Arastirma Makalesi/Original Article
Makale Dili “Tiirkge”/Article Language “Turkish”

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Chlorella vulgaris’in biyoflokiilantlarla sivi ortamlardan ayrilmasi

Gizem GUNAY',

Aynur Giil KARAHAN',

Mehmet Liitfii CAKMAKCI?

OZET

Amag: Buyuk olcekte uretilen Chlorella vulgaris’in
sivi ortamlardan ayrilmasi giic ve pahali bir islemdir.
Bu calismada, cesitli
bakterilerin biyoflokiilant aktivitesinin belirlenmesi,
biyoflokiilantin saflastirilmasi ve biyoflokiilant
kullanlarak C. vulgaris’in  besiyerinden ayrilmasi
amaclanmistir.

orneklerden izole edilen

Yontem: Farkli illerden toplanan toprak ve atik
su orneklerinden elde edilen izolatlarin morfolojik
ozellikleri ve Gram tepkimesi incelenmistir. Daha
sonra izolatlarin kiime olusturma aktivitesi
spektrofotometrik  olcimler ile belirlenerek en
yiksek aktiviteye sahip olan bes susun 16S rRNA dizi
analizi yapilmistir.  Bacillus
amyloliquefaciens AS21a’nin kiime olusturma

aktivitesinin yiiksek ve kararli oldugu belirlenmistir.

ile  molekiiler tanisi

Bu nedenle biyoflokiilantin Uretimi ve saflastiriimas
islemlerine bu susla devam edilmistir. Saflastinilan
biyoflokiilantin belirlenmesi
amaciyla protein tayini, karbonhidrat tayini ve Fourier

yapisal  oOzelliklerinin
Donusumli  Infrared Spektrofotometre (FTIR) analizi
yapilmistir. Elde edilen biyoflokiilant ham ekstraktinin
ve saflastinlmis biyoflokulantin C. vulgaris’i cokeltme
etkinligi belirlenmistir.

ABSTRACT

Objective: Seperation of Chlorella vulgaris from
liquid phase is a difficult and expensive process to apply
on a large scale. The aim of this work is the determination
of bioflocculant activity of some bacterial strains isolated
from different resources, purification of bioflocculant
and seperation of C. vulgaris from liquid phase using
bioflocculant.

Methods:  Morphological properties
reactions isolated from soil and waste water samples
obtained from different cities were investigated.
Then the flocculating activities of the cell free culture
supernatants containing bioflocculant were analyzed by
using spectrophotometric method. Five strains exhibited
the highest flocculating activity were identified using 16S
rRNA gene nucleotide sequence analysis. The flocculating
activity of Bacillus amyloliquefaciens AS21a was found
to be higher and more stable than the other strains.
For this reason, this strain was used for production and
purification of bioflocculant. The structural properties
of the purified bioflocculant were determined by total
protein and carbohydrate analysis, and Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) spectroscopy analysis. The
flocculation efficiency of crude supernatant and purified
bioflocculant on C. vulgaris was determined.

and Gram
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Bulgular: Toprak ve atik su orneklerinden 109 adet
sus izole edilmistir. Bes sus, %40 ve Uzeri yuksek kiime
olusturma aktivitesine sahiptir. En yiksek aktiviteye sahip
olanizolat ise atik sudan izole edilen B. amyloliquefaciens
AS21a susu olarak tammlanmistir. B. amyloliquefaciens
AS21a susundan elde edilen ham ekstrakt, pH’s1 8,0 olan
saf kaolin suspansiyonunda %90 diizeyinde kiime olusturma
aktivitesi gostermistir. Analizler, biyoflokilantin %86,44
protein ve %13,56 karbonhidrat iceren bir biyopolimer
oldugunu gostermistir. Biyoflokiilantla C. vulgaris’in
cokeltme etkinliginin belirlendigi denemede %51,13
duzeyinde basan elde edilmistir.

Sonug: Atik suyun biyoflokiilant Ureten bakterilerin
elde edilmesi icin iyi bir kaynak olabilecegi sonucuna
varilmistir.  Biyoflokilant saflastirilmasi
acgisindan optimum kosullarin saglanmasiyla aktivitenin

tretimi  ve

arttinlabilecegi distinilmektedir. Ayrica, pH ve kaolin
safigi gibi faktorlerin kime olusturma etkenligini
etkiledigi goriilmistiir. Bu nedenle sicaklik, biyoflokiilant
miktar, calkalama siiresi vb. diger etkenlerin kiime
olusturma FTIR
analizi, karbonhidrat ve protein tayinleri sonucunda
biyoflokiilant bilesiminde karbonhidrat iceriginin daha
fazla oldugu belirlenmistir. Bu nedenle daha once
yapilan calismalar 1s181nda biyoflokiilantin biiyiik molekiil

lizerindeki etkisi incelenmelidir.

agirligina sahip oldugu ve bu 6zelligin kiime olusumunu
olumlu yonde etkiledigi dusunilmektedir. C. vulgaris ile
yapilan calismada; algin sivi ortamdan kismen ayrilmasi
mimkin olmustur. Ancak ¢okme diizeyinin arttirilmasi
amaciyla calismalar surdirilecektir. Kaolinle yapilan
denemelerde basarili sonuc alinmasi, biyoflokiilantin
atik su antiminda kullanilabilme potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle biyoflokiilantin atik
su aritiminda saglayacag etkinin daha sonra yapilacak
calismalarla incelenmesi de disunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyoflokiilant, Chlorella vulgaris,
Bacillus amyloliquefaciens

