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OZET

Giinlimiizde plastiklerin ¢evreye verdigi sorunlar neticesinde doga dostu plastik iiretimine
yonelinmis ve biyobozunur plastik olan PHB iiretimi 6nem kazanmustir. Bacillus cinsi
bakteriler PHB iiretimi agisindan 6nemli bir yere sahiptir ve bazi1 Bacillus suslarinin hiicre
kuru kiitlesinin %50 den fazlasimm PHB seklinde biriktirebildigi bildirilmektedir.
Biyoteknolojik prosesler igin bakterinin ireme miktari, hiz1 ve ortama adaptasyon siiresi
biiyiik onem tagimaktadir. Prosesin maliyetine ve siirdiiriilebilirligine bu degerler ele
alinarak karar verilmektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada, Bacillus subtilis ATCC 6633
susunun biiylimesine ortam sartlarinin etkisi incelenmis, biiylime miktar1 ve hizin1 artirmaya
yonelik c¢aligmalar yapilmistir. Atik maddeler denenerek ekonomik biiylime ortami
olusturulmaya calisilmistir. Boylelikle PHB iiretiminden 6nceki basamak olan bakteri
tiremesi i¢in uygun kosullar arastirilmistir. Bakterinin tiremesi i¢in uygun olan inkiibasyon
stiresinin (48 ve 72 saat), inkiibasyon sicakliginin (30 ve 37°C), pH’1n (3,7,8,9) ve karistirma
hizinin (karistirmasiz ortam, 375 ve 650 rpm) etkisi incelenmistir. Ureme i¢in uygun oldugu
goriilen sartlarda farkli karbon (mannoz, gliserol, ksiloz) ve azot (amonyum siilfat, malt
ekstrakti, glisin) kaynaklarinin, dogal ve yapay giibrelerin, farkli melas konsantrasyonlarinin
ve bor metalinin etkisi arastirilmistir. Bakteriyel biiyiime i¢in uygun inkiibasyon siiresi 48
saat, sicaklig1 30°C, pH 7, karistirma hizi1 650 rpm olarak belirlenmistir. Bu sartlarda farkli
karbon kaynaklarinda en yiiksek biyokiitle birikimi (0,023 g/L) ve en yiiksek lireme hizi
(0,264 saat) mannoz ortaminda goriilmiistiir. Farkl1 azot kaynaklarinda ise en yiiksek
biyokiitle birikimi (0,016 g/L) ve en yiiksek iireme hiz1 (0,548 saat™) glisin varliginda
gozlenmistir. Dogal besi ortami toprak olan B. subtilis ATCC 6633 susuna tarimsal alanlarda
kullanilan organik ve yapay giibrelerin etkisi incelenmis ve spesifik tireme hiz1 en yiiksek
kimyasal giibrede, biyokiitle birikimi en yliksek organik giibrede gézlenmistir. Farkli melas
konsantrasyonlarinin etkisi incelenmis, en yiiksek iireme hizi ve en yiiksek biyokiitle
birikimine % 6 melas iceren ortamda rastlannustir. Ulkemiz topraklarinda yiiksek
miktarlarda bulunan ve bir toprak bakterisinin biiyiimesinde 6nemli yeri olan bor metali
konsantrasyonu arastirilmig ve en yiiksek spesifik hiz ile biyokiitle birikimine 14 ppm bor
konsantrasyonunda ulagilmistir.

Bilim Kodu : 91203
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Sayfa Adedi . 65
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ABSTRACT

Nowadays, as a result of the problems caused by the plastics to enviroment, PHB production,
which is biodegradable plastic, has gained importance. In biotechnological processes,
amount of biomass and rate of growth of the bacterium and period of adaptation to the
medium are really important values. These values ensure the cost and sustainability of the
process. In this study, effects of medium conditions on the growth of Bacillus subtilis ATCC
6633 were examined and amount of biomass, rate of growth were tried to improve. To
provide an economic growth medium for bacterium, waste materials were studied. Thus,
suitable conditions for bacterial growth which are the steps before PHB production were
investigated. To determine the appropriate conditions of bacterial production, effects of
incubation time (48 and 72 hours), incubation temperature (30 and 37°C), pH (3, 7, 8, 9) and
rate of stirring (no stirring, 375 and 650 rpm) were investigated. After optimizing these
values, effects of different carbon (mannose, glycerol, xylose) and nitrogen (ammonium
sulphate, malt extract, glycine) sources, natural and artificial fertilizers, different
concentrations of molasses and boron metal were searched. For bacterial growth, appropriate
incubation time, incubation temperature, pH, rate of stirring were determined as 48 h, 30°C,
7, 650 rpm, respectively. In this conditions, maximum amount of biomass (0,023 g/L) was
seen in mannose, maximum rate of growth (0,264 h'!) was seen in xylose source. For
different nitrogen sources, maximum amount of biomass (0,016 g/L) and maximum rate of
growth (0,548 h! ) were seen in glycine source. In searching natural and artificial fertilizer
effects, maximum amount of biomass was in natural fertilizer and maximum rate of growth
was in artifical fertilizer. After searching effects of different molasses concentrations,
maximum amount of biomass and maximum rate of growth were in 6 % molasses
concentration. Boron metal, which exist high amounts in our country lands and are important
in the growth of bacterium, was searched. Maximum amount of biomass and maximum rate
of growth was seen in 14 ppm boron concentration.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

n Spesifik iireme hiz1 (logaritmik evrede), h
C/N Kiitlece karbon/Azot orani, g-C/g-N
g Gram

h Saat

k Spesifik iireme hiz1 (genel), ht

L Litre

M Molarite

mg Miligram

ml Mililitre

nm Nanometre

oD Optik density (yogunluk)

rpm Devir/dakika

sp. Tirler (species)

td Ikilenme siiresi

L Lag siiresi, h

viv Hacimce oran

wiv Kiitle/hacim oran

wiw Kiitlece oran

X Mikroorganizma konsantrasyonu, g/L
ng Mikrogram

pm Mikrometre

Kisaltmalar Aciklamalar

DCW Dry cell weight (kuru hiicre agirlig)
GC Gaz kromatografi

KHA Kuru hiicre agirligi



Kisaltmalar

MS
NB
NMR
PHA
PHB

XV

Aciklamalar

Kiitle spektroskopisi
Nutrient Broth

Niikleer magnetik rezonans
Polihidroksialkonatlar
Poli-B-hidroksibiitirat



1. GIRIS

Insanlik tarihinin en biiyiik degisim siirecleri arasinda yer alan Endiistri Devrimi, 18. yiizyil
sonlarinda emegin verimliligini artirip, Kkitlesel iiretime ge¢isi saglamistir. Toplumsal
hayatin biitiin dinamikleri lizerinde etken olan bu degisimin temelinde bilimin uzun ve

birikimsel ge¢misi yatmaktadir (Glingdrmedi, 2012).

Sanayi devrimi ile baglayan endiistrideki ilerlemeler ve hizla gelisen tarim teknolojileri tiirlii
kullanim alanlar1 olan sayisiz organik kirleticinin giinlilk hayatimiza girmesine baslica
sebeptir (Taskaya, 2004). Plastik endiistrisi ve diger endiistriyel alanlarindaki gelismeler
insanlarin yasam standartlarini yiikseltirken beraberinde ¢evresel sorunlar1 da olusturmaya
baslamistir. Aslinda, ortaya c¢ikmaya baslayan ve g¢evresel etkileri azda olsa goriilmeye
baslanilan bu olumsuz gelismeler 19. yy sonlarinda ve 20. yy baslarinda sorun olarak kabul
edilmemistir. Doganin bu tiir gevresel sorunlarin iistesinde gelebilecegine inanilmistir. Fakat
hizla gelisen endiistrilesme ile birlikte artan atik ve artik miktar1 doganin miicadele
edebilecegi sinirt agnmustir (Giingdrmedi, 2012). Ozellikle gelismis iilkelerde her sene
milyonlarca ton kadar plastik maddenin ¢evreye atilmasi ¢evre kirliligini hizlandirmaktadir.
Ornegin ABD’de ¢evreye atilan plastik madde miktar1 yilda yaklasik 33,6 milyon ton
kadardir. Diinya genelinde biriken plastik miktar1 yillik 25 milyon ton civarindadir (Lee,

1996). Bunun sonucunda insanoglu bu sorunun ¢dziimii i¢in yeni yollar aramaya baglamistir.

Khanna ve Srivastava’ya (2005) gore parcalanmayan plastik atiklarin yarattigi ¢cevre kirliligi
problemine kars1 bir kag ¢6ziim yolu bulunmaktadir. Bunlar yakarak yok etme, geri doniistim
uygulamalar1 ya da biyolojik olarak pargalanabilen plastikleri iiretip kullanmaktir. Petrol
kokenli plastikleri yakarak yok etme iyi bir ¢6ziim gibi goriinse de islem sirasinda
hidroklorik asit ve hidrojen siyaniir gibi zararli gazlarin ortaya ¢ikmasi nedeni ile ¢evre ve
insan sagligini riske atan bir yontemdir. Geri doniislim uygulamasi da uygun bir ¢dziim gibi
gorlinse de bu yontemin de ekonomik olmayisi ve insan giiciine olan gereksinimleri nedeni
ile dezavantajlar1 vardir. Ayrica, pigment, kaplama, dolgu maddesi gibi ¢esitli katki
maddelerinin varhig1 atik plastiklerin yeniden kullanilabilirligini sinirlandirmaktadir

(Dinigiizel, 2007).

Cevre sorunlarinin ¢6zlimiine yonelik polimer biliminde yapilan caligmalar iginde

biyopolimerler (mikrobiyal termoplastikler) 6nemli bir yer tutmaktadir (Irsath ve digerleri,



2015). Mikroorganizmalarin stres altinda enerji ve karbon kaynagi olarak depoladiklari lipid
graniillerinin plastige benzer 6zellikte olmas1 ve bunun yaninda bu depo maddesinin dogada
mikroorganizmalarca parcalanabilmesi mikroorganizmalarla plastik eldesini bir sektor
haline getirmistir. Polihidroksialakanat (PHA) biyobozunur olmasi nedeniyle ilgi ¢ekici
polimer haline gelmistir. Fakat bu artilarin yaninda kullanilan besi yerinin maliyetli olusu
son yillarda yapilan ¢aligmalarin da ucuz hammadde kullanimi {izerine yogunlagsmasina

neden olmaktadir (Hazer, 2015).

Bu calismada, Bacillus subtilis ATCC 6633 susunun farkli ortam kosullar1 altinda biiyiimesi
ve biiyiime kinetigi, farkli azot ve karbon kaynaklari ile bor metalinin etkisi incelenmistir.
Endiistriyel proseslerde verimliligi ve ekonomikligi saglamak amaciyla biyokiitle miktarinin
ve lireme hizinin artirilmasi, adaptasyon siirecinin kisaltilmasi hedeflenmis, substrat olarak
organik ve kimyasal atiklar kullanilarak ucuz besiyeri ortami1 olusturulmasi hedeflenmistir.
Boylece mikrobiyal biyoplastik tiiretiminde st siralarda yer alan Bacillus subtilis
bakterisinin biyobozunur polimer olan Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) iiretiminden 6nceki
asamalar1 optimize edilmeye calisilmistir. Bakteri bazli hammadde olan PHB polimeri,
polietilene es deger olarak goriilmektedir. Yaygin olarak kullanilan bir¢ok polimere gore
istiin Ozelliklerinin olmasi1 ve biyobozunur olmast nedeniyle giindelik yasamda ihtiyag

duyulan bir¢ok plastigin tiretiminde kullanilmaktadir.



2. BAKTERILER VE OZELLIKLERI

2.1. Bakteri

Canlilar 6karyot, prokaryot ve viriisler olmak iizere 3 ana sinifa ayrilir. Bakteriler prokaryot

sinifina mensuptur.

Bakteriler ilk 17. yy. da mikroskobun kesfiyle Antony Van Lovenhuk tarafindan bulunmus
olmasina karsm daha dnce 10. yy. da Ibn-i Sina ve 15. yy. da Aksemseddin gibi diisiiniirler
bakterilerin oldugu kabuliinii yapip hastaliklarin sebebi olarak gostermislerdir. Bakteriler
diinyada en ¢ok bulunan canlilar olup bulunmadig1 yer yok gibidir. Bakterilerin genel olarak
yapist Sekil 2.1° de verilmistir. Cogunlugu faydali veya zararsizdir ancak bazilari
hastaliklara neden olurlar. Bakteriler hava ve su damlaciklariyla uzak mesafelere

tasinabilirler (Hacettepe Universitesi, 2011).
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Sekil 2.1. Bakterilerin genel yapisi

Bakteriler biitlin hayatsal olaylarin ger¢eklestigi en basit canlilardir. Prokaryot olduklarindan
zarla cevrilidirler. Hepsi mikroskobik ve tek hiicrelidir. Ribozom disinda gelismis bir
organelleri olmadigindan diger organellerin gorevlerini yapabilen basit zar sistemleri
bulunur. DNA, RNA, canli hiicre zar1 ve sitoplazma biitiin bakterilerin temel yapisin

olusturur. Hiicre ¢eperi aminoasit ve glikoz tiirevinden (peptidoglikan) olusur ve kimi hiicre



ceperinin disinda kapsiil bulunur. Kapsiil bakterinin dayanikliligini, patojenligini artirir

(Hacettepe Universitesi, 2011).

Yuvarlak (coccus), cubuk (bacil), spiral (spirillium) ve virgiil (vibrio) sekillerinde olabilirler.
Oksijene duyduklari ihtiyaca gore aerob (oksijenli ortamda yasayan), fakiiltatif anaerob ve

anaerob bakteriler (oksijensiz ortamda yasayanlar) olarak ayrilirlar.

Beslenme sekillerine gore hetetrof (besinlerini hazir olarak disaridan alan), ototrof (besinleri
kendileri sentezleyen), kemoototrof (organik bilesikleri sentezlemek i¢in gerekli enerjiyi
kiikiirt, demir, havadaki hidrojen ve azot gibi bilesikleri oksitleyerek saglarlar) ve fotoototrof
bakteriler (organik bilesikleri sentezlemek icin gerekli enerjiyi gilines isinlarindan elde

ederler) olarak siniflandirilirlar (Milli Egitim Bakanligi, 2011).

Bakteriler hiicre duvarlarindaki farkliliklarindan dolay1 gram boyasi ile boyandiklarinda
farkli renkler alirlar. Gram boyasina gore bakteriler gram (+) bakteriler ve gram (-) bakteriler
diye 2’ye ayrilir (Milli Egitim Bakanligi, 2011). Gram (+) ve gram (-) bakterilere ait hiicre
yapist Sekil 2.2°de verilmistir.

