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OZET

Bacillus pseudomycoides’TEN EPS URETIMi VE KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LiSANS TEZI
KUBRA BETUL SOLMAZ
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
MOLEKULER BIYOLOJI 5
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)
(ES DANISMAN:YRD. DOC. DR. YUSUF OZCAN)
DENIZLI, ARALIK - 2015

Bu calismada, ireolitik bir bakteri olan Bacillus pseudomycoides U10
bakterisinin EPS iretimi; EPS’nin igerik, yap1 farkliliklart ve besiyeri
cesitliliginin etkisi arastirilmistir. Bu amacla LB, TSB, NB, glukoz, melas ve
peynir alt1 suyu kullanilmistir. Bakteriyel EPS {iretimine sicaklik (25, 30, 37, 45
°C), pH (6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0) ve inkiibasyon siiresinin etkisi de arastirilmistir.
Elde edilen sonucglara gore, EPS {iretimi besiyeri ve mineral gesitliligine gore
degismektedir. Genel olarak bakteri en iyi tiretimi LB+PAST iceren ortamda
gerceklestirmistir. Tim besiyerleri dikkate alindiginda pH:7’de maksimum EPS
tiretimi gerceklestirilen, melas besiyerinde bakteri maksimum EPS iiretimine
pH:7,5’ta ulasmistir. Calismamizda ayrica farkli ortamlarda tiretilen saf EPS’nin
seker, protein ve iironik asit igerikleri de belirlenmistir. Peynir alti suyu igeren
ortamda bakteriyel EPS’nin protein igerigi yiiksek bulunurken, melas ortaminda
karbohidrat iceriginde artis olmustur. Saf EPS yapis1 hakkinda daha ayrintili bilgi
elde etmek iizere SAXS, XRD, SEM ve TGA analizleri yapilmistir. Besiyeri
farkliliginin bakteriyel EPS kompozisyonu ve ii¢ boyutlu yapisi lizerinde etkisinin
olup olmadig1 hakkinda bilgi edinilmesi hedeflenmistir. Buna gore, XRD, TGA ve
SEM analizleri ile farkli ortamlarda iiretilen bakteriyel EPS yapisinin uyumlu
sekilde benzer oldugu goriilmiistiir. SAXS analizi ile EPS’nin hiicreler arasina

gomiilii halde siki ve iki tabakali bir kabuga sahip oldugu anlagilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Bacillus, EPS, Melas, SAXS, XRD, TGA



ABSTRACT

Production and characterization of EPS from Bacillus pseudomycoides
MSC THESIS
KUBRA BETUL SOLMAZ
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
MOLECULAR BIOLOGY
(SUPERVISOR:PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)
(CO-SUPERVISOR:ASS. PROF. DR. YUSUF OZCAN)
DENIZLI, DECEMBER 2015
In this study, the effect of different nutrients on production, composition and

structure of EPS was investigated by strain of an ureolitic bacterium, which is
named Bacillus pseudomycoides U10. For this purpose, the media of LB, TSB,
NB, glucose, molasses and whey powder were used. Also, the effect of
temperature (25, 30, 37, 45 °C), pH (6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0) and incubation time
were examined on production of bacterial EPS. According to the results,
production of EPS could be changed in each variety of minerals and medium. In
general, the best yield of EPS production was observed by adding whey powder in
LB. For in all media, while the maximum production of EPS was occurred at
pH=7, the strain U10 reached maximum production of EPS at pH=7,5 in molasses
medium. In addition to this study, the contents of total carbohydrate, protein and
uronic acid of pure EPS produced in different media were also determined. While
the protein rate of bacterial EPS was rich which produced by adding whey powder
in LB media, in molasses medium EPS was rich in carbohydrate content. SAXS,
XRD, SEM and TGA analysis were performed to obtain more detailed
information about structure of pure EPS. It is intended to get information by
examination the effect of media diversity for the composition and the three-
dimensional structure of bacterial EPS. Accordingly, XRD, TGA and SEM
analysis of bacterial EPS, which produced in different media, were found to be
similar structures. It was understood by the SAXS analysis; EPS embedded

between cells and have a compact bilayer shell.

KEYWORDS: Bacillus, EPS, Molasses, Whey powder, SAXS, XRD, TGA
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ONSOZ

2013-2015 yillar1 arasinda Pamukkale Universitesi, Biyoloji Béliimiinde,
Prof. Dr. Nazime MERCAN DOGAN’in Danismanlhigi altinda yiiriitillen bu
calisma yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Tanistigim giinden bugiine her anlamda her zaman yanimda olan, bu yolda
karsilagtigim sorunlar1 ve sevincimi paylastigim, genis bakis agis1 ve bilgilerini
aktarma yoluna hayran kaldigim, ¢alisma disiplini ve diizeniyle 6rnek aldigim ¢ok
degerli hocam Prof. Dr. Nazime MERCAN DOGAN’a,

En yogun zamanlarinda bile vakit ayirip, tez yazimi ve deneylerimin her
asamasinda yardimlarini esirgemeyen, i¢inden ¢ikamadigim durumlarda alternatif
¢oziimler tireten ve her zaman yaninda gii¢ buldugum ¢ok degerli hocam Yard.
Dog. Dr. Giiliimser ACAR DOGANLI'ya,

SAXS analizlerini yapan ve tez yazim sirasinda branslarimizin farkli
olmas1 sebebiyle anlamam i¢in ekstra ugragsan ve pozitif enerji veren ¢ok degerli
hocam Yrd. Dog¢. Dr. Yusuf OZCAN’a,

XRD ve TGA analizlerini yapan ve multidisipliner ¢alismanin faydasini ve
Onemini teorinin yaninda uygulamali olarak da anlamami saglayan hocam Prof.
Dr. Omer BOZKAYA’ya

Laboratuvara ilk girdigim glinden beri en basit laboratuvar
uygulamalarindan en karmasigina kadar, sayisiz kere sabirla 6greten (0gretme
konusunda 06zel bir yetenege sahip), mantigin1 anladigimdan emin olana kadar
tekrarlayan, zorlandigim zamanlardaki ilk yardim ve acil destek¢im, laboratuvar
calismalarinda 6rnek aldigim ayni zamanda canim dostum Dicle ARAR’a,

Sasirtici sekilde kuvvetli hafizasina, ¢alismalart sirasindaki titizlik ve
hizina hayran kaldigim, pratik zekas1 ve farkli bakis agisiyla da beni her zaman
rahatlatan, en mutlu anda birden duygusallasip tekrar giilebildigim, ince diisiinceli
ve en biiylik destek¢ilerimden, her animda yanimda olan 6zel dostum Tugba
SENSOY CANDOGAN’a,

Laboratuvar ¢alismalar1 sirasindaki sabri ve pratik buluslariyla isleri her
zaman kolaylastiran, tecriibesini esirgemeyen ve daima yanimda oldugunu
hissettiren, beni her sartta motive eden, pozitif enerjisiyle gii¢ buldugum canim
arkadasim N. Nur BOZBEYOGLU’na

Varligiyla bir tek ben degil biitiin laboratuvarimiza ekstra enerji veren,
yanimdayken en stresli anlarimda bile beni neselendirmeyi basaran, elinden gelen
her konuda her ihtiyacim oldugunda tiim igtenligiyle yardimlarini sunan tez
yoldagim Ozlem CETIN'e,

Sadece bedenen uzagimda olsalar da, bir sorunum yoktur ki sayelerinde
asamayacagim dedigim, varliklar1 kalbimde ve hayatimda en 6zel olan Esra
PEKMEZ YETIM, Nihal YILDIRIM ve Tolga YETIMOGLU na,

Yetistirmem gereken konularda islerini askiya alip bizzat yardim ederek,
bana olmaz dedigim seyleri yapma giicli veren, her bir iiyesi ayr1 bir melegim olan
canim aileme sonsuz tesekkiirii borg bilirim.



1. GIRIS

Hiicre disi polimerik madde anlamina gelen EPS, hiicresel lizis veya
makromolekiil hidrolizinin bir {riinii olan, yiiksek molekil agirlikli bir
mikroorganizma salgisidir. Mikrobiyal topluluklar1 bir arada tutan bu {i¢ boyutlu
matriks; karbohidrat, protein ve humik maddeler igerir. Mikrobiyal topluluklarin;
yapisi, yiizey yukii, flokiilasyonu, yerlesmesi, su alma ve absorbsiyon 6zellikleri gibi
fizikokimyasal karakterlerinde EPS’nin 6nemli bir etkisi vardir. (Sheng ve dig.
2010). EPS diretimi kromozomal DNA tarafindan kontrol edilir ve iiretiminin
diizenlenmesi olduk¢a karmagiktir, hem pozitif hem de negatif regiilatorler icerir.
Genis bir ag benzeri yapi olusturarak karmagik etkilesimler yoluyla hiicrelere
baglanan EPS; mikroorganizmalari su kaybma (Wingender ve dig. 1999) ve toksik

maddelerin zararlarina karsi korur (Sutherland, 2001).

EPS aym zamanda “mikroplar sehri” olarak tanimlanan, bir¢ok
mikroorganizmanin cansiz ya da canli bir ylizeye tutunmus halde bir araya
gelmesiyle olusan biyofilm yapisini olusturur (Watnick ve Kolter 2000; Lindsay ve
Von Holy 2006; Kumar ve dig. 2011). Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan
ekstraseliiler matriks biyofilm hiicrelerinin tutunmasini saglar. Yiizeye sikica tutunan
bakteri burada c¢ogalarak Once mikrokolonileri, mikrokoloniler de biiylylip
genisleyerek biyofilm tabakasini olusturur. EPS {iretimi, organizmanin yilizeye
donilisiimsliz olarak tutunmasi i¢in gereklidir ve bu biyofilm olusumunun bir
gostergesidir. Olgun bir biyofilmin kiitlesinin % 75-90’1m1 EPS olusturmaktadir
(Kives ve dig. 2006). Tim mikrobiyal enfeksiyonlarin yaklasik % 65’1 biyofilm
gelisimi ile iligkilidir (Potera ve dig. 1999). Biyofilmler ¢esitli ekolojik ortamlarda
koruyucu ve fonksiyonel olarak rol oynarlar. Ornegin, endiistriyel alanlarda, farkli
bakteri tiirlerinin  olusturdugu biyofilmler, insan ve fabrika atiklarinin
biyoremediasyonunda kullanilmaktadir (Vu ve dig. 2009). Bunlarin yani sira bazi
biyofilmler gidalarin bozulmasina, patojenik bakterilerin gidalarin yiizey ile etkilesip
kontaminasyonuna neden olur. Bu durum, gidalarin raf émriiniin kisalmasina, gida
kaynakli hastaliklara ve bunlarin sonucunda ekonomik kayiplarin artmasina neden

olmaktadir (De Beer ve dig. 1994).



EPS’nin saglik, gida ve endiistri gibi bir¢ok kullanim alan1 bulunmaktadir.
Icerigindeki niikleik asit, protein ve karbohidratlarin tiim agir metallerle kompleks
yetenegi vardir. Buna dayanarak atik su kaynakli bazi organik maddeler EPS
matriksine absorbe ettirilebilir. (Nielsen ve Jahn, 1999; Liu ve Fang, 2003). Ayrica
EPS fiziksel, kimyasal ve sivi haldeki o6zelliklerinden dolayr yeni biyomateryaller
gibi hareket eder ve tekstil, deterjan, yapistirici, mikrobiyal petrol iyilestirmeleri
(NEOR), atik su iyilestirmeleri, dere yatagi temizlemeleri, mayalanma, akarsu isleme
siireci, kozmetik, eczacilik ve gida katki maddesi olarak olduk¢a genis kullanim

alanina sahiptir (Yilmaz ve Yuvali Celik, 2007).

