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OZET

LACTOBASILLUS BREViS MiKROORGANIZMASININ COGALMA
KINETIGININ CYY (CEVAP YUZEYi YONTEMI) iLE INCELENMESI

AYBEK, Yigit
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Nahit AKTAS
Ocak 2014, 51 sayfa

Bu calismanin amaci; gelisen teknolojiyle beraber endiistride 1yi taninan bakteri
kiiltlirlerinden Lactobacillus Brevis’ in c¢ogalma kosullarini Cevap Yiizey Yontemi
(Design Expert 8.0.7.1 deneme siiriimii) kullanarak optimize etmek ve cogalma
kinetiklerini arastirip gozlemlemektir. Tezin kapsami 2 boliimden olugmaktadir.

Birinci boliimde; uygun mikroorganizma ve bu mikroorganizmanin biiylime
ortamlar1 belirlenmistir. Ayrica ¢cogalma hizini etkileyen en dnemli parametreler; pH,
sicaklik (°C) ve Cd iyonu derisimi (mg/L) olarak alinmis ve bu parametrelerin uygun
araliklar1 tespit edilmistir.

Ikinci boliimde; cevap yiizey yontemi igindeki merkezi kompozit tasarim ile
0zgil cogalma hizi yanit olarak alinarak yukarida bahsedilen parametrelerin
optimizasyonu calisilmis ve Lactobacillus Brevis icin en iyi 0zgilin ¢ogalma hizi
kosullar1 pH 5.72, sicaklik 33.01°C ve Cd derisimi ise 34.01 mg/L olarak bulunmustur.
Bu optimum kosullar altinda maksimum 6zgiil cogalma hizi 0.0797 1/saat olarak model

esitliginden hesaplanmistir. Ayrica bu sonug¢ deneylerle dogrulanmastir.

Anahtar kelimeler: Cevap Yiizey Yontemi, Lactobasillus Brevis, Merkezi Kompozit

Tasarim, Optimizasyon



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GROWTH KINETICS OF LACTOBACILLUS BREVIS
MICROORGANISM BY RSM (RESPONSE SURFACE METHODOLOGY)

AYBEK, Yigit
Master Thesis, Department of Chemistry
Thesis Advisor: Prof. Dr. Nahit AKTAS
January 2014, 51 pages

Aim of this study is; to optimize the growth conditions of Lactobacillus
Brevis a well-known bacteria culture together with developing technology in the
industry by using Response Surface Methodology (Design Expert 8.0.7.1 trial version)
and observe of growth kinetics. The scope of the thesis consists of two sections.

In the first part, a suitable microorganism and growth medium of it was
determined. Also, the most important parameters influencing the growth rate were taken
as pH, temperature (°C) and Cd ion concentration (mg/L) and the appropriate ranges of
them were determined.

In the second part, the specific growth rate taken as response using central
composite design within response surface methodology optimization of the parameters
mentioned above have been studied and the best specific growth rate conditions of
lactobacillus brevis were determined as pH 5.72, temperature 33.01 °C and Cd
concentration 34.01 mg/L, respectively. Under these optimum conditions, the maximum
specific growth rate was calculated to be 0.0797 hour'from the model equation.

Furthermore, these results were confirmed by experiments.

Key words: Response Surface Methodology, Lactobacillus brevis, Central Composite

Design, Optimization
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1. GIiRiS

Artan insan niifusu ve hizla gelisen sanayi beraberinde teknolojik alanda da hizli
bir arastrmayr olagan hale getirmistir. Ozellikle sanayiye onciilik eden
biyoteknolojideki ilerlemeler canli mikroorganizmalar1 ve fonksiyonlarmi daha iyi
anlama ve mikroorganizmalar1 teknolojinin hizmetine sunma yoniinde bir adim
kazandirmistir.  Son zamanlarda biyoteknolojik alanlarda yapilan calismalar
mikroorganizmalarin  kullanimiyla glinlimiiz ihtiyaglarmin karsilanmasi {izerine
yogunlagmustir.

Mikroskop yardimiyla goriilebilen, c¢ogunlukla tek hiicreli, basit yapidaki
organizmalara mikroorganizma denir. Mikroorganizmalar, baz1 yliksek organizmalar da
goriilmeyen bazi ortak 6zellikleri ile birbirine benzeyen ilkel yapili canlilardir (Ozgelik,
1996). Bu tek hiicreli canlilar1 4 grup altinda incelemek miimkiindiir. Bunlar; virtisler,

mantarlar, protozoalardir, bakterilerdir.

1.1. Viriisler

Viriisler temel yap1 taglarinin az miktarmin kompleks bir yap1 olugturmalarindan
meydana gelen basit yapida mikroorganizmalardir. Canli ve cansiz 6zellik gdsterebilen
organizmalardir. Canlilik 6zelligi iireyebilmesi, cansizlik 6zelligi ise i¢ine yerlesip onu
ireme amactyla kullanacagi bir hiicre bulamadigi zaman kristal bir yapiya
dontismeleridir. Viriisler tek tip niikleik asit igeren ve boyutlar1 20 ile 300 nanometre
arasinda degisebilen organizmalardir. Viriisler de DNA ve RNA'dan yalnizca birisi
bulunurken, prion yapilarinda hi¢ niikleik asit bulunmamaktadir (Anonim, 2010).

Niikleik asidi koruyan kapsid adi verilen protein yapisinda kiliflar1 vardir.
Kapsid, viriisii tanimlamada 6nemli olan kapsomer adi1 verilen daha kiigiik {initelerden
olusmustur. Ayrica kapsidin niikleik asidi koruma, hiicre disinda yasama ve yeni
hiicrelere virlislin girmesini saglama gibi 6zellikleri vardir. Kapsomerleri olusturan yap1
iiniteleri helikal simetri, kiibik simetri veya kompleks yap1 gibi belirli bir simetri
icerisinde bulunurlar. Viriislerde proteinler; kapsidde, glikopretinler; zarf yapilarinda
yer alirlar ve virtislere degisik o6zellikler saglarlar. Lipidler, viriislerin zarf kisminda yer

alirlar ve bulunduklar1 viriisler etere duyarli 6zellik tasirlar (Unate, 1985).



