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Amag: Bu tez calismasinin amaci, suda ¢ozilinebilen ekzopolisakkarit (EPS) iireten bakterilerin
izole edilmesi, en verimli izolatin belirlenerek tanilanmasi ve daha sonra en verimli izolattan
saflagtirilan EPS'nin kimyasal yapis1 ve bazi biyolojik aktivitelerinin arastirilmasidir.

Yontem: Calismada kullanilan bakteriler, Erzurum’un farkl ilgelerinde bulunan ¢am orman
topraklarindan izole edildi. Suda ¢Oziinebilir EPS {iretimi igin segilen en iyi izolat
konvensiyonel ve molekiiler yontemlere gore tanilandi. En iyi izolat ile maksimum EPS {iretimi
icin bazi kiiltiir kosullar1 (sicaklik, pH ve inkiibasyon siiresi) optimize edildi. EPS'nin
karakterizasyon asamasinda, ¢oziiniirliigii (farkli solventlerde), karbonhidrat igerigi (fenol-
stilfiirik asit yontemiyle), protein icerigi (Warburg-Christian yontemi ve Bradford yontemiyle),
monomer bilesimi (HPLC analiziyle), fonksiyonel gruplar1 (FT-IR ile) ve molekiil agirlig
(viskozite bazli yontemle) arastirildi. EPS’nin farmasotik potansiyelini ortaya ¢ikarmak i¢in
onun antimikrobiyal, antikanser, antioksidan, anti-aging ve antiobezite aktiviteleri test edildi.

Bulgular: En yiiksek miktarda suda ¢6ziinebilir EPS iireten izolat (DT3-C) konvensiyonel ve
molekiiler yontemlere gore Cytobacillus oceanisediminis (GenBank: OR826625) olarak
tanilandi. Bu izolat ile EPS iretimi i¢in en uygun kosullar, 8,0k baslangi¢ pH's1, 35°C'lik
inkiibasyon sicakligt ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi olarak belirlendi. EPS’nin sudaki
¢Oziinlirliigliniin organik ¢oziiclilerdeki ¢oziinlirliiglinden ¢ok daha yiiksek oldugu belirlendi.
EPS'nin ramnoz, ksiloz, arabinoz, fruktoz ve glukoz monomerlerinden olusan bir
heteropolisakkarit oldugu gosterildi ve molekiil agirhigi 142 Da olarak belirlendi. EPS'nin
antikanser (akciger, kolon, ndroblastoma ve prostat kanseri hiicre dizileri lizerinde), antioksidan
(DPPH, hidroksil, siiperoksit ve nitrik oksit radikallerine karsi), yaslanma karsit1 (dermal
fibroblastlar iizerinde) ve antiobezite aktiviteleri sergiledigi, ancak test edilen patojenlerden
herhangi birine kars1 antimikrobiyal aktivite géstermedigi bulundu.

Sonug¢: C. oceanisediminis ile EPS iiretimi literatiirde ilk kez gergeklestirildi. EPS'nin
heteropolisakkarit bir yapiya sahip oldugu ve cesitli biyolojik aktiviteler sergileyebildigi
gosterildi. Bu nedenle, C. oceanisediminis'ten elde edilen EPS'nin; gida, biyomedikal, kozmetik
ve ilag endiistrilerinde insan yararina uygulama alan1 bulabilecegi dngoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cytobacillus oceanisediminis, ekzopolisakkarit, antioksidan, antikanser,
anti-aging, antiobezite

Aralik 2023, 113 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL THESIS

PRODUCTION OF BIOACTIVE EXOPOLYSACCHARIDE BY Cytobacillus
oceanisediminis

Seyda ALBAYRAK
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Purpose: The aims of this thesis study were to isolate water-soluble exopolysaccharide (EPS)
producing bacteria, to determine and identify the most productive isolate, and then to
investigate the chemical structure and some biological activities of EPS purified from the most
productive isolate.

Method: Bacteria used in the study were isolated from pine forest soil samples taken from
different districts of Erzurum. The best isolate selected for water-soluble EPS production was
identified according to conventional and molecular methods. Some culture conditions
(temperature, pH and incubation time) were optimized for maximum production of EPS by the
best isolate. the highest EPS production. In the characterization stage of EPS, its solubility (in
different solvents), carbohydrate content (by phenol-sulfuric acid method), protein content (by
Warburg-Christian method and Bradford method), monomer composition (by HPLC analysis),
functional groups (by FT-IR) and molecular weight (by viscosity-based method) were
investigated. To reveal the pharmaceutical potential of EPS, its in vitro antimicrobial,
anticancer, antioxidant, anti-aging and antiobesity activities were tested.

Findings: The isolate (DT3-C) producing the highest amount of water-soluble EPS was
identified as Cytobacillus oceanisediminis (GenBank: OR826625) according to conventional
and molecular methods. The optimal culture conditions for EPS production by this isolate were
determined as an initial pH of 8, an incubation temperature of 35°C and an incubation time of
48 h. The solubility of EPS in water was found to be much higher than its solubility in organic
solvents. EPS was shown to be a heteropolysaccharide consisting of rhamnose, xylose,
arabinose, fructose and glucose monomers, and it molecular weight was determined as142 Da.
EPS exhibited anticancer (on lung, colon, neuroblastoma and prostate cancer cell lines),
antioxidant (against DPPH, hydroxyl, superoxide and nitric oxide radicals), anti-aging (on
dermal-fibroblast) and antiobesity activities, but no antimicrobial activity against any of the
tested pathogens.

Result: EPS production by C. oceanisediminis was performed for the first time in the literature.
The EPS was shown to have a heteropolysaccharide structure and can exhibit diverse biological
activities. Therefore, it is anticipated that EPS derived from C. oceanisediminis may find
application in the food, biomedical, cosmetic and pharmaceutical industries for human benefit.

Keywords: Cytobacillus oceanisediminis, exopolysaccharide, antioxidant, anticancer, anti-
aging, anti-obesit

December 2023, 113 pages
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GIRIS

Polisakkaritler dogada bol miktarda bulunan farkli organizmalar tarafindan
sentezlenebilen yenilenebilir, biyouyumlu polimerlerdir. Polisakkaritlerin en 6nemli kaynaklar1
bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalardir. Bununla birlikte, hizli {liremeleri, kiiltiir
kosullarinin daha kolay kontrol edilebilmesi, ucuz substratlar iizerinde gelistirilebilmeleri ve
triin saflagtirmalarinin daha kolay olmasi gibi birgok sebepten dolayr polisakkaritlerin
tiretiminde bitki ve hayvanlara kiyasla mikroorganizmalar daha ¢ok tercih edilmektedir

(Raveendran et al. 2018; Gabriel et al.2020; Sharma et al.2020; Song et al. 2023).

Mikrobiyal ekzopolisakkaritlerin (EPS) tiretimi esas olarak sivi kiltiirlerde
gerceklestirilmektedir. Uretimde verimi arttirmak igin sicaklik, pH, azot ve karbon kaynaklari,
inkiibasyon siiresi gibi kiiltiir kosullar1 optimize edilmektedir. Uretimden maaliyetin azaltiimasi
acisindan da karbon ve/veya azot kaynagi olarak ucuz organik atiklardan ya da yan iirlinlerden
yararlanilmaktadir. Uretilen ekzopolisakkaritlerin karakterizasyonunda spektrofotometre, FT-
IR, HPLC, NMR ve SEM gibi cihazlardan faydalanilmaktadir. (Castellane et al.2015;
Vinothkanna et al.2021).

Bulunmus oldugu yere gore mikrobiyal polisakkaritler genel olarak hiicre i¢i depo
polisakkaritleri (glikojen), kapsiiler polisakkaritler (6rn. K30 O-Antijen) ve ekzopolisakkaritler
olarak bilinen hiicre dis1 polisakkaritler (6rn. levan, ksantan, sfingan, aljinat, pullulan, seliiloz,
vb.) olmak {izere lige ayrilabilir. Kapsiiler polisakkaritler patojenite ve virulans faktorii ile
iliskili iken ekzopolisakkaritlerin ¢ogu biyouyumlu ve islevsel olup biyoteknolojik ve
endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir (Schmid and Sieber, 2015; Schmid et al.2015; Wang et
al.2015).

Ekzopolisakkaritlerin molekiil agirligi 10-1000 kDa arasinda degismektedir. Diger
polisakkaritlerde oldugu gibi mikrobiyal ekzopolisakkaritlerde monomer tipine gore
homopolisakkaritler ~ve heteropolisakkaritler olarak ikiye ayrilmaktadir. Homo-
ekzopolisakkaritler tek tipte monomerlerden olusurken, heteropolisakkaritlerde monomer tipi
iki ve daha fazla sayida olmaktadir. Homopolisakkaritlerden levan fruktoz, pullulan maltoz,
dekstran ise glukoz monomerinden olusmaktadir (Bajpai et al.2016; Abarquero et al.2022).
Farkli monomerlerden olusan heteropolisakkaritler yiiklii ya da nétr seker karisimi olarak da
adlandirilmaktadir. Ayn1 zamanda fosfat, glukozil asetil, protein, glikolipitler vb. gibi seker

olmayan birimleri icerebildigi gibi organik ve inorganik bilesenleri de icerebilmektedir.



Ornegin; gellan zamk1, ramnoz, glikoz ve galaktozdan olusan bir heteropolisakkarittir (Asgher

et al 2020; Osemwegie et al. 2020).

EPS’lerin biyolojik aktivitelerini, ¢oziiniirliiklerini ya da fonksiyonlarini sahip olduklar1
monomer kompozisyonu, molekiiler agirlig1 ve siilfat gruplar1 gibi diger bilesenlerin varligi
etkilemektedir. Ornegin siilfat gruplarmin ve diisiik molekiiler agirhgin EPS’lerin sudaki
¢Oziiniirliglini arttirdigi bu sayede de daha yiiksek biyolojik aktivite gostermelerine katki
yaptigi agiklanmaktadir (Kiddane and Kim 2021; Kang et al., 2022; Yang et al.2022). Bu
ylizden yapilan calismalarda EPS’lerdeki fonksiyonel gruplarin modifikasyonu (fosfat
gruplariin eklenmesi gibi) ve molekiiler agirligin degistirilmesi seklinde yaklasimlarla
EPS’lerin biyolojik aktiviteleri arttirillmaktadir (Li et al.2016; Wang et al.2018; Rana and
Upadhyay 2020).

Yapilan caligmalarda EPS’lerin antioksidan, antiaging, antikanser, antibakteriyel,
antifungal, antitrombotik, antiparazitik, antiviral, anti-inflamatuar ajan, kolesterol diisiiriicii,
antiobezite, antidiyabetik ve bagisiklik diizenleyici gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahip
oldugu bu yiizden de hastaliklarin engellenmesinde potansiyel ilag adaylar1 olabilecegi
aciklanmaktadir. Bu molekiiller yine saglik alaninda doku miihendisligi ve yara iyilesmesi
caligmalarinda da kullanilmaktadir (Wang et al. 2008; Li et al. 2015; Trabelsi et al. 2017) Gida
endiistrisinde biyoemiilgatorler, jellestirici ajanlar, biyostabilizatorler, kozmetik endiistrisinde
ise kirigikliklar1 giderme, deriyi nemlendirme ve elastikiyeti koruma 6zellikleri sayesinde deri-
yaslanma karsiti molekiiller olarak kullanilabilmektedir (Nwodo et al. 2012; Xu et al.2019;
Korcz and Varga 2021).

Gilinlimiizde gida, kozmetik ve ilag endiistrilerinde sentetik katki maddeleri yerine dogal
iiriinlere olan ilgi her gegen giin daha da artmaktadir. Ornegin ticari olarak {iretimi
gerceklestirilen ve islevsel olarak biiyliik 6neme sahip mikrobiyal EPS’lerden; kurdlan, seliiloz,
aljinat gellan, levan, pullulan, ksantan ve hiyaliironik asit endiistriyel pazarin biiyiik bir kismini
olusturmaktadir (Rana and Upadhyay 2020). Mikrobiyal polisakkaritler bakteri, kiif ve maya
gibi organizmalar tarafindan iiretilmektedir. EPS iireten bakterilere; Lactobacillus bulgaricus,
L. plantarum, Lactococcus lactis, Xanthomonas campestris, Leuconostoc mesenteroides,
Thermococcus litoralis, Bacillus licheniformis, Anoxybacillus gonensins 6rnek verilmektedir
(Bibi et al.2021; Karadayi et al.2021; Yang et al.2023).

Bununla birlikte tez ¢alismasinda kullanilan Cytobacillus oceanisediminis tiiriiniin EPS
liretme yetenegi {lizerine literatiirde herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Dahasi bu tiiriin
diger biyoteknolojik potansiyelleri lizerine de literatiirde sinirli sayida ¢alisma yer almaktadir

(Baltaci, 2022; Yadav et al.2022; Ning et al.2023; Tarasov et al.2023; Yang et al.2023) Soz



konusu ¢alismalarda da bakterinin probiyotik olarak kullanilma potansiyeli, Okratoksin A
detoksifikasyonu, seliilaz aktivitesi, lipaz, amilaz aktiviteleri arastirilmis olup EPS iiretme

yeteneginden bahsedilmemistir.



KURAMSAL TEMELLER

Mikroorganizmalarin Endiistriyel ve Biyoteknolojik Oneme Sahip Metabolitleri

Gozle goriilemeyen canlilar olan mikroorganizmalar, hayatimizin her alaninda bize
eslik etmektedir. Yasamlarimiz tizerindeki etkisinin ne kadar belirleyici oldugu, hangi sorunlara
neden oldugu, onlardan ne kadar faydalandigimizi ve etkilerinin ne kadar fazla oldugunu ¢ogu
zaman fark etmeyiz. Mikroorganizmalar toplumlarin, siyasetin ve tarihin gelisiminde de
siklikla belirleyici bir rol oynamaktadir. Ornegin 14.yy’daki kara veba salgmmi Avrupa’nin
tarthine yon vermistir. Yine son yillarda hastaliklara sebep olan bakteri/viriisler yiiziinden
ekonomide ciddi degisiklikler olugmustur. Bunlara ragmen, mikroorganizmalarin c¢ogu
zararsizdir ve bircogu aslinda insanlara faydalidir. Ornegin peynir, yogurt ve diger fermente
gidalarin yapiminda, antibakteriyel, antifungal, antiparazit, antiviral ve antikanser, ilaglarin
tiretiminde mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar bagirsak mikrobiyomun
onemli bir kismin1 olusturmakla birlikte gevre kirliliklerinin gideriminde, petrol atiklarinin
uzaklastirilmasinda, agir metal giderimi gibi c¢esitli biyoremediasyon calismalarinda yine

mikroorganizmalar tercih edilmektedir (Nowak et al.2017; Filote et al.2022; Kaur et al.2022).

Mikroorganizmalar; endiistriyel, tibbi, mithendislik alanlarinin yani sira savunma sanayi
gibi bir¢cok alanda da kullanilmaktadir. Glinlimiizde 6zellikle gida, kozmetik, ¢evre ve ilag
sektoriinde kullanilan ana {iriinleri daha siirdiiriilebilir bir sekilde elde etmek i¢in alternatif
prosesler aranmaktadir. Bunun altinda yatan en temel sebep ise, sentetik katki maddeleri yerine
dogal iiriinlere olan yogun talep ve ilgidir. Endiistriyel biyoteknoloji bu amag¢ i¢in umut verici
bir alan olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu alanin basaris1 ise biiyilk Ol¢lide uygun bir
mikroorganizmanin mevcudiyetine baghdir. Giinlimiizde biyoteknolojik proseslerde popiiler
olan biyosiirfaktan, aroma verici maddeler, mikrobiyal yaglar ve polisakkarit iiretimi gibi
calismalarda bulunan bir kisinin Oniindeki en Onemli problemlerden birisi; istedigi bu
proseslerde kullanabilecegi mikroorganizma elde etmektir. Genelde arastirmaci, uygun
mikrobu bulmak i¢in ¢dpler, tarimsal/endiistriyel atiklar, bozulmus gidalar, ekstrem ortamlar
gibi c¢esitli alanlarda taramalar yapmaktadir. Sonug olarak insanlara fayda saglayan iiriinleri
iiretmek veya iiretim siireclerini gelistirmek i¢in bu canli organizmalara ihtiya¢ duyulmaktadir

(Pessoa et al 2019; Khan 2020).

Mikroorganizmalarin biyoteknolojideki uygulamalarinda sadece bakteriler degil

makro/mikro algler, mayalar ve kiifler de yer almaktadir. Mikroorganizmalar ile lipaz, amilaz,



tannaz, proteaz, invertaz, pektinaz gibi enzimlerin yanisira pigment, organik asit, polisakkarit,
sitrik asit, laktik asit, tek hiicre proteinleri, antikanser peptit, etil alkol, glukonik asit gibi

endiistriyel dneme sahip birgok maddenin iiretimi gergeklestirilmektedir (Rastegari et al.2020).

Enzimler

Enzimler kimyasal reaksiyonlar1 yonlendiren, protein yapisinda bulunan biyolojik
katalizorlerdir. Enzimler, metabolizma, enerji iiretimi ve sindirim dahil olmak iizere birgcok
biyokimyasal reaksiyon i¢in gereklidir. Viicutta karaciger, epitel, pankreas ve kas dahil olmak
tizere tim viicut dokularinda bulunmaktadir. Binlerce farkli enzim tiirii bulunmaktadir; bu
enzimlerin spesifik ortamlar ve iglevleri farklilik gostermektedir (Gurung et al.2013; Ray et al.
2017) Enzimler temel olarak 6 smiftan olusmaktadir, enzimlerin isimleri ve katalizledikleri

reaksiyonlar 6zet halinde Tablo1.de gosterilmistir.

Piyasada 4000'den fazla enzim tanimlanmis olup bunlarin 200U endiistriyel amagli
kullanilmaktadir. Mikrobiyal enzimler elde edilmesinin teknik kolayligi, ekonomik
yapilabilirligi, tirlin geri kazanimi, toksik yan {iriin olusturmamalar1 ve optimizasyonunun kolay
olmasi nedeniyle ticari uygulamalarda genellikle tercih edilmektedir (Choi et al.2015; Aslam
et al.2020). Enzim endiistrisi, biyoteknolojik proseslerdeki gelismelere bagli olarak son yillarda
hizli bir ilerleme gostermistir. Enzim sayis1 arttirilmakla kalmamais, enzimlerin verimliligi ve
tretimide gelistirilmistir. Ayrica, etkili alt islem ve immobilizasyon stratejileri, enzimlerin
stabilitesinin, safligiin ve yeniden kullanilabilirliginin arttirilmasina biiyiik dl¢lide yardimci

olmustur. Ticari enzimlerin neredeyse %90'1 miithendislik triiniidiir (Adrio et al.2014).

Gecmis donemlerde peynir, sarap, bira ve sirke yapiminda kullanilan enzimler,
rekombinant gen teknolojisinin de ilerlemesi ile hormon ve ilag gibi yeni molekiillerin
sentezlemesinde de kullanilmaktadir (Homaei 2015). Bunun yaninda deterjan, deri islemesi,
gida endiistrisi uygulamalar1 hatta gevre kirliligine sebep olan atiklarin bertaraf edilmesinde de
enzimler yer almaktadir (May 2019). Endiistriyel Olgekli iiretilen enzimlerin %75’ini
hidrolazlar olusturmaktadir. Biyoteknolojik sirketlerden olan Novozymes, Dupont, Roche ve
DSM diinya enzim pazarinda 6n siralarda yer almaktadir (Liu et al.2023). Endiistriyel enzimler
icin kiiresel talep istikrarli bir sekilde artmakta ve 2023 yilina kadar 7,0 milyar dolara ulasacagi
tahmin edilmektedir. Endiistriyel enzimlerin yaklasik %60 mantarlardan, %24'i bakterilerden,
%4 mayalardan, geri kalan %10'u ise bitki ve hayvan kaynaklarindan iiretilmektedir (Arun
2018). Mikroplarin farkli biyoproseslerde kullanimi ve {irettikleri iirlinler Tablo 2.de
Ozetlenmistir. Mikrobiyal enzimlerin farkli saglik sorunlarina yonelik uygulamalarina Tablo 3.

de gosterilmistir (Singh et al.2016).



Tablo 1. Enzim Smuflari, Reaksiyon Tiirleri ve Karsilik Gelen Enzimler

Sinif Reaksiyon Enzim
Oksidorediiktaz Molekiiller — arasinda  hidrojen, Dehidrojenazlar, oksidazlar,
oksijen veya elektronlarin transferi.  oksijenazlar, peroksidazlar
Transferaz Atom gruplarmin bir molekiilden Fruktosiltransferazlar,
digerine aktarilmasi. transketolazlar,  asiltransferazlar,
transaminazlar
Hidrolaz Baglarin hidrolitik boliinmesi Proteazlar, amilazlar, asilazlar,
lipazlar, fosfatazlar, kiitinazlar
Liyaz Eliminasyon veya ekleme Pektat liyazlar, hidratazlar,
reaksiyonlariyla hidrolitik olmayan dehidratazlar, dekarboksilazlar,
boliinme fumaraz, argino siiksinaz
izomeraz Bir molekiil iginde grubun bir Izomeraz, epimeraz, rasemazlar
pozisyondan digerine transferi
Ligaz ATP veya benzer trifosfatlardaki Sentetazlar, ligazlar

enerji acgisindan zengin bir bagin
hidrolizi ile birlikte iki molekiiliin

kovalent baglanmasi

Tablo 2. Mikrobiyal Enzimlerin Endiistriyel Uygulamalari

Endiistri Enzim Enzim Fonksiyonu Mikroorganizma
Transglutaminaz Protein gapraz baglama Streptomyces sp.
Asit proteinaz Stit kuagiilasyonu Aspergillus sp.
Notr Proteinaz Peynir olgunlagmasi Bacillus subtilis, A.
oryzae
Sut Lipaz Peynir tadimi 6zellestirmek Aspergillus niger, A.
oryzae
Laktaz Laktozu azaltilmig siit ve peynir Escherichia coli,
alt1 suyu triinleri Kluyveromyces sp.
Aminopeptidaz Peynir olgunlagmasi Lactobacillus sp.
Katalaz Peynir olgunlagmas1 Aspergillus niger
Aminopeptidazlar  Acilik giderme Lactobacillus  brevis,
L. plantarum
Pektinaz Depektinizasyon Aspergillus oryzae,
Penicillium
funiculosum
Glukoz oksidaz Biradan oksijenin uzaklastirilmas1 ~ Aspergillus niger
Igecek Seliilaz Meyve s1vilastirma Aspergillus niger,
Trichoderma
atroviride
Amilaz(L,B) Nisasta hidrolizi Bacillus, Aspergillus,
Streptomyces,
Rhizopus
B-Glukanaz Bulaniklik giderme Bacillus subtilis,

Aspergillus spp.




Tablo 2. (devami)

Hayvan
Yemi

Kagit

Deterjan

Polimer

Proteaz

Pullulanaz

Naringinaz
Limoninaz
Fitaz

Ksilanaz

B-glukanaz
Lipaz
Proteaz

Amilaz

Ksilanaz

Lakkaz

Seliilaz

Amilaz

Lipaz

Proteaz

Seliilaz

Kiitinaz
Mannanaz

Lipaz

Lakkaz

Glikoz oksidaz

Transglutaminaz

Tirozinaz

Bulaniklik giderme

Nisastaningekere dniistiiriilmesi

Acilik giderme

Fosfor aciga cikarmak igin fitik
asit hidrolizinde

Nisastanin
arttirilmasinda

sindirilebilirliginin

Sindirime yardimcist
Boya kontrolii
Biyofilm giderme

Miirekkep
iyilestirmesi

giderme, drenaj

Agartic giiclendirme

Klorsuz agartma, delignifikasyon

Miirekkep
iyilestirmesi

giderme, drenaj

Karbonhidrat lekesi ¢ikarma

Yag lekesi giderme

Protein lekesi ¢ikarma

Renk agiklama

Trigliserit giderimi
Mannan leke ¢ikarma

Polikondensasyon, Laktonlar,

Karbonatlar
Bisfenol A'nin polimerizasyonu

Anilinlerin polimerizasyonu

Proteinin ¢apraz baglanmasi

Lignin ve kitosanin

polimerizasyonu

Aspergillus niger
Bacillus sp., Klebsiella
sp.

Aspergillus niger, A.
oryzae

Aspergillus niger

Aspergillus sp.,
Bacillus sp.

Aspergillus niger
Candida antarctica
Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis

Trichoderma  reesei,
Thermomyces
lanuginosus,

Aureobasidium
pullulans

Bacillus subtilis

Bacillus sp.,
Aspergillus niger

Aspergillus sp.,
Bacillus subtilis

Aspergillus oryzae, A.
flavus,

Aspergillus oryzae,
Bacillus subtilis

Aspergillus niger,
Bacillus sp.

Fusarium solani f. pisi
Bacillus sp.

Candida antarctica

Trametes hirsuta

Aspergillus niger,
Penicillium
chrysogenum

Streptomyces
mobaraensis

Streptomyces
castaneoglobisporus




Tablo 3. Mikrobiyal Enzimlerin Bazi Terapotik Uygulamalari

Tedavi Enzim Mikroorganizma
Antikanser L-Asparaginaz, L-glutaminaz, Escherichia coli, Pseudomonas
L-tirozinaz, acidovorans,
galaktosidaz Beauveria bassiana,
Acinetobacter
Anti-inflamatuvar Stiperoksit dismutaz, Lactobacillus plantarum,
Serrapeptaz Nocardia sp.,
Mycobacterium sp.,
Corynebacterium
Glutamicum,
Antikoagulant Streptokinaz, iirokinaz Streptococci  sp.,  Bacillus
subtilis
Antibiyotik sentezi Penisilin oksidaz, rifamisin B Penicillium sp.
oksidaz
Antioksidan Stiperoksit dismutazlar, Lactobacillus plantarum,
glutatyon peroksidazlar, Corynebacterium glutamicum
katalaz
Cilt Kollajenaz Clostridium perfringens
Detoksifikasyon Lakkaz, Rodanese Pseudomonas aeruginosa
Antibiyotik direnci b-Laktamaz Klebsiella pneumonia,

Citrobacter freundii,
Serratia marcescens

Antiviral Riboniikleaz, Serrapeptaz Saccharomyces cerevisiae
Gut Urikaz Aspergillus flavus
Sindirim Bozuklugu a-Amilaz, lipaz Bacillus spp., Candida

lipolytica, A. oryzae

Siyaniir zehirlenmesi Rodanaz Sulfobacillus sibiricus

Endiistriyel 6neme sahip enzimlerden bahsetmek gerekirse: Proteazlar, protein ve
polipeptitleri olusturan aminoasitler arasindaki amid baglarinin hidrolizini katalizleyen
enzimlerdir. Proteazlar, ana besin kaynaklarimizdan biri olan proteinlerin viicuda alindiktan
sonra parcalanmasi, islenmesi ve fonksiyonlarinin diizenlenmesinde gorev alir. Kan
pihtilagmasi, hiicre 6liimiiniin kontrolii ve doku farklilasmasi gibi 6nemli biyolojik siireglerde
rol oynadigi bilinmektedir. Canli viicudunda tistlendikleri gorevlere ek olarak gida (6zellikle
firincilik sektoriinde), ilag, deri, deterjan ve fotografeilik gibi bir¢ok alanda da kullanilmaktadir
(Wolfe 2009). Proteazlar, kdkenlerine, katalitik aktivitelerine ve reaktif grubun dogasina gore
siniflandirilmaktadir. Bu enzimlerin baglica kaynaklar1 mikroorganizmalar, hayvanlar ve
bitkilerdir. Mikrobiyal proteazlar hiicre dis1 veya hiicre i¢i olarak iiretilmektedir. Bu enzimlerin

mikrobiyal liretimi; tiirler arasinda farklilik gostermekte olup, sicaklik, beslenme, ¢oziinmiis



oksijen konsantrasyonu, inorganik tuzlar, pH, nitrojen ve karbon kaynaklari ve ¢alkalama gibi

kiiltiir parametrelerinden biiyiik 6l¢iide etkilenmektedir (Kuddus et al.2008; Kasana et al.2011).

