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OZET

Anahtar kelimeler: Peynir alti suyB, subtilis Polisakkarit, Surfaktin

Bu calsmanin amaci peynir altl suyu tozu ortamirBieillus subtilisATCC 6633
bakterisinden polisakkarit ve surfaktin Uretimiranastiriimasidir. B. subtilis (9.1
log/ml) %10, 15 ve 20 konsantrasyonlarinda peyalin suyu tozu (PAST)
cOzeltisine inokile edildi. Bu c¢ozeltiler 3D’de 72 saat inkibasyona birakildi.
CozeltilerdekiB. subtilisvejetatif hiicre sayisindaki gigim, spor miktari, viskozite,
pH Olcimleri ve laktoz tayini inkubasyonun 24, 48 V2. saatlerinde yapildi.
Polisakkarit ve surfaktin tayini inklbasyonun 72aasnde gercekdgrildi.
Polisakkarit miktari fenol-sulfrik asit metoduna rgobelirlendi. Standart olarak
gellan kullanildi. Surfaktin miktari ise yuksek fmgmans sivi kromotografisi
(HPLC) ile belirlendi. Inkiibasyon sonunda (72. yas¢ polisakkarit ve surfaktin
miktarlari belirlendi. PAST cozeltilerinin pH’sR4 saatin sonunda 6.8’ den 5.2'ye
ve inkiibasyonun Sonunda da (72 saat) 4.99’stigiii tespit edilmgtir. B. subtilis
mikroorganizma sayis| 72 saat inkiibasyon sonund®%k PAST co6zeltisinde 9.1
log kob/ml'den 10.54 log/ml'ye, % 15’ likte 9.82d/ml'ye ve %20’likte de 9.38
log/ml'ye yukselmgtir. 48-72 saatleri arasinda %10’luk PAST cozeitil@ vejetatif
hiicre sayisi 11.62 log’ tan 10.54 log’ aswhilisttir ve spor miktari da 3.91 log’ dan
4.72 log’ a ary gostermgtir. 72 saat fermentasyonun sonunda %10, %15 V@&|#2
PAST cozeltilerinde polisakkarit miktarlari sirdsy894.6 ppm, 412 ppm ve 422.5
ppm olarak belirlenmgtir. Calismada HPLC ile yapilan surfaktin analizi sonucunda
B. subtilis ATCC 6633 sgunun %10, %15 ve %20 PAST co6zeltileri ortaminda
surfaktin Uretmedji ortaya cikmgtir. Bu calsmada PAST c¢oOzeltisiniB. subtilis
ATCC 6633 bakterisinin Gremesi ve polisakkarit dresi icin uygun, surfaktin
dretmesi icin uygun olmayan bir besiyeri gidusonucuna varilngtir.
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SURFACTIN AND POLISACCHARIDE DETERMINATION
WITH FERMENTATION OF BACILLUS SUBTILIS IN WHEY
POWDER SOLUTIONS

SUMMARY

Keywords: Whey Powder SolutioBacillus subtilis Pollysaccharide, Surfactin

The aim of this research was to investigate prodacof polysaccahride and
surfactin byBacillus subtilis ATCC 6633 whey medium. One day culturdsl
subtilis (9.1 log/ml) was inoculated to 10, 15 or 20% of0 1@l whey powder
solutions. Inoculated whey powder solutions (WP®jemncubated at 30°C for 72
hours. Viscosity, pH, the number of vegetativd eeld spores and the amount of
polysaccharide and surfactin were determined a24@h, 48th or 72nd hours of
incubation. Polysaccharide amount was measureddingao phenol-sulphric acide
method. Surfactin was measured by HPLC. For prépgatandart curve gellan
standarts was used. The results indicated thatfpMRS was decreased from 6.8 to
5.2 in 24 hours and pH was 4.99 at the end ofrtbeldation (72 h). Viscosity of 10%
and 20% WPS were increased 1.27 and 1.10 time2 hblrs, respectively. The
number of B. subtilisincreased from 9.09 to 10.54 log/ml in 10%, 9.88/inl in
15%, 9.38 log/ml in 20% WPS during 72 hausmong 48-72 hours in %10 whey
solution the amount of microorganisms were decatdsen 11.62 log to 10.54 log
and spore formation were increased from 3.91 lo¢.7@ log. Moreover, at the end
of 72 h fermentation, the amount of polysacchapdeduced byB. subtilis was
determined as 394.6 ppm, 412 ppm and 422.5 ppmOin 15, 20% WPS,
respectively. In this studf. subtilis ATCC 6633 could not produce surfactin in
10%, 15% and 20% WPS medium. As a result, the treuhis study showed that
WPS is not useful for surfactin production, but Idobe used for fermentation base
of B. subtilisto produce polysaccahride.
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BOLUM 1. GIiRiS

Bir sutculik atgl olan peynir alti suyu gerek besingde ve fonksiyonel 6zellikleri
acisindan gerekse cevre kirlenmesine neden olmasiddlayr Glkemizde ve tim

dunyada son yillarda 6nem kazagmi(Alpkent ve Goncu, 2003).

Cevre kirlenmesinin yani sira ekonomik acidan lolkmda yapisinda st
kurumaddesinin yakigk yarisini bulunduran bu ara Urini gddendirmeden
atmanin buyik bir kayip olgu ortaya cikmaktadir. Devlelstatistik Enstitisii
verilerine gore 2000 yilindaki sut tretimimizin 937962 ton oldgu (Anonim, 2000)
ve bunun yaklgk %20’ sinin peynire slendigi distnulirse, 1.958.792 ton sutun
peynir Uretimi icin kullanildii anlgilmaktadir. Peynir tretiminde kullanilan stttn
de %70-90'lik kisminin peynir suyu olarak ayrgidkabul edildginde, alt sinirdaki
elde edilen peynir suyu bile 1.371.154 tondur. Regayu %93.3 su, kuru madde
%6.7, y& %0.9, protein %0.9, sigekeri %4.4, kil %0.5 ihtiva etmektedir (Uraz,
1981).Peynir suyunun bikemi g6z ontne alinarak yapilan hesaplamada, Wetirti
miktarlardaki peynir suyu ile birlikte, yilda yakl& 60.330 ton laktozun, 12.340 ton
proteinin, 12.340 ton yan, 6856 ton mineral maddenin buydk bir kisminin
deserlendiriimeden atildgn ortaya cikmaktadir. Bu bakimdan Ulkemizde peynir
suyunun cgtli sekillerde dgerlendiriimesi ekonomik agidan biyuk 6nergidégs

ortaya ¢ikmaktadir (Alpkent ve Goncu, 2003).

Peynir alti suyu; % 8 protein, % 0.17 gya% 4.7 laktoz, 0.5mg/100g mineral
icermektedir (Uglinci, 1996). Yapisinda bulunaniyats, fosfor, laktoz ve serum
proteinleri peynir alti suyunun besin gégini ylukseltmektedir (Gulsiin ve Sahan,
1992). Peynir alti suyu gida sanayinde 6nemi gdg¢ ddilen, besin ve fonksiyonel
degeri acisindan buyik dnemstgan bir sutguluk agidir. Taidigl yuksek dgerli
besin maddelerinden dolay! peynir alti suyu 6zlelgit teknolojisi gedimis bir ¢cok

ulkede cok dgisik yontemlerle ve farklsekillerde dgerlendiriimektedir. Ozellikle



icerdigi laktoz, protein ve mineral maddeler dolayisiyiti mikroorganizmalar
icin besi ortami olarak kullaniimasi gahalari yapiimaktadir (Dlaminve Peiris,
1997; Konar ve Kahyaiu, 2006).

Sudhakar Babu ve ark. (1996) ramnolipit elde edsimde bazi yapay maddeler ve
peynir alti suyunu besi ortami olarak kullaglan ve mikroorganizmalarin peynir alti
suyu atilk maddelerinde spesifik blylme oranlariivén olgturma oranlarinin
yapay besi ortamlarina gore daha iyi sonuclar gardve ramnolipit biyosurfektani
elde edilmesinde peynir alti suyu atik maddelerkutanilabilecgini bildirmislerdir
(Sudhakar-Babu ve ark., 1996).

Dubey ve Juwarkar (2001) yapolduklari bir calymada yglardan izole ettikleri
Pseudomonas aeruginoB&2 kuiltirlerinin yapay besiortaminda ytzey geriind 7
mN/m’den 27 mN/m’ye dgiirdiigti ve 0.97g/I ramnolipit biyosurfektani tretigghi,
peynir alti suyunda ise 0.92 g/l ramnolipit biydeltan: Uretildgini ytzey gerilimi
72 mN/m’den 27 mN/m’ye diilgl, kritik misel konsantrasyonun 0.028 g/l
oldugunu ve peynir alti suyunun ramnolipit biyosurfektéretiminde uygun bir besi
ortami olarak kullanilabilegeni bildirmislerdir.

Celikol (1975), peynir alti suyunun besi ortamirakakullanilsini argtirmig, agar

olarak dgerlendirilebilecgini gostermitir.

Ayrica B. subtilisin bir cok calsmada polisakakrit ve surfaktin gibi antibiyotik
maddeler Uretgi kanitlanmstir (Desai ve ark., 1997; Mitsud ve ark., 198acillus
turleri, gec logaritmik faz veya erken sabit fazkiacil metabolit olarak antibiyotik
uretme kapasitesindedirler ve sporulasyon olayslad&inda, antimikrobiyal
Uretimine de bgarlar (Yilmaz ve Beyatli, 2003B. subtilisATCC 21332 sgunun
en gucli biyosurfaktanlardan biri olglw bilinen surfaktin antibiyogi Urettigi
bildirilmi stir (Desai ve ark., 1997). Ayrica bazi gtremacilar tarafindarBacillus
turleri tarafindan antibiyotiklerin yani sira oldigk viskoz ve Ustiin pseudoplastik
Ozelliklere sahip ekstraselular polisakkaritleriretildigi bildirilmi stir (Mitsud ve
ark., 1981).



Bu calsmada sut endustrisinin atik maddesi olan peyniglfiJunun ¢cevreye zarar
vermeden dgerlendiriimesi ve ekonomiye tekrar kazandiriimasraiyla peynir alti
suyundan mikrobiyal yolla polisakkarit ve surfaktimetiimesi amaclanmsiir. Bu
nedenle cajmada dg@isik konsantrasyonlarda peynir alti suyu tozu soliyo besi
ortami olarak kullanilarak bu besi ortamindgacillus subtilis bakterisinin
polisakkarit ve surfaktin Gretimi agiariimistir. AyricaB. subtilisbakterisinin bu besi
ortaminda inkibasyon suresince vejetatif hicre amlikiti, spor miktarlari, besi

ortamindaki pH, viskozite ve laktoz miktariningdgmi incelenmitir.



BOLUM 2. KAYNAK ARA STIRMASI

2.1. Bacilluslar
2.1.1.Bacillus cinsi bakteriler ve genel o6zellikleri

Bacillus cinsi bakterileBacillaceaefamilyasina dahil olan, gram pozitif (bazi turleri
desisken), aerobik veya fakdltatif anaerobik, spor sthwan, cubuk seklinde
bakterilerdir. Toprak, su ve gdi gidalarda bulunurlar, gunlukla mezofilik
olmakla birlikte psikrotrof ve termofilik turleri & oldygu bilinmektedir (Ayhan,
2000).

Bacillus cinsinin endospor olturabilme yetenekleri vardir (Kalkan ve Halkman,
2006). Vejetatif hucrelerin ¢aplart 0,5x1j@n ile 2,5x10 um caplari arasinda
desisiklik gosterir. Bacillus cinsinin koloni morfolojisi cegtlilik gosterir. Geneli

beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir. Bazildtinde sari, pembe, portakal

rengi ve siyah renklerde pigmentli kolonilere dstlanir.

Elliye yakin turt ihtiva ederBacilluslarda, endosporlarin hticre icindeki yerleri
farklilk gosterebilir (Kalkan ve Halkman, 2006)p& hiicre merkezinde veya ucta
olabilir. Vejetatif hiicreden daha dar olab@dgibi, daha geni de olabilir. Sekeri
fermente ederler ve gaz elmu gorulmeksizin asit Uretirler. Proteinleri ise,
amonyak olgumu altinda parcalarlar ve bdylece kekaya neden olurlar.
DNA'larindaki G+C mol orani %32—-62'dir (Con ve Glika 997 ).

Bacillus 'larin bazi turleri gtclu proteolitik 6zellik g@&str, buna kann bazi turleri
ya zayif proteolitik 6zellik gbsterir veya hi¢c gésnez (Metin, 1998)Bacilluslarin
aktif proteolitik tiurleri genellikle eftilmeden pihtilatirilan sat Grdnlerinde

kullanilir. Bacillustirleri arasinda lipolitik olan bakteriler de bohaaktadir.



