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OZET

MELASTAN DEKSTRAN URETEN LEUCONOSTOKLARIN iZOLASYONU,
DESKTRAN URETiMi VE OZELLIKLERI

Tugcem OZKAYA

Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Yedi farkh fabrikadan alinan sivi melas o6rneklerinden dilisyonlar hazirlanmistir.
Besiyerine ekim vyapilarak tek koloni haline dislriilmis ve biyokimyasal testler
sonucunda (Gram boyama, gaz testi, katalaz testi, mikroskobik inceleme) aday
mikroorganizmalar belirlenerek PCR‘da tanimlanmistir. PCR sekans analizine gore dort
farkli Leuconostoc mesenteroides susu elde edilmistir. Bu bakterilerle dekstran
Uretilerek, Gretilen dekstran saflastiriimis ve FT-IR analiziyle ticari dekstran ile eslesme
calismasi yapilmistir. Uretilen dekstranlarin safligi bu analiz ile teyit edilmistir. Uretilen
dekstranlar kurutulmus ve toz formuna donustirtlmastir.

Toz formdaki dekstranlar kullanilarak 25 °C'de %10 (w/v) distile suyla c¢ozelti
hazirlanmistir. Akis tipinin Oswalt oldugu gozlemlenmistir. Desktranlarin akis davranis
indeksi (n) ve kivam katsayisi (K) degerleri sirasiyla 0.13-32.44 Pa.s" and 0.36-0.88 dir.
Uriinlerin viskoelastik ézelliklerini belirlemek amagli frekans sweep testi de yapilmistir.
Uc dekstran 6rneginde Kayip modiil (G") degerleri, depo (G') modiil degerlerine gére
daha yiiksek oldugu icin sivi benzeri davranis sergiledigi; diger dekstran orneginin ise
kati benzeri davranis gosterdigi saptanmistir. Sonuc olarak; L. mesenteroides’in farkh
suslarindan elde edilen dekstranlar arasinda reolojik agidan farkh o6zellikler oldugu
gozlemlenmistir. 4 farkh L. mesenteroides’den de elde edilen dekstranlarin, sergilemis

Xi



olduklari koyulagsma o6zelliginden dolayi katilastirma maddesi olarak kullanilabilecegi
saptanmigstir. Boylece atiklarin ekonomik deger kazanmasi saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Leuconostoc mesenteroides, dekstran, reoloji, melas, atik

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

DEXTRANS PRODUCED BY LEUCONOSTOC MESENTEROIDES ISOLATED
FROM MOLASSES AND PROPERTIES

Tugcem OZKAYA

Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Dilutions prepared from liquid treacle samples taken from seven different factory and
making culture media were convert into a single colony and biochemical tests results
(Gram reaction, gas test, catalase test, microscopic examination) candidate
microorganisms were identified and PCR have also been described. four different L.
mesenteroides was obtained by PCR sequence analysis. The dextran produced by
bacteria and purified dextran produced and FT-IR analysis show us our dextrans were
pure. And than dried and converted into powder form.

Steady and dynamic rheological properties of dextrans %10 (w/v) were determined at
25 °C. Ostwald de model well described the flow behaviour of the dextran solutions
with R’ values close to unity. Flow behavior index and consistency coefficient (K)
changed between 0.13-32.44 Pa.s" and 0.36-0.88, respectively. Frequency sweep test
was also conducted to determine viscoelastic characteristics of the samples. As for 3
dextrans, loss modulus (G") values were found to be higher than storage modulus (G’)
and for the other dextran G' was higher than G" values. In other words, as 3 dextrans
showed liquid-like bahavior, the other was solid-like behavior. The results of the
present study showed that strain variety played an important role in rheological
properties of dextrans. According to the results, the purified dextrans produced by L.

xiii



mesenteroides isolated by molasses waste can be used in food formulations as a food
ingredient due to their thickening properties.

Keywords: Leuconostoc mesenteroides, dextran, rheology, molasses, waste

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Ekzopolisakkaritler (EPS), hiicre duvari ile birlesmis kapsuiller veya blyik miktarlarda

hicre duvari disinda biriken ve kiltlr ortamina yayilan bagimsiz salgilardir [1], [2].

EPS Uretim miktari; ortamdaki ilave maddeler ve mineral varligi, kullanilan laktik asit
bakteri turleri ve fermentasyon kosullarina baglh olarak 50-600 mg/| arasinda degisir
[3]. EPS’lerin yapisi, glikozidik baglar ile birbirine baglanmis olan seker Unitelerinden
olusmaktadir. EPS‘ler, homopolisakkaritler: bir cesit monosakkaritten olusanlar (D-
glukoz veya D-fruktoz) ve heterosakkaritler: 3-7 monosakkaritten olusanlar (D-galaktoz,

D-glukoz ve/veya L-ramnoz) olarak ikiye ayrilir [4].
Leuconostoc cinsi bakteriler:

* Fakultatif anaerobik

* Katalaz negatif

*  Gram (+)

Ozelliktedir [6]. Cig sltte dogal olarak bulunurlar ve fermentasyonda rol oynarlar.

Peynir, tereyagi, krema ve kefir bulunabildikleri Grinlerdir [7].



Gizelge 1.1 Cesitli laktik asit bakterileri tarafindan tretilen homopolisakkaritler [5]

Ekzopolisakkarit

Bakteri

a- D- Glukanlar

Dekstran L. mesenteroides ssp. mesenteroides
L. mesenteroides ssp. dextranicum

Mutan Streptococcus mutans
Streptococcus sobrinus

Alternan L. mesenteroides

B- D- glukanlar Streptococcus spp.
Pediococcus spp.

Fruktanlar

Levanlar Streptococcus salivarius

intlin benzerleri

Streptococcus mutans

Poligalaktanlar

Lactococcus lactis ssp. lactis HA14

1.2 Tezin Amaci

Gida ve ilag sektorleri basta olmak lizere gesitli Gretim dallarinda katki maddelerinin
Onemi blyuktir. Katki maddesi olarak kullanilan dekstran, kivam arttirici olarak yaygin

kullanim alanlarina sahiptir.

Uretim sirasinda ve sonrasinda olusan yan ve atik Uriinlerin degerlendirilmesi,
ekonomik ve cevreyi koruma gibi nedenlerden dolayi 6nemini arttirmistir. Seker
Uretimi sirasida atik olarak cikan melas (kiispe), cesitli uygulamalarla geri doniisime

tabi tutulabilmektedir.

Bu tezin amaci; sivi melas icerisinde bulunan dekstran Ureten Leuconostoklari izole
edip, Bu izolatlarla dekstran Gretmek ve bu lretilen dekstranlarin reolojik 6zelliklerini
inceleyerek gidalarda kullanimlarina yonelik teknolojik parametreleri belirlemektir.
Boylece biyoteknolojik yolla iretilen katma degeri yiksek bir gida yardimci maddesi

olan dekstranin yerli Giretiimesi ve ekonomiye kazandirilmasi hedeflenmistir




1.3 Hipotez

Gida ve ilag sektorlerinde kullanilan katki maddelerinin, dogal kaynaklardan Gretilmesi
konusu hergegen giin 6nemini daha da arttirmaktadir. Dekstran, diisik molekil agirligi
sayesinde gelistirici ajan olarak kullanildiginda kiitle kaybina karsi kan hacminin geri
kazanilmasina yardimci olur. Bu nedenle klinik alanlarda kullanimi oldukga yaygindir.
Dekstran kullanimi; saf, stabil ve hidrofilik tGrinler elde edilmesine olanak sagladigi icin

gida sektoriinde katki maddesi olarak da kullaniimaktadir.

Seker Uretimi sonucunda olusan melas atiklarindan izole edilen L. mesenteroides’den
elde edilen dekstranlari, katki maddesi olarak kullanmak, gida sanayine ve diger
endustri kollarina dogal yolla kivam verici katki maddesi saglamasi agisindan ekonomik

ve cevresel acidan biylik 6nem arzetmektedir.



BOLUM 2

LITERATUR TARAMASI

2.1 Tarihsel Gelisim

e 1861 yilinda; Pasteur, yapiskan yapinin mikrobiyal aktivite sonucu olustugunu
belirlemistir. Van Tieghem, vyapiskan maddeye neden olan bakterinin L.
mesenteroides oldugunu tespit etmistir. Daha sonralari dekstranin bircok

bakteri tarafindan Uretildigi saptanmistir [8].

e 1874 yilinda; Scheibler, ilk kez dekstran ismini kullanmistir. Seker kamisinda ve

seker pancari suyunda gizli bir kalinlasma tespit etmistir [9].
e CgH190¢ formiiliindedirler. Pozitif optik rotasyona sahiptirler.

e 1944 vyilinda; dekstranin klinik kullanisi tespit edilmis ancak kimyasal yapisi

karakterize edilememistir.

e 1954 yilinda; Dekstrani Ureten 96 bakteri tiri oldugu belirlenmistir. 5 cins

tarafindan havada, bitkilerde vb. ortamlarda bulunabildikleri tespit edilmistir.

e 1950- 1970 yillari arasinda dekstran uretimi, yapisi, ozellikleri ve kullanim

alanlari hakkindaki ¢alismalara yogunluk verilmistir.



Cizelge 2.1 Dekstran treten mikroorganizma cinsleri [10].

