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Endistriyel atik sulardan izole edilen Micrococcus sp. ile yapilan ¢alismada, farkhi pH degerlerinin,
Remazol Blue konsantrasyonlarinin, sicaklik derecelerinin ve inkiibasyon sirelerinin bakterinin lrettigi
ekzopolisakkarit (EPS) miktarina etkisi arastirilmistir. Remazol Blue bulunan ortamlarda farkh pH’larda
Anahtar kelimeler (pH 6-9) 30 °C de gergeklestirilen deneylerde, pH 6'da yiiksek miktarda EPS iiretildigi belirlenmistir.
Micrococcus sp., Bakteri 100-400 mg/I arasindaki baglangic Remazol Blue konsantrasyonlarinda (pH 6, 30 °C) en iyi EPS
Ekzopolisakkarit (EPS),  Uretimini, 200 mg/l Remazol Blue konsantrasyonunda 234.8 mg/| olarak yapmistir. Artan sicakhk
derecelerinin Micrococcus sp. tarafindan tretilen EPS miktarlarina etkisinin arastirldigi denemelerde
ise en yiiksek EPS tretimine 40 °C’de ulasildig gériilmistiir. inkiibasyon siiresinin tiretilen EPS miktarina
etkisi arastirildiginda, artan inkiibasyon siresinin EPS Uretimini azalttigl, en yiksek EPS lretimine
biyokiitle Uretiminin yeni bagladigl 48 saatlik inkiibasyon siresi sonunda ulasildigi belirlenmistir.
Denemeler sonunda en yiiksek EPS Uretimi, pH 6’ da, 100 mg/l Remazol Blue igeren ortamda, 40 °C’'de

ve 48 saat inklibasyon siiresi sonrasinda 257.2 mg/| olarak elde edilmistir.

Remazol Blue, Atik su

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

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
Keywords performed with Micrococcus sp. isolated from industrial wastewater. In trials at 30 °C including Remazol
Micrococcus sp., Blue with different pH (pH 6-9), the production of high amount of EPS was found at pH 6. At initial
Exopolysaccharide Remazol Blue concentrations between 100-400 mg/| (pH 6, 30 °C), the bacteria was produced the
(EPS), Remazol Blue, maximum EPS production at 200 mg/I Remazol Blue as 234.8 mg/|. 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/lI Remazol Blue at 40 °C and at the end of 48 h incubation period as 257.2 mg/I.

Wastewater
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1. Giris Ayrica, tekstil endUstrisi atik sularindaki sentetik

Tekstil, deri ve kagit endistri kollarinin olusturdugu boyar maddeler, 1sigin gecmesini - engelleyerek

atik sular kontrolsiiz bir sekilde akarsulara ve akuatik yasamdaki fotosentetik aktiviteyi negatif

yonde etkilemektedir (Aksu, 2005). Bu tip sular

denizlere desarj edildiginde bu sularda yasayan canli
bahsedilen 06zelliklerinden aritilmahdirlar. Boya

topluluklarina oldukca toksik etki yapmaktadirlar.
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iceren atik sularin aritimi ile ilgili bircok farkl teknik
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda biyolojik aritim,
¢Oktlirme-floklastirma, elektrokimyasal islemler,
ozon aritimi, ters ozmoz ve mikrofiltrasyon gibi
yontemler bulunmaktadir (Allegre et al. 2006, Crini,

2005).

Daha oOnce yapilan calismalarda, biyolojik aritim
yoluyla boya giderimi yapabilen mikroorganizmalar
izole edilmistir (Aksu and Donmez 2005, Khehra et
al. 2006, Sadettin and Dénmez 2006, Kilic et al.
2007, Lodato et al. 2007, Bouraie and Din 2016,
Mishra and Maiti 2018). Mikroorganizmalarca
EPS, bakterilerin birlik
floklasmasinda, biyofilm Gretmesinde ve bu yapinin

Uretilen olusturarak
stabil kalmasini saglamada korucuyu bir tabaka gibi
gorev gorir (Flemming et al. 2016). Bu ozelligi ile
EPS,
sulardan biyogideriminde etkili olmaktadir (Aksu
2005, Khehra et al. 2006, Zhang et al. 2006). Daha
¢ok agir metal gibi iyonlara karsi Uretildigi ve metal
kelasyonu (lyer et al. 2004, Guibaud et al. 2005,
Ozdemir et al. 2003, Mohite et al. 2017, Gupta and
Diwan 2017) ile ilgili
bahsedilen 6zelliklerinden reaktif boyar maddelere

toksik kontaminantlarin endistriyel atik

olarak bilinen EPS'nin,

karsi da olusturulabilecegi disliniilmektedir.