Gram- Pozitif Hicre Duvan Kimyasal Yapu La!cnm-nogaﬁf Hicre Duvan Kimyasal Yap:
" o i Kapsul/Polisakkarid
- Kapsil uvan lcre digt o m/—
Hacre duvan HUXre degt ortam P 5":":;':";:" I ol « Dig Membran
f polpeptd dr) | | | Hidrofobik fosfolipd
£ ™ tadai, dig membean
Yizey (surface) proteiniert GO0 § Q000003 0 proteinien, portar
(St aureas: A prote, Strep 1 AR IR L
pyogenes: M probery) [ 1l T = Porlar/Proteinier
v
Telkolk asid Lpoteok asd ]'l ——— e Dig membran proteinleri
Mcre duvan tokolt asd
« Periplazmik aralik
Hocre Duvan/ Peptidogitan ST\ sdll! oYL . (periolazmk
K. Brgok Capraz pentagihsn m m "w I
[ ol iene, MUk molcll ol A
maddeer Gegebivier - lo membran ...,
Hdrofoblk fosfolpid
, © Sitoplazmik membran tabeka
[ Midrofobik fosfolpid tabeka
W,
= O~ Antijen
(A) (polisakkarid, imminojegik) (B)
g et

Sekil 2.2. Gram (+) (A) ve gram (-) (B) hiicre duvarlari yapisi

Gram-pozitif ~ bakterilerin kristal ~ viyole/iyot kompleksini  tutma  o6zelligine sahip
kalin peptidoglikan hiicre duvarlar1 vardir. Hiicre duvarlarinin ags1 ve kat Kkat

peptidoglikandan olusan yapisi boya pargaciklarini tutar. Gram-negatif bakterilerin hiicre



duvari ise sadece ince bir peptidoglikan katmaninda olusur ve boyalar1 tutamaz (Arda,
2009).

Mikroorganizmalarin beslenmesi ve tiremesi icin gerekli maddeler

Mikroorganizmalarin beslenmesi ve liremesi i¢in ortamda uygun besin maddelerinin
bulunmasi gerekmektedir. Bunlarin baslicalar1 su, karbon ve azot kaynagi, mineraller,

hidrojen verici ve alict maddeler, vitaminler, oksijen ve karbondioksittir (Arda, 2009).

Su: Bakterilerin %70 -90'in1 olusturan su, beslenme ve lireme i¢in gerekli temel maddedir.
Ortamdaki besin maddelerinin kullanimi, suda ¢6ziilmiis olarak saglanir. Enzimatik ve

metabolik aktivitelerin devami i¢in su gereklidir.

Karbon Kaynag:: Biitiin mikroorganizmalarin bir karbon kaynagina gereksinimleri vardir.
Bu amagla farkli karbon kaynaklar1 kullanilabilir. Ototrof mikroorganizmalar, CO2 veya

karbonatlardan, heterotroflar, organik karbon kaynaklarindan yararlanirlar.

Azot Kaynagi: Mikroorganizmalarin protein, niikleik asit ve enzim yapilarinda yer alan azot
i¢cin, bazi mikroorganizmalar atmosfer azotunu kullanirlar. Bir¢ogu ise, amonyum tuzlari

veya nitrat, nitrit ve amino asitlerde yer alan azottan yararlanirlar.

Mineraller: Yap1 maddelerinin sentezi ve enzim aktiviteleri i¢in bazi minerallerin ortamda
bulunmas gerekir. Baslicalar1 S, P ile Ca, Mg, Fe, K, Mn, CO, Cl, Cu, Zn vb. gibi maddeleri

iceren minerallerdir.

Hidrojen Verici ve Hidrojen Alict Maddeler: Hidrojen alict maddeler; oksidorediiksiyon
reaksiyonlar1 i¢in gereklidir. Hidrojen alici madde, aerob {ireme 0Ozelligindeki
mikroorganizmalar i¢in oksijen, anaeroblar i¢in inorganik veya organik maddelerdir.
Hidrojen verici maddeler; tiim mikroorganizmalar i¢in gerekli olan okside olabilen

ozelliktedirler ve enerji saglarlar.

Gelisme Faktorleri ve Vitaminler: Mikroorganizmalardan bazilarinin gelismesi i¢in gerekli
olup, sentez edilmediginden disaridan eklenen organik maddelerdir. Bazi mikroplarin ¢ok

sayida gelisme faktoriine ihtiyaglari vardir. Pantotenik asit, biyotin, nikotinik asit, p-



aminobenzoik asit (PABA), folik asit, glutamik asit, riboflavin, yag asitleri, hematin v.b.

Ornek olarak verilebilir.

Oksijen: Mikroorganizmalarin biyolojik oksidasyonlari i¢in; ya atmosfer oksijeni reaksiyona
katilir ya da dehidrojenasyon yolu kullanilir. Aeroblar iiremeleri, yasamalari i¢cin havadaki
oksijene ihtiya¢ duyarlar. Aerobik mikroorganizmalar arasinda B. anthracis, B. subtilis vb.
sayilabilir. Fakiiltatif mikroorganizmalar hem aerobik ve hem de anaerobik kosullarda
tireyebilme mekanizmasina (enzimatik sisteme) sahiptirler. Anaerobik mikroorganizmalar

oksijenin bulunmadig1 ortamlarda gelisebilirler. Oksijen bunlar i¢in zehirleyici tesir yapar.

Karbondioksit: Heterotrof bakterilerin cogu atmosferdeki COz ile iireyebilirler. Bazilari igin
ise CO2 oranimin % 10-20° ye ¢ikarilmasi gereklidir. Ototrof bakteriler de, karbon kaynagi

olarak CO> i kullanirlar.

2.2. Bacillus Cinsi Bakteriler ve Bacillus subtilis

Bacillus adi, 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan ilk defa kullanilmistir (Lin, 1997).
Bacillaceae familyasina dahil olup, gram pozitif (bazi tiirleri degisken), aerobik veya
fakiiltatif anaerobik, spor olusturan, ¢ubuk seklinde bakterilerdir. Cogunlukla mezofilik

olmakla birlikte psikrotrof ve termofilik tiirleri de vardir (Ayhan, 2000).

Bacillus'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek sicaklik
derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C da ve pH 7 civarinda trerler. Tipik
habitatlar1 topraktir ve cogu patojen degildir (Beyath, 2005). Endospor olustururlar.
Vejetatif hiicreler 0,5x1,2 um ile 2,5x10 um ¢apindadir. Bacillus cinsinin koloni morfolojisi
cesitlilik gosterir. Elliye yakin tiirii bulunan Bacillus 'larda, endosporun hiicre i¢indeki yeri
farklidir. Spor, hiicre merkezinde veya ugta, ayrica, vejetatif hiicreden daha dar olabildigi
gibi, daha genis de olabilir. Sekerleri fermente ederler ve sonucta gaz olusumu
goriilmeksizin asit lretirler. Proteinleri ise, amonyak olusturarak pargalarlar ve bdylece
kokusmaya neden olurlar. DNA'larindaki G+C mol orani %32-62'dir (Con ve Gokalp, 1997).
Biitiin tiirleri Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve Kanli Agar gibi
besiyerlerinde oldukca iyi tirer. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol iceren;
azot kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler (Altun ve

digerleri, 2002).



Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi ve tiirler arasindaki farkliliklarin belirlenmesi i¢in spor ve
sporangium morfolojileri temel alinmistir. Buna gére Bacillus tiirleri 3 grupta toplanmistir
(Kalayli ve Beyatli, 2003). Birinci grup Bacillus tiirleri kendi i¢lerinde A ve B olmak iizere
ikiye ayrilir. Her iki grupta sporangia sismemistir. Gram pozitif, sporlar elips veya silindirik
sekilli, santral veya terminal konumludur. A grubu ve B grubu arasindaki fark ise A alt
grubunda hiicre genisligi 1 pm'den kiiciik, B alt grubunda ise 1 pm'den biiyiiktiir. A alt
grubuna Ornek olarak B. cereus, B. megaterium, B alt grubuna Ornek olarak ise B.

licheniformis, B. subtilis, B. pumilus, B. firmus ve B. coagulans verilebilir.

Ikinci grupta yer alan Bacillus tiirlerinde sporangia sismistir. Sporlar1 elips, santral ve
terminaldir. Bu grupta yer alan tiirlere 6rnek olarak B. polymyxa, B. macerans, B. circulans,
B. stearothermophilus, B. alvei, B. laterosporus ve B. brevis verilebilir. Ugiincii grupta yer
alan Bacillus tiirlerinde de sporangia sismistir. Sporlar kiiresel, subterminal ve terminal

konumludur. B. sphaericus bu gruba 6rnektir (Kalayli ve Beyatli, 2003).

Bacillus subtilis, acorobik, fakiiltatif anaerobik olan etken 20-30°C’de iirer ve vejetatif
sekilleri dayaniksiz olup, sporlar1 bazen kaynama derecelerinde birka¢ saat dayanabilirler.
Toz, toprak, su ve heryerde bulunduklarindan besin maddelerine kolaylikla bulasirlar.
Ozellikle siitte cogaldiklar1 zaman kazeini pargalayarak zehirli maddeler agiga ¢ikarirlar.
Diger besin maddelerinde tiredikleri zaman toksin olustururlar. Kulugka stiresi 2-18 saattir

(Arda, 2009). Bir B. subtilis bakterisinin mikroskobik goriiniimii Sekil 2.3. te gdsterilmistir.

Saprofit bir bakteri olmakla beraber doku iginde veya goz i¢ine bulasarak enfeksiyonlara ve

bazi besin zehirlenmelerine neden olabilir (Arda, 2009).



Sekil 2.3. Bacillus subtilis bakterisi

2.3. Bacilluslarin Ticari Onemi ve Kullanimi

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin tiretimi gibi metabolik 6zellikleri ile
endiistriyel dneme sahip olmalar1 ve kolay {iretilebilmeleri sebebiyle, bakteriler arasinda

dikkat ¢eken mikroorganizmalardandir (Y1lmaz ve Beyatli, 2003).

Bir¢ok biyoteknolojik ¢alismada kullanilan Bacillus 'lar, trettikleri proteinler nedeniyle
ticari oneme sahiptirler. Bacillus 'larin irettigi endiistriyel enzimlerden olan subtilisin,
selulaz ve amilazlar deterjan endiistrisinde; notral proteazlar siit endiistrisinde; farkli amilaz
ve pullulanazlar besin ve meyve suyu endiistrisinde kullanilmaktadir (Ediz ve Beyatli, 2005).
Bacillus’larin diger bir 6zelligi de ¢esitli boceklere karsi bakteriyel kontrol ajani olarak

kullanilmalaridir.

Bacillus cinsi bakteriler PHB iiretimi acisindan da 6nemli bir yere sahiptir. PHB giiniimiizde
yenilenebilir ve ¢evre dostu olmasi 6zelligiyle polimer bazli plastiklerin yerini almaya
baslamistir. Yapilan arastirmalarda bazi Bacillus suslarinin hiicre kuru kiitlesinin % 50 den
fazlasin1 PHB seklinde biriktirebildigi bildirilmektedir (Dave et al, 1996; Chen et al, 1991;
Beyatli ve digerleri, 1999).

Chen ve arkadaslar1 (1991), zenginlestirilmis besiyerinde biiyiitiilen Bacillus bakterilerinde
hiicre kuru kiitlesine gore % 5-20 arasinda PHB biriktirildigini bildirmektedirler.



2.4. Bakterilerin Biiyiimesine Etki Eden Faktorler

Mikroorganizmalar gelismek ve ¢ogalabilmek i¢in suya, enerji kaynagina, azot kaynagina,
vitaminlere ve minerallere gereksinim duyarlar (Arda, 2000). Bakterilerin iiremesinde

fiziksel, kimyasal, biyolojik ve mekanik faktorler etkilidir.

2.4.1. Fiziksel faktorler

Sicaklik: Mikroorganizmalar, gelismis canlilarin yasadiklar1 sicakliklarda iyi gelisirler.
Ancak bazi bakteriler, gelismis organizmalarin aksine ¢ok diisiik ve ¢ok yiiksek sicakliklarda
bile gelisme yetenegindedir. Mikroorganizmalar sicaklik tercih sinirlari dikkate alindiginda;
psikrofiller (20°C’nin altinda), mezofiller (20-45°C arasinda) ve termofiller (45°C’nin
iistiinde) olmak iizere ii¢ gruba ayrilirlar; kendilerine has en diisiik, en uygun, en yiiksek
gelisme sicaklik dereceleri vardir. En diisiik (minimum) gelisme sicakligi, cins veya tiirlerin
gelisebildikleri en diisiik sicaklik derecesidir. En uygun (optimum) gelisme sicakligi, cins
veya tiirlerin gelisebildikleri en uygun sicaklik derecesidir. En yiiksek (maksimum) gelisme
sicakligi ise cins veya tiirlerin gelisebildikleri en yiiksek sicaklik derecesidir. Baz1 bakteri
tiirleri gok genis sicaklik simirlart iginde gelisme gosterirler. Ornegin; toprak ve bitki
materyallerinden tretilen bakterilerin biiyliik boliimii 30-40°C’lik sicaklik farkinda bile
gelisme yetenegindedir. Toprak ve bitki materyallerinde sicaklik, mevsimlere gore hatta
giinlin degisik saatlerinde farklilik gosterebildiginden, mevcut bakteriler de bu duruma
uymaktadir. Eger mikroorganizmalar ¢ok kisa siire i¢cinde dondurulur, kurutulur ve havasi
alinmis ampuller i¢inde saklanirsa (liyofilizasyon) uzun yillar canliliklarini ve aktivitesini

koruyabilirler (Giiven ve Zorba, 2013: 60).

Radyasyon: Radyasyonlarin baslica iki amaci vardir: Sterilizasyon/dezenfeksiyon ve
mutasyon. Ultraviolet 1sinlar1 bakteride protein sentezini ve diger mekanizmalar1 bozarak
Oliimlere neden olur. Giines 1sinlar1 (UV-1sinlar1), mikroorganizmada hem mutasyonlara
neden olur hem de 1smlarin sicakligindan mikroorganizma etkilenir. Ses dalgalar1 bakteri

hiicrelerini pargalayabilecek niteliktedirler (Willey ve digerleri, 2009).

Yiizey gerilimi: Bakteriye temas eden sivi1 ylizeyindeki molekiillerin olusturdugu gerilim ¢ok
fazla olursa meydana gelen membran etkisi nedeniyle sivi ortamdan bakteriye gida

maddelerinin girisi ¢ok gilic olur ve bakteri beslenemez. Aksine, gerilim zayif olursa sivi
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icindeki maddelerin bakteri ylizeyinde toplanmasina sebep olur. Buna bagli olarak bakteri
icinden disar1 ve disardan igeri gidalarin akisi giiglesir ve bakteri yine beslenemez. Bu
nedenlerle bakteri ylizeyi ile buna temas eden s1vi ortamin yiizeysel molekiiler geriliminin

dengede bulunmasi zorunludur (Arda, 2000).

Osmotik basing: Mikroorganizmalar hiicre membranlar1 yardimiyla, besiyerinin osmotik
basinci ile hiicre i¢indeki osmotik basing arasinda denge kurmuslardir. Ortamin osmotik
basinci azalmis ise bakteri igine giren fazla sivi bakteriyi sisirip patlatir, tersi ortamlarda ise
bakterinin i¢inden ¢ikan fazla sivi sitoplasmik membranin hiicre duvarindan ayrilarak

bliziismesine neden olur (Arda, 2000).

Hidrostatik basing: Her canlinin dayandig: belli bir hidrostatik basing diizeyi mevcuttur. Bu

diizeyin altinda veya iistiindeki hidrostatik basing degerlerinde canli yasayamaz.

Su: Su olmayan ya da yetersiz olan ortamlarda gida aligverisi, bakteri i¢inde sentezlenen
enzimlerin ve olusan metabolitlerin disar1 ¢ikmasi giiclesir hatta durabilir. Sivi besi
yerlerinden suyun buharlagsmasi, bu besiyerinde bulunan kimyasal maddelerin

konsantrasyonunu arttirir. Bu durum tiremeyi olumsuz etkiler (Arda, 2000).

Elektrik: Sivi ortamlarda suspansiyon halinde bulunan mikroorganizmalardan dogru veya

alternatif elektrik akimi gecirilirse, mikroorganizmalar zarar gorebilirler.