Cins Dekstran  olusumunda  kullandigl
hammadde

Gluconobacter oxydans Maltodekstrin

Leuconostoc Stikroz

Streptococcus Siikroz

Betabacterium Sukroz

Streptococcus Siikroz

2.2. Dekstran
2.2.1. Dekstranin Yapisi

Dekstranin yapisi;

1- HPLC
2- NMR Spektrofotometre

3- ince Tabaka Kromotografisi ile belirlenebilir [11,12].

Glukozlarin glikozit baglarla baglanmasi sonucu olusan dekstran’da, a (1,6) baglar
temel zincirdedir. Toplam baglarin % 50‘sinden fazlasi a (1,6) baglarindan olusur. Yan
zincirlerde a (1,4), a (1,2), a (1,3) baglari bulunur. Dekstranin yapisi mikrobiyal tlre

baglh olarak degisir [13].

2.2.2. Dekstranin Elde Edilme Yollari

1. Sukrozdan dekstransiikraz enzimi ile dekstran eldesi; Leuconostoc,

Streptococcus, Lactobacillus cinsleri tarafindan elde edilmektedir [15].

2. Maltodekstrinden dekstrinaz enzimi ile dekstran eldesi; Gluconobacter cinsi

tarafindan elde edilmektedir [16].

3. Dekstranin kimyasal sentezinin de oldugu rapor edilmistir [15].



Cizelge 2.2. Farkh dekstranlarda bulunabilen baglar [14].

Baglar(%)
Dekstran GCozunebilirlik | a(1-6) | a(1-3) | a(1-3)Br | a(1-2)Br | a(1-4)Br
Lm B-517 Cozlebilir 95 5
Lm B-742 Cozlebilir 50 50
Lm B-742 Az ¢ozilebilir | 87 13
Lm B-1299 Cozulebilir 65 35
Lm B-1299 Az ¢ozilebilir | 66 7 27
Lm B-1355 Cozulebilir 54 35 11
Lm B-1355 Az ¢ozilebilir | 95 5
Sm 6715 Cozulebilir 64 36
Sm 6715 Cozilemez 4 94 2

Lm= L. mesenteroides ; Sm= Streptococcus mutans ; Br= Bag Dallanmasi

Dekstranin kimyasal yapisi Sekil 2.1‘de gosterilmistir.

--0O-CH,
@)
OH
OH -
B OH
o-1,6

Sekil 2.1 Dekstranin kimyasal yapisi H(CgH100s)OH

2.2.3. Dekstransiikraz

Dekstransiikraz, ekstrasellller glikosiltransferans enzimidir. Fruktoz aciga c¢ikarken,

siikrozdan dekstran transferini katalizleyen enzimdir. Streptococcus tirleri de bu

enzimi Uretebilirler. En ¢cok L. mesenteroides tiiri tarafindan Gretilir [13]. Quirasco ve

ark. (1999), L. mesenteroides NRRL B-512F kiltlrtinin, D-glukoz ve D- friktoz'dan

dekstransikraz Grettiklerini tespit etmistir [12].




Dekstransiikraz enziminin ozellikleri:

e Baslangic molekdl agirhigi 170 kDa’dur.
e Michelis-menten kinetik sabiti, siikroz igin 12-16 mM’dir.

e Dekstransiikrazin saflastirilmasinda, optimum pH: 5,0-5,5 ve optimum

sicaklik, 30 °C’dir.
e Optimum enzim Uretimi ve aktivitesi igin kalsiyum miktarinin disik
seviyelerde olmasi zorunludur [17].

2.3 Dekstran Uretimi

Desktran, glukoz, glukoz ve friktoz karisimindan elde edilemez ve sadece siikrozdan
(sakkaroz) elde edilebilir. Dekstran elde edilmesi icin 16,7- 20,9 kj/mol gibi buyulk ener;ji
gereklidir [14].

Ticari olarak dekstran, L. mesenteroides kiltiri ile slikroz, penton (nitrojen kaynagi),
blylime faktorleri, mineraller (fosfat) varliginda fakiltatif anerobik fermentasyon ile

Uretilmektedir.

Fermentasyon kosullari;

e Baslangi¢ pH: 6,7-7,2
e Sicakhk: 25 °C
e Baslangic siikroz konsantrasyonu: %2 (genellikle)
e Fermentasyon siresi: 24-48 saat [13].
Fermentasyonun ilk 20 saatinde ortamin asitligi organik asitler ile pH 5 civarina diser.

Bu pH degeri, dekstransiikrazin optimum pH’sina uygun degerdir. Dekstran olusumu

sicakligin yiikselmesine neden olur [18].

Fermentasyon sonucu, ortamdan dekstran toplanir. Alkol ile ¢oktlirme ve suda

¢Ozlindirme isleminin akabinde c¢oktlirme ile saflastirma yapilir. Hlcre atiklari,
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santrifijleme ile uzaklastirilir. Bu geleneksel liretimin; hicrelerin Gremesi, enzimlerin

Uretimi ve dekstran sentezlenmesi hususunda bazi dezavantajlari vardir [19].

Dekstran enzimatik metotla da Uretilebilir. Bu yontemde dekstransikraz igceren
sipernatant kullanilir. Bu yontem, dekstran sentezlenmesinde kosullarin kontroliine ve
saf polimer eldesinde verimin artmasina olanak saglar [19]. Enzimatik yontemde
kosullar, bakteriyel kiltirle Gretime kiyasla daha basittir ve kontrolii daha kolaydir.

Uriin daha tiniform ve saflastirma daha kolaydir [14].

Enzimatik tGretimde fermentasyon kosullari gesitli sartlara gére optimize edilir. Bunlar:

e Enzim Uretimi igin optimum pH: 6,5-7

e Enzim aktivitesi igin optimum pH: 5,0-5,2

e Sicaklk: 23 °C

e Michaelis- menten kinetik sabiti: 200 mM stikroz

e Dekstransikraz verimini artirmak igin siikroz seviyesi %0,75-1 civarinda
olmalidir [20].

L. mesenteroides icin ortamda istenen gelisme faktorleri ise;

e Nikotinik asit

e Tiamin

e Pantotenik asit

e Biotin

e Valin

e Glutamik asit’'dir [21].

L. mesenteroides‘den anaerobik kosullarda fermentasyonla dekstran lretimi Sekil 2.2

ve Sekil 2.3’de gosterilmistir.



Fermentasyon oncesi girdileri:

1. L. mesenteroides, 2. Siikroz

Bakteri kiltlrinin gelistirilmesi ve ¢cogaltiimasi

\Z

KultGrin Dekstransukraz tGretimi

\Z

Enzimin aktivasyonu

\

Heksoz monofosfat yolu ile, laktik asit, etanol, CO,, dekstran tretimi
2

Santrifligasyon ile hiicrelerin ayrilmasi ve alkoliin ¢oktlrilmesi

Sekil 2.2. Mikrobiyolojik yolla dekstran tretim akim semasi [22,23].

300 g/L sukroz, 10 g/L maya ekstresi, 30 g/L K,HPO, J

Sicakhk: 23 °C, baglangig¢ pH: 8,3 ]

%10 v/v asilama yapilir. pH: 7,5 J

Kesikli sistemde fermentasyon J

Dekstran

Sekil 2.3. Kesikli sistemde dekstran tretiminin optimum kosullari [24].

Dekstran Uretimi kesikli, yari strekli veya sirekli sistemlerle saglanabilir. Sekil 2.4 ve

Sekil 2.5’de dekstran liretim reaktorlerine 6rnekler verilmistir.



S -, | el

(a) (b) (c)

Sekil 2.4 Reaktor tasarimlari: (a) kesikli reaktor, (b) beslemeli-kesikli reaktor, (c) strekli
reaktor [25].

F.'I
— I _l
w h +
Cdy
Fd
— e/
: @ + +
[ i | _||:l. S [ - | B
(el
fr‘il P‘H

(]

Sekil 2.5 Ayni anda islem icin reaktor tasarimlari [26].

Sekil 2.5'de gosterildigi gibi, (d) seklinde A reaktoriinde hiicre gelisimi ve enzim Uretimi
gerceklestirilir. B rektorline F, ile siikroz beslenir ve dekstran sentezlenir. (e) seklinde
“R” kismi ile enzim geri beslemesi saglanarak A reaktoérinde enzim miktari maksimum
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degere ulastirilir. (f) seklinde A reaktériinde enzim dretimi B ve C reaktoriinde ise
dekstran Gretimi yapilir. (g) seklinde A, dolgu yatak reaktor ve B, karistirmali-beslemeli
reaktordir [26].

2.4. Dekstranin Kullanim Alanlari

Polisakkarit sinifindan olan dekstran; dogal dekstran, kismen yapisi degistirilmis
dekstran ve bunlarin tlrevleri olarak ticari gesitleri olmak tizere kullanilmaktadir [13].
2.4.1. Klinik Uygulamalarda Kullanimi

Dekstran, diisiik molekil agirhig1 sayesinde gelistirici ajan olarak, kiitle kaybina karsi kan
hacminin geri kazanilmasina yardimci olur. Dogal dekstranin molekil agirhgi 5.10°
Da’dur ve kan plazmasi igin bu deger yeterli olmaz. Kan plazmasi igin optimum

dekstran agirlig1 40000-100000 Da’dur.

