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PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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(TEZ DANISMANI: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

(ES DANISMAN: YRD. DOC. DR. GULUMSER ACAR DOGANLI)
DENIZLI, MAYIS - 2016

Bu ¢alismada, Pamukkale termal kaynak izolat1 olan Bacillus licheniformis
B18’in ekzopolisakkarit iiretimi optimize edilmistir. EPS {iretimine besiyeri (NB,
LB, TSB), karbon kaynag (galakturonik asit, glukuronik asit, glukoz), endiistriyel
artik (melas, peynir alt1 suyu), sicaklik (40, 45, 50, 55 °C) ve pH (6,5-9,0)’ nin
etkisi arastirilmistir. Ticari besiyerlerine kiyasla, peynir alt1 suyu ve melas EPS
iiretimine olumlu etki gostermistir. Maksimum EPS iiretimine 2:100 melas
konsantrasyonunda ulasilmistir. Buna ilaveten, alkali ortamda (pH 8) ve 45 °C
sicaklikta bakteriyal EPS iiretiminde onemli derecede artis gdzlenmistir.Tez
calismamizda farkli ortamlardan elde edilen saf EPS’nin seker, protein ve iironik
asit icerikleri de analiz edilmistir. Melas besiyerinden elde edilen EPS’nin seker
oraninin yiiksek oldugu goézlenmistir. XRD desenlerine gére B18’in EPS’si biiyiik
Ol¢lide amorf karaktere veya zayif bir mikro diizenlenme (zayif kristalin) yapisina
sahiptir. TGA analizinde ise artan sicaklikla birlikte iki asamali bir kiitle kayb1
olmustur. SEM goriiniimleri incelendiginde EPS’nin gelisme ortamma bagh
olarak ipliksi ya da lamellar yapida oldugu, ipliksi uzantilarla bakterilerin yiizeye

veya birbirlerine tutunduklar1 gériilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Bacillus licheniformis, EPS, melas, peynir alt1 suyu,
XRD, TGA, SEM
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In this study, the exopolysaccharide production of Bacillus licheniformis
B18 isolated at Pamukkale thermal springs. The effect of nutrient media (NB, LB
and TSB), carbon source (galacturonic acid, glucuronic acid and glucose),
industrial residues (molasses and whey), temperature (40, 45, 50 and 55 ° C) and
pH (6, 5-9,0) was investigated on production of EPS. While the addition of
molasses and whey protein affected the EPS production positively, commercial
nutrient media didn’t affect the EPS production. The maximum EPS production
was reached in 2: 100 molasses concentration. In addition, bacterial EPS
production was observed to increase in an alkaline medium (pH 8) and at 45 °C.
In our thesis study, the contents of sugar, protein and uronic acid contents of EPS
obtained from different environments was also analysed. The sugar content of
EPS derived from molasses medium was high. According to the XRD patterns,
the EPS structure of B18 strain has largely amorphous character or a micro
regulation weak (weak crystalline). Also, it was found that a two-stage mass was
loss with increasing temperature in TGA analysis. As results of SEM, it was
observed that EPS has filamentous or lamellar structure and B18 cells have been

hold on to surface or each other with fibrils.

KEYWORDS: Molasses, Whey protein, EPS, TGA, SEM, XRD
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1. GIRIS

Bakteriyal ekstrapolisakkarit (EPS), ilging fiziki, kimyasal ve reolojik
ozelliklerinden dolay1r polimer biliminin yeni biyomateryalleri olarak Onem
kazanmustir. Tekstil, deterjan, yapistirici, mikrobiyal olarak zenginlestirilmis
petrol iyilestirmeleri (NEOR), atik su iyilestirmeleri, dere yatagi temizlemeleri,
mayalanma, akarsu isleme siirecinde, kozmetik, eczacilik ve gida katki maddesi
gibi olduk¢a genis kullanim alanlarma sahiptirler. Deniz ekosistemleri ve tatl
sularin agir metallerle kirlenmesi biyolojik birikime neden olmaktadir. Bu
problemlerin 6niine gegmenin en etkili yontemlerinden biri biyoremediyasyondur.
Gilintimiizde EPS-metal etkilesimi arastirilan 6nemli konulardandir. Her EPS
molekiiliiniin yiiksek affinite gosterdigi metal tipi vardir. Bu tiir polimerler tespit
edilerek spesifik olarak agmr metal temizliginde kullanilabilir. Diinya’nin her
iilkesinde oldugu gibi iilkemizde de enerji ihtiyac1 yiiksek diizeydedir. Ozellikle
kis mevsiminde konutlarin 1sitilmasi i¢in tiikenebilen (petrol, kdmiir, dogal gaz)
kaynaklar kullanilmaktadir. Bu kaynaklar1 bilingli ve tasarruflu kullandiklar1 i¢in
yap1 malzemeleri sektoriinde konutlarin 1s1 yalitimi olmasi esastir. Bakterilerin
EPS yapisi, son yillarda gelisen teknoloji ile birlikte 1s1 yalitim maddesi olarak

kullanilmast 6nerilmektedir (Yalpani ve dig., 1987; Bar ve dig., 2007).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda biyoteknolojik uygulamalar i¢in en ucuz
maliyet iceren durumlarda EPS {iretimi arastirilmistir. EPS iiretimi icin,
endiistriyel artik kullanilimdan once substratlar kullanilmistir (Muthusamy ve
dig., 2008). Melas, tekrarlanan kristallesmeler sayesinde seker iiretimi eldesini
biiylik oranda etkilemistir (Olbrich, 2006). Yapilan son c¢alismalarda yeni
mikrobiyal EPS’lerin arastrmasima biiyiik onem verilmis, mikroorganizmalarin
bircogunun degisen kompozisyonlarda ekstrapolisakkarit {rettikleri rapor
edilmistir (Margaritis ve dig., 1985; Sutherland ve Kennedy, 1996; Lee ve dig.,
1997; Sutherland, 1998). B. subtilis tarafindan glukoz, galaktoz, friiktoz ve
glukuronik asit i¢eren ortamda polisakkarit tiretimi yapilmistir. Ayrica Bacillus
CMG1447 cinsinde ise glukronik asit, galaktoz, mannoz ve ramnoz iceren

ortamlarda yiiksek molekiiler agirhiga sahip asidik heteropolisakkaritler



tretilmistir (Kiigiikkasik ve dig., 2011). Yapilan baska bir ¢alismada ise B. subtilis
tarafindan tretilen EPS icin uygun ve optimize sartlarin gelistirilmesi
amaglanmigtir. Ayrica atik kaynaklarin ve sentetik besiyerlerinin kullanilmasi
EPS iretimi iizerine etkisi karsilagtirilmistir (Abdul Razack ve dig., 2013).
Glinlimiizde, yogun olarak bakteriyel EPS’lerin c¢ogunun ilging ve faydali
ozellikler icerip icermedigi de arastirilmaktadir (Van Kranenburg ve dig., 1999).
EPS’ler toprak, deniz, tath su gibi farkli cevresel orneklerden izole edilen,

Bacillus, Pseudomanas, Lactobacillus ve Azotobacter gibi daha bir¢ok gram
pozitif veya gram negatif bakteri tarafindan sentezlenmektedir (Lee ve dig.,
1997). EPS, bakteriyi koruyucu bir ortii seklinde sarmakta ve olasi tehlikelere
kars1 onlar1 korumaktadwr. EPS’nin bakteriyi koruma oOzelligi ayrica
antibiyotiklere ve dezenfektanlara karsi da fiziksel bir koruyuculuk seklinde
gerceklesmektedir. EPS’ler ortamdaki metalik iyonlarin tutulmasmni saglarlar.
Ayrica bitki, insan ve hayvan patojenlerinin tirettikleri EPS’lerin virulans faktorler
olduklar1 da bilinmektedir (Denny, 1995; Gugliandola ve dig., 2003). Ayrica
biyofilm 6zelligi gosteren EPS’ler bakteriyi deterjanlara ve antibiyotiklere karsi
direngli hale getirirler (Wolfaardt ve dig., 1994; Krylova ve dig., 2000). Biyofilm,
bakterileri ¢evresel faktorlere karsi korumanin yaninda genetik 6zelliklerinin
korunmasinda ve genetik bilgi degisiminde de rol alir (Moller ve dig., 1998).

Biayomedikal malzemeler basta olmak iizere, evsel/endiistriyel su
sistemleri, insaat sektorii gibi yasamimizin her alaninda kullandigimiz ve
yiizeylerde biriken bazi agir metaller hem saglik sektoriinde ciddi ve hayati
sorunlara neden olmakta hem de endiistriyel alanlarda ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Ayrica, EPS-agir metal etkilesimlerinin tespit edilmesi, EPS ve/veya
biyofilm matriks olusum mekanizmalarinin 6grenilmesi, ortamda biriken agir
metallerin temizlenmesinden bir¢ok infeksiyonun onlenmesine kadar ¢ok yonlii
problemlerin giderilmesi ac¢isindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu tiir ¢alismalarin yapilabilmesi, hi¢ kuskusuz bakteriden saflastirilan
EPS molekiiliiniin yapisal, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin tespitiyle miimkiin
olacaktir. Bu c¢alismada da Pamukkale Termal Bolge izolati olan Bacillus
licheniformis B18 susundan elde edilen ve giiniimiizde nano bilim veya
nanoteknolojinin 6nemli c¢aligma materyallerinden birini olusturan bakteriyel
EPS’nin karakterizasyonu ve ultrastriiktiirel yapis1 hakkinda bilgi edinilmistir. Bu

amagla sunulan bu ¢aligmanin baslica hedefleri soyledir:
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Vi.

Vii.

Maksimum toplam seker {iretimi i¢in optimal kiiltiir kosullarini
belirlemek,

pH’nin toplam seker iiretimine etkisini belirlemek,

Sicakligi toplam seker iiretimine etkisini belirlemek,

Endiistriyel artikk olan melas ve peynir alt1 suyu tozunun toplam EPS
iretimine etkisini belirlemek,

Organik asit ve karbon kaynaklarmin toplam EPS iiretimine etkisini
belirlemek,

Belirlenen optimal kosullarda bakteriden EPS saflagtirmak,

Bakteriyal EPS’nin XRD, TGA ve SEM analizleri ile karakterizasyonunu
yapmak.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Ekstrapolisakkarit’nin (EPS) Tanim

EPS (ekstrapolisakkaritler) formlar1 hiicre duvari ile birlesmis olabilen
kapsiiler veya biiylik miktarlarda hiicre duvar1 diginda biriken ve kiiltiir ortamina
yayilan bagimsiz salgilar olarak iiretilen yapilardir (Becker ve dig., 1998; Bar ve
dig., 2007). Bakteriyel EPS’ler genellikle immunojeniktirler. In vitro ¢calismalarda
EPS’ lerin varligi kat1 besi ortamlarinda mukoid koloni, s1iv1 besi ortamlarinda ise

oldukga viskoz bir goriiniim ile tespit edilmektedir (Calazans ve dig., 1997).

Bakterinin dis yilizeyini kaplayan EPS kapsiil veya slime (yapiskan)
formda olabilir. Kapsiiler EPS bakteri hiicre yiizeyindeki fosfolipid veya lipid-A
molekiillerine kovalent bag ile baglanmaktadir (Costerton ve dig., 1994; Denny,
1995). EPS’ler suda ¢o6ziinen polimerlerdir ve dogada iyonik ya da iyonik
olmayan yapilarda bulunabilirler (Gugliandola ve dig., 2003). EPS’ler bakterinin
olumsuz ¢evre sartlarindan korunmasmi ve cesitli yiizeylere tutunmasini
saglamaktadir.  Polisakkaritler,  iiretici  suslar  tarafindan  katabolize
edilemediklerinden enerji kaynagi degildirler, buna karsilik mikroorganizmay1
veya ortami kurumaya karsi korur, zararli veya diisman bir ortamdan
uzaklastirirlar (Lee ve dig., 1997; Moller ve dig., 1998). EPS, bakteriyi koruyucu
bir Ortii seklinde sarmakta ve olasi tehlikelere karsi onlar1 korumaktadir.
Ortamdaki metalik iyonlarmn tutulmasini saglarlar ayrica bitki, insan ve hayvan
patojenlerinin iirettikleri EPS’lerin virulans faktorler olduklar1 da bilinmektedir
(Margaritis ve dig., 1985; Calazans ve dig., 1997). Sonug olarak yiiksek molekiiler
yapiya sahip EPS sekli koloninin direncini ve kararliligini ortaya koymaktadir
(Ramesh ve Tharanathan, 2003). Polisakkaritler, bakteri suslarinin g¢ogalmalari
sirasinda susa ve ¢ogalma evresinin farkli kademelerine gore degisen kosullarda
sentezlenir. Sentez olay1 hiicre disinda oldugu kadar membranda da meydana
gelebilir (Bar ve dig., 2007). EPS’lerin olusumunda; UDP-glukoz-dehidrogenaz,

glukozil-transferaz, galaktozil — transferaz 1 ve polimeraz gibi polisakkarit sentezi



DNA kaynakli olabildigi gibi bazi bakteriler i¢inde kromozomal DNA kaynaklidir
(Sutherland, 1990; Lamothe, 2000).

2.2. Ekstrapolisakkarit (EPS)’nin Yapisi ve Ozellikleri

EPS’ler suda ¢6ziinen biiyiik molekiillerdir ve dogada iyonik ya da iyonik
olmayan yapilarda bulunabilirler (Calazans ve dig., 1997). EPS birbirine glikozid
baglarla baglanan seker ({initelerinden olusmaktadir. Bakteriyel EPS’lerin
cogunlugu oligosakkaridlerin tekrarlanan birimlerinden olusan heteropolisakkarid
yapida olmalarmma ragman bazi bakteriyel EPS’ler ise tek tip sekerden olusan
homopolisakkarid yapidadirlar. EPS’yi olusturan homopolisakkaridlerin cogu notr
olmasina ragmen bazi bakteriyel EPS’ler negatif yiik tasir ve yiiksek kiitleye
sahiptirler (Kenne ve Lindberg., 1983). EPS hidrofilik 6zellik tasimasiyla birlikte
cogu polimerler lipofilik, hidrofilik ve biyofilm yapisinda olabilen hetorojenlerdir.
EPS’de bulunan yapisal ve diizenleyici genlerin {iretimi kromozomal veya
plasmid DNA kodlu olabilir. EPS iiretiminin diizenlenmesi oldukga karisiktir ve
hem pozitif hem negatif diizenleyiciler icerir. Bu diizenleyicilerden bazilar1 global
regiilatorlerdir. Bunlar hiicre dis1 enzimler gibi diger hiicre metabolizmalarmnin
tiretimini de diizenlemektedir. Ozmolarite ve dehidrasyon gibi dis uyarilarin EPS

tiretimi tizerine etkisi olmaktadir (Shankar ve dig., 1995).