2.4.2. Kimyasal faktorler

Kimyasal faktorler arasinda oksijen, karbondioksit, pH, redoks potansiyeli, kullanilan

antibiyotik, kemoterapotik maddeler ile cesitli dezenfektanlar da bulunmaktadir (Arda,
2000).

Oksijen: Aeroblar tiremeleri, yasamalari i¢in havadaki oksijene ihtiya¢ duyarlar. Aerobik
mikroorganizmalar arasinda B. anthracis, B. subtilis vb. sayilabilir. Fakiiltatif
mikroorganizmalar hem aerobik ve hem de anaerobik kosullarda iireyebilme mekanizmasina
(enzimatik sisteme) sahiptirler. Anaerobik mikroorganizmalar oksijenin bulunmadigi

ortamlarda gelisebilirler. Oksijen bunlar i¢in zehirleyici tesir yapar.
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pH: Her mikroorganizmanin sevdigi ve yasadig belli bir pH araligi vardir. Minimum ve
maksimum pH limitlerine yanastik¢a tireme azalir ve durur. Mikroorganizmalarin cogunlugu
pH 5-9 araliginda (optimum yaklasik 7) uygun sekilde biiyiirler. Diisiik pH'da yasayanlar
asidofilikler olarak adlandirilir. N6trofilik organizmalar ise pH 6-8 araliginda yasarlar. pH

10-11 arasinda gelisenler ise alkalofiliklerdir.

2.4.3. Biyolojik faktorler

Canlilarin viicudunda ozellikle, sindirim, solunum, ilirogenital sistemleri ve derilerinde
say1s1iz mikroorganizma (yerlesik mikroflora) bulunmaktadir. Sentezledikleri antagonist
etkiye sahip metabolitler birbirlerini etkileyerek birbirlerinin iiremelerine ve hatta

Olmelerine de yol acarlar (Arda, 2000).

2.4.4. Mekanik faktorler

(Calkalama: Karistirma veya calkalama havalandirma ile birlikte akla gelir. Ciinkii, havaya
acik sivilar karistirilirken sividaki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu artar. Bu nedenle,
calkalamanin iireme tizerine olumlu bir etkisi oldugu bilinmektedir. Fakat calkalama cok
hizl1 veya sert bir sekilde olursa mikroorganizmalarda 6limler de meydana gelebilir. Bu
yiizden iireme iizerine olumlu etki etmesi i¢in ¢alkalanmanin belli bir hizda olmasi gerekir

(Gtiven ve Zorba, 2013: 69).

Filtrasyon: Filtrasyon, bir sivi veya gazin mikroorganizmalarin gecemeyecegi kadar kiigiik
delikli filtrelerden gecirilmesidir. Filtrasyon bazen mikroorganizma sayisini azaltmak tizere,
daha cok ise 1siya hassas materyallerin, 6rnegin; kiiltiir besiyerleri, enzimler, antibiyotik

cozeltiler vb. sterilizasyonunda kullanilmaktadir (Giiven ve Zorba, 2013: 84).

Santrifugasyon: Santrifiij yardimiyla biitin mikroorganizmalar giderilemezler veya sivi

steril hale getirilemez.

Ezmek: Santrifiij yardimiyla ¢oktiiriilen mikroplar bir havana veya ezme aletine konur

burada ezilerek pargalanabilir. Bu yontemle de biitiin mikroplar 6lmezler.
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Basing uygulama: Devamli ve yiiksek basing altinda bazi mikroplar dlebilirler. Ancak hepsi
O0lmez. Mikroplarin sertce ve devamli ¢alkalanmasi bazilarinin 6liimiine neden olabilir.

Fakat biiytlik bir kismi canli kalabilir (Arda, 2000).

Vibrasyon: Ultrasonik vibrasyonlara maruz birakilirsa oOlebilirler ama tam anlamiyla

sterilizasyon saglamaz.
2.5. Kesikli Fermantasyon Ureme Kinetigi

Genellikle belirli diizeyde ve istenilen tiir ya da tiirlerde mikroorganizmayi igeren besin
ortamina kiiltiir ortam1 denilmektedir. Kesikli kiiltiirlemede mikroorganizmalarin ¢ogalmasi
ortamdaki gerekli besin maddeleri tiikkeninceye kadar siirer. Kiiltiire alinan
mikroorganizmalarin degismeyen pH, sicaklik, iyon kuvveti ve basing gibi dis kosullar
altinda belirli substrat derisiminde gelisme ve liremeleri ¢esitli evrelerden olugsmaktadir
(Okur, 2011). Bu evreler Sekil 2.4’te goriilmektedir. Ureme kinetigi ile ilgili bilgilere genel

olarak Okur’un Doktora Tezi’nden ulagilmistir.

log bivokiitle

Zarman

Sekil 2.4. Mikroorganizmalarin lireme evreleri

1. Gelisme evresi (lag faz1) : Belirli bir besin ortamina ekilen mikroorganizmalar yeni ortama
uyum (adaptasyon) gdsterip cogalmaya baslayincaya kadar belirli bir siire gecer. Bu sirada
hiicre sayisinda hemen hemen higbir artis gozlenmez. Mikrobiyal teknolojide bu siirenin

kisaltilmasi ekonomik yonden biiyiik yararlar saglar.



13

2. Gegis Evresi: Gelisme evresinden sonra mikroorganizma sayisi yavas yavas artmaya

baslar. Bu kisma hizlandirilmis ya da hizlandirilma evresi denir.

3. Logaritmik Evre: Mikroorganizma sayisi ya da derisimi belirli bir diizeye ulasinca
logaritmik evreye varilir. Bu evreye eksponansiyel faz da denilmektedir. Bu evrede
mikroorganizmalarin canli, gen¢g ve ding oldugu kabul edilir. Logaritmik evrede
mikroorganizmalar iissel (eksponansiyel) olarak arttig1 icin kesikli kiiltiirlemede ortamdaki

besinler giderek azalir.

4. Duraklama Evresi: Logaritmik evreden sonra mikroorganizmalarin yaslanmasi ve 6lim
olayinin belirginlesmesi nedeni ile ¢ogalmada yavaslama yani logaritmik evreye kiyasla

iireme hizinda azalma go6zlenir. Buna duraklama evresi denilmektedir.

5. Sabit Evre: Kesikli kiiltirlemede duraklama evresini sabit evre izler. Bu evrede kimi
mikroorganizmalar iirer, kimileri 6liir ve bazilar1 da iiremeden yasamlarini siirdiiriirler. Bu
ii¢ olay birbirini dengeledigi i¢in mikroorganizmalarda zamana gore net artis ya da azalis

gozlenmez.

6. Oliim ya da Gogiis Evresi: Mikrobiyal kinetigin son kismida mikroorganizmalarmn 6liim
hizlar artt1g1 i¢in zamanla derisimlerinde azalma gozlenir. Bu evreye 6liim fazi denilir. Bu
evrede mikroorganizmalarin disa salgiladiklar1 enzimlerden 6tiirii hiicre zarlarinda hidroliz
ve parcalanma olaylar1 belirgin bir hal alir. Hidrolitik ve lipolitik enzimlerin meydana

getirdigi bu olaya genel olarak lisis (lysis) ad1 verilir.

Mikrobiyal kinetik bagintilar1 genellikle bakteriler lizerindeki incelemelere dayanilarak
tiretilmistir. Ancak bu bagmtilar genellikle tim mikroorganizmalar i¢in gecerli
sayllmaktadir [Pekin, 1979]. Mikrobiyal hiicrelerin biiylimesi otokatalitik bir olaydir. Bu
nedenle hiicre kuru agirligindaki artma hizi, baglangigtaki hiicrelerin derisimiyle orantilidir.
Mikroorganizma derisiminin baglangictaki miktarinin iki kati olmasi i¢in gecen siireye

ikilenme stiresi ad1 verilmektedir ve t siire sonra iki katina ¢ikma sayisti:

n=t/ty (2.1)

seklindedir. Burada n; iki katina ¢ikma sayisi, t; gecen siire(saat), tq; kiiltiirlin iki katina

¢ikma zamani (saat) dir.
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Kiilttirdeki hiicrelerin kuru agirligi t zaman sonra, baslangig hiicre yogunluguna bagli olarak

su sekilde ifade edilir:

X = Xo2" = X2 /ta 2.2)

Esitligin logaritmas1 alinarak, diizenlenirse:

In (Xio) = In z.é (2.3)
In (Xio) = 0,693.% (2.4)

Bu esitlikte X, t anindaki mikroorganizma derisimini (g/L), Xo t=0 anindaki mikroorganizma
derisimini (g/L) ifade etmektedir. Zamana kars1 In(X/Xo) grafigi, egimi 0,693/tq olan diiz bir
dogru verir ki bu dogrunun egimi 6zgiil ireme hizi, p olarak tanimlanir. Ozgiil {ireme hiz1,
u sadece listel lireme evresinde iiremeyi tanimlar ve bu evre boyunca sabittir (steril besleme

i¢cin). Mikroorganizmalar i¢in kesikli sistemde, kiitle denkligi su sekildedir:

Ozgiil iireme hiz1, p (saat™?) Es. 2.4.’teki tanimiyla aynidir. Es. 2.5%in sinir kosullarina gore

integralinin alinmasiyla

fp 1/xdX =pf_ dt (2.6)
In—=pxt (2.7)
esitligi elde edilir. t’ye kars1 In(X/Xo) grafiginin egiminden 6zgiil tireme hiz1 (1) hesaplanir.
Mikroorganizma derisiminin 2 katina ¢iktig1 durumda (X=2.Xo);

In2=p*t (2.8)

olacaktir.
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Bakterilerin iiremesi ve iireme kinetigi ile ilgili olarak bir¢ok ¢alisma yapilmis, yapilan
caligmalarda genel olarak iireme ortamini etkileyen parametrelerin degistirilmesiyle
iremenin nasil degistigi gozlenmeye calisilmistir. Arastirmalarin bir¢ogunda degisen
parametrelerin iiremeye etkisiyle birlikte PHB birikimine etkisinin de incelendigi

gbzlenmistir.

Gouda ve arkadaslar1 ¢alismalarinda (2016), atik aritma tesisinden izole edilen Bacillus
megaterium bakterisinin karbon ve azot kaynagi olarak melas ve misir likdriiniin kullanildigi
ortamda PHB iiretimini arastirmiglardir. PHB {iretimi i¢in bakterinin kiiltiir ortamin1 kesikli
sistemde 30°C ve pH=7 ve 130 rpm karistirma hizi olarak ayarlamiglardir. Bu kosullarda
karbon kaynagi olarak seker melas1t ve glukoz kullanildiginda en yiiksek PHB iiretimi
gozlenmistir. Maksimum PHB verimi % 2 melas kullanildiginda elde edilmesine ragmen
bakteri en iyi iremeyi % 3 melas kullanildiginda gostermistir. Azot kaynagi olarak misir
likorii PHB tiretimi i¢in en iyisi iken, bakteri en iyi liremeyi amonyum kloriir, amonyum

stilfat ve amonyum fosfat kaynaklarinda gostermistir.

Uttatree ve Charoenponich ¢alismalarinda (2016), Bacillus subtilis ten elde edilen proteaz
enziminin karakterizasyonunu incelemislerdir. Kullanilan B. subtilis deniz tortularindan
izole edilmistir. Tortular sterilize su ile yikandiktan sonra B. subtilis kolonileri elde etmek
icin pH’1 7.2 olan ortamda 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu kosullar altinda iiretilen

bakteri kiiltiirlerinde proteaz aktivitesinin maksimum oldugu gézlenmistir.

Chaijomrus ve Udpuay ¢alismalarinda (2008), Bacillus megaterium ATCC 6748 kullanarak
melas ve misir likoriinden PHB {iretimini arastirmiglardir. Karbon ve azot kaynagi olarak
yenilenebilir ham madde kaynaklarindan sirasiyla melas ve musir likorii kullanmiglardir.
Kesikli sistemde bakterinin inkiibasyon ortami 30°C ve 130 rpm’de 50 saat karistirmali
olacak sekilde ayarlanmistir. Melas ve misir likorii konsantrasyonundaki artis mikrobiyal
tiremede de artis saglarken PHB birikiminde azalisa neden olmustur. Maksimum mikrobiyal
tireme (7,2 g/L) melas konsantrasyonunun % 4 (w/w) ve likor konsantrasyonunun % 6 (v/v)

oldugu ortamda saptanmaistir.
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Tamdogan ve Sidal c¢alismalarinda (2011), Bacillus subtilis ATCC6633 susunun farkli
sartlar altindaki PHB {iretimini incelemislerdir. Calismalarinin sonucunda B.subtilis
ATCC6633 susunda en yiiksek PHB birikiminin pH’1 7 olan ortamda, 30°C’de, 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda oldugu goriilmiistiir. Karbon kaynaklar1 olarak silikroz, glukoz, d-
mannitol ve arabinoz kullanilmig ve en fazla mikrobiyal iiremenin siikroz ortaminda fakat
en yiikksek PHB veriminin d-mannitol kullanilmasi durumunda oldugu goriilmiistiir. Azot
kaynagi olarak en yliksek verim ise glisinle elde edilmistir. C/N oranlarinin etkisi ¢aligilmis
ve calisilan kosullardaki en uygun kaynaklarin (d-mannitol ve glisin) oraninin 2,5 oldugu

durumda PHB iiretiminin en fazla oldugu gortilmiistiir.

Elsayed ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda (2013), P173 izole bakterisi Azomonas
macrocytogenes ile PHB iiretiminin optimizasyonunu incelemislerdir. Maksimum PHB
iiretimi 37°C inkiibasyon sicakliginda 24 saat inkiibe edilen, pH’1 7,5 olan ortamda elde
edilmigtir. Karbon ve azot kaynagi olarak % 0,7 glukoz ve 100 mg/L potasyum nitrat
kullanilmistir. Kullanilan bu karbon ve azot kaynaklar1 varliginda PHB birikimi % 42

degerine (kuru agirlik olarak) ulagmistir.

Pal ve arkadaslari calismalarinda (2009), bahge topragindan izole edilen Bacillus
thuringiensis bakterisini nutrient broth ortaminda 37°C’de 48 saat siireyle inkiibe
etmislerdir. Calismalarinin sonucunda; kuru hiicre agirligit ve PHB birikiminin azot
kaynagmin eksik oldugu ortamda nutrient broth ortamina gore daha fazla oldugunu,
maksimum birikimin eksik azot ortamli 24 saatlik inkiibasyon sonucunda oldugunu

gormiiglerdir.

Irsath ve arkadaslarinin yaptig1 calismada (2015), atik sudan izole ettikleri Bacillus subtilis
BP1 bakterisinde PHB iiretimi ve optimizasyonunu incelemislerdir. Calismalarinda
inkiibasyon stiresi, sicaklik ve pH degerlerinin yani sira ucuz {iiretim ortam sartlarini
arastirmiglardir. FTIR ve NMR’da, iiretilen PHB’nin yapisini incelemislerdir. Caligmalar
sonucunda 48 saat inkiibasyon siiresinin, 37°C inkiibasyon sicakliginin ve pH’1 7,5 olan
ortamin, bakterinin iiremesi i¢in optimum oldugunu saptamislardir. Atik ortamlarin
degerlendirilmesinde en yliksek PHB verimlerine %50°lik sapota kabugu ekstraktinda ve %

60’lik seker endiistrisi atik suyunda rastlamislardir.
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Martinez ve arkadaslari ¢alismalarinda (2007), Bacillus cereus ATCC 7004 susunun biiyiime
kinetigine ¢evresel parametrelerin etkilerini incelemislerdir. 90°C’de 10 dakika 1s1] islem
gbren bakteriye pH degerinin, sodyum kloriir konsantrasyonunun ve sicakligin etkilerini
calismiglardir. pH degerini diisiirlip sodyum kloriir degerini artirdiklarinda iireme hizinin
yavasladigini ve lag fazinin uzadiginmi gérmiislerdir. B.cereus un 10°C ve 50°C’de ve pH

degerinin 4 olmas1 durumunda tireme gostermedigini saptamiglardir.

