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OZET

Bu caligmada, Gazi Universitesi, Biyoteknoloji Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonu’nda
bulunan halofilik bakterilerden Halomonas aquamarina NB2 ve Halobacillus trueperi NB7,
NB8, NB9, NB10, NB11 suslar1 kullanilarak, kiiltiir ortamlarindaki ekzopolisakkarit (EPS)
iiretimleri belirlenmistir. Suslarin EPS iiretim miktarlarinin 15-55 mg/L arasinda degistigi
tespit edilmistir. Kiltiir ortaminda en iyi gelisim gosteren ve yiiksek EPS iiretim kapasitesine
sahip olan halofilik bakteri susu segilerek (NB7-47 mg/L), farkli tuz konsantrasyonlari (%S5,
%10, %15, %17,5, %20, %25 ve %30) ve farkli karbon kaynaklarinin (siikroz, glikoz,
galaktoz, mannoz) EPS {iretimine etkisi tespit edilmistir. NB7 susunda, tuz
konsantrasyonlarinin farkliligina bagli olarak EPS {iretiminin azaldigi (14-40 mg/L) ve farkli
karbon kaynaklarindan siikrozlu ortamda en yiiksek (488 mg/L), galaktozlu ortamda ise en
diigiik (144 mg/L) EPS iretimi gosterdigi belirlenmistir. Ayrica caligmada, bakterilerin
kiiltiir ortamindaki biyofilm aktivitesi arastirilmistir. NB2, NB7, NB8, NB9 ve NB10
suslarmin giiclii biyofilm iireticisi, NB11 susunun orta diizey biyofilm iireticisi oldugu
bulunmustur. Son olarak, bakterilerden izole edilen EPS’ler liyofilize edilerek, 1-EPS’lerin
emiilsifikasyon aktivitesi, toplam karbohidrat ve protein miktarlar1 belirlenmistir. 1-
EPS’lerin kullanilan hidrokarbonlar1 %3-26 arasinda degisen oranlarda emiilsifiye ettigi
gozlenmigtir. |1-EPS’lerin toplam karbohidrat miktarinin, kiiltiir ortamindaki EPS iiretim
miktarindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (448-841 mg/L). I-EPS’lerin en disiik
protein miktari1 I-EPSngs ve I-EPSngg (0,022 mg/mL), en yiiksek protein miktar1 I-EPSng7,
I-EPSneio ve I-EPSne1i1 (0,028 mg/mL)’lerde bulunmustur. Sonug olarak, kullanilan
halofilik bakterilerin kontaminasyon dnleyici olarak ¢evre uygulama alanlarinda, elde edilen
I-EPS’lerin ise yiliksek verime sahip olmasi ve protein miktarinin diisilk olmasi nedeniyle
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilme potansiyeline sahip olduklar1 sonucuna
varilmistir.
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ABSTRACT

In this study, Halomonas aquamarina NB2 and Halobacillus trueperi NB7, NB8, NB9,
NB10, NB11 strains from halophilic bacteria in the Biotechnology Laboratory Culture
Collection of Gazi University, were used to determined EPS productions in culture media.
EPS production of the strains ranged between 15-55 mg/L. One strain that had the highest
EPS production capacity and the best development in the culture medium (NB7-47 mg/L)
was selected. The influence of different concentrations of salt (5, 10, 15, 17.5, 20, 25, 30%)
and different carbon sources (sucrose, glucose, galactose, mannose) on EPS production was
determined. When NB7 strain was grown in medium containing different concentrations of
salt, the EPS production was changed (14-40 mg/L). In NB7, the highest level of EPS
production was observed in the medium with sucrose (488 mg/L) while the lowest level of
EPS production was observed in the medium with galactose (144 mg/L). Also, in this study,
biofilm activities of these strains were examined. It was found that NB11 strain was an
intermediate biofilm producer, where NB2, NB7, NB8, NB9, and NB10 strains were strong
biofilm producers. Finally, the EPSs were lyophilized, and the emulsification activity, total
carbohydrate, and protein quantities of I-EPSs were demonstrated. Emulsification activity
of I-EPSs on hydrocarbons was found in the range of 3-26%. The total carbohydrate amount
of 1-EPSs was determined to be higher than the amount of EPS production in the culture
medium (448-841 mg/L). The lowest and highest protein contents of 1-EPSs were found in
the I-EPSngs and I-EPSneg (0.022 mg/mL) and I-EPSng7, I-EPSne10 and I-EPSng11 (0.028
mg/mL), respectively. It was concluded that the halophilic bacteria can be utilized as a
contamination prevention in the environmental application areas and I-EPSs can be used in
the biotechnological applications due to its high yield and low protein contents.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

% Yiizde

< Kiigiik

+ Arti eksi

< Kiiciik veya esit

°C Derece Celsius

g Gram

g/L Gram/Litre

L Litre

M Molar

mg/L Miligram/Litre

mL Mililitre

mM Milimolar

nm Nanometre

pH Asitlik bazlik birimi
wiv Agirlik/hacim

w/iw Agirlik/agirhik

nL Mikrolitre
Kisaltmalar Aciklamalar

ABC ATP-baglayici kaset tasiyici
BSA Bovin Serum Albumin
DDT Dikloro Difenil Trikloroethan
dk Dakika

EPS Ekzopolisakkarit

GSL Great Salt Lake (Biiyiik Tuz Golii)



Kisaltmalar

GSYiH
I-EPS
oD
PTS
rpm
SEC

sp
TCA
TDP
UDP
UNAM

wa

Aciklamalar

Guanozin Difosfat

Liyofilize Ekzopolisakkarit

Optik Dansite (Optik Yogunluk)
Fosfotransferaz Sistemi

Devir sayist

Size-Exclusion Chromatography
(Biiyiliklikge Ayirma Kromatografisi)
Tiir

Trikloroasetikasit

Timidin Difosfat

Uridin Difosfat

Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi
Water activity (Su Aktivitesi)

Xiv



1. GIRIS

Halofilik mikroorganizmalar, hipersalin kosullarda yasayabilen ve gelismeleri i¢in yiiksek
konsantrasyonlarda tuza (2-5 M NaCl) ihtiyag duyan mikroorganizmalardir. Halofiller,
Diinya’da agir1 tuzlu ortamlarda, ¢ok yogun tuzlu sularin bulundugu kurak bolgelerde,
denizlerin derin bolgelerinde, denizden tuz elde etmek i¢in olusturulmus yapay tuzlalarda ve

salamura besinlerde bulunmaktadir (Baltaci, Yuksekdag ve Aslim, 2017).

Ekzopolisakkaritler (EPS), dallanmis veya tekrar eden birimlerde sekerler/seker tiirevleri ve
diger karbonhidrat olmayan bilesenlerden olusmaktadir (Sethi, Mohanty ve Pattanayak,
2019). Ekzopolisakkaritlerin (EPS), bakteri hiicreleri, pH, 151k yogunlugu, sicaklik veya
osmotik stres gibi biyotik veya abiyotik elverissiz kosullara karsi korudugu diisiiniilmektedir
(Caggianiello, Kleerebezem ve Spano, 2016). EPS molekiiler zincirleri, genis bir molekiiler
agirliga sahiptir. Farkli mikroorganizmalar hiicreler arasi sinyal iletimi, molekiiler tanima,
predasyona kars1 koruma, yapigma, biyofilm olusumu, rahat bir hiicre dis1 ortam yapimi ve
patojenik islemler gibi ¢esitli fonksiyonlara sahip c¢ok g¢esitli EPS’leri sentezleyebilir
(Moriello ve digerleri, 2003; Nicolaus ve digerleri, 1999; Wang, Salem ve Sani, 2019).
EPS’ler, ylizeylere yapisma ve biyofilm olusturma, hiicrelerin birbirine yapismasi ve

tanimasi gibi mekanizmalarda yer almaktadir (Caggianiello ve digerleri, 2016).

EPS’lerin bakteriyi olumsuz cevre sartlarindan korumasi ve ¢esitli yiizeylere tutunmasini
saglamas1 Ozelliklerinden yola c¢ikarak bilim insanlar1 halofilik mikroorganizmalarin,
benzersiz EPS'lerinin yeni biyoteknolojik islemlerde degerli bir kaynak saglayacagim
yaygin olarak kabul etmektedirler (Gu, Jiao, Wu, Liu ve Chen, 2017; Yang, Shao, Du, He
ve Chai, 2018; Wang ve digerleri, 2019). Yararh biyoaktif fonksiyonlar, biyouyumluluk ve
biyobozunurluk sunan benzersiz ve kompleks kimyasal yapilar1 nedeniyle, mikrobiyal
EPS'ler kimya, gida, ilag, kozmetik, gevre, tarim ve tip gibi ¢ok ¢esitli uygulama alanlarinda;
emici maddeler, yaglayici maddeler, toprak diizenleyiciler, kozmetik, ilag dagitim araglari,
tekstil trtinleri, yiiksek dayanikli malzemeler, emiilgatérler ve viskoziteler olarak
kullanilirlar (Mata ve digerleri, 2006; Kumar, Mody ve Jha, 2007; Nicolaus, Kambourova
ve Oner, 2010; Freitas, Alves ve Reis, 2011; Llamas, Amjres, Mata, Quesada ve Bejar, 2012;
Delbarre-Ladrat, Sinquin, Lebellenger, Zykwinska ve Colliec Jouault, 2014; Ates, 2015).



Cevre sorunlarinin artmasiyla birlikte aranan biyoteknolojik ¢oziimler hayatimizin bir
parcasi olmaktadir. Diinyada bir¢ok alanda tuz birikmesi nedeniyle asir1 tuzluluk goriilmekte
ve bu da alanlar1 verimsiz hale getirebilmektedir. Asir1 tuzcul ortamlar birgok canli igin
yasamin mimkiin olmadigi alanlardir. Bu nedenle, bu salin alanlarda yasayan halofilik
mikroorganizmalarin 6zellikleri ve bu ortamlara adapte olabilmesinin yeteneklerinin

arastirilmasi 6nem tagimaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji
Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan ve molekiiler tanimlamalar1 yapilmig
halofilik bakterilerden elde edilen I-EPS’lerin kontaminasyon dnleyici gibi ¢evre uygulama
alanlarinda ve emiilsifiye ajan1 olarak biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilirliklerinin

arastirilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda,

1. Kiiltiir ortamlarindaki bakterilerin EPS {iretim miktarinin spektrofotometrik olarak
belirlenmesi,

2. Bakteriler arasindan iyi gelisim gosteren ve yliksek EPS iiretim kapasitesine sahip susun
sec¢ilmesi,

3. Optimum EPS iiretiminin gerceklestigi tuz konsantrasyonunu belirlemek amaciyla,
secilen susun farkli tuz konsantrasyonlarinin (%5, %10, %15, %17,5, %20, %25 ve %30)
EPS iiretimine etkisinin belirlenmesi,

4. EPS iiretim miktarini arttiracak olan karbon kaynaklarini belirlemek amaciyla, secilen
susun farkli karbon kaynaklarinin (siikroz, glikoz, galaktoz, mannoz) EPS iiretimine
etkisinin belirlenmesi,

5. Kiiltiir ortamindaki bakterilerin biyofilm aktivitesinin aragtirilmas,

6. Kiiltiir ortamindaki bakterilerden EPS’lerin izole edilmesi ve izole edilen EPS’lerin
liyofilize edilmesi (I-EPS),

7. I-EPS’lerin toplam karbohidrat miktarlarinin belirlenmesi,

8. I-EPS’lerin emiilsifikasyon aktivitesinin arastirilmas,

9. I-EPS’lerin protein miktarinin belirlenmesi

10. Segilen sugdan elde edilen I-EPS’nin molekiiler agirliginin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Hipersalin Habitatlar

Diinyada milyonlarca hektar alan tuzludur ve sulanan tarim arazilerinin yaklasik %25’ini
tuzlu alanlar olusturmaktadir (Ali ve digerleri, 2016a). Thalassohalin ortamlar1 olarak da
bilinen hipersalin ortamlar, ¢cogunlukla tuzlalara benzemekte ve sodyum kloriir (NaCl)
varligina hakim olan 300'den fazla Pratik Tuzluluk Birimleri (PSU) (Oren, 2002; Gunde-
Cimerman, Zalar, de Hoog and Plemenitas, 2000) seviyesinde minerallerin birikintilerinden
kalan deniz suyunun buharlasmasindan kaynaklanmaktadir (Oren, 2002). Hipersalin
habitatlar, bolgenin ekstremite, adaptasyon, jeolojik ve cografi konumlarina gore

siniflandirilabilir (Ali ve digerleri, 2016a).

Toprak habitatlar1 heterojendir ve toprakta bulunan ¢esitli derinliklerdeki mineraller ve
tuzluluktan olusurlar (Ali ve digerleri, 2016b). Toprak tuzlulugu, su tuzlulugundan ¢ok daha
fazla degiskendir. Tuzlu topraklarda bir dizi bakteri tiirliniin bulundugu bildirilmistir, ancak
bu tiir habitatlarda bulunan baskin tiirler Bacillus, Pseudomonas, Micrococcus ve
Alcaligenes cinslerine aittir (Oren, 2002). Ispanya’daki Alicante’de, rizosfer ve hipersalin
topraginin %5-10 NaCl igerdigi bildirilmistir. Bolgede bulunan kserofit bitkileri ve tuz
konsantrasyonu araligi, topragin tuzluluguna bagli olmayan izole edilmis organizmalarin
biiylimesini saglamistir (Amasha, 2018). Bitkilerin yarisi, yiliksek tuzluluk durumunda (%5—
15 NaCl) en iyi sekilde biiyiirken, diger yarisinin diigiik tuzluluk kosullarinda (%1 NaCl) en
1y1 sekilde gelistigi tespit edilmistir (Oren, 2002).

Hipersalin ekosistemleri asir1 stres kosullarina dayanabilen ve ticari oneme sahip yeni
metabolitler liretebilen mikrobiyal popiilasyonlara essiz habitatlar sunar (Farig, Yasmin ve
Jamil, 2019). Tuzluluk oran1 %3 veya daha fazla olan su, tuzlu su olarak tanimlanmistir (Ali
ve digerleri, 2016a). Olii Deniz (The Dead Sea) thalassohalin habitatinin tipik bir drnegidir
(Resim 2.1). Birgok ¢alisma Olii Deniz'de bulunan halofilik mikroorganizmalari karakterize
etmistir ve bulunanlar arasinda Pseudomonas, Flavobacterium, Chromobacterium (Ventosa,
Nieto ve Oren, 1998), Halobacterium, Halococcus, Clostridium (Oren, 1983),
Sporohalobacter (Oren, Pohla ve Stackebrandt, 1987) ve Halomonas (Huval, Latta,

Wallace, Kushner ve Vreeland, 1995) ve yeni bir tiir Halobaculum gomorrense (Oren,



Gurevich, Gemmell ve Teske, 1995) aerob veya fakiiltatif aerob olan bakteriler yer
almaktadir (Ali ve digerleri, 2016a).

Resim 2.1. Olii Deniz (The Dead Sea), Israil (Internet: Live Science, 2016)

Olii Deniz'in aksine, Amerika’daki Biiyiik Tuz Gélii (Great Salt Lake-GSL)'niin yiiksek bir
pH degeri vardir ve yiiksek oranda (%33) NaCl icermektedir (Resim 2.2) (Ali ve digerleri,
2016a). GSL, ii¢ gruba ayrilan bakteri topluluguna sahiptir. Birincisi asir1 tuzluluga bagh
olarak GSL'mnin kuzey tarafinda g¢ogunlukla bulunan Halococcus ve Halobacterium
cinslerinin tyelerini igeren arkebakterilerdir. GSL'de Halorhabdus utahensis (Waino,
Tindall ve Ingvorsen, 2000) ve Methanohalophilus muhii (DasSarma ve digerleri, 2001) gibi
tiirler de bulunur. ikincisi, aeroblar veya fakiiltatif aeroblar olabilen ve Halomonas variabilis
(Fendrich, 1988), Pseudomonas halophila (Fendrich, 1988), Chromohalobacter
marismortui (Ventosa, Gutierrez, Garcia ve Ruiz-Berraquero, 1989), Halobacillus trueperi
ve Halobacillus litoralis (Spring, Ludwig, Marquez, Ventosa ve Schleifer, 1996) tiirlerini
iceren bakterilerdir. Son olarak, tiglincii grup Haloanaerobium praevalens (Zeikus, Hegge,
Thomson, Phelps ve Langworthy, 1983) ve Desulfocella halophila (Brandt, Patel ve
Ingvorsen, 1999) yaygin olarak bulunan anaerobik bakterilerdir (Ali ve digerleri, 2016a).



Resim 2.2. Biiyiik Tuz Golii (The Great Salt Lake), Amerika (Internet: Westminster
College, 2019)

Misir’da ki Giines Golii (The Solar Lake), gilines 1sinlarinin gdliin dibine ulasmasindan
dolayr Giines Golii ismini almistir (Resim 2.3) (Ali ve digerleri, 2016a). Yaz aylarinda,
goldeki su tamamen oksijenli olur, ancak sonbaharda bu katmanlasir. Goliin tuzlulugu,
yilksek oranda buharlasmaya bagli olarak yaz aylarinda %?20 oraninda NaCl'e
yikselmektedir. Bu golden izole edilen halofilik mikroorganizma toplulugunu,
Halobacteriaceae, Methanococcus, Methanobacterium, Spirochaeta halophila ve
Desulfovibrio halophiles’i olusturmaktadir (DasSarma ve digerleri, 2001; Ali ve digerleri,
2016a).

Resim 2.3. Giines Golii (The Solar Lake), Misir (Internet: Travel, 2011)



Pediococcus halophilus (Del Moral, Quesada ve Ramos-Cormenzana, 1987),
Halobacterium sp., Halococcus sp. (Thongthai ve Suntinanalert, 1991), Halomonas salina
(Vilhelmsson, Hafsteinsson ve Kristjansson, 1996), Pseudomonas beijerinckii, Halomonas
halodenitrificans ve Vibrio costicola (DasSarma ve digerleri, 2001) dahil bazi halofilik
bakteriler tuzlanmis gidalarin yaygin bulasicilaridir (Ali, Kanhayuwa, Rachdawong ve
Rakshit, 2013).

2.2. Halofilik Mikroorganizmalar

Halofilik organizmalar hipersalin habitatlarda yasayan, yiiksek tuz konsantrasyonunun
olusturdugu osmotik basinci dengeleyen ve tuzun olumsuz etkilerini engelleyebilen
prokaryot ve dkaryot organizmalardir. Halofilik ¢evre sartlarinda yasayabilen ve gelismeleri
icin yiiksek konsantrasyonlarda tuza (2-5 M NaCl) ihtiyag duyan mikroorganizmalara
halofilik mikroorganizma denilmektedir. Halofiller Diinya’da asir1 tuzlu ortamlarda, ¢ok
yogun tuzlu sularin bulundugu kurak bolgelerde, denizlerin derin bolgelerinde, denizden tuz
elde etmek i¢in olusturulmus yapay tuzlalarda ve salamura besinlerde bulunmaktadirlar
(DasSarma ve Arora, 2001; Yavuztiirk, 2005; Baltaci, 2013). Halofilik mikroorganizmalar,
hipersalin kosullar1 altinda metabolizmalarin1 ¢ogaltabilir ve yiiriitebilir. Cevrelerine
adaptasyonun bir sonucu olarak, ¢esitli karakterlerini ve tuzluluga alisma stratejilerini

gelistirmislerdir (Gu ve digerleri, 2017).