EPS’ler bakterinin ekstrem sartlardan korunmasini ve cesitli yiizeylere
tutunmasimi saglamaktadir. Polisakkaritler, iiretici suglar tarafindan katabolize
edilemediklerinden enerji kaynagi olarak kullanilmazlar. Mikroorganizmay1 ve
ortami kurumaya karsi korur, zararhilari ortamdan uzaklastirirlar (Ophir ve
Gutnick, 1994). EPS’ler iiretici susun azalan su aktivitesine, faj atiklarina,
fagositoza, toksik bilesiklere, antibiyotiklere ve ozmotik basinca Kkarsi
korumasinin yaninda metal iyonlarm hiicreye almmasinda da gorevlidirler.
EPS’nin bir diger 6zelligi de hiicrelerin taninmasini, yilizey ortamina tutunmasinda
yapistirict gorevi goriir. Bunun yaninda ¢esitli ekosistemlerin kolonizasyonunu
kolaylastiran biyofilmlerin olusturulmasinda da gorev alir (Ruas-Madiedo ve

dig., 2002). Biitiin bu ozellikler EPS ireten bakteriye bulundugu ortamda sabit



olarak kalabilme ve baskin olarak biiyiime 6zelligi kazandirmaktadir (Stiles ve
Holzapfel, 1997).

EPS diretimi bakteri gelisim fazi, besiyeri bilesimi, pH ve sicaklik gibi
degisken durumlardan etkilenmektedir. Farkli EPS’ler tek bir sus tarafindan farkli
ortamlarda iiretilebilmektedir (Duboc ve Mollet, 2001; Jolly ve dig., 2002).
Gelisme fazlart EPS dretimini etkilemektedir. Logaritmik fazda EPS iretimi
artmaktayken duragan fazda {iiretim olmamaktadir. Kiiltiir kosullari, karbon
kaynaklar1 ve diistik inkiibasyon sicakliklar1 da EPS sentezinde etkili olmaktadir
(Tallon ve dig., 2003).

Lactobacillus plantarum gibi suslar tarafindan {iretilen EPS’lerin
teknolojik 6zellikleri yaninda saglik {izerine etkileri de bulunmaktadir. EPS’ ler
sindirim sisteminde daha uzun siire kalmakta ve boylece probiyotik bakterilerin
kolonizasyonunu artrmaktadir. Bunun yanmda immiin sistemi diizenleyici,
kolesterol diisiiriicti ve antitiimor etkileri bulunmaktadir (Welman ve Maddox,
2003). Baz1 EPS’ler kisa zincirli yag asitlerinin olusumunu saglamaktadir. Bunlar
epiteliyal hiicrelere enerji saglamanin yaninda kolon kanserinin olusumunu da
onlemektedir (Jolly ve dig., 2002). Sindirilemeyen karbonhidratlardan olan
fruktooligosakkaritler prebiyotik olarak gorev yapmaktadir (Ruas-Madiedo ve
dig., 2002).

2.3 Ekstrapolisakkarit (EPS)’nin Onemi

Son zamanlarda yapilan bilimsel ¢aligmalar da EPS iireten bazi bakteri
suslarinin insan saglhigi iizerinde olumlu etkilerinin oldugu bildirilmektedir
(Degeest ve dig., 2001). Bazi1 bakteriler asit gelisiminden dolayr mikrobiyal
bozulmalara kars1 gidalart korudugu gibi, gidalarda aroma, goriiniig, tat ve
viskozite gibi bir¢ok faydalarindan dolayr gida endiistrisinde kullanimi

yayginlagsmaktadir.

EPS {iretimi ve karakteri, pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi gibi ortam
kosullarindan etkilenmekte, ortamdaki substrat miktar1 ve kompozisyonuna gore

de degiskenlik gosterebilmektedir (Fajardo-Lira ve dig., 1997). EPS’lerin



bilesiminde galaktoz ve glukoz fazla bulunmaktayken ¢ogu kez de ramnoz bu

yapida yer almaktadir (Cerning, 1990).

Genellikle EPS’ler monosakkarit kompozisyonu, elektrik yiiki, itniteler
arasi baglar ve tekrarlanan yan zincirlerin varligina bagh olarak farklilik
gostermektedirler. Bunun yaninda, zincir uzunlugu ve zincir dallanmasmin siklig1
EPS’nin kompakt yapisina etkisi oldugundan reolojik 6zellikleri de giiclii sekilde
etkilemektedir (Perry ve dig., 1997; Duboc ve Mollet 2001; Broadbent ve dig.,
2001). Ayrica jel iginde bulunan eksopolisakkaritlerin yeri de viskoziteyi
etkileyen 6nemli bir faktordiir (Sodini ve dig., 2004).

Antitiimor, antiiilser, bagisiklik sistemini diizenleyici veya kolestrol
digliriicii  aktivite gosteren EPS insan saghgmma da olumlu katkida

bulunabilmektedir (Ruas-Madiedo ve dig., 2002).

2.4 Endiistriyel Artik Olan Melas’1n Tanimi

Yiiksek miktarda seker igeren Melas, herhangi bir bitkinin 6zsuyundan,
baz1 teknolojik islemler kullanilarak sakkarozun kristalize edilmesi sonucu, seker,
seker harici maddeler ve sudan olusan bir yan iriindiir (Gilingen, 1991).
Endiistriyel olarak seker, seker pancar1 ve seker kamisindan elde edildiginden
iilkemizde de bu amagla seker pancarindan yararlanilmaktadir. Ulkemizde yillara
gore degisiklik gostermekte olup yilda ortalama 2,7 - 3 milyon dekar seker
pancar1 ekilerek 9 -13 milyon ton seker pancari iiretilmekte ve nerdeyse
tamamimin fabrikalarda sekere islenmesi sonucu biiyiik miktarlarda melas (400
000-600 000 ton) elde edilmektedir ( Anonim, 1978). Elde edilis yontemine gore
Melas, normal ya da yiiksek sekerli melas olmak iizere isimler almaktadir.
Kaynagina gore ise seker kamisi melasi, seker pancari melasi veya narenciye

melas1 gibi adlandirma yapilmaktadir (Imik ve Seker, 1997).

Melas silempeleri, sindirilebilirlikleri ve kimyasal bilesimleri birinden
digerine degisebildiginden berraklastirma ve santrifiijleme gibi fiziksel, ya da
kimyasal bir arindirma islemine de tabi tutulabilmektedirler ( Troccon ve

Demarquilly, 1989; Ak, 1997). Uygulanan bu kimyasal islemde, ortama amonyum



stilfat gibi amonyumlu bilesikler eklenerek potasyum iyonlarmin bir kisminin
potasyum siilfat halinde ¢okmesi saglanmaktadir. Bunun sonucunda ortamdaki
amonyak ve buna bagl olarak organik maddeler ve ham protein miktar1 artarken

potasyum miktari da istenilen diizeye indirilebilmektedir (Ak, 1997).

Ulkemizde ekmek mayasi ve alkol iiretim teknolojileri yan iiriinii olan

konsantre melas bulunmaktadir.

2.4.1 Endiistriyel Artik Olan Melas’n Yapisi ve Onemi

Melas, hayvancilik sektoriinde lezzetsiz yemlerin tiiketilmesinde, proteince
zengin yemlerin dengelenmesinde kullanilmaktadir (Karabulut, 1995). Bunun
yaninda, silaj yapiminda laktik asit iiretimini arttiran iyi bir silaj katki maddesi
olarak tiiketilmektedir (McDonald ve dig., 1991).

Fermantasyon sanayisinde ekmek mayasi, etil alkol, sitrik asit, lisin ve
antibiyotikler gibi ¢esitli tiriinlere islenen melasin, islem sonrasi elde edilen yan
iriine melas silempesi (Ak, 1997) veya vinas (Sarigigek ve dig., 1998)
denilmektedir. Fermantasyon olayr sonucunda elde edilen melas silempesi,
icindeki su miktar1 ¢ok fazla oldugundan, depolama ve tasinabilme 6zelliklerinin
gelistirilmesi amaciyla % 55-75 seviyelerine kadar yogunlastiriimaktadir. Bu
sekilde iirliniin yogunlugu yaklasik olarak 1,3; pH’s1 ise 5-7 arasinda degismekte
olup hafif asidik 6zellik gostermektedir.

Seker pancar1 veya seker kamisindan seker iiretme silirecinde bir yan {iriin
olarak Melas agiga ¢ikmaktadir. Melasin kalitesi, seker pancari veya kamiginin

olgunluguna ve elde edilen seker miktarina gore degismektedir (Karaalp, 2007).

Seker kamis1 ve seker pancarindan elde edilen melasin mineral ve vitamin

icerikleri Tablo 1 ve Tablo 2’ de verilmistir.



Tablo 1 Melasta bulunan mineraller (Curtin, 1983)

Mineral Seker kamisi Seker pancari
Bakir(mg/kg) 36 13
Demir(mg/kg) 249 117

Manganez(mg/kg) 35 10
Cinko(mg/kg) 13 40

Tablo 2 Melasta bulunan vitaminler (Curtin, 1983)

Mineral Seker kamisi Seker pancari
Biotin (mg/kg) 0.36 0.46
Kolin (mg/kg) 745 716
Pantotenik Asit(mg/kg) 21.0 7.0
Riboflavin (mg/kg) 1.8 1.4
Tiamin (mg/kQg) 0.9 -

2.5 Endiistriyel Artik Olan Peyniralti Suyu

Peynir yapiminda yan iirlin olarak ortaya ¢ikan peyniralti suyu; laktoz,
mineral maddeler, vitaminler, protein ve az miktarda da siit yagini icermektedir.
Olusan iiriinler i¢inde peyniralt1 suyu proteinleri en 6nemli kism1 olugturmaktadir.
Peyniralt1 suyu proteinlerinin diger proteinlere goére {istiin olan tarafi biyolojik
degerinin yaninda, antioksidan fonksiyonlar1 destekleyen siilfiir igeren
aminoasitlerinin de yiikksek oranda bulunmasidir (Smithers ve dig., 1996;
Anonymous, 1998). Aminoasitler iginde bulunan siilfiirler viicuttaki antioksidan
peptitlerin diizeyini korumaya yardimci olmaktadir. Sistein glutatyon’nun sentezi
icin gerekli bir aminoasit, antioksidan, antikarsinojen ve siilfiir iceren tripeptitleri
stimule eden bir immundur. Diger protein kaynaklarina gore, peyniralti suyu
proteinleri kisa zincirli aminoasitleri, L-isolosin, L-losin ve L-valin’i yiiksek
konsantrasyonlarda igermektedir (Harper, 2000; German ve dig., 2001). Tablo

3’de peyniralt1 suyu proteinlerinin bilesimi verilmistir.




Tablo 3 Peyniralti suyu proteinlerinin bilesimi (De Witt, 1998)

Protein Konsantrasyon (g/1 siit)
B — Laktoglobulin 3.2
a — Laktalbumin 1.2
Imminoglobulin 0.8
Serum Albumin 0.4
Laktoferrin 0.2
Laktoperoksidaz 0.03
Proteaz — pepton >1

2.5.1 Peyniralti Suyu Protein Konsantrelerinin Cesitleri ve Ozellikleri

Peyniralt1 suyu protein konsantrelerinin eldesinde degisik yOntemler
uygulanmasiyla (piiskiirtmeli kurutma, tersosmoz, ultrafiltrasyon, iyon degisimi

gibi) farkli 6zelliklerde ticari iirinler elde edilmektedir. Bunlarin baslicalar,

e Peyniralt1 suyu tozu (% 13 protein igerir).

e Peyniralt1 suyu proteini konsantrat1 ( % 35 protein igerir).

e 9% 50lik Peyniralt1 suyu protein konsantrat.

e 9% 80lik Peyniralt1 suyu protein konsantrat.

e Laktoalbumin ( % 85 — 90 oraninda protein i¢eren 6zel Peyniralti
suyu proteini konsantrati).

e Peyniralti suyu proteini izolati (% 90 oraninda) (Renyad ve
Whitehead 1991; De la Fuente ve dig., 2002).

Peyniralt1 suyu proteinlerinin teknolojik 6zelliklerini protein — su, protein
— protein, protein — yag ve protein — gaz fazi etkilesimleri seklinde belirtilmistir.
Peyniralti suyu proteinlerinin su absorbe ederek sisme, ¢Oziinebilirlik, tam
karigmayan iki farkli maddeyi bir arada tutmada emiilsiyon yapma o&zelligi, jel
olusturma, viskoelastikiyet, tat ve aroma koruma, lipid baglama gibi 6zellikleri
vardir. Peyniralt1 suyu proteinlerinin sicaklik etkisiyle seffaf bir yap1 kazanmasi
ve protein agregasyonunun olusmasinin ardindan viskozite artis1 saglandigi ve
dalgalar halinde jel meydana geldigi bildirilmistir (Britten ve Giroux, 2001).

Peyniralt1 suyu protein izolatlar1 ve hidrolizatlar1 lesitinle birlikte kullanildiginda
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iiriiniin emiilsiyon 6zelligi artmaktadir. Peynirsuyu proteinlerinin modifikasyonu
sonucu, daha biiyiik polimerleri ve daha kii¢iik molekiillii doymus hidrolazlari
yaninda, gelisen soguk jelatinizasyonla {iriiniin bilinen 6zellikleri ile karigtirilip
yeni modifiye gida iirlinleri ortaya ¢ikartilmaya calisilmaktadir (Foegeding ve

dig., 2002; Tarakg1 ve Kiigiikoner, 2003).
2.5.2 Peyniralti Suyu Proteinlerinin Saghk Uzerine Etkileri

Siit fabrikalarmin artik maddesi olan Peyniralt1 suyu, siitiin peynir mayasi
veya organik asitlerle pihtilastirilmasindan ve peynirin esasini olusturan kazeinin
coOktiiriilmesinden sonra geri kalan yesilimsi sar1 renkte bir sividir. Zengin bir
icerige sahip olan peyniralti1 suyu gelismis iilkelerde ilag, yem ve laktoz iiretimi
gibi alanlarda kullanilmaktadir. Ancak {ilkemizde hemen hemen hig

degerlendirilmeden toprak ve su ortamina verilmektedir (Giil ve Gliven, 2004).

