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OZET

SUT FABRIKASI ATIKSULARINDAN MIKROORGANIZMA IZOLASYONU
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Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
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Aralik 2008, 120 sayfa

Bu tez c¢alismasinda siit endiistrisi atik sularindan izole edilen farkl
mikroorganizmalar ile biyosiirfektan eldesi ve peyniraltt sularmin biyolojik
kullanilabilirligi calisilmistir. Bu amagla Atatiick Orman Ciftligi Siit ve Siit
Mamulleri Fabrikasindan alinan atik su 6rneklerinden mikroorganizma izolasyonu ve
identifikasyonu yapilmstir. izolatlarin biyosiirfektan iiretme yeteneklerini belirlemek
icin drop-collapse” yontemi uygulanmistir ve ii¢ izolatin, Yarrowia lipolytica,
Micrococcus luteus ve Burkholderia cepacia 'nin biyosiirfektan iiretebildikleri tespit
edilmistir. ~ Yarrowia lipolytica, Micrococcus luteus ve Burkholderia cepacia
tarafindan sentezlenen biyosiirfektan maddeler siras1 ile BS-1, BS-II ve BS-III olarak
kodlanmustir. Izolatlarmn MSM Kkiiltiir ortaminda iirettikleri biyosiirfektan miktarlarim
belirlemek i¢in fenol-siilfirik asit yontemi kullanilmistir ve BS-I, BS-1I ve BS-III i¢in

bulunan degerler sirastyla 728, 827 ve 656 mg/L olarak bulunmustur. Biyosiirfektan



madde tiretimi lizerine optimum kosullar1 belirlemek i¢in pH etkisi, azot kaynag,
karbon kaynagi, EDTA konsantrasyonunun etkisi arastirilmigtir. Belirlenen optimum
kosullar ile modifiye edilen peyniralt1 suyu, biyosiirfektan madde iiretiminde temel
besiyeri olarak kullanilmistir. BS-I, BS-II ve BS-III'iin yapilart FTIR analiziyle ve
ozellikleri ylizey gerilimi, emiilsiyon testi, antimikrobiyal etki, hemoliz aktivitesi ve
agir metal giderme testleri ile belirlenmistir. Biyosiirfektan eldesi ve karakterizasyon
calismalar bittikten sonra izolatlar, biyosiirfektan iiretimi i¢in peyniralti suyu ile 10
giin 35°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda BS-I, BS-II ve BS-III
miktarlar1 sirasiyla 946 mg/L, 992 mg/L ve 1115 mg/L olarak tespit edilmistir.
Ayrica bu ¢alismada peyniralti atik sularinin biyodegradasyonu (laktoz, protein ve
yag biyodegradasyonu) da ¢alisilmistir. Yarrowia lipolytica, Micrococcus luteus ve
Burkholderia cepacia tarafindan degrade edilen protein oranlari sirastyla % 76.6, %
50 ve % 66.6 olarak bulunmustur. Degrade edilen karbonhidrat oranlar1 ise sirasiyla
% 8.41, % 37.8 ve % 35.3 olarak saptanmistir. Son olarak degrade edilen yag

oranlar1 sirasiyla % 22.9, % 51.7 ve % 31.3 bulunmustur.

Bu caligma, siit endiistrisi atiklarindan biri olan peyniraltt sularinin,
biyosiirfektan iiretimi i¢in ucuz ve uygun mikrobiyal biiyiime sagladigini ve ticari
Ol¢ekte biyosiirfektan iiretiminde peyniralti sulariin sentetik ortamlara gére daha iyi
substratlar oldugunu gostermistir. Boylelikle ¢evre i¢in 6nemli bir tehdit unsuru olan
peyniraltt sularinin degerlendirilmesiyle hem biyosiirfektan ekonomik olarak

tiretilmis hem de biyolojik olarak parcalanmastir.

Anahtar Kelimeler: Biyosiirfektan, peyniralt1 atik suyu, biyodegradasyon



ABSTRACT

MICROORGANISMS ISOLATION FROM MILK FACTORY WASTEWATERS

AND BIOSURFACTANT PRODUCTION

YILMAZ, Fadime
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Aysun Ergene

December 2008, 120 pages

In this study, biosurfactant production and bioavailability of whey wastewater
were studied with isolated different microorganisms from Atatiirk Forest Farm Milk
Factory wastewaters. For this purpose, five different strains were isolated and
identified. In order to determine the biosurfactant production, the ‘“drop-collapse”
method was applied and it was determined that only three strains Yarrowia lipolytica,
Micrococcus luteus and Burkholderia cepacia were able to produce biosurfactant.
Biosurfactants produced by Yarrowia lipolytica, Micrococcus Iuteus and
Burkholderia cepacia were coded as BS-1, BS-II and BS-III, respectively. In MSM
culture medium, amount of biosurfactants produced by isolates were measured by
phenol-sulfiric acid method and production capacity of BS-I, BS-1I and BS-III were

determined as 728, 827 ve 656 mg/L, respectively. The effects of pH, nitrogen



source, carbon source and concentration of EDTA were studied to determine
optimum conditions on biosurfactant production. For biosurfactant production, whey
wastewaters were modified with determined optimum conditions and used as basal
medium. Structures of biosurfactants were searched with FTIR analysis and the
properties were analyzed with surface tension, emulsion, antimicrobial effects,
hemolytic activity and removal of heavy metals tests. After biosurfactant production
and characterization studies were completed, isolates were incubated with whey
wastewaters were at 35°C for 10 days for biosurfactant production. At the end of the
incubation period, amount of BS-I, BS-II and BS-III were measured as 946 mg/L,
992 mg/L and 1115 mg/L, respectively. Further in this study biodegredation of whey
wastewaters (lactose, protein and lipid degredation) was studied. Rate of protein
degradation by Yarrowia lipolytica, Micrococcus luteus and Burkholderia cepacia
were determined as 76.6%, 50% and 66.6%, respectively. Rate of carbohydrate
degradation by the isolates were determined as 8.41%, 37.8% and 35.3%,
respectively. Finally rate of lipid degradation were found respectively 22.9 %, 51.7

% and 31.3 %, respectively.

This study showed that using whey wastewater is an effluent of milk factory
waste became an appropriate medium for microbial growth and cheaper proses on
biosurfactant production and also on commercial production of biosurfactants, whey
wastewaters are the better substrates than artificial mediums. So, with using this
effluent being an important threat factor for enviroment, not only biosurfactant was
produced economically but also whey wastewater was degraded biologically by the
isolates.

Key words: Biosurfactant, whey wastewater, biodegradation
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1. GIRIS

Hem dogal hem de sentetik siirfektanlar uzun yillardan beri ticari amagla ¢ok
cesitli endiistrilerde kullanilmaktadir. Ozellikle makine sanayi ve motor yaglari
endiistrisinde, ¢evre biyoteknolojisinde, gida endiistrisinde ve kozmetik sanayinde
her giin artan ham madde talebini karsilamak amaciyla siirfektan elde etme
proseslerini gelistirme yoniindeki projeler hizlanmustir. Ulkemizde ise iiretim
prosesleri yerine ham madde ithali 6nemli doviz kaybina yol agmaktadir. Sonug
olarak ¢ok degisik endiistrilerde O6nemli bir ham madde olan biyosiirfektanin,
bakteriyal kaynaklardan eldesi giindeme gelmistir'. Bu ¢alismada cevre kirliligi
unsuru olan peyniralti sular1 kullanilarak biyostirfektan eldesi amaglanmistir. Bu
yolla hem ¢evre kirliliginin etmenleri azaltilmis hem de {iretimi zor ve maliyetli olan
biyosiirfektan madde eldesi saglanmis olacaktir. Patel ve Desai'” biyosiirfektan
tiretiminde karbon kaynagi olarak melas1 kullandiklarii rapor etmislerdir.
Deshpande ve Daniels® ise, C. bombicola ile sophorolipid iiretiminde hayvansal yag
kullanildigint rapor etmislerdir. Bu tiir karbon kaynaklar1 besleyici 6zellige sahiptir.
Seker pancar1 fabrikasyonunun yan iriinii olan melas yem sanayi, alkol, maya,
kimya, kozmetik, gibi bir¢ok iiretim kollunda girdi olarak kullanilmaktadir. Cevre
acisindan kirlilik yaratmayan melas, ayrica toz komiiriinde yapistirici olarak da
kullanilmaktadir. Bu tiir kaynaklar yerine karbon kaynag: olarak siit endiistrisi atig1
olan peyniralti sularmin kullanilmas1 hem ekonomik a¢idan hem de cevresel
kirliligin giderilmesi acisindan dnemli bir avantajdir. Tez kapsaminda, siit endiistrisi
atiklar1 ile kontamine olmus kirli sularin biyolojik olarak giderimi ve

mikroorganizmalar tarafindan iiretilen biyosiirfektanlarin izolasyonu



amaglanmaktadir. Bu yolla cesitli endiistrilerde yaygin bir sekilde kullanilan
stirfektanlarin  liretimi ile yurt disina bagimliligimiz azalacak ve sonuglarin

ticarilestirilme potansiyeli artacaktir.

Suda ¢oziiniirliigi diisiik olan hidrofobik bilesiklerin (siitteki yag asitleri
gibi) mikrobiyal biyodegradasyonu kisitlanmaktadir. Mikroorganizmalar tarafindan
uretilerek ekstraselliiler olarak ortama salinan siirfektan maddeler, hidrokarbon ve su
arasindaki yiizey gerilimini indirgeyerek, hidrokarbonlari emiilsifiye etmektedir.
Ayrica siirfektanlar tarafindan suda ¢oziintirliigli diisiik olan hidrofobik gruplarin
ylizey alaninin ve biyolojik uygunluklarinin arttirilmast ile bu tiir bilesiklerin
biyolojik olarak parcalanmasi kolaylasmaktadir. Biitiin bu veriler ile calisma
kapsaminda, siit endiistrisi atiklarinin biyolojik olarak iyilestirilmesi hedeflenmistir.
Bu amagla Atatiirk Orman Ciftligi Siit ve Stit Mamulleri Fabrikasindan alinan atik su
orneklerinden mikroorganizma izolasyonu yapilmustir. izolatlarm identifikasyonu
yapildiktan sonra, atik su ile etkilestirilerek laktoz, protein ve yag asiti degradasyonu

arastirilmistir.

1.1. Kaynak Ozetleri

(Cagdas yasamin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan kirlilik, glinlimiizde {izerinde
en ¢ok durulan ancak, en az ¢6ziim getirilebilen konulardan birisidir. Cevre kirliligi
16. Yiizyilldan sonra baslamistir. Bu tarihe kadar tarimsal iiretim potansiyelinin
diisiik olmasi, kitliklar ve salginlar nedeni ile diinya niifusunda kayda deger bir artis
olmamistir. Bu tarihten sonra tipta, endiistride ve tarimda goriilen gelismeler
dogrudan diinya niifusunun artmasina yol a¢mis, artan niifusun ve kentlesmenin

gereksinmelerini karsilayabilmek icin tarimda ve endiistride "daha c¢ok iiretim"



zorunlulugu ortaya ¢ikmis, bu kez daha cok iiretim daha c¢ok artik ve atik olusmasina
neden olmus ve bunun sonucu olarak cevre kirlenmesi goriilmeye baslamistir.
Ozellikle 1970'i yillarla baslayan donemde teknolojideki gelismelere bagh olarak
tiretimde ve tiketimde goriilen bas dondiiriicii artislar ekolojik dengede ciddi

bozulmalara yol agmustir.

Sanayilesmenin olusturdugu c¢evre sorunlarinin Oncelikli anlami son
zamanlarda biiyiik Olglide degismistir. 1970'li yillarin baginda ¢evre kirlenmesi
sadece hava, su ve topragin kirlenmesi olarak tanimlanirken ve g¢evrenin her tiirli
atig1 kabul eden serbest bir mal oldugu diisiiniiliirken, bu giin bu deger yargilari
tiimiiyle degismis, ¢cevrenin de bir kaynak oldugu, zamanla kirlenerek tiikenebilecegi

ve bu kaynagin da kullaniminin bir maliyeti oldugu anlasilmigtir.

Cevre kirliligini olusturan temel unsurlar evsel ve endiistriyel atiklardir.
Atiklarin ¢evre kirliligi olusturmayacak sekilde baska yerlerde degerlendirilmesi ya
da parcalanarak dogaya verilmesi ile ¢evre kirlenmesi en aza iner ve bu denli kiiclik
bir kirliligi dogal siirecler zaten temizleyebilir. Ekolojik dengenin bozulmasinda
atitklar en Onemli payr almakla beraber, asir1 ve bilingsiz avlanma, topragi
sOmiirlircesine yapilan tarim da ekolojik dengeyi bozmakta, dolayli olarak dogal
temizleme siireclerini olumsuz yonde etkilemektedir. Cevre kirlenmesinin tiimiiyle
ortadan kaldirilmas1 bugilinkii teknolojik, ekonomik olanaklar ve ¢evre bilinci
acisindan olas1 degildir. Tiim modern yasamdan vazgecilmesi halinde elde edilecek
olan sadece daha cok kirlenmenin durdurulmasi olacak, ancak bugiine kadar olan
kirliligin birikintisi uzun yillar devam edecektir. Bu durumda yapilmasi gereken sey
bir yandan daha ¢ok kirlenmenin olabildigince Onlenmesi, 0te yandan mevcut

kirliligin temizlenmesidir™.



1.1.1. Endiistriyel Kirlenme

Sanayi ve ticaretin gelismesi ucuz iiretim girdilerinin saglanmasina baglidir.
Sanayilesmenin ¢evre kirliligi lizerindeki asil olumsuzlugu dogrudan kirliliktir.
Tiirkiye gibi sanayilesme siirecini devam ettiren {ilkelerde yine ucuz iiretim amaci ile
ucuz yakit kullanilmakta, iiretim geregi olarak ortaya cikan artiklar dogrudan alict

kaynaklara verilmekte, sonucta hava, su ve toprak kirlenmektedir'®.

Tim diinya iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de endiistriyel alandaki
yatirnmlar giderek artmakta; gelisen endiistriyel etkinliklere ve evlerden olusan
atiklara bagli olarak doganin dengesi bozulmakta ve bdylece Onemli cevresel
sorunlar olusarak insan yasamini olumsuz etkilemektedir. Ekolojik dengenin bu
sekilde bozulmasi ¢evre kirlenmesi olarak kabul edilmektedir. Endiistriyel kirlenme,
gerek karsilasilan kirlenme sorunlarinin ¢ok ve cesitli olmasi gerekse doganin
korunmasi ve bu amagla alinacak Onlemlerin dengesi yliziinden en karmagsik
kirlenme seklini olusturmaktadir. Endiistriyel atik sularin hi¢bir islem uygulanmadan
alict su ortamlarina atilmasi bugiin gelisen diinyanin en tehlikeli ve Onemli

sorunlarindan birisidir.

Ulkemizde ise 20. yiizyilin ortalarinda baslayan ve giderek hizlanan
endiistrilesme siirecinde, 6zellikle gida, tekstil, kimya gibi sektorler 6ne ¢ikmaktadir.
Gida sektoriiniin 6nemli bir yan kolu olan siit ve siit liriinlerinin iiretimi ve islenmesi,
hem {iretim kapasitesi hem de ¢evreye verdigi kirlilik yiikii bakimindan iilkemizde

6nemli bir yer tutmaktadir®.



1.1.2. Siit ve Sut Endiistrisi Atiklar:

Yurdumuzda hayvanciligin gelismesi, yeni irklarin 1slahi ile baslamis, iklim
sartlarinin yeni kiiltiir irklarinin gelismesine daha miisait olmasi sonucu, Trakya ve
Ege Bolgelerinde hayvancilik daha fazla gelismistir. Giliniimiizde 1980 yillarla
birlikte entegre siit ve siit lirtinleri tesisleri artmistir. Bu gelisime bagh olarak siit ve siit
endiistrisi de onemli asamalar kat etmistir. Siit, dogrudan tiiketime sunuldugu gibi,
kisa siirede Ozelliklerini yitirdiginden dolay1 cesitli iirlinlere de islenmektedir. Bu
iiriinlerin yaninda artiklar da elde edilmekte ve siitteki besin maddelerinin 6nemli bir
kismu bu atiklara gegmektedir. Son yillarda siit ve siit tirtinleri endiistrisi gelistikge bu

endiistrilerin olusturdugu kirlilik de gittikce artmaktadir'®.

Siit ve siit iiriinleri isletmelerinde olusan atik su kaynaklari; 1sitma ve
sogutma sistemlerinden gelen sular, tesis ve makinelerin yikanmasindan gelen atik
sular ve peyniralti sularidir. Atik su miktar ve ozellikleri, iiretim sekli ve {iriin
cesidine baglh olarak farklilik gdstermektedir. Peyniralti suyu disinda olusan atik
sular, siit endiistrisinde atik su miktarinin biiyiik, kirlilik ytlikii bakimindan ise kii¢iik
bir kismini olusturmaktadir. Siit endiistrisinde toplam kirlilik yiikiiniin biiyiik kismini
peyniralt: sulari olusturmaktadir™. Hayvansal protein, yag, seker, madensel
maddeler iceren bu atiklar pek ¢ok iilke tarafindan degisik sekillerde
degerlendirilmektedir. Peynir ve kazein teknolojisinden arta kalan peyniralt1 suyu,
stit endistrisinin en fazla iirettigi yan tirlinlerindendir. Kuru maddesinin diisiik olusu,
siit gibi kolayca bozulabilir olusu ve tasimasinin ekonomik olmayist gibi nedenlerden
dolay1r degerlendirilmesi en problemli atiktir ve {ilkemizde de birka¢ modern
isletmede degerlendirilmektedir. Kimi zaman hayvanlara verilmekte ya da tarlalara

dokiilmekte, kimi zaman da kanal ve akarsulara atilmaktadir®.



Sekil 1.1. Siit fabrikasi atik sular”’

1.1.3. Siit Endiistrisi Atiklarinin Diinyadaki ve Tiirkiyedeki Durumu

Diinya siit endiistrisinde en dnemli siit atig1 peyniralti suyudur. Bu nedenle
yapilan sayisiz aragtirmalarin ve teknolojik caligmalarin peyniraltt suyu ile ilgili
oldugu goriilmektedir. Giinde tonlarca peynir iireten dev tesisler i¢in, peyniralti suyu
cok biiylik bir sorun olusturmaktadir. Diinyada 72 milyon ton peyniralti suyu elde
edildigi tahmin edilmektedir. Avrupa Ekonomik Topluluguna iiye iilkelerde toplam
peyniralti suyu miktarinin ise yaklasik 24 milyon ton oldugu arastiricilar tarafindan
one siiriilmektedir. Dolayisiyla yapilan her 10 arastirmadan 9’u peyniralti suyu ile

ilgili bulunmaktadir™.

Ulkemizde yillik siit {iretiminin % 4 kadar1 tereyaginda, % 2 kadar1 da peynir
tiretiminde kullanilmaktadir. Ancak iilkemiz siit¢iiliigli hala kiiclik aile igletmeleri
veya mandiralar goriiniimiindedir. Tiirkiye’de {retilen siitin ancak % 10-15

kadarinin modern teknolojinin gerektirdigi sartlarda, siit fabrikalarinda islendigi



kabul edilmektedir. Siit gibi degerli bir besin maddesinin ¢ogunlukla kiigiik kapasiteli
isletmelerde ve yetersiz bilgi ile islenmesi sonucu siit atiklarinin degerlendirilmesi de
giiclesmektedir. Tiirkiye’de toplam siit liretiminin % 60’11 bulan énemli bir kismi1
tereyagi ve peynir gibi mamullere iglenmektedir. Yani toplam tiretilen siit miktar1 6
milyon ton olarak alinacak olursa, Tirkiye’de her yil 3—6 milyon ton siit 6nemli
miktarlarda siit atiklar1 veren siit iirlinlerine islenmektedir. Bu durumun ekonomik
Onemi, siit atiklarinda ¢ogu kez degerlendirilmeden atilan ve kaybolan yag, protein,
laktoz ve mineral maddeleri miktarima bakilarak ortaya cikar. Cizelge 1.1°de
modern teknolojinin uygulanmasi halinde elde edilebilecegi hesaplanan toplam
protein miktart 103104 ton olup Tiirkiye niifusunun hayvansal protein gereksinimini

belli bir siire i¢in karsilamada yardimci bir kaynak olabilir®.

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de yilda elde edilen siit atiklarindaki besin miktar (ton)

Yayik alt1 Peyniralt1 suyu Toplam
Yag 13524 9942 23446
Protein 93984 9120 103104
Laktoz 109737 48245 157982
Mineral maddeler 18931 6182 15113




1.1.4. Peyniralt1 Suyu ve icerigi

Peyniraltt suyu, siit bilesenlerinden laktoalbumin ve laktogulobilin gibi
serum proteinleri ile degisen diizeylerde laktoz, yag, mineral madde, proteinler igeren
ve peynir yapimi sirasinda siizme sonucunda olusan Onemli bir yan iirtindiir®.
Peyniralt1 suyunun bilesimi peynire iglenen siitlin bilesim ve kalitesine, peynir yapim
teknigine, pthtilasmada kullanilan maya veya asit miktari ile kalitesine, pthtilagtirma
stiresi ve sicaklik gibi bir¢ok parametreye baghdir. Siit kuru maddesinin yaklasik %

45-50’si peyniralti suyuna geger(lo).

Degerlendirilemeyen peyniraltt  suyu,
kanalizasyonlara verilerek biiyiik bir c¢evre problemi olusturmaktadir. Ozellikle
kiigiik olcekli siit isleme tesislerinde peyniralti suyunu isleyebilecek alt yap1
imkanlar1 olmadig1 i¢in bu yan iriin degerlendirilememekte ve kanalizasyonlara
verildigi igin ¢evre kirlenmesine neden olmaktadir. Ulkemizde 2002 yilinda
istatistiklere girmis olan siit iiretim miktar1 8.408.566 tondur'". Bunun yaklasik %
20’sinin peynire iglendigi kabul edilirse islenen siit miktar1 yaklagik olarak 1.681.732

tondur®

. Peynir yapiminda kullanilan siitiin yaklasik olarak % 70-90’lik kismi
peyniralt1 suyu olarak elde kalir. Bu da 1.17-1.51 milyon ton peyniralti suyu olustugu
anlamina gelir. Bu miktarin ne kadarinin islendigi tam olarak bilinmemekte fakat

isletmelerin ¢ogunda peyniralt: suyu isleme tesislerinin olmadig1 ortadadir.

Ulkemizde genel olarak peynir isleme tekniginin yetersizligi, yerli
peynirlerde randimanmi disiiriirken, peyniralti suyunun miktar ve bilesimini
zenginlestirmektedir. Ozellikle yag ve proteinin énemli bir kismi peyniralt1 suyuna
geemektedir. Peyniralti suyunun bilesiminde yaklasik olarak % 6.96 oraninda siit
kuru maddesi bulunmaktadir. Bunda % 0.36 yag, % 0.84 protein, % 5.76 laktoz ve

tuzlar, % 0.2 kadar laktik asit yer almaktadir. Bu degerler c¢esitli etkenlere bagl



olarak degismektedir. Siitiin bilesimi ve kullanilan peynir isleme yontemlerine gore
icerik degismektedir. Peyniralti suyunda vitaminler de yer almaktadir. Vitamin A
cogunlukla yagla birlikte peynire ge¢mekte cok az bir kismi peyniraltt suyunda
kalmaktadir. Vitamin B1l, B2 ve C suda c¢oziindiiklerinden peyniralti suyunda
kalmaktadir. Vitamin D ¢ok az bulunmaktadir. Bunlardan baska peyniralti suyunda
potasyum oksit % 0.188, sodyum oksit % 0.075, kalsiyum oksit % 0.071,
magnezyum oksit % 0.018, demir oksit % 0.001, fosforpentoksit % 0.11, klor %
0.107 ve kiikiirttrioksit % 0.029 kadar bulunmaktadir™. Peynir yapimindan kalan
yaklasik % 4-5 oraninda laktoz igeren peyniralti suyu mikrobiyolojik islemler i¢in
iyl birer ham madde kaynagidir. Peyniralti suyunda bulunan kalsiyum, fosfor ve
laktoz besin degerini yiikseltmektedir. Peyniralti suyu proteinleri yiiksek nitelikli
olup hayvanlarin beslenmesinde 6nemli bir kaynaktir. Peyniralti suyu bilesimi,
iretilen peynir ¢esidine gore degismekle beraber, ortalama bilesim degerleri Cizelge

1.2°deki gibidir.