L. mesenteroides B-512F susunun Urettigi dekstran, alerji derecesinin diisiik olmasi ve
yliksek oranda (%95), a(1,6) glikozidik baglara sahip olmasi nedeniyle klinik
uygulamalar igin uygundur. Yapisi a(1,6) baglarindan olusan dekstran, a(1,3) baglarina

kiyasla suda daha iyi ¢6zlindr.
Sonuc olarak, L. mesenteroides B-512F susunun Urettigi dekstranin;

e Dusuk alerjinite
e Yiiksek suda ¢ozindrlik

e Yiksek biyolojik stabiliteye sebep olmasi sonucu kan plazmasi yerine

kullanimi insan kani i¢cin uygundur [14].
2.4.2. Kozmetik Sektoriinde Kullanimi
GOz ve deri bakim Grinlerinde kullanir. Dekstran,

e Mikemmel biyouyumluluk,

e Nemlendirici 6zelligi,
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e Kanitlanmis stabiliteleri,

nedeniyle kozmatik sektoriinde tercih edilir.

2.4.3. Gida Sektoriinde Kullanimi

Avrupa ve Amerika’da dekstranin gida katki maddesi olarak kullanilmasinin yani sira, L.

mesenteroides GRAS organizma sinifindadir ve bircok fermente lriinde mevcuttur.

Gidalarda dekstran, Kalinlastirici, emilsifiye ajani ve yliksek viskozlu gam olarak
kullanilmaktadir. Dekstran kullanimi, saf, stabil ve hidrofilik trinler elde edilmesine

olanak saglar [27].

2.4.4. Diger Kullanim Alanlari

e Kagit Giretiminde topaklanmayi 6nleyici (stispansiyon ve koloidler icinde) olarak
kullanihr.

e Patlayicilarin Gretiminde kullanilir.

e Petroliin geri donlisimiinde ve petrol sondajinda kullanilr.

Dekstran, yenilenebilir kaynaklardan uretilebilir ve ekolojik sistemde geri
donldsimi saglanabilir [27]. Seker pancari ve seker kamisi sanayinde, seker

Uretiminden sonra yan Urlinlerden dekstran Gretimi gerceklestirilebilir [28].

2.5 Reolojik Ozellikler

Reolojik ozellikler, gidalarin duyusal gorinis ozellikleriyle ilgili olup bazi yapisal ve
mekanik 6zellikler gérintsten anlasilabilmektedir. Reoloji, gidanin lezzeti ile de ilgilidir.
Cunkl gidanin agizda dagilma hizi ve sekli, lezzetin algilanisini etkilemektedir. Ayrica
reoloji, gidalarin dokulari ile 6Gnemli diizeyde ilgili olup gidalar tiiketilirken el ve agiz ile
algilanan deformasyon ve akis ozellikleri Griiniin dokusal Ozellikleri hakkinda fikir

vermektedir.

Reolojik 6lciimlerde amag, gerilim, kayma hizi ve bazi durumlarda viskozite arasindaki

fonksiyonel iliskiyi tayin etmektir.
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Kuvvetin uygulandig sivi ylzeyinin alani A ve hareketi baslatmak igin gereken kuvvet
de o ise, birim alana disen kuvvet o /A olacaktir. Buna kayma gerilimi (shearing stress)
denir. Bu gerilim dizlemlerin yer degistirmesine de neden olur. Bu yer degistirme,
dizlemlerin yer degistirmesine de neden olur. Bu yer degistirmede, diizlemler
arasindaki akisa dik yondeki uzakhga x, dizlemlerin kayma hizina da, v diyecek olursak
dv/dx, kayma hizi (shear rate) orani veya kayma deformasyonunun degisme hizidir

[29].

o (gerilim)

d, dv » B(Sabit)

A
(hareketli)

Sekil 2.6 Blok tabakalar arasinda kayma hizinin gésterimi (viskozluk modeli)

o, kayma gerilimi olarak degerlendirilirken, y, Kayma Hizi, n, viskozite katsayisi olup,
genellikle viskozite olarak tanimlanir. Bu parametreler arasindaki iliski asagidaki (2. 1)
denklem ile gosterilir [29].

g

Y

n= (2.1)

Swvilar, akiskanlik 6zelliklerine gére Newtonian ve Newtonian olmayan akiskanlar olmak
Uzere ikiye ayrilirlar. Newtonian akiskanlarda kesme hizi ve kesme stresi arasinda
dogrusal bir iliski vardir. Newtonian sivilarda viskozite kesme hizindan bagimsizdir.
Kesme hizi arttikga dogrusal olarak kesme stresi de artig gosterir. Bunun disindaki akig

Ozelligi gosteren sivilar Newtonian olmayan sivilar olarak adlandirilir.

Cesitli sivi ve yari sivi gidalarin akis davranislarinin belirlenmesinde asagidaki (2. 2)

denklem kullanilmaktadir.
o=ky™ + o° (2.2)

Bu esitlikte k, kivam katsayisini; n, akis davranis indeksini; ¢°, ise baslangi¢ stresini
ifade etmektedir. Newtonian ve Binghain plastik akis 6zelligi gosteren sivilarda k,

sirasiyla gorinir viskoziteyi ve plastik viskoziteyi ifade eder [29].
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Viskoz Akiskan Davraniglar: Akiskanlarin ne tip bir akis durumu goésterdikleri, yapilan
Olgiimlerden sonra gizilen kayma hizina karsi kayma gerilmi diyagramindan bakilarak
anlasilmaktadir. Clinki akigkanlarin davranis Ozellikleri Gizerlerine uygulanan kayma
hizina veya kayma gerilimine bagldir. Elde edilen diyagrama akis egrisi (reogram) adi
verilir ve akis egrisi cesitli fonksiyonel bagintilarla matematiksel olarak modellenir. Sekil

2. 3'de akiskanlar icin akis egrileri gosterilmistir [29].

Plastikler
Psédoplastikler

Newtonyen Akigkanlar

Dilatant

Kayma gerilimi (Pa)

Kayma hiz ( s

Sekil 2. 7 Akiskanlar icin akis egrileri
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal
3.1.1 Melas Ornekleri

Ulkemizden Kirsehir, Adapazari, ligin-Konya, Eregli-Konya, Burdur, Eskisehir, Aksaray
Seker Fabriklari olmak lzere yedi farkl seker fabrikasindan sivi melas érnekleri temin
edilmistir. Alinan sivi melas 6rneklerinden yapilan toplam laktik asit bakteri sayimi

Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Melaslarda toplam laktik asit bakteri sayimi

Melas Ornegi Toplam Laktik Asit Bakteri Sayimi (kob/g)
Kirsehir 2.1x10’
Adapazari 8.0x10°
llgin-Konya 9.0 x 10°
Eregli-Konya 2.1x10°
Burdur 1.0 x 10°
Eskisehir 1.2x10°
Aksaray 1.1x10°

3.1.2 Kullanilan Besiyerleri

Sugar Agar, Sugar Broth-1, Sugar Broth-2, MRS-G besiyeri icin Cizelge 3.2’de belirtilen
kimyasallarla (Merck, Almanya) karisimlar hazirlanmis ve 121°C‘de 15 dk sterilize

edilmistir [30].

Cizelge 3.2 Kullanilan Besiyerleri

Sukroz Agar | Sugar Broth-1 Sugar Broth-2 MRS-G

(g/ 100 mL) (g/ 100 mL) (g/ 100 mL) (g/ 100 mL)
Sukroz |1 Sukroz |1 Sukroz 10 Pepton 1
Maya 0,3 | Maya 0,3 Maya Ekstrati | 0,5 Et Ekstrati 0,5
Ekstrati Ekstrati
Pepton | 0,5 | Pepton | 0,5 Pepton 0,5 Maya Ekstrati 0,5
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Agar 1,5 KoHPO,4 1,5 Magnezyum 0,01

silfat

NacCl 0,001 | Mangan Silfat | 0,005
monohidrat

MgSO47H20 0,001 KH2PO4 0,2

MnCl,.H,O 0,001 | Sodyum asetat | 0,5
trihydrate

CaCIz 0,05 (NH4)2$O4 0,2
Glukoz 2
Tween 80 (ml) 0,1

3.2 METOT
3.2.1 Melas Orneklerinden Leuconostoc mesenteroides izolasyonu
3.2.1.1 Kolonilerin izolasyonu

90 ml pepton water ¢oOzeltisine eklemek amagli 10 gram oOrnek tartilmis ve ilk
dilisyonlar iki paralelli olarak olusturulmustur. Zenginlestirme amaciyla 25°C’de 24 saat
sureyle bekletilmistir. 108 dilisyona kadar 9 ml’lik peptonlu su ile diliie edilmistir.
Dilisyonlardan sterilize (121°C'de 15 dk) edilmis sugar agar besiyerine 0,1 ml alinarak
aseptik kosullarda yayma plak yontemi ile ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler

25°C'de 24 saat inkiibe edilmis ve koloniler elde edilmistir.

