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OZET

TEZIN BASLIGI: Elektrolitik Suyun Bakteriyel Enzim Uretimine Etkisi

TEZIN YAZARI: Ziibeyde TUNABAY

Bu ¢alismada elektrolitik suyun; Leuconostoc mesenteroides B-512 FMC-
13Glc, vyerel izolat Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ATCC 6633
mikroorganizmalarinin biiylimeleri ve bu mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
dekstransiikraz, lipaz ve o-amilaz aktiviteleri iizerine olan etkinligi calisildi.
Elektrolitik su, ¢esme suyunun tuz eklemeden iki farkli cihaz ile elektroliz

edilmesiyle hazirlanmistir.

Elektrolitik su ile hazirlanan besiyerlerde mikroorganizmalarin saf suyla
hazirlanan besiyerlerden daha iyi biiyiidiigi ve daha fazla enzim iirettikleri
(dekstransiikraz, lipaz ve o-amilaz) bulunmustur. En iyi sonug¢ Staphylococcus
aureus’ da elde edilmistir ve lipaz aktivitesinde 50 ile 100 kat arasinda artig

bulunmustur.

Bakteri bliylimesi ve enzim iiretimindeki artislar, elektrolitik su ve saf suyla
hazirlanan besiyerlerin ORP ve pH degerleri ayni oldugundan, elektrolitik suyun
kiiciik molekiil kiimeleriyle aciklanmistir. Kiiclik molekiil kiimeli su, besinlerin
mikroorganizmalara saf sudaki yayilmaya gore daha hizli yayilmalarim
saglamaktadir. Sonuglar mikrobiyel iiretimlerde genis kullanim alanlar

saglamaktadir.



SUMMARY

TITLE: The Effect Of Electrolytic Water On The Production Of Bacterial Enzyme

AUTHOR: Ziibeyde TUNABAY

In this study, the effect of electrolytic water on the growth of such bacteria as
Leuconostoc mesenteroides B-512 FMC-13Glc, a local isolate Staphylococcus
aureus, and Bacillus subtilis ATCC 6633 and production of dextransucrase, lipase
and o-amylase by these microorganisms were studied. Electrolytic water was
prepared by electrolysis of tap water without addition of salts in two different

commercial apparatus.

It was found that microorganisms studied grew better and produced more
enzymes (dextransucrase, lipase, and o-amylase) in broth medium prepared using
electrolytic water than in broth prepared using distilled water. The best result was
obtained using Staphylococcus aureus and the increase in lipase activity was
between 50 to 100 folds.

It is proposed that a possible explanation for increase in both bacterial growth
and enzymic production is due to the small cluster size of water in electrolytic water
since pH values and oxidation-reduction potentials of broth mediums using distilled
and electrolytic water were the same. Small cluster sized water could make diffusion
of nutrients into microorganism much faster than diffusion of nutrients in distilled

water. The results obtained could find wide applications in microbial productions.
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1. GIRIS

Su, tim canlilarin yasaminin olmazsa olmazidir. Mars veya bagka
gezegenlerde yasamin olup olmadigint anlamak i¢in bilim adamlar1 6ncelikle suyun
varligin1 arastirmaktadirlar. Ciinkii diinyada hayat tiimiiyle suya baghdir.
Yasadigimiz diinyanin 2/3’{iniin su oldugunu diisiindiigiimiizde bu 6nemi daha iyi
anlamaktayiz. Insan viicudunda 40-45 litre sivi bulunmaktadir. Viicudumuzda
bulunan bu sivilardan 5 litresini kan olustururken 28 litresini de hiicre i¢i ve dis1
stvilar  olusturmaktadir. Kanmmizin  yaklasik %901,  beynimizin, %831,
bobreklerimizin %82’si, kalbimizin %79’u, cigerlerimizin %80’1 ve kemiklerimizin
%22’si sudur. Canlilarin tiim igsel tepkimelerinin gergeklestirilmesinde, gida
maddelerinin viicutta kullanilip atilmasinda, viicudumuzdaki O, ve CO’in
tasinmasinda, toksinlerin viicuttan atilmasinda su gereklidir. Yeni dogan bir canlinin
%75 — 80’1, normal bir gencin %70’i sudur. Yasimiz ilerledik¢e viicudumuzdaki su
orani azalmaktadir. Cildimizde olusan yaslilik belirtileri ve yaslilikta meydana gelen
ciltteki bozulmalar viicudumuzdaki su oranmin azalmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.
Yasl bir insanin viicudundaki su yiizdesi %50’lere kadar inmektedir [Batmanghelid,
2008; Tietze, 1997].

Tiim bitkilerde ve hayvanlarda yasami destekleyen kimyasal reaksiyon su
aracilifiyla gergeklesmektedir. Su sadece yasamin devamini saglayan reaksiyonlari
miimkiin kilmakla kalmamakta ayni zamanda bu reaksiyonlarda etken bir madde

olarak gorev yapmaktadir. Kisacasi, hayatin kimyasi suyun kimyasidir.
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Sekil.1.1 Su molekiili



Hiicrelerin bliyliylip gelismesi icin gerekli besin maddeleri hiicre igine
difiizyon yoluyla girer. Diflizyon, madde molekiillerinin hiicre igine hiicre zarindaki
molekiiller aras1 bosluktan ya da tasiyic1 bir proteine baglanarak molekiil
hareketleriyle girigidir. Su ve suda ¢oziinen maddeler bu bosluklardan gegebilirler.
Hiicrelerin biyiiyiip ¢ogalmalar1 hiicre i¢ine giren besin maddeleriyle dogrudan
orantilidir. Su molekiilleri tarafindan etrafi sarilan besin maddeleri kolaylikla hiicre

i¢ine alinirlar.

Sekil.1.2 Suyun hiicrelere difiizyonu

1.1. Suyun Yapisi

Su evrensel bir ¢oziiciidiir. Tek hidrojen elektronu ve 8 oksijen elektronu

hayatin kimyasini olusturan temellerdir.

Bir su molekiiliinde, 2 hidrojen atomu ve bir oksijen atomu karsilikli baglidir.
Ancak oksijen atomu hidrojen atomundan daha biiyilkk oldugu icin hidrojen
elektronlarina ¢ekimi nispeten daha kuvvetlidir. Boylece elektronlar biiyiik oksijen
atomlarmin ~ kabuguna  daha ¢ok  yaklasirken  hidrojen = kabugundan
uzaklagmaktadirlar. Su molekiilii bir biitiin olarak sabit olsa da biiylik oksijen
atomlarmin ¢ekirdekleri molekiildeki oksijen parcasina negatif yiikk veren ortak
hidrojen elektronlar1 da dahil olmak iizere tiim elektronlari ¢gekmektedir [Smirnov,
2002].



Sekil.1.3 Su molekiillerinin ¢ekimi

Hidrojen atomlarinin kabugu kendi elektronlarinin oksijene yakin olmasi
sebebiyle daha az pozitif yiikliidiir. Bu durum su molekiillerinin diger su molekiilleri
ile zayif bir bag olusturmasima neden olmaktadir, ¢iinkii molekiiliin oksijen kismi

negatif, hidrojen kismi1 pozitif ytikliidiir.

Bir hidrojen atomu kendi molekiiliindeki oksijen ile karsilikli bir bag
olustururken bagka bir molekiildeki oksijen ile zayif bir bag olusturmaktadir. Buna
benzer olarak, molekiiliin oksijen kismi diger molekiillerin hidrojen kismi ile zayif
bir bag olusturmaktadir. Bu zayif baglar yasayan varliklarda goriilen bircok biiyiik
molekiiliin seklinin korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu baglar, zayif
olmasi1 nedeniyle kirilgandirlar ve normal fizyolojik bir reaksiyon sirasinda sekil

degistirebilirler.

Su molekiillerinin yapis1 diger molekiillerdeki daha siki baglar1 ¢6zme
yetenegine sahiptir. Su daha biiyiik ve karmasik molekiillerdeki baglar1 ¢6zen dogal
bir ¢oziicudiir. [Tietze, 1997, Smirnov, 2005].

1.2. Saghk Icin Su

Bir insan giinde 2- 2.5 litre kaliteli su igmelidir. I¢tigimiz suyun kalitesi de
igcmemiz gereken miktar kadar 6nemlidir. Saglikli yasam i¢in i¢tigimiz suya dikkat
etmeliyiz. Kotii su midede siskinlik yaparak mide rahatsizliklarina sebep oldugu gibi

cogu hastaligin da bulasmasina neden olmaktadir.

Gegmiste ve glinlimiizde insanlar kaliteli su igebilmek i¢in c¢esitli metotlar

gelistirmistir. Asagida bu metotlarla ilgili bir sekil gortiilmektedir [Sibilskis, 2007].



Icilebilir kaliteli
su gesitleri

Gilimiisle muamele Magnetle muamele Elektroaktif su Erimis su
edilmis su edilmis su (electroactivated (thaw water)
(silvered water) (magnet water) water)

Asidik su
(liveless water)

Bazik su
(live water)

Sekil.1.4 Icilebilir su cesitleri

1.2.1. icilebilir Su Cesitleri

Giimiisle Muamele Edilmis Su: Suyun icine konan kiigiikk bir miktar giimiis,
bakteri ve biyolojik kirligi gidermede bilinen pek ¢ok antiseptik ve antibiyotikten
cok daha aktiftir.

Magnetle Muamele Edilmis Su: Manyetik alanlardan akan suyun, saglik agisindan
cok biiyiik faydalar1 oldugu bilinmektedir. Magnet ile muamele edilmis su igilebilir,

magnetle muamele edilmis su ile yikanilabilir ve bitkiler sulanabilir.

Erimis su: Cesme suyu buzluga konur. 4 veya 5 saat sonra suyun lizerinde bir buz
tabakas1 olusur. Bu buz tabakasi suyun cabuk donmasini saglayan agir su
(doteryum) molekiillerini igerir. Buzun altinda kalan su tekrar suyun 2/3 *ii donacak
kadar buzluga konur. Bu sefer donmamis olan su tiim kimyasallar1 igeren atilacak
olan kisimdir. Kalan buz oda sicakliginda eritilir. Bu erimis sudan giinde 2—3 bardak
olacak sekilde yemeklerden once 1 bardak icilerek daha saglikli bir bedene sahip
olunabilmektedir. Erimis su dolapta saklanmalidir [Sibilskis, 2007].



Elektrolitik su: Elektrolitik su, ¢cesme suyunun elektrolizi ile olusan bir ¢esit sudur.
Elektroliz sirasinda ¢esme suyu yeni Ozellikler kazanmaktadir. Suyun elektrolizi,

yar1 gegirgen zarla ayrilmis bir sistemde yapilmaktadir.

Elektroliz sirasinda anot odasinda suyun oksijeni yiikseltgenirken O, gazi,

katot odasinda suyun hidrojeni indirgenirken H, gazi aciga ¢ikmaktadir.

Indirgenme ve yiikseltgenme olaylariyla anot haznesinde pH’1 3 — 6 arasinda
olan asidik elektrolitik su olusurken katot odasinda pH’1 8 — 11 arasinda olan bazik

elektrolitik su olusmaktadir.
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Sekil.1.5 Elektrolitik su olusumu

Eatot odasindaln indirgenme reak sivonu:
2HO + 2 Hy + 20H

Anot odasindalki yikseltgenme reaksiyonu:
2H O — O+ 4H 4+ 4%

Sekil.1.6 Suyun elektroliz reaksiyonlari



Asidik elektrolitik su, mikroorganizmalar1 dldiirme etkisi yiiziinden “liveless
water” adim1 almaktadir. Bazik elektrolitik su ise, yasamsal ekinliklere olan olumlu

katkisindan dolay1 “live water” adin1 almaktadir.

Su elektrolizi teknolojisi ilk olarak 1900°lii yillarda soda endiistrisinde,
Sodyum hipoklorit tiretiminde kullanilmigtir. 1980 yilinda, su dagitim sirketlerinde
bulunan sularin saglik acisindan denetlenmesi sirasinda bu  teknolojiyle
karsilasilmistir. Japonya’da gelistirilen bu metot su anda Hindistan, israil, Almanya,
Avusturya, Polonya, Bulgaristan, Lituanya, Rusya, Ozbekistan, Ukrayna, Cin ve
Amerika’da birgok degisik alanda kullanilmaktadir [Gornev and Serguei, 2000, Al-
Haget et al., 2005].

Israil 2003 yilinda, “Neowater” adin1 verdikleri suyu 880°C’ye 1sitilmis toz
halindeki BaTiO3’in radyofrekans dalgalartyla 2-4°C’ye sogutulup suya
damlatilimasiyla olusturmuslardir. Damlatma isleminde olusan nano boyuttaki
pargaciklar suya degisik ozellikler kazandirmistir. [Gabbai, 2003] “Neowater”’in
etkisine bakilirken, saf B-galaktosidaz ve bazik fosfataz saf su ve “Neowater” ile
seyreltilmigtir. ~ Seyreltilen enzimlerin belirli siireler sonunda aktivitelerine
bakilmistir ve saf suyla seyreltilen enzimler zamanla aktivitesini kaybederken

“Neowater”la seyreltilen enzimlerin baslangi¢ aktivitesini korudugu goriilmiistiir.
[Gabbai, 2003]

1.3. Enzimler

Enzimler hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar: katalize eden proteinlerdir.
Hiicrelerde ¢ok onemli metabolik gorevleri olan enzimler artik ¢ok gesitli amaglar
icin kullanilmak tizere giinlikk hayata girmislerdir. Giinimiizde mikrobiyel kaynakli
endiistriyel enzimlere olan ihtiyag siirekli artmaktadir. Reaksiyonlarin gergeklesmesi
icin ihtiyag duyulan pahali kimyasallar artik yerini enzimlere birakmaktadir.
Enzimler gida, siit, ilag, deterjan, tekstil ve kozmetik sanayisi gibi pek ¢ok alanda

kullanilmaktadir.