Bacillus turlerinin tanimlanmasi ve turler arasindaki farklarin belirlenmesi igin
spor ve sporangium morfolojileri temel aligtm. Buna goéreBacillusturleri 3 grupta

toplanmstir.

Birinci grup Bacillus turleri:

Kendi iclerinde A ve B olmak u(zere ikiye ayrlir.eH iki grupta sporangia
sismemitir. Sporlar elips veya silindirikekilli, santral veya terminal konumludur.
Gram pozitiflerdir. A grubu ve B grubu arasindakrkf ise A alt grubunda hicre
gensligi 1 um'den kigcik, B alt grubunda iseuin'den buyuktir. A alt grubuna 6rnek
olarak B. megateriunve B. cereus B alt grubuna 6rnek olaraR. licheniformis B.
subtilis B. pumilus, B. firmus ve B. coagularerilebilir (Kalayli ve Beyatli, 2003) .

Ikinci grupBacillusturleri:
Bu grup Bacillus turlerinde sporangiasismistir. Sporlari elips, santral veya
terminaldir. Bu grupta yer alan tirlere 6rnek okaBa polymyxa, B. macerans, B.

circulans, B. stearothermophilus, B. alvei, B. tasporus ve B. bresiverilebilir.

Uctinct gruptdacillustirleri:
Bu grup Bacillus turlerinde de sporangigsmistir. Sporlar kuresel, subterminal ve

terminal konumludurB. sphaericudu gruba 6érnektir .

Bir ¢cok turd bulunarBacillus'lar toprak, su ve gédli gidalarda bulunurlarBacillus
anthracisinsan ve hayvanlardgarbon hastagina neden olur (Kalayl ve Beyatli,
2003).B. thuringiensis, B. larvae, B. lentimaorbus, Bpilicae ve B. sphaericusin
bazi tdrleri bocek patojenidir ve B. thuringiensibiyoinsektisit olarak
kullanilmaktadir.B. cereus'un bazi sglar insanlarda gida zehirlenmesine neden
olur. B. coagulans ve B. stearothermophitu® gibi oldukca d§ilk pH deerlerinde
gelisebilirler ve 0zellikle konserve gidalarda bozulmmalaneden olurlar. B.
stearothermophilus sporlari, bakteri sporlari a@eisiya en direncli sporlardi.
coagulans (B. thermoacidurans sicaklga daha az, ancak asi#i daha fazla
dayaniklidir.



B. subtilis subtilin adli bir bakteriyosin UretmektedB. licheniformis basitrasin, B.
polymxa ise polimiksin antibiyotiklerinin GUretiminde kul@ir. B. subtilis, B.
amiloliquefaciens ve B. stearothermophiloakteriyela- amilaz enzim Uretiminde

kullaniimakta olup, amilaz ve amilodekstrini dekdtre parcalar (Ayhan, 2000) .

Birka¢ Bacillus turt polipeptit sinifi antibiyotik Gretir. Antibiytkler, kultarlerde
spor olgturma gamasi bgladiginda gozlennstir (Kalayl ve Beyatli, 2003) . Ayrica
Bacillus cinsine ait tirlerin bazilarindan ekstraselllilezien sentezleg ve bu

enzimlerin, endustriyel 6neme sahip gidwbelirtiimektedir (Topuz ve ark., 2007).

2.1.2. Bacillus turlerinin besin kaynaklari ve tUrenesi

Aerobik spor ureticileri d&sik kemoheterotrof olup géli basit organik bilgenleri
(sekerler, amino asitler, organik asitler) kullanaiel yetengine sahiptirler. Bazi
durumlar da karbonhidratlari fermente ederekskamneaksiyonlar sonucu gliserol ve
butandiol Uretirler.B. megateriumgibi bazi tlrler de, organik buyime faktoriine
gerek duymaz, g@erleri bazen aminoasitlere ve B vitaminlerine yahea ikisine de
gereksinim duyabilirler.Bacillus cinsine ait bakteriler géli hidrolitik enzimler
Ureterek cgtli protein, karbonhidrat, y& glikozid, alkol ve organik asitleri
kullanabilirler (Turantave Unlitirk, 1999; Todar, 2009).

Bacillus bakterileri karbon kayr@ olarak organik asitseker, alkol ve nitrojen
kayna| olarak amonyum iceren besiyerlerinde iyi gdier. Gelisimleri sivi ve kati

besiyerlerinin Ust kisimlarinda olmaktadir. Katisigerlerinde kenarlari ve tzeri
partzla, grandller yapida olan koloniler meydanairgker (Tunail ve ark., 1986;
Taubman, 1992; Arda, 2000).

30 ila 45°C arasinda optimum gefhe gosteren mezofil turleri vardir, bazilar da
65°C Uzerinde gejen termofillerdir. Dger Bacillus turleri de 0°C ‘de ggalan ve
spor ureten psikorofillerdir. pH 2 ila 11 arasingklisme gdsterebilirler. Optimum
laboratuvar keullarinda Bacillus tirlerinin jenerasyon sureleri 25 dakika kadardir
(Todar, 2009).



Ayrica B. subtilisin bir cok calsmada polisakakrit ve surfaktin gibi antibiyotik
maddeler Ureti kanitlanmgtir (Mitsud, ve ark., 1981; Desai ve ark., 19983acillus
turleri, gec logaritmik faz veya erken sabit fazkiacil metabolit olarak antibiyotik
uretme kapasitesindedirler ve sporulasyon olayslabd&inda, antimikrobiyal

Uretimine de bgarlar (Yilmaz ve Beyatli, 2003).

Cogu aerobik spor Ureten g#eri bakterioloji laboratuarinda kolayca Uretiligbve
izole edilebilir. En basit aerobik spor ureticgacillus tirini zenginlgirme tekngi
sulandirilarak 80°C’de 15 dakika pastorize ediltoiprgzin nutrient agara yayma
yontemi ile 37C’de 24 saat veya bir ka¢ gun inkibe edilmesiylegdestirilebilir.
Plaklar 24 saat sonra incelenir ve tipik kolonikatalaz pozitif, gram pozitif,
endospor formunda cubueklinde olarak belirlenir. Ggu tir 24 saat igerisinde
sporangia ve spor icerse de bazi kultirler 5-7 gikilbe edilmelidir, bdylece
icerisindeki olgun endosporun boyut wekli gozlenebilir. Haere patojenleri
Paenibacillus larvae, P. popilliaeand P. lentimorbus, ortam sartlarina kag
secicidirler bu nedenle J-agar kullanilir. Ayrlmatirler katalaz negatiftirler ve bu
turlerin sporulasyonu igin 6zel bir ortam olansér@ konukcuya inokilasyonlari
gerekir (Todar, 2009).

Bacilluslarin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tirleribulunmaktadir. Cok yuksek
ISI derecelerinde bile canli kalabilirler. Gend#il30- 40C’ de ve pH 7 civarinda

drerler (Taubman, 1992).

Batin tdrleri Nutrient Agar, Trypticase Soy Agarraih Heart Infusion ve Kanli
Agar gibi besiyerlerinde oldukca iyi Urer. Karboaykasl olarak organik asitgeker
ve alkol iceren; nitrojen kaygaolarak da amonyum bulunduran yapay ortamlarda

cok iyi gelisirler (Altun ve ark., 2002).



Sekil 2.1.KapsulliBacillustirlerinin J-agarda Mucoid-tip kolonisi

Cogu Bacillus turleri belirli veya goéreceli olarak basitten kagga desisik
ortamlarda gegebilirler. Birka¢ basil (6rngn, B. subtilis B. megaterium igin
minimal ortam belirlenngtir. Baglica izolatlar hem nutrient agarda (pepton 5g/efbe
ekstrakt 3g/l, agarl5g/l, pH 6.8) hem de J-agandigtgn 5g/l, yeast ekstrakt 15g/I,
KoHPO, 3g/l, glukoz 2g/l, agar20g/l, pH 7.4) getfie gosternsierdir. Stok kulturler
toprak ekstraktt veya 0Ozel sporulasyon ortamindd@orituarda gelimini
surdirmilerdir (Todar, 2009).

Tablo 2.1 Bacillus megateriufmn gelismesi icin minimum ortam kaillari (Todar, 2009)

Bilesen Miktar
sukroz 10.0g
KHPO, 25¢g
KHPO, 25¢g
(NH,)2HPO, 1.0g
MgSO, 7H,0 0.20g
FeSQ.7H,O 0.01g
MnSQ,. 7H,0 0.007 g
Su 985 ml
pH 7.0




2.1.3.Bacilluslarin yuzey yapilari

Diger gram pozitif bakteriler gikdBacillus tirlerinin de ytizey yapisi komplekstir ve
bu karmaiklik yapskanlik, diren¢ ve yanigekilleri ile iliskilidir. Vejetatif hicre
yuzeyleri bir kapsul, bir protein ylzey tabakeSik@tmani) ve peptidoglikan ortlsu
katmanlari ve plazma membraninig gliizeyini saran proteinlerden ¢an tabakal

bir yapiya sahiptir (Todar, 2009).

Sekil 2.2 Bacillusun yapisi C=Kapsil; S=S-katmani; P=Peptidoglikan (Todar, 200

2.1.4. S-katmanlari

Bacillus cinsinin Uyelerinde protein veya glikoprotein &ltimi S-katmani olarak
isimlendirilen kristal ylizey tabakasi bulungtur. Diger bakteri turlerindeki S-
tabakalari gibi Bacilludar’ daki S-katmanlarinin da fonksiyonu bilinmemekl
beraber yagma etkeni olduklari tahmin edilmektedir. Bu da&rkanlarinin bazi
gram pozitif bakterilerinin negatif yukli peptiddgin kilifini fiziksel olarak
maskeliyebilecgini otoaglitinasyonu Onleyebilegi@i gostermektedir. Ayrica bu
tabakanin bakteri-metal etksienlerinde de rol oynayabilege ileri surilmektedir
(Todar, 2009).
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2.1.5.Bacillustirlerinde kapstil yapisi

Bir ¢cok Bacillus tarinin kapsulu, (6rigen B. anthracis, B. subtilis, B. megaterium,
and B. licheniformi3 poli-D- veya L-glutamik asit icerir. Rer Bacillus tirleri,
ornesin, B. circulans, B. megaterium, B. mycoides B. pumilus karbonhidrat
kapsulu  uretirler. Dekstran ve levan yaygin olmakleraber daha kompleks
polisakkaritler de Uretebilirler (Todar, 2009).

Bacillus bakterilerinin hiicrelerinde genelde sitoplazmignmbran Gzerinde bir veya
birka¢ aniyonik polimer ve birka¢ peptidoglikan &a ile sarilmy hiicre duvari
bulunmaktadir. BazBacillusturleri hiicre duvarindan ayri olarak ve hiicre duvar
disinda jelatinbz, viskoz, elastik veya mukoid karaftee kapsul icermektedirler.
Bacillus anthraci&le bulunan kapsul virlilans etkiye sebep olmaktg&eneath,
1986; Rosovitz ve ark., 1998; Arda, 200Bgcillus megateriumise hem polipeptit
hem de polisakkarit iceren bir kapsul sentezletip@ptit hiicre ekseni boyunca yan
tarafa yerlemistir ve polisakkarit hiicre ekvatorunun kutuplaringex alir (Todar,
2009).

Baz! Bacillus turlerinin polisakkaritleri insan patojenlerini deeren bazi ger
bakteri siniflarinin antiserumlari ile pozitif resjon verir (6rngin B. mycoides
Streptococcupneumoniadip Il ile; B. pumilus Neisseria meningitidigrup A ile).
Ayni sekilde, Paenibacillus alvenin kapsuler polisakkariti antijenik olarak
Haemophilus influenzatgp B’ninkine benzemektedir (Todar, 2009).

Elektron mikroskobu ile incelenen bazi polipeptitieve kompleks polisakkaritlerin
kapsilleri hiuicre yuzeyinde fibriler olarak dizgdigozlenmsgtir. Kapsduller gin
mikroskobu ile kolayca gozlenebilgtir. Ozellikle bakteri besiyerinde gglikten
sonraki zamanda kapsul Uretimi grgostermektedir. Genellikle kapsulll skar

agarda mukoid veya sumuksu fkilde olgabilirler (Todar, 2009).
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Sekil 2.3 Bacillus anthracisFA boyamali kapsul yapisi (Todar, 2009)

Sekil 2.4. Bacillus anthracish kapsuluinin negatif boyangrali (Todar, 2009)

B. anthracidn kapsullu poli-D-glutamik asitten odur. Kapsul antraks viriisiiniin en
buyudk belirleyici faktérudir. KapsiB. anthracis,B. cereusve B. thuringiensish
yakin akrabalar tarafindan sentezlenmez. Bu dartiayirt etmekte kullanilabilen
bir kriterdir (Todar, 2009).
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2.1.6.Bacillus turlerinde hiicre duvarlari

Bircok gram pozitif bakterilerde yaygin olan hicoduvarr yapisi cgtlili gi
Bacillus’lar icin gecerli dgildir (Todar, 2009). Yaklgk olarak tim Bacillus
turlerinin  vejetatif hicre duvari yapisi meso-diaapimelic acid (DAP)
icermektedir (Sporosarcina pasteurire S. globisporu’un hticre duvari yapisi DAP
yerine lisin icerir.) Bu tip hicre duvarl yapisakyssik olarak tim gram negatif
bakterilerin  hicre duvari  yapilann ile aynidir.  Baz durumlarda
Enterobacteriacedkarda oldwgu gibi DAP direk olarak D-alanin ile caprazghdir,
birgcok gram pozitif bakterilerde ol@u gibi peptidoglikanin 2 tetrapeptit yan zinciri
DAP ve D-alanin ile interpeptit kdprusi kurgtur (Todar, 2009).