Bu yiiksek lisans tezinin amaci, Denizli ilinde kalsiyumca zengin bir
bolgeden izole edilen Bacillus pseudomycoides U10 bakterisinin, LB (Luria bertani)
miller, LB miller igerisine ayr1 ayri ilave olarak glukoz ve peynir alti suyu tozu
(PAST) eklenen besi ortamlarinda, bunlara ek olarak endiistriyel bir atik olan
melasin belli oranda suyla seyreltilerek bir besiyeri olarak kullanilmasiyla elde edilen
ortamlarda {irettigi EPS’nin; miktar, igerik ve yap1 farkliliklariin arastirilmasidir.
Farkli ortamlarda iiretilen EPS igeriklerinin belirlenmesi i¢in toplam seker, protein ve
tironik asit miktar tayini yapilmistir. Ayrica EPS yapisi hakkinda daha ayrintili
bilgiler elde edilmek tizere SAXS, XRD, SEM ve TGA analizleri yapilmis, besiyeri
farkliliginin bakteriyel EPS kompozisyonu ve ii¢ boyutlu yapisi iizerinde etkisinin

olup olmadig1 hakkinda bilgi edinilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 EPS’nin Tanimi

EPS; baz1 bakterilerin {irettigi, hiicre yiizeyinde birikmis olan metabolik
bir {iriin olup (Morgan ve dig. 1990), dallanmis tekrarli seker birimlerini ve seker
tiirevlerini igeren uzun zincirli polisakkarittir (Karaca ve dig. 2010). EPS formlar1
hiicre duvar ile birlesmis olabilen; kapsiiler veya biiyiik miktarlarda hiicre duvari
disinda biriken ve kiiltiir ortamina yayillan bagimsiz salgilar olarak {iretilen
yapilardir (Sutherland, 1998a; Ramesh, 2003). Dis etkilere kars1 hiicreyi korur ve
besin tiikkendiginde karbon kaynagi gorevi gorerek enerji rezervi olarak
kullanilmaktadir. Bakteriyel EPS ¢esitli organik maddelerden olugsmakla birlikte saf
kiiltiirlerden elde edilen EPS’de karbonhidratlar baskin karakterdir. Buna ilaveten
EPS igeriginde protein de ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir, ek olarak
hiimik maddeler, tironik asit, DNA (deoksiriboniikleik asit) da EPS igeriginde
mevcuttur (Frolund ve dig. 1996).

Bakteriyel EPS genellikle immunojeniktir. In vitro calismalarda
EPS’lerin varligi kati1 besi ortamlarinda mukoid koloni, sivi besi ortamlarinda ise
oldukga viskoz bir goriiniim ile tespit edilmektedir (Gugliandola ve dig. 2003). EPS
iretimindeki yapisal ve diizenleyici genler, kromozomal veya plasmid DNA kodlu
olabilir. EPS iiretiminin diizenlenmesi olduk¢a komplekstir ve pozitif ve negatif
regiilatorler icermektedir. Bu regiilatdrlerden bazilari global regiilatorlerdir. Bunlar
hiicre dis1 enzimler gibi diger hiicre metabolizmalarinin sentezini de

diizenlemektedir (Shankar ve dig, 1995).

EPS bakterinin yiizeye tutunmasinda yapistirict ozellige sahip ve
mikroorganizmalarin biyofilm olusturmasinda etkilidir. Bu sebeple, EPS iireten
bakteri baskin sekilde kolonize olarak bulundugu ortamda stabil olarak kalabilir.
Bununla birlikte; mikroorganizmalarin ¢evrelerine salgiladiklart EPS molekiilleri,
faj ataklarina, organizmadan sitokinin salgilanmasina ve antibiyotiklere karsi

koruyucudur (Aslim ve dig. 2005a).



2.2 EPS’nin Biyosentezi

EPS sentezinin Sutherland tarafindan Onerilen genel modele gore
gerceklestigi  distiniilmektedir. EPS  olusumunda; UDP-glukoz-dehidrogenaz,
glukozil-transferaz, galaktozil-transferaz 1 ve 2, polimeraz gibi birgok enzim gérev
alir (Sutherland ve dig. 1997). Heteropolisakkaritler hiicre i¢inde sentezlenir ve daha
sonra hiicre disina ¢ikarilarak hiicrenin etrafini sarar. Bu islemler i¢in birgok enzimin

varligina ihtiya¢ duyulur.

EPS iiretiminde goérev alan yapisal genlerin kesfi, EPS iiretiminin plasmid
kismi igin delil olmustur (Kranenburg ve dig. 1997). Fakat termofilik yogurt
bakterilerinde EPS {iretiminin kromozomlar ile kodlandigi bulunmustur (Stingele ve
dig. 1996; Lamothe ve dig. 2000).

2.3 EPS’nin Yapisi ve Simiflandirilmasi

EPS’ler, hiicre i¢inde bulundugu konuma gore; intraseliiler (depo)
polisakkaritler, yapisal formdaki polisakkaritler ve ekstraseliiler (EPS) polisakkaritler
olmak tizere 3 ayn tipte smiflandirilir (Cerning 1990; Ruas-Madiedo ve dig. 2002).
Intraseliiler polisakkaritler; karbon ve enerji kaynag olarak kullanilmaktadir. Yapisal
formdaki polisakkaritler; peptidoglikanlar ve teikoik asitler gibi ceperlerde yer
alirlar. Ekstraseliiler polisakkaritler ise hiicre i¢inde sentezlenip hiicre duvari ile
birleserek kapsiile veya hiicre duvar1 disinda birikerek kiiltiir ortamina bagimsiz

olarak salgilanirlar (Mc Groarty 1994).

EPS’ler dallanmis tekrarli seker birimlerinden ve seker tiirevlerinden olusan
uzun zincirli polisakkaritlerdir (Karaca ve dig. 2010). Bakteriyel EPS’ler ¢ogunlukla
diizenli oligosakkaritlerin tekrarlanan birimlerinden olusan heteropolisakkarit yapida,
bazilar1 ise tek tip sekerden olusan homopolisakkarit yapidadir. EPS’yi olusturan
homopolisakkaritlerin ¢ogu notr iken bazi bakteriyel EPS’ler negatif yiik tasir ve
yiikksek kiitleye sahiptirler (Kenne ve Lindberg 1983). Ayrica polisakkaritler
hidrofilik 6zellik tasimakla birlikte cogu lipofilik ve biyofilm yapisinda olabilen
hetorojenlerdir (Calazans ve dig. 1997; Gugliandola ve dig. 2003).
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EPS’ler islevsellikleri bakimindan fiziksel, kimyasal ve reolojik (maddenin
sivi halindeki ozellikleri) 6zelliklerinden dolayr yeni biyomateryaller gibi hareket
ettikleri icin; tekstil, deterjan, yapistirici, mikrobiyal olarak zenginlestirilmis petrol
iyilestirmeleri (NEOR), atik su iyilestirmeleri, dere yatagl temizlemeleri,
mayalanma, akarsu isleme siirecinde, kozmetik, eczacilik ve gida katki maddesi
olarak oldukca genis kullanim alanina sahiptir (Yalpani ve dig. 1987; Sutherland
1998b; Becker ve dig. 1998) Yapilarindaki bu ¢esitlilik sebebiyle farmasotik ve diger
endistri uygulama alanlarinda kalinlastirici, stabilize edici, emiilsiifiye edici, tekstiir
ve jellesme ajani olarak da kullanim alanina sahiptir (Demirci ve dig. 2008). Ayni
zamanda kimya alaninda inceltici olarak ve farmokolojinin bir ¢ok alaninda da
EPS’den yararlanilmaktadir (Lee ve dig. 1997). EPS’ler; siit iiriinlerinin yapisini
olumlu sekilde etkiledikleri i¢in en basta yogurt olmak lizere bir ¢ok fermente siit
tiriiniinde ve diisiik yagh peynirlerde istenen yapinin olusmast i¢in EPS iireten

suslardan yararlanilmaktadir (Milci ve dig. 2005).

EPS’ler ayn1 zamanda insanlar iizerinde anti-timor, antivirlis, ve ates
diistiriicii etmen olarak, ila¢ sanayisinde kaplama materyali olarak pek ¢ok fizyolojik
aktiviteye katkida bulunurlar ve ayrica interferon, trombosit yiginlari birikmesi ve
faktor sentezlerini uyaran koloniler igin tesvik edici olarak kullanilirlar. 40-70 kDa
gibi diigik mol agirlikli olanlar tipta en ¢ok kullanilanlardir. Dekstran-demir
kompleksi anemi vakalarinda, dekstran kalsiyum kompleksi ise hayvan beslemede ve
hipokalsemi tedavisinde kullanilir. Ag yapili sefadeks dekstranlar ise, biyolojik
maddelerin saflagtirilmasi ve franksiyonlara ayrilmasinda devreye girerler (Kitawaza
ve dig. 1991; Calazans ve dig. 1997). Yapilan calismalar; EPS’lerin bagirsak
florasin1 diizenledigini, kolesterolii diislirdiigiinii ve antiiilser aktivitesine sahip

oldugunu da  gostermistir  (Sutherland,1990; Nakajima ve  dig,1992).



2.5  Melasin Genel Ozellikleri

Kamis ve seker pancari fabrikalarinda, sakkarozun kristal halde elde edilmesi
icin yapilan kademeli islemlerin en sonunda geride kalan ve koyu kahve renkli,
ortalama % 50 seker ihtiva eden, yiiksek viskoziteli (kivamli) suruba Melas denir.
Melas, 6nemli miktarda seker icerir. Bu yan {iriin seker dist maddeler bakimindan da
oldukca zengindir. Melasin sekerinin  esas igerigi glikoz ve fruktoz
monosakkaritlerinin bir araya gelmesi ile olusan siikroz disakkaritidir. Pancarin
islenmesi sonucunda yaklasik 100 ton seker iiretimi sonunda ortalama 4-6 ton melas
aciga c¢ikmaktadir. Diinyada en fazla melas iireten iilkeler arasinda Brezilya,

Hindistan, Cin, Tayland ve Pakistan basi ¢cekmektedir (Drennan, 1985).

2.6 Melasin Kullanim Alanlar:

Koyu renkli ve kivamli bir madde olan melasin kuru madde miktar1 yere ve
yonteme gore az ¢ok degismesine ragmen ortalama % 77-82 dolayinda ve igerdigi

seker miktar1 da % 50 dir.

Kapsadig: yiliksek orandaki seker nedeniyle melas ¢ok aranilan ve tiiketilen
degerli bir hammaddedir, ayrica ¢ok ¢esitli maddeler igerdiginden, pek ¢ok kullanim
alan1 bulunmaktadir. Genel olarak; %50 seker kapsadigindan seker iiretilebilir,
mesrubat iiretiminde kullanilir, tam bir fermantasyon hammaddesi olarak
degerlendirilebilir ve etil alkol iiretiminde kullanilir, dogrudan dogruya hayvan yemi
olarak kullanilabilir, maya fabrikalarinda kullanilir. Etil alkol olarak; i¢ilebilir
kalitede direk damitilan ickiler, icilemeyen kalitede endiistriyel tiiketim ve ilag
sanayi i¢in kullanilir (turkseker [online], 2015). Diinyada iiretilen melasin yaklagik %
51’1 kiiglik ve biiylik bas hayvanlarda besin olarak kullanilmaktadir (Moloney ve
dig., 1994). Melas, ¢imentoya belirli bir oranda eklenildiginde donma 12-24 saat
kadar gecikir ve bu sebeple beton makinelerinde donmayi1 geciktirme amaciyla
kullanilmaktadir. Ayn1 sebeple otoyollarin yapiminda dahi kullanilmaktadir. Melas
yapistirict olarak da kullanim alanina sahiptir (Murphy, 1999; Chamberlain ve dig.
1995).