Proteazlar; polipeptit zincirleri iizerindeki etki yerine gore ikiye ayrilir, bunlar
ekzopeptidaz ve endopeptidaz’dir. Ekzopeptidazlar, serbest bir N-terminal amino grubu, C-
terminal karboksil grubu veya her ikisini birden igeren aminoasit dizilerindeki bagi hidroliz
yapabilmektedir. Ekzopeptit, bir protein veya peptit substratinin amino ucundaki peptitleri
pargalayan proteolitik bir enzimdir. Yasamin her alaninda bulunmakla birlikte; protein
dontisiimii, sinyal iletimi, hiicre proliferasyonu gibi bir¢ok hiicresel siiregte de 6nemli rol
oynamaktadir. Ekzopeptidazlar ayrica aminopeptidazlar, karboksipeptidazlar, dipeptidil-
peptidazlar, peptidil-dipeptidazlar, tripeptidilpeptidazlar ve dipeptidazlar olarak 6 gruba
ayrilmaktadir (Song et al. 2023).

Protein substratinin karboksil ucundaki peptid bagini1 parcalayan enzim endopeptidaz
olarak adlandirilmaktadir. Ekzopeptidazlar, polipeptit zincirlerinin uglarina etki ederken,
endopeptidazlar ise polipeptit zincirlerinin i¢ bolgelerinde gelisi giizel hareket etmektedir.
Endopeptidazlar, aktif bolgelerinde bulunan katalitik kalintiya gore sistein, glutamik asit,
treonin, metallo, aspartik ve serin proteaz olmak iizere alt1 gruba ayrilmaktadir. Endopeptidaz,
proteinlerin uygun sekilde par¢alanmasimi ve geri doniistiiriilmesini sagladigi i¢in hiicrenin
protein dongiisiinlin 6nemli bir bilesenidir. Sonug olarak, ekzopeptidaz ve endopeptidazlarin

kesfi ilag gelistirilmesinde 6nemli birer hedeftir (Rawlings et al.2018; Mubeen et al.2023)

Glinlimiizde mikrobiyal proteazlar; firincilik, biracilik, deterjan, deri yapimi, eczacilik,
et yumusatma, kozmetik, tibbi teshis gibi ¢esitli alanlarda kullanilmakla birlikte, 6zellikle son
yillarda yem endiistrisinde, atiklarin aritimi-yeniden kullanilmasi c¢alismalarinda da genis
kapsamli uygulamalar1 bulunmaktadir (Asitok et al.2022; Cupi et al.2022). Endiistriyel alanda
proteaz iireticisi mikroorganizmalara; Bacillus, Escherichia, Clostridium, Candida ve
Pseudomonas tiirleri 6rnek verilebilir (Ariyaei et al.2019; Pereira et al.2020; Tekin et al.2020;
Mechri et al.2021).

Lipazlar, geleneksel olarak apolar, suda ¢éziinmeyen ester substratlarin1 hidroliz eden
lipitlerin ve yaglarin ester baglarini parcalayarak; yag asitlerine, gliserole ve diger alkollere
doniistiiren  enzimlerdir. Temel fonksiyonu trigliseritlerin  hidrolizini  saglamak,
transesterifikasyon, esterifikasyon ve interesterifikasyon reaksiyonlarini gergeklestirmektir.
Enzimin uygulamalar arasinda; 6zel organik sentezler, kat1 ve s1vi yaglarin hidrolizi, yaglarin
modifikasyonu, gida islemede lezzetin arttirilmasi, rasemik karisimlarin ¢oziilmesi ve kimyasal
analizler yer alir (Muthumari et al.2016; Melani et al. 2020). Bu ¢ok yonliiliik lipazlarin ilag,

kozmetik, gida, tekstil, deterjan, deri ve kagit sanayisinde yaygin olarak kullanilan endiistriyel



enzimlerden biri haline getirmektedir. Ozellikle mikrobiyal lipazlar, endiistriyel agidan énemli
biyokatalizdrler olmasi nedeniyle bu enzimi lireten mikroorganizmalarin taranmast, iiretimi ve
saflastirilmast var olan ihtiyaclar1 karsilamak i¢in dnemlidir. Bu alanda en fazla kullanilan
mikroorganizma cinslerine; Pseudomonas, Penicillium, Rhodotorula, Yarrowia, Aspergillus,
Bacillus ve Streptomyces ornek verilebilir (Hwang et al.2014; Borrelli et al.2015; Lima et
al.2018; Triyaswati et al.2020; Ali et al.2023).

Amilazlar, nigastay1r ve cesitli sakkaritleri hidrolize edebilen enzimler olup, en iyi
bilinenleri a-amilaz, B-amilaz ve glukoamilazdir. Amilazlar bakteriler, mantarlar, mayalar ve
hatta insanlara kadar c¢esitli organizmalar tarafindan {retilebilmektedir. Organizmalar
tarafindan tiretilen amilazlar; aktivite, iretim substartlari, tiretim kosullar, etki ettikleri glikozit
baga gore Ozgilliik gostermektedir. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen amilazlar yiiksek
basing ve sicaklik gibi zorlu kosullar gerektiren kimyasal yontemlere kiyasla, genetik
miihendisligi ile modifikasyonlara uygun olmalari, ortam kosullarina adapte olabilmeleri,
istenilen 6zellikte endiistriyel iirtinleri tiretebilmeleri gibi bir¢ok avantajiyla endiistride siklikla
degerlendirilmektedir (Far et al.2020) Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen amilazlar; i¢ecek,
biyoyakait, ilag, giyecek, deterjan, nisasta isleme, tatlandirici, tekstil ve fermentasyon gibi birgok
endiistride  kullanilmaktadir. Literatiirde amilaz iiretiminde siklikla karsilastigimiz
mikroorganizmalara; Bacillus, Aspergillus, Geobacillus, Nocardiopsis, Nesterenkonia ve
Streptomyces ornek verilebilir (Sudan et al.2018; Niyonzima et al. 2023 Abd EIl Mageed et
al.2023).

Pektin, tiim kara bitkilerinde bulunan primer hiicre duvarinin temel bilesenidir. Pektik
maddeler, galakturonik asit omurgasina o (1-4) baglantis1 ile baglanan kolloidal
polisakkaritlerdir. Pektinazlar, pektik polimerdeki glikozidik baglarin hidrolizini katalizleyen
ve pektik maddelerin par¢alanmasinda gorev alan enzimlerdir (Mohandas et al.2018)
Bitkilerden yag ¢ikarmak icin pektinaz enzimleri ve diger hiicre duvarini pargalayan enzimler
kullanilir. Ozellikle iilkemizde ticari olarak iiretilen zeytinyaginin ekstraksiyonunda pektinaz
seliilaz ve hemiseliilaz enzimleri kullanilmaktadir. Bunun yaninda hurma, kanola, limon,
hindistancevizi ve aycicegi gibi bitkisel yaglarin sentezinde de pektinaz enzimi tercih
edilmektedir (Bajpai et al. 2023). Siklikla gida endiistrisinde kullanilan bu enzimler sadece yag
degil sarap ve meyve suyu iretiminde de siklikla yer almaktadir. Pektinolitik enzimler
Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Cystofilobasidium, Clostridium ve Bacillus gibi

organizmalar tarafindan tiretilmektedir (Vaz et al.2021; Bezus et al.2022)

Ksilanazlar, ksilan igerisineki 1,4-B-D-ksilosidik baglantilarin endohidrolizini katalize

eden glikosidazlardir. Bunlar, hiicre metabolizmasi i¢in birincil karbon kaynagi olan ksilozun
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iretiminde ve bitki patojenlerinin bitki hiicresini enfekte etmesinde kullanilmaktadir.
Ksilanazlar, algler, bakteriler, protozoalar, mantarlar ve gastropodlar dahil birgok organizma
tarafindan iiretilmektedir. Ksilan heterojen ve kompleks bir molekiil oldugu i¢in tam
hidrolizinde tek bir enzim degil birden fazla enzim grubu gorev almaktadir, bunlara endo-1,4-
B-D-ksilanazlar (EC 3.2.1.8), arabinofuranosidazlar (EC 3.2.1.55), B-D-ksilosidazlar (EC
3.2.1.37), ferulik asit esterazlar (EC 3.1.1.73) ve asetilksilan esterazlar (EC 3.1.1.72) ornek
verilebilir (Subramaniyan et al.2002; Collins et al.2005). Ksilanazlar, kimyasal indirgenme
reaksiyonlari, yem sanayisi, meyve suyu iiretimi, yenilenebilir enerji, kagit endiistrisi, atik
sanayisi, bitkisel yaglarin eldesi, sarap iiretimi ve nisasta elde etme gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir (Bhat et al.2000; Beg et al.2001; Mathlouthi et al.2003) Literatiirde siklikla
karsilagilan ksilanaz enzimini {ireten tiirlere; Acinetobacter, Penicillium, Aspergillus,
Enterobacter, Bacillus, Thermomyces ve Pichia 6rnek verilebilir (Loera et al.2003; Li et
al.2007; Mandal et al.2012; Purohit et al.2017)

Tek hiicre proteinleri

Tek hiicre proteini (SCP), bir grup mikroorganizmanin biyokiitlesinin (maya, tek hiicreli
algler, siyanobakteriler, mantarlar ve bakteriler gibi) kurutulmus formunu veya hiicre
kiiltiirtinden ekstrakte edilen toplam proteini ifade etmektedir. Artan diinya niifusu ile birlikte
besin kaynaklarina olan erisim kisith hale gelmis, bu da bilim insanlarini yeni besin kaynaklari
arayisina sokmustur. Ozellikle protein eksikliginde SCP’ler iyi bir alternatif olmustur. SCP
kuru agirlik bazinda en az %40 ham proteinden olusmaktadir. Soya ve balik unu gibi diger
protein kaynaklariyla karsilastirildiginda; daha kisa tiretim stiresi, daha kiictik 6l¢ekli depolama
alanina ihtiya¢ duyulmasi, hava kosullarindan bagimsiz olmasi ve daha diisiik tiretim maliyeti
acisindan avantajlar gostermektedir. Tek hiicre protein kaynagi olarak mantar ve bakteriler
Ozellikle insanlarda ve hayvan yemlerinde kullanilmaktadir. Tek hiicre proteinlerinin yiiksek
protein igeriginin yanisira mineral, karbonhidrat, vitamin ve esansiyel aminoasitlere de sahip
oldugu bilinmektedir (Leong et al.2021; Sharif et al. 2021; Antunes et al.2022). SCP iiretimi
icin maya, bakteri, mantar ve algler gibi c¢esitli mikroorganizmalar kullanilmaktadir.
Aspergillus awamori, Candida utilis, Aspergillus spp, Kluyveromyces marxianus Rhizopus
oryzae, Saccharomyces cerevisiae ve Rhizopus oligosporus 6rnek verilebilir (Yunus et al.2015;
Pereira et al.2022; Utama et al.2023).

Biyoyakitlar

Biyoyakit terimi, agirlikli olarak biyokiitleden iiretilen s1vi, gaz ve kat1 yakitlar1 ifade

etmektedir. Biyoyakitlar siirdiiriilebilirlik, ¢evre dostu olma ve iyi uyum saglama gibi
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avantajlariyla fosil yakitlarin 6nemli bir alternatifidir. Biyoyakitlar arasinda bitkisel yaglar,
biyoetanol, biyogaz, biyometanol, biyodizel, biyo-sentetik gaz, biyo-komiir, biyo-yag, biyo-
komiir ve biyohidrojen yer almaktadir. Ozellikle musir, seker pancari, bugday ve yagl tohum
gibi tarimsal irilinlerden etanol ve biyodizel iiretilmektedir. Yeryliziindeki biyoetanol
tiretiminin yaklasik olarak %901 tarimsal tirtinlerden saglanmaktadir. Kimyasal olarak etanol
ve biyoetanol ayni molekiil oldugu bilinmektedir. Bu iki farkl terim literatiir de sadece {iretim
yolaklarinin ayrimini yapmak i¢in kullanilmistir. Etanol petrokimyasal, biyoetanol ise biyolojik
kaynaklardan mayalanma yolu ile iiretilen etanole verilen isimdir (Demirbas et al.2008; Su et
al.2015). Biyoyakit tiretiminde Escherichia coli, Rhodotorula glutinis, Chlamydomonas
reinhardtii, Geobacillus thermoglucosidasius, Thermoanaerobacterium aotearoense ve
Chlorella vulgaris (Scully et al.2014;Hu et al.2019; Chen et al.2021; Qu et al.2021; Nanda et
al.2023.)

Sekonder metabolitler

Organik maddeler ¢ogunlukla birincil ve ikincil metabolitler olarak gruplandirilir.
Bitkiler tarafindan sentezlenen metabolitlerden birincil metabolitlere; fotosentez, solunum,
biiyiime ve gelisme gibi birgok dnemli siire¢ icin ihtiya¢ duyulmaktadir. Ikincil metabolitler,
biriken ve kimyasal siireclerin aracisi olmayan diger fitokimyasallar olarak tanimlanir.
Mikrobiyal sekonder metabolitler, genellikle mikroorganizmalarin ge¢ biiyiime fazi (idiofaz)
sirasinda tiretilen, sekonder metabolizmanin diisiik molekiiler kiitleli tiriinleridir. Alisilmadik
yapilara sahiptirler ve bunlarin iiretimi, tanimlanmis biyokimyasal yollarla daha karmasik
yapilara yogunlasan hiicre i¢i ara maddelerden (amino asitler, sekerler, yag asitleri vb.)
kaynaklanir. Sekonder metabolitler lireten canlilarin biiylimesi i¢in gerekli degildir ancak
dogada c¢esitli hayatta kalma islevlerine hizmet ederler. Ticari 6neme sahip sekonder
metabolitlere;  antibiyotikler,  antitimor  ajanlari,  kolesterol  diigiirlicii  ilaglar,
immiinosupresanlar, antihelmintik ajanlar ve antiparazitikler 6rnek verilebilir. Sekonder

metabolitlerin en iyi bilinen grubu antibiyotiklerdir (Ruiz et al.2010; Vaishnav et al.2011).

Sekonder metabolit lireten mikroorganizmalara Aspergillus fumigatus, Trichobotrys
effuse, Penicillium chrysogenum, Cystobasidium laryngis ornek verilebilir (Limbadri et
al.2018; Niu et al.2018; Niu et al.2019; Chen et al.2020)

Antikanser peptitler

Diinyada ki 6liim nedenlerinin basinda yer alan kanser, hiicrelerin yasama ve boliinme
konusundaki 6z kontrol mekanizmalarimin farkli etkenler nedeniyle kaybedilmesi sonucu ortaya

cikan bir hastaliktir. Kanser vakalarmin yiiksekligi ve halihazirda kullanilan antikanser
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ilaglarina kars1 gelistirilen direng goz Oniine alindiginda, minimal yan etkilerle timor
biiylimesini kontrol edebilen yeni antikanser ilaglarinin kesfi her gecen giin dahada 6nem
kazanmaktadir. Peptid tedavisi, 1920'li yillardan itibaren insiilin uygulamasinin ortaya
cikmastyla baslamis ve gilinlimiizde kanser dahil hastaliklarin tedavisinde yeni bir yaklagim
olarak ortaya ¢ikmistir. Anti-kanser peptidlerinin (ACP'ler) kullanilmasi, kanser tedavisinin
umut verici bir yoludur ¢linkii ACP'ler geleneksel kanser tedavilerine gore bir¢cok avantaja
sahiptir. Geleneksel kanser tedavilerinde hastalarin viicudunda istenmeyen olumsuz etkiler,
kimyasal ilaglara karsi hiicre direnci ve kanserli dokularin kemoterapiye karsi coklu ilag
direncinin (MDR) olusmas1 gibi farkli sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Ote yandan, peptitlerin
ozellikle kanser tedavisinde bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bunlar; daha kiiciik boyut, yiiksek
aktivite, diisilk immiinojenite, timdrlere iyi penetre olabilme, yiiksek ¢oziiniirliik, in vivo ile
biyouyumluluk, uygun fiyatli olmasi ve hizli sentez yapilabilmesidir. Antikanser peptitlerin etki
mekanizmasi esas olarak elektrostatik etkilesimlerle hiicre membranlarinin yapisint bozmak ve
boylece nekroz olusturmaya dayanmaktadir. Ikinci onemli mekanizmasi mitokondriyal
membranlar1 pargalayarak apoptoza neden olmaktir. Bu peptitler ayrica hiicre proteinlerini
hedef alma, anjiyogenezi inhibe etme veya bagisiklik sistemi hiicrelerini aktiflestirme gibi
mekanizmalar1 kullanarak da antikanser etki gostermektedir. (Marqus et al.2017; Yavari et
al.2018; Norouzi et al.2022) Kanser tedavisinde dogrudan kullanilan leuprolid, goserelin,
oktreotid gibi peptit ilaclarin yaklasik %75'1 pazarda yillik 1 milyar dolarin iizerinde satisa
ulagmis durumdadir. Bu peptitler genellikle arginin, lizin ve histidin (asidik ortamda) tarafindan
saglanan 2 veya daha fazla pozitif yiiklii birimin yani sira biiyiik bir kism1 (%50'nin iizerinde)

hidrofobik kisimlardan olusmaktadir (Borghouts et al.2005; Marqus et al.2017).

Antikanser peptitler bitki, bocek, hayvan, amfibi, siinger, bakteri ve mantar gibi
organizmalardan izole edilebilmektedir. Fungal kokenli antikanser peptitlerden,
simplicilliumtidler Simplicillium obclavatum ve Fusarium sp.” den, lasiodiplodin Lasiodiplodia
theobromae’ den, scopularidler Scopulariopsis brevicaulis’ den, asperetherler Aspergillus
wentii’ den, microsporinler Microsporum gypseum’ dan, , Zygosporamid Zygosporium
masonii’ den, asperterrestidler Aspergillus terreus’ dan, ubiquitin-benzeri peptit Calvatia
caelata’ dan, variolidler Paecilomyces variotii’ den, versicotidler Aspergillus versicolor’ dan,
penisilazafilonlar Penicillium sclerotiorum’ dan ve cordyheptapeptid Acremonium persicinum’
dan izole edilmistir (Eghtedari et al. 2021).

Pigmentler

Pigmentler, goriiniir dalga boyu araligindaki 15181 emebilen, kolay ¢6ziinmeyen,

eklendikleri ortamdaki yapida fiziksel veya kimyasal degisikliklere neden olmayan,
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renklendirme giicline sahip organik veya inorganik yapidaki bilesiklerdir. Pigmentler
bulundugu kaynaklara gore sentetik, dogal ve inorganik olarak isimlendirilmektedir. Inorganik
pigmentler metal tuzlar1 ve demir icermeyen metallerin oksitlerinden hazirlanmaktadir.
Sentetik pigmentler birka¢ malzeme arasinda termal ya da kimyasal siiregle elde edilirken,
dogal pigmentler bitkiler, hayvanlar, bocekler, mikroorganizmalar tarafindan tiretilmektedir.
Dogal olarak olusan bu pigmentler; siit liriinleri, kozmetik, tekstil, boyama, tip ve diger
endiistrilerde biiyiik ekonomik potansiyele sahip ikincil metabolitlerdir. Mikrobiyal
pigmentlerin yliksek maaliyet, pH dalgalanmalarini neden oldugu renk tonu degisimi, zayif
stabilite gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir, bu yiizden sentetik pigmentlerin yerini alamadigi
diisiiniilmektedir. Ancak sentetik biyoloji, metabolik miihendislik ve yesil sentez alanlarindaki
son gelismeler ekonomik olan ve endiistriyel uygulamalar i¢in yeterli miktarda ve kalitede
mikrobiyal pigment iiretimine olanak saglamaktadir (Kim et al.2011; Kalra et al.2020;
Poorniammal et al.2021; Rajendran et al.2023).

Mikroorganizmalarin kimyasal bilesim, fonksiyon, stabilite ve ¢oziiniirliilk acisindan
farklilik gosteren gesitli dogal pigment maddeleri tirettikleri bilinmektedir. Bu pigmentlere;
karotenoid, flavin, indigoidin, melanin, astaksantin, kinon, prodigiozin ve sitonemin 6rnek
verilebilir. En iyi pigment iireten mikroorganizmalar ise Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia
lipolytica, Chromobacterium violaceum, Escherichia coli ve Corynebacterium glutamicum
olarak bilinmektedir (Fathi et al.2021; Ghiffary et al.2021; Tong et al.2021; Gohil et al.2022;
Xu et al.2022)

Organik asitler

Organik asitler, karboksil, siilfon, alkol veya tiyol gruplar1 gibi bir veya daha fazla asidik
gruba sahip olan diisiik molekiil agirlikli organik bilesiklerdir. Bu fonksiyonel gruplar
nedeniyle organik asitler genis bir pazar payina sahiptir (Sauer et al. 2008). Organik asitlerin
endiistriyel Onemi yiiksektir; kimyasal Ozellikleri nedeniyle yap1 taslart olarak
kullanilabilmelerinin yan1 sira, yillik biiyiik bir pazara sahip tek molekiillii ajanlar olarak da
bilinirler. Organik asitler; petrokimyasal aritma islemleriyle fosil kaynaklardan elde edilebildigi
gibi bir¢ok hiicre tarafindan da sentezlenmektedir. Hemen hemen tiim canli organizmalarda
bulunan trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde; siiksinat, sitrat, L-malik asit (MA), sitrik asit
(CA), oksaloasetat (OAA), a-ketoglutarik asit (KGA), siiksinik asit (SA) ve fumarik asit (FA)
bulunmaktadir. Bu asitler, genis uygulamalari nedeniyle organik asit endiistrisinde kilit
konumlara sahip oldugu bilinmektedir. Mikrobiyal hiicre fabrikalarinin potansiyeli ve
endiistriyel biyoteknolojinin gelismesi sayesinde, gecen yiizyilin son on yillarindan itibaren bu

molekiillerin mikrobiyal bazli liretimi pazara yaklagsmaya baglamistir (Van Dien 2013; Yin et
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al.2015). Yiyecek-icecek endiistrisinde, ilag-kozmetik sektorlerinde, beslenmede ve hayvan
yeminde uygulama alan1 bulunmakla birlikte 6zellikle kimya endiistrisinde (¢ok ¢esitli polimer
ve solvent {iretim siirecleri i¢in temel bilesikler olarak) organik asitler kullanmaktadir. Ayrica
hiicresel metabolizma igin zararli olan reaktif {irlinlerin birikmesini engelleyebildikleri i¢in

koruyucu olarak da kullanilabilirler (Di Lorenzo et al. 2022).

Sitrik asit CeHgO7H20 formiiliine sahip (CA, 2-hidroksi-propan-1,2,3-trikarboksilik
asit) TCA dongiistiniin bir ara tiriiniidiir, bu yiizden hemen hemen tiim canli organizmalarda
bulunur. Ilk olarak 1826 yilinda Ingilterede limonlarda iiretimi gergeklestirilmistir (Papagianni,
2007). Cevre dostu, giivenli, ekonomik olmasinin yani sira; ayirma, tamponlama, 1slatma,
temizleme ve dagitma igin ¢ok yonli bir kimyasaldir. Asit esas olarak tibbi sitratlarin,
sekerlemelerin, alkolsiiz i¢eceklerin ve efervesan tuzlarin hazirlanmasinda kullanilir. Birgok
mikroorganizmanin CA {rettigi tespit edilmistir, bunlara bakteri olarak (Bacillus sp.,
Arthrobacter sp., Corynebacterium sp., Brevibacterium sp. vb), maya olarak (Candida
tropikalis, C. oleophila, Yarrowia lipolytica, Hansenula anomala gibi) ve kiif olarak
Aspergillus cinsi 6rnek verilebilir (Amato et al. 2020; Behera et al.2021)

Itakonik asit (IA), metilen siiksinik asit olarak da bilinen doymamuis bir dikarboksilik
asittir. Beyaz kristal formda bulunan doymamus ¢ift bag ve fonksiyonel karboksil gruplarina
sahip bes karbonlu bir asittir. Asidin sahip oldugu iki karboksil ve metil gruplari itakonik aside
onemli fonksiyonel gesitlilik saglamaktadir (Cordes et al.2015). Itaconic asit, petrokimya bazli
malzemelerin yerine kullanilabilecek, biyolojik olarak parcalanabilen, ¢evre dostu ve ¢ok yonlii
polimerler iiretme konusunda biiylik bir potansiyele sahiptir. Ayrica tarimsal iriinlerde
biyoyakit, deterjan, sentetik recine ve ilag sekteronde sik¢a kullanilmaktadir (Saha and
Kennedy et al.2019). Aspergillus terreus en iyi iireticisi olmakla birlikte Ustilago maydis’in
son yillarda iiretimde yer almasi dikkat gekmektedir (Krull et al.2017; Wierckx et al.2020)

Fumarik asit (FA), ilk kez Fumaria officinalis bitkisinden izole edilen, TCA
dongiisiinlin ara maddesi olan bir trans dort karbonlu dikarboksilik asittir. Fumarik asit, ¢cok
cesitli alanlarda ve birgok uygulamaya sahiptir. Sitrik asitten 1,5 kat daha asidik olan fumarik
asitin yiyecek ve igecek endiistrilerinde daha diisiik miktarda kullanimi yeterlidir. Fumarik asit
karboksilik gruba ve bir ¢ift baga sahiptir; bu 6zellikler onu esterlestirme ve polimerizasyon
icin kagit regineleri, doymamis polyester regineleri (UPR), biyobozunur polimerler,
plastiklestiriciler ve kauguk i¢in karboksilatlayic1 maddeler iiretmek i¢in uygun kilmaktadir.
Bunun yaninda son zamanlarda bagisiklik sisteminin iyilestirilmesinde, bagirsak sagliginda,
skeroz ve sedef hastalifinin tedavisinde farmasotik uygulamalar gostermistir (Smith, 2017;

Reda et al.2021). FA iiretiminde Rhizopus arrhizus, R. Oryzae, Saccharomyces cerevisiae ve
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Torulopsis glabrata tiirlerinin kullanildig1 rapor edilmistir (Roa Engel et al.2008; Chen et
al.2015; Chen et al.2016).