1.2. Mantarlar

Bulundugumuz ¢evrede siklikla karsimiza ¢ikan mantarlar asag1 yukar: 100.000
civarinda tiire sahiptir. Mantarlar (funguslar) 6karyotik hiicre yapisinda protistalardir.
Mantarlar klorofilsiz, fotosentez yapmayan, absorbsiyonla beslenen genellikle tek
hiicreli bazen de ¢ok hiicreli canlilardir. Mantar hiicreleri etrafinda iy1 gelismis bir hiicre
ceperi yer alir. Hiicre ¢eperi yapisi kitin, seliiloz veya her ikisini karisimindan olusabilir
(Oner,1992). Mantarlar goriiniim olarak iki ¢esit goriiniime sahiptirler. Bazilar:
ipligimsi bir goriiniime sahip olan kiif mantarlaridir. Digerleri ise maya kokusunda ve
krem kivammdadir ki bunlara maya mantarlar1 denir. Ornegin bozulmus meyve ve
sebzeler, ekmek gibi gida maddelerinin iizerinde siklikla kiif mantarlarimi gorebiliriz.
Mantarlarin iirettigi veya mantarlardan elde edilen vitaminler, anti mikrobik maddeler
ve bazi ilaglar vardir.

Mantarlarinin vejetatif formlar1 hif adi1 verilen ipliksi yapilardan olusur. Hifler
cok c¢esitli mikroskobik goriinlimlerde olabilirler. Hiflerin dallanmasi, birbirine
sarilmast ve bazen de birlesmesi ile olusan yapiya misel, vejetatif yapmin tiimiine
birden tallus adi verilir. Mikroskobik 6zelliklerinden dolay: tiirtin tanimlanmasinda
bundan yararlanilir. Miseller ¢evre kosullar1 uygun oldugunda sporlar1 olustururlar.
Olgunlasan sporlar, uygun c¢evre kosullarinda kendi tiirlerine ©zel mantarlar
olustururlar. Sporlar eseyli ve eseysiz olmak {lizere ikiye ayrilirlar. Eseyli (seksiiel)
sporlar; zigospor, bir kese icerisinde askospor ve basidium i¢erisinde basidio sporlardir.
Eseysiz (sekstiiel olmayan) sporlar hifler izerinde tomurcuklanarak olusan blastosporlar,
ceperi kalinlasip, protoplazmasi yogunlasan hiicrelerden klamidosporlar ve hiflerin

sepyalara boliinmesiyle olusan artrosporlardir (Aksit ve ark., 1996).

1.3. Protozoalar

Protozoalar toprakta, tatli ve tuzlu suda yasayabilen tek ve cok hiicreli
yapilardan olusan mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalarin hiicrelerinde
cekirdek, sitoplazma ve hiicre zarlar1 vardir. Sitoplazmalarinda bulunan 6zellesmis
yapilara "organel" denilmekte; hareket, sindirim, bosaltim gibi hayatsal faaliyetlerini

bunlarla saglamaktadirlar (Aksit ve ark., 1996). Organel olarak; ¢ekirdek, endoplazmik



retikulum, ribozom, golgi aygiti, mitokondri, lizozom, peroksizom, mikrotiibiiller ve
filamentler bulundururlar. Protozoalar hareket organelleri olarak yalanciayaklar,
kamgcilar, siller, sirler ve tentakiiller olarak goriilen ¢ogu bir ¢ekirdekli, (monoenergid),
bir kism1 da her zaman cok ¢ekirdek tasiyan (polienergid) mikroorganizmalardir.
Bazilar1 ise yasamlarinin belli bir kisminda ¢ok ¢ekirdek tasirlar. Birgok protozoanin
etrafinda sert bir zar bulunur. Boylelikle olumsuz cevre kosullarina daha dayanikli
sekilleri olusur. Sert bir duvar yapis1 bulunmayan mikroorganizmalar ise dig ortamdan
besin maddeleri alip beslenebilir bu sekillerine ise trofozoid veya vejetatif sekil denir.
Beslenme sekillerinde ototrof, cliriik¢iil, parazit, kommensal, miksotrof ya da heterotrof
beslenme goriiliir. Protozoalar bosaltimda ise en belirgin 6zelliklerinden biri, ritmik
olarak sisen ve kiigiilen vurgan (kontraktil) kofullarin bulunmasidir. Bir¢ok denizel
tirde ve parazitlerde bu vurgan kofullar goriilmez. Cogalmalarinda, eseysiz olarak;
boyuna boliinme, enine bdliinme, zirh olusturduktan sonra ikiye boliinme, hiicre disi
tomurcuk olusturma ve hiicre i¢i tomurcuk olusturma goriiliir. Eseyli ¢ogalmalarinda;
kaynasma (hologami), merogami ve konjugasyon goriiliir. Tek olarak ya da koloni
seklinde yasayan tek hiicreli canlilardir. Bugiine kadar 60.000 kadar cinsi tanimlanmis

ve tanimlanan tiirlerin yaklagik 1/4'i parazit olarak bilinmektedir.

1.4. Bakteri

Tek hiicreli mikroorganizmalar olup cesitli sekilleri bulunan bakterilerin boylar1
0,5um ile 20 pm arasndadir. Bir kismi spiral sekilli, bir kismi kiiresel, bir kismi
cubuksu olabilir. Her ortamda bakterilere rastlamamiz miimkiindiir. Toprakta, deniz
suyunda, okyanusun tath su derinliklerinde, yer kabugunda, insan derisinde, hayvanlarin
bagirsaklarinda, asitli sicak su kaynaklarinda, radyoaktif atiklarda cogalabilen tiirleri
vardir (Fredrickson ve ark., 2004). Bir gram toprakta bulunan bakteri hiicre sayis1 40
milyon, bir mililitre tath suda ise 1 milyondur. Diinyada toplu olarak bes nonilyon
(5x10°°)  bakteri bulunmakta, ve bunlar dinyanmn biokiitlesinin  ¢ogunu
olusturmaktadirlar (Whitman ve ark., 1998 ). Atmosferden azot fiksasyonu, gidalarin
geri doniisimii ve ayrica bazi Onemli doniisiimler bakterilere baglidir fakat bu
bakterilerin ¢ogu heniiz tanimlanamamis ve bakteri subelerinin sadece yaklasik olarak

yaris1 laboratuarda kiiltiirlenebilen tiirlere sahiptir (Rappé ve Giovannoni, 2003).