2.7 Peynir Alt1 Suyu Tozunun Genel Ozellikleri

Peynir alt1 suyu tozu, peynir olusumu sirasinda, ¢okeltiden siiziilerek elde
edilen sivinin 1s1l islemlerle toz haline getirilmesinden elde edilir. Peynir alti
suyunun Oonemi, gida sektoriinde geg¢ fark edilmistir, eskiden bir atik olarak goriilen
peynir alt1 suyu, besin ve fonksiyonel degeri kesfedildikten sonra gida sektdriinde

cesitli alanlarda kullanilmustir.

Peynir yapiminda bir yan {riin olan peynir altt suyu; laktoz, mineral
maddeler, vitaminler, proteinler ve az miktarda siit yagim1 i¢cermektedir. Bunlarin
icinde peynir alt1 suyu proteinleri, en énemli kismi olusturmaktadir. Peynir alt1 suyu
proteinlerinin diger proteinlere gore iistiin tarafi, sadece biyolojik degeri degil, ayni

zamanda siilflir iceren aminoasitleri yiiksek oranda icermesidir.

Gidalardaki peynir alt1 suyu proteinlerinin (alfa laktalbumin, beta laktobumin,
immunoglobulin, laktoferrin ve albiimin) temel fonksiyonu, besleyici azotu ve

aminoasitleri saglamasidir (hammaddeler.com [online], 2015).

2.8  X-Ism Kii¢iik A¢1 Sacilma (SAXS) Yontemi

X-1511 kiigiik sagilma analizleri maddelerin molekiiler boyut ile mikro boyut
arasinda kalan yapisal farkliliklar1 ayrintisi ile inceleme olanagi saglamistir. Akisi
yiikksek x-1s1n1 kaynaklari ile verimi ve duyarliligi yiliksek detektdrler sayesinde,
incelenecek Ornek igeriginde bulunan nano boyutlu olusumlardan sacilan yiliksek
siddetli x-151m1 verileri (kiiglik sagilma agis1 bolgesinde) etkin bir bigimde, Sl¢iilebilir
hale gelmistir. Boylece X-1sinlar1, kat1 (kristal, kristalin, film, toz, sikistirllmis toz
vb) formlara sahip ornekleri incelemede kullanilirken, artik sivi, jel, yogun gaz gibi
farkli formlara sahip Ornekler ile biyolojik dokular1 da incelemede kolayca

kullanilabilir hale gelmistir.

X-151n1 sagilma deneylerinin en Onemli istiinliigli kiicik ve genis ac1
bolgelerine ait sagilma verilerinin ayn1 anda kaydedilebilmesi ile molekiiler ve nano

boyuta ait yapisal bilgilere ulasilabilmesidir. Boylece incelenecek 6rnege ait faz


http://www.hammaddeler.com/

diyagramlari ve yapisal dinamikler de ayrintisi ile arastirilabilmektedir

(http://www.swaxs.hacettepe.edu.tr/)

. Pipetting robot

| Area
detector

position

Sekil 1 SAXS analiz cihazi temel gériiniim

Parcaciklardan belirli dogrultularda sacilan dalgalarin girisimiyle kirmim
gerceklesir. Incelenecek ornek {izerine diisen X-1s1n1, maddedeki elektronlarla
etkileserek elektronlardan sagilan dalga genliklerinin toplanmasiyla; sagilan 1smnin

siddetine ulagilir,

Yap1 analizinde kullanilan X-151n1 yontemlerinden biri olan, X-1511 kiiciik ac1
sacilma (SAXS) yontemi ile incelenen Ornekten kiiclik acida sagilan X-1g1m1
siddetleri, sagilma agisinin bir fonksiyonu olan, sagilma vektoriinlin biiyiikliigiine
gore elde edilerek bu verilerden yapr ile ilgili bilgiye ulasilir. Kiiciik ag1
sacilmalarinda da, tipki X-isinlart kirmiminda oldugu gibi, sagilma yapidaki
elektronlar tarafindan gerceklestirilir. Bu nedenle yontem elektron yogunlugu

farkinin algilanmasi temeline dayanur.


http://www.swaxs.hacettepe.edu.tr/

2.8.1 SAXS Egri Analizi

Bir SAXS egrisi Sekil 2°deki gibidir. Ornegin yapis1 bu egri ile belirlenir.
Farkli qo degerleri uzunluk 6lgiisiine sahip hayali bir pencereden bakilarak érnegin i¢
yapist incelenir. qo degeri kiigiildiikge 6rnegi incelemeye olanak taniyan pencere
biiyliyeceginden Ornek icindeki sagicilarin birbirleriyle etkilesmesi hakkinda da bilgi
sahibi olunur. go degeri biiyiidiik¢e pencere kiigiilecektir. Boylece sagicilarin kendi
buyiikliikleri ve sekilleri hakkinda bilgiye ulasilabilir. Daha da biiylik q0 degerleri,
sagicilar ile i¢cinde bulunduklari ortam arasindaki ara yiizey hakkinda bilgi verir

(Batat, 2008)

Sekil 2 SAXS egrisinin analizi

Sacilma egrisi 3 bolgede incelenir. Bu ii¢ bolge sirasi ile asagida agiklanmistir.
Biiyiik q bolgesi

Onceden bahsedildigi gibi bu bdlgenin penceresi olduk¢a kiigiiktiir. Bu
yiizden sadece iki ortami birlestiren ara yiizeyi incelemeye imkan verir. Bu bdlgeye

“Porod bolgesi” denir. Iki farkli fazdan olusan bir sistem hacmin ifadesidir.

Sonug olarak, en kiigiik q degerinde elde edilen veri I (0) degerini gosterir, bu
degerin biiyiikliigli, ornek igindeki sagici elektron yogunlugunun biiyiikligiini

gosterir.



Orta bolge

Heterojen karisimlarda parcacik boyutlarinin belirlenmesi ve sekillerinin
tespiti 6nemlidir. Parcacik boyutu 1um civarindaysa goriiniir 151k sagilmasiyla biitiin
bilgilere ulasilabilir. Ama nano boyutta pargaciklar igeren sistemlerde kiiglik ac1 x-
1511 sacilmasi daha ayrintili bilgiye ulasmada oldukga etkindir. Kiiciik a¢1 sagilmasi
yontemiyle boyut ve sekil analizi yapilirken yine sagict malzeme igindeki elektron
yogunluklariin farkindan yararlanilir. Bu bolge nano maddenin boyutu, sekli ve i¢

yapisi bilgilerine ulasilabilir.
Kiiciik q bolgesi

Buradaki orneklerin yapisinin incelendigi yapay pencere oldukca biiyiir. Bu
sekilde sacicilarin birbirlerine goére konumlar1 ve uzakliklarinin dagilimlar da
bulunabilir. Deneysel sacilma egrisine uygun kuramsal egri belirlenerek 6rnek icin
S(q) yap1 faktorii bulunur. S(q), sagict olusumlarin yapi iginde birbirlerine gore nasil

dagildiklarinin gdsteren matematiksel bir ifadedir.

2.9 X-151n1 kirinima (XRD) yontemi

XRD (X-1g1m1 kirinimi) yontemi ile maddenin yapisi (kristalin, yari-Kristalin,
amorf), atom ya da atom diizlemleri arasindaki mesafeler (dhkl, A) ve kristalin
maddenin kristallik derecesi belirlenebilir. Bu yontem inorganik kristalin maddelerin
disinda bir¢ok biyolojik molekiil, ilag, protein, niikleik asit ve vitaminlerin yapisinin

incelenebilmesi i¢in de kullanilmaktadir.

Kristal yapiyr olusturan atomlar, degisen 0 agisi ile gelen X-151n1 demetini
biitiin yonlerde sagar. Sagilma sirasinda belli yonlerdeki 1sinlardan bazilart birbirini
yok ederken (negatif veya yikici girisim), bazi iginlar birbirini kuvvetlendirerek
yapicit veya pozitif girisim olusturur ve bu kirinima (difraksiyon) neden olur.
Kristalin maddenin X-1smlart kirinimi deseni (patern) her kristal tiirii i¢in 6zel olup,

kristallerin tanimlanmasinda kullanilir.
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2.10 Termogravimetrik analiz (TGA) yontemi

Termal analizlerle, sicakligin fonksiyonu olarak maddenin kiitle kaybi
Olctimii yapilir. Termogravimetrik dl¢iimler polimerler maddeler, ilag, kil, mineral,
metal ve alasimlarda kalite kontrol ve arastirma uygulamalarinda kullanilmaktadir.
TGA (termogravimetrik analiz) islemlerinde bir 6rnegin kiitlesi, kontrollii atmosfer
altinda; 6rnegin sicakligi siirekli arttirirken (genellikle zamana karst dogrusal artig)
sicakligin veya zamanin fonksiyonu olarak kaydedilir. Zamana kars1 kiitle veya kiitle

yiizdesi grafigi termogram ya da termal bozunma egrisi olarak adlandirilir.

TGA cihaz1 termobalans adinda hassas mikrobalans, firin, bazen inert bazen
de reaktif gaz atmosferi saglayan temiz gaz sistemi, cihazin kontrolii, veri alma ve
veri isleme islemleri icin bilgisayar sisteminden olusur. 1 mg’dan 100 g’a kadar
degisen 6rnek tutucu hazneli termobalansi mevcuttur. Genelde 1-100 mg aras1 madde
kullanilir. Balanslar kiitledeki 0,1pg degisimleri kaydedebilir. TGA firin1 1000°C
sicakliga kadar cikabilir. Isitma segenekleri 0,1°C/dk’dan 100 °C/dk araliginda
degisebilir. izolasyon ve sogutma i¢ bdlgesinin balansla 1s1 alisverisinin olmasini
engeller. Ar ve N, gazlari incelenen 6rnegin oksidasyonunu onlemek i¢in kullanilan

temizleme gazlardir.

Incelenecek ornekler genellikle aliiminyum, aliimine veya platin kaplara
konur. Platin kolay temizlenebilmesinden dolay1 yaygin olarak kullanilir. Kap hacmi
degisik  boyutlarda olabilir. TGA  sicaklikla de8isen madde kiitlesi
hesaplanabildiginden kantitatiftir fakat buharlasma, siiblimlesme, dekompozisyon,
oksidasyon, ve desorpsiyon verileri sinirhidir. TGA nin en 6nemli uygulamalar1 ¢ok

bilesimli sistemlerin bilesimsel analiz bozunma 6rnekleridir.
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3. METOT

3.1 Mikroorganizma

Calismada kullanilan bakteri (Bacillus pseudomycoides U10) Denizli-Karc1
Dagy, Israfil Deresi cevresinden alinan topraklardan izole edilmis olup, Pamukkale
Universitesi, Biyoloji Boliimii, Bakteriyoloji Laboratuvar kiiltiir stoklarindan temin
edilmistir. Bakteriyel izolat 37 °C’de gelistirilerek deneysel ¢alismalarda kullanilmak

tizere steril Triptic Soy Agar igeren tiiplerde +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2  Zamana Bagh Olarak Uretilen EPS Miktarinin Belirlenmesi

Bakteri kiiltiirii belirlenen besiyerinde ve kosullarda inkiibasyon sonrasinda
100 °C’de 10 dakika bekletilir. Orneklerden 1 ml alinir, tizerine TCA ilave edilerek
14 000x g’de 20 dakika santrifiijlenir. Siipernatant, esit hacimde etanol ile karigtirilir
tekrar 20 dakika 14000 xg’de santrifiij edilir. Siipernatant dokiilerek elde edilen
pellet 1 ml etanol ile ¢Oziiniir. Santrifiij asamasi tekrar edilir. Pelletin {izerine 1ml
dH,O eklenerek ¢oziiliir, fenol stlfiirik asit metodu (Dubois ve dig. 1956)
uygulanarak 10 dakika 30 °C’de bekletildikten sonra 490 nm UV spektrofotometrede

okuma yapilir.

