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OZET

Yarrowia lipolytica TARAFINDAN URETILEN
BiYOSURFAKTANIN OPTIMIZASYONU VE Salmonella
BIYOFILM OLUSUMUNA ETKIiSi

Bur¢in DURUSEL
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. H. Tansel YALCIN

Agustos 2019, 113 sayfa

Biyosiirfaktanlar, ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan iretilen, hem
hidrofilik hem de hidrofobik kisimlara sahip amfifilik bilesiklerdir. Bu
ozelliklerinden dolay1, gida, biyomedikal ve ila¢ endiistrisi gibi ¢esitli endiistriyel
islemlerde biyofilm olusumunu engellemek igin Sentetik siirfaktanlarin yerine
kullanilacak potansiyele sahiptirler. Bu tez calismasinda, Yarrowia lipolytica
tarafindan tretilen biyosiirfaktanin Salmonella typhimurium biyofilmi tizerindeki
etkisi gesitli parametreler optimize edilerek incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore, Optimum biyosiirfaktan iiretimi; karbon kaynagi olarak glikoz ve soya yagi
kullanilarak, 7 giin 27°C’de pH 7’de %4 inokiilim miktar1 ve %0,01 tuz
konsantrasyonunda gergeklesmistir. Optimum biyofilm olusumu ise, tuzsuz LB
ortaminda, 230 pl ve 100 pl ortama sirasiyla 20 pul ve 50 pl organizma
stispansiyonlar1 96 kuyucuklu mikroplaka igerisine eklenmis ve 27°C’de 48 saat
inkiibe edilerek elde edilmistir. Biyostirfaktan siipernatantinin biyofilm olusumu
tizerindeki etkisi farkli miktarlarda incelenmis ve 10 pl ile 50 pl siipernatant
miktarlarmin inhibiSyon ylizdeleri sirasiyla %34 ve %63 olarak belirlenmistir.
Ham biyosiirfaktanin etkisi ise 50 mg/ml konsantrasyonunda 10 pl eklendiginde

%67 olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Biyosiirfaktan, biyofilm, optimizasyon, anti-adhesiv

etki, Yarrowia lipolytica, Salmonella typhimurium






ABSTRACT

OPTIMIZATION OF BIOSURFACTANT PRODUCED BY
Yarrowia lipolytica AND EFFECT ON Salmonella BIOFILM
FORMATION
DURUSEL, Burgin
MSc in Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. YALCIN, H. Tansel

August 2019, 113 pages

Biosurfactants are amphiphilic compounds, containing both hydrophilic and
hydrophobic moieties, that are produced by various microorganisms. The
characteristics of biosurfactants can be employed to replace their synthetic
counterparts in wide range of applications food, biomedical and pharmaceutical
industries. Recently, the application of biosurfactants as antibiofilm agents have
been investigated as well. This study determined the effect of different parameters
on biosurfactant production by Yarrowia lipolytica. After which, the effect of
biosurfactants on Salmonella typhimurium biofilms was investigated. Optimum
biosurfactant production was recorded when flasks containing MSM
supplemented with glucose and soybean oil, and 0.01% NaCl were inoculated
with 4% (v/v) seed culture and incubated at at 27°C for 7 days. Maximum biofilm
formation was recorded when 230 and 100 ul LB without NaCl medium,
dispensed in 96-well microtiter plates, were inoculated with 20 pl and 50 pl
bacterial suspension and incubated at 27°C for 48 hours. The coincubation of
different amounts of biosurfactant containing free cell supernatant (10 to 50 pl)
with bacterial cells and medium inhibited biofilm formation by 34% and 63%,
respectively. On the other hand, higher biofilm inhibition, equivalent to by 67% ,
was recorded when 10 ul of crude biosurfactant (50 mg/ml) was applied.

Key words: Biosurfactant, biofilm, optimization, anti-adhesive effect, Yarrowia

lipolytica, Salmonella typhimurium
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ONSOZ

Biyosiirfaktanlar, hem hidrofilik hem de hidrofobik kisimlara sahip amfifilik
bilesiklerdir. Mikroorganizmalardan elde edilen siirfaktanin biyosentezi, biyolojik
olarak bozunabilirligi, diisiik toksisitesi, ekolojik uygunlugu, yenilenebilir ve ucuz
substratlarin kullanimi, genis sicaklik ve pH araliginda etkinlik, yiiksek tuzlulukta
stabilite ve c¢esitli alanlarda genis uygulama yelpazesi nedeniyle kimyasal
stirfaktanlara kiyasla olduk¢a dikkat c¢ekicidir. Yarrowia lipolytica, bir¢cok
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan 6nemli bir mikroorganizmadir.
Biyoteknolojik ve endiistriyel islemlerde sitrik ve izositrik asitler ve enzimler (asit
veya alkalin proteazlar, lipazlar ve riboniikleaz) gibi cesitli {irlinlerin elde
edilmesinde, biyoremediyasyonda ve biyosiirfaktan dretiminde kullanilir.
Biyofilmler hem endiistriye, hem de saglik iizerine olan etkileri nedeniyle olduk¢a
onemlidir. Salmonella gibi tiirlerin olusturdugu biyofilmler; aletlerin iizerinde
verdikleri hasarlar, enerji kayiplari, iiriin kontaminasyonlar1 ve neden olduklari
enfeksiyon hastaliklar ile maddi agidan kayiplar olusturmaktadir. Bu ¢alismada,
karbon kaynagi, inkiibasyon siiresi, sicaklik, pH, inokiilim miktar1 ve tuz
konsantrasyonu parametreleri degistirilerek Yarrowia lipolytica tarafindan
biyosiirfaktan {iretiminin optimizasyonu yapilmistir. Elde edilen biyosiirfaktan
siipernatantindan ekstraksiyon islemi ile ham biyosiirfaktan elde edilmistir.
Salmonella typhimurium’un olusturdugu biyofilm de farkli besiyeri, inkiibasyon
stiresi, sicaklik, inokiiliim miktar1 degistirilerek optimize edilmistir. Siipernatant
ve ham biyosiirfaktanin biyofilm tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu caligma ile
elde edilen tiim veriler, biyosiirfaktanlarin giderek artan pazar potansiyeli ve
cesitli kullanim alanlar1 sayesinde, antibiyofilm etkileri g6z Oniine alindiginda,
potansiyel olarak etkili bir antibiyofilm ajaninin seri tiretilmesi igin biiyiik bir rol