Halofilik mikroorganizmalarin habitatlar1 genel olarak sodyum kloriiriin doyma noktasina
ulastigi hipersalin bolgeleri ve sodyum kloriiriin doyma noktasindan disiik 1limh
konsantrasyonlarin oldugu bolgeleri kapsar (Mutlu ve digerleri, 2008; Abanoz, 2016). Pek
cok organizmada osmotik stres Oliimciil olmasima ragmen, ili¢ ana domainin de yiiksek
tuzluluga adapte olmus iiyeleri mevcuttur (Madern, Ebel ve Zaccai, 2000; Baltaci, 2013).
Asiri tuzlu sartlarda yasayan mikroorganizmalarin {i¢ ana domaine ait soy agaci Sekil 2.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.1. %10’dan fazla NaCl konsantrasyonlarinda gelisebilen mikroorganizmalarin
filogenetik dagilimi (Oren, 2002) Halofilik ve halotolerant mikroorganizmalara
ait dallar kirmizi renk ile gosterilmistir

Her organizma az oranda da olsa tuza ihtiyag duymaktadir. Buna gore canlilar tuz
ihtiyaclarina gore farkli gruplara ayrilmaktadir (Cizelge 2.1) (Kushner, 1985; Demirci, 2009;
Abanoz, 2016).

Cizelge 2.1. Halofilik mikroorganizmalarin gruplandirilmasi

. Tuz konsantrasyonu (M)
Kategori -
Aralik Optimum

Halofilik olmayan 0-1,0 <0,2
Hafif halofiller 0,2-2,0 0,2-0,5
Iliml1 (Orta) halofiller 0,4-3,5 0,5-2,0
Sinirda ekstrem halofiller 1,4-4,0 2,0-3,0
Ekstrem halofiller 2,0-5,2 >3,0
Halotolerantlar >1,0 <0,2




Tuzluluk arttik¢a mikrobiyal ¢esitlilik azalmaktadir (Benlloch, Acubasm, Lopez-Lopez, Luz
ve Rodriguez-Valera, 2001). Halotolerant mikroorganizmalar, yiiksek konsantrasyonlarda
hem tuz varliginda hem de yoklugunda biiyiiyebilenlerdir (Amoozegar, Safarpour, Noghabi,
Bakhtiary ve Ventosa, 2019).Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda arke tiirleri yayginlik
gosterirken, halotolerant bakteriler ise orta derecede NaCl konsantrasyonlarinda daha
baskinlardir. Halofilik organizmalar Eucarya domaininde Archaea ve Bacteria

domainlerindeki kadar yaygin degildir (Nicholson, 2005; Baltaci, 2013).

2.2.1. Halofilik bakteriler

Halofiller arasinda halofilik bakteriler en ¢ok izole edilen, bildirilen, ¢calisilan ve karakterize
edilen mikroorganizmalardan biridir (Oren, 2010). Ortamdaki tuz konsantrasyonuna gore,
pigmentli ve pigmentli olmayan ¢esitli formlarda bulunurlar. Halofil olmayan ya da normal
bakterilere gore yavas gelisirler. Ekstrem halofilik bakteriler asir1 derecede yavas biiyiirler
(Ventosa, 2006). Orta dereceli halofilik bakteriler, %5-20 (w/v) tuz igeren ortamlarda en iyi
sekilde biiyliyenler olarak tanimlanir ve hipersalin habitatlarinda yasayan en Onemli
Eubacteria grubunu olustururlar (Ollivier, Caumette, Garcia ve Mah, 1994; Qian ve
digerleri, 2018; Wang ve digerleri, 2019).

Halofilik bakterilerin hiicre zarindaki degisiklikler tuza bagl olarak, fosfolipit tiplerinde ve
lipitlerdeki yag asitleri diizeyinde oldugu bildirilmistir. Halofilik bakterilerin pek ¢ok
tiiriinde major polar lipitler fosfotidiletanolamin (PE) ve fosfotidilkolin (PC)’dir. Tuzluluk
arttikca negatif yiiklii fosfolipitler (PC, Cl) nétral fosfolipitlerin konsantrasyon seviyelerine
kadar artmaktadir (Oren, 2002). Yiiksek NaCl konsantrasyonlarinca yiiklii fosfolipitlerin
sayica artist, giliclendirilmis hidrofilik egilimden kaynaklanmaktadir. Hidrofilik hiicre
ylizeyi yiiksek tuzluluktaki suyun az oldugu ortamlarda hiicreyi su molekiilii agisindan daha

cekici hale getirir ve bu sayede hiicrenin su kaybetmesini onler (Mutlu, 2006).

Bacteria domainindeki pek ¢ok halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar filogenetik alt
gruplarda dagilmistir. Proteobacteria’nin farkli  kollar1 halofilik temsilciler igerir,
cogunlukla halofilik olmayan ¢ok yakin akrabalar1 bulunmaktadir. Bazi1 iyi bilinen bakteri
filumlart  sunlardir; Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria,
Spirochaetes ve Bacteroidetes'dir. Gram pozitif bakterilerden olan (Firmicutes) halofillerde,

hem aerobikler (Bacillus ve benzer organizmalar) hem de anaerobikler bulunur. Iki aile



(familya) iceren Halanaerobiales ordosu tek anaerobik halofilik mikroorganizma igeren
takimdir (Rainey ve digerleri, 1995; Oren, 2011; Baltaci, 2013; Yilmaz, 2019).

2.2.2. Halofilik arkeler

Halofilik arkealar, yiiksek tuz kosullari altinda hayatta kalmak i¢in adapte olmus essiz
mikroorganizmalardir ve bunlar tarafindan iiretilen biyomolekiiller olagandis1 6zelliklere
sahip olabilir (Singh ve Singh, 2017). Archaea kingdomu Euyarchaeota, Crenarchaeota ve
Korarchaeota olmak iizere ii¢ temel phylumdan olugsmaktadir (Sekil 2.2). Arkeler genellikle
bir mikrondan kiigiik canlilardir. Hiicre zarindaki temel lipitler gliserol dieterleri ve gliserol
tetraeterleridir. Arkeler lipitlerinde gliserol ile hidrofobik yan zincirler arasinda eter baglari
mevcuttur. Arkelerdeki sitoplazmik zarin her iki yiizeyi de hidrofilik, i¢ kisimlari ise
hidrofobik karakterdedir. Lipitler yag asitleri icermez, hidrofobik yan zincirler yag asitleri
ile ayni1 fonksiyona sahiptirler. Arke lipitleri beskarbonlu bir hidrokarbon olan izopren ¢oklu
birimlerinden olusur. Bu bakimdan bakteri ve Okaryot zarlari ile ayni 06zellik
gostermektedirler. Bakterilerin hiicre duvarinda peptidoglikan tabaka varken, arkelerde
pseudopeptidoglikan, polisakkarit, protein ve S- tabakasi vardir. Pseudopeptidoglikan
tabakas1 N-asetilglikozamin ve N-asetiltalosaminuronikasit birimlerinden olusmaktadir.
Bakterilerdeki peptidoglikan baglar arasinda f-1,4 glikozidik baglar varken
pseudopeptidoglikan tabakada B-1,3 glikozidik baglar bulunur (Baltaci, 2013; Madigan ve
digerleri, 2017).

Euryarchaeota Nanoarchaeota Crenarchaeota Thaumarchaeota

Halobacterum
Nanoarchaeum

Halococeus
Nitrosopumilus

N&UOI’IOCOCCUE Cenarchasum

Archaeoglobus Sulfolobus

) Desulfix
Methanobactermm J suLirococcus

Methanospirill;
ethanospirilium Methanocaldococcus

Pyrodictium

Thermococcus/Pyrococcus

’ Thermoproteus
Methanosarcina

Thermoplasma Picrophilus
Methanopyrus

Ferroplasma Ksken

Sekil 2.2. Archaea kingdomu (Madigan ve digerleri, 2017)
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Karotenoidlerin giin 1s181n1in zararl etkilerine karst halofilik mikroorganizmalarda koruma
gorevi oldugu belirlenmistir (Dundas ve Larsen, 1962). Bir¢ok halobakteri Csp
karotenoidlerin (bakteriyoruberin) varligindan dolayr kirmizi veya turuncu renkli ve
indiiklenebilir diger 1s18a duyarli pigmentlerdir, bazi tiirler ise renksiz gaz vezikiillerine
sahip beyaz, opak veya pembe pigmentlidir. Oksijen miktarinin yetersiz oldugu kosullarda
bakteriyorodopsin denilen bir sitoplazmik membran proteini sentezler (Oren, 2002; Madigan
ve digerleri, 2017). Bakteriyorodopsin, Halobacterium salinarum'da mor membran yamalari
olarak kesfedilmistir (Ovchinnikov, Abdulaev, Feigina, Kiselev ve Lobanov, 1979; Singh
ve Singh, 2017). H. salinarum hiicrelerinin sitoplazmik membraninda, bakteriyorodopsinle
birlikte en az 3 rodopsin daha bulunmaktadir. Halorodopsin K" (katyonu) ig¢in CI
(anyonunu) hiicre igine pompalayan ve 11k araciliiyla ¢alisan bir klortir (Cl) pompasidir
(Madigan ve digerleri, 2017).

Arkeler yliksek pH, asir1 tuzluluk, yliksek ya da diisiik sogukluk, yiiksek basing gibi ekstrem
sartlarda hayatta kalabilen organizmalardir. Bu nedenle hipersalin bolgelerde Archaea
domainine ait tiirler ile daha ¢ok karsilasilmaktadir. Archaea domainininde yer alan,
Euryarchaeota’ya ait olan Halobacteriaceae familyasi Halobacterium, Haloarcula,
Halococcus, Haloferax, Halorubrum, Halobaculum, Natronobacterium, Natronococcus,
Natrialba ve Natromonas cinslerine ait olan halofilik karakterdeki Archaea tiirlerini
icermektedir (Benlloch ve digerleri, 2001).

Tirkiye’deki ¢aligmalarda Tuz Goli’'nden izole edilen halofilik mikroorganizmalar
Haloarcula, Haloferax, Halorubrum ve Halomicrobium cinslerine aittir (Mutlu, 2006).
Tiirkiye’deki tuzcul alanlarda en yaygin olan tiiriin Haloarcula cinsine ait tiirleri igerdigi
bildirilmistir (Birbir ve digerleri, 2007; Birbir ve Sesal, 2003). Balikesir Ayvalik
Tuzlasi’ndan Halobacillus karajensis, Halobacillus alkaliphilus, Salegentibacter salarius,
Halomonas alimentaria, Halomonas denitrificans, Actinopolyspora erythraea,
Chromohalobacter beijerinckii ve Marinobacter algicola tiirleri izole edilmistir (Yilmaz,
2019). Camalti Tuzlasi'ndan Bacillus safensis, Marinobacter aquaticus, Halomonas
fontilapidosi, Halobacillus locisalis, Salicola salis ve Halobacillus halofilus tiirleri
belirlenmistir (Hassanzadehdiznabi, 2019).
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2.2.3. Halofilik mikroorganizmalarin osmotik adaptasyonlar

Kurak topraklar, mikroorganizmalarin biiyiimesi i¢in elverisli kosullarin olmadig1 yerler
olmasina ragmen, bu bélgeler ekstremofilik mikroorgnizmalarda, 6zellikle de halofilik
olanlar i¢in uygun bir habitattir. Halofilik mikroorganizmalar, metabolizmalari igin farkli
katyonlar veya anyonlar kullanarak yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (0,6-5 M NacCl) biiyiir,
yilksek tuzlu ortamlarda yasamak igin farkli, benzersiz stratejiler ve mekanizmalar

gelistirirler (Edbeib, Wahab ve Huyop, 2016; Garcia ve digerleri, 2018).

Her organizma yasayabilmek i¢in tuza ihtiya¢ duysa da halofilik organizmalar daha yiiksek
tuz konsantrasyonlarina ihtiyag duymaktadir. Yiiksek tuz konsantrasyonlari ise yiiksek
turgor basincina sebep olmaktadir. Mikroorganizma hangi ortamda olursa olsun hiicre
sitoplazmasini dis ¢evre ile izotonik tutmak zorundadir. Ortamdaki yiiksek osmotik basinca
kars1 halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar farkli adaptasyonlar gelistirmislerdir.
Birincisi, hiicre i¢inde uyumlu ¢oziinenlerin (compatible solutes) biriktirilmesi osmotik
strese kars1 gelisen adaptasyonlardir. Bunlar hiicre i¢inde kullanilabilir 6zellikte olan
organik maddelerdir. Halofillerde biriktirilen uyumlu ¢oziiciiler veya ozmolitlerden bazilar
glisin, betain, ektoin, siikroz, trehaloz ve gliseroldiir (DasSarma ve Arora, 2001). Bu
adaptasyonda kullanilmak iizere bircok mikroorganizma tek bir osmotik ¢oziicii
bulundurmaktansa farkli organik ¢oziiclileri bir arada bulundurmayi tercih etmektedir
(Galinski, 1995; Baltaci, 2013). Bu yontemin dezavantaji, ozmolitler iyon biriktirdiginden

onemli miktarda enerji kullanimi gerektirmektedir (Y1ilmaz, 2019).

Genellikle halofilik mikroorganizmalar azot-igeren glisin betain ve ektoin gibi bilesikleri
sentezlerken (Galinski ve Truper, 1994), tuz toleranshiligi sinirli olan organizmalar ise
trehaloz veya siikroz gibi sekerleri biriktirmektedirler (Giilbenzer ve Okmen, 2012).
Arkelerde glisin betain sadece halofilik metanoarke tiirii olan Methanohaphilus
portucalenus tarafindan sentezlenmektedir (Lai, Kosorukoff, Burke ve Kwast, 2006). Bu
adaptasyon, yiiksek tuz konsantrasyonuna karsi kendilerini korunmak i¢in degil, hiicrenin
degisen sartlara kars1 gelistirdigi bir mekanizmadir. Bu adaptasyon mekanizmasinin her ti¢
domainde de bulundugu diisiiniilmektedir (Mutlu, 2006). Hiicrenin ihtiyaci olan organik
molekiilleri karsilamak i¢in devam eden glisin betain katabolizmasi, osmotik basincin
artmastyla bloke edilir, sonugta organik ¢oziiniirlerin yikimi engellenerek osmotik basing

dengelenir (Oren, 1999).
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Gelistirilen ikinci adaptasyon hiicre i¢i tuz konsantrasyonunun en az cevresiyle esdeger
seviyede olmasidir. Hiicre igerisinde K*, Na* veya CI" gibi inorganik iyonlar biriktirilerek
osmotik denge saglanir (“salt-in” stratejisi) (Oren, 2002; Madigan ve digerleri, 2017). Enerji
bakimindan bu yontem daha verimli olsa da halotolerant bakterilerde K* birikiminin st
limiti 400 mM’dir. Halofilik bakterilerde NaCl birikiminin st sinir1, 5 M’dir. Bundan daha
fazla tuz konsantrasyonu ise bakterilerde ikincil cevabin gelismesine neden olmaktadir
(Nicholson, 2005; Baltaci, 2013). Bu yaklasimin avantaji, birinci adaptasyona gore ¢ok daha
az enerji i¢in kullanmasidir. Sonu¢ olarak, halofilik mikroorganizmalar hipersalin
habitatlarda hayatta kalmak icin osmotik dengelerini korumalidirlar. Izotonik cevrelerde
sodyum kloriir (NaCl) veya potasyum Kkloriir (KCI) gibi tuzlar biriktirerek

konsantrasyonlarini uygun hale getirmislerdir (Yilmaz, 2019).

Ekstrem halofilik arkelerde, baskin olarak biriken koruyucu potasyum iyonlaridir (Vreeland,
1987; Giilbenzer ve Okmen, 2012). Bu mekanizmaya sahip organizmalar, yiiksek tuz
konsantrasyonuna hiicrenin i¢ protein kimyasini da adapte etmektedirler. Bu adaptasyon ilk
kez, Halobacteriaceae’de kesfedilmistir ve tipiktir (Galinski ve Truper, 1994; Martin, Ciulla
ve Roberts, 1999; Giilbenzer ve Okmen, 2012). NaCl’nin bol oldugu ortamlarda halofilik
arkeler sitoplazmalarini1 korumaktadir. Haloferax volcanii’de enerjiye bagh potasyum alimi
sistemi ile hiicre i¢cinde potasyum ve karsi iyonu CI” biriktirilmektedir (Saum ve Miiller,

2008).

2.2.4. Halofilik mikroorganizmalarin uygulama alanlar

Tek baglarina halofilik mikroorganizmalar, en az iki nedenden &tiirii ¢ok yararh
mikroorganizmalardir. Birincisi, halofilik mikroorganizmalarin karbon, azot, kiikiirt ve
fosforun biyojeokimyasal dongiilerine, besin maddelerinin {iretimine ve iyonlarin dengesine
katilmasidir (Rodriguez-Valera, 1993; Ali ve digerleri, 2016a). Ikincisi, basit beslenme
bicimleri nedeniyle, sadece karbon iizerinde tek bir enerji kaynagi olarak hayatta

kalabilmeleridir (Ali ve digerleri, 2016a).

Halofilik mikroorganizmalar, osmolit olarak, birtakim potansiyel uygulamalara sahip olan
uyumlu ¢oziinen maddelerin iiretimi i¢in dogal islemlere sahiptir. Uyumlu ¢oziinenlerin

bazilari, 6zellikle de betainler, ektoin ve glisin, termal denatiirasyon, donma, desikasyon,



13

yiiksek tuzluluk ve diisitk wa'ya (su aktivitesi) karsi stres korumasi olarak kullanilabilir
(Lentzen ve Schwarz, 2006). Bu uyumlu ¢ozeltilerin enzim endiistrisinde kullanilmas1 ¢ok

iimit vericidir (Ventosa ve Nieto, 1995; Ali ve digerleri, 2016a).

Halofilik bakteriler sadece tuzlu ortamda yetisen 6zel mikroorganizmalardir. Halofilikler,
enerji elde etmek i¢in atik sudaki organik madde ve besin maddelerini metabolize edebilir.
Yiiksek tuzluluktaki atik sularin halofilik bakteri kullanilarak aritilmasi umut vericidir
(Lefebvre, Vasudevan, Torrijos, Thanasekaran ve Moletta, 2005; Yang ve digerleri, 2018).
Halofilik mikroorganizmalarin firettikleri biyorodopsinlerin uyumlu ¢oziinenler olarak
kullanildig: bildirilmistir (Margesin ve Schinner, 2001a; DasSarma ve Arora, 2002; Ali ve
digerleri, 2016a).