Otari ve Ghosh ¢aligmalarinda (2009), Bacillus megaterium NCIM2475 bakterisi ile PHB
iiretimini arastirmislardir. Bakterinin tiremesinde kiiltiir ortam1 % 2 siikroz icermektedir. 72
saat 30°C’de ve 125 rpm karistirmali ortamda inkiibe edilen B.megaterium’da biriken
PHB’nin yapis1t UV, FTIR ve NMR’da incelenmistir.

Yiiksekdag ve arkadaslari ¢alismalarinda (2004), Bacillus subtilis 25 ve Bacillus megaterium
12 bakterileri ile PHB sentezine karbon ve azot kaynaklari ile inkiibasyon siiresinin etkisini
arastirmislardir. Nutrient broth ortaminda en iyi PHB birikiminin 45 saatlik inkiibasyon
sonucu oldugunu gormiislerdir. Proteaz pepton kullanilan ortamda en yiliksek PHB
birikimine ulagilmis, yiizdece PHB verimi B. subtilis 25 i¢in % 78,69, B. megaterium 12 i¢in
% 77,00 olarak saptanmustir.

Adwitiya ve arkadaslar1 yaptigi ¢alismada (2009), PHB iiretimini artirmak i¢in Bacillus
thuringiensis IAM 12077 susunun mutasyonunu arastirmislardir. 48 saatlik inkiibasyonda,
37°C’de, pH=7"de ve 12-150 rpm karistirma hizinda % 10-15 kuru hiicre agirliginda PHB
tirettigi gézlenmistir. Fiziksel (UV) ve kimyasal (akridin oranj) mutasyonlara tabi tutulan

bakterinin PHB {iretimi incelenmistir.

Shivakumar calismasinda (2012), substrat olarak endiistriyel atiklar1 kullanarak Bacillus
thuringiensis IAM 12077 tarafindan PHB {iretimini incelemistir. Karbon kaynagi olarak saf
glukoz kullandiginda optimum PHB {iretimi 24 saatlik inkiibasyon ve pH’1 7,5 olan ortamda
gerceklesmistir. Farkli atiklar kullanilmis ve maksimum {iretimin karbon kaynagi olarak 10
g/LL soya unu kullanilan 30°C’de pH’1 7,5 olan ve 24 saat siireyle inkiibe edilmis ortamda
oldugu sonucu elde edilmistir. Bu ortamdaki bakteri hiicrelerinde PHB icerigi 0,89 g/L (%
25,28) olarak hesaplanmustir.
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Ozsahin yaptig1 tez calismasinda (2006), toprak, su ve atik drneklerinden izole ettigi Bacillus
sp. suslarinin seliilaz aktivitelerini aragtirmistir. Ekim yapilan besi yeri 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmis ve koloni olusumu saglanmistir. Bakterinin enzim frettigi optimum pH

degeri 10 ve sicaklik 40°C olarak tespit edilmistir.

Boustanabadimoralan tez ¢alismasinda (2014), Bacillus thuringiensis ile gesitli boyalarin
renk giderimlerini arastirmustir. B. thuringiensis’in iremesi igin, 37°C’de 48 saat siireyle
inkiibe etmistir. Boya gideriminde kullanilmak {izere Metil oranj, Akridin oranj, Anilin
saris1, Bismarck Brown Y, Evans blue, Tripan mavisi, Metilen mavisi ve Metilen kirmizisi
sentetik boyalar1 kullanilmistir. En iyi giderim Metil oranj ve Evans blue boyalarinda
gozlenmistir. Boya gideriminde ortam sicaklig1 35°C olarak saptanmustir. En yiiksek giderim
pH degeri Metil oranj icin 6, Evans blue i¢in 7,5 oldugunda saglanmistir. 56 saatlik

inkiibasyonun sonunda % 100 giderim elde edilmistir.

Gomaa yaptig1 ¢alismasinda (2014), Bacillus subtilis ve Escherichia coli tarafindan PHA
iiretimini arastirmistir. Substrat olarak melas kullanmis ve optimum substrat konsantrasyonu
B. subtilis i¢in % 6, E. coli i¢in % 8 melas olarak saptanmistir. Bu melas
konsantrasyonlarinda maksimum PHA iiretim verimi B. subtilis i¢in % 54,1, E. coli igin %
47,16 olarak belirlenmistir. Ayrica PHA tiretiminde optimum pH degerinin 7, sicakligin ise

35°C oldugu gozlenmistir.

Wu ve arkadaslar1 ¢alismalarinda (2013), kesikli sistemde Bacillus subtilis’in tiretim ve
molekiil agirhigina etki eden faktorleri incelemislerdir. Kiiltiir ortaminda farkl
konsantrasyonlarda siikroz kullanmiglardir. En yiliksek verime, 250 g/L siikroz
konsantrasyonunda, pH degeri 7, 37°C’de, 24 saat inkiibasyon ve 175 rpm karistirma hizinda
ulagilmis ve verim 61 g/L, iiretim hiz1 ise 3,4 g/L.h olarak tespit edilmistir. Kesikli reaktore

stikroz beslenmesi durumunda verim 100 g/L degerine ulagsmustir.

Zhang ve arkadaslar1 (2014) ¢alismalarinda, kesikli beslemeli sistem kullanarak jiean peptit
(JAA) iretimini etkileyen Bacillus subtilis hiicre biiylimesinin optimizasyonunu
calismiglardir. Glukoz, toplam azot ve maksimum kuru hiicre agirlig1 arasindaki iliskiyi
gormek i¢in Oncelikle kesikli sistem kullanmislardir. 30°C, 300 rpm karistirma hizinda, 20
saat inkiibe edilen kiiltiir ortamindaki optimum glukoz ve azot konsantrasyonu sirasiyla

30,70 g/L ve 1,68 g/L olarak saptanmistir. Beslemeli kesikli sistemde bakteri kuru hiicre
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agirhgr 77,5 g/L iken kesikli sistemde 20,37 g/L olarak gozlenmistir. Bu durum JAA

iiretiminin de artmasini saglamistir.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1. Materyal ve Metod

4.1.1. Materyal

Bakteri

Yapilan ¢alismalarda basil formlu Bacillus subtilis ATC 6633 susu kullanilmistir. Bu sus
T.C. Saglik Bakanligi Tiirk Halk Sagligi Merkezi’nden (Eski Refik Saydam Hifzissihha)

liyofilize formda temin edilmistir.

Kullanilan besiverleri

Temel besiyeri olarak Merck marka nutrient broth (NB) ve Merck marka nutrient agar hazir
besi yerleri kullanilmistir. Kullanilan besi yerleri istenilen sarta ve Olgiiye bagli olarak
iizerlerinde yazan oranlarda deiyonize su ile hazirlanmis ve 121°C 15 dakika otoklavda

(HMC Hirayama HV-85L) steril edildikten sonra kullanilmistir.

Nutrient broth (Merck) igerigi; 3 g/L beef ekstrakt, 5 g/L pepton

Nutrient agar (Merck) icerigi; 3 g/L beef ekstrakt, 5 g/L pepton, 12 g/L agar-agar

Kullanilan kimvyasallar

Gram boyamada kullanilan kimyasallar asagidaki sekilde hazirlanmastir:

Kristal violet: Kristal viyolet ve fenol kristali lizerine etil alkol yavasca eklenmistir.

- 1 gram kristal viyolet

- 2 gram asit — fenik kristali (fenol kristali)
- 10 ml etil alkol (% 96)

- 100 ml distile su

Lugol: Iyot ile K1 iyice ezilip deiyonize su ile iyice karistirilmistir.
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- 1 gram iyot
- 2 gram Kl
- 300 cc distile su

2095 lik etil alkol

Safranin: Safranin deiyonize su i¢inde ¢oziilmiistiir.

- 0,25 gram safranin

- 90 ml distile su

Nile Blue yontemi i¢in Sigma marka Nile Blue Siilfat 0,01 g/ml olarak hazirlanmis, kati

besiortamina % 1 oraninda ilave edilmistir.

Farkli karbon kaynaklarinin incelenmesi i¢in Sigma gliserol, Carlo Erba ksiloz, Sigma
mannoz istenilen oranlarda eklenerek besiortamlari hazirlanmistir. Farkli azot kaynaklarinin
etkisini incelemek icin Merck malt ekstrakt, Merck amonyum siilfat, Fluka glisin istenilen

oranlarda eklenerek besiortamlari hazirlanmistir.

Bor iyonunun etkisini incelemek i¢in ETI Maden Enstitiisii’'nden elde edilen Boraks

(Na2B407.10H20) bilesigi kullanilmigtir.

Dogal hammadde olarak Gazi Universitesi Biyoloji Béliimii’nden temin edilen Superdoll
marka organik giibre, melas ve Havsa Ziraat Odasi’ndan temin edilen Toros marka 20.20.0

kompoze kimyasal giibre kullanilmistir.

4.1.2. Metod

Bakterilerin kimliklendirilmesi

Bakterilerin kimliklendirme islemi Gazi Universitesi Biyoloji Boliimiinde gram boyama
yontemi ile gerceklestirilmistir. Gram boyama islemi i¢in 5 ml s1vi besiortaminda 30°C*de
24 saat inkiibatorde (The NuAire DH AutoFlow NU-5500 COy) inkiibe edilmis pH’1 7 olan
kiilttir kullanilmigtir. Kimliklendirmenin yapilis yontemi Sekil 4.1.”de gosterilmistir. Lamin

ortasina 1 damla su koyduktan sonra sivi besiortamini ve bakteriyi igeren tlipten 6ze ile
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numune almmistir. Oze lama siiriiliip lam tutacakla bek alevine fazla yaklastirilmadan
alevden gecirilerek lam kuruyuncaya kadar beklenmistir. Lamlar 6ncelikle 1 dakika violette
kaldiktan sonra ¢esme suyunda fazlasi yikanmistir. Ardindan lamlar 1 dakika lugolde
bekletilmis ve tekrar cesme suyunda fazlasi yitkanmistir. Lamlarin lizerine alkol damlatilip
10-15 saniye bekletilip yikanmistir. Bu islemden sonra lam iizerine safranin dokiilerek 30
saniye beklenmis ve lamlar yikanmigtir. Bir damla immersiyon yagi damlatildiktan sonra

lamlar mikroskopta incelenmistir.
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Sekil 4.1. Bakteri kimliklendirilmesi (Dut, 2015)

Bakteri icin uygun biuviime sartlarinin belirlenmesi

0,8 gram nutrient broth hassas terazide (Denver instruments TP-214) tartildiktan sonta pH
7°de 100 ml deiyonize suda ¢6ziilmesi saglanmis ve sivi besiyeri hazirlanmigtir. 24 saat
inkiibatorde inkiibasyona birakilan Bacillus subtilis ATCC 6633 susundan alinan 30°C’deki
aktif kiiltiir hacimce % 4 olacak sekilde steril edilen sivi besiortamina ekildikten sonra
zamana karst numune alinarak spektrofotometre cihazinda (PG Instruments Ltd - T80+

UV/VIS) 600 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur.

Optimum pH tespiti i¢in erlenlere 100’er ml siv1 besiortami konulmus ve erlenlerin pH
degerleri, 3, 7, 8 ve 9 olacak sekilde IM HCI, 1M NaOH ve pH metre (Hach EC30) ile
ayarlanmistir. Erlenlerin agz1 pamukla tikanip folyoyla sarildiktan sonra sterilizasyon igin

121°C’de otoklavda bekletilmistir. Islem sonrasinda aktif kiiltiirden ekilen bakterinin
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bliylime egrisi ¢izilmistir. Daha sonra pH=7"de 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri i¢in ve

pH=7"de 30 ve 37°C inkiibasyon sicakliklar1 i¢in bakterinin biiyiime egrileri ¢izilmistir.

Karistirma hizinin etkisinin incelenmesi i¢in 150 ml nutrient broth ortamina 30°C’de 48 saat
inkiibe edilmis aktif kiiltiirden 6 ml alinarak pH=7’de ¢ozelti hazirlanmis, karistiricili
isiticida (Ika C-mag HS7) 375 rpm ve 650 rpm karigtirma hizlarinda 30°C’de biiylime

egrileri ¢izilmistir.

Farkli karbon ve azot kaynaklarinin etkisinin incelenmesi

Farkl1 karbon kaynaklar1 i¢in 100’er ml 3 adet deiyonize suya azot kaynagi olarak 0,5 g (%
0,5 w/v) peptonun varliginda hacimce % 0,3 gliserol, kiitlece % 0,3 olacak sekilde ksiloz ve
mannoz, eklenerek besiortamlar1 hazirlanmigtir. Farkli azot kaynaklari i¢cin 100°er ml 3 adet
deiyonize suya karbon kaynagi olarak 0,3 g (% 0,3 w/v) meat ekstraktin varliginda hacimce
% 0,5 olacak sekilde glisin, kiitlece % 0,5 olacak sekilde malt ekstrakt ve amonyum siilfat
eklenerek besiortamlar1 hazirlanmistir. Ayrica bu ortamlara ilaveten kontrol ¢ozeltisi olarak
100 ml nutrient broth ¢ozeltisi hazirlanmistir. Tiim besiortamlarinin pH’1 7’ye ayarlanip
steril edildikten sonra 30°C’de 2 giin inkiibe edilmis aktif kiiltiirden 4 ml bakteri ¢ozeltisi
alinarak besiortamlarina eklenmis ve karistiricili 1siticida 650 rpm karistirma hizinda

30°C’de biiyiime egrileri ¢izilmistir.

Dogal ortamlarin etkisinin incelenmesi

Dogal hammadde olarak Gazi Universitesi Biyoloji Béliimii’'nden temin edilen Superdoll
marka organik giibre; Havsa Ziraat Odasi’ndan temin edilen Toros marka 20.20.0 kompoze

kimyasal giibre ve melas kullanilmistir.

150’ser ml deiyonize su konulan erlenlerde 0,2 g ve 2 g kimyasal giibre ile, 2 ml ve 3 ml
organik giibre ilave edilerek ¢ozeltiler hazirlanmis, hazirlanan ¢ozeltilerek 2 kere stiziilerek
stizlintiisii kullanilmistir. 30°C’de 48 saat inkiibe edilmis aktif kiiltirden 6 ml bakteri
cozeltisi besiortamlarina eklenmistir. Karistiricili 1siticida 650 rpm karistirma hizlarinda

30°C’de biiyiime egrileri ¢izilmistir.