1.3.1. Cahsilan Enzimler Ve Biiyiitiilen Mikroorganizmalar

1.3.1.1. Dekstransiikraz Ve L.Mesenteroides

Dekstransiikraz 170 kDa molekiiler agirligindadir. Saf dekstransiikrazin
optimum pH s1 5.0-5.5 ve optimum sicakligr 30°C dir. Optimum enzim iiretimi ve
aktivitesi icin az miktarda kalsiyuma ihtiya¢ vardir. Dekstransiikraz, gida
fermantasyonu (tuzlanmis lahana, tursu, et triinleri gibi), peynirlerde gaz (CO,)
olusturmak, siikroz iceren iirlinlerde dekstran, endiistriyel ya da klinik kullanimda
onemli polimerler veya yag endistrisinde biyolojik yardimci iretmek igin
kullanilmaktadir. Dekstransiikraz, yiiksek molekiil agirlikli, ¢oziinebilen dekstran
olusturur. Dekstran ve dekstran tiirevlerinin 6nemli kullanim alanlar1 bulunmaktadir.
Kan plazmasi, kolon dolgu maddesi, gida katki maddesi, patlayici, gii¢lii yapistirict

ve buna benzer bir¢ok kullanim alan1 mevcuttur [Cooke et al., 2002].

Dekstransukraz
Siikroz -

B-512F Dekstan oH

Sekil.1.7 Dekstranin yapisi

Endiistriyel dekstran, jel filtrasyon dirlinlerinin {iretiminde, kan hacmini
arttirict ve kan akis hizin1 ayarlayict olarak kullanilir. Siit Griinleri teknolojisinde

dekstran gida katkisi olarak kullanilir ve vizkoziteyi arttirir. Dibe ¢cokmeyi azaltir ve



triin Kararliligini gelistirir. Fermente siit, krema, siitlii tath iretiminde ve siitiin
tatlandirilmasinda 6nemli rol oynar [Cooke et al., 2002; de Vuyst and Degeest.,
1999; 2002; Duboc and Mollet, 2001; Pucci and Kunka, 1995].

Dekstransiikraz, siikrozdan oligosakkaritleri olusturur. Oligosakkaritler bir ya
da daha fazla glikozil birimi i¢eren a (1,2) baglariyla bagli ve kesim enzimlerine
hayli direngli olan sekerlerdir. Bu nedenle kozmetikte, prebiotik olarak ve insan
besini olarak kullanilabilir. Izomaltooligosakkaritler (IMO), a(1-6) glukozidik
baglarla bagli glukoz monomerlerinden olusan prebiotik etkileri olan

oligosakkaritlerdir [Naessens et al., 2005].

DeKstran
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HO ¥
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Q
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CH
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[+]
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[a]
HO CH,
| - OH _ Iy o
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OH

re0-10 HO
CH

Izomaltooligosakkaritler
Sekil.1.8 Izomaltooligisakkarit olusumu

L.mesenteroides, dekstransiikraz {ireten Onemli bir mikroorganizmadir.
L.mesenteroides hiicreleri kiiresel olabilir, fakat 6zellikle agarda biiyiitiildiigiinde
siklikla oval gortiniimlidiirler. Hiicreler genellikle ¢iftler ve zincirler olustururlar.
Gram pozitif ve hareketsizdirler, spor olusturmazlar. Fakiiltatif anaeropturlar.

Aerobik kosullarda, oksijen tiiketimi spesifik biiylime hizindaki artis ile



baglantilidir. Oksijen alternatif elektron alicist olarak kullanilir ve hidrojen

perokside ve suya indirgenir [Cogan and Jordan, 1994].

Koloni g¢ap1 genellikle 1 mm’ den daha kiigiiktiir. Yuvarlak ve gri beyaz
koloniler olusturmaktadir. 5°C ile 30°C arasinda iireyebilseler de optimum iireme
sicakligi 20-30°C dir.

L. mesenteroidesler, bitki, hayvan ve insanlarda hastalik olusturmazlar.

1.3.1.2. Lipaz Ve S.Aureus

Lipazlar (triagilgliserol agilhidrolaz) endiistriyel potansiyeli olan ve fizyolojik
olarak c¢ok biiyllk Oneme sahip enzimlerdir. Lipazlar sulu ortamda
triacilgliserollerdeki karboksil ester baglarina etki ederek gliserol ve yag asitlerinin

olusumunu saglayan hidrolazlardir [Jaeger et al., 1994].

0
JI
SN
FO —OH
Jrj\/\/\/\ —‘-Lilmz i
—o + I HO0 === —OH + 3 H{)Jk/\/\/\
0]
_(}JII\/W\ L 0K
Triacilgliserol Gliserol: Yag asidi

Sekil.1.9 Lipazin katalizlemis oldugu serbest yag asidi olusumu [Tietze, 1997]

Bir trigliserid gliserole ve yag asitlerine hidrolize edilebilir ya da tersinir

reaksiyonla gliserol ve yag asitlerinden trigliseritler sentezleyebilir[Tietze, 1997].

Lipazlar sindirim siiresince ve metabolik ihtiyag oldugunda depolanan
enerjinin tekrar kullanilmasinda onemli bir role sahiptir. Eczacilik, kozmetik,
beslenme, kagit {iretimi, tarim kimyasallar1 endiistrisi, siit endistrisi, yag

kimyasallar1 endiistrisi, organik kimyasal tiretimi gibi pek ¢ok alanda kullanimi
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mevcuttur. Lipazlarin ticari olarak en ¢ok kullanimi temizlik maddeleri
sanayisindedir.

Lipazlar y-linoleik asit firetiminde, gida renklendiricilerinde, meyve
tatlandiricilarinda, prepolimer kullanimi1 i¢in dikarboksilik asit iiretiminde,
bebeklerin beslenmeleri i¢in anne siitli yagina benzer yaglarin eldesinde
kullanilmaktadirlar. iltihap giderici, yiiksek tansiyonu azaltan ilaglarin sentezinde de
lipazlar kullanilmaktadir. Lipazlar ayrica yagh atiklarin ve poliliretanin

pargalanmasini hizlandirmak i¢in de kullanilirlar [Sharmaa et al., 2001].

Lipazlarin pH 6.0-7.5 araliginda ¢ok kararli, pH 4’ten diisik ve pH 8’den
yiiksek pH’larda ise kararli oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. Pankreatik
lipazlar 40°C’den yiiksek sicakliklarda muhafaza edildiginde aktivitesini
kaybederken, ¢ogu mikrobiyel kaynakli lipazlar 1s1 inaktivasyonuna daha direnglidir.
Kalsiyum gibi iki degerlikli iyonlar genellikle lipaz aktivitesini uyarmaktadir.
Bunun sebebinin uzun-zincirli yag asitlerinin kalsiyum tuzu olusturmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Co*™?, Ni*?, Hg™? ve Sn*? tarafindan lipaz aktivitesi
belirgin bir sekilde inhibe olurken; Zn*?, Mg+2, EDTA ve SDS tarafindan da inhibe
edilmektedir [Saxena et al., 1999].

Biyoteknolji alaninda genellikle mikrobiyel kaynakli lipazlar kullanilmaktadir.
Ekstraselliiler bakteriyel lipazlar iiretimlerinin kolay olmasi nedeniyle kimyasal

oneme sahiptir.

Bakteriyel lipazlar genellikle ekstraselliilerdirler ve besiyeri ortaminda sicaklik,
pH, azot ve karbon kaynagi gibi fiziko-kimyasal faktorlerden, lipitlerin varligi,
inorganik  tuzlar, karistirma ve ¢Ozlinmiis oksijen konsantrasyonundan

etkilenmektedirler. [Gupta et al., 2004 ].

Staphylococcus aureus lipaz ireten bir mikroorganizmadir. Stafilokoklar;
yuvarlak, 0.5, 1.5 um ¢apinda koklardir. Genellikle diizensiz kiimeler ve {iziim
salkim1 seklinde goriiliirler. Ayrica tetrat, ikiserli kok veya tekli koklar seklinde de
goriiliirler ve gram pozitiftirler. Bu mikroorganizmalar hareketsiz, fakiiltatif
anaerob, fakat genellikle aerob iiremeyi seven, katalaz pozitif, % 10 NaCl’ li

ortamda ve 18-40°C arasinda iireyebilen mikroorganizmalardir. S.aureus, pigmentli,
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sporsuz, hareketsiz bir kapsiildiir. Dogada her yerde yaygin olarak bulunur. 37°C ve
pH 7.4’ de iyi trerler. Altin saris1 renginde pigment olusturur. Istya ve kuruluga
dayaniklidir. Insan ve sicakkanli hayvanlarda gida zehirlenmesi, deri ve mukozada

olusan enfeksiyonlara neden olabilirmektedir [http://www.mikrobiyoloji.org/]

1.3.1.3. a-Amilaz Ve B.Subtilis

Mikrobiyel enzimler arasinda en yaygin kullanilanlardan biri de a-Amilazdir.
a-amilaz gida endiistrisinin farkli alanlarinda, meyve suyu endiistrisinde,
deterjanlarin iiretiminde, eczacilikta ve tekstil endiistrisinde yaygin sekilde kullanim
alan1 bulmustur. Karbohidratazlar grubuna giren a-Amilaz enzimi %13’liik oran ile
onemli bir yer tutmaktadir. a-amilaz 6zellikle yiyecek ve deterjan endiistrisinde
onemli yeri olan endiistriyel amilolitik bir enzimdir. Amilaz, ekmek {iretimi,
nisastadan alkol iiretimi ve tekstil endiistrisinde nisasta kirliliginin giderilmesi gibi
alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda 6zellikle kuru temizleme gibi

yeni alanlarda da giderek artan sekilde kullanim alani bulmustur [lgarashi et al.,
1998].

a-Amilaz, nisastanin sivilastirilmasinda  kullanilmaktadir. Nisasta ve
tiirevlerinin indirgen olmayan uglarindan a-1,4 glikozid bagini hidroliz ederek D-

glikozun ayrilmasi reaksiyonunu katalizler.

OH OH
H H OH H O H
H H
UH OH H OH H
H 0 OH
H OH OH
1,4 bag

Sekil.1.10 a-amilaz’n nisastaya etkisi


http://www.mikrobiyoloji.org/
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Bu enzimin en o6nemli kullanim alami glikoz surubu ve fruktoz surubu
iretimidir. Nigasta siispansiyonu asit veya enzim ile karistirildiktan sonra a-amilaz

ile muamele edilerek nisastadan glikoz elde edilir[ Ulman, 1991].

a-Amilazin pH 7.0-7.5 araliginda % 10 NaCl varliginda maksimum aktivite
gosterdigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [Kiran et al., 2008]. a- amilaz iireten
onemli soylardan biri Bacillus subtilis’ dir. Bacillus cinsinde bakteriler ¢ubuk
seklinde olup, genellikle ¢iftler halinde ya da zincir olusturacak sekilde dizilirler.
Hiicreler genellikle dikdortgen seklindedir. Gram pozitifdirler ve hareketleri kamgi
yardimiyla saglanir. Aerobik ya da fakiiltatif anaerobiktirler. Kemoorganotrofturlar.
Genellikle katalaz pozitiftirler. Yasama alanlar1 genistir ve aralarinda bir kag tiir,

omurgali ya da omurgasizlar igin patojendir [Sneath, 1986].

Bu c¢alismanin amaci, elektrolitik suyun o6zelliklerini kullanarak, saf suya
kiyasla daha fazla miktarlarda L.mesenteroides, S.aureus ve B.subtilis bakterilerini
iretmek ve bu bakterilerin irettikleri, genis kullanim alanlarina sahip olan

dekstranstikraz, lipaz ve a-amilazi saf suya oranla daha aktif olarak elde etmektir.
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2. KONU ILE ILGILI CALISMALAR

2.1. Elektrolitik Su Yapim

Elektrolitik su, ¢esme suyunun, sadece iyonlarin gecisine izin veren, yarl
gecirgen bir zar ve platin kapl titanyum elektrotlarin bulundugu bir elektroliz
diizenegiyle elektroliz edilmesiyle meydana gelmektedir [Hayashi, 2000; Smirnov,
2003; Khan, 2007].

hugluk s Tz cozeltis
W
¥ ¥
] Ha* 4]
Ha B .
\ OH H 02
) e — /(_,. H*
OH A
HaO / . L
Ha el Oz
Bazk Hat ] Asidik
eleldralitils u Katot odas Anot odas eleldtrolitik su
Seyreltik NaOH i HOCT, seyrettik HCI
Lar

MaCl + HyO) ——e Mt + 1 + HY + OH

Sekil.2.1 Elektrolitik su olusumu

2.1.1. Katot Reaksiyonlan

Cesme suyunun elektrolizinde katot odasinda pH’1 8 — 11 arasinda olan
indirgenmis bazik elektrolitik su olugsmaktadir. Hidroksil iyonlar1 derisimi ile pozitif
iyonlarin derisimleri artarken negatif iyonlarin derisimleri ve suyun indirgenme

yiikseltgenme potansiyeli (ORP) azalarak negatif degerlere gelmektedir. Ayrica
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Hidrojen gazi1 ¢oziiniirken aktif hidrojen atomlari da olusmaktadir [Al-Haq et al.,
2005].