Agir metallerin EPS vyardimi ile ortamdan
uzaklastiriimalari birgcok ¢alismada agiklandigi halde,
reaktif boyar maddeler ve buna karsi olusturulan
EPS iretimi konusunda ¢ok az galisma yapilmistir.
Boyar maddelerin biyolojik yollarla giderimleri
(Chen 2002) ve

Stenotrophomonas sp., Pseudomonas sp., Bacillus

Pseudomonas luteola
sp. (Khehra et al. 2006) gibi mikroorganizmalarca
gerceklestirilmistir. Ayrica, Paenibacillus polymyxa,
Micrococcus luteus ve Micrococcus sp. gibi (g
mikroorganizmanin karistirilarak  kullanildigi  bir
maddelerin  ortamdan

karisimla  da  boyar

uzaklastinldigi belirtilmistir (Moosvi et al. 2007).

Boya giderimi yapan bazi mikroorganizmalarin EPS
Urettikleri bilinmektedir (Shah et al. 1999, Chen
2002, Lodato et al. 2007). Fakat bu calismalarda
toksik boyalara karsi ne miktarda EPS dretildigi
belirlenmemis ve EPS’nin hangi ¢cevresel kosullardan
ne derece etkilendigi
farkl

belirtiimemistir. Yapilan

¢alismada, pH derecelerinin, sicakligin,

baslangic Remazol Blue konsantrasyonlarinin ve
inklibasyon siiresinin Micrococcus sp. tarafindan
Uretilen EPS miktarina etkisi arastiriimistir.

2. Materyal ve Metot

2.1 Bakteri kiiltiirii

Deri sanayi atik sularindan (Sepiciler Deri Fabrikasi,
izmir) izole edilerek kullanilan bakteri, arastiricilarin
daha 6nceki bir calismasinda Micrococcus sp. olarak
tanilanmistir (Kilig and Dénmez 2007).

2.2 Boya soliisyonu

Calismada kullanilan boya (Remazol Blue)
Aytemizler Tekstil Fabrikasi’'ndan (Ankara) saf halde
alinmistir. Stok sollisyon, toz haldeki kimyasalin %2
(w/v) konsantrasyon olacak sekilde distile suda
Stok

istenilen konsantrasyonlar, Nutrient Agar besiyerine

¢Ozilmesiyle hazirlanmstir. sollisyondan

eklenmisgtir.
2.3 EPS iiretimi

EPS dretiminin belirlenmesi i¢in bakteri kaltiri
petrilerde hazirlanmis Nutrient Agar besiyerlerinde
baska
belirtilmedigi stirece 30 °C'de 48 saat inkibe

gelistirilmistir. Besiyerleri sekilde

edilmistir (Memmert BE600, Germany).

2.4 Baslangi¢ pH derecelerinin EPS iiretimine etkisi

En yiksek EPS {retiminin yapildigi optimum pH’in
bulunmasiicin 100 mg/l boya iceren ortam pH’lari 6,
7, 8 ve 9 degerlerine ayarlanmistir.

2.5 Baslangic Remazol Blue konsantrasyonlarinin
ve farkl sicaklik derecelerinin EPS iiretimine etkisi

Artan Remazol Blue konsantrasyonlarinin EPS

Uretimine  etkisinin  arastirildigi  deneylerde,
Micrococcus sp. daha dnce belirlenen optimum pH
derecesinde ayarlanmis ve 100 mg/l, 200 mg/I, 300
400 mg/l

besiyerlerinde inklibe edilmistir.

mg/l ve Remazol Blue igeren

Farkli baslangic Remazol Blue konsantrasyonlarinin
ve sicaklik derecelerinin Micrococcus sp. tarafindan

41



Micrococcus sp. Ekzopolisakkarit Uretimi, Kilic ve Dénmez

Uretilen EPS miktarina birlikte etkisini géormek icin
100-400 mg/l Remazol Blue iceren ve icermeyen
Nutrient Agar besiyerleri hazirlanmistir. Sicaklik
dereceleri 20, 30 ve 40 °C’lere ayarlanarak bakteri
bu ortamlarda gelistirilmistir.

2.6 Farkli inkiibasyon siirelerinin EPS iiretimine
etkisi

inkiibasyon siiresinin  EPS iretimine etkisinin
arastirilmasi igin bakteri, en ylksek EPS Urettigi
ortamda (pH 6; 100 mg/l Remazol Blue; 40 °C) 48,
72,96, 120, 144 ve 168 saat boyunca gelistirilmistir.
EPS analizleri bu inkibasyon sirelerinin sonunda

gerceklestirilmistir.