Melas ¢ozeltileri hazirlanirken kullanilan ve yaklasik olarak % 50 siikroz igeren seker melasi

hidroliz edilmistir. Melas ¢ozeltisi (1/3 kati-s1v1) hazirlanmis ve pH=2 olacak sekilde H2SO4
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ile muamele edilmistir. Daha sonra 90°C’de 5 dakika kaynatilip, 2000 rpm devirde 5 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen ¢ozelti pH’1 6 olacak sekilde 10 M NaOH ¢ozeltisi ile
muamele edilmis ve 2000 rpm devirde 5 dk santrifiij edilmistir (Okur ve Saragoglu, 2014).
Bu islemler sonunda hidrolize edilmis olan 138 g/L seker igeren ¢ozelti stok ¢ozeltisi olarak
kullanilmig ve istenilen melas konsantrasyonlari bu ¢ozeltiden hazirlanmistir. 30°C’de 48
saat inkiibe edilmis aktif kiiltirden 6 ml bakteri ¢dzeltisi melas ortamlarina eklenmis,

karistiricili 1siticida 650 rpm karistirma hizlarinda 30°C’de biiyiime egrileri ¢izilmistir.

Bor metalinin etkisinin incelenmesi

Boraks bilesiginden farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 150 ml besi yerlerine 30°C’de 48
saat inkiibe edilmis aktif kiiltiirden pH=7"de 6 ml bakteri ¢dzeltisi besi ortamlarina eklenmis

ve karistiricili 1siticida 650 rpm karistirma hizlarinda 30°C’de biiyiime egrileri ¢izilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Bakterinin Kimliklendirilmesi

Gram boyama yontemi ile yapilan kimliklendirme islemi sonucunda Resim 5.1 elde

edilmigtir. Resim 5.1°de goriilen koyu pembe renkler bakterinin gram pozitif oldugunu ve

uzun ¢ubuk sekiller ise gubuk basil oldugunu gostermektedir.

Resim 5.1. Gram boyama sonrasi goriintii
5.2. Biiyiime ve Ureme Hiz1

Absorbans-kuru hiicre agirligi kalibrasyon grafigi

pH=7 degerindeki Nutrient Broth ortaminda absorbans degerlerine karsi kuru hiicre agirlig

verileri grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi (Sekil 5.1) olusturuldu.

® Kuru hicre agirhig

Dogrusal (Kuru hiicre
agirhigr)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Absorbans

Sekil 5.1. Absorbans-kuru hiicre agirlig kalibrasyon grafigi
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Kalibrasyon grafigi verilerine gore absorbans degerindeki artis ile kuru hiicre agirligi

degerlerinin de arttig1 goriilmiistiir.

5.3. Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Yapilan ¢alismada aktiflestirilen bakteri 48 ve 72 saat siireyle inkibatérde 30°C’de inkiibe
edildi ve inkiibasyon siiresi boyunca oSlgiilen absorbans degerleri zamana kars1 grafige

gecirildi ve Sekil 5.2 elde edildi.

Yapilan calismada ve daha sonraki asamalarda maksimum kuru hiicre agirlik degerleri,
eksponansiyel donemdeki maksimum absorbans degerlerinin kalibrasyon grafiginde (Sekil

5.1) yerine konulmasiyla elde edilmistir.

0,9

0,8 Ps
0,7

0,6 -

0,5 . ———

Absorbans

0,4 -
0,3 - -
0,2 = -

0,1 ... -

0 5 10 15 20 25 30
Zaman(h)

® pH-772h —@—pH-748h

Sekil 5.2. 600 nm dalga boyunda pH=7"de 30°C inkiibasyon sicakliginda farkli inkiibasyon
stirelerinde B. subtilis ATCC 6633 susu i¢in iireme egrisi grafigi

Bulgular incelendiginde inkiibasyon siiresinin bakterinin biliylime ve iliremesinde etkili
oldugu gozlenmistir. 48 saatlik inkiibasyonda eksponansiyel donemin 4-12 saatleri arasinda
ve maksimum absorbansin 0,658 degerinde oldugu goriilmiistiir. 72 saatlik inkiibasyonda ise
eksponansiyel donemin 5-15 saatleri arasinda ve maksimum absorbansin 0,514 degerinde

oldugu tespit edilmistir. Her iki inkiibasyon siirelerine ait lag faz1 (t.) ele alindiginda 48
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saatlik i¢in daha kisa oldugu (3 saat) ve bakterinin ortama adaptasyonun daha ¢abuk oldugu

gorilmiistiir.

Logaritmik donemdeki spesifik tireme hizlarmna da bakildi. Hizlar Sekil 5.3’teki In(X)-
zaman grafiginin egimi kullanilarak hesaplandi ve e§im baz alinarak ikilenme siireleri

bulundu.

y=0,2295x - 7,244
R?=0,9513

In(X, g/L)

y=0,1542x-7,3998
R?=0,9313
Zaman(saat)

©48h O72h

Sekil 5.3. Farkli inkiibasyon siireleri i¢in In (kuru hiicre agirligi)-zaman grafigi

0,693/
ta

48 saatlik inkiibasyon i¢in; egimden u=0,229 saat™ ve p = esitliginden, t4=3,03

saat olarak bulunmustur. 72 saatlik inkiibasyon i¢in bu degerler sirasiyla; 0,154 saat™ ve 4,50
saat olarak hesaplanmigtir. Farkli inkiibasyon siirelerinde kuru hiicre agirligi ve spesifik
hizlar incelendiginde, 48 saatlik inkiibasyon siiresine ait degerlerin daha yliksek oldugu
goriilmektedir. 48 saatlik inkiibasyonda bakteri daha hizli tiremistir. Cizelge 5.1° de degerler

karsilastirilmis ve uygun inkiibasyon siiresinin 48 saat oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 5.1. pH=7'de, 30°C sicakliktaki inkiibasyonda, karistirmasiz ortamda farkli
inkiibasyon siirelerinden elde edilen sonuglar

Inkiibasyon Kuru hiicre Spesifik tireme hizi, | ;, . .
siiresi (saat) Ortam agirhig, o/l (saat™) Ikilenme siiresi,tq(Saat)
48 Nutrient Broth 0,009 0,229 3,03

72 Nutrient Broth 0,007 0,154 4,50




30

Sonuglar inkiibasyon siiresinin bakterinin biliylimesi {lizerinde olduk¢a etkili oldugunu
gostermektedir. Bacillus subtilis ATC 6633 susu i¢in uygun inkiibasyon siiresinin 48 saat
oldugu tespit edilmistir. Hossain ve Anantharaman (2006), inkiibasyon siiresinin etkisini B.
subtilis’in bakteriyel liremesi i¢in yaptiklar1 ¢alismada gozlemlemis ve 12, 24, 36, 48, 60 ve
72 saatlik degerleri test etmislerdir. Kursun gideriminde kullanilan mikroorganizmanin 48

saat inkiibe edilmesi sonucunda kursun gideriminin daha verimli oldugu gézlenmistir.

Bu calismada, inkiibasyon siiresinin etkisi i¢in yapilan deneyler sonucunda en iyi degerlere
48 saat inkiibasyon siiresinde ulasilmis ve bundan sonraki calismalar i¢in bu deger baz

alimmustir.

5.4. Sicakhgin Etkisi

Uygun inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi i¢in literatiir arastirmas: sonucu elde edilen
veriler géz Oniine alinmis ve Bacillus cinsi bakterilerin 30°C dstiinde 35-37°C araliginda
iiredikleri goriilmiistiir (Kalayli ve Beyatli, 2003). Bu dogrultuda 30 ve 37°C’ler denenmis
ve bulgular Sekil 5.4’te gosterilmistir.

0,7

0,6

0,4 -

Absorbans

zaman(h)

®—37C ®—30C

Sekil 5.4. 600 nm dalga boyunda pH 7°de 48 saatlik inkiibasyon siiresinde farkli inkiibasyon
sicakliginda B. subtilis ATCC 6633 susu igin biiyiime egrisi grafigi
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Logaritmik donemdeki spesifik iireme hizlarina da bakilmistir. Hizlar Sekil 5.5’deki In(X)-

zaman grafiginin egimi kullanilarak hesaplanmis ve egim baz alinarak ikilenme siireleri

bulunmustur.
0
0 2 4 6 8 10
-1
-2
=3
bo
x
< 4 y =0,165x-6,5178
R? =0,9996
-5 /
-6 / }
o y=0,2243x -6,809
5 R?=0,983
Zaman(saat)
©30°C O37°C

Sekil 5.5. Farkli inkiibasyon sicakliginda In(kuru hiicre agirligi)-zaman grafigi

30°C ve 37°C inkiibasyon sicakligi icin hesaplanan p ve tq degerleri Cizelge 5.2°de

verilmistir.

Her iki sicaklik degerinde yapilan ¢alismalar sonucunda t siirelerinin yaklasik olarak esit
ve Sekil 5.4’te goriildiigi gibi 4 saat civarinda oldugu gézlenmistir. Eksponansiyel donemin

her iki sicaklik degeri i¢in 4-11 saatleri arasinda oldugu gozlemlenmistir.

Yapilan ¢aligma sonucunda 30°C’lik inkiibasyon sicakliginda absorbans degerinin daha
yiiksek ve maksimum degerin 0,747 oldugu goriilmiistiir. Ayrica her iki sicaklik degeri i¢in
kuru hiicre agirhigy, spesifik iireme hizlari ve ikilenme stireleri hesaplanmis ve Cizelge 5.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 5.2. pH=7'de, 48 saatlik inkiibasyonda karistirmasiz ortamda farkli inkiibasyon
sicakliklarinda elde edilen sonuglar

Sicaklik Ortam Kvuruvhucre Spesifik ureme Pz | ienme siiresi, ta(saat)
agirhig, g/L u(saat™)
30°C Nutrient Broth 0,008 0,224 3,09

37°C Nutrient Broth 0,006 0,165 4,20
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Calismalar sonucunda elde edilen degerler sicakliklar arasinda biiyiik farkin olmadigini
gostermis, daha fazla iireme oldugu ve enerji tasarrufu da géz oniine alindig1 i¢in uygun
inkiibasyon sicakligi olarak 30°C secilmis ve bundan sonraki ¢alismalarda bu deger baz
alinmistir. Payne ve arkadaslar1 (1992) yaptiklar1 ¢alismada, Francisella tularensis ATCC
6223 susunun biiylimesine inkiibasyon sicakliginin etkisini incelemisler ve 25, 35 ve 42°C
degerlerini ele almiglardir. Calisma sonucunda bakteri i¢in optimum sicakligin 35°C
oldugunu 42°C’de biiylimenin yavas, 25°C’de ise hemen hemen olmadigini tespit
etmislerdir. Tamdogan ve Sidal (2011) yaptiklari ¢alisma sonucunda B. subtilis ATCC 6633
susu i¢in optimum kosullar1 pH 7, inkiibasyon siiresi 24 saat ve sicakligi 30°C olarak tespit
etmistir. Pichhardt (2004) ve Gomaa (2014), ¢alismalarinda gesitli Bacillus tiirleri igin
optimum tiireme sicakligim1 30°C olarak bildirmigtir. Literatiir aragtirmasi ile yapilan

caligmalar sonucunda elde edilen veriler paralellik gostermistir.

5.5. Kanstirma Hizinin Etkisi

Karistirma hizinin etkisini gérmek icin pH=7"de, 30°C’de ve 48 saat inkiibasyon siiresince
aktiflestirilen bakteri, karistirmasiz ortamda, 375 ve 650 rpm karistirma hizlarinda
kullanilmis ve elde edilen bulgular Sekil 5.6’da gosterilmistir. Farkli karistirma hizlarina ait

kuru hiicre agirligr degerleri Sekil 5.7°de verilmistir.

1,6

1,4 0

0,8 O
0,6

Absorbans

0,4 O

zaman(h)

375rpm O—650rpm karistirmasiz ort.

Sekil 5.6. 600 nm dalga boyunda pH=7"de 30°C ve 48 saatlik inkiibasyonda farkli karistirma
hizlarinda B. subtilis ATCC 6633 susu i¢in tireme egrisi grafigi



Kuru hiicre agirhigi(g/L)

0,025
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Sekil 5.7. Farkli karigtirma hizlarinda kuru hiicre agirlig grafigi
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Karigtirmasiz ortamda ti siiresi 6 saat iken, 375 ve 650 rpm karistirma hizlarinda sirasiyla 4

ve 3 saat olarak gozlenmistir. 650 rpm karistirma hizinda en kisa tL_ siiresinin gozlenmesinin

yani1 sira en yiiksek iireme oldugu da gézlenmistir. Logaritmik evre siiresinin karigtirmasiz

ortamda 6-13 saatleri arasinda, 375 ve 650 rpm hizlarda sirasi ile 4-9, 3-8 saatleri arasinda

oldugu tespit edilmistir. Eksponansiyel donemdeki maksimum absorbans degerlerinin 375

rpm i¢in 0,802 ve 650 rpm i¢in 1,201 oldugu goriilmiistiir.

Logaritmik donemdeki spesifik iireme hizlarina da bakilmistir. Hizlar ve ikilenme siireleri

Sekil 5.8’deki In(X)-zaman grafiginin egimi kullanilarak hesaplanmistir.

In(X, g/L)

y=0,3641x - 6,8557 y=0,3444x-7,3408
R*=0,9882 R*=0,9316

y=0,235x-7,9424
R*=0,9561

Zaman(saat)

< kanstirmasizortm.  0O375rpm A 650 rpm

Sekil 5.8. Farkli karistirma hizlari igin In (kuru hiicre agirligi)-zaman grafigi
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Karistirmasiz ortam icin; egimden u=0,235 saat™ ve = p esitliginden t4=2,95 saat

0,693
/ta
olarak bulunmustur. 375 ve 650 rpm degerleri i¢in p degeri sirasiyla 0,344 ve 0,364 saat™

olarak, tq degeri ise 2,01 ve 1,90 saat olarak hesaplanmustir.

Farkli karistirma hizlarina ait spesifik iireme hizlar1 Sekil 5.9’da gosterilmistir. Degerler
incelendiginde en yiiksek hiza (0,364 saatl) 650 rpm karistima hizinda ulasildig

anlasilmaktadir.

0,4

0,35

o
N O
a W

o
[N}

0,15

Spesifik hiz,u

o
i

0,05

B karistirmasizortm. ®375rpm ® 650 rpm

Sekil 5.9. Farkli karistirma hizlarindaki spesifik hizlarin grafigi

Spesifik hiz degerlerini karsilastirdigimizda en yiiksek degerin 650 rpm karistirma hizinda
oldugu ve bu degeri sirasiyla 375 rpm karigtirma hiz1 ile karigtirmasiz ortamin takip ettigi
goriilmiistiir. Elde edilen degerler Cizelge 5.3’te gosterilmektedir. Yapilan calisma

sonucunda uygun karigtirma hizinin 650 rpm oldugu saptanmuistir.