Hucre duvarindaki peptidoglikana ilaveten tium mukamsit residileri ile bgi
Bacillus turleri teikoik asit igerir gliserol teikoik as#t Bacillus turleri arasinda
cesitlilik gosterir (Todar, 2009). CFer bircok gram pozitif bakteride oldu gibi
Bacillus turlerinin de hticre duvarinda lipoteikoik asitlerdunur. Hiicre duvarindaki
bu bilssiklerin otolitik aktivite ile sentezlendikleri giintilmektedir ve bakterinin 2
degerlikli iyonlarinin ¢épc¢usu gibidirler (Todar, 2009
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Sekil 2.5 Bacillus megateriumin peptidoglikanindaki muropeptit alt birimi
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Bir ¢cok Bacillustiriinde D-alanini meso- diaminopimelik aside (DAfglayan bir
interpeptit koprisu yokturilaveten tumBacillus sporlari spor korteksind&ekil

2.5’deki muramik asit alt birimi icerir (Todar, 290D

2.1.7.Bacillustirlerinde flagella

Bazi Bacillus tiriinde ince, uzun, dalgali, esngkliazla, sarmal yapida ve hareketi
sgilayan “flagella” organeli bulunmaktadir.B. anthracg’de hi¢c flagella
bulunmazkerB. cereusve B. subtilis bakterilerinde fazlaca flagella bulunmaktadir
(Rosovitz ve ark., 1998; Seneath, 1986; Arda, 2000)

Bircok aerobik spor Ureticisi flegallalarla hardkeini sglarlar. Kemotaksis yaygin
olarak B. subtilis te calsilmistir.  B. firmusun flagella flamenti d§lik aminoasit

icerikli alkalifildir ve bu yapinin onu 11 gibi yglek pH’lara kadar ¢evresgrtlarda

stabil kalmasini ggadigl distnalur (Todar, 2009).

__:--..-J A _ i iy i,
y ' - y 1 .
N : % e
- F.pfvef o i = H:brevfs . B.cereus .'B:_éirruians._' B.congulans, ,

Sekil 2.6. FlagellaliBacillustirleri

Sekil 2.7. Nutrient agarda fotgraflanmg Bacillus’lara ait 6zel hiicre yapilar (Todar, 2009)
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Bazi Bacillus turlerine ait 6zel hicre yapilaBekil 2.7'de gosterilmitir. (A: B.
subtilis; B: P. polymyxa; C: B. laterosporus;D: P. alvei)

2.1.8.Bacillustirlerinde endosporlar

Bacilluslarin spor formasyonu 7@ de 10 dakika pastdrizasyorsleami ile
taninmasi kolaykmaktadir. Bacillus sporlari toprak, su ve gida gibgok ortamdan
izole edilirler. izolasyon §leminde sporlarin siga direncli olma 6zelfinden
yararlanilir (Seneath, 1986).

Endosporlar ilk olarakBacillus subtiliste Cohn (1972) ile, daha sonra da Koch
(1976) tarafindan bir patojen oldacillus anthracidla tanimlanmgtir. Cohn B.
subtilis endosporunun isiya kastabilitesini, Koch’'daB. anthracistle spor olsum
devrelerini tanimlanstir. Bu yapilar hiicre icinde oftuklarindan ve ana hicreden
veya sporangiumdan serbest olduklarindan endospearako isimlendirilmstir.
Endosporlarin dgada en uzun sure dayanabilen hicre tipi @ldianitlanmgtir.
Endosporlarin - uyku  halindeki  kriptobiyotik ~ durumu ilyonlarca yil
dayanabilmektedir (Todar, 2009).

Boyama yapilmadan bakifginda ygayan basillerin endosporlari siyah ve parlaktir.
Endosporlar basit boyamaya veya boyalara direntegder. Boyama yapildinda

da dekolorizasyonasau direng gosterirler (Todar, 2009).

Sekil 2.8 Bacillus anthracisre Bacillus thuringiensisirlerinin mikroskobik gérintaleri

Sekil 2.8’de soldaB. thuringiensi8n mikroskobik resmi gosterilngtir. Endosporlar

kolayca fark edilmektedir. §da iseB. anthracisin kristal viole boyamasi vesin
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mikroskobundaki goruntist gosteriktr. Sekil 2.9'da Bacillus turlerinin  spor

boyamasi gosterilrgtir.

Sekil 2.9, Bacillusturlerinin spor boyamasi

Endosporlar biyime ve hicre bdélinmesi esnasindanabde aktif dgildir.
Endosporlar bunun aksine vejetatif hicrelerin sgminin eksponansiyel faza
gecmesi (genelde ortamda besin azafdia gerceklgr) ile aktif hale gecerler. Tipik
olarak bir vejetatif hicrede bir tane endosporsalu Ana hicre de endospor
olustugunda lize olur (Todar, 2009).

Sekil 2.1Q Prokaryotik bir hiicrede karmsik ve yiiksek duizenli bir endosporun gimu.

Calsilan tim Bacillus turlerinde spor olgum formlari aynidir ve 7 safhaya (0-VI)
bolundr (Todar, 2009);

(a). Vejetatif hucre
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(b). DNA aksiyal filamen gibi hiicrenin merkez eksersardgl zaman spor gaimi
baslar.

(c). DNA ayrilir, bir kromozom protoplast aliwurarak plazma membranini ¢evreler.

(d). Protoplast ana hiicre membrani tarafindan yutwe orta yapili forespor adi

verilen yapiya dongiir.

(e).1ki membran arasinda, cekirdek zari, korteks ve tdmkasi sentezlenir.

(f). Spordan su uzaldaken ve spor olguntarken isiya direnci artar ve daha refraktil

bir hale gelir.

(9). Olgun spor ana hiicrenin lize olmasiyla serkalst.

TUm bu sporulasyon prosesi 6-7 saatlik bir pergyaerceklgir ve 50 tane genin

gecici olarak diizenlenmesini gerektirir (Todar, 200

Olgun sporlarin kgdedilmis bir metabolizmasi yoktur ve kriptobiyotik olarak
belirtilen bir tanimi vardir. Yiksek sicaklik, rabyon, guclu asitler, dezenfektanlar
gibi cevresel strese karyuksek direnc gosterirler. Bazi endosporlar kaysizda
birka¢c saat bile dayanabilir ve canliliklarini kdan. Uygun kgullarda da
kriptobiyotik halden vejatatif forma dosiine yetengine sahiptirler. Endosporlar
besin eksikigi gibi vejetatif blyumeyi sinirlandiran kallarda cevresel sinyallere bir
yanit olarak olsturulurlar. Cevresel stres ortadan kalkida tekrar vejetatif hale
doniserek gelsmeye balarlar. Yani endospor ofumu bir Gdreme mekanizmasi
olmayip, canlligl koruma mekanizmasidir (Todar, 2009).

Sporulasyonsiemi bakteri Gremesinin duraklama fazinda gergahéktedir. Sporlar
genellikle oval veya yuvarlagekilde olup, hiicrenin géli yerlerinde bulunabilirler.
Normal fiziksel faktorlere (isl,sik, donma, kuruma, radyasyon, vs), kimyasal
maddelere (dezenfektanlar, vs) ve mekanik tesitarg vejetatif formlarindan ¢ok
daha fazla dayanikhdirlar (Rozovitz ve ark., 1988ja, 2000).
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Bacillus sporlari vejetatif hiicrelerine gore daha kompleksulira yapiya sahiptir.
Spor protoplasti (¢ekirdek) bir zar, tabaka (kosyeke bir spor katmani ile gevrilidir.
Ceside bali olarak eksosporium da bulunur. Cekirdek duvaejetatif hicre

duvarlarinda oldgu gibi bazi tip peptidoglikan yapisindan @lu Korteks DAP

iceren uc tekrarl altbirim iceren peptidoglikandalosur. Dis spor katmani sporun
kuru girhiginin % 30-60'1n1 olgturur (Todar,2009).

Sekil 2.11 Sporlarin yapisi (Todar, 2009).
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Tablo 2.2. Endosporlar ve onu giuran vejetatif hticreler arasindaki farklar (Tod09)

Ozellik Vejetatif Hiicre Endospor
o N _|Kalin spor tabakas
Tipik grampositive murei _ _
korteks, ve peptidoglike

Yuzey tabakasi

hiicre duvari polimer; krist
S-tabakasi

cekirdek duvari, Sabakas
yok

Mikroskobik goring  |Refraktil degil Refraktil
Kalsiyum dipicolinic )
_ Yok Cekirdekte var
asit
Sitoplazmik Sl
o Yiuksek Cok diiik
aktivitesi
Enzimatik aktivite Var Yok
Makromolekul sentezi | Var Yok
Is1 direnci Diuk Yuksek
Kimyasallara ve asic
_ Dusuk Yuksek
direng
Radyasyon direnci Bilik Yuksek
o ~ |Bazilart  duyarl, bazila| .
Lisozim hassasiyeti _ _ Direngli
direngli
Boyama ve boyala ) )
Hassas Direngli

hassasiyet
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2.1.9.Bacillus'larda antimikrobiyal madde tretimi

Basillerde, spor okumun polipeptid antibiyotik tretimi ile goudan veya dolayl
olarak ilgili olduzu tespit edilmgtir. Sporulasyon sirasinda serin proteazlar
olusumunun antibiyotik Gretimi ile igkili oldugu bildirilmektedir. Bircok argtirma,
peptid antibiyotikler UreteBacillus suslarinda sporulasyon sirasinda meydana gelen
fizyolojik degisikliklerin antibiyotik tretimini dizenlegini gostermektedir (Nam ve
Ryu, 1985). Bazi calmalar Bacillus larda bazi peptid antibiyotik biyosentez
genlerinin, endospor ojumu olayini aktive eden operonda vyer @iali
gostermektedir (Marahiel, 1992).

Bacillustirlerinin, ge¢ logaritmik faz veya erken sabitda ikincil metabolit olarak
antibiyotik Uretebildgi ve sporulasyon B#adiginda, antimikrobiyal Gretimine de
basladiklari bilinmektedir (Galvez ve ark.,1994; Mimee ark.,1995).

Bacillus hticreleri, bir ka¢ esansiyel besin maddesini tikkeh sonra durgun faz
baslar (Marahiel ve ark., 1993). Busamada sporulasyondaki fonksiyonlarin
duzenlenmesi, galine yetengi, hiicre d¢1 pargalayici enzimler ve antimikrobiyaller
uyarilirlar (Losick ve ark.1986). Bu c¢eit olaylar Bacillus hiicrelerinin beslenme
stresine kompleks yanitlari olarak yansir ve celrekwisikliklere hizla adapte
olurlar (Zuber ve ark.1993). Antimikrobiyal madde uretimi, sinirh kayrak olan
bir ortamda ygayan organizma icin rekabgansini arttiran énemli bir etkendir.
Arastirmalar, 0zel metabolitlerin, c¢evresel uyarilarievaplamada, bakteri
populasyonunu harekete geciren hicre ici sinyablarak hizmet edebilegei

gostermgtir (Marahiel ve ark., 1993).

Yapilan aratirmalarda, antimikrobiyal aktivitenin ve Uretilermaddelerin
profillerinin, kaltur sartlarina bgl olarak de&isebilecei bildirilmistir (Yilmaz ve
Beyatli, 2003). Orngn basitrasin antibiyogini tiretenB. licheniformisin besiyerine

glukoz yerine sit asidi konulursa, bu bakteri killtiun basitrasin yerine

licheniformis antibiyotgini Urettigi belirtilmistir (Tung, 1995).
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Bacilluslarin antibiyotik tretimi birgcok faktore I olup yapilan ¢cagmalarda bazi
Bacillus suslarinin antibiyotik aktivitesinin pH ve besiyeriridebesin maddelerine

bagl olarak deisiklik gosterdgi tespit edilmgtir (Leifert ve ark., 1995).

Yine bazi argrmacilar, B. cereusUW85 kulturinun, GlIn, Arg, Met, Phe, lle
aminoasitlerini iceren besiyerinde, Zwittermicin  Alretimini  arttirdgini
bildirmislerdir (Milner ve ark., 1995).

