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OZET

Anahtar Kelimeler: Ekzopolisakkarit iiretimi, EPS, Bacillus subtilis, Melas

Bu calismada, Bacillus cinsine ait 12 adet bakterinin (Bacillus spp. BAT3, Bacillus
spp. GIT2, Bacillus spp. BAST2, Bacillus spp. BMZE2, Bacillus spp. BMZE3,
Bacillus spp. BMZEA4, Bacillus spp. ZGT1, Bacillus spp. ZGT3, Bacillus spp. ZGTS5,
Bacillus spp. ZGT9, Bacillus spp. ZBP4 ve Bacillus spp. ZBP10) EPS iiretimi
arastirilmistir. Incelenen suslarin 0-143 mg/L arasinda EPS iiretigi belirlenmistir.
Yapilan calismada en fazla EPS’yi iireten susun Bacillus spp. ZBP4 oldugu
saptanmis ve optimizasyon caligmalarina bu mikrooganizma ile devam edilmistir.
Bacillus sp. ZBP4 susunun EPS iiretimine inkiibasyon siiresi (24-72 saat), sicaklik
(30-45'C), besiyeri baslangic pH’s1 (4,0-9,0), melas konsantrasyonu (10-60 g/L),
havalandirma hizi (80-200 rpm), ¢esitli azot kaynaklarinin (amonyum siilfat, pepton,
tripton, maya 6ziitii) ve karbon (glukoz, laktoz, mannitol, nisasta, iniilin, peynir alt1
suyu) kaynaklarinin EPS {iretimine etkisi belirlenmistir. Olusan EPS’in izolasyonu
i¢in santriflij yardimiyla hiicreler uzaklastirildiktan sonra siipernanat kaynatilmis ve
proteinler trikloroasetik asit ile ¢oktliriilmiistiir. Proteini uzaklastirilan sivi kisma
soguk etanol eklenerek bir gece 4 C’de bekletilmis ve santrifij ile EPS
coktliriilmiistiir. Fenol-siilfiirik asit yontemi kullanilarak EPS miktar1 belirlenmistir.
Yapilan caligmalar sonucunda en iyi EPS iiretiminin, baslagi¢ pH’s1 5,0 olan ortamda
60 g/L melas konsantrasyonu ve azot kaynag olarak tripton kullanildiginda, 45 C’de
120 rpm havalandirma hizinda 24 saatte gergeklestigi belirlenmistir. Bu kosullarda
mikroorganizma 1071 mg/L EPS iiretmistir. Arastirma sonunda melasin EPS iiretimi
i¢in karbon ve azot kaynagi olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Ancak bu konuda
daha fazla ¢aligsmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.



OPTIMIZATION OF EXOPOLYSACCHARIDE PRODUCTION
CONDITIONS FROM MOLASSES BY SOME Bacillus STRAINS

SUMMARY

Keywords: Exopolysaccharide production, EPS, Bacillus subtilis, Molasses

In this study, 12 Bacillus strains, namely Bacillus spp. BAT3, Bacillus spp. GIT2,
Bacillus spp. BAST2, Bacillus spp. BMZE2, Bacillus spp. BMZE3, Bacillus spp.
BMZEA4, Bacillus spp. ZGT1, Bacillus spp. ZGT3, Bacillus spp. ZGTS5, Bacillus spp.
ZGT9, Bacillus spp. ZBP4 ve Bacillus spp. ZBP10, have been screened for their EPS
productions. The strains produced varying amounts of EPSs ranging from 0 to 143,
mg/L. As the highest EPS produced by the strain Bacillus sp. ZBP4, it was used for
the further optimization studies. The effects of time ( 24-72 h), temperature (30-
45C), pH (4,0-9,0), molasses concentration (10-60 g/L), aeration rate (80-200 rpm),
various nitrogen (ammonium sulfate, peptone, tryptone, yeast extract) and carbon
(glucose, lactose, mannitol, starch, inuline, whey) sources on the EPS production
have been determined. In order toisolate EPS, cells were removed by centrifugation,
then cell-free extract was boiled and proteins were precipitated by using
trichloroacetic acid. Cold ethanol was added to the supernatant and kept at 4 C for
overnight and the EPS was precipitated by centrifugation. Phenol-sulfuric acid
method was used to determine the EPS content using glucose as standard. The strain
produced the highest amount of EPS in the medium having initial pH of 5,0, at 60
g/L molasses concentration, at 45 C and 120 rpm agitation speed in24 h. Tryptone
was the best nitrogen source for EPS production. The microorganism produced 1071
mg/L EPS under the optimized conditions. The results showed that the molasses can
be used as a carbon and nitrogen source for production of EPS. Howeverthere is a
need for more studies in this topic.

Xi



BOLUM 1.GIRiS

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler (EPS), temel olarak monosakkaritlerin glikozidik bag
ile baglanmasiyla olusan, diiz veya dallanmis yapiya sahip biyopolimerlerdir. EPS
tirleri cogunlukla heksozlardan olusmasina ragmen bazi EPS’lerin yapisinda
pentozlar da bulunabilmektedir (Bhaskar ve Bhosle, 2005; Ruijssenaars, 2001).
Polisakkaritlerin disinda EPS’ler protein, niikleik asit, fosfolipit gibi bilesikleri de
igerebilmektedirler (Singh ve ark., 2011).

EPS’nin baglica gérevi hiicreyi olumsuz dis etmenlerden korumaktir. Hiicrenin EPS
tabakasi ile ¢evrelenmesi hiicreyi kuruma ve protozon istilasina karsi korur (Donot
ve ark., 2012). EPS, genetik bilginin korunmasi, protein, fosfat ve silikon gibi
makromolekiillerin depolanmasi, enerji liretimi ya da enerji indirgenmesi, agir metal
ve antibakteriyel etkenler vb. tehlikeli ¢cevresel faktorlere karsi savunma gibi 6nemli
roller iistlenir (Fazio ve ark., 1982; Oner, 2013). D1s polisakkarit tabakasinin anyonik
yapist esansiyel mineral ve bilesenlerin korunmasima da yardimci olur (Donot ve

ark., 2012).

Bir¢ok bakteri, maya, kiif ve arke tiirlerinin mikrobiyal ekzopolisakkarit iiretme
yeteneginde olduklar1 ancak bakterilerin miktar ve ¢esit bakimindan en iyi EPS
ireticileri  olduklar1  belirlenmistir  (Kumar, 2012). EPS {ireten baslica
mikroorganizmalar Bacillus spp., Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus  brevi, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides, ve
Streptococcus  spp., Xanthomonas campestris, Sphingomonas paucimobilis,

Pseudomonas spp., Acetobacter chorococcum, Acetobacter xylinium, Streptococcus

equii’dir (Yimaz, 2006; Kumar, 2012).



Mikroorganizmalardan birka¢ giin i¢inde iiretim saglanirken bitkilerde bu siire¢ 3-6
ay sturebilir. Ayrica bitkisel liretim cografik veya mevsimsel kosullardan oldukga
fazla etkilenmektedir (Donot ve ark., 2011; Oner, 2013). Mikrobiyal iiretim igin
giines enerjisine ihtiya¢ yoktur ve mikroorganizmalar ¢ok cesitli organik kaynaklar
fermantasyon kaynagi olarak kullanabilirler. Enerji verimi, endistriyel atiklarin
degerlendirilebilirligi ve alan ihtiyacinin daha az olmasi1 gibi avantajlara da sahiptir

(Donot ve ark., 2011).

EPS’ler sahip olduklar1 farkli fiziksel, kimyasal ve reolojik Ozellikleri sayesinde
gida, ilag, kozmetik, petrol, tekstil vb. gibi bircok alanda kullanim imkanina sahiptir.
Bu durum mikrobiyal kaynakli EPS’lere olan ilginin giderek artmasina, onlarin daha

degerli hale gelmesine olanak saglamistir (Onbasili, 2006; Vu ve ark., 2009).

Bacillus cinsi iirettigi enzim, antimikrobiyal, vitamin vb. maddelerin yani sira EPS
tiretimi ile de endiistride kullanim alanina sahiptir (Erem ve ark., 2013). Yapilan
caligmalar neticesinde Bacillus cinsinin levan tiirii EPS iirettigi belirlenmistir. Levan

gida, ilag, kozmetik gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir (Freitas ve ark., 2011).

Mikrobiyal EPS’ler sahip olduklar1 olumlu 6zelliklerinin yan1 sira {iiretim
maliyetlerinin diger ekzopolisakkaritlerden yiiksek olmasindan dolayr endiistride
bitkisel ve hayvansal kaynakli ekzopolisakkaritler 6nemli dl¢lide kullanima sahiptir.
Bu nedenle c¢alismamizda, topraktan izole edilmis, EPS fireten, Bacillus subtilis
tiirtine ait 12 farkli sus incelenmis ve en yiiksek EPS iireten sus secilerek iiretim
kosullar1 optimize edilmistir. Ayrica liretim maliyetini diisiirmek, atik olarak goriilen
ve daha diisiik derecede degerlendirilen seker pancart melasi karbon ve azot kaynagi

olarak degerlendirilmis ve EPS iiretimine olan katkis1 incelenmistir.

Arastirmada incelenen Bacillus spp. BAT3, Bacillus spp. GIT2, Bacillus spp.
BAST2, Bacillus spp. BMZE2, Bacillus spp. BMZE3, Bacillus spp. BMZE4,
Bacillus spp. ZGT1, Bacillus spp. ZGT3, Bacillus spp. ZGTS, Bacillus spp. ZGT9,
Bacillus spp. ZBP4 ve Bacillus spp. ZBP10 suslarinin EPS {iretimleri incelenmis ve
EPS iiretimi fenol-siilfiirik asit (Dubois, 1956) metodu ile belirlenmistir. EPS {iretici



sus belirlendikten sonra 7 farkli parametre (siire, sicaklik, pH vb.) arastirilmis ve

maksimum EPS tiretimi i¢in gerekli kosullar belirlenmistir.



BOLUM 2. LITERATUR BILGILERI

2.1. Bacillus Cinsi Bakteriler

2.1.1. Bacillus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Bacillus cinsi Firmicutes filumu Bacillaceae familyasma Ttyedir. Bacillaceae
familyast Bacillus cinsi ve diger 18 bakteri cinsinden olusmaktadir. Taksondaki
tiirlerin gogu aerobik veya fakiiltatif anaerobiktir ancak bazi tiirleri zorunlu anaerob,
Gram pozitif bakterilerden olusur. Cogunluk ¢ubuk sekilli kemoorganotroflardan
olusur. Bacillus cinsi 1835 yilinda Christian Gottfried Ehrenberg tarafindan
adlandirilmistir. 16S rRNA sekans analizine gore 142 adet Bacillus cinsi bakteri

adlandirilmistir (Vos ve ark., 2009; URL-1, 2014).

Bacillus cinsi hem filogenetik hem de fenotik acidan heterojen yapiya sahiptir
(Ivanova ve ark., 1999). Taksonomik g¢aligmalarla DNA baz igerigine gore G+C
oraninin yaklagik olarak %32-69 araliginda degisebildigi belirlenmistir (EPA, 1997).

Bacillus cinsinin taksonomisi Tablo 2.1.”de verilmistir (Vos ve ark., 2009).

Tablo 2.1. Bacillus cinsinin taksonomisi (Vos ve ark., 2009)

Domain Bacteria (Eubacteria)

Alem Firmicutes (Gram (+) Bakteri)
Siuf Bacilli

Ordo Bacillales

Family Bacillaceae

Genus Bacillus

Bacillus cinsi bakteriler Gram pozitif, katalaz pozitif, oksidaz pozitif veya negatif,

endospor olusturan cubuk sekilli, hareketli bakterilerdir. Hiicreler 1,2-1,5 pm



capinda ve 5 um uzunlugundadir (Berber, 2004; Yilmaz, 2006; Sahin ve Basoglu,
2011). Cogunlugu mezofilik olup gelisim icin optimum 30-45°C sicaklia ihtiyac
duyar ama bazi termofilik cinslerde mevcut olup 65°C gibi yliksek sicakliklara
ihtiya¢ duyar. Ayrica 0°C’de gelisip spor olusturabilen psikrofil cinsler de vardir
(Todar, 2014). Genelde optimum gelisim pH 6-8 araliginda olmasina ragmen pH 4-
4,5’e kadar gelisimlerini siirdiirebilirler. Bunun yaninda pH 2-5 araliginda etkin olan

tiirler de mevcuttur (Sahin ve Basoglu, 2011).

Elektron mikroskobunda hiicre duvar1 20-50 nm kalinliginda, amorf ve protoplast
membraninin altinda kalin bir tabaka olarak goziikiir. Bacillus tiirlerinin hiicre duvari
capraz bagli peptidoglukanlardan olusur. Genelde anyoniktir ve polimerler
baglanmistir. Bacillus cinsinin her bir iiyesinin hiicre zar1 sitoplazmik membran,
hiicre duvar1 ve proteinli yiizey tabakasindan olusur. Ayrica yiizey yapisinda kapsiil,
flagella, fimbria gibi yapilar da bulunabilir (Sonenshein, 1993). Hiicre duvari bakteri
agirliginin %20-40’ 11 olusturur. Hiicre duvan taykoik asit, polisakkarit ve birgok
protein igerir (Yilmaz, 2006). Sitoplazma i¢i depo polisakkariti glikojen yapisindadir
(Giliven ve Zorba, 2013). Hiicre duvarinin yapisindaki taykoik asidin otolitik
aktiviteyi diizenledigi ve iyon kovucu oldugu diistiniilmektedir. Bacillus tiiriiniin
yiizeyi adhezyon, direng ve taktiksel cevap olusum oOzelliklerini belirler (Todar,

2014).