Bakteriler ve arkeler dahil olmak {izere bir¢ok prokaryot, depolama malzemesi olarak poli-
B-hidroksialkanat (PHA) biriktirir (Singh ve Singh, 2017). Halofilik mikroorganizmalar,
plastiklerin 1s1l islemine uygulanabilen hidroksialkanatlar iiretirler (Vreeland ve Huval,
1991). Bakterilerin yan1 sira, Haloferax, Haloarcula, Natrialba, Haloterrigena, Halococcus,
Haloquadratum, Halorubrum, Natronobacterium, Natronococcus ve Halobacterium
cinslerine ait haloarkeler gibi belirli alan arke tliyeleri de PHA iiretir (Poli, Di Donato,
Abbamondi ve Nicolaus, 2011; Singh ve Singh, 2017). Haloferax mediterranei'nin
potensiyel bir PHA dreticisi oldugu ve yiiksek miktarda ekzopolisakkarit {irettigi
bildirilmistir (Oren, 2010).

Halofilik mikroorganizmalar biyoremediasyon siireglerinde de kullanilmaktadir (Ali ve
digerleri, 2014; Margesin ve Schinner, 2001b; Chung, Shin ve Oh, 2009). Besinlerin alimin
kolaylastirdigt ve ayn1 zamanda halofiller arasinda tuz toleransini indiikledikleri
bulunmustur (Lentzen ve Schwarz, 2006; Galinski, 1993; Margesin ve Schinner, 2001b). Bu
mikroorganizmalar toprak ve su tuzlulugu i¢in bir gosterge olarak da kullanilabilir (Ramos-
Cormenzana, 1993). Onlardan elde edilen ekstraseliiler enzimler yiiksek molekiil agirlikli

biyopolimerleri daha basit bilesiklere doniistiirebilmektedir (Ali ve digerleri, 2016a).

Halofilik arkelerin potansiyel biyoteknolojik uygulamalara sahip olmasi, tuzla-
kristalizasyon gollerinde 1sinmay1 ve evaporasyonun arttirtlmasiyla tuz {retiminin de
arttirllmasinda kullanilabilecek olmasindandir (Grant, Gemmell ve McGenity, 1998;

Litchfield, 2002; Ozcan, 2004). Bakteriyorodopsinin, giines 1s1gindan elektrik iiretimi, deniz
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suyundan tuz giderimi, kimyasal ve biyosensor gibi alanlarda da kullanilabilecegi rapor
edilmistir (Kushner, 1985; Hough ve Danson, 1989; Margesin ve Schinner, 2001a; Ozcan,
2004).

Halofilik arkeler, yiiksek tuz kosullari altinda hayatta kalma acisindan miikemmel
mikroorganizmalardir. Bu adaptasyon ¢ogu zaman dogrudan endiistriyel uygulamalar
siirlandirmaktadir. Ancak, Halofilik arkeler, hazirlanan tuzlu fermente gidalarda yiiksek
konsantrasyonlardaki tuz eklenmesini gerektiren endiistriyel islemlerde dogrudan
uygulanmaktadir. Tuzlu fermente gidalar 6rnegin balik sosu, Dogu Asya iilkelerinde ¢ok
poptilerdir. Balik sosu, Giineydogu Asya’daki insanlarin %80’inden fazlasi i¢in dnemli bir
besin ¢esididir. Geleneksel olarak hazirlanan bu yiyecekler, ¢ok miktarda tuzun (3-5 M)
ilavesiyle yapilir ve 6-12 ay boyunca dogal olarak mayalanmaya birakilir (Singh ve Singh,
2017).

Haloferax ve Haloarcula cinslerine ait bazi tiirlerin, irettikleri ekzopolisakkarit yoluyla
viskozite stabilizasyonu, jellestirme ajani, emiilsifiyer olarak ve petroliin mikrobiyolojik geri
kazaniminda kullanilabilecekleri bildirilmistir (Ventosa ve Nieto, 1995; Parolis ve digerleri,

1996; Margesin ve Schinner, 2001a; Ozcan, 2004).

Halofilik mikroorganizmalarin enzimleri sayesinde diisiik su aktivitesine adapte olabilmesi,
organik sentezlerdeki yiiksek ozgiilliikleri, stereo ozgiilliikleri ve etkinliklerinden dolay1
onemleri artmaktadir (Hough ve Danson, 1989; Danson ve Hough, 1997; Sellek ve
Chaudhuri, 1999; Ozcan, 2004). Haloarkelerin yetistirilmesi basit biiyiime ihtiyaclari
nedeniyle kolaydir. Ayrica, yliksek tuz, kontaminasyon riskini azaltir (Singh ve Singh,
2017). Halofilik arkelerin hidrokarbonlar1 par¢alama yetenegine sahip olmasi nedeniyle
petrol kazalarinda dokiilen petroliin biyoremediasyonunda kullanilabilirligi bildirilmistir
(Bertrand, Almallah, Acquaviva ve Mille, 1990; Emerson, Chauhan, Oriel ve Breznak,
1994). Halofilik arkelerin insektisit, lindan, DDT (Dikloro Difenil Trikloroethan) veya
triklorofenoller gibi  halojenli organik bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlarda
tireyebilmesinden dolay1 patentli proseslerde kullanildigi rapor edilmistir (Margesin ve
Schinner, 2001a; Ozcan, 2004).
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2.3. Ekzopolisakkarit (EPS)

2.3.1. EPS’nin genel ozellikleri

Mikrobiyal polisakkaritler, mikrobiyal hiicre icindeki pozisyonlarina bagli olarak
smiflandirilir: (i) teikoik asitler, lipopolisakkaritler (LPS) ve peptidoglikanlar gibi hiicre
duvarin (yapisal polisakkaritler) olusturan polisakkaritler; (ii) sitozolik polisakkaritler veya
hiicre i¢i polisakkaritler (IPS) olarak adlandirilan, enerji saglayan ve hiicre i¢in karbon
kaynag1 gorevi goren polisakkaritler; ve (iii) ekzopolisakkaritler (EPS), hiicre dis1 ortama
biyofilm veya kapsiiller seklinde salgilanan polisakkaritler (Boels, van Kranenburg,
Hugenholtz, Kleerebezem ve De Vos, 2001; Kumar ve digerleri, 2007; Ruas-Madiedo ve de

los Reyes-Gavilan, 2005; Barcelos, Vespermann, Pelissari ve Molina, 2019).

Bakteriyel EPS’ler genellikle immunojeniktirler. In vitro ¢alismalarda EPS’lerin varligi kati
besi ortamlarinda mukoid koloni, s1v1 besi ortamlarinda ise olduk¢a viskoz bir goriiniim ile
tespit edilmistir (Gugliandola, Maugeri, Cacamo ve Stackebrandt, 2003; Yilmaz ve Celik,
2007). Bakterinin dis yiizeyini kaplayan EPS, kapsiil veya slim formda olabilir. Kapsiiler
EPS bakteri hiicre yiizeyindeki fosfolipid veya lipid-A molekiillerine kovalent bag ile
baglanmaktadir (Costerton ve digerleri, 1994; Yilmaz ve Celik, 2007). Ekzopolisakkaritler
(EPS) bir arada tutulur ve strese karsi direngli bir komplekste gelistirilir. EPS’ler, dallanms
veya tekrar eden birimlerde sekerler/seker tiirevleri ve diger karbonhidrat olmayan
bilesenlerden olusmaktadir (Bazaka, Crawford, Nazarenko ve Ivanova, 1988; Bomfeti ve
digerleri, 2011; Sethi ve digerleri, 2019).

Kapsiiler polisakkaritler olarak da bilinen ekzopolisakkaritler, yiiksek molekiil agirligina
sahip, geri doniisebilen, ¢evre dostu, dogal ve oldukca yapiskan bir tabaka olusturabilen
polimerlerdir. Ekzopolisakkaritler bakterinin olumsuz ¢evre sartlarindan korunmasini ve
cesitli yiizeylere tutunmasini saglamaktadir. Bakteriyel EPS'ler iiretici suslar tarafindan
enerji kaynagi olarak kullanilamamaktadir (Ruas-Madiedo, Hugenholtz ve Zoon, 2002;
Soyucok, Ekiz ve Kilig, 2016; Tasdelen, 2018). Hiicre dis1 polisakkaritler
(ekzopolisakkaritler, EPS'ler), mikroorganizmalar tarafindan hipertonik ortamda hayatta
kalmak igin tiretilen en 6nemli maddeler grubundan biridir (Jindal, Singh ve Khattar, 2011,
Gu ve digerleri, 2017).
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EPS, mikrobik hiicre i¢in, biyotik ve abiyotik strese karsi koruma gibi onemli islevler
gerceklestirir (De Baets, Su Laing, Francois ve Vandamme, 2002; Limoli, Jones, Wozniak
ve Cruz, 2015; Nwodo, Green ve Okoh, 2012). Ayrica iiretimi daha fazla direng saglar,
mikroorganizmanin ¢evre ile etkilesimini etkiler ve mikroorganizmanin biiylimesi i¢in
substrat olarak kullamlmasma izin verir (Czaczyk ve Myszka, 2007; Oztiirk, Aslim ve
Suludere, 2010; Barcelos ve digerleri, 2019). Hiicreleri antimikrobiyal maddelere,
kurumaya, bakteriyofajlara, osmotik strese ve antikora karsi korumalarinin yani sira kati
yiizeylere tutunmada ve biyofilm olusumunda rol oynadigi diistiniilmektedir (De Vuyst,
Vanderveken, Van de Ven ve Degeest, 1998; Tallon, Bressollier ve Urdaci, 2003; Gu ve
digerleri, 2017).

Endiistriyel gelismeyle birlikte tatli su ve hipersalin ortamlari, c¢ogunlukla organik
kirleticilerle Kirlenir (Oren, Gurevich, Azachi ve Henis, 1992). Halofiller, bu organik
bilesiklerin hipersalin kosullarinda biyolojik olarak iyilestirilmesinde biiylik potansiyele
sahiptirler (Zhuang, Han, Bai, Zhuang ve Shim, 2010; Gu ve digerleri, 2017). Yiiksek
konsantrasyonlarda yiiklii bilesenlere sahip (6rnegin, iironik asitler) EPS'ler genellikle metal
iyonlarinin varliginda jeller olustururlar ve diger fiziksel ve kimyasal yontemlere alternatif
olarak kirli ortamlardan ve atik sulardan toksik metalin ¢ikarilmasi i¢in blyiik bir

potansiyele sahiptirler (Wang ve digerleri, 2019).

2.3.2. EPS biyosentezi

Bakteriler, sus ve ¢ogalma evresinin farkli asamalarda degisiklik gosteren kosullara gore
polisakkaritler sentezlemektedirler. Hiicre diginda oldugu gibi membranda da sentezlenme
olugabilmektedir. Sutherland tarafindan Onerilen genel modele gore EPS sentezinin
gergeklestigi diistiniilmektedir. EPS’lerin olusumunda; UDP-glikoz-dehidrogenaz, glikozil-
transferaz, galaktozil-transferaz 1 ve 2, polimeraz gibi polisakkarit sentezine 6zgii olmayan
bir¢ok enzim gorev almaktadir. Heteropolisakkaritler hiicre i¢inde sentezlenir, hiicre disina
cikarilarak hiicrenin etrafini sararlar. Bu siireclerde birgok enzimin varligina ihtiyag

duyulmaktadir (Ale ve digerleri, 2016).

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen mikrobiyal polisakkaritler, suda ¢oziinebilen iyonik
veya noniyonik biyopolimerlerdir. EPS’ler glikozid baglar ile birbirine bagh olan seker

iinitelerinden olugmaktadir. Ekzopolisakkaritler iki gruba ayrilir: homopolisakkaritler
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(6rnegin, dekstran) ve heteropolisakkaritler = (6rnegin, ksantan ve jellan).
Homopolisakkaritler, sadece bir tip monosakkarit tarafindan olusturulurken,
heteropolisakkaritler, sentezin hiicre iireten kompleks yapilar icerisinde yer aldigi cesitli
monosakkaritlerden olusur. Bakteriyel EPS'min c¢ogunlugu heteropolisakkaritler olarak
siiflandirilabilir (Czaczyk ve Myszka, 2007; De Baets ve digerleri, 2002; Barcelos ve
digerleri, 2019).

Tek tip monosakkaritler tekrarlayan birimlerden olusan homopolisakkaritlerin ¢ogu glukan
ve fruktanlardan olugmaktadir. Birkag farkli monosakkarit bulunduran heteropolisakkaritler
ise oligosakkaritlerin tekrar1 seklinde olusmaktadir. Tekrarlanan her birimde iki veya daha
fazla monosakkarit  bulunduran farkli bir bag yapis1  gostermektedirler.
Heteropolisakkaritlerin 6nemli iki iiyesi jellan ve ksantan olusturmaktadir (Zivkovic ve

digerleri, 2015).

Gilinlimiizde, bir¢cok EPS biyoteknolojik yontemler ile iretilmektedir. Her EPS kendi
biyosentetik yolagina ve dolayisiyla bu yollar1 etkileyebilecek faktorlere sahiptir. Genel
olarak, EPS'nin biyosentezi ve birikmesi, mikroorganizmanin biiyiime asamasindan sonra

olusur ve bunlarin sentezi 4 farkli asamaya ayrilabilir:

1. Karbon kaynaginin asimilasyonu

2. Oligosakkarit tekrarlayan birimlerin sentezi ve glikosiltransferazlarin ilerleyici aktivitesi
3. Tekrarlayan birimlerden polisakkaritin toplanmasi

4. EPS'nin hiicre dis1 ortama ihraci (Becker, 2015; Barcelos ve digerleri, 2019).

Ekstremofillerin EPS biyosentezinde, EPS iireten mutantin daha yiiksek olmasi,
fosfoglukomutaz, UDP-glukoz pirofosforilaz, UDP-glukoz dehidrogenaz ve UDP-galaktoz-
4-epimerazin spesifik aktivitelerinin, yabanci tip susundan daha yiiksek oldugu gosterilmis
(Sekil 2.3) ve bunun EPS iiretiminin arttirtlmasi ig¢in potansiyel hedef olabilecegi ifade
edilmistir (Li ve digerleri, 2010; Welman, Maddox ve Archer, 2006; Zhu ve digerleri, 2014,
Wang ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.3. Ekstremofillerde EPS biyosentezi i¢in monosakkarit Onciillerini arttirmada
potansiyel miihendislik hedefleri. PTS: Fosfotransferaz sistemi; ABC: ATP-
baglayici kaset tastyici; GSYIH: Guanozin difosfat; UDP: Uridin difosfat; TDP:
Timidin difosfat (Wang ve digerleri, 2019)

Besiyerine karbonhidrat, azot kaynagi, vitamin, tuz gibi maddelerin ilave edilmesi,
inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi, oksijen seviyesi, pH gibi etmenler bakteriyel gelisimi ve EPS
tretimini etkilemektedir (De Vuyst ve Degeest, 1999; Grosu-Tudor ve Zamfir, 2014;
Tasdelen, 2018). Ekzopolisakkarit iiretiminde en ¢ok kullanilan karbon kaynaklari siikroz
ve glikozdur. EPS iiretiminde en uygun karbon kaynag: siikroz oldugu icin daha fazla
kullanilmaktadir (Liu ve digerleri, 2009, Rafigh, Yazdi, Vossoughi, Safekordi ve Ardjmand,
2014). Son yillarda yapilan ¢alismalarda siikroz karbon kaynaginin kullanilmasi levan tipi
EPS iiretim verimini artirdig1 tespit edilmistir (Liu ve digerleri, 2010). Cogu halofilik EPS,
heteropolisakkarittir, mannoz ve glikoz halofilik EPS'lerde en yaygin monosakkarit

kisimlaridir (Wang ve digerleri, 2019).

Halomonas xianhensis (SUR308-EPS)nin heteropolisakkarit bilesimi, diger halofilik

bakteri suslari, 6zellikle H. ventosae ve H. maura tarafindan temsil edilen Halomonas
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cinsinin trettigi EPS'ye benzerlik gostermistir (Bouchotroch, Quesada, del Moral, Llamas
ve Bejar, 2001; Llamas ve digerleri, 2012; Biswas, Ganguly ve Paul, 2015). Bununla birlikte,
Pseudoalteromonas, Halomonas, Idiomarina ve Alteromonas gibi halofilik bakterilerin
¢ogu, ana monomerik bilesenler olarak glikoz ve mannozu igeren EPS'yi liretmektedir
(Quesada, Bejar ve Calvo, 1993; Bejar, Llamas, Calvo ve Quesada, 1998; Arias ve digerleri,
2003; Llamas ve digerleri, 2012; Biswas ve digerleri, 2015).

2.3.3. EPS’nin kullanim alanlari

Giintimiizde, ekstremofilik mikroorganizmalarin, benzersiz EPS'lerin sentezi dahil olmak
iizere yeni biyoteknolojik islemlerde degerli bir kaynak saglayacagi yaygin olarak kabul
edilmektedir (Bhalla, Bansal, Kumar, Bischoff ve Sani, 2013; Nicolaus ve digerleri, 2010;
Wang ve digerleri, 2019). Haloarkelerin ekzopolisakkaritleri tizerindeki ¢alismalar, ticari
olarak kullanilabilecek bol miktarda hiicre dis1 polisakkarit tiretmek igin Haloferax,
Haloarcula, Halococcus, Natronococcus ve Halobacterium gibi potansiyel halofilik arkeleri

ortaya ¢ikarmistir (Singh ve Singh, 2017).

Birgok mikroorganizma, ekzopolisakkarit sentezi tarafindan islevsel bir konsorsiyum
olusturmakta ve biyofilm olarak isimlendirilen EPS’ler sentezlemektedirler. Bunlar
bakterilerin koloniler halinde olusmasina, besleyiciler ile konuslanmis sert yiizeylere
tutunmalarina yardimei yapilardir (Costerton ve digerleri, 1987; Kumar ve Anand, 1998).
Bu EPS’ler ya bakteri yiizeyine tutulu kalir ya da serbest olarak yapiskan bir sekilde
ekstraseliiler ortamlarda bulunmaktadirlar. Bu polimerler jel formasyonu, emiilsiyon,
absorbsiyon, film formasyonu ve koruma gibi rollere sahip olan biyofilm, matriksinin yap1
materyalidir (Y1ilmaz ve Celik, 2007).