Sekil 1.2. Peyniralti suyu®



Cizelge 1.2. 100 mL peyniralt: suyunun kimyasal bilesimi®

Bilesen Miktar Ol¢ii Birimi
Kuru madde 6.3-7.0 g
Yag 0.05-0.4 g
Ham protein 0.85-1.15 g
Karbonhidrat 4.6-5.2 g
Kiil 0.5-0.6 g
Laktoz 4.6-5.2 g
Laktik asit 0.05-0.2 g
Sitrik asit 0.14-0.17 g
Kazein 0.04-0.05 g
a-laktoglobulin 0.12 g
B-laktoglobulin 0.32 g
Serum alblimiin 0.40 g
Immiinoglobulinler 0.70 g
Na 36-51 mg
K 140-160 mg
Ca 40-50 mg
Mg 8-10 mg
Fe 0.10 mg
Cl 70-120 mg
P 40-55 mg
S 15-18 mg
Tiamin 0.03-0.05 mg
Riboflavin (B2) 0.1-0.16 mg
Piridoksin 0.04-0.07 mg
Vitamin C 0.9-1.5 mg
Vitamin A 0.002-0.004 mg
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Peynircilikte i1yi bir teknik uygulandiginda peyniralti sularindaki yag
miktarlart % 0.3-0.5 oranlarinda iken, bizde genellikle peyniralti sularinin % 1.0-1.5
oranlarinda yag igerigi goriilmektedir. Peyniralti sularindaki protein i¢inde gegerli
olan bu hususlar nedeniyle yabanci iilkelerde yapilan peynirlerin suyunda % 1
civarinda olan azotlu madde miktar1 bizde % 1.5°’1 agsmaktadir. Peyniralt1 suyu iki
sekilde elde edilmektedir. Birincisi asitligin arttirilmasiyla olusan {riinlerin artigi
olan “asit peyniralt1 suyu”, ikincisi ise peynir teknolojisinde kullanildig1 gibi maya
enzimi ile olusan “maya peyniraltt suyu” dur. Siitii pihtilastirmada kullanilan
maddenin maya veya asit olusuna gore, elde edilen peyniralti suyunun bilesimi farkl
olur. Genel olarak asitle pihtilastirilmig peyniraltt suyunun maya peyniralt1 suyundan

besin degeri acisindan daha zengin oldugu goriiliir.

Cizelge 1.3. Pihtilasma Seklinin Peyniralt1 Suyu Bilesimi Uzerine Etkisi®

Bilesimi (%) Maya Asit
Su 93.00 93.00
Kuru madde 7.00 7.00
Yag 0.30 0.10
Protein 0.90 1.00
Laktoz 4.90 5.10
Mineral madde 0.60 0.70

11



Peynir yapiminda siitiin kazeini kullanildig1 i¢in peyniralti suyunda kalan
protein, serum proteinleri dedigimiz laktoalbumin ve laktoglobulinden ibarettir.
Siitiin baglica proteini ise bilindigi gibi kazeindir. Siitiin i¢inde bulunan laktozun

peynir yapiminda hemen hemen tamami peyniralti suyuna gegmektedir™”

1.1.5. Peyniralti Suyunun Onemi

Icerdigi besin dgeleri ve dzellikle peynir iiretiminde de fazla miktarda elde
edilmesi peyniralti suyunun degerlendirilmesinin 6nemini arttirir. Besin 6geleri kadar
onemli bir konu da, peyniralti suyunun c¢evreye verdigi zararlardir. ABD’ de agiga
¢ikan peyniralt1 suyunun 115 milyon ton, Fransa’da 6.7 milyon ton, Almanya’da da
4.5 milyon ton seviyelerine ulastigi, ililkemizde ise bu degerin 1.4 milyon ton
diizeyinde bulundugu bildirilmistir'?. Peyniralti suyunun besin maddeleri iceriginin
az olmasina karsin cesitli olusu ve bir yilda iiretilen miktar dikkate alindiginda bu
atigi, atikliktan ¢ikip 6nemli bir gelir kaynagi haline gelmesi gayet dogaldir.
Ulkemizde yilda 200.000 ton dolayinda peynir iiretildigi ve bu peynirden elde edilen
peyniraltt suyunun ortalama 800.000 ton oldugu tahmin edilmektedir. Yurdumuzda
yilda tiretilen 6.000.000 ton siitiin yaklasik % 60 kadar1 yani 3.600.000 tonu tereyagi
ve peynire islenir. Bunlardan elde edilen atiklarin c¢ok az kismi basit sekilde
degerlendirilmektedir. Bu atiklarin 6nemli bir boliimii ise isletmelerin daginik
olmasi, olanaksizlik ve bilgisizlik gibi nedenlerden dolay1 degerlendirilememektedir.
Bu nedenle peyniralti suyunun dokiilmesiyle iilkemizde 9942 ton yag, 9120 ton
protein, 48245 ton laktoz, 6182 ton mineral madde kaybi olabilecegi hesaplanmistir.
Goriildiigii gibi son yillara kadar atik goziiyle bakilan siit atiklari iilkemizin

hayvansal protein gereksinimine biiyiik 6lgiide katkida bulunacak durumdadir®™.
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1.1.5.1. Peyniralti Suyunun Degerlendirilmesi

Son yillarda siit sekeri, serum proteinleri, vitaminler ve mineral maddeler
igeren, bir ham madde olarak cesitli iirlin teknolojilerinde kullanilan peyniralti
suyunun degerlendirilmesine yonelik ¢aligmalar yogunluk kazanmistir. Diinya
genelinde iiretilen peyniralti suyunun yaklasik % 50 kadari islenmekte ve cesitli
besin iriinlerine doniistiriilmektedir. Bu miktarin yaklagik % 45’1 dogrudan sivi
formda, % 30’u tozlagtirilmig peyniralti suyu formunda, % 15’1 laktoz ve laktoz yan
triinleri seklinde, geri kalan1 ise peyniralti suyu proteini konsantresi olarak
kullanilmaktadir. Peyniralti suyunun BOI degerinin % 75’inden fazlas1 biyogaz,
etanol, tek hiicre proteini ve diger pazarlanabilir iirlinlere doniistiiriilerek ya da
dogrudan biyolojik aritim yontemleri ile giderilmektedir. Bununla beraber diinya
peyniraltt suyu tiretiminin % 50’ye yakin kismi1 halen atik olarak akarsulara, gollere
ve denizlere bosaltilmaktadir. Yine de her gecen yil diinyada olusan yillik peyniralti
suyu miktar1 artmakta, beraberinde bunun kullanimi i¢in gereken yeni aritim ve

) Bu durumda hem 6nemli Olclide besin israfina

isleme siirecleri gelistirilmektedir
hem de aritilmadan alic1 ortamlara verilebilen bu tiir atik sular ¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Siitgiiliikle ugrasan isletmelerin genellikle ¢ok diisiik kapasiteli olmasi
pek ¢ok yan iiriiniin {iretilmesini engellemektedir. Peyniraltt suyundaki yiiksek siit
sekeri igerigi dolayisiyla bazi tesislerde bu sekerin bir kismini kristalize laktoz olarak
elde edeilmekte, daha sonra temizlenerek ilag ve sekerleme endiistrisinde
kullanilmaktadir. Biiyiik kapasiteli isletmelerde peyniralti suyunun degerlendirilmesi
yoluna gidilmektedir. Ancak, peynir liretimimizin biiylik bir cogunlugunun yapildigi
mandiralarda bdyle bir degerlendirme yapilamamaktadir. Avrupa iilkelerinden

Hollanda basta olmak iizere Italya, Fransa gibi iilkelerde peynir alt1 suyu kurutularak

degerlendirilmektedir'”.
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Ulkemizde de peyniralti suyunun degerlendirilmesi igin gereken yatirimlar
desteklenmelidir. Birgok kiiciik isletme peyniralti suyunu degerlendirmek amacyla,
bu suyu kaynatarak lor elde ediyorsa da, bunun ekonomik degeri nispeten sinirlt
kalmaktadir. Peyniralt1 suyundaki % 1.5 oranindaki kati madde lor olarak
alinmaktadir. Ancak, peyniralti suyunda % 5.5-6.6 oraninda kati madde
bulunmaktadir. Toz haline getirildiginde bunun tamami alinmaktadir. Kiigiik
isletmeler tarafindan yapilan bu lor alma isleminden sonra yine atik su olusmakta,
dolayisiyla kirletici etkisi giderilememektedir. Toz haline getirme islemindeyse, su
tamamen ucuruldugu i¢in herhangi bir atik su olugmamakta ve durum c¢evre
kirliliginin 6nlenmesi agisindan onem tagimaktadir. Peyniralti suyunun asit ve yag
orani yiikksek bir materyal olmasi nedeniyle aritilmasi da pahali olmaktadir. Bugiin
iilkemizde siit isletmeciligi yapan tesislerin ¢ogunun ilkel sartlarda calisan kiiclik
kapasiteli isletmeler olmas1 aritma igin gerekli olan altyapinin yapilmasin1 ekonomik
acidan giiclestirmekte, bu nedenle ¢ogu isletme aritma tesisi yapmaktansa bu sulari

dogrudan alic1 ortama vermeyi tercih etmektedirler'”.

1.1.6. Sut Atiklarinin Yarattigi Cevre Kirliligi

Siit atiklar1 ¢evreye oldugu gibi atildig1 zaman, bu atiklarda bulunan organik
maddelerin atildiklar1 yerlerde 6zellikle akarsularda, gollerde ve hatta denizlerde
neden olduklar kirlenmenin ekolojik ve ekonomik 6nemi, sayisiz yerli ve yabanci
arastirmalarda ve yaymnlarda vurgulanmistir. Siit fabrikalar1 atiklarinin igerisinde
mikroorganizmalarin ¢ogalmast icin gerekli olan besin maddeleri bulunmaktadir.

Bununla beraber bu atiklar sinekler, bocekler, kemiriciler i¢cin de énemli bir besin
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kaynagidir. Mikroorganizmalar i¢in iyi bir ortam olusturmasi ve igerisindeki organik
ve inorganik maddeler nedeniyle toksik maddelerin meydana gelmesi, hatta patojen
organizmalarin bulunmasi nedeniyle, siit fabrikas1 atiklar1 halk sagligi acisindan
oldugu kadar, diger canlilar agisindan da potansiyel bir kontaminasyon kaynagidir.
Siitiin Uretilmesi, taginmasi, depolanmasi ve satis1 sirasinda meydana gelen atiklar
gaz, s1v1 ve kat1 halde bulunurlar. Ozellikle atiklarm, herhangi bir islem yapilmadan
atilmalar1 halinde uygun hava kosullar1 altinda meydana gelecek biyolojik pargalar,
birgok kotii kokulu gazin cevreye yayilmasina, toksik maddelerin olugsmasia ve

¢evrede yasayan tiim canlilarin zarara ugramasina neden olurlar''?,

Siit endiistrilerinden gelen atiklar agir yaglar igermektedir. Bu tip atiklar
kanalizasyon sistemlerinin tagima kapasitesi iizerine ters etkiler yapar. Bu nedenle
yagli maddelerin alic1 sulara ve kanalizasyon sistemlerine verilmesinde bazi kurallar
ve kisitlamalar konulmustur. Yag, aritma tesislerinde ¢esitli problemlere yol
acmaktadir. Yiiksek yag igerikli atiklardan en Onemlilerinden olan et, bitkisel yag,
margarin ve silit endiistrilerinden gelen atiklarda kopiik problemi olduk¢a onemli
olup, evsel kanalizasyon sistemlerine bu tip atiklarin dogrudan verilmesi sakincalidir.
Su yataklarinda kirlenmeye neden olan yaglar su yiizeyini kaplayarak su kuslar1 igin
cok cazip hale gelmekte, yag lizerine konan kuslarin tliyleri yaga bulanmaktadir.
Neticede kuslarin u¢ma kabiliyeti azalmakta, 1smmlama yoluyla viicut 1sis1
kaybolmakta ve hayvanlar Olmektedir. Bu sekilde yaga bulanmis kusglarin
kurtarilmasi son derece zordur. Sulardaki yagli maddelerin su c¢evresindeki hayata

etkileri su sekilde 6zetlenebilir:
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1. Serbest yag ve emiilsiyonlar alglerin ve fitoplanktonlarin {izerine

stvanarak onlar tahrip ederler,

il. Yaglarin bir tabaka halinde suyun yiizeyini kaplamasi su ortamina

havadan oksijen girmesini onler.

iii. Yaglarin bir kismi dogrudan zehirleyici 6zellige sahiptir (fenoller

gibi) ve organizmalari zehirleyerek tahrip eder,

1v. Yagh sularda baliklarin solungaglar1 ve viicutlar1 yaga bulanarak

soluk almalar1 giiclesir ve neticede 6liime kadar gidebilir,

Boyle sularda yasayan balik ve midyeler 6lmeseler bile yagin kokusunu ve
tadin1 absorbe ettikleri i¢in etlerinin kalitesi bozulur ve uzun siire yenmeleri miimkiin
olmaz!'?. Kisaca peyniralti sularinin, herhangi bir islem yapilmadan atilmas1 halinde
meydana gelecek biyolojik parcalar ekosistem igersisindeki tiim organizmalari
etkilemektedir. Bu tiir bilesikler atmosfer ve sucul ortam arasindaki gaz aligverisini
engelleyerek sudaki ¢Ozlinmiis oksijen konsantrasyonunun diismesine neden
olmaktadirlar. Ayrica bu tiir bilesikler 151k gegirgenligini azaltarak deniz ortamindaki
yasam i¢in ¢ok dnemli olan fotosentez olayin1 engellemektedir. Cevre kirlenmesinin
timiiyle ortadan kaldirilmasi bugilinkii teknolojik, ekonomik olanaklar ve c¢evre
bilinci acgisindan olast degildir. Tiim modern yasamdan vazgecilmesi ile sadece daha
cok kirlenmenin durdurulmasi saglanabilir, ancak bugiine kadar olan kirliligin
birikintisi uzun yillar devam edecektir. Bu durumda yapilmasi gereken sey bir
yandan daha c¢ok kirlenmenin olabildigince dnlenmesi, 6te yandan mevcut kirliligin

temizlenmesidir'®.
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Bugiin teknolojisi ileri {ilkelerde tesis temizlemede kullanilan sular dahil siit
fabrikalarinda elde edilen atiklar higbir isleme tabi tutulmadan oldugu gibi ¢evreye,
akarsulara atilamazlar. Bunun i¢in bu {ilkelerde yasal onlemler alinmistir. Zira
isletmeden g¢evreye atilacak peyniralti suyu ve yayik alti, atildiklart ortamda bulunan
oksijeni tiiketmekte ve hayati yok etmektedir. Siit endiistrisi, yliksek oranda organik
madde igeren, biyolojik oksijen ihtiyac1 (BOI) ve kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI)
konsantrasyonlar1 yiiksek, kuvvetli karakterde atik sular tiretmektedir. Cizelge 1.4.

bu konuda fikir vermektedir®.

1.1.6.1. Biyolojik Oksijen ihtiyac1 (BOI DEGERI)

Cevre kirlenmesinde 6l¢ii olarak BOIs degeri olarak ifade edilen bu deger,
kirli sulardaki organik maddeleri pargalamak i¢in mikroorganizmalarin kullandig
oksijen miktarim1 belirtir. Bir litre peyniralti suyu i¢in bu deger 40 g/L olarak
saptanmigtir. Oysa bir insanin giinliik artiklarinin pargalanmasi i¢in BOIs degeri 60
g/L’dir®. Bu yiizden peyniralti suyunu degerlendiremeyen siit isletmeleri aritma
tesisi kurmak zorunda kalip ekonomik kayba ugrarlar. Atik sudaki yiiksek organik
yiike neden olan maddeler ise siitten kaynaklanan karbonhidratlar, proteinler ve
yaglardir. Siit endiistrisi atik sular1 genelde liretim esnasinda cihazlarin ve hatlarin
temizlenmesi, tasiyici konteynerlerin temizlenmesi, siit silolarinin yikanmasi ve

cihaz veya operasyon hatalar1 sonucu olusmaktadir"”.

Belirtilen bu nedenlerden dolay1 peyniralt1 suyunun degerlendirilmesi sadece

ekonomik yonden degil, ¢cevre kirlenmesini 6nlemek acisindan da gereklidir.
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Cizelge 1.4. Siit ve Baz1 Siit Atiklarmin Biyolojik Oksijen ihtiyaglari®

Biyolojik Oksijen Ihtiyaclar1 (mg/L)

Stit 120.000
Yagsiz siit 72.000
Yayik alt1 70.000
Peyniralt1 suyu 44.000

1.1.6.2. Kimyasal Oksijen Thtiyaci (KOT)

Bir 6n islem uygulanmamis fakat sedimentasyona veya filtrasyona tabi
tutulmus 1 L atik suda bulunan organik maddelerin, giimiis nitrat ve potasyum
dikromat katalizoriiniin esliginde kimyasal oksidasyonun tamamlanmasi i¢in gerekli
oksijen miktarinin mg (mg/L) veya ppm cinsinden ifadesidir. Bu yontem, biyolojik
oksijen gereksinimi tayin ydnteminden daha cabuk sonug verir. KOI ile BOIs
birbirine es deger degildir. KOI yontemiyle elde edilen deger, ¢oziinmiis organik kat:
maddeler hakkinda fikir verir. Atik sular igersinde protein ve karbonhidrat orani
yiiksek oldugunda, KOI/BOIs 1°den biiyiik olur. Siit atiklarinda karbonhidrat miktar
yiiksek olup, azot ve fosfor icerigi de fazladir. Her 1000 L siit islendiginde spesifik
cevre kirlenmesi 1-2.4 kg/L BOIs degeri arasindadir. Peyniralti suyu, yayik alt1 ve
sise yitkama makinesinden akan atik suyun BOIs degeri daha yiiksektir. 1 kg laktozun
parcalanmas1 icin BOIs degeri0.8 kg (0.8 kg oksijen/kg) degerine sahiptir. Siit
isletmelerinde bu degerin ortalama olarak 0.2-0.5 BO1s5/1000 kg’a diisiiriilmesi hedef

olarak saptanmlg‘ur(g).
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1.1.7. Siit Fabrikalarinda Atik Sularin Aritilmasi

Cevre kirliligine bir biitiin olarak bakildiginda kirliligin ortadan kaldirilmas1
yerine kirlenmenin Onlenmesi en akilct ¢oziim olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Yeryliziindeki tiim sosyo-ekonomik ve sosyokiiltiirel yapir dikkate alindiginda
kirlenmenin tiimiiyle Oniline ge¢ilmesi bugilin i¢in olanaksizdir. Bunun yerine
ozellikle Tiirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde bir yandan kirlenmenin olanaklar
oOl¢iisiinde azaltilmasi, mevcut kirliligin temizlenmesi, atiklarin yeniden kazanilmasi
gibi ¢evre koruma yontemleri beraberce uygulanmalidir. Siit fabrikalarinda ¢ikan atik
suyun aritilmasi i¢in, atik suyun miktarina ve bilesimine bagli olarak degisik
yontemler uygulanabilir. Atik sular genellikle mekaniksel, kimyasal ve biyolojik

olarak veya bu yontemlerin kombinasyonlar: seklinde uygulanarak temizlenir®.

1.1.7.1. Mekaniksel yontemler

Filtrasyon, ¢oktiirme, ylizdiirme gibi yontemlerdir. Yiizdirmede ve
coktiirmede, kati pargaciklarin hareketlenmesi i¢in ortama gaz verilir. Siit
fabrikalarindaki atik sularin ¢okeltme havuzlarinda en az 2-3 saat bekletilmesi

gerekir. Bu yontemle BOIs giderme verimi % 25-30 arasinda degisir.

1.1.7.2. Kimyasal islemler

Uygun demir siilfat, demir kloriir, aliiminyum stilfat, kire¢ vb. c¢oktiiriicii
maddeler kullanilarak, pithtilagma ve yumaklastirma yoluyla asili olan maddeler

cokeltilir ya da atik suda ¢Ozlinmiis olarak bulunan kirletici unsurlarin kimyasal
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reaksiyonlar ile c¢oziiniirliigli diistik bilesiklere donistiiriiliir. Kimyasal yolla
temizleme siit atiklarinin temizlenmesinde yeterli degildir. Ciinkii bu yontemle laktoz
gibi ¢oziilmiis maddeler uzaklastirilamaz. BOls giderme oran1 % 5085 dir. Tarima
dayali diger sanayi dallarinda kimyasal aritma sistemleri kullanilmaktadir. Tiim
aritma sistemleri pahali ve ¢alistirilmasi zor olan temizleme birimleridir. Atik suyun
miktari, kirlilik konsantrasyonu, kirlilik 6geleri, giinliik desarj edilen miktar, bilesim

ve konsantrasyon dagilimi gibi faktorler tarafindan etkilenir®.

1.1.7.3. Biyolojik islemler (Biyodegradasyon)

Fiziksel-kimyasal islemlerde kullanilan kimyasal madde maliyetlerinin
yiiksekligi ve ¢dziinmiis KOI gideriminin az olmasi, biyolojik proseslerin tercihine
yol agmaktadir. Gida endiistrisi gibi organik madde yiikii fazla olan atiklar biyolojik
aritma ile temizlenebilir, siit atiklarinin temizlenmesinde de en uygun yontemdir. Bu
kademe 2 yolla (aerobik ve anaerobik) yapilabilir. Son zamanlarda aerobik prosesler
ile siit endiistrisi atik suyun aritimi gesitli ¢alismalara konu olmustur. Aerobik
prosesler, ozellikle de aktif camur tesisleri, siit endiistrisi atik sularinin aritiminda
stkca kullanilmaktadir, fakat yiiksek enerji sarfiyati bu prosesin Onemli bir
dezavantajidir. Havasiz (anaerobik) prosesler ise, havalandirma i¢in enerji tiiketimine
ihtiyag olmamasi, az miktarda fazla camur olusumu ve tesis kurulumu i¢in az
miktarda alana ihtiya¢ duyulmasi gibi Onemli avantajlara sahiptir. Ayrica siit
enddistrisi atik sularindan biyogaz liretimi de bu prosesi, aerobik aritma proseslerine

nazaran, ¢ok daha cazip kilmaktadir"?.
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Aerobik biyolojik aritmada prensip, biyolojik parcalanma sonucu sucul
ortamda olusan kirliligin giderilmesidir. Siit endiistrisi atiklar1 mikroorganizmalar
tarafindan organik karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmakta ve sucul ortamdan
etkili bir sekilde uzaklastirilmaktadir. Bu sekilde olusan biyolojik kiitle atik sudan
ayrilmaktadir. Anaerobik biyolojik aritma ise organik maddeleri mikroorganizmalar
ile daha kii¢lik molekiillere doniistiirmektir. Bu doniisiim sonunda metan gazi da elde
edilir. Kalan kiigiik molekiillii organik maddeler aerobik aritim ile kolaylikla
aritilabilecek forma doniisiir. Bir diger deyis ile anaerobik aritma tesisleri aerobik
aritma oncesi kullanilir. Biyolojik aritmada basit olarak 40.000 BOI altinda kirli
sulara aerobik, 40.000 BOI' den daha kirli sulara anaerobik prosesler uygulanir. Siit
endustrisi atiklar1 aerobik yontemle kolayca aritilabilirler. Bu sistemde oksijen ve
bakteri kiltliriinliin saglanmasi ile biyokimyasal oksitlenme hizlanir ve bdylece
¢Ozlinmis organik maddeler giderilir. Coziinmiis ve kolloidal halinde asili olan
organik maddeler, aerobik bakterilerin meydana getirdigi oksidasyon sonucu
parcalanarak, karbondioksit ve suya indirgenirler. Gerektiginde pis su igerisine hava
vermek veya cok genis alanlara yaymak suretiyle gerekli oksijeni saglamak
miimkiindiir. Bu yontemde pH biiyiik 6nem tasir. Iyi bir sonug almabilmesi pH’ nin
6.5-8.5 arasinda olmasina baghdir. Aksi takdirde mikroorganizmalarin faaliyeti

duracagindan aritma islemi gergeklesemez®.

1.1.8. Peyniralti Sularinin Biyodegradasyonu

Biyosiirfektan iireten mikroorganizmalar, biyodegradasyonda énemli bir role
sahiptir(lé). Sucul ortamda olusan kirliliginin giderilmesinde mikrobiyal degradasyon

en basit tekniklerden biridir. Suda ¢oziintirliigli diisiik olan hidrofobik bilesiklerin
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mikrobiyal  biyodegradasyonu  kisitlanmaktadir.  Siit  endiistrisi  atiklari,
mikroorganizmalar tarafindan organik karbon ve enerji kaynag olarak kullanilmakta
ve sucul ortamdan etkili bir gsekilde uzaklagtirllmaktadir. Bu sayede
mikroorganizmalar tarafindan iretilerek ortama salman biyosiirfektanlar,
hidrokarbon ve su arasindaki yiizey gerilimini indirgeyerek, hidrokarbonlari
emiilsifiye etmektedir. Suda ¢6ziinmeyen maddelerin kolaylikla karismasini, disperse

olmasini saglamaktadir'”,

1.1.9. Siirfektanlar

Stirfektan; kelime olarak "ylizeyi saran" anlamina gelmektedir. Siirfektan
maddeler, suyun ylizey gerilimini diisiiren amfipatik bilesiklerdir. Bu nedenle "ylizey
aktif" maddeler olarak anilirlar. Farkl yiizeyleri bir araya getiren 6zellik gosterirler.