Yapilan dger bir calgmada iseB. subtilis MIR 15'de antibiyotiklerin tretiminin
kultivasyon sicakfil ile dezisiklik gosterebilecgini belirtmislerdir (Perez ve ark.,
1993).

Bacillus da peptid antibiyotiklerin biyosentezi icin, ribmmal ve ribozomal olmayan
iki sentez yolu vardir (Marahiel, 1992Bacillus turleri, tiosablon mekanizma adi
verilen ve coklu enzim kompleksiyle gercekiglen ribosomal olmayan sentez yolu
ile linear ve siklik peptid antibiyotikler UretiGGramisidin S, tirosidin, basitrasin ve
surfaktin'in biyosentezi ribozomal olmayan sentein iiyi birer 6rnektir. Buna
karsilik, yine bir peptid antibiyogii olan subtilin, gen kodludur ve ribozomal olarak
sentez edilir (Marahiel, 1992).

Bacillus tdrlerinin olwturdugu antimikrobiyallerin yapilari farkli oldtu gibi etki
mekanizmalari da birbirinden farkl olabilir. Hicdvarl sentezini bozan ya da
hicre membranina zarar veren etkileri olan antiotoirallerin yani sira protein

sentezini 6nleyen antimikrobiyaller de sentezlenteaik (Patel ve ark., 1995).

Bir calismadaBacillus subtilis in bir sunun Urettgi, protein sentezine etki eden
poliyen yapisinda Bacillaene adi verilen bir ankirobiyalin, E. coli ‘'de denengive
prokaryotik protein sentezini engellgdiespit edilmgtir (Patel ve ark., 1995).

2.1.10.Bacillus'larda antimikrobiyal aktivite

Bacillus cinsi bakteriler, gegi metabolik aktiviteye sahip oju, izolasyonunun

kolayligi, tretiminde kompleks besi ortamina ihtiyag¢ duyraamve kisa slrede
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gelisimi vb. nedenlerden dolay! gtamalarda siklikla kullaniimaktadir (Rosovitz ve
ark., 1998; Wipat ve Harwood, 1999).

Yapilan calgmalar sonucundaBacillus cinsinin antimikrobiyal madde Uretim
potansiyelinin yiksek oldiw, antibiyotik Gretimiyle biyoteknoloji endustrigrkatki
sazlayabildikleri bildirilmistir (Cash, 1998; Eltem ve Ucar, 1998).

Bacillus sular sekonder metabolit olarak st maddeler Uretirler ve bu
maddelerinde farkli mikroorganizmalar Gzerinde Initdir aktivitesi vardirB. subtilis
'ten izole edilen botrycidin AJ 1316 ve alirin Bahtifungal aktiviteye sahiptir. Yine
B. subtilis'ten elde edilen subtilin ve subtilosin A gram pidXakterilerin ¢c@u suu
Uzerinde etkilidir (Zhenk ve Slavik, 1999).

Bacillus 'lar, genellikle peptid yapili antimikrobiyalleMérahiel, 1992; Galvez ve
ark., 1997) uretmekle birlikte, bunlarin yani sargposurfaktant (Desai ve ark., 1997),
polyene (Patel ve ark., 1998), aminoglikozid (O¢aavk., 2000) ve fosfolipid yapida
(Tamehiro ve ark., 2002) antimikrobiyaller de Urektedirler.

Bazi Bacillus tirleri Basitrasin, Polimiksin ve Subtilin gibi ped antibiyotikler
uretmektedirler. Ayrica siklik lipopropteinlerderaa iturin ve Zivittermisin gibi
antibiyotikler ise bircok mantar ve mayanin nedésugu hastaliklarla miicadelede

kullaniimaktadir (Rosovitz ve ark.,1998).

Son zamanlardBacillus 'larin, antibiyotik Uretebilmeleri nedeniyle prgbtik turler
arasinda yer algh da bildiriimektedir. Yapilan agarmada, probiyotikB. subtilis 3
swunun Enterobacteriaceaeailesinin bazi turlerine kar antagonistik etkiler
gosterdgi belirtiimistir. Ozellikle, B. subtilis3 'den elde edilen ve Amicoumacin A
ve Nonamicoumacin adi verilen antibiyotiklerin kilorgastrit ve Ulser hastgina
sebep olarHelicobacter pyloritzerinde etkin olmasi, olduk¢ca 6nemli bir sonug
olarak dgerlendirilmektedir (Pinchuk ve ark., 2001)
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Bacillus suslan tarafindan Uretilen antimikrobiyallerin @o Gram pozitif bakteri ve
funguslara kan aktiftir. Bununla beraber Gram negatif baktegldwms! duyarl bir
kac peptid antimikrobiyali de Uretebilirler (Penez ark., 1992).

Baz! aratirmacilarB. subtilis ATCC 3932@en aerobik ve anaerobik organizmalara
karsi antibakteriyel etkide bulunabilen, Difficidin v@xydifficidin antibiyotiklerini
izole ettiklerini bildirmglerdir (Wilson ve ark., 1987). Rer bir calsmada ise, bu
antibiyotiklerin E. coli 'de protein sentezi inhibitori olarak gérev gidi rapor

etmislerdir (Zweerink ve Edison, 1987).

Bacillus swslarindan elde edilen yeni bir peptid antimikrobigén mersacidinin ise,
methicillin direncli Staphylococ'lar b olmak Uzere bazi gram pozitif bakterilere

karsi aktif oldugu bildirilmistir (Chatterjee ve ark., 1992).

Parker ve arkaghlrinin calsmasinda (1990)B. thuringiensis, B. subtilis, B.
stearothermophilus, B. liceniformis, B. megaterim@ B. cereusgibi sularin
bakteriyosin gibi maddeleri sentezlgdirapor edilmgir. Bakteriyosinler cgtli
bakteriler tarafindan ribozomal yolla sentezlenatinaikrobiyal peptitlerdir (Ashm
ve ark., 2002).

2.2.Bacillus subtilis

2.2.1.Bacillus subtilis bakterisinin tarihcesi

B. subtilisilk olarak 1835 yilinda Alman bilim adami Christian Gottfriethrenberg
tarafindanVibrio subtilis olaraktanimlanmgtir (Ehrenberg, 1835). Rer bir Alman
bilim adami Ferdinand Julius Cohn, 1872 de, butdrak Bacillus subtilisolarak
tekrar isimlendirmgtir (Cohn, 1872). Cohn 1876 yilinda ilk ke&. subtilisin

endospor Uretebilme yeteneldugunu ve boylelikle vejetatif olarak Gremansinin

olmadgl cevresartlarinda hayatta kalabikglni gostermgtir (Cohn, 1976).

Amerikali bakteriolojist Harold Joel Conn, 1930igda,B. subtilisMarburg sgunun
(American Type Culture Collection No. 6051) tanipayinlanmgtir (Conn, 1930;
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Teas, 1949) ve 1974'de bussiX-ray ve UV gigina tabi tutulmstur. Charles
Yanofsky bu deneyler sonucunda John Spizizen'e abirkkararli oksotrofu
sglamistir (Burkholder ve Giles, 1947; Teas, 1949)

2.2.2 Bacillus subtilis bakterisinin genel ozellikleri

Sekil 2.12.B. subtilishiicresinin mikroskobik kesit resmi (6lcekleme ggb = 200 nm).

B. subtilis Bacillaceaefamilyasina ait bir bakteri olup gram pozitif (badirleri gram
degkken), peritrik flagellali ve flagellalari harekelii, endospor olgturan, aerob
veya fakultatif anaerob, oksidaz pozitif veya négabgu tirt katalaz pozitif, cubuk
seklinde diiz ya da diuze yakin hicreleggiklinde bakterilerdir. Toprak, su vesgé
gidalarda bulunur. Bgsen cevresartlari B. subtilisin vejetatif buylimesi igin uygun
desildir bu yuzden endospor formuna dgebilme yetengiyle desisen cevre
sartlarinda hayatta kalabilir (Cohn, 1876).

Vejetatif hicreler 0.5x1.2um ile 2.5x10um c¢apindadir. Geneli beyaz veya krem
renkli kolonilere sahiptir. Bazi tlrlerinde sarierpbe, portakal rengi ve siyah

renklerde pigmentli kolonilere de rastlanir (Bucharve Gibbons, 1974; Unliturk,

ve ark., 1998).

Bugln B. subtilis endustriyel uygulamalarda siklikla kullaniimakian bir sgtur

hatta probiyotik 6zellikleri de oldiw bildirilmistir (Rasmussen ve ark.; 2009).
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2.2.3.Bacillus subtilis bakterisinin antimikrobiyel madde Uretebilme 6zelligi

Bacillus subtilis bakterisinin antibiyotik Uretebilme yetehieoldugu yaklaik 50
yildir bilinmektedir (Katz ve Demain, 1977Bacillus genusu antibiyotik Uretici

kaynak olarak gosterilrgtir (Eltem ve Ucar, 1988)

Bacillus subtilis yapilarinin ilging cgtlili gi olan 2 dizineden fazla antibiyotik
Uretebilme yetern@ne sahip olmasiyla gram pozitif organizmalar idir model
sistemdir (Stein, 2005).

B. subtilis bakterileri genomlarinin yald&k %4-5" lik bolimini antibiyotik
Uretmeye kodlangiolup Urettgi antibiyotiklerin ¢c@u peptit yapisindadir (Patel ve
ark., 1995). Uretilen antimikrobiyal aktif bienler ribozomal olarak sentezlenip
sonradan dorgiiirtlerek modifiye edilen (lantibiyotikler ve labtyotik benzerleri)
veya nonribozomal olarak peptit olmayan {eleler, bir amingeker olan

polypetitler ve fosfolipitseklinde olgturulurlar (Patel ve ark., 1995).

Ayrica son bulgulaB. subtilisantibiyotiklerinin saf antimikrobiyel etkisi gindasu

rolleri de uUstlendiini gostermektedir; nonribozomal olarak Uretilenpopeptitler
biyofilm ve kimelemeyi gelstirici 6zellikleri de icerir (Stein, 2005). Lantiiik

fonksiyonlari yeterli ¢gunluk algilanmasi (quorum-sensing) gibi feromonlee
oldurme faktori karde hiicrelerin 6luminin programlanmasini gercgkie B.

subtilis 168 syunun 3 ribozomal antibiyotik, TasA, subtilosin,bfansin, ve 2
nonribozomal antibiyotik, surfaktin ve basilsiretiigi bilinmektedir (Tamehiro ve
ark., 2002).

B. subtilis’ den elde edilen subtilin adi verilen maddenin blaakterilere kan

inhibitor etki gosterdii belirlenmkir (Bilgehan, 1995)B. subtilis'ten izole edilen
botrisidin AJ 1316 ve alirin B — 1 antifungal aktaye sahiptir. YineB.subtilis'ten
elde edilen subtilin ve subtilosin A gram pozitidkterilerin ¢@u syu Uzerinde
etkilidir (Zheng ve Slavik, 1999).
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Perez ve ark. (1992)'nin yaptibir argtirmada antimikrobiyal madde Uretdh
subtilis MIR 15 syununE. coli ve P. aeruginosagibi bakterilerin de dahil oldiu
gram negatiflere kar etkili oldugu fakat mantarlari inhibe etmedi ortaya

koyulmustur (Aslim ve ark., 2002).

B. subtilisATCC 39374 ve ATCC 39320 dar ile yapilan bir catmada, sglarin

sentezini etkiledii ve bakterisidal etkisinin oldiw belirtilmistir (Zimmerman ve
ark., 1986).

B. subtilisile yapilan bir arglirmada bakterinin antifungal etkigtenicillum ve
Aspergillussuslart Gzerinde denenstir. B. subtilis’ in Penicillium Gzerinde daha

fazla antifungal aktivite gosteggitespit edilmgtir.

B. subtilis FHC 402 tarafindan Uretilen antibakteriyal faktorbir glikopeptit
olabilecegi bildirilmi stir. Antibakteriyal faktoriin molekilergaliginin jel filtrasyonu
ile 3200 olarak tahmin edilstir. Diger argtirmacilarBacillus tirlerinin basitrasin,
polimiksin, brebistin ve peptit antibiyotik gibi bkac¢ peptit antibakteriyal faktor
urettikleri bildirilmistir. Bu antibakteriyal faktorlerin molekulergaliklarinin B.
subtilis FHC 402 nin antibakteriyal faktoriinden daha azugld gosterilmgtir
(Miyamoto, 1986).

B. subtilis ATCC 6633 ssu antifungal peptit antibiyotik potansiyeli iceren

mycosubtilin Ureticisi olarak $tis edilmitir (Duitman ve ark., 1999).

B. subtilis siklik peptit antibiyotik mycobacillin, iturin A, bacillomysin,
mycosubtilin, fungustatin, subsporin, bacillisin fengimisin Uretti bulunmutur
(Marahiel, 1993).
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B. subtilis FS 94 ile yapilan c¢aimada, filtratlarinin fungusidal ve fungustatik
aktivite gosterdii bildirilmi stir (Hussain ve ark.,1994).

