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Öz 

Endüstriyel atık sulardan izole edilen Micrococcus sp. ile yapılan çalışmada, farklı pH değerlerinin, 
Remazol Blue konsantrasyonlarının, sıcaklık derecelerinin ve inkübasyon sürelerinin bakterinin ürettiği 
ekzopolisakkarit (EPS) miktarına etkisi araştırılmıştır. Remazol Blue bulunan ortamlarda farklı pH’larda 

(pH 6-9) 30 C de gerçekleştirilen deneylerde, pH 6’da yüksek miktarda EPS üretildiği belirlenmiştir. 

Bakteri 100-400 mg/l arasındaki başlangıç Remazol Blue konsantrasyonlarında (pH 6, 30 C) en iyi EPS 
üretimini, 200 mg/l Remazol Blue konsantrasyonunda 234.8 mg/l olarak yapmıştır. Artan sıcaklık 
derecelerinin Micrococcus sp. tarafından üretilen EPS miktarlarına etkisinin araştırıldığı denemelerde 
ise en yüksek EPS üretimine 40 °C’de ulaşıldığı görülmüştür. İnkübasyon süresinin üretilen EPS miktarına 
etkisi araştırıldığında, artan inkübasyon süresinin EPS üretimini azalttığı, en yüksek EPS üretimine 
biyokütle üretiminin yeni başladığı 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda ulaşıldığı belirlenmiştir. 

Denemeler sonunda en yüksek EPS üretimi, pH 6’ da, 100 mg/l Remazol Blue içeren ortamda, 40 C’de 
ve 48 saat inkübasyon süresi sonrasında 257.2 mg/l olarak elde edilmiştir.  

 

 

The effect of different environmental conditions on exopolysaccharide 
production of Micrococcus sp. 

 

Keywords 

Micrococcus sp., 
Exopolysaccharide 

(EPS), Remazol Blue, 
Wastewater 

 

Abstract 

The effect of different pH values, temperature degrees, Remazol Blue concentrations and incubation 
periods on exopolysaccharide (EPS) production of the bacteria was investigated in this study which was 

performed with Micrococcus sp. isolated from industrial wastewater. In trials at 30 C including Remazol 
Blue with different pH (pH 6-9), the production of high amount of EPS was found at pH 6. At initial 

Remazol Blue concentrations between 100-400 mg/l (pH 6, 30 C), the bacteria was produced the 
maximum EPS production at 200 mg/l Remazol Blue as 234.8 mg/l. In trials to investigate the effect of 
increasing temperature degrees on EPS amount produced by Micrococcus sp., it is observed that the 

maximum EPS production was reached at 40 C. When the effect of incubation period on production of 
EPS was investigated, increasing incubation period was decreased EPS production, the highest EPS 
production was determined at the end of 48 h incubation period in which biomass production has just 
begun. At the end of the trials, the maximum EPS production was found at pH 6, in media including 100 
mg/l Remazol Blue at 40 °C and at the end of 48 h incubation period as 257.2 mg/l.  
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1. Giriş 

Tekstil, deri ve kağıt endüstri kollarının oluşturduğu 

atık sular kontrolsüz bir şekilde akarsulara ve 

denizlere deşarj edildiğinde bu sularda yaşayan canlı 

topluluklarına oldukça toksik etki yapmaktadırlar. 

Ayrıca, tekstil endüstrisi atık sularındaki sentetik 

boyar maddeler, ışığın geçmesini engelleyerek 

akuatik yaşamdaki fotosentetik aktiviteyi negatif 

yönde etkilemektedir (Aksu, 2005). Bu tip sular 

bahsedilen özelliklerinden arıtılmalıdırlar. Boya 
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içeren atık suların arıtımı ile ilgili birçok farklı teknik 

kullanılmaktadır. Bunlar arasında biyolojik arıtım, 

çöktürme-floklaştırma, elektrokimyasal işlemler, 

ozon arıtımı, ters ozmoz ve mikrofiltrasyon gibi 

yöntemler bulunmaktadır (Allegre et al. 2006, Crini, 

2005).   