Gram pozitif bakteriler i¢inde Bacillus cinsi bakteriler 6nemli gida kaynakli hastalik
ve bozulma etmeni bakterilerdir. Bu nedenle erken tani yapilabilmesi gida
giivenliginin saglanmasi ve ekonomik kayiplarin engellenebilmesi i¢in 6nem arz eder
(Antelo ve ark., 2014). Cogu Bacilli polisakkarit veya L-glutamik asit iceren kapsiil
olusturur. Kapstil bakterinin viriilens faktorii {izerinde etkilidir. Kapsiil olusumu
agarda mukoid ya da stimiiksli form olusturabilir (Vos ve ark., 2009; Todar, 2014).
Salgiladiklar1 kollagenaz, proteaz, lesitinaz, hemolizinler ve oksinler gibi bakterilerin
dokuda yayilmasina olanak saglayan ve doku zararina yol acan ekzojen tirlinler de

virlilens faktorii olarak rol oynar (Miksits ve Hahn, 2013).



Bacillus cinsi bakteriler tim aminoasitleri karbon, azot ve enerji kaynagi olarak
metabolize edebilirler. Aerobik ortam kosullarinda karbon kaynagi olarak organik

asitleri metabolize ederek heterotrofik olarak yasayabilirler (Yilmaz, 2006).

Cogu tiir nutrient agar, kanli agar gibi siradan besiyerlerinde gelisebilir. Koloni
morfolojisi ve boyutu tiirler arasinda veya tiirler i¢inde degiskendir (Vos ve ark.,
2009). Laboratuvar ortaminda optimum kosullarda jenerasyon stiresi yaklagik olarak
25 dakika olarak belirtilmektedir (Todar, 2014). Koloninin o6zellikleri ¢evresel
sartlara gore sekillenmektedir. Besiyerinde goriilen koloni sekilleri besiyeri ¢esidi,
koloninin yas1 gibi 6zelliklerine gore, yar1 seffaf, opak, diizgiin ya da piiriizlii kenarh
koloniler seklinde olabilir. Besiyerinde olusan koloni renkleri, kreme yakin beyazdan
sartya dogru farkli renk skalasinda olabilir. Cogu Bacillus tirii renk pigmenti
olusturmaz, ancak baz tiirler farkli besiyerlerinde farkli renk pigmentleri iiretebilir
(Yilmaz, 2006). Tiirler, biyokimyasal 6zelliklerine gore ayirt edilirler; tiim patojen

tiirler i¢in lesitinaz olusturma ortak 6zelliktir (Miksits ve Hahn, 2013).

Dogada yaygin bulunur, ¢ogunlukla topraktan izole edilir veya direk ya da dolayh
olarak topraktan kontamine olmus ¢evrelerden izole edilebilirler. Ayrica su, gida ve
klinik 6rneklerde de bulunabilirler (Vos ve ark., 2009). Baz1 Bacillus’lar, diisiik
sicakliklardan yiiksek sicakliklara, asidik, alkali veya tuzlu ortamlara, {ire igeren,
ekstrem pH noktasinda olan ortamlara kadar gesitli ekstrem habitatlardan izole

edilebilmislerdir (Y1lmaz, 2006; Coleri, 2007).

Ortamda besin kaynagi bulunmadigi zaman Bacillus tlirlerinin biiyliyen hiicreleri
sporlasmaktadir. Spor olusumunu tetikleyen en 6nemli unsur besin kaynagi olmasina
ragmen asir1 yiiksek ya da diisiik sicakliklarda, mineral madde, tuz ve seker gibi
hipertonik ortam kosullarinda spor olusumu meydana gelebilmektedir (Erem ve ark.,
2013). Metabolik firiinlerin fazlaligi da endospor olusumuna yoneltebilir. Yiiksek
derecede dehidre olmus endospor DNA, az miktarda RNA, ribozom, enzim ve bazi
onemli kiigiik molekilleri igerir (Gliven ve Zorba, 2013). Bacillus tiirlerine ait
sporlar, vejetatif hiicre formlariyla karsilastirildiginda besin yetersizligi, 1s1,

dezenfektanlar, UV radyasyonu ve hidrojen peroksit gibi okside edici ajanlara karsi



daha fazla direnglidirler (Coleri, 2007). Endosporlar, aktif gelisim ve hiicre
boliinmesi esnasinda olusmamaktadirlar. Olusumlari, besin eksikliginin bir sonucu
olarak vejetatif hiicre gelisimin eksponensiyal (durgun) fazini sonlandirdiklar1 zaman
baslamaktadir (Todar, 2014). Sporu olusturan proteinler ¢evre faktorlerinin etkisiyle
aktiflesir. Sporulasyon evresi yaklasik 8 saat siirer ve bu mekanizmada 200 gen rol
oynar (Giiven ve Zorba, 2013). Genel olarak her vejetatif hiicrede bir endospor
olusmaktadir. Olgun sporlar belirli bir metabolizmaya sahip degillerdir ve bu durum
kriptobiyotik olarak tanimlanmaktadir. Yiiksek sicaklik, irridasyon, yiiksek asitlik ve
dezenfektanlar gibi ¢evresel sartlara oldukca direnglidirler. Cevresel sartlar uygun
hale geldiginde vejetatif formlara doniismektedirler (Todar, 2014). Endospor
cogalma sekli degil sadece neslin korunmasi saglayan mekanizmadir (Giliven ve

Zorba, 2013).

2.1.2. Bazi1 onemli Bacillus tiirleri

Bazi Bacillus tiirleri insan ve hayvan ig¢in patojen olmasina ragmen genellikle
saprofitik toprak mikroorganizmalaridir. Bir¢ok Bacillus tiirli firsatg1r patojendirler.
Gida kaynakl hastaliklara ve gidalarda bozulmalara neden olan birgok tiirii igerirler

(Yilmaz, 2006; Erkmen, 2011).

Bacillus thuringiensis, toprakta bulunan 6nemli bir bocek patojenidir ve bdcek
kontrolii i¢in kullanilabilir (Yilmaz, 2006). Salgiladig1r d- endotoksinleri ile bazi
bocek larvalarina ve bazi omurgasizlara karsi toksik etki gosterebilir (Yakoubou ve

Cote, 2010).

Bacillus anthracis, antrax, sarbon veya ¢oban ¢ibani adir verilen hastaligin etkenidir.
Bu bakteri ot yiyen koyun, keci, sigir, gibi hayvanlarin hastaligidir. Et yiyen
hayvanlar bu hastalia karst duyarhidir. Hastalik enfekte hayvanlardan insan
viicuduna alinir ve viicuda girdigi bolgeye gore farkl sekilde klinik tablolar olusturur
(URL-2, 2014). Hastalik etmeni sporlar insan viicuduna girince hizla vejatatif

hiicreler olusturur ve vejatatif bakterilerin iirettigi toksinlerin etkisiyle doku hasari



meydana gelir (Miksits ve Hahn, 2013). Kapsiillii bir bakteridir ve kapsiil patojenite
iizerinde etkiye sahiptir (Giiven ve Zorba, 2013).

Bacillus coagulans, ylksek asitli gidalarda bozulma etkeni olarak rol oynayabilir
(URL-1, 2014). B. coagulans ve B. stearothermophilus 4,2 gibi diisik pH
degerlerinde gelisim gosterebilirler ve B. stearothermophilus un optimum gelisme
sicakligl 55-60°C arasidir. B. stearothermophilus 'un sporlar1 bakteri sporlari i¢inde
1stya en direngli sporlardir. B. coagulans (B. thermoacidurans) sicakliga daha az,

asitlige ise daha fazla direng gosterir (Y1lmaz, 2006; Sahin ve Basoglu, 2011).

Bacillus megaterium, diger Bacillus tiirlerine oranla daha biiyiiktiir. Aerobik
kosullarda gelisir, en biiyiik sporu 1,2-1,5 um’dir. Optimum kosullara gereksinim
duymadan da gelisim gosterebilirler. Sporlar1 toprakta yaygin olarak bulunur

(Yilmaz, 2006).

Bacillus cereus, toprak, su, siit ve dogada yaygin olarak bulunan, hareketli,
kapsiilsiiz, cubuk sekilli, sporlar1 terminal veya subterminal olan, Gram pozitif aecrob
veya fakiiltatif aerob, patojen bir bakteridir (Yakoubou ve Coté, 2010; URL-2, 2014).
Oda sicakliginda iireyebilir ancak 7°C veya biraz altindaki sicaklik degerlerinde de
gelisme yetenegini siirdiirlirler. Sogukta saklanan ancak Bacillus cereus bulagmis
olan siit ve siit Urilinleri, et iiriinleri ve nisastali gidalarda bozulma ve zehirlenmelere

sebep olabilirler (Sahin ve Basoglu, 2011).

Bacillus subtilis, 1835 yilinda Christian Gottfried Ehrenberg tarafinda Vibrio subtilis
olarak adlandirilmig, ardindan 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan Bacillus
subtilis olarak yeniden adlandirilmistir (URL-3, 2014). Bacillus subtilis ‘in {i¢ alttiirii
belirlenmistir. Bunlar Bacillus subtilis spp. subtilis, Bacillus subtilis spp. spizizenii
ve Bacillus subtilis spp. inaquosorum’dur (Yi ve ark., 2014). Yaklasik 1,5-3 um boy
ve 0,5-0,8 um eninde, tek tek bazen zincirler olusturabilen, Gram pozitif, katalaz
pozitif, cubuk sekilli, endospor olusturabilen, ekstrem ¢evre kosullarinda yasayabilen
hareketli, kapsiilsiiz, subterminal, penisiline duyarli ve nisastaya etkilidirler

(Bilgehan, 2009; URL-3, 2014).



Bacillus subtilis saghkli yetiskinler i¢in patojen degildir ancak sebep oldugu gida
kaynakli hastaliklarda kusma en cok rastlanan belirtidir (Giiven ve Zorba, 2013;
Antelo ve ark., 2014). Bunun yani sira ishal de siklikla rastlanan belirtidir (Antelo ve
ark., 2014). Bacillus subtilis Uirettigi proteaz ve diger enzimlerden dolay1 ¢esitli dogal
subsratlar1 pargalayabilir ve boylece besin dongiisiine katkida bulunur (EPA, 1997).
Oda sicakliginda ve zenginlesmemis besiyerinde kolaylikla iireyebilen, R tipi
koloniler olusturan, saprofit bir basildir (URL-2, 2014). Besiyerinde {ireyerek
besiyeri ylizeyini burusuk ince bir zar gibi kaplar. Baz1 suslar1 kirmizi ve kahverengi,
zaman zaman da turuncu ve siyah pigment olusturabilirler. Jelatine yapilan saplama

kiiltiirlerinde jelatini siitun veya kese bi¢ciminde eritirler (Bilgehan, 2009).

Bacillus licheniformis, dogada yaygin, toprakta ise cogunlukla spor formunda
bulunan, c¢ogunlukla saprofit, fakiiltatift anaerob bakteridir. Bazi1 tiirleri
denitrifikasyon yapabilme yetenegindedir (EPA, 1997). Bacillus licheniformis
basitrasin olarak adlandirilan, en az bes polisakkaritten olusan antibiyotik iiretir. Bu
antibiyotik basitrasin A, B, C olmak {izere 3 ayr1 boliimden olusur. Basitrasin A
yapinin ana bilesenidir. Basitrasin ¢ogu Gram pozitif bakteriye karsi aktif olmasina
ragmen Gram negatif bakterilere karsi aktiviteye sahip degildir (Al-Janabi, 2006).
Bacillus licheniformis ile kontamine olmus gidanin tiiketilmesinden 5-12 saat sonra
mide bulantisi, kusma, ishal, mide krampi belirtileri ile gida kaynakli hastaliklara
sebep olabilir. Hastalik kaynagi gidalar genellikle bu bakteri ile kontamine olmus
pismis et ve sebzeler, dondurma, tath, ¢ig siit ve endiistriyel {iiretilmis bebek

mamalaridir (Angelo, 2014).

2.1.3. Bacillus cinsi bakterilerin kullanim alanlari

Bacillus cinsi endiistriyel agidan 6nemli bir¢ok enzimin iiretilmesinde kullanilir.
Ciinkii cogu tiirli patojen 6zellik gdstermez, oldukca genis genetik ¢esitlilige sahiptir
ve kolay gelisme gostermektedir (European Commission, 2000). Fermantasyon
yoluyla tipik enzim {iretimi Bacillus cinsi ile olduk¢a kisa siirede ve ¢ok daha diisiik

maliyetli azot ve karbon kaynaklartyla yapilabilir (Coleri, 2007).
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Ticari enzim {iiretiminin yaklasik yaris1 Bacillus tiirleri tarafindan iiretilmektedir. Bu
enzimler i¢inde proteazlar, a-amilazlar, glukoz izomerazlar ve pullunazlar gibi
enzimleri bulunur. Bacillus tiirleri mikrobiyal rennet iireten bakteriler arasinda
onemli bir grup i¢inde yer almaktadir. Bu tiirler arasinda Bacillus polymyxa tiirliniin
salgiladig1 enzim oldukga iyi 6zelliklere sahiptir (Karapinar ve Unliitiirk, 1982). Bira
dretimi, firincilik ve tekstil endiistrisinde kullanilan enzimlerin biiyiik bir kismi
Bacilllus spp. tarafindan {iretilen amilaz ve B-glukanaz enzimleridir (Tatar, 2007).
Alkaline poligalakturonaz liyaz (PGL) enzimi pektin depolimeraz enzimidir. Cay ve
kahve fermantasyonu, yag ekstraksiyonu, meyve suyu ve tekstil gibi bircok alanda

kullanilan PGL B. subtilis tarafindan tiretilmektedir (Zhang ve ark., 2013).

Bacillus’dan izole edilen proteazlar, deterjan iiretimi ve dericilik sanayinde de
kullanilmaktadir (Tatar, 2007). Bacillus subtilis ve Bacillus cereus bakterilerinden
elde edilen proteaz enzimlerinin deri endiistrisinde kimyasal kullanimina alternatif
olusturdugu boylece cevre kirliliginin azaltilmasinda etkili bir yontem oldugu
belirlenmistir (Balk ve Donmez, 1992). Baz1 Bacillus tiirleri niikleik asit iiretiminde
kullanilir. Bu bakteriler lipopeptid siirfaktanlar ve antibiyotikler iireterek bakteri ve

funguslara karsi etki gosterebilmektedir (European Commission, 2000).