oynamaktadir.
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1. GIRIS

Siirfaktan terimi, "ylizey aktif ajan" ifadesinden tiiretilmistir ve bu amfifilik
molekiillerin gaz, sivi ve kati gibi farkli fazlar arasindaki arayiizey aktivitesini
aciklamaktadir. Mikrobiyal siirfaktanlar ise bakteri, mantar ve maya gibi ¢esitli
mikroorganizmalar tarafindan {retilir. Biyosiirfaktanlar, mikrobiyal hiicre
yiizeylerinde veya sivi fazlar arasinda birikebilen hidrofobik ve hidrofilik
kisimlardan olusan ve hiicre disina salgilanan amfifilik bilesiklerdir; bu nedenle
ylizey ve araylizey arasindaki gerilimi azaltmaktadir (Fakruddin, 2012).
Stirfaktanlar ~ deterjanlar, 1slatict  ajanlar, emiilgatorler, dagiticilar ve
kopiiklendirme ajanlar1 olarak gorev yapabilmektedir ve sampuanlardan kisisel
bakim iirlinlerine, farmasoétiklerden boyalara kadar birgok tiriin formiilasyonunun
ana bilesenlerini olusturmaktadir (Marchant and Banat, 2012; Arutchelvi and
Doble, 2010).

Son zamanlarda kimyasal siirfaktanlarin toksisite ve ¢evrede olusturduklari
sorunlarin neden oldugu cevresel etkilere biliyilk 6nem verilmistir. Cevresel
endiselerin artmasi, biyoteknolojideki ilerleme ve daha kati yasalarin ortaya
cikmasi, biyosiirfaktanlarin  piyasada mevcut olan kimyasal siirfaktanlara
potansiyel bir alternatif olusturmasina neden olmustur. Her ne kadar
biyosiirfaktanlar biyoremediasyon gibi islemlerde timit verici kullanimlara sahip
olsalar da, yliksek hammadde maliyetleri, yliksek islem maliyetleri ve diislik
tiretim verimi nedeniyle biiyiikk olgekte tretimlerini gergeklestirmek oldukga
zordur. Bundan dolayi, mevcut arastirmalar, verimi artirmak ve hammadde

maliyetlerini azaltmak iizerine yapilmaktadir (Reis et al., 2013).

Fiziksel ve kimyasal Ozellikler, ylizey geriliminin azaltilmasi ve olusan
emiilsiyonun kararliligi  biyosiirfaktanlarin  sayisiz  biyolojik uygulamada
kullanilmasimni miimkiin kilan 6nemli 6zelliklerdir. Biyosiirfaktan uygulamalari
lizerine yapilan calismalarin ¢ogu cesitliligi, ¢evre dostu yapisi, biiyiik Olgekli
iiretime uygunlugu ve seciciligi nedeniyle ¢evre uygulamalarinda kullanimina

odaklanmistir. Biyosiirfaktanlar diisiik toksisite, yiiksek biyolojik bozunabilirlik



ve asir1 sicakliklarda veya pH degerlerinde etkinlik gibi kimyasal siirfaktanlara
gore cesitli avantajlara sahiptir. Biyosiirfaktanlar i¢in diislinlilen potansiyel
uygulamalarin bircogu ekonomik olarak iiretilip iiretilmemesine baglidir. Ayrica,
proses optimizasyonunda, miihendislik ve biyolojik seviyelerde ¢ok fazla ¢aba
harcanmaktadir. Potansiyel ve biyolojik kokenlerine ragmen, biyomedikal alanla
ilgili uygulamalar {izerine sadece birka¢ ¢alisma yapilmistir. Bazi biyosiirfaktanlar
sentetik ilaclar ve antimikrobiyal maddelere uygun alternatiflerdir, ayrica giivenli

ve etkili terapotik maddeler olarak kullanilabilmektedirler (Rufino et al., 2012).

Yarrowia lipolytica, aerobik bir mayadir ve ¢esitli metabolik aktiviteler
gdstermektedir. Patojenik olmadig1 kabul edilmektedir ve Amerikan Gida ve ilag
Idaresi (FDA) tarafindan “Generally Regarded As Safe (GRAS)” (genellikle
giivenli kabul edilen) olarak siniflandirilmistir. Baz tiirler, alifatik ve aromatik
hidrokarbonlar dahil ¢esitli organik bilesikler i¢in parcalama kabiliyetine sahiptir
ve bu oOzellige siklikla biyosiirfaktan tiretim 06zelligi eslik eder. Bu molekiiller
agirlikli olarak glikolipidlerdir, ancak farkli substratlar kullanilarak baska tipte
yapilar da rapor edilmistir (Fontes et al., 2010).