I3 Hem

Ornek olarak; su-petrol yiizeyi, hava-su yiizeyi, sivi-kat1 yiizeyi gibi
hidrofilik hem de hidrofobik gruplar iceren siirfektanlar, ¢cok fazli sistemlerde polar
ve polar olmayan fazlar arasindaki yiizeyde ya da ylizeyler arasinda etkin olurlar.
Hidrofobik gruplarin varlig1 nedeniyle her iki fazin yiizey o6zelliklerini degistirirler.
Bu etkinlikleri yoluyla bulunduklar1 ortamin yiizey gerilimini ya da yiizeyler arasi
gerilimi disiiriirler'”. Fazlar arasindaki ara yiizey geriliminin azalmasi ve misel
olusumu ile hidrofobik bilesiklerin mikroorganizmalar tarafindan ¢oziintirligii

artarak bu bilesiklerin, mikroorganizmalar tarafindan alimi kolaylasmaktadir®?.
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hava-s1vi va da s1vi-s1v1
kati-s1v1

misel

Sekil 1.3. Farkli yiizeyleri bir araya getirme 6zelligindeki yiizey aktif maddeler®"

Sekil 1.4. Mikroemiilsiyonlar olusturan siirfektanlar®"

Stirfektanlar, mikroemiilsiyonlar olusturmasi sirasinda Sekil 1.4°de
gorildiigi gibi kiiresel miseller olustururlar. Hidrokarbon molekiilleri bdylece
saritlmis olur ve daha da kiiciik molekiillere boliinebilirler. Siirfektanlar, farkl
yiizeyler arasinda birlestirici olarak ¢alisma 0Ozelligine sahiptir. Miseller,
mikroorganizmalarin organik kirlilie yani hidrokarbon molekiillerine daha hizli

ulasmalarim saglar® 2
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Stirfektanlarin ~ varhiginda hidrokarbonlarin  ¢oziiniirliigiiniin  artmasiyla
biyolojik ayrigsma hizlanmaktadir. Siirfektan molekiilleri misellerde toplandiktan
sonra ayrigma kritik misel konsantrasyonunun iizerinde meydana gelmektedir.
Ayrismis hidrofobik bilesikler miseller i¢cinde tutulmaktadir. Boylelikle miseller
organik kirliligin par¢alanma oranini arttirmig olur. Bu durum ¢o6zeltideki
siirfektanin, bilesiklerin ayrigmasimi artirdigini gostermektedir. Sudaki hidrofobik
bilesiklerin ¢oziiniirligliniin artmasi siirfektanin dozuna ve tiiriine bagli olarak
degismektedir. Sirfektanlar kimyasal olarak ya da mikrobiyolojik olarak
iretilebilirler. Mikroorganizmalar 6zellikle suda karigmayan substratlarda
gelismeleri boyunca bu bilesikleri ¢ogunlukla oksijenli ortam kosullarinda

(20)

sentezler ™. Birden fazla kimyasal doniisim prosesleriyle liretilen siirfektanlar,

sentetik siirfektanlardir. Petrol tiirevlerinden ya da bitkisel, hayvansal yaglar, yag

asitleri, alkollerden iiretilebilirler'*?.

1.1.10. Biyosiirfektanlar

Biyosiirfektanlar, karbonhidratlari, hidrokarbonlari, yaglar1 veya bunlarin
karisimini1 karbon kaynagi olarak kullanan aerobik mikroorganizmalar tarafindan

iiretilmektedir®”

. Kimyasal olarak hazirlanan siirfektanlara alternatiftir. Yapisal
farkliliklar1 (glikolipidler, lipopeptidler, yag asitleri gibi), diisiik toksisiteleri,
biyolojik olarak pargalanabilmelerinden dolayr bu molekiiller yaygin bir sekilde
kozmetikte, ilag, gida sanayinde emiilsifier, 1slatici-nemlendirici, koruyucu madde ve
deterjan  olarak  kullanilmaktadir. Ayrica ekolojik olarak  giivenlidirler.

Biyoremediasyonda ve attk isleme proseslerinde  kullanilabilmektedir.

Biyosiirfektanlar ekonomik olarak cesitli substratlardan basta bitkisel yaglar, icki ve

24



siit sanayi atiklari gibi yenilenebilir kaynaklardan iiretilebilirler'™  Ozellikle
fermentasyon teknolojisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Ayrica
biyosiirfektanlar, metallerle kompleks olusturma egilimindedirler. Bu o6zellik,
biyosiirfektanlarin agir metallerle kontamine olmus toprak ve sularin aritilmasinda
kullanilmalarint da akla getirmektedir. Mikroorganizmalar kullanilarak agir
metallerin biyolojik olarak iyilestirilmesi (biyoremediasyon) sadece bilimsel gelisme
acisindan degil endiistriyel uygulanabilirlik agisindan da son yillarda biiytlik ilgi
gormektedir. Biyosiirfektanlar; yapisal farkliliklari, biyolojik olarak ayrisabilirlikleri,
ekstrem sicaklik, pH ve tuzluluktaki etkinliklerinden dolayr 6zel uygulamalar i¢in

sentetik siirfektanlara gore avantajlara sahiptirler®”

. Bu tiir biyolojik temelli
stirfektanlarin avantajlart biyolojik olarak dogaya uyumluluk ve toksisitelerinin
diisiik olmasidir. Belirli hidrokarbon kirleticilerinin mikrobiyal ayrismasinin
biyosiirfektanlarin es zamanl tiretimi ile kolaylastig1 gosterilmektedir. Buna karsilik,
sentetik siirfektanlar yiiksek konsantrasyonlarda ortama eklendiginde mikrobiyal

aktiviteyi inhibe ettikleri goriilmektedir®”.

1.1.11. Biyosiirfektanlarin Yapisi ve Fonksiyonu

Biyosiirfektanlar ~ ylizey gerilimini  azaltma, disik krittk misel
konsantrasyonu (CMC), emiilsiyonlar1 stabil etme, kopilirmeyi diizenleme
Ozelliklerine  sahiptir.  Genellikle toksik degildirler ve biyolojik olarak
parcalanabilirler. Mikrobiyal siirfektanlar ¢esitli olma, ¢evreye dost, biiylik 6lcekli
iiriin imkani, secicilik, ekstrem sartlar altinda ¢alisma ve ¢evre korumada potansiyel
kullanimlar1  gibi  6zelliklerinden dolayr son yillarda siirekli 1ilgi ¢eken

molekiillerdir®,
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Hidrokarbon kirliliginin giderilmesi islemlerinde kimyasallarin kullanilmasi
sonucu ortaya ¢ikan yan irilinler ile c¢evre kontamine olabilmektedir. Halbuki
biyolojik islemde biyosiirfektan kendi kendine biyolojik olarak pargalanabilirken,
cevreyi kirleten maddelere de =zarar verir. Biyosiirfektanlar; hidrokarbon
kontaminantlar1 ¢6zebilme potansiyeline sahiptir, emiilsifikasyon ve mikrobiyal
degradasyon ic¢in hidrokarbonlarin kullanilabilirliklerini arttirir. Bu nedenle
biyosiirfektan {ireten mikroorganizmalar, hidrokarbonlarla kontamine olmus yerlerin
hizlandirilmis biyoremediasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadirlar®. Hatta bu

bilesikler hizlandirlmis petrol-yag gideriminde kullanilabilmektedirler®”

. Diger
uygulamalar, herbisid ve pestisid formulasyonu, deterjan, saglik hizmetleri,
kozmetik, seliiloz - kagit, komiir, tekstil, seramik, gida sanayisi, maden isletmeciligi
gibi alanlari kapsamaktadlr(25 28), Yiizey aktif bilesiklerini sentezleyen bir¢cok bakteri

ve maya bilinmektedir®.

Bu mikroorganizmalar karbon kaynagi olarak
hidrokarbonlar1  kullandiklarinda, yiizey aktivite 0Ozelligine sahip glikolipid,
fosfolipid, lipopeptid gibi ¢esitli kimyasallar sentezlemektedirler. Bu kimyasallar
goriinlirde hidrokarbonlar1 emiilsifiye etmek ve bu maddelerin hiicre igine

transportunu kolaylastirmak igin sentezlenmektedir"®.

1.1.12. Biyosiirfektanlarin Simiflandirilmasi ve Mikrobiyal Orjinleri

Kimyasal olarak sentezlenen siirfektanlardan farkli olan ve polar gruplarin
cesidine gore smiflandirilan biyosiirfektanlar basta kimyasal kompozisyonlar1 ve
mikrobiyal orjinleri ile kategorize edilmektedir. Mikrobiyal orjinlerine gore bakteri,
maya ve fungal siirfektanlar olarak simiflandirilirlar (Cizelge 1.5). Genelde yapilar

amino asitler, peptid anyonlar1 veya katyonlari; mono-, di- veya polisakkaritlerden
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olusan hidrofilik kisim ve doymus ya da doymamis yag asitlerinden olusan
hidrofobik kisim icermektedir. Kimyasal yapilarina gore de glikolipidler,
lipopeptidler, lipoproteinler, yag asitleri, fosfolipidler, notral lipidler, polimerik ve

partikiillii biyosiirfektanlar olarak siniflandirilirlar®®.

1.1.12.1. Glikolipidler

En ¢ok bilinen biyosiirfektanlardir. Uzun zincirli alifatik asitler veya hidroksi
alifatik asit yapisindaki karbonhidratlardir. Mono-, di-, tri ve tetrasakkarid bilesenleri
glukoz, mannoz galaktoz, glukuronik asit, ramnoz ve galaktoz fosfat icerir. Yag asidi
bileseni genellikle ayni mikroorganizmalarin  fosfolipidleriyle benzer bir
kompozisyona sahiptir. Glikolipidler arasinda en iyi bilinenleri ramnolipidler,

trehalolipidler ve sophorolipidlerdir'®.

1.1.12.1.1. Ramnolipidler

Bir¢ok mikroorganizma farkli kiiltiir ortamlarinda farkli yapilarda
biyosiirfektanlar sentezlemektedir. Biyosiirfektanlar; kati, sivi ve gazlar arasindaki
ylizey ve i¢ ylizey gerilimi azaltabilen amfifilik bilesiklerdir. Ramnoz sekeri ve yag
asitleri igeren glikolipid yapisindaki biyosiirfektanlara ramnolipidler denilmektedir.
Ramnolipidler, yapisinda bir veya iki tane ramnoz sekeri ve bunlara bagh cesitli
uzunlukta B-hidroksi dekanoik yag asitleri bulunduran biyosiirfektanlardir.
Ramnolipid yapisinda bulunan ramnoz sekerleri bilesige hidrofilik 6zellik
kazandirirken yag asitlerine eklenen karbon molekiilleri hidrofobik 6zelliklerini

artirmaktadir. Bu 06zellikleri ramnolipidlerin kararliligin1 ve hidrofobik bilesikleri
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(31

¢cozebilme kapasitesini etkilemektedir”"’. 1 ya da 2 molekiil ramnozun ve 1 ya da 2

molekiil B-hidroksidekanoik asitle bagli olan glikolipidlerdir.

I
0 O0=CH-CH;-C-0 -?H—CH:-CDC!H

HO i
K CH, 9 (GHa)e (GHa)e
CH, CH,

OH OH ..
ramnolipid 1

I
D—{%H—CH;—C—O —{%H—CH;—GDDH

HO 0,
< CH, j {EIH:}- {(l: Ha)e
CHj, CH,

HO %0 ramnolipid 2

CH,

OH OH

Sekil 1.5. Pseudomonas aeruginosa 47T2 NCIB 400044 ten elde edilen ramnolipitin

yapis1®?.

1.1.12.1.2. Trehalolipidler

Birkac farkli yapida mikrobiyal trehalolipid rapor edilmistir. Dissakkarit
trehaloz C-6 ve C-6’da Mycobacterium, Nocardia ve Corynebacterium’un birgok
tiriiyle iligkili mikolik asitlere baghidir. Mikolik asitler uzun zincirli o-dalli-p-
hidroksi yag asitleridir. Farkli mikroorganizmalardan sentezlenen Trehalolipidlerin
mikolik asit yapis1 ve biiyiikliigii ile C atomlarinin sayisi ve doymamiglik derecesi

ayrldlr(3 3,
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Sekil 1.6. Arthrobacter sp. SI 1 tarafindan iiretilen trehaloz tetraester (a) ve trehaloz

diester (b)Y,

1.1.12.1.3. Sophorolipidler

Basta Torulopsis bombicola, T. petrophilum ve T. apicola gibi mayalar
tarafindan iiretilen sophorolipidler, uzun zincirli hidroksi yag asitine baglanmis

dimerik karbonhidrat olan sophorozdan olusurlar.
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Sekil 1.7. Sophorolipid laktonun yapisi®

1.1.12.2. Lipopeptidler ve Lipoproteinler

Lipopeptidler antibiyotik, antiviral-antitiimor ajanlari, immiinomodulator,
spesifik toksin ya da enzim inhibitdrii olarak rol oynayabilmektedir®. Dekapeptid
antibiyotikleri (gramisidinler) ve lipopeptid antibiyotikleri (polimiksinler) igeren ¢ok
sayida siklik lipopeptidler cogunlukla Bacillus tiirleri tarafindan iretilir. Bacillus
subtilis ~ tarafindan  dretilen  siklik  lipopeptid  surfaktin  en  etkili

(35)

biyosiirfektanlardandir Bacillus brevis siklosimetrik dekapeptid antibiyotik

gramisidin S yi Uretir. Lipopeptid antibiyotiklerin bir grubu olan polimiksinler

Bacillus polymyxa tarafindan iiretilir®®.
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L-Asp — D-Leu— L-Lewr—0O (.}13
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L-val ;
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Sekil 1.8. Bacillus subtilis tarafindan iretilen siklik lipopeptid surfaktinin yapisi"®

1.1.12.3. Yag Asitleri, Fosfolipidler ve Notral Lipidler

Fosfolipidler, Candida sp., Corynebacterium sp., Micrococcus sp.,
Thiobacillus sp. gibi bir¢cok bakteri ve maya tarafindan liretilen biyosiirfektanlardir.
Yag asitleri mikrobiyal oksidasyon sonucu alkanlardan biyosiirfektan olarak iiretilir.
Diiz zincirli yag asitleri diginda mikroorganizmalar OH ve alkil gruplar igeren
kompleks yag asitleri de iiretebilmektedir. Yag asitleri ve notral lipidler ise
Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Micrococcus sp., Mycococcus sp., Candida sp.,

Penicillium sp., Aspergillus sp. gibi mikroorganizmalar tarafindan iiretilirler'®.

R, = (CH,),- CH-
R,4— (CH,)s— ?H— CH,—CO—-Glu—Leu—Leu—Val R, = CH,~ CH, - CH, -

0 = - — —
—— p— T (L

R, = CH,~ CH, - CH(CH,) -

Sekil 1.9. Bacillus licheniformis tarafindan tiretilen, bir lakton bag: araciligiyla
hidrofilik peptid halkasina baglanmis 4 farkli zincirli lipofilik yag asidi kismindan

olusan biyosiirfektanin yapisi®®
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1.1.12.4. Polimerik Biyosiirfektanlar;

En fazla calisilan polimerik biyosiirfektanlar emiilsan, liposan, mannoprotein
ve diger polissakkarit-protein kompleksleridir. Acinetobacter calcoacetilus RAG-1
polianyonik amfipatik heteropolisakkarit olan emiilsan1 {iretir. Emiilsan, sudaki
hidrofobik bilesikleri hatta % 0.001 ve 0.01 gibi diisiik konsantrasyonlarda bile ¢ok
etkili olabilen bir ajandir. Liposan, Candida lipolytica tarafindan sentezlenen % 83

karbonhidrat ve % 17 protein igeren ekstraseliiler suda ¢ozilinen bir aj andir®.

CH,
I
CH
?l-ia (I 2)s
(CHy), (;)HOH
CH,
CHOH 1
o -
o) o
o o—©° 1
I C CH,
CH,; HO o o o O----
-—-- o
o
Ho NH bl Ho M
1 Cc=0 Cc=0
T° | &n
CH; (CI;Hz)zz 3

Sekil 1.10. Acinetobacter calcoaceticus’dan elde edilen polimerik biyosiirfektan

emiilsanin kimyasal yapisi®”

1.1.12.5. Partikiillii Biyosiirfektanlar

Ekstraseliiler kesecikler hidrokarbonlarin hiicre i¢ine alinmasinda rol oynar.

Yiizey aktif 6zellikleri ile mikroemiilsiyonlar olustururlar®™?.
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Sekil 1.11. Yarrowia lipolytica NCIM 3589 (Candida lipolytica) tarafindan
hekzadekani kullanarak 48 saatlik inkiibasyon sonrasi lirettigi partikiillii

biyosiirfektan®®

Biyosiirfektanlar bazi durumlarda diisiik molekiiler agirlikli ve biiyiik
molekiiler agirlikli polimerler olarak iki kisma ayrilabilmektedir®®. Diisiik molekiiler
agirliklt  biyosiirfektanlar genellikle glikolipidler ve lipopeptidlerdir. Biiyiik
molekiiler agirlikli  biyosiirfektanlar ~ amfipatik  polisakkaritler, proteinler,
lipopolisakkaritler, lipoproteinler ya da bu biyopolimerlerin karistmi olan

molekiillerdir®®,
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Cizelge 1.5. Biyosiirfektanlar ve mikrobiyal tiir orjinleri

(18,39)

Biyosiirfektan Kaynag
Glikolipidler Trehalolipidler Rhodococcus erythropolis
Nocardia erythropolis
Ramnolipidler Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas sp.
Sophorolipidler Torulopsis bombicola
Torulopsis apicola
Torulopsis petrophilum
Sellobiyolipidler Ustilago zeae
Ustilago maydis
Lipopeptidler/ Peptid-lipid Bacillus licheniformis
Lipoproteinler Serravettin Serratia marcescens
Viskosin Pseudomonas fluorescens
Surfaktin Bacillus subtilis
Subtilisin Bacillus subtilis
Gramisidinler Bacillus brevis
Polimiksinler Bacillus polymyxa
Emiilsan Arethrobacter calcoaceticus
Polimerik Biyodispersan Arethrobacter calcoaceticus
sirfektanlar Mannan-lipid-protein Candida tropicalis
Liposan Candida lipolytica
Karbonhidrat-protein-lipid  Pseudomonas fluorescens
Partikiillii Vezikiil/fimbria Arthrobacter calcoaceticus
stirfektanlar
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1.1.13. Biyosiirfektanlarin Kullanim Alanlar:

Biyosiirfektanlarin ~ dogal  rolleri  diisiintildiiglinde,  ¢ok  farkh
mikroorganizmalar tarafindan sentezlendiklerini, ¢cok farkli kimyasal yap1 ve ylizey
ozelliklerine sahip olduklarin1 vurgulamak gerekir. Bu nedenle, mikrobiyal
fizyolojide bu molekiillerin dogal rolleri hakkinda genelleme yapmak giigtiir. Ilk
olarak konuyla ilgili deneyler birka¢ emiilsifier iireten mikroorganizma ile
gerceklestirilmistir. Ayrica tanimlanan mikrobiyal emiilsifierlerin sayisinda artig
olmustur. Bircok mikroorganizma tarafindan sentezlendikleri, ¢ok farkli kimyasal
yapt ve vylizey Ozelliklerine sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu  yiizden
biyoemiisifierlerin ~ farkli  rollerinin  oldugu, bazilarmin  sentezlendikleri
mikroorganizmalarin ekolojisi ve fizyolojisinde benzersiz olduklar1 diisiiniilmektedir.
Bu durumda birkag biyosiirfektanin iglevini tanimlayip biitiin mikrobiyal siirfektanlar

iizerinde genellemeler yapmak imkansizdir®®.

Biyosiirfektanlar, emiilsiyonlagtirici, seyreltici, nemlendirme, kopiirtme,
solubilizasyon, dispersiyon, paslanmay1 onleme, akiskanligi azaltma, deterjan ve
islevsel gida maddeleri olabilme Ozelliklerinden dolay1 petrol, petrokimya, cevre
yonetimi, ilag, kozmetik, kisisel bakim {riinleri, gida-igecek sanayi, tarim
uygulamalar1, madencilik, seramik, ingaat sektorii, boya sanayi, metal endiistrisi ve
deri isletmesi gibi bir¢ok alanda kullanilabilirler. Tip alanindaki uygulamalar i¢in,
terapotik ve biyomedikal 6zellikleri de vardir. Antibakteriyal, antifungal, antiviral
ozellikte olup immun sistemi diizenleyen yararli molekiiller oldugu belirtilmektedir.
Biyosiirfektanlarin  hidrofobik  kirleticilerin ~ biyodegradasyonu ve biyolojik
kullanilabilirligi tizerine etkisi degiskendir. Dogada, biyosiirfektanlar hidrofobik

molekiillerin biyolojik kullanilabilirligini arttirmada, mikroorganizmalarin bir araya
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gelme hareketini saglamada ve seliiler fizyolojik proseslere katilmada fizyolojik bir
rol oynar. Hatta biyofilm olusturma proseslerine de katilirlar. Hayvan, bitki ve insan
mikrobiyal patojenlerine kars1 antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilmektedirler'*?.
Ayrica fibrin olusumu ve ¢esitli patojenik mikroorganizmalara karsi anti-adhesiv

aktivite sergilemektedirler”.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), ¢evreyi kirleten toksik, mutajenik
ve karsinojenik olan bilesiklerdir. Komiir isleme yan {rliini ve yag-petrol
dokiilmelerinin bir sonucu olarak cevreye yayilirlar. Biiyiik molekiiler agirlikl
hidrofobik bilesiklerin sucul ortamlarda uzun siire kalmalarmin nedeni sudaki
¢Oziinlirliiklerinin  diisiik olmasidir. PAH’larin  sudaki diisiik ¢Oziiniirlikleri
mikroorganizmalarca  kullanilabilirliklerini ~ sinirlandirir.  Bu  da  bilesiklerce
kontamine olmus bolgelerin biyoremediasyonu igin potansiyel bir sorun olusturur.
Mikrobiyal olarak sentezlenen siirfektanlar hidrofobik bilesiklerin biyoremediasyon
icin biyolojik olarak kullanilabilmelerini hizlandirirlar. Bu ylizden, biyosiirfektanlar
PAH’larin  ¢Oziinlirliiglinii  arttirarak  biyoremediasyonda potansiyel olarak

kullanilabilmektedir™.

Bu durum hidrofobik bilesiklerin yiizeyler tarafindan
emilimlerini arttirir ve biyodegradasyon yapan mikroorganizmalar tarafindan
kullanilabilirliklerini smirlar. Organik bilesikler, yilizeylere geri doniistimsiiz
baglanirlarsa biyodegradasyon inhibe olur. Biyosiirfektanlar yiizeyine baglandiklar
substratlarin, sudaki ¢Ozlnirliiklerini arttirarak ylizeyden uzaklastirabilir ve
mikrobiyal biliylimeyi hizlandirabilmektedirler. Yiizeyler arasi gerilimi diisiiren
siirfektanlar yiizeye baglanmis hidrofobik molekiilleri diizenli olarak harekete
gecirmede ve biyodegradasyonu gergeklestirmede etkilidirler. Diisiik misel

konsantrasyonuna (CMC) sahip olan kiiciik molekiiler agirlikli biyosiirfektanlar

hidrokarbonlari, misellerin hidrofobik bosluklarina c¢ekerek c¢oziiniirliiklerini
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arttirirlar. Bu durum P. aeruginosa tarafindan iiretilen ramnolipitin, poliaromatik
hidrokarbonlarin ~ degradasyonuna  katilmasiyla ~ goriilmiistiir. ~ Polimerik
biyosiirfektanlarin, hidrofobik bilesiklerin ¢oziiniirliiklerini nasil arttirdigi ¢ok fazla
bilinmemektedir. Son zamanlarda alasanin (Acinetobacter radioresistens tarafindan
iretilen bir emdilsifier) PAH’larin ¢o6ziiniirliiklerini 5-20 kat arttirdig1 ve buna bagh
olarak biyodegradasyon oraninda da onemli bir artis oldugu gésterilmistir(zg).
Hidrokarbon kontaminantlari, mikrobiyal populasyonlar tarafindan birincil
mekanizma olarak ¢evreden uzaklastirilir. Stirfektanlar, topraktaki organik maddeler
tarafindan absorbe edilmis hidrokarbonlarin serbest kalmasi i¢in solibilizasyon ve
emiilsifikasyon ile degradasyona yardim ederler. Sucul ortamda ise hidrokarbon
bilesiklerinin konsantrasyonlarini arttirirlar'®. Biyosiirfektanlar, karismayan sivilarim
ara yiizeyinde birikerek yiizey gerilimini azaltirlar, ¢coziinemeyen bilesiklerin yiizey
alanlarmi  arttirarak  biyokullanimlarma ve daha sonra  hidrokarbonun

biyodegradasyonuna neden olurlar®.

Pseudomonas tarafindan tretilen ramnolipid, oktadekan dispersiyonunu ve
biyodegradasyonunu hizlandirmigtir. 1L  ramnolipid ¢d6zeltisinde  bulunan
oktadekanin % 20’sinin 84 saat iginde mineralize oldugu goriilmiistiir*.
Bakterilerin  poliaromatik  hidrokarbon kullanma kapasitelerini arastirmada
biyosiirfektan {iretmeleri icin naftalen ve penetran kullanilmistir. Daziel ve
arkadaslar*?, naftalenin sudaki ¢oziiniirliigiiniin artisindan biyosiirfektan tiretiminin
sorumlu oldugunu tespit etmislerdir. Bu durum, glikolipid konsantrasyonu, kritik
misel konsantrasyonunu astiginda yiizey geriliminde azalma ile gézlemlenmistir.