2.2.3.1. Surfaktin

SurfaktinB. subtilistarafindan tretilen molekulegai g 1036 Da olan biosurfaktant
yapisinda bir halkali lipopeptit antibiyotiktir. Bantibiyotik yapisinda 13-15 karbon
zincirli B-hidroksi ya& asidi kargimini icerir ve ana bikeni 3-hidroksi-13-
metilmiristik asittir.  Surfaktin  bakterinin  killtigyonu ile elde edilir ve
antimikrobiyal, antiviral, antitimér, hemolitik viean antikoagulant ve fibrinolitik
gibi biyolojik aktivitelere sahiptir. Ayrica surféikin yiksey yuzey aktivitesi ile ¢ok
gucli bir biyosurfektan olarak yiizey tansiyonunudég 27,9 mN/m dgrine
distrdigt  bildirilmektedir (Marahiel ve ark., 1993; Desaie vBanat, 1997;
Vollenbroich ve ark., 1997).

B. subtilis ATCC 21332 bakterisinin peptit yapisindasurfaktan, antibakteriyel,
antitimoral 6zellii olan surfaktin Uretii ve bu maddenin tiy@blon adi verilen
mekanizma ile ribozom gl yolla sentezlendi bildirilmi stir (Kluge ve ark., 1988;
Maraihel, 1992 )

Surfaktinin  6nemli dizeyde antibakteriyel 6zgllibulunmaktadir. Bu 06zellik
surfaktinin buttn bakterilerin membranlarina peaetiabilme yeteng ile ili skilidir
(Bergey ve ark., 1994). Bu penetrasyon yegerikee surfaktin deterjan benzeri
aktivite gosterir, hticrenin membranin butiiad bozarak lipit tabakasina gecirgen
bir ortam sglar (Heerklotz ve ark., 2001).

Surfaktin, fibrin pihtilamasini engelleyici ve bazi bakterilerin protopkastii,
sferoplastlarini ve eritrositleri liziz edici ol&ala kullaniimaktadir (Robinson ve
ark., 2001).

Surfaktin'in farkli virtsler tzerinde (SFV, HSV-$HV-1,VSV, SIV, FCV EMCV
gibi) geng antiviral aktivitesinin oldgu bilinmektedir. Virls lipid membrani ve

kapsidi Uzerinde yikici etkileri bulunan surfaktin'biyoteknolojik ve farmakolojik
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drtnlerin viristen korunma uygulamalarinda kullabilecei belirtiimektedir
(Vollenbroich ve ark., 1997).

B. subtilis tarafindan Uretilebilen surfaktinialmonella enterica, E. coli, and
Proteus mirabilis in biyofiim formasyonunu inhibe edici 0Ozetii oldugu
belirtiimistir (Mireles ve ark., 2001).

B. subtilis in 0Ozellikle bitki hastaliklarina neden olan Fdsen oxysporum'un

blyumesini engelleyici surfaktin Uregtibilinmektedir (Yilmaz ve Beyatli, 2003).

Yapilan bir arstirmadaB. subtilisten c¢saitli besi ortamlarinda surfaktin Uretimi
incelenmgtir. Surfaktin Gretimi  brain heart infusion ortarden 280 mgl/L,
pharmamedia ortaminda 220 mg/L,"k¢.0 mM) ve siikroz (2 g/L) besin ilaveli
pharmamedia ortaminda 300 mg/L surfaktin Gretimmcgllesmistir (Ajlani ve ark.,
2007).

Cooper ve ark. (1981)'nin yapti calsmadaB. subtilis ten maksimum surfaktin
dretiminin %4 glukoz iceren mineral tuzlu ortamaageklgtigi tespit edilmstir.

Surfaktinin izolasyonu icin besi ortami santrifigilerek hicreler uzakgarilir ve
ardindan surfaktin dikloro metan ile ekstrakte iedibolvent digik basing altinda
ucurularak ham surfaktin elde edilir. Surfaktiniflagtiriimak icin ise ekstrakt saf
suda ¢ozulmgive pH 7’ ye ayarlanir. Bu soliisyon Whatman noiltdefkagidindan
gecirilerek pH konsantre HCI ile 2'ye ayarlanir. Baitisyon santrifijj ile pelet haline

getirilir (Cooper ve ark., 1981).

2.2.4.Bacillus subtilis bakterisinin polisakkarit tGretebilme 6zelligi

Polisakkaritler, bakterguslarinin ¢cg@almalari sirasinda sa ve ¢@alma evresinin
farkli kademelerine gore @gsen kgullarda sentezlenebilirler. Mikroorganizmalar
intraselller (depo), ekstraseliler, ve yapisal ftakn polisakkaritler olmak tzere 3
ayri polisakkarit tirt sentezlemektedirler Polisaftksentezi hem hiicresgnda hem

de membranda meydana gelebilir (Sutherland, 1998).
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Bazi bakteriler mikroorganizmay! fagosite edilmektefagosite edilirse de
oldurulmekten koruyan kapsul gtururlar. Bu kapstuller polisakkarit veya polipeptit
yapida olabilirler (Erkog, 2008).

Bakteriyel polisakkaritler genellikle immunojeniitér. /n vitro calismalarda
polisakkaritlerin varig kati besiyeri ortamlarinda mukoid koloni, sivislyeri
ortamlarinda ise oldukca viskoz bir goériinum ileptesdilmektedir (Gugliandola ve
ark., 2003).

Bakterinin dg ytzeyini kaplayan ekzopolisakkaritler (EPS) kapggia slim formda
olabilmektedir. Kapsiler EPS bakteri hicre ylzegkdfosfolipit veya lipit-A
molekillerine kovalent aile bagslanmaktadir. EPS’ler suda ¢6zinen polimerlerdir
ve dgada iyonik ya da iyonik olmayan yapilarda bulunaiektedirler. Bakteriyel
EPS’lerin ¢@u dlzenli oligosakkaritlerin tekrarlanan birimleden olymus
heteropolisakkarit yapida, bazi bakteriyel EPS3ertek tipsekerden meydana gelen
bir homopolisakkarit yapidadir. EPS’yi eturan homopolisakkaritlerin ganlugu
notr olmasina @men bir cok bakteriyel EPS negatif ylkitave yiksek kitleye
sahiptir. Ayrica polisakkaritler hidrofilik 6zellikasimakla birlikte ¢@u polimerler
lipofilik, hidrofilik ve biyofilm yapisinda olabila hetorojenlerdir (Gugliandola ve
ark., 2003; Kenne ve ark., 1983).

EPS’deki yapisal ve diuzenleyici genlerin Uretimorkiozomal veya plasmid DNA
kodlu olabilmektedir. EPS uretimini dizenlenmesdudga komplekstir ve hem
pozitif hem de negatif regulatorler icermektediu Begulatorlerden bazilari global
regulatorlerdir. Bunlar hicre @i enzimler gibi dger hicre metabolizmalarinin
sentezini de dizenlemektedir. Ozmolarite ve debigima gibi dis uyarilarin etkisiyle
EPS uretimi etkilenmektedir (Shankar ve Ye, 1995).

EPS’ler bakterinin olumsuz cevre sartlarindan korasini ve cesitli yizeylere
tutunmasini sdamaktadir. Polisakkaritler, udretici gar tarafindan katabolize
edilemediklerinden enerji kaypadegildirler, buna karsilik mikroorganizmayi veya
ortami kurumaya karsi korur, zararli veya disman dstamdan uzaklastirirlar
(Moriello ve ark., 2003).
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Bazi aragtirmacilar tarafindarBacillus tirleri tarafindan oldukga viskoz ve ustlin
pseudoplastik Ozelliklere sahip EPS’lerin Uregildbildirilmi stir (Mitsud ve ark.,
1981).

Maugeri ve arkadgari yaptiklar bir cahmada, sudan izole ettikleri halofilik
termotolerant Bacillus sunun (B3-15) ortamda % 0.6 glikoz v@rhda 165 mg/It
EPS Uretii bildirmistir (Maugeri ve ark., 2002).

2.3. Peyniralti Suyu

Peyniralti suyu, peynir yapimi sirasinda pihti séizgtemi sonrasinda geriye kalan
bir yan Grin olup, sut bijenlerinden laktoalbiimin ve laktoglobulin gibi serum
proteinleri ile laktoz, yg, mineral madde ve vitaminleri igcerir (Gulsin veh&a,
1992). Peynireslenen sitteki y& miktarinin % 17.2’si, proteinin % 19'u, laktozun
%87.4’0, mineral maddelerin % 64.3'0 peynir suywegtigi bildirilmi stir (Yoney,
1962).

Bazi kimyasallar ve materyaller mikroorganizmalapayniralti suyu ortaminda
gelismesine bal olarak uUretiimektedir. Fermentasyon yolu #e coli turlerinin
poly(3-hydroxybutyrate) sentezlemesi (Lee ve ark997), Propionibacterium
shermanii bakterisinden B12 vitamini Uretimi (Bullerman veerBy, 1965),
Pseudomonas sppen biyopolimer dretimi (Dlamini ve Peiris, 1997gymiralti

suyunun besiyeri olarak kullanifdicalsmalara 6rnek gosterilebilir.

2.3.1. Peyniralti suyunun besin d&eri

Peynire ¢lenen siutin bigmine ve kalitesine, peynir yapim tekme,
pihtilastirmada kullanilan maya veya asit miktari ile legine, pihtilgtirma sicakig

ve slresine, pithtinin parcalanma bicimi gibi birggisik faktorlere b&h olarak,
elde edilen peynir suyunun hjlmi de deisim gdstermektedir. Peynir suyu, sut
kurumaddesinin yakiagk yarisini, sitekerinin hemen hemen tamamini, proteinlerin
yaklasik 1/5'ini ve B vitaminlerinin ise buyuk bir boltmii icermektedir (Demirci
ve Aricl, 1989).



30

Kurultay ve ark. (2000) yagh bir argtirmada glenen sutin yakkak % 70-90'ini
olusturan peyniralti suyunda laktoz, azotlu maddeie mineral maddelerin yer
aldigini belirtmitir (Yagci ve ark., 2006). Tablo 2.3.’de peyniraltl suyurbilesimi

gosterilmitir.

Tablo 2.3. Peyniralti Suyunun Bileni (Ksikowski, 1978 ).

Tatl Asit Kondense Kurutulmws Kurutulmus
Bilesim peyniralti peyniralti  asit tatl asit

suyu suyu peyniralti peyniralti peyniralti

suyu suyu suyu

Toplam 6,35 6,5 64,0 96,5 96,0
kurumadde
Nem 93,7 93,5 33,5 3,5 4,0
Yag 0,5 0,04 0,6 0,8 0,6
Toplam 0,8 0,75 7,6 13,1 12,5
protein
Laktoz 4,85 4,9 34,9 75,0 67,4
Kl 0,5 0,8 8,2 7,3 11,8
Laktik asit 0,05 0,4 12,0 0,2 4,3

Peyniralti suyunun kurumaddede % 92-94'G0 su, % Y04taninda laktoz
(kurumaddede), % 11-13'0 azotlu madde ve % 7-12akath mineral madde
icerigine sahip oldgu belirtiimistir (Simsek ve S&di¢, 2006). Harper 2000 ve
German ve ark. 2001’ de peyniralti suyunun, laktameraller (6rngin kalsiyum,
magnezyum, fosfor), vitaminler, protein olmayan éiaz(glikomakropeptit ginda)
ve sit y&ini iz miktarda icerdiini ve proteinlerinin sadece biyolojik gerinin diger
proteinlerden farkh olmag gibi, 6zellikle stlfir iceren amino asitleri dergesin;
sistein, metiyonin) icerdini ayrica dger protein kaynaklar ile katastirildiginda,
kisa zincirli amino asitleri, L-isoldsin, L-lésin ev L-valin'i yuksek

konsantrasyonlarda icegilibelirtiimistir (Karagozli ve Bayarer, 2004).
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2.3.2. Peyniralti suyunun dgerlendiriimesinin ekolojik 6nemi

Devlet istatistik Enstitisi’'nin verilerine gore Ulkemizd802 yilinda yilhk sit
Uretim miktarinin 8.408.566 ton olgu bildiriimistir (DIE, 2004). Bunun yakkak
%?20'sinin peynire dlendigi kabul edilirse (Alpkent ve Goénci, 2003; aktaraiz&
ve Yaldiz, 2006) peynireslenen st yakkak olarak 1.681.732 tondur. Peynir
yapiminda kullanilan sitin yakl& olarak %70-90’lik kismi peyniralti suyu olarak
elde kalir. Bu da 1,17-1,51 milyon ton peyniraitys olustugu anlamina gelir (Sozer
ve Yaldiz, 2006).