Gidalarda bulunan peyniralt1 suyu proteinlerinin temel fonksiyonu
besleyici azot ve aminoasitler saglamaktir. Peyniralt1 suyu proteinlerinin biyolojik
rolleri son yillarda yapilmis birgok hayvan denemeleri ve in vitro ¢alismalar
sonucunda belirlenmistir. Peyniralti suyu proteinlerinin saglik iizerine yapilan
hayvan denemeleri ve in vitro ¢aligmalar, peyniralt1 suyunun diger yararlari kadar
antikarsinojenik ~ ve  hipokolestrolemik  etkilerinin de var oldugunu
gostermektedirler. Peyniralt1 suyu proteinlerinin biiyiime, kemik saghgi ve kilo
kontrolii lizerine yararlar1 da bulunmaktadir. Hastalik, ameliyat veya kemoterapi
uygulamasi sonucu olusan metabolik stresi izleyen dokulardaki iyilesme icin
yararl olabilen Peyniralt1 suyu, laktoferrinin igeren bazi destekleyici faktdrleri
kapsamaktadir. Kalsiyum, fosfor, magnezyum gibi mineraller kemik gelisimi ve
korunmasini desteklemektedir. Peyniralt1 suyu proteinleri kemik hastaliklar1 igin
de faydali olabilmektedir (Takada ve dig., 1997; Anonymous, 1998; German ve
dig., 2001).

2.6 Termofilik Mikroorganizmalar

Son yillarda yapilan birgok ¢alismada ekstrem mikroorganizmalar ile ilgili,

en c¢ok termofilik mikroorganizmalar grubu dikkat g¢ekmektedir. Termofilik
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mikroorganizmalarin  biyokatalitik potansiyelleri ve enzimleri {izerinde
aragtirmalar yapilmistir ( Itoh ve dig., 1993). Termofilik mikroorganizmalarin,
nisasta seliiloz gibi dogal polimerleri dogrudan fermente edebilmeleri gibi birgok
avantajlart vardir. Yiksek sicakliklarda (60-110°C) gelisebilen termofilik
mikroorganizmalar, volkanik ve jeotermal kaynaklarda bulunurlar. Bu kaynaklara
ornek olarak solfatarik alanlar (yanardaglarin piiskiirmesi sirasinda bagslangici
gosteren gaz tiitme bolgeleri), ndtral sicak su kaynaklari, deniz dibi sicak su
kaynaklar1 ile yiiksek sicakliga sahip deniz ve karasal alanlar sayilabilir (Batra ve
dig., 2002).

Termofilik mikroorganizmalar, genis sicaklik araliklarinda iireyebildigi
icin yiilksek sicaklikta optimum fonksiyon gostermek i¢in  biyolojik
membranlarinda ¢esitli adaptasyonlara ihtiya¢g duyarlar. Bakterilerin fosfolipit
kompozisyonu genelde gelisim sicakhg ile degisir (Kim ve Rajagopal, 2000).
Termofilik mikroorganizmalarin hiicre membrani doymus yag asitlerinden
yapilmistir. Hiicre membraninda bulunan yag asitleri hiicreye hidrofobik bir ¢cevre
saglar ve yiiksek sicaklikta yasamasi i¢in hiicreyi yeterince sabit tutar (Griffiths
ve Muir, 1978). Termofil mikroorganizmalar diger mikroorganizmalar ile
karsilagtirildiginda, dogalar1 nedeniyle hiicresel komponentleri, enzimleri ve
proteinleri de oldukc¢a termostabildir. Enzimleri mezofilik homologlarina gore,
termostabil degildir, bunun yaninda kimyasal ajanlara da dayanikli oldugu igin

endiistriyel uygulamalar da oldukg¢a 6nemlidir ( Haider ve Qayyum, 2007).

Son zamanlarda biyoteknolojik ¢aligmalarda 6nem kazanan bazi termofilik
Bacillus iyelerinin varligi bilinmektedir. Bazi Bacillus stearothermophilus,
Bacillus coagulans, Bacillus licheniformis, Lactobacillus thermophilus, Bacillus
clostridium tiirleri 50°C ile 70°C arasinda yasayabilir (Sheridan and Brenchley,
2000).

2.6.1 Bacillus Cinsinin Ozellikleri

Her yerde yaygm olarak bulunabilen Bacillaceae familyasi i¢inde olan
Bacillus cinsi bakteriler aerob veya fakiiltatif anaerob, gram pozitif ya da degisken

gram olan spor formlu ¢omak yapan bakterilerdir. 0,5 — 1,2 pm eninde 2,5 — 10

12



pum biiyiikliigiinde olan Vejetatif formlar1 25-37°C arasindaki en uygun
sicakliklarda gelisebilirler. Baz1 termofilik ve psikrofilik olan tiyeleri de 75 °C’nin
iistiindeki ve 3°C nin altindaki sicakliklarda ¢ogalabilirler. pH 2 ve pH 10 gibi
ekstrem asidite ve alkalinite sartlarinda gelisebilen baz: tiirleri de vardir. Katalaz
pozitif olan ¢ogu ki, peritrisli (¢cevre kirpikli) flagellaya sahiptir (Nagy ve dig.,
2001; Konsoula ve Liakopoulou-Kyriakides, 2007).

Bacillus cinsinin koloni morfolojisi farklilik gdsterir. Ayrica beyaz veya
krem renkli kolonilere sahiptir ve bazi tiirlerinde sari, pembe, portakal rengi ve
siyah renklerde pigmentli kolonilerede rastlanir (Alazzeh ve dig., 2009).
Tiirlerinin gogu 1siya dayanikli spor iiretme yetenegine sahiptir ve bu sporlar
silindirik, elipsoidal, kiiresel olabilir. Bacillus anthracis disindakilerin hepsi
saprofitiktir. Cogunluk mezofilik cinsler olsa da zorunlu termofil, psikrofil,

asidofil ve halofil cinslerde bulunur (Fiedurek ve Szczodrak, 1994).

Glivenli olmalari, sentezledikleri proteinleri dig ortama salgilama
kapasiteleri gibi bircok nedenden dolayr bu tiirler cazip endiistriyel
organizmalardir. Bunun sebebi, gram negatif bakteriler sentezledikleri proteinleri
protoplazmalarinda ya da periplazmik bosluklarinda biriktirirler. Bu da iiretilen
triiniin izalasyonunu giiglestirerek sustan birden fazla kez yararlanilmasini
engeller. Ayrica sentezlenen driinler, organizmaya karsi toksik etki
olusturabilmektedir. Sentez {iriinlerinin intraselliiler ortamda biriktirilmesi,
¢oziinmeyen protein olusumu, yanlis protein Katlanmalar1 ve etkin olmayan
distilfit bag formosyonu gibi sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Gram negatif
bakteriler ise, insanlara toksik olan endotoksin ve intraselliiler protein iiretmeleri
nedeniyle, proteinlerin izolasyonu ve saflastirilmasinda ekstra maliyet
olusturmaktadirlar (Shaikh ve dig., 1997).

Gram pozitif bakteriler, 6zellikle Bacillus tiirleri mantarlardaki aflatoksin
gibi toksik ya da alerjen bilesik {iretimi de g6z Oniinde bulunduruldugunda,
endiistriyel enzim iretiminde Oncelikli olarak tercih edilmektedirler. Cesitli
kompleks substratlara karsi aktivite gosteren Bacillus tiirleri ¢ok sayida ve gesitli
hidrolitik enzimler iiretmekte ve salgilamaktadirlar. Ayrica, endiistriyel alanda o-

amilaz, proteaz, glukanaz, glukoz izomeraz ve endoniikleaz gibi enzimlerin
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uretiminde Bacillus cinsindeki organizmalar, yaygin sekilde kullanilmaktadirlar
(Ramana ve dig., 2000).

2.6.2 Bacillus licheniformis

Gram pozitif, fakiiltatif anaerob ve endospor formlu saprofitik
organizmalardan olan Bacillus licheniformis, yeryiiziindeki ¢ogu toprak ve bitki
materyallerinden izole edilmektedir. B.licheniformis izolatlar1 besin dongiisiinde
denitrifikasyon yetenegi ile 6nemli bir yer tutmaktadirlar. Hayvanlar ve bitkiler

i¢in organizmanin patojen olmadigi rapor edilmistir (Chen ve dig., 2008).

Genom sekanslar1 belirlenmis olan Bacillus cinslerinden Bacillus
subtilis’in oldugu grupta Bacillus licheniformis tiirii yer almaktadir (Chen ve dig.,
2008).

Biiyiikk miktarlarda protein igeren ekzoenzimlerin biyoteknolojik olarak
antibiyotiklerin, biyokimyasallarin imalatinda, endiistriyel uygulama alanlar1
bulunmaktadir (Gote ve dig. 2007; Chen ve dig., 2008). Endiistride kullanilan
enzimler arasmnda son zamanlarda farkli proteazlar, a-amilaz, penisilinaz,
pentosanaz, sikloglikoziltransferaz, B-mannanaz ve farkli pektinolik enzimler
bulunmaktadir. Baz1 Bacillus licheniformis tiirleri basitrasin ve protisin gibi peptid
antibiyotikleri sentezinde kullanilirlar buna ek olarak ¢ogu tiirleri de sitrik asit,
inozin, inozinik asit ve poli y-glutamik asit gibi kimyasallarin sentezinde

kullanilirlar (Gote ve dig., 2007).

2.7 X-15tm kirmmm (XRD)  Yontemi

XRD yontemi ile genel anlamda incelenen kati maddelerin amorf, yari-
kristalin veya kristalin karakteri belirlenebilmektedir. Bu yontemle diizenli bir
atomik dizilime sahip kristalin maddelerin atom diizlemleri arasindaki mesafeler
ve kristallik derecesi [KD (%) = Kristal / (Kristal + Amorf)] saptanabilmektedir.

Kristal yapisi bilinmeyen bir maddenin atom diizlemleri arasindaki mesafenin
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olciimii Bragg yasas olarak bilinen 20 acilarma karsiik gelen (dhkl, A) )
degerleriyle ifade edilir (d = A / 2 Sin®, A = 1.54056 A).

XRD yontemi ile elde edilen pikler, kristal yapiy1 olusturan atomlarin
degisen 0 agisi ile gelen X-151m1 demetini biitiin yonlerde kirmimiyla iliskilidir.
Isinlarin farkli atom diizlemlerinden kirilmalar1 sonucu meydana gelen gecikmeler
nedeniyle bazilar1 birbirini yok ederken (negatif veya yikici girisim), bazi 1sinlar
birbirini kuvvetlendirerek yapici veya pozitif girisim olusturur. Yapict veya
pozitif girisim olusturan 1smlar kirinimma (difraksiyon) ve dolayisiyla pik
olusumlarina neden olur. Kristalin maddenin X-igmnlar1 kirmimi deseni (patern)
her kristal tiirii icin 6zel olup, kristallerin tanimlanmasmda 6nemli bir yer

tutmaktadir.

XRD yontemi ¢ogunlukla inorganik kristalin maddeler {izerinde
uygulanmakla birlikte, 6zellikle son 20 yildir biyolojik molekiil, ilag, protein,
niikleik asit ve vitaminlerin yapisimin incelenebilmesi i¢in de uygulanmaktadir. Bu
yontemde incelenecek drnekler toz haline getirildikten sonra yonlenmis (oriented)
veya yonlenmesiz (unoriented) olarak cekildigi gibi, metal ve alasim Ornekleri

dogrudan diizlestirilmis veya parlatilmis yilizeylerinden de incelenebilmektedir.

2.8 Termogravimetrik analiz ( TGA ) Yontemi

Termogravimetrik analizler sicakligm fonksiyonu olarak maddelerdeki kiitle
kaybmin Ol¢limiinii esas almaktadwr. TGA cihazi termobalans adinda hassas
mikrobalans, firin, bazen inert bazen de reaktif gaz atmosferi saglayan temiz gaz
sistemi, cihazin kontrolii, veri alma ve veri isleme islemleri i¢in bilgisayar
sisteminden olusur. Termogravimetrik dl¢limler inorganik ve organik malzemeler
iizerinde uygulanmakta olup, Ozellikle polimer, ilag, kil ve minerallerinin
tanimlanmasinda; metal ve alasimlarda ise kalite kontrol uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. TGA yonteminde kat: bir maddenin kiitlesi, kontrollii
atmosfer ortaminda; siirekli artan (genellikle zamana kars1 dogrusal artis)
sicakligin veya zamanm fonksiyonu olarak degerlendirilir. Zamana kars1 kiitle
veya kiitle yiizdesi grafigi termogram ya da termal bozunma egrisi olarak

tanimlanir.
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TGA cihazinda 1 miligramdan 100 grama kadar degisen Ornek tutucu
hazneli termobalans bulunmaktadir. Genelde 1-100 mg aras1 6rnek kullanilmakta
olup, kiitledeki 0,1pg’ ulasan hassasiyetteki degisimler kaydedebilmektedir. TGA
firm1 1000°C sicakliga kadar c¢ikabilmekte, 1sitma segenekleri 0,1°C/dk’dan 100
°C/dk aralig1 i¢in ayarlanabilmektedir. izolasyon ve sogutma cihazin i¢ bdlgesinin
balansla 1s1 aligverisinin olmamasini saglar. Ornegin oksidasyonunu &nlemek igin

Ar ve N, gazlari kullanilmaktadir.

Incelenecek ornekler genellikle aliiminyum, aliimine veya platin kaplara
konur. Platin kolay temizlenebilmesinden dolayr yaygin olarak kullanilir. Kap
hacmi degisik boyutlarda olabilir. TGA yontemiyle sicaklikla degisen madde
kiitlesi hesaplanabildigi i¢in niceldir (kantitatif), ancak buharlagma, siiblimlesme,
dekompozisyon, oksidasyon, ve desorpsiyon verileri de smirli olarak elde
edilebilmektedir. TGA’nin en Onemli uygulamalar1 ¢ok bilesimli sistemlerin

bilesimsel analizleridir.
2.9 SAXS (X-Ismm Kiiciik A¢1 Sagilma) Yontemi

Elde edilen maddelerin karakterizasyonu yaninda Nano boyutlu yapilarin
iretimi de ¢ok Onemlidir. Karakterizasyonda yapi analizlerinin yapilmasinin
yaninda, maddelerin dinamik davranislarinin da analiz edilmesi gerekmektedir
(Orujalipoor, 2012). Bu nedenle, ¢ogu alanda nano boyutlu malzemelerin analiz
edilmesini saglayan yontemlerden bir tanesi SAXS yontemidir. SAXS yontemi ile
toz, jel, kristalin Orneklerin yaninda kolloid ¢ozeltiler, polimerler, biyolojik
molekiiller de incelenebilir. X-151n1, nétron ve elektron kirinimi yontemleriyle, bir
yapmin analizi gergeklestirilebilir. Yapilan bu yontemlerin temelinde ayni kirmim
prensipleri gecerlidir. Parcaciklardan belirli dogrultularda sagilan dalgalarin
girigimi kirmimi, olusturur. X-151m1 incelenecek Ornek {izerine disiiriilmesiyle
maddedeki elektronlar ile etkilesimi saglanacaktir. Sagilan 1ginin siddetine

elektronlardan sagilan dalgalarin genlikleri toplanarak ulasilir.