3.3  Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimini Etkileyen Optimal Kosullarin

Belirlenmesi

3.3.1 Farkh Besiyerlerinin EPS Uretimine EtKisi

B. pseudomycoides bakterisinin zamana bagli olarak iirettigi toplam seker
miktarlar1 Triptic Soy Broth (TSB), Nutrient Broth (NB) ve Luria Bartani-Miller
(LB) besi ortamlarinda pH 7,0°de 6lgiilmiistiir. Hazirlanan erlenlere % 2’lik ekim
yapilarak 37 °C’de 125 rpm’de g¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Kiiltiir
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orneklerindeki EPS miktari, 6 saat ve/veya 12 saat araliklarla fenol-siilfiirik asit

metoduna gore belirlenmistir (Dubois ve dig. 1956).

3.3.2 Endiistriyel Atiklarin EPS Uretimine Etkisi

Calismada endiistriyel atik olarak melas ve peynir alti suyu kullanilmstir.
Melas Ankara Seker Fabrikasindan temin edilmis, peynir alt1 suyu ise ticari olarak
satin almmustir. On ¢alismalarimiz sonucunda melas gelisme ortami olarak
kullanilmis peynir alt1 suyu ise besiyerine 1 g/L oraninda ilave karbon kaynagi olarak

eklenmistir.

Toplam seker iiretimi igin gelisme ortami olarak kullanilan melas besi
ortaminin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda melas
igeren besi ortamlar1 hazirlanmistir (melas: dH,O; 0,5:100, 1,0:100, 1,5:100, 2:100
v/v). Melas igeren bu ¢ozeltilere 1 g/1 (NH4),SO,4 ve 1 g/l KH,PO, ilave edilerek
gelisme ortami hazirlanmis ve pH'1 7,0'ye ayarlanmistir (Gonen ve Aksu, 2008).
Hazirlanan gelisme ortamlar1 121 °C'de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve
%2 bakteri ekimi yapilarak 37 °C'de inkiibe edilmistir. Belirlenen optimal melas

konsantrasyonunda ayrica pH ve sicakligin etkisi ¢calisilmigtir.

3.3.3 pH’nin EPS Uretimine Etkisi

B. pseudomycoides U10 bakterisinin toplam seker iiretim ozelligi iizerine
pH’1n etkisini arastirmak amaciyla pH 6,5, pH 7,0 pH 7,5, pH 8,0 ve pH 9,0’da LB

ve melas besi ortamlarinda 37 °C’de inkiibe edilmis ve zamana bagli olarak toplam

seker 6lgtimii yapilmastir.
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3.3.4 Sicakhigin EPS iiretimine etkisi

B. pseudomycoides U10 bakterisinin EPS iiretim potansiyelleri {izerine
sicakligm etkisi 25, 30, 37 ve 45 °C’lerde inkiibasyon yapilarak belirlenen optimal
pH ile arastirilmistir. Inokiilasyon oran1 %2’dir. LB ve melas gelisme ortamlarinda

inkiibasyon zamanina bagli olarak toplam seker miktar1 dl¢iilmiistiir.

3.3.5 Organik asitlerin ve karbon kaynaklarmmin EPS iiretimine etkisi

B. pseudomycoides U10 bakterisinin EPS iiretim potansiyelleri tizerine
organik asit ve karbon kaynaklarinin etkilerini belirlemek amaciyla galaktronik asit,
glukuronik asit ve glikoz 1 g/L oraninda LB besi ortamina ilave edilerek zamana

bagli olarak toplam seker dl¢timii yapilmistir.

3.4  EPS Saflastirma Metodu

Calismada EPS saflastirmasi etanol ile ¢oktiirme-saflagtirma yontemi ile
yapilmistir (Hung ve dig. 2005). Bakteri kiiltiiri inkiibasyon sonrasinda santrifiij
edilir, sipernatant ve pellet ayrilir. Stipernetanttan elde edilen EPS “¢6ziinmiis EPS”,

hiicre pelletinden elde edilen EPS “membrana bagli EPS” olarak adlandirilir.

Stipernatanta, besiyerinden gelen proteinleri yok etmek i¢in proteinaz K ilave
edilir. Soliisyon 37 C’de 12 saat 70 rpm’de inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda 4
hacim etanol ve metanol ilave edilerek buzdolabinda 12 saat ¢okelti olusmasi igin
bekletilir. Cokelti 0,22um goézenek capli membran ile filtrasyon yapilarak toplanir.
Son konsantrasyon 30g/l olacak sekilde NaCl ilave edilerek presipitat tekrar ¢oziiliir
ve bu islem ii¢c kez tekrarlanir. Uciincii tuz asamasindan sonra membran filtreden
gegirilen 6rnekler 10-20 ml dH0 ile ¢oziiliir ve 6-8 kDa membranda dH,O’ya karsi
3-5 giin boyunca dializ edilir. Daha sonra dializden alinan 6rnekler liyofilizatorde

kurutulur.

Pellet ise, 100 ml dH,0’da ¢oziiliir ve 3 g NaCl ilave edilir, 1 saat boyunca

manyetik karistiric1 ile karistirilarak pelletten membrana bagli EPS ekstrakte edilir.
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Daha sonra soliisyon santrifiij edilerek siipernatant alinir. Siipernatant {iizerine

yukarida anlatidigr sekilde alkol karigimi ilave edilerek EPS saflastirilir.

Elde edilen toz-kuru EPS’lerin bir kismi toplam seker tayini, protein ve
ironik asit tayini ile monomer kompozisyon analizlerinde, bir kismi karakterizasyon

caligmalarinda bir kismi ise SAXS ile {i¢ boyutlu yap1 belirlemesinde kullanilmigtir.

3.5  Liyofilize EPS’nin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi

3.5.1 Toplam protein tayini

EPS’deki toplam protein miktart modifiye Lowry (Lowry ve dig., 1951,
Hartree, 2004) metoduna gore 650 nm spektrofotometrede kolorimetrik olarak

belirlenmistir. Standart olarak sigir serum albumini (Sigma, P0834) kullanilmigtir.

Modifiye Lowry Metodu: Elde edilen EPS c¢ozeltisi 10 dk. 50 °C su
banyosunda bekletilir. Uzerine 0.9 ml sodyum-potasyum tartarat-NaCOj; reaktifi

eklenerek 50 °C’de su banyosunda 10 dk. bekletilir Siire sonunda ¢ozeltiler su
banyosundan ¢ikarilarak oda sicakligina gelene kadar karanlik bir ortamda sogumaya
birakilir. Soguduktan sonra {izerine 0.1 ml sodyum-potasyum tartarat-CuSO,4.5H,0
reaktifi eklenerek vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dk. oda sicakliginda bekletilir.
Siire sonunda 3 ml Folin-Ciocolteu reaktifi ilave edilip karistirildiktan sonra 50 °C su
banyosunda 10 dk. bekletilir. Daha sonra 6rnekler oda sicakligina gelinceye kadar

karanlik ortamda bekletilir ve 650 nm’de absorbans olg¢iiliir.

3.5.2 Uronik asit miktari belirleme

Liyofilize EPS numunesi igerisine sulfamik asit eklenerek iyice karistirilir ve
konsantre siilfiirik asit ile hazirlanan sodyum tetraborattan 2.4 ml ilave edilip 100 °C
su banyosunda 10 dk sitilir. Oda sicakligina kadar soguduktan sonra 30 pl m-

hidroksifenil eklenip 525 nm’de absorbansi okunur. Toplam iironik asit
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konsantrasyonunu hesaplamada glukuronik asit ile olusturulan standart egri
kullanilmistir (Hung ve Santchi, 2001).

3.5.3 Toplam seker tayini

EPS’nin toplam karbonhidrat miktari, fenol-siilfiirik asit metodu ile
belirlenmistir (Frengova ve dig., 2000; Dubois ve dig., 1956). Toplam seker

konsantrasyonunu hesaplamada glukoz ile olusturulan standart egri kullanilmistir.

3.6  Bakteriyel EPS’nin Karakterizasyonu

3.6.1 X-Isim1 Kirinima (XRD) Yontemi ile Yapilan Analizler

Bu c¢alismada XRD yontemi ile bakterilerden elde edilen EPS’nin
karakterizasyonu (amorf veya kristalin yap1 tayini) i¢in kullanilmistir. XRD yontemi
kristal yapis1 bilinmeyen bir maddenin atom diizlemleri (dhkl) arasindaki mesafenin
Ol¢timiinii esas almakta olup, pikler Bragg yasasi olarak bilinen 26 agilarina karsilik
gelen (dhkl) degerleriyle ifade edilir (d = A / 2 SinO, A = 1,54056 A). XRD
incelemeleri Batman Universitesi Jeoloji Miihendisligi Béliimii laboratuvarlarinda
Rigaku Miniflex model CuKa 1gmmh (A = 1,54056 A) X-isinlan
Difraktometresi’nde yapilmis olup, ¢ekim kosullar1 40 mA, 40 kV, tarama hiz
0.005° olarak uygulanmustir.

3.6.2 Termal Analizler (TGA)

Termo-Gravimetrik analiz  (TGA), maddenin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin sabit 1sitma orani ile artan sicaklik ile kiitle kaybina bagli degisimini
Olcen bir yontemdir. Genel olarak bagli polimer malzeme calismalar1 i¢in ayrigsma,
oksidasyon ya da (6rnegin, nem gibi) ucucu kaybi, kiitle kayb1 veya kazanci

sergileyen malzemelerin secilen 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir.
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Bu calismada, TGA incelemeleri Pamukkale Universitesi Makine
Miihendisligi Boliimii TGA-DTG termal analiz sistemi iizerinde, azot atmosferinde

20-1000 °C sicaklik araliginda 10 °C dk-1 1sitma hiz1 uygulanarak yiiriitilmiistiir.

3.6.3 Taramali Elektron Mikroskobunda (SEM) Goriintiileme

SEM, polimerlerin yiizey morfolojisinin belirlenmesi i¢in kullanilan
yontemlerden biridir. Bu yontemde hizlandirilmig elektronlar 6rnegin yiizeyine
carptirillarak Ornekten yansiyan ikincil elektronlar (SE), algilayici (dedektor)
yardimiyla ii¢ boyutlu goriintii elde edilmistir. Bakterilerin iirettikleri EPS yiizey
morfolojisi hakkinda bilgi edinmek amaciyla SEM analizi yapilmistir. Altin ile
kaplanan &rnekler, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi'nde (izmir, Tiirkiye)

QUANTA FEG 250 Taramal1 Elektron Mikroskop kullanilarak incelenmistir.

3.6.4 SAXS Yontemi ile Yapilan Analizler

Kurutulmus saf EPS’ler sulu c¢ozelti formda hazirlanarak Hacettepe
Universitesi SWAXS laboratuvarinda laboratuvar tipi “HECUS SYSTEM3
SWAXS” sistemi kullanilarak deneylerimiz ger¢eklestirilmistir. SAXS 6l¢iimlerinde,

» Isinlama siiresi, her bir 6rnek i¢in = 600 s
> Detektor konumu 27600
> Ornek tutucu = 2 mm quartz-kapiller tiip

> Olgiim alan g-araligi = 0,002 < q < 0,7 (A-1) olarak belirlenmistir.