 

Daha önce yapılan çalışmalarda, biyolojik arıtım 

yoluyla boya giderimi yapabilen mikroorganizmalar 

izole edilmiştir (Aksu and Dönmez 2005, Khehra et 

al. 2006, Sadettin and Dönmez 2006, Kılıç et al. 

2007, Lodato et al. 2007, Bouraie and Din 2016, 

Mishra and Maiti 2018). Mikroorganizmalarca 

üretilen EPS, bakterilerin birlik oluşturarak 

floklaşmasında, biyofilm üretmesinde ve bu yapının 

stabil kalmasını sağlamada korucuyu bir tabaka gibi 

görev görür (Flemming et al. 2016). Bu özelliği ile 

EPS, toksik kontaminantların endüstriyel atık 

sulardan biyogideriminde etkili olmaktadır (Aksu 

2005, Khehra et al. 2006, Zhang et al. 2006). Daha 

çok ağır metal gibi iyonlara karşı üretildiği ve metal 

kelasyonu (Iyer et al. 2004, Guibaud et al. 2005, 

Ozdemir et al. 2003, Mohite et al. 2017, Gupta and 

Diwan 2017) ile ilgili olarak bilinen EPS’nin, 

bahsedilen özelliklerinden reaktif boyar maddelere 

karşı da oluşturulabileceği düşünülmektedir.  

Ağır metallerin EPS yardımı ile ortamdan 

uzaklaştırılmaları birçok çalışmada açıklandığı halde, 

reaktif boyar maddeler ve buna karşı oluşturulan 

EPS üretimi konusunda çok az çalışma yapılmıştır. 

Boyar maddelerin biyolojik yollarla giderimleri 

Pseudomonas luteola (Chen 2002) ve 

Stenotrophomonas sp., Pseudomonas sp., Bacillus 

sp. (Khehra et al. 2006) gibi mikroorganizmalarca 

gerçekleştirilmiştir. Ayrıca, Paenibacillus polymyxa, 

Micrococcus luteus ve Micrococcus sp. gibi üç 

mikroorganizmanın karıştırılarak kullanıldığı bir 

karışımla da boyar maddelerin ortamdan 

uzaklaştırıldığı belirtilmiştir (Moosvi et al. 2007).  

Boya giderimi yapan bazı mikroorganizmaların EPS 

ürettikleri bilinmektedir (Shah et al. 1999, Chen 

2002, Lodato et al. 2007). Fakat bu çalışmalarda 

toksik boyalara karşı ne miktarda EPS üretildiği 

belirlenmemiş ve EPS’nin hangi çevresel koşullardan 

ne derece etkilendiği belirtilmemiştir. Yapılan 

çalışmada, farklı pH derecelerinin, sıcaklığın, 

başlangıç Remazol Blue konsantrasyonlarının ve 

inkübasyon süresinin Micrococcus sp. tarafından 

üretilen EPS miktarına etkisi araştırılmıştır.  

2. Materyal ve Metot 

2.1 Bakteri kültürü 

Deri sanayi atık sularından (Sepiciler Deri Fabrikası, 

İzmir) izole edilerek kullanılan bakteri, araştırıcıların 

daha önceki bir çalışmasında Micrococcus sp. olarak 

tanılanmıştır (Kılıç and Dönmez 2007).  

2.2 Boya solüsyonu 

Çalışmada kullanılan boya (Remazol Blue) 

Aytemizler Tekstil Fabrikası’ndan (Ankara) saf halde 

alınmıştır. Stok solüsyon, toz haldeki kimyasalın %2 

(w/v) konsantrasyon olacak şekilde distile suda 

çözülmesiyle hazırlanmıştır. Stok solüsyondan 

istenilen konsantrasyonlar, Nutrient Agar besiyerine 

eklenmiştir.   

2.3 EPS üretimi 

EPS üretiminin belirlenmesi için bakteri kültürü 

petrilerde hazırlanmış Nutrient Agar besiyerlerinde 

geliştirilmiştir. Besiyerleri başka şekilde 

belirtilmediği sürece 30 °C’de 48 saat inkübe 

edilmiştir (Memmert BE600, Germany).  