Insan viicudunda bulunan bakteri sayisi, viicutta bulunan hiicre sayismin
yaklasik olarak on kat1 kadardir, 6zellikle deri ve sindirim yolu i¢inde fazla sayida
bakteri bulunur (Sears, 2005). Bu bakterilerin ¢ogunlugu bagisiklik sisteminin koruyucu
etkisisiyle zararsiz hale gelmis durumda olsalar da bir kismi1 da yararli (probiyotik)
olabilirken bazilar1 patojen bakterilerdir ve bazi hastaliklara neden olurlar; kolera,
frengi, sarbon, clizzam ve veba bu cins hastaliklara dahildir. Yaygin olarak goriilen
Olimciil bakteriyel hastalik tiirii solunum yolu enfeksiyonlaridir. Verem bu
hastaliklardan biri olup tek basina yilda iki milyon kisi 6ldiirir (WHO, 2008). Gelismis
iilkelerde bakteriyel hastaliklarin tedavisinde ve c¢esitli hayvancilik calismalarinda
antibiyotikler kullanilir. Endiistride bakteriler; atik su aritmasi, peynir ve yogurt tiretimi,
biyoteknoloji, antibiyotik ve diger kimyasallarin imalatinda 6nemli rol oynarlar (Ishige

ve ark., 2005).

1.4.1. Bakterilerin metabolizmasi

Bakteriler mikroorganizmalardan farkli olarak ¢ok biiyiik bir ¢esitlilik gdsterir
(Xu, 2006). Metabolik olarak bu 06zelliklerin bir bakteri grubu i¢inde dagilimi
geleneksel olarak onlarin taksonomisini tanimlamak i¢in kullanilmis ama bu 6zellikler
cogu defa modern genetik smniflandirmaya uygun gelmemistir (Zillig, 1991). Bakteriyel
metabolizmay1 besinsel gruplara ayirirken ii¢ ana Ozellik kullanilir; biiyiime ig¢in
kullanilan enerji tiiri, karbon tiiri ve elektron vericisi. Cizelge 1.1’de bakteri
metabolizmasinda beslenme tipleri verilmistir.

Solunum yapan organizmalar i¢in kullanilan bir diger tanimlama ise, aerobik

veya anaerobik solunum i¢in kullanilan elektron alicilaridir (Hellingwerf ve ark., 1994).



Cizelge 1.1. Bakteri metabolizmasinda beslenme tipleri

Beslenme Tipi Enerji Kaynag Karbon Kaynag Ornekler
Fototroflar Giines Is181 Organik Bilesikler veya Siyano Bakteriler,Kiikiirt
Karbon Fiksasyonu Bakteriler,Mor Bakteriler
Litotroflar Inorganik Organik Bilesikler veya Thermodesulfobacteria,Hidrog
Bilesikler Karbon Fiksasyonu enohipaceae.
Nitrospirea
Organotroflar Organik Organik Bilesikler veya Bacillus,Clostridium,
Bilesikler Karbon Fiksasyonu Enterobacteriaceae

Bakterilerde karbon metabolizmasi ya heterotrofiktir yani organik bilesikler
karbon kaynagi olarak kullanilir ya da ototrofiktir yani hiicresel karbon, karbon
dioksitin karbon fiksasyonu (sabitleme) ile elde edilir. Ototrofik bakteriler arasinda
fototrofik siyanobakteriler, yesil kiikiirt bakterileri ve bazi mor bakteriler sayilabilir
olmakla birlikte bircok kemolitrofik tiirde, 6rnegin azotlayic1 ve kiikiirt yiikseltgeyici
bakteriler de bu grupta yer alir (Zumft, 1997). Bakterilerin enerji metabolizmas1 ya
fototrofiye, yani 151¢1n fotosentez yoluyla kullannomma ya da kemotrofiye, yani enerji
icin kimyasal bilesiklerin kullanimidir ki bu bilesiklerin ¢ogu oksijen veya ona alternatif
baska elektron alicilar1 yoluyla yiikseltgenir (aerobik veya anaerobik solunum).

Bakteriler ya inorganik ya da organik bilesikleri elektron verici olarak
kullanmalarma gore swrasiyla litotrof veya organotrof olarak tanimlandirilirlar.
Kemotrofik organizmalar, hem enerji korunumu (solunum veya fermantasyon ile) hem
de biosentetik tepkimeler i¢in bu elektron vericilerini kullanirlar. Buna karsin fototrofik
mikroorganizmalar onlar1 sadece biyosentetik amacla kullanirlar.

Solunum yapan mikroorganizmalar enerji kaynagi olarak kimyasal bilesikler
kullanirlar. Solunumda aciga c¢ikan enerji ile ATP (adenozin tri fosfat) iretilir ve
metabolizma ylirimeye devam eder. Aerobik solunum yapan mikroorganizmalarda
oksijen  elektron alicist  olarak  kullanilir.  Anaerobik  solunum  yapan
mikroorganizmalarda nitrat, siilfat veya karbon dioksit gibi baska inorganik bilesikler

elektron alicis1 olarak kullanilir. Bunlar neticesinde ekolojide biiyiik 6nem tasiyan



denitrifikasyon (amonyagin serbest azota ¢evrilmesi) siilfat indirgenmesi ve asetogenez
stiregleri meydana gelir.

Kemotroflarda, bir elektron alicisinin olmadigi durumlarda bir diger olas1 yasam
yolu fermantasyondur. Bunda indirgenis substratlardan elde edilen -elektronlar
yiikseltgenmis ara iirlinlere aktarilarak fermantasyon triinleri meydana getirilir, 6rnegin
laktik asit, etanol, hidrojen, butirik asit gibi. Substratlarin sahip oldugu enerji seviyesi
iirlinlerin sahip oldugu enerji seviyesinden daha yiiksek olmas1 sayesinde fermantasyon
gerceklesir. Boylece mikroorganizmalar ATP sentezler ve metabolizmalarini
calistirabilirler (Drake ve ark., 1997; Morel ve ark., 1998).