Bacillus tiirleri, sporlart ve tirettikleri enzim, antimikrobiyal madde, vitamin gibi
metabolitleri aracilifiyla probiyotik o6zellik gdsterebilmektedir. Bacillus tiirleri
probiyotik etkiyi salgiladiklar1 biyoaktif bilesikler araciligiyla bagisiklik sistemini
uyararak gostermektedir (Erem ve ark., 2013). Bazi tiirler ise domuz, kiimes hayvani
ve buzagi gibi ¢iftlik hayvanlarinin yemlerine ilave edilerek performansi arttirmak

icin kullanilmaktadir (European Commission, 2000).

Bacillus megaterium DSM 90 susunun patuline kars1 duyarli oldugu ve biyolojik
yolla kantitatif patulin Sl¢limiinde kullanilabilecek test mikroorganizmasi oldugu
belirlenmistir. Test i¢in optimum inokiilim miktarmin 24 saatlik kiiltirden %1
oraninda oldugu, optimum inkiibasyon sicaklik ve siiresinin sirastyla, 37°C ve 15 saat

oldugu bulunmustur (Ozgelik, 1985).
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2.2. Melas

2.2.1. Melasin genel ozellikleri

Kamis ve pancar sekeri fabrikalarinda, sakkarozun kristal halde elde edilmesi icin
yapilan kademeli islemlerin en sonunda geriye kalan ve koyu kahve renkli, yiiksek
viskoziteli (kivamli) surup melas olarak tanimlanir. Kisaca melas, seker iiretim
prosesinde icerisinden artik daha fazla sakkaroz kristalize edilmesi masraf ve zaman

ekonomisi agisindan verimli olmayan bir kalintidir (Tiirkseker, 2014).

Islamiyetin ilk yillarmdan beri bilinen melasin tarihi M.S.600 yillarinda Perslerin
beyaz seker iiretimini Ogrenmesine kadar uzanmaktadir. Uretim teknolojisinin

baslangici ise 300 yil kadar eskiye dayanmaktadir (Fidan ve Cenik, 1976).

Diinyada fiiretilen melasin %75°1 seker kamisindan (Saccharum officinarum), geri
kalan kismin biiyiik bir cogunlugu seker pancarindan (Beta vulgaris) iiretilmektedir.
Islenen pancardan yaklasik %4 oraninda melas iiretilir (Y1lmaz, 2006; URL-4, 2014).
Diinyadaki melas iiretimi seker {iretimiyle birlikte biliyiik miktarda artis gdstermis,
1960’11 yillarda melas iiretimi 15 milyon ton iken 1998-1999 yillarinda 46 milyon
tona ulasmistir (Yilmaz, 2006). Ancak Tiirkiye'de seker kanunu geregi kota
uygulamasi sonucu melas liretimi giin gegtikgce azalmaktadir. 2000 yilinda 763.000
ton olan melas iiretimi, 2003 yilinda 520.000 tona diismiistir (URL-4, 2014).
Diinyada en fazla melas tireten iilkeler arasinda Brezilya, Cin, Hindistan, Tayland ve

Pakistan 6ne ¢ikmaktadir (Yilmaz, 2006).

Bir¢ok endiistriyel yan {iriinde oldugu gibi melasdaki kimyasal bilesenler de genis
oranda ¢esitlilik gostermektedir. Melasin bilesimi, depolanma 6zelliklerinin yani sira
toprak tiirli, ortam sicakligi, nem, liretim sezonu, iklim, ¢esitlilik ve belirli bir isleme
tesisinde iiretim uygulamalar1 gibi faktorlerden de etkilenmektedir (Oner ve ark.,
2010; Nakata ve ark., 2014). Dolayisiyla besin, lezzet, renk, viskozite ve toplam
seker icerigi Onemli Olgiide farklilik gosterebilir. Biitiin melas cesitleri 6nemli
miktarda seker ve karbonhidrat igerir ve bu bilesenler melasin besin degerini

olusturmaktadirlar (Oner ve ark., 2010). Melasin kuru madde miktar1 yere ve
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yonteme gore az ¢ok degismesine ragmen ortalama %77-82 dolayindadir ve icerdigi

seker miktar1 da %50 civarindadir (Tiirkseker, 2014).

Melasin kuru maddeye gore ortalama bilesimi; %12-15 azotlu organik maddeler,
%16-18 azotsuz organik maddeler, %10-15 kiil-inorganik maddeler, %0,1-0,5 invert
seker, %40-42 toplam seker, %70-85 kuru madde, %15-30 su seklindedir (Yilmaz,
2006; Srikanth ve ark., 2014). Seker kamisi melasinda toplam sekerin %65’
sakkaroz, %15°1 frikktoz, %15°1 ise glukozdan olusurken seker pancari melasi yiiksek
oranda friikktoz igermez. Seker pancart melas1t %65 sakkaroz, %35 glukoz igerir
(Emanuele ve Sniffen, 2014). Ayrica K, Ca, Mg, CI gibi mineralleri ve iz element, B
grubu vitamin kompleksi ve pantotenik asit de icerir ancak riboflavin ve tiamin

acisindan fakirdir (Cleasby, 1963; Ozgelik, 1986).

Melas, aminoasitler arasindan en fazla glutamin asidi igerir, ¢cok az miktarda da
protein vardir. Azotsuz organik yapisinda ise, pektin ve hemiseliilloz bulunmaktadir.
Pektin, seker tiretimi sirasinda ¢okerek ayrilmasina ragmen pargalama iirtinleri olan
galaktoz ve arabinoz melasa gecer (Yilmaz, 2006). Seker kamisi melasi pancar

melasindan daha yiiksek viskozite ve seker icerigine sahiptir (Bagy ve ark., 2014).

Seker pancar1 yapisindaki azotsuz organik maddeler arasinda dikarbonik asitler
(okzalik, malonik, siiksinik, glutorik ve adipinik asitler) ve oksikarbonik asitler de
bulunmaktadir. Bunlarin biiyiik kism1 {iretim sirasinda ayrilmakla beraber bazilari
(okzalik, oksiglutarik, laktik, sakkarik, blimik ve arabin asitler) melasta az miktarda
bulunurlar. Seker pancarinin yapisinda bulunan amidler, {iretim esnasinda amonyak
ve organik asitlere parcalanirlar. Melas, ¢ok az miktarda amonyum tuzlari da
icermektedir. Melasta bulunan anorganik maddelerin miktar1 ve bilesimi genellikle
pancarin yetistirildigi topraga, c¢evre kosullarina ve pancar c¢esidine gore

degismektedir (Yilmaz, 2006).
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2.2.2. Melasin kullanim alanlari

Melas genis bir endiistriyel kullanim alanina sahiptir. Gida ve icecek {iiretiminde,
yakit, lastik, bask1 ve kimya endiistrisinde ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir. Ayrica

tarimsal alanda da genis oranda kullanilmaktadir (Y1lmaz, 2006).

Melas, yiiksek oranda fermente edilebilir seker i¢erdiginden fermantasyonla tiretilen
bircok endiistriyel tiriiniin iiretilmesinde hammadde kaynagi olarak kullanilmaktadir
(Cleasby, 1963; Srikanth ve ark., 2014). Etanol, biitanol, biyopolimer, biyohidrojen,
enzim, pigment, aminoasit, polihidroksialkonatlar ve organik asit iiretiminde diisiik
maliyetli subsrat olarak kullanilmaktadir (Hsu ve ark., 2014; Nakata ve ark., 2014;
Srikanth ve ark., 2014; Shen ve ark., 2015). Ayrica melas, mesrubat iiretiminde,
dogrudan dogruya hayvan yemi olarak ve maya fabrikalarinda kullanilmaktadir

(Tiirkseker, 2014).

Melasin hayvan yemi olarak optimum kullanim orani1 yaklasik olarak %10’dur. Daha
fazla oranda kullanilmas1 besleyici degerini diisiirmektedir. Hayvan beslenmesinde
yaygin olarak kullanilmasiin sebepleri besleyici olmasi, igerigindeki sekerden
dolay1 lezzetli olmasi, pelet iiretimine katki saglamasi, yemdeki kirlilikleri azaltici
olmasi sayilabilir (Cleasby, 1963). Melas ilave edilmis silajlarda melas icerigindeki
karbonhidratlar rumende kolaylikla fermente olabilir, rumen mikroorganizmalari
silaj icindeki parcalanabilir azottan daha fazla fayda saglar ve mikrobiyal protein
sentezi artar. Boylece siit proteinleri i¢in iyi bir aminoasit kaynagi olusmaktadir
(Murphy, 1999). Yapilan c¢alismalar tropik ¢im silajina %2-3 oraninda melas

ilavesinin 6nemli oranda koruma sagladigin1 géstermistir (Sath, 2012).

Seker pancart melasi yiiksek miktarda antioksidan madde igerir. Seker pancari
melasindan ¢esitli ekstraksiyon metotlariyla fenolik madde, antioksidan ve
antosiyanin elde edilebilir (Chen ve ark., 2015). Seker kamis1 melas1 da flavanoid
tiirevleri gibi antioksidanlar1 yiiksek oranda igerir. Igerigindeki antioksidan
stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu metodu ile etkili bir sekilde ekstrakte
edilebilir (Guan ve ark., 2014).
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Seker kamis1 melasi, yiiksek seker ve gelisim i¢in gerekli metalleri icerir. Bu 6zelligi
ile ksantan, pullulan, welan gibi mikrobiyal ekzopolisakkaritlerin iretilmesinde
diisiik maliyetli karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir (Ai ve ark., 2015). Bagy ve
ark. (2014) yaptiklari calismalarinda mikrobiyal fermantasyonla biodizel ve hidrojen

iretiminde melasin hammadde kaynag1 olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

2.3. Mikrobiyal Ekzopolisakkaritler

2.3.1. Genel ozellikleri

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler, suda c¢oziinebilen, iyonik veya iyonik olmayan
biyopolimer ozelliklerine sahiptir (Glirleyendag, 2006). EPS, diiz veya dallanmis
monosakkaritlerin glikozidik bag ile baglanmasiyla olusan, yiiksek molekiil
agirhigina sahip polimerlerdir. EPS’yi olusturan monosakkaritler ¢ogunlukla
heksozlardir ancak pentozlar da EPS yapisinda bulunabilir (Ruijssenaars, 2001;

Bhaskar ve Bhosle, 2005; Bragadeeswaran ve ark., 2011).

EPS, yiiksek molekiiler agirlikli polisakkaritler, DNA, protein, lipid, humik asit,
niikleik asit, fosfolipid ve diger polimerik bilesiklerden olusur (Singh ve ark., 2011;
Chen ve ark., 2013). Bu nedenle asetil, siiksinil veya piirivil gibi organik fonksiyonel
gruplar ve siilfat gibi bazi inorganik bilesenlerden olusur (Singh ve ark., 2011). EPS
normalde diisiik miktarda DNA icerir ve bu DNA da 6li hiicrelerden lizis sonrasi
gelen DNA’dir. Ancak yiiksek miktardaki DNA zorlu ekstraksiyon prosesinden

dolay1 hiicrelerin lize oldugunun gostergesi olabilir (Liu ve Fang, 2002).

Bir¢ok bakteri ve maya tlirleri mikrobiyal ekzopolisakkarit tiretmektedir (Celik ve
ark., 2008). EPS iireten mikroorganizmalar kati yilizeylerde kolonilerin mukoid
goriintisii ile belirlenebilir, sivi besiyerlerinde ise oldukc¢a viskoz bir ortam

olustururlar (Giirleyendag, 2006).

Hiicresel lokasyonlari, kimyasal ve fiziksel yap1 oOzellikleri ve fonksiyonlar1 baz
alinarak mikrobiyal ekzopolisakkaritler li¢ ana sinifa ayrilabilir. Hiicre i¢in karbon ve

enerji kaynagi gorevi goren sitozolik polisakkaritler, hiicre duvarinin bileseni olan
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lipopolisakkaritler, kapsiil veya slim formunda dis ortama salgilanan
ekzopolisakkaritler olarak ayrilir. Bunlardan ilk ikisi hiicrenin bir parcasidir (Mishra

ve Jha, 2013).

EPS, homopolisakkarit ~ ve heteropolisakkarit olarak siniflandirilir.
Homopolisakkaritler, ii¢c veya daha fazla ayni monosakkaritten olusur, ancak
heteropolisakkaritler farkli monosakkaritlerin birlesmesiyle olusur (Minervini ve
ark., 2010). Dekstran ve levan gibi homopolisakkaritler tek tip monosakkaritten
olusur. Ksantan veya jellan gibi heteropolisakkaritler ise birka¢ ¢esit monosakaritten
olusur ve kompleks yapiya sahiptirler. Heteropolisakkaritler cogunlukla hiicre i¢ginde
sentezlenirler ve bakteriyel EPS grubunun 6nemli kismint olustururlar (Donot ve

ark., 2012).

Homopolisakkaritler ti¢ farkli tiire ayrilir. Bunlardan ilki tek tip baglardan olusan,
diiz notral homopolisakkaritlerdir. Bu gruptan farkli olarak agil gruplar1 igeren
polianyonik homopolimerler mevcuttur (Giirleyendag, 2006). Ugciincii tiir
homopolisakkaritler ise daha kompleks yapidaki nadir rastlanan sikleroglukan
tipindeki tiirlerdir. Bu tiir homopolisakkaritler, tekrarlayan 1,6-a-D-glikozil yan
zincirlerinden dolay: tetrasakkarit iinitelerine sahiptirler (Oner ve ark., 2010).
Homopolisakkaritlerin ¢ogu tek tip bag igeren, diiz, notral glukanlardir ancak
heteropolisakkaritlerin tamami yapisindaki tironik asitten dolay1 polianyonik 6zellik

gostermektedirler (Singh ve ark., 2008).