Elde edilen atipik kolonilerden saf kiiltlir eldesi icin, besiyerlerine 6ze ile 4 defaya kadar
cizim yapilarak, saf koloniler elde edilmistir. Sekil 3.1’de saf kolonilere 6rnekler
gosterilmistir. Cizimler sonrasi elde edilen kolonilere katalaz testi, Glukozdan gaz

Uretim testi, Gram boyama ve mikroskobik inceleme analizleri yapilmistir [30].
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Sekil 3.1 Sugar Agar gizim ornekler

3.2.1.2 Katalaz Testi

% 3’lik H,0, ile elde edilen kolonilerin hava kabarcigi cikarma durumlari goézlenmistir.
Sugar agarda gelistirilmis tek diismus kolonin (zerine pastor pipeti yardimiyla % 3’lik
H,0, damlatiimistir. Hava kabarcigl olusturanlar, katalaz pozitif; olusturmayanlar
katalaz negatif kabul edilir. L. mesenteroides, katalaz negatif 6zellik gostermektedir. Bu

nedenle katalaz negatif olan petriler diger testler icin ayrilmistir [30], [31].

3.2.1.3 Gram Boyama

Sugar Agarda gelisme gosteren koloniler, dekstran pozitif 6zellik gosterdikleri icin
mikroskop altinda inceleme sirasinda olusan dekstranlarin safliginin anlasilmasinda
yanitilci olabildikleri icin Sugar Agardaki koloniler, L. mesenteroides’in gelisme
gosterebildigi MRS agara aktarilmistir. Katalaz negatif olarak belirlenen petrilerden 6ze
ile koloni alinarak MRS Agara (Merck, Almanya) cizme yontemiyle aktarilmis ve 30

°C’de 48 saat gelistirilmistir [30], [32].

17



Sekil 3.2 MRS Agar Cizimler

Gram boyama yapmak i¢in, MRS agarda gelistirilmis ve tek dismis koloniden 6ze ile
lam Uzerine alinmis, Uzerine yaklasik 1 damla steril peptonlu su eklenmis ve bek
alevinden 3 kez gecirilerek preparat sabitlenmistir. Gram boyama yapmak icin
hazirlanmis preparatin lzerine kristal viyole damlatiip 1-2 dakika beklenmis ve saf
suyla yikanmistir. Ardindan iyot-liigol ¢ozeltisi damlatiip 1-2 dakika beklenmis ve %
96'lik etil alkol ile yikanmistir. Preperat saf suyla yikanip fuksin damlatiimis 1-2 dakika
beklenmistir. Saf suyla yikanip havada kendi halinde kurumaya birakilmis ve kuruyan
preperata immersiyon vyag damlatilarak 100’lik objektifle incelenmistir. L.
mesenteroides, Gram (+) 6zellik gostermekte ve mavi-mor renkte géziikmektedir. Gram

(+) 6zellik gosteren ve saf olan petriler glukozdan gaz liretim testi icin ayrilmistir.

3.2.1.4 Glukozdan Gaz Uretim Testi

Glukozdan gaz liretim testi, tlplerin icine ters konumda yerlestirilen Durham tiplerinin
st kisminda CO, birikmesi prensibine dayanir. igerigi verilen MRS-G besi yeri
hazirlanmis (Cizelge 3.2) pH’si 6,5’a ayarlanmistir. icerisinde durham tiipleri bulunan
tiplere 7’ser ml dagitilmis ve 121°C'de 15 dakika sterilizasyon iglemi uygulanmustir.
Sugar Broth-1 besiyerinde 25°C’'de 24 saat gelistirilen kiltlirden, yogun kiltir asilamasi
gerektiginden MRS-G ortamina 0,5 ml ekim yapilmigtir. Ekim yapilan tipler 30°C’de 48

saat inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon neticesinde; gaz cikisi gézlenen tipler
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pozitif, gostermeyenler ise negatif olarak degerlendirilmistir. Gaz pozitif tlplere
ornekler Sekil 5’de verilmistir. L. mesenteroides bakterileri, glukozdan gaz Uretmekte

olduklarindan pozitif tlipler secilmistir [30], [33].

Sekil 3.3 Gaz liretim ornekleri

3.2.2 DNA Analizleri
3.2.2.1 Kriyolarin Hazirlanmasi

Eppendorflara 1 ml kiltir alinmis ve 13000 g'de 10 dakika santriflj islemi
uygulanmistir. Ustteki sivi uzaklastirihp alt kisimdaki pellet korunmustur. Pelletlerin
Uzerlerine yaklasik 200 ul steril gliserol konulmus ve kriyolar -80°C'de muhafaza

edilmistir [34].
3.2.2.2. DNA izolasyon Yontemi-1

Eppendorflara 1 ml kaltir alinmis ve 13000 g'de 10 dakika santrifdj islemi
uygulanmistir. Ustteki sivi uzaklastiriip alt kisimdaki pellet korunmustur. Elde edilen
pellet -80 °C’de 15 dakika dondurulmustur. Dondurulmus pelletin Gzerine 95 pl 1XPCR
buffer eklenmis ve karistirilmistir. 5 ul lizozim (50 mg/ml) eklenmis ve karistiriimistir.
Ardindan oda sicakhginda 15 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi 3 pl

proteinaz K (20 mg/ ml) eklenmis ve karistirilmistir. 58°C’de 1 saat inkiibasyon islemi
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gercgeklestirilmistir. Enzimlerin isiyla inaktif olmasi i¢in 95°C'de 8 dakika bekletilmistir.

Ornekler -20° C'de depolanmistir [34], [35].
3.2.2.3 DNA izolasyon Yéntemi-2

Eppendoflara 1 ml kiltlr alinmig ve 13000 g’de 10 dakika santriflj islemi uygulanmustir.
Ustteki sivi uzaklastirilip alt kissmdaki pellet korunmustur. Pelletin lzerine 180 pl
Genomic Digestion Buffer ve 20 ul proteinaz K eklenmis ve karistirilmistir. 56°C’de 150
dakika inkibe edilmistir. 200 pl Genomic Lysing/ Binding Buffer tamponundan
eklenerek 56°C’de 30 dakika beklenmistir. Oda sicakhgina sogutulan ornekler spin
kolonlara aktarlmistir. Uzerlerine 200 ul soguk etanol (%99 saflikta) eklenmis ve
ornekler 6000 g’'de 1 dakika santrifiij edilmistir. 500 pl Genomic Wash Buffer 1
eklenmis ve 1000 g’de 1 dakika santriflij uygulanmis, santrifiij sonrasi altta kalan sivi
atilmistir. 500 ul Genomic Wash Buffer 2 eklenmis ve 20.000 g’'de 3 dakika santrifiij
uygulanmistir. Santrifiij sonrasi altta kalan sivi atilmistir. Daha sonra spin kolanlar oda
sicakliginda 30 dakika kurutma islemine tabi tutulmustur. Ardindan 50 pl Genomic
Elution Buffer ilave edilmis ve 10 dakika bekletilmistir. Son islem olarak 10000 g'de 1
dakika santrifiij islemi uygulanmis ve altta kalan kisim baska bir steril eppendorfa

alinarak -20 °C’de depolanmistir.

Cizelge 3.3 PCR Termal Déngii icin Girdileri

GIRDILER MIKTAR (1 X)
2x Taq Mix 15 pl

dH,0 (nukleaz free water) 5 ul

Reverse Primer 2 ul

Forward Primer 2 ul
Ornekler (Bakteri DNA’ si) 2ul

Termal DoOnglide hot start islemi uygulandigi icin 6ncelikle dH,0, Reverse Primer,
Forward Primer ve 6rnek eklenerek bir karisim elde edilmistir. Termal déngi isleminde
ilk denatlirasyon basamagl gerceklestikten sonra islem durdurulmus, her bir

eppendorfa 2x Tag Mix eklenmis ve ardindan islem devam ettirilmistir [35], [38], [39].
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Cizelge 3.4 Termal Déngii islem Basamaklari

Termal Déngii islem Basamaklari | 1 (Leu primer) 2 (PEU7- DG74)

ilk Denatiirasyon 94 °C/ 5 dk 95 °C/ 5 dk

Son Denatlirasyon 94 °C/ 30 sn (35 kez) 94 °C/ 15 sn (30 kez)
Baglanma 55 °C/ 30 sn (35 kez) 52 °C/ 30 sn (30 kez)
Uzama 72 °C/ 1 dk (35 kez) 72 °C/ 2 dk (30 kez)
Son Uzama 72°C/ 7 dk 72 °C/ 5 dk

Cizelge 3.5 16S rDNA Primer Dizilimleri

1 (Leu Primer) Forwad CGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAG

(16S rDNA) Reverse TTTGTCTCCGAAGAGAACA

2-PEU7- DG74 | Forward | AGGAGGTGATCCAACCGCA
(16S rDNA) (DG74)

Reverse | GCAAACAGGATTAGATACCC
(PEU7)

3.2.3 Dekstran Uretimi

Besi yerindeki baslangi¢c sukroz derisimi, dekstran Uretiminde 6nemli role sahiptir.
Ortamdaki baslangic sukroz derisimi ne kadar yiksekse birim hacim basina uretilen
dekstran verimi de o kadar ylksektir; ancak siikrozun dekstrana donisim yizdesi en
Ust seviyeye ulastiktan sonra diismektedir. Besi yerinde %10 siikroz derisimi en uygun
orandir. %10 sikroz icerigine sahip ve dekstran verimi farkl tuzlar ile zenginlestirilmis

azot kaynagi iceren Sugar Broth-2, (Cizelge 3.2) besiyeri olarak kullanilmistir [39].