Endiistride, EPS'ler organik/inorganik madde yerine gegen homo- veya hetero-
polisakkaritlerin farkli ve karmasik yapilari nedeniyle cok 6nemlidir; gida, ilag, kagit, tekstil,
boya ve petrol endiistrisinde yaygin olarak kullanilirlar (Sutherland, 1998; 1999). Bununla
birlikte, EPS'ler farmakoloji alaninda, ilaglar ve kozmetik iiriinlerindeki genis kullanimlari
nedeniyle biyoteknoloji endiistrisine daha fazla ilgi ¢cekmistir. Verimliligi, ¢ok yonliiliigii ve
biyolojik olarak parcalanabilirligi nedeniyle, EPS'ler biyoteknoloji alanindaki dogal veya
sentetik polimerlere gore daha ¢ok tercih edilmektedir (Mata ve digerleri, 2006; Quesada ve
digerleri, 1993; Sutherland, 1999; Chikkanna, Ghosh ve Kishore, 2018).
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Cesitli ekstrem kosullarda (6rnegin, termofilik, halofilik, psikrofilik) gelisebilen bakteri
cinsleri ekzopolisakkarit {iretimine sahiptirler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, asiri
derecede cesitli halofilik bakteri popiilasyonlar: bulunabilir. Taksonomik olarak halofiller,
kiikiirt oksidasyonu, denitrifikasyon, fosfat ¢oziiniirliigii, seliiloz bozulmast ve
antimikrobiyal, antiviral ve antioksidan 6zelliklere sahip EPS iiretimi gibi ¢esitli fonksiyonel
rollere sahip olabilirler (Li ve digerleri, 2014). Yiksek viskoziteli ve psddoplastik yapiya
sahip olan bu gibi halofilik EPS, tuza toleransli bir yiizey aktif madde gorevi gorebilir ve
yiiksek tuzlu yag birikintilerinde genis kullanim alanina sahiptir (Arias ve digerleri, 2003).
Viskozite jellestirici ajanlar ve/veya emiilsifiye edici ajanlar ve ayrica metal baglayicilar
olarak yaygin sekilde kullanilirlar (Quesada ve digerleri, 2004; Arias ve digerleri, 2003;
Mata ve digerleri, 2006; Chikkanna ve digerleri, 2018).

Ekzopolisakkatritler gida endiistrisinde, stabilize edici, jellestirici veya emiilsifiye edici
ozelliklerinden dolay1 gida kalitesini ve dokusunu iyilestirmek igin biothickeners
(biyokivamlastirict) olarak kullanilmaktadir (Gandhi, Ray ve Patel, 1997; Gu ve digerleri,
2017).

Mikroorganizmalar genellikle yiiksek bir hiicresel yogunluklu biyofilm ile baglantilidir ve
stabilitesi polisakkarit zincirleri arasindaki etkilesimler yoluyla EPS'ler tarafindan kontrol
edilir. Ayrica, mikrobiyal ¢esitlilik, mikrobiyal gelisim icin bir substrat olusturmak tizere
EPS tarafindan biyolojik olarak desteklenmektedir. Biyofilm olugumu, hem yapismada, hem
de bakterilerin ortamin fizikokimyasal kosullarina adaptasyonunda énemli bir rol oynar
(Donot, Fontana, Baccou ve Schorr-Galindo, 2012; Ates, 2015). Ayni zamanda EPS’nin
yiiksek su igeriginden dolayr bazi dogal biyofilmlerdeki kurumay: 6nlemektedir. Ayrica
biyofilmlerde antimikrobiyal direncin gelismesinde katki saglayan antibiyotiklerin, biyofilm
kanallarina girmesini engellemektedir (Donlan, 2002; Yavuz, 2017).

2.3.4. EPS iireten halofilik mikroorganizmalar

Bir¢ok bakteri ve maya cinsleri tarafindan iiretilen ve karbon kaynaklari i¢in yarisan
metabolitlerin mikrobiyal EPS olduklart ve bu mikroorganizmalarin degisen
kompozisyonlarda ekzopolisakkarit iirettikleri rapor edilmistir (Lee ve digerleri, 1997;

Tavernier ve digerleri, 1997; Fett, 1993; Yilmaz ve Celik, 2007). EPS’ler toprak, deniz, tath
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su gibi farkli ¢evresel Orneklerden izole edebilen birgok bakteri tarafindan da

sentezlenmektedir (Lee ve digerleri, 1997; Yilmaz ve Celik, 2007).

Yapilan bir ¢alismada, haloalkalofilik bir Bacillus sp. 1-450 susu tarafindan pseudoplastik
ozellige sahip EPS tiretimi oldugu tespit edilmistir (Kumar, Joo, Choi, Koo ve Chang, 2004).
Bagka bir galismada da, bir Bacillus sp. susu tarafindan iiretilen, viskoz ve iistiin
pseudoplastik 6zelligine sahip EPS’nin oldugu rapor edilmistir (Mitsuda, Miyata, Hirota ve
Kikuchi, 1981). Bununla birlikte, en yaygin halofilik iireticiler, Halomonas cinsine ait
bakterilerden en 6nemlisi H. maura, H. eurihalina, H. ventosae ve H. anticariensis'dir.
Halomonas suslari tarafindan sentezlenen ekzopolisakkaritlerin alisilmadik derecede yliksek

bir siilfat icerigine sahip oldugu belirlenmistir (Nicolaus ve digerleri, 2010).

Yeni ve degerli 6zelliklere sahip EPS'leri bulmak i¢in, Haloferax, Halococcus, Haloarcula,
Natronococcus, Haloterrigena ve Halobacterium gibi haloarkealardan gelen gesitli EPS'ler
izole edilmis ve arastirilmigtir (Nicolaus ve digerleri, 1999; Poli ve digerleri, 2011; Lii ve
digerleri, 2017). Halobacterium salinarium, Haloferax volcanii, Halobacterium distributum
ve Haloarcula sp. gibi halofilik arkeler tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritler, emiilsiyon
olusturucu olarak petrol endiistrisinde kullanilirken, hiperhalofilik arkelerin polimerleri,
biyolojik olarak yikilabilir polimer olarak da kullanilabilmektedir (Kulichevskaya,
Milekhina, Borzenkov, Zvyagintseva ve Belyaev, 1998; Giirleyendag, 2006).

2.4. Biyofilm

Ekzopolisakkaritlerin 6nemli 6zelligi biyofilm yapisini olusturmalaridir. Biyofilmler, bir
yizeye yapisik, kendi drettikleri jelsi (polimerik maddenin) bir tabakada yasayan
mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk seklinde tanimlanmistir (Donlan ve Costerton,
2002; Turhan ve Erginkaya, 2019). Bu jelsi tabakada, bakteri hiicreleri tarafindan tiretilen,
hiicre dis1 polimerik yap1, ekzopolisakkarit veya ekzopolimer (EPS) ad1 verilen polisakkarit

tabanli bir ag yapisi seklindedir (Simoes, Simoes ve Vieira, 2010; Sarikaya, 2014).

Mikrobiyal biyofilmler, dogal habitatlarinda baskin olan mikroorganizmalarin yasam
tarzidir. Biyofilm olusumuna, hiicrelerin bir yilizeye yapigmasi, ardindan c¢ogalmasi,

mikrokolonilerin olusumu ve hiicre dis1 polimerik maddelerin (EPS) iiretimi ile baslanir.
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Hiicreleri saran EPS matriksi esas olarak proteinlerden, polisakkaritlerden, lipitlerden ve
niikleik asitlerden olugmaktadir (Davey ve O’Toole, 2000; Volkel, Frols ve Pfeifer, 2018).

Ekstraseliiler polimerik maddeler olarak da bilinen ve bir dizi polisakkarit, niikleik asit ve
protein iceren, ¢amur veya balcik benzeri bir matriks icerisinde bakteriler gomiilii olarak
bulunmaktadirlar. Fosil kayitlarindan alinan bilgiler 1s181nda prokaryotlarin 3 milyar yildan
fazla zamandan beri biyofilmler icerisinde yasamlarini siirdiirdiikleri bulunmustur (Donlan,
2002; Unal, 2011). Proteinler gibi organik molekiillerin, bakterilerin yiizeye tutunmasinda
onemli bir rol vardir. Biyofilm matriksinde, yiizey proteinleri diizenli bir sekilde olusur. Bu
proteinlerden bazilari, EPS varliginda biyofilm olusumunu etkilemektedir. Biyofilm
Birlesmis Protein Yapis1 (Biofilm associated protein, BAP), organizmanin yiizeye kolonize

olmasin1 ve burada siirekli kalmasini saglamaktadir (Jiang ve digerleri, 2011; Sarikaya,

2014).

Biyofilmler canli veya cansiz yiizeylerde olusabilmektedir. Bu yiizeyler arasinda canl
dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya i¢gme suyu sistemlerinin borular1 veya dogal
akuatik sistemler yer almaktadir. Bakteriler, ylizeye yapisip biyofilm olusturduktan sonra o
yiizeyden, hafif durulama ile uzaklastirilamazlar. Hiicresel olmayan materyaller mineral
kristalleri, korozyon partikiilleri, kil veya ¢camur parcalar1 ya da kan bilesenleri biyofilm
matrikslerinin i¢inde bulunabilir (Donlan, 2002; Qurashi ve Sabri, 2012; Filik ve Kubilay,
2019). Biyofilmlerdeki bakteriler birbirleri ile yakin temasta bulunmaktadirlar. Biyofilm
matriksindeki hiicrelerin etkilesimini kolaylastiran besin ve bilesikler yogunlasarak,
bakteriyi abiyotik ve biyotik kosullardan korur (Turhan ve Erginkaya, 2019).

Biyofilm olusumu 4 temel asamada gerceklesmektedir (Sekil 2.4) (O'Toole, Kaplan ve
Kolter, 2000; Sarikaya, 2014):

1. Film tabakasinin olugmasi
2. Planktonik mikroorganizmalarin adezyonu
3. Mikroorganizmalarin polimerik matriks i¢inde kolonize olmasi

4. Mikroorganizmalarin biyofilmin {ist tabakasindan koparak ayrilmasi
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EPS Matriksi

Biyofilm olusumu

Ince film tabakas: Ureme

Y% ® @

Yiizeye tutunma
Alt tabaka @ @

A A A A A A A A A A A A A A

S ASASACERTERTE RSP AT PSP AP AT AT S G RTE 2

Sekil 2.4. Biyofilm olusumunun asamalar1 (Abdel-Aziz ve Aeron, 2014)

Biyofilmin tek hiicreden {istlinliikleri Donlan (2002) tarafindan dort madde altinda

toplanmustir:

1. Biyofilm igerisindeki bakterilerin EPS’leri ortamdaki besin maddelerinin daha konsantre
hale gelmesini saglayarak bu besinlerin kullanimini arttirmaktadir.

2. Biyofilm olusturan bakteriler ¢esitli kosullara ve maddelere karsi (antimikrobiyal
maddelere, yiizey gerilimi degistiren ajanlara, sicakliga gibi) direnglilik gelistirirler.

3. Yiizeyde bulunan bakterilerin tabakalarinda katalaz, peroksidaz, proteaz ve lipaz
inhibitorleri salgilanarak antimikrobiyallere karst mekanik kalkan gelistirerek i¢ ylizeyde
bulunan bakterileri korurlar.

4. Biyofilm parcgalart zamanla olgun biyofilmden koparak yeni ylizeylere yayilarak
planktonik bir hiicrenin tutunmasindan daha kolay ve daha hizli tutunma gerceklestirirler

(Donlan, 2002; Olmez, 2009).

2.4.1. Biyofilm yapisi

Biyofilme 3 boyutlu olarak bakildiginda, bakterinin yiizeyinde diizensiz dagilmis sekilde
polisakkarit yapisinda bir matrikstir. Matriksin yogunlugu ve genisligi sadece hiicresel ve
hiicresel olmayan yapilar arasinda oldugu gibi mikroorganizmalarin tiirleri arasinda da
degismektedir. Biyofilm mikroskobik olarak bakildiginda, mercan kayaliklar iizerinde
arasindan kanallarin gectigi, piramit veya mantar sekilli uzantilardan olusan bir

goriiniimdedir (Sakarya, 2005; Unal, 2011).
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Biyofilm bilesiminde, su %98’ini olusturmakta ve diger maddeler ekstraselliiler matriks yap1
ile birbirlerine tutunmaktadirlar. EPS’ler polisakkarit, protein, niikleik asit, teikoik asit,
fosfolipit ve diger polimerik maddelerden olusmakta ve biyofilmlerin %75-90’1m
olusturmaktadir. Biyofilm igerigindeki su, bakterinin olusturdugu EPS’ye baglanmaktadir.
Bakteriyel suslara bagli olarak tiretilen ekzopolisakkaritlerin igerigi tiirlere gore degisiklik
gostermektedir (Olmez, 2009; Shi ve Zhu, 2009; Cappitelli, Polo ve Villa, 2014; Giin ve
Ekinci, 2009; Bridier, Briandet, Thomas ve Brissonnet, 2011; Turhan ve Erginkaya, 2019).

Biyofilmin; ti¢ boyutlu, EPS ile ¢evrelenmis, su kanallar1 ve katli bakteri tabakalar1 igeren
bir yap1 oldugu bildirilmistir. Biyofilmde fiziksel yapinin EPS ile baglantili oldugu, EPS’nin
jel ya da viskoelastik davranis sergilemesiyle yapinin daha da saglamlastigi bildirilmistir
(Hussain, Wilcox ve White, 1993; Leriche, Sibille ve Carpentier, 2000; Giirleyendag, 2006).

Biyofilmin olusumuyla bakteriler korunur ve bakterilerin biyofilmin yapisina katilmasiyla
genetik degisimlere ugrayabilirler. Bu nedenle, ¢evre ve gida teknolojisi gibi alanlarda
kullanilan dogal ya da plastik yapili birgok malzemenin icerdigi filtre materyali, biyofilmin
tutunmasina uygun yiizey alanina sahip olmamalidir (Sekoulov ve Gorg, 1995; Giirleyendag,
2006).

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturan formlar1 ile serbest yasayan formlar1 arasinda
farkliliklar goriilmesi ve mikroorganizmanin biyofilm olusturmasini gerektiren durumlarda
farkli goriisler olmasina karsilik, biyofilm olusumunun nedenleri 4 baslik altinda toplanabilir
(Oztiirk, Sakarya, Oncii ve Ertugrul, 2008; Unal, 2011): i) savunma, ii) adezyon ve

kolonizasyon, 1iii) yasanabilir cevre gelistirmek, iv) topluluk olusturmak.

Halobacterium salinarum R1, yiizeye baglanabilen ve fizyolojik kosullar altinda
karakteristik biyofilm yapilari olusturabilen ekstrem halofilik bir arkedir (Volkel ve
digerleri, 2018). Metallerin etkilerine iliskin haloarkeler {izerindeki ¢aligmalar, sivi
kiiltiirlerde gelisen minimum inhibe edici Halobacterium, Haloferax, Halorubrum ve
Haloarcula konsantrasyonlarinin belirlenmesi ile smirhidir (Nieto, Ventosa ve Ruiz-
Berraquero, 1987), oysa biyofilm olusumu ve biyofilm kaynakli diren¢ ihmal edilmistir
(Volkel ve digerleri, 2018).
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Bakteriyel EPS denizsel ortamlarda, biyofilm olusturmada ve dis kosullara dayanmada
komiinitelere yardimcidir. Halofilik bakterilerin yerlesmek igin EPS iirettigi ve osmotik
basinca dayandigi bilinmektedir. Halomonas, yaygin olarak calisilan halofilik bakteriler
arasinda en yaygin EPS iireten cinstir (Mata ve digerleri, 2006; Squillaci ve digerleri, 2015;
Arun ve digerleri, 2017).

2.5. Emiilsifikasyon

Emiilsiyonlar, birbiriyle karigmayan biri polar digeri nonpolar olmak iizere en az iki sividan
birinin digeri i¢inde bir emiilgatér yardimiyla damlaciklar halinde dagilmasiyla olusan,
homojen goriiniimlii heterojen dispers (daginik) sistemlerdir. Emiilgatorler hem hidrofilik,
hem de hidrofobik kisimlar1 igeren yiizey etkin maddelerdir. Genellikle yag ve su fazi
arasindaki gerilimi diisiirerek etki ederler. Emiilsiyonlarin damlacik biiyiikliigii, genellikle
i¢c fazdaki globiillerin ¢ap1 ile ifade edilir. Damlacik biiyiikligli hazirlanma sirasinda
kullanilan cihaz ve yontem ile eklenen emiilgator ve diger yardimer maddelere bagli olarak
degisir. Damlacik biiyiikliigii ve dagilimi emiilsiyonlarin viskoziteleri ve stabiliteleri i¢in
onem tasir. Damlacik biiyiikliigii, damlacik yiizey alani veya damlacik hacmi zamanla

dogrusal olarak degisebilmektedir (Hing, 2011).

Kimyasal olarak sentezlenmis ve bitki kaynakli emiilgatorler, gida, ilag, kozmetik ve petrol
endiistrisinde  kullanilmaktadir. Bununla birlikte, mikrobiyal kaynaklardan gelen
emiilsiyonlastirict maddeler, diisiik toksisite, daha yiiksek biyolojik bozunabilirlik, daha iy1
cevresel uyumluluk, daha yiiksek kopiirme, yiiksek segicilik ve asir1 sicaklik, pH, tuzluluk
yetenegine sahip olma gibi sentetik {iriinler {izerinde sundugu cesitli avantajlardan dolay1

dikkatleri tizerine ¢cekmistir (Iyer, Mody ve Jha, 2006; Kazak, 2009).

Bakteriler, iki tiir polimer olan, ylizey gerilimini ve ara yiizey gerilimini etkin sekilde
diistiren diisiik molekiiler agirlikli molekiiller ve yiizeylere sikica baglanan yiiksek molekiil
agirlikli polimerler yapabilirler. Bu yiiksek molekiiler agirlikli biyostirfaktanlar, diisiik
konsantrasyonlarda g¢alisan ve Oonemli Ol¢iide substrat 6zgilliigli sergileyen, cok sayida
bakteri tarafindan iiretilen ve polisakkaritler, proteinler, lipopolisakkaritler, lipoproteinler
gibi yiiksek etkili emiilsiyon yapicilardir (Martinez-Checa, Toledo, EI Mabrouki, Quesada
ve Calvo, 2007; Kazak, 2009).
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Su ve hidrofobik bilesikler arasindaki emiilsiyonlar1 stabilize edebilen mikrobiyal
polisakkaritler, gida endiistrisinde dogal emiilgatorler olarak kullanilabilme potansiyeline
sahiptirler (Freitas ve digerleri, 2009). Biyoemiilsifiyerler yapay iriinlere gore
biyobozunurluk, diisiik toksisite, segicilik ve ¢evresel uyumluluk avantajlarina sahiptirler
(Mata ve digerleri, 2008). Emiilsifiye edici aktivitenin, termofiller, psikrofiller, halofiller ve
alkalifiller tarafindan iiretilenler dahil olmak iizere ekstremofilik EPS'lerde yaygin oldugu

bulunmustur ve hepsi heteropolisakkarit yapidadirlar (Wang ve digerleri, 2019).