GIRIS

BiYOFLOKULANTLA ALG COKTURME

Results: 109 strains were isolated from samples of
soil and waste water. Five strains have 40% and more
high flocculating efficiency. Strain that has the highest
activity has been identified as B. amyloliquefaciens
AS21a which wastewater was isolated. The raw extract
obtained from this strain showed about 90% flocculating
activity in pure kaolin suspension (pH 8.0). Analysis
showed that the bioflocculant is a biopolymer containing
13.56% protein and 86.44% carbohydrate. Finally,
the bioflocculant produced by AS21a showed 51.13%
flocculating efficiency on freshwater green microalgae
C. vulgaris.

Conclusion: This study has shown that waste water is
a rich source for bioflocculant producing microorganisms.
It is believed that flocculating activity will increase at the
optimum experimental conditions. Besides that, efficiency
of flocculating activity was affected by factors such as pH
and purity of kaolin. For this reason, the effects of other
factors such as temperature, amount of bioflocculant,
agitation time and etc. on the flocculating activity must
be examined. Further analysis such as FTIR, carbohydrate
and protein analysis showed that the main compositions
of the purified bioflocculants were carbohydrates
containing some proteins. Therefore, it was concluded
that it has a high molecular weight and this property
has increased the flocculating activity. Experimental
results showed that C. vulgaris was partially separated
from the liquid phase. However, the experiments
will continue for the purpose of increasing the
flocculating activity. Getting successfully experimental
results with kaolin showed that bioflocculant has
a potential use in wastewater treatment. For this
reason, it also is thought to analyze the effect of
bioflocculant on the wastewater treatment with further
studies.

Key Words: Bioflocculant, Chlorella

Bacillus amyloliquefaciens

vulgaris,

Chlorella fotosentez

yapabilen bir tatlisu algidir (1). Glinimuzde biyodizel

vulgaris tek hucreli, yasanan en onemli glicliiklerden biri uygun maliyette

ve yiiksek verimlilige sahip bir hasat tekniginin
uretimibastaolmak lizere balikyemivb. bircokalanda olmayisidir (2, 3). Arastirmacilar, hasat islemindeki

kullanilan mikroalglerin elde edilmesi sirasinda zorluklar ortadan kaldirmak icin arayislara girmistir.
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Bu baglamda, son yillarda biyoflokilantlara olan ilgi
giderek artmaktadir. Biyoflokiilantlarla coktiirmenin
maliyeti uygulamadaki diger yontemlerden c¢ok
daha ucuzdur. Lee ve ark.’nin (2) yaptigi calismada;
santrifijle alg hiicrelerinin ayriminin
0,86/m3 (AS),

coktiirmenin 0,61/m?3AS ve biyoflokiilant kullaniminin

0,31/m? AS olarak belirlenmistir.

maliyeti

Avusturya  dolan flokiilantla

Maliyet acisindan Ustunliklerinin  yam sira
biyoflokilantlar; toksik nitelik tasimamalari, biyo-
bozunabilir olmalar ve yuksek aktiviteleri ile atik
su aritimi acisindan da buyiik umut vaat etmektedir
4, 5).

bakteri, maya, mantar, aktinomiset ve alglerden

Yapilan calismalarda; biyoflokulantlar
elde edilmektedir. Daha sonra kaolini c¢oktirme

ozellikleri  acisindan  degerlendirilmekte  ve
biyoflokulantin bilesimi incelenmektedir. Protein,
glikoprotein, polisakkarit, lipit ve glikolipitten olusan
biyoflokulantlar belirlenmistir (6). Biyoflokulantlarin
yapisal ozellikleri su icindeki parcaciklarin kiime
olusturarak cokturulmesi acisindan buyuk onem
tasimaktadir. insanlarda cevre bilincinin artmasina
bagl olarak, cevre dostu teknolojilerin uygulamada
kullanilmas1  yonuindeki

toplumsal talep de

artmaktadir.

Bu calismada; alg coktiirme ve atik su artim

acisindan onem tasiyan biyoflokilant Uretimi

Farkli
atik su ve toprak orneklerinden bakteriler izole

uzerinde durulmustur. illerden toplanan
edilmistir. Suslar; kume olusturma aktivitelerine
gore taranmistir. En yiksek aktiviteye sahip susun
biyoflokilant1 saflastirilarak bilesimi FTIR analizi
ile incelenmis, toplam karbonhidrat ve protein
analizleri gerceklestirilmistir. Ayrica en yiksek
aktiviteye sahip bes susun 16S rRNA dizi analizi ile
tamsi yapilmistir. C. vulgaris ve kaolin ile calisarak

biyoflokilantin ¢cokturlcu etkisi arastirilmistir.

Cilt 71 ®m Say14 m 2014

GEREC ve YONTEM

izmir, Isparta, Antalya, Denizli, Balikesir ve
Bursa illerinden toplanan 19 adet toprak ve Odemis
Atik Su Toplama
Merkezi’nden alinan bir adet atik su 6rnegi olmak

Belediyesi Peynir Fabrikalan
uzere toplam 20 adet ornek arastirma materyali
olarak kullamlmistir. Tablo 1’de toplanan toprak
orneklerinin alindig1 yerler verilmistir. Agustos ve
Ekim 2012 tarihleri arasinda toplanan ornekler,
sicaklikta

izolasyon islemlerine kadar +4 °C

muhafaza edilmistir.  Calismada  yararlanilan
C. vulgaris susu Siileyman Demirel Universitesi Su

Uriinleri Fakiiltesi’nden temin edilmistir.