Biyofilm, salgilanan polimerleriyle birlikte organik veya inorganik bir
yapinin ylizeyine yapisan ince bir mikroorganizma tabakasidir. Biyofilmler,
patojenik veya c¢evresel olsun, dogal ortamlarinda hemen hemen tiim bakterilerin
baskin fenotipidir. Biyofilm ortamindaki bakteriler, planktonik bakterilere gore
antibiyotiklere kars1 1000 kat daha dayanikli olabilmektedir. Bir araya gelme (Co-
aggregation) ve yapisma (co-adhesion), biyofilm olusumunda 6nemli bir rol
oynadig1 diisiiniilen iki fiziksel etkilesim seklidir (Gomaa, 2013). Salmonella,
2500'den fazla serovarda siniflandirilmis, cesitli konakgilar1 enfekte eden hiicre ici
gram negatif bir patojendir. Insan enfeksiyonlartyla en sik iliskili olan S.
enteritidis, S. typhimurium gibi birgok serovarin genis bir konakg¢1 araligi vardir.
Salmonella genellikle sadece planktonik hiicreler olarak degil ayni zamanda
yiizeylere bagli biyofilmler gibi sapsiz, ¢ok hiicreli formlar halinde de bulunur.
Biyofilm olusumu Salmonella'nin yayilmasi i¢in dnemlidir, ¢iinkii biyofilmdeki
bakteriler dezenfektanlara ve kimyasal, fiziksel ve mekanik streslere karsi

direnglidir. Biyofilm olusumu Salmonella viriilansina da katkida bulunur, ¢iinkii



biyofilmdeki bakteriler antibiyotiklere ve konakg¢ir bagisiklik sistemine daha
direnglidir, bu da kronik enfeksiyon ve Salmonella tasiyict durumunun gelismesi

ile sonuclanir (Peng, 2016).

Son yillarda, biyosiirfaktanlarin biyofilmleri kontrol etmek ic¢in alternatif
olarak kullanim1 kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir. Biyosiirfaktanlarin bakteri
hiicrelerinin yiizey Ozelliklerini degistirdigi ve yapiskan Ozelliklerini azalttig
gosterilmistir. Ek olarak bakterilerin iirettigi biyosiirfaktanin, biyofilm gelisimini
ve hiicreden hiicreye iletisimi engelledigi gosterilmistir. Biyosiirfaktanlarin
patojenik organizmalarin kat1 ylizeylerde (6rn. kistik fibroz gibi bir¢ok hastaliga
neden olan) biyofilm olusumunu ve enfeksiyon bolgelerine yapismasini
engelledigi bulunmustur. Bu nedenle, biyosiirfaktanlarin kati1 yiizeylere dnceden
yapigmasi, patojenik mikroorganizmalar ve biyofilm olusumu ile kolonizasyonla
miicadelede yeni ve etkili bir yol olusturmaktadir. Vinil iiretral kateterlerin ortam
ile inkiibe edilmeden Once, iglerinden bir siirfaktin ¢ozeltisi gecirilerek S.
typhimurium, S. enterica, Escherichia coli ve Proteus mirabilis tarafindan
olusturulan biyofilm miktarim1 azalttigi gorilmiistiir (Rufino et al., 2012;
Sambanthamoorthy, 2014).

Yapilan bu tez calismasinda hidrokarbonlar tarafindan kontamine edilmis
habitatdan izole edilen biyosiirfaktan iireticisi mikroorganizmanin molekiiler
tanilamasi, iretilen biyosiirfaktanin etkinliginin belirlenmesi, en yiiksek
biyosiirfaktan iiretim kosullarinin saptanmasi ve Salmonella biyofilm olusumuna

etkisi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Biyosiirfaktanlar

Stirfaktanlar hem hidrofilik hem de hidrofobik kisimlara sahip amfifilik
bilesiklerdir. Iki karismayan sivi arasindaki ara yiizeyde birikip, emiilsiyonlart
dengeleyerek veya sulu ortamda hidrofobik ya da ¢oziinmeyen organik
bilesiklerin ¢oOziiniirliigiinii arttirarak ylizey ve ara ylizey gerilimlerini
azaltabilirler. Stirfaktanlar veya yiizey aktif maddeler, sentetik siirfaktanlar ve
mikrobiyal siirfaktanlar (biyosiirfaktanlar) olarak iki ana grupta siniflandirilabilir.
Sentetik  stirfaktanlar,  organik  kimyasal  reaksiyonlarla  {iretilirken,
biyosiirfaktanlar bakteri, fungus ve maya gibi mikroorganizmalar tarafindan hiicre

dis1 salgilama gibi biyolojik islemlerle iiretilir (Amaral et al., 2010).

Stirfaktanlar 6nemli bir etkiye sahiptir, ciinkii giinliik hayatta kullanilan
driinlerin ¢ogunda 6nemli bir bilesen olarak kullanilmaktadir. Bircogu diiz veya
dall1 zincirli alkil siilfatlar veya siilfonatlar olan, petrokimyasal veya oleokimyasal
kaynaklardan elde edilen bu kimyasal siirfaktanlar, ¢camasir deterjani, yiizey
temizleme maddeleri, konsantre katki maddeleri, kozmetik ve farmasotiklerin
bilesenleri olarak bulunabildikleri gibi, tarimsal gida isleme ve petrol
endiistrisinde de kullanilabilirler (Marchant and Banat, 2012). Siirfaktanlar, hava
ile su ara yiizeyinde konsantre olma 6zelligiyle sabun ve deterjanlarda bulunur ve
genellikle, hava-su ve su-yag ara yiizeylerinde yiizey ya da ara yiizey gerilimini
azaltarak sulu olmayan faz sivilarinin ¢oziiniirliglinti arttirabildikleri i¢in yaglh
maddeleri ortamdan ayirmada kullanilirlar (Fakruddin, 2012). Mikrobiyal
stirfaktanlar, sentetik siirfaktanlarla ayni Ozellikleri gosteren ve halihazirda
sentetik stirfaktanlart kullanan genis bir potansiyel endiistriyel uygulama
yelpazesinde faydali oldugu kanitlanmis ikincil metabolit sinifi olusturur.
Mikrobiyal yollardan iretilen biyosiirfaktanlarin ilgi ve arastirma faaliyetleri,
temel olarak petrol geri kazanmimi ve c¢evresel biyo-iyilestirme alanindaki

potansiyel uygulamalar1 nedeniyle yakin zamanda artmistir (Amaral et al., 2010).