2.7 Analitik yéntemler

2.8 EPS izolasyon ve élgiimii

EPS izolasyonu, Cérantola et al. (2000) yaptigi
calismaya gore gerceklestirilmistir. Bu amacla agar
yuzeyindeki koloniler cam ¢ubukla toplanmis,
tartilmis (0.1 g) ve fizyolojik tuzlu ortama alinmistir.
Stspansiyon 100 °C’de 15 dakika kaynatilmistir.
Karisima sogutulduktan sonra, son hacim %4 (w/v)
olacak sekilde trikloroasetik asit (TCA) eklenmistir.
Bu asamadan sonra, 10,000 x g'de ve 4 °C'de 30
dakika boyunca santriflij yapiimistir. Stpernatant
alinarak soguk etanol ile karistiriimistir. Bu karigim
10,000 x g'de ve 4 °C'de 30 dakika boyunca
daha

suda

izolasyon  bir  kez
Cokelti
¢Ozllmustar. EPS icindeki karbohidrat icerigi fenol-

santrifujlenmistir.
tekrarlanmistir. alinarak distile
H.S04 metodu kullanilarak, glukoz standartina gére
bulunmustur (Dubois et al. 1956).

2.9 istatistik analizleri

Biitiin  denemeler, Ug¢li  tekrarlar  halinde

gerceklestirilmistir. Veriler, standart sapmalarin

hesaplanip belirtilmesiyle ifade bulmustur (£SE).

3. Bulgular
3.1 Baslangi¢ pH derecelerinin EPS iiretimine etkisi

Remazol Blue igeren ortamlarin pH’lar  6-9
araliginda degistirilerek, pH’In Micrococcus sp.
tarafindan  Uretilen EPS  miktarina  etkisi

incelenmistir. Ortamin alkalilik derecesi arttik¢a
bakteri tarafindan Uretilen EPS miktarinin azaldigi
Cizelge 1'de EPS
olusumunun  pH oldugu

gosterilmistir. En  ylksek
6’'da 189.7 mg/l
bulunmustur. Ortamin pH derecesi 9'a ¢ikarildiginda
EPS 1043  mg/l'ye
gozlemlenmistir.

Uretiminin dustiga

Cizelge 1. Farkli pH derecelerinin Micrococcus sp.
tarafindan Gretilen EPS miktarina etkisi (Baslangig
Remazol Blue konsantrasyonu: 100 mg/l; T: 30 ©C;
inklibasyon siiresi: 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 Baslangi¢c Remazol Blue konsantrasyonlari ve
farkl sicaklik derecelerinin EPS iiretimine etkisi

Baslangic Remazol Blue konsantrasyonlarinin
Micrococcus sp. tarafindan dretilen EPS miktarina
etkisi, 30 °C ve pH 6’da yapilan denemelerle
Artan

konsantrasyonlarinin EPS lretimine etkisi Sekil 1'de

belirlenmistir. Remazol Blue

verilmistir.  Bu  deneylerde, Remazol Blue
konsantrasyonunun artmasiyla bakteri tarafindan
EPS miktari da artmistir. Boya

icermeyen ortamda Uretilen EPS miktari 186.7 mg/|

olusturulan

olarak tespit edilirken, EPS olusumu Remazol Blue
200 mg/I'ye kadar
arttirllmasiyla artmistir. Micrococcus sp. tarafindan

konsantrasyonunun

olusturulan en ylksek EPS miktarlari, 100 mg/I
Remazol Blue bulunan ortamda, 189.7 mg/l; 200
mg/l Remazol Blue bulunan ortamda, 234.8 mg/I
olarak bulunmustur. Remazol Blue konsantrasyonu
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daha da
polimer miktari azalmistir.

arttirlldiginda  Gretilen ekstrasellller
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Sekil 1. Baslangic Remazol Blue konsantrasyonlarinin
Micrococcus sp. tarafindan Gretilen EPS miktarina etkisi
(pH: 6; T: 30 °C; inkiibasyon siiresi: 48 saat)

30 °C

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

EPS Uretimi (mg/l)

Sekil 2. Farkh baslangic sicakliklarinin Remazol Blue
icermeyen ortamda Micrococcus sp. tarafindan Uretilen
EPS miktarina etkisi (pH: 6; inklibasyon siresi: 48 saat)

275 A

250 1

225 1

200 A

EPS Uretimi (mg/l)

175 A

150 A

125 -

100 200 300 400

Remazol Blue konsantrasyonu (mg/l)
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Sekil 3. Baslangic Remazol Blue konsantrasyonlarinin ve
sicaklik derecelerinin Micrococcus sp. tarafindan (retilen

EPS miktarina birlikte etkisi (pH: 6; inklibasyon siiresi: 48
saat)

Farkl sicakhk derecelerinin EPS Uretimine etkisi
pH’si 6'ya ayarlanmis, Remazol Blue iceren ve
icermeyen ortamlarda belirlenmistir (Sekil 2 ve 3).