Glukonik asit, diger bir ismiyle sakkarik asit, esas olarak glukozun oksidasyonundan
elde edilen doymus bir dikarboksilik asittir. CeH100s molekiiler formiiliine sahip, suda
¢oziinebilen kat1 bir maddedir ve birgok meyve- sebzede bulmaktadir (Ramachandran et
al.2006; Megias-Sayago et al.2020; Hayes et al.2022) Glukonik asit, kimyasal, biyokimyasal,
elektrokimyasal, biyoelektrokimyasal ve fermentatif olmak iizere bes yolla iiretilmektedir.
Fermantatif yolda Aspergillus niger ve Gluconobacter oxydans kullaniimakla beraber
Zymomonas, Aspergillus sp. Pseudomonas, Acetobacter ve Penicillium’a ait tiirlerde tercih
edilmektedir (Cubas-Cano et al.2020; Yan et al.2022)

Siiksinik asit (SA), genellikle fosil tiirevli maleik anhidritin hidrojenasyonuyla iiretilen
bir dikarboksilik asittir. Esas olarak anaerobik fermantasyon yoluyla iiretilmesine ragmen
bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan elde edilen bu enzim “biyo-siiksinik”
olarak tanimlanir. Siiksinat, trikarboksilik asit dongiisiinde (TCA) bir ara maddedir ve
anaerobik metabolizmanin fermantasyon iirtinlerinden biridir. Bu nedenle hemen hemen tiim
mikrobiyal, bitki ve hayvan hiicrelerinde sentezlendigi bilinmektedir (Song and Lee 2006; Putri
et al.2020) Siiksinik asit iireticisi olarak; Yarrowia lipolytica, Actinobacillus succinogenes,
Mannheimia succiniciproducens, Corynebacterium glutamicum ve Anaerobiospirillum

succiniciproducens tiirleri kullanilmaktadir (Van De Graaf et al.2015; Li et al.2021)

Laktik asit (LA) ilk kez 1780'de Isvecli kimyager Karl Wilhelm Scheele tarafindan
eksimis siitten izole edilmis, daha sonra 1857 yilinda mikrobiyolog Louis Pasteur, laktik asit
{iretimini mikroorganizmaya baglamistir. iki izomerik formda bulunan LA (D(-) veya L(+))
CH3CH(OH)COOH formiilii ile gosterilmektedir ve biiyiik ¢ogunlugu homofermentatif yada
heterofermentatif yollarla laktik asit sentezleyen bakteriler ile liretilmektedir (Ghaffar et
al.2014; Guo and Song 2019; Meng et al.2020). Laktik asit hayvanlarda ve insanlarda kas
dokusuna enerji saglamanin bir yan {rinii olarak iretilir. Cok gesitli uygulamalarda
kullanilabilen, biyoteknolojik olarak iiretilmis fonksiyonlu ve ¢ok yonlii bir organik asittir.
Laktik asidin kozmetikte nemlendirici, tartar onleyici, pH diizenleyici, sivilce onleyici, cilt
genglestirici ve beyazlatici bir madde olarak gérev yaptigr bilinmektedir. Ayrica ayran, regel,
bira, mayonez, peynir, eksi mayali tirtinlerde ve fermente gidalarda kullanilmaktadir (Chauhan
et al.2023; Ojo and de Smidt 2023). Laktik asit bakterileri, potansiyel LA fireticisi olarak
bilinmektedir. Bunun yaninda yiiksek sicakliklarda biiyliyebilen, kiiltlir ortaminin daha fazla
sterilizasyonunu gerektirmeyen, daha ucuz besiyerinde gelisim gdsteren ve bazi yan etkileri

tolere edebilen Bacillus suslar1 ile de fiiretim yapilmaktadir. Lactobacillus delbrueckii,
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Escherichia coli, Sporolactobacillus ve Bacillus coagulans gibi diger mikroorganizmalar laktik
asit Ureticileri olarak tanimlanmis olsada, glinlimiizde laktik asit bakterileri (LAB'ler) hala
endistriyel Olgekte en iyi Treticileri temsil etmektedir. Streptococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Pediococcus ve Lactobacillus cinslerine ait tiirler LA {iretiminde siklikla tercih
edilmektedir (Abedi and Hashemi 2020; Chung et al.2023; Huang et al.2023)

Polisakkaritler

Makromolekiiller, c¢ogunlukla daha kiigiik alt birimlerin (monomerlerin),
polimerizasyonuyla olusan karbonhidrat, protein ve yag gibi biiyiik molekiillerdir. Polimerler;
organik ve inorganik polimerler olarak ikiye ayrilir. Organik makromolekiiller; lipit, protein,
niikleik asit ve karbonhidratlar iken, inorganik polimerler; karbon nanotiipler ve grafenlerdir
(Miilhaupt et al. 2004; Shukla et al. 2022). Besin maddelerinin en 6nemlilerinden olan
karbonhidratlar, dort ana makromolekiil sinifindan (karbonhidrat, lipit, niikleik asit ve protein)
birisidir ve biyolojik sistemlerde oldukga Onemli bir yere sahiptir. Karbonhidratlar,
organizmalarin en temel bilesenidir ve hiicre ylizeyi tanima, sinyal iletimi, timor metastazi vb.
gibi birgok dnemli fizyolojik ve patojenik siirecte 6nemli roller oynamaktadir. Karbonhidratlar,
kimyasal yap1 olarak; Cm(H2O)n formiilii ile gosterilir ve monosakkaritler, disakkaritler,
trisakkaritler ve polisakkaritler olmak tizere dort gruba ayrilmaktadir (Dahech et al. 2013;
Wiercigroch et al. 2017).

Monosakkaritler olarak adlandirilan basit sekerler, karbonhidrat polimerlerinin yap1
taslaridir. Dogrusal polimerler olan RNA, DNA ve proteinlerin aksine, karbonhidratlar, dogal
olarak olusan c¢esitli monosakaritlerin hem dogrusal hem de dallanmis kombinasyonlarindan
olugmaktadir. Monosakkarit birimlerinin olusmasi i¢in, polisakkarit yapisindaki glikozidik
baglarin hidrolize edilmesi gerekmektedir. Monosakkarit, polisakkaritlerin depolimerizasyonu
ilk adimdir ve genellikle asit hidrolizi, asit metanoliz, fiziksel destekli hidroliz ve enzimatik
hidroliz ile gerceklestirilir. Monosakkaritler hidroliz sirasinda daha kiiclik molekiil agirlikli
sekerler vermezler (Whitfield et al.2016; He et al.2018). Besin agisindan en 6nemli ve bol
miktarda bulunan monosakkarit, insan viicudunda ana hiicre yakiti olarak kullanilan ve viicut
dokularinda ve sivilarinda baglanmamis olarak bulunabilen glikozdur. Glikoz bir¢ok
polisakkaritin yap1 tast olmakla birlikte, glikoz ve fruktoz dogada en fazla bulunan

monosakkarittir (Shahruzzaman et al.2022).

Monosakkaritler, hidrojen atomlarinin bagli oldugu karbon atomlarma bir aldehit
(RCHO) veya keton (RCOR) grubunun bagli olmasina gore aldehit-aldolaz ve ketolaz olarak
isimlendirilmektedir. Genel molekiiler formiili [C(H20)]n (n = 3-7) olan monosakkaritler,
igcerdigi karbon atomu sayisina bagl olarak da trioz (C3H603), tetroz (C4H804) vb. olarak
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adlandirilmaktadir. Heksoz olarak adlandirilan alti karbonlu sekerlere; glikoz, mannoz,
galaktoz ve fruktoz, pentoz ismi verilen bes karbonlu sekerlere ise; arabinoz, ksiloz, riboz ve

deoksiriboz 6rnek verilebilir (Stylianopoulos 2015; Liu et al.2021).

Disakkaritler, a veya P oryantasyonunda glikosidik baglarla birbirine baglanan iki
monosakkarit iinitesinden olusmaktadir. Bunlardan en Onemlileri sakkaroz, laktoz ve
maltozdur. Siikroz en bol bulunandir ve birbirine bagl bir a-glikoz ve B-fruktoz molekiiliinden
olugmaktadir. Laktoz; B-1,4-glikosidik bagla baglanan galaktoz ve glikozdan olusur ve siit-siit
tirlinlerinde bulunur. Maltoz esas olarak nisastanin kismi hidrolizi ile iiretilir ve bir a -1,4-

glikosidik bag ile baglanan iki glikoz tinitesinden olugsmaktadir (Nasrollahzadeh et al.2021).

Trisakkaritler genellikle yiiksek bitkilerde bulunur ve {i¢ monosakkaritin glikosidik
baglarla birlesiminden olusur. En bilinen 6rnegi rafinozdur. Galaktoz, glikoz ve fruktozun

glikosidik baglarla birlesmesiyle olusan bir trisakkarittir (Wiercigroch et al.2017).

Polisakkaritler, uzun zincirli monosakkarit birimlerinin glikozidik baglarla baglanmasi1
sonucu olusan makromolekiillerdir. Cesitli sebze ve bitkiler tarafindan iiretilen bitki
polisakkaritleri, dogadaki bolluklari, yapisal gesitlilikleri ve biyolojik aktiviteleri nedeniyle ilgi
gormektedir. Geleneksel uygulamada polisakkaritlerin ana kaynagi bitkilerdir, ancak bu
kaynaklar hayvanlari, algleri, mantarlar1 ve bakterileri de icermektedir (Barbosa and de
Carvalho Junior 2021). Monosakkaritlerin tiirline bagl olarak polisakkaritler, homopolisakkarit
ve heteropolisakkarit olmak {izere iki sinifa ayrilmaktadir. Homopolisakkarit, tek tip
monosakkaritin birlikteligiyle olusan ekzopolisakkaritler homopolisakkarit (HoPS) (nisasta,
glikojen, seliiloz vb.) olarak adlandirilirken, farkli tip monosakkaritleri veya bunlarin
tiirevlerini (heparin, gama globiilin, hyaluronik asit, iduronik asit vb.) igeren polisakkaritler ise

heteropolisakaritler (HePS) olarak adlandirilmaktadir (Wiercigroch et al.2017).

Mikrobiyal Ekzopolisakkarit

Polisakkaritlerin elde edildigi bir diger onemli dogal kaynak ise mikroorganizma
grubudur. Mikroorganizmalar, yapisal olarak cesitlilik gosteren ve biyolojik olarak aktif
(antitimdr, antioksidan, antimikrobiyal ve immiino modiilatér) polisakkaritleri iiretme
yetenegine sahiptir. Mikroorganizmalar tarafindan iretilen polisakkaritler hiicrede ki
yerlesimlerine gore; hiicreye karbon ve enerji kaynagi saglayan sitozolik polisakkaritler,
peptidoglikanlar ve lipopolisakkaritler dahil hiicre duvarini olusturan polisakkaritler ve EPS’ler
olarak bilinen, hiicre dis1 ortama kapsiil veya biyofilm seklinde salinan polisakkaritler olmak
lizere li¢ ana gruba ayrilmaktadir. (Sutherland 1999; Rana and Upadhyay 2020). EPS’ler temel

olarak karbonhidrat ve protein icermenin yani sira DNA ve diger polimerik bilesikleri de
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icermektedir. Mikroorganizmalarin lirettigi EPS’lerin igeriginin farkli olmasinin sebebi; iiretici
cinsin metabolizmasi ve liretim kosullarindan kaynaklanmaktadir. Mikrobiyal polisakkaritler
icerdikleri seker gruplarina gore homopolisakkarit ve heteropolisakkarit olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Homopolisakkarit yapisindaki EPS’lere seliiloz, glukan, mutan, pullulan,
fruktanlar, dekstran, alternan, levan ve kurdlan 6rnek verilmektedir. Heteropolisakkaritlerde ise
jellan, welan, diutan ve ksantan bilinmektedir (Donot et al.2012; Madhuri and Vidya 2014;
Yildiz and Karatas 2018)

Genel olarak bitkilerden tretimi  gerceklestirilen EPS’ler son yillarda
mikroorganizmalar tarafindan tretilmektedir ve gida, tarim, eczacilik, su aritma gibi bir¢ok
farkli endiistride kullanilmaktadir. Mikrobiyal ekzopolisakkaritlere olan ilgi ve yonelimin
artmasmin temel sebebi mikroorganizma {irlinlerinin kisa siirede tretilmesidir. Bitkilerde
yetistirme siiresinin uzun olmasi ve profesyonel bakim gerektirmesi gibi dezavantajlar
mikroorganizmalarda bulunmamaktadir. Ornegin seliiloz hem bitkilerde hem bakterilerde
tiretilmektedir. Ancak bitkilerde; iiretim hizinin yavas olmasi (3 ila 6 ay), mevsim kosullarindan
etkilenmesi, ekilebilir arazilerin sinirli olmasi, siirdiiriilebilir ve ekonomik olmamasi bakterileri
istiin kilmaktadir. EPS {iretiminde bakterilerin tercih edilmesinin sebebi; hizli bir sekilde
biiyiimesi, genetik manipiilasyona acik olmasi, bir¢ok endiistriyel ve tibbi uygulamaya uygun
olmasi, cesitli biyolojik aktiviteye sahip polisakkarit sentezlemesi ve ekonomik maaliyetidir.

(Barcelos et al.2020; Rana and Upadhyay 2020)

Seliiloz

Seliiloz, yeryiiziinde en bol bulunan bir homopolisakkarittir. Karasal ¢evrede fotosentez
sonucu olusup, yiiksek sicaklikta konsantre asitlerle muamele edildiginde kimyasal olarak
glikoz birimlerine ayrigsmaktadir. Seliiloz, seliilaz olarak bilinen bir enzim katalizorii tarafindan
parcalanmaktadir (Zhang and Lynd 2004; Nidhi et al.2017). Pamuk, odun, kenevir ve
bitkilerden elde edilen seliiloz; kagit iiretimi, ila¢ dagitimi, biyomateryal, gida, farmasétikler,

doku miihendisligi gibi bir¢cok alanda kullanilmaktadir (Kargarzadeh et al. 2018).

Bitkisel lif formundaki seliiloz, uzun yillardir insan yasaminda énemli bir rol oynamus;
enerji, insaat, kagit iiretimi ve kumas malzemelesi olarak kullanilmistir. Bitkisel kaynakli
selillozun lignin, hemiseliilloz ve pektinden olusan kisimlarin ayrilmasi gerekmektedir.
Endiistriyel 6lgekte, seliiloz saflagtirmasi icin yiiksek enerji tiiketimine ihtiya¢ duyulmaktadir
(yaklasik 1000 kwh/ton) ayrica atik sularin ve toksik maddelerin aritilmasi ise maliyetlidir (Sir6
and Plackett 2010). Mikrobiyal kaynakli seliiloz, mekanik dayanim, hidrofilik olmasi,
biyouyumluluk ve termostabilite gibi 6zelliklere sahip olmasindan dolay1 endiistrilerde tercih

edilmektedir. Bu polimerin ¢ok yonlii kullanim1 ve ¢evre dostu olusu klinik teshis, ¢evresel
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izleme, gida kalite kontrolii ve biyosensor tiretiminde kullanilabilir kilmaktadir (Credou and

Berthelot 2014).

Seliilaz tretiminde kullanilan bakterilere Agrobacterium, Streptomyces, Acetobacter,
Pseudomonas, Bacillus ve Trichoderma cinsleri érnek verilmektedir (Han et al.2023). Gelisen
teknoloji sayesinde seliiloz; farmasotik uygulamalarda (Feng et al.2018), membran-
filtrasyonda (Xu et al.2019; Hu et al.2019), stabilizatér-emiilgatér hazirlanmasinda (Lu et
al.2018), ila¢ dagitiminda (Khoshnevisan et al.2018), enerji depolama (Konuklu et al.2019) ve
yakit hiicresi olusturmada (Gadim et al.2017) kullanilmustir.

Levan

Levan, hem bitkilerden hem de mikroorganizmalardan dogal olarak elde edilen bir
fruktoz homopolimeridir. Molekiiler agirligi bitkilerden ve mikroorganizmalardan elde
edilmelerine gore gesitlilik gostermektedir. Bakteriyel levanlar, ¢ok dalli ve molekiil agirliklar
2 ila 100 milyon Da arasinda bulunurken; bitkilerden elde edilen levanlarin molekiil agirliklar
yaklagik 2000 ile 33.000 Da arasinda degismektedir. Levan, biyo-uyumluluk, yenilenebilirlik,
biyolojik olarak parcalanabilirlik, ¢cevre dostu olma ve esneklik gibi genel 6zelliklerinin
yaninda; anti-kanserojen, hiperglisemik inhibitor, anti-AlIDS, antioksidan ve anti-inflamatuar
gibi baz1 6nemli biyomedikal 6zellikler de sunmaktadir. Mikrobiyal levanlar ise; gida, ilag,
kozmetik ve sanayi sektorlerinde genis bir uygulama alanina sahiptir. Milkemmel polimerik
tibbi 6zellikleri ve tiretim kolayligi ile mikrobiyal levan, gelecegin degerli ve ¢ok yonlii bir
biyopolimeri olarak goriilmektedir. Levan iireten tiirlere; Zymomonas mobilis, Bacillus subtilis,
Arthrobacter ureafaciens, Gluconacetobacter diazotrophicus ve Pseudomonas fluorescens
ornek verilmektedir (Lim et al.2001; Shih et al.2011; Jathore et al.2012; Molinari et al.2013;
Srikanth et al.2015)

Pullulan

Pullulan, ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen, beyaz veya sarimsi1 beyaz renge
sahip bir ekzopolisakkarittir. Pullulan, hiicre i¢inde sentezlenir ve gevsek, siimiiksii bir tabaka
olusturmak {tizere hiicre yiizeyine salgilanmaktadir. Pullulan tiretimi ilk olarak 1958 yilinda
yapilan bir c¢alismada Aeurobasidium pullulans tarafindan gergeklestirilmistir. Bu
mikroorganizma, ana pullulan ireticisi olarak bilinir ve denizde, kaya yiizeylerinde, bitki
yapraklarinda ve ahsap zeminler gibi ¢esitli alanlardan izole edilmektedir. Pullulan'in molekiiler
agirhigi, 4.5 x 10* ile 6 x 10° Da arasinda degisen énemli bir cesitlilige sahiptir, bu cesitlilik
yetistirme parametrelerinden biiyiik 6l¢iide etkilenmektedir. A. pullulans’a ek olarak, Cyttaria

darwinii, Tremella mesenterica, Rhodosporidium paludigenum, Cyttaria harrioti,
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Cyphonectria parasictica, Teleoschistes flavicans ve Rhodotorula bacarum gibi diger
mikroorganizma tiirleri de pullulan {ireticileri arasinda yer almaktadir (Sutherland 1998;

Peterson et al. 2013).

Pullulanin benzersiz baglantt modeli, biyolojik olarak parcalanabilir olmasi, yapiskanlik
ozelligi, lif olusturma kapasitesi ve seffaf-oksijeni gecirmeyen ince yapisi onu avantajli
kilmaktadir. Ayn1 zamanda pullulan {ireten suslar bircok alandan izole edilmektedir. Ancak
tiretimindeki yiiksek maliyet ve liriiniin az olmasi nedeniyle pullulan, diger ekzopolisakkaritlere

gore daha az tercih edilmektedir (Wani et al. 2021).

Kurdlan

Kurdlan, dallanmayan glukoz birimlerinden olusan yiiksek molekiiler agirlikli bir
homopolisakkarittir. Renksiz, tatsiz ve kokusuz 6zellik gostermektedir. Uretimi ilk olarak 1966
yilinda yapilan bir ¢alismada Alcaligenes faecalis ile gergeklestirilmistir (Harada et al. 1966).
Agrobacterium sp. Alcaligenes faecalis, Rhizobium radiobacter ve Bacillus cereus
bakterilerinin kurdlan {irettigi rapor edilmistir. Bu cinsler arasinda, Agrobacterium sp. kurdlan

tiretiminde en yaygin olarak kullanilan mikroorganizma grubu olarak bilinmektedir.

Kurdlan’in antitiimor, antiefektif, antienflamatuar, antikoagiilan aktivite’ye sahip
oldugu, toksik 6zellik géstermedigi ve biyolojik olarak pargalanabilir oldugu bilinmektedir. Bu
avantajlar sayesinde gida endiistrisinde, ilag kapsiillemede ve biyomedikal alanlarinda tercih

edilmektedir (Aquinas et al. 2022).

Ksantan

Ksantan, suda ¢oOziinebilen, kara-deniz bitkilerinden ekstrakte edilen yada farkli
mikroorganizmalar tarafindan iretilebilen uzun zincirli polisakkarit olarak tanimlanmaktadir.
Ksantan mannoz, glukronik asit ve glikoz birimlerinden olusan bir heteropolisakkarittir.
Ksantan’in ilk kesfi 1950'li yillarda Xanthomonas campestris isimli mikroorganizma tarafindan
tiretilmesiyle olmustur. Kesfinden sonra seker kamisi, peynir alt1 suyu ve sakkaroz gibi karbon
kaynaklarinda iiretimi gergeklestirilmistir. Ksantan, {iretici cinsine bagli olarak 500-2000 kDa
arasinda degisen yiiksek molekiil agirligina sahiptir. Bu ekzopolisakkaritin baglica avantajlari;
cevre dostu olmasi (biyobozunur), diisiik konsantrasyonlarda bile yiiksek viskozite gostermesi,
genis pH araliinda, yiiksek sicaklik -tuz oraninda stabilitesini korumasi ve toksik olmamasidir

(Riseh et al. 2022).

X. campestris tarafindan iiretilen mikrobiyal EPS olan ksantan zamki, ticari olarak en

fazla kullanilan biyopolimer oldugu rapor edilmistir. Gidalarda ve diger segmentlerde
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koyulastirici, stabilize edici, jellestirici ve emiilsifiye edici bir madde olarak islev gormektedir.

(Lopez and Ramos-Cormenzana 2001; Rottava et al.2009)

Gellan

Gellan; bitki dokularindan, tohumlardan, deniz yosunlarindan ve mikroorganizmalardan
elde edilen polisakkarittir. ilk kesfi Pseudomonas elodea olarak anilan Sphingomonas elodea
(ATCC 31461) bakterisi ile yapilan ¢alismalarda bulunmustur. Yiiksek a¢il (HA) ve diisiik agil
(LA) olmak iizere iki formda mevcuttur. Beyaz renge sahip olan gellan, suda ¢oziinebilir ve
tistiin reolojik 6zelligi sayesinde 6zellikle gida sektoriinde siklikla tercih edilmektedir (Rehm
2010; Banerjee and Bhattacharya 2011).

Uygulama alanlarinda diger jellestirici maddelerle kiyaslandiginda iyi bir alternatiftir.
Bunun sebebi ise az miktarlarda dahi etkili olmas1 ve 1stya duyarli olmayan berrak bir jel
olusturmasidir. Gida endiistrisinde; siiriilebilir triinler, icecekler, sekerlemeler, soslar ve
paketlenmis gidalarda kullanilmaktadir. Bunun yaninda tip, farmasotik, biyomedikal ve tarim

alanlarinda da gellan kullanim1 mevcuttur (Dumitriu 2001; Vijan et al.2012)

Aljinat
Aljinat, tipik olarak kahverengi deniz yosunundan elde edilen, dogal olarak olusan bir
heteropolisakkarittir. Yapisal olarak glukuronik asit, mannuronik asitten olusur ve diisiik

toksisite, biyouyumluluk, diisiik maaliyet gibi 6zelliklerinden dolay1 bir¢ok uygulamada tercih
edilmektedir (Gombotz and Wee 2012)

Aljinat hidrojeller, bugiine kadar yara iyilesmesi, hiicre transplantasyonu, ila¢ dagitimi
ve doku miihendisligi uygulamalarinda 6zellikle ilgi ¢ekici olmustur. Bu jeller, dokulardaki
hiicre dis1 matrislere yapisal olarak benzer ve ¢esitli kritik rolleri oynayacak sekilde manipiile
edilebilmektedir. Bu uygulamalarinin yani sira koyulastirici, stabilizator ve jellestirici ajan
olarak; gida, tekstil, kagit, kozmetik endiistrilerinde de siklikla kullanilmaktadir (Lee and
Mooney 2012; Raus et al.2021).

Ticari olarak temin edilebilen aljinat, Ascophyllum nodosum, Laminaria hyperborea,
Laminaria japonica, Laminariadigitata ve Macrocystis pyrifera gibi kahverengi alglerden
ekstrakte edilmesinin yaninda Azotobacter ve Pseudomonas cinsi bakterilerden de iiretim
gerceklestirilmektedir (Rinaudo 2008; Lee and Mooney 2012; Dudun et al.2021).

Hiyaliironik asit

Dogal polisakkaritler ve bunlarin tiirevlerine dayali polimerler yeni nesil tibbi

malzemelerin ve ilag dagitim sistemlerinin gelistirilmesinde olduk¢a 6nemlidir. Omurgali
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dokularda en yaygin bulunan ve birgok yasamsal aktiviteden sorumlu polimerler;
glikozaminoglikan ve hyaluronik asit (HA)’tir. HA, tekrarlayan N-asetil-d-glukozamin ve d-
glukuronik asit birimlerinden olusan ve monosakarit birimlerinin alternatif p-1,3 ve p-1,4
glikozidik baglar1 yoluyla birbirine baglandig: dogrusal bir glikozaminoglikandir (Smejkalova
et al.2014; Bayer 2018).