Biyosiirfektanlarin  bu tiir bilesiklerin ¢6ziiniirliigliniin artmasinda potansiyel

rollerinin oldugu goriilmektedir.
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1.1.14. Endiistriyel ve Cevresel Uygulamalar

1.1.14.1. Peyniralti Sularinin Biyoremediasyonu

Biyoremediasyon, tipik olarak nutrientlerle bazen mikroorganizmalarla
kontamine olan toprak ya da diger ortamlardan kirleticilerin biyolojik yolla
parcalanarak uzaklastirilmasi i¢in gelistirilen bir prosestir. Toprakta kontaminantin
biyodegradasyon orani, mikroorganizma biyokulllanimina yani mikroorganizmalarin
kontaminant1 metabolize etmesini etkileyen desorpsiyon, difiizyon ve ¢oziinme gibi
faktorlere baglidir. Bir¢ok kontaminant suda diisiik ¢oziiniirliige sahiptir. Bu ylizden
kontaminantlarin biyokullanimlari, emiilsiyonlastiricilarin eklenmesiyle
gerceklesebilmektedir. Sivilar, katilar ve gazlar arasindaki ylizey ve ylizeyler arasi
gerilim azaltilarak, kontaminantlarin emiilsiyonlar olarak kolayca disperse
olmalarina neden olan sentetik ve mikrobiyal siirfektanlar biyodegradasyonda

degisik etkilere sahip olabilmektedirler®.

Siit endiistrisi atiklarindan olan peyniralt1 sulari, biyosiirfektan iiretiminde
ucuz ve uygun bir substrat olarak goriilmektedir. Siit fabrikasi atik sulari
biyosiirfektan {iretimi i¢in iyi bir mikrobiyal biiyiime saglamaktadir. Bu c¢alismalar
biyosiirfektan iiretiminde ticari 6l¢ekte peyniraltt sularmin sentetik ortamlara gore
nispeten daha iy1 substratlar oldugunu gostermistir. Ayrica siit fabrikasi atik sularinin
kullanilmas1 biyosiirfektanin ekonomik iiretilmesini saglar ve atik sularin
degerlendirilmesinde etkilidir*. Giintimiizde peyniralti sularmin  kullanimi,
islenmesi halen 6nemli bir ¢evresel sorundur. Ganoderma lucidum, Acetobacter
xylinus ve Kluyveromyces fragilis gibi mikroorganizmalarin biiylimelerinde substrat
olarak peyniralti sularin1 kullanmalari, bu atik sularin kimyasal iglenmesine bir

(46)

alternatiftir Dubey ve Juwarkar®”  Pseudomonas aeruginosa BS2 susunu
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biyosiirfektan iiretimi i¢in peyniraltt suyu kullanarak gelistirmistir. 48 saatlik
inkiibasyonda 0.92 g/ biyosiirfektan gozlenmistir. BS2 susu ikincil metabolitler
olarak kristal formda biyosiirfektan iiretmistir. izole edilen biyosiirfektan suyun

yiizey gerilimini 72 mN/m ‘den 27 mN/m‘ye diigiirmiistiir.

Sekil 1.12. Pseudomonas aeruginosa BS2’den tretilen kristal formdaki

biyosiirfektanin mikroskobik goriintiisii “n

1.1.14.2. Petrol Kazanimi ve Atik Giderim Yontemi

Dogal ya da enjekte edilerek yararli fermantasyon firiinleri sentezleyen
mikroorganizmalar petrol kazanimi ve atiklarin giderimi i¢in MEOR (Mikrobiyal
Hizlandirilmis Petrol Kazanimi) proseslerinde kullanilmaktadir. MEOR proseslerine
katilan mikroorganizmalar, biyosiirfektanlar, polisakkaritler, CO2, metan ve hidrojen
gibi ¢esitli iirlinler liretirler. Mikroorganizmalar biyosiirfektanlar1 ham petrolden, saf
hidrokarbonlardan ve hidrokarbon olmayan basit karbonhidrat, asit, alkol gibi
substratlardan sentezleme yetenegindedir. Herhangi bir biyolojik metodun tuzluluk,

pH, sicaklik ve basing bakimindan rezervin ¢evresel kosullarini dikkate almasi
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gerekir. Mikroorganizmalar arasinda sadece bakteriler MEOR i¢in umut verici
adaylar olarak diigiiniilmektedir. Kiifler, mayalar, algler ve protozoalar ne morfolojik
ozelliklerinden ne de rezervde biiyiime sartlarindan dolayr uygun degildirler.

Biyosiirfektan uygulamalari i¢in ii¢ strateji bilinmektedir.

i. MEOR’yi ticari bir yontem olarak kullanarak yiginda siirekli kiiltlirde
iretme ve rezervuara ekleme

ii. Rezervuar ig¢inde yag—hiicre ara yiizeyine mikroorganizmalar enjekte
edilerek biyosiirfektan iiretimi

iii. Dogal biyosiirfektan iireten bakterilerin bliylimesini stimule etmek i¢in

. . . . . 22
rezervuara se¢ilmis nutrientlerin enjeksiyonu®?.

Biyosiirfektanlar petrol-yag giderimini hizlandirmak i¢in kullanilmaktadir.
Kimyasal olanlariyla kiyaslandiginda c¢ok selektiftirler, kii¢iik miktarlarda gereklidir
ve genis petrol alanlarinda etkilidir. Banat’in yaptigi bir ¢alismada;
biyosiirfektanlarin petrol depolayan tanklar1 temizleyebildigi ve emiilsifiye ettigi
camurdan hidrokarbonlarm geri kazanildig1 gériilmiistiir. iki ton biyosiirfektan iceren
hiicre kiiltiirii 850 m® petrol tankini temizlemek icin kullamlmustir. Yaklasik olarak
% 91 yani tankin 744 m”lik alanindaki petrol yeniden satilabilir halde geri

kazanilmigtir*®.

1.1.14.3. Agir Metal Gideriminde Biyosiirfektanlar

Biyosiirfektanlardan biri olan ramnolipitin topraktan kadmiyum, kursun ve
cinko metallerini uzaklastirabildigi gésterilmistir(49). Ayrica ramnolipid 10 kat fazla

konsantrasyonda eklendiginde, kadmiyumun toksisitesini gidermistir, esit
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konsantrasyonlarda eklendiginde ise kadmiyumun toksisitesini azaltmistir. Metal
toksisitesini azaltan ramnolipid mekanizmasi, kadmiyum ramnolipid kompleksi
icerebilmelidir. Ramnolipid, kadmiyumun hiicre yapisina alinimini degistirmek igin
hiicre yiizeyiyle etkilesime girer. Surfaktinin glutamat kisimlar1 Mg, Mn, Ca, Ba, Li,
Rb gibi metalleri baglayabilmektedir. % 0.25 oraninda surfaktin ile yikanmis

topraktan % 70 oraninda Cu ve % 22 oraninda Zn uzaklagtirilmistir®®.

1.1.14.4. Terapotik ve Biyomedikal Alanlarda Biyosiirfektanlar

Baz1 biyosiirfektanlar sentetik ilaglara ve antimikrobiyal ajanlara gore
giivenli ve etkili terapdtik ajanlar olarak uygun alternatifler olabilmektedir. Bu da
biyosiirfektanlarin insanlar, hayvan hiicreleri ve mikroorganizmalar iizerine olan
etkisine, ilgiyi arttirmaktadir. Antibakteriyal, antifungal, antiviral ajanlar olmalarinin
yanisira major immunomodulator molekiiller, anti-adhesiv ajanlar olarak as1 ve gen
terapilerinde  kullanilma  potansiyeline  sahiptirler.  Biyosiirfektanlar  gen
transfeksiyonunda, immunoglobulinlere baglanmak i¢in ligandlar olarak, bazi
asilarda bagisiklik cevabini artirmak amaciyla adjuvanlar olarak hatta fibrin pihtt
formasyonunda inhibitér ve fibrin pihtt parcalanmasinda aktivator olarak
kullanilmaktadir. Ayrica bu molekiiller viicut i¢ine takilan tibbi cihazlarin {izerinde
anti-adhesiv biyolojik tabakalar olugturmaktadirlar. Boylece hastane enfeksiyonlari

ve ila¢ kullanimi da azalmis olmaktadir'?.

Anti-adhesiv ajan olarak biyosiirfektanlar, biyofilm olustururlar. Biyofilm,
bir yiizeyde koloni olusturmus bakteri grubu olarak tanimlanmaktadir. Sadece
bakterileri icermekle kalmaz hatta yilizeyde iiretilmis ekstraseliiler maddeleri ve

sonugta olusan matrikse alinan maddeleri de tanimlar®”. Biyofilm olusumu, serbest
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mikroorganizmalarin bir yiizeye baglanmasi ile baslar. Ilk koloniler baslangigta
yiizeye zayif Van der Walls baglariyla baglanirlar. Ilk koloniler farkli adhezyon
bolgeleri saglayarak diger mikroorganizmalarin gelmesini kolaylastirmaktadir ve
matriks olusumunu baslatirlar. Mikroorganizmalar salgilanan ekstraseliiler polimerik
bilesikler ya da ekzopolisakkaritlerin olusturdugu makrikse tutunurlar ve korunurlar.
Matriks, olumsuz ¢evre kosullarina karsi hiicreleri korur ve ararlarinda biyokimyasal

sinyallerle komiinikasyonu kolaylastirir®".

Baz tiirler yiizeylere kendileri baglanamaz. Fakat kendilerini matrikse ya da
dogrudan ilk baglanan kolonilere baglarlar. Kolonilesme siiresince, hiicreler kuarum
sensing (mikroorganizmalarin birbirleriyle iletisim kurmasi) aracilifiyla iletisim
kurabilmektedirler. Kolonilesme basladiginda hiicre boliinmeleri ile biyofilm biiytir.
Biyofilm olusumunda son safha gelisme olarak bilinir. Sadece seklinde ve
buytikliigiinde degismeler olabilmektedir. Biyofilmdeki bu gelisme hiicreleri,
antibiyotiklere karst daha direngli yapmaktadir. Baz1 durumlarda antibiyotik direnci

1000 kat artabilmektedir®?.

Bir¢ok lipopeptid yapidaki siirfektan, etkili antibiyotiklerdir. Bunlar; B.
subtilis’in sentezledigi siklik lipopeptid (surfaktin veya subtilisin), B. brevis’in
sentezledigi siklosimetrik dekapeptid olan gramisidin S antibiyotigi ve B.
polymyxa’nin sentezledigi polimiksindir. Bir ya da daha fazla peptid antibiyotigin
sporilasyonun erken sathalarinda sentezlendigine ve bunun Bacillus cinsi bir¢cok
bakteriye mahsus olduguna dikkat edilmelidir. B. subtilis ten elde edilen surfaktin,
antibakteriyal ve antifungal aktivitelerinin yamisira Ehrlich Assit Karsinoma
hiicrelerine karst antitimor, HIV-1 ve HS1 wviriislerine karsi antiviral aktivite

géstermektedir(24).
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Pseudomonas aeruginosa AT10’dan elde edilen ramnolipid; Escherichia
coli, Micrococcus luteus, Alcaligenes faecalis (32 mg/mL), Serratia marcescens,
Mycobacterium phlei (16 mg/mL) ve Staphylococcus epidermidis (8§ mg/ mL)
bakterilerine; miikemmel antifungal 6zelliligi ile Aspergillus niger (16 mg/mL),
Chaetonium globosum, Penicillium crysogenum, Aureobasidium pullulans (32
mg/mL) funguslarina ayrica Botrytis cinerea ve Rhizoctonia solani (18 mg/mL) bitki
patojenlerine kars1 inhibitor aktivite gostermistir. Sophorolipidler ve ramnolipidlerin
bitki ve tohum patojeni funguslara karst etkili antifungal ajanlar oldugu ifade
edilmistir. 200 mg/L ramnolipid ve 500 mg/L sophorolipid Phytophthora sp. ve
Pythium sp.‘nin miselyum gelisimini % 80 oraninda inhibe etmislerdir. Candida
antartica’dan elde edilen glikolipid siirfektan mannosylerythritol lipid (MEL), gram
pozitif bakterilere karst antimikrobiyal etki géstermistir(53). MEL’in insanlarda
promiyelositik 16kemiya HL60 hiicre dizisinde hiicre farklilasmasini azalttigi
goriilmiistiir. Lactobacillus cinsine ait tiirlerin drettigi surlaktin ise enterik

bakterilerin dahil oldugu birgok patojene kars: anti-adhesiv etki gostermektedir®®.

Surfaktin, PVC levhalarinda ve plastik iretral tiiplerde Salmonella
typhimurium, Salmonella enterica, Escherichia coli ve Proteus mirabilis’in biyofilm
olusumunu azaltir. Antibiyotikler, genellikle planktonik hiicrelerle kiyaslandiginda
biyofilmlere karsi daha az etkili olurlar. Biyofilm olusumunu bozan, adhezyonu
azaltan biyosiirfektanlarla antibiyotiklerin birlikte kullanimi yeni bir antimikrobiyal
stratejiyi ifade eder®. Biyosiirfektanlarin bu kadar 6zelligi olmasina ragmen yiiksek
tiretim-ekstraksiyon maliyeti ve insan viicudunda toksik etkisi olup olmadigi
hakkinda yeterince bilgiye sahip olunmadigindan terapotik ve medikal alanda

kullanimlar1 halen smirlhidir. Ayrica biyosiirfektanlarin kullanimi i¢in insanlar ve
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dogal mikrobiyota iizerinde yapilan arastirmalarin bir¢ok biyomedikal ve saglikla

ilgili kurumlar tarafindan onaylanmasi gerekmektedir®®.

1.1.14.5. Gida Endiistrisinde Biyosiirfektanlar

Bu mikrobiyal bilesikler gida endiistrisinde Ozellikle emiilsiyonlastirici,
koplirtme, 1slatma ve ¢oziicli, anti-adhesiv ve antimikrobiyel ajanlar olarak yararh
ozellikler sergilemektedirler. Biyosiirfektanlar, gida endiistrisinde gida katki maddesi
olarak bir¢ok uygulamalara sahiptir. Lesitin ve tiirevleri, gliserol, sorbitol igeren yag
asidi esterleri veya son zamanlarda sentezle birlestirilen oligopeptid iceren
monogliseritlerin etilen glikol ve etil oksitlenmis tlirevleri diinya genelinde
emiilsifier olarak gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Bunlar kivam ve yogunluk
ayarlamalarinda veya degisik fazlarin dagitiminda ¢ogunlukla tercih edilmektedir.
Firmmcilik ve et dirlinlerinde kismen parcalanmis yaglarin emiilsifikasyonunda

kullanilirlar®

. Bakteriyal biyofilmler, gida endiistrisinde gida bozunmasina ve
hastalik bulagmasina yol agan potansiyel kontaminasyon kaynagi yiizeyler olarak
ortaya ¢ikmaktadirlar. Bu yiizden gida isletmecileri Salmonella ve hatta (birgcok
tilkede) Listeria monocytogenes gibi patojenler i¢in sifir tolerans gostermektedirler.
Baglanmis bir hiicre, biyofilm gelisiminde O6nemli olabilmektedir. Boylece gida
ylizeylerine baglanmalarint kontrol etme, tliketiciye kaliteli ve giivenli {irtinler

saglamada gerekli bir basamaktir®”,

Streptococcus  thermophilus’un  Urettigi
biyosiirfektan, pastorizasyon cihazlarinin 1s1 degisim levhalarinda bozunma kontrolii
icin kullanilmakla birlikte, bozunmadan sorumlu diger Streptococcus cinsine ait

tirlerin koloni olusturmasimni da geciktirmektedir. Yag damlalarimin bir araya

toplanmasinin kontrolii, havalandirilmis sistemleri stabilize etme, sivilarin kivamini
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ayarlama, nisasta igeren Uriinlerin raf omriinii uzatma, yaglh triinlerin kivamini ve
yogunlugunu diizenleme gibi islevleri vardir. Ramnolipid ilavesiyle hamur
stabilitesinde, kivaminda, hacminde ve unlu mamullerin korunmasinda bir gelisme
elde edilmistir. Firincilikta ve dondurma yapiminda biyostirfektanlar kivami
ayarlamada, bayatlamay1r geciktirmede ve tat vermek ic¢in katilan yaglarin
¢cOziinlirliiglinde etkilidirler. Hatta yag stabilizatorii ve yaglarin yemek pisirirken

sigramalarini engelleyici ajan olarak kullaniimaktadirlar®®.

1.1.14.6. Kozmetik Alaninda Biyosiirfektanlar

Biyosiirfektanlar kozmetik sanayinde genis bir kullanim alanma sahiptir.

Yiizey aktif maddeleri cilt bakim iiriinlerinde ve sampuanlarda bulunmaktadirlar®®.

Biyosiirfektanlar nemlendirici ve cilde uygunluk gibi 6zelliklerinden dolay1 kisisel

bakim iiriinlerinde yerini almaktadir®.

1.1.14.7. Tarim Alanminda Biyosiirfektanlar

Biyosiirfektanlar tarimsal alanlarda giibre ve pestisidlerin esit dagiliminda,
hidrokarbon yapidaki organik kimyasallarin ¢6ziinmesinde ve topraktaki agir

metallerin  hidrofilizasyonunda  kullanilmaktadir. Bu uygulamalar yaninda

biyosiirfektanlar endiistriyel kirliligin, pestisidlerin giderilmesinde'*” ve ayrica

biyofungusid olarak kullanilmaktadirlar. Misir ve diger bitki patojenlerinin

(25)

kontroliinde ramnolipid, zoosporik bitki patojenlerine karst  (Pythium,

Phytophthora, Plasmopara) litik aktivite sergileyerek membran biitiinligiini

bozmaktadir®®.
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1.1.14.8. Biyosiirfektanlarin Diger Kullanim Alanlar:

Farkli molekiiler yapilar1 ve yiizey 6zellikleri sayesinde biyostirfektanlar cok
farkli alanlarda ve farkli sekillerde kullanilmaktadir. Madencilik alaninda inorganik
minerallerin dispersiyonunda, komiiriin islenmesinde, kirectagi flokiilasyonunda;
kagit hamuru ve kagit endiistrisinde, insaat sektorii, tekstil, boya, deri ve metal

endiistrilerinde de biyosiirfektan kullanimina rastlanmaktadir®”,

1.1.15. Biyosiirfektanlarin Sentetik Siirfektanlara Gore Avantajlar

Mikrobiyal siirfektanlar suda karisabilir ya da yagli substratlar1 kullanarak
gelisen mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen yiizey aktif metabolitleri olup ya
mikrobiyal hiicre yiizeylerine yapisip kalirlar ya da kiiltiir ortamima salinirlar.
Biyosiirfektanlar yiiksek spesifiteleri gibi avantajlarindan dolay1 bazi uygulamalarda
sentetik siirfektanlar kadar etkili olabilirler. Bircok sentetik ve mikrobiyal siirfektan,
biyoremidasyon prosesinde biyolojik olarak parcalanabilme amagl kullanilmaktadir.
Kimyasal siirfektanlarla aynt mekanizmalar1 kullanarak ylizey ve ylizeyler arasi
gerilimi azaltan karakteristik oOzelliklere sahiptirler. Biyosiirfektanlarin essiz
ozellikleri kimyasal olarak sentezlenen siirfektanlarin yerine bir¢ok endiistriyel
alanda kullanilmalarina imkan vermektedir. Biyosiirfektanlar sentetik siirfektanlarla

kiyaslandiginda bir¢ok avantaja sahiptir. Bunlardan bazilari;

1. Biyolojik olarak pargalanabilme
ii. Genellikle diisiik toksisiteye sahip olma
iii. Canli dokulara zararsiz ve sindirilebilir olmalar1 kozmetik, ilag ve gida

sanayinde katki maddesi olarak kullanilmalarina izin verir.
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iv. Ham maddelerden elde edilebilme; biyosiirfektanlar kullanilabilir ucuz
ham maddelerden biiyiik miktarlarda {iretilebilirler. Karbon kaynagi olarak
hidrokarbonlar, karbonhidratlar ve lipidler ayr1 ya da birlikte kullanilabilir.

v. Makul irlin ekonomisi; uygulamalara bagli olarak biyosiirfektan hatta
endiistri atiklarindan ve yan tiriinlerden de iiretilebilmektedir.

vi. Cevresel kontrolde kullanimi; biyosiirfektanlar endiistriyel emiilsiyonlar
islemede, yag-petrol atiklarinin kontroliinde, endiistri atiklarinin biyodegradasyon ve
detoksifikasyonda ve kontamine olmus topraklarin biyoremediasyonunda etkili bir
sekilde kullanilabilir.

vii. Ozgiinliik; biyosiirfektanlar spesifik islevsel gruplariyla kompleks
organik molekiillerdir ve islevlerinde 6zgiindiirler. Bu sayede spesifik kirleticilerin
detoksifikasyonu, endiistriyel emiilsiyonlarin de-emiilsifikasyonu, kozmetik, ilag ve

gida uygulamalarinda 6zel bir alan olacaklardir.

Dezavantajlariyla ilgili olarak problemlerden birisi, biyosiirfektanlarin biiyiik
miktarda ve ucuz iiretimidir. Ozellikle petrol ve ¢evresel uygulamalarda biiyiik
miktarlarda ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu problemin {istesinden gelebilmek i¢in atik
maddelerin kullanimi1 ve ayni zamanda bunlarin kirletici etkisiyle miicadele eden,

maliyeti dengeleyen prosesler birlestirilmelidir®®.

1.1.16. Biyosiirfektanlarin Ticari Uretimi

Son yillarda biyosiirfektan iiretimi yogun olarak calisiimaktadir. Uretimi,
ozellikleri ve tiirleri ile ilgili birgok veri bulunmaktadir. Ticari olarak ilgi ¢ekici
birgok oOzellie ve kimyasal benzeri olan sentetiklerle kiyaslandiginda belirgin

avantajlara sahip olmalarina ragmen; diigiik verim, yiiksek tiretim maliyetinden
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dolayr bu bilesikler ekonomik olarak kimyasal siirfektanlarla rekabet edemezler.
Biiyiik Olcekte tiretmek ve geri kazanmak amaglanmaktadir. Her mikrobiyal

metabolitin tiretim ekonomisi {i¢ temel faktorle yonetilir.

1) baglangigtaki ham madde maliyeti,
i1) uygun kullanim ve iyilestirme prosediirii, ekonomik {iriin ve

ii1) sentezleyen mikroorganizmalarin liretme verimi.

Boylece biyosiirfektan iiretimi ile ilgili ekonomik kisitlamalar 1s18inda, ii¢
temel stratejinin liretim maliyetini daha ucuz hale getirdigi kabul edilmistir. Atik
substratlar1 kullanarak maliyeti diisiirmek, maksimum {iriin ve etkili iyilestirme
yapabilmesi i¢in uygun kiiltiir kosullarini igeren biyoprosesleri gelistirmek, verimi
arttirmak i¢in mutant ve rekombinant bakterileri fazlaca iiretmek biyosiirfektan
verimini arttiran faktorlerdir®”. Uretim maliyetini azaltmak igin iiriin verimini ve
tiretim hizin1 arttirmak, ekonomik yontemler gelistirmek, mikroorganizmalarin
gelismesi ve biyosiirfektan tiretimi i¢in ucuz, yenilenebilir kaynaklar kullanmak gibi
farkli yollar arastirilmaktadir. Ucuz ham madde secenegi kapsamli ekonomik proses
icin Onemlidir. Ciinkii kullanilan ucuz ham madde % 50 iiretim maliyetinden

sorumludur ve atik isleme ile maliyeti azaltmaktadir™®.

1.1.17. Ucuz Substratlar Kullanilarak Biyosiirfektan Uretimi

Pek cok biyoteknolojik proseslerle biyostirfektan eldesinde iiretim maliyeti
bliyiik bir engel olusturmaktadir. Ham madde miktar1 ve cinsi iiretim maliyetini
biiylik Olclide etkiler. Ham maddelerin biyoteknolojik proseslerde % 10 ile 30
oraninda toplam iiretim maliyetinden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir. Bu

nedenle maliyeti azaltmak igin diisiik maliyette ham maddelerin kullanilmasi
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istenilir. Bitkisel yaglar, yag fabrikasi atiklari, melas, hayvansal yaglar, petrol
atiklari, kizartma yaglar, zirai atiklar, petrol atiklari, siit endiistrisi atik sulari,
peyniraltt sular1 ve icki fabrikas1 atiklari c¢esitli ucuz ham maddeler olup
mikroorganizmalarin gelismesi ve biyosiirfektan iiretiminde biiyiik bir potansiyele

sahiptir®®.