Cizelge 5.3. pH=7'de, 30-C’de ve 48 saat inkiibasyonda farkli karistirma hizlarinda elde
edilen sonuglar

Karigtirma Kuru hiicre Spesifik tireme hizi, | .. . —
Hizt Ortam agirhiz g/l u(saat™) Ikilenme siiresi,tq(Saat)
Karistirmasiz .
ortam Nutrient Broth 0,006 0,235 2,95
375 rpm Nutrient Broth 0,011 0,344 2,01
650 rpm Nutrient Broth 0,020 0,364 1,90
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Karistirma (¢alkalama), tireme lizerinde olumlu bir etki yaratmistir. Karistirma hizindaki
artis ile bakterinin iiremesinde yani absorbans degerinde bir artis meydana geldigi
gorlilmiistiir. Ayni sekilde duragan faz, 375 rpm ve 650 rpm degerlerindeki kuru hiicre
agirligi miktarina bakildiginda en yiliksek degerin 650 rpm karistirma hizinda oldugunu
goriilmektedir. Karistirma hizinin artmasi spesifik ireme hizini artirmis ve ikilenme siiresini
kisaltmigtir. Karistirma hizinin artisindaki bu etki, ortamdaki ¢6ziinmiis oksijenin bakteri ile
temasini artirdigin1 ve bdylece liremenin arttig1 yoniinde yorumlanabilir. Karistirma ile
birlikte ortamda homojenizasyon da saglanmistir. Ancak karistirma hizi fazla veya sert
olursa mikroorganizmada mekanik etkiye bagli olarak dliimler olabilir. Feng ve arkadaslar
(2003), Bacillus licheniformis NK-27 susu ile yaptiklar1 ¢alismada optimum karistirma
hizim1 600 rpm olarak tespit etmislerdir. Johns ve digerleri (1994) ise Streptococcus
zooepidemicus tarafindan hiyorilonik asit tiretimini ¢alismis ve bakteri i¢in 600 rpm
calkalama hizinin 300 rpm hiza gore daha verimli oldugunu gdérmiistiir. Baysak (2008),
Rhizobium suslariin karigtirma hizlarindaki artisla birlikte kuru hiicre agirliklarinda da artis

oldugunu bildirmistir.

5.6. pH Degerinin Etkisi

pH tespiti i¢in yapilan ¢alismada 650 rpm karistirma hizinda 48 saat inkiibasyon siiresi
sonrasinda ve 30°C sicaklikta zamana kars1 veriler alinmis ve 600 nm dalga boyunda UV’de
absorbans degerleri Olglilmiistiir. pH degerleri 3-9 araliginda degistirilmistir. Elde edilen
grafik Sekil 5.10°da yer almaktadir.

0
1,5 o-oh
g m| o X X
£ 1 X
2 O x—X
<
0,5 3¢ X
e 2 L A
0 3 o
0 2 4 6 8 10 12
Zaman(h)
pH-3 0O pH-7 X— pH-8 pH-9

Sekil 5.10. 600 nm dalga boyunda 48 saat ve 30-C sicaklikta inkiibasyon, 650rpm karistirma
hizinda farkli pH degerlerinde B. subtilis ATCC 6633 susu i¢in lireme egrisi

grafigi
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Yapilan ¢calismada Bacillus subtilis’in iremesi i¢in uygun ortamin nétr ortam (pH=7) oldugu
tespit edilmistir. Asidik ortamda bakteri biiylime gosterememistir. Bazik ortamda ise
bakterinin {iremesi azalmig ve adaptasyon siliresi uzamistir. Sekil 5.11°deki veriler
incelendiginde kuru hiicre agirligi degerinin pH’1 7 olan ortamda en yiiksek oldugu

goriilmektedir.

0,025
0,02
0,015

0,01

Kuru hiicre agirhigi(g/L)

0,005

HpH7 EpH8 mpHI9

Sekil 5.11. Farkli pH degerlerinde kuru hiicre agirlig1 grafigi

Logaritmik donemdeki spesifik tireme hizlart Sekil 5.12°deki In(X)-zaman grafiginin egimi

kullanilarak hesaplandi, egim baz alinarak ikilenme siireleri bulundu.

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 3 10
-1
-2
— y=0,4603x-7,0529
% -3 RZ = 0’9295 Y= 0,3776X = 7,1887
X R%=0,9663
T 4
<
-5
6 V= 0.2133%:6.2958
R%:=:0,9991
-7

Zaman(saat)

O pH7 OpH8 ApH9

Sekil 5.12. Farkli pH degerleri i¢in In (kuru hiicre agirligi)-zaman grafigi
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pH’17, 8 ve 9 olan ortamlar icin p degerleri sirasiyla 0,460, 0,377 ve 0,213 saat™ olarak; tg

degerleri ise 1,51, 1,84 ve 3,25 saat olarak hesaplanmistir.

Farkli pH degerlerinde t. siirelerine bakildiginda, pH 7 ve 8 degerlerinde 3 saat, pH 9
degerinde ise 4 saat olarak tespit edilmistir. Logaritmik evrenin pH 7 i¢in 3-8 saatleri, pH 8
icin 3-9,5 ve pH 9 icin 4-10 saatleri arasinda oldugu goriilmiistiir. Farkli pH degerine ait
spesifik hizlar Sekil 5.13’te ve caligmalar sonucunda elde edilen veriler Cizelge 5.4’°te

gosterilmektedir.
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Sekil 5.13. Farkli pH degerlerinde spesifik hizlarin grafigi

Cizelge 5.4. 48 saat ve 30°C sicakliktaki inkiibasyonda, 650 rpm karistirma hizinda farkli
pH’larda elde edilen sonuglar

pH Ortam {:glﬂi;jgf Sp esif;ltlzsiiz_rge hizt, Ikilenme siiresi,tq(Saat)
pH=7 Nutrient Broth 0,023 0,460 1,51
pH=8 Nutrient Broth 0,017 0,377 1,84
pH=9 Nutrient Broth 0,012 0,213 3,25

Elde edilen veriler incelendiginde B. subtilis i¢in uygun pH degerinin 7 oldugu
goriilmektedir. Asidik ortamda (pH=3) bakteri ortama adapte olup iireme gdsterememistir.
Bazik ortamda (pH=9) ise bakterinin ortama adaptasyon siiresi ve logaritmik evresi uzun

siirmiis, tireme hiz1 pH 7 ve 8 degerlerine gore daha diisiik olmustur. pH 7 ve 8 degerlerine
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ait verilerin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Tamdogan ve Sidal (2011), B. subtilis
ATCC 6633 susu ile yaptiklart calismada bakterinin tiremesi i¢in optimum pH degerini 7
olarak belirlemislerdir. Elsayed ve arkadaslar1 (2013), Azomonas macrocytogenes ile PHB
iiretimini arastirmis ve bakterinin en yiiksek tiremeyi pH=7,5 degerinde gosterdigini tespit
etmisglerdir. Kalayli ve Beyatli (2003), calismalarinda Bacillus sp. i¢in optimum pH degerini
7 olarak bildirmislerdir.

Literatiir arastirmasi sonucunda Bacillus cinsi bakteriler igin ortam uygun pH degerinin 7
oldugu, bu degerin elde edilen verilerle de paralellik gosterdigi ve calisma kolaylig
saglayacagi da goz oniine alinarak uygun pH degeri 7 olarak belirlenmistir. Bu bulgular, pH
degerindeki degisimin bakterinin enzim aktivitesini etkiledigini, bliyime ve ¢ogalmay1

saglayan enzimin notr ortamda en verimli ¢alistigini1 gostermektedir.

5.7. Farkh Karbon Kaynaklarimin Uremeye Etkisi

650 rpm karigtirma hizinda, pH=7"de, 30°C inkiibasyon sicakliginda ve 48 saat inkiibasyon

stiresinde farkli azot ve karbon kaynaklarinda bakterinin biiyiime egrisi incelenmistir.

Farkl1 karbon kaynaklarinin etkisini incelemek i¢in mannoz, gliserol ve ksiloz kullanilmis
ve elde edilen veriler N.B. (nutrient broth) ortami verileri ile grafige gecirilmis ve Sekil 5.14
elde edilmistir. Farkli karbon kaynaklarinin etkisini incelemek i¢in azot kaynagi olarak

pepton kullanilmastir.

N o
1,5 X%
5 X o000
K]
5 ! O
2 0 %
< 0
0,5 0
Q . 2 x
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zaman
mannose(0,3g) 00— gliserol(0,3ml) xylose(0,3g) *— N.B.

Sekil 5.14. 600 nm dalga boyunda pH=7"de, 650 rpm karistirma hizinda, 30°C ve 48 saat
inkiibasyonda farkli karbon kaynaklarinda B. subtilis ATCC 6633 susu icin
ireme egrisi grafigi
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Farkli karbon kaynaklarinin varliginda kuru hiicre agirliklar: da hesaplanmis ve elde edilen

veriler Sekil 5.15’te gosterilmistir.

Ksiloz ve N.B. varliginda t._ siireleri 3 saat iken mannoz ve gliserol varliginda t. siirelerinin

yaklasik 2 saat siirdiigli goriilmektedir.

0,025

0,02

0,015
0,01
0,005
0

H gliserol MW mannoz M ksiloz

Kuru hiicre agirhigi(g/L)

Sekil 5.15. Farkli karbon kaynaklarinda kuru hiicre agirlig1 grafigi

Logaritmik donemdeki spesifik iireme hizlari, Sekil 5.16°da ki In(X)-zaman grafiginin egimi
kullanilarak hesaplandi ve egim baz alinarak ikilenme siireleri bulundu. Hesaplanan spesifik

hizlar Sekil 5.17°de gosterilmektedir.

0
40 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2
=
33 V= 0,2289x - 5,6084
X 4 = 0,2647x - 5,490
f=
5
6 Vs 0.2567%:6,1609
7

Zaman(saat)

O gliserol Omannoz A ksiloz

Sekil 5.16. Farkli karbon kaynaklari i¢in In (kuru hiicre agirligi)-zaman grafigi
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Mannoz, gliserol ve ksiloz ortamlar1 icin p degerleri sirasiyla 0,264, 0,228 ve 0,256 saat™
olarak; ty degerleri ise 2,62, 3,04 ve 2,70 saat olarak hesaplanmistir.

0,3

0,25

o
)

0,15

Spesifik hiz,p

o
i

0,05

H gliserol MW mannoz M ksiloz

Sekil 5.17. Farkli karbon kaynaklarinda spesifik hiz grafigi

Yapilan ¢aligma sonucunda elde edilen veriler Cizelge 5.5.’te gdsterilmistir.

Cizelge 5.5. pH=7'de, 650 rpm karistirma hizinda, 48 saat ve 30-C inkiibasyonda farkli
karbon kaynaklarinda elde edilen sonuglar (Azot kaynagi= Pepton)

Karbon .. . Spesifik tireme hizi, o .
Kaynag! Kuru hiicre agirligr g/L (saatd) Ikilenme siiresi, ty(Saat)
Mannoz 0,023 0,264 2,62
Gliserol 0,016 0,228 3,04

Ksiloz 0,014 0,256 2,70

Elde edilen veriler incelendiginde karbon kaynagi olarak mannozun en yliksek kuru hiicre
agirligr degerine sahip oldugu goriilmektedir. Mannoz ve gliserol ortaminda t. siliresinin
hemen hemen esit oldugu sonucuna ulasilmistir. Ksiloz varlifinda spesifik lireme hizi
gliserol kaynagina gore daha fazla ve tq degeri daha kisa olsa da, kuru hiicre agirligi olarak
gliserol kaynaginin daha yiiksek degere sahip oldugu goriilmiistiir. Maanoz kaynaginda kuru
hiicre agirlig1 ve spesifik tireme hiz1 degerlerinin daha yiiksek olmasi sebebiyle, en uygun

karbon kaynaginin mannoz oldugu tespit edilmistir.
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Yiiksekdag ve arkadaslar1 (2003), Bacillus subtilis 25 ve Bacillus megaterium 12 ile PHB
iiretimi ¢alsmalarinda karbon kaynagi olarak glukoz, sukroz, arabinoz ve mannitolii
denemisglerdir. En yiiksek PHB verimini glukoz, en yiiksek kuru hiicre agirligini ise
mannitoliin varliginda elde etmislerdir. Tamdogan ve Sidal (2011) tarafindan yapilan
calismada, Bacillus subtilis ATCC 6633 tarafindan PHB birikimine etki eden kosullar
arastirilmis ve karbon kaynagi olarak glukoz, sukroz, arabinoz ve mannitol denenmistir. En
yiiksek bakteri hiicre birikimine karbon kaynagi olarak sukroz kullanildiginda rastlanmustir.
Rohini ve digerleri (2006) yaptiklari ¢alismada, B. thuringiensis R1 i¢in besiortamina %1
farkli C kaynaklar1 (gliserol, glikoz, melas, sofra sekeri, maltoz, laktoz, fruktoz, asetik asit,
laktik asit, etanol, B-hidroksibiitirik asit) koyduklarinda maksimum kuru hiicre agirliginm

(3,90 g/L) gliserolde tespit etmislerdir.
5.8. Farkh Azot Kaynaklarinin Uremeye Etkisi

Farkli azot kaynaklarinin etkisini incelemek i¢in amonyum siilfat, malt ekstrakti ve glisin
kullanilmis ve elde edilen veriler nutrient broth ortami verileri ile birlikte grafige gecirilmis
ve Sekil 5.18 elde edilmistir. Farkli azot kaynaklarinin etkisini incelerken karbon kaynag:

olarak si8ir eti ekstrakti kullanilmistir.

1,4
1,2

0,8

M
0,6 X
0,4 o

Absorbans

X
7 N !_!

0 1 2 3 4 5 6 7

Zaman(saat)

amonyum siilfat O— malt ex glisin *X— N.B.

Sekil 5.18. 600 nm dalga boyunda pH=7"de, 650 rpm karistirma hizinda, 30°C ve 48 saat
inkiibasyonda farkl1 azot kaynaklarinda B. subtilis ATCC 6633 i¢in iireme egrisi
grafigi

Kullanilan tiim azot kaynaklarinda bakteri biiylime gostermistir. Azot kaynaklar1 varlifinda

tL stirelerinin esit ve 3 saat oldugu goriilmektedir.
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Farkl1 azot kaynaklarinin varliginda kuru hiicre agirliklar1 da hesaplanmis ve elde edilen

veriler Sekil 5.19°da gosterilmistir.

0,018
0,016
0,014
0,012

0,01
0,008

0,006

Kuru hiicre agirhigi(g/L)

0,004

0,002

Hamonyum sllfat B maltext. M glisin

Sekil 5.19. Farkli azot kaynaklarinda kuru hiicre agirlig1 grafigi

Logaritmik donemdeki spesifik tireme hizlart sekil 5.20’de ki In(X)-zaman grafiginin egimi
kullanilarak hesaplandi ve egim baz alinarak ikilenme siireleri bulundu. Hesaplanan spesifik

hiz degerleri Sekil 5.21°de gosterilmistir.

0
0 1 2. 3 4 5 6 7
-1
-2
23 v =0.4517x - 7.0049
hg Y= 0,5486X P 7,3048 R%= 0'9747
= RZ=:0,973
< 4
-5
% v=0;5299% = 74363
R2=0,9891
-7

Zaman(saat)

©Oamonyum siilfat  Omaltext. A glisin

Sekil 5.20. Farkli azot kaynaklari i¢in In (kuru hiicre agirligi)-zaman grafigi
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Amonyum siilfat, malt ekstrakti ve glisin ortamlari i¢in p degerleri sirasiyla 0,529, 0,451 ve

0,548 saat™ olarak; tq degerleri ise 1,31, 1,54 ve 1,26 saat olarak hesaplanmustir.

0,6

Spesifik hiz,p
o o o o
N w > (]

o
[

o

B amonyum silfat

H malt ext. M glisin

Sekil 5.21. Farkli azot kaynaklarinda spesifik hizlar

Yapilan ¢aligma sonucunda elde edilen veriler Cizelge 5.6.’da gosterilmistir.