Solunum yapamayan anaerob mikroorganizmalar fermantasyon ile enerji iiretip
indirgeyici gii¢ elde ederlerken bu sirada yan tirtinleri (biracilikta etanol gibi) atik olarak
salgilarlar. Se¢meli anaeroblar (fakiiltatif anaeroblar), icinde bulunduklar1 g¢evresel
sartlara gore fermantasyon ile farkli elektron alicilari arasinda se¢im yaparlar.

Litotrofik mikroorganizmalar enerji kaynagi olarak inorganik bilesikleri
kullanirlar. Elektron vericileri olarak siklikla hidrojen, karbon monoksit, amonyak
(nitrifikasyona yol agar), fer6z demir ve diger indirgenmis metal iyonlar1 ve bazi
indirgenmis kiikiirt bilesikleri kullanilir. Metan gazi metanotrofik mikroorganizmalar
tarafindan hem bir elektron kaynagi hem de karbon sentezlenmesinde bir substrat olarak
kullanilmas1 bakimindan dikkat cekici bir billesiktir (Dalton, 2005). Hem aerobik
fototrofi hem de kemolitotrofide, oksijen son elektron alicis1 olarak kullanilir ancak
anaerobik kosullarda ise inorganik bilesikler kullanilir. Cogu litotrofik mikroorganizma
ototorfiktir buna karsin organotrofik mikroorganizmalar heterotrofiktir.

Karbon dioksitin fotosentezle fiksasyonuna ek olarak bazi bakteriler, nitrojenaz
enzimini kullanarak azot gazini sabitlerler (azot fiksasyonu). Cevre acisindan 6nemli
olan bu oOzellik, yukarida belirtilmis metabolik tiirlerin her birindeki bazi

mikroorganizmalarda goriiliir ama evrensel degildir (Zehr ve ark., 2003).

1.4.2. Bakterilerde biiyiime ve iireme

Tek hiicreli mikroorganizmalarda ¢ok hiicreli mikroorganizmali canlilardan
farkli olarak biiylime ve iireme siki bir sekilde birbirine baglidir. Bakteriler belli bir

boya kadar biiyiir ve sonra eseysiz iireme sekli olan ikiye boliinme ile ¢ogalirlar (Koch,



2002). Uygun kosullar saglandig1 zaman bakteriler biiyiik bir hizla biiyiir ve iirerler;
bakteri topluluklarinin sayis1 her 9,8 dakikada ikiye katlanabilir (Eagon ve ark., 1962).
Hiicre boliinmesinde kalitsal olarak birbirinin ayni iki yavru hiicre olusur. Bazi
bakteriler, eseysiz liremelerine ragmen, daha karmasik yapilar meydana gelirken, bunlar
yavru hiicrelerin yayilmasini kolaylastirir. Ornek olarak myxobacteria'larda tohum
yapilar1 ve streptomyces'te hif olusumu verilebilir. Baz1 bakterilerde ise tomurcuklanma
ile tireme goriilebilir (hiicre ylizeyindeki meydana gelen bir uzant1 kopunca bir yavru
hiicre meydana gelir). Laboratuar sartlarinda bakteriler siklikla kat1 veya sivi ortamda
biiyiitiiliirler. Kat1 biiyiime ortami olarak agar kullanilir ve bunlar araciligiyla bir bakteri
tiirliniin saf bir kiiltiirii elde edilir. Ancak, biliylime hizinin 6lgiilmesi ya da biiyiik
miktarda hiicrenin eldesi gerektiginde sivi biiylime ortamlar1 kullanilir. Katilastirilan bir
ortam i¢inde ¢ogalan bakteriler homojen bir hiicre siispansiyonu olusturabilir, boylece
kiiltiiriin esit olarak boliinmesi ve baska kaplara aktarimi kolay olur. Fakat s1v1 ortamda
tek bakteri hiicresini olusturmak zordur. Segici ortam (belli besin maddeleri eklenmis
veya eksik birakilmis veya antibiyotik eklenmis ortam) belli mikroorganizmalarin
kimlik tespitine yardimci olur (Thomson ve Bertram, 2001).

Bakteri tiretmek i¢in kullanilan bir¢ok laboratuvar tekniginde, fazla miktarda
hiicrenin hizli ve ucuz olarak iiretilmesi i¢in fazla miktarda besin kullanilir. Ancak, bazi
dogal ortamlarda besin miktar1 sinirli oldugundan bakteriler ilelebet cogalmaya devam
edemezler. Bazi mikroorganizmalar yeterli miktarda besin olunca son derece hizli
cogalir. Yaz aylarinda bazi géllerde bulunan yosun ve siyanobakteriyel biiyiimeleri
ornek teskil edebilir (Paerl ve ark., 2001). Baz1 mikroorganizmalarin da sert gevresel
kosullara adaptasyonlar1 vardir. Ornek olarak; streptomyces'in rakip mikroorganizmalar1
engellemek i¢in ¢oklu antibiyotik salgilamasi verilebilir (Challis ve Hopwood, 2003).
Dogada bulunan bir¢ok mikroorganizma besin teminini kolaylastiran ve gevresel
kosullara kars1 koruyucu topluluklar halinde (biyofilm gibi) yasar (Kooijman ve ark.,

2003). Bu iliskiler bazi canli veya canli tiirlerinin biiylimesi i¢in sart olabilir (sintrofi).

1.4.3. Teknoloji ve endiistrideki 6nemi

Bakterilerin bazi laktobasil cinsleri, maya ve kiiflerle beraber, fermante edilmis

besinlerin (peynir, tursu, soya sosu, sauerkraut, sirke, sarap ve yogurt gibi)



hazirlanmasinda yillardir kullanilmaktadir (Johnson ve Lucey, 2006; Hagedorn ve
Kaphammer, 1994).