Cevre kirlenmesinde 6l¢i olarak Biyolojik Oksijerei@ksinimi (BOG) olarak ifade
edilen bir dger kullaniimaktadir. Bu dgr, kirli sulardaki organik maddeleri
parcalamak i¢cin mikroorganizmalar tarafindan kulm oksijen miktarini gosterir.
Bir insanin gunluk atiklarinin parcalanabilmesnitiu dgerin 60 g/l, 1 litre peynir
suyu icin ise bu deerin 40 g/l oldgu saptanmtir (Metin, 1983;Simsek ve Sgdic,
2006).

Peynir suyunun dgerlendiriimeksizin fabrikadan uzaktaiimasi igin 0Ozel
kanalizasyon sistemine ihtiyag duyulmakta veya kaasyon sisteminin
bulunmadgl durumlarda bu maddenin tanklarlgitanasi gerekmektedir. Fakat bu
islem cok masrafli olup, uzun zaman almaktadigerEdeerlendiriimeyecekse,
peynir suyunun atil¢gh yerler yerlgim alanlarindan uzak olmali ve peynir suyu
kesinlikle akarsu ya da durgun sulara birakiimagnaliCtunki hicbir gleme tabi
tutulmadan atilan peynir suyundaki organik maddear icinde fermantasyona
ugrayarak onemli diizeyde cevre kirlenmesine yol a¢enae atiklarin dokuldiii
sulardaki canllar ciddi bir tehlike altinda kalntadirlar (Royal, 1974; Knopp, 1988;
Kurt, 1990). Dinyada her yil yakl& olarak Uretilen 115 milyon ton peyniralti
suyunun % 47’si nehirlere, gollere vezei su kaynaklarina, atiksu aritma tesislerine

veya yukll arazi icine dokilmektedir (Canh, 2005).
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2.3.3. Peyniralti suyunun besiyeri olarak kullanildg! calismalar

Peyniralti suyunun besiyeri olarak kullasulbirgcok aratirmaci trafindan agairiimis

ve mikroorganizmalarin  gelmini  sglayabilecek  bir agar olarak
deserlendirilebilecgi gosterilmitir (Celikol, 1975; Gera, 1992; Lee ve ark., 1997).
Ornesin, desisik konsantrasyonlarda peyniraltt suyu, karbon kgynalarak
kullanilarak rekombinan&. coli turlerinin poly(3-hydroxybutyrate) sentezlemesi
karsilastiriimistir. En ytksek polihidroksi butirik asit (PHB) kastrasyonu 5.2 g /I
ve PHB icergi kuru hucre girliginin % 81'i olarak gozlenngiir (Lee ve ark., 1997).

Karbon kayngl olarak peyniralti suyu kullanilaraRacillus tirlerindena-amylase
(EC 3.2.1.1;1,4-D-glucanohydrolase) Uretilgtir. Besiortami optimum enzim
dretimi icin kombine (peynir suyuna kombine edileaddeler: %2 patatessastasi,
%3 gluten, %0.1 MgSE7H0O, %0.1 KHPQ, %0.2 NaCl, ve %0.02 Cagl
edilmis ve pH 7’ ye ayarlanngir. 72 saat sonra peyniralti suyunda yaikl&2,690
DUN ml-1 o-amilaz enzimi gozlenrgiir (Gera, 1992). Benzeri bir catnada
Kluyveromyces marxianuSBS 712 ve CBS 6556 mayalarinin hidrolize peyhtiral
suyundap-galaktosidaz Uretimi agarilmistir. Konsantre peyniralti suyunda CBS
6556 syu daha fazlg3-galaktosidaz uretimi gercell@mistir. Enzimin aktivitesi

—4°C ve -18°C’de 9 gun boyunca devam gtm{Rech ve ark., 1999).

Pseudomonas sp. ATCC 31l4@Iseudomonas elodedpkterisinin kellanildy bir
argtirmada peyniraltt suyunda biopolimer dretimi irgehitir. Maksimum
viskozite ve biopolimer konsantrasyonu %25 (v/ivhg&antrasyonundaki peyniralti

suyunda go6zlenrgiir (Dlamini ve Peiris, 1997).

Beyaz curikcll funguslar tarafindan dretilen ligiitk enzimlerden biri olan
manganaz peroksit (MnP) inatci Bilderin ayrstirlmasinda ve goéllere darj edilen
boyalarin giderilmesinde etkilidir. Bir caimada Bjerkandergp BOS55 fungusu
tarafindan MnP Uretimi icin daha ucuz bir besiygan peyniraltisuyu kullaniingtir.
Uygulamaya yakin§ii deserlendirilmistir. Bu besiyerinde MnP dretiminin 6nemli
Olcide (190 U/L) artpn gozlenmgtir. Boylece peyniralti suyunun MnP Uretimi igin

uygun bir alternatif olabileg bildirilmi stir (Feijoo ve ark., 1999).
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Yapilan bir cagmadaA. gossypiile sallamali erlenmayer ve laboratuar fermentéri
kullanilarak katkisiz peyniralti suyu ve katkiliypgalti suyunda riboflavin Uretimi
incelenmgtir. Katkili peyniralti suyu ve katkisiz peyniralsuyundaA.gossypii
tarafindan fermentérde 8 giin sonra Uretilen ritvifilamiktari sallamali erlenmayer

flask calgmalarina gore 4 kat daha yuksek bulugtau(Yagci ve ark., 2006).

Novel fibroz yatak bioreaktor'ePropionibacterium acidipropionici bakterisi

immobilize edilerek peyniraltt suyu laktozundan gig@natin surekli tretiminin
argstinldigl bir calsmada, fibroz yatak bioreaktdrle sade peyniralyijuspermeati

ve d-laktoz peyniraltisuyu permeati ve yuksek ferasyon orani ve yuksek
donstim elde edilmgtir (Yang ve ark., 1993).

Propionibacterium shermanbakterisinin B12 vitamini tretmek tzere yararldrgi
bir calsmada ise peyniralti suyu besi ortami olarak kuldhginda fermentasyonun
ileri safhalarinda B12 vitamininin gyjmaya baladigi gézlenmgtir. Bu calsmanin
sonucunda fermente edilgnipeyniraltt suyunda, fermente edilmgmpeyniralti
suyuna gore B12 vitamini miktarinda buyuk bir @agaptannytir (Bullerman ve
Berry, 1965).

Diger bir calymada isePhycomyces blakesleeardRRL 1465,Blakesleea trispora
NRRL 2456, Phycomyces nitetNRRL 2245 ve Mucor mucedoNRRL 3654
funguslarn ileseker fabrikasi atik maddesi olan melgiggmpe ve sit fabrikasinin
atik maddesi olan peyniralti suyu ile sentetik lmesami olarak YPK ve malt ekstrakt
ortaminda A vitamininin 6n maddesi olan beta karaéentezi gercekdérilmi stir.
Beta karotenin YPK ortaminda 1.8-12.1 mg/l, malstedkt ortaminda 7.9-27mg/I,
melas ortaminda 6.1-43.3 mgéilempe ortaminda 3-9.9 mg/l ve peyniralti suyu
ortaminda 4.4-12.5 mg/l arasindagigen miktarlarda Uretilga tespit edilmsgtir

(Kahyaglu ve Kivang, 2007).

Baska bir argtirmadakKlebsiella oxytocain peyniralti suyundaki laktozu tamamen
kullanabilen (3.5%, w/v) ve biyopolimer uretebilbir susu izole edilmitir. izolat
ile 5% (w/v) laktoz iceren peyniraltt suyunda 72atta 6.1 g/l ekstraselular

biopolimer Uretimi gercekigirilmi stir (Dlaminive Peiris, 1997) .
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Peyniralti suyundan 2,3-bltilen glikol Gretimi igialti tane mikroorganizma
denemesi yapilan bir catnada iseBacillus polymyxave Streptococcus faecalis
pozitif sonuclar vermstir ve daha sonra modifiye edilmemipeyniraltt suyu
denenmitir. Bacillus polymyxatath peyniralti suyunda 30°C’de 7 gingeH:6)

diger mikroorganizmalardan ¢ok daha blyuk miktarlénda100 mmol laktozdan 61

mmol- glikol Gretmgtir (Speckman ve Collins, 1982).



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Materyal ve kimyasallar

Peyniralti suyu tozu (PAST): Bu cahada argtirma materyali olarak Adapazari
Milkon Sut Uriinleri ve Gda Maddeleri Sanayinderglanan ve bilgimi sirasiyla
laktoz %83-85, protein %5.5-6.5, kil %5.5, nem %2 y& %0 olan peyniralti

suyu tozu kullantingtir.

Bacillus subtilisATCC 6633: Cakmada Sglik Bakanlgl Refik Saydam Hifzisihha
Merkezi Bagkanligindan temin edilerBacillus subtilisATCC 6633 liyofilize sgu

kullaniimistir.

3.1.2. Kullanilan alet ve ekipman

UV-VIS spektrofotometre; Shimadzu UV mini- 1240
Saosutmali Santriftj cihazi; Hettich Universa2OR

Otoklav; WiseClav®, Daihan

Inktibator; Elektro-mag® marka M 420 p model

Ultrasonik su banyosu; Elektro-mag® marka M 96 kpsdel
Laktoz 6lguim cihazi; Foss marka MilkoScan FT-12tazi
Oswalt viskozimetresi; Schott Gerate marka kapiigkozimetre
pH-metre; Hanna Marka pH 211 model

Ultrafiltrasyon cihazi; Millipore, 8010 Stirred Cel

Filtre; Ultracel YM-30 Ultrafiltrasyon Filtre

HPLC (Yuksek Performansh Sivi Kromotografisi); Aggit 1100 Serisi
UV-DAD dedektor; Agilent
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Pompa, pH metre, Sartorius ultra saf su cihazi
HPLC C18 Kolon, ACE um, 4,6 x 250 mm
0.22 um gozenekli teflon filtre

Vial, Agilent, 2 ml

Wattman filtre kgidi

Kapilar viskozimetre; Schott Gerate

Magnetik kargtirici; Biosan MSH 300

Vortex Mikser; LabTech® LVM- 202

Genel laboratuar arag ve geregleri.

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Analizlerde, aagida belirtilen analitik safliktaki kimyasallar veistlle saf su
kullaniimistir;

Triptic Soy Broth (TSB), Merck
Peptonlu diliisyon sivisi, Merck

Triptik Soy Agar (TSA), Merck

Dextrose Casein-Peptone agara, Merck
Ethanol Absollt, Sigma- Aldrich

NacCl, Sigma- Aldrich

Sulfrik asit, Sigma- Aldrich

Fenol, Sigma- Aldrich

Metanol, Sigma- Aldrich

Diklorometan, Sigma- Aldrich

NaOH, Sigma- Aldrich

HCI, Sigma- Aldrich

Asetonitril, Sigma- Aldrich
Trifloroasetik, Sigma- Aldrich

Aktif kbmur, Sigma- Aldrich

Surfaktin standarti, Sigma- Aldrich
GellanOC CM, Sigma- Aldrich
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3.2. Metot

3.2.1.B. subtilis kultirunin hazirlanmasi

Calsmada Spglik Bakanlgl Refik Saydam Hifzisihha Merkezi ganlgi’ndan
temin edilenBacillus subtilisATCC 6633 liyofilize sgu kullaniimstir. Triptic Soy
Broth (TSB) (Merck) ileB. subtilis bakterilerine Elektro-mag® marka M 420 p
model inkubator ile 30°C’ de 24 saat 6n zengimme yapildi. 24 saat ara ile
TSB'ye 2 kez transfegliemi gerceklgtirildi. Zenginlestirilmis 3 tap kultar sgutmali
santrifijde (Hettich UniversaB20R) 4C%de 5000 rpm’de 15 dk santrifijlendi.
Supernatant atilarak geriye kalan 3 tipin peletieghirilerek 12 ml % 0.1'lik
peptonlu dilisyon sivisi (Merck) ile seyreltildi. akirlanan bu kaltir
suspansiyonundaki mikroorganizma sayisi Triptik SaAgar (TSA) (Merck)
kullanilarak yayma yontemi ile belirlengtir.

3.2.2. Peyniralti suyu ¢6zeltisinin hazirlanmasi v&ultirin eklenmesi

Peyniraltt suyu tozundan %210, %15 ve %20'lik ¢dllthazirlandi. Cozeltiler
121°C’de 15 dakika otoklavda (Daihan) steril haégirgdi. Otoklavlandiktan sonra
oda sicakfiina sg@utuldu. Peyniralti suyu tozu c¢ozeltilerine hazirtag B. subitilis
kultir suspansiyonundan steghrtlarda %21 oraninda ilave yapildiktan sonra
30°C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. Kontrol akakultir siispansiyonu ilavesi

yapiimams %10, %15 ve %20’lik ¢cozeltiler hazirlandi.