1) Hidrojen gaz1 olusumu:

2H,0 +2¢¢ ——» H;+20H  (E’=-0,828V)
2H20 - H2 + 2 OH

Sekil.2.2 Hidrojen gazi olusumu

2) Hidrojen ve sodyum hidrat olusumlari:

2Na* + 2H,0 + 287 —————> H, + 2NaOH
2Na + 2H,0 » H>+2NaOH

Na® + OH" » NaOH

Sekil.2.3 Hidrojen ve sodyum hidrat olusumu

3) Hidroksil iyonu olusumu ve sodyum ayrilmasi:

Na

Na* + e >
2 OH + 2¢ » 20H"
0, +2H,0+4e — 5 40H"

Sekil.2.4 Hidroksil iyonu olusumu ve sodyum ayrilmasi

2.1.2 Anot Reaksiyonlari

Elektrolizde anot odasinda pH’1 3 — 6 arasinda olan yiikseltgenmis asidik
elektrolitik su olusmaktadir. Hidrojen iyonlar1 derisimi ile negatif iyonlarin
derigimleri artarken pozitif iyonlarin derisimleri ve suyun indirgenme yiikseltgenme
potansiyeli (ORP) artarak yiiksek pozitif degerlere ulagmaktadir. Anot odasinda ise
Oksijen gaz1 ¢oziinmektedir [Al-Haq et al., 2005].
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1)Serbest radikaller, aktif oksijen ve hidrojen peroksit olusumlari:

H,O —> H '+ OH+¢

‘OH + OH ——» H20;
H,0O > O+ 2H" +2¢

Sekil.2.5 Serbest radikaller, aktif oksijen ve hidrojen peroksit olusumlari

2)Ozon gazi olusumu:

3H,0 ———> O3 +6H" +6¢’
O, +H0O ————» 0O;+2H"+2e (E%=2,07V)

Sekil.2.6 Ozon gazi olusumu

3)Oksijen gaz1 olusumu:

2H20 > 02 + 4H+ + 4e_
40H > 0, +2H,0 + 4¢"
H202 > 02 + 2H+ + 26_

2Cl, + 2H,0 ——— 4H" +4ClI' + O,
Sekil.2.7 Oksijen gazi olusumu

4)Oksijen gazi ve klor gazi olusumlar::

2CI+0g+2Ht ———» O+ Cl+H,
2ClI + 203 > 302 + C|2 + 2e”

Sekil.2.8 Oksijen gazi ve klor gazi olusumlari
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5)Klor gazi ve ¢oziinmiis klor olusumlar::

2CI > Clyg +2e (E°=1,359 V)
2HOCI + 2H* + 2¢° > Cl, +2H,0 (E%= 1,63 V)
Clyg) > Clygag)

Sekil.2.9 Klor gazi ve ¢6zlinmiis klor olusumlari

6)Hidroklorik asit olusumu:

Clyaq) + H)O ——— > HCI (= H* + CI") + HOCI
ClI+ H,0 » HOCI +H" + 2¢”

2CI'+ H,0 —— > HOCI + HCI + 2¢

2ClI"' + H,0, ————» 2HOCI + 2¢’

ClO™ + H,0 » HOCI + OH"

Sekil.2.10 Hidroklorik asit olusumu

7)Hidroklorik ve diger iyonlarin olusumlari:

C|2(aq) + 20_ . CIO_ + CI_ + Hzo
Clg(aq) + Hzo — » ClO+CI+2H"
HOCI > CIO +H"

2HOCI + CIO" » ClO3 +2CI" + 2H"

Sekil.2.11 Hidroklorik ve diger iyon olusumlari

2.2. Neden Hasta Oluyoruz?

Oksijen yasam igin vazgecilmez olup, havada kararhidir. Havadan
soludugumuz oksijen diatomik haldedir. Cogunlukla, soludugumuz oksijenin %2’si
aktif oksijene donligmektedir ve bu miktar %20’lere kadar g¢ikabilmektedir. Bu
sekilde tek kalan elektronlar1 igeren serbest radikaller kararli olmayip yiiksek

oksidasyon potansiyeline sahiptirler ve diger hiicrelerden elektron ¢almaya
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yatkindirlar. Bu serbest radikaller viicudun icinde bakteri, virlis ve diger atiklara
saldirmada ve elimine etmede 6nemli yararlar saglamaktadirlar. Ancak bu serbest
radikallerin sayis1 ¢ok artarsa normal dokulara zarar vererek cesitli problem ve
hastaliklar yaratabilmektedirler. Havadaki mikroplar yumurtanin, etin ve baligin,
proteinine, peptidine ve aminoasidine yerlesince ¢iiriime olayr olusmaktadir.
Sonugta istenmeyen hidrojen siilfiir, bagirsaklarda histidinin yikilmasi sonucunda
ortaya ¢ikan histaminler, indoller, fenoller, skatoller gibi maddeler olugsmaktadir. Bu
maddeler viicutta hazim sonrasinda da olugmakta ve digkida istenmeyen kokulara
yol ag¢maktadirlar. Bozuk yiyeceklerin ¢iirlimesi havadaki mikroplar yiiziinden
olurken, bu dogal olay sindirim sisteminde bagirsaktaki mikroorganizmalar
tarafindan gerceklestirilmektedir. Sindirim olayr sonucunda ortaya ¢ikan bu

maddeler patojenik olup viicutta hastalik yapabilmektedirler [Hayashi, 2008].

Hidrojen siilfir ve amonyak doku toksinleridir ve karacigeri
zedeleyebilmektedirler. Histaminler, deri iltihab1 ve astim gibi alerjik hastaliklara

neden olabilmektedirler. Indoller ve fenoller ise kanserojendirler [Hayashi, 2008].

Hidrojen siilfiir, amonyak, histamin, fenol ve indol gibi artik maddeler toksik
ozellik tasimaktadirlar. Viicudun koruma mekanizmasi nétrofil (bir ¢esit 16kosit
veya beyaz kan hiicresi) salgilayarak bu maddeleri elimine etmeye calisir. Bu
notrofiller aktif oksijen iiretirler. Oksijen molekiilleri boliinen dokular1 yakalamada
ve toksik hiicrelerden elektron almada etkilidirler. Ancak viicut tarafindan bu aktif
oksijen molekiillerinin, diger bir deyisle serbest radikallerin, ¢ok iiretilmesi
durumunda problemler ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar ¢ok aktiftirler ve normal, saglikli
hiicrelerden de elektron c¢alip genetik yapilarini bozabilirler. Bu aktif oksijen
radikalleri normal ve saglikli biyolojik molekiillerden elektron ¢alabilirler. Aktif
oksijenler tarafindan gergeklestirilen bu elektron hirsizli§i dokular1 okside eder ve

hastaliklara yol acar [Hayashi, 2008].
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Tablo.2.1 Oksidasyonun hayati organlara etkisi

Oksidasyon Hastahk

Karaciger Hepatit, Siroz, Kanser

Pankreas |Pankreatitis, Diyabet, Kanser

Bobrek Nefrit, Nefrosis, Kanser

Aktif oksijen normal dokulara zarar verebildiginden bu aktif oksijen saglikli
dokuda bozulmaya ve bdliinmeye yol agmadan yakalanmalidir. Eger saglikli
dokularin aktif oksijen tarafindan okside olmasini Onlersek hastaliklar1 da 6nlemis

oluruz.

Saglikli dokuyu aktif oksijenin yol actig1 oksidasyonun yikimindan korumanin
bir yolu, oksijen radikallerine serbest elektronlar saglamaktir. Boylece bunlarin
yiiksek oksidasyon potansiyelleri notralize edilmis ve saglikli dokulara etkisi

Onlenmis olur.

2.2.1.Elektrolitik Suyun Iyilestirme Mekanizmasi

. Olksijen
Q9.

u

_-8
Mikro su( hol eleltronlu
(= T

mdirgemmis su }
=] g ]

Hasarh

hiicre 9 —

=) =) af=: al=) i)

.

Bivolojik Molelkiil

Sekil.2.12 Elektrolitik suyun iyilestirme mekanizmasi

Elektrolitik su organizmanin dogal aktivitelerine katilmaktadir. Diisiik molekiil
agirlign ve mikro-molekiil yapisi nedeniyle elektrolitik su karacigerden baslayarak
alt sindirim sisteminde karacigere ve diger organlara kolaylikla ulagmaktadir

[Hayashi, 2008; Paskalov et al., 2004].
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Elektrolitik su, indirgen potansiyeli yiikselterek serbest radikallerin normal
dokulara oksidasyonunu engellemekte aktif oksijenin fazlasini nétralize etmektedir.
Hiicrelerdeki enzimleri inaktive eden, DNA’ya zarar veren, yag dokusunu yikarak

hastaliklara ve yaglanmaya sebep olan aktif oksijene karsi tedbir aktif hidrojendir.

Zarar goOrmemis biyolojik molekiiller enfeksiyon ve hastaliklara karsi
direnglidirler. Alkali su ekstra elektron vermek yoluyla aktif oksijeni rediikte
etmekte ve zararsiz hale getirmektedir. Aktif oksijen cevresindeki biyolojik
molekiillere zarar vermeden rediikte olmaktadir. Alkali su sindirim sistemindeki
hidrojen stlfiir, amonyak, histaminler, indoller ve fenoller gibi zararli maddelerin
metabolizmalarini azaltmaktadir. Boylece alkali suyun diizenli olarak kullanilmasi

halinde birkag giin i¢inde daha temiz bir disk1 olugsmaktadir [Hayashi, 2008].

2.2.2.Elektrolitik Suyun Antioksidan Etki Mekanizmasi

Suyun elektrolizi esnasinda katot odasinda iki farkli grup hidrojen olusumu
meydana gelmektedir. Bunlardan biri olan hidrojen gazi ( H, ) herhangi bir
indirgenme potansiyeline sahip degildir ve antioksidan 6zelligi yoktur. Olusan bu

hidrojen gazi kararlidir. Diger hidrojen olusumu aktif atomik hidrojendir ( H ).

Aktif atomik hidrojen metal nano-kolloitlerin tizerinde emilerek kuvvetli
indirgenme potansiyeline sahip antioksidan 06zelligi (stiperoksit dismiitaz)
gostermektedir. Metal nano-kolloitlerin {izerine difiizlenen aktif hidrojen uzun siire
hiicrelerde kararliligini korumaktadir [Hayashi, 2008; Shirahata et al., 1997
Hanaoka et al., 2004].
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Sekil.2.13 Elektrolitik suyun antioksidan etki mekanizmasi 1 [Hayashi, 2008]

Aktif hidrojenler kiiciik boyuttadirlar. Bu tip kii¢iik metaller suyun i¢inde uzun
stire kararliligin1 korumaktadirlar. Kii¢lik boyutlardaki metal nano-kolloitler hizli bir
sekilde viicut hiicreleri ve doku tarafindan emilmektedirler. Aktif hidrojen yapisi

geregi viicuda maksimum yarari saglamaktadir [Hayashi, 2000].
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Suyun hidrolizi ile elugan aktif hidrojen (H)

@ ®_ @O o
®5H® 6@

Hidrojen molekili olugumu
{ Hidrojen molekulil indirgenme
potansiyeline sahip degildir)

Aletif hidrojen tagivan elementler
<——— (Metal nano-kolloidler)

Sekil.2.14 Elektrolitik suyun antioksidan etki mekanizmasi 2

Su anda biitiin diinya suyun 6nemini kavramaya c¢aligmaktadir. Su yeryiiziinde
bol miktarda bulunan bir kaynak olmasina ragmen Japonya ve diger iilkelerde
tilketiciler siselenmis su satin almaktadirlar. Arastirma bulgulari mineral sularin
+200 mV indirgenme yiikseltgenme potansiyeline (ORP) (antioksidan potansiyel
Ol¢iisii) sahip oldugunu gostermektedir ki bu +400 mV ORP degerine sahip sebeke
suyundan farkhidir. Diyebiliriz ki kaynak sulari, sehir sebeke suyuna gore ORP
degerleri agisindan daha iyidir [Hayashi, 2000].

2.3.Elektrolitik Suyun Ozellikleri
2.3.1.0RP (indirgenme Yiikseltgenme Potansiyeli)

Musluk ve elektrolittik suyun ORP degerleri birbirinden farklilik
gostermektedir. ORP degerleri ORP 6lger ile 6l¢iildiigiinde elektrolitik asidik suyun
ORP degeri +400 ile +500 mV arasinda degismektedir. Pozitif indirgenme
potansiyeli nedeniyle elektron almaya ve diger molekiilleri yiikseltgemeye yatkindir.

Diger yandan, elektrolitik bazik suyun ORP degeri -250 ile -350 mV arasinda
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degismektedir. Bu demektir ki, elektron acligi olan aktif oksijene bol miktarda
elektron saglama oOzelligine sahiptir. Elektrolitik bazik su, bu 6zelligi acgisindan
kaynak sularma ve ozellikle sehir sebeke suyuna gore ¢ok daha fazla etkindir ve
sagliklidir [Hayashi, 2008; Damm et al., 1966; Shirahata et al., 1997].

2.3.2.pH

Yasayan varliklar pH dengesine ¢ok duyarlidirlar ve ( sindirim sistemi gibi baz1
olaylar disinda) ¢ozeltiler nétre yakin oldugu zaman fonksiyonel olurlar. Bir¢ok

yasayan organizmanin i¢i (hiicre ¢ekirdegi disinda ) 6.8 pH degerine sahiptir.

Asidik Matral Bazik

Sekil.2.15 pH skalasi

Kan plazmasi, viicutta hiicreleri ¢evreleyen diger sivilar 7.2 — 7.3 pH degerine
sahiptirler. Cesitli 6zel mekanizmalar bu sivilarin kararli olmasma yardimci
olmaktadir ki bdylece hiicreler pH dengesinde biiyiik degisikliklere maruz
kalmamaktadirlar. Kaslarmm pH’ 1 6.9’dur. Kaslarin pH’imnin bunun altina diismesi

adale giictinii azaltir.

Tamponlar pH degerindeki degisikliklert minimum diizeyde tutmaktadirlar.
Yasayan varliklarda meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlarin pek ¢ogunda iyon
alig verisi oldugu goz 6niine alindiginda bunun ne kadar 6nemli bir gorev oldugunu

anlamaktay1z.