Bakteriler cesitli organik bilesikleri pargalayabilme, atiklarin islenmesi ve
degerlendirilmesinde de (bioremediation) kullanilirlar. Petrolde bulunan hidrokarbonlar1
sindirebilen bakteriler ¢ogu zaman petrol sac¢ilmalarmm temizlenmesinde de
kullanilirlar (Cohen, 2002). 1989' da Exxon Valdez de meydana gelen tanker kazasinin
ardindan Prince William Sound kiyilarma giibre dokiilerek bu dogal bakterilerin
cogalmasi saglanmisti. Bu yontem, cok miktarda petrol kaplanmamis kiyilarda etkili
olmustu. Bakteriler ayrica endiistriyel toksik atiklarm geri doniisiimiinde de kullanilirlar
(Neves ve ark., 2006). Kimya endiistrisinde, enantiyomerik olarak saf kimyasallarin
iiretilmesinde (bunlar ilag ve tarimsal kimyasallarin hammaddesidir) bakteriler 6nemli
rol oynarlar (Liese ve Filho, 1999).

Bakteriler, biyolojik hagere kontroliinde hasere ilaglarinin  yerine
kullanilabilirler. En sik kullanilan 6rnegi, gram pozitif bir toprak bakterisi olan bacillus
thuringiensisdir (BT olarak da adlandirilir). BT nin alt-tiirleri kelebeklere (Lepidoptera
tiirlerine) 6zgiil bir bocek oldiiriicii olarak kullanilir (Aronson ve Shai, 2001). Ozel
olmalarindan 6tiirti bu bocek Oldiriiciiler ¢evre dostu olarak kabul edilir; insanlara,
yabani hayvanlara, polinasyon yapan ve diger faydali boceklere etkileri ¢ok az veya hig
yoktur (Bozsik, 2006; Chattopadhyay ve ark., 2004).

Bakteriler kolaylikla ¢ogaltilabilmesinden 6tiirii molekiiler biyoloji, genetik ve
biyokimyada birer ara¢ olarak kullanilirlar. Bakteri DN A'sinda mutasyon yapip bunun
fenotipini (dis goriiniis) inceleyen arastirmacilar genlerin, enzimlerin ve metabolik
patikalarm islevlerini belirleyebilmekte, sonra edindikleri bilgileri daha karmasik canl
ve canli gruplarina uygulayabilmektedirler (Serres ve ark., 2001). Muazzam miktarda
enzim kinetigi ve gen verileri, canlilarin matematiksel modellerinde kullanilarak
hiicrenin biyokimyasinmn anlasilmasi amaglanmaktadir. Uzerinde ¢ok ¢alisilmis olan
baz1 bakterilerde bu miimkiindiir. Ornegin Escherichia coli metabolizmasinin modelleri
iretilmekte ve denenmektedir (Almaas ve ark., 2004; Reed ve ark., 2003). Bakteri
metabolizmasi ve genetiginin énemli Ol¢lide anlasilabilir olmas1 sayesinde bakterilerin
biyoteknoloji de kullanilarak yeniden tasarimi miimkiin olmakla birlikte onlarin tedavi
amagcl proteinleri (insiilin, biiylime faktorleri veya antikorlar gibi) daha etkin sekilde

iiretmekte miimkiin olabilmektedir (Graumann ve Premstaller, 2006; Walsh, 2005).



1.4.4. Bakteri cesitleri

Bakteriler ¢esitli 6zelliklerine gore smiflandirilabilir.

a) Sekillerine Gore Bakteriler

1- Basil, ¢ubuk seklinde olan bakteriler (Lactobacilluslar, Brevis, Bulgaricus. vs)

2- Kok, yuvarlak bakteriler Diplokok, yan yana bulunan iki kok bakterisi Streptokok,
yan yana siralanmis kok bakterileri Stafilokok, topluluk olusturan kok bakterileri.

3- Spiral, spiral seklini almis bakterilerdir.

4- Vibrio, virgiil seklini almis bakterilerdir.

b) Oksijen Kullanma Durumuna Gore Bakteriler
1- Aerob, oksijenli ortamda yasayan bakteriler
2- Gegici aerob bakteriler

3- Gegici anaerob bakteriler

4- Anaerob, oksijensiz ortamda yasayan bakteriler

¢) Gram Boyasina Gore Bakteriler
1- Gram-pozitif bakteriler, gram boyas1 ile boyanir

2- Gram-negatif bakteriler, gram boyasi ile boyanamazlar

d) Beslenme Sekillerine Gore Bakteriler

Hetetrof bakteriler ve ototrof bakteriler olmak iizere ikiye ayrilirlar
Hetetrof Bakteri

a) Saprofit (¢iiriik¢iil) Bakteriler

b) Parazit Bakteriler

Ototrof Bakteri

a) Fotosentetik Ototrof Bakteriler

b) Kemosentetik Ototrof Bakteriler

1.4.5. Lactobasilluslar

Lactobacillus; gram pozitif fakiiltatif anaerobik ya da mikroaerofilik bakterilerin

bir cinsidir (Cohen, 2002). Lactobacillus tiirii, laktozu ve diger seker tiirlerini laktik
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aside doniistiirdiiklerinden otiirii laktik asit bakterileri olarak bilinen grubunun alt
gruplarindan birini olusturmaktadirlar. En yaygin tiir olup genelde iyi huylu olarak
bilinirler. Simbiyotik olarak insanlarda dogal floranin kiigiik bir kismi1 olarak vajinada
ve gastrointestinal sistemde bulunurlar. Ornegin; Lactobacillus Brevis, Lactobacillus

Bulgaricus.

1.4.6. Lactobacillus brevis

Ana gorevi laktik asit iretmek olan L.Brevis heksoz (seker) fermente edebilen
gram-pozitif olup spor olusturan mikroorganizmalardir. L.Brevis laktik asit

bakterilerinin, bir cinsidir.