Petrol hidrokarbonlariyla kontaminasyonu gidermek icin yenilik¢i teknolojinin gelistirilmesi
ve uygulanmasi i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Biyolojik emiilgatorler, bu kirleticileri
kimyasal yiizey aktif cisimlerden ¢ok daha etkili emiilsiyon yapabilirler. Iyer ve digerleri
(2006), bir deniz bakterisi Enterobacter cloaceae tarafindan iretilen EPS 7la
ekzopolisakkaritinin emiilsiyon yapma kabiliyetini arastirmiglardir. EPS 71a'nin emiilsiyon
haline getirilmis hekzan, benzen, ksilen, gazyagi, parafin yagi, pamuk tohum yagi, hindistan
cevizi yagl, jojoba yagi, hint yagi, yerfistig1 yagi ve aycicegi yagini emiilsiyon haline
getirdigini ve EPS 71a tarafindan stabilize edilen emiilsiyonlarin standart kosullar altinda iyi

bir raf dmriine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Petrol-su karisim sistemlerinde emiilsifiyer maddeler dengeli bir aktiviteye sahiptirler. Bu
ozellikleri sayesinde emiilsan maddeler bir¢ok endiistriyel alanda 6rnegin petrol boru
hatlarinin  gevresinin temizliginde, mikrobiyal yollarla petrol ve petrol aliniminin
arttirilmasinda, diger yandan kremalarda, losyonlarda, sabunlarda, sampuanlarda ve ayrica
besin ve zirai alanda kullanilmaktadir (Rocha, Oliveira, Souza ve Gongalves, 2006; Kaya,

2008).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullamlan bakteriler

Bu calismada, Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Biyoteknoloji
Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan Tiirkiye’nin ¢esitli halofilik bolgelerinden
izole edilen ve 16S rRNA bdlgesine gore molekiiler tanimlamalari yapilan halofilik
bakterilerden Halomonas aquamarina NB2 ve Halobacillus trueperi NB7, NB8, NB9,

NB10, NB11 suslar1 kullanilmistir (Cizelge 3.1) (Baltaci, 2013).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan halofilik bakterilerin tiirlerine gore dagilimi

Tiir ismi Sus kodu izole edildigi yer
Halomonas aquamarina NB2 Kalei¢i Yat Limani (Antalya)
Halobacillus trueperi NB7 Silivri Liman1 (Istanbul)
Halobacillus trueperi NBS8 Silivri Liman1 (Istanbul)
Halobacillus trueperi NB9 Silivri Limami (Istanbul)
Halobacillus trueperi NB10 Eminénﬁﬁgﬁiﬂfﬁg’mw Civan
Halobacillus trueperi NB11 Trabzon Limani (Trabzon)

3.1.2. Calismada kullanilan besiyeri ve ¢ozeltiler

Halofilik bakteri kiiltiirlerinin gelistirilmesinde Medyum C besiyeri kullanilmistir (bkz.
Cizelge 3.2, Oren, 1999). Besiyerinin kat1 formunun hazirlanilmasinda besiyerine %1,5

Agar (Merck) eklenilmistir.
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Cizelge 3.2. Medyum C besiyeri igerigi

Maddeler Miktar (g/L)
NaCl 1759
MgCl,.6H>0O 20 ¢
K2SO4 5¢
CaCl2.2H.0 01lg
Yeast ekstrakt 59

Medyum C besiyeri i¢in maddeler tartilip, distile su ile 1000 mL’ye tamamlanip, maddelerin
¢ozlilmesi saglandiktan sonra, her bir sus i¢in uygun pH, 3 M HCL ve/veya 3 M NaOH ile
ayarlanmistir. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve muhafazasi

Halofilik bakterilerin gelistirilmesinde Medyum C besiyeri kullanilmistir. Cizelge 3.3’te
belirtilen sicaklik ve siirede iki kez aktiflestirildikten sonra caligmalara alinmistir (Baltac,
2013). Halofilik bakteriler 50 mL Medyum C besiyerine %2 oraninda asilandiktan sonra
uygun sicaklik ve inkiibasyon siiresinde gelistirilmistir. Yapilan tiim ¢alismalarda iki kez

aktiflestirilmis kiiltiirler kullanilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan halofilik bakterilerin gelisme kosullar

Sus kodu Gelism(i él)cakhg1 Gelisme pHs1 Inkiiba(sgyifi(:lr; stiresi
Halomonas aquamarina NB2 30 7,36 5
Halobacillus trueperi NB7 37 8,41 7
Halobacillus trueperi NB8 37 8,41 7
Halobacillus trueperi NB9 30 8,41 7
Halobacillus trueperi NB10 37 8,41 7
Halobacillus trueperi NB11 37 8,28 7

Halofilik bakteriler aktiflestirildikten sonra Gram boyama yapilarak 151k mikroskobu altinda

incelenmistir.
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Gram boyama

Halofilik bakteriler Gram boyama i¢in, lam iizerine alinmis ve %2’lik asetik asit ile 5 dakika
muamele edilerek lama tespit edilmistir. %0,25°lik kristal viyole ile 3 dakika, liigol ile 1
dakika, alkol ile 10 saniye ve safranin ile 1 dakika boyanmistir. Ara yikama asamalari
%20’lik NaCl ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir (Mutlu, 2006). Boyama sonrast 11k
mikroskobunda koyu mor (menekse) renkli goriinenler Gram (+) bakteriler olarak

belirlenmistir.

Halofilik bakteriler iki kez aktiflestirilip kat1 besiyerinde tek koloniler alinarak ardisik ¢izgi
ekimlerle saf kiiltlir haline getirilmistir. Saf kiiltlirler %15°lik gliserol stoklar1 (cryo tiip)
igerisinde -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Halofilik bakterilerin EPS iiretimlerinin belirlenmesi

Kiiltiir ortaminda EPS miktari

Aktif kiiltiirlerin optik yogunluklar1 spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 600 nm
dalga boyunda 0,600 + 0,002’ye ayarlanarak, Medyum C besiyerlerine %2 oraninda
asitlanmustir. Her bakterinin uygun inkiibasyon siiresi (5 ve 7 glin) sonunda, kiiltiirlerden 1’er
mL mikrofiij tiiplerine alinarak 95 °C’lik sicak su banyosunda 10 dakika isitilmustir.
Ornekler oda sicakligia geldikten sonra, {izerine 1,7 pL oraninda TCA (trikloroasetik asit,
Sigma) ¢ozeltisi eklenerek 13000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir. Filtratlar yeni
mikrofiij tiiplerine alinarak, iizerlerine 1(6rnek):3(%96’lik alkol) oraninda etil alkol
eklenmistir. Bu asamada iki paralelli olacak sekilde mikrofiij tiiplerine 6rnekten 500 pL
almmus, iizerine 1,5 mL etanol eklenmistir. Ornekler 25 dakika 13000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda dipte kalan pelletin iizerine 500 pL etanol eklenerek 15
dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 mikrofiij tlipleri 24 saat etiiv
icerisinde bekletilmistir. Alkoliin ugurulup kurumas: saglandiktan sonra 500 pL olarak
ayrilan ornekler 500 pL deiyonize suda c¢oziilerek 1 mL olacak sekilde tek bir mikrofiij
tiipiinde toplanmistir (Tsuda, Hara ve Miyamoto, 2008). Toplanan 6rneklere, liretilen EPS

miktarinin tayini i¢in fenol siilfiirik asit metodu uygulanmastir.
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Fenol siilfiirik asit metodu

Orneklerin iizerine 0,5 mL fenol (Sigma) ve 5 mL siilfiirik asit (Merck) eklenerek, oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra, iyice karistirilmis ve 37°C’de 15-20 dakika
bekletilmistir. Orneklerin optik yogunluklari, 490 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak olgiilmiistir. Kiiltiirlerin trettigi EPS miktarlarin1 hesaplamak igin 50-500 mg/L
arasinda degisen oranlarda glikoz ¢6zeltisi kullanilarak (Resim 3.1) bir standart ¢ikarilmis
ve bu standarda gore tiretilen EPS miktari mg/L cinsinden belirlenmistir (Sekil 3.1) (Dubois,

Gilles, Hamilton, Rebers ve Smith, 1956). Calisma ii¢ tekrarli olacak sekilde yliriitilmiistiir.

Resim 3.1. Glikoz standart ¢ozeltileri

1,4

1,2 y =0,003x + 0,1164
R2=0,9977
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Sekil 3.1. Glikoz standart egrisi
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3.2.3. Halofilik bakterilerden EPS izolasyonu

Aktif kiltiirlerin optik yogunluklar1 spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 600 nm
dalga boyunda 0,600 + 0,002’ye ayarlanarak, 800 mL Medyum C besiyerlerine %2 oraninda
astlanmistir. Her bakterinin uygun inkiibasyon siiresi (5 ve 7 giin) sonunda, endojen
enzimleri inaktive etmek i¢in sicak su banyosunda 80 °C’de 10 dk boyunca isitilmistir.
Soguyan orneklere %4 oraninda %80°lik TCA (trikloroasetik asit, Sigma) eklenerek, 2 saat
manyetik karistiricida karistirilmis, proteinler ¢oktiiriilmiistiir. Karistm 13000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen filtratlar toplanmis ve sivinin yarisi
kontrollii sicaklik (70-80 °C) ve diisik basingla donen evaporatorde (BUCHI)
uzaklastirllmistir (yaklasik 6-8 saat). Stvinin uzaklastirilmasindan sonra, Ornekler oda
sicakligina gelinceye kadar sogutulmus ve hacmin iki kat1 kadar %96°lik etil alkol eklenerek,
24 saat +4 °C’de bekletilmistir. Bu karisim 13000 rpm’de 15 dakika santriflij edilmis ve
EPS’ler toplanmustir (Tsuda ve digerleri, 2008).

Toplanan EPS’ler 1 mL steril distile suda ¢6ziindiikten sonra, liyofilizasyon tiiplerine (vial)
alinip, liyofilize edilene kadar en az 1 gece -80 °C’de bekletilmistir. Saflagtiritlmig EPS’ler
liyofilizator cihazinda (CHRIST alpha 2-4 LD plus), dondurulup kurutularak toz haline
getirilmistir. Liyofilizasyondan sonra viallerin iginde bulunan [-EPS’ler c¢alismaya

alimmustir.

Livofilize edilmis EPS’lerde toplam karbohidrat miktari

Boliim 3.2.3’de anlatildig: gibi izole edilip, liyofilizasyon islemi ile toz haline getirilen EPS’
lerin miktarlarin1 6lgmek i¢in, her bir vialde bulunan |-EPS’ler 1 mL distile suda
¢Oziilmiistiir. Miktar 6l¢tiimii Boliim 3.2.2°de verilen metoda gore fenol-siilfiirik asit metodu

ile yapilmustir.

3.2.4. Farkh tuz konsantrasyonlarinda EPS iiretimlerinin belirlenmesi

Kiiltiir ortamina gore besiyerinde en iyi gelisim gosteren ve EPS iiretim kapasitesi yiiksek
olan Halobacillus trueperi NB7 susu, ilk aktiflestirilmeden sonra Medyum C besiyerine %5,
%10, %15, %17,5 (kontrol), %20, %25 ve %30 (w/v) oranlarinda NaCl ilave edilerek

besiyerlerine ekilmistir. Bolim 3.2.2°de verilen metoda gore farkli tuz konsantrasyonlarinda
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bakterinin EPS iretim miktarlari belirlenmistir. Calisma t¢ tekrarli olacak sekilde

yiirlitilmistiir.

3.2.5. Farkh karbon kaynaklarinda EPS iiretimlerinin belirlenmesi

Kiiltiir ortaminda gore besiyerinde en iyi gelisim gosteren ve EPS iiretim kapasitesi yiiksek
olan Halobacillus trueperi NB7 susu, ilk aktiflestirilmeden sonra Medyum C besiyerine %1
siikroz, %1 glikoz, %1 mannoz ve %1 galaktoz (w/v) eklenerek hazirlanan besiyerlerine
ekilmigtir. Bolim 3.2.2’te anlatildigi gibi kiiltiir ortamindaki EPS iiretim miktar1 fenol-

stilfiirik asit metodu ile tespit edilmistir. Caligsma ti¢ tekrarli olacak sekilde yiirtitiilmiistiir.

3.2.6. Halofilik bakterilerde biyofilm aktivitesi

Halofilik bakteriler Medyum C besiyerinde aktiflestirilmistir. 190 uL temiz Medyum C
besiyerleri igeren 96 kuyuluk mikroplatelerine her bir kiiltiiriin inokiiliimden 10 pL
aktarilmigtir. Mikroplateleri halofilik bakterilerin optimum gelisme sicakliklarinda (30-
37°C), her bakterinin uygun inkiibasyon siiresine (5 ve 7 giin) birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi bitiminde, kuyular 2 defa steril serum fizyolojik ile yikanmis ve planktonik fazdaki
bakteriler uzaklastirilmistir. Kuyular 200 pL %95°1ik metanol ile 15 dakika fikse edilmistir.
Plateler oda sicakliginda kurutulmus, %1°lik kristal viyole ¢ozeltisinden kuyulara 200 puL
eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Tutunmayan boyanin uzaklagtirilmasi
icin plateler distile suyla yikanmistir. Son olarak kuyulara 200 pL etanol:aseton (70:30 w/w)
ilave edilmistir (Liagat, Bachmann ve Edyvean, 2014). Plateler 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra biyofilm tabakasina baglanan boyanin ¢dziinmesi saglanmistir.
Inkiibasyon bitiminde ¢dziinen kristal viyole boyasinin olusturdugu optik yogunluk 570

nm’de mikroplate okuyucuda (Epoch, Biotek) 6lgtilmiistiir.

Biyofilm Ol¢limiiniin sonucu her alti paralelde belirlenen absorbans degerlerinin
ortalamasindan, kontrol (yalnizca besiyeri i¢eren) kuyulariin ortalamalarinin ¢ikarilmasiyla
hesaplanmistir. Mikroplatelerdeki biyofilm tiretim miktarlari, sinir degerleri (cut off) olarak
belirlenen kontrol grubunun optik yogunlugu esas alinarak; iiretici degil, zayif, orta ve gii¢lii
seklinde kategorize edilmistir (Cizelge 3.4). Calisma iki tekrarli olacak sekilde
yuriitilmistir (Stepanovic, Vukovic, Dakic, Savic ve Svabic-Vlahovic, 2000; Vesthy,
Moretro, Langsrud, Heir ve Nesse, 2009).
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Cizelge 3.4. Biyofilm iiretiminin belirlenmesinde kullanilan sinir degerleri (cut off)

Sinir degeri (cut off) Biyofilm tiretim karakteristikleri
OD < ODcut off Uretici degil

ODcut off < OD < 2 X ODcut off Zayif iiretici

2 X ODcut off < OD <4 X ODcyt off Orta diizey iiretici

4 X ODcutoff < OD Glglii tiretici

3.2.7. I-EPS’lerin emiilsifikasyon aktivitesi

Boliim 3.2.3’de anlatildigi gibi halofilik bakterilerden iiretilen EPS’ler liyofilize edilmistir.
I-EPS’lerin emiilsifikasyon aktiviteleri Cooper ve Goldenberg (1987) ile Patel ve Desai
(1997) tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir. I-EPS’lerin 0,4 g/L’lik su ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu ¢6zeltilerden deney tiiplerine 2’ser mL alinarak her bir deney tiipii tizerine
3 mL zeytin yagi (sanayi tipi), mineral yagi (Sigma), oktan (Sigma), izopropil miristat
(Sigma), n-hekzan (Merck), benzen (Merck), ksilol (Merck) ve toluen (Sigma) eklenerek 2
dakika vortekslenmistir. Karisimlar hareket ettirilmeden 24 saat bekletilmistir. Siire sonunda
toplam yiikseklik (TY) ve emiilsifikasyon katmaninin yiiksekligi (EY) olgtilerek verilen
esitlikte yerine konularak hesaplanmistir (Cooper ve Goldenberg, 1987; Patel ve Desali,
1997). Kontrol olarak en iyi yiizey aktif kimyasal maddeleri olan Tween 20 (Merck), Tween
80 (Merck) ve Triton X-100 (Sigma) kullanilmistir (Mata ve digerleri, 2006).

% Emiilsifikasyon aktivitesi (%E24)= (EY/TY) x 100

3.2.8. I-EPS’lerde protein miktar tayini

Bu c¢alismada, 5-100 pL (0,0025-0,05 mg/mL) arasinda olduk¢a hassas sonuglar veren
Bradford yonteminden yararlanilmistir. Bu yontem, Coomassie Brillant Blue G-250
boyasinin proteinlere baglanmasi sonucunda olusturdugu renkli ¢ozeltilerin 595 nm’de
absorbansinin Sl¢ililmesi ilkesine dayanmaktadir. Coomassie Brilliant Blue G-250'nin
kirmizi ve mavi olmak iizere iki farkli renk formunda mevcut oldugu gozlemine
dayanmaktadir. Kirmizi form, boyanin proteine baglanmasi iizerine mavi forma
dontistiirtiliir. Protein boya kompleksi, yiiksek bir yok olma katsayisina sahiptir ve bdylece

proteinin dl¢iilmesinde biiyiik hassasiyete yol acar (Bradford, 1976).
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Standart grafigin olusturulmasi i¢in 1 mg/mL bovin serum albumin (BSA) seyreltilerek
kullanilmigtir. 1 mL distile su igerisinde 5-100 uL (0,0025-0,05 mg/mL) BSA igeren
ornekler hazirlanmistir. Konsantrasyonlar1 belli olan bu standartlar tizerine 1 mL Bradford
belirteci eklenip vortekslenmistir. Korv i¢in standart ¢ozelti yerine 100 pL distile su

koyularak ayni islem uygulanmistir (Resim 3.2).

mmmwmwmmmmemm

Resim 3.2. 0,0025-0,05 mg/mL BSA igeren standartlar

Karanlikta ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilen 6rneklerin absorbanslart 595 nm dalga
boyunda, BSA icermeyen korve kars1 okunmustur. Absorbanstaki degisim ile protein miktari
arasinda mg/mL cinsinden korelasyon grafigi olusturulmustur (Sekil 3.2) (Ertan ve Arda,
1999). Her standart ikiser tekrardan yapilmistir.

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

y = 23,314x + 0,0491
R2=0,9979

0O.D. 595 nm

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

Protein miktar1 (mg/mL)

Sekil 3.2. BSA ile hazirlanan protein standart egrisi

Bolim 3.2.3’de anlatildigi gibi halofilik bakterilerden elde edilen I-EPS’lerin igerdigi
protein miktarlarini belirlemek i¢in deney tiiplerine suda ¢oziinen I-EPS’ler konulmustur ve

iizerine 1 mL Bradford belirteci eklenip vortekslenmistir. Ornekler 40 dakika oda
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sicakliginda karanlikta bekletilmistir ve 595 nm’de absorbanslar1 okunmustur (Resim 3.3).
Elde edilen absorbanslarla standart grafigi egrisinden elde edilen formiilden yararlanilarak

orneklerdeki protein miktar1t mg/mL cinsinden hesaplanmistir.

or, ez (T na7 [nes B NBo | NB10| [ Nea1|
\ ‘ R | i":-’ '4 =) j_l b= g

)

N | el ‘wuiui mb |

Resim 3.3. Protein miktar tayini i¢in spektrofotometrede okunmaya hazir suslar

3.2.9. I-EPS’nin molekiiler agirhginin belirlenmesi

Kiiltiir ortamina gore besiyerinde en iyi gelisim gosteren ve EPS iiretim kapasitesi yiiksek
olan Halobacillus trueperi NB7 susundan izole edilen 1-EPS’lerin molekiil agirligit SEC
analizi (biiylikliikce ayirma kromatografisi) ile Bilkent UNAM’da hizmet alimi olarak
gerceklestirilmistir. SEC analizi i¢in, numuneler I-EPS’lerin 1 mg/mL olacak sekilde ultra
distile saf su i¢inde ¢oziinmesi ve mikrofiltrasyon (Whatman 0,45 pm) yolu ile sterilize
edilmesi sonucunda hazirlanmistir. SEC analizinde PL aqua-OH miksed (7,5 x 300 mm)

kolonu ve mobil faz olarak da su kullanilmistir (Agilent Teknoloji).