3.2.3. Vejetatif hiicre sayilarinin belirlenmesi

TSB ile yapilan aktiflgtirmelerin sonunda B&ngic mikroorganizma miktari % 0.1
peptonlu su kullanilarak yapilan seyreltmelerdemrad SA’ya yayma plak yontemi
uygulanarak belirlenmiir. Peyniralti suyu tozundan 250 ml’lik erlenlé¥&l0, 15 ve
20’lik 100 ml hazirlanan v8.subtilisinoklle edilen ¢ozeltiler 30°C’de inkiibasyona
birakildiktan sonra 24, 48 ve 72. saatin sonlardtdal’ lik peptonlu su ile uygun
seyreltmeler hazirlandiktan sonra TSA'da yayma ptéktemi ile vejetatif hicre

miktarlari belirlenmgtir.
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3.2.4. Spor sayisinin belirlenmesi

B. subtilisinokile edilen %10, 15 ve 20’lik PAST ¢6zeltileB0°C’de inklibasyonun
24, 48 ve 72. saatinin sonunda kati besiyeri ifesporu sayim metoduna gore spor
miktarlari belirlenmgtir (Halkman, 2005). Su banyosuna (Elektro-mag® M®&)
konan c¢ozeltiler 80°C’de 5 dakika Isglam uygulanarak vejetatif hiicrelerin dlmesi
sgilandiktan sonra buzlu su banyosunda hizlgusdarak % 0.1 peptonlu suyla
seyreltmeler yapildi. Bu seyreltme sivilarindan bierdilisyondan 0.1 ml alinarak
Dextrose Casein-Peptone Agara (Merck) yayma plaiteyii uygulandi. Besiyerleri
37°C’de 48 saat inkibasyona birakildi. Daha soglange gosteren besiyerlerindeki

mikroorganizma sayimi yapilarak spor miktari behdi.

3.2.5. Viskozite belirlenmesi

Viskozite 6lcimu kapiler viskozimetre (Schott Gejakullanilarak belirlendiSekil

3.1). PAST cozeltilerinden 3’er ml pipetlenerek kagimetrenin kilcal borusuna
aktarildi. Viskozimetre su dolu ©6lct silindirine rkdarak 22°C’deki su ile
viskozimetredeki ¢ozeltinin sicakliklari dengelen@itzelti kapilerden a Ust cizgi
seviyesinin Uzerine kadar cekildi. Cozelti akmayakldi, kapilerdeki st cizgiden
gectisi anda kronometre catirildi ve b alt cizgisine geldi zaman durdurularak
gecen sure kaydedildi. Her bir ¢ozeltinin viskogzit® mI’nin Oswalt viskozimetrenin

a cizgisinden b cizgisine gecsuresi ile orantill olarak stre bazinda hesaplama

yapildi.
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Sekil 3.1. Oswalt viskozimetresi

3.2.6. pH oélctimi

pH desisiminin belirlenmesinde (Hanna Marka pH 211) pH-raekullanildi. B.
subtilis inoklle edilmeden Once ve inokile edildikten sof@da 48 ve 72. saatin
sonlarinda PAST c¢ozeltilerinin pH’ lar belirlengtir.

3.2.7. Laktoz miktarinin belirlenmesi

B. subtilisinokile edilmg ve 30°C’de inkiibasyona birakilgrolan %10, 15 ve 20’lik
PAST cozeltilerindeki laktoz miktarlari infrared etfrometri metoduna gore
MilkoScan FT-120 (Foss) cihazi ile belirleryimi (AOAC 2007). MilkoScan FT-120
FTIR olcim prensibine gore ¢ginaktadir.

3.2.8. Polisakkarit miktarinin belirlenmesi

B. subtilisinokile edilmg ve 30°C’de inkiibasyona birakilgrolan %10, 15 ve 20’lik
PAST cozeltilerindeki polisakkarit miktarlari 72aain sonunda fenol-sulfirik asit
metoduna gore olculnguir (Masuko ve ark., 2005)nkiibe edilen (72 saat) %10, 15
ve 20’lik 100 ml PAST cozeltileri smtmali santrifijde 4°C ve 5000 rpm’de 15
dakika santrifijlendi. Pelete 10 mM NaCl solisyoekienerek elle 15 saniye
calkalandi ve tekrar santriftjlenerek (5000 rpm,dk5 4°C) pelet haline getirildi.

Pelete 3 hacim absilut etanol (9 ml) eklenerek dé4 saat bekletildi. 24 saatin
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sonunda solisyonlar santrifijlendi (5000 rpm, 30 4f1C). Pelet 10 ml saf su ile
¢cozllerek rejenere seliloz membran kullanilarakstemali modil (Model 8010,
Millipore Corp. Bedford, MA) ultrafiltrasyondan geiterek etanol ve dier kalintilar
uzaklgtiriimis oldu. Filtrattan tlplere 2&r ml alindi. Her bir tipe gar ml sulfirik
asit ve 1200’emuL %5 lik fenol ilave edildi. Tupler 80°C’lik su bgosunda 10
dakika bekletildi. 5 dakika icerisinde oda sicgkla getireceksekilde s@uk su
banyosuna tabi tutuldu. Kuru ve temiz kuartz kinetaularak gellan standartlarina
karsi 490 nm de UV mini-1240 model UV-VIS spektrofotetrede (Shimadzu)
okuma yapildi.

3.2.8.1. Standartlarin hazirlansi

Standart olarak Gellan CM (Sigma- Aldrich) kullanildi. 20 mg gellan gurtip
10 ml saf su ile tamamlandi. Bu solisyondaul4pipetlendi ve 996uL saf su ilave
edildi. Bu hazirlanan stok soltisyon Tablo 4’delddiigti gibi 6 tane standart ¢ozelti
hazirlandi. Tablo 3.4'de elde edilen verilerdemdtat eri cizildi.

Tablo 3.1. Hazirlanan Standart Cozeltiler

pL std.  pLsu
0 50
1.25 48.75
6.25 43.75
12.5 37.5
25 25

50 0
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3.2.9. Surfaktin Tayini

3.2.9.1. Surfaktin izolasyonu

Surfaktin izolasyonu Hsieh ve ark. (2004)’ ninl&aodgr metot referans alinarak
gerceklatirilmistir. Bu metoda goreB. subtilisinokile edilen ve 72 saat 30D'de
inkuibe edilen %10, 15 ve 20’'lik PAST cozeltilerimditcreleri uzakktirmak igin
soggutmall  santrifijde (Hettich) santrifijslemi (5000 rpm, 24C) uygulandi.
Supernatantin pH’s1 konsantre HCI c¢ozeltisi kulaak pH 2'ye ayarlandi. Daha
sonra supernatant tekrar 15 dakika santrifignine (5000 rpm, 4C) tabi tutuldu.
Pelet slUpernatanttan ayrilarak oda sigakha kurutuldu. Diklorometan ile
ekstraksiyon yapildiktan sonra solvent ucurularaletn kristalizasyonu gtandi.
Diklorometan ekstraktt pH'si 1 Normal NaOH ile 8ayarlanan distile suyla
¢bzundurdldu, bu c¢ozelti Wattman filtre gtdindan stzaldd. Suzdntinun pH’si
konsantre HCI kullanilarak pH 2’ ye ayarlandiktami santriftij edildi (5000 rpm,
4°C). Santrifijleme sleminin sonunda ise beyaz kati pelet elde edildiefP1 ml
metanolde (Sigma-Aldrich) c¢ozunduruldikten sonrafdkomuir (Sigma-Aldrich)
uygulanarak berrak$airildi. Daha sonra ise 0.22 pum gozenekli teflolreden

gecirildi.

3.2.9.2. Standart surfaktin ¢ozeltilerinin hazirlarmasi

Sigma’dan sglananB. subtiliskaynakl surfaktin standarti ile hazirlagnstandart
egriye gore surfaktin konsantrasyonlari belirlegtini Standart gri icin 40 ppm, 10
ppm, 5 ppm, 2.5 ppm, 1 ppm, 0.5 ppm ve 0.1 ppm &auinasyonlarinda metanolde
surfaktin ¢ozeltileri hazirlandi.

3.2.9.3. Solvent hazirlanmasi

Solvent olarak Sigma’dan @anan asetonitril ve trifloroasetik asit kullanil@o 80
asetonitril ve % 20 trifloroasetik asit k@ami hazirlandi (3.8 mM; 80:20, v/v).
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3.2.9.4. Yuksek performans sivi kromatografisi (HPIC) ile surfaktin

konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Suzintlu ters faz kolondan gegcirildi (RP-18, 5unx 250mm). Kolon 1.0 mL/dk
asetonitril-trifloroasetik asitten (3,8 mM; 80:20/v) gecirilerek elute edildi ve
HPLC’de 210 nm’de okuma yapildi.

3.2.10.1statistik metot

Elde edilen verilerin istatistiksel olarak yorumfaasinda tek yonli varyans analizi
ANOVA uygulanmstir



BOLUM 4. SONUCLAR

4.1. Vejetatif Hicre Sayimlari

Zenginlatirme ve transfersiemi sonrasinda kultirdeki idangi¢ B. subtilis sayisi
9.1 log olarak belirlenmgtir. Bu mikroorganizmalar %1 oraninda %10’luk PAST
cozeltisine ilave edildikten sonra 30°C’'de 24 sawkiibasyonu sonrasi 10.69 log
kob/ml'ye, 48. saatte ise 11.62 log’a aittgézlenmgtir ve bu artg ilk gline oranla
istatistiksel acidan o©Onemlidir (p<0.05)Sekil 4.14). B. subtilis vejetatif
mikroorganizma sayisinda 72 saat sonunda ise 1RdbIml'ye dsis tespit
edilmistir ve bu azalma istatistiki agidan énemli bulurstou (p<0.05). Sekil 4.1'te
goruldigt gibi %15’'lik PAST c¢ozeltisine inokilasyon ve 4&as inkibasyonu
sonrasl, hicre sayisi 8 log dan 10.28 log'a kadgrve 72 saatin sonunda ise hiicre
sayisi 9.82 log’'a dinistir. Benzerisekilde %20’ lik PAST c¢ozeltisine ilave
edildikten 48 saat sonra hicre sayisi 10.27 logabklasayllmg fakat 72 saatin
sonunda istatistiksel olarak 6nemli (9.38 log/m)’désus tespit edilmgtir (p<0.05).

—

——— 2610 PAST gdzeltisi

L
T —m— 2615 PAST cozeltisi
/ :I: 1 T %20 PAST gbzeltisi
10 i [
/‘T/

a 24 48 72

logiokob/ml
o

Saat

Sekil 4.1. Degisik konsantrasyonlardaki PAST c¢ozeltilerinde inkiymas suresinc®.subtilisvejetatif
hiucre sayisindaki @geim
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4.2. Spor Sayimlari

PAST cozeltilerinin inkibasyon slresin@& subtilisin spor sayisinda meydana
gelen dgisim Sekil 4.2'de gosterilmitir. PAST %10’luk c¢o6zeltisindeB. subitilis
inokulasyonu ve 30°C’de 48 saat inkUibasyonu sorgpsr miktari 3.91 log olarak
belirlenmitir (p<0.05). Inkiibasyonun 72. saatinde ise spor miktarinin 4oggal
yukseldgi tespit edilmgtir (p<0.05).

PAST konsantrasyonu %15 olan ¢ozeltide 30°C’dea mkiibasyon sonrasi spor
miktari 3.16 log olarak ve %20’lik PAST c¢Ozeltidm 48 saat inkiibasyon sonrasi
spor miktari 3.96 log olarak belirlengtir. Bu artglarin inkiilbasyon éncesine gore
istatistiksel acidan o6nem stdigl tespit edilmgtir (p<0.05). Inkiibasyonun 72.
saatinde spor miktarinda ise istatistiksel acidaendi deisim gordlmemgtir
(p>0,05).

6 -

5 //b{
EER i +
¥ + AT A G T
° . ——2% 10 PAST ¢ozeltist
== 3
) —8-2%] SPAST ¢ozaltisi
92

1 0020 PAST ¢ozeltist

Saat

Sekil 4.2. Dgisik konsantrasyonlardaki PAST c¢ozeltilerinde ink(jaas siresinceB.subtilis sporu
sayisindaki dgsim grafigi
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4.3. pH Deserleri

Konsantrasyonlari %10, 15 ve 20 olan PAST ¢6zeahidee inklibasyon siresince pH
deserlerinde meydana gelen ggm Sekil 4.3’ de gosterilngtir. %10’ luk PAST
cOzeltisininB. subtilisinokilasyonu ve inkiibasyonu 6ncesi pH’si 5.75 ikardeer
B. subtilisinokilasyonu ve 30°C’de 72 saat inktibasyonu so&9 olarak tespit
edilmistir (p<0.05).