Biyosiirfaktanlar, organizmalar tarafindan hiicre yiizeylerinde iiretilir veya
ekstraselliiler olarak ortama salinir. Arthrobacter, Azotobacter, Acinetobacter,
Pseudomonas, Myroides, Alteromonas, Bacillus, Rhodococcus, Halomonas,
Corynebacteria ve Lactobacillus gibi bakteriler; Aspergillus, ve Penicillium gibi
funguslar; Pichia anomala ve Candida gibi mayalar ve Nocardia erythropolis gibi

aktinomisetlerin biyosiirfaktan tirettigi bilinmektedir (Vanavil et al., 2013).

Biyosiirfaktan {iretiminde maya kullanmanin en biiyiik avantaji, Y.
lipolytica, Saccharomyces cerevisiae ve Kluyveromyces lactis gibi tiirlerin
cogunun igerisinde bulundugu GRAS statiisiidiir. GRAS statiisiindeki
organizmalar, toksik veya patojen degildirler ve driinlerinin gida ile ilag

endiistrisinde uygulanmasina izin verilmektedir (Amaral et al., 2010).

Uretici hiicrede biyosiirfaktanm islevselligi tam olarak bilinmemektedir.
Buna ragmen suda  ¢Ozlinmeyen  substratlarin  emdiilsifikasyonunda
biyosiirfaktanlarin  islevleri hakkinda bazi varsayimlarda bulunulmustur.
Mikroorganizmalar yag bulunan ortamda kiiltiire edildiginde, biyosiirfaktanlar
tiretim ortaminda siirekli birikmektedir. Bu biriken maddeler (biyosiirfaktanlar),
yag bazli substratlarin emiilsifikasyonunda islev gorerek ara yiizey alanini
genigletir ve hiicre ylizeyinde kiitle transferini hizlandirir. Su-yag ara ylizeyi
simirlayict  bir faktér olabildigi i¢in biyosiirfaktanlar ile emiilsifikasyon,
mikroorganizmanin substrati emmesi i¢in avantaj saglayan dogal bir islem olarak
kabul edilmektedir. Ayrica, patojenler bitkileri veya hayvanlari enfekte ettiginde,
biyosiirfaktanlarm bir dagitict madde olarak islev gordiigii bilinmektedir. Ote
yandan, mikrobiyal siirfaktanlar, hiicrelerin araylizeylere yapismast i¢in
onemlidir. Fizyolojik olarak, biyostirfaktanlar hiicresel metabolizmanin, hareketin
ve savunmanin bilesenleri olarak kabul edilmektedir. Biyosiirfaktanlar
bakterilerde, biyofilm ve quorum-sensing mekanizmalari ig¢in gerekli bir molekiil
olarak, zayif ¢Oziinlir substratlarin  alimmi  tesvik  etti§i  igin ise,
kayganlastiricilarda, immiin modiilatorlerde, ikincil metabolitlerde ve bilinen
antimikrobiyal maddelerde tanimlanmiglardir. Biyosiirfaktanlar, ayn1 zamanda,
ozellikle yag parcalayict mikroorganizmalar i¢in, yag molekiillerinin

¢Oziinmesinde dnemli rollere sahiptir (Sharma, 2016).



2.1.1 Biyosiirfaktanlarin Simiflandirilmasi

Mikrobiyal siirfaktanlar, en az bir hidrofilik ve bir hidrofobik kisim
icerdiginden dolayr amfifilik 6zellik gostermektedir. Hidrofobik kisim genellikle
doymus/doymamis yag asitleri, yag alkolleri ve 8-18 karbon zincirli hidroksil yag
asitleri igermektedir. Biyosilirfaktanlarin hidrofilik kisimlar1 ester, fosfat,
karboksil, hidroksil grup ve mono-, oligo-, ya da polisakkaritler gibi

karbohidratlar ve ayn1 zamanda peptidler ile proteinler igerebilir (Sharma, 2016).

Kimyasal olarak sentezlenmis siirfaktanlar genel olarak sudaki ayrigma
diizenlerine gore smflandirilir, biyosiirfaktanlar ise kimyasal bilesimleri, etki
mekanizmalari, molekiiler agirliklari, fizikokimyasal 6zellikleri ve mikrobiyal
orijinleri ile smiflandiriimaktadir (Fakruddin, 2012; Campos et al., 2013). Bu
yizey aktif bilesikler, peptidler, lipopeptitler, glikolipidler (ramnolipidler,
sorfolipidler, trehalolipidler), glikopeptidler, yag asitleri ve fosfolipidler gibi
diistik molekiil agirlikli bilesikler ve hem polisakkaritleri hem de proteinleri igeren
polianyonik heteropolisakkaritler, lipoproteinler gibi yiiksek molekiil agirlikli
bilesikler olarak ikiye ayrilir (Vanavil et al, 2013).



Cizelge 2.1 Mikrobiyal siirfaktanlarin siniflandirilmasi ve iretici mikroorganizmalar (Uyar ve

Yalgin, 2013)

Biyosiirfaktan sinifi
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Yag Asitleri, Fosfolipidler ve
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Sekil 2.1 Bilinen bazi biyosiirfaktanlarin kimyasal yapilari (a)Ramnolipid, (b)Trehalolipid,
(c)Soforolipid, (d) Mannozileritritol lipid, (e)Siirfaktin, (f)Emiilsan. (Uyar ve Yal¢in, 2013)

2.1.1.1 Glikolipidler

En ¢ok calisilan mikrobiyal siirfaktanlar glikolipidlerdir. Glikolipidler, bir
ester veya eter grubu ile bagli hidroksil yag asitleri veya uzun zincirli yag asitleri
ile birlesen karbonhidratlari olusturur. Ramnolipidler, trehalolipidler ve
soforolipidler en ¢ok arastirilan glikolipidlerdir. Glikolipidler genellikle lipid
kisimlara bagli olan mono- veya oligosakkaritlerden olusan diisiik molekiil
agirhikh ylizey aktif ajanlardir. Seker kismi genellikle glukoz, galaktoz, ksiloz
veya ramnoz kisimlar igerir. Lipid kisim ise ya doymus ya da doymamis yag

asitlerinden veya hidroksil yag asitlerinden olusmaktadir (Sharma, 2016).