Heteropolisakkaritler, genellikle birden dorde kadar farkli uzunluklardaki sekerlere
sahip kisa yan zincirlerden meydana gelir (Giirleyendag, 2006). Heteropolisakkaritler
D-glukoz, D-galaktoz, L-ramnoz, N-asetilglikozamin, N-asetilgalaktozamin ve
glukoronik asit iceren birimlerin tekrarlanmasi ile meydana gelen yapilardir (Milci

ve Yaygin, 2005).

Kapsiiler polisakkaritler (CPS), patojenite, spesifik direng, spesifik olmayan konak¢1
immiin sistem ve adhezyon ile dogrudan ilgilidir (Oner, 2013). CPS ve LPS
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genellikle iiretici bakterilerin patojenitesini belirleyen unsurlar oldugundan dolayi,

tibbi acidan biiylik 6neme sahiptir (Onbasili, 2006).

EPS enerji kaynag: olarak katabolize edilmez, ancak EPS sentezi 6nemli dlglide
enerji gerektirir, bir¢ok bakteri enerjisinin %70’den fazlasini EPS iiretiminde harcar
(Aslim ve ark., 2005; Staudt, 2009). EPS’nin baslica rolii hiicreyi c¢evreden
korumaktir (Donot ve ark., 2012). EPS, genetik bilginin korunmasi, protein, fosfat
ve silikon gibi makromolekiillerin depolanmasi, enerji iretimi ya da enerji
indirgenmesi, agir metal ve antibakteriyel etkenler vb. tehlikeli ¢evresel faktorlere
karst savunma gibi énemli roller iistlenitler (Fazio ve ark., 1982; Oner, 2013).
Hiicrenin EPS tabakasi ile ¢evrelenmesi hiicreyi kuruma ve protozon istilasina kars1
korur. Ayrica dis polisakkarit tabakasinin anyonik yapisi esansiyel mineral ve
bilesenlerin korunmasina yardimci olur. EPS bazi metalleri indirger, bu nedenle

metal ve iyonlar1 selatlama giiciine sahiptir (Donot ve ark., 2012).

EPS iiretimi sicaklik, basing ve 151k yogunlugu gibi ¢evresel baskilara direkt cevaptir.
EPS iiretimi dis ¢evrede etkilesimde olunan mikroorganizma ile ¢evrenin sivi veya
kat1 olmasindan etkilenir. Asidofilik, termofilik tiirler ve arkeler dahil EPS ekstrem
kosullara adapte olmaya yardim eder (Donot ve ark., 2012). Dogal ortaminda EPS
farkls islevler gormektedir. Ornegin viriilans faktérii ile baglantili olabilir, bitki veya
hayvan patojenitesinde etki gosterir, bitki-mikroorganizma interaksiyonu, kurumaya
kars1 ya da bakteriyofaj ve protozoa saldirilarina kars1 korur. Hem dogal hem de
yapay ortamlarda EPS biyofilm yapisinda 6énemli yapisal rol oynamaktadir. Cogu
mikrobiyal koloninin dogal ortaminda cesitli sayilarda prokaryotik ve okaryotik
mikroorganizmalar kati-sivi fazlara baglanarak birlikte gelismektedir (Sutherland,

1998).

Biyofilm olusumu ilk olarak hiicrelerin tasiyici yiizey iizerine adhezyonuna yardimei
olur. Hidrofobik ve giicli mutant bakteriyel hiicreler tasiyici ylizeyler iizerine
kolaylikla adhere olabilmektedir. Yiizey piirtzliligi ve tasiyici yiizey enerjisi
biyofilm olusumunun ilk asamalarinda ve organizmanin tutunmasinda gereklidir

(Chen ve ark., 2013). Adhezyon ve korucuyu etkisinin yani sira biyofilm yapisi
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diger mikrobiyal tiirler ile olan iliskiyi diizenler. Biyofilm i¢inde iligki kuruldugu
zaman bir tiirlin metabolik irlinleri baska bir tiir i¢cin metabolik prosese subsrat
olabilir. Dahas1 bir tiirlin biyofilme adhezyonu baska bir tiir i¢in tutunma noktalari

olusturabilmektedir (Donot ve ark., 2012).

2.3.2. EPS biyosentezi

Ekzopolisakkaritler, bakteri suslarinin cogalma evresinde susa ve ¢ogalma evresinin
farkli kademelerine bagli olarak degisen kosullarda sentezlenir. Sentez olay1 hiicre
disinda veya hiicre membraninda gerceklesebilir (Yilmaz, 2006). Cogu EPS
biosentezi bakteriyel hiicre duvari polimerleri, peptidoglukan ve lipopolisakkarit

sentezine benzemektedir (Kumar ve ark., 2007).

Ekzopolisakkarit salgilanmasi ‘Quorum sensing’ olarak adlandirilan, bakteri
yogunluguna bagli olarak spesifik feromonlarin salgilanmasi ile baslamaktadir.
Salgilanan feromonlar antibiyotik tretimi, biyofilm olusumu, sporulasyon gibi

biyokimyasal olaylar1 baglatmaktadir (Okada ve ark., 2015).

Ekzopolisakkaritlerin biyosentezi, bircok bakteri susu i¢in Onemli bir 6zelliktir.
Sentez i¢in farkli enzimlerin varligina gereksinim vardir. Ekzopolisakkarit
biyosentezinde rol oynayan enzimlerden bazilar1 lipopolisakkaridlerin sentezinde de
yer almaktadir (Onbasili, 2006). Cogu bakteriyel EPS hiicre i¢inde sentezlenir ve
hiicre disina makro molekiil halinde salgilanir. Ancak bunun disinda levan ve
dekstran gibi birkag istisna mevcuttur. Bu istisna EPS sentezi ve polimerizasyonu ise
hiicre disinda meydana gelir. Salgilanan enzimler hiicre disinda subsrati polimere
dontistiiriir (Freitas ve ark., 2011). EPS sentezinin Sutherland tarafindan Onerilen
genel modele gore gerceklestigi diistincesi agirlik kazanmistir. EPS’lerin olusumunda
UDP-glukoz-dehidrogenaz, glukozil-transferaz, galaktozil-transferaz 1 ve 2 ve
polimeraz gibi polisakkarit sentezine 0zgii olmayan bir¢ok enzim gorev alir

(Sutherland, 1977).

Bakteriyel biosentetik yolu subsrat alimi, merkezi metabolit yolu ve polisakkarit

sentezinden olusur. Subsrat tipine bagli olarak pasif ve aktif tasima sistemiyle
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hiicreye alinir. Ardindan subsrat hiicre i¢i fosforilasyonla katabolize edilir veya
subsrat taginir ve oksidatif periplazmik yol boyunca okside edilebilir (Freitas ve ark.,
2011). Periplazmik oksidatif yol sadece bazi bakterilerde olmasina ragmen hiicre ici
fosforilasyon yolu ¢ogu bakteride bulunur. iki sisteme de sahip olan EPS iireten
birka¢ tiir rapor edilmistir. Bu tiirler subsrata erisilebilirlige goére ayn1 anda

fonksiyon gosterebilir (Freitas ve ark., 2011).

EPS sentezi niikleozid difosfat sekerlerini igeren intraseliiler bir prosestir (Kumar ve
ark., 2007). Genellikle kromozomlara lokalize olmus gen ya da genler tarafindan
kontrol edilir, ama bazi bakteri tiirlerinde megaplazmid ve kromozom olmak iizere
iki farkli yolla kontrol edilir (Mishra ve Jha, 2013). Uretilen polimerin yapisina gore
12-17 kb biiyiikligiinde gen sekansina ihtiya¢ duyulur. Farkli polisakkarit sentez
sistemleri arasinda oldukga benzerlik oldugu bulunmustur. Ancak polimerizasyon ve
ekstraksiyon mekanizmasi hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir (Kumar ve ark.,

2007).

Cogu EPS icin temel karbonhidrat yapisi gelisme kosullariyla 6nemli bir degisim
gostermez, ancak ikame gruplar genis Olgiide degisebilir. Bu nedenle de polimer
ozellikleri degisebilir. Bir¢ok EPS {ireten mikroorganizma degisen miktarlarda hiicre
ici depo iriinleri biriktirebilir, bu nedenle EPS iiretim potansiyeli diiser. EPS sentezi
iireminin ilk agsamalarinda, ireme asamasinda ya da durgun fazda olabilir (Freitas ve

ark., 2011).

Bir¢ok EPS iiretimi boyunca fermantasyon sivisinin reolojisi énemli 6l¢iide degisir.
Viskozitedeki bu artis ortam homojenitesinde azalmaya sebep olur, bu durum da
karistirmayi, havalandirmay1 ve bioreaktdr parametrelerinin kontroliinii zorlastirir.
Fermantasyon  sivisinin ~ hidrodinamigini  arttirmak  i¢in  farkli  pedal
konfigiirasyonunda mekanik karistirict  kullanilabilir ya da karistirma orani
arttirillabilir. Ancak bu aletlerin kullanim1 mekanik stresin artmasina ya da polimer

Ozelliklerinin degismesinden dolay1 hiicre kopmasina neden olabilir (Freitas ve ark.,

2011).
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Bakteriyel EPS iiretimini arttirmak amaciyla en ilgi c¢ekici ve umut verici alan
metabolik miihendisligidir. Bu alanda iretim reaksiyonu katalizleyen enzim
genlerinin gelistirilmesi ile ya da enzim aktivitesi veya gen ekspresyonunu
diizenleyen genlerin degistirilmesiyle saglanmaktadir. Biyosentetik proses ii¢ farkli
seviyede kontrol edilebilir: seker niikleotid dnciilerinin sentezi, tekrarlayan birimlerin

birlestirilmesi, polimerizasyon ve disa salim (Freitas ve ark., 2011).

2.3.3. EPS iireten mikroorganizmalar

Son yillarda farkli mikrobiyal EPS’lerin arastirmasina biiylik 6nem verilmis,
mikroorganizmalarin  birgogunun degisen kompozisyonlarda ekzopolisakkarit
irettikleri belirlenmistir. Tespit edilen EPS’lerin 6zellikleri arastirilmistir ve elde
edilen bulgular sonucunda mikrobiyal EPS’ lerin, karbon kaynaklar1 i¢in yarisan

metabolitler olduklar1 belirlenmistir (Y1lmaz, 2006).

EPS iireten mikroorganizmalar kompleks besiyeri veya kimyasal olarak hazirlanmis
sentetik besiyerleri kullanilarak izole edilebilir. Bu mikroorganizmalar koloniler
halinde mukoid veya sulu yiizey iretebilirler ve bdylece makroskopik olarak
belirlenebilmektedir. Baz1 polisakkaritler anilin mavisi gibi suda ¢6ziiniir boyalar ile
stabil yapilar olusturur ve bu yapilar EPS tarama araci olarak kullanilmaktadir

(Kumar ve ark., 2007).

EPS iireten bir¢ok farkli tiir izole edilmistir. Arkeler, bakteriler, funguslar, algler ve
cogunlukla mezofilik, termofilik ve halofilik gruplardan izole edilmistir. Mezofilik
cinsler arasinda Bacillus spp., Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus  brevi, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides, Ve
Streptococcus spp. tiirleri iyi derecede EPS iiretirler (Kumar, 2012). Xanthomonas
campestris, Sphingomonas  paucimobilis, Pseudomonas spp., Acetobacter
chorococcum, Acetobacter xylinium, Streptococcus equii  gibi tiirlerin ve diger
bircok bitki patojeni tiirlin EPS irettigi bildirilmistir (Yilmaz, 2006). Diger
potansiyel EPS iireticileri arasinda Acetobacter spp. Aureobasidium spp.,

Sinorhizobium spp., Escherichia spp., tiirleri sayilabilir. Termofilik mikroorganizma
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tirleri arke ve bakteri filumlarinda bulunabilir ve ¢esitli cevrelerden izole edilen
termofilik tiirler EPS {iretme yetenegindedir. Termofilik arke tiirleri arasinda
Thermococcus ve Sulfolobus EPS liretir, ayrica Archaeoglobus fulgidus ve
Thermococcus litoralis’in  biyofilm yapisinda Onemli miktarda EPS direttigi

bildirilmistir (Kumar, 2012).

Cogu halofilik arkenin EPS iirettigi tanimlanmustir. Bu tiirler arasinda Haloferax,
Haloarcula, Halococcus, Natronococcus ve Halobacterium tirleri bulunur. En
yaygin EPS iireten halofilik bakteri tiirii Halomonas tiirtidiir. EPS iireten Halomonas
tiirleri alisilmadik bigimde yiiksek siilfat ve 6nemli miktarda iironik asit iiretir ve bu

da jellesme 6zelligini belirler (Kumar, 2012).

Ekstremofilik mikroorganizmalar grubundan ekzopolisakarit iireticisi ekstremofiller
izole edilmis ve optimize edilmis kosullarda {retilmis, ekzopolisakaritlerin
karakterizasyonu yapilmistir. Bu mikroorganizmalara Alteromonas macleodii spp.
fijiensis, Vibrio diabolicus, Alteromonas infernus ve Thermotoga maritima gibi
bakteriler ve Thermococcus litoralis gibi arkeler rnek olarak gosterilebilir (Oner ve

ark., 2010).

Rhizobium tiirlerinin iki farkli fonksiyonel EPS iirettigi bilinir. Bunlar siiksinoglukan
(EPS 1) ve galaktoglukandir (EPS II). Normal gelisim kosullar1 altinda EPS T {iretilir
ancak EPS II fosfat limitasyonu altinda iiretilir. EPS iiretiminin ¢evresel degisimlere

cevap olarak gerceklestigi bulunmustur (Nandal ve ark., 2005).