Yedigimiz c¢ogu besin asidiktir. Yediklerimiz viicudumuzda fazla asit
birikimine neden olmaktadir. Cogu hastalik viicutta biriken bu fazla asitten
kaynaklanmaktadir. Elektrolitik su viicudumuzdaki asit baz dengesinin korunmasini

saglamaktadir.
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Musluk suyunun pH’1 7 veya nétrdiir. Musluk suyu elektroliz olunca rediikte
suyun pH degeri 8-11 ve okside suyun pH degeri 3-6 olmaktadir [Al-Haq et al.,
2005; Hayashi, 2008].

Tablo.2.2: Sularin redoks potansiyelleri ve pH’lar1

Su cinsi ORP pH Anlam
Sebeke +400 ile _ _ o
7 Hafif oksidasyon potansiyeli
suyu +500 mV
Mineral +200 ile 6.8 Hafif diiclii oksid |
— afif giiclii oksidasyon potansiyeli
sular1 +300 mV It yonp Y
_ -250 ile Giiclii rediiksiyon potansiyeli-serbest radikallere
Alkali su 9-11 o
350 mV verilebilecek bol elektron igerir.
) Gtglii oksidasyon potansiyeli-elektron eksigi
. +700 ile o iy -
Okside su 4-6 nedeniyle okside ve sterilize etme potansiyeli
+800 mV

yiiksektir.

2.3.3.Diisiik Sayilh Molekiil Kiimesi

Yediklerimizin biiyiik bir kismi1 sudur. Sebzeler ve meyvelerin %901, balik ve
etin %70’1 sudur. Vitamin C, beta-karoten gibi maddeler dogal antioksidanlardir ve
yliksek rediiksiyon potansiyeline sahiptirler. C vitamini gibi 6nemli bir vitaminin
rediiksiyon potansiyeli yasa gore ve yemek iginde hazirlanma yoOntemine gore
azalmaktadir. Sebze ve meyvelerin temeli olan karbonhidratlarin molekiil agirlig:
180 iken suyun molekiil agirligi sadece 18’dir [Smirnov, 2002; Gornev and Serguei,
2000; Hayashi, 2008].

Tablo.2.3 Karsilastirmali molekiil agirliklar:
Maddeler | Molekiil Agirhg

Mikro su 18
Beta-karoten 150
Vit 0 inE 153

Vitamin C 176
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Diisiik sayil1 molekiil kiimesi ve diisik ORP degerine sahip elektrolitik bazik
su, aktif oksijenleri yakalama ve viicuttan disariya atmakta ¢ok etkilidir. Elektroliz
olay1 elektrolitik bazik suyu elektronlar ile yiiklemekle kalmaz ayn1 zamanda suyun

yiizey gerilim katsayisin1 azaltarak mikro su haline dondistiiriir.
NMR ( Niikleer Manyetik rezonans) analizi musluk suyunun ve kuyu suyunun
10-13 adet su molekiilii kiimeciginden olustugunu, elektrolitik suda ise bu kiimenin

normal blylikliigiiniin yarisina, kiime basina 5-6 adet su molekiiliine indigini

gostermektedir [Chaplin, 2007; Hayashi, 2008].

Rak
Ceos
(TR

Sekil.2.16 Cesme suyu molekiilleri [Hayashi, 2008].

oy

Sekil.2.17 Elektrolitik su molekiilleri [Hayashi, 2008].

Elektrolitik suyun mikro su oldugunu belirten bu sonuglara gore, elektrolitik su
musluk suyundan daha rahat ve daha ¢abuk viicut tarafindan absorbe olmaktadir.
Elektrolitik su viicuda kolaylikla niifuz edilmekte ve biyolojik molekiillerin aktif
oksijene elektron vererek okside olmasini engellemektedir. Bu durum biyolojik
molekiillerin oksidasyonunun yol agtigi hastaliklardan zarar gérmeden kendilerini

dogal olarak yenilemelerine imkan vermektedir.
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2.3.4.Sertlik

@ Cesme suyu B Elektrolitik su

0 487

Kalsiyum Magnezyum Sertlik

Sekil.2.18 Sularin sertligi

Grafikte c¢esme suyunda bulunan kalsiyum ve magnezyum miktarlarinin
elektrolitik suda diistiigii goriilmektedir. Bu iyonlar elektrolitik su olusurken dibe
cokmekte veya filtrede kalmaktadir. Bu bize ¢esme suyunun elektrolizi ile suyun

sertliginin diistiigl gostermektedir [Smirnov, 2002].

2.3.Elektrolitik Su Yapiminda Kullanilan Sistemler

2.3.1.Tek Odal Elektroliz Sistemi

Cesme suyu + HaCl

Sekil.2.19 Tek odali elektroliz sistemi

Cesme suyuna bir miktar tuz eklenerek elektroliz gerceklestirilir. Elektroliz
diizeneginde herhangi bir zar bulunmamaktadir. Olusan NaClO’ in pH’1 89
konsantrasyonu ise 50-200 ppm arasindadir.
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2.3.1.1ki Odah Elektroliz Sistemi

+
Errretli
hazils Hurrwetl asidik su

r b
Hz \\ Ha' / :
- ——3= 100
OH" ‘-""“-Cl'
cr
Hi -1 Oa
/(_.. H*
L -
Katot odasi Anot odas Hao
| r | 0 | rl
far
HzD + MaCl HaO + HaCl

Sekil.2.20 iki odali elektroliz sistemi

Elektroliz sirasinda tuz dogrudan suya eklenir. Katot ve anot odas1 sadece iyon
gegigine izin veren yart gecirgen bir zarla ayrilmistir. Elektroliz sonunda anot
odasinda olusan asidik suyun pH’1 2.2-2.7 arasindadir. Bu suya kuvvetli asidik su
denir. Elektroliz sonunda katot odasinda olusan bazik suyun pH’1 11-12.5
arasindadir. Bu suya ise kuvvetli bazik su denmektedir. Elektroliz sirasinda

¢ozlinmiis olan klor konsantrasyonu 20-200 ppm arasindadir.

2.3.1.Uc Odali Elektroliz Sistemi

v 1 +
Stper bazik s Alam Super asidik su
I t | [ 4 ! L4
r c1'r HCIO
Ha®
~__| ONOa*OOO o g CIOx r
Ha gy or o ™
~ e
OH 0 050 bl r
- [0 5]
Qoo © I H*
H:0 oo 0@ o
Katot odasi HO Anot odas
| r I I r [ | t [
Lar Zar
HLO HiO + HaCl H

Sekil.2.21 Uc odali elektroliz sistemi
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Ug odali elektroliz diizeneginde iki tane yar1 gegirgen zar bulunur. Tuz orta
odada suya eklenir. Bu sistemde elektroliz edilmis suyun iyon konSantrasyonu
kontrol edilebilmektedir. Indirgenmis iyon konsantrasyonu ve tuzun yoklugu

kaliteyi arttirmaktadir.

Uc odali sistemde yapilan elektrolitik suyun ORP degeri (+)(-)1000mV
degerlerine kadar ulasmaktadir. ORP ‘si +1000 mV degerlere kadar ulasan
elektrolitik suya stiper asidik su (pH 1-2), ORP’ si -1000 mV degerlere kadar ulasan
elektrolitik suya ise siiper bazik su (pH 12-13) denir.

2.4.Elektrolitik Suyun Kullanim Alanlar:

2.4.1.Elektrolitik Asidik Suyun ( pH 4 — 6 ) Kullamim Alanlar

Elektroliz sirasinda elektrolitik su cihazinin ayri bir borusundan akan
elektrolitik asidik su berrak ve renksizdir. pH’1 4 — 6, ORP’ si +700 ile +800

arasindadir.

Kan basincini azaltir, Sakinlestirici bir etkisi vardir, uykuyu diizenler,
bobreklerde, safra kesesinde olusan taslart ¢6zer, mide spazmi, mide iilseri
tedavisinde etkilidir. Kiiciikk yaralanmalarda yarayr dezenfekte eder, bdcek
isirmalarinda etkilidir. Elektrolitik asidik su bogaz acimalarinda ve dis temizliginde
gargara yapmak suretiyle Kkullanilabilir. Cilt yaniklarinda ve kanamalarin
durdurulmasinda tamponlanarak kullanilabilir. 30°C” de 20 dakika elektrolitik asidik
suda dinlendirilmis ayaklarin koku, mantar ve diyetle desteklendigi takdirde
hemoroit rahatsizliklar1 giderilir. Yiizdeki akne ve ¢illerden korunmada dogal

destekei elektrolitik asidik sudur.

Sebze ve meyvelerin uzun siire depolanmasini saglar. Sebze, meyve, et ve
balikta bulunan bakteri ve mikroplari dezenfekte eder. Cam, porselen ve diger
mutfak geregleri ve havlularin 20 -30 dakika elektrolitik asidik su ile yikanmasi

dezenfeksiyon ve hijyen saglar.
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Elektrolitik asidik su ile yikanan saclar daha parlak olur, trastan sonra

kullanilan elektrolitik asidik su cilde yumusaklik kazandirir.

Elektrolitik asidik suyun puskiirtiilmesi ile bitkilerin bakimi saglanabilir.
Vazoya konulan canli bitkilerin daha uzun siire giizelliklerini koruyabilmeleri i¢in
¢cesme suyuna 1/3 oraninda elektrolitik asidik su eklenebilir [Schibilskis, 2007;
Shirahata et al., 2005; Agnew, 2004].

Elektrolitik asidik su ev hayvanlarinin bakiminda etkilidir.

Ucg odal elektroliz sistemiyle hazirlanan siiper okside su +1100 mV rediiksiyon
potansiyeli ile bakterilerden elektron alir ve onlar1 Oldiriir [Smirnov, 2002;
Vorobjeva, 2005; Yahagi, 2000].

Elektrolitik asidik suyun bakteriler {izerindeki sterilizasyon etkisi ¢ok kez

calistlmistir [Tietze, 1997; Al-Haq et al., 2005; Vorobjeva, 2005; Yahagi et al.,
2000].

@ Cesme suyu @ Elektrolitik su

130 4

100 4

Koloni ! 100 ml

Plaka Sayimi

Sekil.2.22 Siiper okside suyun antibakteriyel etkisi 1 [Smirnov, 2002]
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@ Cesme suyu B Elektrolitik su

Toplam koliform

Sekil.2.23 Siiper okside suyun antibakteriyel etkisi 2 [Smirnov, 2002]

Stiper okside su kuvvetli bir sterilize temsilcisi olmasina ragmen cilde zarar
vermez. Gergekte, tedavi i¢in kullanilir. Stiper okside suyun uzun siire yatak tedavisi
gormekten ve ameliyat sonrasi dogan enfeksiyon yaralari tedavi etmekteki etkisi
Amerikan ve Japon hastanelerinde kanitlanmistir. Siiper okside suyun bir diger
kullanim alan1 zirai iiriinlerde zararlar1 mantarlarin ve diger bitki hastaliklarinin yok
edilmesidir. Siiper okside suyun anti-toksik olmasi nedeniyle ziraatta ¢alisanlar 6zel
koruyucu giysiler giymeden kullanabilirler, ¢linkii cilt veya solunum yollar1 i¢in bir
tehlike arz etmemektedir. Siiper okside suyun bitkilere sikilmasindaki bir diger
avantaj toprakta toksik kimyasallar birakmamasi nedeniyle ¢evreye zararl

olmamasidir [Smirnov, 2002].

2.4.2.Elektrolitik Bazik Suyun ( pH 8 — 10 ) Kullamim Alanlari

Elektrolitik su cihazinin borusundan akan elektrolitik bazik su yumusak ve
tatsizdir. pH’1 8 — 10, ORP’ si -250 ile -350 arasindadir.

Elektrolitik bazik su istah acar ve rahatlikla icilebilir. Enerji verir. Kan
basincimi arttirir. Viicuttaki hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde, aldigimiz
gidalarin viicut tarafindan emilmesinde 6nemli rol oynar. Mitkemmel bir bagisiklik
sistemi koruyucusudur. Antioksidan yapisiyla viicuttaki asit/alkali dengesini korur.
Viicudumuzda uzun yillar biriken asidik toksinleri noétralize ederek armmmaya

yardimer olur. Viicudumuzdaki asit birikiminden ortaya c¢ikan bircok hastaliktan
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bizleri korur. Ornegin et ve sebzeden olusan bir diyeti diisiinelim. Sindirim
sisteminde et proteinleri aminlere doniislirken sebzeleri yetistirirken kullanilan
giibrelerdeki nitrat nitrite doniismektedir. Bu aminler ve nitritler kanserojen olarak
tanimlanan nitrosaminleri olusturur. Elektrolitik bazik su antioksidan yapisi ile
bizleri ¢ogu hastalik gibi kanserden de korur. Icerdigi yiiksek degerde negatif
iyonlar ile kansere, cesitli hastaliklara ve erken yaslanmaya sebep olan serbest
radikalleri temizler [Smirnov, 2[] 02; Gornev ve Serguei, 2000; Shirahata et al.,
2005].

@ Cesme suyu B Elektrolitik su
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Sekil.2.24 Elektrolitik bazik suyun kanserli hiicrelere etkisi [Smirnov, 2002]

Mikro yapisi ile hiicrelerde miikemmel nemlenme saglar. Viicudun yenilenerek
geng, saglikli ve diri kalmasina yardimci olur. Cilt problemlerinde ve viicuttaki

yaralarin iyilesmesinde 6nemli rol oynar.

Hamile bayanlarda sabah meydana gelen mide bulantilar, fetiisiin diskilariyla
annenin viicudunda fazla asit birikimine neden olmasiyla ortaya c¢ikmaktadir.
Annenin a¢ karnina igece8i yarim bardak elektrolitik bazik su, bu mide

bulantilarindan kurtulmasina yardime1 olur.