Glikolipid sekonder metabolit biyosentezi temel olarak azot acligi veya
yiiksek bir C/N orani kosullar1 altinda ortaya cikar. Birincil metabolizma genleri
genom boyunca dagilirken, ikincil metabolitlerin sentezine katilan genler ise

genellikle birarada bulunurlar. Bu sayede genlerin aktivasyonu ve diizenlemesi



kolaylagsmaktadir. Maya glikolipidlerinin biyosentezine katilan genler bu durumun
miitkemmel 6rneklerindendir (Jezierska et al., 2017).

Ramnolipidler

Ramnolipidler, B-hidroksidekanoik aside baglanan ramnoz seker molekiilleri
igerir. Glikosidik bag, yag asitlerinin (hidroksidekanoik asit) OH gruplar1 arasinda
meydana gelir ve sonra ramnoz sekerinin indirgeyici ucuna eklenerek baska bir
hidroksidekanoik asidin serbest OH grubu ester bag olusumunda sarmal olusturur.
Jarvis and Jhonson (1949), ramnolipid {iiretimini ilk olarak Pseudomonas
aeruginosa’da raporlamistir. Ramnolipidler ¢ogunlukla bir veya iki a-L-ramnoz
sekerden elde edilir ve bir veya iki hidroksil yag asit kisimlariyla O-glikosidik bag
ile baglanir. Hidroksil yag asitlerinin zincir uzunlugu 8 ile 16 karbon atomu
arasinda ¢esitlilik gostermektedir. Burkholderia tiirlerinin ayrica, asil yag asidi
olarak hidroksil tetradekanoik asit igerdigi, ramnolipid iiretimi rapor edilmistir.
Ucg hidroksil yag asidi kismu igeren B. plantarii tarafindan iiretilen ¢cok nadir bir
ramnolipid tiirti bildirilmistir (Sharma, 2016).

Trehalolipidler

Trehaloz, o-o-1,1-glikosidik bag ile baglanmig iki monomerik glikoz
biriminden olusan bir tiir indirgeyici sekerdir. Mycobacterium sp., Nocardia sp.,
and Rhodococcus sp. gibi ¢esitli mikroorganizmalar trehaloz seker kisimlari
iceren bir tiir glikolipid iretir ancak R. erythropolisiten elde edilen trehaloz
lipidler daha ¢ok tanmimlanmistir. Cesitli trehaloz lipid yapilar1 meydana
gelmektedir. Diger glikolipidlerden farkli olarak hidrofobik kisim, degisik
uzunluktaki hidroksillenmis dallanmis zincirli yag asitlerini (mikolik asitler) ile
alifatik asitler igerecek sekilde cesitlilik gostermektedir. R. erythropolis, hiicreye
bagli biyosiirfaktanlarin  kompleks karigimini  {iretmektedir. C-6 ve C-6
pozisyonlarindan mikolik aside bagli olan disakkarit trehaloz Mycobacterium,
Nocardia ve Corynebacterium’un bir¢ok tiirii ile iliskilendirilmistir. Baslica
bilesenleri trehaloz mikolatlaridir. Trehalolipidler, ylizey ve arayiizey gerilimini

diisiirme potansiyeli olan ve sonugta hidrofobik karigimlarin ¢6ziiniirliigiine sahip
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cesitli alanlardaki potansiyel uygulamalarina daha fazla ilgi gosterilmistir (Uyar
ve Yalgin, 2013; Sharma, 2016).

Soforolipidler

Soforolipidler, patojenik olmayan maya suslar1 tarafindan iiretilen glikolipid
tiirleridir. Gorin et al. (1961), ilk kez sophorolipidleri mikrobiyal yiizey aktif
maddeler olarak rapor etmislerdir. Artan c¢evresel duyarliliktan dolayi
soforolipidler, biyolojik olarak parcalanabilirligi, daha diisiik toksisite ve c¢esitli
cevresel faktorlere karsi kararliliklart nedeniyle potansiyel ylizey aktif maddeler
olarak gelistirilmektedir. Soforolipidler, uzun zincirli bir hidroksil yag asidine
kovalent olarak baglanan soforoz sekerinden olusmaktadir. Agirlikli olarak
Candida torulopsis ve C. bombicola olan ¢esitli maya tiirlerinin, etkili
soforolipidlere sahip olduklar1 bildirilmistir. Mayalardaki soforolipidlerin
fonksiyonel rolii belirsizdir, ancak karbon depolanmasina yardimci oldugu ve ayni1
zamanda rakip mikroorganizmalara karsi bir direng gosterdigi de bilinmektedir.
Soforolipidler, kozmetik formiilasyonlarda antibiyotik ajanlar olarak ve antifungal
ile spermisidal aktivitelerde 6zel olarak kullanilir. Her ne kadar soforolipidler
ylizey ve araylizey gerilimini azaltsa da etkili emiilsifiye edici ajanlar degildirler.
Soforolipidler, disakarit soforozdan iki farkli formda, laktonik ve asit formunda
olusur (Sharma, 2016).

Soforolipidler, Ecover ve Saraya gibi firmalar tarafindan iiretilen sert yiizey
temizleme triinleri gibi bir¢ok iirlinde kullanilmaktadir. 400 g/L'ye kadar verimli
soforolipid iiretimi ile bilinen Starmerella bombicola, su ana kadar en iyi

calisilmis tireticidir (Geys et al., 2014).