[k olarak hayvan dokularindan elde edilen HA, giiniimiizde mikrobiyal kaynaklardan
rekombinant teknolojiler kullanilarak iretilmektedir. Omurgali canlilarin epitel, noral ve bag
dokularinin hiicre dis1 matrisinde yaygin olarak bulunur ve fizyolojik olarak onemli role
sahiptir. HA nin uygulama alanlarina bakildiginda 6zellikle tip ve kozmetik endiistrileri dikkat
cekmektedir. Ozellikle; goz cerrahisi, leke tedavisi, ilag dagitimi, doku miihendisligi, osteoartrit
tedavisi ve yara iyilesmesi gibi rejeneratif tipta siklikla kullanilmaktadir (Huerta-Angeles et
al.2016; Trombino et al.2019)

HA iireten mikroorganizmalara; Pasteurella multocida, Streptococcus zooepidemicus,
Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis ve Corynebacterium glutamicum 6rnek verilmektedir
(Chien and Lee 2007; Chen et al.2009; de Oliveira et al.2016).

Ekzopolisakkaritlerin Biyosentezi

Mikroorganizmalar, ¢esitli biyosentez yolaklari ile EPS tiretmektedir. EPS, temelde dort
yol iizerinden iiretilebilir, bunlar: (1) hiicre dis1 sentez yolu, (2) ATP baglayici kaset (ABC)
tastyiciya bagimli yol, (3) sentaz bagimli yol ve (4) Wzx/Wzy'ye bagli yol’dur (Schmid et al.
2015). Polimerlerin uzayabilmesi i¢in gerekli olan 6ncii molekiil, hiicre i¢indeki ¢esitli
enzimatik reaksiyonlarla gergeklestirilir ve farkli biyosentez yollarinin hepsinde ayni yol
izlenmektedir. Hiicre dis1 iiretimde ise, disakkarit veya trisakkaritin boliinmesiyle elde edilen

monosakaritlerin dogrudan eklenmesiyle uzatilmaktadir (Cuthbertson et al.2009).

Wzx/Wzy'ye bagimli yolda, i¢ zardaki bir undekaprenol difosfat ankoruna (CS55)
baglanan ayr1 ayr1 tekrar eden birimler, ¢esitli glikosiltransferazlar (GT'ler) tarafindan
birlestirilip bir Wzx proteini tarafindan sitoplazmik zar boyunca yer degistirmektedir. Bir
sonraki adimda bunlarin polimerizasyonu, hiicre yiizeyine aktarilmadan 6nce Wzy proteini
tarafindan periplazmik alanda meydana gelmektedir. Wzx/Wzy yolu tarafindan bir araya
getirilen tiim polisakkaritler birden fazla seker monomeri icerdigi i¢in heteropolimer olarak

siiflandirilmaktadir (Islam et al.2010).

Ikinci yol, esas olarak kapsiiler polisakarit (CPS) biyosentezinde kullanilan ABC
tastyici bagimli yoldur. Wzx/Wzy'ye bagimli EPS gibi, ABC tasiyic1 bagimli yolda sentezlenen
CPS, GT'lerin i¢ zarin sitoplazmik yiiziiyle birlesir. Tek bir GT ig¢eren operon dahil oldugunda
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homopolimer, birden fazla GT kullanildiginda heteropolimerler iiretimiyle sonug¢lanir. Ayrica
ic membrandan disar1 aktarim ve hiicre yiizeyine translokasyon, ti¢lii bir akis pompas1 benzeri
kompleks tarafindan gerceklestirildiginden diger sistemden farklidir (Whitney and Howell
2013).

Ucgiincii yol, membranlar ve hiicre duvari boyunca tiim polimer seritlerini salgilayan ve
tekrar birimlerinin yer degistirmesi i¢in flippaz dan bagimsiz olan sentaza bagimli yoldur.
Translokasyon igleminin yani sira polimerizasyon da bazi durumlarda (aljinat, seliiloz) ¢oklu
protein kompleksinin alt birimi olan tek bir sentaz proteini tarafindan gergeklestirilmektedir.
Sentaza bagimli yollar genellikle yalnizca bir tiir seker onciisii gerektiren homopolimerlerin

birlestirilmesi i¢in kullanilir (Rehm 2015).

Ekzopolisakkarit Ureten Mikroorganizmalar

Ekzopolisakkaritler (EPS), mikroorganizmalar (bakteriler, mantarlar, algler) tarafindan
savunma mekanizmasi olarak salgilanan karbonhidrat biyopolimerleridir. Mikroorganizmalar
EPS iiretimlerini biiylime fazindan (logaritmik faz) sonra gerceklestirmektedir (Wang et

al.2021)

Bakteriyel EPS’lerin ¢cogu heteropolisakkarit yapidadir ve tiretici mikrobu sicaklik, pH,
iyonik kuvvet ve 151k yogunlugu gibi elverigsiz kosullara kars1 korumaktadir. Bunun yani sira
EPS’nin antioksidan, antibakteriyel, hipoglisemik, immiinomodiilatdr ve kolesterol diisiiriicii
gibi insan sagligina faydali ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir. Bu ylizden
EPS ¢alismalaria olan ilgi her yil artmaktadir. Ekzopolisakkarit lireten mikroorganizmalara;
Streptococcus zooepidemicus Geobacillus spp, Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas
campestris Rhodotorula mucilaginosa, Zygosaccharomyces rouxii, Candida glabrata 6rnek
verilebilir (Wang et al.2016; Tan et al.2019; Mohan et al.2022). Bunun yaninda laktik asit
bakterisi olarak; Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus, Lactiplantibacillus
plantarum ve Streptococcus thermophilus ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir (Angelin and
Kavitha 2020; Rajoka et al.2022).

EPS iiretimini etkileyen faktorler

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler, ortamda ki basing, sicaklik, tuzluluk ve pH gibi
degisikliklere bir yanit olarak {iretildiginden bu faktoérler EPS {iretimini dogrudan
etkilemektedir. Hem baslangi¢ mikroorganizmasi, hem fermantasyon parametreleri (nitrojen
kaynagi, karbon kaynagi, fermantasyon sartlari vb.) iiretilen EPS’nin yapisini etkilemektedir.

EPS iiretiminde karbon kaynagi olarak; glikoz, laktoz, siikroz, maltoz ve sorbital gibi
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kaynaklarin yaninda hurma surubu, peynir alt1 suyu, melas ve dogal atiklarda kullanilmaktadir

(Amatayakul et al.2006; Moosavi and Karbassi 2010).

EPS iiretimini etkileyen faktorlerden olan sicaklik, mikroorganizmanin tiiriine gore
cesitlilik gdstermektedir. Ornegin Wang ve arkadaslari (2021) EPS iiretimi igin termofilik bir
bakteri olan Geobacillus sp.’i kullanmis ve optimum sicakligi 60 °C olarak belirlemislerdir.
Kumar ve arkadaglar1 ise (2022) EPS dretiminde buzullardan izole ettikleri

Mucilaginibacter sp.’i kullanmig, optimum EPS {iretimini 20°C' olarak kaydetmislerdir.

EPS iiretme kapasitesi farkli tuz konsantrasyonlarinda arastirilmig, Cam ve Bicek (2023)
tarafindan yapilan ¢alismada farkli Azotobacter suslari kullamilmistir. Azotobacter
chroococcum SBS1 ve A. vinelandii SBS14’ de artan tuz konsantrasyonunun iiretimi
etkilemedigi diger yandan, A. chroococcum (SBS2, SBS4 ve SBS12) tuz konsantrasyonu %8'e
kadar, A. vinelandii SBS6'da %6'ya kadar ekzopolisakkarit miktarinda onemli bir artis

oldugunu rapor etmislerdir.

Mikroorganizmalarin ¢ogu, notral pH degerlerinde gelismektedir ve EPS iiretimi iginde
optimum bu degerler bulunmaktadir. Ornegin; Aeribacillus pallidus ile yapilan ¢alismada pH
degeri 6,0 ila 8,5 arasinda (0,5 aralikla) EPS iiretimine etkisi arastirilmis en yiiksek polimer
tiretimi pH 7,0'da gézlenmistir (Radchenkova et al.2013). Bazi ¢alismalarda ise EPS veriminin

asidik pH’larda daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tallon et al.2003; Nguyen et al.2020).

EPS iretimini etkileyen bir diger onemli faktor inkiibasyon siiresidir. Bakteriler,
logaritmik fazin sonu veya duragan fazda iretim gergeklestirmektedir (Caccamo et al. 2020).
Midik ve arkadaglar1 tarafindan 2020 yilinda yapilan c¢alismada inkiibasyon siiresinin EPS
iretimine etkisine bakilmis; 48, 72 ve 120 saat denenmistir. Calismada kullanilan LAB
suslarindan 10’da 6'sinin maksimum EPS iiretimi 120 saatlik inkiibasyonun sonunda elde
edilirken; L. plantarum’ da 48 saatlik inkiibasyon sonucu elde edilmistir ve siire arttikga EPS

veriminde diisiis gdzlemlenmistir.

Ekzopolisakkaritlerin Kullanim Alanlari

EPS’ler yenilenebilir, biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilen 6zelliklere sahip
olduklarindan gidadan tarima kadar birgok alanda uygulamaya sahiptirler. Ozellikle gida
endiistrisinde reolojik o6zelliklerinden dolayr LAB’ler tarafindan {iretilen EPS’ler tercih
edilmektedir. Bu polisakkaritler reolojik davranislarinin yani sira, antioksidan, antikanser, nem
tutucu ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip olup, kullanilan yiyeceklerin bozulmadan uzun siire

saklanmasina yardimci olurlar (Serensen et al.2022; Juraskova et al.2022).

25



Farmasotik uygulamalarda ise EPS’ler; doku miihendisligi, ilag kapsiilleme, akill
terapotik ve farmasotik maddelerin hedefe gonderimi gibi amaclarla kullanilmaktadir.
Biyomedikal ve tipta ise; biyolojik olarak aktif EPS’lerin antikanser, antimikrobiyal,
antioksidan ve antienflamatuar ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Cesitli
mikroorganizmalardan elde edilen EPS’lerin iiretimi ve kullanim alanlartyla ilgili asagidaki

calismalarda mevcuttur.

Abid ve arkadaslar tarafindan 2018 yilinda yapilan ¢aligmada, Tunus’ta iiretilen hindi
ve sigir eti sosislerinden laktik asit bakterileri izole etmistir. Bu suslar1 EPS iiretim agisindan
degerlendirmis, iirettigi EPS’nin karakterizasyonunu yapip anyonik EPS’ler ile sodyum

kazeinat arasindaki etkilesimleri incelemislerdir.

Arayes ve arkadaslar1 2023 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, yeni bir bakteri tiirii olan
Alkalibacillus sp. tarafindan sentezlenen ekzopolisakkariti ¢alismis ve biyolojik aktivitelerini
incelemislerdir. En yliksek EPS iiretimini elde etmek i¢in optimum kiiltiir kosullari, 7 giinliik
inkiibasyon siiresi, pH 10 ve 250 g/L NaCl konsantrasyonunda belirlemislerdir. EPS {iretimi
icin en etkili karbon-nitrojen kaynagimni glikoz ve maya ekstrakti ile peptonun kombinasyonu

olarak tespit etmislerdir.

Juraskova et al. (2022), yaptiklari caligmada LAB'den tiiretilen EPS'nin yapist,
biyosentezi ve fizikokimyasal 6zelliklerini detayli olarak calismistir. Bunun yaninda, LAB
tarafindan iiretilen EPS'nin gida iirlinlerinde kullanimina iligkin mevcut stratejiler tartismais,
prebiyotik, immiinomodiilator, ilag dagitim, antioksidan, kolesterol diisiiriicii, anti-biyofilm,

antimikrobiyal ve antikanser 6zelliklerini rapor etmiglerdir.

Latif et al. (2022),tarafindan yapilan ¢alismada, EPS’nin bitki biiyiimesini tesvik eden
rizobakteriler (PGPR) yoluyla bugdayda kuraklik stresine toleransi tesvik etmek icin ¢alismis;
siirl su kosullarinda bugday biiylimesini iyilestirebilen EPS iireten PGPR'nin izole edilmesi,
karakterize edilmesi ve taranmasini gergeklestirmislerdir. EPS iireten rizobakteriyel suslarla
asilanmis fidelerde farkli stres seviyelerinde (%0, 2, 4 ve 6 PEG-6000) kok morfolojisini ve

fide biiyiimesini iyilestirmede daha 1y1 sonuglar elde edildigini rapor etmislerdir.

Abdel-Wahab et al. (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, denizden izole edilen Bacillus
subtilis  tanmilanmig, EPS  {retimi  incelenmis ve  yapisal  karakterizasyonu
gerceklestirilmistir.  Monosakarit igeriginde glikoz, ramnoz ve arabinoz’dan olusan bir
heteropolisakkarit oldugu rapor edilmistir. Daha sonra EPS’nin antioksidan, sitotoksisite,

antiinflamatuar ve anti-Alzheimer aktiviteleri ¢alisilmistir.
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Materyal

MATERYAL VE METOT

Cahsmada kullanilan cihazlar

Tablo 4. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar ve Markalari

No Cihaz Marka

1 Otoklav HMC Hiramaya

2 PCR Cihazi Senso Quest

3 Dondurucu (-86°C) Glacier Ultralow Freezer

4 Mikroskop LEICA

5 Buzdolabi (+4/-20 °C) Vestel

6 Santrifiij Hettich Zentrifugen Mikro 220R
7 Spektrofotometre Beckman Coulter DU 730

8 Saf Su Aritma Cihaz1 MP Minipure

9 Steril Kabin Telstar Bio-11-A

10 Inkiibator Thermo Scientific Heratherm
11 Calkalamali Inkiibator Zhicheng

12 Hassas Terazi Ohaus Pioneer

13 pH metre Mettler Toledo

14 Saf Su Cihazi Mp Minipure

15 Ceker Ocak Fume Hood mikrotest

16 Manyetik Karigtirict Heidolph

17 Mikropipet Takimi Thermo Scientific ve Eppendorf
18 Vortex Fisons WhirliMixer

19 Etiiv Redline by-BINDER

20 Su Banyosu Memmert

Cahismada kullanilan besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tryptone Soya Broth (TSB): 30 g besiyeri ve 1000 mL distile su manyetik karistirict

yardimut ile iyice ¢6zdiiriildii ardindan otoklavlandi.

Stok Besiyeri: 30 g TSB besiyeri, 1000 mL distile su igerisine eklenerek karistirildi,
ardindan 250 mL gliserol ilave edilerek homojen bir karisim elde edildi. Stok tiiplerine

paylastirildi ve otoklavlandi.
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Tryptone Soya Agar (TSA): 40 g TSA tartilip, 1000 mL distile su i¢erisinde manyetik

karistirict yardimiyla ¢oziindiiriildii, ardindan otoklavland: ve steril kabin igerisinde petrilere
dokiildii.

1X Bradford ¢ozeltisi: 0,04 g Coomasie Brillant Blue G-250, 20 mL %95°lik EtOH ve
40 mL %385°1ik fosforik asitten olusan karisima eklendi ve ¢ozdiirtildii. Son hacim 200 mL’ye

tamamlandi ve hazirlanan karisim filtre kagidindan gegirilerek kullanildi.

2M Siilfiirik asit ¢ozeltisi: Ceker ocak igerisine alinan siilfiirik asitten (%95°lik) 5,61

mL alind1 ve son hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

SM NaOH cozeltisi: 4 g kat1 formda bulunan NaOH’dan tartilarak bir kaba alind1, 16

mL distile suda tam olarak ¢ozilinene kadar karistirildi.

0,1 mM DPPH-EtOH cozeltisi: 4 mg DPPH’dan tartildi, ardindan 10 mL %95’lik
EtOH igerisinde ¢ozdiirtildii.

%0,9’luk Fizyolojik Su Cozeltisi: 4.5 g sodyum kloriir (NaCl) tartildi, 500 ml saf suda

¢oOziiniinceye kadar karistirildi. Ardindan otoklavda steril edildi.

50 mM, pH:8 EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit): 2,92 g EDTA tartildi, 180 ml
distile suda ¢oziinlinceye kadar karistirildi ve pH 8’ olacak sekilde ayarlandi toplam hacim

distile su ile 200 ml’ye tamamlandi.

%70’lik Etanol: Meziir yardimi ile 140 ml EtOH alinir, 60 ml distile su eklenerek

kanigtirilir, ¢ozelti kullanilir.

1X TAE (Tris Asetat EDTA): 10 ml 50X TAE (Sigma) tamponu alinir, tizerine 490

ml distile su eklenerek karigtirilir, jel yiiriitmek ve agaroz jel hazirlamak i¢in kullanilir.

%1’lik agaroz jel hazirlamisi: 0,9 g agaroz (Sigma) hassas teraziye alinarak tartilir, 90
ml 1X TAE’de ¢dzdiiriiliir ve 3 dk siire ile kontrollii bir sekilde kaynatilir. i1k sicag1 gecince 2
pl Etidyum bromiir (Sigma) eklenir ve jel yiiriitme kabina dokiiliir.

X-Gal Soliisyonu: Isiktan etkilenen X-gal soliisyonu (5-bromo-4-chloro-3-indoly-p-D-
galactopyranoside); 40 mg/ml olacak sekilde hazirlanip etrafi aliiminyum folyo ile kaplandi, -
20°C‘de muhafaza edildi.

IPTG Soliisyonu: Saf su ile mililitrede 23,8 mg olacak sekilde ¢ozelti hazirland.
Sterilizasyon i¢in 0,22 pm ¢apindaki milipor filtreden gegirildi, ardindan kullanilincaya kadar
-20°C’de sakland1.

Liigol Soliisyonu: 2 gr iyot ve 4 gr KCI hassas terazi kullanilarak tartildi ve cam bir

kaba alindi, ardindan son hacim 200 ml’ye saf su ile tamamlandi.
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Safranin Soliisyonu: 2 gr safranin tartilarak erlen igerisine alindi ve %96°’lik EtOH‘da

¢oziiliinceye kadar karistirildi ardindan tizerine 200 ml saf su ilave edildi.

Kristal Violet Soliisyonu: Kristal violet 4 gr olacak sekilde tartilip %96’lik EtOH

icerisinde ¢oziinduriildii tizerine 160 ml saf su ilave edildi.

Malasit Yesili: 10 g malasit yesili tartilip, 200 ml saf su igerisine eklendi, karistiricida

¢oziindiiriiliip kullanildi.

KOH Soliisyonu: Hassas terazide 3 gr KOH tartilarak 100 ml steril saf su igerisinde

¢oziildii, kullanilmadan 6nce otoklavlanip steril hale getirildi.

CaCl2 Soliisyonu (0,1M): 2,22 gr CaCl> tartilip 200 ml saf su igerisinde ¢6ziildii.
Otoklav ile steril hale getirildi, ardindan buzdolabinda (+4°C) saklandi.

Amfisilin Soliisyonu: Amfisilin mililitrede 20 mg olacak sekilde hazirlandi (saf su ile)

ve milipor filtreden gegirilerek, steril falkonlara alindi. Daha sonra kullanilincaya kadar -

20°C’de muhafaza edildi.

Calismada kullanilan kimyasallar

Tablo 5. Calisma Kapsaminda Kullanilan Kimyasallar ve Uretici Firmalar

Kimyasal Uretici Firma
Ampisilin Sigma

Tryptone Soya Agar Oxoid

LB Agar LabM

LB Broth LabM

Tryptone Soya Broth Oxoid

Agaroz (DNase-RNase-Protease free) Merck

TEMED (N,N,N*“,N“-Tetrametilendiamin) Sigma-Aldrich
dNTP Thermo

Etanol Iso-Lab Chemicals
Coomasie Brillant Blue G-250 Merck
[zopropanol Iso-Lab Chemicals
DNA Marker Thermo
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Sigma

Metanol Iso-Lab Chemicals
Trikloroasetik Asit Sigma

NaCl Thermo

NaOH Sigma-Aldrich
IPTG Sigma
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Tablo 5. (devami)

Malasit Yesili Merck

Aseton Carlo Erba Reagents
Magnezyum kloriir (MgCl,) Invitrogen
Safranin Sigma

DMSO Sigma-Aldrich
Immersiyon Yag1 Sigma
Tetramethyl-p-phenylenediamine Biomerieux
dihydrochloride (Oksidaz kiti)

Lizozim Sigma

H2S04 Sigma

Potasyum hidroksit (KOH) Sigma

Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma-Aldrich
Gliserol Sigma-Aldrich
RNaz A Invitrogen

Distile Su Thermo

DPPH Sigma

Liigol Sigma

Kloroform Carlo Erba Reagents
6X Yiikleme tamponu Thermo

Siilfiirik Asit Fluka BioChemika
Etidyum Bromiir Sigma

DNA izolasyon Kiti (Promega wizard® genomic ~ Promega

DNA purification kit)

Kristal violet Sigma

Plazmit izolasyon kiti (Promega WizardR Plus Promega
Minipreps DNA Purification Systems)

Xgal (5-Bhromo-4-Choloro-3-Indolyf-D- Sigma
Galactopyranoside)

Metot
Mikroorganizmalarin izolasyonu

Erzurum’da ki farkli ilgelerden alinan orman toprak ornekleri steril kaplar igerisinde
laboratuvar ortamina getirildi. Her bir 6rnek i¢in seri diliisyon tiipii (101-10") hazirland1 (%0,9
fizyolojik). Diliisyon islemi gergeklestirilen tiiplerden 100 ‘er uL alinarak, iizerinde 6rnek kodu
ve diliisyon numarasi yazilan steril TSA besiyerine inokiile edildi. 30°C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan petrilerde olusan koloniler incelenerek, farkli koloni

morfolojisinde olan suslar segildi ve TSA besiyerine ekimi gergeklestirildi. Izolatlar saf
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diisiiriiliinceye kadar ti¢ faz ¢izgi ekim yontemi yapildi, ardindan saf diisiiriilen koloniler kriyo

tiiplerde stok kiiltiirii yapilarak -86°C ‘de sakland1 (Mahdiyah et al.2020)

Izolatlarin EPS iiretim kapasitelerinin karsilastiriimasi
EPS iiretimi

EPS iireten suslar1 belirlemek icin; stoga alinan izolatlar TSA besiyerinde ¢izgi ekim
yontemi ile canlandirildi. Kati1 besiyerinde saf olarak gelisen kolonilerden 6n kiiltiir hazirlamak
icin 6ze dolusu alinarak 100 mL TSB igeren steril besin ortamina inokiile edildi. 24 saat
inkiibasyona birakilan 6rneklerin OD g0 degerleri 1.0 absorbans verecek sekilde ayarlanip 1
ml’si ana kiiltiire aktarildi. Ana kiiltiir olarak 250 ml’lik erlenlerde hazirlanan steril 100 ml TSB
kullanildi. EPS iiretiminin ger¢eklesmesi i¢in, 30°C 120 rpm’de 24 saat inkiibasyona birakildi
(Janesch et al.2013; Maurya et al.2022)

Ekstraksiyon

EPS iiretimi gerceklestikten sonra, her bir izolat i¢in hazirlanan ana kiiltiirden hiicre
pelletleri 6000 rpm’de 10 dk santrifiij islemi ile uzaklastirildi. Stipernatant kisimlart alinip
ortamdaki protein kirliliginden arindirmak i¢in %4 oraninda TCA eklenip, iyice ¢cozdiiriilerek
+4°C’de 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra ¢oken protein kirlilikleri 6000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek uzaklastirildi. Siipernatant kismi alinan numunelere ekzopolisakkaritin
¢okmesi i¢in hacminin 2 kati kadar soguk etanol eklenip, 48 saat siire ile +4°C’de buzdolabinda
bekletildi. Stire sonunda 7000-8500 rpm’de 10-15 dk santrifiij islemi ile EPS’ler ¢oktiiriildii ve
liyofilize edilerek tartild1 (Xu et al.2019; Sharma et al.2020). Izolatlarin EPS iiretim miktarlar
kaydedildi, ardindan deiyonize suda ¢oziinebilirligine bakildi. Suda ¢6ziinebilen, en yiiksek

EPS iireten izolat secilerek izolatin tanilanmasi i¢in klonlama basamagina gecildi.

Secilen izolatin konvensiyonel yontemlerle karakterizasyonu
Gram boyama

Izolatin hiicre duvari yapisii tespit etmek amaciyla KOH ve Gram boyama testleri
yapildi. Stoktan canlandirilan izolattan 6ze dolusu alinarak temiz bir lam {izerine yayild1 ve
fiksasyon islemi gergeklestirildi. Hazirlanan preperat sirasiyla kristal viyole, liigol, alkol ve
safranin ile muamele edildi. Ardindan mikroskopta incelendi; mavi-mor renkte goriilen bakteri
Gram (+), pembe-kirmizi renkte goriilen ise Gram (-) olarak degerlendirildi. Diger bir yontem
KOH testidir, bu yontem Albayrak (2018) tez ¢alismasindaki gibi yapilmistir (Albayrak 2018).
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Endospor boyama

Endospor testinde, ilk dnce lam alinip temizlenir, ardindan ortasina bir damla su ve 6ze
dolusu bakteri konularak yayildi ve fiksasyon islemi gerceklestirildi. Fikse edilmis hiicreler,
kaynayan su banyosu tizerine yerlestirilerek sirasiyla malasit yesili ve safraninle muamele
edildi. Su ile yikanip kurutulan preparat mikroskop altinda incelendi. Boyama sonucunda

endospor yesil, vejetatif hiicre ise kirmiziya boyandi (Prescott et al. 2002).

Biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi
Katalaz testi

Aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerde bulunan katalaz enzimi; ETS (elektron
tasima sistemi), birden fazla basamaktan olusmaktadir ve son basamaginda H20>
iretilmektedir. Katalaz enzimi agiga ¢ikan hidrojen peroksiti (H202) pargalayarak, H20 ve O2’¢
dontstiirtir. Agiga ¢ikan O gazi kabarciklar halinde goriiliir ve katalaz enziminin varligini

gosterir. Analiz Albayrak (2018) protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Oksidaz testi

Mitokondride bulunan ‘Sitokrom ¢’ proteini, transmembran proteini olup, solunum
olayinda yer almaktadir. Oksidaz testi ile bir mikroorganizmanin, sitokrom c proteini tasiyip-
tasimadigl tespit edilmektedir. Deney Albayrak (2018) protokoliine uygun olarak
gergeklestirildi.

EPS Ureten izolatin Molekiiler Tanilamasi
Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonuna baglamadan 6nce mikrobun canlandirma islemi vardir. Bunun i¢in
TSA besiyerinde stoktan canlandirilan DT3-C kodlu izolat 30°C’de 24-48 saat siire ile
inkiibasyona birakildi. Saf olarak gelistirilen kiiltiirden tek koloni alinip, 100 mL steril TSB
iceren besiyerine aktarildi ve inkiibasyona birakildi. Daha sonra gelisen izolat santrifiij edilip,
siipernatant kismi atildi, ardindan izolasyon ‘Promega WizardR (A2360)’ kitine uygun olarak

gerceklestirildi (Baltac1 and Adiguzel 2016).