3.2.10. istatistiksel analizler

Her ¢alisma i¢in paralel sayis1 degismekle birlikte genel olarak iki paralelli ve ii¢ tekrarl
olacak sekilde yapilmis ve bulunan degerlerin ortalama sonuglari verilmistir. Istatistiksel
analizlerde SPSS Inc. Software (22.0 Evaluation versiyonu) kullanilmistir. Bakterilerden
elde edilen EPS miktarlar1 ile I-EPS’lerin toplam karbohidrat miktar1 arasindaki farklar t-
Testi (p<0,05) ile analiz edilmistir. Pearson korelasyonuna gore, suslarin EPS {iretimi ile
biyofilm aktivite, I-EPS toplam karbohidrat miktari ile protein miktari, I-EPS toplam

karbohidrat miktar1 ile emiilsifikasyon aktivitesi arasinda korelasyon olup olmadig:
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incelenmistir. Bu iligkiler korelasyon katsayisi (r) degeri 0,00-0,29 arasinda oldugunda zayif,
0,30-0,49 arasinda oldugunda diistik, 0,50-0,69 arasinda oldugunda orta, 0,70-0,89 arasinda
oldugunda kuvvetli, 0,90-1 arasinda oldugunda ¢ok kuvvetli bir iliski olarak yorumlanmstir.
Bakterilerin farkli karbon kaynaklari ve farkli tuz konsantrasyonlarinda EPS iiretimi
arasindaki farkliligin anlamli olup olmadigi LSD ve Tukey (p<0,05) testleri ile analiz

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Calismada Kullanilan Bakteriler

Bu calismada, Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji
Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan halofilik bakteriler kullanilmistir (Cizelge
3.1). Calisma kapsaminda kullanilan bakteri suslari, mikroskobik inceleme ile kontrolleri
yapildiktan sonra ¢alismaya alimmustir. Gram pozitif halofilik bakterilerden Halobacillus
trueperi NB7 ve Halobacillus trueperi NB9 suslarinin Gram boyama sonucunda 1sik

mikroskobundaki goriintiileri Resim 4.1°de gosterilmigtir.

Resim 4.1. Calismadaki bazi halofilik bakterilerin 11k mikroskop goriintiileri (a)
Halobacillus trueperi NB7 (b) Halobacillus trueperi NB9

4.2. Halofilik Bakterilerin Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

Calismada kullanilan suslarin kiiltiir ortamindaki EPS iiretimleri Boliim 3.2.2°de anlatildig:
sekilde belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore 6 susun iirettigi EPS miktarlari, n: 3
ortalamasinin hesaplanmasiyla = SD olarak Cizelge 4.1°de gosterilmistir. EPS iiretim
kapasitesi yiliksek olan suslar Halobacillus trueperi NB11 (55+2 mg/L) ve Halobacillus
trueperi NB7 (47+1 mg/L) iken, en diisiikk EPS iireten sus Halobacillus trueperi NB9 (15+2

mg/L) olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Bakterilerin EPS firetimi ve I-EPS’lerin toplam karbohidrat miktarlart

Suslar EPS! (mg/L) I-EPS? (mg/L)
Halomonas aquamarina NB2 33+1 449+1
Halobacillus trueperi NB7 47+1 798+1
Halobacillus trueperi NB8 22+3 448+2
Halobacillus trueperi NB9 15+2 684+7
Halobacillus trueperi NB10 42+4 841+6
Halobacillus trueperi NB11 55+2 647+3

L. Kiiltiir ortamindaki EPS miktari
2: Kiiltiir ortamindan saflastirilan I-EPS’lerdeki toplam karbohidrat miktari

Calismada, halofilik bakterilerden izole edilen EPS’lerin liyofilizasyon sonrasinda toplam
karbohidrat miktarlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.1). Liyofilizasyon sonrasinda I-EPS’lerde
toplam karbohidrat miktar1 yiiksek olanlar I-EPSns10 (841+6 mg/L) ve |-EPSng7 (798+1
mg/L) olarak tespit edilirken en disiik toplam karbohidrat miktar1 |-EPSngg (448+2
mg/L)’de belirlenmistir. Sonuglara gére, suslarin kiiltiir ortaminda belirlenen EPS miktari
ile liyofilizasyon sonras1 toplam karbohidrat miktar1 paralellik géstermis olup, liyofilizasyon
sonras! toplam karbohidrat miktarmin ¢ok daha fazla oldugu goriilmiistiir. Istatiksel olarak
bakterilerin kiiltiir ortamindaki EPS miktar1 ile kiiltlir ortamindan saflastirilan 1-EPS’lerin

toplam karbohidrat miktarlar: arasinda anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (p<0,05).

4.3. Farkl Tuz Konsantrasyonlarinda EPS Uretiminin Belirlenmesi

Halofilik bakterilerin kiiltiir ortamindaki EPS iiretimlerinden elde edilen sonuglara goére
halofilik bakterilerden kiiltiir ortam1 besiyerinde en iyi gelisim gosteren ve EPS {iretim
kapasitesi yiiksek olan Halobacillus trueperi NB7 susunun farkli tuz konsantrasyonlarinda
irettigi EPS miktarlart Sekil 4.1°de gosterilmistir. NB7 susu %5 ve %10’luk NaCl
konsantrasyonlarinda gelisme gostermedigi igin, bu tuz konsantrasyonlarinda susta EPS
iretimi tespit edilememistir. NB7 susunda, %17,5’luk NaCl (kontrol) konsantrasyonlarinda
en yliksek EPS tiretimi (47 mg/L) belirlenirken, tuz konsantrasyonundaki artisa bagli olarak

EPS iiretim miktarlar1 diismistiir.



39

Istatistiksel olarak, %5 ve %10 tuz konsantrasyonlar: hari¢ diger gruplar arasinda EPS

tiretimleri arasinda anlamli bir farklilik oldugu belirlenmistir (p=0,00<0,05).

50 47
45 40
40
35
30
25
20 17
15
10 7
5 te te

EPS (mg/L)

%5 %10 %15 %175 %20 %25 %30

t.e: tespit edilmedi. Konsantrasyon

Sekil 4.1. NB7 susunun farkli tuz konsantrasyonlarinda EPS iiretim miktarlar

4.4. Farkl Karbon Kaynaklarinda EPS Uretiminin Belirlenmesi

En yiiksek verimde iiretimin saglanacagi besiyerini belirlemek amaciyla, Medyum C
besiyerine Boliim 3.2.2°te anlatildigr gibi %1 oraninda siikroz, glikoz, mannoz ve galaktoz
eklenerek hazirlanan besiyerlerinde segilen susun (H. trueperi NB7) EPS {iretim miktarlart
belirlenmistir. Caligmaya ait sonuglar, n: 3 ortalamasinin hesaplanmasiyla + SD olarak, Sekil
4.2°de gosterilmistir. Farkli sekerlerin eklenmesiyle olusturulan besiyerinde gelistirilen H.
trueperi NB7 susu kontrol besi ortamina (Medium C) gore en verimli EPS iiretimini, %1
siikroz (488 mg/L) ve %1 glikoz (367 mg/L) igceren besiyerlerinde gosterdigi tespit
edilmistir. Bu degeri takip eden diger besi ortamindaki karbon igeriginin ise %1 mannoz
oldugu (311 mg/L) belirlenmistir (Resim 4.2). Istatiksel olarak farkli karbon kaynaklar1 ilave
edilmis besiyerinde H. trueperi NB7 susunun direttigi EPS miktarlarinda kontrol
besiyerindeki (Medium C) EPS iiretim miktarlarina gore anlamli bir artis oldugu
belirlenmistir (p=0,00<0,05).
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Sekil 4.2. NB7 susunun farkli karbon kaynaklarinda EPS tiretim miktarlar

Kontrol
(ka rbon5uz) W m

Resim 4.2. NB7 susunun farkli karbon kaynaklarina gore renk degisimi

4.5. Halofilik Bakterilerin Biyofilm Uretim Karakteristikleri

Halofilik bakterilerin biyofilm yapma karakteristiklerinin belirlenmesinde Bolim 3.2.6°da
anlatilan mikroplate yontemi esas almmistir. Mikroplate yonteminin temeli,
spektrofotometrik olarak yogunlugun 6l¢iilmesine dayanmaktadir. 96 kuyucuklu platelerde
gelistirilen bakteriler, kuyucuk icersinde biyofilm olusturarak tutunurlar. Planktonik kisim
kuyucuklardan ¢ikarilip yikama islemi yapildiginda kuyucuklarda sadece biyofilm yapan

bakteri hiicreleri kalir bdylece kristal viyole ile boyama islemi sirasinda biyofilmde yasayan
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bakteri hiicreleri boyay1 alir. Etanol-aseton soliisyonu hiicrelerin igindeki boyanin disari
salimmasini saglar. Boylece biyofilmdeki hiicre yogunluguna gére mavi tonlarinda renkler
olusur. %1 kristal viyole ile boyanan kuyularin (Resim 4.3) mikroplate okuyucuda 570
nm’de okutulup, biyofilm iiretim miktarlari, sinir degerleri (cut off) esas alinarak (Cizelge
3.4); tiretici degil, zayif, orta ve giiglii olarak kategorize edilmistir. Buna gore elde edilen

biyofilm {iretim karakteristikleri Cizelge 4.2de verilmistir.

Resim 4.3. Biyofilm okumaya hazir mikroplate

Cizelge 4.2. Halofilik bakterilerin biyofilm {iretim karakteristikleri

Susglar Sinir degeri (cut off) Biyofilm tiretim karakteristikleri
NB2 3332 ) gggg Giiclii firetici

NB7 (1):822 ) gggg Giiclii firetici

NBS 1;%‘ p gggi Giicli iiretici

NB9 1 égg p g:ggi Giiclii iiretici

NB10 1;32 p gggz Giiglii iiretici

NB11 1133121 ) gflg% 2 g:ggg Orta diizey iiretici

Elde edilen sonuglara gore, mikroplate yontemiyle Halomonas aquamarina NB2,
Halobacillus trueperi NB7, NB8, NB9, NB10 suslarinin biyofilm tiretim karakteristigi giiglii

tiretici, Halobacillus trueperi NB11 susunun biyofilm iiretim karakteristigi ise orta diizey
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iiretici olarak tespit edilmistir. Istatistiksel olarak suslarin EPS diretimi ile biyofilm
aktiviteleri arasinda pozitif yonde orta diizeyde (r=0,515) korelasyon oldugu tespit

edilmistir.

4.6. I-EPS’lerin Emiilsifikasyon Aktivitelerinin Belirlenmesi

Halofilik bakterilerin I-EPS izolasyonu Bolim 3.2.3’de anlatildigi sekilde yapilmustir.
Liyofilize edilmis EPS’lerin emiilsifikasyon aktivite analizi Bo6lim 3.2.7°de anlatildig:
sekilde zeytin yagi, mineral yagi ve izopropil miristat yaglari, oktan, hekzan, benzen, ksilol
ve toluen hidrokarbonlari ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar ve kontrol i¢in kullanilan
yiizey aktif maddelerine gore sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir. I-EPSng2’nin zeytin yagi
(%3), oktan (%5) ve izopropil miristat1 (%3) emiilsifiye ettigi, 1-EPSng7’nin zeytin yagi
harig, I-EPSngg’in ise mineral yagi hari¢ ve I-EPSnge’in ise n-hekzan hidrokarbonu harig
calismada kullanilan diger yag ve hidrokarbonlari emiilsifiye ettigi belirlenmistir. 1-
EPSng10’in ¢alismada kullanilan tiim yag ve hidrokarbonlar1 (zeytin yagi, mineral yagi,
izopropil miristat, n-hekzan, oktan, benzen, ksilol ve toluen) emiilsifiye ettigi (sirasiyla %13,
%9, %10, %8, %6, %19, %26 ve %15) belirlenmistir. 1-EPSng11’in emiilsifikasyon
aktivitesinin zeytin yagi i¢cin %9, mineral oil i¢in %3, 1izopropil miristat i¢cin %8, benzen i¢in
%S5, ksilol %6 ve toluen i¢in %13 olarak tespit edilmigtir. Tween 20 ve Tween 80
kontrollerinin ¢aligmada kullanilan hi¢bir yag ve hidrokarbonu emiilsifiye etmedigi tespit
edilmistir. Triton X-100 kontroliiniin zeytin yag1, mineral yagi, oktan, izopropil miristat, n-
hekzan, benzen, ksilol ve toluen i¢in emiilsifikasyon aktivitesinin sirasiyla %71, %74, %74,
%77, %74, %45, %91 ve %86 oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, istatistiksel
olarak, I-EPS ile mineral yag (r=0,855), benzen (r=0,761) ve toluen (r=0,729) arasinda
kuvvetli diizey pozitif yonde; 1-EPS ile oktan (r=0,650) arasinda orta diizey pozitif yonde; 1-
EPS ile ksilol (r=0,441) ve izopropil miristat (r=0,433) arasinda diisiik diizey pozitif yonde;
I-EPS ile zeytin yagi (r=0,235) arasinda zayif diizey pozitif yonde; I-EPS ile n-hekzan (r=-
0,140) arasinda zayif diizey negatif yonde bir korelasyon oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3. I-EPS’lerin ve kontrol gruplarimin emiilsifikasyon aktiviteleri (%)
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4.7. |-EPS’lerde Protein Miktarinin Belirlenmesi

Liyofilize edilmis EPS’lerin protein miktar tayini Bolim 3.2.8’de anlatildigi sekilde

yapilmistir. Elde edilen sonuglar, n: 3 ortalamasinin hesaplanmasiyla = SD olarak, Sekil

4.3’te verilmistir.

5 003 0,028+ 1 0,028+1 0,028+ 2
g 0,025+ 2
2 005 0,022+2 0,022+ 2
< 002
=
Z 0015
g
z oo
%]
£ 0,005
&

0

NB2 NB7 NB8 NB9 NB10 NBIl
I-EPS

Sekil 4.3. I-EPS’lerin protein miktarlar

Elde edilen sonuglara gore, en diisiik protein miktari I-EPSngs (0,022 mg/mL) ve I-EPSnge
(0,022 mg/mL) liyofilize ekzopolisakkaritlerde, en yiiksek protein miktari I-EPSngs7 (0,028
mg/mL), [-EPSneio (0,028 mg/mL) ve [|-EPSneuz (0,028 mg/mL) liyofilize
ekzopolisakkaritlerde bulunmustur. Istatistiksel olarak, I-EPS’lerin toplam karbohidrat
miktar1 ile protein miktar1 (r=0,618) arasinda orta diizey pozitif yonde anlaml bir iligki

oldugu tespit edilmistir.
4.8. I-EPS Molekiiler Agirhg:
Biiyiiklilkge ayirma kromatografisi (SEC) analizi ile Halobacillus trueperi NB7 susundan

elde edilen I-EPSng7’nin ortalama mol kiitlesi (Mw) belirlenmistir. 1-EPSng7’nin tek

fraksiyon olusturdugu ve molekiiler agirhginin 9,646 x 102 Da oldugu belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Diinyamizda kiiresel 1sinma ile baglantili olarak su kithgr ve tuzluluk artmaktadir. Bu
kosullarda  gelisebilen  halofilik  mikroorganizmalarin  biyoteknolojik  olarak
kullanilabilmeleri i¢in, bu mikroorganizmalarin mikrobiyal o6zelliklerinin belirlenmesi

Onemlidir.

Ekstremofiller, olumsuz ¢evrelere benzersiz mekanizmalar yoluyla adapte olmaktadirlar ve
EPS'lerin biyosentezi, hayatta kalma mekanizmalarindan biridir. Farkli ekstrem ortamlarda
yasayan ekstremofilik mikroorganizmalar, iimit veren EPS iireticileri olarak kabul edilmistir
ve ekstremofiller (termofiller, halofiller, alkalifiller, psikrofiller ve asidofiller) tarafindan
EPS {iretiminin incelenmesi, endiistriyel uygulamalarda giiclii potansiyeli olan yeni
Ozellikler ortaya ¢ikarmistir. Giinlimiizde, elde edilen kanitlar, ekstremofilik EPS'lerin,
biyomedikal uygulamalar igin {imit verebilecek anti-kanser, antioksidan ve
immiinoregiilasyon 6zellikleri gibi genis bir biyolojik aktivite spektrumuna sahip oldugunu
gostermistir. Halofilik EPS’ler iizerine emiilsifikasyon, antioksidan, biyodoplastik, agir
metal baglanmasi, antitimor aktivitesi gibi yapilan arastirmalar sayesinde biyomateryal,
biyomedikal ve gida endiistrisinde kullanim alanlarina sahip olduklari rapor edilmektedir

(Wang ve digerleri, 2019).

Ekstremofilik organizmalardan elde edilen endiistriyel olarak énemli olan biyopolimerler
yalnizca saglam ozelliklere sahip degil, ayn1 zamanda diigiik maliyetlidirler (Chikkanna ve
digerleri, 2018). EPS iiretme kapasitesine sahip halofilik mikroorganizmalar hakkinda sinirl
saylda bilgi birikimi bulunmaktadir. Literatiirde, halofilik Halomonas sp. (Bouchotroch,
Quesada, lzquierdo, Rodriguez ve Bejar, 2000), Halomonas maura (Arias ve digerleri,
2003), Aphanocapsa halophytica (Matsunaga, Sudo, Takemasa ve Wachi, 1996),
haloalkalofilik Bacillus sp. 1-450 (Kumar ve digerleri, 2004) ve Salinivibrio costicola subsp.
alcaliphilus (Romano, Gambacorta, Lama, Nicolaus ve Giordano, 2005) bakteri tiirlerinden
EPS iiretimi ve karakterizasyonu ile ilgili caligmalar mevcuttur. Sinirli sayidaki caligmalara
katki saglamak amaciyla bu tez ¢alismasinda, hipersalin ortamlardan izole edilen ve
molekiiler yontemler ile tanimlanmis 6 halofilik bakterinin kiiltiir ortamlarindaki EPS
iretimlerinin belirlenmesi, en iyi gelisim gosteren ve yiiksek EPS iiretim kapasitesine sahip

bir susun secilerek farkli tuz konsantrasyonlarinin ve farkli karbon kaynaklarimin EPS



46

iiretimine etkisinin tespiti amaclanmistir. Ayrica, bakterilerin kiiltiir ortaminda biyofilm
iiretim karakteristigi ve liyofilize EPS’lerin (I-EPS) emiilsifikasyonu belirlenerek emiilsifiye

ajani olarak kullanilabilirliginin agiga ¢ikartilmasi hedeflenmistir.