2.4 Başlangıç pH derecelerinin EPS üretimine etkisi 

En yüksek EPS üretiminin yapıldığı optimum pH’ın 

bulunması için 100 mg/l boya içeren ortam pH’ları 6, 

7, 8 ve 9 değerlerine ayarlanmıştır.  

 

2.5 Başlangıç Remazol Blue konsantrasyonlarının 

ve farklı sıcaklık derecelerinin EPS üretimine etkisi 

Artan Remazol Blue konsantrasyonlarının EPS 

üretimine etkisinin araştırıldığı deneylerde, 

Micrococcus sp. daha önce belirlenen optimum pH 

derecesinde ayarlanmış ve 100 mg/l, 200 mg/l, 300 

mg/l ve 400 mg/l Remazol Blue içeren 

besiyerlerinde inkübe edilmiştir.  

Farklı başlangıç Remazol Blue konsantrasyonlarının 

ve sıcaklık derecelerinin Micrococcus sp. tarafından 
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üretilen EPS miktarına birlikte etkisini görmek için 

100-400 mg/l Remazol Blue içeren ve içermeyen 

Nutrient Agar besiyerleri hazırlanmıştır. Sıcaklık 

dereceleri 20, 30 ve 40 °C’lere ayarlanarak bakteri 

bu ortamlarda geliştirilmiştir.  

2.6 Farklı inkübasyon sürelerinin EPS üretimine 
etkisi 

İnkübasyon süresinin EPS üretimine etkisinin 

araştırılması için bakteri, en yüksek EPS ürettiği 

ortamda (pH 6; 100 mg/l Remazol Blue; 40 °C) 48, 

72, 96, 120, 144 ve 168 saat boyunca geliştirilmiştir. 

EPS analizleri bu inkübasyon sürelerinin sonunda 

gerçekleştirilmiştir. 

 

2.7 Analitik yöntemler  

 

2.8 EPS izolasyon ve ölçümü  

 

EPS izolasyonu, Cérantola et al. (2000) yaptığı 

çalışmaya göre gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla agar 

yüzeyindeki koloniler cam çubukla toplanmış, 

tartılmış (0.1 g) ve fizyolojik tuzlu ortama alınmıştır. 

Süspansiyon 100 °C’de 15 dakika kaynatılmıştır. 

Karışıma soğutulduktan sonra, son hacim %4 (w/v) 

olacak şekilde trikloroasetik asit (TCA) eklenmiştir. 

Bu aşamadan sonra, 10,000 x g’de ve 4 °C’de 30 

dakika boyunca santrifüj yapılmıştır. Süpernatant 

alınarak soğuk etanol ile karıştırılmıştır. Bu karışım 

10,000 x g’de ve 4 °C’de 30 dakika boyunca 

santrifüjlenmiştir. İzolasyon bir kez daha 

tekrarlanmıştır. Çökelti alınarak distile suda 

çözülmüştür. EPS içindeki karbohidrat içeriği fenol-

H2SO4 metodu kullanılarak, glukoz standartına göre 

bulunmuştur (Dubois et al. 1956).  

2.9 İstatistik analizleri 

Bütün denemeler, üçlü tekrarlar halinde 

gerçekleştirilmiştir. Veriler, standart sapmaların 

hesaplanıp belirtilmesiyle ifade bulmuştur (±SE).  

 

 

 

 

 

3. Bulgular  

3.1 Başlangıç pH derecelerinin EPS üretimine etkisi 

Remazol Blue içeren ortamların pH’ları 6-9 

aralığında değiştirilerek, pH’ın Micrococcus sp. 

tarafından üretilen EPS miktarına etkisi 

incelenmiştir. Ortamın alkalilik derecesi arttıkça 

bakteri tarafından üretilen EPS miktarının azaldığı 

Çizelge 1’de gösterilmiştir. En yüksek EPS 

oluşumunun pH 6’da 189.7 mg/l olduğu 

bulunmuştur. Ortamın pH derecesi 9’a çıkarıldığında 

EPS üretiminin 104.3 mg/l’ye düştüğü 

gözlemlenmiştir.  