Tablo 1. Toprak orneklerinin alindigi yerler

Toprak Orneklerinin Alindigi Yerler

il Mevki

Odemis (tarla, ev bahcesi, yol kenar, arazi)

Bozdag (agac alti, dere kenar)

izmir
Birgi (yol kenar1)
Merkez (yol kenari, park)
Kampus (agac alt1)
Isparta
Gelendost (okul bahcesi)
Antalya Merkez (otel bahcesi, ev bahcesi)
Denizli Merkez (otogar, ev bahcesi)
Balikesir Susurluk (yol kenar1)
Bursa Mudanya (yol kenar1)

1. lzolasyon ve izolatlarin biyoflokiilant

aktivitelerinin belirlenmesi

Farkli noktalardan alinan toprak ve atik su
orneklerinden 109 adet izolat elde edilmistir. Elde
edilen bu izolatlar, Nutrient Agar (Merck) besiyerinde
25 °C’de 48 sa. inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
tamamlanmasindan sonra suslarin koloni morfolojisi,
mikroskobik goruntusi ve Gram boyama sonuclarn
incelenmistir (7).
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Kime olusturma aktivitesinin belirlenmesi icin
suslar; 100 mL steril Nutrient Broth (Merck) besiyeri
bulunan 250 mL’lik erlenlere asilanarak 29 °C’de 48
sa. calkalamali inkiibatorde (150 d/d) bekletilmistir.
inkiibator siiresi tamamlandiktan sonra bakteri
suslarinin besiyerinden ayrilmas1 amaciyla 4 °C’de
10000 d/d 5 dak. santrifuj islemi uygulanmistir (8).
Daha sonra Ust kismi biyoflokilant ham ekstrakti

olarak kullanmlmistir.

Biyoflokiilant aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
Xia ve ark.’nin onerdigi yontemden yararlanilmistir
(9). Kaolin suspansiyonu (4 g/L) hazirlanarak 50’ser
mL’lik kisimlara aynlmistir. Uzerine 1,5 mL %1’lik
CaCl, (Merck) ve 1 mL biyoflokiilant icerdigi duisiiniilen
ust kisim aktanlmistir. Hazirlanan karnisimlar 15-20 s.
hizl1 bir sekilde kanstirildiktan sonra 5 dak. sabit bir
sekilde cokmeye birakilmistir. Orneklerin absorbanst
550 (Shimadzu)
belirlenmistir. Asagidaki formilden yararlanilarak

nm’de  spektrofotometrede

biyoflokulant aktivitesi hesaplanmistir.

Biyoflokiilant aktivitesi (%) = [(B-A)/B ] x 100
A; biyoflokiilant iceren ornegin absorbansi,

B; kontroliin absorbansi

2. inkiibasyon siiresi, pH ve kaolin safliginin
biyoflokiilant aktivitesine etkisi

izole edilen suslardan %40 ve iizeri biyoflokiilant
aktivitesine sahip olan bes adedinin 8, 12, 16, 24
ve 48 sa. sonundaki biyoflokulant aktivitelerine
bakilmistir (10). En aktif susdan elde edilen
biyoflokiilantin pH 6,0, 7,0 ve 8,0’de kaolini
coktiirme etkinligi incelenmistir (10, 11). Ayrica
kaolin saflik diizeyinin biyoflokulant aktivitesine
etkisi de belirlenmistir.

3. Biyoflokiilantin saflastirilmasi

Biyoflokulant aktivitesi en yiksek olan sus,
25 °C’de 16 sa. calkalamali inkibatorde (150 d/d)
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inkiibe edilmistir. Saflastirma, Zheng ve ark.’nin
onerdigi yontemde kiiclik degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir  (4).
ayrilmasi amaciyla 4 °C’de 10000 d/d 5 dak. santrifij
islemi uygulanmistir. Uygulamadan sonra Ust kisim ile

Bakterinin besiyerinden

saflastirma islemine devam edilmistir. Sogutulan ust
kisma 2:1 oraninda +4 °C’deki saf %99,8’lik etil alkol
(Sigma) ilave edildikten sonra ust kisim +4 °C’de
12 sa. buzdolabinda bekletilmistir. Ornek, +4 °C’de
19000 d/d 10 dak. santrifuj edilerek, biyoflokilant
cokturulmustur. Elde edilen cokeltiler, +4 °C’deki
fosfat tamponunda (0,01 M, pH 8,0) cozulmistir. Bu
islemler Uc kez tekrar edilmis, en son elde edilen
cokelti aynm tampon icinde coziindiriilerek 24 sa.
(+4 °C) diyaliz edilmistir. Biyoflokulant cozeltisi,

diyaliz isleminden sonra liyofilizatorde (VirTis)
kurutulmustur.