X-15m1 yontemlerinden biri olan, X-1sm1 kiiciik ac1 sacilma (SAXS)
yontemi ile incelenen Ornekten kiigiik acida sagilan X-151m1 siddetleri, sagilma
vektoriiniin biiylikliigiine gore elde edilerek bu verilerden yap ile ilgili bilgiye

ulasilir. X-1ginlar1 kirmiminda oldugu gibi, Kiiglik ag1 sagilmalarinda da, sagilma
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yapida bulunan elektronlar tarafindan gergeklestirilir. Bu yontem elektron
yogunlugu farkinin algilanmasi temeline dayanir. X-igin1 kiiclik ac1 sagilma
yontemi’ni diger yontemlerden farkhi kilan en 6nemli 6zellik, angstromdan (A)
nanometreye (nm) kadar uzanan biiyiikliikteyken homojen olmayan elektron
yogunluklarma duyarli olmasidir. Kati kristal, kristalin, film, toz v.b. formlara
sahip ornekleri incelemede X-ismlar1 kirinimi yontemi kullanilirken bunun
yaninda sivi, jel, yogun gaz gibi farkli formlara sahip Ornekler ile biyolojik
dokularinda ayrmntili bir bicimde incelenebilmesi de X-1s1n1 sacilma yontemi ile

miimkiin hale gelmistir.
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3. YONTEM

3.1 Cahsmada Kullanilan Bakteri

Bu calismada Pamukkale Universitesi Biyoloji Boliimii Bakteriyoloji
Laboratuvari’ndan temin edilen Bacillus licheniformis B18 bakterisi Pamukkale
termal kaynaklarindan izole edilmistir. Bakteriyel izolat 40°C’de gelistirilerek
deneysel calismalarda kullanilmak {izere steril Triptic Soy Agar igeren tiiplerde

+4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2 EPS Uretimi I¢in Optimal Kiiltiir Kosullarinin Belirlenmesi

3.2.1 Besiyeri Belirlenmesi

B. licheniformis B18 bakterisinin maksimum ekstrapolisakkarit (EPS)
iirettigi besi ortamini belirlemek i¢in Nutrient Broth (NB: Beef extract; 1g/L,
pepton; 5g/L, yeast extract; 2g/L, NaCl; 5g/L), Luria Bartani-Miller Broth (LB-
Miller: Tripton; 10g/L, yeast extract; 5g/L, NaCl; 10g/L) ve Triptic Soy Broth
(TSB: Pepton from kazein; 17g/L, pepton from soymeal; 3g/L, D(+) glukoz; 2,5
g/L, NaCl; 5g/L, K,;HPO,; 2,5¢/L) besi ortamlar1 kullanilmastir. Besi ortamlarinin
pH’s1 7,0 *ye ayarlanarak %2’lik bakteri ekimi yapilmis ve 40°C’ de inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyonu takiben 12 ve/veya 24 saat araliklarla rnek alinmis ve
orneklerdeki toplam seker miktar1 fenol-siilfiirik asit metodu ile Olclilmiistiir

(Dubois ve dig., 1956).Kalibrasyon egrisi glukoz kullanilarak hazirlanmigtir.
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3.2.2  pH’mn EPS Uretimine Etkisi

pH’nin ekstrapolisakkarit {iretimi iizerine etkisini arastirmak amaciyla
gelisme ortamlarmin pH’s1 6,5; 7,0;7,5; 8,0 ve 9,0’a ayarlanarak 40°C’de inkiibe

edilmis ve zamana bagli olarak dlgtimleri yapilmistir.

3.2.3  Sicakhgin EPS Uretimine Etkisi

Bacillus licheniformis B18 bakterisi termal kaynaklardan izole edildigi i¢in
yiiksek sicakliga karsi tolerans gostermektedir. Bu nedenle LB besi ortaminin
pH’s1 belirlenen optimal pH’ya ayarlandiktan sonra %2 ekim yapilarak kiiltiir 40,
45, 50 ve 55°C’ lerde inkiibe edilmistir.

3.2.4  Organik Asit ve Karbon Kaynaklarimin EPS Uretimine Etkisi

B. licheniformis B18 bakterisinin EPS iiretim potansiyeli {izerine organik
asit ve karbon kaynaklarmin etkilerini belirlemek amaciyla galaktronik asit,

glukuronik asit ve glukoz 1 g/L oraninda LB besi ortamina ilave edilmistir.

3.2.5  Peynir Alt1 Suyu Tozu’nun EPS Uretimine Etkisi

Endiistriyel bir artik olan peynir alt1 suyu tozunun (PAST) B. licheniformis
B18 bakterisinin EPS iiretimine etkisini belirlemek i¢cin LB besi ortamma 1 g/L
oraninda toz halde ilave edilmistir. Hazirlanan bu gelisme ortami 6ncelikle farkl
pH degerlerine (6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0) ayarlanarak optimal pH’1 belirlenmis, daha
sonra belirlenen optimal pH’ta sicakligin etkisi (40, 45, 50 ve 55 °C) ¢aligilmistur.

3.2.6  Melas Besiyerinde EPS Uretimi

Toplam EPS iiretimi igin gelisme ortami olarak kullanilan melas besi

ortaminin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda melas
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iceren besi ortamlar1 hazirlanmistir (melas:dH,O; 0,5:100, 1,0:100, 1,5:100, 2:100
v/v). Melas igeren bu ¢ozeltilere 1 g/l (NH4)2SO4 ve 1 g/l KH,POy, ilave edilerek
gelisme ortami hazirlanmis ve pH' 7,0 'ye ayarlanmistir (Gonen ve Aksu, 2008).
Hazirlanan gelisme ortamlar1 121°C'de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve
%2 bakteri ekimi yapilarak 40°C'de inkiibe edilmistir. Optimal melas
konsantrasyonu belirlendikten sonra hazirlanan bu konsantrasyondaki melas
besiyerinde pH ve sicakligin etkisi c¢alisilmigtir. pH’nin etkisini belirlemek
amaciyla optimal melas konsantrasyonu ile hazirlanan gelisme ortamlarmnin
pH’lart 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 ve 9,0’a ayarlanmis, sicakligin etkisini belirlemek
amaciyla ise 40, 45, 50 ve 55 °C ‘de inkiibasyon edilmistir.

3.3 Analitik Metot

Bakteri kiiltiirii inkiibasyon sonrasinda 100°C’de 10 dakika bekletilir.
Orneklerden 1 ml alinir, iizerine TCA ilave edilerek 14 000xg’de 20 dakika
santrifiijlenir. Siipernatant, esit hacimde etanol ile karistirilir tekrar 20 dakika
14000 xg’de santrifiij edilir. Siipernatant dokiilerek elde edilen pellet 1 ml etanol
ile ¢Ozliniir. Santrifiij asamasi tekrar edilir. Pelletin tizerine 1ml dH,O eklenerek
¢Oziiliir, fenol siilfirik asit metodu (Dubois ve dig., 1956) uygulanarak 10 dakika
30°C’de bekletildikten sonra 490 nm UV spektrofotometre ( Hach Lange DR
5000) ile okuma yapilir.

3.4. EPS saflastirma

EPS saflastirmasi, etanol-metanol ile c¢oktiirme-saflagtirma yoOntemi
kullanilarak yapilmistir (Hung ve dig., 2005). Bakteri kiiltiirleri inkiibasyon
sonrasinda 100°C’de 15 dakika su banyosunda bekletildikten sonra santrifiij
edilerek siipernatant ve pellet toplanmistir. Bakteriyel EPS siipernatant ve
pelletten ayr1 saflagtirilmigtir. Siipernatanttan elde edilen EPS “¢6ziinen EPS” ve

pelletten elde edilen EPS ise “membrana bagli EPS” olarak isimlendirilmistir.

Toplanan siipernatant i¢ine son konsantrasyon 0,5 mg/L olacak sekilde
proteinaz K ilave edilmis ve 37°C’de 12 saat 70 rpm’de bekletilmistir. inkiibasyon

sonrasinda soguk etanol-metanol karigimi ilave edilerek buzdolabinda g¢okelti
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olusmasi icin bekletilmistir. Olusan ¢okelti 0,22um gozenek capli membran
(millipore membran filtre HAWP04700) kullanilarak, Sartorius marka membran
filtrasyon diizenegi ile toplanmistir. Elde edilen presipitat, son konsantrasyon
30g/L olacak sekilde NaCl ilave edilerek tekrar etanol-metanol karigimi ile
muamele edilmistir. Bu islem {i¢ kez tekrarlanmistir. Son presipitat 10-20 ml

dH.O0 ile ¢oziilerek suya karsi diyaliz edilmistir.

Toplanan pellet tizerine ise, son hacim 100 ml olacak sekilde steril dH,O
ilave edilmistir. 3 gr NaCl eklenip manyetik karistirici da 1 saat karistirilmastir.
Siire sonunda santrifiij edilerek siipernetant toplanip iizerine ethanol-metanol

karigimi ilave edilerek yukarida agiklanan saflagtirma yontemi uygulanmstir.

Elde edilen saf EPS’ler liyofilize edilerek toz halinde derin dondurucuda
saklanmigtir. Toz haline getirilmeden o©nce elde edilen ¢ozinmis EPS

orneklerinin goriiniimii Sekil 1°de verilmistir.

Sekil 1 B. licheniformis B18’in Melas igeren besi ortamindan elde edilen

Coziinmiig EPS (Supernatant)

21



3.5. Saf EPS’nin Kimyasal Kompozisyonunun Belirlenmesi

3.5.1 Toplam seker tayini

Elde edilen toz EPS’deki toplam karbohidrat miktar1 fenol-siilfiirik asit
metodu ile belirlenmistir (Dubois ve dig., 1956; Frengova ve dig., 2000). Standart

olarak glukoz kullanilmistir.

Fenol-Siilfiirik asit metodu: 0,5 mg toz EPS tartilip 1 ml dH20O igerisinde

iyice ¢oziildiikten sonra tlzerine % 80’lik 500 upl Fenol ve 5 ml H,;SO,
konulmustur. 10 dk oda sicakhiginda ve 20 dk 30°C’de etiivde bekletilerek 490

nm’de UV spektrofotometre ile okunmustur.

3.5.2 Toplam protein tayini

EPS’deki toplam protein miktar1 modifiye Lowry (Lowry ve dig., 1951,
Hartree, 2004) metoduna gore 650 nm’de UV spektrofotometrede kolorimetrik
olarak belirlenmistir. Standart olarak sigir serum albumini (Sigma, P0834)

kullanilmastir.

Modifiye Lowry Metodu: 1 ml toz EPS c¢ozeltisi 10 dakika 50°C su

banyosunda bekletildikten sonra iizerine 0,9 ml sodyum-potasyum tartarat-NaCO3
reaktifi eklenmis ve 50°C su banyosunda 10 dakika inkiibe edilmistir. Siire
sonunda, oda sicakligina gelene kadar karanlik bir ortamda sogumaya birakilan
EPS ¢ozeltisi tizerine 0,1 ml sodyum-potasyum tartarat-CuSO4.5H,0 reaktifi
eklenmistir. Vorteks ile karigtirildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Siire sonunda 3 ml Folin-Ciocolteu reaktifi ilave edilip
karistirildiktan sonra 50°C su banyosunda 10 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
ornekler oda sicakligina gelinceye kadar karanlik ortamda bekletilerek 650 nm

dalga boyunda UV spektrofotometrede okunmustur.
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3.5.3 Uronik asit miktari belirleme

Yaklasik 0,5 mg toz EPS iizerine 0,4 ml dH,0 ilave edilmistir. Uzerine
2M 40 pl sulfamik asit eklenerek iyice karistirilmis daha sonra konsantre siilfiirik
asit ile hazirlanan 75 mM sodyum tetra borattan 2,4 ml ilave edilip, 100°C su
banyosunda 10 dakika isitilmistir. Oda sicakligina kadar soguduktan sonra %
0,15’lik 30 pl m-hidroksifenil eklenip 525 nm’de UV spektrofotometrede
absorbanst okunmustur. Toplam {ironik asit konsantrasyonunu hesaplamada
glukuronik asit ile olusturulan standart egri kullanilmistr (Hung ve Santchi,

2001).
3.6 Saf EPS’nin Karakterizasyonu
3.6.1 X-Istm1 Kirinimi (XRD) Yontemi ile Yapilan Analizler

Bu c¢alismada XRD yontemi ile bakterilerden elde edilen EPS’nin
karakterizasyonu (amorf veya kristalin yapi1 tayini) i¢cin kullanilmigtir. XRD
incelemeleri farkli besiyeri ortamlarinda iiretilmis toplam alt1 6rnek tizerinde,
Batman Universitesi Jeoloji Miihendisligi Boliimii Laboratuvarlarinda Rigaku
Miniflex model CuKa 1smmmli (A= 1,54056 A) X-isinlar1 Difraktometresi’nde
gerceklestirilmistir. Aletsel ¢ekim kosullar1 40 mA, 40 kV, tarama hiz1 0.005°

olarak ayarlanmustir.

3.6.2 Termal Analizler (TGA)

TGA analizi, XRD incelemeleri gerceklestirilen alti bakteriyel EPS
Orneginin sabit 1sitma orani ile artan sicaklik ile kiitle kaybina bagli degisiminin
incelenmesi i¢in yapilmistir. TGA incelemeleriyle EPS 6rneklerinin farkl fiziksel

ve kimyasal 6zelliklerinin birbirleriyle karsilastirilmasi miimkiin olmustur.