Sekil 1.1. Lactobacillus Brevis mikroskobik goriintiisii

Laktik asit bakterilerinin 6nemli Gzellilerinden biride yiyecek ve igeceklerin
korumasi i¢in kullanilmasidir. Laktik asit bakterileri; bira, sarap ve bazi besinlerin
iretimi i¢in 6nemlidir. Diger laktik asit lireten bakterilerle birlikte L. Brevis lahana
tursusu gibi bazi gidalarin fermantasyonun da 6nemli bir rol oynar. L. Brevis bakterisi

gida kaynaklarindan da izole edilebilir (Sakamoto ve Kanta, 2002).
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1.4.7. Lactobacillus brevisin hiicre yapisi1 ve metabolizmasi

L.Brevis genel olarak laktobasil, tek basina diizenlenmis gram pozitif, cubuk
seklinde spor olusturan bakterilerdir. L.brevis bakteriler aerob (oksijenli solunum
yapan) olup hareketli ve probiyotiktirler (Cohen, 2002). Fermantasyon da L. brevis
diger laktik asit bakterileri i¢in de en ¢ok kulanilanidir. Bu metabolik 6zellik ile seker
(heksozlar) CO, ve etanol iireten, 6-fosfoglukonat ile laktik aside doniistiiriiliir. ki ATP
(enerji) oksidatif substrat diizeyinde fosforilasyon ile iiretilir. Fermantasyonda son {iriin
olarak, laktik asit inhibe edilerek diger mikroorganizmalarin biiylimesini ve iirlinlerin
pH'sm1 diisiirerek peynir, yogurt, mayalanmis siitler gibi gidalarmn iiretimine katkida

bulunur (Rappé ve Giovannoni, 2003).

1.5. Mikroorganizmalar icin genel cogalma egrisi

Bulunduklar1 ortamdan var olan besin gruplarin1 alan ve bunlar1 hiicresel
bilesiklere  doniistiiriip  boliinerek ya da  billeserek c¢ogalan  canlilardir.
Mikroorganizmalarin cogalmasi ise sayisal artis ya da kiitlesel artis seklinde gergeklesir.
Kesikli sistemde mikroorganizmalarin ¢ogalmasinda ise 5 donem gozlenir (Sekil 1. 2)

(Karg1, 1993).
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Sekil 1.2. Mikroorganizma ¢ogalma egrisi.
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Gelisme ya da gecikme donemi (1)

Bulunduklar1 yeni ortama mikroorganizmalarin uyum saglayip, cogalmaya
baslayincaya kadar gegirdikleri doneme gelisme ya da gecikme donemi denir. Bu siireg
de mikroorganizmada besi ortamimin bilesiminden ve kosullarindan kaynaklanan bazi
icsel degisiklikler meydana gelir. Yeni enzimler sentezlenir, bazi enzimlerin olusumu
durdurulur. Mikroorganizmanin bu siire¢ de hiicre agirhiginda ¢ok az artma olsa dahi
hiicre sayisinda fazla bir degisiklik olmaz. Ekonomik yonden bu siirecin kisa olmasi
daha uygun olur. Bu nedenle yiiksek konsantrasyonda aktif hiicre kiitlesi as1 olarak
kullanilmali, ortam bilesimi ve kosullar1 uygun olmali ve ortamda toksik ya da inhibe

etki gosterebilecek herhangi bir madde bulunmamalidir.

Logaritmik ya da iistel tireme donemi (2)

Mikroorganizmanin konsantrasyonu belirli bir seviyeye ulastigi anda iistel
ireme donemine gelinir. Besi ortammin bilesimine ve kosullarma uyum saglayan
mikroorganizmalar, bu donemde maksimum hizla ¢ogalir. Bu siire¢ de ortamda bulunan
mikroorganizmalarin canli ve gen¢ oldugu kabul edildigi gibi 6liim oram1 da ihmal
edilir. Hiicrelerin kiitlesinde zaman igerisinde {istel olarak artig gozlenir ve lireme hizi

besi maddesi konsantrasyonundan bagimsiz hareket eder.

Duraklama donemi (3)
Mikroorganizmanin yaslanmasi ve 6lim olaymnin belirginlesmesi nedeni ile bu

donemde logaritmik doneme kiyasla tireme hizinda bir azalma gerceklesir.

Sabit donem (4)

Mikroorganizmalarin bazilar1 bu donem de ¢ogalirken bazilar1 ya 6liir ya da
iremeden yasamlarmi devam ettirirler. Etkenlerden {i¢ii birbirini dengelediginde hiicre
konsantrasyonunda zamanla olusan bir artis ya da azalis gézlenmez. Sabit donemde
icerisinde toplam hiicre kiitlesi degismemekle birlikte canli ve aktif hiicre
konsantrasyonu genelde azalir. Yeterli besin maddesi dis ortamda kalmadiginda
mikroorganizmalar hiicre i¢i kaynaklar1 tiiketmeye baslarlar. Siireci geciktirebilmek i¢in

hiicrelerin olusturdugu toksik maddeleri bulunduklar1 ortamdan uzaklastirmak gerekir.
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Oliim dénemi (5)
Mikroorganizmalar i¢in mikrobiyal kinetigin son donemi olan bu siirecte
canlinin 6liim hiz1 arttigindan zamanla konsantrasyonunda azalma goézlenir. Bu donem

baslamadan 6nce hiicreler taze besin ortamina aktarilirsa yeniden canlanip ¢ogalabilirler

(Bailey ve Ollis, 1986; Kargi, 1993; Pekin, 1979).

1.6. Metabolik Sitokiyometri

Canli bir hiicre i¢cinde enzimlerle katalizlenmis birbirinden bagimsiz binden fazla
reaksiyon ile kiitle ve enerji aktarimlarmin oldugu bir biyoreaktordiir. Canli hiicrede
gerceklesen kimyasal reaksiyonarin aktivitelerinin hepsine birden "metabolizma" denir.
Organizma ihtiya¢ duydugu besinleri (substratlar1) cevresinden ¢eker ve bunlari
biyolojik bilesiklere gevirir. Oziitlenen substratlarm bir boliimii enerji, bir bdliimii de
biyosentez ya da {iriin liretimi i¢in kullanilir. Hiicre derisimi zamanla artar ve asagidaki

genel otokatalitik reaksiyonla ifade edilir;
Substratlar + Hiicreler — dis1 tirlinler + Yeni hiicreler (1.1)

Biyolojik tepkimelerin sitokiyometrisi mikroorganizma tiiriine ve dig etmenlere

bagli olarak degisim gosterir. Aerobik mikroorganizmalar i¢in ¢cogalma reaksiyonu;
a' CH,Oy +b' O, + ¢' HOuN, — CH,O,N, + d' H,O +¢' CO, (1.2)

l l l

Karbon kaynagi Azot kaynagr  Mikroorganizma bilegimi
formunda verilir ve solunum katsayis1 asagidaki sekilde tanimlanir.
Solunum katsayis1 = mol CO,(olusan) / mol O (tiiketilen) = e/ b’ (1.3)