4, Saf biyoflokiilantin kiime olusturma
aktivitesi

4.1. Kaolini c¢oktiiriicli etki

Elde edilen kuru ve saflastirma islemi uygulanmis
biyoflokiilant fosfat tamponu (0,01 M, pH 8,0) icinde
cozundurulmustur. 50’ser mL kaolin suispansiyonuna
1,5 mL %1’lik CaCl, ve 1 mL saf biyoflokiilant
eklenmistir. 15-20 s. karistinlmis ve 5 dak. sabit
bir sekilde bekletilmistir. Stire sonunda 550 nm’de
spektrofotometrik olcumler yapilarak biyoflokulantin
kiime olusturma aktivitesi hesaplanmistir (9).

4.2. C. vulgaris’i ¢oktiiriicii etki

C. wvulgaris’in Uretimde kullanilan besi ortam
Bristol besiyeri (pH=7,5) olup, 121 °C’de 15 dak.
otoklavda sterilize edilmistir (12). Sicakligi 30 *
2 °C olan uretim ortamina C. vulgaris asilanarak,

floresan lamba 15181nda 16 sa. aydinlik, 8 sa. karanlik
olacak sekilde inkiibe edilmistir.

Uretilmis kiltirlerden 50 mL alinarak CaCl,
ve biyoflokulant miktarlarinin kime olusturma
aktivitesi Uzerine etkileri biyoflokiilant ham ekstrakti
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kullanilarak incelenmistir. islemler Oh ve ark.’na gore
yapilmis, ancak ham ekstrakt ve CaCl, miktarlarinda
bazi degisiklikler uygulanmistir (13). Denemede 2 mL
ham ekstrakt ve 2 mL CaCl, kullanilarak 10, 20 ve 30.
dak. kiime olusturma aktivitesine bakilmistir. Ayrica
ham ekstrakt miktar arttirilarak, alg ornegine (pH
10,0) 4 mL Ust kisim ve 2 mL CaCl, ilave edilmistir.
1 dak. karistirnldiktan sonra 10, 20 ve 30. dak.
bekletilerek, 680 nm’de olclimleri yapilmis ve kiime
olusturma aktivitesi hesaplanmistir. Ham ekstrakt ile
yapilan denemeler neticesinde en basarili sonucun
alindigr kosullar belirlenmistir. Saf biyoflokiilantin
aktivitesine bu kosullarda bakilmistir. 25’ser mL
hazirlanan alg 6rnegine; 20, 50, 100 ve 200 pL saf
biyoflokiilant ¢ozeltisi ve 1 mL CaCl, eklenerek
1 dak. kanstirnilmis ve 10, 20 ve 30 dak. bekletilerek

680 nm’de olcumleri yapilmistir.

5. Saf biyoflokiilantin bilesiminin belirlenmesi

Saf biyoflokulantin bilesiminin belirlenmesi icin
Bradfordyontemiile protein tayini (14), fenol-stlfiirik
asit yontemi ile karbonhidrat tayini yapilmistir (15).
Biyoflokiilantin FTIR analizi ise 4000-400 cm-1 orta
infrared bolgesinde gerceklestirilmistir (16). FTIR
spektroskopi analizi Siileyman Demirel Universitesi,
Ogrenci Arastirma ve

Deneysel ve Gozlemsel

Uygulama Merkezi’nde yaptirntmistir.

6. Polimeraz zincir reaksiyonu ile dizi analizi

En yiiksek kiime olusturma aktivitesine sahip bes
adet susun tanis1 16S rRNA dizi analizi yonteminden
yararlanilarak Refgen Gen Arastirmalan ve
Biyoteknolojisi Merkezi’nde (Ankara) yaptirilmistir.
DNA izolasyonu Qiagen DNeasy Blood&Tissue Kiti
ile gerceklestirilmistir. 1X Taq tampon cozeltisi,
1,5 mM MgCL,, 0,2 mM dNTP, 0,4 pmol/pL her bir
primer, 1,25 U Taq polimeraz ve 100 ng/pL genomik
DNA kalib1 ile son hacim 50 pL olacak sekilde
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Geni cogaltmak

icin 27F (5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’) ve 1492R

Cilt 71 ®m Say14 m 2014

(5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3’)
kullamlmistir. Program 94 °C’de 1 dak. sicaklig
takiben 30 dongi olacak sekilde 94 °C’de 30 s.,
55 °C’de 30s. ve 72 °C’de 45 s. olarak ayarlanmistir.

primerleri

7. istatistik analizl

Kime olusturma aktivitesine etkili faktorleri
kiyaslamak amaciyla, elde edilen verilere varyans
analizi (ANOVA) uygulanmistir. Veriler arasindaki
farkiligin 6nem diizeyi Duncan coklu kiyaslama
ile degerlendirilmistir (p<0,05). Istatistik
analizler SPSS (versiyon 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL)

kullanilarak yapilmistir.

testi

BULGULAR
1. Biyoflokiilant iireten suslarin belirlenmesi

Toprak ve atik su orneklerinden izole edilen

suslarin Gram boyama, koloni morfolojisi, ve
mikroskobik goriinim sonuclar1 ve spor olusturma
Elde edilen 109 adet

sustan sekiz adedinin Bacillus cinsine ait oldugu

ozelligi incelenmistir.

belirlenmistir. Suslardan 72’sinde kime olusturma
29 adet

52 adet susun kume olusturma

aktivitesi belirlenirken, sus aktivite
gostermemistir.
aktivitesi %1-20 ve 15 adet susun %20-40 arasinda
degismektedir. Bes adet susun aktivitesi ise %40’1n
Ustiindedir. Bu suslar ise %62,45 ile AS21, %53,88 ile
AS21a, %46,27 ile 151e, %45,65 ile K42b ve %41,52 ile
A42a’drr. Suslarn adlandirilmasinda; drnegin alindig
kaynak ve iller esas alinarak harf secimi yapilmis,

rakamlar ise seyreltme diizeyine gore verilmistir.