Sebze ve meyvelerin iizerindeki kimyasal maddelerin uzaklastirilmasinda
oldukca etkilidir. Sebze ve meyvelerin elektrolitik alkali su ile yikanmasi ve

durulanmasi daha uzun siire taze kalmalarini saglar.
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Pisirmeden Once elektrolitik bazik suda 20-30 dakika bekletilen sert sebzelerin,
30-60 dakika bekletilen pirincin, elektrolitik bazik su ile yapilan etlerin terbiyesinin,
cay ve kahvenin, acili gidalarin tadimi giizellestirir. Balik gibi kokulu gidalarinin

kokularini uzaklastirir.

Elektrolitik bazik su ¢camasirlarin daha saglikli sekilde yikanmasinda, ¢ikmayan

kir ve lekelerin temizlenmesinde etkilidir.

Tohumlarin, ¢igeklerin gelismesinde oldukga etkilidir. Asagida sekil.2.25’deki
isaretli fasulyeler elektrolitik su ile digerleri ¢cesme suyuyla biiyiitlilmiistiir.

Sekil.2.26 Elektrolitik bazik suyun sebze biiyiimesine etkisi 2[Smirnov, 2002]

Sekil.2.26°deki isaretli soganlar elektrolitik su, digerleri ¢esme suyu iginde
bliytitiilmiistiir.
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Sekil.2.27 Elektrolitik bazik suyun sebze biiylimesine etkisi 3

Sekil.2.27°de laboratuarda elektrolitik su cihazi 1 ile yapilan sogan biiylitme deneyi
goriilmektedir. A: 20 giin sonunda elektrolitik bazik su ile biiyiitiilen sogan. B: 20
giin sonunda elektrolitik asidik su ile biiyiitiilen sogan. C: 20 giin sonunda ¢esme

suyu ile biiyiitiilen sogan.

Ayrica elektrolitik bazik suyun ev hayvanlarinin enfeksiyonlardan ve
parazitlerden korunmalarinda da etkili oldugu gorilmiistir [Smirnov, 2002;
Shirahata et al., 2005; Masayuki, 2007].

Literatiirde elektrolitik suyun bakteri biiylimesine ve enzim aktivitesine olumlu
etkilerini gosteren az sayida calisma bulunmaktadir. Elektrolitik suyun enzim
aktivitesine etkisinin gosterildigi bir caligma Imamura, Takeshi, Ohta-ku ve
arkadaslar1 tarafindan calisilmistir. 1998 yilinda yapilan caligmanin gimdi yapilan
calismadan farki, elektrolitik su hazirlanirken tuz kullanmalari, bunun sonucu asidik
elektrolitik suda artan klor konsantrasyonunun disiiriilmesi i¢in UV 1s1gindan
faydalanmalar1 ve 0.22 pm por caplh (filtreler ile sterilizasyon yapmalaridir.
Bahsedilen ¢alismada degisik elektrolitik sularla hazirlanmis besiyerlerde biiytitiilen
E.coli suslarinin saf suyla hazirlanmig besiyerde biiyiitiilenlerden %30-40 daha hizl

iiredikleri goriilmiistiir [Imamura et al., 1998].

Kobayashi ve arkadaglar1 tarafindan 2000 yilinda, elektrolitik suyun nasil
hazirlanildigr agiklanmayarak, elektrolitik suyun alfa amilaz, asidik proteaz ve lipaz
aktiviteleri lizerine etkileri calisilmistir. Calismada enzimler, saf su ve degisik

elektrolitik sularda belirli stirelerde bekletilmis ve aktivite dl¢iimiinde kullanilacak
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reaksiyon ¢ozeltileri saf suyla ve degisik elektrolitik sularla hazirlanarak aktivite
sonuclar1 karsilagtirilmistir. Elektrolitik sularin kullanildig aktivite 6l¢iimlerinin saf

suya oranla %20-40 daha fazla oldugu goriilmiistiir. [Kobayashi et at., 2000]

2.5.Denemelerde Kullanilan Elektrolitik Su Cihazlar:

Sekil.2.28 Elektrolitik su cihazi 1

Denemelerde kullanilan elektrolitik su cihazi, laboratuarimizdaki su kaynagina
baglanmaktadir. Cihaz musluk acildigi anda g¢alismaya baslar. Elektrolitik su
cihazinin giicti 300 watt olup cihazdan akan suyun akis hizi maksimum yaklasik 3
litre/dk.dir. Elde edilen suyun pH araligi 3.5 — 10, cihazin agirhigi net olarak 6.5
Kg.dir. Cihazm igerisinde biiyiikliigii 832 cm? olan 5 adet elektrot bulunmaktadir.
Cihazin ig¢inde 5 mikron partikiil filtre ve 0.2 mikron anti bakteriyel filtre

bulunmaktadir. Bulunan filtreler minimum % 98 oraninda klor aritim1 yapmaktadir.

Elektrolitik su cihazina gelen musluk suyunu temizlemek amaciyla 6zel bir
filtre grubu kullanilmistir. Bu filtre sehir suyunda bulunabilecek cesitli kirliliklerden

arindirmak amaciyla firma tarafindan 6zel olarak gelistirilmistir.

Su rezervlerinde toplanan yeralt1 ve yer Ustii sular belediyelerin aritma
tesislerinde aritilarak dagitilir. Aritma cikisinda yeterli derecede temiz olan su,
kullannm noktalarina gelene kadar ve kullanim yerlerindeki depolarda tekrar
kirlenebilmektedir. Cok c¢esitli kirlenme unsurlarini tagiyan suyun bu hali ile igme
amacl olarak kullanilmasindan dogabilecek sorunlar1 ortadan kaldirabilmek

amaciyla bir su filtresi kullanilmas1 gerek kisisel saglik gerekse elektrolitik su
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cihazinin saglikli ¢alismasi igin faydali olmaktadir [http://shop.thelifeco.com.tr/Su-
yonizeri-EP1000-Tezgah-st-P45.aspx].

i

Sekil.2.29 Antibakteriyel filtreler

.

J

Musluk suyu 6nce 5 mikron biiyiikliige kadar istenmeyen partikiilleri tutan
filtreden sonra ise 0,2 mikron hassasiyette olan anti bakteriyel filtreden geger. Anti
bakteriyel filtre suda bulunan zararli maddeler ile bakteri ve mikro organizmalari
tutar. Filtreden gecen su, elektrolitik su cihazinin i¢inde bulunan 6zel aktif karbon
filtreden de gecip artilarak bizlere viicut asit alkali dengemizi saglayacak
antioksidan, alkali elektrolitik suya donisiir [http://shop.thelifeco.com.tr/Su-
yonizeri-EP1000-Tezgah-st-P45.aspx].

Denemelerde kullanilan bir diger su ise Resim.2.32’de gosterilmektedir. Cihaz,
iki bolmeli elektroliz kab1 ve iki elektrottan olugmaktadir. Bolmeler arasinda yari
gecirgen bir zar bulunmaktadir. Elektroliz kabina su doldurulur, elektrotlar
yerlestirilir ve elektroliz igleminin baslamasi i¢in cihazin fisi prize takilir. Yarim

saat sonunda istenilen elektrolitik su elde edilmis olur.

Sekil.2.30 Elektrolitik su cihazi 2


http://shop.thelifeco.com.tr/Su-yonizeri-EP1000-Tezgah-st-P45.aspx
http://shop.thelifeco.com.tr/Su-yonizeri-EP1000-Tezgah-st-P45.aspx
http://shop.thelifeco.com.tr/Su-yonizeri-EP1000-Tezgah-st-P45.aspx
http://shop.thelifeco.com.tr/Su-yonizeri-EP1000-Tezgah-st-P45.aspx
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2.6.Elektrolitik Suyun Saklama Kosullar:

Elektrolitik su cihazi musluga takili oldugu i¢in genellikle kullanilmadan
hemen 6nce hazirlanir. Fakat ¢alismalar elektrolitik suyun agzi kapali bir sekilde

karanlik ortamda veya buz haline getirilerek saklanabildigini gostermistir.

Elektrolitik asidik suyun igindeki anti bakteriyel etkiyi saglayan klor
aktivitesini agz1 agik sartlarda, suyun calkalandigi takdirde 30 saat, calkalanmadig
zaman ise 100 saat sonunda kaybettigi goriilmustiir [Al-Hag et al., 2005].

2.7.Su Dezenfeksiyonu Ve Sterilizasyonu Yontemleri

Dezenfeksiyon bilindigi gibi hastalik yapan organizmalarin segilerek yok
edilmesine verilen teknik bir terimdir, bu islem sirasinda biitiin organizmalar yok

edilemez. Biitiin organizmalarin yok edilmesine sterilizasyon ad1 verilir.

Kaynatma: Bu yontem ancak ¢ok acil durumlarda pratiktir. Suyun 2 dakika
kaynatilmas1 sonucunda mikrobiyolojik agidan giivenilir su elde edilir. Kaynatma
sonunda sudaki tiim mikroorganizmalar Oliir. Kaynatma sirasinda suya lezzetini
veren CO, ve O; sudan ayrilacagindan suyun lezzeti bozulmus olur. Ayrica

kaynamis ve sogumus su tekrar kontaminasyondan korunmalidir.

Pastorizasyon: Isiyla dezenfeksiyondur ancak kaynamis su degildir. Ani
pastorizasyonda yiiksek 1s1 kisa zaman kullanilir (71°C- 15 saniye). Diisiik 1s1

pastorizasyonda; diisiik 1s1 uzun zaman kullanilir (60°C- 10 dakika).

Klorlama: Ulkemizde en yaygin olarak kullanilan dezenfeksiyon ydntemi
maliyetinin diisiik olmasi nedeniyle klorlamadir. Klorlamada en ¢ok Ca(OCl);
(kalsiyum hipoklorit) ve NaOCI (sodyum hipoklorit) kullanilmaktadir. Piyasada
kire¢ kaymagi olarak bilinen Ca(OCl),’dir, %34 klor igerir.

Suya verilen az miktarda klor tam dezenfeksiyon yapamaz, fazla klor ise saglik
acisindan zararlidir. Klor gazi yiiksek derecede zehirlidir. Sudaki klor
konsantrasyonu 30 ppm oldugunda Oksiirtiir, 60 ppm oldugunda ise oldukca
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tehlikelidir, kalp hastaliklarina neden olur ve kanser riskini arttirir. Klor

konsantrasyonunu 1000 ppm olmasi ani 6liimlere sebep olur.

Su dezenfekte edilip daha sonra zararl bilesik olan klor alinabilir. Suya verilen
klorun fazlas1 ve bilesik klorun sudan alinmasi igin aktif karbon ve SO, (kiikiirt
dioksit) kullanilabilir. Bu amagla kullanilan aktif komiiriin suyu asitlendirmesi bu

yontemin diger bir dezavantajidir.

Ozonizasyon: Ozon klordan daha giiglii bir dezenfektandir. Bakterilerin,
viriislerin ve diger canlilarin eliminasyonunda ¢ok etkilidir. Ozonlama yonteminin
en biiyiik dezavantaji ozonun satin alinamamasi ve depolanamamasidir. Ozon elde
edilen aletler komplike ve bakimi zor aletlerdir. Bu yiizden bu yontem ekonomik

degildir. Suda ozon kaldiginda ise tesisatta korozif etki gosterir.

Ultraviyole radyasyon: Bu yontemde 2500-2900 A° dalga boyunda isinlar
kullanilir. Dalga boyu ayarlanabilen UV’ler kullanilmalidir. Ultraviyole 1sinlar
bakterilere oldukca etkili, viriislere daha az, parazitlere ise etkisizdir. Bu
dezenfeksiyon yoOnteminin avantaji suya kimyasal eklenmemesi ve kalinti
bulunmamasidir. Dezavantaji ise yontemin bulanik ve yiiksek organik madde i¢eren

suda etkisiz olmasidir [http://www.aof.anadolu.edu.tr].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Maddeler

Tablo.3.1 Deneyde kullanilan kimyasal maddeler

ADI URETICI FIRMA KATALOG NO
Whatman K5 TLC plakala Whatman 4850-820
Asetonitril Sigma 34851
C,HsOH Merck 1.009.832.500
H,SO4 Merck 1.007.132.500
a-naftol Merck 822.289
Dinitro Salisilik Asit Sigma D0550

Fenol Sigma P3653
Na,CO3 Merck 1.063.981.000
NaOH Merck 1.064.679.010
Bovin serum albumin Bio-rad 500-0007
Coomassie Brilliant Blue G-250 Merck 1.154.440.025
H3PO4 Merck 1.005.732.500
BCA Sigma D8284
C4H4Na0g.2 H,O Merck 106.664.100
HCI Merck 1.003.142.500
NaHCOs Merck 1.063.981.000
CuS04.5 H,0 Riedel-de Haen 12849

Glikoz Fluka 49150

Pepton Merck 1.072.140.500
Yeast extract Merck 1.037.530.500
K>HPQO4 Merck 1.051.041.000
NaH,PO, Merck 1.063.451.000
Na,HPO, Riedel-de Haen 4276

NaN3 Merck 822.335

NaCl Merck 106.404
FeSO, Sigma F1135
MnSO, Merck 1.059.410.250
CaCl, Merck 1.023.820.500

Mg SO4 Merck 1.058.861.000



ADI URETICI FIRMA KATALOG NO
Siikroz Fluka 84105

Brain Heart Infusion broth Sigma B7278
Mueller Hinton broth Fluka 70192
Agar-agar Merck 1.016.130.500
Fruktoz Merck 1.040.071.000
CH3COOH Merck 1.000.562.500
Triton X-100 Merck 108.603
p-nitrofenilpalmitat Sigma N2752-5G
NazPO, Riedel-de Haen 4.269
COziiniir patates nisastasi Sigma S2004