Sekil 2'de oOzetlendigi gibi, Remazol Blue
bulunmayan besiyerinde gelistirilen bakteri, en
dusik sicakhk derecesinde (20 °C), 189.8 mg/I olarak
Olclilen miktarda EPS uretmistir. Sicaklik derecesi
arttirildiginda mikroorganizma tarafindan
olusturulan polimerin azaldigi tespit edilmistir.
Sicaklik 30 °C oldugunda dretilen EPS bir miktar
azalarak 186.7 mg/| olarak bulunmustur. Ortamin
sicakhgl daha da arttirildiginda (40 °C) bakterinin
yaptigl EPS, 142.2 mg/| olarak tespit edilmistir.

Baslangic Remazol Blue konsantrasyonlarinin ve
sicaklik derecelerinin Micrococcus sp. tarafindan
Uretilen EPS miktarina birlikte etkisi Sekil 3’te
Ozetlenmistir. Sicakhk derecesi 20 °C oldugunda,
artan Remazol Blue konsantrasyonlarinda bakteri en
yuksek EPS Uretmini 100 mg/l Remazol Blue
konsantrasyonda  hazirlanan  Nutrient  Agar
besiyerinde yapmistir (209.6 mg/l). Bu sicaklikta
yapilan denemelerde, Remazol Blue
konsantrasyonunun 100 mg/I'den daha da
arttirilmasi ile Uretilen EPS miktari artan boya
konsantrasyonlarindan olumsuz yonde
etkilenmistir. ~ Olusturulan  polimerin  miktan
kirleticinin arttinlmasiyla azalmis ve 200 mg/l
Remazol Blue iceren ortamda 183.9 mg/l olarak; 300
ve 400 mg/l Remazol Blue igeren ortamlarda
sirasiyla  171.2 mg/l ve 146.7 mg/l olarak
belirlenmistir. Ortam sicakliginin 30 °C oldugu
besiyerinde gelistirilen Micrococcus sp. en yiksek
miktarda ekstrasellller polimeri 200 mg/l Remazol
Blue iceren ortamda uretmistir (234.8 mg/l). Ayni
sicaklik kosulunda yapilan denemelerde, 20 °C'de
gerceklestirilen denemelere benzer olarak kirletici
miktarinin daha da arttinlmasi ile Uretilen EPS
miktari da azalmistir. Sicakhgin 30 °C oldugu
ortamlarda, Remazol Blue konsantrasyonu 300 mg/I
oldugunda uretilen EPS miktari 200.0 mg/I olarak,
400 mg/l oldugunda da ise 185.5 mg/| olarak tespit
edilmistir.

Mikroorganizmanin, denenen diger sicakliklara gére
sicakhgin 40 °C oldugu deneylerde en fazla miktarda
EPS lrettigi tespit edilmistir. Bu sicaklikta gelistirilen
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Micrococcus sp., Remazol Blue konsantrasyonunun
100 mg/| oldugu besiyerinde en yiiksek kapasite ile
(257.2 mg/l).
200 mg/l
ekstrasellller polimer miktari 230.9 mg/l, boya

EPS Uretmistir Remazol Blue

konsantrasyonu oldugunda olusan
miktari 300 mg/I'ye cikarildiginda ise bu deger 200.0
mg/|l olarak tespit edilmistir. En ylksek boya
(400 mg/l) ve 40 °C'deki

denemelerde, ayni kirletici konsantrasyonundaki

konsantrasyonunda

diger sicaklklarda olusturulan EPS miktarina gore
daha fazla miktarda ekstrasellller polimer uretildigi
(187.0 mg/l).
konsantrasyonunun artmasiyla, test bakterisi toksik

belirlenmistir Boya
kirleticiden olumsuz yonde etkilenmis ve daha az
miktarda EPS Uretmistir.

3.3 Farkl inkiibasyon siirelerinin EPS i(iretimine
etkisi

inkiibasyon siiresinin  EPS (retimine etkisini
belirlemek icin 6 farkl inkiibasyon siiresi (48-168
saat) denenmistir. Bakteri, en yliksek miktarda
polimer olusturdugu ortamda (pH 6, 40 °C, 100 mg/|
Remazol Blue konsantrasyonu) farkl inkiibasyon
surelerinde gelistirilmistir. Alti farkh inktbasyon
siresi sonunda olcllen EPS miktarlari Sekil 4'te

gosterilmistir.