Dizi analizi sonuclarina gore suslardan AS21 ve
AS21a Bacillus amyloliquefaciens, I151e Pseudomonas
koreensis, K42b Microbacterium oleivorans ve
Ad2a

adlandinlmistir. Biyoflokiilant aktivitesi yuksek bes

ise Chryseobacterium indologenes olarak
susun cesitli ozellikleri ve 16S rRNA dizi analizi

ile tur dlzeyinde vyapilan tamis1 Tablo 2’de

gosterilmistir.

Turk Hij Den Biyol Derg

191



Cilt 71 ® Say14 m 2014

2. inkiibasyon siiresi, pH ve kaolin safliginin

biyoflokiilant aktivitesine etkisi

inkiibasyon siiresi kiime olusturma aktivitesi
uzerinde etkili olmustur. Sekil 1’de suslarin farkli
inkubasyon surelerindeki kiime olusturma aktiveleri
verilmistir.

AS21 ve AS21a suslarinin sekiz sa. inkiibasyon

sonucunda elde edilen %29’luk kime olusturma

BiYOFLOKULANTLA ALG COKTURME

aktivitesi ile sekiz sa. biyoflokilant uretmeye
basladigr gorilmistiir.  Sekiz sa. sonra kiime
olusturma aktivitesinin artarak, 16. sa. en

yliksek diizeye ulastigi ve daha sonra aktivitenin
azaldig1 belirlenmistir. Diger ii¢ susun 8, 12, 16
ve 24 sa. sonunda aktivite gostermedigi veya
aktivitenin cok dusiik oldugu, 48 sa. sonunda ise

aktivitenin yliksek bir seviyeye ciktig1 gorilmistir.

Tablo 2. Biyoflokiilant aktivitesi yiiksek suslarin bazi 6zellikleri ve tani sonuglan

Suslarin Suslar
Tam Sonuglan AS21 AS21a* 151e’ K42b? A42a3
izolasyon Kaynagi Atik su Atik su Toprak Toprak Toprak

Krem-seffaf
renkte, bom-

Krem-seffaf
renkte, bombeli,

Krem renkte,
parlak, kenarlar

Turuncu renkli,
parlak, kenarlar

Koyu turuncu
renkte, kenarlar

Morfolojik beli, kenarlar kenarlar girintili-  duiz, hafif diiz, hafif diiz, bombeli,
ozellikleri girintili-cikintii,  cikintili, yapiskan  bombeli, bombeli, yapiskan yapida
yapiskan yapida yapida yapiskan yapida  yapiskan yapida
Gram tepkimesi + + + -
Hiicre sekli Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk
Spor + + R
K. 0. A.* (%) 62,45 53,88 46,27 45,65 41,52
* Bacillus amyloliquefaciens, ' Pseudomonas koreensis, * Microbacterium oleivorans, * Chryseobacterium indologenes,
Kiime olusturma aktivitesi (K.0.A.)
60 -
50
401 B AS21*
K.O.A.*(%) 30+ B AS21a
204 O1I51e
O
10} K42b
H A42a
0 -+ T

12

16 24

48

inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 1. Suslann farkli inkiibasyon siireleri sonunda % kiime olusturma aktiviteleri (K.O.A.).

* AS21, AS21a; Bacillus amyloliquefaciens, 151e; Pseudomonas koreensis, K42b; Microbacterium oleivorans, A42a; Chryseobacterium
indologenes, Kiime olusturma aktivitesi (K.O.A.)
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inkiibasyon siiresinin kisa olmas1 ve tekrarlanan

denemelerde kiime olusturma aktivitesini

korumast  nedeniyle biyoflokiilant saflastirma

denemelerine B. amyloliquefaciens AS21a ile

devam edilmistir.

Biyoflokulant ham  ekstraktimin  pH 6,0,
7,0 ve 8,0’de seramik yapiminda kullanilan
kaolini c¢okturme dizeyi en yiksek pH 8,0’de

belirlenirken, pH 7,0’de en

nedenle bu iki

dissiik

pH degerinde

tespit
edilmistir.  Bu
coktiirme aktivitesine kaolin safliginin etkisi de
Elde edilen Sekil 2’de

incelenmistir. sonuclar

sunulmustur.

Saf kaolinle de benzer sonuclar alinmis ve
pH 8,0'de pH 7,0’ye kiyasla daha
aktivite  belirlenmisti.  Ancak  bu
farkliig1 istatistiki olarak ©nemli bulunmamistir
(p>0,05).
olusturma etkinligini onemli Olclide arttirmistir

yuksek

aktivite

Kaolin safliginin artmasi ise kiime

(p<0,05). Saf olmayan kaolin siispansiyonunda
pH 7,0'de %66 ve pH 8,0'de %78 olarak
belirlenen aktivite, saf kaolin kullanildiginda
pH 7,0'de %88, pH 8,0°’de %90 duzeyine

80

LTS

“oa ™

65

60

6 7 8
pH
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yiikselmistir. izolatlarin biyoflokiilant aktivitelerinin

belirlenmesinde saf olmayan kaolin kullanildig

icin aktivitenin %60 civarinda kaldigi, ancak
saf kaolin  kullanildigi takdirde bu oranin
%90’a  ulastigi  belirlenmisti.  Bu  nedenle
AS21a’min  biyoflokulant aktivitesinin saflastirma
denemeleri  icin  yeterli oldugu sonucuna
varilmistir.