Ayni sekilde %15’lik ve 20’ lik PAST ¢o6zeltisinin inklibgsn 6ncesi pH’lari 5.61 ve
5.53 iken bu dger 30°C’'de 72 saat inkiibasyon sonrasi sirasi 88 #e 5.21' e
dUsmUsttr (p<0.05).

pH

h

TS—x

i L —e—=09%10PAST ¢ozeltisi

A

—W-%]1SPAST ¢ozcltisl

2620 PAST ¢ozeltisi

4.5 . ' ‘
0 24 48 72
Saat

Sekil 4.3. Dgisik konsantrasyonlardaki PAST c¢ozeltilerinde inkijmassiresince zaman-pHggm
grafigi
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4.4. Viskozite Dgerleri

%10, %15 ve %20’ lik PAST co6zeltilerind®. subtilis inokllasyonu ve 72 saat
inkiibasyon sonrasinda, inokilasyon dncesi viskgeigore sirasi ile 1.27 ve 1.10

kat arts saptanmtir.

16 ——9%10 PAST cozeltisi

*\ ’ —
14 —m— %15 PAST cozeltisi

12 },’\?/E—/{ 9420 PAST cézeltisi

10

akis luzi (sn)

saat

Sekil 4.4. Dgisik konsantrasyonlardaki PAST co6zeltilerinde inkijaas stresince zaman-viskozite
degisim grafigi

4 5. Laktoz Miktarlari

B. subtilisinokilasyonu 6ncesi laktoz miktari %8.5 olan %aK’'PAST ¢Ozeltisine
B. subtilis inokulasyonu ve 30°C’de 24 saat inkibasyonu sorlaktoz miktari

%7,70 olarak belirlenmgiir (p<0.05). Laktoz miktarinin 48. saatte %7.6@&tugu,

72. saatte sonrasinda ise istatistiksel olarak @nbm degisim olmadgl tespit

edilmistir (p>0.05).

B. subtilis inokulasyonu o6ncesi laktoz miktar %12.75 olan %H45PAST
cOzeltisinin laktoz miktarB. subtilisinokilasyonu ve 30°C’de 24 saat inkiibasyonu
sonucu laktoz miktari %210.95 olarak belirlegtini (p<0,05). Laktoz miktari
inkibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde 6nemlnaazgo6stermitir (p<0,05).
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B. subtilisinokilasyonu dncesi laktoz miktari %17 olan %20MAST ¢dzeltisinin
inokillasyon ve 30°C’de 24 saat inklibasyonu sonaktor miktari %14.15 olarak
onemli azalma gosterstir (p<0.05). Laktoz miktarinin 48. saatte %13,6\& 72.
saatte ise %13.05’e azaldibelirlenmitir (p<0.05). %20’ lik PAST cb6zeltisindeki
laktoz miktarina gore 72. saatteki sdglin istatistiksel agidan onemli olglw
belirlenmitir (p<0.05).

20
18 T
1
_lé
<14 T— T
£ =410 PAST ¢ozeltisi
Zl 2 —8-%1 5 PAST cozeltisi
2 \ K ) A (! h)
E 920 PAST gozeltisi
A 3
G
0 24 48 72
Saat

Sekil 4.5. Dgisik konsantrasyonlardaki PAST cozeltilerinde inkijzas siresince laktoz
miktarindaki dgisim grafigi

4.6. Polisakkarit Miktarlari

Konsantrasyonlari %10, %15 ve %20 olan PAST cdeglie B. subtilis
inokulasyonu ve 30°C’de 72 saat inklibasyonu somadisakkarit miktarlari sirasi
ile 394.6 ppm, 412 ppm ve 422.5 ppm olarak belimatir (Sekil 4.6). Degisik
konsantrasyonlardaki bu c¢ozeltilerdeki polisakkamtiktarlarindaki artlarin

istatistiki agidan énemli oldiw tespit edilmgtir (p<0.05).
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Sekil 4.6. Deisik konsantrasyonlardaki PAST c¢ozeltilerinde 72 séaaitiibasyon sonundaki
polisakkarit miktarlari gragi

4.7. Surfaktin Miktarlari

HPLC ile yapilan analiz sonucun&a subtilisATCC 6633 ssunun %10, %15, %20

PAST cozeltisi ortaminda surfaktin tretimini gerggitrmedigi tespit edilmgtir.



BOLUM 5. TARTI SMA VE ONERILER

Yapilan calgmalarda %2 laktoz iceren besiyerinde EOsubtilissusundan 60'Iinin
laktozu kullanabildii ve glukonat Uretfiini bildirilmi stir (Nakamura, 1987). Analiz
edilen %10, %15 ve %20 konsantrasyonlarindaki PA8Zeltilerinde vejetatiB.
subtilisATCC 6633 hiicrelerindeki en iyi ggiin %10’ luk PAST ¢dzeltisinde 30°C
48 saat inkibasyon sonucu goruktii. %10’luk PAST c¢ozeltisinde laktoz miktari
% 8.5 olarak belirlenngtir. Calismada kullanilan %15 ve %20’ lik PAST
¢oOzeltilerinin icerdgi laktoz miktarlari sirasi ile %12.5 ve %17.5'dBu da PAST
cozeltilerindeki laktoz miktariniB. subtilisireme keullari icin fazla gelebilegéni

distundUrmigtar.

B. subtilisspor olgumu grafgi ile pH grafigi karsilastirildiginda ilk 48 saat spor
miktarinda arty gozlenirken pH’'da bir diils s6z konusudur. pH’ daki bu glig ile B.
subtilis’ in laktozu kullanarak laktik aside d&miesi arasinda bir korelasyon olmasi

mumkuinddr.

Ayrica B. subtilisvejetatif hiicre sayisinda inkiibasyonun 48. sadauar %10 ve
%20’ lik PAST cozeltilerinde %15’ lik PAST cozeline gore daha fazla agti
olmaktadir. Keza spor miktari da 48. saate kadab'% PAST cozeltisine gore
daha fazla argigostermgtir.

Inkiibasyonun 48. saatinde spor miktarindaki enafaatty %20’ lik PAST
cOzeltisinde gercekjenistir. Bu da %20’ lik ¢cozeltideki laktoz miktarini§o17.5)B.
subtilis icin fazla gelebilecgnden dolay: vejetatif hicrelerin kendileri igin guyn
olmayan bir cevresarti olarak bu cevresartina yanit olarak sporulasyona
baslayabileceini disiindirmektedir.

Ayni sekilde PAST cozeltilerinin viskozitelerindeki gli§ de B. subtilisATCC 6633

bakterisinin bilgiminde polisakkarit iceren spor glurmasindan kaynaklanabilege
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distnulmektedir. Bazi agaairmacilar daBacillus turleri tarafindan oldukga viskoz
ekstraselular polisakkaritlerin Uretifgni bildirilmi stir (Mitsud ve ark., 1981). Bu
calismada B. subtilis ATCC swundan peyniralti suyu ortaminda polisakkarit
Uretilebilecei ortaya koyulmgtur. En yiksek polisakkarit miktari 422.5 ppm ofép
20 PAST c¢o0zeltisinde tespit edilgtir.

Bacilluslarin antibiyotik tretimi birgcok faktore I olup yapilan ¢cagmalarda bazi
Bacillus swlarinin antibiyotik tretimi pH ve besiyerindeki liesnaddelerine b
olarak dgisiklik gosterdgi tespit edilmgtir (Leifert ve ark., 1995)B. subtilisATCC
6633 syunun PAST c¢Ozeltisi ortaminda surfaktin Uretmemadam sartlarinin
surfaktin Uretimini baskilayabilecek nitelikte olmmadan veya secilen . subtilis

ATCC 6633 sgundan kaynaklanagasonucuna varilngtir.

Abushady ve ark. (2005)'nin yapti bir calsmada B. subtilis swlarinin en iyi
surfaktin tretebildii pH aralginin 6.5 ila 7 arasinda olgu belirtilmistir (Abushady

ve ark., 2005). Yine ayni astamacilar B. subtilis'in en ylksek surfaktin Gregdsn
icin optimum besin ortaminin 40 g/L glukoz, 4.5 dH4NO3, 40 mg/L MnSO4 ve

6 mM FeSO4 ihtiva etini bildirmislerdir. Oysa ki bu ¢ca§mada besin ortami olarak
kullanilan PAST c¢Ozeltileri karbonhidrat olarak sad %38.5-17.5 laktoz ihtiva
etmektedir. Ayrica bu c¢amada besin ortamina hicbir besin maddesi ilavesi
yapiimamstir. Bu da B. subtilis ATCC swunun surfaktin Gretimini baskilagi

olabilir.

Yapilan calymalarda bazBacillus swlarinin antibiyotik aktivitesinin pH’ ya g
olarak da dgistigi tespit edilmgtir (Leifert ve ark., 1995 ). Bu ¢camada ortam
pH'sinin da B. subtilis ATCC 6633 sgundan surfaktin Gretimi icin uygun
olmayabilecgi distinulmektedir.

Perez ve arkadkri ise,B subtilisMIR 15'de antibiyotiklerin Uretiminin kiltivasyon
sicaklgl ile cesitlilik gosterebilecgini belirtmiglerdir (Perez ve ark., 1992). Ayni
sekilde bu calkmada B. subtilis ATCC 6633 sgundan surfaktin tretimi icin
inkiibasyon sicakiinin uygun olmayabile@e dUstinilmektedir.

Besin ogelerinin bu sun surfaktin Uretmesini baskilamasinirgidda B. subtilis

ATCC syiunun da surfaktin dretmek icin uygun olmayabifgalistintlmistir. Bazi
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argtirmacilar 14 ayrB. subtilisizolatinin sadece 2 tanesinin surfaktin Uretmergen
sahip oldgunu bildirmitir (Abushady ve ark., 2005).

Dunyadaki peynir Gretimi sonucu yan Urin olaralayat cilkan peyniralti suyunun
yaklasik yarisi kullaniimamaktadir (Gonzales, 1996). té&kit besin @elerinin
yaklasik olarak %55 kadarini iceren bu sut endustrisi yaminunin
deserlendiriimeden akarsulara, gollere ve hatta derez atildginda, ortamin
oksijenini tukettgi icin yasami olumsuz etkilemekte ve cevre kirlenmesine yol
acmaktadir Bu yuzden peyniralti suyunun atik oladakerlendirilmesi ¢6zulmesi
gereken ciddi bir ¢evre sorunudur (Konar ve Al 1987; Sienkiewicz ve Riedel,
1990).

Oldukca zengin besin icgne sahip bu sutculuk agti herhangi bir yolla
degerlendiriimeden direkt olarak atik olarak kullangchda ¢evre Uzerinde olumsuz
etkileri olmasinin yani sira peyniraltl suyunurgeldendiriimemesi Ulke ekonomisi
acisindan da biyuk kayip anlamina gelmektedir (tzree ark., 2003). Oysa
peyniralti suyunun bazi mikrobiyolojik atamalarda hem dolgu maddesi olarak
hem de besi ortamlarinda katki maddesi olarak Ruda& Dbildirilmistir
(Sienkiewicz ve Riedel, 1990). Ayrica peyniraltysucerdgi besin maddelerinden
dolayr mikroorganizmalar icin iyi bir besi ortamiup c¢ssitli arastirmalarda bu besi
ortaminda mikroorganizmalarin giii maddeler Uretebileg@ ortaya koyulmugtur
(Dlaminive Peiris, 1997; Konar ve Kahyga, 2006).

Bu calsmada daB. subtilisten polisakkarit Gretimi gercelkdgrilmistir. Eger bu
besin ortamina surfaktin tretimi igin optimum beéjeleri ilave edilirse ve ortam
pH si optimum hale getirilirse PAST ¢Ozeltisgeli calsmalarda deB. subtilis ten

surfaktin veya dier metabolitleri Gretmek icin besi ortami olarakl&ilabilir.

Baz! aragtirmacilarin vitro ¢calismalarda ekstraseliler polisakkaritlerin vamin kati
besi ortamlarinda mukoid koloni, sivi besi ortanmda ise oldukg¢a viskoz bir
goraniam ile tespit edildini bildirmistir (Gugliandola, 2003). Bu camada PAST
cOzeltisi ortaminda polisakkarit Uretimi olup olm@&din tahmin edilmesi amaciyla

polisakkarit miktarinin  belirlenmesinden 0Once vigke tayini yapilmgtir.
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Vizkozitenin giderek ar§i gostermesiB. subtilis in PAST c¢0zeltisi ortaminda
polisakkarit olgturdusunun tahmin edilmesine yardimci olghwr. Nitekim

polisakkarit sonuclari da bunu destekler nitelddi@ustur.

Sonu¢ olarak bu c¢amada B. Subtilis ATCC 6633 ssunun dgisik
konsantrasyonlarda PAST c¢ozeltilerinde fermantagyde polisakkarit tretimi
gerceklatiriimis fakat surfaktin dretimi gganamamytir. Ortam parametreleri
degistirilerek veya ortama besin maddeleri ilavesi iledstamda surfaktin tretimi de
salanabilecgi diustintlmektedir. Cinkd bu ortamdia SubtilisATCC 6633 sgunun
Ureme gercekkirdigi tespit edilmsgtir. Bu syun Ureme sdamasi demek gerekli

sartlar sglandiginda istenen metabolitlerin Uretilebilgcanlamina gelmektedir.
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