Eger organik kirleticiler igeren endiistriyel veya kentsel atiklar
biyosiirfektan iiretimi i¢in substrat olarak kullanilirsa iki kat kazang elde edilebilir.
Kirletilmis sular islenerek, degerli bir iirlin olan biyosiirfektan iiretilmis olur. Bu
yaklasim atik sularin isleme maliyetini azaltir ve biyosiirfektan satig1 sayesinde olasi
bir kazang olusturur®. Simdiye kadar deneysel boyutta mikroorganizmalarin
kiiltivasyonu ve siirfektan iiretimi igin ¢esitli kaynaklardan (6zellikle endiistriyel

atiklar) yenilenebilir substratlar yogun olarak ¢alisilmaktadir™®®.
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1.2. Calismanin Amaci

Bu tez calismasinda siit endiistrisi atik sularindan izole edilecek farkl
mikroorganizmalar ile peyniralti sularinin biyolojik kullanilabilirligi, biyosiirfektan
eldesi ve karakterizasyonu calisilmistir. Bu amagla Atatiirk Orman Ciftligi Siit ve
Stit Mamulleri Fabrikasindan alman atik su Orneklerinden mikroorganizma
izolasyonu yapilmistir. izolatlar hem siit endiistrisi atik sularmin iyilestirilmesinde
hem de biyosiirfektan madde iretiminde kullanilmigtir. Tez kapsaminda
biyosiirfektan madde iretiminde optimum kosullar (pH etkisi, NaNOs;
konsantrasyonu, karbon kaynagi etkisi) kesikli sistemde belirlenmistir. Belirlenen
optimum kosullar ile modifiye edilen peyniralti sular1 biyosiirfektan madde
tiretiminde temel besiyeri olarak kullanilmistir. Her bir izolattan elde edilen
biyosiirfektanlarin karakterizasyonu ve biyokimyasal Ozellikleri tespit edilmistir.
Ayrica izole edilen mikroorganizmalar ile peyniralti sularinin biyodegradasyonu
stirekli sistemde calisilmistir. Bu tez ¢alismasi ile ¢evre i¢in 6nemli bir tehdit unsuru
olan peyniralti sular1 biyolojik olarak giderilmistir. Sonug olarak sadece yurt disindan
temin edilebilen biyosiirfektan maddelerin Tiirkiye’de iiretilebilecek olmasi bu

caligmanin ticari uygulanabilirligini de arttirmigtir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Cahismada Kullamlan Mikroorganizmalar

Calismada kullanilacak olan mikroorganizmalar, Atatiirk Orman Ciftligi Siit
ve Siit Mamulleri Fabrikast atig1 ile kontamine olmus istasyondan alinan su
orneklerinden (steril sise icerisine) izole edilmistir. 0.1 ml 6rnek, L bagetle Nutrient
agar besiyerine aktarilmis ve 35°C°de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda elde edilen kolonilerin saflasana dek cizgi ekimleri yapilmistir. izole
edilen mikroorganizmalarin koloni ve mikroskobik ozellikleri incelenerek,
biyokimyasal testler (IMViC, hemoliz, okdidaz, gram boyama vb.) ile
identifikasyonu yapilmistir. identifikasyon igin gerekli biyokimyasal testler A.P.I ile

Setti’e®”

gore gergeklestirilmistir. Stok bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi amaci ile
mikroorganizmalar yatik Nutrient Agar besiyerine ekilerek 48 saat siireyle tiretilip bu

siire sonunda daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere +4°C’de saklanmustir.

Tiim ekim ve pasajlama islemleri steril kabinde ger¢eklestirilmistir.

2.2. Mikroorganizmalarin Uretilmesi

Mikroorganizma iiretimi icin Zhang ve arkadaslari®” tarafindan onerilen
temel besiyeri Mineral Salt Medium (MSM) besiyeri kullanilmigtir. Mineral Salt
Medium bilesenleri Tablo 1°de verilmistir. MSM besiyerinin pH’1 6.8 olarak

ayarlanmistir ve 121°C’de 1 atm basing altinda 30 dakika otoklavda steril edilmistir.
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Cizelge 2.1. MSM besiyeri igerigi (g/L)

NaNOs 40
NaCl 1.0
KCl 1.0
CaCl,.2H,0 0.1
KH,PO, 3.0
Na;HPO,.12H,0 3.0
MgSO, 0.2
FeS04.7H,0 0.001
FeCls.6H,0 0.008
ZnS04.7H,0 0.75
CoCl,.6H,0 0.08
CuS0,.5H,0 0.075
MnS0,.H,0 0.75
H;BO; 0.15
Na;Mo04.2H,0 0.05

2.3. Ekim ve Kiiltiirasyon

Daha once hazirlanan stok kiiltiirleri kullanilarak mikroorganizmalar steril
MSM kiiltiirlerine aktarilmistir. Bu amagla tiim izolatlardan Mc Farland 2 (%1 lik
H,S04 ¢ozeltisinden 9.8 ml + %1°lik BaCl, ¢ozeltisinden 0.2 ml) bulaniklik tiipiine
esdeger bulaniklikta steril serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ilave edilerek homojen
bakteri slispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu siispansiyondan MSM besiyerlerine 1/20
(v/v) orammi saglayacak sekilde steril kosullarda ekim yapilmistir. Inkiibasyon,
35°C’de 10 giin siire ile 150 rpm dongiisel ¢alkalama hizinda g¢alkalamali

inkiibatorde ( Heidolph Ins., Unimax 1010) ger¢eklestirilmistir.
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2.4. Kiiltiirlerde Biyosiirfektan Varhiginin Saptanmasi

Mikroorganizma kiiltiirlerinde biyosiirfektan iiretiminin belirlenmesi i¢in
Bodour ve arkadaslarinin rapor ettigi “drop-collapse” yontemi kullamilmistir®”. Bu
yontem icin 96 kuyucuga (microwell plate) sahip bir platform kullanilmistir.
Kuyucuklar ilk olarak 7 pl mineral yag ile kaplanmistir. Kontrol sivist olarak da
steril su ve ekim yapilmamis besiyeri kullanilmistir. Kiiltiirler 10000 rpm’de 20
dakika siire ile santrifiijlenmistir. Santrifiijleme sonrasinda siipernant Millipore
Filtrasyon sistemi ile steril edilmistir. Elde edilen son filtrat, biyosiirfektan varlig
icin “drop collapse” yontemi ile test edilmistir. Su ve filtratlardan alinan 25ul’lik
ornekler 45°C’lik ag1 ile kuyucuklara damlatilmigtir. Yag ile kaplanmis kuyucuklarda
damlalarin ¢okme, yayilma yada stabil kalma durumlar1 gozlenerek biyosiirfektan

varlig1 belirlenmistir.

2.5. Kiiltiirlerde Biyosiirfektan Miktarmin Olciilmesi

Kiiltiirlerde biyosiirfektan miktari, Saha ve Brewer’in 6nerdigi fenol siilfirik
asit yontemi ile belirlenmistir®?. Ilk olarak kiiltiirler 10000 rpm’de 20 dakika siire ile
santrifiijlenmistir. Santrifiijleme sonrasinda elde edilen siipernant Millipor seti ile
filtre edilmistir ve filtrat biyosiirfektan miktarinin tayininde kullanilmistir. Bu amagla
1.0 ml 6rnek, 1.0 ml fenol (% 5) ve 3.0 ml HySO4 (% 98) vorteks yardimi ile
homojen bir sekilde kanstirilmigtir. Olusan renkli (sari-turuncu) bilesik
spektrofotometrik olarak 480 nm’de Olgiilmiistiir. Standart L-Ramnoz ¢o6zeltileri
(0.1-1.0g/L) kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi, biyosiirfektan madde

miktariin belirlenmesinde kullanilmistir.
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Bu tez ¢alismasinda maksimum biyosiirfektan iiretimi elde edebilmek igin
cesitli sistem parametrelerinin biyosiirfektan {liretimi iizerine etkisi incelenmistir. Bu
amacla pH’nin, NaNO; konsantrasyonunun ve karbon kaynaginin biyosiirfektan
tiretimi  iizerine etkisi belirlenmistir. Peyniralti suyu, elde edilen veriler

dogrultusunda optimum kosullar ile modifiye edilmistir.

2.5.1. pH Etkisi

Biyosiirfektan iiretimi iizerine pH etkisini belirlemek i¢in MSM besiyeri pH
5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 ve 8.5 olacak sekilde ayarlanmistir. Her bir besiyeri
sterilize edildikten sonra mikroorganizma ekimi yapilmigtir ve 35 °C’de 10 giin siire

ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda biyosiirfektan miktar1 belirlenmistir.

2.5.2. Farkli Karbon Kaynaklarinin Biyosiirfektan Uretimi Uzerine Etkisi

Mikroorganizmalar tarafindan kullanilan karbon kaynaginin biyosiirfektan
tiretimi iizerine etkisini belirlemek amaci ile besiyeri bilesiminde farkli karbon
kaynaklar1 (glukoz, laktoz, pepton ve mineral yag) %1 oraninda kullanilmistir.
Karbon kaynaklarinin biyosiirfektan iiretimi iizerine etkisi, farkli karbon kaynagi

igeren kiiltiirlerde biyosiirfektan miktarinin l¢iimii ile belirlenmistir.
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2.5.3. Farkli Azot Kaynaklarinin Biyosiirfektan Uretimi Uzerine Etkisi

Mikroorganizmalar tarafindan kullanilan azot kaynaginin biyosiirfektan
tiretimi lizerine etkisini belirlemek amaci1 ile besiyeri bilesiminde farkli azot
kaynaklar1 NH4sNO;3;, NH4H,PO4, (NH4),SO4, NH4HCO3;, NaNO; ve KNO; (3.0g/L)

kullanilmistir ve biyosiirfektan iiretimi i¢in uygun azot kaynagi saptanmustir.

2.5.4. NaNO; Konsantrasyonunun Biyosiirfektan Uretimi Uzerine Etkisi

Biyosiirfektan tiretimi {izerine en uygun azot kaynaginin NaNOs oldugu
belirlenmistir. NaNOs konsantrasyonunun etkisini belirlemek i¢in MSM besiyerine
farkli konsantrasyonlarda 1.0, 3.0 ve 6.0 g/L olacak sekilde NaNOs ilave edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir ortamindan alman &rneklerde biyosiirfektan

miktar1 tayin edilmistir.

2.5.5. Etilen Diamin Tetraasetikasit (EDTA) Ajaminin Biyosiirfektan Uretimi

Uzerine Etkisi

Hiicre biiylimesiyle baglantili olarak hiicre duvari gecirgenligini etkiledigi
diisiiniilen EDTA, besiyerine ekim yapilmadan 6nce (0.2 g/L, 1.0 g/L ve 2.0 g/L)

farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde eklenmis ve ekim yapilmustir.
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2.6. Peyniralti Sularindan Biyosiirfektan Eldesi

Biyosiirfektan iiretiminin optimum oldugu sistem parametreleri (pH, karbon
kaynagi, NaNOs ve edta konsantrasyonu gibi) belirlendikten sonra, optimum kosullar
uygulanarak mikroorganizmalar ile atik sulardan maksimum biyosiirfektan tiretimi
saglanmistir. Peyniralt1 sularindan biyosiirfektan eldesi i¢in, atik su 6rnekleri besiyeri
olarak kullanilmistir. Mikroorganizmalar, 35 °C’de 10 giin siire ile atik suyu i¢eren
besiyerinde inkiibe edilerek, kiiltiirlerdeki biyosiirfektan miktar1 fenol-siilfirik asit
yontemi ile belirlenmistir. Kiiltiir ortamindan biyosiirfektanin ayristirilmast ig¢in,
kiltirler 5000 rpm’de 20 dakika siire ile santrifiijlenmistir. Biyosiirfektan
presipitasyonu icin santrifiijleme sonrasinda elde edilen siipernatant, 6 N H,SO4 ile
cozelti pH’1 2.0 noktasina wulasana dek asidifiye edilmistir. Cokelti
kloroform/metanol (1:1, v/v) karisimi ile ekstrakte edilmistir. Evaporator ile
¢Oziiclinlin ortamdan uzaklastirilmasi saglanarak, elde edilen ekstrakt toplanmistir ve

daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere +4°C’de muhafaza edilmistir.

2.7. Biyosiirfektan Karakterizasyonu

2.7.1. Fourier Transform Infrared Analysis (FTIR)

Biyosiirfektan yapisindaki fonksiyonel gruplarin belirlenmesi i¢in FTIR
spektrumlart alinmistir. Kuru biyosiirfektan 6rnekleri (1.0 mg) KBr (0.1 g) ile

karigtirilarak pellet hale getirilmis ve FTIR spektrumlart alinmstur.
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2.7.2. Yiizey Gerilimi

Biyosiirfektanin yiizey gerilimi {izerine etkisini belirlemek tizere kiiltiirlerden
elde edilen siipernatant sivilarinin ylizey gerilimi K6 tansiyometre (Kriiss GmbH,
Hamburg, Almanya) kullanilarak halka metodu ile belirlenmistir. Farkli karbon
kaynagi iceren her bir besiyerinden iki adet drnek incelenmistir. Kontrol sivis1 olarak
ekimi yapilmamis besiyeri kullanilmigtir. Her uygulamanin {i¢ paraleli de aym

sekilde siirdiiriilmiis ve ortalama degerler alinmistir.

2.7.3. Emiilsiyon Testi

Emiilsifiyer ajan olarak kabul edilen biyosiirfektanin emiilsiyon indeksinin
(E24) belirlenmesi i¢in 2.0 ml siipernatant ve 3.0 ml ksilen, kerosen, toluen ve
mineral yag bir vorteks yardimiyla 2 dakika siire ile karigtirllmistir. 24 saat bekletilen
¢ozeltinin toplam yiiksekligi ve emiilsiyon tabakasinin yiiksekligi belirlenerek Esitlik

1’den biyosiirfektanin emiilsiyon indeksi hesaplanmustir®.

Emiilsiyon tabakasinin yiiksekligi

E24(%;_ --- x100 (1)

Cozeltinin toplam yiiksekligi

2.7.4. Antimikrobiyal Aktivite

Biyosiirfektanlar, bakteriyal membran biitiinliigiinii bozarak antibakteriyal
aktivite sergilemektedirler. Biyosiirfektanlarin antibakteriyal aktivitelerini belirlemek
igin Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuari’ndan temin

edilen Escherichia coli DM, Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, Staphylococcus
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aureus COWAN 1, Klebsiella pneumonia FMC S5, Proteus vulgaris FMC 1
mikroorganizma suslari ile disk difiizyon metodu® kullanilmistir. Kloroformda
¢ozilinen biyostirfektan 6rnekleri mikropipet ile 6 mm ¢apindaki bos steril antibiyotik
disklere 20 mg/mL emdirilmistir. Bakteri (10’-10° adet/ ml) suslari, Miiller Hinton
Agara ekilmistir. Ekimi yapilan bakteri kiiltiirleri lizerine biyosiirfektan emdirilmis
diskler hafifce bastirilarak yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 4°C’
de 1 saat bekletildikten sonra bakteri asilanan plaklar 37+0.1°C de 18-2442 saat siire
ile inkiibe edilmistir®®. Siire sonunda besiyeri tizerinde olusan inhibisyon zonlari

mm olarak degerlendirilmistir.

Biyosiirfektanlarin  antifungal etkilerini  belirlemek i¢in  Kirikkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuarindan temin edilen patojen maya
turleri olan Candida albicans FMC 17, Candida krusei ATCC 6258 ve bir kif tiri
olan Aspergillus flavus ATCC 9807 icin de biyosiirfektanlarin antifungal etkisine
bakilmigtir. Yine antibakteriyal etki de oldugu gibi disk difiizyon metodu
kullanilmistir. Maya (0.5-2.5x10° adet/ml) suslari Sabouraud Dextrose Agara
homojen bir sekilde asilanmistir. Maya kiiltiirleri iizerine biyosiirfektan emdirilmis
diskler hafifce bastirilarak yerlestirilmistir. Maya asilanan plaklar ise 25+0.1 °C’de

(64)

24-37 saat slire ile inkiibe edilmistir™". Siire sonunda besiyeri iizerinde olusan

inhibisyon zonlart mm olarak degerlendirilmistir.

Elde ettigimiz biyosiirfektanlarin, bitki patojeni funguslara karsi antifungal
aktivitelerini belirlemek igin Ankara Tarim Il Miidiirliigii’nden temin edilen
Fusarium avenaceum ATCC 200466, Fusarium graminearum ATCC 15624,
Fusarium inflexum ATCC 32211 ve Fusarium heterosporium ATCC 15625

kullanilmistir. Antifungal ¢alisma kapsaminda biyosiirfektanlarin, Potato Dekstroz
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Agar ortaminda gelistirilen bitki patojeni funguslarin misel gelisimlerine karsi
etkileri belirlenmistir. Bu amagla kloroform igerisinde ¢6ziinen BS-I, BS-1I ve BS-III
ornekleri Potato Dekstroz Agar ortamina (%5) ilave edilmistir. Kontrol gruplari ise
biyosiirfektan ilave edilmemis besiyerlerinde test edilmistir. 7 glinlik Fusarium
avenaceum, Fusarium graminearum, Fusarium inflexum ve Fusarium heterosporium
kiltiirlerinden 5 mm genisliginde kesilen diskler, her petri kutusuna ayr1 ayri ters
cevrilerek yerlestirilmis ve 28°C’de inkiibasyona birakilmistir. Koloni ¢ap1 dlgiilerek
ve misel inhibisyonu yiizde olarak hesaplanmustir'®”. Her uygulamanin ii¢ paraleli de

ayn1 sekilde siirdiiriilmiis ve ortalama degerler alinmustir.

2.7.5. Hemoliz AKtivitesi

Hemolitik aktivite testi icin Kirikkale Universitesi T1ip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuarindan temin edilen kan 6rnekleri 10 (mL) her bir izolata ait biyosiirfektan
(25 pg/mL) ile 37°C’de 12 saat siire ile etkilestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
insan kani1 1000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiijlenmis ve elde edilen siipernatantta,

hemoglobin analizi Heco cihazi ile belirlenmistir.

2.7.6. Agir Metal Giderimi

Mikroorganizmalar tarafindan iretilen biyosiirfektan maddeler, agir metal
kontaminasyonunun giderilmesinde de 6nemli bir role sahiptir. Biyosiirfektanlarin,
agir metallere baglanip baglanmadigina bakilmistir. Bunun i¢in 1 g/L olarak tartilan
biyosiirfektanlar, 60 mg/L olarak hazirlanan Pb, Cu, Fe, Zn, Hg ve Cd agir metal

cozeltileri ile etkilestirilmistir. Her bir siispansiyon orbital karigtiricitda (Nuve SL
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350) 200 rpm’de karstirilmis ve siire sonunda G6rnekler 3000 rpm'de 10 dakika
boyunca santrifiijlenmis ve siipernatant 0,45 pm filtre kagidindan filtre edilmistir.
Filtrat biyostirfektan tarafindan tutuklanan metal miktarinin belirlenmesinde
kullanilmistir. Her bir agir metal ile 20-60 mg/L derisimlerinde ¢ozeltiler
hazirlanarak kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Etkilesim Oncesi ve sonrasinda
cozeltideki Pb, Cu, Fe, Zn, Hg ve Cd metal derisimleri Atomik Adsorpsiyon
Spektrofotometre (ATI Unicam 929 AAS) kullanilarak belirlenmistir. Bu yolla
calismamizda saflastirilan biyosiirfektanlarin agir metal kirliliginin giderilmesindeki

performanslari test edilmistir.

2.8. Peyniralti Atik Sularimin Biyodegradasyonu

Optimum kosullarla modifiye edilmis rafineri atik suyu ve her bir izolata ait
hiicre kiiltiiriiniin 10 giin 35 °C’de etkilestirilmesi ile degradasyon caligmalari
gerceklestirilmistir. Peyniraltt atik sularimin biyodegradasyon yolu ile aritilmasi
stirekli sistemlerde gergeklestirilmistir. Mikroorganizmalar ile peyniralti sularinin
biyodegradasyonu kesikli sistemde 12 saat siire ile gergeklestirilmistir. Peristaltik
pompa yardimi ile reaktdr icerisine sabit akis hizinda (0.5 mL/dakika) peyniralti
suyunun girdisi saglanmistir. Sistemden ¢ikan atik su Ornekleri bir rezervuar
icerisinde toplanarak belirli zaman araliklarinda (bir saat ara ile) rezervuar
igerisinden alinan 6rnek karbonhidrat, protein ve yag tayini icin degerlendirilmistir.
Peyniralt1 suyunun degradasyon oncesi ve sonrasinda igerdigi protein miktar1 biiiret,
karbonhidrat miktar1 3-5 Dinitrosalisilik asit yontemi kullamlarak belirlenmistir®®.

Yag miktarin1 tayin etmek i¢in de gaz kromotografisi (GC) kullaniimistir.

Kromatografi oncesi peyniraltt suyu 2:1, v/v kloroform-metanol ile ekstrakte
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edilmigtir. Protein, karbohidrat ve amino sekerler gibi lipit olmayan safsizliklar %

0.88’lik KCI ile yikanarak uzaklastirilmistir. Total lipidi i¢ceren kloroform fazi, déner

buharlastiricida 40°C’de 20 ml hacme getirilmistir. Gaz kromatografisi kosullar

Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2. PAH ve tiirevlerinin analizinde kullanilan GC kosullar1

Kolon

Dedektor

Tastyic1 Gaz

Analiz Siiresi
Enjeksiyon sicakligi

Firin Sicaklig

DB-1 CA kapiler kolon
Alev Iyonizasyon Detektdr
Azot, 1 mL/dak

70 dak.

250°C

40° C (1 dak.)
4°C/dak.-200°C(10 dak.)
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. izolasyon ve Identifikasyon

Ankara Atatiirk Orman Ciftligi Siit ve Siit Mamulleri Fabrikas1 atig ile
kontamine olmus istasyondan alinan su Orneklerinden bes farkli koloni tipi ayirt
edilmistir. Kolonilerden alinan 6rneklerden, saflasana dek ¢izgi ekimler yapilmis ve
elde edilen izolatlarin biyokimyasal morfolojik 6zellikleri incelenmistir. Izolatlarin
biyosiirfektan iiretebilme yetenekleri test edilmistir. Biyosiirfektan iireten ii¢ izolatin
identifikasyonlari, BD BBL Crystal Enteric/Nonfermenter ID System kitleri ve
Analitik Profil indeks (API) kitleri ile VITEK 2 cihaz1 (Biomerieux) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Identifikasyon sonrasinda izolatlar Burkholderia cepacia,
Micrococcus luteus ve Yarrowia lipolytica olarak tanimlanmstir. iki bakteriye ait
biyokimyasal 6zellikler Cizelge 3.1°de verilmistir. Tiim izolatlarin stok kiiltiirleri

hazirlanmis ve daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere +4°C’de saklanmistir.

Cizelge 3.1. Izole edilen bakteriler ve biyokimyasal 6zellikleri (B: Beyaz, S: sar1)

M. luteus B. cepacia
Hiicre morfolojisi Kok Cubuk
Koloni tipi S S
Gram Reaksiyon — + -
Oksidaz + +
42°C’de tireme + +/-
H,S - -
Pigment S B
Laktoz - +/-
Indol - -
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3.1. 1. Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepecia)

Burkholderia cepacia, Walter Burkholder tarafindan 1949°da sogan
koklerinde ciirlimeye neden olan bitki patojeni olarak kesfedilmistir. 1950’lerde ise
insan patojeni olarak tanimlanmigtir. 1980°lerde ise kistik fibrozisli hastalarda ilk kez
tammlanmstir'®”. B. cepacia gram negatif bir bakteridir. Koloni uzunlugu 1.6-3.2
um’dir. Zorunlu aerobtur ve optimum sicaklik araliinda (30-35°C’de)
kemoorganotroftur. Toprakta, suda, bitkiler iizerinde bulunmaktadir ve nemli
yerlerde daha fazla yasayabilmektedir. Insan ve bitki patojenidir. Ayn1 zamanda
biyokontrol ve biyoremediasyon ajani olarak da kullanilan c¢ok yonli bir
mikroorganizmadir. Ciinkii bitki patojeni olan funguslara kars1 bir¢ok antibiyotik
tiretir. Toksik bir fungusid degildir. Bu yiizden suyu ve toprag:i kirletmez. B.
cepacia herbisid ve pestisidlerin yapisinda bulunan hidrokarbonlari metabolize
etme yetenegine sahiptir. Bu toksinlerle kontamine olan alanlara bu
mikroorganizmanin eklenmesiyle ¢evrenin temizlenmesi mimkiindiir. B. cepacia

kimyasallar1 parcalamada en etkili mikroorganizmalardan biridir.

Ne yazik ki, bu bakterinin yaygin kullanimi dezavantajli olabilmektedir.
Birincisi  bircok antibiyotige karst diren¢c kazanabilir. Penisilinli ortamda
gelisebildikleri goriilmiistiir. Kolayca mutasyona ugrayabilir ve genomu sayesinde
yeni ortamlara adapte olabilir. 1970’lerin basinda insan patojeni olarak idrar
yolarinda ve solunum yollarinda enfeksiyonlara neden oldugu bulunmustur.
1980’lerde kistik fibrozisli hastalarda hayat:1 tehdit eden pulmoner enfeksiyonlarina
neden oldugu goriilmiistiir. B. cepacia’nin neden oldugu komplikasyonlarda 6lim

oran1 % 80°dir'®®.