Bu tez ¢alismasindaki TGA incelemeleri Pamukkale Universitesi Makine
Miihendisligi Bolimi TGA-DTG termal analiz sistemi {izerinde, azot
atmosferinde 20-1000°C sicaklik araliginda 10°C dk-1 isitma hizi uygulanarak

yuriitiilmistiir.
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3.6.3 Taramah Elektron Mikroskobunda (SEM) Gériintiileme

Polimerlerin  ylizey morfolojisinin  belirlenmesi  i¢in  kullanilan
yontemlerden biri SEM’dir. Bu yontem ile hizlandirilmis elektronlar 6rnek
yiizeyine carptirilmis ve yansiyan ikincil elektronlar (SE), algilayic1 (dedektor)
yardimiyla ii¢ boyutlu goriintii elde edilmistir. Bakterilerin EPS yilizey morfolojisi
hakkinda bilgi edinmek i¢in SEM analizi yapilmistir. Altin ile kaplanan 6rnekler,
Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii'nde (izmir, Tiirkiye) QUANTA FEG 250

Taramal1 Elektron Mikroskop kullanilarak incelenmistir.
3.6.4 SAXS Yontemi ile Yapilan Analizler

Ekzopolisakkaritler, (EPS) c¢ozelti formunda laboratuvar tipi HECUS
SYSTEM3 SWAXS sistemi kullanilarak incelenmistir. Orneklerin dlgiimler igin
hazirlanma asamasinda Orneklerin sulu ¢ozeltileri kapiler tiiplere enjekte
edilmistir. Orneklerin sulu ¢dzeltileriyle doldurulan ince kapiller tiipler Small
Angle X-Ray Sacettering (SAXS) kamerasi boliimiindeki 6rnek tutucu haznesine
yerlestirilip sistem yazilimi (ASA3 Programi) calistirilmistir. Detektér gaz
ayarlar1 ve Ol¢lim araliklar1 belirlenerek 6nce hizlandirma gerilimi, ardindan tiip
akmmi artirilmustir. Her bir 6rnek i¢in 600 s 6l¢iim siiresi sabit tutulmustur. SAXS
analizlerinin ikinci asamasinda, incelenen Ornekler su ve serum alblimin
cozeltileri icinde coziiliip, sivi Ornekler icin kullanilan kapiler tiiplere enjekte
edilerek olgtimler alinmistir. Normal oda sicakliginda 6l¢iim alindiktan sonra ayni
Olgtimler, oda sicakligindan baslayarak, 5 °C’lik artiglarla 50 °C’ye kadar
tekrarlanmistir. Su ve Serum alblimin ¢06ziiciisiiniin yap1 tlizerine etkileri
incelenmistir. Olgiimler sonucunda, yapisal farkliliklarin daha rahat goézlemlemek

icin log (I) — log (q) grafikleri ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 EPS Uretimini Etkileyen Optimal Kosullarin Belirlenmesi

4.1.1 Farkh Besi Ortamlarinda EPS Uretimi

Farkli besi ortamlarinda (Triptic Soy Broth (TSB), Nutrient Broth (NB)
ve Luria Bertani-Miller (LB)) pH 7,0 ve 40°C’ de gelistirilen B. licheniformis B18
bakterisinin zamana baglh olarak {iirettigi toplam seker miktarlar1 12 saat ve/veya
24 saat araliklarla Olglilmiis, sonucglar ve hiicre yogunluklar1 Tablo 4’de
verilmistir. Tablo 4’ e gore her 12 saatte bir yapilan 6l¢timlerde goriilmiistiir ki;
LB besi ortaminda genel olarak toplam seker iiretimi TSB ve NB besi ortamlarina
gore daha fazladir. Maksimum EPS {iretiminin goriildiigii 108. saatte LB besi
ortaminda 152,63 mg/L, TSB’de 48,37 mg/L, NB’da 50,24 mg/L toplam EPS
iretimi Ol¢lilmiistiir. LB besi ortamindaki hiicre yogunluguna bakildiginda diger

besi ortamlarma gore siirekli artis oldugu goriilmektedir (Tablo 4).
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Tablo 4 B. licheniformis B18 susu’nun farkli besi ortamlarinda zamana

bagli olarak {irettigi toplam EPS miktarlar1 ve hiicre yogunluklar1 (pH; 7, Sicaklik;

40 °C)
TSB LB NB
Toplam Toplam Toplam
Zaman EPS Hiicre EPS Hiicre EPS Hiicre
(saat) yogunlugu yogunlugu yogunlugu
miktari miktari miktari
(OD=600nm) (OD=600nm) (OD=600nm)
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
24 5,98 0,44 31,97 0,45 33,07 0,54
36 1,47 0,44 25,14 0,97 24,81 0,54
48 23,27 0,83 59,38 0,86 40,99 1,24
60 31,20 1,30 106,39 1,31 30,09 1,78
72 22,72 1,58 35,82 1,51 36,15 1,83
84 34,50 1,74 83,71 1,77 79,31 1,86
9% 14,90 1,90 88,78 1,96 60,26 1,83
108 48,37 1,87 152,63 1,01 50,24 1,83

4.1.2 EPS Uretimine pH’mn EtKisi

B. licheniformis B18 bakterisinin LB besi ortaminda iirettigi toplam seker

miktarma pH’in etkisi ve bu pH’lardaki hiicre yogunlugu Tablo 5’de verilmistir.

Diisiik ve yiiksek pH’ta toplam seker iiretiminde diisiis gozlenmektedir. 60.

saatteki degerlere bakildiginda toplam seker miktar1 pH 6,5 *ta 35,38 mg/L, pH
7,5’ta 61,69 mg/L, pH 8,0’de 42,54 mg/L ve pH 9,0’da 52,11 mg/L iken pH
7,0°de 106,39 mg/L’dir. pH 7,0 degerleri incelendiginde diger pH degerlerine

oranla toplam seker iiretim miktar1 daha fazladur.
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Tablo 5 B. licheniformis B18 susu’nun LB besi ortaminda zamana bagli

olarak {irettigi toplam EPS miktarlar1 ve hiicre yogunluklar1 tizerine pH’1n etkisi

(Sicaklik; 40°C)

Toplam EPS (mg/L)

Hiicre yogunluklar:

(OD=600 nm)
Zaman
(saat) pH pH
6,5 7,0 7,5 8,0 9,0 65| 70| 75| 80 | 90
24 18,53 | 31,97 | 28,66 | 44,08 | 36,37 | 0,22 | 0,45 | 0,09 | 0,22 | 0,24
36 33,07 | 25,14 | 44,96 | 44,30 | 44,63 | 0,75 | 0,96 | 1,08 | 1,07 | 1,39
48 17,87 | 59,38 | 23,60 | 25,14 | 24,37 | 0,78 | 0,87 | 0,58 | 0,73 | 0,80
60 35,38 | 106,39 | 61,69 | 42,54 | 52,11 | 0,72 | 1,31 | 1,63 | 0,78 | 1,18
72 53,66 | 35,82 | 135,01 | 156,15 | 145,58 | 0,83 | 1,51 | 1,10 | 0,86 | 0,96
84 52,77 | 83,71 | 47,38 | 49,80 | 4859 | 1,01 | 1,77 | 1,23 | 0,89 | 1,05
96 48,48 | 88,78 | 48,48 | 57,95 | 53,21 | 1,65 | 1,96 | 0,94 | 0,96 | 1,23
108 64,44 | 152,63 | 44,74 | 66,54 | 55,64 | 1,40 | 1,91 | 1,77 | 1,49 | 1,53

4.1.3 EPS Uretimine Sicakhgin Etkisi

B. licheniformis B18 bakterisinin LB besi ortaminda firettigi toplam seker

miktarma sicakligin etkisi ve hiicre yogunlugu Tablo 6’da verilmistir. Sekilde

goriildiigli gibi diger sicaklik degerlerine gore, LB miller besi ortaminda

bakterinin optimal gelisme sicakligi olan 40°C’de EPS iiretiminin daha fazla

oldugu gozlenmistir. 60. saatteki degerlere bakildiginda 40 °C’de 106,9 mg/L,
45°C’de 33,95 mg/L, 50°C’de 39,01 mg/L iken 55°C’de 23,60 mg/L toplam seker

miktar1 tespit edilmistir.108. saatteki degerlere bakildiginda ise B. licheniformis

B18 bakterisinin diger saatlere oranla 40°C’de 152,63 mg/L toplam EPS {iretimi

gerceklestirmistir.
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Tablo 6 LB Miller besiyerinde EPS iiretimine sicakligin etkisi (pH:7)

Toplam EPS (mg/L)

Z(g;”ai‘)” 40°C 45°C 50°C 550C
24 31,97 44,08 -27,03 28,88
36 25,14 55,00 22,94 24,70
48 50,38 57,18 44,41 11,82
60 106,39 33,95 39,01 23,60
72 35,82 61,47 42,21 104,85
84 83,71 42,65 82,72 122,35
96 88,78 68,74 85,98 98,15
108 152,63 75,12 89,92 87,56

4.1.4 Organik Asit ve Karbon Kaynaklarinin EPS Uretimine EtKisi

B. licheniformis B18’in EPS iiretimine karbon kaynaklarmnin ve organik
asitlerin etkisini belirlemek icin glukoz, glukuronik asit ve galaktronik asit
kullanilmistir. LB besi ortamlarina 1 g/LL oraninda glukoz, glukuronik asit ve
galaktronik ilave edilerek hazirlanan gelisme ortamlarmin pH’s1 7,0°ye
ayarlanmis ve 40°C’de gelistirilmistir. Ilgili sonuglar Tablo 7’de verilmistir.
Sonuglara gore bakteri maksimum karbonhidrat olusumuna tek karbon kaynagi
olarak glukuronik asit igeren ortamda ulasirken en diisiik karbonhidrat miktar1
galaktronik asit igeren ortamda tespit edilmistir. 84. saatte yapilan Olgiimler
incelendiginde galaktronik asit ilaveli ortamda 79,3 mg/L, glukoz ilaveli ortamda
43,86 mg/L, glukronik asit ilaveli ortamda iiretilen EPS miktar1 197,14 mg/L

olarak goriilmektedir.
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Tablo 7 LB besi ortamina 1g/L oraninda ilave edilen organik asit ve
karbon kaynaklarmin EPS tiretimine etkisi (pH: 7; 40°C)

Toplam EPS (mg/L)
Zaman (saat) | Galaktronik Asit Glukoz Glukuronik Asit
24 50,49 92,52 26,90
36 60,48 46,28 23,60
48 41,21 23,38 33,29
60 50,79 62,79 38,00
72 26,90 42,54 179,93
84 7953 43,86 197,14
96 164,41 160,12 170,94

4.1.5 Peynir Alt1 Suyunun Etkisi

B. licheniformis B18 bakterisinin EPS iiretimine endiistriyel bir artik olan
peynir alt1 suyu tozunun (PAST) etkisini belirlemek i¢in LB besi ortamma 1 g/L
oraninda toz halde peynir alt1 suyu tozu ilave edilmistir. Hazirlanan bu gelisme
ortaminda Oncelikle farkli pH degerleri (6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0) ayarlanarak
optimal pH’1 belirlenmis, daha sonra belirlenen optimal pH’ta sicakligin etkisi
(40, 45, 50 ve 55°C) ¢alisilmistir. PAST igeren gelisme ortaminda bakterinin EPS
iiretimine pH’1n etkisi Tablo 8’de, sicakligin etkisi Tablo 9’da verilmistir. Diisiik
ve yiiksek pH’ta toplam EPS iiretiminde diisiis gozlenmektedir. Peyniralt1 suyu
tozu igeren ortamda 40°C ve pH 7’de 48. saatte 115,64 g/L maksimum EPS
tretimi gozlenirken; pH 8’de 36. saatte 132,37 g/L EPS iiretimi gergeklesmistir.
Ancak pH 8’de EPS iiretiminde 36. saatten itibaren siirekli diisiis gosterdigi icin
pH 7 se¢ilmistir (Tablo 8). Tablo 9’da verilen sonuglara gore B. licheniformis
B18 susu 55°C’de maksimum verime ulasmistir. Bakteri inkiibasyonun 84.
saatinde 182,03 mg/L EPS iiretmistir. Bakterinin 40°C gelisme sicakliginda 48.
saatte maksimum 115,64 mg/L EPS iirettigi ve ilerleyen saatlerde bu EPS
miktarinda bir azalma oldugu goézlenmistir. EPS miktarindaki azalmaya ragmen
hiicre yogunlugunda artis oldugu gozlenmis ve bakterinin iirettigi EPS’ yi gelisme
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i¢in kullandig1 sonucuna varilmistir. Benzer durum 45°C ve 50°C sicakliklarda da
tespit edilmistir. Ancak genel olarak bakteri gelisimi dikkate alindiginda 40°C ‘nin
iistiindeki sicakliklarda stabil olmadigi, bakterinin 40°C’de daha iyi gelisme
gosterdigi tespit edilmistir. Bu nedenle 55°C ‘de EPS iiretimi her ne kadar yiiksek
goriinse de bakteri gelisiminin zayif olmasi ve stabil olmamasi nedeniyle bundan

sonraki ¢alismalarimizda 40°C tercih edilmistir.

Tablo 8 PAST igeren LB ortaminda EPS iiretimine pH’n etKisi (Sicaklik; 40°C)

Toplam EPS (mg/L)
pH

Zaman

(saal) 6,5 7,0 7,5 8,0 9,0
24 50,16 45,40 50,68 52,55 50,82
36 51,34 50,24 49,58 132,37 76,11
48 45,18 115,64 76,22 43,09 42,43
60 33,51 53,99 47,49 40,33 54,10
2 26,68 39,01 26,13 30,54 16,44
84 23,93 32,96 30,48 30,65 36,70
96 34,94 27,01 39,18 27,01 46,50
108 39,34 47,71 38,74 23,27 21,07

Tablo 9 PAST igeren LB ortaminda EPS {iretimine sicakligin etkisi (pH:7)

Toplam EPS (mg/L)

Z(ggi‘)” 40°C 45°C 50°C 55°C
24 45,40 27,56 50,27 16,33
36 50,24 55,75 88,33 32,52
48 115,64 57,73 110,13 14,68
60 53,99 41,43 160,12 12,92
72 39,01 70,06 11,71 67,75
84 32,96 57,95 12,17 182,03
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4.1.6 Melas Besiyerinde EPS Uretimi

Melas kullanilarak hazirlanan gelisme ortaminda iiretilen bakteriyel
toplam seker miktarmi belirlemek i¢in Oncelikle hazirlayacagimiz melas besi
ortaminin konsantrasyonu belirlenmistir. Bunun i¢in farkli oranlarda melas i¢eren
¢ozeltiler hazirlanmistir (melas: dH20; 0,5:100, 1: 100, 1,5:100, 2: 100 v/v) ve bu
ortamlarda (pH 7,0) 40°C’de gelistirilen bakterinin iirettigi toplam seker miktari
zamana bagl olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo 10). Tablo 10°da goriildiigii gibi en fazla
seker tiretimi 2:100 v/v olan melas besi ortaminda elde edilmistir. B. licheniformis
B18 2: 100 v/v konsantrasyonda melas varliginda 108. saatte 637,60 g/L seker
iretimi gergeklesirken, en diisiik EPS diretimi ise 0,5:100 v/v konsantrasyonda
59,38 g/L olgtilmiistiir.