300
250 +
= 200
>
s
‘£ 150 1
=
.@ ;
P lOO 4
%]
o
w
50 1
0 T T T T
48 72 96 120 144 168

t(saat)

Sekil 4. Farkh inkiibasyon siirelerinin Micrococcus sp.
tarafindan Uretilen EPS miktarina etkisi (pH: 6; T: 40 9C;
100 mg/l Remazol Blue; inkiibasyon siiresi: 48-168 saat)

Micrococcus sp. en yilksek miktarda polimer
olusumunu 48 saat inkiibasyon siresi sonunda
(257.2 mg/l).

sonunda bakteri tarafindan Gretilen EPS miktari

gerceklestirmistir Yetmisiki saat

167.0 mg/l, 96 saat inkiibasyon siiresi sonunda ise

137.5 mg/I inkiibasyon

sliresinin daha da arttirilmasi ile Gretilen EPS miktari

olarak belirlenmistir.

az miktarda artsa da (142.9 mg/l), stire uzadiginda

polimer (retiminin degismeden kaldigl tespit
edilmistir. Denenen diger iki inklbasyon siresi
sonunda da (144 ve 168 saat) liretilen EPS miktarlari
1359 mg/l ve 126.1 mg/l

OlcUlmastar.

siraslyla olarak

4. Tartigma ve Sonug¢

Ekstrasellller polimerler bakteriler i¢in koruyucu bir
EPS Uretim
miktari, agir metal konsantrasyonu, tuz iyonlari, pH

bariyer gibi gorev yapmaktadirlar.

derecesi, sicaklik, oksijen konsantrasyonu veya
bircok farkl
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).

besiyeri bilesimi gibi kosullardan

Yapilan ¢calismada da Micrococcus sp. Remazol Blue
gibi bir toksik kirletici varhiginda hem gelismekte
hem de fazla miktarda EPS Uretmektedir. Boyasiz
ortama gore sentezlenen EPS miktarinin boya iceren
ortamlarda artmasi bakterinin kirleticiye karsi
koydugunu, toksik etkiden kurtulmak ve canhhgini
devam ettirmek i¢in ekstraselliiler polimer Uretimini

arttirdigini gostermektedir (Sekil 1).

Micrococcus sp. tarafindan dretilen EPS miktari
farkli ortam kosullarindan etkilenmistir. Rhizobium
sp. ile yapilan bir c¢alismada, sicaklik derecesi
arttirildiginda mikroorganizma tarafindan Uretilen
EPS miktarinin da arttig1 gosterilmistir (Nandal et al.
2005). Yapilan ¢calismada da Remazol Blue gibi toksik
bir kirletici bulunan ortamda sicakligin 20 °C’den 30
°C ve 40 °C'lere arttirilmasi ile bakteri tarafindan
olusturulan ekstraselliler polimer artmistir. EPS
miktarinin bu sekilde artmasi, Micrococcus sp.’nin
yuksek sicaklik ortaminda yasayabilme toleransinin
cok fazla oldugunu gostermektedir (Sekil 3).

Daha 6nce Micrococcus sp. ile yapilan bir diger
¢alismada, Cr(VI) gibi bir kirleticiye maruz birakilan
bakterinin EPS iretim miktari belirlenmistir (Kilig
and Donmez 2008). Ayni ¢alismada en yiksek EPS
Uretiminin 100 mg/I Cr(VI) iceren ortamda 72 saat
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inklibasyon siiresi sonunda oldugu, inkiibasyon
suresinin daha da arttirilmasiyla EPS olusumunun
azaldig1 belirlenmistir. Remazol Blue gibi toksik bir

kirletici ile gerceklestirilen bu c¢alismada da,

inkibasyon siresinin uzamasi ile bakteri tarafindan
Uretilen EPS miktarinin azaldigi gérilmustar.

Calismada elde edilen veriler, deri sanayii atik
sularindan izole edilen Micrococcus sp. bakterisinin
ylksek konsantrasyonda boya ve yliksek sicaklk gibi
stres kosullarinda arttirdigi EPS retimi ile kolaylikla
canhhgini stirdirebildigini gdstermistir. Bu 6zellikleri
ile Micrococcus sp.’nin boyali atik sularin biyolojik
aritiminda kullanilabilecegi sonucuna ulasiimistir.
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