Maltoz Sigma M5885

3.1.2 Kullanilan Aletler

—Hot plate ( Camag TLC plate heater )
—Magnetik karistirict ( Heidolph MR 3004)
—Muikro pipet 2-20 ul ( Biohit Proline )
20-200 pl ( Kartel)
100-1000 pl ( Biohit Proline )
1000-5000 pl ( Acura 835 Socorex )
—Vorteks ( Genie- 2)
—PH metre ( Inolab WTW series pH-730)
—Otoklav ( Varioklav—300)
—Elektronik tart1 ( Sartorius Basic BA 110S)
—Su banyosu ( GFL-1086)
— Inkiibatér ( Excella E25)

—Santrifiij ( Beckman Coulter Allegra ™64R Centrifuge )

( Micro 120 Hettich)
—UV Spektrofotometre ( UV-3600 Shimadzu )
—Calkalayic1 ( Heidolph Promax 2020 )
—Micro plate reader ( Bio-Rad 3550-UV )
—Mikrodalga firin ( Vestel )
—Laminal Flow
—Freezer ( New Brunswick Scientific U-410)
—Nephelo Meter ( BD Crystal Spec™ 245009 )
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—ORP Metre ( ExStik RE300 )

—Water lonizer (EP1000-Uriin kodu:102008)

—5 Mikron+Antibakteriyel filtre grubu (Uriin kodu:102013)
—Fotograf makinesi ( Sony Cyber-shot DSC-S730 )

—Tiip ( Ipragaz )

3.1.3. Kullanilan Bakteri Tiirleri
e Leuconostoc mesenteroides (B-512 FMC-13Glc)

o Staphylococcus aureus (GYTE BAP tarafindan desteklenen 2006/A 06 kodlu proje

kapsaminda yapilan ¢aligmalar sirasinda elde edilip tanilanmis yerel izolat.)
eBacillus subtilis (ATCC 6633)

3.2. YONTEM

3.2.1.Ince Tabaka Kromatografisi Ile Karbonhidrat Tayini

Reaksiyon ortamindan alinan ve seyreltilen drneklerden 1 pl Hamilton siringa
kullanilarak Whatman K5 TLC plakalarma damlatilir. Hareketli faz olarak 90:10
(v/v) oranindaki asetonitril:su ¢Ozelti sistemi kullanilir. Yiiritme islemi
tamamlandiktan sonra sa¢ kurutma makinesi ile plaka kurutulur. Kurutulan TLC
plaka vyiiriitiicii ¢ozeltide 3 kez yiirltilir. Yiritme isleminden sonra plaka
renklendirme ¢ozeltisine daldirilip 110°C’de termoplate lizerinde 10 dakika 1sitilir.
Reaksiyon sonunda olugan karbonhidratlar renklendirme ¢ozeltisi sayesinde goriiniir
hale gelir. Renklendirme ¢6zeltisi etil alkole stilfiirik asit (%5 v/v) ve a-naftol (%0.5

w/v) ilave edilerek hazirlanir.

3.2.2.Dinitro Salisilik Asit (DNS) Metodu ile Karbonhidrat Tayini

Reaksiyon ortamindan alinan ornekler (100 pl) DNS c¢ozeltisi (100 pl) ile
karigtirilir. Karisim, i¢i su dolu bir beherde 5 dakika kaynatilir. Kaynatma islemi
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sonunda karbonhidratlar renklenir. Karigsim saf su ile 1000 pl’ye tamamlanir. UV’de
bakilacak aktivite Olglimiinde kabul amagli kullanim i¢in 200 pul DNS ¢ozeltisi
iizerine 800 pl saf su eklenir. 575 nm’de absorbans degerleri okunur. DNS ¢ozeltisi
1 gr dinitro salisilik asit, 0.2 gr fenol, 50 mg Na,CO3 ve 1.6 gr NaOH karigtirilarak

hazirlanir.

3.2.3.Bradford Metodu ile Protein Tayini

Reaksiyon ortamindan alinan 6rnekler (100 pl) Bradford c¢ozeltisi (Iml) ile
karigtirilir. 595 nm’de absorbans degerleri okunur. BSA (bovin serum albumin)
standart egrisi ¢izilerek orneklerdeki protein miktarlar1 mg/ml olarak tayin edilir.
UV’de bakilacak aktivite Ol¢limiinde kabul amagli kullanim i¢in 100 pl saf su
iizerine 1 ml Bradford ¢ozeltisi eklenir. Coomassie Brilliant Blue boyasinin
proteinlere baglanmasi sonucunda olusan renkli ¢ozeltiler 595 nm’de absorbans
verir. Bradford ¢ozeltisi hazirlanirken 0.1 g Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 mL
%95’lik etil alkol ve 100 mL %85 fosforik asit karistirilir. Son hacim saf su ile 1000

ml’ye tamamlanir. Karanlikta bir gece bekletildikten sonra filtre kagidindan siiziiliir.

3.2.4. BCA Metodu Ile Protein Tayini

Standartlar 1 pl’sinde 2 pg BSA (Bovin Serum Albumin) olacak sekilde
hazirlanir ve mikroplatedeki 10 kuyucuga 1 pl’den 10 pl’ye kadar damlatilir. Bos
kuyucuklara protein tayini yapilmak istenen Orneklerden 2’ser pl konulur ve
iizerlerine 200 pl BCA (Sodyum Bicinchoninate) ¢ozeltisi eklenir. Mikroplate 5
dakika 80°C sicaklikta etiive konur. 490 nm’de absorbans degerleri okunur. BCA
¢oOzeltisi A ve B olmak {izere iki bilesenden olusur. A/B oram1 100/2’dir. 100 ml A
bileseni hazirlamak i¢in, 1 g BCA, 2 g Na,CO 3, 0.16 g C4HsNa,0¢.2 H,0, 0.4 g
NaOH, 0.95 g NaHCOgj tartilarak tizerine 80 ml saf su konur. pH 11.25%¢
ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanir. 10 ml B bileseni

hazirlamak i¢in, 0.4 g CuSQO4.5 H,O tartilir ve 10 ml saf suda ¢oziiliir.
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3.2.5. Elektroaktif Suyun ve Mikroorganizmalarin Biiyiitiillecegi
Besiyerlerin Hazirlanmasi

Cesmeye baglanan elektrolitik su cihazi dakikada 2.7 It su akitacak sekilde
ayarlandi. Buradan alinan asidik ve elektrolitik sular mikroorganizmalarin

biiyiitiilecegi besiyerlerin hazirlanmasi i¢in kullanildi.

L.mesenteroides’in biiyiitiilecegi glikoz broth besiyeri hazirlanirken, 0.94 g
glikoz, 0.21 g pepton, 0.21 g yeast extract, 1 g K;HPQO,4, 0.0004 g NaCl, 0.0004 g
FeSOy4, 0.0004 g MnSO4, 0.0005 g CaCl,, 0.0085 g Mg SOq tartildi ve tizerlerine 50
ml saf su ve degisik elektrolitik sular eklenerek otoklavda 118°C sicaklikta 15
dakika steril edildi.

L.mesenteroides’den dekstransiikraz {iretimi igin siikroz broth besiyeri
hazirlanirken, 1.25 g stikroz, 0.21 g pepton, 0.21 g yeast extract, 0.835 g KoHPOy,,
0.0004 g NaCl, 0.0004 g FeSO4, 0.0004 g MnSQO4, 0.0005 g CaCly, 0.0085 g MgSO4
tartilir ve iizerlerine 50 ml saf su ve degisik elektrolitik sular eklenerek otoklavda

118°C sicaklikta 15 dakika steril edildi.

S.aureus’in biiyiitiilmesi ve lipaz tiretimi i¢in Brain Heart Infusion (BHI) broth
besiyeri hazirlanirken, 1.85 g BHI broth tartildi ve tizerlerine 50 ml saf su ve degisik
elektrolitik sular eklenerek otoklavda 120°C sicaklikta 15 dakika steril edildi.

B.subtilis’in biiyiitilmesi ve alfa amilaz iiretimi i¢in Mueller Hinton broth
besiyeri hazirlanirken, 1.05 g Mueller Hinton broth tartild1 ve tizerlerine 50 ml saf
su ve degisik elektrolitik sular eklenerek otoklavda 120°C sicaklikta 15 dakika steril
edildi.

Deney sonuglari koloni sayisi olarak da verilecegi igin yayma plaka
yonteminde kullanilacak kati besiyerler, saf su ile hazirlanmis besiyerlere

otoklavdan once % 0.15 oraninda agar-agar eklenerek hazirlandi.
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3.2.6. Mikroorganizmalarin Analize Hazirlanmasi, Biiyiitiilmesi,
Enzim Uretimlerinin Saglanmas1 Ve Mikroorganizmalarin Biiyiime
Egrilerinin Cizilmesi

L.mesenteroides, S.aureus, B.subtilis suslar1 yatik nutrient agarda +4°C
sicaklikta stoklanan ana kiiltiirlerden 6ze yardimi ile alinarak, nutrient agara ekildi.
L.Mesenteroides 30°C, S.aureus 37°C, B.subtilis ise 37°C sicaklikta 24 saat
inkiibasyondan sonra taze Kkiiltlir hazirlanmis oldu. Bu taze kiiltiirlerden 6ze
yardimiyla alinan her bir mikroorganizma 10’ar ml’lik serum fizyolojik tuzlu su
icerisinde sulandirildi. Hazirlanan stok solisyonlar vorteks yardimi ile homojenize
edildi. Hazirlanan stok soliisyonlarinin her birinden 0.1’er ml alinarak 10 ml’lik
serum fizyolojik tuzlu su icerisinde sulandirildi. Sulandirimlar 10° ve 10*e kadar
yapildi. Sulandirilmis tiiplerden 0.1 ml alinarak saf sularla her mikroorganizma igin

ayr1 hazirlanmis kati besiyerlere yayma ekim yontemiyle ekim yapildi.

L.mesenteroides’in biiyiitiilmesi, koloni sayimi ve dekstransiikraz iiretimi

Hazirlanan stok soliisyonlardan 0.1 ml alinarak distile su ile hazirlanmis glikoz
brothun 3 ml’sine ekim yapildi. 30°C sicaklikta 24 saat inkiibasyonla iiretildi.
Boylece hazirlanmig taze Kkiiltiirden distile ve elektroaktif sularla ayr1 ayr
hazirlanmig glikoz besiyerlerin 3 ml’sine 0.1 ml transfer edildi. Glikoz brothta
degisik besiyerlerde iiretilen bakterilerden 0.5 ml’si 4.5 ml distile ve elektro aktif
sularla ayr1 ayri hazirlanmig siikroz brothlara aktarildi. 30°C sicaklikta 16 saat
inkiibasyonla dekstransiikraz iiretildi. Siikroz brothlar 10000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlardan dekstransiikraz aktivitesine bakildu.
Koloni sayimi igin ise siipernatantlardan 1 ml alinarak 9 ml’lik serum fizyolojik
tuzlu su igerisinde 107 e kadar sulandirildi. Sulandirilmus tiiplerden 0.1 ml almarak
petrilerdeki kati1 glikoz besiyerlere ekim yapildi. Ekim yapilmis kat1 besiyerler 24
saat 30°C sicaklikta birakildi. 24 saatin sonunda petrilerden koloniler sayildi
[Kitaoka and Robyt 1998].
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L.mesenteroides’in biiyiime e@risinin ¢izilmesi

Biiylime egrisi ¢izilirken taze kiiltiirden distile ve elektroaktif sularla ayr1 ayr
hazirlanmig glikoz besiyerlerin 30 ml’sine 1 ml transfer edildi. Bu transfer
islemlerinin hemen ardindan UV spektrofotometrede ODggp absorbans degerleri
Olciildii. Bakteriler 30°C sicaklikta iiremeye birakildi. 16 saat boyunca her saat

ODggo absorbans degerleri 6l¢iildii ve biiylime egrisi ¢izildi.
S.aureus’in biiyiitiilmesi, koloni sayimi ve lipaz iiretimi

Hazirlanan stok soliisyonlardan 0.1 ml alinarak distile su ile hazirlanmig Brain
Heart Infusion agarin 3 ml’sine ekim yapildi. 37°C sicaklikta 24 saat inkiibasyonla
iretildi. Boylece hazirlanmis taze kiiltiirden distile ve elektroaktif sularla ayri ayr
hazirlanmig Brain Heart Infusion agarlarin 3 ml’sine 0.1 ml transfer edildi.
Bakteriler 37°C 150 rpm’de inkiibatorde tiremeye birakildi. 24 saat 3’er ml Brain
Heart Infusion brothta iireyen bakteriler hacim arttirmak igin 27 ml distile su ve
elektro aktif sularla ayri ayr1 hazirlanmig temiz Brain Heart Infusion brothlara
aktarildi. 40 saat 37°C 150 rpm’de inkiibatorde iireme siiresince lipaz iretildi.
Uretilen enzimler 10000 rpm’de 4°C sicaklikta 20 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen siipernatantlara lipaz aktivitesi bakildi [Jain et al., 2005]. Koloni sayimi igin
siipernatantlardan 1 ml alinarak 9 ml’lik serum fizyolojik tuzlu su igerisinde 107'e
kadar sulandirildi. Sulandirilmis tiiplerden 0.1 ml alinarak petrilerdeki kati Brain
Heart Infusion besiyerlere ekim yapildi. Ekim yapilmis kat1 besiyerler 24 saat 37°C
sicaklikta birakildi. 24 saatin sonunda petrilerden koloniler sayildi [Zadik et. al,
1997; Zadik et al., 2000].