2.3.4. EPS iiretiminde kullanilan hammaddeler

Bakteriyel EPS kompozisyonu ve bilesimi genetik 6zellik olmasina ragmen karbon
kaynagi, sinirli azot ve oksijen gibi besi ortami bilesenlerinden ve gelisim
kosullarindan oldukga etkilenir (Freitas ve ark., 2011). Fermantasyon ortami, EPS
iretim maliyetinin %50’sini olusturmaktadir. Ancak bazi ucuz atik substratlarini
kullanarak, fermantasyon siirecini optimize ederek biyopolimerleri ekonomik olarak

iiretmeye yonelik bazi ¢abalar gosterilmistir (Oner ve ark., 2010).
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EPS iiretiminde karbon kaynagi olarak sakkaroz, glukoz, laktoz, maltoz, mannitol,
sorbitol, peynir alti1 suyu, nisasta, fruktoz, riboz, arabinoz, rafinoz , seker
konsantreleri, methanol, Co ‘dan Cis’ya kadar n-alkanlar gibi cesitli karbon
kaynaklar1 mikrobiyal EPS iiretiminde kullanilmaktadir (Kumar ve ark., 2007; Oner
ve ark., 2010). Karbon kaynagi EPS verimini etkiler ve EPS boyutu karbon
kaynagina gore degisir. Ornegin aljinat fruktoz ve glukozdan 48 saatlik inkiibasyon
sonunda sirastyla 500 kDa ve 276 kDa’luk molekiil agirliginda iiretilir (Kumar ve

ark., 2007).

EPS iiretiminde kullanilan besiyeri igeriginde azot kaynagi olarak pepton, maya
ekstrakti, potasyum nitrat, asparjin, glutamik asit gibi kimyasallar genis oranda
kullanilmaktadir (Oner ve ark., 2010). Ayrica amonyum siilfat, sodyum nitrat, iire ve
maya ekstrakti da kullanilabilir. Organik azot kaynagi kullanimi ¢ogu zaman yiiksek
EPS ve spesifik gelisim orami ile sonuglanir. Ayrica azot kaynaginin icerdigi bazi
karbonlar EPS iiretimi i¢in subsrat kaynagi olarak gorev yapabilmektedir (Kumar ve

ark., 2007).

Azot iceren disiik miktardaki katkilarin EPS verimini arttirdigi rapor edilmesine
ragmen c¢ogunlukla EPS {iretimi diisiik seviyedeki azot konsantrasyonunda daha
yiiksektir. Gorret ve ark. besiyerine maya ekstrakti ilavesinin Propionibacterium
acidi-propoinici‘nin  hem  gelisimini hem de EPS dretimini arttirdigin

kanitlamislardir (Kumar ve ark., 2007).

2.3.5. EPS iiretimi

Bagarili bir fermantasyon prosesi spesifik iiriin liretiminin yani sira basarili {iriin
konsantrasyonu, verim ve ekonomik hedef dogrultusunda iiretimi igerir. Bu hedeflere
ulagilabilmesi minimum risk ile miimkiin olmaktadir. Bu da mikroorganizma
performansi, ¢evresi ve ekipman dizaymi kontrol edilerek miimkiin olabilmektedir

(Kumar ve ark., 2007).
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Yiiksek EPS verimini tek basina saglayacak kiiltlir sartlar1 mevcut degildir, ¢iinkii
mikroorganizmalarin karbon ve azot kaynaklarinin kullanimi, mineral gereksinimi,
optimum pH ve sicaklik gereksinimleri farklidir. Bu gereksinimler maksimum EPS

iiretimi i¢in kritik faktorlerdir (Kumar ve ark., 2007).

EPS diretimi ve kompozisyonu inkiibasyon sartlarindan etkilenmektedir (Kojic ve
ark., 1992). Ayrica EPS’nin fizikokimyasal 6zellikleri de mikrobiyal kaynak ve
inkiibasyon sartlarindan etkilenmektedir (Junf ve ark., 2007). Bu nedenle biiyiimenin
ve EPS iiretiminin en yiiksek oldugu optimum inkiibasyon sartlar1 belirlenmelidir
(Oner ve ark., 2010). EPS iiretimi icin optimum sicaklik derecesi hakkinda farkli
goriigler ileri stlriilmiistiir. Bazi arastirmacilar optimum gelisme sicakliginda
optimum EPS {retimi gerceklestigini ileri slirmiis, bazilari ise optimum gelisme
sicakligindan daha diisiik sicakliklarda gergeklestigi ileri siirmiistiir. Ancak optimum
gelisme sicakligindan daha yiiksek sicaklilarda gerceklestigi gortisleri de mevcuttur

(Kimmel ve ark., 1998).

EPS iireten mikroorganizmalar genellikle optimal gelisime inkiibasyonun ilk 24
saatinde ulasir, ancak maksimum EPS iretimi durgun faz gibi gelisimin geg
evrelerinde gergeklesir. Bazi polisakkaritler gelisimin gec¢ evrelerinde enzim
hidrolizine ugrar. Bu reaksiyon besiyeri viskozitesinde azalmaya neden olur (Kumar
ve ark., 2007). Diisiik hiicre kiitlesi, fazla miktarda EPS iiretimi ile ilgili olabilir,
clinkii hiicreler yavas biiyiidiigiinde hiicre duvari polimerlerinin sentezi de yavas
gerceklesir ve ortamda EPS sentezi icin daha fazla isoprenoid fosfat mevcut olur
(Oner ve ark., 2010). Biiyiime ile maksimum EPS iiretiminin optimum sicakliklarinin
farkli olmasinin bir diger sebebi ise EPS sentezinde rol oynayan enzim aktivitelerinin

diisiik sicakliklarda artmasidir (Kumar ve ark., 2007).

Cok sayida mikroorganizma tamponlanmis besiyerinde notral pH’da EPS iiretir.
Cogu EPS direticisi mikroorganizma maksimum EPS {iiretimi i¢in sabit pH’ya
gereksinim duyar. Neisseria meningitidis gibi bazi bakteriler daha fazla EPS iiretimi
icin asidik pH degerlerine ihtiya¢ duyar. EPS {ireten ve et liriinlerinde starter kiiltiir

olarak kullanilan bazi mikroorganizmalar gelisim i¢in tamponlanmig, pH’s1 5,2-6,5
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araliginda olan ve %?2-4 sodyum kloriir iceren besiyerine gereksinim duymaktadir

(Kumar ve ark., 2007).

Lee ve ark. (2001) Hahella chejuensis yiiksek havalandirma oraninin daha fazla EPS
iretimi sagladigim1 ve kiiltiir ortaminin viskozitesini yiikselttigini bildirmislerdir.
Yang ve Liau (1998) yiiksek calkalama ve havalandirmanin polisakkarit olusumunu
olumlu yonde destekledigini aciklamistir. Deterjan kullanimi EPS igeren sivida

oksijen konsantrasyonunu diizenleyebilir (Kumar ve ark., 2007).

2.3.6. EPS’nin endiistriyel 6nemi

Yeni bir biyomateryal olarak kabul edilen EPS, farkli fizikokimyasal ve reolojik
Ozelliklerinden dolay1r petrol, gida, tekstil, deterjan, kozmetik, akarsu isleme
siirecinde, dere yatagi temizlemeleri, mayalanma, madencilik ve metalurji endistrisi,
tarim ve atik su aritimi gibi degisik endiistrilerde bir ¢ok uygulama alan1 edinmistir

(Onbasili, 2006; Vu ve ark., 2009; Kazak ve ark., 2010).

EPS’ nin endiistriyel alandaki 6nemi, spesifik kimyasal yapisindan
kaynaklanmaktadir (Onbasili, 2006). Bazi polimerlerin kullanim alanlar1 oldukga
genistir, ¢linkii essiz ve iistiin fiziksel ozellikleri geleneksel bitki polisakkaritlerinin
yerine kullanimlarini saglamaktadir (Sutherland, 1998). Baz1 polisakkaritlerin yiliksek
cozelti viskozitesi veya jel olusturma yetenegi onlarin ticari boyut kazanmasini
saglamistir, ancak diger ozellikleri de fayda saglayabilir. Bu 6zellikler fiziksel veya

biyolojik 6zelliklere bagl olabilmektedir (Sutherland, 1999).

Bazi mikrobiyal polisakkaritler ¢esitli gelisim asamasinda olmasina ragmen birkag
mikrobiyal polisakkarit biyoteknolojik iiriin olarak genis olgiide kabul gormiistiir.
Bazi polimerlerin geleneksel bitki polimerlerine kiyasla benzersiz ve {istiin
ozelliklerinden dolay1 ¢ok genis kullanim alani vardir. Bu kategoride ksantan ve

jellan 6nemli mikrobiyal polisakkaritlerdir (Sutherland, 1998).
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Ticari mikrobiyal iiretim i¢in sadece birka¢ polisakkarit yogun olarak calisilmistir:
Leuconostoc spp. tarafindan iretilen dekstran, Xanthomonas compestris’den elde
edilen ksantan gum (Papagianni ve ark., 2001), Azotobacter vinelandii ve
Pseudomonas spp. bakterileri tarafindan iretilen alginik asit’tir. P. aeruginosa
tarafindan {iretilen mukoid ekzopolisakkarit, tekrarli mannuronik ve glukuronik asit
polimerleridir ve alginat olarak isimlendirilmektedir (Onbasili, 2006). Sphingomonas
paucimobilis tarafindan sentezlenen jellan (Sutherland, 2001), Acetobacter xylinium
bakterisi tarafindan sentezlenen bakteriyal seliilozlar (Sutherland, 1998),
Aureobasidium pullulans tarafindan sentezlenen pullulan (Duan ve ark., 2008),
Streptococcus equii tarafindan sentezlenen hiyaluronik asit ve Rhizobium tarafindan
sentezlenen siiksinoglikan (Nandal ve ark., 2005) gibi iiriinler yaygin bir kullanim

alanina sahiptir.

Gidalarda kullanilan polisakkaritlerin cogu bitki kaynaklidir ve bir¢ogunun reolojik
ozelliklerini gelistirmek icin kimyasal veya enzimatik olarak modifiye edilmesi
gerekmektedir (Kumar, 2012). Mikrobiyal ekzopolisakkaritler sayica oldukg¢a fazla
olmalarina ragmen dekstran, ksantan, jellan, pullulan, kurdlan ve levan gibi
ekzopolisakkaritler endiistriyel agidan 6nemli olanlardir (Onbasili, 2006). Genis
fizikokimyasal ozelliklerine ragmen ABD ve Avrupa’da sadece ksantan ve jellanin

gida katkt maddesi olarak kullanilmasina izin verilmistir (Donot ve ark., 2012).

EPS’ler gidalarda jellestirici, stabilize edici, emiilgator, agir metal uzaklastirma,
gelismis yag geri kazanimi, monosakkarit kaynagi ve yogunlastirici olarak kullanilir
(Kumar ve ark., 2007; Kumar, 2012). EPS iireten laktik asit bakterileri (LAB) gida
driinleri ve fermente siit iiriinlerinde reolojik karakteristik saglamasi ve tekstiir
ozelligini gelistirmesi i¢in kullanilmaktadir. Gida iirlinlerinde kullanilan bu bakteriler
genis cesitlilikte yapisal EPS iiretirler ve bu iiriinler gida iiriinlerinde biokoyulastirici

olarak kullanimina kars ilgi giin gectikce artmaktadir (Boels ve ark., 2001).

EPS, endiistriyel alanda kullanimi disinda klinik a¢idan da 6neme sahiptir. Bu agidan
son yillarda tip ve farmakoloji alaninda kullanimi1 s6z konusudur (Onbasili, 2006).

Antitiimor, antiviriis, ve ates diisiiriicli, ila¢ sanayisinde kaplama materyali gibi pek
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cok fizyolojik aktivitelere katkida bulunmasinin yani sira ayrica interferon, trombosit
yiginlar1 birikmesi ve faktor sentezlerini uyaran koloniler i¢in induker olarak
kullanilmaktadir. 40 000-70 000 Da gibi diisiik mol agirligina sahip olanlar tip
alaninda en ¢ok kullanilanlardir (Yilmaz, 2006).

EPS iireten bakterilerin biyoremidasyon ic¢in kullanimi giderek artmaktadir. Biyofilm
degisken cevre kosullarina adaptasyon i¢in yardimci olur ve bdylece biyoremidasyon

icin daha etkili ve gilivenli bir alternatif olusturur (Kumar, 2012).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan melas

Arastirmada kullanilan seker pancar1t melast Adapazar1 Seker Fabrikasindan tedarik

edilmistir.

3.1.2. Kullanilan mikroorganizmalar

Arastirmada 12 adet farkli Bacillus susu kullanilmistir. Kullanilan bakteriler Sakarya
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Ayse AVCI
tarafindan topraktan izole edilmistir. izole edilen suslar sirasiyla soyledir: Bacillus
spp. BAT3, Bacillus spp. GIT2, Bacillus spp. BAST2, Bacillus spp. BMZE2,
Bacillus spp. BMZE3, Bacillus spp. BMZE4, Bacillus spp. ZGT1, Bacillus spp.
ZGT3, Bacillus spp. ZGTS, Bacillus spp. ZGT9, Bacillus spp. ZBP4 ve Bacillus spp.
ZBP10’tiir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullamilan aracg ve gerecler

Bu c¢alismada, inkiibator (Elektro-Mag M 6040 BP, Elektro-Mag M 5040,
ElektroTest), ¢alkalamali Inkiibatér (HETTICH EBA 21), santrifiij (BENCHMARK
Incu-Shaker/mini), sogutmali santrifiij (Hettich Universal 320 R), spektrofotometre
(SHIMADZU UVmini 1240), otoklav (HMC HIRAYAMA HV 85-L), su banyosu
(Wisd WiseBath), vorteks (IKA MS3 basic, DRAGON-LAB MX-S, DAIHAN
Vortex Mixer LVM-202), hassas terazi (AND GR-200) ve manyetik karistirict (Wisd
WiseStir MSH-20D, IKA C-MAG HS 7) kullanilmistir.
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3.2.2. Kullanilan besiyerleri

Mikroorganizmalarin aktiflestirilmesinde Nutrient Agar (Merck, Almanya), asi
kiiltiir hazirlanmasinda Nutrient Broth (Merck, Almanya), ekzopolisakkaritlerin
iretiminde ise substrat olarak glukoz ve melas kullanilarak hazirlanan besiyerleri

kullanilmistir.