Yiiksek ¢oziiniirliklit SWAXS sistemi 6zellikle toz 6rnekler, sivi kristaller ve
polimerik nano malzemelerin ayni anda kiiciik ve genis a¢1 X-1gin1 sagilmasi
Ol¢iimlerinin yapilabilmesi i¢in tasarlanmigtir. Deney sisteminde es zamanli olarak
SAXS ve WAXS odl¢limlerinin yapilabilmesinin yaninda farkli sicakliklarda da
Olglimlerin yapilmasi miimkiin olmaktadir. Deney sistemi ile ilgili bazi teknik

Ozellikler Tablo 1’de verilmistir.
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Tablo 1 Deney sistemi ile ilgili teknik dzellikler

g-aralikhg: 0,01<g<5nm-1

GeniG ac1 arah@ 18-26 ° (istek tlizerine diger araliklart)

Detektorler Hecus Detektorleri “PSD 50M”

Yazilim ASA-3 yazilimi; LabView® kullanici
arayuzi
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Sekil 3 Ilgili 6rneklerin SAXS egrileri

K1: LB+¢oziinmiis EPS; K2: LB+membrana bagli EPS; K3: melash besi
ortami+¢oziinmiis EPS; K4: melash besi ortami+membrana bagli EPS;
K5: Past ilaveli LB+¢6ziinmiis EPS; K6: Past ilaveli LB+membrana bagli EPS;
K7: Glukoz ilaveli LB+¢6ziinmiis EPS; K8: Glukoz ilaveli LB+membrana bagli EPS

Orneklerin sulu ¢ozeltileri (0,5 g/L) 6Slciimler icin hazirlanma asamasinda
kapiller tiiplere enjekte edilerek, orneklerin sulu c¢ozeltileriyle doldurulan ince
kapiller tiipler Small Angle X-Ray Sacettering (SAXS) sisteminin 6rnek tutucu

haznesine yerlestirilerek sistem yazilimi (ASA3 Programi) calistirilmistir.

Oda sicakliginda her bir 6rnek i¢in 600 s Ol¢lim siiresi sabit tutulmustur.
Olgiimler sonucunda, yapisal farkliliklar1 daha kolay gdzlemlemek igin SAXS
datalarinin log(I)-log(q) grafigi (Sekil 3.) cizilmistir.
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4. BULGULAR

4.1  Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimini Etkileyen Optimal Kosullarin

Belirlenmesi

4.1.1 Farkh Besiyerlerinin EPS Uretimine Etkisi

Bacillus pseudomycoides U10 bakterisinin zamana bagl olarak irettigi
toplam EPS miktarina; farkli besiyerlerinin etkisini belirlemek amaciyla; Triptic Soy
Broth (TSB), Nutrient Broth (NB) ve Luria Bertani-Miller (LB) besi ortamlarinda,
pH 7,0 ve 37 °C’de inkiibe edilen kiiltiir 6rneklerindeki EPS miktari, 12 saat ve/veya

24 saat araliklarla ol¢iilmiistiir. Sonuglar Sekil 4’te verilmistir.

120
ETSB
——— HLB
100
M NB

80

40

Toplam Seker Miktari (mg/L)
(o]
o

20 -

24 36 48 60 72 84 96 108
Zaman (Saat)

Sekil 4 Farkli besiyerlerinde tiretilen EPS miktarinin (mg/L) zamana
bagl degisimi (pH: 7; 37°C)

Sekil 4’te goriildiigii iizere genel olarak en fazla toplam seker iiretimi B.
pseudomycoides U10 bakterisinin LB besi ortaminda gelistirilmesi sonucu elde
edilmigtir. 108. saatteki degerlere bakildiginda TSB ortaminda 56,85 mg/L, NB
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ortaminda 100,01 mg/L, LB ortaminda ise 112,23 mg/L seker iiretimi tespit

edilmistir. Elde edilen sonuglara gore 6l¢iim yapilan tiim saatlerde en fazla seker

tiretimi LB besi ortaminda gozlendigi icin sonraki ¢aligmalarimizda bu besi ortami

kullanilmustir.

4.1.2 pH’m EPS iiretimine etkisi

LB ortaminda 37 °C’de gelistirilen bakterilerin farkli pH derecelerinde (6,0;

7,0; 7,5; 8,0; 9,0) zamana bagli olarak iirettikleri toplam seker miktarlar

Olcililmiistiir. Sonuglar Sekil 5°te verilmistir.

100
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E
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<
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£
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g
S 30

20

10

HpH6,5
EpH7,0

MpH7,5

HpH 8,0
MpH9,0

36 48 60 72 84 96

Zaman (Saat)

Sekil 5 LB-Miller besiyerinde EPS {iretimine (mg/L) pH’ nin etkisi (37°C)

Sonuglar incelendiginde, B. pseudomycoides U10 bakterisinin LB besi

ortaminda EPS iiretimi i¢in en uygun pH degerinin 7,0 olduguna karar verilmistir.
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60. saatteki degerlere bakildiginda toplam seker miktart pH 6,5’ta 27,9 mg/L, pH
7,5’ta 27,57 mg/L, pH 8,0’de 27,46 mg/L ve pH 9,0’da 33,62 mg/L iken pH 7,0’de
92,74 mg/L’dir. Yapilan hemen her dl¢ciimde pH 7,0 degerinde daha yiiksek EPS

tiretimi gozlenmistir.

4.1.3 Sicakhgin EPS Uretimine Etkisi

Sicakligin EPS iiretimine etkisini belirlemek amaciyla belirlenen optimal pH
derecesinde (pH 7,0) LB besi ortaminda 25, 30, 37 ve 45 °C’lerde inkiibe edilerek
inkiibasyon sirasinda zamana bagl olarak 6l¢iimler yapilmistir. Sonuglar Sekil 6’da

verilmigtir.

120

100

80

60

40

Toplam Seker Miktari (mg/L)
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24 36 48 60 72 84 96 108 120

0 e 000_O0O_O_O_O_o__0_oOoO0OoO__—_—_—

Zaman (Saat)

Sekil 6 LB miller besiyerinde EPS iiretimine (mg/L)sicakligin etkisi
(pH:7; 37°C)
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Sekilde goriildiigii gibi diger sicaklik degerlerine gore, LB miller besi
ortaminda bakterinin kendi optimal gelisme sicakligi olan 37 °C’de EPS iiretiminin
daha fazla oldugu gozlenmistir. 108. saatteki degerlere bakildiginda 25 °C’de 46,96
mg/L, 30 °C’de 66,78 mg/L, 45°C’de 18,88 mg/L iken 37 °C’de 112,23 mg/L toplam

seker miktar1 tespit edilmistir.

4.1.4 Organik Asit ve Karbon Kaynaklarimin EPS Uretimine Etkisi

B. pseudomycoides U10’un EPS iiretimine karbon kaynaklarmin etkisini
belirlemek i¢in glukoz, glukuronik asit ve galaktronik asit kullanmilmistir. Karbon
kaynagi ilave edilerek hazirlanan LB besi ortamlarinda pH 7,0’da ve 37 °C’de
gelistirilen bakterilerden 6rnekler alinarak toplam seker 6l¢iimii yapilmistir. Sonuglar

Sekil 7°de verilmistir.

350 -
= M Galaktronik
ED 300 - asit
£ H Glikoz
s
X 250 A i Glukronik asit
S
g
3 200 A
€
i)
g 150 -
[
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O T T T T T T
24 36 48 60 72 84 96
Zaman (Saat)

Sekil 7 LB besi ortamina 1g/L oraninda ilave edilen organik asit ve
karbon kaynaklarinin EPS {iretimine (mg/L) etkisi (pH: 7; 37 °C)
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Sekil incelendiginde galaktronik asit ve glukronik asite oranla, LB besi
ortammna glikoz eklendiginde EPS iiretimini artirmaktadir. 72. saatte yapilan
olgtimler incelendiginde galaktronik asit ilaveli ortamda 180,6 mg/L, glukronik asit
ilaveli ortamda 188,75 mg/L iken glukoz ilaveli ortamda iiretilen EPS miktar1 316,46
mg/L olarak goriilmektedir.

4.1.5 Peynir Alt1 Suyu Tozunun EPS Uretimine Etkisi

Endiistriyel bir atik olan peynir alti suyu tozunun (Past) B. pseudomycoides
UI10 bakterisinin EPS iiretimine etkisini belirlemek i¢in LB besi ortamina 1 g/L
oraninda toz halde ilave edilmistir. Hazirlanan bu gelisme ortaminda dncelikle farkli
pH degerleri (6,0; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0) ayarlanarak optimal pH’1 belirlenmis, daha sonra
belirlenen optimal pH’ta sicakligin etkisi (25, 30, 37 ve 45 °C) calistlmistir. Past
igeren gelisme ortaminda bakterinin EPS {iretimine pH’1n etkisi Sekil 8’de, sicakligin

etkisi Sekil 9’da verilmistir.
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Sekil 8 Past iceren LB ortaminda EPS iiretimine (mg/L) pH’1n etkisi (37°C)
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Sekil 9 Past iceren LB ortaminda EPS tiretimine (mg/L) sicakligin etkisi
(pH:7)

Sekil 8 ve 9 incelendiginde pH 7,0 ve 37 °C’de B. pseudomycoides U10
bakterisinin EPS {iretimi diger degerlere gore oldukca kararli ve ytiksektir. 72. saatte
yapilan Ol¢limlere bakildiginda pH 7,5’ta iiretilen toplam EPS miktar1 23,93 mg/L
iken pH 7,0’de 80,08 mg/L olarak goriilmiistiir.

4.1.6 Melas Besi Ortaminda EPS Uretimi

Diger bir endiistriyel atik olan melas ¢aligmamizda gelisme ortami olarak
kullanilmistir.  Oncelikle gelisme ortami olarak hazirlayacagimiz melas besi
ortaminin konsantrasyonunu belirlemek i¢in farkli oranlarda melas igeren ¢ozeltiler
hazirlanmistir (melas:dH,O; 0,5:100, 1:100, 1,5:100, 2:100 v/v) ve bu ortamlarda
gelistirilen bakterinin iirettigi toplam seker miktar1 zamana bagl olarak Slgiilmiistiir
(Sekil 10).
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Sekil 10 Melasli ortamda iiretilen toplam EPS miktarina (mg/L) melas
konsantrasyonunun etkisi (37 °C)
Sekilde goriildiigii gibi en fazla seker iiretimi 2:100 v/v olan melas besi
ortaminda elde edilmistir. Son &lglim saatlerinde 2:100 v/v konsantrasyonundaki
melasli ortamda diger ortamlarin yaklasitk 10 katindan fazla EPS iiretimi

gozlenmistir.

Melas besi ortaminda bakterinin optimal EPS iiretim sartlarin1 belirlemek i¢in
farkli pH ve sicakliklarda toplam seker 6l¢limii yapilmistir. pH’ nin etkisi (pH; 6,0;
7,0; 7,5; 8,0; 9,0) Sekil 11°de, sicakligin etkisi pH 7,5 (25, 30, 37 ve 45 °C) Sekil

12°de verilmistir.
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Sekil 11 Melasl ortamda {iretilen toplam EPS miktarina (mg/L) pH’ nin etkisi

(37°C)
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Sekil 12 Melasli ortamda tiretilen toplam EPS miktarma (mg/L) sicakligin

etkisi (pH:7,5)
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Sekil 11 ve 12 incelendiginde melashi ortamda B. pseudomycoides U10
bakterisinin tirettigi EPS miktar1 en yiiksek degerlere pH 7,5’ta 37 °C’de. pH degeri
7,5’tan uzaklastikca EPS iiretimi ciddi oranda azalmistir. Benzer sekilde 37 °C’nin
alt ve st sicaklik degerlerinde bakteri gelisimine bagli olarak EPS iiretiminin de

azaldig1 goriilmektedir.