Tablo 10 Melasli ortamda iiretilen toplam EPS miktarina melas
konsantrasyonunun etkisi (Sicaklik; 40°C, melas/dH,0, v/v)

Toplam EPS (mg/L)
Melas konsantrasyonu
Zaman (Saat) 0,5/100 1,0/ 100 1,5/ 100 2,0/ 100
24 39,01 192,81 254,47 295,97
36 63,34 119,82 156,15 118,06
48 213,18 106,61 102,54 110,02
60 201,29 151,31 419,61 402,98
72 113,99 135,46 72,81 213,95
84 40,66 254,03 498,11 316,78
96 52,00 227,82 221,66 311,39
108 59,38 222,21 348,71 637,60

Melas besi ortaminda bakterinin optimal EPS iiretim sartlarmni belirlemek
icin farkli pH ve sicakliklarda toplam seker 6l¢limii yapilmistir. pH nin etkisi (pH;
6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0) Tablo 11°de, sicakligin etkisi (40, 45, 50 ve 55°C) Tablo

12°de verilmistir.
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Tablo 11 Melasli ortamda iiretilen toplam EPS miktarina pH’nin etkisi
(Sicaklik; 40°C)

Toplam EPS (mg/L)

pH degerleri

Z(g;‘;‘j‘)” 6,5 7,0 75 8,0 9,0
24 271,43 429,85 304,12 497,01 353,23
36 469,38 299,83 371,50 409,60 513,85
48 258,33 362,03 268,78 556,02 225,52
60 322,62 635,62 393,52 362,25 294,99
72 112,34 243,35 237,52 408,82 281,89
84 210,87 301,48 534,99 265,04 449,12
96 522,44 274,73 555,91 461,67 323,06
108 326,36 523,87 409,49 142,07 360,27
120 282,99 7,31 389,34 544,35 307,87

Tablo 12 Melasli ortamda iiretilen toplam EPS miktarina sicakligin etKisi
(pH:7,0 ve pH: 8,0)

Toplam EPS (mg/L)

Sarman 40 °C 45 °C 50 °C 55 °C
(saat) | 70 |80 7,0 80 | 70 8,0 7,0 8,0
24 | 42985 | 497,01 | 337,37 | 171,35 | 336,27 | 275,17 | 113,77 | 140,52
36 | 299,83 | 409,60 | 234,65 | 330,54 | 432,71 | 127,64 | 17553 | 236,63
48 | 362,03 | 556,02 | 215,60 | 376,56 | 413,00 | 517,59 | 188,30 | 140,08
60 | 63562 | 362,25 | 320,52 | 186,54 | 398,69 | 543,47 | 262,06 | 179,38
72| 24335 | 408,82 | 229,15 | 649,82 | 345,85 | 212,08 | 288,16 | 153,95
84 | 301,48 | 265,04 | 417,30 | 264,49 | 344,30 | 448,67 | 99,78 | 201,51
96 | 274,73 | 461,67 | 177,40 | 702,44 | 251,71 | 335,06 | 200,41 | 292,34
108 | 50387 | 142,07 | 19,97 | 147,24 | 520,90 | 383,61 | 354,10 | 353,55
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Tablo 11 ve 12 incelendiginde melasli ortamda B. licheniformis B18
bakterisinin {irettigi EPS miktar1 en yiiksek degerlere pH 7,0 ve 8,0 degerinde ve
45°C sicaklikta ulasmistir. B. licheniformis susunun normal gelisim sartlar1 40°C
olmasina ragmen, bakteri 45°C pH 8 ‘de fazla miktarda karbonhidrat iiretmistir.
Sonug olarak en iyi karbonhidrat miktar1 45°C pH:8 ‘de elde edilmistir. 2 ml
melas iceren besi ortaminda 45°C’de 96. saatte 702,44 g/L seker diretimi

gerceklesmistir. Bu nedenle calismamizin bu asamasinda 45°C dikkate alinmustir.
4.2. Saf EPS’nin Kimyasal Icerigi

B. licheniformis B18 hiicrelerinden EPS saflastirmas: LB, LB+PAST, LB+
Glukuronik asit ve Melas besi ortaminda yapilmistir. EPS eldesi i¢in hazirlanan
besi ortamlarmin pH ve sicakliklar1 onceki ¢caligmalarimizda elde edilen optimal
degerlere ayarlanmistir (LB: pH 7,0; 40°C, 4 giin inkiibasyon; Melas: pH 8,0;
45°C, 5 giin inkiibasyon; LB+past: pH 7,0;40°C, 2 giin inkiibasyon,
LB+glukuronik asit: pH 7,0; 40°C, 4 giin inkiibasyon) (Tablo 13). B. licheniformis
B18 susundan 5 giin melas besi ortaminda inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen
¢Ozlinmiis EPS’nin goriniimii Sekil 2°de verilmistir. Gelistirilen hiicrelerden
¢Ozlinmiis ve membrana bagli olmak iizere iki tip EPS elde edilmistir. Elde edilen
EPS’lerin kimyasal igerigini belirlemek ic¢in toplam seker, toplam protein ve

iironik asit miktarlar1 belirlenmistir. Sonuclar Tablo 14’te verilmistir.

Tablo 13 B. licheniformis B18’in optimal EPS iiretim sartlar1

Besi Ortam pH Sicakhik Inkubasyon siiresi
(Giin)
LB 7,0 40°C 4
LB+PAST 7,0 40°C 2
LB+Glukuronik 7,0 40°C 4
asit
Melas 8,0 45°C 5
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Sekil 2 Melasta gelistirilen B. licheniformis B18 susunun tirettigi

¢Oziinmiis EPS’nin membran filtrasyon diizenegindeki goriiniimii

Tablo 14 B. licheniformis B18’den saflastirilan EPS'lerin biyokimyasal

icerigi
’ Toplam Toplam
Besi Ortam | Kaynak T?rlr)]li;mél(;lgsr iironik asit |  protein
d (mg/g EPS) | (mglg EPS)
Membrana
bagli EPS 0,20 47,58 216,20
LB
Coziinen
EPS 0,17 43,64 392,30
Membrana 578
Melas besi bagl EPS 0,76 ' 857,00
ortam Coziinen
Membrana
bagh EPS 0,08 63,68 368,50
LB+PAST
Coziinen
EPS 0,31 41,20 368,50
Membrana 019
LB+Glukuronik | bagli EPS ! 24,54 539,60
asit Coziinen
EPS 012 41,06 342,10
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Melas besi ortaminda inkiibe edilen B. licheniformis B18 bakterisinden
ekstrakte edilen 1 g ¢oziinmiis ve membrana bagl kuru EPS numunesindeki
toplam seker miktari sirasiyla 0,92 ve 0,76 mg, protein miktarlari ise 99,57 ve 857
mg’dir. Tablo 13’te goriildiigli gibi, protein ve lironik asit tim EPS’lerin temel

bileseni iken toplam seker igerikleri nisbeten diisiiktiir.

4.3. Saf EPS’nin Karakterizasyonu

4.3.1 X-Istm Kirinima (XRD) Yontemi ile Yapilan Analizler

B.licheniformis B18 ‘’den farkli gelisme ortamlarinda elde edilen
¢Ozlinmiis ve membrana bagli EPS’lerin XRD analiz sonuglar1 Sekil 2’de
verilmistir. Sirasiyla LB ortaminda iiretilen ¢6ziinmiis (O-1), LB ortaminda
iiretilen membrana bagli EPS (O-2), past ilaveli ortamda {iretilen ¢dziinmiis (O-3),
past ilaveli ortamda tiretilen membrana bagli EPS (O-4), melasl ortamda iiretilen
¢oziinmiis (O-5) ve melash ortamda iiretilen membrana bagli EPS (O-6) EPS
irlinlerinin XRD desenleri genel olarak degerlendirildiginde, bunlarm biiylik
Olciide amorf karaktere veya zayif bir mikro diizenlenme (zayif kristalin) yapisia
sahip oldugunu gostermektedir. Membrana bagl (pellet) ve c¢oziinmiis
(stipernatant) Ornekler EPS pikleri bakimindan biiyiik benzerlik sunmaktadir.
Ancak pellet ornekleri az miktarda da olsa tuz (NaCl) ve Kkalsit (CaCOs;)
icermeleri bakimindan siipernatant 6rneklerine gore farklilik sunmaktadir. Diger
bir ifadeyle, pelletler kristalin fazlar1 igermekte olup, EPS’lerin farkli yapilariin
farkli bilesimler sergileyebilecekleri agisindan ornek teskil etmektedir. NaCl
varhigr besiyeri ortammna eklenen tuz bilesenini temsil etmektedir. Kalsitin
(CaCO03) varhgi ise biiyiik olasilikla bakteriler tarafindan tiretilmis olabilecegini
diisindiirmektedir. WINFIT programi (Krumm, 1996) kullanilarak pik
¢oziimlemeleri yapilan EPS’lerin XRD verilerinin farkli besiyeri ortamlarina gore
degerlendirildiginde; LB ve past ilaveli ortamlarda iiretilen EPS 6rnekleri benzer
olup, 3.1 A (EPSy) ve 4.2 A (EPS,) degerlerine sahip iki pik sunmaktadir. Melas
ortaminda iiretilen EPS’ler ise 3.5 A (EPS;) ve 4.8 A (EPS3) degerlerine sahip
olup, diger besiyeri ortamlarindakilerden farklidir. Ilgili piklerin hangi bilesenlere
ait oldugu net bir sekilde bilinmemekle birlikte, 4.8 A da gozlenen piklerin kitin
veya kitosan benzeri bilesenlere (EPS3), 4.2 A daki piklerin ise protein bilesenine

(EPS;y) isaret ettigi belirtilebilir (Dogan ve dig., 2015).
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Sekil 3 B. licheniformis B18 saf EPS’sinin XRD analiz sonuglar1

O1: LB+¢6ziinmiis EPS; O2: LB+membrana bagl EPS; O3: PAST ilaveli
LB+¢ozlinmiis EPS; O4: PAST ilaveli LB+membrana bagli EPS; O5: melash

besi ortami+¢oziinmiis EPS; O6: melaslh besi ortami+membrana bagli EPS
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4.3.2. TGA Analizi

B.licheniformis B18’den farkli gelisme ortamlarinda elde edilen ¢6ziinmiis
ve membrana bagli EPS’lerin TGA analiz sonuglar1 Sekil 3’de verilmistir.
Sirastyla LB ortaminda {iretilen ¢oziinmiis (O-1) ve membrana bagli EPS’nin (O-
2), past ilaveli ortamda iiretilen ¢oziinmiis (O-3 ve membrana bagli EPS’nin (O-
4), melash ortamda iiretilen ¢6ziinmiis (O-5) ve membrana bagli EPS’nin (O-6)
TGA egrileri hem farkli besiyeri ortamlari hem de ayni besiyeri ortamindaki
¢Ozlinmiis (siipernatant) ve membrana bagl (pellet) iirlinler i¢in kismen de olsa
farklilik sunmaktadir. TGA verileri genel olarak degerlendirildiginde; tiim
ornekler icin artan sicaklikla birlikte ilki az miktarda ikincisi belirgin olmak tizere
iki asamali bir kiitle kayb1 s6z konusudur. lk asama 20-200°C arasindaki yaklasik
% 5-10’Iuk bir agirlik kaybr olup, su molekiillerinin (veya nem igeriginin) ve
muhtemel karboksil grubu bilesenlerin kaybmi temsil etmektedir. Tkinci asama ise
200-500 °C arasindaki daha belirgin ve siddetli agirlik kayb1 % 40-60 arasinda
degismekte olup, EPS’nin biitiiniiyle yikildiginin (pirolizini) gdstergesidir. 500
°C’deki agirhik kayiplar1 temel alindiginda, melas ortaminda iiretilen EPS’lerin
diger ortamdakilere gore % 5-10 arasinda degisen miktarlarda daha fazla agirlik
kaybma ugradiklar1 gozlenmistir (Sekil 3). XRD verilerine gore de gozlenen
farklilik TGA verilerine de yansimis goziikmektedir. TGA verileri PL ve past
ilaveli besiyer ortamlardaki ¢Ozlinmiis (siipernatant) ve membrana bagl (pellet)
iirlinleri arasinda da farkliliklarin oldugunu ortaya koymustur. 500 °C’deki agirlik
kayiplar1 temel alindiginda, pellet Orneklerinin siipernatantlara goére % 5-10
arasinda daha fazla kiitle kaybina ugradiklar1 belirlenmistir. Bu durum artan kiitle
kaybiyla orantili olarak EPS miktarlarinin pelletlerde az da olsa arttig1 sekilde

yorumlanabilir.
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Sekil 4 B. licheniformis B18 saf EPS’sinin TGA analiz sonuglar1

O1: LB+¢oziinmiis EPS; O2: LB+membrana bagli EPS; O3: PAST ilaveli

LB+¢oziinmiis EPS; O4: PAST ilaveli LB+membrana bagli EPS; O5: melash

besi ortami+¢oziinmiis EPS; OG6: melash besi ortami+membrana bagli EPS
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4.3.3. SEM Analizi

Saf EPS morfolojisi hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak igin
B.licheniformis B18 bakterisinin SEM analizi yapilmistir. Farkli kiiltiir
ortamlarinda gelistirilen mikroorganizmanm {rettigi EPS’lerin yapisindaki
morfolojik farkliliklar Sekil 5-8’de goriilmektedir. Sekil 5’de LB besi ortaminda
saflastirilan membrana bagli EPS’nin yiizeyi ve hiicreleri birbirleriyle yogun
topluluklar halinde kiimelestigi (A) , ¢oziinmiis EPS’nin hiicreleri ise birbirleriyle
baglantilarmin  EPS iplikleri ile daha diizenli bir yap1 gerceklestirdigi
goriilmektedir (B) . Sekil 6’da Melas besi ortaminda saflastirilan membrana bagh
EPS’nin yiizeyinde bakterilerin yogun topluluklar halinde kiimelestigi (A) ve
¢Ozlinmiis EPS’nin morfolojik goriiniimiiniin ise yapraksi sekilde olusum
gosterdigi goriilmektedir (B) . Sekil 7°de Peyniralt1 suyu igeren besi ortaminda
saflastirilan ¢6ziinmiis (B) ve membrana baghh EPS’nin (A) morfolojik
goriiniimlerinde ise EPS ipliklerinin hiicre {izerindeki baglant1 olusturduklari
gozlenmektedir. Glukronik asit iceren besi ortaminda saflastirilan ¢6zlinen
EPS’nin SEM goériinlimiinde ise kirikli bir yap1 olusumuna sahip oldugu

gozlenmektedir (Sekil 8).
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! e ———————— 300 ym