S.aureus’in biiyiime egrisinin c¢izilmesi

Biiyiime egrisi ¢izilirken taze kiiltiirden distile ve elektroaktif sularla ayr1 ayri
hazirlanmig Brain Heart Infusion agarlarin 30 ml’sine 1 ml transfer edildi. Bu
transfer islemlerinden sonra UV spektrofotometrede ODgyy absorbans degerleri
ol¢iildii. Bakteriler 37°C sicaklikta 150 rpm’de iiremeye birakildi. 10 saat siiresince

her saat ODggo absorbans degerleri 6l¢iildii ve biiytime egrisi ¢izildi.
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B.subtilis’in biiyiitiilmesi, koloni sayim ve alfa amilaz iiretimi

Hazirlanan stok soliisyonlardan 0.1 ml alinarak distile su ile hazirlanmis
Mueller Hinton brodun (pH 7) 5 ml’sine ekim yapildi. 37°C sicaklikta 24 saat
inkiibasyonla iiretildi. Taze kiiltlirden distile ve elektroaktif sularla ayr1 ayri
hazirlanmis Mueller Hinton besiyerlerin ( her birinin pH’1 7’ye ayarlandi ) 4.5
ml’sine 0.5 ml transfer edildi. 37°C sicaklikta 24 saat inkiibasyonda tutularak alfa
amilaz tretimi saglanmig oldu. Mueller Hinton brothlar 10000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlardan alfa amilaz aktivitesine bakildi.
Koloni sayimi i¢in siipernatantlardan 1 ml alinarak 9 ml’lik serum fizyolojik tuzlu
su icerisinde 10*e kadar sulandirildi. Sulandirlmus tiplerden 0.1 ml alinarak
petrilerdeki kati Mueller Hinton besiyerlere ekim yapildi. Ekim yapilmis kati
besiyerler 24 saat 37°C sicaklikta birakildi. 24 saatin sonunda petrilerden koloniler
sayildi [Thapa et al., 2006].

B.subtilis’in biiyiime egrisinin cizilmesi

Biiyiime egrisi ¢izilirken taze kiiltiirden distile ve elektroaktif sularla ayr1 ayri
hazirlanmis Mueller Hinton besiyerlerin ( her birinin pH’1 7’ye ayarlandi ) 45
ml’sine 5 ml transfer edildi. Bu transfer islemlerden sonra UV spektrofotometrede
ODgoo absorbans degerleri olgiildii. Bakteriler 37°C sicaklikta iiremeye birakildi. 30

saat sliresince her saat ODggp absorbans degerleri 6l¢iildii ve biiylime egrisi ¢izildi.

3.2.7. Siipernatantlardaki Protein Miktarlarimin Tayini

L.mesenteroides ve B.subtilis’in siipernatantlarindaki protein miktarlari
Bradford metodu ile tayin edilirken, S.aureus siipernatantindaki protein miktari
BCA metodu ile tayin edildi.
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3.2.8. Enzim Aktivitelerinin Tayini

Dekstransiikraz Aktivite Tayini

1 ml siipernatant 5 ml asetat tampon ¢ozeltisinde (25mM pH 5.4) hazirlanan
300 mM siikroz c¢ozeltisiyle 25°C’de 30 dakika reaksiyona sokuldu. Reaksiyon
kabindan alinan numune saf su ile 1:1 (v:v) oraninda seyreltilip kaynatilarak
reaksiyon sonlandirildi. Fruktoz standart egrisi ¢izilerek karisimda bulunan fruktoz
DNS metodu ile tayin edildi.

Dekstransiikraz aktiviteleri IU olarak hesaplandi [Tanriseven ve ark., 2002].

umol Fruktoz
U=

dakika x ml enzim

Denklem.3.1 Dekstransiikraz aktivite denklemi

Lipaz Aktivite Tayini

200 pl siipernatant 1.8 ml fosfat tampon ¢ozeltisiyle (0.15M NaCl, %0,5 Triton
X-100 iceren 100 mM pH 7) karnistirildi. Karigtimin lizerine 20 pl p-
nitrofenilpalmitat (0.05 M HPLC safliginda asetonitrilde ¢oziilmiis) eklenerek
37°C’de 30 dakika reaksiyona sokuldu. Ayni iglemler 2 ml tampon ¢ozelti lizerine p-
nitrofenilpalmitat eklenerek UV’de bakilacak aktivite Ol¢iimiinde kabul amaglh
kullanim i¢in de yapildi. Reaksiyon, reaksiyon kaplarmin 1 dakika mikrodalga
isinlarma maruz birakilmasiyla durduruldu. Reaksiyon sonunda tiiplerde olusan
bulaniklik 10000rpm’de 10 dakika santrifiij ile ¢oktiiriildii. Olusan p-nitrofenol
miktart UV  spektrofotometrede 400 nm’de absorbans degerlerine bakilarak

hesaplandi.

Okutulan absorbans degerlerinden konsantrasyona gecis i¢in p-nitrofenoliin
400 nm’deki ekstinksiyon katsayisi olan 14800 It/mol degeri kullanildi [Troller et
al., 1970; Kilcawley et al., 2002]. Lipaz aktiviteleri U olarak hesaplandi.
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A=e¢x Cxl

Denklem.3.2 Lambert Beer Kanunu

A: 400 nm’de okunan absorbans degeri, €: p-nitrofenoliin 400 nm’deki ekstinksiyon
katsayis1 (14800), 1: kullanilan kiivetin boyu (1 cm), C: elde edilen p-nitrofenoliin

konsantrasyonu (mol/litre)

nmol p-nitrofenol

dakika x ml enzim

Denklem.3.3 Lipaz aktivite denklemi

Alfa Amilaz Aktivite Tayini

3 ml siipernatant 2 ml NazPO,4 (0.1 M pH 7) tampon ¢ozeltisiyle karistirildi.
Karigimin tizerine NagPO, (0.1 M pH 7) tampon ¢ozeltisinde ¢oziinmiis %2 lik
(w/v) 1 ml ¢oziinlir patates nisastast eklenerek 60°C’de 30 dakika reaksiyona
sokuldu. Reaksiyon 1N HCI ¢ozeltisiyle durduruldu. Olusan maltoz miktar1t DNS ve
TLC metotlariyla belirlendi. [Thapa et al., 2006]. Alfa amilaz aktiviteleri 1U olarak
hesaplanda.

umol maltoz

dakika x ml enzim

Denklem.3.4 a- amilaz aktivite denklemi
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3.2.9. Aktivite Artislarimin Hesaplanmasi

Eaktivite - Saktivite
% Artis= x 100
Saktivite

Denklem.3.5 Aktivite artiglarinin hesaplanma denklemi

Eakivie:  Elektrolitik suyla hazirlanan besiyerde {iretilen enzim aktivitesi,

Saktivite: Saf suyla hazirlanan besiyerde tretilen enzim aktivitesi
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Sonuclar

L.mesenteroides, S.aureus ve B.subtilis’in kendilerine 06zgli biiylime
kosullarinda degisik elektroaktif sularla hazirlanan sivi besiyerlerinde saf suyla
hazirlanan besiyerlere oranla daha fazla iiredigi, silipernatantlarindaki protein
miktarlarinin ve enzim aktivitelerinin daha fazla oldugu gozlendi. Elektroaktif suyun
mikroorganizmalarin {iremesi iizerine olan etkisi UV spektrofotometride 600 nm. de
absorbans oOl¢ilimleri ve kati besiyerlerindeki koloni sayimlariyla gosterilmistir.
Mikroorganizmalarin siipernatantlarindaki protein miktarlar1 (ml’deki mg protein),
enzim aktiviteleri (IU) hesaplanmistir.  Elektroaktif sularla  biiytitiilen
mikroorganizmazlarin slipernatantlarinin enzim aktiviteleri saf suyla biiyiitiilenlerin
slipernatantlarinin enzim aktiviteleri ile karsilastirilmistir. Sonuglar % artis olarak

belirtilmistir.

4.1.1. Elektrolitik Suyun Leuconostoc mesenteroides Uzerine Etkisi

L.mesenteroides’in Biiyiime Egrisi

Saf su, asidik ve bazik elektrolitik suyla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen
L.mesenteroides’in biiylime egrileri asagidaki grafikte verilmektedir. Sekil.4.1
incelendiginde, saf suyla hazirlanan besiyerde biiyiitiilen mikroorganizmalarin diger

besiyerlerde biiyiitiilenlere oranla daha yavas iiredikleri goriilmektedir.



49

1,8 A
1,6 -
1,4 -
1,2 A

(600 nm)

= 0,8 -
o 0,6
04 -
0,2 - .

—e—safsu

—— asidik su

—=— bazik su

—=— asidik+bazik su

Zaman (saat)

12 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16

Sekil.4.1. Farkli sularla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen L.mesenteroides’in

biiylime egrisi

Biiyiitillen L.mesenteroidesler, i¢cinde saf suyla hazirlanan kati glikoz besiyeri

olan petrilere yayma ekim yontemiyle ekilerek canli hiicre sayimi yapilmigtir. Altta

canli hiicre sayilarin1 gosteren bir tablo goriilmektedir. Bazik ve asidik elektrolitik

sularla hazirlanan besiyerlerde saf suya oranla yaklasik 10 kat daha fazla hiicre

sayilmaktadir.

Tablo.4.1 Farkl: sularla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen L.mesenteroides hiicre

sayilari

Besiyerler

Hiicre Sayist (cfu/ml)

Saf su

Asidik elektrolitik su

Bazik elektrolitik su

3x10°

2x10°

6x10°
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Sekil.4.2 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen L.mesenteroides hiicre

sayilari

A: Saf suyla hazirlanmis besiyerde biiyitilen L.mesenteroides’mn hiicre
sayilart. B: Bazik elektrolitik suyla hazirlanmis besiyerde biiyiitiilen

L.mesenteroides’in hiicre sayilari

Biyiitiilen L.mesenteroideslerden elde edilen siipernatantlardaki protein
miktarlari, dekstransiikraz aktiviteleri ve aktivitelerdeki % aktivite artiglar1 asagidaki

tablolarda verilmektedir.



Tablo.4.2 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerin siipernatantlarindaki protein miktarlart ve dekstransiikraz aktivite sonuglari 1

o1

Besiyerler
Saf Su pH 8.5 pH 9 pH 9.5 pH 10
pH 6.79 8.60 8.89 9.40 9.80
ORP +130 1190 207 238 269
(mV)
Protein Enzim Protein Enzim % Protein Enzim % Protein Enzim % Protein Enzim %
Deneme | Miktar1 | Aktivitesi | Miktar1 | Aktivitesi | Aktivite | Miktar1 | Aktivitesi | Aktivite | Miktar1 | Aktivitesi | Aktivite | Miktar1 | Aktivitesi | Aktivite
(mg/ml) (1) (mg/ml) (1V) Artist | (mg/ml) (1) Artist | (mg/ml) (1) Artist | (mg/ml) (1U) Artisi
1 0.19 8.048 0.20 18.51 130 0.20 15.04 87 0.31 17.54 118 0.28 17.80 121
2 0.21 7.91 0.25 14.80 87 0.22 15 90 0.28 15.42 95 0.30 16.85 113
3 0.19 6.68 0.20 6.96 4 0.20 6.92 4 0.31 9.42 41 0.28 7.9 18
4 0.19 10.60 0.20 10.87 3 0.21 11.10 5 0.22 12.03 14 0.19 9.78 -8
5 0.1 6.90 0.21 13.71 99 0.19 12.80 86 0.25 13.50 96 0.27 14.90 116
6 0.11 1.97 0.42 7.51 281

Besiyerler elektrolitik su cihazi 1 ile farkli pH’larda hazirlanmis sularla yapilmistir.
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Tablo.4.3 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerin siipernatantlarindaki protein miktarlar1 ve dekstransiikraz aktivite sonuglari 2

Besiyerler
Saf Su Asidik Su Bazik Su Asidik Su + Bazik Su (1:1)
pH 6.80 3.74 10.98 6.71
((r)nT/F; +100 +33 348 1120
Protein Enzim Protein Enzim % Protein Enzim % Protein Enzim %
Deneme Miktari Aktivitesi Miktari Aktivitesi Aktivite Miktari Aktivitesi Aktivite Miktari Aktivitesi Aktivite
(mg/ml) (1) (mg/ml) (1V) Artisi (mg/ml) (1) Artisi (mg/ml) (1U) Artisi
7 0.11 5.15 0.15 6.73 31 0.19 8.21 60 0.16 7.23 41
8 0.12 5.58 0.13 6.16 11 0.19 8.33 49 0.19 7.89 41

Besiyerler elektrolitik su cihazi 2 ile hazirlanmis asidik ve bazik elektrolitik sularla yapilmigtir.
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4.1.2. Elektrolitik Suyun Staphylococcus aureus Uzerine Etkisi

S.aureus’in Biiyiime Egrisi

Saf su, asidik ve bazik elektrolitik suyla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen
S.aureuslarin biiytime egrileri asagidaki grafikte verilmektedir. Sekil incelendiginde,
saf suyla hazirlanan besiyerde biiyiitiilen mikroorganizmalarin diger besiyerlerde

biiylitiilenlere oranla daha yavas iiredikleri goriilmektedir.

2 A —e— Saf su

—=— Bazk su

—— Asidik su

1A —B— Asidik + Bazik su

OD (600 nm)
n

Zaman (Saat)

Sekil.4.3 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen S.aureus’in biiylime egrisi

OD odl¢timlerinin yapildigr noktalardan alinan numunelerde lipaz aktivitelerine
bakilmistir. Lipaz aktivite degerleri asagida sekilde goriilmektedir. Lipaz aktivite

degerleri OD ol¢limlerine paralellik gostermektedir.
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Sekil.4.4 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen lipaz aktivite degerleri

Biiyiitillen S.aureuslar, icinde saf suyla hazirlanan kati BHI besiyeri olan
petrilere yayma ekim yontemiyle ekilerek canli hiicre sayimi yapilmistir. Altta canli
hiicre sayilarin1 gosteren bir tablo goriilmektedir. Bazik ve (1:1) asidik + bazik

elektrolitik sularla hazirlanan besiyerlerde saf suya oranla yaklasik 10 kat daha fazla

hiicre sayilmaktadir.