4.2  Bakteriyel EPS’nin Kimyasal Kompozisyonu

B. pseudomycoides U10 hiicrelerinden EPS saflastirmasi LB besi ortaminda,
peynir alt1 suyu iceren LB besi ortaminda, glukoz i¢eren LB besi ortaminda ve Melas
besi ortaminda yapilmistir. Hazirlanan besi ortamlarinin pH ve sicakliklart onceki
calismalarimizda elde edilen optimal degerlere ayarlanmistir. Gelistirilen hiicrelerden
¢Oziinmiis ve membrana bagli olmak tizere iki tip EPS elde edilmistir. Elde edilen
EPS’lerin kimyasal kompozisyonunu belirlemek i¢in toplam seker, toplam protein ve

tironik asit miktarlari belirlenmistir. Sonuglar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2 B. pseudomycoides U10’dan saflagtirilan EPS'lerin biyokimyasal
kompozisyonu (mg/g EPS)

Kullanilan EPS Toplam Toplam Uronik
Besiyeri Seker (mg/g) | protein (mg/g) | asit (mg/g)
LB Coziinmiis 380 211 12
Membrana Bagh 206 256 9
Coziinmiis 466 64 50
Melas Membrana Bagh 156 186 14
Coziinmiis 150 182 16
+
LB+Past Membrana Bagh 106 308 3
Coziinmiis 464 122 5
+
LB+glukoz Membrana Bagh 176 340 5

Melas besi ortaminda gelistirilen U10 bakterisinden ekstrakte edilen 1 g
¢Ozlinmilis ve membrana bagli kuru EPS numunesindeki toplam seker miktar
sirasiyla 466 ve 156 mg, protein miktarlar1 ise 64 ve 186 mg’dir. Ayrica Tablo 2’den
goriilecegi lizere protein ve seker tim EPS’lerin temel bileseni iken iironik asit

icerikleri nisbeten diistiktiir.
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4.3  Bakteriyel EPS’nin Karakterizasyonu

4.3.1 XRD Analizi

B. pseudomycoides Ul0’dan farkli gelisme ortamlarinda elde edilen
¢Ozlinmlis ve membrana bagli EPS’lerin XRD analiz sonuglar1 Sekil 13°te
verilmistir. Sirastyla LB ortaminda firetilen ¢6ziinmiis (K1) ve membrana bagh
EPS’nin (K2), melash ortamda iiretilen ¢oziinmiis (K3) ve membrana bagli EPS’nin
(K4), PAST ilaveli ortamda tiretilen ¢oziinmiis (K5) ve membrana bagli EPS’nin
(K6) XRD desenleri verilmistir. EPS tiriinlerinin biiyiikk 6lgtide amorf karakterde
oldugunu, diger bir ifadeyle ¢ok zayif bir mikro diizenlenme (zayif kristalin)
sergiledigini gostermektedir. K3 ve K4 nolu orneklerde az miktarda tuz (NaCl)
belirlenmis olup, kullanilan besiyeri ile iliskili oldugu diistinilmektedir. K5 nolu
ornek, diger orneklerin XRD desenlerinden farkli bicimde kristalin bir fazi isaret
eden pikler (4.05 ve 3.66 A) sergilemektedir. S6z konusu pikler literatiirde genel
olarak polietilen veya ozellikle yiiksek-yogunluklu polimer (High-Density
Polyethylene-HDPE) olarak bilinmektedir (Kono ve dig., 2010, Ahmad ve dig.,
2012; Methal ve dig., 2012). HDPE genellikle petrolden elde edilen sanayi ve imalat
sektoriinde kullanilmakta olan bir maddedir. K5 6rneginde goriilen bu pikin varligi,
XRD analizlerindeki hatalardan kaynaklanmis olabilecegini diistindiirmiistiir.
Literatiir bilgilerine gore petrol kaynakli bir yiiksek yogunluklu polimer varligi K5
orneginin saflastirildigi besiyerinde olmasi muhtemel degildir. Bu nedenle U10
bakterisinin gelisme ortamindaki reaksiyonlart sonucu oldugu diisiiniilemez. Bu
nedenle ilgili 6rnegin XRD analizi tekrar yapilarak pikin varliginin dogrulanmasina

karar verilmistir.
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Sekil 13 B. pseudomycoides U10 saf EPS’sinin XRD analiz sonuglari.

K1: LB+¢oziinmiis EPS; K2: LB+membrana bagl EPS; K3: melasl besi ortami+¢oziinmiis

EPS; K4: melaslh besi ortami+membrana bagl EPS; K5: Past ilaveli LB+¢6ziinmiis EPS; K6: Past

ilaveli LB+membrana bagli EPS
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4.3.2 TGA analizi

B. pseudomycoides Ul0’dan farkli gelisme ortamlarinda elde edilen
¢Ozlinmiis ve membrana bagli EPS’lerin TGA analiz sonuglar1 Sekil 14’te verilmistir.
Sirasiyla LB ortaminda iiretilen ¢6ziinmiis (K1) ve membrana bagli EPS’nin (K2),
melasli ortamda iiretilen ¢oziinmiis (K3) ve membrana baglt EPS’nin (K4), PAST
ilaveli ortamda iiretilen ¢oziinmiis (K5) ve membrana bagli EPS’nin (K6) TGA
egrileri tim O6rnekler icin benzerlik sunmaktadir. TGA egrilerine gore artan sicaklikla
birlikte iki asamal1 bir kiitle kayb1 s6z konusudur. Ik asama 20-200 °C arasindaki
yaklasik % 10’luk bir agirlik kayb1 olup, su molekiillerinin (veya nem igeriginin) ve
karboksil grubunun kaybina karsilik gelen karsilik gelmektedir. Ikinci asama ise 200-
600 °C arasindaki daha belirgin ve siddetli agirlik kaybi (yaklasik % 60-70) olup,
EPS’nin pirolizini yansitmaktadir. Toplamda yaklasik % 70-80 agirlik kaybi sunan
EPS o6rnekleri, K3 6rnegi i¢in daha az agirlik kaybi1 oldugunu gostermektedir.
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Sekil 14 B. pseudomycoides U10 saf EPS’sinin TGA analiz sonuglari

K1: LB ¢6ziinmiis EPS; K2: LB membrana bagli EPS; K3: melasli besi ortami, ¢ziinmiis
EPS; K4: melash besi ortami, membrana bagl EPS; K5: Past ilaveli LB, ¢oziinmiis EPS; K6: Past

ilaveli LB, membrana bagli EPS

32




4.3.3 SAXS analizi

EPS’nin 6zgiin yapisi; boyut, sekil ve iki katmanli kalinlig1 da dahil olmak
tizere SAXS analizi ile karakterize edilmistir. EPS’nin yapisin1i SAXS ydntemi ile
karakterize edebilmek igin EPS’lerin sulu ¢6zeltisi kullanilmustir. Sekil 15’de
sirasiyla LB ortaminda iiretilen ¢oziinmiis (K1) ve membrana bagli EPS’nin (K2),
melasl ortamda tretilen ¢oziinmiis (K3) ve membrana bagli EPS’nin (K4), PAST
ilaveli ortamda {iretilen ¢6ziinmiis (K5) ve membrana bagli EPS (K6) ile son olarak
glikoz ilaveli ortamda iiretilen ¢6ziinmiis (K7) ve membrana bagli EPS’nin (K8)
SAXS egrileri verilmistir. SAXS analizi ile ilgili secilen toplam yap1 faktorii grafigi
Sekil 16’da, LB ortaminda, melas besi ortaminda, PAST ilaveli besi ortaminda ve
glikoz ilaveli besi ortaminda {retilen ¢oOziinmiis ve membrana baglh
EPS’nin SAXS uyum model grafikleri sirasiyla Sekil 17, Sekil 18, Sekil 19 ve Sekil

20°de verilmistir.
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Sekil 15 B. pseudomycoides U10 saf EPS’sinin SAXS egrisi grafigi
K1: LB+¢oziinmiis EPS; K2: LB+membrana bagli EPS; K3: melasli besi ortami+¢dziinmiis
EPS; K4: melasli besi ortami+membrana bagli EPS; K5: Past ilaveli LB+¢6ziinmiis EPS;
K6: Past ilaveli LB+membrana bagli EPS; K7: Glukoz ilaveli LB+¢oziinmiis EPS; K8:
Glukoz ilaveli LB+membrana bagli EPS
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Sekil 16 Segilen toplam yapi faktori
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Sekil 17 LB ortaminda iiretilen ¢dziinmiis (A) ve membrana bagli (B) EPS’nin
SAXS uyum model grafigi
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Sekil 18 Melasli besi ortaminda tiretilen ¢6ziinmiis (A) ve membrana bagli

(B) EPS’nin SAXS uyum model grafigi
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Sekil 19 PAST ilaveli besi ortaminda iiretilen ¢éziinmiis (A) ve membrana bagli (B) EPS’ nin
SAXS uyum model grafigi
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Sekil 20 Glikoz ilaveli besi ortaminda iiretilen ¢oziinmiis (A) ve membrana bagl
(B) EPS’nin SAXS uyum model grafigi

SAXS egri verileri IGOR PRO Programi kullanilarak, yapilan hesaplamalar

sonunda uyum model fonksiyonlarindan faydalanarak grafikleri elde edilmistir.

U10 bakterisinin farkli ortamlarda iirettigi EPS’nin sulu ¢ozeltisinden elde
edilen SAXS verileri ile uyum fonksiyonlarindan hesaplanan yapisal bilgiler Tablo
3’de verilmistir. Ayrica, yapilan hesaplamalardan elde edilen yapinin prolate

cekirdek kabuk modelli bir yap1 oldugu sematik olarak Sekil 21°de gosterilmistir. LB
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ortaminda gelistirilmesiyle iretilen EPS’nin bagh ve ¢ozilmiis kisimlarindaki iki

tabaka kalinligmin ayn1 oldugu hesaplanmustir (14.1 A). Benzer sekilde U10’un LB

ortaminda gelistirilmesiyle iiretilen EPS’nin bagli ve ¢oziilmiis kisimlarinin major

kabuklar1 da birbirine yakin (1001.52, 905.85 A) degerler gdstermistir.

Tablo 3 Parcacik EPS i¢in yapisal bilgiler A ve B

A= K1: LB+¢6ziinmiis EPS; K2: LB+membrana bagli EPS; K3: melasli besi ortami+¢dziinmiis EPS;
K4: melasli besi ortami+membrana bagli EPS

K1 K2 K3 K4
Katman kalinhigi(A) 14.0699 14.0699 10.9179 12.8379
Maksimum cekirdek 1001.52 905.85 735.65 850.85
yarigapi (A)
Minimum ¢ekirdek 301.888 230.423 155.103 200.423
yarigapi (A)
Maksimum kabuk yarigapt | 1201.46 1100.34 802.04 1002.34
(A)
Minimum kabuki yaricap: | 405.111 301.324 230.9 249.324
(A)
SLD cekirdek (A?) 1.65781x10° | 1.14876x10° | 1.01876x10° | 1.10876x10°
SLD kabuk (A% 1.43774x10° | 1.20283x10° | 1.00583x10° | 5.48909
SLD ¢éziicii (A?) 90.55781x10° | 9.43674x10° | 9.42067x10° | 12.8379

B= K5: Past ilaveli LB+¢6ziinmiis EPS; K6: Past ilaveli LB+membrana bagli EPS; K7: Glukoz

ilaveli LB+¢oziinmiis EPS; K8: Glukoz ilaveli LB+membrana bagli EPS

K5 K6 K7 K8

Katman kalinhigi(A) 12.0379 12.7379 12.0179 12.5379
Maksimum ¢ekirdek 845.75 851.85 845.65 849.85
yarigap (A)

Minimum ¢ekirdek 196.223 199.423 196.103 199.523
yarigapi (A)

Maksimum kabuk 998.94 1001.34 998.04 1001.94
yarigap (A)

Minimum kabuki yaricap1 | 2429 249.304 242.9 249.004

(&)

SLD cekirdek (A?)

1.20876x10°

1.10876x10°

1.20876x10°

1.10876x10°

SLD kabuk (A%

1.10283x10°

1.15283x10°

1.10283x10°

1.11283x10°

SLD ¢oziicii (A?)