16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu

Bakteri taksonomisinde yaygin olarak kullanilan 16S rRNA gen bolgesi evrimsel olarak
korunmustur. Genomik DNA izolasyonundan sonra gen bolgesi amplifiye edildi. Her bir DNA

Ornegi i¢in, Tablo 6. de verilen reaksiyon tiipleri hazirlandi. PCR tiipleri termal dongii cihazina
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yerlestirildi ve Tablo 7.’de yer alan program ile istenilen DNA bélgesi ¢ogaltildi (Varol et
al.2023).

Tablo 6. 16S rRNA PCR Isleminde Kullanilan Reaktifler

REAKTIF KONSANTRASYON MIKTAR(ul)
PCR Buffer (sigma) 10X 3
dNTP 10 mM 0,6
MgCl, 25 mM 1,8
27F 5 mM 3
1492R 5 mM 3
DMSO %99 1.2
ddH,0 = 14,4
DNA 3-4

Tablo 7. PCR Programi

ISLEM SICAKLIK (°C) SURE (dk) DONGU SAYISI
On Denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 36
Baglanma 49 1 36
Uzama 72 2 1
Son Uzama 72 5
Saklama 4 o0

16S rRNA PCR jel elektroforezi

Agarozdan 1,6 gr tartilip 250 ml erlen igerisine alindi. Daha sonra {izerine 160 mL TAE
eklenip, karistirildt ve mikrodalga firininda agaroz kaynatildi (iyice ¢ozliinmesi saglandi).
Karisim ¢eker ocagin igerisine alinip 50°C’ye kadar sogumasi beklendi ve etidyum bromiir
eklenip iyice karistirildi. Elde edilen karisim, jel elektoroforez tankina alindi ve donuncaya

kadar beklendi.

Elektroforez tanki 1X TAE tamponu ile dolduruldu ve orneklerin yiikleme islemi
gerceklestirildi. Elektroforez diizenegi 110 voltta 60-100 dk yiritiildii ve bantlar jel

goriintiileme sisteminde incelendi (Adigiizel 2006).
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Kompotent hiicrenin hazirlanmasi

Klonlama isleminin ilk basamagi kompotent hiicre hazirlanmasidir. Kompotent hiicre
hazir olarak satin alinabildigi gibi CaCl; ile de hazirlanir.Tez kapsaminda Escherichia coli
JM101 susu ile CaClz kullanilarak Baltac1 and Adiguzel (2016) protokolii uygulanip kompotent

hiicre hazirlandi.

Ligasyon

Ligasyon islemi i¢in; ligasyon tamponu (5 puL), 16S PCR iiriinii (3 uL), vektor (pGEM-
T/Promega(1 uL) ve T4 DNA ligaz (1 puL ) PCR tiipiinde bir araya getirildi ve karisim 16°C’de
13-15 saat boyunca inkiibe edildi, slire sonunda ligasyon iriinleri +4°C’de muhafaza edildi

(Albayrak 2018).

Transformasyon

Ependorf tliplerine 6nceden hazirlanan 200 pL kompotent hiicre konuldu, tizerine 2,5
pL ligasyon iiriinii eklenip, 30 dk stire ile buz lizerinde bekletildi. Siire sonunda buzda bekletilen
tiipler alinarak karigtmin 1s1 sokuna ugratilmasi amaciyla 42°C’de 2 dk siireyle bekletildi.
Ardindan tiipteki soliisyona 200 pl LB eklendi ve 37°C’de 60-100 dk (siire bakterilerin
gelisimine bagl olarak degisebilir) bekletildi. Daha sonra ependorfta bulunan kompotent hiicre
ve ligasyon {irlinli karisimindan 150 pL alinip, X-Gal, IPTG ve amfisilin iceren LB Agara
yayildi. Petriler koloni olusuncaya kadar 37°C’de inkiibe edildi (Baltaci and Adiguzel 2016).
Inkiibasyon sonunda petriler +4°C’de bir gece bekletildi. Petrilerde gézlenen mavi ve beyaz

kolonilerden, beyaz olanlar segildi ve koloni PCR asamasina geg¢ildi.

Koloni PCR reaksiyonu

Transformasyon isleminden sonra yapilan yayma ekimler sonucunda petrilerde mavi-
beyaz koloniler gdzlemlendi. Beyaz kolonilerden 6rnek alinarak koloni PCR yapildi. Koloni

PCR reaksiyon karisimi ve PCR programi asagidaki gibidir (Tablo 8).
Koloni PCR reaksiyon karigimi;

v' 16,1 ul dH,0

v 1,8 ul MgClz (25mM)

v’ 2’ser ul 5 uM primer [T7 (5-AATACGACTCACTATAG-3") ve SP6 (5-
ATTTAGGTGACACTATAG-3")]

v" 0,3 ul Tag DNA polimeraz

AN

3 ul tampon (MgCly’siiz)
v' 0,6 ul ANTP mix
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v 1,2 ul DMSO
v Koloni

Tablo 8. Koloni PCR Programi

ISLEM SICAKLIK (°C) SURE (dk,sn) DONGU SAYISI
On Denatiirasyon 94 30 sn 1
Denatiirasyon 94 30 sn 36
Baglanma 55 30 sn 36
Uzama 72 2dk 36
Son Uzama 72 10 dk 1
Saklama 4 %

Koloni PCR’1m yiiriitiilmesi i¢in %1°’lik agaroz jel (EtBr i¢eren) hazirlandi. Markir ve
ornekler yiiklenerek 100-110 voltta 60 dakika siire ile yiiriitiildii. Goriintilleme igleminin
ardindan pozitif koloniler secilerek, amfisilin iceren LB siv1 besiyerine aktarildi. 37°C’de 14
saat siire ile inkiibasyona birakilan Ornekler inkiibatorden alinarak plazmit izolasyon

basamagina geg¢ildi.

Plazmit izolasyonu ve konsantrasyonlarinin tespiti

Inkiibatérden g¢ikarilan kiiltiirler, 10.000 rpm’de 10 dk santrifiijlendikten sonra,
stipernatant kisimlar1 uzaklastirildi. Plazmitler, Promega firmasina ait “A1330 plazmit
1zolasyon kit” protokiile gore saflastirildi. Plazmit yogunlugunu belirlemek i¢in 998 pL saf su
ve 2 pL plazmit karistirilip 260 nm dalga boyunda 6l¢iimii yapildi. Ol¢iim sonunda yogunlugu
100-200 ng araliginda olan plazmitler sekans islemi i¢in uygun olarak degerlendirildi ve

Macrogen firmasina gonderilmeden 6nce EcoRI enzimi ile kesilip kontrol edildi (Baltac1 2020)

DNA dizi analizi sonuclarmin degerlendirilmesi ve filogenetik agacin
olusturulmasi

Sekans islemi Macrogen (Hollanda) firmasinda yaptirildi. Gelen sekans sonuglar
‘BioEdit’ programu ile analiz edilip, FASTA formatina ¢evrildi. Dizi analizi sonucu Albayrak
et al.(2019) caligmasinda ki gibi degerlendirilerek Genbank numarasi alindi ve MEGA 4.0
yazilimi ile filogenetik aga¢ (neighbor-joining) ¢izildi (Albayrak et al. 2019).
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Cytobacillus oceanisediminis DT3-C ile EPS Uretiminin Optimizasyonu
Optimal sicakhigin belirlenmesi

EPS iiretiminde ilk olarak sicaklik parametresi optimize edildi. Bunun i¢in Cytobacillus
oceanisediminis DT3-C bakterisi stoktan TSA besiyerine canlandirildi. Saf olarak canlandirilan
bakteriler TSB on kiiltiirine alinarak 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakild.
Spektrofotometrede 600 nm’de OD 6l¢iimii alind1 ve 1.0 absorbans olacak sekilde hesaplamasi
yapilip igerisinde 100 ml TSB igeren 6 erlene inokiile edildi. Erlenler sirasiyla
20,25,30,35,40,45°C’ye ayarli calkalamali inkiibatorlerde 24 saat siire ile inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi bittiginde sirasiyla; 6500 rpm’de 10 dk santrifiijlenip hiicreler
uzaklastirildi, yeni bir erlene alinan Orneklerin lizerine TCA eklenip proteinlerin ¢okmesi
sagland1 ve santrifiij edildi. Siipernatant alinip 1:2 oraninda etanol eklenerek +4°C’de bir gece
beklendi ve santrifiij islemi ile EPS cokeltileri elde edildi. Ardindan liyofilizasyon yapildi ve
miktarlar kaydedildi. En yliksek EPS iiretimine sahip sicaklik degeri sonraki optimizasyon

basamaklarinda kullanildu.
Optimal pH degerinin belirlenmesi

EPS iiretiminde en uygun pH degerinin belirlenmesi i¢in hiicreler stoktan alinarak TSA
besiyerinde canlandirildi ve TSB &n kiiltiiriine alindi. On kiiltiiriin OD degeri 1.0 absorbans
olacak sekilde hesaplandi ve onkiiltiirden sirasiyla 5, 6, 7, 8 ve 9 pH degerlerine sahip 100 mL
optimal besiyeri igeren fermentasyon ortamina inokiile edildi. Optimum sicaklikta 24 saat
inkiibe edilen kiiltiire sirasiyla bakterilerin uzaklastirmasi, protein ¢oktiirmesi ve etil alkolde
EPS c¢oktiirmesi yapilarak EPS’ler miktar tayini icin liyofilizasyona gonderildi. Farkli pH
degerlerinde {iiretilen EPS miktarlar1 kaydedilerek elde edilen verilere gore en yiiksek EPS

tiretimine sahip pH degeri ¢alismanin takip eden agamalari i¢in segildi.
Optimal fermantasyon siiresinin belirlenmesi

Optimum inkiibasyon siiresini belirlemek i¢in TSA’da canlandirilan bakteriden tek
koloni almip TSB besiyerine ekim yapildi. On kiiltiiriin OD degeri hesaplandi ve 100 ml TSB
(Optimal pH’da) iceren erlenlere esit miktarda inokiilasyon gerceklestirildi. Ornekler 24, 48,
72 ve 96 saat olacak sekilde optimal sicakliga ayarlanan inkiibatore birakildi. Siire sonunda
sirastyla kiiltiirlere hiicre ¢oktiirmesi (santrifiij), TCA ile protein c¢oktiirmesi ve etanolle
muamele yapilarak EPS' nin elde edilmesi gerceklestirildi. Sonrasinda saflastirilan EPS
liyofilize hale getirildi. Liyofilize 6rneklerin agirlig1 belirlendi ve maksimum EPS iiretiminin

oldugu fermantasyon siiresi sonraki ¢aligmalarda kullanildi.
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EPS’nin Total Uretimi

Total EPS iiretimi optimal kosullar altinda toplam 4 litre (250 ml erlenlerin her birinde
100 ml TSB olacak sekilde 10 erlende gerceklestirildi ve bu basamak 4 kere tekrarlandi)
hacimde TSB besiyerinde gergeklestirildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda gelisen kiiltiir 6000
rpm’de 10 dk siire ile santrifiij edilerek hiicreler uzaklastirdi, elde edilen siipernatant iizerine
%4 oraninda TCA eklenip 4°C’de 4 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonunda 6rnekler
6000 rpm’de 10-15 dk santrifiij edilerek proteinler uzaklastirildi ve supernatant iizerine hacimce
iki kat1 olacak sekilde saf etanol (6nceden buzdolabinda sogutularak) eklenerek +4°C’de 48
saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda drnekler 7000-8000 rpm’de 10-15 dk santrifiij edilerek
supernatant atildi ve toplanan EPS’ler liyofilize edilerek karakterizasyon caligsmalarinda

kullanilmak tizere hazir hale getirildi.

Uretilen Ekzopolisakkaritin Karakterizasyonu
Farkh solventler i¢erisinde ¢oziiniirliigiin belirlenmesi

Liyofilize hale getirilen EPS o6rneginden etanol, izopropanol, distile su, metanol,
klorofom, DMSO, hekzan, formaldehit ve aseton’da ¢oziiniirliigii arastirildi. Bunun igin 5 ve
10 mg/mL olacak sekilde EPS- c¢oziici ornekleri ependorflarda hazirlandi ve tiipler
vortekslenerek ¢oziiniirliikleri gézlendi. Daha sonra 6rnekler 5 dakika boyunca 12000 rpm de
santrifiijlendi ve slipernatanttan 0,5 mL alinip seker iceriginin analizi i¢in kullanildi. EPS
igeriginin bliyiikk bir kismi karbonhidrattan olusturdugu icin EPS' nin ¢oziiniirliigiini
belirlemede ¢oziiciiye gecen karbonhidratin toplam miktar1 goz Oniine alindi. Coziiniirliik

belirlemede fenol siilfirik asit yontemi kullanilarak seker miktar1 hesaplandi (Ciezack et
al.2010).

Karbonhidrat iceriginin belirlenmesi

Liyofilize edilen EPS orneginin total karbonhidrat igerigini belirlemek i¢in fenol-
stilfiirik asit yontemi ile analiz gerceklestirildi. Bu yontem igin, distile su igerisinde ¢ozlinmiis
1 mg/mL EPS 6rneginden 100 pL alinip cam tiipe aktarildi, ardindan tizerine 1 mL %6°1ik fenol
ve 5 mL siilfiirik asit eklenerek oda sicakliginda 15 dk siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda Ornekler sogutularak spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda o6l¢tildii. Standart
grafik icin 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL ve 0,8 mg/mL olacak sekilde glukoz
ornekleri hazirlandi. Her bir tiipe 1 mL %6’lik fenol ve 5 mL saf siilfiirik asit eklenerek 15
dakika inkiibasyona birakildi ve spektrofotometrede 6l¢iim yapildi. Olgiilen absorbans degerleri
ile standart grafik olusturuldu ve EPS’nin spektrofotometrik 6l¢limii yapilarak bu grafige gore

toplam karbonhidrat i¢erigi hesaplandi (Vosough et al.2022).
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Protein iceriginin belirlenmesi
Warburg-Christian yontemi

Kolay ve hizli sonu¢ veren Warburg — Christian yontemi ile numunedeki yaklagik
protein miktar 6l¢iilmektedir. Bu yontem niikleik asit, karbonhidrat ve proteinlerin farkli dalga
boylarinda absorbans vermelerine dayanir. Proteinlerde bulunan tirozin ve triptofan gruplar
maksimum 280 nm’de, niikleik asitler 260 nm’de ve karbonhidratlar 230 nm de absorbans verir.
Bu yontemde; liyofilize 5 mg EPS 6rnegi 1 ml distile su igerisinde vortekslenerek ¢ozdiiriildii,

daha sonra karigim 230, 260 ve 280 nm’de 6l¢iildii (Genc et al.2021).

Bradford yontemi

Liyofilize edilen EPS Ornegindeki toplam protein miktarini belirleyebilmek i¢in
bradford yontemi ile analiz gergeklestirildi. Bu yontemde, dncelikle 0,02 g Coomasie Brillant
Blue G-250 tartilarak erlen igerisine alindi, iizerine 10 mL %95’lik EtOH ve 20 mL %85°lik
fosforik asit karistirilarak son hacmi distile su ile 200 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan karigim
filtre kagidindan gegirilerek kullanima hazir hale getirildi. Liyofilize haldeki EPS 6rneginde
son konsantrasyon 1 mg/mL olacak sekilde distile suda hazirlandi. EPS 6rneginden 100 pL
alinip tizerine 900 pL bradford ¢ozeltisi eklendi ve spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda
kore (distile su ve Bradford ile hazirlanan) kars1 6l¢iim alinarak absorbans degeri 6l¢iildii.
Standart grafigi olusturmak i¢in; 0,8 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL
konsantrasyonlarda olan BSA 6rnekleri hazirlandi. Her bir 6rnekten 100 pL alinip {izerine 900
pL bradford cozeltisi eklendi ve spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda oOlgtilerek
kaydedildi. Elde edilen degerler ile standart egri olusturuldu ve EPS’nin verdigi deger standartta

yerine konularak toplam protein miktari belirlendi (Seo et al.2015).

Monomer kompozisyonunun belirlenmesi

Monomer kompozisyonun belirlemeden once polimer yapida bulunan glikozidik
baglarin kirtlmas1 ve monosakkaritlerin serbest halde bulunmasi gerekmektedir. Bunun i¢in 200
mg EPS 6rnegi (liyofilize halde), 2M 5 mL siilfiirik asit ile 100°C’de 2 saat boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda inkiibatdrden aliarak oda 1s1sinda sogumasi beklendi ve
5M NaOH ile nétralize edildi. Noétralizasyon sonrasinda olusan kiigiik partikiillerin giderimi
icin 4500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Alinan supernatant 0,45 pm ¢aptaki membran filtreden
gecirildi  ve ylksek basingli sivi  kromatografisi (HPLC) kolonuna yerlestirildi.
Monosakkaritlerin analizi, 40°C'de bir Inertsil NH2 kolonu (5 um, 250 mm x 4.6 mm) ve RID
detektdr sistemi ile donatilmig bir Prominence LC-20A HPLC sistemi (Shimadzu, Japonya) ile

gerceklestirildi. Hareketli faz olarak belirlenen Asetonitril:su (4:1) karisimi 1 mL/dk akis
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hizinda kolona verildi. HPLC analizi, Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi (DAY TAM) tarafindan gergeklestirildi (Shang et al.2014).

Fonksiyonel grup analizi

Fourier doniistimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) ile ekzopolisakkarit 6rneginin
fonksiyonel gruplar1 ve yapisal karakterizasyonu hakkinda bilgi edinmek amaciyla liyofilize

haldeki 6rnek, analiz icin Dogu Anadolu Arastirma Merkezi (DAYTAM)’a gotiiriildii.
Molekiiler agirhgin belirlenmesi

EPS’nin molekiiler agirliklart (MW'ler) Mark-Houwink-Sakurada denklemine gore
belirlendi. Molekiiler agirlik hesaplanirken iki denklem kullanildi. 1. Denklemde, n = igsel
viskozite, K = verilen ¢0zlinen-¢oziicii sistemi a= sicaklik i¢in spesifik sabit degerler ve Mw =
viskozite-ortalama molekiiler agirliktir. Yontem ayni hacimdeki ¢oziiciiniin (%1 asetik asitten
olusan) ve {rettigimiz ekzopolisakkaritten olusan ¢ozeltilerin akis siiresinin Ol¢ililmesine
dayanmaktadir. I¢sel viskozite 2. Denklemle hesaplandi: Burada n = igsel viskozite, nsp =

spesifik viskozite ve C = EPS numunelerinin konsantrasyonudur (Kayar et al.2022).

n =K.Mw? 1
_ Tsp
n=- 2

Biyolojik Aktivitenin Belirlenmesi
Antimikrobiyal aktivite

Uretilen ekzopolisakkaritin antimikrobiyal aktivitesine bakmak amaciyla disk difiizyon
testi yapildi. 1k dnce patojen tiirler stoktan TSA besiyerine ekildi ve 37 °C’de 24 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Tiir olarak Escherichia coli (ATCC 43894), Candida albicans (ATCC
10231), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria monocytogenes (ATCC 7644),
Bacillus cereus (ATCC 33019) ve Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) kullanild:.
Inkiibasyon sonrasinda saf olarak gelisen kolonilerden steril ¢ubuklar ile alinarak, steril
fizyolojik tiiplere inokiile edildi ve Mc Farland 0,5 olacak sekilde ayarlandi. Her bir tiipten 100
uL aliarak TSA besiyeri ortamina cam drigalski ile yayma ekim yapildi. Liyofilize olan EPS
ornekleri 10 mg/mL 20 mg/mL, 30 mg/mL ve 40 mg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde
distile su icerisinde hazirlandi. Bos antimikrobiyal disklere 20 pL emdirilerek petrilere
yerlestirildi ve 37 °C’de 24 - 48 saatlik inkiibasyon sonunda zon caplar1 ol¢iildii (Genc et
al.2021).
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EPS’nin antikanser aktivitesi

Uretilen EPS'nin insan noroblastoma kanser hiicreleri (SHSY-5Y), kolon kanseri
hiicreleri (HT-29), prostat kanseri hiicreleri (DU-145) ve akciger kanseri hiicreleri (A-549)
tizerinde antikanser etkileri arastirildi. Hiicre ¢izgileri, %10 fetal sigir serumu ve %1 antibiyotik
(penisilin-streptomisin) igeren RPMI 1640 hiicre ortaminda, 37 °C'de %5 CO2 igeren bir firinda
kiiltiirlendi. Hiicreler c¢ogaltildiktan sonra 96 oyuklu plakalara (oyuk bagina 5000 hiicre)
aktarildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra farkli konsantrasyonlarda (suda 0-2,5 mg/mL)
hazirlanan EPS 6rnekleri besiyerine eklendi. Hiicreler tekrar 24 saat siireyle inkiibe edildi. Bu
stirenin sonunda her kuyucuga 3 pL WST-1 eklendi ve %5 CO2 igeren firinda 37°C'de 2 saat
daha inkiibasyona devam edildi. inkiibasyondan sonra plaka 1 dakika calkaland1 ve absorbans,
ELISA okuyucusu (SpectraMax Molecular Devices, ABD) kullanilarak 650 nm referansa karsi
450 nm'de Olciildii. Antikanser faaliyetlerine iligkin kiiltiir goriintiileri Olympos invert

mikroskop kullanilarak kaydedildi (Karadayi et al.2021)

EPS' nin in vitro Antioksidant Aktivite Tayini
DPPH radikali giderme potansiyeli

EPS'nin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini temizleme potansiyeli Blois
(1957) tarafindan oOnerilen yonteme gore gerceklestirildi. Bunun i¢in; yaklasik 0,9 ml DPPH
¢ozeltisi (0,05-3,2 mg/ml), 0,3 ml EPS ¢ozeltisine (0,05-2.5 mg/ml) ilave edildi ve karigim oda
sicakliginda (karanlikta) 30 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
spektrofotometrede 517 nm’de absorbans 6l¢iildii. Deneyler siiresince deiyonize su (0,3 mL)
kontrol olarak (Ao) ve vitamin C (askorbik asit) ¢ozeltisi (0; 0,05; 1, 2 ve 2,5 mg/ml) pozitif
kontrol olarak kullanildi. DPPH radikali giderme potansiyeli asagidaki formiile gore
hesaplandi.

A1—4Ay

% Temizleme = (1 — 7
0

) X100  (Formiilde Ao yani kontrol: EPS/askorbik asit

¢ozeltisi yerine deiyonize su ve DPPH ile hazirlanan ¢ozeltinin absorbansini, Ax: deiyonize su
igerisinde EPS/askorbik asit ¢oziindiiriilmiis ¢ozelti ve DPPH ile hazirlanan ¢6zeltinin
absorbansini, A2: DPPH icermeyen fakat diger bilesenleri iceren ¢dzetinin Absorbansini temsil

etmektedir).

Siiperoxide radikali temizleme potansiyeli

EPS' nin siiperoksit (O2¢—) radikalini giderme potansiyeli Liu et al (1997) ve Xu et al
(2009) tarafindan belirtilen yonteme gore gerceklestirildi. Bunun i¢in EPS veya askorbik asit
(pozitif kontrol) deiyonize suda (0; 0,05; 0,1; 1, 2 ve 2,5 mg/mL' lik konsantrasyonlarda)
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¢ozildi. Her numune ¢ozeltisinin 0,1 ml'lik bir kism1, 78 uM NADH i¢eren 1 ml 16 mM Tris-
HCI (pH 8,0), 10 uM fenazin metosiilfat (PMS) i¢eren 1 ml 16 mM Tris-HCI (pH 8,0) ve 1 mL
50 uM nitrotetrazolium mavi kloriir (NBT) igeren 16 mM Tris-HCI (pH 8,0) ile karistirildi.
Cozelti 25 °C'de 5 dakikalik inkiibasyona birakildiktan sonra ¢dzeltinin absorbansi 560 nm'de

Olctildii. Oo+— radikal etkisi temizleme potansiyeli asagidaki formiile gore hesaplandi.

A1—Ap
Ao

% Temizleme = (1 — ) X 100 (Formiilde Ao yani kontrol: EPS/askorbik asit

¢oOzeltisi yerine deiyonize su ve diger biesenler ile hazirlanan ¢ozeltinin absorbansini, Ai: PBS
icerisinde EPS/askorbik asit ¢oziindiiriilmiis ¢ozelti ve diger bilesneler ile hazirlanan ¢ozeltinin
Absorbansini, Az: NBT icermeyen (yerine PBS) fakat diger bilesenleri igeren ¢dzetinin

Absorbansini temsil etmektedir).

EPS'nin ABTS radikali temizleme potansiyeli

EPS'nin  2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt
(ABTYS) radikal temizleme aktivitesi, Cheng et al (2021) ve Ji et al (2022) tarafindan 6nerilen
yonteme gore Olciildii. Bunun i¢in ilk olarak, 9,9 mg potasyum persiilfat 15 ml 5,55 mmol/L
ABTS sulu ¢ozeltisi ile karistirilmis ve mavi-yesil bir renk olusumu i¢in ¢ozelti karanlik bir
ortamda 25°C'de 15 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra bu ¢ezelti, absorbans degeri 734 nm’de
0,70 oluncaya PBS (100 pmol/L, pH 7,4) ile seyreltilmistir. Daha sonra farklh
konsantrasyonlardaki (0; 0,05; 0,1; 1; 2 ve 2,5 mg/ml) EPS 6rnekleri (1 ml) ve ABTS soliisyonu
(2 ml) ile 25 dakika reaksiyona sokulmus ve ardindan karigimin absorbans degeri 734 nm'de
Olciilmiistiir. Askorbik asit ¢ozeltisi pozitif kontrol olarak kullanildi. Temizleme aktivitesi

asagidaki formiile gore hesaplandi.

A1—4Ap
Ao

% Temizleme = (1 — ) X 100 (Formtilde Ao yani kontrol: EPS/askorbik asit

¢ozeltisi yerine deiyonize su ve ABTS ile hazirlanan ¢ozeltinin Absorbansini, Ai: PBS
icerisinde EPS/askorbik asit ¢oziindiiriilmiis ¢ozelti ve ABTS ile hazirlanan ¢6zeltinin
Absorbansini, Az: ABTS igermeyen fakat diger bilesenleri igeren ¢ozetinin Absorbansini temsil

etmektedir).