Besi yerine 121°C'de 15 dk sterilizasyon islemi uygulanmistir. Sugar Broth-1 besi
yerinde (Cizelge 3.2) gelistirilmis kiltirden 1 ml numune, 9 ml’lik sugar broth-2
tlplerine aktariimis ve 25 °C'de 24 saat inklbe edilmistir. 24 saat inkiibe edilmis 9
ml’lik bu kdltdrler 90 ml’lik sugar broth-2 besiyerine aktarilmis ve 24 saat 25 °C'de
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda, 900 ml’lik sugar broth-2 besiyerlerine
aktarilmistir. Dekstran Uretimi icin 25°C'de 18 saat inklbe edilmistir [38].
Fermentasyon sonucunda besiyeri viskoz bir hal almis ve sugar broth-2 besiyerinin

pH’si 7,5’den 5,5’e diismustir.
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18 saatlik inkiilbasyon sonucunda, 1000 ml’lik besiyerleri, 500’er ml olarak ikiye
ayrilmistir. 500 ml besiyeri tzerine 500 ml soguk etanol (% v/v) ilave edilmistir.
Dekstranin ¢oktirme islemi igin esit miktarda etanol ilave edilen besiyerlerine, 3600
rom’de, 4 °C'de, 30 dakika santriflij uygulanmistir. Santrifiij sonucunda Ustte kalan
kisim ayrilmistir. Desktran alt kisimda slspanse haldedir ve dekstrani besiyerinden
ayirma islemine devam etmek amaciyla soguk etanol eklenmistir. 5-10 dakika sabit bir
sekilde karistiriimistir. Ustte kalan kisim ayrilmis ve altta kalan dekstran ayirma hunisi
yardimiyla stzilmdistir. Bu islem 3 kez tekrar edilmistir. Ayirma islemi tamamlandiktan
sonra elde edilen dekstranlar 30 °C'de ve vakum altinda 24 saat kurutulmustur [34],

[39].

Vakumlu kurutucudan alinan dekstranlar tartilmistir. 10 gram dekstran icin 200 ml
soguk su olacak sekilde soguk saf su ile yikama yapilmistir. Daha sonra soguk etanol ile
karistirilarak  dekstran ¢oktlrilmustiir. Yikama ve c¢oktirme islemi 3 kez
tekrarlanmistir. Kurutulmak Uzere dekstranlar, 30°C'de vakum etlive alinmistir.
Dekstranlarin  yapilarina bagh olarak vyaklasik 3-4 glinde kurutma islemi
tamamlanmistir. Homojen bir kurutma saglamak igin kurutma siresi boyunca
dekstranlarin ylzeyleri ters-diz edilerek gevrilmistir. Sekil 3.5’de gorildugu Uzere: 1-
santriflij 6ncesi, 2- Etanolle karistirma sonrasi, 3- Dekstranlarin dibe ¢okmesi, 4- Elde

edilen dekstranlar, 5- Saf dekstran eldesi 6-Kurutma sonrasi
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Sekil 3.4 Dekstran Uretim Basamaklari

3.2.4 Toz Dekstran Eldesi

30 °C'de vakumlu etiivde yaklasik 3-4 gilin kurutma islemine tabi tutulan ve homojen
olarak elde edilen dekstranlar, toz haline getirilmistir. Toz halindeki destranlar, Sekil

3.6’da gosterilmistir.

Sekil 3.5 Toz Desktran Ornekleri
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3.2.5 FT-IR Analizi

FT-IR (Fourier transform infrared spectroscopy) analizleri, FT-IR ( Bruker Tensor 27,
Almanya) ATR (Attenuated Total Reflectance) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.
DNA analizi sonucu elde edilen suslar, BS28-3 = T1; NRIC1517= T2; KFRI-MG : T3; Z39:
T4 olarak adlandirilmistir. Analizlerde KBr beamsplitter ve DCaTGS detektori
kullanilmistir. ATR kisminda ise elmas kristal ekipmani kullaniimistir. Analizler 4 cm ™
¢Ozlinurlukte gerceklestirilmis ve havaya gore background alinmistir. FT-IR cihazinda

(Bruker, Almanya) ticari olarak satisi yapilan D4876-100 G Dekstran from L.
mesenteroides (Sigma-Aldrich) ile eslesme calismasi yapilmistir [40], [41], [51].

3.2.6 Reolojik Analizler

T1, T2, T3, T4 orneklerinin reolojik 6zelliklerini belirlemek amaciyla %10 (w/v) distile
suyla ¢ozelti hazirlanmistir. Viskoelastik oOzellikleri, stres-strain kontrélli reometre
cihazi kullanilarak belirlenmistir (Anton Paar MCR302, Avusturya). Kayma hizi 0sy<15 s
! araliginda, kayma gerilimi 1.0<y<50 Pa araliginda ve viskozite degerleri belirlenmistir
[42]. Reometre cihazi peltier sistemi ile entegre olup sicaklik kontroli bu sistem ile

saglanmistir.

Dekstran orneklerinin viskoelastik ozellikleri paralel plate konfiglirasyonu ile
belirlenmistir. Analiz sirasinda Ust ve alt plaka arasindaki mesafe 2 mm olarak
ayarlanmistir. Viskoelastik 6zelliklerini belirlemek amaciyla érneklere 6nce amplitude

sweep testi ardindan da frequency sweep testi uygulanmistir.
3.2.6.1 Amplitude Sweep Testi

Amplitude sweep testi analizini gerceklestirmek amaciyla hazirlanan sollisyonlara,
5°C’'de sabit frekansta 0.1 Hz, %0,01 ile 100 arahginda strain uygulanarak érneklerde
meydana gelen deformasyon incelenmistir. Boylelikle 6rneklerin lineer viskoelastik
bolgesi belirlenerek frequency sweep (frekans taramasi) testinin gerceklestirilecegi

strain (basing) tespit edilmistir. Analizler her érnek icin ayri ayri gerceklestirilmistir.
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3.2.6.2 Frekans Sweep Testi

Amplitude sweep analiziyle belirlenen lineer viskoelastik bdlgeden vyararlanarak

orneklerin frekans sweep testi gerceklestirilmistir.

Bu testte, 0,1 Pa strain degerinde 0,1-100 rad/s acisal hiz araliginda o6rneklerin
viskoleastik parametreleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar kullanilarak 6rneklerin

acisal hiza karsilik elastik modll (G') ve viskoz modili (G”) belirlenmistir [50].
G'= K'(w)n’

GII= Kll(w)nll

25



BOLUM 4

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 L. mesenteroides Suslarinin izolasyonu

ilk yapilan ekimde, yedi fabrikadan alinan érnekler icin iki paralel halinde sekiz diliisyon
hazirlanmistir. Ekim yapilan yiiz on iki petri inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon
sonucunda gelisme gosteren petrilerde cizime islemi yapilmis yetmis petri elde
edilmistir. Bu yetmis petriye katalaz testi uygulanmis ve katalaz negatif 6zellik gdsteren
otuz petri ayrilmistir. Gram boyama sonucu on bes petri L. mesenteroides adayi olarak
ayrilmis ve saf triin elde edebilmek icin bir daha ¢izim uygulanmistir. Bu sekilde yirmi
dort petri elde edilmistir. Tekrar gram boyama uygulanmis ve on iki petri glukozdan gaz
Uretim testine tabi tutulmustur. Sonug¢ olarak: Aksaray numunesinde bir, llgin-Konya
numunesinden iki, Adapazari numunesinden ¢ adet olmak Uizere alti bakteri, L.
mesenteroides adayi olarak genetik tanimlamaya alinmistir. Kalan dért fabrika -Kirsehir,
Konya Eregli, Burdur ve Eskisehir- icin 2. kez dilisyonlar hazirlanmis, altmis dort petri
elde edilmis ve gelisme gosteren petrilerden ¢izme kiltir ile kirk petrilik ekim
yapilmistir. Katalaz testi sonucu yirmi petri katalaz negatif 6zellik gbostermis ve gram
boyamaya alinmistir. Gram boyama sonucu on iki petri, L. mesenteroides adayi olarak
ayrilmis ve tamamen saf olarak elde edebilmek icin bir daha ¢izim uygulanmis ve otuz
petri elde edilmistir. Tekrar gram boyama uygulanmis ve on iki petriden mikroskobik

inceleme yapilip yapilarak saf olanlar ayrilmistir [30], [31], [38].
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Tekrarlanan gram boyama ve gaz testi sonucunda, Eregli-Konya numunesinden iki ve
Kirsehir numunesinden Ui¢ olmak lGzere toplam bes adet bakteri, L. mesenteroides adayi

olarak genetik tanimlamaya (16-rDNA sekans) alinmistir.