9.41067x10°

9.43674x10°

9.42067x10°

0.43674x10°
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Sekil 21 EPS'nin prolate ¢ekirdek-kabuk kiire modelinin sematik olarak gosterimi
A: Rmin-Cekirdek ve Rmax-Cekirdek yarigap B: Rmin-Kabuk ve Rmax-Kabuk yarigap C:
Yapinin olusturdugu membran modeli
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4.3.4 SEM analizi

B. pseudomycoides U10 bakterisinin saf EPS morfolojisi hakkinda daha fazla
bilgi sahibi olmak i¢in SEM analizi yaptirilmistir. Farkli kiiltiir ortamlarinda
gelistirilen mikroorganizmanin iirettigi EPS’nin yapisindaki farkliliklar Sekil 22 —

25’te goriilmektedir.
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HV spot | det mag [ HFW pressure WD 10 pm HV spot [ det mag [J HFW pressure WD
200kv 2.0 | ETD | 10000x  41.4 pm | 2.12e-3 Pa | 10.1 mm IYTEMAM 2.00kV | 2.0 | ETD | 20000 x | 20.7 pm | 1.01e-3 Pa | 10.1 mm

A B

Sekil 22 LB besi ortaminda gelistirilen U10 bakteri EPS’sinin SEM gdriintimi.
A-Coziinmiis EPS, B-Membrana bagli EPS
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HV spot det mag [J HFW pressure wD 5pum
200kv | 2.0 | ETD | 20000 x | 20.7 pm | 5.13e-4 Pa | 9.8 mm YTEMAM

A B

Sekil 23 Peynir alt1 suyu tozu ilave edilen besi ortaminda gelistirilen U10 bakteri EPS’sinin SEM goriiniimi.
A-Coziinmiis EPS B-Membrana bagli EPS
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v

HV spot det mag [] H‘l".'\.r’ ) —;);PE,E.mi;. WD ] —— 10 pm
2.00kvV | 2.0 | ETD | 10000 x | 41.4 pm | 7.69e-4 Pa | 10.1 mm IYTEMAM

A B

Sekil 24 Melasli besi ortaminda gelistirilen U10 bakteri EPS’sinin SEM goriintimii. A-Céziinmiis EPS, B-Membrana bagh EPS
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HV spot | det | mag O] HFW pressure WD — L L] HV spot | det [m} HFW pr D 10 pm

200kV | 20 |ETD | 5000x | 829 ym | 7.19e-4 Pa | 9.8 mm IYTEMAM 2.00kv | 20 | ETD X | 313 pm '8e-4 Pa | 10.0 mm IYTEMAM

Sekil 25 Glukoz ilave edilen besi ortaminda gelistirilen U10 bakteri ¢oziinmiis
EPS’sinin SEM goriintimii
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5. TARTISMA

EPS olarak bilinen yap1 hiicre duvar1 disinda bulunan yogun bir tabakadir.
Mikroorganizmalarin ¢ogu EPS sentezleyebilir ve bu sentezlenen EPS suda
¢oziinebilir (Llamas ve dig. 1999). Bir¢ok bakteri ve maya tarafindan iiretilen ve
mikroorganizmalarin dis yiizeyini saran EPS’lerin yapisinda polisakkaritlerin
yaninda protein ve niikleik asitler de bulunur (Lee ve dig. 1997; Wozniak ve dig.,
2003). EPS vyapist ve miktari; besiyeri igerigi, inkiibasyon sartlar1 gibi bir¢ok
faktorden etkilenebildigi i¢in gilinlimiizde, endiistriyel 6nemi olan sentezleyen yeni
mikrobiyal suslarin ve kiiltiir sartlarinin belirlenmesi i¢in aragtirmalar yapilmaktadir.
Cesitli 6zel uygulamalar i¢in EPS’lerin kesfi onemlidir (Tallon ve dig., 2003;
Looisjesteijn ve dig., 2000). Biyolojik materyal iiretimi ve bakterilerdeki verimin
arttirllmasi, fermentasyon sartlarinin gelistirilmesiyle dogrudan iliskilidir. Ayrica
secilen tiretici mikroorganizmanin biyosentetik kapasitesinin arastiritlmasi énemli bir
diger konudur. Uretici mikroorganizmalarda veriminin arttirilmasi; EPS iireten yeni
mikroorganizmalarin sec¢ilmesi ya da EPS firettigi bilinen mikroorganizmalarin
ozelliklerinin iyilestirilmesi ile saglanmaktadir. Bu amacla, daha ucuz materyaller
ve/veya optimum sartlar kullanilarak, bakterilerde polimerin metabolik
diizenlenmeleri  aragtirilmaktadir.  Uretim  maliyetinin  azaltilmasi  amaciyla
bakterilerin en iyi tiretim gergeklestirdigi mineral iceriklerinin dogru olarak tespit

edilmesi, sanayi Ol¢ekli iiretimlerde yol gosterici olacaktir.

Giliniimilizde farkli karbon kaynaklari ile EPS’nin sentezlendigi ¢ok cesitli
bakteri grubunda rapor edilmistir (Aslim ve dig. 2005; Dogan ve dig. 2014).
Ornegin, probiyotik bakteri grubunda yer alan ve yogurt sanayiinde siklikla
kullanilan laktik asit bakterilerinden Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus ve
Streptococcus thermophilus suslarinin EPS {iretimleri optimal sicaklik, pH ve
inkiibasyon zamanina bagli olarak MRS ve M17 besiyerlerinde arastirilmis; EPS
tiretim miktarlarinin bakteri tipi ve besiyerine bagli oldugu gosterilmistir (Ashim ve
dig. 2005). EPS iireten Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus bakterisinin LB12
susu ile yapilan bir diger calismada ise 18. saatte pH 5,5 degerinde ve 36 °C’de
yapilan dl¢iimlere gore 436 mg/L EPS iiretilmistir (Yusuf, 2009).

45



Sunulan yiiksek lisans tezinin ilk asamasinda iireolitik bir bakteri olan B.
pseudomycoides U10 bakterisinin EPS iiretimi iizerine TSB, LB ve NB besiyerinin
etkisi arastirilmistir. Genel olarak LB besiyerinde EPS iiretiminin NB ve TSB
besiyerine kiyasla yiliksek oldugu goézlenmistir. Bakterinin farkli inkiibasyon
stiresince LB besiyerindeki EPS iiretim miktar1 37,26-112,23 mg/L arasinda tespit
edilmistir (Bkz. Sekil 4). Bakterinin EPS iiretimi TSB besiyerinde 13,7-63,24 mg/L
ve NB besiyerinde 19,31-100 mg/L arasinda olmustur. Elde edilen sonuglara gore en
1yl diretimin gergeklestirildigi LB besiyeri, EPS optimizasyon ¢alismalarinda tercih
edilmistir. Calismanin ikinci asamasinda bakterinin farkli pH ve sicaklikta siireye
bagli olarak EPS igerigi incelenmistir. Buna gore bakteri maksimum EPS {iretimine

pH 7 ve 37 C’de (112,23 mg/L, 108. saat) ulagsmistir.

Calismamizda, en yiiksek EPS veriminin elde edildigi LB besiyeri, sicaklik
ve pH’da farkli karbon kaynaklarinin EPS {iretimine etkisi de arastirilmistir. Farkli
karbon kaynaklar1 olarak galakturonik asit, glukuronik asit ve glukoz kullanilmistir.
Genel olarak en iyi tiretim glukoz igeren besiyerinde (316,46 mg/L) inkiibasyonun
ilk 72. saatinde elde edilmistir. Ilerleyen siirelerde EPS miktarinda diisiis
gozlenirken, bakteri hiicre yogunlugunda dikkate deger bir artis gozlenmistir. Bu da
bize bakterinin Uretmis oldugu EPS’yi gelisim i¢in kullanmis olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Peynir alt1 suyu, seker pancar1 melasi, seker kamis1 melasi, bugday melasi,
misir kocani, meyve kabuklari ve nisasta gibi endiistriyel atiklar biyolojik
materyallerin ucuz ve kolay yonden tiretilebilmesi i¢in onerilmektedir. Seker pancari
melast ve peynir alti suyunun EPS iretiminde kullaninmi bazi ¢alismalarla
gosterilmistir. Fangfang Zhou ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada siit ve yeniden
sulandirilmig peyniralti suyu tozu kullanilarak Rhizobium radiobacter S10 susunun
bu iki ortamdaki EPS iiretimi karsilastirilmistir. En yliksek EPS iiretimi (2834,2 +
226 mg/L) bakterilerin %10 (w/w) oranindaki yeniden sulandirilmis PAST I
ortamda gelistirilmesiyle elde edilmistir (Zhou ve dig, 2014). Calismamizda, atik
materyallerin ucuz ve kolay temin edilebilir olmasi gibi avantajlarindan dolay1
endiistriyel fermentasyonlarda siklikla kullanilan peynir alti suyu ve melasin EPS
tiretimine etkisi de incelenmistir. Calismada kullanilan seker pancar1 melasi Ankara

Seker Enstitiisii'nden ve Peynir Alt1 Suyu ise bir ticari firmadan temin edilmistir.
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1 g/L Peynir alt1 suyu tozu, LB besiyerine ilave edilmis ve bakteri farkli pH
(6,5; 7,0; 7,5; 8,0 ve 9,0) ve sicakliklarda (25, 30, 37 ve 45 °C ) gelistirilmistir. Genel
olarak inkiibasyonun ilerleyen saatlerinde EPS {iretiminde bir artig goriiliirken sadece
45 C’de bakterinin ilk 24 saatte (102,21 mg/L) maksimum EPS iirettigi, daha sonraki
saatlerde ise EPS miktarinda diisiis oldugu dikkati ¢ekmistir. Ancak tiim sartlar
dikkate alindiginda bakteri 37 °C’de, pH 7°de 36. saatte maksimum EPS {iretimine
ulagmistir (158,8 mg/L). Bir diger endiistriyel atik olan melasin besiyeri olarak
kullanildig1 optimizasyon sartlarinda ise farkli konsantrasyonlarda melas (v/v;
0,5/100; 1/100; 1,5/100 ve 2/100) hazirlanmis ve bakterinin EPS {iretimi
incelenmistir. Buna gore en iyi iiretime 2/100 v/v melas besiyerinde 37 °C’de ve pH
7,5’ta ulagilmistir. Bakteri bu sartlarda 120. saatte 646,74 mg/L miktarinda EPS

liretmistir.

EPS’nin kimyasal kompozisyonu tablo 2’de verilmistir. Genel olarak
¢oziinmiis ve membrana bagli EPS’deki seker ve protein miktarlar1 kaynaga gore
degiskenlik gostermistir. EPS’deki seker orani, melas besiyerinde ve glukoz iceren
gelisme ortaminda artarken ayni ortamdaki protein i¢eriginde bir azalma gozlenmistir
(Bkz. Tablo 2). Melas besiortaminda saflastirilan ¢oziinmiis EPS’deki seker miktari
466 mg/g iken glukozlu ortamda 464 mg/g olarak tespit edilmistir. Melasin aksine,
bakteri peynir altt suyu tozu ilaveli (PAST) besiortaminda gelistirildiginde,
bakteriyel EPS’deki seker miktar1 azalirken protein miktarinda artis olmustur. Buna
gore PAST igeren ortamda ¢6ziinmiis EPS’de 182 mg/g ve membrana bagli EPS’de
308 mg/g miktarinda protein tespit edilmistir. Ayni sartlarda ¢oziinmiis EPS’deki
seker miktar1 150 mg/g ve membrana baglh EPS’de ise 106 mg/g olarak
belirlenmistir. Kontrol olarak diisiiniilen LB besiyerinde ise seker ve protein
igeriklerinin her iki tip EPS’de birbirine yakin degerlerde oldugu goriilmiistiir. Bu da
bize bakterinin EPS sentezi sirasinda, melas ve glukoz iceren ortamda EPS’deki
karbohidrat miktarin1 arttirdigini, PAST igeren ortamda ise protein miktarini
arttirdigini gostermistir. Yillarca saf kiiltiirlerdeki EPS’nin ana igeriginin karbohidrat
oldugu distintilmiistiir (Sutherland, 1997; Sutherland and Kennedy, 1996). Fakat
farkl1 bakterilerle yapilan ¢aligmalarla EPS’de karbohidrat disinda ozellikle
ekzoenzim olmak iizere biiylik miktarda protein varlig1 da rapor edilmistir (Dignac et
al., 1998). Elde ettigimiz sonuclarin literatiir bilgileri ile paralel nitelikte olmasi