2.1.1.2 Lipopeptidler ve lipoproteinler

Bacillus cinsine iiye bakteri tiirleri tarafindan iiretilen biyosiirfaktanlarin bu
smifi; fengisin, iturin, siirfaktin ve son yillarda kesfedilen kurstakinler olmak
tizere 4 smifta incelenmektedirler. Lipopeptid ve lipoprotein tipindeki

biyosiirfaktanlar, genellikle bir yag asidine bagli yiiksek miktarda siklik
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lipopeptidlerden olusur. Antibiyotik benzeri bilesikleri, Ozellikle de siklik
lipopeptid, yani B. subtilis'ten tiiretilen siirfaktin iireten ¢esitli bakteriler
bilinmektedir. Siirfaktin, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile yiizey gerilimini 72,8
mN/m  (milinewton/metre)'den 27,9 mN/m'ye disiirmektedir. B. subtilis'den
tiretilen lipopeptidler antibakteriyel, antifungal, antimikoplazmal ve antiviral gibi
cesitli antimikrobiyal aktivitelere sahiptir. Lipopeptidler, acillenmis bir yag asidi
molekiilii ile baglanmis siklik peptidlerdir. Lipopeptidler, iiretim ortaminda
ekstraselliiler olarak Bacillus sp., Lactobacillus sp. ve bazi1 aktinomisetler gibi ¢ok
sayida mikroorganizma tarafindan tretilmektedir. Lipopeptitler sadece ylizey
gerilimini azaltmakla kalmaz ayni zamanda Onemli bir antibiyotik etkide

gostermektedir. (Uyar ve Yal¢in, 2013; Sharma, 2016).

Bacillus subtilis’den elde edilen siirfaktin, yedi amino asit ve farkli 3-
hidroksil yag asitleri igeren siklik bir lipopeptittir. Ana bilesen, 3-hidroksil-13-
metil-miristin asididir. Stirfaktin ayrica antibakteriyel 6zelliklere sahip ¢ok iyi bir
yiizey aktif maddedir. Siirfaktinler lineer, ribozomal olmayan siirfaktin sentaz
enzimi tarafindan tretilir. Ayrica, B. subtilis’in iki farkli lipopeptid olan itiirin ve

fengisini de tirettigi bildirilmistir (Hausmann and Syldatk, 2015; Sharma, 2016).

2.1.1.3 Yag asitleri, fosfolipidler ve notral lipidler

Cesitli fungus, maya ve bakteriler yliksek miktarlarda yag asitleri lireten
alkanlar, fosfolipidler ve besin maddelerinin alimin1 saglayan notral lipidler gibi
hidrofobik besinler {izerinde biiyliyebilmektedirler. Biyosiirfaktan ¢esitlerinin
tiretimi i¢in Acinetobacter sp.’nin cesitli suslar1 ve Aspergillus sp. farkli
kaynaklarda rapor edilmistir. Ek olarak, diiz zincirli asit mikroorganizmalari, OH
fonksiyonel gruplarindan bilesik yag asitleri ve korinomukolik asitler gibi alkil
dallar salgilarlar. Fosfolipitler, mikrobiyal hiicre zarlarinin ana bilesenleri olarak
tanimlanir. Hidrokarbon  pargalayabilme  potansiyeli olan  gesitli
mikroorganizmalar hidrofobik substratlar iizerinde biiyiitiildiigiinde, fosfolipid
miktar1 6nemli 6l¢iide artmaktadir (Sharma, 2016).
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2.1.1.4 Polimerik bivosiirfaktanlar

Polimerik mikrobiyal yiizey aktif ajanlar gesitli bilesenlere sahiptir. Cok
cesitli polimerik biyostirfaktan listesi mevcuttur, ancak en iyi ¢aligilan mikrobiyal
yiizey aktif ajanlar: liposan, manoprotein, emiilsan ve ¢esitli polisakarit-protein
kompleksleridir. Acinetobacter calcoaceticus, yag asitlerinin kovalent olarak
baglandig1 heteropolisakarit igeren polimerik biyosiirfaktanlar1 {ireten en iyi
calisilmis mikroorganizmadir. Cirigliano ve Carman'a (1985) gore, Y. Lipolytica,
%83 karbonhidrat ve %17 proteinden olusan bir karbonhidrat-protein karigimi
sentezler. Manoprotein, genellikle gida emiilsifikasyonunda kullanilan
biyospersan ve alasan gibi, ilave polimerik mikrobiyal siirfaktan olarak
goriilmektedir (Desai and Banat, 1997; Sharma, 2016).

2.1.2 Biyosiirfaktanlarin kimyasal siirfaktanlara kiyasla avantajlar

Endiistriyel ve ¢evresel islemler genellikle asir1 sicaklik, pH ve iyonik gii¢
kosullariyla iligkilidir. Bu nedenle, bu kosullar altinda stabilite calismalari, bazi
biyosiirfaktanlarin olas1 kullaniminin uygunlugunu belirlemek i¢in Onemlidir

(Campos et al., 2013).

Son yillarda, mikroorganizmalardan elde edilen siirfaktanlarin biyosentezi,
biyolojik olarak bozunabilirligi, diisiik toksisitesi, ekolojik uygunlugu,
yenilenebilir ve ucuz substratlarin kullanimi, genis sicaklik ve pH araliginda
etkinlik gostermesi, yiiksek tuzlulukta stabilite ve ¢esitli alanlarda genis uygulama
yelpazesi nedeniyle kimyasal siirfaktanlara kiyasla oldukc¢a dikkat ¢ekmektedir
(Vanavil et al., 2013).

Biyosiirfaktanlarin kimyasal bilesimi ve ozelliklerinde ¢esitlilik olmasina
ragmen, bircok ortak Ozellik sergilerler ve geleneksel yiizey aktiflere gore
yiizey/araylizey gerilimini diislirebilme, diisiik toksisite, diisiik maliyet gibi

avantajlar sunmaktadirlar (Campos et al., 2013).
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2.1.2.1. Yiizey/Arayiizey gerilimini diisiirebilme