Eskisehir ve Burdur fabrikalarindan alinan melas orneklerinden 3. ve 4. ekimler

sonucunda dahi L. mesenteroides adayi elde edilememistir.
4.2 DNA Analiz Sonuglari

0,5 TBE Agaroz jeline, 4 pl ornek ve boya coOzeltisi karistirilarak kuyucuklara
yerlestirilmistir. islem, 120 V'da 150 dakika elektroforezde yiritilmistir. ilk olarak
Leu Primerleri kullanarak Sekil 4.1’de goziiken goriinti elde edilmistir. 8 6rnekte, 900
bp’de baglanma olmustur. ilk kuyucukta Lader (3000-100 bp) ve son kuyucukta negatif
kontrol kullanilmistir. Sonrasinda diger baglanma olmayan ornekler icin PEU7- DG74
primerleri kullanilmis ve Sekil 4.2’deki gorinti elde edilmistir. 5 dérnekte, 900 bp’de
baglanma olmustur. ilk kuyucukta Lader (3000- 100 bp) ve son kuyucukta negatif
kontrol kullanilmistir [35], [36].

Sekil 4.1 Leu Primerleri kullanilarak elde edilen jel goriintiisi
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Sekil 4.2. PEU7- DG74 primerleri kullanilarak elde edilen jel gérintis

Toplam 12 6rnek, (7 6rnek Leu primeri ve 5 6rnek PEU7- DG74 primeri ile) Sekansa
gitmek Uzere temizleme islemine tabi tutulmustur. Termal dongl isleminden ¢ikan
eppendorflara 100 pl ultra steril saf su eklenmistir. 500 pl Buffer, PCR’dan biyuk
eppendorflara konulmus ve kiiciik eppendorflardaki karisim lzerine aktarilmistir. lyice
karismasi saglanan bu karisimlar, spin kolonlara aktariimistir. Ardindan 10000 g'de 1
dakika santriflij edilmis ve satrifiij sonrasi altta kalan sivi atilmistir. 750 pl Wash Buffer
eklenip 10000 g’de 1 dakika satriflij islemi yapilmis ve satriflij sonrasi altta kalan sivi
atilmistir. Hicbir ekleme yapmadan bir kez daha 10000 g’'de 1 dakika satrifiij islemi
yapilmis ve satriflij sonrasi altta kalan sivi atilmistir. 30-50 ul elution buffer eklenip 2
dakika beklenmis ve 10000 g’de 1 dakika satriflij islemi yapilmis ve altta kalan sivi
baska steril eppendorfa aktarilmistir. Ornekler Sekans islemi icin -20 °C’de muhafaza

edilmistir [35].
4.3 Dekstran Uretimi ve Saftastiriimasi

DNA analizi sonucu elde edilen suslar, BS28-3 = T1; NRIC1517 = T2; KFRI-MG = T3; Z39
= T4 olarak adlandirilmis ve bu suslarla dekstran dretilip saflastiriimis ve toz haline

getirilmistir.
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4.4. FT-IR (Fourier Transform Infrared Spektroskopisi) Analiz Sonuglari

FT-IR cihazi (Bruker, Almanya) ile ticari olarak satin alinan D4876-100 G Dekstran L.
mesenteroides tarafindan Uretilmis (Sigma-Aldrich) ile eslesme calismasi yapilmistir
[40], [41]. Yeni ve etkili bir teknik olan FT-IR, bu calismada dekstran Orneklerinin
kimyasal kompozisyonunu belirlemek icin kullanilmistir. 800 ile 1200 cm™ olan dalga
sayilari polisakkarit karisimlarinda var olan polisakkarit c¢esitleri hakkinda bilgi
vermektedir. 895 cm™'de meydana gelen dalga boylari, B-b-manopiranoz birimlerinin
varligindan kaynaklanmaktadir. Bunu yani sira 1155 cm™ dalga boyu galaktoz
birimlerini ifade ederken, 1036 cm'ldalga boyu mannoz, arabinoz ve ramnoz
bilesenlerinin varhigini géstermektedir. 1419 cm™ Gronik asidin karboksil gruplarinin bir
gostergesi iken 1624 cm™ dalga boyu proteinlerin varligini ifade etmektedir. 1743 cm’
'dalga boyunda meydana gelmis olan pikler hemiseliloz ve lignin bilesikleriyle
iliskilendirilmistir. 2924 cm'ldalga boyunda gerceklesen pikler ise 6rneklerde bulunan

yag icerigine gostermektedir.

Elde edilen 6rneklerin FT-IR spektrumlarindaki karboksil gruplari, iyonlar icin baglanma
bolgeleri olusturmaktadir. Ayrica bu baglarin varligi 6rneklere jel olusturma yetenegi

kazandirmakta ve bu baglar jel olusturmak icin su ile interaksiyona girmektedirler [51].

BS28-3= T1; NRIC1517= T2; KFRI-MG= T3 olarak adlandirilan suslarin Urettigi
dekstranlarin FT-IR analizinden elde edilen pikler, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil
4.6’da verilmistir. Elde edilen grafiklerden de gorildugi gibi L. mesenteroides’den elde
edilen dektran ornekleri saf olarak elde edilebilmis ve bu Urinlerin dekstran oldugu FT-

IR analizi ile kanitlanmistir.
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4.5 Reolojik Analiz Sonuglari

Calismamizda T1, T2, T3, T4 orneklerinin viskoelastik 6zelliklerini belirlemek amacgh
%10 (w/v) sollisyon hazirlanmis ve frequency sweep analizi yapilmistir. Amplitude
sweep testi ile %0,01 ile 100 arasinda strain uygulanarak linear viskoelastik bdlge
bulunmustur. Frequency sweep testinde sabit deger olarak 0,1 Pa strain secilmistir

(Viskoelastik bolgede). Analiz sonucunda elde edilen grafikler, Sekil 4,7 — 4.11'de

verilmistir.
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Sekil 4.7 Akis Egrisi (Reogram)

Uretilen dekstranlarin kesme hizi ile kesme gerilimi arasindaki iliski Sekil 4.7’de
verilmistir. Newtonian akiskanlarda kesme hizi ve kesme stresi arasinda dogrusal bir
iliski vardir. Newtonian sivilarda viskozite kesme hizindan bagimsizdir. Kesme hizi
arttikca dogrusal olarak kesme stresi de artis gosterir. Bunun disindaki akis 6zelligi
gosteren sivilar Newtonian olmayan sivilar olarak adlandirilir. Elde edilen dekstran
ornekleri oswalt tipi akis gostermektedir. Sekil 4,8’de Sicaklik - Viskosite grafigi
gosterilmistir. Bu grafikten de akis tipinin oswalt oldugu gozlenmektedir. Dekstranlarin
akis davranis durumu ve kivam katsayisi (K) degerleri sirasiyla 0.13-32.44 Pa.s" and

0.36-0.88 dir.
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Sekil 4.8 Viskozite- Sicaklik Grafigi

Reolojik ozellikler, gidalarin tretimi ve kalitesi agisindan dnemlidir. Gidalarin reolojik
ozellikleri, akis 6zelliklerini etkileyerek ¢igneme sirasinda algilanmasini ve sindirilmesi
sirasinda besinlerin stirimiini etkileyerek tat veya kivam 06zelliklerini tetikler. Genel
olarak proses dizayni (boru, pompa, ekstrider, karistirici, kaplama, 1si degistirici,
homoijenize edici gibi ekipmanlarin mihendislik hesaplarinda) icin biylik éneme sahip
olan reolojik o6zellikler ayrica gidalarin kalite kontrolli, ekipman secimi, raf omri
hesaplamalari, duyusal olarak gidalarin degerlendirilmesi gibi alanlarda reolojik
Olclimlere ve bu 6lcimlerin sonuglarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Sicaklik artik¢a viskozite
ozelliklerindeki degisimler kivam verici katki maddeleri icinde 6nemlidir. Sekil 4.8’de de
goruldugl gibi D1, D3, D4 dekstran 6rneklerinin sicaklik degisimden etkilenmeleri az

iken, D2 dekstran ornegi icin degisimden etkilenme daha fazladir.
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Sekil 4.10. Kayip moddla grafigi

Gida maddelerinin viskoelastik 6zelliklerinin tespitinde dinamik titresimli kesme testi
kullanilmaktadir. Elastik (Depo) modil, -G’- materyaldeki depolanmis enerjinin
biyukliginli ya da deformasyonun geri donusebilirligini ifade etmektedir. Bununla
birlikte deformasyon asamasinda enerji kaybinin blyikliguni olgmek igin kullanilan
parametre ise, viskoz (Kayip) modil -G - olarak adlandirilmaktadir. Bundan dolayi tim
eneriji iyi bir sekilde elastik maddede depolanirsa, G** degeri 0 olarak tespit edilir. Aksi
takdirde, elastik ozelliklere sahip olmayan bir sivida tiim enerji dagilir, yani G'degeri 0

olur [50].
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Sekil 4.9 ve sekil 4.10’da gosterildigi gibi Depo moduli kati 6zellige, kayip moduli sivi
ozellige yatkinhgr gosterir. Uc¢ dekstran &rnegi icin Kayip modil (G") degerleri;
depolama (G') modilii degerine gore daha buyik oldugu icin sivi benzeri davranis
sergiledigi, diger dektran O6rneginin ise kati benzeri davranis gosterdigi saptanmistir. D2

ornegi kati; D1, D3, D4 6rnekleri sivi benzeri 6zellik gbstermistir.
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Sekil 4.11 Viskozite — Sure grafigi

Gida, kimya ve diger endistiyel kollarinda kullanilan katki maddelerinin, Gretim ve
depolama sirasinda Uriinlere kattiklari 6zellikleri koruyabilmesi arzu edilmektedir. Elde
edilen kivami koruyabilmek 6nemlidir. Slireye bagh degisimler, Grinlerin yapilarini
muhafaza eldebilmesini olumsuz etkileyebilmektedir. Bu nedenle elde edilen dekstran
ornekleri icin yapilan reolojik analizlerden biri de siireye bagl viskozite degisimidir.
Sekil 4.11’de islem siiresine bagli olarak viskozite degisimi gosterilmistir. Grafikten de
anlasildigi gibi tiim desktran orneklerinin siireye bagli viskoziteleri degismemekte, sabit
kalmaktadir. Bu da gostermektedir ki, dekstranlarin katki maddesi olarak kullanimi

olduk¢a uygundur [42], [43], [44].