Substrat olarak glikoz kullaniliyorsa ve mikroorganizmanin elementel bilesimi
CsH7NO; (Andrews, 1981) olarak alinirsa, kiitle denkligi ifadeleri asagidaki gibi

yazilabilir;
Solunum: CsH 1,06 + 6 O, — 6 CO, + 6 H,O (14)

Sentez: 5 C¢H120¢ + 6 NHy — 6 CsH;NO, + 18 H,O+ 6 H' (1.5)
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Olen mikroorganizmalarin oksidasyonu igin (i¢ solunum);

CsH,NO, + H" + 5 H,0 — 5 CO, + NH;" + 2 H,0 (1.6)

1.7. Mikroorganizma Cogalma Kinetigi

Kesikli sistemde iistel ¢ogalma bolgesinde mikroorganizma konsantrasyonu

zamanla degisimi 6zgill ¢ogalma hizi ile karakterize edilir ve asagidaki esitlik ile verilir,

dx
ax _ 1.7
% ¢ (1.7)
Burada;

X: kuru mikroorganizma yogunlugu (Zkur/L)

u: Ozgiil gogalma hiz1 (1/zaman)

Bu esitlik;

t=0 anmnda X= X,

t=t aninda X=X
X

In— =t (1.8)
X

o

Bu evrede 6zgiil substrat tiiketim hiz1 Esitlik 1. 9 ile verilir.
-lds

U = 1.9
x dt (1.9)

Burada;
U: Substrat tiiketim hiz1 (mg.k/h)
S. Substrat konsantrasyonu (mg/L veya g/L)’dir.
Mikroorganizma baslangi¢ konsantrasyonunun iki katina ¢ikmasi igin gegen siire

ise ikilenme stresi olarak adlandirilir.
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4, =% (1.10)
y7)

Bu bolgedeki hiicre lireme verimi, sabit iireme sartlari altinda ortamda tiiketilen
substrat konsantrasyonu ile mikroorganizma konsantrasyonu arasindaki sabit oran

olarak tanimlanir ve asagidaki sekilde ifade edilir.

YX _-AX (X -X) (1.11)
S AS (S-S, '

Burada;
So = Baslangi¢ substrat konsantrasyonu (mg/L veya g/L)
Xo = Baglangi¢ kuru mikroorganizma konsantrasyonu (g/L)

Bu ifadede negatif isaret sistemdeki mikroorganizma konsantrasyonunun artmasi
ile substratin zamanla azaldigini ifade eder.

Oliim bdlgesinde (5 nolu bdlge) iiretme ortaminda sistemde substrat tiilkenmis ve
ayrica hiicrelerin tirettigi toksik madde miktar1 yilikselmistir. Kosullarda 6lim kinetigi

asagidaki sekilde ifade edilebilir;

dN

—=-k,N 1.12
" d (1.12)
N=N,.e"" (1.13)

Bu esitliklerde N, plato bolgesinin sonundaki hiicre konsantrasyonunu, 4, ise
Oliim hiz sabitini gosterir.
Mikroorganizmalar tarafindan substrat tiiketim hiz1 ise asagidaki esitlik ile

verilmektedir (Bailey ve Ollis, 1986).

—d5 X (1.14)
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Bu ifadede S substrat konsantrasyonunu, YX/S mikroorganizmaya ait verim
faktoriinii (biiyliyen mikroorganizma kiitlesi/tiiketilen substrat kiitlesini), m ise yasam
faktoriinii (birim zamanda mikroorganizma kiitlesi basma tiiketilen substrat kiitlesi)
gosterir (Seker, 1995). Ozgiil iiretim hiz1 da 6zgiil ¢ogalma hizina bagl asagidaki
esitlikle verilir;

1 dP
U=——=au+b 1.15
< * (1.15)
a >0, =0 a biiyiime oranli, a = 0, B > 0’ biiylime oransiz ve a > 0, > 0’a karma

oranli fermantasyon olarak isimlendirilir (Kargi, 1993).

1.8. Deney Sistemlerinin Optimizasyonu ve Cevap Yiizey Yontemi (CYY)

Endiistriyel sahalarda bulunan isletmelerin yapilandirilmasi beraberinde biiyiik
sorunlar da getirmektedir. Sorunlarin ilki, kurulacak olan sistemin en uygun kosullarda
calistirilmasi, istenen kalitede iirliniin elde edilmesi ve en ekonomik maliyetin
saglanmasidir. Teknolojik bir isletmede kaliteli ve daha etkin iiriin elde edilmesi i¢in
pH, sicaklik, konsantrasyon vb. gibi ayarlanabilen parametreler Onemlidir. Bu
parametrelerin en uygun degerlerinin belirlenmesi i¢in birden fazla deney yapmak
gerekebilir. Bu deneyler zaman, malzeme ve maliyet giderimini arttirmaktadir (Sahan,
2008).

Bir kimyasal tepkimede; tepkime mekanizmasi hakkinda yeterli bilgi varsa,
baslangi¢ reaksiyon kosulu ve sonug arasinda bir mekanistik model kurulabilir (Hwang
ve Hansen, 1997). Yapilan biyoteknolojik calismalarda, 6rnegin; atik sularin biyolojik
olarak aritilmasinda veya mikrobiyal ¢ogalma gibi islemlerde bir model kurmak i¢in
yeterli miktar da temel bilgi yoktur. Bu durumda, deneysel modeller ve istatistiksel
analiz yontemleri 6nemli bir rol oynar ve siireci etkileyen sartlarin optimizasyonu,
verimi ve maliyetini diisirme de ©nemli avantajlar saglar (Oztiirk, 2010). Bu
yontemlerin etkin ve etkili kullanimi ile siirecin kontrol edilmesi oldukca kolaydir. Bu

yontemlerin basinda Cevap Yiizey Yontemi (CYY) gelmektedir.
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1.8.1. Deneysel verilerden matematiksel model gelistirme

Istatistiksel ve matematiksel verileri bir arada degerlendiren bir algoritmaya
sahip olan CYY gerek endiistriyel gerekse de bilimsel ¢alismalarda bilimciler tarafindan
cogunlukla tercih edilen bir model gelistirme metodudur. Endiistriyel sahalarda c¢ok
fazla kullanim alan1 olmakla beraber, literatiir caligmalarinda optimum deney satlarini
belirlemede son zamanlarda sik¢a kullanilmaktadwr (Myers ve Montgomery, 2002;
Sahan ve ark., 2010).