Biyosiirfaktanlar, amfifilik 6zellige sahip olduklar1 i¢in, iki karigmaz sivi
arasindaki ara ylizeylerde gerilimi diisiirebilir ve daha kolay karigsmasina izin
verebilirler. Bir yiizey aktif molekiil, birbiri ile karismayan iki fazli bir sisteme
eklendiginde, ara yiizdeki molekiillerin yerine ge¢mektedir. Hidrofobik kisim
sollisyon icin az afiniteye sahiptir ve ylizeyde yogunlasmaktadir, buna karsin
hidrofilik kisim yogun ortama yonlendirilmektedir. Kritik diizeyde yiizey,
stirfaktan molekiilleri ile doymustur ve amfifilik molekiiller, soliisyonu ¢evreleyen
misel, vezikiil ve c¢ift tabaka yapilar1 olusturmaya egilimlidirler. Cozeltinin
polaritesine bagli olarak i¢ kisim hidrofobik, dis kisim ise hidrofilik olabilir (sulu
bir sollisyonda) veya diger bir deyisle, (lipofilik soliisyonda) kutup baslari miselin
gobeginde birlestirildiginde kuyruklar disa dogru yonelebilir (Nitschke and Costa,
2007; Sharma, 2016).
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Sekil 2.2 Biyosiirfaktanlar tarafindan olusturulan agregat tiirleri (Uyar ve Yalgin, 2013)
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Stirfaktanlarin etkinligi i¢in énemli bir parametre olan yiizey gerilimi, sivi
ortamdaki siirfaktan konsantrasyonu arttirildiginda ve misel olusmasi1 durumunda
onemli Ol¢iide azalan sivi molekiilleri arasindaki ¢ekim kuvvetini 6lgmektedir.
Ortamin su veya yag olmasmma gore iki tip misel olusumu goézlenmektedir.
Ortamda su varken misellerin hidrofilik bas kismi suya dogru, ortamda yag
bulundugunda ise hidrofobik kuyruk kisimlar1 yaga dogru yonelmektedir. Kritik
misel konsantrasyonu (KMK), maksimum derecede yiizey gerilimini diisiirmek
icin gereken minimum yiizey aktif madde konsantrasyonudur. Yiizey gerilimini
diisiirmek i¢in gereken siirfaktan miktarindan fazla olmasinin bir etkisi yoktur.
KMK'ye ulasildiginda, bir miktar misel olugsmaktadir. KMK, yiizey aktif madde
aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in en sik kullanilan 6l¢iidiir ve ayrica bir yiizey
aktif maddenin sulu fazdaki ¢oziiniirliigii olarak da tanimlanabilir. Verimlilik ve
etkinlik, iyi bir siirfaktanin belirlenmesinde temel 6zelliklerdir; birincisi genellikle
KMK tarafindan belirlenir, ikincisi ise yilizey ve arayiizey gerilimleri ile ilgilidir

(Campos et al., 2013).
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Sekil 2.3 Biyosiirfaktan konsantrasyonu ile misel olusumu, ylizeyarayiizey gerilimi ve

¢oziintirliik arasindaki iliski. KMK: Kritik Misel Konsantrasyonu (Uyar ve Yal¢in, 2013)
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Biyosiirfaktanlar iki karismayan c¢oOzeltinin ara ylizey ve yiizey gerilimini
diisiirmeye yardimci olurlar. lyi bir biyosiirfaktan, suyun yiizey gerilimini 72
mN/m'den 35 mN/m'ye diisiiriir ve ayrica su-heksadekan siispansiyonunda 1 ile 40
mN/M aras1 ara yiizey gerilimini azaltabilir. Yiizey ve ara ylizey geriliminin
azaltilmasi, kozmetik ve farmasotik formiilasyonlar ile fonksiyonel gida
katkilarinda biyostirfaktanlarin  uygulanmasma izin verir. Genel olarak,
biyosiirfaktanlar olduk¢a etkili ve yeterlidir. KMK, kimyasal sentezlenmis
stirfaktanlardan birka¢ kat daha disiiktiir; boylece daha az miktarda siirfaktana
ihtiyag duymaktadir (Sharma, 2016).

2.1.2.2. Diisiik toksisite

Mikrobiyal siirfaktanlarin toksisitesi ile ilgili az sayida rapor olmasina
ragmen, bunlar cogunlukla diisiik veya toksik olmayan bilesikler olarak kabul
edilir ve gida igleme, farmasotik formiilasyonlar ve kozmetikler igin uygundur.
Probiyotik laktik asit bakterilerinden tretilen biyosiirfaktanlar, fare fibroblast
hiicrelerinde toksisite testi yapildiginda toksik olmadigi bildirilmistir. P.
aeruginosa'dan elde edilen biyosiirfaktan, yiiksek toksisite gosteren ve endiistriyel
formiilasyonlarda yaygin olarak kullanilan sentetik bir siirfaktan (Marlon A-350)
ile karsilastirilmis ve degerlendirilmistir; bununla birlikte, P. aeruginosa'dan elde
edilen mikrobiyal siirfaktanlarin toksik ve mutajenik olmadigr bulunmustur. C.
bombicola’dan iiretilen soforolipidler, gosterdigi diisiik toksisite sayesinde gida
sektoriinde kullanilmaktadir (Nitschke and Costa, 2007; Sharma, 2016).

2.1.2.3. Bivoparcalanabilirlik

Biyosiirfaktanlar, mikroorganizmalar tarafindan kolayca ayristirilirlar.
Biyoparcalanabilirlik, biyolojik aktiviteler veya enzimler tarafindan bozunabilme
kabiliyeti olan biyosiirfaktanlarin su ve topraktaki bakteriler ve diger
mikroorganizmalar tarafindan kolayca bozundugunu gostermektedir ve bu
molekiilleri bioremediasyon islemleri ile atik aritma i¢in 6zellikle uygun hale
getirmektedir. Byosiirfaktanlar sentetik siirfaktanlardan farkli olarak, dogal

ekosistemde bulunan mikroorganizmalar tarafindan dogrudan bozulmaktadir.
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Kimyasal olarak sentezlenmis yiizey aktif maddelerle iliskili artan ¢evresel endise,
mikrobiyal siirfaktanlar gibi alternatif molekiilleri kesfetmeye zorlamaktadir.
Sentetik siirfaktanlar g¢evreye zarar vermektedir ve bu nedenle daha az toksik,
kararli, biyolojik olarak pargalanabilen biyosiirfaktanlar endiistriyel ve g¢evresel
uygulamalar i¢in ilgi ¢ekici hale gelmektedir (Fakruddin, 2012; Campos et al.,
2013; Sharma, 2016).