EPS'nin hidroksil radikali temizleme potansiyeli

EPS' nin hidroksil radikal (OHe) temizleme aktivitesi, Qiao et al (2009) tarafindan
belirtien yonteme gore belirlendi. Bunun i¢in; deiyonize su igerisinde farkli konsantrasyonlarda
(0; 0,05; 0,1; 1, 2 ve 2,5 mg/ml) hazirlanan EPS ¢ozeltisi (0,5 ml), 0,5 ml salisilik asit ¢ozeltisi
(9 mmol/L), 0,5 ml FeSO4 ¢o6zeltisi (9 mmol/L) ve 0,5 ml H2O; ¢6zeltisi (9 mmol/L) ile

karistirildi. Hazirlanan final ¢ozeltisi kisa siireli ¢alkalama iseminin ardindan 37°C'de 40 dakika
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siireyle inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda karisimin absorbanst 510 nm'de 6lgiildii.
Deneylerde pozitif kontrol olarak EPS ile ayni konsantrasyonda askorbik asit ¢ozeltisi

kullanildi. Temizleme aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplandi.

A1—4p

% Temizleme = (1 — -
0

) X 100 (Formiilde Ao yani kontrol: EPS/askorbik asit

¢ozeltisi yerine deiyonize su ve diger bilesenler ile hazirlanan ¢ozeltinin Absorbansini, A1: PBS
icerisinde EPS/askorbik asit ¢ozlindiiriilmiis ¢ozelti ve diger bilesenler ile hazirlanan ¢ozeltinin
Absorbansini, Az: H2O2 icermeyen (yerine deiyonize su) fakat diger bilesenleri igeren

¢Ozetinin Absorbansini temsil etmektedir).

Nitrik oksit radikali temizleme aktivitesi

EPS' nin nitrik oksit (NO«) radikali temizleme aktivitesi Larocca et al (2018) tarafindan
yazilan yonteme gore yapildi. Deiyonize su i¢erisinde EPS (0; 0,05; 0,1; 1, 2 ve 2,5 mg/ml) ile
hazirlanan ¢6zeltinin 0,1 ml' si, 20 mM sodyum nitroprussid ¢ozeltisinin 0,1 ml'si ile karistirildi
ve 60 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Daha sonra karisima 0,1 ml Griess reaktifi
ilave edildi ve karanlikta 10 dakika siireye tekrar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardinda
560 nm'de absorbans 6l¢iimii yapildi. Deneylerde pozitif kontrol olarak askorbik asit kullanildi.

Temizleme aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplandi.

% Temizleme = (%) x 100 (Formiilde Ao yani kontrol: EPS/askorbik asit
0

¢ozeltisi yerine deiyonize su ve diger bilesenler ile hazirlanan ¢ozeltinin Absorbansini, A1: PBS
icerisinde EPS/askorbik asit ¢oziindiiriilmiis ¢ozelti ve diger bilesenler ile hazirlanan ¢dzeltinin

Absorbansini temsil etmektedir).

EPS'nin in vitro Anti-Aging Aktivite Tayini
Dermal fibroblast hiicrelerinde EPS’nin antiaging aktivitesi

Normal insan dermal fibroblastlart (NHDF'ler), L-penisilin-streptomisin ve %10 fetal
sigir serumu (Gibco) ile desteklenmis PromoCell fibroblast biiylime ortaminda kiiltiirlendi (%5
CO2 ile nemlendirilmis atmosferle 37 °C'de). Ortam her 2-3 giinde bir yenilendi ve fibroblastlar
%70-80 yogunluga ulastiginda hiicreler pasajlandi. Yasglanma siirecini taklit etmek igin
NHDF'ler, biiyiime ortamindaki 96 yuvali bir plakada 8000 hiicre/oyuk yogunlukta gece
boyunca kiiltiirlendi. Daha sonra senesensi indiiklemek i¢in NHDF' lerin bir grubuna 300 uM
hidrojen peroksit (H202) eklenmis ve yasli grubu kontrol grubu olarak kullanilmistir. Diger
taraftan, iki NHDF grubuna H2O' nin yamisira farkli konsantrasyonlarinda EPS (1 ve 2
mg/mL)'de uygulanarak EPS' nin koruyucu roliiniiniin ortaya c¢ikarilmasi amaglanmistir

(uygulama gruplar1). H202 ve EPS' uygulamasi yapilmayan NHDF' ler ise normal kontrol
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grubu olarak degerlendirilmistir. Biitiin gruplar 24 saat siireyle tekrar inkiibasyona birakilmistir
(Tim kosullarda ortam yalnizca %0,5 FBS igermistir) (Quiles et al. 2022). 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan ortam uzaklastirilmig, kuyucuklar PBS ile yikanmis ve daha sonra

WST-1 ile hiicre canlilig1 dl¢iilmiistiir

Dermal fibroblast hiicrelerinde ROS seviyelerinin arastirilmasi

Hiicre i¢i ROS seviyesinin 6l¢iimiinde kullanilan yontemlerden biriside redoks duyarli
floresan boya 2',7'-diklorodihidrofloresan diasetat (DCFH-DA) kullanimidir. Y6ntemin esast;
DCFH-DA hiicrelere girmesi, hiicresel esterazlar tarafindan floresan olmayan 2',7'-
diklorodihidrofloresin'e (DCFH) deasetillenmesi ve DCFH' ninde ROS tarafindan hizla yiiksek
floresansli 2',7'-diklorodihidrofloresin'e (DCF) oksitlenmesi esasina dayanir. DCFH'nin
oksidasyonu ise neredeyse yalnizca sitozolde meydana gelir ve hiicre i¢i ROS seviyesiyle
orantili bir floresan tepkisi tiretir (Biclecka-Kowalska et al., 2018). Mevcut ¢alismada da,
NHDF'lerdeki ROS seviyesi bu yontemle belirlenmistir. Bunun i¢in, PBS ile yikanan hiicrelere,
20 uM DCFH-DA c¢ozeltisi ilave edilmis ve hiicreler daha sonra 30 dakika boyunca 37 °C'de
inkiibe edilmistir. Hiicre i¢i ROS seviyesi, yesil floresans yogunlugun bir mikroplaka okuyucu
kullanilarak floresans sinyalinin (uyarma ve emisyon dalga boylari: sirasiyla 488 nm ve 510

nm) degisimi ile belirlendi (Bielecka-Kowalska et al. 2018; Pattananandecha et al. 2021).

In vitro Antiobezite Etki
Hiicre kiiltiirii ve adiposit farklilasmasi

3T3-L1 preadiposit hiicre hattt (ATCC, ABD), %9 fetal sigir serum, NaHCO3 (1,5 g/L)
ve %1 penisilin-streptomisin ile desteklenmis yiiksek glikozlu Dulbecco’nun modifiye Eagle
besiyerinde (yiiksek glikozZlu DMEM), %5 CO2' li inkiibator ortaminda 37°C'de inkiibe edidi.
Adiposit farklilasmasini tetiklemek igin 3T3-L1 hiicreleri daha sonra (10° hiicre/oyuk) 0,5 mM
3-izobiitil-1-metilksantin (IBMX), 1 uM deksametazon (DEX), 1 uM insiilin, 1,5 g/LL NaHCO3
ve %1 penicillin-streptomycin iceren DMEM-temelli farklilagsma ortamina aktarildi. 4 giinliik
inkiibasyonun ardindan ortam, %8 fetal sigir serumu, 1 uM insiilin, 1,5 g/L NaHCO3 ve %1
penicillin-streptomycin iceren yiiksek glukozlu DMEM'le degistirildi ve hiicreler tekrar 2
giinliik inkiibasyona birakildi. En son olarakda, olgun 3T3-L1 adipositleri, uygun dozlarda
polisakkarit ¢ozeltisi (0, 25, 50 ve 100 ve 200 pg/mL) ile muamele edildi ve ardindan 48 saat
stireyle inkiibe edildi (Cheng et al. 2023).
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Adipositlerde hiicre ici lipit birikimi iizerine EPS'nin etkisi

Farklilagsmis adipositin hiicre i¢i lipit birikimi, ORO (oil-red O) boyama yontemine gore
belirlendi. Bunun i¢in, 3T3-L1 hiicreleri PBS ile yikandi ve ardindan bir saat boyunca %10
formalin soliisyonunda sabitlendi. Sabitlenmis hiicreler %20 izopropanol ¢ozeltisiyle yikandi
ve 37°C'de havayla kurutuldu. Daha sonra, hiicrelere %0,6 ORO soliisyonu ile boyama islemi
uygulandi ve yeniden boyanmis hiicreler iki saat siireyle tekrar havayla kurutma islemine
birakild1. Iki saat sonra hiicreler, akan musluk suyuyla ii¢ kez hafifce yikandi ve tekrar havayla
kurutuldu. Ardindan her kuyucuga 2-propanol eklenerek lipit ¢ozeltisi (100 puL) alindi. Cozelti
96 kuyucuklu plakaya aktarilarak mikroplaka okuyucu kullanilarak 500 nm'de absorbans
6l¢timii yapildi (Lee et al. 2023).

Adiposit hiicre hatt1 iizerine EPS' nin sitotoksik etkisi

MTT analizi metabolik olarak aktif hiicrelerin basit, dogru ve giivenilir sayimina olanak
saglayan bir yontemdir. Mitokondriyal aktivite dogrudan canli hiicrelerin sayisiyla iligkili
oldugundan, bu analiz genellikle farkli hiicre hatlarindaki farkli bilesiklerin ¢ogalma
kapasitesini ve sitotoksik potansiyelini degerlendirmek i¢in yapilir. MTT analizi, bir maddenin
hiicre canlilig1 tizerinde olusturdugu etkileri yansitir; bu etkiler, hiicre canliligi tehlikeye girerse
toksik etkiler (sitotoksisite) veya hiicre canlili§i artarsa uyarici etkiler (¢cogalma) olarak
yorumlanabilir. Canli hiicrelerin hiicre sayimimi gerceklestirmek i¢in hiicre canlilifi, tripan
mavisi ¢ozeltisi ile boyanarak kontrol edilir, canli hiicreler mikroskop altinda sayilir (Quiles et
al. 2022).

Yukarida da belirtildigi gibi olgunlagsma asamasina kadar getirilmis 3T3-L1 adipositleri,
uygun dozlarda polisakkarit ¢ozeltisi (0, 25, 50 ve 100 ve 200 pg/mL) ile muamele edildi ve
ardindan 48 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra kuyucuklara 50 pL
MTT (2 mg/mL) ilave edildi ve tekrar 3 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
siipernatant uzaklastirildi ve ortama 200 pL. DMSO (formazan kristallerinin ¢dziinmesi igin)
ilave edildi. Olusan formazan kristallerinin igerigi, mikroplaka okuyucu kullanilarak 540 nm'de

tespit edildi.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bakterilerin izolasyonu ve EPS Uretim Kapasitelerinin Degerlendirilmesi

Erzurum’un ilgelerinden Hasankale (40°04'52.0"N 41°44'05.8"E), Ispir (40°30'27.9"N
41°02'04.8"E), Oltu (40°41'15.1"N 41°55'49.7"E), Narman (40°13'08.6"N 41°52'38.9"E) ve
Tortum (40°23'46.3"N 41°25'03.2"E)’da bulunan ¢am ormanlarinin altindaki toprak
orneklerinden bakteri izolasyonu gergeklestirildi ve toplam 143 bakteri izole edildi. Izole edilen
bakteriler mikroskobik ve koloni yapilarina gore (petride olusturduklari) se¢ildi ve farkli oldugu
diistiniilen 70 izolata indirildi, ardindan bu izolatlar stok kiiltiire alind1 (Sekil 1) Secilen
izolatlardan EPS iiretimi gergeklestirildi ve kaydedildi. izolatlardan DT1-DT15 arasindaki
izolatlar Narman’dan, DT16-DT30 aras1 Tortum’dan, DT31-DT46 aras1 Ispir’den, DT47-DT59
aras1 Hasankale’den ve DT60-DT70 aras1 Oltu’dan izole edildi. 70 izolattan 25 tanesinin EPS
tirettigi ancak bu EPS’lerden sadece 5 tanesinin suda ¢oziinebilir oldugu belirlendi (Tablo 9).
Tez kapsaminda suda ¢oziinebilen EPS bulunmasi amaglandigi i¢in; suda ¢oziinebilir olan en

yiiksek EPS iiretimine sahip izolat secilerek klonlama basamagina gegildi.

Tablo 9. izolatlarm Biyokiitle ve EPS Uretme Kapasiteleri

izolatlar EPS (g/L) Biyokiitle (g/L)
DT3-C 0,40 1,29
DT21-A 0,11 1,13
DT30-A 0,25 1,15
DT65-B 0,19 1,16
DT66-C 0,27 1,23
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Sekil 1. Topraktan izole edilen suslarin bazilarinin petri goriintiileri
Secilen izolatin Konvensiyonel ve Molekiiler Yontemlerle Karakterizasyonu

Yapilan analizler sonucunda test susunun; gubuk seklinde, beyaz dairesel koloni
morfolojisine sahip, oksidaz, katalaz, gram ve endospor pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 2).
Yang ve arkadaslari tarafindan 2023 yilinda yapilan c¢alismada Cin’de bulunan toprak
orneklerinden Cytobacillus oceanisediminis bakterisi izole edilip konvensiyonel teste tabii

tutulmus ve elde edilen sonuglar ¢alismamizla paralel bulunmustur (Yang et al.2023).

Sekil 2. DT3-C kodlu izolatin petri goriintiisii

Izolatin molekiiler tanilamasinin yapilabilmesi icin dncelikle genomik DNA izole

edildi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyonu nanodropta Ol¢iildii ve %]1’°lik agaroz jelde
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yiiriitiilerek jel dokiimantasyon sisteminde goriintiilendi. Uygun standartlara sahip DNA
alinarak 16S rRNA gen bolgesi, 27F ve 1492R primerleri kullanilarak amplifiye edildi. Daha
sonra elde edilen PCR iiriinleri %1 ’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve izolatin 1500 bg biiyiikliiglinde
tek bant i¢erdigi gézlemlendi (Sekil 3). 16S rRNA gen bolgesi amplifiye edildikten sonra uygun
Pgem-t easy vektor sistemi kullanilarak klonlama asamasina ge¢ildi. Bu islem igin sirasiyla
ligasyon ve transformasyon iglemleri gergeklestirildi. Daha sonra rekombinant tirlinleri igeren
E.coli izolatlar1 amfisilin, X-gal ve IPTG igeren petrilere yayildi ve inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan mavi-beyaz tarama islemi yapildi (Sekil 4). Ilgili gen bdlgesini ihtiva
eden en uygun koloninin tespiti amaciyla koloni PCR yapildi. Elde edilen PCR firiinleri %1 lik

agaroz jelde yiiriitiildii ve jel dokiimentasyon sisteminde goriintiilendi.

Sekil 3. DT3-C Kodlu izolatin 16S rRNA Jel goriintiisii

Sekil 4. Mavi- beyaz koloni goriintiisii
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Agaroz jelde, 1500 bg’de tek bant veren koloniler secilerek plazmit izolasyon asamasina
gecildi (Sekil 5). Bunun igin ilgili koloniler petriden alinarak amfisilinli LB Broth’a aktarildi
ve 37°C’de inkiibasyona birakild1. inkiibasyonunun ardindan Promega firmasina ait izolasyon
kiti (A1330) kullanilarak plazmit izole edildi. Daha sonra plazmitin istenen gen bolgesini
tastylp tasimadigi EcoRI kesim enzimi kullanilarak incelendi. Klonlanan bakteri Macrogen
(Hollanda) firmasina gonderildi. Analiz sonucunda elde edilen veriler Eztaxon ve NCBI’daki
verilerle mukayese edilerek, izolatin %99 oraninda Cytobacillus oceanisediminis ‘e benzerlik
gosterdigi tespit edildi. Daha sonra dizi Gen bankasina girilerek, numara alind1 (OR826625).
Calisma kapsaminda elde edilen veriler kullanilarak diger bakteriler ile filogenetik iliskiyi
ortaya koymak amaciyla NJ (Neighbor-joining; Komsu katilimi-baglama) yontemi ile bir
filogenetik aga¢ ¢izildi (Sekil 6). Calismamiza paralel olarak topraktan Cytobacillus cinsinin
izole edildigi birgok ¢alisma mevcuttur. Ornegin; Liu ve arkadaslarinin 2023 yilinda yaptiklari
caligmada, turunggil topragindan Cytobacillus citreus sp. izole etmis. Alyousif (2022)
tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise, Irak topraklarindan Bacillus ile ilgili tiirlerin
dagilimimi belirlemistir. Cinde bulunan toprak orneklerinden Cytobacillus oceanisediminis

izolasyonu ise 2023 yilinda Yang ve arkadaglari tarafindan yapilmistir.

Sekil 5. Koloni PCR goriintiisii M;Markir (BioLabs N0550S), 4,6,11,14,15 ve 17 Pozitif olarak
alinan O6rnekler

Calismanin  bir sonraki basamaginda, Cytobacillus oceanisediminis DT3-C
bakterisinden daha yiiksek EPS f{iretimi elde edebilmek i¢in, kiiltiir parametrelerinin

optimizasyonu gerceklestirildi.
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a9 Cytobacillus depressus (KCTC 33643)
ﬂ Cytobacillus gottheilii (DSM 23668)
li Cytobacillus horneckiae (DSM 234935)
n 74 Cytobacillus kochii (LMG 258335)
Cyvtobacillus firmus (ATCC 14575)

32 99 Cytobacillus oceanisediminis (DSM 24771)
58 @ D73C (OR826625)

B4 Cytobacillus citreus (LMG 31580)
W\— Cytobacillus eiseniae (JCM 16993)
Cytobacillus formosensis (JCM 18448)

Cytobacillus luteolus (DSM 22388)
Caldibacillus pasinlerensis (CECT 9885)

—
0.01

Sekil 6. DT3-C kodlu Cytobacillus oceanisediminis ile filogenetik agag ¢izimi
Cytobacillus oceanisediminis ile EPS Uretiminin Optimizasyonu
Optimal sicakhi@in belirlenmesi

Ekzopolisakkarit iiretimi sicaklik, pH, nitrojen kaynagi, karbon kaynagi ve inkiibasyon
stiresi gibi faktorlerden etkilenmektedir. Sicaklik bu faktorler arasinda EPS iiretimini etkileyen
en dnemli faktorlerden birisidir. Ortam sicakliginin EPS verimi iizerinde etkileri ile ilgili bir¢ok
calisma mevcuttur. Ornegin psikrofilik bakterilerden EPS iireten Nichols ve arkadaslari (2005)
psikrofilik bakterilerde -2°C ve 10°C'deki EPS verimini birgok psikrotolerant sus i¢in optimum
biiyiime sicakligi olan 20°C'dekinden 30 kat daha yiiksek olarak belirlemistir. Hu ve arkadaglar1
ise 2021 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada Bacillus cinslerinde 10-25°C arasinda EPS iiretimini
calismus, en yiiksek verimi 25°C'de bulmuslardir. Bacillus cinsi ile yapilan bagka bir ¢alismada

Asgher ve arkadaslar1 (2021) en yiiksek EPS verimini 50°C'de olarak belirlemisledir.

Yapilan tez ¢alismasinda, izolat stoktan canlandirildi ve TSB besiyerinde 6n kiiltiire
alindi. Daha sonra 0n kiiltiirden esit miktarda ana kiiltiirlere alinarak 20°C, 25°C, 30°C, 35°C,
40°C ve 45°C arasindaki sicakliklara ayarli calkalamali inkiibatorlerde 24 saat inkiibasyona
birakildi. Bakteriyel gelisim ve EPS tiiretimi her sicaklik igin kaydedildi (Tablo 10). Bu
sonuglara gore DT3-C kodlu izolatin bakteriyal gelisimi en fazla 40°C’de goriiliirken,
maksimum EPS iiretimi 35°C’de goriildii. Sonraki optimizasyon ¢aligmalarinda sicaklik 35°C

olarak kullanild.
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Tablo 10. Sicakligin EPS Uretimi ve Biyokiitle Uzerine Etkisi*

Ortam Sicakhigi (°C) EPS (g/L) Biyokiitle (g/L)
20 0,15+0,03° 1,19+0,122
25 0,32+0,05® 1,27+0,14
30 0,40+0,06? 1,29+0,10°
35 0,45+0,06° 1,330,142
40 0,37+0,042 1,330,122
45 0,33+0,06% 1,28+0,18°

*Tim olglimler, alt1 sonucun (n=6) ortalamasi alinarak ortalama * standart sapma (SD) olarak verilmistir. Ayni
stitunda ayni harfler ile gosterilen degerler arasinda p<0.05 6nem seviyesinde istatistiksel olarak fark yoktur.

Optimal pH degerinin belirlenmesi

EPS iiretiminde etkili olan diger bir faktdr pH’dir. Her mikroorganizma i¢in canliliini
devam ettirdigi belirli bir pH araligi vardir. Literatlirdeki bazi ¢alismalar, besiyeri ortam
pH’sinin EPS {iretimini etkileyen bir faktor oldugunu ortaya koymustur. Torino ve arkadaslari
2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, farkli pH (4.5, 5.0 ve 6.2) kosullarinda Lactobacillus
helveticus ATCC 15807min fermantasyon modelini ve ekzopolisakkarit (EPS) iiretimini
calismislar, kullandiklar1 standart susta EPS’nin diisiik pH kosullarinda iiretimini daha verimli
bulmuglardir. Gangalla ve arkadaglarinin Bacillus aerophilus tiirii ile 2021 yilinda yaptiklar
calismada; pH degerleri (6,0, 6,5, 7,0, 8,0) arasinda degisen kiiltiir kosullar1 olusturmus, en
yiikksek EPS iretimini nétral pH’da bulmuslardir. Bacillus mycoides ile ¢alisan Farag ve
arkadaslar1 (2020) EPS iiretiminin optimum pH araligini belirleyebilmek i¢in 4,0, 6,0, 7,0, 8,0,
9,0 ve 10,0 arasindaki degerlerde besiyeri hazirlanmis ve optimum pH’yr 7 olarak

belirlemislerdir.

Bu calismada, diger basamaklarda da uygulandigir gibi bakteri canlandirilmasi, 6n
kiltiire inokiilasyonu gergeklestirildi ve 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. 250 mL’lik
erlenmayerler icerisinde 100 mL olacak sekilde hazirlanan fermantasyon ortamlarinin pH’lar1
5, 6,7, 8 ve 9 olarak ayarlanarak, calkali inkiibatorde 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Sire sonunda farkli pH’larda iiretilen EPS miktarlar1 belirlendi (Tablo 11).
C.oceanisediminis’in maksimum hiicre biiylimesi gosterdigi pH degeri 8 olup, EPS iiretimi i¢in
de ayn1 deger optimum olarak belirlenmistir. Bu biiylime pH’s1 literatiirle uyum gostermektedir.

Devam eden ¢alismalarda, pH degeri 8 olarak kullanilmistir.
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Tablo 11. pH nin EPS Uretimi ve Biyokiitle Uzerine Etkisi*

Ortam pH’s1 EPS (g/L) Biyokiitle (g/L)
5 0,32+0,03° 1,25+0,142
6 0,39+0,04% 1,29+0,10%
7 0,45+0,06° 1,33+0,12°
8 0,48+0,05* 1,34+0,10%
9 0,35+0,07% 1,29+0,16°

*Tim olglimler, alt1 sonucun (n=6) ortalamasi alinarak ortalama * standart sapma (SD) olarak verilmistir. Ayni
stitunda ayni harfler ile gosterilen degerler arasinda p<0.05 6nem seviyesinde istatistiksel olarak fark yoktur.

Optimal fermantasyon siiresinin belirlenmesi

Ekzopolisakkarit {iretimininde verimi etkileyen bir diger parametre de inkiibasyon
siiresidir. Inkiibasyon siiresinin ¢ok kisa ve ¢ok uzun olmasi iiriin verimini azaltabilecegi, bu
nedenle uygun siirenin belirlenmesinin ¢ok dnemli bir kriter oldugu bilinmektedir. Solmaz ve
arkadaslarinin 2018 yilinda yaptiklar1 ¢calismada Bacillus pseudomycoides’dan EPS fliretmis,
inkiibasyon stiresini optimize ederken 24-96 saatler arasin1 denemislerdir. Calismalarinda en
yiiksek EPS verimini 60. saatte kaydetmis, 72. ve 84. saattlerde ise EPS veriminin diistiigini
gostermistir. Krishnamurthy ve arkadaslari tarafindan 2020 yilinda yapilan ¢alismada, EPS
tiretiminde izole ettikleri Bacillus cereus susunu kullanmis, fermantasyon siiresi olarak 24, 48,
72, 96 ve 120 saatleri aragtirmiglardir. Maksimum EPS iiretimini 96. saatte bulmus, 120. saatte
EPS miktarinda disiisiin basladigini rapor etmislerdir. 2020 yilinda Bacillus cinsiyle yapilan
bir baska ¢aligmada ise Asgher ve arkadaslar1 Bacillus licheniformis i¢in optimal fermantasyon

stiresini 48 saat olarak belirlemistir.

Mevcut calismada EPS ve hiicre biiylimesi lizerine fermantasyon siiresinin arastirilmasi
icin izolat, optimum sicaklik ve pH’ya ayarli besiyerinde 24-96 saatleri arasinda inkiibasyona
birakildi.24-48. saate kadar hiicre biiyiimesi artarken, sonraki saatlerde hiicre biiylimesinin
diistiigii, EPS miktar1 i¢in ise maksimuma 48.saatte ulastigi belirlendi. 48. saaten sonra EPS
miktarindaki azalma ortamdaki karbon kaynaginin tlikenmesine ve buna bagli olarak

mikroorganizmanin kendi iirettigi EPS’ye yonelmesi ile agiklanabilir (Tablo 12).

Tablo 12. Inkiibasyon Siiresinin EPS Uretimi ve Biyokiitle Uzerine Etkisi*

Inkiibasyon Siiresi EPS (g/L) Biyokiitle (g/L)
24 saat 0,48+0,04° 1,34+0,12%
48 saat 0,65+0,072 1,60+0,102
72 saat 0,61+0,082 1,52+0,18?
96 saat 0,50+0,05% 1,42+0,122

*Tim 6lgiimler, altt sonucun (n=6) ortalamasi alinarak ortalama + standart sapma (+SD) olarak verilmistir. Ayni
stitunda ayni harfler ile gosterilen degerler arasinda p<0.05 6nem seviyesinde istatistiksel olarak fark yoktur.
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EPS’nin Total Uretimi

Optimizasyon ¢alismalarindan sonra DT3-C kodlu Cytobacillus oceanisediminis igin en
uygun kiiltiir parametreleri 35°C, baslangic pH’s1 8 ve inkiibasyon siiresi 48 saat olarak tespit
edildi. Daha sonra 4 litre (250 ml erlenlerin her birinde 100 ml TSB olacak sekilde 10 erlende
gerceklestirildi ve bu basamak 4 kere tekrarlandi1) TSB besiyerinde gerceklestirildi. Uretilen
EPS sirastyla hiicre ¢oktiirmesi, TCA muamelesi, etil alkol ile ¢oktiirme, santrifiij ve EPS
saflastirmasi islemleri yapildi. Ardindan toplanan EPS’ler liyofilize edilerek karakterizasyon
caligmalarinda ve biyolojik aktivitenin arastirilmasinda kullanildi. Sekil 7’de sirasiyla
bakterinin canlandirilmasi, optimum pH’da hazirlanan steril besiyeri, inkiibasyon siiresini
tamamlamis kiiltiir ortami, bakterilerin santrifiijle uzaklagtirilmasi, proteinleri ¢oktiirmek igin
TCA eklenmesi, proteinlerin ¢okmesi, santrifiij sonrasi falkonlarda biriken proteinler, soguk
etanol eklenmesi, EPS’nin goriinlir hale gelmesi, santrifiij ile EPS’lerin toplanmasi ve

liyofilizasyondan sonra elde ettigimiz EPS sema halinde gosterildi.