3. Saf biyoflokiilantin kiime olusturma
aktivitesi

3.1. Kaolinin ¢oktiiriilmesi

Aktivitesi en yuksek olan AS21a ile saflastirma
islemine devam edilmistir. Baslangicta %60,55 olan
aktivite diyaliz isleminden sonra %57,85 olarak

tespit edilmistir.

3.2. C. vulgaris’in coktiiriilmesi

Alg cokturilmesi ve pH 10,0’da kaolinle yapilan
denemelerde benzer sonuclar alinmisti. pH 8,0
ve 10,0 arasinda biyoflokilant aktivitesi acisindan
onemli bir denemeler

fark goriilmedigi icin

alg kiltlrinin dogal ortam pH’sinda (pH 10,0)

100
80

KO.A* 60
(%) 40
20

O Saf olma.*
W Saf

(@)

(b)

Sekil 2. (a). Farkli pH degerlerinin kaolin safliginin olusturma aktivitesine etkisi (b). Baz1 pH degerlerinin kiime olusturma

aktivitesine etkisi.

* Saf olma.; Saf olmayan kaolin, Saf; Saf kaolin. Kiime olusturma aktivitesi (K.0.A.)
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gerceklestirilmistir. Wan ve ark.’nin (17) calismasina
gore, ham ekstrakt miktarin1 arttirmanin aktiviteyi
olumlu yonde etkileyecegi disliniilerek, 2 mL
supernatant ve 2 mL CaCl, kullamlarak yapilan
denemede 10, 20 ve 30 dak. bekletmenin kime
olusturma aktivitesine etkisi incelenmistir (17).
10 dak. bekletilen ornekte aktivitenin %51,13
oldugu belirlenmistir. Ancak daha uzun bekletme
aktivitenin  azalmasi

sirelerinin  uygulanmasi

ile sonuclanmistir. Sekil 3’de deneme sonunda
20x

blylitme ile belirlenen mikroskobik goriintisi ve

biyoflokilant uygulanmis alg kultirinin
erlende kume olusturmus C. vulgaris kulturune ait

gorlintisu verilmistir.

Yapilan diger bir calismada; ham ekstrakt
miktar arttinlarak 4 mL kullanilmistir. Calismanin
sonuclarina gore, 10. dak. %39,50 ile bir onceki
denemeden daha dusuk kiime olusturma aktivitesi
elde edilmistir. Bunun yani sira diger denemelerde
10. dakikada

oldugu gibi en vyiiksek aktivite

gorulmustar.

Saf biyoflokulant miktar1 ve bekletme suresinin

arttinlmasiyla yapilan denemelerde, 50 pL saf

BiYOFLOKULANTLA ALG COKTURME

biyoflokulant ilavesinde 10. ve 20. dakikada,
100 pLl’de ise 10. dakikada dusiik de olsa aktivite
20 ve 200 pL saf biyoflokilant

orneklerde ise

belirlenmistir.

ilave edilen aktivite elde

edilememistir.

4. Biyoflokiilantin bilesimi

Saflastirilan biyoflokilantin karbonhidrat diizeyi
%86,44, protein dizeyi ise %13,56’drr.

Kurutulmus saf biyoflokilantin yapisal ve
fonksiyonel ozelliklerini belirlemek amaciyla FTIR

analizi yapilmis ve sonuclar degerlendirilmistir.

3257 cm™deki belirgin pik polimerik -OH
gerilmesinden kaynaklanan hidroksil gruplarina
ozgudur (11). Aym bolge eter bilesiklerinin

varligina da isaret etmektedir. 1405-1384 cm "’ deki
pikler veya Ucuncul
alkol 1578
cm’deki pik amino bilesiklerin ve polisakkaritlerin
1650-1550 cm™lik alanda yer
Ayrica karboksil 1578-1384
6 piki (18).
Biyoflokiulantin -OH, -COOH ya da COO- gruplan ve
parcaciklarin ylizeyindeki -H ve -OH gruplari arasinda

ise biyoflokilantin fenol

gruplar icerdigini gdstermektedir.

pik olusturdugu
almaktadir. gruplan

cm’  araligindaki olusturmustur

@)

Sekil 3. (a). Alg kulturunin 20x buyutme ile mikroskobik goruntusi (b). Kume olusturmus C. vulgaris kilturu
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4000.0 3600 3200 2800 2400 2000

Sekil 4. Biyoflokiilantin FTIR spektrumu

hidrojen bagi olusabilmektedir (11). Biyoflokilantta
1656 cm™’deki
pik, asitlerin ve amitlerin bilesimde yer aldigim

metil grubu bulunmamaktadir.
gostermektedir. Diger seker tiirevleri 1085 cm’de
pik vermistir. Buna ilaveten bu bolgede, COOOC
ester baglarimin asimetrik gerilme salimimindan
kaynaklanan pikler de olusmaktadir (19). Ayrica,
halkalar

ve cesitli seker bilesenleri de bulunmaktadir. Orta

biyoflokulantin  bilesiminde aromatik
infraret bolgede yer alan gruplar ve ozellikleri

Sekil 4’de verilmistir (14, 16, 20).