Cogu deneysel calismada, beklenilen cevap (bagimli degisken, y) sistem
icerisinde kontrol edilebilen parametrelere bagli olarak degiskenlik gdsterir. Birgok
CYY probleminde, cevap ile bagimsiz degisken arasinda iliski bilinmemektedir.
Pratikte CYY nin uygulanmasindaki ilk basamak cevap (bagiml degisken) ile isletim
parametreleri (bagimsiz degiskenler) arasinda bir model gelistirmektir. Gelistirilen
yaklagim modeli, tamamen sistemde bagimsiz degiskenlerin degistirilmesi ile gozlenen
sonuglardan iiretilmektedir. Elde edilen bu veriler, istatistiksel tekniklerin birlesiminden
olusan coklu regresyonla analiz edilerek bir sonu¢ model olusturulur. Regresyon ve
korelasyon analizleri, optimum deney sartlarmi belirlemekte kullanilan istatistiksel
yontemlerdendir. Sonug olarak olusturulan model, proses degiskenlerini igeren ve deney
sonuglarini ifade eden matematiksel bir bigimdir.

Secilen bagimsiz degiskenlerin araligina baglh olarak, gelistirilen model diisiik
veya ylksek dereceli bir polinom seklinde olabilir. Eger beklenen cevap, bagimsiz
degiskenlerin artis1 yada azalisi ile dogrusal olarak degisim gosteriyorsa model 1.
dereceden bir polinom olur. Asagidaki esitlik dogrusal bir modeli temsil etmektedir

(Myers ve Montgomery, 2002).

y =P+ P+ Palo + P33+ + fick e (1.16)

Burada;

y: Cevap (bagimli degisken)

Bi: Regresyon katsayisi

&l Bagimsiz degisken

€: Deneysel hata (sistemde olusan giiriiltii)

olarak tanimlanir.
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Esitlik 1.16 da bagimsiz degiskenler (&) dogal birimleri cinsinden verilmistir.
Bircok CYY’ de uygun olan bu dogal degiskenler kodlanmis formlarinda da kullanilir.
Asagidaki esitlikler dogal degiskenlerin kodlanmig formlara doniisiimlerini

gostermektedir.

Kodlanmus form (Xi)= &i— &i°/AEi
A é:l-:é:l-max _é:l-min
é:l-o :(é:l-max + é:lmm)/z

Esitlik 1.16 kodlanmis formda yazilirsa;

y=PLotBXi+ X0+ P Xt + B Xi +&  olur.

Boyutsuz koordinat sisteminde en yiiksek kodlu seviye (+1), en diisiik kodlu
seviye (—1) ve merkez nokta ise 0 ile gosterilir.

Eger istenen cevap, sistemde degistirilen bagimsiz degiskenlere gore bir
kavislenme igeriyorsa bu durumda cevap fonksiyonunu iyi bir uyum i¢in daha yiiksek
dereceden ifade etmek gerekir. Ayni zamanda bagimsiz parametrelerin igsel
etkilesimleri de istenen cevap iizerinde etkili olabilir. Bu durumda matematiksel modeli
tanimlarken, bagimsiz degiskenlerin dogrusal terimlerini, yiiksek dereceden terimlerini
ve i¢ etkilesim terimlerini g6z 6niinde bulundurmak gerekir. Bu model quadratik model
olarak ifade edilir. Cevabm ikinci dereceden ve i¢ etkilesimlerin oldugu k sayidaki

bagimsiz degiskenli bir quadratik model esitlik 1.17°de verilmektedir.

Y =Po+ Ti  BiX + iy BuXP +E B B X X+ e (1.17)

Deneysel tasarim yapilirken ka¢ tane deneyin yapilacagi asagidaki esitliklere

gore belirlenir.

N=2"+2k +n° k<5 (1.18)
N=2"+2k+n" k>5 (1.19)
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Bu esitliklerde;
N: Deney sayisini
k: Bagimsiz degisken sayis1

n’: Merkezdeki deney sayisini gostermektedir.

Diisiiniilen tez kapsaminda gerekli besi ortamlarinda Lactobacillus brevis
bakterisinin 6zgiil ¢ogalma hizinin belirlenmesi amacglanmistir. Ayrica bu bakterinin
besi ortamu bilesenlerinden en etkili olan parametrelerin (pH, sicaklik ve metal iyonu
konsantrasyonu gibi) optimizasyonu son yillarda artan oneme sahip olan ve sikca
kullanilan CYY yontemi ile gerceklestirilmistir. Lactobacillus tiirli bakteriler
fermantasyon ortamlarinda sik¢a kullanilmasi nedeniyle laktik asit ve alkol
endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica endiistriyel atik su aritmasi, biyoteknoloji,
kimya ve gida sektoriinde 6nemli rol oynarlar. Bundan dolayi; bakterilerin etkin ve
ekonomik olarak elde edilmesine yonelik oldugu i¢cin bu caligmanin literatiire orijinal

katki saglayacagi ve bundan sonraki caligmalara 1s1k tutacagi kanaatini tasimaktayiz.



2. KAYNAK BIiLDiRISLERI

Ho ve ark. (1997), ¢alismalarinda biyofilm fermantasyonunda % 50 zirai madde
ile %50 polipropilen igeren yuvarlak ve halkali plastik destekli kompozitler ve
Lactobacillus casei yardimiyla laktik asit liretiminin optimizasyonunu arastirmisladir.
Biyoreaktordeki proseste PCS (plastik kompozit destekler) ve kontrol hiicreleri ile
optimum sartlar 66 giin, pH 5 ve 37 °C’ de gergeklestirilmistir. Reaktoriin hacmi 600 ml
olarak belirlenmis ve her bir reaktériin ortami 2 — 5 giin arasmmda 17 defa
degistirilmistir. Bu siiregte PCS’ler biyofilm olusumunda biiylik bir rol oynamis ve
yiiksek oranda tutunmayi basarip, biyofilmle cok iyi bir uyum sagladig1 goriilmiistiir.

Tanyo