Distk kuru madde icerigine sahip olan ayranlara cesitli kivam vericilerin (ksantan gam,
karboksimetil seliiloz, karragenan, locust bean gam, agar ve modifiye nisasta) ilavesiyle
hazirlanan ayranlarin kivami standart olarak kabul edilen ayranlarla karsilastiriimistir.

Calisma sonunda, kivam vericilerin kullanildigi ayranlarin istenilen kivama sahip oldugu
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goralmastir [45]. Partikil boyutunun ve Urin kompozisyonunun reolojik 6zellikler
Uzerine etkisi ile ilgili yapilan bir ¢alismada, bitter cikolatada partikil boyut dagilimi,
yag ve lesitin iceriginin cikolatanin tiim reolojik 6zelliklerini 6nemli derecede etkiledigi
gorilmastir. Partikil boyutu arttikca cikolatanin baslangic stresinde (yield stress) ve
gorinir viskozite degerinde azalma oldugu, yine yag ve lesitin oraninin artmasi ile
baslangi¢c stresinde (yield stress) ve goriinlr viskozite degerinde azalma oldugu
gortlmusttr [46]. Farkh bir calisma da ise, tahine cesitli oranlarda pekmez
karistirimasiyla elde edilen karisimlarin  gesitli sicaklik degerlerinde reolojik
ozelliklerinin incelenmesi yapilmistir. Sicaklik artisinin viskozitede azalmaya neden
oldugu, ayrica pekmez ilavesinin karisimin gorlnir viskozitesini arttirdigini
belirtmislerdir [47]. Papaya piresi ile yapilan bir ¢calismada, pH degerindeki artisin
reolojik ozellikler Gzerine etkili oldugu belirlenmistir. Calismaya gore, pH degerindeki
artis, kivam katsayisi degerinin yilkselmesine, akis davranis indeksi degerinin ve
gorinir viskozite degerinin azalmasina neden olmustur [48], [49]. Bu arastirma
orneklerinde de gorildiglu gibi gidalara katki maddesi ilavesi reolojik oOzellikleri
etkilemektedir. Sicakhk ve islem sirelerine direngli kalabilmek, istenilen kivami
koruyabilmek gida ve ila¢ sanayisinde ideal katki maddesini elde edebilmenin énemini
artirmaktadir. Bu tez galismasi sonucunda elde edilen D1, D2, D3, D4 dekstran
orneklerinin, yapilan reolojik analizlerde gosterdikleri sicaklik ve streye karsi direng ve
viskoelastik 6zellikleri dikkate alindiginda gida ve diger endistri kollarinda yaygin

olarak kullanim alanina sahip olacagi 6ngorilmektedir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Yedi farkli fabrikadan alinan sivi melas orneklerinden dilisyonlar hazirlanmis ve
besiyerine ekim yapilarak tek koloni haline disliriilmis ve biyokimyasal testler sonucu
(Gram boyama, gaz testi, katalaz testi, mikroskobik inceleme) aday mikroorganizmalar
belirlenmis ve PCR’da tanimlanmistir. PCR sekans analizine goére dort farkh L.
mesenteroides susu elde edilmistir. Bu bakterilerle dekstran Uretilmis ve Uretilen
dekstran saflastirilmistir. FT-IR analizi ile ticari olarak satisi yapilan D4876-100 G
Dekstran L. Mesenteroides tarafindan Uretilmis (Sigma-Aldrich), ile eslesme c¢alismasi
yapiimis ve dekstran dretiminin basarili bir sekilde yapildigi tespit edilmistir. Bu
dekstranlar kurutulmus ve toz forma donustiriimistir. 100 gram siikroz kullanilarak
hazirlanan 1 litrelik besiyerinden T1: 31,72 gram, T2: 38,28 gram, T3: 39,89 gram T4:

33,06 gram dekstran elde edilmistir.

Toz formdaki dekstranlarin 25 °C'de %10 (w/v) distile suyla ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Yapilan reolojik analizler sonucunda akis tipinin Oswalt oldugu gozlemlenmistir.
Desktranlarin akis davranis durumu ve kivam katsayisi (K) degerleri sirasiyla 0.13-32.44
Pa.s" and 0.36-0.88 dir. Uriinlerin viskoelastik 6zelliklerini belirlemek icin frekans testi
de yapilmistir. Ug¢ dekstran 6rnegi icin Kayip modiil (G") degerleri; depolama (G')
modili degerine gore daha buyilk oldugu icin sivi benzeri davranis sergiledigi, diger
dekstran 6rneginin ise kati benzeri davranis gosterdigi saptanmistir. Sonug olarak, L.

mesenteroides’in sus farkligina gore elde edilen dekstranlar farkh 6zellikte reolojik
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Ozellik gostermektedir. Dort farkh L. mesenteroides’den de elde edilen dekstranlarin
koyulagsma o6zelliginden dolayi koyulastirici olarak kullanilabilecegi saptanmistir. Tim
desktran orneklerinin siireye bagli viskoziteleri degismemekte ve sabit kalmaktadir. Bu

da katki maddesi olarak kullaniimalarinin oldukga yaygin hale gelmesini saglayacaktir.

Seker Uretimi sonucunda olusan melas atiklarindan izole edilen L. mesenteroides’ten
elde edilen dekstranlar katki maddesi olarak kullanmak, gida sanayine ve diger
endustri kollarina dogal yolla kivam verici katki maddesi sagladigi igin ekonomik agidan

da biyuik 6nem arzetmektedir.

Ayrica Uretim sirasinda ve sonrasinda olusan yan ve atik rlinlerin degerlendirilmesi,
ekonomiye kazandirilmasi ve c¢evreyi koruma gibi nedenlerden dolayr da bu
kaynaklardan dekstran lretimi daha da 6nemli hale gelmigstir. Boylelikle seker Gretim

isleminin atig1 melas (kiispe), bu uygulama ile degerini arttirmaktadir.

Seker Uretimi sonucunda olusan melas atiklarindan izole edilen L. mesenteroides’den
elde edilen dekstranlarin katki maddesi olarak kullanmasinin hangi gidalarda uygun
olacaginin belirlenmesi icin farkh gidalarda bu katki maddelerinin kullanimina yonelik

galismalarin arttirilmasi uygun olacaktir.
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EK-A

SEKANS SONUCLARI
Numune ismi: 1a

Leuconostoc mesenteroides gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: NRIC 1517

(87%, 0, 99%)
AACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAA
GTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTTTGAAGCTWTTAGAGATAGAAGTGTTCTCTTCGGAGACAAAGTGACAGGTGGT
GCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGATGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAGTAC
GTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
CGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
TGGGAGTTTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTTTAGGAAGGAGCCGTCTAAGGC
AGGACAGATGACTGGGGTGATGTCATAACAAGGGACCCAGTAGGAAAACCTGCGGTTGGA

TCTCTCAACCCGAGCCACCCTTGGTACCGACTTAACCAGTTATCGGGTCTGGCCTAGAAC
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GGGCTCCTCCCTAAAGGGGTTAGGGACCGGGCTTGGGGGCATTTAC
Numune ismi: 2a

Leuconostoc mesenteroides KFRI-MG, complete genome

(86, 0, 99)
TAAACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATT
AAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
TGACATCCTTTGAAGCTTTTAGAGATAGAAGTGTTCTCTTCGGAGACAAAGTGACAGGTG
GTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGATGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAGT
ACGTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGGAGTGTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTTTAGGAGGGAGCCGTCTAAG
GCAGGACAGATGACTGGGTGAAGTCATAACAAGGTACCCGTAGGAAACCCGGCGTTTGAT
ATTCAAACACGCCTACCCTGGTTACGACTTCACCAGTTATCGGGTCTGGCCTAAGACGGC
CTCCTCCTAAAAGGGGTAGGGCCGGGCCTGGGGGCATTTCAAC

Numune ismi: 3a

Leuconostoc mesenteroides gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: NRIC 1517

(88, 0, 99)

TAAACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATT

AAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACC

CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT

TGACATCCTTTGAAGCTTTTAGAGATAGAAGTGTTCTCTTCGGAGACAAAGTGACAGGTG
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GTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGATGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAGT
ACGTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGGAGTTTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTTTAGGAAGGAGCCGTCTAAG
GCAGGACAGATGACTGGGGTGAAGTCATAACAGGGTACCCGTAGGAAAACCTGCGGTTGG
ATCCTTCAACAAGCTTACCTTGGTTACGACTTCACCCGTTATCGGTCTGCCTAGACGGCT
CCTCTAAAGGGTAGGCCCGGCCTTGGGCTTACAA