TARTISMA

1. Biyoflokiilant ilireten suslarin belirlenmesi

Biyoflokulant calismalarinda kullanilan
suslarin  onemli bir bolumu Bacillus cinsinin

cesitli turlerindendir. Bacillus sp. (4, 10, 21, 22),

B. subtilis (8, 23, 24), B. mojavensis (25),
B. licheniformis (26) ve B. mucilaginosus (27,
28) bu tirlere ornektir. Bu nedenle izolasyon

1400 1200 1000 800 400.0

sonucu elde edilen Bacillus sp. oldugu belirlenen

suslarin  biyoflokiilant aktivitesi gosterebilecegi
dustnulmustar.

Abd-El-Haleem ve ark.’nin (11) yaptig1 calismaya
gore, Bacillus suslarindan elde edilen g farkh
ust kissm kume olusturma aktiviteleri %76, 79,8
ve 85,2 olarak belirtilmistir (11). Bu calismada
kullanilan  suslarin  biyoflokulant  aktiviteleri
dusik birlikte, bu
denemelerde biyoflokilant ham ekstrakti kullanilmis

etkili

kismen olmakla duruma

olmasinin ve kaolinin saflik diizeyinin

olabilecegi sonucuna varilmistir.

2. inkiibasyon siiresi, pH ve kaolin safliginin

biyoflokiilant aktivitesine etkisi

Farkli mikroorganizmalarin biyoflokulant Uretimi

icin  gereksinim duydugu inkibasyon siireleri
farklilik gostermekte ve bu sure 24-60 sa. arasinda
degismektedir. Bacillus cinsinden iki farkl tiiriin (B.
mojavensis 32A, B. mucilaginosus GY03) inklibasyon

siireleri arasinda bile biyiik farkliik bulunmaktadir

Turk Hij Den Biyol Derg
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(25, 28).

turine ait

Literaturlerde; B. amyloliquefaciens

biyoflokulant  Ureten bir susa
rastlanmamisti. Bu acidan elde edilen sonucun
orijinal oldugu sdylenebilir. Bunun yan sira AS21a,
kisa silirede (16 sa.) biyoflokiilant uretimiyle de
stresinin

Ustiinlik  gostermektedir.  inkiibasyon

kisalmasi, zaman ve enerji tasarrufu acisindan

onemlidir. Buyuk oOlcekli uretimlerde kisa inkubasyon

suresi, maliyeti duslren unsurlar arasinda yer
almaktadir.
Farkli  mikroorganizmalardan elde edilen

biyoflokulantlarin en yiksek kiime olusturma
farkli

Paceilomyces sp.

aktivitesini gosterdikleri pH’larda

olabilmektedir. ~ Ornegin;

biyoflokilanti pH 4-7,5 araliginda en yiksek

aktiviteyi gostermektedir. Proteus mirabilis’den

elde edilen biyoflokillant ise, asit pH’larda

dusuk kume olusturma aktivitesine sahipken,
pH’'nin  7,5’e vyikselmesiyle aktivite artmakta
ve pH 9,5’e kadar bu aktivite korunmaktadir

(29, 30).

3. Saf biyoflokiilantin kiime olusturma
aktivitesi

3.1. Kaolinin ¢oktiiriilmesi

AS21a  susunun  biyoflokilant  saflastirma

islemlerinin baslangicinda %60,55 olan aktivitesi
%57,85 olarak tespit
islemleri
farklilik
uygulanan saflastirma islemlerinin aktivite Uzerinde
etkili sekilde
Abd-El-Haleem ve ark.’nin (11) yaptig1 calismada,
Bacillus sp. QUST2, QUST6 ve QUST9 suslarinin

ham ekstrakt aktiviteleri sirasiyla %79,8, %85,6 ve

diyaliz isleminden sonra

edilmistir. ~ Saflastirma sonucunda

belirlenen  aktivitenin gostermesi,

oldugunu gorilmiistiir.  Benzer

%76 olup saf biyoflokiilant aktiviteleri ise sirasiyla
%85, %81 ve %75 belirlenmistir.
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3.2. C. vulgaris’in c¢oktiiriilmesi

C. vulgaris bazik kosullarda gelisen bir algdir.
Bu nedenle C. wvulgaris’in gelistirildigi ve pH’si
10,0 olan Bristol besiyerinde biyoflokilant etkisiyle
algin cokeltilmesi onem tasimaktadir. Yapilan cesitli
calismalarda; kime olusturma aktivitesinin bazik pH
degerlerinde, asidik pH’ya gore daha yiiksek oldugu ve
biyoflokiilant aktivitesi acisindan bazik pH degerleri
arasinda blyiik farklar olmadigr ileri siirilmistir
(13, 17, 31). Bu calismada da pH 8,0 ve 10,0 arasinda
biyoflokulant aktivitesi acisindan onemli bir fark
goriilmedigi icin denemeler alg kiiltiriiniin dogal
(pH 10,0)

vulgaris’in besiyerinden ayrilmasi

gelisme pH’sinda gerceklestirilmistir.
Boylece C.
islemleri sirasinda pH ayarlamasi gerekmeyecegi
icin mumkin

maliyetin dusurulmesi de

olabilecektir.