Çizelge 1. Farklı pH derecelerinin Micrococcus sp. 
tarafından üretilen EPS miktarına etkisi (Başlangıç 
Remazol Blue konsantrasyonu: 100 mg/l; T: 30 ºC; 
inkübasyon süresi: 48 saat)   

pH EPS (mg/l) 

6 189.7  6.0 

7 140.6  9.1 

8 116.0  2.5 

9 104.3  11.5 

 

3.2 Başlangıç Remazol Blue konsantrasyonları ve 

farklı sıcaklık derecelerinin EPS üretimine etkisi 

 

Başlangıç Remazol Blue konsantrasyonlarının 

Micrococcus sp. tarafından üretilen EPS miktarına 

etkisi, 30 °C ve pH 6’da yapılan denemelerle 

belirlenmiştir. Artan Remazol Blue 

konsantrasyonlarının EPS üretimine etkisi Şekil 1’de 

verilmiştir. Bu deneylerde, Remazol Blue 

konsantrasyonunun artmasıyla bakteri tarafından 

oluşturulan EPS miktarı da artmıştır. Boya 

içermeyen ortamda üretilen EPS miktarı 186.7 mg/l 

olarak tespit edilirken, EPS oluşumu Remazol Blue 

konsantrasyonunun 200 mg/l’ye kadar 

arttırılmasıyla artmıştır. Micrococcus sp. tarafından 

oluşturulan en yüksek EPS miktarları, 100 mg/l 

Remazol Blue bulunan ortamda, 189.7 mg/l; 200 

mg/l Remazol Blue bulunan ortamda, 234.8 mg/l 

olarak bulunmuştur. Remazol Blue konsantrasyonu 
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daha da arttırıldığında üretilen ekstrasellüler 

polimer miktarı azalmıştır.  

 

 

 

Şekil 1. Başlangıç Remazol Blue konsantrasyonlarının 
Micrococcus sp. tarafından üretilen EPS miktarına etkisi 

(pH: 6; T: 30 °C; inkübasyon süresi: 48 saat)   

 

 

Şekil 2. Farklı başlangıç sıcaklıklarının Remazol Blue 
içermeyen ortamda Micrococcus sp. tarafından üretilen 
EPS miktarına etkisi (pH: 6; inkübasyon süresi: 48 saat)   

 

Şekil 3. Başlangıç Remazol Blue konsantrasyonlarının ve 
sıcaklık derecelerinin Micrococcus sp. tarafından üretilen 

EPS miktarına birlikte etkisi (pH: 6; inkübasyon süresi: 48 
saat)   

 
 
 
Farklı sıcaklık derecelerinin EPS üretimine etkisi 
pH’sı 6’ya ayarlanmış, Remazol Blue içeren ve 
içermeyen ortamlarda belirlenmiştir (Şekil 2 ve 3).   
 
Şekil 2’de özetlendiği gibi, Remazol Blue 
bulunmayan besiyerinde geliştirilen bakteri, en 
düşük sıcaklık derecesinde (20 °C), 189.8 mg/l olarak 
ölçülen miktarda EPS üretmiştir. Sıcaklık derecesi 
arttırıldığında mikroorganizma tarafından 
oluşturulan polimerin azaldığı tespit edilmiştir. 
Sıcaklık 30 °C olduğunda üretilen EPS bir miktar 
azalarak 186.7 mg/l olarak bulunmuştur. Ortamın 
sıcaklığı daha da arttırıldığında (40 °C) bakterinin 
yaptığı EPS, 142.2 mg/l olarak tespit edilmiştir.  
 