Nutrient Agar: 1000 mL damitik su icin 20 g olacak sekilde dehidre formdaki
besiyerinden 20 g tartilmis ve 1sitilarak eritildikten sonra 121°C’de 15 dakika stireyle
sterilize edilmistir. Sterilize edilen besiyeri su banyosunda 45-50°C’ye sogutulup

steril petri kutularina dagitilmistir.

Nutrient Broth: Dehidre formdaki besiyerinden 8 g tartilarak 1000 mL damitik su
icinde ¢Oziindiiriilmiis, ardindan 100 mL erlenlere 20’ser mL olacak sekilde

dagitilmis ve 121°C’de 15 dakika siireyle sterilize edilmistir.

Glukoz Besiyeri: 20 g glukoz, 5 g maya 6ziiti, 1,5 g KoHPO4 (Merck, Almanya) ve 1
g MgS04.7H,0O (Merck, Almanya) tartilarak 1000 mL damititk su iginde
¢coziindiiriilmiis ve 100 mL’lik erlenlere 30 mL olacak sekilde dagitildiktan sonra

121°C’de 15 dakika siireyle sterilize edilmistir.

Melas Besiyeri: 40 g melas, 5 g maya oziitd, 1,5 g K-HPO4 (Merck, Almanya) ve 1 g
MgS0O4.7H,O (Merck, Almanya) tartilarak damitik su ile litreye tamamlanmus,
karistirldiktan sonra 100 mL’lik erlenlere 30 mL olacak sekilde dagitilmis ve
121°C’de 15 dakika stireyle sterilize edilmistir.

3.2.3. Kullanilan kimyasallar ve cozeltiler

Aragtirmada kullanilan kimyasallarin hepsi analitik safliktadir. Kimyasallar Merck
(Almanya), Sigma-Aldrich (ABD), Tekkim (Tiirkiye), Gurup Deltalar (Tirkiye)

firmalarindan temin edilmistir.
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2 N HCI: Yogunlugu 1,18 g/cm® olan %37°lik HCI’den (Merck, Almanya) 16,7 mL

aliarak damtik su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

2 N NaCl: 8 g NaOH (Merck, Almanya) tartildiktan sonra damitik su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

% 5 Fenol Cozeltisi (ag/h): 50 g fenol (Merck, Almanya) 950 mL damitik suda

¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

DNS (3,5-dinitrosalisilik asit): 10 g NaOH, 10 g DNS (Sigma D-1510) damitik suda
coziindiriiliip litreye tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 100 mL’sine kullanilmadan 6nce 1

mL %10’luk sodyum siilfit ilave edilir.

Rochelle Tuzu Cozeltisi: 400 g sodyum potasyum tartarat (Merck, Almanya) 1000

mL damitik suda ¢oziindiiriilerek hazirlanir.

Sodyum Siilfit Cozeltisi: 10 g NaxSO3 (Merck, Almanya) 100 mL damitik suda

¢Ozlindiiriilerek hazirlanmustir.

0,6 mM FeCly Cozeltisi: 7,6 mg FeCl, 100 mL’lik balonjojeye aktarilmis ve damitik

su ile hacim ¢izgisine kadar tamamlanmustir.

5 mM Ferrozin Cozeltisi: 246,23 mg ferrozin 100 mL’lik balonjojeye aktarilmis ve

%70’lik metanol ile hacim ¢izgisine kadar tamamlanmaistir.

1,5 mM FeSO4 Cozeltisi: 41,703 mg FeSO4 100 mL’lik balonjojeye aktarilmis ve

damitik su ile hacim ¢izgisine kadar tamamlanmustir.

6 mM Hy0» Cozeltisi: %30’luk H>O> ¢ozeltisinden 63,58 pL alinip 100 mL’lik

balonjojeye aktarilmis ve damitik su ile hacim ¢izgisine kadar tamamlamistir.
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20 mM Sodyum Salisilat Cozeltisi: 160,1 mg sodyum salisilat 50 mL’lik balonjojeye

aktarilmis ve damitik su ile hacim ¢izgisine kadar tamamlanmistir.

3.2.4. Mikroorganizmalarin aktiflestirilmesi

%50’lik gliserolde -18°C’de muhafaza edilen mikroorganizmalar Nutrient Agara
cizme yontemi ile ekildikten sonra 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak
aktiflestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bir &ze yardimiyla petriden tek koloni
secilerek Nutrient Broth’a alinmis ve ayn1 sicaklik ve siirede ¢alkalamali inkiibatorde

135 rpm’de gelistirilerek as1 kiiltiir hazirlanmistir.

3.2.5. Melasin hazirlanmasi

Melas kullanilmadan 6nce 1/1 (ag/ag) oraninda saf suyla karistirildiktan sonra pH’s1
2 N HCl ile 4’e ayarlanmis ve 1sitict lizerinde karistirilarak kaynatilmistir. Kaynatilan
melas once kaba filtre kagidi yardimiyla siiziilmiis daha sonra filtrat 9000 rpm’de 10
dakika santrifiijlenerek melastaki c¢amur vb. safsizliklarin uzaklastirilmasi
saglanmigtir. Elde edilen melas 4°C’de muhafaza edilerek EPS {iretiminde

kullanilmustir.

3.2.6. EPS iiretimi

EPS iiretimi 100 mL’lik erlenmayerler i¢inde aerobik kosullarda gerceklestirilmistir.
Hazirlanan steril besiyerleri %35 (h/h) oraninda aktif kiiltiir ile asilandiktan sonra
calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmig ve gelismenin 24, 48 ve 72.
saatlerinde ornekler alinarak seker tayini Ol¢lilmiistiir. Fermentasyon kosullariin

iiretime etkisi belirlenmistir.

3.2.7. Maksimum EPS iireten mikroorganizmanin belirlenmesi

Hazirlanan steril glukoz besiyerlerine %35 (h/h) oraninda aktif kiiltiirler asilandiktan

sonra ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmis ve gelismenin 24, 48 ve 72.



30

saatlerinde oOrnekler alinarak EPS iiretim miktarlarin1 belirlemek i¢in analizler

yapilmistir.

3.2.8. Inkiibasyon siiresinin EPS iiretimine etkisinin belirlenmesi

Optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi i¢in glukoz besiyerine asilanan bakteri
35°C’de, calkalamali inkiibatorde 72 saat inkiibasyona tabi tutulmus ve her 24 saatte

ornek alinarak EPS miktar1 fenol-siilfiirik asit yontemi ile belirlenmistir.

3.2.9. Optimum melas konsantrasyonun belirlenmesi

Optimum melas konsantrasyonun belirlenebilmesi i¢in 10, 20, 30, 40 ve 60 g/L
melas konsantrasyonlarinda melas besiyeri hazirlanmistir. Biitiin besiyerleri ayni
miktarda bakteri kiiltiirii ile asilanarak 35°C’de 24 saat siire ile inkiibasyona

birakilmis ve siire sonunda EPS miktar1 belirlenmistir.

3.2.10. pH’min EPS iiretimine etkisi

Optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in melas besiyerinin baslangi¢ pH’s1 2N HCI
veya 2N NaOH ile 4, 5, 6, 7, 8, 9’a ayarlanmistir. Bacillus subtilis ZBP4 bu
kosullarda 24 saat inkiibe edildikten sonra alinan Orneklerde EPS miktari

belirlenmistir.

3.2.11. Gelisme sicakhiginin EPS iiretimine etkisi

Bacillus  subtilis 7ZBP4 susunun EPS irettigi optimum sicaklik degerini
belirleyebilmek igin, bakteri melas besiyerinde 30, 33, 35, 37, 40, 43, 45°C sicaklik
degerlerinde 24 saat inkiibe edilmis ve siire sonunda alinan orneklerde tiretilen EPS

miktar1 belirlenmistir.



31

3.2.12. Havalandirma hizinin EPS iiretimine etkisi

Bacillus subtilis ZBP4 susunun maksimum EPS iretimi gosterdigi havalandirma
degerini belirlemek i¢cin 80, 100, 120, 150, 200 rpm calkalama hizlarinda 24 saatlik
inkiibasyon uygulanmustir. Inkiibasyon sonucunda fenol siilfiirik asit yontemi ile

uretilen EPS miktar1 saptanmistir.

3.2.13. Azot kaynaklarinin EPS iiretimine etkisi

Bacillus subtilis ZBP4 susunun maksimum EPS iiretimi gosterdigi azot kaynaginin
saptanabilmesi i¢in melas besiyerine 5 g/L olacak sekilde amonyum siilfat (Merck,
Almanya), pepton (Merck, Almanya), maya ekstrakti (Merck, Almanya), tripton
water (Merck, Almanya) ilave edilmis, ayrica hicbir azot kaynagi kullanilmadan
melas besiyeri hazirlanmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda iiretilen EPS miktari

saptanmigtir.

3.2.14. Cesitli karbon kaynaklarimin EPS iiretimine etkisi

Bacillus subtilis ZBP4 susunun maksimum EPS tiretimi gosterdigi seker kaynaginin
belirlenebilmesi i¢in besiyerine melas yerine 30 g/L oraninda iniilin, glukoz, nisasta,
laktoz, peyniralt1 suyu, mannitol ilave edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
seker tayini yapilarak en yiiksek EPS iiretimini saglayan seker kaynagi tespit

edilmistir.

3.3. Laboratuvar analizleri

3.3.1. EPS miktarinin belirlenmesi

Inkiibasyon sonunda erlenlerden homojen bir sekilde 5’er mL &rnek almarak kapakli
santrifiij tiiplerine konulduktan sonra tiipler 15 dk 100°C’de kaynatilarak bakteri ve
enzimlerin inaktive edilmesi saglanmistir. Sogutulan tiiplere 0,2 g TCA (trikloro
asetik asit, Sigma-Aldrich) ilave edilip vortekslenmis, ardindan 9000 rpm’de, 4°C’de,

30 dk santrifiijlenmistir. Islem sonras1 siipernatant bos bir santrifiij tiipiine aktarilmis,
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peletler ise uzaklastinlmistir. Siipernatant tizerine %99,5’luk soguk etanol (h/h)
(Gurup Deltalar, Tiirkiye) 1/1 oraninda ilave edilerek bir gece 4°C’de bekletilmistir.
Siire sonunda tiipler tekrar 9000 rpm’de, 4°C’de, 30 dk santrifiijlenmis, islem sonrast
slipernanat uzaklagtirilarak peletler saf suda ¢ozilindiiriiliip 1’er mL’si deney tiiplerine
aktarilmistir. Elde edilen 6rneklere Dubois yontemi (1956) diger adiyla fenol-
siilfiirik asit yontemi ile seker tayini uygulanmistir. Orneklerin {izerine 25 pL %5’lik
fenol (ag/h) ve 2,5 mL siilfiirik asit ilave edilip vortekslendikten sonra oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edilmis ve spektrofotometrede dalga boyunda absorbans
degerleri Olgiilmistiir. Sonuglar glukoz kullanilarak hazirlanan standart egri
yardimiyla hesaplanmistir (Sekil 3.1). Ayrica besiyeri kaynakli seker olup olmadigini
belirlemek i¢in de DNS (3,5 Dinitro salisilik asit) yontemi kullanilmistir. DNS
yonteminde ise suda ¢ozdiiriilen peletten 1 mL deney tiipline aktarilmis iizerine 2 mL
DNS ¢ozeltisi ilave edilerek vortekslenmis ve 90°C’deki su banyosunda 15 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 6rnege 1 mL Rochalle tuzu ve ardindan 5 mL saf su
ilave edilerek spektrofotometrede 575 nm’de absorbansi Olgiilmiis ve glukoz
kullanilarak hazirlanan standart egri yardimiyla seker miktar1 hesaplanmistir (Sekil

3.2).

3.3.2. Mikroorganizma gelisiminin belirlenmesi

Mikroorganizmalarin gelismesi alinan 6rneklerin spektrofotometrede 600 nm dalga
boyunda optik yogunluk 6l¢iimii yapilarak izlenmistir. Bunun i¢in 0,5 mL 6rnek
alindiktan sonra tiizerine 4,5 mL saf su ilave edilip vortekslenmis ve homojen
karisimin absorbans1 &lgiilmiistiir. Islem sonunda seyreltme faktérii ile carpilarak

mikroorganizma gelismesi belirlenmistir.
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3.3.3. Uretilen EPS’lerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi

Bacillus subtilis ZBP4 susu tarafindan Nutrient Agar besiyerinde ve karbon kaynagi
olarak glukoz ve melasin kullanildig1 besiyerlerinde tiretilen 6 farkli EPS 6rnegi
saflastirilarak demir iyonu selatlama aktivitesi tayini ve hidroksil radikali yakalama

aktivitesi Olctilerek antioksidan aktivitesi tespit edilmistir.

3.3.4. Demir (II) iyonunu selatlama aktivitesi tayini

Bacillus subtilis ZBP4 susu tarafindan iiretilen EPS’nin demir (II) iyonu selatlama
aktivitesini tespit etmek amaciyla Cheng ve ark. (1998) tarafindan belirlenen analiz

metodu modifiye edilerek kullanilmistir.

Analiz i¢in hazirlanan ekstraktlardan 100 pL alinmis ve deney tiiplerine aktarilmistir.
Uzerine 100 puL FeCly ¢ozeltisi ve 2,5 mL distile su eklenmis ve hizli bir sekilde
vortekslendikten sonra oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
reaksiyon karigimina 100 pL ferrozin eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika daha
bekletilmistir. Ardindan UV-VIS spektrofotometre kullanilarak Fe*-ferrozin
kompleksinin absorbansit 562 nm’de Ol¢ililmiistiir. Cihazin sifirlanmasi metanol ile
yapilmis olup kontrol olarak 6rnek yerine %70’lik metanol ¢ozeltisi, A> ¢ozeltisi igin

ferrozin yerine ayn1 miktarda %70°1lik metanol ¢ozeltisi kullanilmistir.