63



3.1.2. Micrococcus luteus (Micrococcus lysodeikticus)

Micrococcus luteus gram pozitif bir bakteridir. Koloni ¢ap1 0.5-3 mikrometre
olup kok seklindedir. Flagellasiz (hareketsiz oldugu i¢in), katalaz pozitif, zorunlu
aerobtur. Spor formlar1 yok, tek, ikili veya kiimeler halinde bulunurlar. Koagiilaz
negatiftir. Basitrasine duyarlidir. M. luteus parlak sar1 renkte pigment olusturur.
Toprakta, suda, havada, memelilerin derilerinde normal florada bulunurlar. M. luteus
insan, hayvan derilerinden, su ve topraktan izole edilebilirler. Siit iiriinlerinde
bozulmaya neden olmaktadir. Bu bakteri az suda ve yiiksek tuzlulukta

gelisebilir®7?.

Micrococcuslarin -~ birgok  susu  100°C’de  gelisebilir.  Bu
mikroorganizmalar tuza dayanikli olduklari i¢in tuzlu besinlerde de bulunurlar.
Ayrica {ist solunum yollarinda, orta farinkste, agi1z ve mukozada koloni olusturur. M.
luteus patojenik olmamasina ragmen genellikle kontaminant olarak diistiniilmektedir.
Immiin sistemi zayif olanlarda &rnegin AIDS’li bireylerde septik sok ya da
pendmoniye neden olabilmektedir®®. M. luteus inorganik H,S, siilfiir, thiyosiilfat, H,
ya da diger organik bilesikleri suksinat, malat ve biitirat gibi bilesikleri enerji
kaynag1 olarak kullanir. M. [uteus ototrofiktir ve karbon kaynagi olarak CO,’yi
kullanir. Micrococcus, piridin, herbisid, klorlu bifeniller ve yag gibi farkh
substratlar1 kullanabilme yetenegine sahiptir. Bir¢ok ¢evresel kontaminant1 biyolojik

olarak degrade etmek ve toksisitesini gidermek i¢in kullaniimaktadir”"-"®.

M. luteus biyoremediasyon ve biyoteknolojide Onemli bir role sahiptir.
Toksik atiklarla ilgili olarak toksik organik kirleticileri degrade edebilmekte ve
metallere karsi tolerans gosterebilmektedir. Kontamine olmus toprakta, yag petrol
atiklarinda, tortullasmis yag birikintilerinde sik sik bulunur, hidrokarbonlar1 ve

olefinik bilesikleri degrade edebilmektedir, bifenilleri karbon kaynagi olarak
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kullanabilmekte ve phthalik asid esterleri olan phthalatlar1 pargalayabilmektedir.
Metallerle ilgili fonksiyonunun olduguda rapor edilmistir. Stronsiyumun (uzun
tesirli ve zehirli bir radyoaktif madde) biyosorpsiyonunu gerceklestirmektedir.
Kursunu, nikeli ve ¢inkoyu daha az derecede tutmaktadir. M. [uteus, spor
olusturmadan stres altinda yani diisiik sicaklik ve besin kitlig1 gibi olumsuz ortam

kosullarinda dortlii formlar olusturarak uzun yillar yasayabilmektedir”.

3.1.3. Yarrowia lipolytica (Candida lipolytica)

Y. lipolytica, tizerinde yogun bir sekilde c¢aligilmis geleneksel olmayan ve
Yarrowia genusuna ait tek tiirdiir. Tirtin gelismis formu ilk olarak Diddens ve
Lodder tarafindan 1942 yilinda Candida lipolytica seklinde tanimlanmistir. Gelismis
formu, Endomycopsis lipolytica, daha sonra Saccharomyces lipolytica ve nihayet
Wickerham ve arkadaslar1 tarafindan 1980°de Y. Ilipolytica olarak yeniden
simiflandirilmigtir.  Literatiirde Y. lipolytica suglarimin, hiicre dis1 lipolitik ve
proteolitik aktivitelerinin giiclii olmasi nedeniyle daha ¢ok yag, protein ve seker
iceren ortamlardan izole edildigi bildirilmektedir. Bu sebeple en ¢ok; peynir gibi siit
iirtinlerinde bunun yaninda soya sosu ve et igeren salatalarda da goriilmektedirler. Y.
lipolytica’nin siit iirlinlerinde en sik rastlanan maya tiirleri arasinda yer almasi peynir
teknolojisinde iyi bir olgunlasma ajani olmasini desteklemektedir. Y. lipolytica’nin
5-10 °C’lerde gelistigi gozlenmis, optimum ve maksimum gelisme sicakliklari
sirastyla 25-30 °C ve 33-37 °C olarak bildirilmistir. Maya, laktik ve sitrik asidi
kullanabilmekte, sitrik veya laktik asit konsantrasyonun % 1 oldugu ortamlarda

gelisebilmektedir. Y. lipolytica suslarina ait lipolitik aktivite diislik sicakliklarda ve
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yiiksek tuz konsantrasyonlarinda azalma gosterse de yapilan caligmalar lipolitik
aktivitenin devam ettigini ve bu nedenle peynirin olgunlasmasinda bu mayanin
kullanilabilecegini gostermistir. Ekstraselliiler proteolitik aktivite gosteren cogu Y.
lipolytica suslarinin ise proteinaz iiretebilecekleri minimum sicaklik 0-3°C olarak
bildirilmistir. Y. lipolytica’nin biyokimyasal aktiviteleri, aromatik bilesikler ve/veya
metil ketonlar, alkoller, laktonlar ve esterler gibi aroma maddeleri olusumuna 6ncii
bilesikleri liretebilmesi nedeniyle, peynirin duyusal 6zellikleri yoniinden 6nemli role

(725 °C’de Sabouraud Dekstroz Agar besiyerinde beyaz, mat, kuru,

sahiptir
serebriform veya krem seklinde koloniler olusturur. Ureaz reaksiyonu pozitiftir'™. ¥.
lipolytica (6karyot) basit bir maya tiirii degildir. Bu organizma genetik ¢aligmalarda
stk stk kullanilmaktadir. Potansiyel olarak {irettigi molekiillerle biyoteknolojik

uygulamalarda kullanim alanma sahiptir'’®.

Y. lipolytica lipidlerden metan
iiretebilmektedir. Aerobik sartlarda alkanlardan, bitkisel yaglardan ya da glikozdan
sitrik asit liretir. Genomlarmin bilinmesi, 6karyotik genom gelisimini agiklamak i¢in

firsat verir'"”.
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Sekil 3.1. Yarrowia lipolytica, Micrococcus luteus ve Burkholderia cepacia’nin

SEM Mikrograflari’"787

3.2. Kiiltiirlerde Biyosiirfektan Varhgimin Saptanmasi

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen biyosiirfektan varliginin saptanmasi
icin MSM besiyerinde {iretilmis Burkholderia cepacia, Micrococcus luteus ve
Yarrowia lipolytica kiiltiirleri 20 dakika siire ile 5000 rpm’de santrifiijlenmistir. Elde
edilen supernatantlar, su ve ekim yapilmamis besiyeri ornekleri, mineral yag ile
kaplanmis microwell plate igerisindeki kuyucuklara enjekte edilmistir. Su ve ekim
yapilmamis besiyeri Orneklerinin boncuk seklini aldigi, izolatlara ait kiiltiir

orneklerinde ise kuyucuklardaki damlalarin yayildigr gozlenmistir (Sekil 3.2.)
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Izolatlar tarafindan biyosurfektan iiretiminin saptanmasi sonrasinda Y. lipolytica, M.
luteus ve B. cepacia tarafindan iiretilen biyosiirfektan maddeler siras1 ile BS-1, BS-II

ve BS-III olarak kodlanmustir.

Sekil 3.2. Kontrol sivilar ve biyosiirfektan iceren sivilarin microwell plate

kuyucuklarinda dagilimi a) Su, b) Ekim yapilmamus kiiltiir, ¢) Y. lipolytica,

d) B. cepacia, e) M. luteus
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3.3.Kiiltiirlerde Biyosiirfektan Miktarinin Ol¢iilmesi

Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia mikroorganizmalarit tarafindan
biyosiirfektan {liretiminin belirlenmesi sonrasinda kiiltiirlerdeki biyosiirfektan miktari
belirlenmistir. Temel MSM besiyerinde Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia
mikroorganizmalar tarafindan tretilen biyostirfektan miktarlar1 sirasi ile 728, 827 ve

656 mg/L bulunmustur.

3.4. Biyosiirfektan Uretimi Uzerine pH Etkisi

Mikroorganizmalarin iiriin olugturmalari i¢in besin ortaminin pH’1 6nemli bir
parametredir. Her mikroorganizma belirli bir pH araliginda optimum gelisme ve {iriin
sentezi gostermektedir. Tiim izolatlar i¢in biyosiirfektan tiretimi iizerine pH etkisi
5.5-8.0 araliginda incelenmistir ve biitiin izolatlarm 5.5.-6.0 ve 7.5-8.0 pH
araliklarinda diisiik biyosiirfektan tretimi gosterdigi, pH 6.5-7.0 araliginda ise
yiiksek biyosiirfektan iiretimi gosterdigi belirlenmistir. B. cepacia ve Y. lipolytica
icin en yiiksek biyosiirfektan iiretimi pH 7.0°da siras1 ile 675 ve 763 mg/L olarak
gozlenmistir. M. luteus igin maksimum biyosiirfektan miktarinin, pH 6.5’de 856

mg/L oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Biyosiirfektan iiretimi tizerine pH etkisi

3.5. Karbon Kaynaginn Biyosiirfektan Uretimi Uzerine Etkisi

Biyosiirfektan iiretimi iizerine karbon kaynagi etkisi glukoz, pepton, laktoz
ve mineral yag kaynaklar1 igeren ortamlarda test edilmistir. Kiiltiirlerde en yliksek ve
en diisiik biyosiirfektan miktarina bakilmistir. B. cepacia, laktoz iceren ortamda
maksimum biyosiirfektan {iretimi gosterirken (867 mg/L), en diisiik {iretim
kapasitesini pepton igeren ortamda (440 mg/L) gostermistir. M. luteus en fazla iiretim
kapasitesine laktoz iceren ortamda ulagirken (1005 mg/L), mineral yag bulunan
ortamda 595 mg/L’lik kapasite ile diisiik biyosiirfektan tretimi sergilemistir. Y.
lipolytica ise B. cepacia ile benzer sekilde en fazla laktozlu besiyerinde 986 mg/L, en

az peptonlu ortamda (691 mg/L) biyosiirfektan iiretimi gostermistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Farkli karbon kaynaklarinin biyosiirfektan iiretimi iizerine etkisi

3.6. Farkli Azot Kaynaklarinin Biyosurfektan Uretimi Uzerine Etkisi

Azot kaynagimin biyosiirfektan iiretimi iizerine etkisini belirlemek i¢in temel
besiyeri bilesimine NHsNO;, NH4H,PO4, (NH4)>,SO4, NHsHCO3;, NaNO; ve KNOs
azot kaynaklari ilave edilmistir. B. cepacia, M. luteus ve Y. lipolytica izolatlar1 i¢in
diger azot kaynaklarina kiyasla NaNO; iceren besiyerinde biyosiirfektan iiretimi

acisindan daha yiiksek verim elde edildigi tespit edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Farkli azot kaynaklarinin biyosiirfektan tiretimi {izerine etkisi

3.7. NaNO; Konsantrasyonun Biyosiirfektan Uretimi Uzerine Etkisi

Optimum azot kaynagi konsantrasyonunu tespit etmek ic¢in farkli oranlarda
NaNO;, besiyeri ortamina ilave edilmis ve en iyi sonug¢ Sekil 3.6.’da goriildiigii gibi

1g/L’lik derisimde bulunmustur.
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Sekil 3.6. Azot kaynagi olarak kullanilan NaNOs konsantrasyonunun biyosiirfektan

uretimi lizerine etkisi

3.8. EDTA Ajaninin Biyosiirfektan Uretimi Uzerine Etkisi

Hiicre duvar1 gecirgenligini arttirdigi diisiiniilen EDTA’nin biyosiirfektan
tiretimine etkisi Sekil 3.6’da verilmistir. 0.01-0.05 g/L araligindaki diisiik
konsantrasyonlarda EDTA varliginin biyostirfektan tiretimini artirdigt 0,1 ve 0.2 g/L
konsantrasyonlarinda ise bakteri gelisiminin ve buna bagli olarak biyosiirfektan
tiretiminin azaldig1 belirlenmistir. Sonucta en yliksek biyosiirfektan tiretimi 0.05 g/L
EDTA konsantrasyonunda gozlenmistir ve Y. lipolytica, M. luteus, B. cepacia igin

sirasiyla 825, 932 ve 645 mg/L olarak bulunmustur.
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Sekil 3.7. Biyosiirfektan iiretimi lizerine EDTA etkisi

3.9. Peyniralti Sularindan Biyosiirfektan Eldesi

Biyosiirfektan tiretiminin optimum oldugu sistem parametreleri (pH, Karbon
kaynagi, NaNOs ve EDTA konsantrasyonu ) belirlendikten sonra, optimum kosullar
mikroorganizmalar ile peyniralt1 atik su 6rnegine uygulanmistir. Mikroorganizmalar,
besiyeri olarak kullanilan peyniralti suyunda 35 °C’de 10 giin siire ile muamele
edilmis ve kloroform/metanol ekstraksiyonu sonrasinda biyosiirfektan kati halde elde

edilmistir. Sonug olarak maksimum biyosiirfektan iiretimi saglanmistir.

Sekil 3.8’de goriildiigii gibi Y. lipolytica, temel MSM besiyerinde 728 mg/L
biyosiirfektan tiretirken, peyniralti suyu igeren besiyerinde 946 mg/L biyosiirfektan

tiretmistir. Peyniralti suyunda biyosiirfektan miktarinin 1.3 kat arttigi gézlenmistir.
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M. luteus, temel MSM besiyerinde 827 mg/L biyosiirfektan iiretirken, peyniralt1 suyu
iceren besiyerinde 992 mg/L biyosiirfektan {iretmistir. Peyniraltt suyunda
biyosiirfektan miktarinin 1.2 kat arttigi gozlenmistir. B. cepacia, temel MSM
besiyerinde 656 mg/L biyosiirfektan {iretirken, peyniralti suyu igeren besiyerinde
1115 mg/L biyosiirfektan tiretmistir. Peyniraltt suyunda biyostirfektan miktarmin 1.7

kat artt1g1 gézlenmistir.
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Sekil 3.8. Peyniralt1 suyundan biyostirfektan iiretimi

3.10. Biyosiirfektan Karakterizasyonu

3.10.1. FTIR Analizi

FTIR analizi molekiillerdeki fonksiyonel gruplari tanimlamada kullanilan bir

yontemdir. Bu yontem ile Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia tarafindan tretilen
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BS-I, BS-II ve BS-III'in FTIR spektrumlart ve fonksiyonel gruplarin yerleri
incelenerek molekiiler yapilar1 hakkinda bilgi verilmistir. BS-1 3312, 2355, 1411,
1271, 1056 ve 971 cm ' noktalarinda titresim bantlar1 vermistir (Sekil 3.9). BS-II
3547, 3244, 2334, 1680, 1456, 1372, 1246 ve 1098 cm ' noktalarinda titresim
bantlar1 olusturmustur (Sekil 3.10). BS-IIT 3383, 1658, 1403, 1153, 1026 ve 711

cm ' noktalarinda titresim bantlari vermistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.9. BS-I biyosiirfektanina ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.10. BS-II biyosiirfektanina ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.11. BS-III biyosiirfektanina ait FTIR spektrumu
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3.10.2. Yiizey Gerilimi

Izolatlara ait kiiltiirlerde yiizey gerilimindeki degisimler incelenmis ve test
edilen tiim kiiltiirlerde yiizey geriliminin azaldig1 Cizelge 3.2’de belirtilmistir. Yiizey
geriliminde en belirgin azalma Y. lipolytica Kkiltiriinde gozlenmistir. Yiizey

geriliminde en az azaltici etki ise B. cepacia kiiltiiriinde gozlenmistir.

Cizelge 3.2. BS-I, BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarin yilizey gerilimleri (mN/m)

Yiizey gerilimi  Yiizey gerilimini
Test s1vist

(mN/m) azaltic1 etki (%)
Ekim yapilmamis besiortami1 70.1 -
Y. lipolytica kiiltiirii 45.7 35
M. luteus kiiltlirti 59.2 16
B. cepacia kiiltiirii 61.6 12

3.10.3. Emiilsiyon Testi

Y. lipolytica, M. Iuteus ve B. cepacia izolatlar1 tarafindan {iretilen
biyostirfektanlarin emiilsifikasyon 6zelligi kerosen, toluen, ksilen ve mineral yag
hidrokarbonlar1 kullanilarak test edilmistir (Cizelge 3.3). BS-I, en fazla kerosenli
ortamda % 59 oraninda, en az toluenli ortamda % 45 oraninda emiilsiyon 6zellik
gostermistir. BS-II, en fazla % 65 oraninda kerosende ve en az ksilenli ortamda % 44
oraninda emiilsiyon aktivitesi sergilemistir. BS-III ise en fazla mineral yagda % 59

oraninda ve en az ksilende % 37 oraninda emiilsiyon aktivitesi gdstermistir.
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Cizelge 3.3. BS-1, BS-II ve BS-III biyostirfektanlarin emiilsifikasyon aktivitesi (%)

Kerosen Toluen Ksilen Mineral
oil
Y. lipolytica 59 45 51 53
M. luteus 65 51 44 49
B. cepacia 47 39 37 59

3.10.4. Antimikrobiyal Aktivite

Elde edilen biyosiirfektanlarin patojen bakterilere karsi gosterdigi
antibakteriyal etki Sekil 3.12°de goriilmektedir. Cizelge 3.4’te ise olusturdurduklari
inhibisyon zonlar belirtilmistir. Y. lipolytica tarafindan iiretilen BS-I, en fazla 25
mm’lik inhibisyon zonu ile K. pneumonia’da etki gosterirken, S. aureus’ta en az 25
mm’lik inhibisyon zonu olusturmustur. Fakat P. vulgaris’e karsi inhibisyon zonu
olusturmamistir. M. [uteus tarafindan {iretilen BS-II, yine en fazla 22 mm’lik
inhibisyon zonu ile K. pneumonia’da etkili olmustur. En az etkiyi, 11 mm’lik
inhibisyon zonu olusturarak S. aureus’ta gostermistir. B. cepacia tarafindan tretilen
BS-III, en fazla K. pneumonia’da 32 mm’lik inhibisyon zonu olusturken, en az

etkiyi, 15 mm’lik inhibisyon zonu ile P. vulgaris’e kars1 gostermistir.
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Sekil 3.12. izolatlara ait biyosiirfektanlarin patojen bakterilere kars1 antibakteriyal

etkileri a. P. aeruginosa b. S. aureus c. K. pneumonia d. E. coli ve e. P. vulgaris
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Cizelge 3.4. BS-1, BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarin, patojen bakterilere kars1

olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

P. S. K. E. P.
aeruginosa aureus pneumonia coli vulgaris
BS-1 20 15 25 22 -
BS-1I 16 11 22 15 26
BS-IIT 19 25 32 20 15

Izolatlara ait biyosiirfektanlarin patojen funguslara karst gosterdigi
antifungal etki Sekil 3.13’te goriilmektedir. Cizelge 3.5’te gorildigi gibi Y.
lipolytica tarafindan lretilen BS-I, en fazla antifungal etkiyi C. albicans’a karsi
olusturdugu 21 mm inhibisyon zonu ile en az etkiyi C. krusei’ye karsi olusturdugu 13
mm’lik inhibisyon zonu ile gdstermistir. M. /uteus tarafindan iretilen BS-II, en fazla
antifungal etkiyi C. albicans’a kars1 20 mm inhibisyon zonu olusturarak gostermistir.
C. krusei’ye karsit olusturdugu 14 mm’lik inhibisyon zonu ile en az etkiyi
gostermistir. B. cepacia tarafindan iiretilen BS-III, en fazla antifungal etkiyi 22 mm
inhibisyon zonu olusturarak C. albicans’a kars1 gostermistir. En az etkiyi A. flavus’ta

16 mm inhibisyon zonu olusturarak gostermistir.
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Sekil 3.13. izolatlara ait biyosiirfektanlarin patojen funguslara kars: antifungal

etkileri a. C. krusei, b. C. albicans ve c. A. flavus

Cizelge. 3.5. BS-1, BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarinin, C. albicans, C. krusei maya

tiirlerine ve A. flavus kiif tiirtine kars1 olusturduklar1 inbisyon zon ¢aplar1 (mm)

C. krusei C. albicans A. flavus
BS-I 13 21 20
BS-II 14 20 18
BS-III 15 22 16
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Elde edilen biyosiirfektanlar varliginda bitki patojeni funguslarin misel
gelisim yiizdeleri Cizelge 3.6’da verilmistir. Y. /ipolytica tarafindan iiretilen BS-I
varliginda, en fazla misel gelisimi % 67 oraninda F. heterosporium’da, en az misel
gelisimi % 42 oraninda F. avenaceum’da belirlenmistir. M. [uteus tarafindan iiretilen
BS-II’'nin varhiginda, en fazla misel gelisimi F inflexum’'da % 50 oraninda, en az
misel gelisimi ise F. avenaceum’'da % 40 oraninda hesaplanmistir. B. cepacia
tarafindan dretilen BS-III varliginda ise en fazla misel gelisimi % 97 F.
heterosporium’da, en az misel gelisimi de F. graminearum’da % 29 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 3.6. BS-1, BS-II ve BS-III biyostirfektanlar1 varliginda bitki patojeni

funguslarin misel gelisimleri (%)

F. F. F. F.

heterosporium inflexum avenaceum graminearum
BS-1 67 47 42 50
BS-1I 44 50 40 42
BS-IIT 97 51 46 29
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Sekil 3.14. izolatlara ait biyosiirfektanlarin Fusarium heterosporium’un misel

gelisimi iizerine etkileri; a. kontrol, b. BS-I, c. BS-II, d. BS-III
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Sekil 3.15. izolatlara ait biyosiirfektanlarin Fusarium inflexum’un misel gelisimi
tizerine etkileri; a. kontrol, b. BS-1, ¢. BS-II, d. BS-III
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Sekil 3.16. izolatlara ait biyosiirfektanlarin Fusarium graminearum >un misel
gelisimi iizerine etkileri; a. kontrol, b. BS-1, ¢. BS-II, d. BS-III
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Sekil 3.17. Izolatlara ait biyosiirfektanlarin Fusarium avenaceum *un misel gelisimi
uizerine etkileri; a. kontrol, b. BS-I, c. BS-II, d. BS-III

3.10.5. Hemoliz Aktivitesi

Cizelge 3.7.°de izolatlara ait biyosiirfektanlarin yiiksek derecede hemolitik
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Biyosiirfektan icermeyen kan kiiltiirinde,
kiiltiirasyon siiresince ¢ok diisiik miktarda hemoglobinin (0.1g/dL) seruma gegtigi
belirlenmistir. Biyosiirfektan igeren kan Kkiiltiirlerinde ise hemoliz sonucu fazla
miktarda hemoglobin molekiillerinin seruma gectigi gézlenmistir. Sonug olarak en
fazla hemolitik aktivite B. cepacia tarafindan iretilen BS-III biyosiirfektaninda

gozlenmistir. En diisiik hemolizi ise Y. lipolytica’dan iiretilen BS-1 gostermistir.
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Cizelge 3.7. Biyosiirfektanlarin hemolitik aktiviteleri

Uygulama Hemoglobin(g/dL)
Kontrol 0.1+£0.11
BS-I 4.3+0.36
BS-1I 4.8+0.23
BS-1IT 5.0+0.25

3.10.6. Agir Metal Tutma Kapasitesi

Bu ¢alismada mikroorganizmalar tarafindan iiretilen biyosiirfektan maddeler
ile civa, kursun, bakir, kadmiyum, c¢inko ve demir agir metallerinin giderimi
incelenmigtir. Cizelge 3.8’deki verilere gore BS-I, en fazla % 59.2 oraninda Cu(Il)
uzaklagtirirken, en az % 22.6 oraninda Hg(II) uzaklastirabilmistir. BS-II en fazla %
61.0 oraninda Pb(Il) wuzaklagtirrkken, en az % 309 oraninda Fe(IIl)
uzaklalastirabilmistir. BS-III ise en fazla % 64.9 oraninda Cu(Il), en az % 21.9

oraninda Fe(IIl) uzaklastirabilmistir.

Cizelge 3.8. Biyosiirfektanlarin agir metal giderim oranlar1 (%)

Hg(II) Pb(II) Cu(II) Cd(In Zn(II) Fe(II)
Y. lipolytica 22.6 44.5 59.2 26.3 39.2 27.6
M. luteus 313 61.0 59.2 45.6 323 30.9
B. cepacia 30.1 55.2 64.9 51.0 383 21.9
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3.11. Peyniralti Atik Sularinin Biyodegradasyonu

Peyniraltt atik sularmin biyodegradasyon yolu ile aritilmasi isleminde
izolatlarin her biri ayr1 ayr1 peyniralti suyu ile 12 saat siireyle etkilestirilmistir.
Peyniralti1 suyu bilesiminde baslangic ve etkilesim sonrasindaki protein miktari
Biiiret yontemi ile tayin edilmistir. Peyniralti suyunun bagslangigtaki protein miktari
2.304 mg/mL olarak belirlenirken Y. lipolytica ile etkilesim sonrasinda ortamdaki
protein miktar1 1.421 mg/mL olarak belirlenmistir. M. luteus ve B. cepacia ile
etkilesim sonrasinda peyniralti suyu icerisindeki protein miktar1 siras1 ile 1.728
mg/mL ve 1.536 mg/mL olarak belirlenmistir. Cizelge 3.9.’da goriildiigii gibi Y.
lipolytica, M. luteus ve B. cepacia tarafindan protein degradasyon oranlari sirasi ile

% 76.6, % 50 ve % 66.6 olarak hesaplanmustir.

