsilagtirma testi sonuglari

Yogurt Depolama siiresi ( giin )

ornegi Ortalama
¢esidi n 1 7 14 21

A3 15 2,86+0,35% 3,93+025% 2,86+0,35% 2.60+0,50% 3,06+0,63°
B3 15 4,86£0,35° 4,80+0,41° 4.86+0,35° 4,66+0,48° 4,80+0,40°
C3 15 5,0040,00° 5,00£0,00° 4,93+0,25° 4,80+0,41° 4,93+0,25°

A3; Normal yogurt, B3; %1 Yumurta kabugu ilaveli yogurt, C3; %1lkalsiyum karbonat ilaveli yogurt
orneklerini ifade etmektedir. Istatistiksel olarak farkli gruplar farkli harflerle belirtilmis, énemlilik degeri

P < 0,05 alinmigtir.

Cizelge 4.6 incelendiginde, goriiniis bakimindan yumurta kabugu ilaveli yogurdun 1iyi,
ticari kalsiyum karbonat ilaveli yogurdun en iyi, normal yogurdun ortalama bir degerde

oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.7 Normal, yumurta kabugu ilaveli ve kalsiyum karbonat ilaveli yogurt

orneklerinin  kivam  degerlendirmesi  agisindan Duncan  ¢oklu

karsilastirma testi sonuglari

Yogurt Depolama siiresi ( giin )

ornegi Ortalama
cesidi n 1 7 14 21

Ad 15 4,66+0,48° 4.86+035° 4,13£0,63° 3,80+0,77° 4,36+0,71°
B4 15 4,80+0,41° 4,86+0,35° 4,66+0,61° 4,20+0,67° 4,63+0,58
C4 15 1,1340,35% 1,13£0,35% 1,13+0,35% 1,13+0,35% 1,13+0,34°

A4; Normal yogurt, B4; %1 Yumurta kabugu ilaveli yogurt, C4; %1 kalsiyum karbonat ilaveli yogurt

orneklerini ifade etmektedir. Istatistiksel olarak farkli gruplar farkli harflerle belirtilmis, dnemlilik degeri

P < 0,05 alinmistir.

Cizelge 4.7 incelendiginde, kivam bakimindan yumurta kabugu ilaveli yogurdun en iyi,

ticari kalsiyum karbonat ilaveli yogurdun en kétii oldugu goriilmektedir.
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BOLUM V

SONUC

Endiistriyel olarak siit {irtinlerinin {iretiminin artmasi, pazarlama ve rekabet edebilme
basarisinin artigin1 gerektirmis, ayrica miisterilerde geleneksel yontemlerle iiretilen

iiriinlerdeki kaliteyi yakalayabilme beklentisini de beraberinde getirmistir.

Miisteri beklentileri dendiginde, ilk akla gelen 6zellik {irtiniin duyusal 6zellikleridir.
Duyusal 6zellikler siitiin bilesimiyle ve siite uygulanan teknolojik islemler (1s1l islem
v.b.), fermentasyon sicakligi, kullanilan kiiltiir, inkiibasyon ve depolama sicaklig1 gibi
pek ¢ok faktoriin etkisi ile sekillenir. Bunlarin igerisinde iirline karakteristik 6zelliklerini
kazandiran en oOnemli unsur kullanilan starter kiiltiirlerdir. Endiistriyel iiretimde
tirtinlerin duyusal 6zellikleri ile birlikte kar saglanmasi da 6nemli bir husus oldugu igin,
kullanilan kiiltiiriin karakteristikleri biiylik 6l¢lide 6nem kazanmistir. Yogurt ve ayran
tretiminde kullanilan temel laktik asit bakterileri Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus bakterileridir. Bu bakterilerin farkli
suslarindan hazirlanan kiiltir kombinasyonlar1 siit {rlinlerinin yapisal ve duyusal
ozelliklerinde oldukga etkilidir. Uriin kalitesini artirmak amaciyla Laktik asit bakterileri
tizerinde cesitli ¢aligmalar yapilmaktadir. Bunlar igerisinde ekzopolisakkarit (EPS)

iiretim yetenegi ve bu yetenegin artirilmasina yonelik ¢ok cesitli caligmalar yapilmastir.

Yogurtlarda kivami artirmak ve yapiyr iyilestirmek amaciyla karragenan gibi bazi
gamlar, selilloz, pektin ve nigasta gibi polisakkaritler kullanilabilir. Ancak bazi
iilkelerde bu tiir katkilarmn kullanimi smirhdir veya yasaktir. Ornegin, Ingiltere’de
yogurt iiretiminde %1 oraninda nisasta kullanimina izin verilirken, diger stabilizorlerin

kullanimi % 0.5 ile sinirlandirilmastir [75].

Bu tez calismasinda ise, kalsiyum igerigi yliksek, dogal bir iiriin ve ayn1 zamanda atik
madde olarak goriilen yumurta kabugunun yogurt starteri olan bakterilerin EPS {iretim
yetenegi lzerindeki etkisi ve fermente siit {irlinii olan yogurdun kalitesini degistirip
degistirmedigi aragtirtlmis ve her iki bakteri i¢in de farkli miktarlarda yumurta kabugu
iceren ortamlar ile yumurta kabugu igermeyen ortam kiyaslandiginda EPS iiretimlerinin

degistigi tespit edilmistir (Sekil 4.2; Sekil 4.3., Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6).
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Sekiller incelendiginde her iki bakteri i¢in en uygun konsantrasyonun % 1.0 yumurta
kabugu oldugu tespit edilmis ve yogurt starterleri icerisinde bu miktar kullanilarak
yogurtlar hazirlanmistir. Hazirlanan normal, yani yumurta kabugu tozu igermeyen, %1
yumurta kabugu tozu ilaveli ve %1 toz kalsiyum ilaveli yogurtlar 1. giin, 1. hafta, 2.
hafta ve 3. hafta olmak iizere normal yogurdun raf dmrii kadar (21 giin) izlenmistir.
Panelistler tarafindan ticari toz kalsiyum katilanlar bariz kimyasal kokuya ve kotii tada
sahip bulunmustur (Cizelge 4.3.). Yapimin ilk bakista oldukga sert ve giizel goriinmesine

ragmen kasik ile alindiginda ayran kivaminda sulu bir forma doniismiistiir.

Yumurta kabugu ilavesi yapilan yogurt Orneklerinde ise, yumurta kabugu ilave
edilmemis normal yogurttan duyusal 6zelliler agisindan bir fark goriilmemis olmakla
beraber, raf Oomrii sonuna dogru normal yogurtta pH diiserken, yumurta kabugu
ilavelilerde hizli pH diisiisii olmadigi i¢in eksime olmamis ve daha ¢ok begenilmistir
(Cizelge 4.1). Bu durumun yumurta kabugunun iceriginin biiyiikk oranda kalsiyum
olmasl nedeniyle pH tizerinde tampon etkisi oldugunu diisiindiirmistiir. Ciinkii tadi
kotii bile olsa ticari toz kalsiyum ilaveli yogurtlarda bakilan pH raf 6mrii sonuna kadar

ayni kalmistir.

Yapl ve kivam anlaminda kalsiyumun ve yumurta kabu@unun farki bariz olup,
katt 1t mcl larl n tamam! yumurta kabug@u kati lan yoGurt drneklerinde yapi ni n daha iyi

oldugunu belirtmislerdir.
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