W [ spot | det [mag 0
2.00kv | 2.0 | ETD | 500 | 829 10.3 mm IYTEMAM

HV WE 50 pm ——

mag O] | HFW D
mm IYTEMAM

2.00kV | 2.0 ETD | 2500 x | 166 pm Pa | 10.3

Sekil 5 LB besi ortaminda gelistirilen B18 bakteri EPS’sinin SEM goriinimii
(A: Membrana bagh EPS, B: Coziinmiis EPS)
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HY spot | det | mag (]| HFW WD et ] || Re— spot | det | mag (]| HPW wD — L]

o e WD H | spo v
2.00kv | 2.0 ETD | 500 x | 829 pm e-3 Pa | 10.6 mm IYTEMAM 2,00kV | 2.0 ETD | 500x |829ym |1 3 IYTEMAM

HV [ spot | det | mag 0| HFW WD 50ym—————— | HV |spot | det | mag ]| HAW 50 ym
200kv | 20 ETD | 2500x | 166 pm | 1 10.5 mm IYTEMAM 200KV | 2.0 ETD | 2500 x | 166 pm | 1. 2 . n IYTEMAM

Sekil 6 Melasl besi ortaminda gelistirilen B18 bakteri EPS’sinin SEM goriiniimii
(A: Membrana bagh EPS, B: Coziinmiis EPS)
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et | magC1| HAW D [— ] — V| spot | det |magCl| HAW | pre: I 300 ym

HV | spot ire 20 sure WD
200KV | 2.0 ETD | 500x | 829 ym 4Pa | 10.7 mm IYTEMAM 2.00kV | 2.0 ETD | 500x | 829 ym | 9.42e-4 Pa | 10.3 mm IYTEMAM

W [spot | det | mag 0| HAW e wo T R — ot | det | mag ]| HRAW | pressure WD L —

2.00kV | 20 ETD | 2500 | 166 pm e-4Pa | 10.6 mm IYTEMAM 2.00kv | 2.0 | ETD | 2500 x ' 166 pm | 9.42e-4 Pa | 10.2 mm IYTEMAM

Sekil 7 Peynir alt1 suyu tozu ilave edilen besi ortaminda gelistirilen B18 bakteri
EPS’sinin SEM goriiniimii (A: Membrana bagli EPS, B: Coziinmiis EPS)
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O Hew

[—_ '] [ — . AW WD FIT E—

mm IYTEMAM 2 v IYTEMAM

HV | spot | det | mag pressure
200kvV | 20 ETD | 500 x 9 pm | 7.19e-4 Pa | 10.5

Sekil 8 Glukuronik asit ilave edilen besi ortaminda gelistirilen B18 bakteri

¢Ozlinmiis EPS’sinin SEM goriiniimii

4.3.4 SAXS Analizi

Bacillus licheniformis B18’den ekstrakte edilen EPS’nin karakterizasyonu
kiiciik acilt X-151m1 sagilmasi (SAXS) tarafindan detayli olarak calisilmistir.
EPS’nin 6zgiin yapisi; boyut, sekil ve iki katmanli kalinlig1 da dahil olmak iizere
SAXS analizi ile karakterize edilmistir. EPS’nin yapisin1 SAXS yontemi ile
karakterize edebilmek i¢cin EPS’lerin sulu ¢ozeltisi kullanilmistir. Sekil 9 - 12
stirastyla LB ortaminda {iretilen ¢oziinmiis (O1) ve membrana bagli EPS’nin (O2),
PAST ilaveli ortamda iiretilen ¢oziinmiis (O3) ve membrana bagli EPS (04)
melasli ortamda iiretilen ¢oziinmiis (O5) ve membrana bagli EPS’nin (06), ile son
olarak glukuronik asit ilaveli ortamda iiretilen ¢6ziinmiis (O7) ve membrana bagli
EPS’nin (O8) SAXS egrileri verilmistir. SAXS egri verileri IGOR PRO Programi
kullanilarak, yapilan hesaplamalar sonunda uyum model fonksiyonlarindan

faydalanarak grafikleri elde edilmistir.
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Fit yapilmus grafikleri:
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Sekil 9 LB ortaminda tiretilen ¢6ziinmiis (A) ve membrana bagli (B) EPS’nin
SAXS uyum grafigi
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Sekil 10 PAST ilaveli besi ortaminda iiretilen ¢6zlinmiis (A) ve membrana baglh

(B) EPS’nin SAXS grafik deseni
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Sekil 11 Melasli1 besi ortaminda iiretilen ¢oziinmiis (A) ve membrana bagl

(B) EPS’nin SAXS grafik deseni
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Sekil 12 Glukuronik asit ilaveli besi ortaminda tiretilen ¢oziinmiis (A) ve

membrana bagh (B) EPS’nin SAXS grafik deseni
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5. TARTISMA

Bakteriyal iriinlerin tiretimi; susun gelistirilmesinin yani sira, uygun
fermentasyon sartlarinin ve ayirma yontemlerinin belirlenmesi veya ucuz karbon
kaynaklarmin kullanimi ile diizenlenir. Giiniimiizde polimerik materyallerin
iretiminde toplam iretim maliyeti, ham materyal kullanimi ile dogrudan
iliskilidir. Ozellikle bakteriyel polimerlerin ekonomik ydnden daha fazla
iretilebilmesi amaciyla ucuz karbon kaynaklarmin kullanimma gereksinim
duyuldugu bilinmektedir. Bu amagcla nisasta, peyniralt1 suyu, seker pancar1 melasi,
seker kamis1 melasi, bugday melasi, piring kepegi vb. atik maddeler, polimerlerin
ucuz ve kolay yonden iiretilebilmesi i¢in diisiiniilmektedir. Seker pancar1 melasi
ve piring kepeginin EPS {iretiminde kullanimi Abdul Razack ve dig. (2013)
tarafindan gosterilmistir. Yapilan ¢alismada melasin EPS iiretimi {izerine daha

etkili oldugu gosterilmistir.

Son yillarda yapilan c¢alismalarda farkli karbon kaynaklar1 kullanilarak
cesitli bakteri suslarinda EPS iiretimi gergeklestirilmistir (Aslim ve dig., 2005;
Dogan ve dig., 2014). Ornegin, probiyotik bakteri grubunda yer alan ve laktik asit
bakterilerinden Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus suslarmin optimal sicaklik, pH ve inkiibasyon zamanina bagl olarak
MRS ve MI17 besiyerlerinde EPS iiretimleri {izerine etkileri arastirilmis; EPS
iiretiminde elde edilen toplam seker miktarlarinin bakteri tipi ve besiyerine bagl
oldugu gosterilmistir (Aslim ve dig., 2005). B. subtilis tarafindan glukoz,
galaktoz, frikktoz ve glukuronik asit igeren ortamda polisakkarit tretimi
yapilmistir. Ayrica Bacillus CMG1447 cinsinde ise glukuronik asit, galaktoz,
mannoz ve ramnoz iceren ortamlarda yiiksek molekiiler agirhiga sahip asidik
heteropolisakkaritler iiretilmistir (Kiiclikkasik ve dig., 2011). Yapilan baska bir
calismada ise B. subtilis tarafindan iiretilen EPS igin uygun ve optimize sartlarin
gelistirilmesi amacglanmigtir. Ayrica artik kaynaklarin ve sentetik besiyerlerinin

EPS {iretimi tizerine etkisi karsilastirilmigtir (Abdul Razack ve dig., 2013).
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Sunulan bu ¢alismada termotolerant bir bakteri olan Bacillus licheniformis
B18 susunun EPS iiretimine, melas ve diger karbon kaynaklarmin (glukuronik
asit, galaktronik asit, glukoz ve peyniralt1 suyu tozu) kullaniminda c¢esitli
kosulllarin etkisi incelenmistir. Optimal sartlarin belirlenmesinde inkiibasyon
stiresi, pH, sicaklik, farkli karbon kaynaklar1 ¢alisilmistir. Ayrica optimal sartlarda
suglardan saflastirilan EPS’lerin hem icerigi tespit edilmis hem de XRD, TGA ve
SEM analizleri yapilmustir.

Optimizasyon ¢alismasmin ilk asamasinda B.licheniformis B18 bakterisinin
EPS {iretimi iizerine TSB, LB ve NB besiyerinin etkisi arastirilmistir. Tablo 4’e
bakildiginda LB besiyerinde EPS iretiminin NB ve TSB besiyerine kiyasla
yliksek oldugu goézlenmistir. B18 bakterisinin farkli inkiibasyon siiresince LB
besiyerindeki EPS iretim miktar1 25,14-152,63 mg/L arasinda tespit edilmistir
(Bkz. Tablo 4). B18’in EPS iiretimi TSB besiyerinde 1,47- 48,37 mg/L ve NB
besiyerinde 24,81-79,01 mg/L arasinda olmustur. Sonuglara gore en iyi liretimin
gerceklestirildigi LB besiyeri, EPS optimizasyon ¢alismalarinda tercih edilmistir.
Daha sonra, bakterinin farkli pH ve sicaklikta siireye bagli olarak EPS igerigi
incelenmistir. Buna gore bakteri maksimum EPS iiretimine pH 7,0 ve 40°C’de
(152,63 mg/L, 108. saat) ulagsmustir.

Calismamizin ikinci basamaginda, en yiiksek EPS veriminin elde edildigi
LB besi ortamina farkli karbon kaynaklar1 (glukuronik asit, galaktronik asit,
glukoz) ilave edilerek sicaklik ve pH’da toplam seker tiretimi iizerine etkisi
arastirilmistir. Sonuglara gore bakteri maksimum seker {iretimine glukuronik asit
iceren besiyerinde (197,14mg/L) 84. saattinde ulasirken en diisiik seker miktari
glukoz igeren besiyerinde (160,12mg/L) 96.saatinde tespit edilmistir (Bkz. Tablo
7). Karbon kaynagi ilave edilmesi kontrole gore kiyaslandiginda EPS iiretimini
olumlu etkilemistir. B. licheniformis B18 susu en iyi toplam seker miktarina tek
karbon kaynagi olarak eklenen glukronik asit varligimda ve sicaklik 40°C’de

ulagmustir.

Caliymamizin ii¢lincii basamaginda ise, peynir alt1 suyu ve melas gibi artik
materyallerin ucuz ve kolay temin edilebilir olmas1 nedeniyle ve endiistriyel
fermentasyonlarda da kullanildig1 i¢cin bu materyallerin EPS tiretimine etKisi

incelenmigtir. Yapilan bazi caligmalarla seker pancar1 melast ve peynir alti
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suyunun EPS iiretiminde kullanimi gosterilmistir. Siit ve yeniden sulandirilmis
peyniraltt suyu tozu kullanilarak Zhou ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢caliymada
Rhizobium radiobacter S10 susunun bu iki ortamdaki EPS {retimi
kargilastirilmistir. Bakterilerin %10 (w/w) oranindaki yeniden sulandirilmis
PAST’l1 ortamda gelistirilmesiyle en yiiksek EPS iiretimi (2834,2 + 226 mg/L)
elde edilmistir (Zhou ve dig., 2014).

LB besiyerine 1 g/L. Peynir alt1 suyu tozu ilave edilmis ve bakteri farkli pH
(6,5; 7,0; 7,5; 8,0 ve 9,0) ve sicakliklarda (40, 45, 50 ve 55°C ) gelistirilmistir.
Inkiibasyonun ilerleyen saatlerinde 55°C’de bakterinin ilk 84 saatte (182,03 mg/L)
maksimum EPS iirettigi, daha onceki saatlerde ise EPS miktarinda diisiis oldugu
dikkati ¢ekmistir. Tiim sartlar dikkate alindiginda bakteri 40°C’de, pH 7,0’de 48.
saatte maksimum EPS iretimine ulagmustir (158,8 mg/L). Bacillus licheniformis
B18 susu 55°C maksimum karbonhidrat olusumuna ulagsmasina ragmen bakteri
populasyonu bir anda arttig1 i¢in iiretilen EPS’ yi besin kaynagi olarak kullanmis
oldugunu diisiinmekteyiz. Bu sebeple diger sonuglarla karsilastirma yapilabilmesi
icin en uygun sicaklik 40°C se¢ilmistir. Svendsen ve Breddam (1992) ’in yaptigi
calismada ise, enzim hidrolizi iizerine pH etkisini test etmek icin, peynir alt1
suyundan hazirlanan besi ortamlarimin pH’1 (6,0; 7,0; 8, 0 ve 9, 0) ayarlanmustir.
Hazirlanan bu besiyerlerinde enzim segiciligi iizerine pH’in biiylik etkisi
gbzlenmistir. Bacillus licheniformis’in enzim segiciligi lizerine yapilan ¢alismada
optimal pH 8,0 bulunmustur. Lactobacillus rhamnosus RW-9595M susu ile
yapilan ¢aliymada ise besi ortamina ilave edilen peyniralti suyu tozunun EPS
iiretimine etkisi arastirilmistir. Bu calismada peyniralt1 suyu i¢ine maya ekstresi
takviye edilmis besi ortami hazirlanmis ve pH 5,0’e ayarlanmigtir. Maksimum
EPS iiretimi 25°C ve pH 5,0’te 6lglilmiistiir. (Lacroix ve dig., 2002).