Peyniralt1 suyunun baslangi¢ ve etkilesim sonrasindaki karbonhidrat miktar
3-5 Dinitrosalisilik asit yontemi ile belirlenmistir. Peyniralti suyunda baslangi¢
karbonhidrat miktar1 24.5 mg/mL olarak hesaplanmustir. Y. lipolytica, M. luteus ve B.
cepacia ile etkilesim sonrasinda peyniralti suyu igerisindeki karbonhidrat miktari
siras1 ile 23.47, 19.86 ve 20.17 mg/mL olarak belirlenmistir. Cizelge 3.9’da
goriildigi gibi Y. lipolytica’nin degrade ettigi karbonhidrat oran1 % 8.41, M. luteus
tarafindan degrade edilen karbonhidrat orani ise % 37.8 ve B. cepacia’nin degrade

ettigi karbonhidrat oran1 da % 35.3 olarak belirlenmistir.

[zolatlar tarafindan peyniralti suyundaki yag degradasyonu GC analizleri ile
belirlenmistir. Peyniralti suyu igerigindeki baglangi¢ total yag ve izolatlarin
peyniraltt suyu ile etkilestirilmesi sonucunda ortamda kalan yag miktar1 tayin
edilerek her bir izolata ait degradasyon oranlar1 tespit edilmistir. Etkilesim 6ncesinde

peyniralti suyu igerisindeki total yag diizeyi % 16.8 olarak bulunmustur ve Y.
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lipolytica, M. lIuteus ve B. cepacia ile etkilesim sonrasinda peyniralti suyu
icerisindeki yag miktarinin sirasi ile 23.47, 19.86 ve 20.17 mg/mL seviyelerine
diistiigli belirlenmistir. Yine Cizelge 3.9’da goriildiigii gibi kiiltiirasyon siiresinin
sonunda Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia’nin yag degradasyon oranlari sirasi ile

% 22.9, % 51.7 ve % 31.3 bulunmustur.

Cizelge 3.9. izolatlar tarafindan degrade edilen protein, karbonhidrat ve yag

oranlar1 (%)

Protein Karbonhidrat Yag

Y. lipolytica 76.6 8.41 22.9
M. luteus 50.3 37.8 51.7
B. cepacia 66.6 35.3 31.3
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Sekil 3.18 a. Yag degradasyonuna ait GC kromatogrami, Degredasyon oncesi (A) ve

Y. lipolytica ile degradasyon sonrasi (B) elde edilen GC kromatogramlari
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elde edilen GC kromatogramlari
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4. TARTISMA VE SONUC

Stit fabrikalarinin atik sular igerisinde bulunan yiiksek konsantrasyonda
¢Oziinmiis organik maddeler, 6zellikle proteinler, laktoz ve yag, mikroorganizmalarin
gelismesi i¢in iyl bir ortam olusturmaktir. Siit fabrikasi atik sularindan
mikroorganizma izolasyonu ve biyosiirfektan iiretimini amaclayan bu tez
calismasinda Ankara Atatiirk Orman Ciftligi Siit ve Siit Mamulleri Fabrikasi atig1 ile
kontamine olmus istasyondan alinan su Orneklerinden 5 farkli koloni tipi ayirt
edilmistir. Biyokimyasal ve mikroskobik 0Ozelliklerinin incelenmesi sonucunda
izolatlar Burkholderia cepacia, Micrococcus luteus ve Yarrowia lipolytica olarak
tanimlanmistir. Bu {i¢ izolatin da biyosiirfektan iiretme yetenegine sahip oldugu

belirlenmistir.

Literatiirde de siit fabrikasi atik sulari ile ilgili ¢ok cesitli calismalara
rastlanmaktadir. Siit atiklar1 florasim1 arastiran bir c¢aligmada, McGarvey ve
arkadaslari®”, siit fabrikasi atiklarindan patojen mikroorganizmalari Clostridium
perfringens, Salmonella sp., Yersinia spp., Staphylococcus aureus, Escherichia. coli,
Listeria spp. ve Mycobacterium avium’u izole etmislerdir. Yine Thanomsub ve
arkadaslari®", siit fabrikasi atiklarindan Pseudomonas aeruginosa B189’u izole
etmis ve bu susun {irettigi ramnolipitin, biyolojik aktivitesini ve kimyasal yapisini
incelemislerdir. Rajeshkumar ve Jayachandran® tarafindan yapilan fizyokimyasal
ve biyolojik analizler sonucunda, siit fabrikasi atik sularinin KOI degerinin yiiksek
ve pH degerininin de 6.4 oldugunu belirtmisler ve bu sulardan Sporolactobacillus
sp., Citrobacter sp., Pseudomonas sp., Alcaligenes sp., Bacillus sp., Staphylococcus

sp. ve Proteus sp. gibi g¢esitli bakteri suslarini izole edip tanimlamislardir.
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Kujumdzieva ve Nedeva®™ laktoz tiiketen termotolerant iki yeni maya tiiriinii siit
atiklarindan izole edip Kluyveromyces marxianus var. lactis T1 ve Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus T3 olarak tanimlamiglardir. Ramesh Babu ve

arkadaslarinin®¥

yaptig1 bir diger calismada yine siit fabrikasi atiklarindan
Pseudomonas sp., Streptococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus sp., Neisseria sp. ve

Lactobacillus sp. mikroorganizmalarini izole edip tanimlamiglardir.

Biyosiirfektan madde varligimi belirlemek icin drop-collapse metodu
kullanilmistir. Bu yontem, kolay, ucuz ve tekrarlanabilir bir yontemdir ve hem
siirfektan iireten mikroorganizmalarin ayirt edilmesi i¢in kullanilan kalitatif hem de
mikroorganizmalar tarafindan iiretilen biyosiirfektan konsantrasyonunu belirlemede
kullanilan kantitatif bir analizdir. 96 kuyucuktan olusan bir platformun yag ile
kaplanmasi ve igerisinde siirfektan madde olan ¢ozeltilerin bu kuyucuklara damlatilip
yayllmasi esasina dayanir. Ekim yapilmamis besiyeri ve su 6rnekleri bu kuyucuklara
damlatildiginda, damlaciklarin boncuk seklinde kaldig saptanmlstlr(él’gs). Izolatlara
ait kiiltiirlerde ise damlaciklarin yayildigi ve boncuk seklinden uzaklastig

belirlenmistir.

Izolatlarin  biyosiirfektan iirettigi belirlendikten sonra temel MSM
besiyerinde Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia mikroorganizmalar1 tarafindan
tretilen  biyosiirfektan miktarlar1  fenol-siilfirik  asit  yontemi  kullanilarak
belirlenmistir. BS-I, BS-II ve BS-III olarak kodladigimiz biyosiirfektanlarin

miktarlart sirastyla 728, 827 ve 656 mg/L olarak bulunmustur. Bu verilerden en fazla

Gh yaptig1

biyosiirfektani, M. luteus’un tirettigi belirlenmistir. Kahyaoglu ve Konar’in
calismada Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 susu ile besiortami olarak seker

fabrikas1 atik maddesi olan % 5’lik melas kullanilmistir. 72 saatlik inkiibasyon
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sonrasinda 0,78 g/L ramnolipid elde edildigi gozlenmistir. Patel ve Desainin®,

karbon kaynagi olarak melas ve musir likoriinii  kullandiklarn ¢aligmada;
Pseudomonas aeruginosa GS3 Kkiiltlirlerinde 0,25 g/L ramnolipid elde ettiklerini
bildirmiglerdir. Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz biyosiirfektanlar miktar

bakimindan literatiirde yer alan ¢aligmalarla kiyasalanabilir durumdadir.

Karbon kaynagi mikrobiyal biiylimeyi ve biyosiirfektan iiretimini etkileyen
onemli bir faktordiir. Biyosiirfektan {iiretiminde genellikle kullanilan karbon
kaynaklar1 karbonhidrat, hidrokarbon ve bitkisel yaglar olmak iizere {i¢ gruba
ayrilmaktadir. Uretim maliyetini diisiirmek igin atik maddeler tercih edilmektedir“?.
Bu nedenle siit fabrikasi atik sularindan izole ettigimiz Y. lipolytica, M. luteus ve B.
cepacia izolatlarimin biyosiirfektan iiretimi lizerine laktoz, glikoz, pepton ve mineral
yag karbon kaynaklarinin etkisi incelenmistir. Kiiltiirlerde en yliksek ve en diisiik
biyosiirfektan miktarina bakilmistir. Y. lipolytica laktoz varliginda 986, mineral yag
varliginda 879, glikoz varliginda 791 ve peptonlu ortamda 691 mg/L biyosiirfektan
iretmistir. M. luteus laktozlu ortamda 1005, glikoz varliginda 678, pepton varliginda
610 ve mineral yag varliginda 595 mg/L biyosiirfektan liretmistir. B. cepacia ise yine
en fazla laktozlu ortamda 867 mg/L biyosiirfektan iiretmistir. Glikoz, mineral yag ve
pepton varliginda sirastyla 745, 678 ve 440 mg/L biyosiirfektan iiretmistir. Bu
sonuclara gore ii¢ mikroorganizmanin, laktozlu ortamda daha fazla biyosiirfektan
tirettigi belirlenmistir. Glikoz ve galaktozdan meydana gelmis bir disakkarit olan
laktoz ile bir hidrokarbon olan mineral yagin, glikoz ve peptona gore suda
¢cOziinlirliigli azdir. Suda ¢Oziiniirliigii distik olan substratlarin ¢oziiniirliigiinin
arttirillabilmesi, mikroorganizmalar tarafindan salinan biyosiirfektan miktarinin
arttirilmasi ile agiklanmistir®. Suda ¢oziinebilen glikoz ve pepton varliginda ise

izolatlarimizin biyosiirfektan {iretimini azalttigt gdézlenmistir. Mikroorganizmanin
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substrat1 kullanabilirligi yiiksek oldugu durumlarda biyosiirfektan tiretiminin azaldig1
belirlenmistir. Bazi arastirmacilar glikoz, pepton gibi primer metabolitlerin
varlifinda biyosiirfektan sentezinin katabolik represyona wugradigini rapor
etmislerdir. Arthrobacter paraffineus, karbon kaynagi olarak hekzadekani
kullandiginda  biyosiirfektan  {retirken, glukozlu  ortamda  biyosiirfektan
tretememistir. Torulopsis petrophilum suda ¢oziinen karbon kaynagi igeren ortamda

hi¢ glikolipid {iretememistir®®.

Yakimov ve arkadaslari®® % 2’lik siikroz ve glikozun Bacillus licheniformis
BAS 50 susunun biyosiirfektan iiretiminde en 1yi karbon kaynaklari oldugunu ve 160
mg/L iirin elde edildigini bildirmistir. Sidal ve arkadaslan'" zeytinyagi fabrikasi
atig1 ile kontamine olmus toprak ve su Orneklerinden izole ettigi ve biyosiirfektan
sentezleme yeteneginde olan Pseudomonas sp. AO1 susu ile zeytin yag fabrikasi
atiklarini kullanarak 0.875 g/L biyosiirfektan iiretildigini gdzlemlemislerdir. Candida
bombicola nin glikoz ve oleik asit, palmitik asit, bitkisel yaglar, peyniralt1 suyu gibi
substratlar varliginda sophorolipid trettigi belirtilmistir. Sophorolipid biyosentezi
tizerine lipit karbon kaynagimin etkisi ve iiriiniin yayillmasi konusu kismen
anlagilabilmistir. Ornegin, sophorolipid iiretiminde, karbon kaynagi olarak hem
laktonik kisim hem de doymus yag asitleri ile 16 C’lu ve 18 C’lu doymamis yag asidi
kisimlarina sahip soya yagi ile lipofilik bir substrat olan hekzadekan kullanilmistir.
Hekzadekan C;¢Hj34 yapisinda laktonik kisimlar ile palmitat yag asidi kismindan
olusan bir hidrokarbondur. iki durumda sophorolipid iiretimini kiyasladiklarinda
hekzadekanli ortamda daha fazla iirtin oldugunu saptamlslardlr(87). Candida ingens
karbon kaynag: olarak % 2’lik misir yag: i¢geren minimal besiyeri ortaminda 10 giin
inkiibe edilerek biiyiimenin durdugu 7. giinde, maksimum 48.4 mg/L biyosiirfektan

tiretmistir. Biyosiirfektan tliretim asamasi sekonder mikrobiyal metabolik proses
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olarak ¢ne siiriilmiistiir®. Rashedi ve arkadaslari® fran’m giiney bélgesinde bir
petrol kuyusundan P. aeruginosa izole etmislerdir. Bu sus benzin, parafin, gliserol ve
peyniraltt suyunu kullanarak ramnolipid iiretebilmistir. % 5°lik gliserol varliginda 2.8
g/L maksimum ramnolipid tretirken, kiiltlir ortamimnin yiizey gerilimini de 73

mN/m’den 32 mN/m’ye diistiigli gozlenmistir.

Kiiltiir ortaminin pH degeri, mikrobiyal biiyiime, aktivite ve biyosiirfektan
tiretimini etkileyen c¢evresel bir faktordiir. Tez kapsaminda izolatlarimizin
biyosiirfektan iiretimi i¢in optimum kosullar1 belirlenmistir. pH c¢alismasinda; tim
izolatlar ile pH 6.5 -7.0 araliginda maksimum verim elde edildigi, izolatlarin 5.5-6.0
ve 7.5-8.0 pH araliklarinda diisiik biyosiirfektan iiretimi gosterdikleri belirlenmistir.
Y. lipolytica ve B. cepacia i¢in en yiiksek biyosiirfektan tiretimi pH 7.0°da sirasi ile
675 ve 763 mg/L olarak gozlenmistir. M. luteus igin maksimum biyosiirfektan
tretiminin pH 6.5’de 856 mg/L oldugu belirlenmistir. Literatiir caligmalarina
baktigimizda genellikle pH 6.5 -7.0 araliklarinda biyosiirfektan {iretiminin arttigina
dair veriler bulunmaktadir. Guerra Santos ve arkadaslari®® Pseudomonas sp.’nin
ramnolipid iiretiminin pH 6.0-6.5 aralifinda maksimum oldugunu, pH 7.0’da ise

ramnolipid tiretiminin azaldigim saptamuslardir. Cooper ve Goldenberg’in®”

yaptig1
bir calismada ise Bacillus sp.’nin pH 6.5-7.0 aralifinda biyosiirfektan sentezini
arttirdigr  goriilmiistiir. pH 5.5’e¢ diistiiglinde hem bakteriyal biiylime hem de
biyosiirfektan madde sentezi azalmistir. Rhodococcusun pH 6.5-7.2 araliginda

maksimum biyosiirfektan iiretip yiizey gerilimini diisiirdiigii bildirilmistir®. Bu

caligmalar bizim yaptigimiz ¢aligmay1 destekler niteliktedir.

Azot kaynagi da biyosiirfektan sentezini etkileyen 6nemli bir diger faktordiir.

Literatiirde yer alan caligmalar azot kaynaginin mikroorganizmalarin biyosiirfektan
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sentezinde kesin rolii oldugunu gostermektedir. Yaptigimiz c¢aligmada kiiltiir
ortammma NH4NO;, NHsH,PO4, (NH4),SOs;, NH:HCO;3;, NaNO; ve KNO; azot
kaynaklari ilave edilmistir. Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia izolatlar1 i¢in diger
azot kaynaklarina kiyasla NaNOjs iceren besiyerinde biyostirfektan iiretimi agisindan

daha yiiksek verim elde edildigi tespit edilmistir.

Daha 6nce yapilmis calismalardan bazilarina bakacak olursak; Desai ve
Banat"® Pseudomonas 44T1 ve Rhodococcus ST-5 ile biyosiirfektan iiretiminde en
uygun azot kaynaginin nitrat oldugunu belirtmislerdir. Petrol atiklarindan izole
edilen Pseudomonas aeruginosa PA1’in ramnolipid iiretiminde en uygun nitrojen
kaynaklar1 olarak NaNOs, (NH4),SO4 ve CH4N,O kullanilmis ve sonugta maksimum
{iriiniin (3.16 g/L) sodyum nitrathi ortamda elde edildigi goriilmiistiir'®". Uygun azot
kaynagi belirlendikten sonra kullanilacak miktarmin da 6nemli oldugu literatiirde
yerini almustir. Guerra-Santos’a gore®” glutamin-glutamat metabolizmasi tarafindan
nitrat, amonyuma gore daha yavas ve daha iyi metabolize olmaktadir. Bu yiizden
nitrojen, sinirli bir sekilde ortama verildiginde biyosiirfektan miktarinin arttigini
saptamiglardir. Sinirli miktarda ortama azot verildiginde P. aeruginosa ve C.
tropicalis ITP-4{in biyosiirfektan {iretimini arttirdig1 gozlenmistir''®. Abouseouda ve
arkadaslar1®?, Pseudomonas fluorescens’in biyosiirfektan tiretimi {izerine optimum
azot kaynag etkisini arastirmak i¢in 1 g/ NH4Cl, NaNO; ve NH4NO; kullanmiglar
ve sonugta NaNO; ile NH4NO;’ilin en iyi azot kaynaklart oldugunu belirlemislerdir.
NH4CI, igerisindeki amonyum tuzu biyosiirfektan iiretiminde degil, bakteriyal
bliylimede kullanilmistir. Bizim yaptifimiz ¢alismada optimum azot kaynagi
konsantrasyonunu tespit etmek icin farkli oranlarda NaNOj; besiyeri ortamina ilave

edilmis ve en iyi sonu¢ 1g/L’lik derisimde bulunmustur.
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Ayrica caligma kapsaminda kiiltiir ortamina mikroorganizmalarin hiicre
duvarn gegirgenligini etkileyebilecek kimyasal bir ajan olan EDTA nin eklenmesi ile
biyosiirfektan iiretiminin arttirilmasi amaglanmistir. 0.01-0.05 g/L araligindaki diisiik
konsantrasyonlarda EDTA varliginin biyosiirfektan tiretimini arttirdigi, 0.1 ve 0.2
g/L konsantrasyonlarinda ise bakteri gelisiminin ve buna bagli olarak biyosiirfektan
tiretiminin azaldigi belirlenmistir. En yiiksek biyosiirfektan iiretimi 0.05g/L EDTA
konsantrasyonunda gézlenmistir ve M. luteus, Y. lipolytica, B. cepacia i¢in sirast ile
932, 825 ve 645 mg/L olarak bulunmustur. Literatiirde EDTA konsantrasyonuna,
mikroorganizma ve kiiltiir ortamma bagli olarak biyosiirfektan {iiretiminin
arttirilabildigi ya da baskilanabildigi ile ilgili veriler yer almaktadir. Diisiik
konsantrasyonlarda EDTA varligi ile biyosiirfektan iiretiminin artmasi hiicre
gecirgenliginin artmasi, besinlerin hiicre igerisine daha kolay alinmasi ve daha ¢ok
metabolit iiretilmesi ile agiklanabilir. Pseudomonas hiicrelerine ait dis membranlar
Mg (II) iyonlar1 ve lipopolisakkaritlerin kovalent olmayan capraz baglarla etkilesimi
ile stabil hale gelmektedir. Diislik miktarlarda EDTA Mg (II) iyonlari ile etkilesime
girerek dis membran akiciliginda ve biitiinliiglinde degisikliklere yol agmaktadir. Bu
degisimler dis membranin gecirgenliginin  artmasmma neden olmaktadir.
Besiortaminda EDTA miktarinin arttirilmasi ile biyosiirfektan iiretiminin azalmasi,
MSM besiyeri bilesiminde bulunan ve mikroorganizmalarin liremesi i¢in gerekli
Mn(Il), Cu(Il), Fe(Ill), Zn(Il) ve Co(Ill) metallerinin EDTA ile kompleks
olusturmasi ile agiklanabilir. EDTA, yapisinda dort karboksilat ve iki amin grubu
icermektedir ve bu gruplar EDTA’nmin metallerle kompleks olusturmasini
saglamaktadir. EDTA 6zellikle Mn(II), Cu(Il), Fe(Ill), Pb (II) ve Co(IIl) metal
iyonlar ile gii¢lii kompleksler olusturmaktadir. EDTA-metal kompleksinin olugmasi

ile mikroorganizmalarin bu metallere erisimi kisitlanmakta, mikroorganizma
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metabolizmasinda ve metabolit iiretiminde aksamalar meydana gelmektedir.
Mikroorganizmalar tarafindan ihtiya¢ duyulan bu metaller biyokimyasal
reaksiyonlarin katalizasyonunda, bazi enzimlerin ve kofaktorlerin yapisinda yer
almaktadirlar. Ortamda ¢ok az bulunan ve hiicreler tarafindan da ¢ok az miktarda
ihtiyag duyulan bdyle elementler, iz elementler olarak tanimlanmaktadir. Bu
elementlerin noksanlig1 veya azligi bakterilerin iremelerini ve gelismelerini olumsuz
yonde etkilemektedir. Iz elementlerden, demir, elektron transport mekanizmasi ve
sitokrom sentezi i¢in Onemlidir. Nitratlarin rediiksiyonunda ve melanin sentezinde
bakir 6nemli bir role sahiptir. Manganez nitrat rediiksiyonlar i¢in, ¢inko ise alkol
dehidrogenaz aktivitesi ve sitokrom-c'nin sentezi icin gereklidir. Mikrobiyal
metabolizmada farkli yollarda islev goren bu elementlerin EDTA ile uzaklastirilmast
ya da maskelenmesi, ilgili yollarda aksamalara neden olacaktir ve bu yolla metabolit

{iretimide azalacaktir®>

. Rhodococcus erythropolis’in biyosiirfektan iiretiminde
EDTA’nin etkisinin odugu ve biyosiirfektan iiretimini arttirdigi belirlenmistir.
Pseudomanas sp. 2874 susunda ortama verilen EDTA’nin, ramnolipid iiretimini

(94)

engelledigi saptanmistir ~. Literatiirde yer alan bilgiler elde ettigimiz verileri

desteklemektedir.

Biyosiirfektan iiretiminin optimum oldugu sistem parametreleri (pH, karbon
kaynagi, NaNOs; ve EDTA konsantrasyonu gibi) belirlendikten sonra, optimum
kosullar peyniralti atik su Orneklerine uygulanmistir. Mikroorganizmalar besiyeri
olarak kullandiklar1 peyniralti suyunda 35 °C’de 10 giin siireyle inkiibe edilmistir. Y.
lipolytica temel MSM besiyerinde 728 mg/L biyosiirfektan liretirken, peyniralti suyu
iceren besiyerinde 946 mg/L biyosiirfektan iiretmistir. Peyniraltt suyunda
biyosiirfektan miktarinin 1.3 kat arttigi gozlenmistir. M. luteus temel MSM

besiyerinde 827 mg/L biyosiirfektan iiretirken, peyniralti suyu igeren besiyerinde 992
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mg/L biyosiirfektan iiretmistir. Peyniralti suyunda biyosiirfektan miktarinin 1.2 kat
arttigr gozlenmistir. B. cepacia, temel MSM besiyerinde 656 mg/L biyosiirfektan
tiretirken, peyniraltt suyu iceren besiyerinde 1115 mg/L biyosiirfektan liretmistir.
Peyniralt: suyunda biyosiirfektan miktarmin 1.7 kat arttig1 gézlenmistir. Ug izolatin
biyosiirfektan madde liretimini arttirmasinin nedeni daha once de belirtildigi gibi
peyniralti atik sularmin hayvansal protein, yag, seker ve mineral maddeler
bakimindan zengin olusudur'®. Béylece izolatlarimiz i¢in iyi bir mikrobiyal bityiime

ortam1 saglanarak, biyostirfektan liretiminde daha fazla verim elde edilmistir.

Rodrigues ve arkadaslar1®® Lactobacillus pentosus ile peyniralti suyunu
kullanarak 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda 1.4 g/l maksimum biyosiirfektan elde
etmiglerdir. Dubey ve Juwarkar” biyosiirfektan iiretmek i¢in Pseudomonas
aeruginosa BS2 susu ile peyniralti suyunu kullanmistir. 48 saatlik inkiibasyonda 0.92
g/L biyosiirfektan gézlenmistir. Peyniralt1 suyunda ii¢ izolatimizin da biyosiirfektan
madde miktarin attirdiklar1 goriilmiistiir. Literatiirdeki bilgilere dayanarak peyniralti
suyunu kullanarak elde ettigimiz biyosiirfektanlar miktar agisindan yliksek olup

literatiirle kiyaslanabilir durumdadir.