Tablo.4.4 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen S.aureus hiicre sayilar

Besiyerler
Hiicre Sayisi Saf su Asidik Bazik Asidik+Bazik
(cfu/ml) elektrolitik su | elektrolitik su elektrolitik su
2.6x10° 5.1x10° 1.55x10° 1.44x10°
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Sekil.4.5 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen S.aureus hiicre sayilari

A: Saf suyla hazirlanmig besiyerde biiyiitiilen S.aureus’in hiicre sayilari. B: Asidik
elektrolitik suyla hazirlanmig besiyerde biiyiitilen S.aureus’in hiicre sayilari. C:
Bazik elektrolitik suyla hazirlanmis besiyerde biiyiitiillen S.aureus’in canli hiicre
sayilarl. D: (1:1) Asidik ve bazik elektrolitik su karisimiyla hazirlanmis besiyerde

biiyiitiilen S.aureus’in hiicre sayilari.

Biiyiitiilen S.aureuslerden elde edilen silipernatantlardaki protein miktarlari,

lipaz aktiviteleri ve % aktivite artislar1 asagidaki tablolarda verilmektedir.



Tablo.4.5 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerin siipernatantlarindaki protein miktarlar1 ve lipaz aktivite sonuglari

56

Besiyerler
Saf Su pH 8.5 pH 9 pH 9.5 pH 10
pH 6.81 8.71 8.98 9.41 9.78
ORP +117 201 227 240 -268
(mV)
Protein Enzim Protein Enzim % Protein Enzim % Protein Enzim % Protein Enzim %
Deneme | Miktar1 | Aktivitesi | Miktar1 | Aktivitesi | Aktivite | Miktar1 | Aktivitesi | Aktivite | Miktar1 | Aktivitesi | Aktivite | Miktar1 | Aktivitesi | Aktivite
(mg/ml) (1V) (mg/ml) ({19)] Artit | (mg/ml) ({(19)] Artin | (mg/ml) ((19)] Artin | (mg/ml) (1Y) Artisi
1 0.54 2.40 0.71 9.00 275 0.84 9.60 300 0.84 10 317 0.90 11 359
2 0.67 8.70 0.84 9.97 15 1.24 13.62 57 0.58 7.26 -17 0.83 9.78 13
3 0.54 2.27 1.35 17.5 671 1.56 26.97 1088
4 0.56 3.13 1.33 17.82 145 1.49 24.45 681

Besiyerler elektrolitik su cihazi 1 ile farkli pH’larda hazirlanmis sularla yapilmistir.




Tablo.4.6 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerin siipernatantlarindaki protein miktarlar1 ve lipaz aktivite sonuglari

57

Besiyerler
Saf Su pH 4 pH 10 pH 4 + pH 10 (1:1)
pH 6.81 3.79 9.81 7.29
((r)nT/F; +120 +43 274 121
Protein Enzim Protein Enzim % Protein Enzim % Protein Enzim %
Deneme Miktari Aktivitesi Miktari Aktivitesi Aktivite Miktari Aktivitesi Aktivite Miktari Aktivitesi Aktivite
(mg/ml) (1) (mg/ml) (1V) Artisi (mg/ml) (1) Artisi (mg/ml) (1U) Artisi
5 0.21 0.70 0.21 0.70 0.12 0.13 0.50 -29 0.25 0.72 3
6 0.66 4,06 0.80 6.11 51 0.74 5.65 39 0.74 5.70 40
7 0.72 493 0.92 6.92 40 0.98 7.24 a7 0.87 6.42 30
8 0.63 5.68 0.95 15.23 168 1.01 20.68 264

Besiyerler elektrolitik su cihazi 1 ile farkli pH’larda hazirlanmis sularla yapilmistir.
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4.1.3. Elektrolitik Suyun Bacillus subtilis Uzerine Etkisi

B.subtilis’in Bityiime Egrisi

Saf su, asidik ve bazik elektrolitik suyla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen
B.subtilislarin biiyiime egrileri asagidaki sekilde verilmektedir. Sekil incelendiginde,
saf suyla hazirlanan besiyerde biiyiitiilen mikroorganizmalarin elektrolitik bazik

suyla hazirlanmis besiyerlerde biiyiitiilenlere oranla daha yavas tredikleri

goriilmektedir.
3 -
2,5 -
— 2 ]
g —e— Safsu
S 15 - —s— Asidik Su
‘é 1 —s Bazk Su
0,5
0 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

123 4567 8 910111213141516
Zaman (saat)

Sekil.4.6 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen B.subtilis’in biiytime

egrisi

OD Olgiimlerinin  yapildigt noktalardan alinan numunelerde a-amilaz
aktivitelerine bakilmistir. a-amilaz aktivite degerleri asagida grafikte goriilmektedir.

a-amilaz aktivite degerleri OD odl¢iimlerine paralellik gostermektedir.
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Sekil.4.7 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen a-amilaz aktivite degerleri

Biiyiitiilen B.subtilislari, i¢inde saf suyla hazirlanan kati Mueller Hinton
besiyeri olan petrilere yayma ekim yontemiyle ekilerek hiicre sayimi yapilmustir.
Altta hiicre sayilarin1 gosteren bir tablo goriilmektedir. Bazik ve asidik + bazik (1:1)
elektrolitik sularla hazirlanan besiyerlerde saf suya oranla yaklasik 100 kat daha

fazla hiicre sayilmaktadir.

Tablo.4.7 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen B.subtilis‘in hiicre

sayilari

Besiyerler
Hiicre Sayis1 (cfu/ml) | Saf su | Asidik elektrolitik su | Bazik elektrolitik su
1x10° | 1x10° 9.5x10™
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Sekil.4.8 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerde biiyiitiilen S.aureus hiicre sayilar

A: Saf suyla hazirlanmis besiyerde biiyiitiilen B.subtilis’in hiicre sayilari. B: Asidik
elektrolitik suyla hazirlanmis besiyerde biiyiitillen B.subtilis’in hiicre sayilari. C:

Bazik elektrolitik suyla hazirlanmig besiyerde biiyiitiilen B.subtilis’in hiicre sayilari.

Biiyiitiilen B.subtilislardan elde edilen siipernatantlardaki protein miktarlari, o-

amilaz aktiviteleri ve % aktivite artiglar1 agagidaki tablolarda verilmektedir.



Tablo.4.8 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerin siipernatantlarindaki protein miktarlar1 ve a-amilaz aktivite sonuglart 1

61

Besiyerler
Saf Su pH 4 pH 10
pH 6.52 3.80 9.90
(Cr’n"‘i; +100 +45 -295
Deneme Protein Miktar1 | Enzim Aktivitesi | Protein Miktar1 | Enzim Aktivitesi % Aktivite Protein Miktar1 | Enzim Aktivitesi % Aktivite
(mg/ml) ({19)] (mg/ml) (1V) Artisi (mg/ml) ((19)] Artis
1 0.74 0.37 0.73 0.52 41 0.67 0.37 0.00
2 0.49 0.24 0.71 0.41 71 0.74 0.36 50
3 0.71 0.26 0.80 0.30 16 1.03 0.24 -7.70
4 0.55 0.47 0.86 0.53 12.80 0.82 0.47 0
5 0.42 041 0.78 0.46 12 0.93 0.58 42
6 0.50 0.52 0.76 0.69 32 0.85 0.75 44
7 1.02 0.35 0.97 0.45 29 1.32 0.59 69
8 2.70 0.75 2.8 0.80 7 3.25 0.84 12

Besiyerler elektrolitik su cihazi 1 ile farkli pH’larda hazirlanmis sularla yapilmastir.




Tablo.4.9 Farkli sularla hazirlanan besiyerlerin stipernatantlarindaki protein miktarlar1 ve a-amilaz aktivite sonuglari 2

62

Saf Su Asidik Su (Cesme Bazik Su (Cesme Asidik Su (Saf suyla) Bazik Su (Saf suyla)
suyuyla) suyuyla)
pH 6.53 3.72 10.88 4.25 9.83
ORP +125 +40 -350 +27 -324
Protein Enzim Protein Enzim % Protein Enzim % Protein Enzim % Protein Enzim %
Deneme | Miktar Aktivitesi | Miktar: Aktivitesi | Aktivite | Miktar: Aktivitesi | Aktivite | Miktar Aktivitesi | Aktivite | Miktar Aktivitesi | Aktivite
(mg/ml) | (1U) (mg/ml) | (1U) Artisi (mg/ml) | (1U) Artisi (mg/ml) | (IV) Artist (mg/ml) | (IV) Artisi
9 0.49 0.24 0.84 0.40 67 0.60 0.44 83
10 0.71 0.26 0.84 0.55 112 0.85 0.44 69
11 0.42 0.41 0.88 0.37 -10 0.81 0.48 17 1.11 0.68 66 0.99 0.63 66
12 0.53 0.37 0.67 0.42 14 0.74 0.49 33

Besiyerler elektrolitik su cithazi 2 ile ¢esme suyunun ve saf suyun elektroliz edilmesiyle olusan asidik ve bazik sularla hazirlanmstir.
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4.2. Tartisma

Bu ¢aligmada, elektrolitik asidik ve bazik suyun bakteri iiremesi ve bakteriyel
enzim iretimi lizerine etkisi ¢aligilmistir. Literatiirde elektrolitik suyun yapisi, eldesi,
kullanim alanlar1 iizerine pek c¢ok calisma mevcuttur. Literatiir tarandiginda
cogunlukla elektrolitik asidik suyun dezenfektan etkisi, elektrolitik bazik suyun ise

antioksidan etkisi {izerine ¢aligmalar yapildig1 goriilmiistiir.

Elektrolitik suyun mikroorganizmalar iizerine etkisinin incelendigi bir
calismada, E.coli kullanilmistir. Mikroorganizmalarin biiyiitiilecegi sivi besiyerler
saf suyla, elektrolitik bazik suyla, 1:1 oraninda elektrolitik bazik su ve saf su
karisimiyla, elektrolitik asidik suyla ve 1:1 oraninda elektrolitik asidik su ve saf su
karisimiyla hazirlanmistir. Degisik elektrolitik sularla hazirlanmig besiyerlerde
biiyiitiilen mikroorganizmalar saf suyla hazirlanmis besiyerde biiyiitiilenlerle
kiyaslandiginda %30-40 fark goriilmektedir. Mikroorganizmalarin degisik sularla
hazirlanmis besiyerlerde biiylime oranlarina bakildiginda ise mikroorganizmalarin
elektrolitik suyla hazirlanmis besiyerlerde saf suyla hazirlanan besiyerlere oranla ¢ok
daha cabuk biiyldiigii goriilmistiir. Belirtilen bu ¢alismada elektrolitik su, ¢aligilan
tezden farkli olarak elektroliz kabma bir miktar tuz atilarak eclde edilmistir. Bu
yontemle hazirlanan elektrolitik asidik su kullanilmadan once c¢oziinmiis suda
bulunan CI iyonlar elektrolitik asidik suyun UV iginlart altinda karistirilmasiyla yok
edilmistir. Hazirlanan besiyerlerin sterilizasyon islemi ise farkli olarak otoklavla

degil filtrasyonla saglanmistir [Imamura et al., 1998].

Tez calismasinda mikroorganizmalarin biyiitiilecegi besiyerlerin elektrolitik
suyla hazirlanmas1 canli hiicre sayiminda Onemli artiglar saglamistir. Bu
mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin aktiviteleri Aym1  sekilde

mikroorganizmalardan saglanan enzimlerin aktivitelerinde de artis bulunmaktadir.

Elektrolitik suyun ii¢ 6nemli 6zelligi bulunmaktadir. Bunlardan biri pH’sidir.
Mikroorganizmalar belirli besiyerlerde ve belirli pH degerlerinde iiretilmektedirler.
Enzimlerin her birinin maksimum aktivite gosterdikleri belirli bir optimum pH
degerleri bulunmaktadir. Farkli sularla hazirlanmig besiyerlerin pH’lar1 kontrol

edildiginde saf suyla ve diger tiim sularla hazirlanmis besiyerlerin pH’larinin esit
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oldugu gorlilmistiir. Dolayisiyla mikroorganizmalarin biiylimeside ve enzim
aktivitelerinin  artisinda  elektrolitik  suyun farkli pH’larmin  bir  etkisi
bulunmamaktadir. Elektrolitik suyun bir diger 6nemli o6zelligi diisiik molekiil
agirh@idir. Daha once de belirtildigi gibi elektrolitik su diisiik molekiil agirlig
sayesinde hiicrelerin i¢ine daha fazla alinabilir. Bu demektir ki, elektrolitik sularla
hazirlanmig besiyerler mikroorganizmalarin hiicrelerine daha fazla niifuz etmislerdir
ve daha fazla biiyiimelerine neden olmuslardir. Canli mikroorganizma sayisinin fazla
olmas1 salgilanan enzim miktarinin da fazla olmasi1 demektir. Sonug olarak deney

sonuclarindaki artislarda diisiik molekiil agirliginin 6nemli etkisi bulunmaktadir.

Calismada elektrolitik su cihazi 2 ile saf suyun elektroliz edilmesiyle hazirlanan
elektrolitik suyun da etkisi incelenmistir. Sonuglarda elektroliz edilmeyen saf suya
oranla elektroliz edilen saf suyun canli hiicre sayis1 ve enzim aktivitesi iizerine
onemli etkisi oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar artiglarin elektrolitik su hazirlarken

kullanilan ¢esme suyunun i¢erdigi minerallerden kaynaklanmadigini gostermektedir.
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