Cizelge 5.6. pH=7'de, 650 rpm karistirma hizinda, 48 saat ve 30-C inkiibasyonda farkli azot
kaynaklarinda elde edilen sonuglar (Karbon kaynagi= Et ekstrakti)

Azot Kaynagi Kuru hl(lglri)aglrhgl Spesifik iireme hiz1, p(saat™?) | Ikilenme siiresi,tq(Saat)
Amonyum 0,013 0,529 131
siilfat
Malt Ekstrakti 0,012 0,451 1,54
Glisin 0,016 0,548 1,26

Azot elementi hiicrenin temeli olan proteinlerin, niikleik asitlerin, hormon ve enzimlerin

yapisina katildigi icin biiyilk 6nem tagimaktadir (Aydogmus, 2011). Azot konsantrasyonu

simirlandiginda mikroorganizmalarin  biyolojik faaliyetleri

mikroorganizma konsantrasyonunun azalmasina sebep olur.

yavaglar

ve ortamdaki

Elde edilen veriler incelendiginde Bacillus subtilis ATCC 6633 susu i¢in en yiiksek kuru

hiicre agirligina glisin olan ortamda ulasildig1 goriilmektedir. Spesifik lireme hizi ve

ikilenme siireleri degerleri incelendiginde, amonyum siilfat ve glisin ortamina ait verilerin

birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmektedir. Her {i¢ azot kaynag1 varlifinda t_ siirelerinin
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hemen hemen esit ve 3 saat oldugu sonucuna ulasilmistir. Logaritmik evreler incelendiginde,
glisin i¢in log fazinin 3-5 saatleri, malt ekstrakt ve amonyum siilfat i¢in ise 3-6 saatleri
arasinda oldugu goriilmektedir. Elde edilen veriler sonucunda en uygun azot kaynaginin
glisin oldugu tespit edilmistir. Glisini, amonyum tuzlarindan olan amonyum siilfat takip
etmektedir. Toprakta bulunan azotun genellikle amonyum siilfat formunda olmasindan
dolay1 toprak bakterisi Bacillus subtilis ATCC 6633 susu amonyum siilfat azot kaynagi
varligina da kolayca adapte olmus ve iyi ilireme gostermistir. Amonyum stilfat ve malt

ekstrakta ait degerlerin birbirine olduk¢a yakin oldugu tespit edilmistir.

Literatiir arastirmasi sonucunda bir¢ok calismada Bacillus sp. igin azot kaynagi olarak
kullanilan inorganik kimyasallarin (amonyak ya da amonyum tuzlar1 gibi) biiylime fazinda
biyokiitleyi arttirmak i¢in gerekliligi rapor edilmistir (Gomaa, 2014). Tamdogan ve Sidal
(2011) ¢alismalarinda, Bacillus subtilis ATCC 6633 susu i¢in en yiiksek hiicre yogunlugunu
amonyum siilfat varliginda, en yiiksek PHB verimini ise glisin varliginda elde etmislerdir.
Literatiir arastirmasi amonyum tuzlariin Bacillus suslar1 i¢in genel olarak {ireme hizini
artirdigini, boylelikle biiyiik 6l¢ekli proseslerde enerji ve zamandan tasarruf edilebilecegini

bildirmektedir.

5.9. Farkh Konsantrasyonlardaki Nutrient Broth’un Etkisi

Nutrient Broth ortaminin bakteri iizerindeki inhibisyon etkisini incelemek i¢in farkli
konsantrasyonlarda besi ortamlar1 denenmistir. Elde edilen veriler Sekil 5.22°de

goriilmektedir.

o
%X
¥
X
S

Absorbans
O»X
0
0

0,5

C¢X

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zaman(saat)

0,8 g/L 0O—4g/L 8g/L *X—12g/L *X— 16g/L

Sekil 5.22. 600 nm, pH=7"de, 48 saat ve 30°C inkiibasyonda, 650 rpm karistirma hizinda
farkli konsantrasyonlardaki Nutrient Broth ¢6zeltisinin inhibisyon etkisi grafigi
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Farkl1 konsantrasyonlardaki Nutrient Broth ¢ozeltisinin etkisini incelemek i¢in kuru hiicre

agirliklar: hesaplanmis ve Sekil 5.23’te gosterilmistir.

0,025

0,02

0,015
0,01

- . .
0

m0,8g/LN.B. m4g/LN.B. m8g/LN.B. m12g/LN.B. m16g/LN.B.

Kuru hiicre agirhigi(g/L)

Sekil 5.23. Farkli konsantrasyonlardaki nutrient broth ¢ozeltisindeki kuru hiicre agirliklar

Logaritmik donemdeki spesifik tireme hizlar1 ve ikilenme siireleri Sekil 5.24°teki In(X)-
zaman grafiginin egimi kullanilarak hesaplandi. Hesaplanan spesifik hiz ve ikilenme siiresi

degerleri Sekil 5.25 ve Cizelge 5.7°de gosterilmistir.

y.£0;3097x=/5,9104

In(X, g/L)

y.=0,2291x - 6,1505
y:=0,345%2:6;3329
y:=0,3179x=:6,2572

Zaman(saat)

©0,8g/LN.B. O4g/LN.B. A8g/LN.B. %12g/LN.B. X16g/LN.B.

Sekil 5.24. Farkli konsantrasyonlardaki N.B. ¢6zeltisi i¢in In (kuru hiicre agirligi)-zaman
grafigi
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Spesifik hiz,p

Sekil 5.25. Farkli konsantrasyonlardaki N.B. ¢6zeltisinde spesifik hizlar

Elde edilen veriler incelendiginde en yiiksek spesifik ireme hizi ve en kisa ikilenme siiresi
Nutrient Broth konsantrasyonunun 8 g/L oldugu ortamda goriilmektedir. 12 g/L Nutrient
Broth konsantrasyonunda bakterinin tiremesi yavaslamis fakat kuru hiicre agirliginda artis
oldugu gozlenmistir. 12 g/L’den biiylik konsantrasyonlarda kuru hiicre agirlig1 degerinde
azalis meydana gelmistir. Daha diisiikk konsantrasyon degerlerinde ise bakteri lireme
gdstermesine ragmen maksimum tireme hizin1 8 g/L de gostermistir ve diisiik degerlerde
yeterli besin ortaminin saglanamadigi gériilmiistiir. Yapilan ¢alisma i¢in 8 g/L’den biiyiik
Nutrient Broth konsantrasyonunun bakteri i¢in inhibisyon etkisi gosterebilecegi, sinir
degerin 12 g/L olabilecegi diislinlilmiistiir. Nutrient Broth konsantrasyonunun 8§ g/L’den
fazla olmasi durumunda inhibisyona yol agabilecegini spesifik lireme hizindaki azalig

gostermektedir.

Cizelge 5.7. pH 7'de, 650 rpm karigtirma hizinda, 48 saat ve 30-C inkiibasyonda farkli
konsantrasyonlardaki N.B. ¢ozeltisinde elde edilen sonuglar

Nutrient Broth Kuru hiicre agirhigt Spesifik iire_r;le hizi, ikilenme siiresi.ta(saat)
Konsantrasyonu(g/L) o/L u(saat™)
0,8 0,007 0,229 3,03
4 0,015 0,317 2,18
8 0,017 0,345 2,00
12 0,021 0,314 2,21
16 0,020 0,309 2,24




47

Siddique ve Vardo-Zalik (2012) ¢alismalarinda, Escherichia coli kiiltiirii iizerine glikoz
konsantrasyonunun etkisini incelemislerdir. Bakteri i¢in hazirladiklar1 N.B. ortamina % 1,
0,5 ve 0,25 degerlerinde glikoz ilave etmisler ve artan glikoz varliginda bakterinin
biliylimesinin yavasladigini, hiicre sayisinin azaldigini tespit etmisler, glikozun inhibisyon

etkisi gosterdigini saptamislardir.
5.10. Dogal ve Yapay Giibrelerin Uremeye Etkisi

Bacillus subtilis ATCC 6633 susu bir toprak bakterisidir. Bu nedenle toprakta bulunabilecek
kimyasal ve organik giibre ortamlarinin etkisi incelenmistir. Organik giibre olarak Superdoll
kullanilmigtir. Organik ve kimyasal ortamlarin etkisi ile farkli melas konsantrasyonlarinin
etkisi degerlendirilmistir. Calismalar 30°C’de, 48 saat inkiibasyon siiresinde, notr ortamda

(pH=7) ve 650 rpm calkalama hizinda ger¢eklestirilmistir.

Kimyasal giibre olarak Toros marka 20.20.0 kompoze kimyasal giibre icerisinde; % 20 azot
(amonyum azotu ve iire azotu), % 20 fosfor (P20s) bulunmaktadir. Superdoll marka organik
giibre igerigi; % 20 yosun (Ascophyllum nodosum), % 10 aminoasit, % 4 K20, % 2 organik
azot % 2,5 alginik asit ve sudan olugmaktadir. Bu ortamlarda elde edilen absorbans-zaman

grafigi Sekil 5.26°da ve kuru hiicre agirliklart Sekil 5.27°de verilmistir.

2,5
2
§ 1,5 —o— N.B.
5 /./’—* %0,13 (w/v) kim. Giib.
0 ) =X
21! %1,3 (w/v) kim. giib.
) %2 (v/v) Stp. Doll
0,5 A==
/ —%—9%1,3 (v/v) Stip. Doll

Zaman(saat)

Sekil 5.26. 600 nm’de, pH=7"de, 650 rpm karistirma hizinda, 48 saat ve 30°C inkiibasyonda
organik ve kimyasal ortamlardaki tireme egrisi grafigi
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Sekil 5.26°da goriildiigi tizere % 0,13(w/v, 0,2 g) kimyasal giibre kullanilan ortamda bakteri
bliylime gosterememis, absorbans degerinde bir artis olmamistir. Bu sebeple sonraki

hesaplarda bu deger dikkate alinmamistir.
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0,03
0,025
0,02

0,015

Kuru hiicre agirhig: (g/L)

0,01

0,005

B %1,3 (w/v) kim. giib. %2 (v/v) Stp. Doll  ®%1,3 (v/v) Stip. Doll

Sekil 5.27. Organik ve kimyasal ortamlardaki kuru hiicre agirligi

Logaritmik donemdeki spesifik tireme hizlarina da bakilmistir. Hizlar Sekil 5.28’deki In(X)-
zaman grafiginin egimi kullanilarak hesaplanmis ve egim baz alinarak ikilenme siireleri

bulunmugtur. Hesaplanan spesifik hiz degerleri Sekil 5.29°da gosterilmistir.
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O %1,3 (w/v) kim. gib. O %2 (v/v) Stup. Doll A %1,3 (v/v) Stp. Doll

Sekil 5.28. Organik ve kimyasal ortamlarda In (kuru hiicre agirligi)-zaman grafigi



49

0,3

0,25

0,2

0,15

Spesifik hiz,p

0,1

0,05

m%1,3 (w/v) kim. giib.  ®%2 (v/v) Stp. Doll ~ ®%1,3 (v/v) Stp. Doll

Sekil 5.29. Organik ve kimyasal ortamlardaki spesifik tireme hiz1

Organik ve kimyasal ortamlara ait elde edilen veriler Cizelge 5.8.’de gosterilmistir.

Cizelge 5.8. pH=7'de, 650 rpm karigtirma hizinda, 48 saat ve 30-C inkiibasyonda organik ve
kimyasal ortamlarda elde edilen sonuglar

Ortam Kuru hiicre agirlig, Spesifik tireme hizi, Ikilenme siiresi,
g/L u(saat™) ta(saat)
%1,3(wiv) Kim. 0,022 0,258 2,68
Giib ' ' '
9%1,3(v/V) Siip.Doll 0,015 0,098 7,07
9%2(v/V) Siip.Doll 0,034 0,187 3,70

Organik ve kimyasal giibrelerin bakterinin biiylimesi {izerine etkileri incelendiginde ayni
sartlar altinda B. subtilis’in kimyasal(sentetik) ortamda daha iyi ireme gosterdigi
gozlenmistir. Her ne kadar stiper doll kullanilan ortamda absorbans degeri yliksek ¢ikmis
olsa da iireme hizi kimyasal giibreye gore daha diisiik ikilenme siiresi ise daha yiiksek
cikmistir. Kuru hiicre agirliklarin1 inceledigimizde ise en yiiksek degerin siiper doll

kullanilan ortamda oldugu gozlenmistir.

Kompoze giibreler azot ve fosfor bakimindan zengin olmalarindan dolay1 bakteri gelisim
gostermistir. Organik giibrelerin biinyesinde ise makro ve mikro besinler bulunmaktadir ki

bu da bakteri gelisimini desteklemistir.
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Calismalar sonucunda elde edilen degerler, prosesin amacina gore organik veya kimyasal
ortamlarin kullanilabilecegini gostermektedir. Enerji ve zamandan tasarruf gerektiren
prosesler i¢in kimyasal giibre, biyokiitle miktarinin énemli oldugu proseslerde Siiper doll
kullaniminin 6ne ¢ikabilecegi diisiiniilmiistiir. Toprak bakterisi olan Bacillus subtilis ATCC
6633 susunun, prosesin igerigine gore organik veya kimyasal giibrenin kullanildig1 tarim

alanlarindan elde edilebilecegi tespit edilmistir.

5.11. Melas Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli melas konsantrasyonlarinin bakterinin iiremesine etkisi incelenmistir. Toplam ¢6zelti
miktar1 150 ml olacak sekilde 2, 5, 10, 20 ve 50 ml melas kullanilarak caligilmistir.
Absorbans-zaman grafigi Sekil 5.30°da ve kuru hiicre agirliklart Sekil 5.31°de verilmistir.

1,2
1
x ¢ D —
0,8 ¢
e —— %33 (v/v) melas ¢oz.
©
'g 0,6 %16 (v/v) melas ¢oz.
(7]
< / %6 (v/v) melas ¢oz.
0.4 %3 (v/v) melas ¢dz.
02 —%—%1,5 (v/v) melas ¢oz.
0

0 1 2 3 4 6 8 9 10
Zaman(saat)

Sekil 5.30. 600 nm’de, pH=7, 650 rpm karistirma hizinda, 48 saat ve 30°C inkiibasyonda
farkli melas konsantrasyonlarinda tireme egrisi grafigi
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H %1,5 (v/v) melas ¢6z. M %3 (v/v) melas ¢0z. W %6 (v/v) melas ¢oz. & %16 (v/v) melas ¢oz.

0

Sekil 5.31. Farkli melas konsantrasyonlarinda kuru hiicre agirlig

Logaritmik evredeki spesifik tireme hizlarina da bakilmistir. Hizlar Sekil 5.32°deki In(X)-
zaman grafiginin egimi kullanilarak hesaplanmis ve egim baz alinarak ikilenme siiresi
bulunmugtur. Spesifik iireme hizlar1 Sekil 5.33’te goriilmektedir. 50 ml melas kullanilan
ortamda bakteri lireme gosteremedigi ve 25 ml melas kullanilan ortamda ¢ok diisiik miktarda

iireme gosterebildigi i¢in bu degerler sonraki hesaplamalarda kullanilmamastir.

y:=10,2941%:6,8623

In(X, g/L)

y:=0,2893x:=:6,6737

y:=0,2281x+6,5883

Zaman(saat)

O %1,5 (v/v) melas ¢oz. %3 (v/v) melas ¢6z. A %6 (v/v) melas ¢oz. % %16 (v/v) melas ¢oz.

Sekil 5.32. Farkli melas konsantrasyonlarinda In(kuru hiicre agirligi)-zaman grafigi
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0,35

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05
0 A

H %1,5 (v/v) melas ¢6z. ® %3 (v/v)melas ¢oz.

Spesifik hiz, p

B %6 (v/v) melas ¢6z. %16 (v/v) melas ¢oz.

Sekil 5.33. Farkli melas konsantrasyonlarinda spesisifik iireme hizlar

Calismalar sonucu elde edilen veriler Cizelge 5.9.’da gosterilmistir.