Ham ekstrakt ile yapilan denemelerde %51,13
duzeyinde kime olusturma aktivitesi elde edilmistir.
Ancak saf biyoflokiilantin miktar1 ve bekletme
suresinin arttinlmasiyla yapilan calismlarda; tim
cabalara ragmen ham ekstrakt ve saf kaolinle elde
edilen sonuclara ulasilamamistir.  Saflastinlmis
biyoflokulantin elde edilmesinde optimum kosullarin
saglanmasi

ve algin coktirilmesinde sartlarin

iyilestirilmesi  ile aktivitenin  arttinlabilecegi

dusuniulmektedir.

4. Biyoflokiilantin bilesimi
4.1. Biyoflokiilantin toplam karbonhidrat ve

protein miktar

Farkl
biyoflokilantlarin bilesenleri ve bu bilesenlerin
farklilik

biyolflokiilantlarin

mikroorganizmalar tarafindan (Uretilen

miktarlar gostermektedir.  incelenen

yapisinda karbonhidratlar,
proteinler, lipitlerveorganikasitleryeralabilmektedir.

Suh ve ark.’nmin (32) yaptig1 calismada; Bacillus
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sp. DP-152 susundan elde edilen biyoflokilantin
bilesiminde %82,4 dizeyinde polisakkaritin yam
sira asetik asit, piirivik asit ve lironik asidin bulundugu
tespit edilmistir. Biyoflokiilantin molekiil agirlig:
ise2x10%Daolarakolclilmustir. Bacillus mucilaginosus
MBFA9 biyoflokulantinin

karbonhidratin yaninda uronik asit, notral seker

%93 diizeyinde icerdigi

ve amino sekerin de bulundugu, ancak bilesiminde
proteinin bulunmadigr bildirilmistir. %99,6 kiime
olusturma aktivitesine sahip olan biyoflokiilantin

molekiil agirligr ise 2,6x10® Da’dur (28). Diger

mikroorganizmalar  ile  yapilan  calismalarda

da benzer sonuclara rastlanmistir. Aspergillus

parasiticus’dan  elde  edilen  biyoflokilantin

%76,3’Unun karbonhidrat ve %21,6’sinin proteinden

olustugu belirlenmistir.  Biyoflokiilantin molekiil
agirign  3,2x10° Da tespit edilmistir  (33).
Calismalarin sonuclar kiyaslandiginda ise

karbonhidrat miktar1 daha fazla olan biyoflokilantin
molekiil agiriginin daha biyiik oldugu ve bunun

kime olusturma aktivitesini olumlu yonde

etkiledigi gorilmektedir. Bu calismada; saflastirilan

biyoflokiilantin ~ yapisinda  %86,44  duzeyinde
karbonhidrat, %13,56 duzeyinde ise protein
bulunmasinin  c¢coktirme  aktivitesinin  artmasi

acisindan  Ustiinliik  yarattig

Karbonhidrat

disunulmektedir.

iceriginin  yliksekligi ~ molekiil

agirligim da arttirdigindan, biyoflokiilant

cozeltisi yuksek bir kime olusturma aktivitesi

gostermistir.

4.2. FTIR analizi

FTIRspektrumunda-OH gruplarininvarligi bir yada

birden fazla su molekiilii ile hidrojen bagi yapabilme

Cilt 71 ®m Say14 m 2014

olasiligin1 gostermektedir. Bu da biyoflokiilantin suda
iyi bir sekilde ¢oziinlir oldugunun gostergesidir (11).
Bunun yani sira hidroksil grubu seker halkasindaki
OOH ya da ONH’1n
alabilmektedir (19). 1578-1384 cm™ araligindaki
alt1 piki olusturan karboksil gruplari, biyoflokilant-

salinimindan da koken

iyon-parcacik aginin olusumundan sorumlu islevsel

gruplardandir (18). FTIR analizinde elde edilen

tim sonuclar bir arada degerlendirildiginde;

biyoflokiilantin protein iceren bir heteropolisakkarit
sonucuna vanlabilir.

oldugu Spektrofotometrik

yontemle yapilan karbonhidrat ve protein

tayinleri bu sonucla uyum  gostermektedir.
Ancak biyopolimerin yapitaslarinin tam olarak
analizlerle

anlasilabilmesi kromatografik

mumkindir.

Bircok alanda kullanilan mikroalglerin biyokiitle
hasadinda cesitli yontemler bulunmasina ragmen
bu islemin daha kolay, ucuz ve cevreye zarar
vermeden gerceklestirilmesi icin farkli bir yontem
arayisina gidilmistir. Bircok olumlu vyonleri ile
umut vaat eden biyoflokiilantlar; yiiksek hasat
verimliligi, biyolojik olarak parcalanabilir olmasi
ve toksik olmamasi ile son zamanlarda mikroalg
hasadinin yam sira atik su antimi arastirmalarin
da odak noktas

haline gelmistir. Bu nedenle,

yiksek aktiviteye sahip B.  amyloliquefaciens

AS21a susu biyoflokilantinin mikroalg hasadinda
kullanilmasiyla ilgili calismalarin  surdurilmesi,
ayrica atik su arntimi alaninda da arastirmalarin
yapilmasi gerekmektedir. Boylelikle, elde edilen
olumlu sonuclar ile ilkemiz ve diinyadaki baz
sorunlarin  onine mumkin

cevresel gecmek

olabilecektir.
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