EPS ekstraktlarinin, demir (II) iyonunu selatlama aktivitesinin yiizdesi asagidaki

esitlik kullanilarak (Denklem 3.1.) ifade edilmistir:

A—4p

%Selatlama Etkisi = 1 —| "

Jx 100 3.1)

Ao= Kontrol absorbansi,
A= Ekstrakt varliginda 6l¢iilen absorbans,

Ao= Ferrozin olmaksizin 6lgiilen absorbans degerini gostermektedir.
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3.3.5. Hidroksil (OH") radikalini yakalama aktivitesi

Bacillus subtilis ZBP4 susu tarafindan tiretilen EPS’nin hidroksil radikalini yakalama
aktivitesini belirlemek amaciyla, Smirnoff ve Cumbes (1989) tarafindan tanimlanan

analiz metodu modifiye edilerek kullanilmistir.

Analiz i¢in hazirlanan ekstraktlardan 100 pL alinmis ve deney tiiplerine aktarilmistir.
Uzerine 1 mL FeSOu ¢ozeltisi; 0,7 mL H,O» ¢dzeltisi; 0,3 mL sodyum salisilat
cozeltisi ve 800 pL distile su eklenmistir. Bu reaksiyon karistmi 37°C’de 1 saat
bekletilmistir. Ardindan UV-VIS spektrofotometre kullanilarak hidroksillenmis
salisilat kompleksinin absorbanst 562 nm’de o6l¢iilmiistiir. Cihazin sifirlanmasi
metanol ile yapilmis ve kontrol olarak o6rnek yerine %70’lik metanol c¢ozeltisi,

sodyum salisilat yerine ise distile su kullanilmstir.

EPS ekstraktlarinin, hidroksil radikalini yakalama etkisinin ylizdesi agsagidaki esitlik
kullanilarak (Denklem 3.2.) ifade edilmistir:

A4,

%Y akalama Etkisi =1 —[ 0 1x 100 (3.2)

Ao= Kontrol absorbansi,
A= Ekstrakt varliginda 6l¢iilen absorbans,

A>= Sodyum salisilat olmaksizin 6l¢iilen absorbans degerini géstermektedir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bacillus Susunun Sec¢imi

Bu calismada 12 farkli Bacillus susu ile glukoz besiyerinde EPS {iretimi
gerceklestirilerek en yiiksek oranda EPS {ireten mikroorganizma belirlenmistir
(Tablo 4.1.). Tablo 4.1.de goriildiigii gibi, 10 adet bakterinin degisen miktarlarda
EPS iirettigi, Bacillus spp. ZGT1 ve Bacillus spp. ZGT5’in ise EPS iiretemedigi
belirlenmistir. En 1yi EPS {ireticisi sus Bacillus spp. ZBP4 olup 143,1 mg/L EPS
uretmistir. Bacillus spp. ZBP10 ve Bacillus spp. BMZE3 suslar1 da yiiksek oranda
EPS iiretmislerdir. Bacillus spp. ZBP4 en iyi EPS iireticisi oldugu i¢in ¢alismalara

sadece bu bakteri ile devam edilmistir.

Tablo 4.1. 12 farkli Bacillus subtilis susunun iirettigi EPS miktarlar:

Bakteri EPS Miktar1 (mg/L)
Bacillus spp. BAST2 13,4
Bacillus spp. BMZE?2 43,5
Bacillus spp. BMZE3 81,9
Bacillus spp. BMZE4 39,8
Bacillus spp. ZGT1 0,0
Bacillus spp. ZGT3 40,0
Bacillus spp. ZGTS 0,0
Bacillus spp. ZGT9 48,8
Bacillus spp. ZBP4 143,1
Bacillus spp. ZBP10 99,2
Bacillus spp. GIT2 48,5
Bacillus spp. BAT3 72,2

4.2. Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Bacillus subtilis ZBP4 susunun en yiiksek EPS’yi iirettigi siireyi belirlemek icin

bakteri glukoz besiyerinde gelistirilmis ve inkiibasyonun 24, 48 ve 72. saatlarinde
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ornekler alimarak EPS miktarlar1 belirlenmistir (Tablo 4.2.). Bacillus subtilis ZBP4
susu en yiiksek EPS iiretimini 24 saat, en diisik EPS {iretimini ise 48 saatlik

inkiibasyon sonunda gerceklestirmistir.

Tablo 4.2. Farkli inkiibasyon siirelerinde Bacillus subtilis ZBP4 susunun EPS iiretimi

Siire EPS Miktar1 (mg/L) OD (600nm)
24 420,5+72 3,65
48 217,07 2,74
72 258,9+18 4,10

4.3. Melas Konsantrasyonunun EPS Uretimine Etkisi

En yiiksek EPS iiretimini saglayacak melas konsantrasyonun belirlenmesi icin
toplam seker igerigi % 46,3 (ag/ag) olan melas kullanilarak 10, 20, 30, 40 ve 60 g/L
konsantrasyonlarda melas besiyerleri hazirlanmistir.  Bacillus subtilis ZBP4 ile
asilanan besiyerleri 35°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra alinan orneklerde EPS
miktarlar1 belirlenmistir  (Sekil 4.1.). Sekilde goriildiigii gibi artan melas
konsantrasyonu ile birlikte EPS iiretimi de artmistir ve en yiiksek EPS miktar1 60 g/L

melas konsantrasyonunda 426,24+80 mg/L olarak belirlenmistir.

5,10, 15, 20 ve 30 g/L konsantrasyonlarda glukoz igeren besiyerlerinde Bacillus spp.
ZBP4 susu melashh besiyeri 1ile aymi kosullarda gelistirilerek glukoz
konsantrasyonunun da EPS iiretimine etkisi belirlenmistir (Sekil 4.2.). Melasta
oldugu gibi artan konsantrasyon ile birlikte iiretilen EPS miktar1 da artmis ve en
yiiksek EPS diretimi 30 g/l glukoz iceren ortamda 449,541 mg/L olarak

belirlenmistir.

Tablo 4.3.’de degisen konsantrasyonlarda melas ve glukoz kullanilarak elde edilen
EPS’lerin verimleri belirtilmistir. Verim hesaplamasinda {iretilen EPS miktari
kullanilan karbon kaynagi miktarina béliinerek hesaplanmistir. Melas ile yapilan
caligmalarda mg EPS/g toplam seker cinsinden verim konsantrasyonla onemli oranda

degismemis ve verimler 13,3+1,1 mg EPS/g toplam seker ve 15,6+4,2 mg EPS/g



38

toplam seker arasinda olmustur. Glukozda ise 5 g/L glukoz konsantrasyonunda en

yiiksek verime (24,34£3,1 mg EPS/g toplam seker) ulasilmistir.
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EPS (mg/L)

Sekil 4.1. Farkli melas konsantrasyonlarinda Bacillus subtilis ZBP4 susunun EPS {iretimi
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Sekil 4.2. Farkli glukoz konsantrasyonlarinda Bacillus subtilis ZBP4 susunun EPS {iretimi



39

Tablo 4.3. Farkli konsantrasyonlarda melas ve glukoz kullanilarak tiretilen EPS’lerin verimleri

Melas mg EPS/ g Toplam Glukoz mg EPS/ g Glukoz
Konsantrasyonu Seker Konsantrasyonu
(g/L) (g/L)
10 14,6+6,6 5 24,343,1
20 16,8+0,1 10 14,0+0,3
30 13,3+1,1 15 9,0+0,9
40 15,6+4,2 20 13,3+0,4
60 15,3£2,9 30 15,0+0,1

Tablo 4.4. Ayn1 konsantrasyondaki melas ve glukozun EPS verimleri

Melas mg EPS/ g Toplam Glukoz mg EPS/ g Glukoz
Konsantrasyonu Seker Konsantrasyonu
(g/L) (g/L)
10 14,6+6,6 10 14,0+0,3
20 16,8+0,1 20 13,3+0,4
30 13,3£1,1 30 15,0+0,1

4.4. Gelisme pH’sinin EPS Uretimine Etkisi

Bacillus subtilis ZBP4 susu pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 degerlerinde 35°C’de, 60 g/L melas
konsantrasyonunda, 24 saatlik inkiibasyonuna tabi tutulmus ve ardindan EPS
miktarinin belirlenmesi i¢in seker tayini yapilmistir (Sekil 4.3.). Bu c¢alisma
sonucunda EPS iiretimi i¢in en uygun pH’nin 5,0 oldugu belirlenmis ve bu pH’da

466,03+0 mg/L EPS {iretilmistir.

4.5. Gelisme Sicakhginin EPS Uretimine Etkisi

Bacillus subtilis ZBP4 sugunun optimum faaliyet gosterdigi, maksimum EPS iiretimi
sagladig1 inkiibasyon sicakligini belirlemek amaciyla 30, 33, 35, 37, 40, 43, 45°C
sicakliklarda, 60 g/ melas konsantrasyonunda, 24 saat inkiibe edildikten sonra
iiretilen EPS miktarlar1 belirlenmistir (Sekil 4.4.). Sekil 4.4.°de belirtildigi gibi diisiik
ve yliksek sicakliklarda mikroorganizmanin EPS iiretimi de artmistir. En yiiksek EPS
miktarina (505,2442 mg/L) 45'C’de ulasilmistir. En diisik EPS miktarina ise
(280,77+37 mg/L) 37°C’de ulagilmistir. Sicaklik artigina paralel EPS iiretiminde artig

belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Farkli pH degerlerinde Bacillus subtilis ZBP4 susunun EPS {iretimi
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Sekil 4.4. Farkli sicaklik degerlerinde Bacillus subtilis ZBP4 susunun EPS iiretimi
4.6. Havalandirma Hizinin EPS Uretimine Etkisi

Bacillus subtilis ZBP4 susunun maksimum EPS {iretimi sagladigi havalandirma
hizim1 belirlemek amaciyla, 80, 100, 120, 150, 200 rpm calkalama hizlarinda,

45°C’de, 60 g/L melas konsantrasyonunda, 24 saat inkiibe edildikten sonra iiretilen
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EPS miktarlar1 belirlenmistir (Sekil 4.5.). EPS iiretiminin diisiik havalandirma
hizinda en yiikksek oldugu ve havalandirma hizi arttik¢a tretiminde diistigi
gbzlenmistir. 80, 100, 120, 150 ve 200 rpm havalandirma hizinda elde edilen EPS
miktarlart sirast ile 754424, 649+£39, 800+24, 598+22, 580436 mg/L olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Farkli havalandirma derecelerinde Bacillus subtilis ZBP4 susunun EPS {iretimi

4.7. Azot Kaynaklarinin EPS Uretimine Etkisi

Azot kaynaklariin EPS iiretimine etkisini belirlemek i¢in melaslh besiyerine organik
azot kaynaklarindan tripton, maya 0ziitii, pepton, inorganik azot kaynagi olarak da
amonyum siilfat eklenerek EPS iiretimi gerceklestirilmistir. Ayrica, higbir azot
kaynagi kullanmadan sadece melas kullanilarak kontrol amagli liretim yapilmistir.
Yapilan galigmalar sonucunda pepton ve maya 6ziitiiniin Bacillus spp. ZBP4 susunun
EPS iiretimine 6nemli bir katkisinin olmadig: anlasilmistir. Pepton ve maya 0ziitii
kullanilan besiyerleri ile sadece melas kullanilan besiyerine gore EPS iiretiminde
artig sirasi ile %3,8 ve %21,5 olmustur. Tripton kullanilan ortamda ise iiretimin
%125 oraninda arttigi gozlenmistir. Amonyum siilfat ise EPS diretimininin

azalmasina yol agmustir.
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Sekil 4.6. Cesitli azot kaynaklarinda Bacillus subtilis ZBP4 susunun EPS tretimi

4.8. Karbon Kaynaklarimin EPS Uretimine Etkisi

Karbon kaynaklarinin EPS {iretimine etkisini belirlemek icin besiyerlerinde melas
yerine 30 g/L iniilin, glukoz, nisasta, laktoz, peyniralti1 suyu ve mannitol karbon
kaynaklar ilave edilmis ve 45°C’de 24 saat inbiibasyon sonrasinda EPS miktarlari
belirlenmistir (Sekil 4.7.). Sekilden de goriildiigii gibi en yiliksek EPS iiretimi iniilin
(477,47 mg/L) ve peynir alt1 suyu (517,06 mg/L) ile gerceklesmistir. Mannitolun ise
(103,06 mg/L) EPS firetiminde en az etkiye sahip karbon kaynagi oldugu
belirlenmistir. Laktoz, nisasta ve glukoz kaynaklar ile gerceklesen EPS iiretimi ise

strastyla 219,80 mg/L, 170,60 mg/L ve 449,46 mg/L olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Farkli seker kaynaklarinda Bacillus subtilis ZBP4 sugunun EPS iiretimi

4.9. Antioksidan Aktivite Degerleri

Bacillus subtilis ZBP4 susundan elde edilen EPS’nin antioksidan o6zelligini
belirlemek icin yapilan demir (II) iyonunu selatlama aktivitesi tayini ve hidroksil
(OH") radikalini yakalama aktivitesi sonuglarina gore saflastirilan 2 adet karbon
kaynag1 olarak melas kullanilarak iiretilen EPS’lerin (Ornek 1, Ornek 2) demir iyonu
selatlama aktivitesinin diger Orneklerden daha yiliksek oldugu ve ortalama
degerlerinin %17,34 - 21,50 arasinda degistigi belirlenmistir. Glukozun karbon
kaynag1 olarak kullanilmasi sonucu elde edilen EPS’lerde (Ornek 3, Ornek 4) ve
Nutrient Agarda gelistirilen 6rneklerden elde edilen EPS’lerde (Ornek 5, Ornek 6)
demir iyonu selatlama aktivitesinin ortalama degerlerinin %14,91 - 21,70 arasinda
degisim gosterdigi belirlenmistir. Hidroksil radikalini yakalama aktivitesi
sonuclarinda Ornekler arasinda belirgin bir farklilik bulunmamis ve sonuglarin %
48,66 - 55,54 arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen demir (II)
iyonunu selatlama aktivitesi tayini ve hidroksil (OH") radikalini yakalama aktivitesi

sonuclar1 agagidaki gibidir (Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.).
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Sekil 4.8. Demir (II) iyonunu selatlama aktivitesi tayini. 1-2 Melas besiyeri, 3-4 Glukoz besiyeri, 5-6 Nutrient
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Sekil 4.9. Hidroksil (OH") radikalini yakalama aktivitesi. 1-2 Melas besiyeri, 3-4 Glukoz besiyeri, 5-6 Nutrient
Agar.




BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda EPS’lerin kanitlanmis saglik etkileri ve biyolojik aktivitelerinden dolay1
artan bir talep s6z konusudur (Ahmed ve ark., 2013). Bu aktiviteler arasinda
antitimor, antiviral, immunostimulator ve antiinflamatuvar aktivite 6rnek verilebilir
(Liu ve ark., 2010). Ozellikle B-glucan yiiksek antikanser ve immiin sistem
diizenleyici etkisinden dolayr gida ve ilag endiistrisinde diizenleyici olarak

degerlendirilmektedir (Jung ve ark., 2007).

Tez calismasinda incelenen 12 farkli Bacillus subtilis susundan 10 tanesinin EPS
irettigi belirlenmistir. Bu 10 farkli sus igerisinde ise en yiiksek EPS {iretimini
gerceklestiren Bacillus subtilis ZBP4 bakterisinin iiretim kosullarinda optimizasyon

caligsmasi yapilmistir.

Arastirmada kullanilan Bacillus subtilis ZBP4 bakterisi farkli stirelerde (24, 48, 72
saat) inkiibe edilmis ve en yiiksek EPS iiretimi 24 saat sonunda (420,53 mg/L), 48
saat sonunda (217 mg/L) ise en diisiik EPS iiretimi elde edilmistir. Inkiibasyon siiresi
uzadiginda EPS miktarindaki azalma EPS’nin enzimatik parcalanmasindan
kaynaklanmaktadir. B. licheniformis maksimum EPS iiretimini 72 saat sonra
gerceklestirmistir (Singh ve ark., 2011). Yilmaz (2006), yaptig1 ¢calismada inceledigi
Bacillus suslar1 arasindan en yiiksek EPS iiretimi 48 saat sonunda B. sphaericus 7055
(67 mg/L) ve B. subtilis 1404 (66 mg/L) suslari, en diisiik EPS {iretimi ise 48. saatte
B. subtilis ve B. megaterium RSKK 17 suslarinda 6 mg/L olarak tespit etmistir.

Maksimum EPS {iretimini saglayan melas konsantrasyonun belirlenebilmesi igin
incelenen farkli konsantrasyonlar igin 60 g/L konsantrasyonu 426,2 mg/L EPS
iiretimi ile en yiiksek EPS verimini saglayan konsantrasyon olarak bulunmustur. En

disiik EPS dretimi ise 67,77 mg/L ile 10 g/L melas konsantrasyonunda
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gerceklesmistir. Yilmaz (2006) yaptigi calismada seker pancart melasinin %0,1;
%0,5; %1, %1,5; %2; %2,5 ve %3’lik konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. En yiiksek
EPS iiretiminin 48 saatlik inkiibasyon sonunda B. sphaericus 7055 susunda %2,5’
luk melas konsantrasyonunda 847 mg/L ve B. subtilis 1404 susunda % 2’lik melas

konsantrasyonunda 863 mg/L oldugunu saptamustir.

(Calismada maksimum EPS iiretiminin gerceklestigi pH derecesinin belirlenebilmesi
icin arastirilan 6 farkli pH derecesi arasindan en yiiksek verim pH 5°de (466,03
mg/L) gerceklesmistir. En diistik {iretim ise pH 9’da (180,48 mg/L) gerceklesmistir.
Singh ve arkadaslar1 (2011) endofitik bir bakteri olan B. licheniformis ile yaptiklari
calismada 200 mL Nutrient Broth’a %3,5 NaCI (ag/h) ve % 0,02 glukoz ilave
etmigler ve besiyeri pH’sm1 7 ayarlayarak 30+£2°C’de 3 giin rotary inkiibatorde
inkiibe etmislerdir. Inkiibasyon sonucunda 576 mg/L EPS elde etmislerdir (Singh ve
ark., 2011).

Arastirmada kullanilan Bacillus subtilis ZBP4 bakterisinin maksimum EPS {iretimini
gerceklestirdigi sicakligin belirlenebilmesi i¢in 7 farkli sicaklik derecesinde inkiibe
edilmis ve en yiiksek EPS tiretimi 45°C’de (505,23 mg/L) gerceklesmistir. En diisiik
EPS iiretimi ise 37°C’de (280,77 mg/L) olmustur. Sicakligin EPS iiretimine etkisinde
dalgalanma gozlemlenmistir. Bakterinin optimum gelisme sicakliginin {iistline
ciktikca EPS iiretimi artis gostermistir. Kumar (2007) c¢alismasinda inkiibasyon
sicakliginin optimum gelisim sicaklifindan diisiik olmasinin EPS {iretimini arttirdigi
belirtilmistir, ancak bu ¢alismada tersi bir durum s6z konusudur. Mezofilik laktik asit
bakteri nesilleri optimal gelisme sicakligimin altindaki sicakliklarda gelistiklerinde
daha ¢ok EPS {iretirler. Bununla beraber, termofilik LAB ic¢in EPS {iretimi optimal
gelisme sicakliginda ve daha yiiksek sicaklikta olmaktadir (Aslim ve ark., 2005).

Arastirmada kullanilan Bacillus subtilis ZBP4 bakterisinin maksimum EPS tiretimini
gerceklestirdigi havalandirma derecesinin belirlenebilmesi i¢in yapilan uygulamada
en yiiksek EPS tretimi 120 rpm (800,47 mg/L) derecesinde gerceklesmistir. En
diisiik EPS iiretimi 200 rpm’de 579,67 mg/L ile ger¢eklesmistir. Liu ve ark. (2010)
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Bacillus licheniformis 8-37-0-1 bakterisi ile yaptiklar1 ¢alismada bakteriyi 30°C, 180
rpm’de 48 saat inkiibe etmisler ve siire sonunda 9,02 g/L. EPS iiretimi saglamislardir.
Arastirmada kullanilan Bacillus subtilis ZBP4 bakterisinin maksimum EPS tiiretimini
gerceklestirdigi azot kaynaginin belirlenebilmesi i¢in incelenen azot kaynaklari
i¢inde tripton water 973,9 mg/L EPS {iretimi saglamistir. Yapilan bir calismada, beef
ekstrakt, maya ekstrakti ve proteaz pepton ilave edilerek ve ¢ikarilarak hazirlanan
MRS Broth besi ortaminda L. delbrueckii spp. bulgaricus RR gelistirildiginde, beef
ekstrakt, maya ekstrakti ve proteaz pepton ilave edilerek hazirlanan MRS’de EPS
iretimi 504,6 mg/L’yi bulurken, bu maddelerin azaltildig1 veya konulmadigi besi
ortamlarinda EPS iiretiminin 28,4 mg/L’ye kadar diistiigii belirlenmistir (Ashim ve
ark., 2005). Kimmel ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismalarinda L. delbrueckii spp.
bulgaricus RR susunu EPS {iretimini farkli sicaklik (35-45°C), pH (4-6 pH) ve
Bacto-casitone (10-40 g/L) kosullarinda incelemis ve EPS {iretimi i¢in optimum
sicakligin 38°C, pH’nin 5 ve azot kaynagi olan Bacto-casitone konsantrasyonun 30

g/L oldugunu belirtmislerdir (Kimmel ve ark., 1997).

Arastirmada farkli seker kaynaklarinin EPS {iretimine etkisi incelenmis ve en yiiksek
EPS iiretimini saglayan seker kaynag: belirlenmeye calisilmistir. Incelenen 7 farkli
seker kaynagindan maksimum EPS {iretimi PAS (517,06 mg/L) kullanildiginda elde
edilmistir. Prebiyotik olarak bilinen iniilin ise PAS’a yakin degerde (477,47 mg/L)
EPS iiretimi saglamistir. Mannitol ise en diisiikk EPS (103,07 mg/L) iiretimi saglayan
seker kaynagi olarak belirlenmistir. Van Geel-Schutten ve ark. (1998) yiiksek
miktarda EPS iiretimi saglayabilmek i¢in inceledikleri toplam 182 Lactobacillus
tiirtinde sakkarozun yliksek miktarda EPS {iretimi sagladigini bildirmislerdir (Yang,
2000). Larpin ve ark. (2002) yaptiklar1 c¢alismada B. licheniformis bakterisini
logaritmik ve durgun fazda, glukoz, sakkaroz ve fruktoz seker kaynaklarini, %0,2,
%?2 ve %10 seker konsantrasyonlarinda incelemisler ve logaritmik fazda en yiiksek
EPS {iretimi %0,2 konsantrasyonunda fruktoz seker kaynagi ile durgun fazda ise %2
sakkaroz seker kaynaginda gercgeklestigini bildirmislerdir. Celik ve ark. (2008)
Pseudomonas aeruginosa G1 ve Pseudomonas putida G12 bakterileri ile yaptiklar
calismalarinda glukoz, ksiloz, laktoz, galaktoz ve sakkarozun karbon kaynagi olarak

etkilerini incelemisler ve en yiikksek EPS veriminin ksiloz igeren besiyerinde
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gerceklestigini bildirmislerdir (sirastyla 335 mg/L ve 262 mg/L). Ksilozdan sonra en

yiiksek verim friiktozdan elde edilmistir.

Yapilan calismalar sonucunda elde edilen EPS saflastirilarak antioksidan olarak
kullanim olanag1 arastirilmistir. Antioksidan aktiviteyi belirleyebilmek i¢in demir (II)
tyonunu selatlama aktivitesi tayini ve hidroksil (OH") radikalini yakalama aktivitesi
tayinleri yapilmistir. Elde edilen verilerden demir (II) iyonunu selatlama aktivitesi
tayini sonuglart %14,91 — 21,70 arasinda bulunmustur. Hidroksil (OH") radikalini
yakalama aktivitesi tayini sonuglar ise %48,66 — 55,54 arasinda bulunmustur. Fang
ve ark. (2013) Bacillus licheniformis UD061 susundan tirettikleri EPS’nin siiperoksit
anyonu ve hidroksil radikali yakalama aktivitelerini incelemis ve analizini yaptiklar
iki Ornegin ortalama siiperoksit anyonu yakalama aktivitesini %42,54, hidroksil
radikali yakalama aktivitesini ise %50,99 olarak belirlemislerdir (Fang ve ark.,
2013). Yapilan bir bagka calismada ise Li ve ark. (2014) Lactobacillus helveticus
MB2-1’in iirettigi EPS ekstraktina hidroksil radikali yakalama aktivitesi ve metal
iyonu selatlama aktivitesi analizlerini uygulamislardir. Analiz sonuglarina gore 6rnek
konsantrasyonunun 1 mg/mL’den 3 mg/mL’ye c¢ikmasiyla hidroksil radikali
yakalama aktivitesinin arttigi, konsantrasyonun 4 mg/mL ulastiginda ise 6rneklerin
hidroksil radikali yakalama aktivitesinin %33,40-92,72 arasinda degistigini tespit
etmislerdir. Li ve ark. (2014) EPS konsantrasyonunun 2 mg/mL’ye kadar artmasiyla
metal iyonu selatlama aktivitesinin arttigini, EPS konsantrasyonunun 4 mg/mL’ye
ulagmastyla 6rneklerin metal iyonu selatlama aktivitesinin % 38,72 — 99,34 arasinda
degistigini tespit etmislerdir. Incelenen sonuglar karsilastirildiginda Bacillus subtilis
ZBP4 bakterisi tarafindan tirettilen EPS’nin hidroksil radikali yakalama aktivitesinin
diger orneklerle benzerlik gosterdigi, ancak demir iyonu selatlama aktivitesinin ise
daha diisiik degerde oldugu goriilmektedir. Ayrica iiretilen EPS miktar1 ile

antioksidan aktivite arasinda paralellik oldugu belirlenmistir.

Calismamizda topraktan izole edilen, EPS {ireten farkli Bacillus suslarinin EPS
iiretimi incelenmis ve maksimum EPS iiretiminin saglandig1 kosullar belirlenmeye
calisilmistir. Ayrica EPS iiretiminde maliyeti diisiirmek amaciyla ucuz karbon ve

azot kaynagi olmasi yoniinden melasin EPS iiretimine etkisi incelenmistir.



49

Sonug olarak son yillarda ¢evre duyarliliginin artmasi, yenilenebilir kaynaklara olan
ilgi ve biyoteknolojideki gelismeler mikrobiyal ekzopolisakkaritlere olan ilgiyi
arttirmigtir. EPS’lerin artan ticari oneminde gida katkisi olmasindan ham petrol
aritmada degerlendirilebilmesi gibi ¢esitli alanlarda bir¢ok uygulama olanagi bulmasi
en Oonemli faktordiir. Ancak tlretim maliyetlerinin diger polisakkaritlerden fazla
olmasi tiretim ve kullanim alanini kisitlayan en 6nemli faktordiir. Bu nedenle ucuz
karbon kaynaklar1 kullanilarak EPS {tiretimi konusundaki ¢alismalar hiz kazanmastir.
Melas icerigindeki seker ve diger bilesenlerle karbon ve azot kaynagi olarak EPS
iretiminde kullanilabilme potansiyeline sahip bir kaynaktir. Yaptifimiz ¢alismada
melasin EPS {iretimine katki sagladig1 belirlenmistir. Ancak bu alanda daha fazla

calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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