Numune ismi: 4a

Leuconostoc mesenteroides gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: NRIC 1517

(88, 0,99)
AACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAA
GTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG

CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG

ACATCCTTTGAAGCTTTTAGAGATAGAAGTGTTCTCTTCGGAGACAAAGTGACAGGTGGT

GCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC

CCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGATGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACC

GGAGGARGGCGGGGACGACGTCAGATCATCRTGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG

CTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAGTAC

GTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG

CGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA

TGGGAGTGTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTTTAGGAAGGAGCCGTCTAAGGC

AGGACAGATGACTGGGGTGAGGTCGTAACAATGTAGCGGTAGGAAAACCTGCGGTTGATC
47


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_157907437

TTCAAACAACCGCTACCTGGGTACCGACTTACCAGTTATCGGTCTGCCTAGACGGCTCCT
CTAAAGGGTAGGACCGGCCTGGGGATACAACT
Numune ismi: 5a

Leuconostoc mesenteroides gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: NRIC 1517

(88,0,99)

AACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAA

GTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG

CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG

ACATCCTTTGAAGCTTTTAGAGATAGAAGTGTTCTCTTCGGAGACAAAGTGACAGGTGGT
GCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGATGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAGTAC
GTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
CGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
TGGGAGTTTGTAATGCCCAAGCCGGTGGCCTAACCTTTTAGGAAGGAGCCGTCTAAGGCA
GGACAGATGACTGGGGTGAAGTCATAACAAGGTAACAGTAAGAAAACCTGCGGTTGATCT
CCACACGAGCCAACTGTGGTTACGACCTCACCAGTCATCGGTCGTCCTAGACGCTCCTCT
AAAGGGTAGGCCGCCTGGGCTTCACTAGGGTGTAGGG

Numune Adi: 6a

L. mesenteroides gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: NRIC 1517

(Query cover: 85%, E value: 0, Ident: 97%)
TAAACAGATAGAAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGC
ATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG

ACCCGCACAAGCGGTGGAKCATGTGGTTTAWTYCKAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
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TSTTGACATCCTTTGAARCTWTTARAGATAGAAGTGTTCTCTTCGGAGAMAAAGTGACAG
GTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGATGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAA
AGTACGTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGGGAGTTTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTTTAGGAAGGAGCCGTCT
AAGGCAGGACAGATGACTGGGGGTGAAGTCTTAACAAGGTAACCGTCTGGAAAAACCTGC
GGGTTGGAATCACCACCCGCGAAAAACCCTGGGTTTTACGAATTCACCCCAGGTTATTCT
GGTTCGGGCCTTTAGAAACGGCCCTCCCCAAAAGAGGGGTTACAGACACCTCGGGGGACA
CTAACCGCTGTTGTTAAAGGGGG

Numune Adi: L

L. mesenteroides partial 16S rRNA gene, isolate BS28-3

(Query cover: 76%, E value: 0, Ident: 98%)
CTTCCCCGTGGTCGTTTACGCGTAAAGACAGAATAGAACAATAGAGAGTGTWARGTRGTT
TCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA

GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT

CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAAGCTTTTAGAGATAGAA

GTGTTCTCTTCGGAGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA

GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAMCCCTTATTGTTAGTYGCCAGCATTCAGAT

GGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCA

TCRTGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCA

GCCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAGTACGTCTCCAGTTCGGATTGTAGTCYGCAAC
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_575096587

TCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGTCTGGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTAATGCCCAAAGCCGGT
GGCCTAACCTTTTAGGGAAGGAGCCCGTCTAAGGGCAGGAACATGATGAACTAGAAGGTG
AAAGTTCCTTAACCAAGGGGTAAGCCCCGTAAAGAAAAAACCCTGCGGGTTTGGGGATCA
CCCCTCACCAAAATCAACCCTGGTTTAACGAACTTTAACCAAGTTATTCTGTTTCTGCCC

TAAGAACGGCCTCCTTCTATAAAAGGTTAAG

Numune Adi: M

L. mesenteroides partial 16S rRNA gene, isolate BS28-3

(Query cover: 62%, E value: 0, Ident: 97%)
CGCGGCGGCCCLLCLLGLLCGLOGGEGEGEGGEGEGEGAAGAAGAAAAAACACTGACACWTYAGGW
GCCARAARCATMAGCCTTTGGGTGYCGMCGRGGGAGGTCGACACGCCGGWRAACTMAAGG

GAWTGGCAGGGGCCMCGCCCACRMGGTGGGGACTAGTGGTTTAWTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACMGGGTCTTGAMCTCCTTTGAAGCTTTTAGAGATAGAAGTGTTCTCTTCGGAG

ACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAMCCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGATGGGCACTCTAGCGAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCRTGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAG
CTAATCTCTTAAAGTACGTCTCATTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCCTTTTAG
GAAGGAGCCGTCCTAAGGGCAGGGACAGAATGAACTGAGAGATGAAAGTTCCGTAACCCA
AGGGGTAAGCCCCGTTAAGGAAAAAAACCCCTGGCCGGGTTGGGGGATTCACCCCCACCA
CCACGAAAACACCCTCTGTGGTTTTACGCAACCTTCACCCCAAGGTTCATTCCTGTTCCT

CCCCCTAAGAACGGCCTCCTCCTAAAAAGGGGTTTAGGGCCGCGGCTTGGGGGA
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Numune Adi: N

L. mesenteroides KFRI-MG, complete genome

(Query cover: 79%, E value: 0, Ident: 95%)
GCGGGTTTCTGGCGCTTGGCGGCCGTGGGAACACTGAGAGATGATAAAAARGAKGTWTMC
GCCTCTTGGWGCCGAAGCWACCRCCWWATGTGTTCCGCCTGGRGRTMGCCCRCAGGGTTR
AACTMAAGGAATTGACGGGGACCCGCACARCGGTGGRCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAAGCTTTTAGAGATAGAAGTGTTCTCT
TCGGAGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGATGGGCACTCT
AGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCRTGCCCC
TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAG
GGTGAGCTAATCTCTTAAAGTACGTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACAT
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCT
TTTAGGAAGGAGCCGTCTAAGGCAGGACAGATGACTGGGGTGAAGTCATAACAAGGTAGC
CGTAAGAAACCCTGCGGTGGATACTTCACCAAAAATACCCTGTTAACCACCTTACCCAGT
TATCTGTTCTGCCCTTAGACGGCCTCCTCTCAAAAGGGTTAGGGACCGGCCTGGGGGGCT
TACAAACCTGGGGGG

Numune Adi: O

L. mesenteroides strain Z39 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

(Query cover: 55%, E value: O, Ident: 97%)
GTGTTTTTTTTTTCTCAACAACAAAAAAACAAATAAGATGACCGAAGAAGCWCAACCGCT

TTTKTGACCASYAGGGGGKACGCCGCCAGGTWGCCWMAAGGAWTGGCRGGGCCCMGCCC
CAGMRGTGGGGCATGATGGTTTAAWTCGAARCAACGCGAAGAACCTWCMGGTCTTGAMTT
CCTTTGAAGCTTTWGAGATAGAAGTGTTCTCTTCGGAGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGG
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TCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
TGTTAGTTGCCAGCATTCAGATGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGCGGGGACGACGTCAGATCATCRTGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGCGTATACAACGAGTTGCCAGCCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAGTACGTCTCA
GTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG
TGTGTAATGCCCCAAGCCGGTGGCCTAACCTTTTTAGATTATGTAGCGCAAGGAGTATGT
ATAACAGTGCAGACGCATGTTCAAAAAAGCGGAACGGGTGTGAGATACACCAGGGACCTG
TAGAATACCATATTGGTTGGTCTGAACGGCCTCCCACGTGTCGGCCGGGAGGGTAGGCCC
GCCGTGGGGGCTTCTACACCTGGGGTGGTGACGGGCGGGTGGTTACAGACCGGAAACGAT
GTGCGGCTCTACTCAATACACTAATAAATGATCCACGCACACTTCAGAAGTGCGCTCTGT
GCGTGTGAGCTACGCCGG

Numune Adi: P

L. mesenteroides KFRI-MG, complete genome

(Query cover: 83%, E value: 0, Ident: 99%)
TGTTCACAGCCGTAAACAGAAGAAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCC
GAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAAGCTTTTAGAGATAGAAGTGTTCTCTTCGGAGA
CAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGATGGGCACTCTAGCGAGA
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAGCCCGCGAGGGTGAGC

TAATCTCTTAAAGTACGTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCG

52


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_570761551

GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTGCCCGGGTCTTGTACAC

ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTTTAGGA

AGGAGCCGTCTAAGGCAGGACAGATGACTGGGGTGAAGTAGTAACAAGGTAGCAGTAGGA

GAACCTGCGGTGGATCTACTCAAAACTACCCTGTTACGACTCACCCGTATCTGTCGGCCT

AGACGCTCCTCTAAAGGGTAGGCCGGCTGGGGCTACACCTGGGGGTACGGCGGTGTTACG

ACGGAACTATCGGCTCGACTAAGCAGCTTTATGATGTGA
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