Genel olarak, EPS'nin hiicre i¢i biyosentezinin diizenlenmesi, EPS {ireten hiicrelerin ¢esitli
fizyolojik ve metabolik parametreleri ile belirlenir. Bunlar polisakkaritlerinin varligi,
yinelenen birimler olusturmak i¢in enerji, polimerizasyon i¢in enzimlerin ifadesi ve yapi
birimlerinin membran boyunca tasinmasidir (Delbarre-Ladrat ve digerleri, 2014). Ek olarak,
ortamin icerigi, kiiltiir yasi, karbon ve azot kaynaklarinin tiirli, karbon/azot orani, pH,
sicaklik ve havalandirma gibi birgok faktoriin EPS iiretimi {lizerinde etkileri vardir. Stres
kosullari, ortamin ozmolaritesi gibi smirlayic1 faktorler bir sekilde EPS biyosentezini
etkilemektedir (Biswas ve Paul, 2017). Ayn1 zamanda, mikrobiyal EPS biyosentezinin
genetigi ile ilgili bilgiler, 6zellikle de tekrar {initeleri, polimerizasyon, tasima ve diizenleme
islemlerinde yer alan genlerin tanimlanmasi sadece ksantan, levan ve dekstran biyosentezi
icin bilinmektedir, ancak halofilik mikroorganizmalarin EPS biyosentezindeki bilgiler
yetersizdir (Donot ve digerleri, 2012). Halomonas maura S-30 tarafindan iretilen EPS
maurani, gida ve ilag endiistrisi ve biyoteknolojide kullanim i¢in uygun hale getiren ilging
fonksiyonel 6zelliklere sahiptir. Mauran iiretimine katilan genlerin analizi Arco ve digerleri
(2005) tarafindan yapilmistir ve korunmus ii¢ gen, epsA, epsB ve epsC'yi belirlemislerdir.
Mauranda, Wzy homologuna bagl bir polimerizasyon sistemi tarafindan olusturuldugunu
gosteren epsJ geni bulunmustur (Arco ve digerleri, 2005; Biswas ve Paul, 2017). Poli ve
digerleri (2009), Halomonas smyrnensis AAD6T'nin EPS iiretiminin biiylime ile iligkili
oldugunu ve bakterilerin siikrozu karbon kaynagi olarak kullandiginda, B (2-6) bagl fruktoz
kalintilarinin uzun lineer bir homopolimerik EPS'si olan yiiksek seviyelerde levan
salgiladiklarin1 bildirmislerdir. Sogiitcii ve digerleri (2012), halofilik bakterilerde taslak
genom sekans analizinde, levansiikraz (sacB) ve ExoD genleri dahil olmak tizere EPS

biyosentezi ile ilgili genler tanimlanmistir (Biswas ve Paul, 2017).

Halomonas aquamarina NB2 ve Halobacillus trueperi NB7, NB8, NB9, NB10, NB11
olmak iizere 6 halofilik bakterinin EPS iiretim kapasitelerinin belirlendigi bu tez
calismasinda, H. trueperi NB11 (55 mg/L) ve H. trueperi NB7 (47 mg/L) suslarinin yiiksek
EPS iiretikleri, H. trueperi NB9 (15 mg/L) susunun ise diisiik EPS {irettigi tespit edilmistir.
Yapilan literatiir taramalarina gore, Mata ve digerleri (2006), Halomonas ventosae ve H.

anticariensis tiirlerine ait suslarin 2849 g/L arasinda EPS {irettigini, Llamas ve digerleri
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(2012), H. almeriensis M8T susunda 1,7 g/L EPS iiretim miktar1 oldugunu, Radchenkova ve
digerleri (2018) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada, Chromohalobacter canadensis 28
susunun 58 pg/mL EPS iiretim miktarina sahip oldugunu, Chikkanna ve digerleri (2018)
tarafindan yapilan ¢alismada ise, Halomonas nitroreducens WB1 susunun 125 mg/mL EPS
trettigi bildirilmistir. Yapilan literatiir tarama sonuglarina gore, ¢alismamizda kullanilan
halofilik bakteri tiirlerine ait EPS iiretim miktarlarina iliskin veriler olmadigindan ayni cinsin
farkl1 tiirlerine ait veriler ile karsilastirma yapilmistir. Buna gore, bu tez kapsaminda
kullanilan suslara ait EPS tiretim miktarlarinin diger halofilik bakterilere gore diisiik oldugu
goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak g¢alismalarda kullanilan besiyeri kompozisyonu, tuz
konsantrasyonu, sicaklik ve pH gibi faktorler arasindaki farkliliklardan kaynaklandigi

diistiniilmiistiir.

Halobacillus trueperi NB11 (55 mg/L) ve H. trueperi NB7 (47 mg/L) suslarinda yiiksek
EPS iiretimi goriiliirken, Halobacillus trueperi NB9 (15 mg/L) susunda diisiik miktarda EPS
goriilmesi, EPS iretiminin ayni tiir igerisinde suslara gore bile degisebildigini ve EPS
tiretimi yliksek olan bakterilere karar verebilmek i¢in tiirlerin yaninda suslarin da 6nemli bir
secim kriteri oldugunu gostermektedir. EPS {iretimi, bakteri tiirleri, bakterilerin yetistirme
kosullar1 ve kiiltiirlerin yas1 gibi gesitli faktorlere ve fermantasyon kosullarinin tasarimina
bagli olarak degismektedir (Allard ve Tazi, 1993). Ayrica, EPS iiretimi tiire 6zgii degildir ve
ayni tiirlin her susu, farkli biyoteknolojik 6zelliklere sahip farklit EPS’ler iiretebilmektedir

(Manivasagam ve digerleri, 2013; Arun, Sathishkumar ve Muneeswaran, 2014).

Tez c¢alismasinda kullanilan bu suslarin EPS’leri saflastirilip liyofilizasyon cihazinda
kurutma islemi ile toz haline getirilmis ve liyofilize EPS’lerideki toplam karbohidrat
miktarlart fenol-siilfiirik asit metoduna gore degerlendirilmistir. En iyi I-EPS miktar1 H.
trueperi NB10 (I-EPS nB10-841 mg/L) ve H. trueperi NB7 (I-EPS ng7-798 mg/L) suslarindan
elde edilen EPS’lerde belirlenirken, en diisiik toplam karbohidrat miktar1 1-EPS ngs (448
mg/L) de elde edilmistir. Literatiir tarama sonuglarina gore, halofilik bakterilerin tirettigi
liyofilize EPS’lerin toplam karbohidrat miktarlarina ait verilerin olmadig1 tespit edilmistir.
Tez calismasindan elde edilen sonuglara gore, suslarin kiiltiir ortaminda belirlenen EPS
miktart ile liyofilizasyon sonras1t EPS (I-EPS) miktarlari arasinda paralellik gozlenmis olup,
liyofilizasyon sonrast EPS miktarimin (toplam karbohidrat miktar1) ¢ok daha fazla oldugu
gortiilmistiir. Bunun nedeninin liyofilizasyonda yiiksek hacimde kiiltiirlerin kullanilmasi,

yiiksek hacimde EPS’nin kismi olarak saflastirilarak elde edilmesi ve liyofilizasyonda
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kurutmaya bagli olarak yogunlasmanin olmasi olarak diistintilmiistiir. Kiiltiir ortaminda EPS
iretiminin diisiik bulunmasindan dolayr endiistriyel alanlarda, EPS uygulamalar igin

liyofilize EPS’lerin kullaniminin daha uygun oldugu diisiiniilmektedir.

Orta derecede halofilik bakteriler, %5-20 (w/v) tuz igeren ortamlarda en iyi sekilde
biiyiiyenler olarak tanimlanirlar ve hipersalin habitatlarda yasayan en 6nemli Eubacteria
grubunu olustururlar (Ollivier ve digerleri, 1994; Qian ve digerleri, 2018).
Mikroorganizmalar i¢in EPS, koruyucu bariyer gorevi gérmektedir. Mikroorganizmalardaki
EPS iiretim miktari, agir metal konsantrasyonu, tuz iyonlari, pH derecesi, sicaklik, oksijen
konsantrasyonu veya besiyeri bilesimi gibi farkli kosullardan etkilenmektedir (Gupta ve
Diwan, 2017; Kili¢ ve Donmez, 2019).

Tez ¢alismasinda, halofilik bakterilerden kiiltiir ortam1 besiyerinde en iyi gelisim gosteren
ve EPS iiretim kapasitesi yliksek olan Halobacillus trueperi NB7 susu secilerek farkli tuz
konsantrasyonlarinda EPS iiretim miktarlart belirlenmistir. Buna gore, %5 ve %10 NaCl
konsantrasyonlarinda bakteri gelisme gostermedigi i¢in EPS iiretimi tespit edilememistir.
NB7 susu en iyi EPS iiretimini %17,5 tuz konsantrasyonunda (kontrol-47 mg/L) gosterirken,
konsantrasyon oranlarindaki artisa bagli olarak EPS iiretiminin azaldigi (14-40 mg/L)
g6zlenmistir. Bunun nedeni olarak Halobacillus trueperi NB7 susunun optimum %17,5 tuz
konsantrasyonunda gelisme gostermesinden kaynaklandig: diisliniilmiistiir. Tuz oranin
azalmas1 veya artmasi bakterinin gelisimini engelledigi ve/veya azalttig1 i¢in, EPS {iretimini
de olumsuz yonde etkilemistir. Yapilan ¢alismalarda, halofilik bakterilerin ihtiya¢ duydugu
optimum tuz konsantrasyonlarinda, EPS iiretiminin en iyi oldugu bildirilmistir. Optimum
%7,5 tuz konsantrasyonunda H. ventosae ve H. anticariensis tiirlerine ait suglarda 28—49 g/L
arasinda EPS iiretimi (Mata ve ark., 2006), H. almeriensis M8T susunda 1,7 g/L EPS tiretimi
(Llamas ve ark., 2012), optimum %210 tuz konsantrasyonunda Chromohalobacter
canadensis 28 susunda 58 ug/mL EPS {iretimi (Radchenkova ve ark., 2018) ve optimum %5
tuz konsantrasyonunda H. nitroreducens WB1 susunda 125 mg/mL EPS iiretimi (Chikkanna
ve ark., 2018) oldugu rapor edilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan susta, optimum gelisme
tuz konsantrasyonu olan %17,5 tuz konsantrasyonunda en iyi EPS iiretiminin belirlenmesi
diger arastirmacilarin ¢alismalari ile paralellik gostermis ve en yiiksek EPS iiretiminin

ihtiya¢ duydugu optimum tuz konsantrasyonunda gergeklestigi ortaya konmustur.
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Mikrobiyolojik c¢aligmalarda mikroorganizmalarin biiylimesini ve EPS iiretimlerini
etkileyen en onemli faktorlerden birisinin de besiyerinde kullanilan karbon kaynagi oldugu
bildirilmektedir. Kullanilan karbon kaynaklarinin ¢esidinin ve konsantrasyonunun EPS’nin
sentezini ve verimini etkiledigi rapor edilmistir (Nour EI-Dein, El-Fallal, Toson ve Hereher,
2004). Bakterilerin tiirleri, kiiltir kosullart ve karbon kaynaginin tiirdi, belirli bir tiir
tarafindan iretilen mikrobiyal EPS'nin miktarin1 ve kompozisyonunu etkiler. Mikrobiyal
polisakkaritlerin tiretimi sicaklik, pH, inkiibasyon siireleri, karbon kaynaklari ve azot
kaynaklar1 gibi birgok faktore duyarlidir. Mikroorganizmalar, genellikle karbon ve enerji
kaynag1 olarak glikoz veya siikroz igeren ortamlari kullanarak gelisirler ve biyopolimer
sentezinde genellikle yiiksek C:N oranlarimi tercih ederler (Sutherland, 2002; Poli ve
digerleri, 2009; Sethi ve digerleri, 2019). EPS iiretiminde kullanilacak olan besiyerinin
icerigindeki azot kaynag1 olarak pepton, maya oziitii, potasyum nitrat, asparjin, glutamik asit
gibi kimyasallar kullanilabilmektedir (Nour El-Dein ve digerleri, 2004). Karbon kaynagi
olarak ise glikoz, fruktoz, riboz, arabinoz gibi monosakkaritler ile siikroz, maltoz, laktoz,
rafinoz gibi oligosakkaritler kullanilabilmektedir (Cerning ve digerleri, 1994; Giirleyendag,
2006). Ekzopolisakkarit iiretimini artirmak amaciyla bir¢ok arastirmada besiyerine karbon
kaynagi olarak siikroz ve glikoz eklenmistir (Liu ve digerleri, 2009; Rafigh ve digerleri,
2014).

Calismamizda, 6 halofilik bakteri icerisinden kiiltiir ortami1 besiyerinde en iyi gelisim
gosteren ve EPS iretim kapasitesi yiiksek olan Halobacillus trueperi NB7 susu segilerek
farkli karbon kaynaklarinda EPS iretim miktarlar1 tespit edilmistir. Calismamizda,
literatiirlerde bakteriler i¢in en ¢ok kullanilan ve en i1yi sonuglar1 veren karbon kaynaklari
se¢ilmistir. Bu karbon kaynaklari ile (siikroz, glikoz, mannoz ve galaktoz) olusturulan
besiyerlerinde ve herhangi bir karbon kaynagi igermeyen (kontrol grubu Medium C besiyeri)
besiyerlerinde, H. trueperi NB7 susunun EPS {iretimi tizerine etkisi arastirilmistir. Denemeler
sonucunda bakterinin EPS {iretiminin, kontrol grubuna (47 mg/L) gore siikrozlu (448 mg/L),
glikozlu (367 mg/L), mannozlu (311 mg/L) ve galaktozlu (144 mg/L) ortamlarda daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, EPS {iretimi i¢in besiyeri iceriginde karbon
kaynagimin olmasi gerektigini gostermistir. Besiortami kompozisyonunun EPS iiretiminde
onemli rolii oldugundan, tiim karbon kaynaklarinda EPS tiretimininin oldukca artmasi bir
avantaj olarak goriilebilir. Ozellikle siikrozlu ortamim EPS iiretimini daha fazla arttirmast,
NB7 susunun karbon kaynagi olarak siikrozu tercih ettigini gostermistir. Halofilik EPS

tireticilerinin ¢ogunun, glikozun karbon kaynagi olarak kullanildigi besiyerlerinde en yiiksek
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seviyelerde EPS sentezledigi bildirilmistir (Mata ve digerleri, 2006, 2008; Cojoc ve
digerleri, 2009; Llamas ve digerleri, 2012; Biswas ve Paul, 2014; Radchenkova ve digerleri,
2018). Llamas ve digerleri (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, H. almeriensis M8" susu
%1 glikozlu ortamda gelistirildiginde yiiksek EPS iiretimi (1,7 g/L) gOstermistir.
Radchenkova ve digerleri (2018), Chromohalobacter canadensis 28 susunun %0,5 laktozlu
ortamda 58 pg/mL, %1 laktozlu ortamda 130 pg/mL ile diger karbon kaynaklarina gére daha
iyi EPS iretimi gosterdigini bildirmislerdir. Halofilik, termotolerant bir Bacillus susunun
(B3-15) %0,6 glikoz varliginda 165 mg/L EPS iirettigi bildirilmistir (Maugeri ve digerleri,
2002). Siikrozlu besiyerinde en yiiksek EPS iiretim kapasitesinin testip edilmesi bakimindan
bizim ¢aligmamiza benzerlik gosteren, Poli ve digerleri (2009) tarafindan yapilan ¢alismada,
Halomonas sp. AADG hiicreleri siikroz varliginda gelistirilmis ve bakteri 1,073 g/L'lik EPS
iretim seviyelerine ulagsmistir. Halofilik bakterilerde EPS {iretiminden sorumlu olan
levansiikraz (sacB) geni (Sogiitcii ve digerleri, 2012) besiyeri ortaminda bulunan siikroz ile
aktif hale gelerek EPS iiretimini arttirabilir. Calismamizda kullanilan NB7 susunda siikrozlu
ortamda EPS iiretiminin artmasi bakteride levansiikraz (sacB) geninin aktivitesi ile iligkili

olabilir. Bunun daha ayrintili bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir.

Mikroorganizmalarin biyofilm iretim karakteristiklerini belirlerken ekzopolisakkarit
miktar1 esas alinmaktadir, oysa bazi bakteriler proteinler gibi baska molekiiller ile de
biyofilm olusturabilmektedir (Coenye ve Nelis, 2010). Mikrobiyal biyofilmlerin insan
saglig1 lizerinde Oonemli etkileri vardir. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki Ulusal Saglik
Enstitiileri, enfeksiyonlarin %80’inden fazlasina biyofilmlerin neden oldugunu tahmin
etmektedir (Sarikaya, Aslim ve Yuksekdag, 2017). Bu nedenle, bakteriler 6zellikle patojen
bakteriler tarafindan biyofilmin engellenmesi veya ortadan kaldirilmasi gerekmektedir.
Ancak bazi kosullarda bakterilerin, 6zellikle ¢evre dostu bakterilerin, biyofilm olusturmalari
sayesinde, dogada bulunan ve insan sagligina zararli bir¢gok madde ortadan
kaldirilabilmektedir. Bunlara; yer alt1 su kaynaklarinin kontaminasyonunun engellenmesi,
kullanilmayan ve ¢evreye zararli olabilecek petrol yataklarinin ¢evrelenmesi ve maden
yataklarindan ¢evreye yayilan siilfiir ve benzeri yan iirtinlerin detoksifikasyonu 6rnek olarak
gosterilebilir. Kontamine olan bolgelerde yer alt1 su kaynaklarina ucuz karbon kaynaklarinin
pompalanmasi ile olusturulan biyofilmler hem olusturduklart bariyerle su kaynaklar1 ve
cevre kirleticileri arasindaki gegisleri engelleyecek hem de biyofilm igerisindeki azot veya
stilfiir tiikketici bakteriler sayesinde ortamdaki istenmeyen miktardaki inorganik madde yiikii

azaltilabilecektir (Ciftci, 2005; Unal, 2011).
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Halomonas ventosae ve H. anticariensis bakterilerinin biyofilm olusturma egilimleri
arastirilmis ve bunlarin her ikisinin de hem polistiren kuyularinda hem de borosilikat test
tiiplerinde biyofilm olusturdugu ve biyofilm olusum karakteristiginin ylizeye bagli olmadigi
belirlenmistir. H. ventosae A116 susunun, muhtemelen polisakkaritin yiiksek emiilsifiye
edici aktivitesine bagli olarak, biyofilm olusturma analizlerinde en iyi sonuglar1 verdigi

bildirilmistir (Branda, Gonzalez-Pastor, Ben-Yehuda, Losick ve Kolter, 2001).