Başlangıç Remazol Blue konsantrasyonlarının ve 
sıcaklık derecelerinin Micrococcus sp. tarafından 
üretilen EPS miktarına birlikte etkisi Şekil 3’te 
özetlenmiştir. Sıcaklık derecesi 20 °C olduğunda, 
artan Remazol Blue konsantrasyonlarında bakteri en 
yüksek EPS üretmini 100 mg/l Remazol Blue 
konsantrasyonda hazırlanan Nutrient Agar 
besiyerinde yapmıştır (209.6 mg/l). Bu sıcaklıkta 
yapılan denemelerde, Remazol Blue 
konsantrasyonunun 100 mg/l’den daha da 
arttırılması ile üretilen EPS miktarı artan boya 
konsantrasyonlarından olumsuz yönde 
etkilenmiştir. Oluşturulan polimerin miktarı 
kirleticinin arttırılmasıyla azalmış ve 200 mg/l  
Remazol Blue içeren ortamda 183.9 mg/l olarak; 300 
ve 400 mg/l Remazol Blue içeren ortamlarda 
sırasıyla 171.2 mg/l ve 146.7 mg/l olarak 
belirlenmiştir. Ortam sıcaklığının 30 °C olduğu 
besiyerinde geliştirilen Micrococcus sp. en yüksek 
miktarda ekstrasellüler polimeri 200 mg/l Remazol 
Blue içeren ortamda üretmiştir (234.8 mg/l). Aynı 
sıcaklık koşulunda yapılan denemelerde, 20 °C’de 
gerçekleştirilen denemelere benzer olarak kirletici 
miktarının daha da arttırılması ile üretilen EPS 
miktarı da azalmıştır. Sıcaklığın 30 °C olduğu 
ortamlarda, Remazol Blue konsantrasyonu 300 mg/l 
olduğunda üretilen EPS miktarı 200.0 mg/l olarak, 
400 mg/l olduğunda da ise 185.5 mg/l olarak tespit 
edilmiştir.  
 
Mikroorganizmanın, denenen diğer sıcaklıklara göre 

sıcaklığın 40 °C olduğu deneylerde en fazla miktarda 

EPS ürettiği tespit edilmiştir. Bu sıcaklıkta geliştirilen 
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Micrococcus sp., Remazol Blue konsantrasyonunun 

100 mg/l olduğu besiyerinde en yüksek kapasite ile 

EPS üretmiştir (257.2 mg/l). Remazol Blue 

konsantrasyonu 200 mg/l olduğunda oluşan 

ekstraselüller polimer miktarı 230.9 mg/l, boya 

miktarı 300 mg/l’ye çıkarıldığında ise bu değer 200.0 

mg/l olarak tespit edilmiştir. En yüksek boya 

konsantrasyonunda (400 mg/l) ve 40 °C’deki 

denemelerde, aynı kirletici konsantrasyonundaki 

diğer sıcaklıklarda oluşturulan EPS miktarına göre 

daha fazla miktarda ekstrasellüler polimer üretildiği 

belirlenmiştir (187.0 mg/l). Boya 

konsantrasyonunun artmasıyla, test bakterisi toksik 

kirleticiden olumsuz yönde etkilenmiş ve daha az 

miktarda EPS üretmiştir.  

 

3.3 Farklı inkübasyon sürelerinin EPS üretimine 

etkisi 

İnkübasyon süresinin EPS üretimine etkisini 

belirlemek için 6 farklı inkübasyon süresi (48-168 

saat) denenmiştir. Bakteri, en yüksek miktarda 

polimer oluşturduğu ortamda (pH 6, 40 °C, 100 mg/l 

Remazol Blue konsantrasyonu) farklı inkübasyon 

sürelerinde geliştirilmiştir. Altı farklı inkübasyon 

süresi sonunda ölçülen EPS miktarları Şekil 4’te 

gösterilmiştir.   