Tez kapsaminda ayrica elde ettigimiz biyosiirfektanlarin FTIR analizi ile
molekiiler yapisi, yilizey gerilimi, emiilsiyon aktivitesi, antibakteriyal, antifungal
aktiviteleri, hemolitik aktivite, agir metal tutma kapasitesi gibi baz1 6zellikleri de

belirlenmistir.

FTIR analizi ile Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia’dan elde ettigimiz BS-
I, BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarinin yapilar1 aydinlatilmaya c¢alisilmistir. BS-I’e
ait spektrumda 3312 cm’de N-H bagindan, 1271 cm "de C-O ester gruplarindan,

1411 em "de C-CH3-CH, alkil guplarindan kaynaklanan pikler tespit edilmistir.
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Spektrumda amin gruplarinin ve alkil gruplarmin varligr yag asidi zincirleri ve
protein varligina isaret etmektedir. Bu sonug ile BS-I biyosiirfektaninin lipoprotein
yaptya sahip oldugu diisliniilmektedir. BS-II ile elde edilen spektrumda gozlenen
3244 cm' “deki titresimler —OH gruplarinin, 1680 cm "’deki bandlar lakton karbonil
gruplarmin, 1456 cm "’deki ve 1372 cm "de gozlenen titresimler ise C-CH3-CH,
alkil gruplarinin varligina isaret etmektedir. Spektrumda gozlenen lakton karbonil
gruplari, hidroksil ve alkil gruplart BS-II biyosiirfektaninin glikolipid yapiya sahip
oldugunu diisiindiirmektedir. BS-IIT spektrumunda 3383 c¢m™'’de -OH gruplarindan,
1658 cm "’de CO-N bagindan, 1403 cm™ ’de C-CH;-CHs alkil gruplarindan, 1153 ve
1026 cm "’de C-O ester karbonil gruplarindan kaynaklanan titresimler gdzlenmistir.
Bu titresimler lipoprotein yapiya isaret etmektedir. 711 cm ' de gdzlenen C=C bagi
titresim bantlar1 biyosiirfektan yapisindaki yag asidi zincirlerinin doymamis
oldugunu isaret etmektedir. Joshi ve arkadaslan®® Bacillus licheniformis K51, B.
subtilis 20B, B. subtilis R1 ve Bacillus HS3 suslar ile peyniralti suyu ve melasi
kullanarak elde ettikleri biyosiirfektanlarin FTIR spektrumlarini inceleyerek

biyosiirfektanlarin lipopeptid yapida olduklarini rapor etmislerdir.

[zolatlara ait kiiltiirlerde yiizey gerilimindeki degisimler incelendiginde tiim
kiiltiirlerde yiizey geriliminin azaldig1 belirlenmistir. Yiizey geriliminde en belirgin
azalma Y. lipolytica kiiltiirinde goézlenmistir. Y. lipolytica’nin iirettigi BS-I, ekim
yaptlmamis besiortaminin yiizey gerilimini 70.1 mN/m’den 45.7 mN/m’ye
distirmiistiir. Yilzey gerilimini azaltict etkisi % 35 olarak olgiilmiustiir. M. luteus
tarafindan tiretilen BS-II ylizey gerilimini 59.2 mN/m’ye diisiirerek, % 16 oraninda
yiizey gerilimini azaltict etki gostermistir. B. cepacia tarafindan iiretilen BS-III,
yiizey gerilimini 61.6 mN/m’ye diislirerek, % 12 oraninda ylizey gerilimini azaltict

etki gdsterdigi saptanmistir.
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Biyosiirfektanlar hem hidrofobik hem de hidrofilik gruplar icerdiklerinden
yiizey ve yiizeyler arasi gerilimi etkili bir sekilde azaltma yetenegine sahiptirler(lg).
Saf bir stvinin igerisinde bir madde ¢oziiniiyorsa, ¢oziinen maddenin ve ¢oziicliniin
karakterine bagli olarak yilizey geriliminin degistigi gozlenir. Coziinen tanecikler,
icteki ¢oziicli molekiillerinin, ylizeydeki ¢oziicli molekiillerini ice dogru ¢ekmesini
belli 6l¢iide engellediginden, ¢ozeltilerin yiizey gerilimi saf ¢6ziicliye gore genellikle
disiiktiir'®”. B. subtilis’in sentezledigi surfaktinin suyun yiizey gerilimini 72
mN/m’den 25 mN/m’ye, P. aeruginosa’dan elde edilen ramnolipidlerin suyun yiizey
gerilimini 26 mN/m’ye, 7. bombicola nin irettigi sophorolipidlerin de suyun yiizey
gerilimini 33 mN/m’ye diisiirebildigi rapor edilmistir®”. Dubey ve Juwarkar®”,
Pseudomonas aeruginosa BS2 susunun irettigi ramnolipitin, suyun yilizey gerilimini

72mN/m’den 27 mN/m’ye diisiiren etkili yiizey aktif bilesigi oldugunu rapor

etmislerdir.

Yaptigimiz bu ¢alismada ise Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia izolatlari
tarafindan iiretilen biyosiirfektanlarin emiilsifikasyon 6zelligi 9-14 C’lu kerosen, 7
C’lu toluen, 8C’lu ksilen ve 1540 C’lu mineral yag hidrokarbonlar1 kullanilarak test
edilmigstir. Y. lipolytica’dan elde edilen BS-I’in sirasiyla en yliksek ve en diisiik Eo4
degerleri; kerosende 59 ve toluende 45 olarak hesaplanmistir. M. luteus’dan elde
edilen BS-Il’in en yiiksek E,4 degeri kerosende 65, en diisiik ise ksilende 44 olarak
Olgiilmiistiir. B. cepacia’dan elde edilen BS-III’iin en yiiksek E,s degeri mineral
yagda 59, en diisiik ksilende 37 olarak Olctlmistir. BS-I, BS-1I ve BS-III
biyosiirfektanlarin kisa zincirli hidrokarbonlara kiyasla uzun zincirli hidrokarbonlara

kars1 yliksek emiilsifikasyon 6zelligi sergiledigini sdyleyebiliriz.
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Biyosiirfektanlar emiilsiyon aktiviteleri ile kerosen, n-hekzadekan, toluen
gibi hidrokarbonlardan silispansiyon olustururlar. Bu sayede hidrokarbonlarin

(46), Biyosiirfektanlar karismayan sivilarin ara

degradasyonu hizlanabilmektedir
yiizeyinde birikerek ylizey gerilimini azaltirlar, ¢6ziinemeyen bilesiklere baglanarak
ylizey alanlarmi arttirirlar. Biyokullanimlarima ve daha sonra hidrokarbonun

biyodegradasyonuna neden olurlar®?.

Literatiirde yer alan c¢aligmalara
baktigimizda; Pseudomas aeruginosa LBI’den fiiretilen ramnolipitin, su ile karigim
halinde olan farkli hidrokarbon kaynaklarma karsi emiilsifikasyon indeksi
Olciilmiistiir. Ey4 (%) ; benzen 60, kerosen 50, mineral yag 42, hint yagi 67, badem
yag1 83 ve ham petrol icin 75 olarak belirlenmistir®. Aeromonas spp.’nin petrolii
kullanarak trettigi biyosiirfektanin, dizel ve hekzana karst gosterdigi emiilsiyon
aktivitesi Olglilmiistiir. Dizel i¢in Ey =65 ve hekzan igin FE,4 =22 olarak

saptanmlstlr(99).

Farkli hidrokarbonlara karsi yapilan emdiilsiyon analizi sonucunda elde
ettigimiz BS-I, BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarinin emiilsiyon aktivitelerinin yiiksek
olmasi toprak ve su biyoremediasyonunun yanisira diger endiistriyel alanlarda

kullanilabilmelerinin miimkiin oldugunu gostermektedir.

Biyosiirfektanlar hayvan, bitki ve insan patojenlerine karsi antimikrobiyal
ajan  olarak kullanilabilmektedirler®”. Tez kapsaminda elde ettigimiz
biyosiirfektanlarin antibakteriyal ve antifungal aktiviteleri test edilmistir. Y. lipolytica
tarafindan {iretilen BS-I, swrastyla K. pneumonia’da 25, E. coli’de 22, P.
aeruginosa’da 20 ve S. aureus’ta 15 mm inhisyon zonlar1 olusturarak antibakteriyal
etki gostermistir. Ancak BS-I’in P. vulgaris’te antimikrobiyal etki gdsteremedigi

belirlenmistir. M. luteus tarafindan iiretilen BS-II, sirasiyla P. vulgaris’te 26, K.
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pneumonia’da 22, P. aeruginosa’da 16, E. coli’de 15 ve S. aureus’ta 11 mm inhisyon
zonlar1 olusturarak antibakteriyal etki sergilemistir. B. cepacia tarafindan iiretilen
BS-III'iin antibakteriyal etkisi, K. pneumonia, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ve P.
vulgaris’te sirasiyla olusturduklar 32, 25, 20, 19 ve 15 mm’lik inhibisyon zonlari ile
belirlenmistir. 20 mg/mL konsantrasyonunda uygulanan BS-1, BS-II ve BS-III’{in bu
patojen bakterilerin biiylimelerini inhibe edici, etkili birer antibakteriyal ajanlar

oldugu goriilmiistiir.

Elde ettigimiz biyosiirfektanlarin C. albicans, C. krusei mayalarinda gelisme
ve yalanci misel olusumuna ve A. flavus kiif tiirtinde ise spor olusumu ile misellerin
uzamasina kars1 gosterdigi antifungal etki belirlenmistir. Y. lipolytica tarafindan
tiretilen BS-I, C. albicans, C. krusei ve A. flavus igin sirasiyla 21, 13 ve 20 mm
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. M. luteus tarafindan iiretilen BS-II’nin ise bu
patojen mikroorganizmalarda sirasiyla 20, 14 ve 18 mm’lik inhibisyon zonlari
olusturdugu belirlenmistir. B. cepacia tarafindan {iiretilen BS-I1IIde, C. albicans, C.
krusei ve A. flavus’ta sirasiyla 22, 15 ve 16 mm inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Bu
test sonucunda 20 mg/mL konsantrasyonunda uygulanan BS-I, BS-II ve BS-III’lin en

fazla antifungal etkisinin C. albicans’ta, en az C. krusei’de oldugu gozlenmistir.

Ayrica BS-1, BS-II ve BS-III’lin bitki patojeni mantarlara karsi antifungal
etkileri de test edilmistir. Fusarium cinsine ait tiirler, toprakta ve bitkide bulunan
filament6z funguslardir. Normal mikrofloras: piring, fasulye ve diger ekinlerdir.
Genel kontaminant ve bitki patojeni olarak bilinmekle beraber, Fusarium spp.
insanlarda cesitli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bir¢ok bitki hastaligi, ¢ok yaygin
bir tiir olan Fusarium kiifiiniin ¢esitlerinden kaynaklanir. Fusarium, 20’nin {izerinde

tiir icermektedir!’ 00),
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% 5 oraninda Y. lipolytica tarafindan tretilen BS-1, F. heterosporium’da %
33, F. inflexum’da % 53, F. avenaceum’da % 58 ve F. graminearum’da % 50
oranlarinda misel gelisimini inhibe etmistir. M. [uteus tarafindan iiretilen BS-II bu
patojenlerde misel gelisimini F. heterosporium’da % 56, F. inflexum’da % 50, F.
avenaceum’da % 60 ve F. graminearum’da % 58 oraninda engellemistir. B. cepacia
tarafindan {iretilen BS-III’inde misel gelismini inhibe edici etkisi F.
heterosporium’da % 3, F. inflexum’da % 49, F. avenaceum’da % 54 ve F.
graminearum’da % 71 olarak Ol¢iilmiistiir. Ancak BS-III’iin varliginda F.
heterosporium’un % 97 oraninda miseller gelisirken, misel yogunlugunun azaldigi
gorilmiistir.

Das ve arkadaglan'*)

, denizden izole ettikleri B. circulans’in {rettigi
lipopeptid yapidaki biyosiirfektanin antimikrobiyal aktivitesini belirlemislerdir.
Metanolde ekstrakte edilen biyosiirfektanin HPLC’de ¢6ziinmesi saglanmistir.
Cozinmiis haldeki biyosiirfektan, gram negatif bakterilerden Proteus vulgaris ve
Alcaligens faecalis, gram pozitif Staphylococcus aureus’a kars1 10 pg/mL gibi diisiik
konsantrasyonda uygulanarak antibakteriyal etki gostermistir. Yapilan bagka bir
calismada Bacillus subtilis R14 tarafindan iretilen lipopeptid yapidaki
biyosiirfektanin gram pozitif koklara karsi, gram negatif basillerden daha fazla
antimikrobiyal etki gdsterdigi saptanmustir. Enterococcus faecalis 'te olusan zon ¢api,
14.6 mm, Escherichia coli’de 13.8 mm, Pseudomonas aeruginosa 9.8-12.1 mm
arasinda ve Staphylococcus aureus’ta ise 14.2 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Patojen
mikroorganizmalar, dogal olarak bazi antibiyotiklere kars1 direnglidirler. Bu
sonuclar, kullanilan biyosiirfektanlarin gosterdikleri antimikrobiyal etkiyi ¢ok daha

6nemli kilmaktadir''®?. Benincasa ve arkadaslari'® tarafindan, petrolle kontamine

olmus topraktan izole edilen Pseudomonas aeruginosa LBDin iirettigi ramnolipid,
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Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ve Proteus vulgaris i¢in 8 mg/L,
Streptococcus faecalis i¢in 4 mg/L ve Pseudomonas aeruginosa igin 32 mg/L, bitki
patojeni fungal tiirler Penicillium, Alternaria, Gliocadium virens ve Chaetonium
globosum igin 32 mg/L konsantrasyonlarinda uygulanmis ve iyi bir antimikrobiyal

aktivite sergiledigi belirtilmistir.

Bakteriyal hiicre icerisine giren biyosiirfektanlar, proteinler, enzimler,
mineraller ve iz elementler gibi sitoplazmik molekiillerle etkileserek cesitli metabolik
faaliyetlerde aksamalara neden olmaktadir. Literatiirde biyosiirfektanlarin
antibakteriyal ve antifungal etki mekanizmalarina dair bilgiler de bulunmaktadir.
Bacillus subtilis’ten elde edilen utirinin maya hiicrelerinin membran yapisini ve
morfolojilerini etkileyerek antifungal aktivite sergiledigi belirtilmistir. Utirinin hiicre
duvarint geg¢ip, membran icindeki partikiilleri toplayarak olusturdugu kiiciik
kesecikler ile plazma membrani bozar ve hatta utirin niiklear membran ve stoplamik
organellerle etkilesime geger. Surfaktinin membran gegirgenlik mekanizmasi,
lipopeptidlerin hemolitik ve antibiyotik etkisi ile hiicre membraninda por olusumuna
neden olmasi ile agiklanmistir. Bu durumda surfaktinin fosfolipidler ile etkilesim
halinde oldugu bdlgelerde membran bariyer Ozelliklerinin hasara ugradigi one
striilmiistiir. Yapilan incelemeler biyosiirfektanlarin genellikle konak¢i ya da
bakteriyal hiicreler ile etkilesime gegen, enfeksiyon inhibisyonlarina neden olan
sinyal faktorleri igerdiklerini gostermistir. Ayrica mikrobiyal adhezyonu engelleme
6zelligine de sahip olduklari éne siiriilmektedir®”. Biyosiirfektanlarin, deterjanlar
gibi hiicre membran gecirgenligi {izerinde toksik etki gosterdigi kabul

edilmektedir®?

. Elde ettigimiz biyosiirfektanlarin, antibakteriyal ve antifungal
etkileri dikkate alinacak olursa terapotik, biyokontrol ve biyomedikal alanlarda

kullanilabilmelerinin miimkiin olacag: kanisindayiz.
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Elde ettigimiz biyostirfektanlarin hemolitik aktivitesine de bakilmistir. Sonug
olarak, biyosiirfektan igermeyen kan Orneginde ¢ok diisiik miktarda hemoglobinin
(0.1g/dL), seruma gectigi gozlenirken, biyosiirfektanlarla muamele edilen kan
orneklerinde, biyosiirfektan icermeyen kan drnegine gore yiiksek derecede hemolitik
aktivite oldugu belirlenmistir. En fazla hemolitik aktivite B. cepacia tarafindan
tiretilen BS-III biyosiirfektaninda gozlenmistir. En diisiik hemolitik aktiviteyi ise Y.
lipolytica tarafindan {retilen BS-I gOstermistir. Literatiirde sivi  ortamda
biyosiirfektan iiretme kapasitesinin hemolitik aktivite ile ilgili oldugu ifade
edilmistir. Hemoliz aktivitesinin bu yiizden biyosiirfektan iireten suslar1 ayirmada iyi
bir kriter oldugu bildirilmistir. Ancak biyosiirfektanlarin tamaminin hemolitik
aktiviteye sahip olmadigi, bunun yanisira kanli agar lizis eden viriilens faktorler ve
yeterince dagilip kan hiicrelerini lizis edemeyen biyosiirfektanlar oldugu
bildirilmistir. Bu ylizden kanli agari lizis edip etmemek, biyosiirfektan tiretimini ayirt
etmek igin kullanilan kesin bir test degildir"®”. Kanli agar metodu biyosiirfektan
tireten Lactobacillus suslarimi ayirt etmek icin kullanilmistir. Biyosiirfektanlarin
hemolitik aktiviteleri ilk kez Bernheimer ve Avigad (1970) tarafindan kesfedilmistir.
Kanli agari lizis etme surfaktin ve ramnolipid miktarin1 belirlemede, biyosiirfektan
iireten yeni izolatlar1 ayirt etmede kullanilmistir. Kanli agar1 lizis edebilme 6zelligi
biyosiirfektan aktivitesini ayirt etmek i¢in primer metod olarak 6nermistir®. Cift
tabakali misellerin olugumu ile eritrosit membran gecirgenliginin artmasi sonrasinda,
hiicrenin ozmotik lizise wugratilarak biyosiirfektanlarin  hemolitik  aktivite

sergiledikleri diisiiniilmektedir' .

Endiistriyel atiksular, igerdikleri agir metal iyonlar ile giiniimiizde en 6nemli
cevre sorunlarindan birini olusturmaktadir. Agir metallerin pargalanabilir 6zellikte

olmamasi, bu tir kirliliklerin giderilmesini de zorlastirmaktadir. Yiiksek
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konsantrasyonda agir metal iceren endiistriyel atik sularin aritiminda ve topraktan
metal gideriminde ndtralizasyon, kimyasal ¢okeltim, adsorpsiyon, sorpsiyon, iyon
degistirme, ters ozmoz, buharlastirma ve membran yontemleri uygulanabilmektedir
Bu nedenle agir metallerle kontamine olmus toprak ve sularin aritilmasinda
immobilizasyon ve uzaklastirma yontemleri kullaniimaktadir''®®.
Mikroorganizmalarin ve mikrobiyal {irtinlerin kullanimi agir metal giderim yontemi
olarak uygun bir alternetiftir. Bu calismada mikroorganizmalar tarafindan tretilen
biyosiirfektan maddeler ile endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilan ve
atik sularla alict ortamlara aktarilan agir metallerin giderimi incelenmistir. Y.
lipolytica tarafindan tiretilen BS-I’in agir metal giderim oranlart; % 59.2 Cu(Il), %
44.5 Pb(Il), % 39.2 Zn(1l), % 27.6 Fe(Ill), % 26.3 Cd(II) ve % 22.6 Hg(Il) olarak
hesaplanmistir. M. [uteus’tan elde edilen BS-II’nin agir metal giderim oranlari; %
61.0 Pb(Il), % 59.2 Cu(Il), % 45.6 Cd(1I), % 32.3 Zn(1I), % 31.3 Hg(Il) ve % 30.9
Fe(Ill) olarak olglilmiistiir. B. cepacia’dan elde edilen BS-III’lin agir metal giderim
oranlar1 ise; % 64.9 Cu(Il), % 55.2 Pb(Il), % 51.0 Cd(I), % 38.3 Zn(II), % 30.1
Hg(II) ve % 21.9 Fe(Ill) olarak belirlenmistir. Bu verilere gore BS-I en fazla % 59.2
oraninda Cu(Il) uzaklastirirken, en az % 22.6 oraninda Hg(Il) uzaklastirabilmistir.
BS-II en fazla % 61.0 oraninda Pb(II) uzaklastirirken, en az % 30.9 oraninda Fe(III)
uzaklalagtirabilmistir. BS-III ise en fazla % 64.9 oraninda Cu(Il), en az % 21.9
oraninda Fe(III) uzaklastirabilmistir.

Biyosiirfektanlarla agir metal giderimi konusunda literatiirde yapilmis ¢ok

fazla c¢alisma yer almamaktadir. Mulligan ve arkadaglarn'®”

, agir metallerle
kontamine olmus sedimentlerden (110 mg/kg bakir and 3300 mg/kg ¢inko) agir

metal uzaklastirmak i¢in  Bacillus  subtilis’ten  surfaktin, Pseudomonas

aeruginosa’dan ramnolipid ve Torulopsis bombicola’dan sophorolipid elde
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etmislerdir. Bu biyosiirfektanlardan, % 0.5 oraninda ramnolipitin, % 65 oraninda
bakir ve % 18 oraninda ¢inko uzaklastirdigini, % 4 sophorolipitin % 25 oraninda
bakir ve % 60 oraninda ¢inko uzaklastirdigini, surfaktinin ise daha az etkili oldugunu
% 15 oraninda bakir ile % 6 oraninda ¢inko uzaklastirabildigini belirlemislerdir.
Biyosiirfektanlarin metal uzaklastirma mekanizmasi, ultrafiltrasyon sonucunda
belirlenmistir. Toprak yiizeyinde biyosiirfektan miselleri, agir metalleri sogurarak
metal-biyosiirfektan kompleksi olusur ve agir metal topraktan uzaklastirilir. Agir
metalin kontamine olmus ortamdan uzaklastirilmasi kontaminasyon diizeyine,
biyosiirfektanin tipine ve konsantrasyonuna baglidir. Yapilan bir bagka calismada,
kursunla kontamine olmus suyun agir metal giderimi incelenmis ve FTIR analizi
yapilarak biyosiirfektanlarin karboksil, hidroksil gruplar tagimasi ve agir metallerin
katyonik yapida olmasi nedeniyle aralarinda elektrostatik bir etkilesim meydana
gelmektedir. Boylelikle biyosiirfektanlarin, agir metal uzaklastirmada etkili olduklari

belirtilmistir'*®.

Elde ettgimiz verileri, litaretiirde yer alan verilerle kiyaslayadigimizda BS-I,
BS-II ve BS-III biyosiirfektanlarinin agir metal giderim oraninlarinin yiiksek
oldugunu soyleyebiliriz. Bu 06zelliklerinden dolayr BS-I, BS-II ve BS-III
biyosiirfektanlarinin, agir metallerle kontamine olmus toprak ve sularin

biyoremediasyonda kullanilabilmesinin miimkiin oldugu goériilmektedir.

Peyniralti atik sularinin biyodegradasyon yolu ile aritilmasi isleminde
peyniraltt suyunun protein, karbonhidrat ve yag konsantrasyonlar: tayin edilmistir.
Ekim yapilmamis peyniralt1 suyunun baslangictaki ve etkilesim sonrasindaki protein
miktarinin belirlenmesiyle Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia tarafindan degrade

edilen protein oranlarinin sirasiyla %76.6, % 50 ve % 66.6 oldugu belirlenmistir.
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Ekim yapilmamis peyniralt1 suyunun baglangigtaki ve etkilesim sonrasindaki
karbonhidrat miktar1 belirlenmistir. Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia’nin degrade

ettigi karbonhidrat oranlar sirastyla % 8.41, % 37.8 ve % 35.3 olarak hesaplanmustir.

GC analizleri sonrasinda elde edilen kromatogramda pik yogunlugundaki
degisimler yag degradasyonunu dogrulamaktadir. Y. lipolytica, M. luteus ve B.
cepacia’nin degrade ettigi yag oranlar sirastyla % 22.9, % 51.7 ve % 31.3 olarak
hesaplanmistir. Kromatogramda goézlenen pik yogunlugunun M. luteus ile etkilesim
sonrasinda Onemli derecede azaldigi goriilmektedir. Biyodegradasyon hidrofobik
yapidaki kontaminantlarin, kimyasal bilesiklerin enerjiye, hiicre kiitlesine ve
metabolitlere  doniisiimiinii  saglamaktadir.  izolatlar, peyniraltt suyundaki
karbonhidrat, laktoz, yag ve proteini karbon ve azot kaynagi olarak metabolize

ederek biyosiirfektan sentezlemislerdir.

Bu tez ¢alismasi sonucunda her bir izolattan elde edilen biyosiirfektanlarin
karakterizasyonu ve biyokimyasal &zellikleri tespit edilmistir. Izole edilen
mikroorganizmalar ile peyniraltt sularinin biyodegradasyonu siirekli sistemde
calisilmistir. Ayrica gevre i¢in 6nemli bir tehdit unsuru olan bu sular biyolojik olarak
arttilmistir.  Boylelikle sadece yurt disindan temin edilebilen biyosiirfektan
maddelerin Tirkiye’de iiretilebilecek olmasi bu ¢aligmanin ticari uygulanabilirligini

de arttirmis olacaktir.
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