Cizelge 5.9. pH=7'de, 650 rpm karistirma hizinda, 48 saat ve 30°C inkiibasyonda farkli
melas konsantrasyonlarinda elde edilen sonuglar

Kuru hiicre P 1 i .
Ortam agirlig, g/l Spesifik iireme hizi, p(saat™) Ikilenme siiresi,tq(Saat)
%1,5(v/v)
melis obo, 0,012 0,228 3,04
%3(vIv) melas 0,013 0,289 239
¢oz. ’ ’ '
%6(v/v) melas 0,019 0,294 2,35
¢oz. ’ ' '
%16(v/v) melas 0,007 0,019 36,5
¢0z. ’ ' '

Yapilan galigmalar; bakteri igin en uygun melas konsantrasyonunun 5 ml melasli ortam (%
3, v/v) oldugunu gostermistir. 25 (% 16, v/v) ve 50 (% 33, v/v) ml melas kullanilan
ortamlarda bakteri ireme gosteremezken 10 ml (% 6, v/v) ve 2 ml (% 1,5, v/v) melas
kullanilan ortamlarda daha az iireme gostermis ve 2 ml melas ortaminda daha diisiik
absorbans degerleri elde edilmistir. En yiiksek kuru hiicre agirligi degerine % 6 (v/v) melas
ortaminda ulasilirken, 50 ml melas kullanilan ortamdaki kuru hiicre agirlig1 eser miktarda
saptandigindan kuru hiicre agirlig1 grafiginde yer verilmemistir. En yiiksek spesifik tireme
hiz1 0,294 saat™ degeri ile en kisa ikilenme siiresi de %6 (v/v) melas ortaminda elde

edilmistir.
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Gomaa calismasinda (2014), Bacilllus subtilis ve Escherichia coli’nin melas ortaminda
biiyiimesini ve PHA iretimini aragtirmistir. B. subtilis i¢in 48 saat inkiibasyon ve 35°C
sicaklikta en yiiksek kuru hiicre agirligini % 8 melas ortaminda en yiiksek PHA verimini ise
% 6 melas ortaminda elde etmistir. % 8 melas degerinin {istlinde kuru hiicre agirliginda
onemli bir diisiis gézlemlemistir. E. coli i¢in ayni ortam kosullarinda en yiiksek kuru hiicre
agirlig1 ve PHA verimini % 8 melas ortaminda elde etmistir. Caligmalar literatiir aragtirmasi
ile paralellik gostermistir. Elde edilen veriler melasin da organik ve kimyasal giibreler gibi
biliylik oOlcekli proseslerde besi ortami olarak kullanilabilecegini gostermis, atiklarin

degerlendirilmesi saglanarak daha ekonomik proseslerin olusturulabilmesi hedeflenmistir.

5.12. Farkh Konsantrasyonlardaki Bor Metalinin Etkisi

Yapilan ¢alismada kullanilan B. subtilis ATCC 6633 susu bilindigi gibi toprak bakterisidir.
Topragin bileseninde de bor metali bulunmaktadir. Bu calisma bor konsantrasyonunun
bakterinin biliylimesine etkisini gormeyi hedeflemistir. Elde edilen veriler Sekil 5.34’te
goriilmektedir. 73 ppm degerinin iistiindeki degerlerde bakterinin liremesi ¢ok yavas oldugu
hatta hemen hemen hig lireme olmadig1 i¢in kuru hiicre agirligi1 degerleri hesaplanamamigtir

ve bu degerler sonraki hesaplamalarda ele alinmamustir.

1,2
1
e O
0,8
O
2 0,6 -
: o
2 04 5
< N
0,2 | =
______ . ;J S 9;_ R O
g S X X X
0
0 1 2 3 4 5 6 7 g
Zaman(saat)
0 ppm(N.B.) 029 ppm 73 ppm %— 292 ppm
*X—220 ppm O— 146 ppm 14 ppm

Sekil 5.34. 600 nm dalga boyunda pH=7’de 48 saat ve 30°C inkiibasyonda, 650 rpm
karistirma hizinda farkli Bor konsantrasyonlarindaki B. subtilis ATCC 6633
Susu i¢in tireme egrisi grafigi
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Elde edilen verilerle hesaplanan kuru hiicre agirligi degerleri Sekil 5.35°te gosterilmistir.

0,016

0,014

o
o
=
N

0,01
0,008

0,006

Kuru hiicre agirhg (g/L)

o
o
o
=

0,002

H14ppm HE29ppm ME73ppm

Sekil 5.35. Farkli bor konsantrasyonlarinda kuru hiicre agirlig

Logaritmik donemdeki spesifik tireme hizlarina da bakilmistir. Hizlar Sekil 5.36’daki In(X)-
zaman grafiginin egimi kullanilarak hesaplanmis ve egim baz alinarak ikilenme siiresi

bulunmustur. Hesaplanan spesifik hiz degerleri Sekil 5.37°de gosterilmistir.

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

1

2
S 3
;‘3 vy =0,4471x - 6,8947
T 4

y:=0,4936x - 7,0095
_5 D
A
-6
V2042175577567
-7

Zaman(saat)

O 14 ppm O29ppm A73 ppm

Sekil 5.36. Farkli bor konsantrasyonlarinda In(kuru hiicre agirligi)-zaman grafigi
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0,48

0,46

0,44

Spesifik hiz,p

0,42

0,4

0,38

B 14 ppm HE29ppm HE73ppm

Sekil 5.37. Farkli bor konsantrasyonlarinda spesifik hiz

Calismalar sonucunda elde edilen veriler Cizelge 5.10.’da gdsterilmistir.
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Cizelge 5.10. pH=7'de, 48 saat ve 30-C inkiibasyonda, 650 rpm karistirma hizinda farkli bor
konsantrasyonlarinda elde edilen sonuglar

Konsalr?;:;Syonu Kuru hu;;i agirhigi, Spemf:llzslal;etgl)e hizi, ikilenme siiresi, to(saat)
14 ppm 0,015 0,494 1,40
29 ppm 0,013 0,447 1,55
73 ppm 0,009 0,421 1,65

Bor bilesiklerinin birgok mikroorganizma igin gerekli bir mikro besin maddesi oldugu

bilinmektedir. Fakat yiiksek miktarlardaki bor bilesikleri toksik etki de yaratabilmektedir.

Ulkemiz topraklarmda bol miktarda bulunan bor bilesiklerinin toprak bakterisi olan B.

subtilis ATCC 6633 susu tizerindeki etkisi arastirilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda

degerler gostermektedir ki 14 ppm {iistiindeki bor konsantrasyonlarinda bakterinin biiylimesi

yavaglamistir. 73 ppm’in iistiinde denenen degerlerde (146, 220, 292 ppm) ise biiyiime hig

olmamis hatta 6limlerin gergeklestigi goriilmiistiir. En yiiksek spesifik hiz ve kuru hiicre

agirhign degerleri 0,494 saat ve 0,015 g/L ile 14 ppm Bor metali kullanilan ortamda

gbzlenmistir. Bu degerlerin ayn1 sartlar altindaki N.B. ortamindan da daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.



56

Yilmaz yaptig1 ¢alismasinda (2012), borik asit ve boraks bilesiklerinin farkli bakteriler
izerindeki toksik olabilecek minimum konsantrasyonlarini ¢aligmistir. Calisma sonucunda
borik asit ve boraks i¢in bu degerleri sirasiyla E. coli i¢in 7,60 ve 47,60 mg/ml, S. aureus

icin 3,80 ve 23,80 mg/ml olarak tespit etmistir.

Ulkemiz topraklari bor bakimindan zengindir. Bacillus subtilis ‘in dogal biiyiime ortami olan
toprakta belli bir miktar bor bulunmasi iiremesini pozitif yonde etkileyecektir. Calisma
sonuncunda 14 ppm bor konsantrasyonundaki biyokiitle birikiminin N.B. ortamindan daha
yiiksek c¢ikmasi, bakteri icin Bor igeren ortamin dogal biiylime ortamina daha yakin ve
adaptasyonunun daha kolay oldugunu gostermektedir. 14 ppm Bor degerinin iistiinde
bakterinin liremesinin yavaglamasinin sebebi borun toksik etki yaratip inhibisyona sebebiyet
verdigini gostermektedir. Borun yeryiiziinde ortalama miktar1 2-100 (ppm) arasinda
degismektedir (Swaine, 1955). Bakteriler i¢in suda bulunmasi gereken kritik bor miktar: 18
mg/L (ppm) olarak sdylenmistir (World Health Organization, 1998). Bu da 14 ppm Bor
kullanilan ortamin en yiiksek degerleri verip iistiindeki degerlerde diisiislerin gdzlenmesini

kanitlamis, yapilan ¢alisma literatiir ile paralellik gostermistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Biyoteknolojik prosesler icin kullanilan bakterinin biiylime hizi ve elde edilen biyokiitle
miktar1 prosesin maliyeti, uygulanabilirli§i ve siirdiiriilebilirligi agisindan biiyiilk 6nem
tagimaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda Bacillus subtilis ATCC 6633 susu i¢in uygun ortam
kosullar1 calisilmis ve besi ortami olarak atik maddeler denenerek iiremenin ekonomik

ortamlarda olup olmadig1 arastirilmistir.

Oncelikle Bacillus subtilis ATCC 6633 susu icin uygun ortam kosullar1 arastirilmustir.
Inkiibasyon siiresini tespiti i¢in 48 ve 72 saat degerleri denenmis ve uygun siirenin 48 saat
oldugu tespit edilmistir. Inkiibasyon ortaminin sicakligini tespit etmek icin 30°C ve 37°C
degerlerinde calisilmis ve 30°C’nin daha uygun oldugu gézlenmistir. pH degerinin tespiti
icin 3, 7, 8 ve 9 degerleri galisilmis ve bakterinin pH=7 degerinde daha iyi lireme gosterdigi
goriilmistlir. Karigtirma hizinin etkisini gérmek i¢in karistirmasiz ortam, 375 rpm ve 650
rpm karistirma hizi verileri incelenmistir. Artan karistirma hizina bagli olarak B. subtilis’in
iireme hizinda da artis gézlenmis ve calismalarin devaminda 650 rpm karistirma hizinda
calisilmigtir. Inkiibasyon siiresinin 48 saat, sicakligini 30°C, ortam pH degerinin 7 ve
karistirma hizinin 650 rpm oldugu kosullarda maksimum iireme hiz1 0,460 saat’ ve

biyokiitle miktar1 0,023 g/L olarak bulunmustur.

Farkli karbon kaynaklarinin B. subtilis ATCC 6633 susunun iiremesine etkisi incelenmis ve
karbon kaynagi olarak mannoz, gliserol ve ksiloz denenmistir. En yiiksek biyokiitle
miktarma 0,023 g/L degeri ile mannoz varliginda ulasilmistir. En ytiksek spesifik iireme hiz1

(0,264 saat™) ve en kisa ikilenme siiresi de (2,62 saat) mannoz varliginda goriilmiistiir.

Farkli azot kaynaklarimin B. subtilis ATCC 6633 susunun iiremesine etkisi incelenmis ve
azot kaynagi olarak amonyum siilfat, malt ekstrakti ve glisin denenmistir. En yiiksek
biyokiitle miktarina 0,016 g/L degeri ile glisin varliginda ulagilmistir. En yiiksek spesifik
iireme hizi (0,548 saat?) ve en kisa ikilenme siiresi de (1,26 saat) glisin varliginda

gorilmiistiir.

Farkli konsantrasyonlardaki Nutrient Broth ¢ozeltisinin B. subtilis ATCC 6633 susunun
iiremesine etkisi incelenmis ve 0,8, 4, 8, 12 ve 16 g/L konsantrasyonlarindaki N.B. ¢ozeltileri

denenmistir. En yiiksek biyokiitle birikimine (0,022 g/L) N.B. konsantrasyonunun 12 g/L
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oldugu durumda ulasilmistir. En vyiiksek spesifik hiz degerine (0,345 saat®) N.B.
konsantrasyonunun 8 g/L oldugu ortamda rastlanmistir. N.B. konsantrasyonunun 16 g/L

oldugu durumda biyokiitle birikiminde ve spesifik hizda azalma meydana gelmistir.

Organik (Siiper Doll) ve kimyasal (kimyasal giibre) ortamlarmin B. subtilis ATCC 6633
susunun iiremesine etkisi incelenmistir. Bunun i¢in 150°ser ml organik ve kimyasal ortamlar
hazirlanmistir. Elde edilen veriler sonucunda en yiiksek biyokiitle birikimi (0,034 g/L) % 2
(v/v) derisimdeki siiper doll ortaminda gézlenmistir. Kimyasal giibre kullanilan ortamda ise
biyokiitle birikimi daha az olmasina ragmen spesifik hiz degeri (0,258 saat™) daha yiiksek,

ikilenme stiresi (2,68 saat) daha kisa ¢ikmustir.

Farkli melas konsantrasyonlarmin B. subtilis ATCC 6633 susunun iiremesine etkisi
incelenmistir. Bu ¢alisma i¢in, toplamda 150 ml ¢6zelti olacak sekilde 2, 5, 10, 25 ve 50 ml
melas kullanilmistir. En yiiksek biyokiitle birikimine (0,019 g/L) ve en yiiksek spesifik hiza
(0,294 saat™®) 10 ml (% 6) melas kullanilan ortamda ulasilmistir.

Farkli Bor metali konsantrasyonunun B. subtilis ATCC 6633 susunun iiremesine etkisi
incelenmistir. Bor konsantrasyonu 14, 29, 73, 146, 220 ve 292 ppm olacak sekilde ¢ozeltiler
hazirlamak i¢in Boraks bilesigi kullanilmistir. En yiiksek biyokiitle miktart (0,015 g/L) ve
spesifik hiz (0,494 saat') degeri 14 ppm Bor konsantrasyonunda goriilmiistiir. Bor
konsantrasyonu 14 ppm degerinin iizerine ¢iktikca kuru hiicre agirligi ve spesifik lireme

hizinda azalis gézlenmistir.

Yapilan ¢caligmada Bacillus subtilis ATCC 6633 susunun iiremesine ortam kosullarinin etkisi
arastirllmistir. Sonug olarak, starter sus olarak Bacillus subtilis ATCC 6633 segilen
endiistriyel proseslerde, organik veya kimyasal giibrelerin kullanildig1 topraklarin numune
olarak secilebilecegi, bazi endiistriyel atiklarin besi ortami olarak degerlendirilebilecegi
goriilmiistiir. Boylece ekonomik ve siirdiiriilebilir biiylik 6l¢ekli prosesler olusturularak,
plastige alternatif olarak {iretilen ¢evre dostu mikrobiyal biyoplastik tesisleri

kurulabilecektir.

Bacillus subtilis ATCC 6633 susunun iiremesini daha verimli bir hale getirebilmek igin

asagidakiler Onerilebilir:
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Toprakta bulunabilecek farkli metal komplekslerinin etkisi ¢aligilabilir.

Ortama farkli enzimler ilave edilerek biyokiitle miktarina ve spesifik ireme hizina etkisi
incelenebilir.

Mikrobiyal besin ortami olarak farkli karbon ve azot kaynaklar1 kullanilabilir.
Karbon/Azot (C/N) oranindaki degisimin iireme lizerine etkileri ¢alisilabilir.

Kesikli sistemde bakterinin {iremesi deneyleri gerceklestirilirken, ortama oksijen

ilavesinin etkisi incelenebilir ve ortam parametreleri degistirilebilir.
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