Bir diger endiistriyel artik olan melasin besiyeri olarak kullanildig:
optimizasyon c¢alismamizda ise farkli konsantrasyonlarda melas (v/v; 0,5/100;
1/100; 1,5/100 ve 2/100) hazirlanmis ve bakterinin EPS {iiretimi incelenmistir.
Buna gore en iyi tiretime 2/100 v/v melas besiyerinde 45°C’de ve pH 8,0’de
ulasilmistir. Bakteri bu sartlarda 96. saatte 702,44 mg/L. miktarinda EPS iiretmistir
(Bkz. Tablo 12). Abdul Razack ve dig. (2013)’ lerinin ¢aligmasinda Bacillus
subtilis susunda seker iiretimi, en iyi %2 seker kamis1 melas konsantrasyonunda

EPS iiretimi 6nemli dlglide gerceklesmistir. Bacillus subtilis susundan %2 seker
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kamis1 melas konsantrasyonunda 4,86 g EPS/L seker iiretimi ger¢eklesmisken,
%2 sukroz konsantrasyonunda ise 2,98 g EPS/L seker iiretimi gerceklesmistir.
Bacillus subtilis susunda seker iiretimi, 37°C ve 24 saat inkubasyon sonunda
Olgtilmiistiir. Tharek ve dig. (2006) ’lerinin ¢alismasinda ise Bacillus licheniformis
221a susunda seker lretimi en iyi %1 sukroz konsantrasyonunda EPS iiretimi
gerceklesmistir. B. licheniformis 221a susundan %1 sukroz konsantrasyonunda
13.57 g EPS/L seker iiretimi gerceklesmistir. Kuntiya ve dig. (2010) ’lerinin
calismalarina gore karbon kaynaklarmin konsantrasyon orant %2’nin altina
diiserse, hiicrelerin biiylimesi ve gelismesini olumsuz yonde etkilemektedir. Cibis
ve dig. (2004) ’lerinin yaptigi ¢alismada ise Bacillus bakterileri igeren bir karisik
kiiltlir kullanilarak pancar melasindan hazirlanmis ortamda 6,5 ile 8,0 arasinda bir
pH degerinde biodegrasyon (biyolojik bozulma) yapilmis. Bu ¢aligmada ise en
uygun pH 6,5 bulunmustur. Cibis ve dig. (2006)’lerinin yaptig1 diger bir
calisgmada ise Bacillus bakterileri iceren bir karisik kiiltiir kullanilarak pancar
melasindan hazirlanmis ortamda pH 6,5’da sicaklik (27, 36, 45, 54 ve 63°C)
calisilmistir. Bacillus bakterileri i¢in en uygun sicaklik 36°C bulunmustur.
Biosurfactant iiretimi i¢in yapilan c¢alismalarda Bacillus licheniformis K51, B.
subtilis 20B, B. subtilis R1 ve Bacillus susu HS3 i¢in hazirlanan optimal sartlarda
besi ortami olarak pekmez ve peyniralti suyu kullanilmis ve sicaklik 45°C’de
calisilmistir.  Yapilan bu ¢alismada belirlenen optimal sartlarda bakteri
popiilasyonunda hizli bir artis olmus biosurfaktant {iretimi basariyla
sonuglanmistir (Desai ve dig., 2005). Mucor rouxii tarafindan sentezlenen bir
hiicre dis1 ekzopolisakkarit (EPS), asir1 degisen pH degerleri veya abiyotik strese
kars1 hiicrelerin korunmasi i¢in 6nemli bir rol oynadigi bulunmustur. M. Rouxii,
pH 3,5’ta ve 28°C hazirlanan pancar melasi besi ortaminda 48 saat sonunda, hizl
bir sekilde EPS olusumu gozlenmistir. Bu sonuglara gore, M. rouxii tarafindan
tiretilen EPS yeni bir asidik polisakarit oldugunu ortaya koymustur (Abdel-Aziz
ve dig., 2012).

Caligmamizin son basamaginda, Bacillus licheniformis B18 ’in farkli besi
ortamlarinda EPS saflastirilip kompozisyonu analiz edilmistir (Tablo 14). Genel
olarak Tablo 14’¢ bakildiginda ¢6ziinmiis ve membrana bagli EPS’deki seker ve
protein, lironik asit miktarlar1 kaynaga gore degiskenlik gostermistir. EPS’deki

seker orani, melas besiyerinde artarken, glukuronik asit ve PAST igeren gelisme
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ortaminda azalma gozlenmistir (Bkz. Tablo 14). Melas besiortaminda saflastirilan
¢oziinmiis EPS’deki seker miktar1 0,92 mg/g iken glukronik asit iceren ortamda
0,122 mg/g olarak tespit edilmistir. Melasin aksine, bakteri peynir alt1 suyu tozu
ilaveli (PAST) besiortaminda gelistirildiginde, bakteriyel EPS’deki seker miktar1
azalirken protein miktarinda artis olmustur. Buna goére PAST igeren ortamda
¢ozlinmiis ve membrana bagli EPS’de 368,5 mg/g miktarinda protein tespit
edilmigtir. Aymi sartlarda ¢Oziinmiis EPS’deki seker miktar1 0,31 mg/g ve
membrana bagli EPS’de ise 0,078 mg/g olarak belirlenmistir. Kontrol olarak
diisiiniilen LB besiyerinde ise membrana bagli ve ¢dziinmiis EPS’de birbirine
yakin degerlerde oldugu goriilmiistiir. EPS sentezi sirasinda, melas ve PAST
iceren ortamda EPS’deki protein miktarin1 arttirdigit  gozlenmistir. Saf
kiiltiirlerdeki EPS’nin ana igeriginin karbohidrat oldugu diistiniilmiistiir
(Sutherland and Kennedy, 1996; Sutherland, 1997). Fakat yapilan ¢alismalarda
farkli bakterilerden elde edilen EPS’de karbohidrat disinda 6zellikle ekzoenzim
olmak iizere biiylik miktarda protein varligi da rapor edilmistir (Dignac ve dig.,
1998). Calismalarimizda elde ettigimiz sonucglarm literatiir bilgileri ile paralel

nitelikte oldugu goriilmektedir.

EPS iiriinlerinin XRD desenleri genel olarak degerlendirildiginde, bunlarin
biiyiik 6l¢iide amorf karaktere veya zayif bir mikro diizenlenme (zayif kristalin)
yapisina sahip oldugunu gdstermektedir. Membrana bagh (pellet) ve ¢Oziinmiis
(stipernatant) ornekler EPS pikleri bakimindan biiyiik benzerlik sunmaktadir.
WINFIT programi (Krumm, 1996) kullanilarak pik c¢Oziimlemeleri yapilan
EPS’lerin XRD verilerinin farkli besiyer ortamlarma gore degerlendirildiginde;
LB ve past ilaveli ortamlarda iiretilen EPS 6rnekleri benzer olup, 3.1 A (EPS1) ve
42 A (EPS2) degerlerine sahip iki pik sunmaktadir. Melas ortaminda {iretilen
EPS’ler ise 3.5 A (EPS1) ve 4.8 A (EPS3) degerlerine sahip olup, diger besiyer
ortamlarindakilerden farklidir. ilgili piklerin hangi bilesenlere ait oldugu net bir
sekilde bilinmemekle birlikte, 4.8 A da gozlenen piklerin kitin veya kitosan
benzeri bilesenlere (EPS3), 4.2 A daki piklerin ise protein bilesenine (EPS2) isaret
ettigi  belirtilebilir (Dogan ve dig., 2015). TGA verileri genel olarak
degerlendirildiginde; tiim Ornekler i¢in artan sicaklikla birlikte ilki az miktarda
ikincisi belirgin olmak {izere iki asamal1 bir kiitle kayb1 s6z konusudur. ilk asama

20-200°C arasindaki yaklasik %5-10luk bir agirlik kaybr olup, su molekiillerinin
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(veya nem igeriginin) ve muhtemel karboksil grubu bilesenlerin kaybini temsil
etmektedir. ikinci asama ise 200-500°C arasindaki daha belirgin ve siddetli agirlik
kayb1 % 40-60 arasinda degismekte olup, EPS’nin biitiiniiyle yikildiginin
(pirolizini) gostergesidir. 500°C’deki agirlik kayiplart temel alindiginda, melas
ortaminda iiretilen EPS’lerin diger ortamdakilere gore % 5-10 arasinda degisen
miktarlarda daha fazla agirlik kaybma ugradiklar1 gézlenmistir. SEM gériintiileri
incelendiginde EPS’nin iretildigi ortamin EPS yapisinda meydana getirdigi
degisiklikler gorsel olarak iyi sekilde goriilmektedir. LB ortaminda gelistirilen
B18 EPS’sinin 300 pmlik goriintlisii daha ¢ok lamelar (yapraksi) bigimde iken
(bkz. Sekil 5) melas besi ortamindan elde edilen EPS’nin 100 pmlik goriintiisii
daha ¢ok bir biitiin halinde gerilmis bir yiizey seklindedir (bkz. Sekil 6).

Sonu¢ olarak bu calismada EPS olusumu besin diizeyleri, pH, karbon
kaynaklar1 ve sicakliga gore farklilik gostermistir. Ayrica bu ¢aligmada melasin ve
diger karbon kaynaklarinin kontrole kiyasla toplam seker iiretimine olan olumlu
etkisinin tespit edilmis olmasi, ekonomik ve ucuz bir materyal olarak melasin ve

diger karbon kaynaklarmin kullanabilirligini bir kez daha test etmis olmaktayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda Bacillus licheniformis B18 bakterisinin farkl
ortamlarda irettigi EPS’nin; miktar, igerik ve ince yap1 karakterizasyonu
yapilmigtir. Bakteriyel EPS iiretimine melas ve peynir alt1 suyu gibi endiistriyel
artik materyallerin EPS {izerine etkisi ortaya konmustur. EPS’deki protein ve
karbohidrat miktarlarinin mineral ve besiyeri tipine gore degistigi tespit edilmistir.
EPS iirtinlerinin XRD desenleri genel olarak degerlendirildiginde, bunlarin biiyiik
Ol¢tide amorf karaktere veya zayif bir mikro diizenlenme (zayif kristalin) yapisina
sahip oldugunu gostermektedir. Membrana bagli (pellet) ve ¢Oziinmiis
(stipernatant) ornekler EPS pikleri bakimindan biiyiik benzerlik sunmaktadir.
TGA egrileri hem farkli besiyeri ortamlari hem de ayni besiyeri ortamindaki
¢Ozlinmiis (siipernatant) ve membrana baglh (pellet) tiriinler icin kismen de olsa
farklilik sunmaktadir. TGA verileri genel olarak degerlendirildiginde; tiim
ornekler i¢in artan sicaklikla birlikte ilki az miktarda ikincisi belirgin olmak tizere
iki asamali bir kiitle kayb1 séz konusudur. Ik asama 20-200 °C arasindaki
yaklasik % 5-10’luk bir agirlik kaybi olup, su molekiillerinin (veya nem
iceriginin) ve muhtemel karboksil grubu bilesenlerin kaybini temsil etmektedir.
Ikinci agama ise 200-500 °C arasindaki daha belirgin ve siddetli agirlik kayb1 %
40-60 arasinda degismekte olup, EPS’nin biitiiniiyle yikildiginin (pirolizini)
gostergesidir. 500 °C’deki agirlik kayiplari temel alindiginda, melas ortaminda
iretilen EPS’lerin diger ortamdakilere gore % 5-10 arasinda degisen miktarlarda
daha fazla agirlik kaybina ugradiklar1 gozlenmistir. Asil EPS yapisinin yaklasik
200 °C civarinda bozundugu goriilmektedir. Bu da bize iretilen EPS’nin ticari
olarak kullanim alanma gore kag¢ derece sicakliga kadar dayanabildigi hakkinda
onemli bir bilgi vermektedir. SEM goriintiileri incelendiginde EPS’nin iiretildigi
ortamm EPS yapisinda meydana getirdigi degisiklikler gorsel olarak iyi sekilde
goriilmektedir. LB ortaminda gelistirilen B18 EPS’sinin 300 umlik goriintiisii
daha ¢ok lamelar (yapraksi) bicimde iken (bkz. Sekil 5) melas besi ortamindan
elde edilen EPS’nin 100 umlik goriintiisii daha ¢ok bir biitiin halinde gerilmis bir
yiizey seklindedir (bkz. Sekil 6).

52



EPS’ler biyomateryaller olarak kullanilabildigi i¢in, bu ¢alisma sonucu
B.licheniformis B18 bakterisinin dort farkli ortamda ve her bir ortamda iirettigi
bagh ve ¢oziinmiis EPS yapist arastirilarak ileride bu arastirmalar gelistirilip
imkanlar dahilinde EPS’nin kullanilacak alana gore ticari olarak {iretilmesi
istenilen bir hedeftir. Elde edilen EPS’lerin yapilarinin aydinlatilmasi ve faydal
ozellikler igerip icermediginin anlagilmasi biiyilk Onem tagimaktadir. Bu
baglamda bakterimiz i¢in dogal yasama ortamlar1 olan bazi1 endiistriyel artiklarin
EPS {iretimi iizerine etkisinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu ¢alisma sonunda termal
bolge izolat1 olan B18’in melas ve peynir alt1 suyunda EPS {iretim potansiyelleri
belirlenerek ve iiretilen EPS’nin kullanimina yonelik fikir elde edinilmistir.
Ayrica ¢alisma endiistriyel artiklarin degerlendirilmesi acisindan da ayri1 bir dnem

arz etmektedir.
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8. EKLER

EK A: Arastirmada kullanilan besi ortamlar1 ve kimyasal maddeler

Triptic Soy Broth(TSB) (Merck, Fluka)

Tripton 17,09
Soya unu peptonu 3049
D(+) glukoz 2,50
Sodyum klortir 509
Di-Potasyum hidrojen fosfat 254
Distile su 1000 ml

Maddeler 1 litre distile su igerisine ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri
7,0£0,2°ye 6 N HCI ve 6 N NaOH ile ayarlanmustir. Besiyeri 121 °C°de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir.

Triptic Soy Agar (TSA) (Merck)

Tripton 17,09
Soya unu peptonu 300
D(+) glukoz 25¢
Sodyum kloriir 500
Di-Potasyum hidrojen fosfat 25¢
Agar 15049
Distile su 1000 ml

Maddeler 1 litre distile su icerisine ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri
7,0£0,2’ye 6 N HCI ve 6 N NaOH ile ayarlanmugtir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. izole edilen suslar, TSA iceren tiiplerde +4°C’de
muhafaza edilmistir.

EPS saflastirma ve icerik tavininde kullanilan kimyasallar

Etanol (Merck)

Metanol (Merck)

Proteinaz K (Sigma-Aldrich)
Trikloraasetik asit (TCA) (Merck)
Fenol (Merck)
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H,SO,4 (Merck)

Sodyum-potasyum tartarat-NaCQOjz reaktifi: 100 ml saf suda 0,2 g sodyum-
potasyum tartarat ile 10 g NaCO; ¢oziiliir.

Sodyum-potasyum tartarat-CuSO,.5H,0 reaktifi: 0,2 g sodyum-potasyum
tartarat ile 0,1 g CuSOy4. 5H,0 9 ml saf suda ¢oziiliir. Uzerine 1 ml 1 N
NaOH ilave edilir.

Folin-Ciocolteu reaktifi: 1 ml’si 15 ml saf su ile seyreltilir (¢calisma
esnasinda giinliik hazirlanir).

Sulfomik asit (Sigma-Aldrich)
Sodyum tetraborat (Sigma-Aldrich)
m-hidroksifenil (Sigma-Aldrich)
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