Sekil 7. Baslangictan iiriine kadar adim adim EPS {iiretimi
Uretilen EPS’nin Karakterizasyonu
Farkl solvent icerisinde ¢oziiniirliigiiniin belirlenmesi

Bir ekzopolisakkaritin solventlerdeki ¢oziiniirliigii, temel olarak molekiiler yapiya,
molekiiler agirliga ve biyolojik kdkene baglidir. EPS’nin farkli solventlerdeki ¢oziiniirliigi
icerisinde bulunan hidrofilik ve hidrofobik gruplarla iliskilidir; hidrofilik grup igeren EPS’ler
polar solventlerde c¢oziinlirken, hidrofobik grup bakimindan zengin olan EPS’ler apolar

¢oziiciilerde ¢oziiniirler (Patil and Shirsath, 2015; Asgher et al. 2020).

C. oceanisediminis tarafindan iiretilen EPS’nin distile suda yiiksek ¢6ziiniirliige sahip

oldugu; metanol, izopropanol, asetonda %50’sinin, DMSO ve etanol’de %10’ unun ¢6ziindiigii
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tespit edildi. Ayrica formaldehit, petrol eteri, kloroform ve hekzanda ¢dziinmeden pellet
halinde kaldig1 belirlendi. Uretilen EPS’nin distile sudaki konsantrasyonu 5mg/ml oldugunda
%98’inin, 10 mg/mL’ de %97’sinin ¢6zlindiigli gozlendi (Tablo 13).

Tablo 13. EPS’nin Farkli Coziiciilerdeki Coziintirligi

Coziicii Solvent Coziiniirliik Derecesi

Distile Su ++++

Metanol ++

izopropanol ++

Aseton ++

DMSO +

Etanol

Formaldehit -

Petrol eteri .

Hekzan g

Kloroform -
(Coziintirlik derecesinde; ++++= %90 iizerindeki ¢ozinirligl, ++=%50 iizerindeki ¢ozinirligli, += %10
tizerindeki ¢oziinirligi, - = ¢oziicii igerisinde hi¢ ¢dziinmedigini gdstermektedir.)

Karbonhidrat iceriginin belirlenmesi

Karbonhidrat igeriginin belirlenmesinde kullanilan fenol-siilfiirik asit yontemi
literatiirde siklikla kullanilan bir metot olmasiyla beraber; duyarliligi, maaliyetinin diislik
olmasi ve kolay yapilmasi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir. Kolorometrik bir metot olan
fenol sirflirik asit yontemi ile oligosakkaritler, proteoglikanlar, glikoproteinler ve
glikolipidlerdeki nétr sekerleri 6lgmek giivenilir ve kolaydir (Le and Stuckey 2016; Felz et
al.2019). Ortam da karbonhidrat varliginda olusmasi beklenen renk sari-kahverengidir. Sekil
8. de goriilen soldaki tiip kor (EPS icermeyen ¢oziicii), sagdaki tiip numunemizden (EPS ve
¢oziiciiden) olugmaktadir. Beklenildigi gibi DT3-C kodlu izolattan elde ettigimiz EPS 6rnegi,
karbonhidrat icerdigi icin sart renk gozlendi. Numunemizin icerdigi karbonhidrat miktarini
belirleyebilmek icin glukozdan olusan standart bir grafik ¢izildi. Bunun i¢in 6 farkl
konsantrasyonda glikoz hazirland1 (Tablo 14), fenol siilfirik asitle muamele edilerek
spektrofotometre de 490 nm’de 6l¢iildii ve standart grafik ¢izildi (Sekil 9). Standart grafik

referans alinarak EPS’nin igeriginde ne kadar karbonhidrat oldugu belirlendi.
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Sekil 8. C. Oceanisediminis’ten elde edilen EPS’nin fenol-stilfiirik asit muamelesi sonucu
gozlenen renk degisimi (soldaki tiip kor, sagdaki tiip EPS+fenol siilfirik asit)

Tablo 14. Standart Grafigin Olusturulmasi icin Hazirlanan Glikoz Miktar1 ve Absorbans

Degerleri
Glukoz Miktar Absorbans Degeri
0,1 mg/mL 0,048
0,2 mg/mL 0,178
0,4 mg/mL 0,421
0.6 mg/mL 0,613
0,8 mg/mL 0,955
1,0 mg/mL 1,100

OD490

1.4+
1.2+
1.0
0.8+
0.6-
0.4-
0.2-
0.0

Y =1,196*X - 0,06567

R%=0,9924

0.0

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Karbonhidrat (mg/mL)

Sekil 9. Fenol-siilfiirik asit yonteminde kullanilan glukoz standart grafigi

Olusturulan standart grafik formiiliinden y yerine EPS orneginin spektral sonucu

yazilarak elde edilen x degeri, EPS’nin igeriginde ne kadar karbonhidrat oldugunu vermektedir.

Renk degisiminin gozlemlendigi EPS Orneginin spektrofotometrik Sl¢limii saglandi ve
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absorbans degeri 1,17 olarak belirlendi. Formiilde X degeri yerine 1,17 yazilarak karbonhidrat

varligi 0,923 olarak belirlendi.

Yani, 1,17 = 1,196 * X + 0,06567 denkleminden x = 0,923 bulundu. Bu da elde
edilen liyofilize haldeki 1 mg EPS igerisinde 0,923 mg karbonhidrat bulundugunu, diger bir
ifadeylel mg/mL EPS 6rneginin %92,3 oranda karbonhidrat icerdigini ortaya koydu.

Protein iceriginin Belirlenmesi
Warburg-Christian yontemi

Ekzopolisakkaritler, biiyiikk oranda karbonhidrat igermelerinin yaninda protein ve
niikleik asitte igermektedir. Spektrofotometre de polisakkaritler 230 nm’de, niikleik asitler 260
nm’de ve proteinler 280 nm’de maksimum absorbans vermektedir. Bu yontemde numune
230,260 ve 280 nm’lerde spektrofotometrik 6l¢iimleri alinarak absorbanslari kaydedildi ve
formiilde yerine konularak protein miktar1 hesaplandi (Tablo 15). Elde edilen absorbans
degerleri incelendiginde karbonhidrati temsil eden 230 nm’de yliksek bir absorbans degeri

kaydedildi. Bu sonug fenol-siilfirik asit yontemi ile paralellik gostermektedir.

EPS igerisinde bulunan total protein miktar1 (%) = 1,55 * A280 — 0,76 * A260
formiilii kullanilarak hesaplandi. Sonug olarak, 1 mg liyofilize EPS 6rneginin %1,83 miktarda

protein icerdigi belirlenmis olup, bu da 0,018 mg’a denk gelmektedir.

Tablo 15. Protein Miktar Tayini I¢in Alman Spektrofotometrik Sonuglar

230 nm 260 nm 280 nm
2,925 2,540 2,430

Bradford yontemi

EPS Ornegindeki protein igerigini belirlemek icin kullanilan bir diger yontem ise
Bradford’dur. Spektrofotometrik yontemlerden olan Bradford’da, boya olarak Coomassie
Brilliant Blue G-250, standart olarak Bovine Serum Albumin kullanildi. EPS’deki protein
miktarini belirleyebilmek i¢in, BSA farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak Bradford ¢ozeltisi

ile muamele edildi ve 595 nm’de Glgiilerek standart grafik hazirlandi (Sekil 10).

Tablo 16. Total Protein Tayini I¢in Olusturulan Standartin Absorbans Olgiimleri

BSA Miktar1 (mg/mL) Absorbans Degeri
0,8 1,269
0,6 1,130
0,4 0,830
0,2 0,687
0,1 0,398
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Y =1,191*X + 0,3627
1.4-

1.2+
1.0+
0.8+
0.6-
0.4+ .
0.2+

0-0 1 1 I 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Protein (mg/mL)

R°=0,9598

OD595

Sekil 10. Bradford yontemi kullanilarak hazirlanan BSA standart grafigi

EPS 6rnegi istenilen konsantrasyonda tartilip suda ¢oziindii ve Bradford ¢ozeltisi ile
muamele edildi. Ardindan 595 nm’de absorbans degeri 6l¢iildii ve 0,483 olarak kaydedildi.
Olusturulan standart grafikten ¢ikarilan formiilde y yerine EPS Grneginin Olciilen absorbans

degeri yazilarak x bulundu.

Yani, 0,483 = 1,191 * x + 0,3627 denkleminden x = 0,101 bulunmustur. Elde edilen
sonuca gore liyofilize haldeki 10 mg EPS 6rneginde 0,101 g protein bulunur, bu da yaklasik
olarak %1’e denk gelmektedir.

Tim bu sonuglar dikkate alindiginda C. oceanisediminis tarafindan iiretilen EPS’ nin
karbonhidrat igerigi %92,3, protein igerigi %1-1,83 arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Bu
degerler literatiirde bulunan birgok ¢alisma ile uyum gostermektedir (Genc et al.2021; Selim et
al. 2022; Diaz-Cornejo et al.2023; Marimuthu et al.2023)

Monomer kompozisyonunun belirlenmesi

Monomer kompozisyonu polisakkaritlerin  karakterizasyonunda gbéz Oniinde
bulundurulan bir diger 6énemli kavramdir. Mikrobiyal polisakkaritlerde en yaygin goriilen
monomerler D-glikoz, D-galaktoz, D-mannoz, L-fukoz, L-ramnoz, N-asetil-D-glukozamin ve
N-asetil-D-galaktozamin dir. D-glukuronik ve D-galakturonik gibi iironik asitler de bazi
mikrobiyal polisakkaritlerde mevcut olabilir. Mikrobiyal polisakkaritlerde birgok baska seker
de mevcuttur ancak bunlarin bulunma siklig1 daha diisiiktiir (Ahmad et al. 2015). Polisakkaritler
monomerlerinin  ¢esidine gdére homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olarak

adlandirilmaktadir. Homopolisakkaritler tek tipte monomerden olusurken, heteropolisakkaritler
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birden ¢ok tip monomer icermektedirler (Mahmoud et al. 2021). Ornegin dekstran, curdlan ve
seliiloz, glikoz monomerinden meydana gelen bakteriyel glukanlardir (Ozcan ve Oner, 2015).
Bir diger homopolisakkarit olan levan ise fruktoz monomerlerinden olusmakta olup
Acetobacter, Bacillus, Erwinia, Gluconobacter, Halomonas, Microbacterium, Pseudomonas,
Streptococcus ve Zymomonas cinslerine ait bitkiler tarafindan iiretilmektedir (Oner ve ark.
2016). Heteropolisakkaritlerde yine bakterilerin  Actinobacteria, Proteobacteria,
Cyanobacteria, Firmicutes gibi Phyla' lar1 tarafindan tretilebilmektedir (Wang et al. 2017;
Vinothini et al. 2019; Kim et al. 2022; Huang-Lin et al. 2022; Gongi et al. 2022; Xu et al. 2023,
Sanchez-Ledn et al. 2023). Ornegin, yapilan bir calismada (Wang et al. 2017), Firmicutes
phylum' una bagli olan Lactobacillus plantarum KX041 bakterisi tarafindan iretilen EPS' nin
arabinoz, mannoz, glikoz ve galaktoz' dan meydana gelen bir heteropolisakkarit oldugu
gosterilmistir. Vinothini et al (2019) tarafindan gerceklestirilen bir ¢aligmada, bir actinobacteri
olan Streptomyces griseorubens GD5' un iirettigi EPS' nin arabinoz, mannoz, glikoz, galaktoz
ve ksiloz' dan meydana gelen bir heteropoisakkarit oldugu ortaya cikarilmigtir. Gongi ve
arkadaslar1 (2022) filamentli siyanobakteri Leptolyngbya sp.'nin EPS'sinin mannoz, arabinoz,
glukoz ramnoz ve iironik asitten olusan bir heteropolisakkarit oldugunu gostermistir Huang-
Lin ve arkadaglarida (2022), firmicutes phylum' una ait olan Bacillus xiamenensis RT6 tiiriinden
tiiretilen EPS'nin glikoz, mannoz ve galaktoz monomerlerinden olusan bir heteropolisakkarit
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Mevcut ¢alismada da, Cytobacillus oceanisediminis EPS' nin
monomer kompozisyonu belirlenerek, EPS' nin karakterize edilmesi amaglanmistir (Sekil 11).
HPLC temelli analizler EPS' nin ramnoz, ksiloz, arabinoz, fruktoz ve glikoz monomerlerinden
olusan bir heteropolisakkarit oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Monomerler arasinda ise en yiiksek
konsantrasyona ksilozun, ardindan da glikozun sahip oldugu belirlenmistir. Literatiirde
bakteriyel polisakkaritlerin ksiloz igeriklerinin diisiik oldugu belirtilmektedir (Frengova et al.
2000; Ghosh et al. 2011; Kalpana et al. 2018). Sadece bir ¢alismada (Karadayi et al. 2020),
bakteriyel EPS' lerin esas monomerinin ksiloz olabilecegi rapor edilmistir. Cytobacillus
oceanisediminis EPS' sinin esas monomerinin ksiloz oldugunun ortaya ¢ikartilmasi bu yoniiyle

bilimsel 6nem tasimaktadir.
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<Chromatogram>
mv

12.54

11.091 / Xylose

10.0
7.5

5.0

12.662 / Arabinose

14.851 / Fructose

2.5

0.0

19.071/ Glucose

Detector AChannel 1

10 15

<Peak Table>
Detector AChannel 1

20

30

35

40

Peak# Name Ret. Time Area Height Conc. Unit
1|Rhamnose 9.558 29272 1157 63.170 mg/L
2 | Xylose 11.091 417641 12381 1819.783 mg/L
3 |Arabinose 12.662 51403 1503 134.228 mg/L
4 | Fructose 14.851 37428 423 107.742 mg/L
5| Glucose 19.071 496535 6382 1675.330 mg/L
Tota 1032279 21846

45

Sekil 11. HPLC analizi ile monomer kompozisyonun belirlenmesi

Saflastirilan EPS' nin Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR) ile
fonksiyonel gruplarinin analizi

Polisakkaritlerdeki karakteristik fonksiyonel gruplarin belirlenmesinde FT-IR (Fourier
Transform Infrared) spektroskopisi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bilginin 1s18inda,
mevcut calismada EPS' nin fonksiyonel gruplarinin analizi i¢inde FT-IR kullanilmis ve
belirlenen bantlar literatiir verilerine gére degerlendirilmistir. Sekil 12 den goriilebilecegi gibi
EPS i¢cin 3274,2971, 2919, 2881, 1623, 1523, 1450, 1404, 1373, 1328, 1259 (zay1f bant), 1220,
1076, 1043 (en giiglii bant), 975 (zayif bant) 879, 833 ve 676 cm™ dalga boylarinda bantlar
tespit edilmistir. EPS' nin 3274 cm™” deki band1 molekiiller arasi hidrojen baglarinin ve ~OH
gerilme titresiminin varhigiyla aciklanmistir (3600-3200 cm™?) (Kavita et al. 2011; Kayar et al.
2022). Hidroksil gruplarinin varlig1 daha 6nceki ¢alismalarda da belirtildigi gibi (Karbowiak et
al. 2011; Castellane et al. 2015; Karadayi et al. 2021), EPS' nin sudaki ¢6ziiniirliigiiniin bir
gbstergesi olarak kabul edilmistir. EPS icin 2971, 2919, 2881 cm™” de tespit edilen bantlar
lipitler ve/veya karbonhidratlardaki fonksiyonel gruplarin C-H germe titresimi (—CH3, >CH2
ve >CH-) ile iliskilendirilmistir. 1700—1770 cm ™ bolgesinde FTIR bantlar1 EPS' lerde uronik
asit monomerlerinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Mevcut EPS 6rnegimizde ise
belirtilen dalga boylarinda bantlar tespit edilmemistir. Bu yiizden, EPS 6rnegimizin uronik asit
icermedigi sonucu ¢ikartilmistir (Wang et al. 2012; Wang et al. 2015; Hospodarova et al. 2018;
Nandiyanto et al. 2019; Karadayi et al. 2021). Amid bantlar1 (I, II ve III), bir numunede

proteinlerin varligin1 gosterir. Amid I'in ikincil proteine en duyarli spektral bolge oldugu
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bilinmektedir. Proteinlerin FTIR spektrumlarinda, Amid I, 1600 ila 1700 cm™ araliginda
absorbans vermekte ve C=0 (yaklasik %80) ve C-N gruplarmin gerilme titresimi ile
iliskilendirilmektedir. 1480-1575 cm-1 dalga boylar1 arasindaki absorbanslar ise Amid II' ye ait
olup, N-H biikiilme (%40-60) ve C-N germe titresimleri (%18-40) ile agiklanmaktadir. 1200 ile
1350 cm-! arasindaki absorbanslar ise Amid III' e baglanmaktadir (Naumann et al. 1982; Kong
and Yu 2007; Hashim et al. 2010; Aboul-Enein et al. 2014; Dawood et al. 2020; Ji et al. 2020).
Bu yiizden, literatiirde de belirtildigi gibi, EPS érnegimiz i¢in 1623 cm™ de tespit edilen bant
amid I' e, 1523 cm-1" de tespit edilen bandin Amide II' ye ve 1328 ve 1220 cm-1' de tespit edilen
bantlarin ise Amid III'e ait oldugu diislintilmiistiir. Amid II esas olarak N-H biikiilmeyi isaret
ettigi ve Amid II bandinin da Amid I' den daha zayif oldugu tespit edildigi i¢in EPS 6rneginin
protein igeriginin diisiik oldugu diisliniilmiistiir. EPS 6rnegine baslangicta TCA ile protein
giderme islemi uygulandig1 gergegi goz Oniine alindiginda bu durum sasirtict olmamalidir.
Diger taraftan, TCA ¢oktiirmesine ragmen EPS yapisinda protein tespit edilmesi de bu

proteinlerin serbest formdan ziyade EPS ile bagli halde bulunmasi ile agiklanmustir.

Literatiirde, RNA veya DNA' ya ait fosfat gruplarinin 980 cm™' ¢evresinde FTIR' da
bant verdigi agiklanmaktadir (Clarke and Khalid 2015). Mevcut ¢alismada, ise EPS 6rnegi igin
975 cm™' de ¢ok zayif bir bantin varlif1 goze carpmustir. Bu yiizden, EPS &rneginin ¢ok diisiik
konsantrasyonda niikleik asit barindirdigi kanaatine varilmistir. Bu durum ise, baslangicta
bakteri hiicrelerin santrifiij islemi ile EPS' den uzaklastirilmasi ve bdylece olasi niikleik asit
kontaminasyonunun en diisiik seviyelere indirgenmesiyle agiklanmistir. Lipitlerin FTIR
spektrumunda 1450-1400 ve 1400-1350 cm™ araliklarinda da bant verdikleri belirtilmektedir
(Gieroba et al. 2020). Bu yiizden, mevcut EPS &rnegi igin 1450, 1404 ve 1373 cm™ de tespit
edilen bantlar EPS' nin lipit icermesine baglanmistir. FTIR spektrumunda 1200-800 cm-1'e
aralig1 polisakkaritler i¢in parmak izi bdlgesi olarak bilinmektedir (Copikova et al 2006). EPS
i¢in bu aralikta 1076, 1043, 879 ve 833 cm™' de dért giiclii bant belirlenmistir. Hatta, EPS' nin
en giicli bandmmn 1043 cm™ de absorbans vermesi, EPS' nin yapisinda yiiksek oranda
karbonhidrat mevcut oldugunun isareti olarak kabul edilmistir. Anomerik bolgede (1200—-1000
cm-1) 1043 cm™ ' deki giiclii absorpsiyon, EPS'deki C-C ve C-O gerilme modlarma ve
glikozidik baglarin (C—O—C) titresimine baglanmistir (Vijayabaskar et al. 2011; Sardari et al.
2017). Literatirde de belirtildigi gibi (Muhidinov et al. 2020), 879 cm™ de ki bant
polisakkaritin B-konfigurasyonuna sahip oldugunu isaret etmektedir. FTIR spektrumunda
polisakkaritler i¢cin 830 ve 1260-1210 cm—1 ¢evresinde kaydedilen bantlar siilfat (S=0O)
gruplarinin varligi ile iligkilendirilmektedir (Mata et al. 2006; Barros et al. 2013; Pereira et al.
2013; Korva et al. 2016; Chambi et al. 2021; Figueroa et al. 2022). Siilfat gruplar1 hem

polisakkaritlerin sudaki ¢oziinlirliiglinli hemde onlarin biyoaktivitesini artirmaktadir. Bu
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yiizden, stilfatli polisakkaritlerin tibbi 6neminin fazla oldugu bildirilmektedir (Korva et al.
2016; Kang et al. 2022). Mevcut ¢alismada da, EPS i¢in 833 ve 1220' de cm—1" de giiglii, 1260
ise zay1f bir bant tespit edilmistir. Bu sonuglarda, Cytobacillus oceanisediminis EPS' sinin siilfat
icerdigini isaret etmektedir. Stlfat gruplarinin varligi cogunlukla alg kokenli polisakkaritler i¢in
karakteristik olsada (Dumitriu 2004; Jiao et al. 2011; Barros et al. 2013; Wang et al. 2017),
istisna olarak bazi bakteri tiirlerininde (Halomonas ventosae, H. anticariensis,
Pseudoalteromonas marinoglutinosa, Marinicella litoralis, Bacillus sp. BU-4 ve Anoxybacillus
gonensis YK25) siilfatli-polisakkaritleri iiretebilecegi rapor edilmistir (Komandrova et al.
1998; Mata et al. 2006; Kokoulin et al. 2020; Karadayi et al. 2021; Chambi et al. 2021). Bakteri
kokenli polisakkaritlerde siilfat gruplarina nadiren rastlandigindan dolayi, Cytobacillus
oceanisediminis EPS' sinin siilfat igerdiginin belirlenmesi bilim diinyas1 bir yenilik olarak kabul
edilebilir.
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Sekil 12. EPS' nin FT-IR spektrumu
EPS' nin Molekiiler Agirhgimin Belirlenmesi

Polisakkaritlerin molekiiler agirliklarinin belirlenmesinde; son grup analizi, osmometre,
Jel Gegirgenligi Kromatografi (GPC), Matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon kiitle
spektroskopisi (MALDI-MS), Difiizyon sirali NMR spektroskopisi (DOSY), 1s1k sa¢inimi ve
viskozite 6l¢iimii temelli yaklasimlar kullanilmaktadir. Viskozite 6l¢iim yontemi ucuz ve genis
bir aralikta molekiiler agirligin tespitine olanak vermesi agisindan avantajli kabul edilmektedir.
Bu yontemde viskozimetre kullanilarak polimerin viskozitesi belirlenmekte ve vizkosite
degerine gore molekiil agirligi hesaplanmaktadir. Bu 6l¢lim yonteminde molekiiler agirlik;

viskozite ortalama molekiiler agirlik (Mv) olarak ifade edilmektedir (Umoren and Solomon
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2016). Bu yontem; bitki, mantar ve bakteri kokenli polisakkaritlerin molekiiler agirliklarinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Leung et al. 2009; Pawar and Lalitha 2015;
Karadayi et al. 2020; Silva et al. 2021). Mevcut ¢calismada, Cytobacillus oceanisediminis EPS'
sinin molekiiler agirlig1 (Mv) 142 Da olarak hesaplanmistir. Bu deger literatiirdeki diger bakteri
kaynakli EPS' lerin pek cogunun molekiiler agirliklarindan daha diisiiktiir. Ornegin, dnceki
caligmalarda Lactobacillus sakei MN1 (molekiiler agirligi 1.74 x 108 Da), Bacillus megaterium
PL8 (molekiiler agirligi 4.55 x 106 Da) ve Bacillus amyloliquefaciens LPL061 (molekiiler
agirligi 23.24 x 106 Da) gibi bakteri tiirlerinin EPS'leri i¢in ¢ok daha yiiksek molekiiler agirlik
degerleri rapor edilmistir (Han et al. 2015; Zarour et al. 2017; Pu et al. 2018). Molekiiler agirlik
polisakkaritlerin biyolojik aktivitelerini ve ¢oziiniirligiinii etkileyen onemli bir faktordiir.
Molekiil agirhiginin  artmasiyla ¢ozlniirlik azalmaktadir. Coziiniirliigiin - azalmasida
polisakkaritlerin membranlardan girisini siirlandirmakta dolayisiyla da polisakkaritlerin
hiicrelerdeki biyolojik aktivitelerini azaltmaktadir (Gu et al.2017; Yu et al. 2018; Yang et al.
2022). Bu yiizden, diisiik molekiiler agirliga sahip polisakkaritler biyolojik aktivite a¢isindan
daha avantajli kabul edilmektedir. Bu bilgilerin 1s1¢inda, Cytobacillus oceanisediminis diisiik

molekiiler agirliklt EPS' sinin yiiksek biyolojik aktiviteye sahip olabilecegini sdylemek olasidir.

Uretilen EPS’nin Biyolojik Aktivitesinin Belirlenmesi
Antimikrobiyal aktivitenin arastirllmasi

Cytobacillus oceanisediminis ile fretilen EPS’nin antimikrobiyal aktivitesini
belirleyebilmek i¢in disk difiizyon yontemi kullanildi. Antimikrobiyal aktivitede C. albicans
(ATCC 10231), B. cereus (ATCC 33019), E. coli (ATCC 43894), L. monocytogene (ATCC
7644), K. pneumoniae (ATCC 13883) ve S. aureus (ATCC 25923) mikroorganizmalari
kullanildi. Liyofilize haldeki EPS 10 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL ve 40 mg/mL olacak
sekilde distile su ile farkli konsantrasyonlarda hazirlandi. Elde edilen EPS’nin herhangi bir

antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig1 kaydedildi (Sekil 13).

Literatiirde, izolatlardan iiretilen EPS’lerden bazilarinin antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugunu belirtilirken (Nehal et al.2019; Rajoka et al.2019; Abdalla et al.2021); birkag
caligmada caligmamiza paralel olarak antimikrobiyal aktivite gériilmemistir (Karadayi et al.