Bu tez calismasinda, mikroplate yontemiyle Halomonas aquamarina NB2, Halobacillus
trueperi NB7, NB8, NB9, NB10 suslarinin biyofilm iiretim karakteristigi giicli iiretici,
Halobacillus trueperi NB11 susunun biyofilm iiretim karakteristigi ise orta diizey iretici
olarak bulunmustur. Biyofilm olusumu her ne kadar saglik i¢in tehdit olustursa da 6zellikle
hipersalin ortamlar i¢in biyofilm iireticisi olan suslardan kontaminasyon Onleyici ve
endiistriyel atiklar1 uzaklagtirma gibi ¢evre uygulamalarinda olumlu yonde sonug alinabilir.
Ancak biyofilmin etkisi hakkinda daha detayli ¢alisilmas1 gerekmektedir. Qurashi ve Sabri
(2012) tarafindan yapilan c¢alismada, H. aquamarina ST2 susunda diisik tuzluluk
seviyesinde (0,5 M NaCl) yiiksek biyofilm olusumu, H. meridiana PAa6 ve K. indalinina
HT2 suslarinda yiiksek tuzluluk seviyesinde de (1 M NaCl) yiiksek biyofilm olusumu tespit
edilmistir. Bu, tuz seviyesinin biyofilm iiretiminde etkisi oldugu gibi bakteri tiirlerinin
farkliligr da biyofilm iiretim karakteristigini etkiledigini gostermektedir. Literatiirlerde,

halofilik bakterilerin biyofilm tiretimiyle ilgili detayli ¢alismalara rastlanilmamustir.

Ekzopolisakkaritler, farkli yag ve su karigimlarini verimli bir sekilde stabilize eder.
Hidrofobik fazlar bitkisel yag, mineral yag veya bir hidrokarbondur. Emiilsiyonlar, birbiriyle
karigmayan sivilardan olusan, birinin digeri i¢inde bir emiilgator yardimiyla dagilmasi
sonucu homojen goriiniimlii heterojen daginik sistemler olarak tanimlanmaktadir (Hing,
2011). Endiistriyel islemlerde, emiilgatorler asiri sicaklik, cevre, pH ve tuzluluk degerlerine
maruz kalabilir (Freitas ve digerleri, 2009). Ekstremofillerden biyoemiilsifilestiricilerin
onemli bir ozelligi, genis bir sicaklik, pH ve tuzluluk araliinda yiiksek emiilsiyon
stabilitesidir (Zheng ve digerleri, 2012). EPS'de iironik asit ve asetil grubunun varliginin
ayrica emiilsifiye edici kapasiteye katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Caruso ve digerleri,
2018; Jain, Mody, Mishra ve Jha, 2012; Mata ve digerleri, 2006). Halofillerden elde edilen
EPS'ler genellikle 6nemli miktarlarda tironik asit igerirler. EPS ¢ozeltisinin asidik pH'ta
yiksek viskozitesi ve jellesme kapasitesinin, yiiksek iironik asit iceriginden

kaynaklanabilecegi rapor edilmistir (Bejar ve digerleri, 1998; Wang ve digerleri, 2019). H.
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ventosae susundan elde edilen polisakkaritler tarafindan iretilen emiilsiyonlarin 6nemli
ozellikleri, ¢cok kararli olmalar1 ve kiigiik, tek bigimli damlaciklardan olugsmalar1 ve ince,
plriizsiiz bir kivamda olmalaridir. Bilinen diger polisakkaritler stabil emiilsiyonlar
yapabilirler ancak kalin ve daha yapiskan olma egilimindedirler, bu gibi emiilsiyon yapicilari
cok tercih edilmemektedirler (Desai ve Banat, 1997). Tez galismasinda 6 halofilik bakteriye
ait I-EPS’lerin farkli yag ve hidrokarbonlari emiilsifiye etme kapasiteleri belirlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore, 1-EPS’lerin genel olarak, I|-EPSng2 harig¢, ksilol ve toluen
hidrokarbonlarin1 diger yaglar ve hidrokarbonlara oranla daha fazla emilsifiye ettigi;
izopropil miristat yagini ise tiim 1-EPS’lerin emiilsifiye ettigi belirlenmistir. I-EPSng10’un
deneyde kullanilan tiim yaglar1 ve hidrokarbonlari emiilsifiye ettigi goriilmiistiir. Suslar
arasinda NB10 susundan elde edilen 1-EPSng10’nin ksilolu (%26), NB7 susundan elde edilen
I-EPSNnB7” nin tolueni (%23) en fazla emiilsifiye ettigi belirlenmigtir. Triton X-100
kontroliiyle karsilagtirildiginda I-EPS’lerin diisiik emiilsifiye 6zellikte oldugu belirlenmistir.
Kontrol olarak kullanilan Tween 20 ve Tween 80 kimyasal yilizey aktif maddelerinin hem

hidrokarbonlar1 hem de yaglar1 emiilsifiye etmedigi tespit edilmistir.

Mata ve digerleri (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, H. ventosae ve H. anticariensis
suslarina ait EPS’lerin aygicegi yagi, mineral yag, zeytinyagi, tetradekan ve oktana olan
etkileri aragtirilmistir. H. ventosae suslarina ait emiilsifikasyon aktivitesi %35,5 ila %62,5
arasinda; H. anticariensis suslaria ait emiilsifikasyon aktivitesi %37,5 ila %55 arasinda
degistigi tespit edilmistir. Baska bir ¢alismada, Halomonas nitroredusens WB1 susuna ait
EPS emiilsifikasyonunda, aycicek yagi (%85), hardal yag1 (%68), zeytin yagi (%68), oktan
(%62), vazelin yagi (%65), hekzadekan (%56) ve toluen (%56) kullanilmistir. EPS'nin
emiilsifiye edici aktivitesinin, kontrol olarak kullanilan sentetik yiizey aktif maddelerle
(Triton X-100 ve Tween 80) karsilastirildiginda daha iyi oldugu bulunmustur (Chikkanna
ve digerleri, 2018). Halomonas nitroredusens WB1 susu tarafindan sentezlenen EPS’nin
emiilsiyonu ile stabil homojen mikro damlaciklarin olustugu ve diizgiin bir tutarlilik
sagladigr bildirilmistir. Boylece EPS’nin, yag ve gida endiistrilerinde c¢evre dostu bir
emiilsiyonlastirict ajan olarak kullanilabilir olabilecegi ifade edilmistir (Desai ve Banat,
1997; Banat, Makkar ve Cameotra, 2000; Mata ve digerleri, 2008; Chikkanna ve digerleri,
2018). Halomonas eurihalina susunun kullanildig: bir ¢alismada, bu suslardan izole edilen
EPS’lerin ksilen, toluen, oktan, tetradekan, ham petrol ve petrol gibi hidrokarbonlar iizerinde
emiilsifikasyon aktiviteleri arastirilmistir. Kimyasal siirfektanlarla kiyaslandiklarinda

EPS’lerin daha yiiksek emiilsifiyer 6zellik gosterdikleri belirtilmistir (Calvo, Martinez-
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Checa, Toledo, Porcel ve Quesada, 2002). Halofilik EPS fireticileri, polimerlerin
emilsifiyelestiriciler ve hareketlilik denetleyicileri olarak islev goren mikrobiyal
giiclendirilmis geri yag kazanimi (MEOR) i¢in ilging bir kaynak olarak kabul edilmektedir
(Kulichevskaya ve digerleri, 1998; Kazak, 2009). Halomonas eurihalina F2-7 susu
tarafindan sentezlenen biyolojik emiilgator V2-7’nin &zellikleri incelenmis ve genis bir
yelpazede n-tetradekan, n-hekzadekan, n-oktan, benzin ve ham petrol hidrokarbonlarini
emiilsifiye edebildigi bulunmustur (Martinez-Checa ve digerleri, 2007). Llamas ve digerleri
(2010), halofilik Salipiger mucosus A3" susuna ait emiilsifikasyon aktivitesinde aygicegi
yagt (%70), mineral yag1 (%71), zeytin yag (%60), tetradekan (%75), oktan (%70),
izopropil miristate (%67,5), toluen (%52,6), hekzan (%50), ksilen (%47,5), petrol (%20),
dizel (%37,5), ham petrol (%95), vazelin yagi1 (%52,6) emiilsifiye ettigini tespit etmislerdir.
Llamas ve digerleri (2012), H. almeriensis M8" susuna ait EPS’nin emiilsifikasyon
aktivitesinde aygicegi yagi (%65), mineral yagi (%67,5), zeytinyagi (%67,5), tetradekan
(%62,5), oktan (%65), gaz yagi (%65) ve izopropil miristat (%70) kullanmislardir.
Bakteriler tarafindan iretilen 1-EPS’lerin yaglar ve hidrokarbonlara karsi emiilsifikasyon
aktivitesinin degisen ve farkli oranlarda oldugu goriilmiistiir. Literatiirlere gore bizim
calisgmamizda kullanilan 1-EPS’lerin daha diisiik emiilsiyonlastirict etkisi goriilmiistiir.
Calismada kullanilan bakterilerin izole edildigi bolge, fermantasyon kosullari, pH, sicaklik
ve besiyeri kompozisyonu farkliliklar1 gibi etkenlerden dolayr EPS {iretim miktarlarini

etkiledigi gibi emiilsifikasyon aktivitelerini de etkilemistir.

EPS'lerin esas organik fraksiyonlar1 karbonhidratlar ve proteinlerdir (Nouha, Hoang, Yan,
Tyagi ve Surampalli, 2015). Llamas ve digerleri (2010), halofilik Salipiger mucosus A3"
susundan elde edilen EPS’nin %1,6 (w/w) protein konsantrasyonu igerdigini tespit
etmislerdir. Kazak (2009) yaptig1 ¢calismada, Halomonas sp. AAD6 tarafindan, iyi kontrol
edilmis bir pH ve sicakliga sahip ortamda firetilen EPS'in diisiik protein icerigine
(%0,5125) sahip oldugunu rapor etmislerdir. Llamas ve digerleri (2012), Halomonas
almeriensis susuna ait EPS’de %1,1 (w/w) protein igerigi oldugu bildirmiglerdir. Tez
calismasinda, kiiltiir ortamindan saflagtirillip liyofilize edilen EPS’lerin (1-EPS) protein
miktar1 analizinde, en diisiik protein miktar1 I-EPSngg (0,022 mg/mL) ve |-EPSnge (0,022
mg/mL), en yiiksek protein miktar1 I-EPSng7 (0,028 mg/mL), I-EPSng10 (0,028 mg/mL) ve
I-EPSnB11 (0,028 mg/mL) olarak bulunmustur. Proteinler, bazi ekzopolisakkaritlerin
emiilsifiye edici kapasitesinde onemli bir rol oynamaktadir (Mata ve digerleri, 2006; Navon-

Venezia, Banin, Ron ve Rosenberg, 1998; Llamas ve digerleri, 2010). Mata ve digerleri
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(2006) tarafindan yapilan galigmada, H. ventosa suslarina ait EPS’lerin emiilsifikasyon
aktivitesine (%35,5-62,5) gore, Apo-EPS'lerin (% 0 protein igeren) spesifik emiilsifiye edici
aktivitesinin (%25-50) daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak, protein
iceriginin emiilsifiye edici aktivitede ¢ok onemli bir rol oynadigi rapor edilmistir. Tez
calismasinda kullanilan 1-EPS’lerin igerisindeki protein miktarinin diisiik (0,022-0,028
mg/mL) olmasindan dolay1 I-EPS’lerin emiilsifikasyon aktivitelerini etkilediginden diisiik

oldugunu diisiinmekteyiz.

Ekzopolisakkarit (EPS)’ler, geri doniisebilen ve ¢evre dostu olan dogal polimerlerdir
(Soyucok ve digerleri, 2016). Sutherland (1977), tretilen ekzopolisakkaritlerin molekiil
agirliginin, bakterilerin ¢ogalma miktarina bagli olarak degistigini  bildirmistir.
Mikroorganizmalarin ortama salgiladiklari monosakkaritlerin yiiksek molekiil agirligina
sahip olmas1 bir avantaj olarak goriilmektedir (Soyugok ve digerleri, 2016). Yapilan bazi
calismalarda halofilik bakteri EPS’lerinin genel olarak 2 x 10* Da ila 1,9 x 107 Da arasinda
degisen molekiil agirligina sahip oldugu ve tek fraksiyondan olustugu bildirilirken (Arias ve
digerleri, 2003; Mata ve digerleri, 2006; Mata ve digerleri, 2008), Idiomarina fontislapidosis
ve |. ramblicola tiirleri tarafindan sentezlenen EPS’lerin iki fraksiyon i¢erdigi bildirilmistir
(Mata ve digerleri, 2006; Llamas ve digerleri, 2012). Arias ve digerleri (2003) tarafindan
yapilan ¢alismada, Halomonas maura susundaki EPS’nin 4,7 x 10° Da molekiiler agirhiginin
oldugu rapor edilmistir. Mata ve digerleri (2006), H. ventosae (Al12T-Al16) suslarina ait
EPS’lerin 5,3 x 10* Da ve 5,2 x 10* Da ve H. anticariensis (FP35T-FP36) suslarma ait
EPS’lerin ise 2 x 10* Da ve 4,6 x 10* Da molekiiler agirliklarina sahip olduklar1 bildirilmistir.
Mata ve digerleri (2008), Idiomarina fontislapidosi F23" (EPS1-EPS2) susunun 1,5 x 10°
Dave 1,5 x 104, Idiomarina ramblicola R22" (EPS1-EPS2) susunun 5,5 x 10° Da ve 2 x 10*
Da, Alteromonas hispanica F32 susunun ise 1,9 x 10" Da molekiiler agirliklarina sahip
EPS’ye sahip oldugunu bildirilmislerdir. Llamas ve digerleri (2012), Halomonas almeriensis
M8T susuna ait EPS’nin iki fraksiyon gdsterdigini ve molekiiler agirligmin 6,3 x 10° Da ve
1,5 x 10* Da arasinda oldugunu rapor etmislerdir. Gu ve digerleri (2017), halofilik bakteri
olan Kocuria rosea ZJUQH susuna ait EPS’nin ortalama molekiiler agirhigmin 5,7 x 10* Da
oldugunu bildirmistir. Chikkanna ve digerleri (2018) tarafindan yapilan bir baska caligmada
ise Halomonas nitroreducens WB1 susuna ait EPS’nin {i¢ fraksiyon olusturdugu ve

molekiiler agirliklarinin 5,2 x 108 Da, 3,0 x 10* Da ve 1,3 x 10% Da oldugu rapor edilmistir.
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Tez ¢alismasinda, Halobacillus trueperi NB7 susundan elde edilen 1-EPSng7’nin ortalama
mol kiitlesinin (Mw) belirlenmesi amaciyla, biiylikliikce ayirma kromatografisi (SEC)
analizi kullanilmistir. I-EPSng7’nin tek fraksiyon olusturdugu ve 9,646x10? Da molekiiler
agirhginda oldugu belirlenmistir. Literatiirlerle kiyaslandiginda, |-EPSng7’nin  diisiik
molekiiler agirligina sahip oldugu tespit edilmistir. Diisiik molekiiler agirlikl fraksiyonlarin
temel olarak polisakkaritte bulunan oligomerler olabilecegi bildirilmistir (Ismail ve
Nampoothiri 2014). Calismada kullanilan I-EPSng7’nin tek bir fraksiyona sahip olmasi ve
molekiil agirliginin literatiirde verilenlerden diisiik olmasi, hiicre zarmin gegisinde bir

avantaj saglayabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin sonuglar1 degerlendirildiginde asagidaki ¢ikarimlar

ve Onerilerde bulunulmustur.

1. Halofilik mikroorganizmalarin, yalnizca asir1 ortamlardaki 6zellikleri i¢in degil, aym
zamanda degerli fizikokimyasal ozellikler ve umut verici ticari uygulamalar da
kullanilan ekzopolisakkaritler i¢in degerli bir kaynak sagladigi kabul edilmektedir.
Halofilik EPS'lerin biyomedikal, gida ve ¢evre kirliligini azaltma {iriinlerindeki
uygulamalar1 biyobozunurluk, biyouyumluluk, toksik olmayan &zellikleri ve kimyasal
islevselliklerine dayanarak tahmin edilebilir. Halofilik bakterilerin ve EPS'lerinin,
gelisen calismalarla kesfedilmesi, karakterize edilmesi, optimize edilmesi ve giigli,
strdiiriilebilir biliylime potansiyeli olan endiistrilerde kullanilmasi beklenebilir.
Calismamiz sonucunda elde edilen veriler ile Halomonas aquamarina NB2 ve
Halobacillus trueperi NB7, NB8, NB9, NB10, NB11 suslarinin kiiltiir ortaminda EPS
miktarlariin diigiik olmasina ragmen, siikrozlu besiyerinde yiiksek EPS iiretim
kapasitesine sahip oldugu ve 1-EPS’lerdeki toplam karbohidrat miktarinin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Halobacillus trueperi NB7 susunun optimum tuz konsantrasyonunun
belirlenmesi ve farkli karbon kaynaklarmin eklenmesi ile ekzopolisakkarit iiretimini
oldukca yiikseltmesi biyoteknolojik uygulamalarda avantaja dontistiirebilir.

2. Gigli biyofilm iiretim yetenegine sahip olan halofilik suslar (NB2, NB7, NB8, NB9,
NB10), biyofilm iireterek g¢evresel kirliligin 6nlenmesinde ve endiistriyel atiklarin
uzaklastirilmasinda onciilitk edebilirler.

3. Yag ile kirlenmis hipersalin bolgelerde ¢esitli halofilik mikroorganizmalar
bulunmaktadir. Halofilik mikroorganizmalarin kullanimiyla birlikte biyoremediasyon
calismalarinda basarili olunmaktadir. Halofilik bakterilerden elde edilen I-EPS’lerdeki
karbohidrat miktarmin yiiksek olmasi nedeniyle endiistriyel bir¢ok alanda emiilgator
olarak kullanilabilme potansiyeline sahip olabilirler.

4. Calismada, halofilik bakterilerden elde edilen ekzopolisakkaritlerin emiilsifikasyon
aktivitesi ile I-EPS’lerdeki protein miktarlart arasindaki iligki ortaya konulmus ve diisiik
protein miktarindan dolayr I-EPS’lerin emiilsifikasyon aktivitelerinin disiik oldugu
sonucuna varilmigtir. Bu da bize ¢alismada, I-EPS’lerin 1yi derecede saflastirildigini

gostermektedir. Ancak, 1-EPS’lerdeki protein miktar1 ve emiilsifikasyon aktivitesi
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arasindaki iliskinin net bir sekilde ortaya cikarilmasi i¢in daha fazla ve detaylh
arastirmalar yapilmasi1 gerekmektedir.

Halofilik bakterilerle yapilan ¢alismalar, ekstrem sartlarda gelismelerinden dolay1 zaman
alict1 ve maliyetlidir. Bu nedenle yapilan aragtirmalar olduk¢a az sayidadir. Bu tez
calismasinda kullanilan halofilik bakterilerin ve bakterilerden elde edilen I-EPS’lerin,
cevre icin geri kazanimda ve biyoteknolojik potansiyel uygulamalarda kullanilabilir
olabilecegi diisiinlilmektedir. Daha net sonuglar elde edilebilmesi i¢in daha fazla ¢alisma

yapilarak desteklenmesi gerekmektedir.
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