 

 
 
Şekil 4. Farklı inkübasyon sürelerinin Micrococcus sp. 
tarafından üretilen EPS miktarına etkisi (pH: 6; T: 40 ºC; 
100 mg/l Remazol Blue; inkübasyon süresi: 48-168 saat)   

Micrococcus sp. en yüksek miktarda polimer 

oluşumunu 48 saat inkübasyon süresi sonunda 

gerçekleştirmiştir (257.2 mg/l). Yetmişiki saat 

sonunda bakteri tarafından üretilen EPS miktarı 

167.0 mg/l, 96 saat inkübasyon süresi sonunda ise 

137.5 mg/l olarak belirlenmiştir. İnkübasyon 

süresinin daha da arttırılması ile üretilen EPS miktarı 

az miktarda artsa da (142.9 mg/l), süre uzadığında 

polimer üretiminin değişmeden kaldığı tespit 

edilmiştir. Denenen diğer iki inkübasyon süresi 

sonunda da (144 ve 168 saat) üretilen EPS miktarları 

sırasıyla 135.9 mg/l ve 126.1 mg/l olarak 

ölçülmüştür. 

 

4. Tartışma ve Sonuç 

Ekstrasellüler polimerler bakteriler için koruyucu bir 

bariyer gibi görev yapmaktadırlar. EPS üretim 

miktarı, ağır metal konsantrasyonu, tuz iyonları, pH 

derecesi, sıcaklık, oksijen konsantrasyonu veya 

besiyeri bileşimi gibi birçok farklı koşullardan 

etkilenmektedir (Nicolaus et al. 2002, Leppard et al. 

2003, Guibaud et al. 2005, Nandal et al. 2005, 

Velasco et al. 2006, Gupta and Diwan 2017).  

 

Yapılan çalışmada da Micrococcus sp. Remazol Blue 

gibi bir toksik kirletici varlığında hem gelişmekte 

hem de fazla miktarda EPS üretmektedir. Boyasız 

ortama göre sentezlenen EPS miktarının boya içeren 

ortamlarda artması bakterinin kirleticiye karşı 

koyduğunu, toksik etkiden kurtulmak ve canlılığını 

devam ettirmek için ekstrasellüler polimer üretimini 

arttırdığını göstermektedir (Şekil 1). 

 

Micrococcus sp. tarafından üretilen EPS miktarı 

farklı ortam koşullarından etkilenmiştir. Rhizobium 

sp. ile yapılan bir çalışmada, sıcaklık derecesi 

arttırıldığında mikroorganizma tarafından üretilen 

EPS miktarının da arttığı gösterilmiştir (Nandal et al. 

2005). Yapılan çalışmada da Remazol Blue gibi toksik 

bir kirletici bulunan ortamda sıcaklığın 20 °C’den 30 

°C ve 40 °C’lere arttırılması ile bakteri tarafından 

oluşturulan ekstrasellüler polimer artmıştır. EPS 

miktarının bu şekilde artması, Micrococcus sp.’nin 

yüksek sıcaklık ortamında yaşayabilme toleransının 

çok fazla olduğunu göstermektedir (Şekil 3).  

 
Daha önce Micrococcus sp. ile yapılan bir diğer 

çalışmada, Cr(VI) gibi bir kirleticiye maruz bırakılan 

bakterinin EPS üretim miktarı belirlenmiştir (Kılıç 

and Dönmez 2008). Aynı çalışmada en yüksek EPS 

üretiminin 100 mg/l Cr(VI) içeren ortamda 72 saat 
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inkübasyon süresi sonunda olduğu, inkübasyon 

süresinin daha da arttırılmasıyla EPS oluşumunun 

azaldığı belirlenmiştir. Remazol Blue gibi toksik bir 

kirletici ile gerçekleştirilen bu çalışmada da, 

inkübasyon süresinin uzaması ile bakteri tarafından 

üretilen EPS miktarının azaldığı görülmüştür. 

 

Çalışmada elde edilen veriler, deri sanayii atık 

sularından izole edilen Micrococcus sp. bakterisinin 

yüksek konsantrasyonda boya ve yüksek sıcaklık gibi 

stres koşullarında arttırdığı EPS üretimi ile kolaylıkla 

canlılığını sürdürebildiğini göstermiştir. Bu özellikleri 

ile Micrococcus sp.’nin boyalı atık suların biyolojik 

arıtımında kullanılabileceği sonucuna ulaşılmıştır.  
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