2021; Genc et al. 2021).
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Sekil 13. Cytobacillus oceanisediminis’in irettigi EPS’nin disk diflizyon yontemi ile
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

EPS’nin antikanser etkinliginin arastirilmasi

Bitki, alg, mantar ve bakteri kokenli polisakkaritlerin antikanser aktiviteye sahip oldugu
literatiirde rapor edilmektedir (Asker et al. 2018; Yarley et al. 2021; Ouyang et al. 2021;
Naveen et al. 2023). Mevcut ¢alismada, Cytobacillus oceanisediminis EPS' sinin antikanser
potansiyeli dort farkli kanser hiicre hattinda test edilmistir. Sekil 14' den goriilebilecegi gibi
EPS hiicre canliliklarini istatistiksel olarak 6nemli 6l¢lide azaltarak test edilen biitiin hatlari
tizerinde Ozelliklede akciger kanseri hiicre hatti (A-549) tizerinde sitotoksik etki gostermistir.
EPS' nin A-549 (Sekil A) hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksi etkisi, 1 mg/ml ve tizerindeki
konsantrasyonlarda, diger hiicre hatlar1 [SHSY-5Y (Sekil B) DU-145 (Sekil C) ve HT-29 (Sekil
D)] tlizerindeki sitotoksik etkisi ise 2 ve 2.5 mg/ml' lik konsantrasyonlarda tespit edilmistir. A-
549 hiicre hattinin aksine s6z konusu diger li¢ hiicre hatti iizerinde 1 mg/ml' lik EPS
konsantrasyonunda sitotoksik etki belirlenmistir. Sekil 15' den de goriilebilecegi kontrole

oranla EPS uygulanmis hiicre hatlar1 apoptoza ugrayarak canliliklarini kaybetmistir.

Literatiirde, molekiiler agirlik, ¢oziiniirliik, monomer kompozisyonu ve siilfat grubu
varliginin gibi antikanser aktivite dahil polisakkaritlerin biyolojik aktivitelerini etkiledigi rapor
edilmektedir. Siilfat gruplarimin ve diisiik molekiiler agirligin hem polisakkaritlerin sudaki
¢oziinlirliiglinii hemde onlarin antikanser aktivitesini artirdigi belirtilmektedir (Tao et al. 2006;
Zhong et al. 2012; Lemieszek and Rzeski 2012; Karadayi et al. 2020; Kiddane and Kim 2021).
Mevcut calismada da, EPS' nin diisiik molekiiler agirliga ve siilfat gruplarina sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu yiizden, diisilk molekiiler agirlik ve siilfat grubu varliginin EPS' nin sudaki
¢coziinlirliiglinii artirarak EPS' nin hiicre igerisine daha fazla girmesine ve bdylece hiicre
icerisinde daha fazla sitotoksik etki gdstermesine katki yapmis olabilecegi kanaatine varilmistir.
Yine, literatiirde galaktoz, ksiloz, mannoz, fruktoz, ksiloz, arabinoz ve uronik asit gibi

monomerlerinde polisakkaritlerin antikanser aktivitesini artirdigida agiklanmaktadir (Mizuno
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1995; Lemieszek and Rzeski 2012; Karadayi et al. 2020; Yang et al. 2022). Mevcut ¢alismada,
ise EPS' nin s6z konusu bu monomerlerden ksiloz, arabinoz ve fruktozu igerdigi belirlenmistir.
Bu yiizden, EPS' nin antikanser aktivitesinindeki ti¢lincli Onemli etkenin monomer

kompozisyonu oldugunu sdylemek olasidir.

Halihazirda kullanilan ilaglarin ¢ogunlugunun sudaki ¢oziiniirliigl diisiiktiir. Bu yiizden
cesitli kimyasal ve fiziksel yontemler kullanilarak onlarin sudaki ¢oziintirliikleri artirilmaya
calisiimaktadir. Ornegin, etanol, kremofor ve polisorbat 80 gibi ¢dziiciiler antitiimér ajanlarinin
¢ozinirliglini arttirmak igin kullanilir; ancak bu solventler emboliye, asir1 duyarlilik, periferik
noropati gibi yan etkilere neden olmaktadir (Pery 2008; Gowardhane et al. 2014; Kalepu et al.
2015; Karadayi et al. 2020). Mevcut ¢alismada ise, EPS' nin suda yiiksek ¢oziintirlik gosterdigi
tespit edilmistir. Bu durum, EPS' nin toksik ¢dziiciilere ihtiya¢ olmadan su igerisinde

¢oziindiiriilerek kanser tedavilerde dogrudan kullanilabilecegini isaret etmektedir.
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Sekil 14. EPS' nin farkli konsantrasyonlarinin A-549 (A), SHSY-5Y(B), DU-145 (C) ve HT-

29 (D) kanser hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik etkisi
(Veriler ortalama + SS ve n>5 olarak analiz edilmistir. *p<0.05 vs 0 ve **p<0.01 vs 0 olarak verilmistir)

63



Sekil 15. EPS uygulamasinin hiicre hatlarinin canlilig tizerindeki etkinligi

A-549 (A), SHSY-5Y(B), DU-145 (C) ve HT-29 (D) kanser hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etkisi. Kontrol grubu
icin EPS uygulamas1 yapilmamistir. EPS' nin kanser hiicreleri izerindeki etkinligini géstermek iginse, biitiin hiicre
hatlari i¢in en fazla toksisitenin gézlemlendigi 2,5 mg/mL EPS konsantrasyonundaki goriintiiler se¢ilmistir.

EPS’nin Antioksidant Potansiyelinin Arastirilmasi

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller esas olarak oksijenden (reaktif oksijen tiirleri-
ROS) ve nitrojenden (reaktif nitrojen tiirleri-RNS) {iretilir. En 6nemli ROS' lar siiperoksit (Oze—
), hidroksil radikali (OHe), hidrojen peroksit (H202), singlet oksijen (1/20>), peroksil (ROO"),
hipoperoksitler (ROOH) ve hidroperoksil (HO2¢), 6nemi RNS' ler nitrik oksit (NOe¢), nitrojen
dioksit (NO2¢), nitroz asit (HNOz), nitroksil anyon (NO—) ve peroksinitrit (NOOO-) dir
(Poljsak et al. 2013; Martemucci et al. 2022; Khan et al. 2023). ROS ve RNS eas oarak
mitokondri, kloroplast, endoplazmik retikulum, peroksizomlar, lizozom, sitoplazma ve plazma
membranlar1 gibi hiicrese yapilalarda metabolizmanin bir sonucu olarak {retilmektedir.
Ozellikle mitokondri, ROS iiretimine en biiyiik katkiy1 saglayan yapidir (Jasid et al. 2006;
Hameister et al. 2020). Bu yapilarin yanisira, hava Kkirleticiler, radyasyon, sigara,

ksenobiyotikler, ilaglar, agir metaller, organik ¢oziiciiler ve pestisitler gibi birden fazla dig
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faktore bagl olarak da iiretilmektedir (Jasid et al. 2006; Hameister et al. 2020; Ashok et al.
2022; Curieses Andrés et al. 2023). Diisiik veya orta diizeylerde ROS/RNS hiicresel
fonksiyonlar i¢in (hiicre hayatta kalmasi, cogalmasi, gogii, farklilagmasi, apoptoz vb.) gereklidir
(Martinez and Andriantsitohaina 2009; Phaniendra et al. 2015; Jomova et al. 2023). Tam tersine
hiicrelerde ROS/RNS' nin asir1 birikimi, oksidatif stres olusturarak proteinler, niikleik asitler ve
lipitler tizerinde hasara neden olmaktadir. Bu molekiillerde ortaya ¢ikan hasar ise insanlarda
yaslanma, kanser ve norodejeneratif hastaliklar gibi patolojik durumlara sebebiyet vermektedir
(Phaniendra et al. 2015; Eddaikra and Eddaikra, 2021; Ashok et al. 2022). Hiicrelerde asir1
ROS birikimi ise viicut tarafindan iiretilen endojen antioksidantlar (siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroxidaz, albumin etc) ve viicuda digardan alinan ekzojen antiosidantlar
tarafindan engellenmektedir (Rao et al. 2011; Moussa et al. 2019; Hussain and Kayani 2020).
Bitkisel ve hayvansal gidalarin yanisira mantarlar, likenler, algler ve bakterilerde ekzojen
antioksidantlarin 6nemli kaynaklari olarak islev gérmektedir. (Mironczuk-Chodakowska et al.
2018; Chandra et al. 2020; Wu et al. 2022; Sanchez-Leon et al. 2023; Panova and Tatikolov
2023;). Bakteriler tarafindan iretilen 6nemli antioksidanlardan biriside polisakkaritlerdir.
Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda, Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas ve Lactobacillus
gibi farki cinslere ait tiirlerin antioksidant aktiviteli polisakkaritleri iiretebilecegi rapor
edilmistir (Ye et al. 2016; Wang et al. 2019; Huang-Lin et al. 2022; Mahmoud et al. 2023).
Mevcut g¢alismada da, Cytobacillus oceanisediminis EPS' sinin antioksidant aktivitesi
arastirilmistir. Antioksidant aktivite ise in vitro' da NOe, OHe, DPPH ve O+— radikali siipiirme
ve demir indirgeme potansiyeli yontemi ile belirlenmistir. Calismada, EPS' nin 5 farkli
konsantrasyonu (0.05, 0.1, 1, 2 ve 2.5 mg/ml) test edilmis ve askorbik asit pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. EPS' nin biitiin konsantrasyonlarinin DPPH radikalini giderme potansiyeline
sahip oldugu belirlenmistir. Ote yandan, EPS' nin DPPH radikalini giderme potansiyelinin
konsantrasyona bagl olarak arttig1 ve 2 mg/ml konsantrasyonda maksimuma ulastig1 (%57,3)
ve daha yliksek konsantrasyonda (2.5 mg/ml' lik) ise sabit kaldig1 tespit edilmistir. Benzer
sekilde, EPS' nin OHe ve O2+— radikallerini giderme yetenegininde konsantrasyona bagli olarak
artt1g1 ve maksimum potansiyele 2 mg/ml konsantrasyonda ulastig1 belirlenmistir. 2 mg/ml' lik
optimum EPS konsantrasyonunda, OHe ve Oz+— radikallerinin giderilme oranlar1 sirastyla %86
ve %49 olarak belirlenmistir. Daha yiliksek konsantrasyonunda (2.5 mg/ml) ise EPS' nin OHe
ve Oze—radikallerini giderme yeteneginin kismen azaldigi tespit edilmistir. OHe, DPPH ve Oze—
radikallerinin aksine, NOe (Sekil 16) radikaline karst EPS' nin maksimum giderme
potansiyeline (%43,5) 1.5 mg/ml konsantrasyonunda ulagilmis ve daha yiiksek EPS
konsantrasyonlarinda ise NO+ giderim oraninin sabit kaldig1 belirlenmistir. EPS' nin ABTS

radikaline karsi ise kayda deger bir giderim potansiyeli gostermedigi belirenmistir (1 mg/ml
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konsantrasyonda sadece %9' luk bir giderim potansiyeli tespit edilmistir). Kisacasi, EPS' nin
ABTS harig test edilen biitiin radikallere kars1 (6zellikle DPPH ve OHe radikaline kars1) giicli

giderme yetenegi sergiledigi belirlenmistir.
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Sekil 16. EPS' nin farkli radikallere kars1 antioksidant potansiyeli

Siiperoksit radikali (O2™), hidroksil radikali (OH"), nitrik oksit radikali (NO?) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikali.Tiim 6l¢iimler, alt1 sonucun (n = 6) ortalama =+ standart sapmasi (+SD) dir. Varyans analizi SPSS
15.0 paket programi kullanilarak tek yonliit ANOVA testine (P<0.05) gore yapildi.

EPS' nin in vitro anti-aging aktivite tayini

Deri insan viicudunun en biiyiik ve en hizl1 biiyliyen organidir. Deri ¢evresel ve mekanik
koruma, uyarilari algilama, termoregiilasyon, D vitamini sentezi, bagisiklik denetimi ve nem

regililasyonu gibi birgok dnemli fizyolojik gorevlerde rol iistlenir (Anderson et al. 2015).

Yaglanma bir¢ok dejeneratif hastaligin ana nedenidir. Yaslanmanin en belirgin sonucu
esas olarak deride ortaya ¢ikar ve deri yapisinda ve goriinlimiinde artan kirisikliklar, gevseklik,
elastoz, telanjiektazi ve ciltte anormal pigmentasyon gibi degisikliklerle kendisini gdsterir.
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesiyle indiiklenen oksidatif stres diger organlarda
oldugu gibi deri yaslanmasinin en 6nemli i¢sel sebeplerinden birisi olarak kabul edilmektedir.
Bununla birlikte, diger organlarindan farkli olarak deri, yalnizca igsel yaslanma siirecinden
degil, ayn1 zamanda yaslanmay1 hizlandiran ¢esitli digsal gevresel faktorlerden, 6zellikle de

ultraviyole (UV) radyasyondan da etkilenmektedir (Gu et al. 2020).
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Yaslanma durumunda hiicreler proliferatif kapasitelerini kaybederler ve daha sonra
replikatif yaslanma olarak adlandirilan, geri doniisii olmayan bir hiicre dongiisii durmast
durumuna girerler. Derinin yaslanma siirecinde ise ¢ogalma yetenekleri kaybolmus yash cilt
fibroblastlarinin baskin durumu ortaya ¢ikmaktadir. Yapisal diizeyde, yaslanmayla iligkili en
ilgili degisiklikler artan kollajen yikimi1 ve azalan kollajen biyosentezidir; bu da net bir kollajen
eksikliginin yani sira elastin, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar gibi diger iskele
molekiillerinin anormal iiretimiyle sonuglanir. Molekiiler diizeyde cilt yaslanmasi, digerlerinin
yani sira dengesiz redoks durumu, DNA mutasyonu, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu,
telomer kisalmasi, hiicre yaslanmasi ve ileri glikasyon son iriinlerinin (AGE'ler) dermiste
birikmesinden kaynaklanan karmasik ve ¢ok faktorlii bir siirectir (Quiles et al. 2022). Yaslanma
karsit1 tip, nispeten yeni ve c¢ok hizli gelisen sagik alanmidir. Bu alan, yasa baglh islev
bozukluklarinin 6nlenmesi, erken teshisi, tedavisi ve iyilestirilmesinde ileri bilimsel ve tibbi
teknolojilerin uygulamalarina odaklanmaktadir. Anti-aging tip uygulamalarinda sadece yasam
siiresini uzatmak degil, saglikli bir yasamin daha uzun siire siirdiiriilmesini saglamak
amaglanmaktadir. Bu yiizden, anti-aging Yerine saglikli yaslanma terimide siklikla

kullanilmaktadir (Bjerklund et al. 2022).

Gilinlimiizde, derideki yaslanmay1 durdurma veya engellemeye yonelik olarak yeni cilt
bakim tiriinlerini gelistirme ¢alismalar1 artan bir yogunlukta devam etmektedir. Bu durum ise,
kozmetik endiistrisi pazarinin her gegen giin daha da biliylimesini saglamaktadir. Cilt bakim
tirtinleri derinin su tutma kapasitesini artirma, kollajen sentezini indiikleme ve pigmentasyonu
engellemenin yanisira antioksidant ve anti-inflammatory aktivite gosterme mekanizmalari ile
yaslanma karsiti 6zellik gostermektedir (Zaid and Al Ramahi 2019; Resende et al. 2021;
Fernandes et al. 2023). Cilt bakim firiinlerinin en 6nemlilerini, vitaminler, polifenoller,
myycosporin-benzeri aminoasitler, karotenoidler, polisakkariter olusturmaktadir. Bunlar bitki,
bakteri, mantar, alg, plankton ve siinger dahil degisik organizmalardan elde edilmektedir (Zaid
and Al Ramahi 2019; Kageyama and Waditee-Sirisattha 2019; Resende et al. 2021; Costa et at.
2022; Fernandes et al. 2023). Ornegin, simdiye kadar yapilan ¢alismalarda bakteri kokenliler
dahil farkli kaynaklardan elde edilen pek ¢ok polisakkaritin deri-yaglanmasina kars1 koruyucu
ozellik gosterdigi rapor edilmistir (Falcao et al. 2020; Baptista and Freitas 2021; Jo et al. 2021;
Lee et al. 2021; Wang et al. 2022). Mevcut ¢calismada da Cytobacillus oceanisediminis dan elde
edilen EPS' nin in vitro' da deri yaslanmasina kars1 koruyucu rolii arastirilmistir. Deri yaglanma
modeli insan deri fibroblast hiicreleri ile hazirlanmistir. Sekil” den goriilebilecegi gibi H20:
veya EPS uygulanmamis kontrol grubu ile karsilastirildiginda, H2O2 uygulanmig yasli-model
grubunda fibroblast hiicre yogunlugunda 6nemli bir azalma meydana gelmistir. Bununla

birlikte, H2O2 + EPS uygulanmis gruplarda (1 veya 2 mg/mL EPS), sadece H202 uygulanmis
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yasl gruba oranla hiicre yogunlugununda artis tespit edilmistir. Ozellikle, yiiksek doz EPS
uygulanmis grubun (2 mg/mL EPS) hiicre yogunlugunun yash gruba oranla ¢ok daha yiiksek
oldugu ve hatta kontrol grubundaki hiicre yogunlugundan bile birazcik daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Bu durum, H20Oz ile iiretilen ROS (oksidatif strese) karst EPS' nin fibroblast
hiicrelerini koruma potansiyeline sahip oldugunu isaret etmektedir. Mevcut ¢calismamizin daha
onceki asamalarinda EPS in vitro 6l¢iimlerde ¢esitli radikallere kars1 antioksidant potansiyel
ortaya koymustur. EPS' nin antioksidant potansiyeli géz 6niine alindiginda H202 uygulamasi
ile olusturulan ROS' a kars1 fibroblast hiicrelerini koruyucu bir rol iistlenmesi sasirtici
olmamalidir. Dahasi, hiicre i¢i ROS 6l¢iim sonuglarida bu hipotezimizi destekler niteliktedir.
Sekil 17' de goriilebilecegi gibi yash grubunda kontrol grubuna oranla daha yiiksek ROS igerigi
tespit edilmistir. Benzer sekilde, yasli grubunun ROS igerigi EPS gruplarina oranla daha yiiksek
bulunmustur. Hatta, yiiksek doz EPS grubu ve kontrol grubu arasinda ROS seviyeleri
bakimindan istatistiksel bir fark olmadig tespit edilmistir. Bu sonuglarda, EPS uygulamasinin
NHDF'lerde H202 kaynakli ROS' u yiiksek bir basar orani ile elemine ettigini géstermektedir.
Antioksidant roliinlin yanisira, EPS suda ¢6ziinme potansiyeline sahip oldugu i¢in dermal
fibroblastlar (NHDF'ler) icerisine girerek kollajen sentezinide artirmis olabilir. Bununla
birlikte, EPS' nin kollajen sentezi iizerindeki roliinii ortaya ¢ikarmak i¢in daha ileri ¢alismalara

thtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 17. Dermal fibroblast hiicrelerinde EPS’nin antiaging aktivitesi

(Veriler ortalama + SS ve n>5 olarak analiz edilmistir. *p<0.05 vs kontrol olarak verilmistir)
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Sekil 18.Dermal fibroblast hiicrelerinde hiicre i¢i ROS seviyeleri lizerine EPS’nin etkisi
(Veriler ortalama + SS ve n>5 olarak analiz edilmistir. *p<0.05 vs kontrol olarak verilmistir)
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In vitro Antiobezite Etki

Obezite, viicut kitle indeksinin (BMI) 30'un iizerinde olmasi olarak tanimlanir. Obezite
hastalarinda yag dokularinda yiiksek hiicre i¢i trigliserit (TG) birikimi meydana gelmektedir.
Artan TG' de viicut agirliginda artisa sebebiyet vermektedir. Asir1 yiiksek kalorili gida alima,
obezitenin en énemli sebeplerinden birisidir. Obezite; diyabet, hipertansiyon, kalp hastaligi,
koroner kalp hastalii, alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaligi gibi metabolik
hastaliklarin goriilme riskini artirmaktadir (Lee et al. 2023). Literatiirde, bitki, mantar, alg ve
bakteri gibi kaynaklardan elde edilen dogal {iriinlerin TG ve lipit birikimini engelleyerek anti-
obezite etki gosterdigi belirtilmektedir (Wan-Loy and Siew-Moi 2016; Wang et al. 2018; Dinda
and Dinda 2022). Ornegin, bu organizmalardan elde edilen polisakkaritlerin, dzelliklede siilfatl
polisakkaritlerin gerek in vitro e gerekse in vivo modellerde anti-obezite aktivite gosterdigi
literatiirde agiklanmaktadir (Friedman 2016; Nakahara et al. 2020; Wu et al. 2020, Do et al.
2021; Lan et al. 2022; Yang et al. 2022; Lee et al. 2023). Mevcut ¢alismada da, Cytobacillus
oceanisediminis EPS' sinin siilfat icerdigi tespit edildigi i¢in, bu EPS' nin antiobezite
aktivitesinin aragtirtlmasina karar verilmistir. EPS' nin bu potansiyeli in vitro olarak adiposit
hiicreleri iizerinde test edilmistir. EPS uygulanmayan hiicre grubu kontrol olarak
degerlendirilmis ve lipit biriktirme diizeyi 100% olarak kabul edilmistir. Sekil 19’dan
goriilebilecegi gibi EPS' nin 0,05 ve 0.1 mg/mL' lik konsantrasyonlarinda kontrole oranla lipit
igeriginde ¢ok fazla bir degisim tespit edilmemistir. 1 mg/mL' lik EPS konsantrasyonunda ise
adipositlerin lipit igeriginin hizli bir diisiis gosterdigi ve %86 seviyesine kadar indigi tespit
edilmistir. Bununla birlikte, daha yliksek EPS konsantrasyonlarinda, lipit igeriginde 6nemli
sayilabilecek seviyede daha ileri diisiisler belirlenmemistir (2 ve 2,5 mg/mL EPS
konsantrasyonlarinda sirastyla %85 ve %84 lipit igerikleri). Bu sonuglar, EPS' nin obeziteye
kars1 dogal bir iiriin olarak kullanilabilecegini isaret etmektedir. Bununla birlikte, bu hipotezi

desteklemek i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
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Sekil 19. Adiposit hiicre hattinda (3T3-L1) lipit birikimi iizerine EPS' nin etkisi

(Veriler ortalama + SS ve n>5 olarak analiz edilmistir. *p<0.05 vs kontrol olarak verilmistir)
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SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda Erzurum’un fakli ilgelerinden (Hasankale, Ispir, Oltu, Narman ve
Tortum) alinan orman toprak drneklerinden bakteri izolasyonu gergeklestirildi ve toplam 143
bakteri izole edildi. izole edilen bakteriler mikroskobik ve koloni yapilarina gére (petride
olusturduklar1) secildi ve farkli oldugu diisiiniilen 70 izolata indirildi. Se¢ilen izolatlar EPS
tiretim kapasitelerine gore karsilagtirildi, 25 susun EPS ftirettigi, diger suslarin tiretmedigi tespit
edildi. Tez kapsaminda suda ¢oziinebilir EPS arandigi igin, izolatlarin trettigi EPS’ler suda
¢oziinebilirlik yoniinden degerlendirildi ve 5 EPS’nin suda ¢oziindiigii tespit edildi. En yiiksek
verimde suda c¢oziinebilir EPS ireten izolat klonlandi ve DT3-C kodu ile Cytobacillus
oceanisediminis olarak tanilandi. Bu sonuglar bize lilkemiz topraklarmin EPS iiretimi igin
onemli bir mikrobiyal rezerv olabilme potansiyelini gosterdi. Ayn1 zamanda bu bakteri cinsi ile

EPS tiretimi literatiirde ilk kez yapildi.

Tez ¢alismasinda kullandigimiz DT3-C kodlu Cytobacillus oceanisediminis EPS
{iretimi icin TSB besiyerinde gelistirildi. Uretim caligmalari sirasinda EPS verimini arttirmak
icin bazi kiiltiir kosullarinin optimizasyonu yapildi. Mikrobiyal kiiltiirlerde karbon ve azot
kaynaklar1 biliylik maliyetler olusturmaktadir. Bu nedenle iiretimde maliyeti azaltmak i¢in
karbon ve/veya azot bakimindan zengin olan atik ya da yan iriin 6zelligindeki organik
materyaller besiyerlerinde substrat olarak tercih edilmektedir. Mevcut tez ¢aligmasinda bu
ozellikleri tagiyan bir atik ya da yan iirlin kullanilmamis olsada gelecek ¢aligmalarda DT3-C
izolat1 ile EPS firetimi i¢in melas, peynir alti suyu ve misir maserasyon sivist gibi organik

materyallerin substrat olarak kullanimi1 gerceklestirilebilir.

Uretilen EPS’nin antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, antiobezite ve anti-aging
aktivitelere sahip oldugu mevcut tez ¢alismasinda ortaya ¢ikartilmis olsa da antiparazit,
antiviral ve immiinomodiilatér gibi diger biyolojik aktiviteleri test edilmemistir. Gelecek

calismalarda s6z konusu aktiviteler dahil daha farkli biyolojik aktiviteler de arastirilabilir.

Literatiirde Cytobacillus cinsinin insan patojeni olmadig1 ve hatta probiyotik olarak da
kullanilabildigi rapor edilmektedir. Bu ylizden DT3-C kodlu izolatimizin insan ve hayvan

caligmalarinda probiyotik olarak kullanilma potansiyeli de s6z konusu olabilir. Bununla birlikte

probiyotik potansiyelini tam olarak ortaya c¢ikarmak igin gastrointestinal kosullara

(diistik pH, pepsin, pankreatin direnci gibi) dayaniklilik ve patojenitesinin olmamasi (viriilans
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genlerinin olmamasi, hemoliz gostermemesi gibi) gibi Ozelliklerinin ortaya ¢ikartilmasina

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Literatiirde bu bakteri tiiriiniin sadece probiyotik olarak kullanilabilme ve enzim iiretme
yeteneginden bahsedilmektedir. Bu yiizden yeni ¢alismalarda s6z konusu izolatin ¢alisilmamis
enzimleri iiretme, organik asitleri, peptitleri ve tek hiicre proteini gibi metabolitleri iiretme
yetenegi test edilebilir. Dahasi tarimsal calismalarda bitki biiylimesini tesvik edici, ¢evre
biyoteknolojisi ¢aligsmalarinda ise toksik kimyasallarin biyoremediasyonu gibi alanlarda

kullanilabilir.
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