dikkat cekicidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasinda B. pseudomycoides U10 bakterisinin farkli ortamlarda
irettigi EPS’nin; miktar, i¢erik ve ince yap1 karakterizasyonu yapilmistir. Bakteriyel
EPS iiretimine melas ve peynir alti suyu gibi endiistriyel atik materyallerin etkisi
ortaya konmustur. Mineral ve besiyeri tipine gore EPS deki protein ve karbohidrat
miktarlarmin degistigi tespit edilmistir. XRD analizi ile EPS {irlinlerinin biiyiik
Olclide amorf karakterde oldugunu diger bir degisle ¢ok zayif bir mikro diizenlenme
sergiledigi goriilmiistiir. Fakat K5 nolu 6rnek, diger drneklerin XRD desenlerinden
farkli bigimde kristalin bir faz1 isaret eden pikler sergilemektedir. B. pseudomycoides
Ul0’nun tirettigi bakteriyel EPS yapisinin i¢i bos prolate seklinde oldugu SAXS
analizi ile belirlenmistir. EPS 6rneklerinin TGA egrileri incelendiginde kiitlenin iki
asamal1 olarak kayboldugu goriilmektedir. Tiim 6rneklerde yaklasik 0-100 °C iginde
belli bir miktar kiitle kayb1 gozlenip bu kaybolan kiitlenin EPS’nin i¢indeki nem
oldugu diisiiniilmektedir. Asil EPS yapisinin yaklasik 200 °C civarinda bozundugu
goriilmektedir. Bu da bize iiretilen EPS’nin ticari olarak kullanim alanina goére kag
derece sicaklia kadar dayanabildigi hakkinda énemli bir bilgi vermektedir. Ornegin
yine bu bilgi, ameliyat ipi iiretiminde kullanilacak U10 bakterisinin EPS’si igin
sterilizasyon sartlarini belirlemede yardimci olabilir. SEM goriintiileri incelendiginde
EPS’nin {retildigi ortamm EPS yapisinda meydana getirdigi degisiklikler gorsel
olarak ¢ok rahat goriilmektedir. LB ortaminda gelistirilen U10 EPS’sinin 100 pmlik
gorlntiisii daha ¢ok lamelar (yapraksi) bicimde iken (bkz. Sekil 22-A) ayni ortama
PAST ilave edilince elde edilen EPS’nin 100 umlik goriintiisii daha ¢ok bir biitiin
halinde gerilmis bir yiizey seklindedir (bkz. Sekil 23-A).

EPS’ler biyomateryaller olarak kullanilabildigi i¢in, bu ¢alisma sonucu
B.pseudomycoides U10 susunun dort farkli ortamda ve her bir ortamda trettigi bagh
ve ¢ozlinmiis EPS yapisi arastirilarak ileride bu arastirmalar gelistirilip imkanlar
dahilinde EPS’nin kullanilacak alana gore ticari olarak iiretilmesi istenilen bir
hedeftir. Ornegin, melas gibi pancarin islenmesinden sonra ortaya cikan dogal bir
endiistriyel atik ortamda iiretilen EPS, ila¢ kaplama sanayiinde ya da mide barsak

florasini diizenlemek tizere direk ila¢ sektoriinde kullanilabilir.
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8. EKLER

EK A: Arastirmada kullanilan besi ortamlar1 ve kimyasal maddeler

Luria Bertani Miller (LB) (Merck, Sigma, Fluka)

o Tripton 10,0 g/L
o Yeast extract 5,009/L
. Sodyum klortir 10,0 g/L
Nutrient Broth (NB) (Merck, Sigma, Fluka)

o Beef extract 5,009/L
o Pepton 5,009/L
o Sodyum kloriir 10,0 g/L
Triptic Soy Broth(TSB) (Merck, Sigma, Fluka)

o Tripton 17,0 g/L
o Soya unu peptonu 3,09/L
o D(+) glukoz 2,50/L
o Sodyum klortir 5,009/L
o Di-Potasyum hidrojen fosfat 2,5g/L
Triptic Soy Agar (TSA) (Merck)

o Tripton 17,0 g/L
o Soya unu peptonu 3,0 g/L
o D(+) glukoz 2,50/L
o Sodyum kloriir 5,0¢0/L
o Di-Potasyum hidrojen fosfat 2,59/L
o Agar 15,0 g/L

Maddeler 1 litre distile su igerisine ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri 7,0+0,2’ye
6 N HCI ve 6 N NaOH ile ayarlanmistir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir. izole edilen suslar, TSA iceren tiiplerde +4°C’de muhafaza
edilmistir.
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EPS saflastirma ve icerik tayininde kullanilan kimyasallar
. Etanol (Merck)

. Metanol (Merck)

. Proteinaz K (Sigma-Aldrich)

. Trikloraasetik asit (TCA) (Merck)

. Fenol (Merck)

. H,SO,4 (Merck)

. Sodyum-potasyum tartarat-NaCOs reaktifi: 100 ml saf suda 0,2 g sodyum-
potasyum tartarat ile 10 g NaCO3 ¢oziiliir.

. Sodyum-potasyum tartarat-CuSQO,4.5H,0 reaktifi: 0,2 g sodyum-potasyum
tartarat ile 0,1 g CuSQOj. 5H,0 9 ml saf suda ¢oziiliir. Uzerine 1 ml 1 N NaOH ilave
edilir.

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

. Sulfamik asit (Sigma-Aldrich)
. Sodyum tetraborat (Sigma-Aldrich)
. m-hidroksifenil (Sigma-Aldrich)

Peynir Alti Suyu Tozu

www.hammaddeler.com sitesinden 1 kg peynir alt1 suyu tozu ticari olarak satin
alinmistir.

Hiicre Yogunlugu Tablolar :

Tablo 4 B.pseudomycoides i¢in farkli besi ortaminda hiicre yogunlugu
(37°C) (630 nm)

saat TSB LB NB
24 0,39+0,01 1,13+0,25 0,64+0,23
36 1,21+0,14 1,60+0,05 1,13+0,13
48 0,59+0,09 1,04+0,98 1,03+0,03
60 1,05+0,07 1,88+0,22 1,33+0,09
72 1,14+0,10 1,34+0,05 1,29+0,13
84 1,26+0,14 1,58+0,10 1,28+0,16
96 1,39+0,04 2,03+0,37 1,47+0,03
108 1,47+0,06 1,75+0,03 1,59+0,00

58




Tablo 5 LB besi ortaminda pH etkisi hiicre yogunlugu (37°C) (630 nm)

saat pH 6,5 pH 7,0 pH 7,5 pH 8,0 pH 9,0
36 | 1,12+£0,09 | 1,60+0,06 1,54+0,30 1,45+0,45 | 0,61+0,02
48 | 0,80+0,06 | 1,04+0,98 1,07+0,14 1,05+0,14 | 0,67+0,06
60 | 0,90+0,02 | 1,88+0,22 1,00+0,03 0,94+0,01 | 0,87+0,02
72 | 0,95+0,06 | 1,34+0,05 0,94+0,09 0,82+0,01 | 0,95+0,11
84 | 1,09+0,03 | 1,58+0,10 1,25+0,19 1,04+£0,01 | 1,25+0,21
9 | 1,10+0,04 | 2,03+0,37 1,10+0,12 0,97+0,06 | 1,26+0,21

Tablo 6 LB ortaminda sicaklik etkisi hiicre yogunlugu (pH:7) (630 nm)

saat 25°C 30°C 37°C 45 °C
24 1,24+0,71 1,82+0,15 0,29+1,19 0,90+0,38
36 1,29+0,34 1,19+0,15 0,14+0,37 1,09+0,51
48 0,94+0,12 0,930,06 0,03+0,01 0,80+0,02
60 1,05+0,07 0,81+0,27 0,08+0,38 1,09+0,47
72 1,300,17 1,13+0,28 0,19+0,23 0,72+0,03
84 1,29+0,14 1,39+0,16 0,11+0,14 0,7620,02
96 0,84+0,11 1,03+0,23 0,20+0,21 1,04+0,02

Tablo 7 Past ilaveli ortamda pH etkisi hiicre yogunlugu (37°C) (630 nm)

saat pH 6,5 pH 7 pH 7,5 pH 8 pH9

36 1,11+0,00 1,50+0,15 1,26+0,27 | 1,02+0,06 | 1,00+0,00
48 1,294+0,12 1,17+0,15 0,93+0,08 | 1,05+0,06 | 0,95+0,05
60 1,15+0,03 1,22+0,08 0,93+0,03 | 0,87+0,02 | 0,90+0,05
72 1,00£0,03 1,19+0,08 1,01+0,06 | 1,06+0,04 | 0,99+0,09
84 1,27+0,13 1,24+0,03 1,23+0,00 | 1,24+0,04 | 1,15+0,12
96 1,38+0,14 1,23+0,03 1,26+0,01 | 1,25+0,11 | 1,19+0,09
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Tablo 8 Past ilaveli ortamda sicaklik etkisi hiicre yogunlugu (pH:7) (630 nm)

saat 25°C 30°C 37°C 45°C
24 1,37+0,78 1,30+0,18 1,35+0,13 1,72+0,19
36 0,81+0,01 1,27+0,23 1,50+0,15 0,77+0,11
48 0,84+0,03 1,47+0,11 1,17+0,15 0,97+0,11
60 0,85+0,18 1,60+0,19 1,22+0,08 1,00+0,62
72 1,17+0,41 1,68+0,17 1,19+0,08 1,77+0,46
84 1,18+0,33 1,65+0,11 1,24+0,03 1,10+0,29
96 1,18+0,28 1,66+0,43 1,23+0,03 1,41+0,11

Tablo 9 Melaslh ortamda EPS tiretimi pH etkisi hiicre yogunlugu (37 °C) (630 nm)

saat pH 6,5 pH 7 pH 7,5 pH 8 pH9

24 0,04+0,00 0,61+0,02 0,29+0,03 | 0,13+0,00 | 0,21+0,16
36 0,07+0,02 0,63+0,01 0,96+0,69 | 0,20+0,00 | 0,15+0,01
48 0,08+0,00 0,65+0,01 0,81+0,65 | 0,25+0,01 | 0,15+0,00
60 0,10+0,02 0,54+0,02 1,27+0,12 | 0,20+0,05 | 0,27+0,05
72 0,10+0,01 0,71+0,03 0,85+0,50 | 0,59+0,37 | 0,34+0,20
84 0,19+0,06 1,22+0,57 0,79+0,44 | 1,37+0,40 | 0,60+0,46
96 0,20+0,02 1,03+0,55 0,83+0,42 | 0,92+0,55 | 0,90+0,72
108 0,13+0,00 1,34+0,21 1,20+0,61 | 1,04+0,18 | 1,21+0,56
120 0,20+0,00 1,53+0,27 1,38+0,32 | 1,65+0,07 | 1,76+0,45

60




Tablo 10 Melasli ortamda EPS iiretimine sicaklik etkisi hiicre yogunlugu

(37 °C) (630 nm)

saat 25°C 30°C 37°C 45°C
24 1,20+0,40 1,33+0,30 0,29+0,03 0,21+0,06
36 0,12+0,10 0,84+0,12 0,96+0,69 0,19+0,04
48 0,08+0,01 0,63+0,05 0,81+0,65 0,01+0,01
60 0,25+0,14 0,78+0,01 1,27+0,12 0,20+0,05
72 0,39+0,08 0,55+0,11 0,85+0,50 0,47+0,32
84 0,63+0,13 0,41+0,02 0,79+0,44 0,44+0,29
96 0,86+0,20 0,74+0,00 0,83+0,42 0,38+0,25
108 1,13+0,09 0,47+0,00 1,20+0,61 0,38+0,24
120 1,03+0,20 0,68+0,00 1,38+0,32 0,30+0,29
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