2.1.2.4. Sicaklik, pH ve ivonik giic toleransi

Bir¢ok biyolojik yiizey aktif madde ve ylizey aktivitesi sicaklik ve pH gibi
cevresel kosullardan etkilenmez. B. subtilis LB5a tarafindan iretilen bir
lipopeptit, otoklavdan (121°C/20 dakika) sonra ve 6 ay -18°C'de birakildiktan
sonra bile stabil kalmistir ve yiizey aktivitesi pH 5-11 araliginda, NaCl
konsantrasyonlart ise %20'ye kadar degismemistir. Endiistriyel islemler
cogunlukla asir1 sicaklik, basing, pH ve iyonik kuvvetlere maruz kalmayi igerir,
bu nedenle bu kosullar altinda galisabilecek yeni mikrop tiirevli iirlinleri izole
etmek igin siirekli bir ihtiya¢ vardir. B. licheniformis susu tarafindan iretilen
likenisin, 50°C'ye kadar olan sicaklik araliklarindan, 4-5-9.0 pH araligindan,
50g/L tuz konsantrasyonu ve 25g/L kalsiyum konsantrasyonundan etkilenmedigi
rapor edilmistir (Nitschke and Costa, 2007; Fakruddin, 2012; Sharma, 2016).

2.1.3 Biyosiirfaktan iiretimini etkileyen faktorler

Biyosiirfaktanin yapis1 ve emiilsifiye edici aktivitesi sadece iiretici susa
bagl degil, ayn1 zamanda kiiltiir kosullarina, dolayisiyla karbon kaynagi, azot
kaynagi, karbon-azot (C:N) oranimna, besinsel yetersizligine baghdir. Ayrica,
sadece biyosiirfaktan miktarin1 degil, liretilen polimer tipini de etkileyen sicaklik,
havalandirma, divalent katyonlar ve pH gibi kimyasal ve fiziksel parametrelere de
baghdir. Iz elementler ayrica biyosiirfaktan {iretiminde onemli bir rol

oynamaktadir (Amaral et al., 2010; Khire, 2010; Fakruddin, 2012).
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Karbon kaynagi: Farkli karbon kaynaklarmin kullanilmasi, iiretilen biyo-
yiizey aktif maddenin yapisint ve sonug olarak Ozelliklerini degistirir. Belirli bir
uygulama i¢in bazi ozellikler arastirildiginda, bu degisiklikler ile karsilasilabilir.
Biyosiirfaktan iiretiminde fizikokimyasal 6zelliklerinin optimizasyonunu igeren
¢ok sayida galisma vardir. Pareilleux (1979), C. lipolytica'nin biiyiime ortaminda,
karbon kaynagi olarak n-alkan kullanarak yilizey aktif bilesikleri izole etmistir,
ancak bu maya, karbon kaynagi olarak glikoz ile yetistirildiginde, higbir biyolojik
emiilsiyon iiretilmemistir. Cirigliano ve Carman (1985), Y. lipolytica susunun, en
lyisi olarak tanimlanan heksadekan ile hekzadekan, parafin, soya fasulyesi yagi,
zeytin yagi, misir yagr ve pamuk tohumu yagi gibi farkli karbon kaynaklar
vasitasiyla biyostirfaktan tirettigini gostermislerdir. Hidrofilik substratlar dncelikle
enerji gereksinimleri nedeniyle mikroorganizma tarafindan metabolize edilir,
ayrica bu tlir substratlar, biyosiirfaktanin polar bélimiiniin sentezinde de
kullanilir. Ote yandan, hidrofobik substratlar, sadece, biyosiirfaktanin apolar
kisminin iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Candida tiirlerinin, yag asitlerini dogrudan

biyosiirfaktan {iretimine dahil etme Ozellikleri goriilmektedir (Amaral et al.,

2010).

Azot Kkaynagi: Biyosiirfaktan iiretim ortaminda azot oldukg¢a Onemlidir,
clinkli mikrobiyal biiylime i¢in protein ve enzim sentezleri buna bagli olarak
gerceklesmektedir. Farkli azot bilesikleri iire, pepton, maya 0ziitii, amonyum
stilffat, amonyum nitrat, sodyum nitrat, et 06zii ve malt 06zii vb. gibi
biyosiirfaktanlarin iiretimi igin kullanilmigtir. Maya ekstresi, biyosiirfaktan
dretimi i¢cin en ¢ok kullanilan azot kaynagidir, ancak konsantrasyonu
mikroorganizmaya ve Kkiltir ortammna baghdir. Y. lipolytica tarafindan
biyoemiilsifiyer iiretiminde, amonyum siilfat, amonyum kloriir, amonyum nitrat,
tire ve sodyum nitrat gibi farkli azot kaynaklar1 kullanilarak da degerlendirilmis
ve sonuclar, amonyum siilfat ve amonyum kloriiriin emiilgator iiretimi i¢in en iyi
azot kaynaklart oldugunu gostermistir. Amonyum nitrat ve iire kullanildiginda
emiilsifiye edici aktivite yariya diisiiriilmiis ve kiiltiir ortaminda sodyum nitratl
hicbir emiilsifiye edici aktivite tespit edilmemistir. (Amaral et al., 2010;
Fakruddin, 2012 ).
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Cevresel faktorler: Sicaklik, pH, tuzluluk, havalandirma ve ¢alkalama gibi
cevresel faktorler, iiretilen biyosiirfaktanin verim ve O6zelliklerinde son derece
onemlidir. Zinjarde and Pant (2002) tarafindan yapilan ¢alismada pH'in, iiretilen
biyosiirfaktan iizerindeki etkisi i¢in en iyi iiretimin, deniz suyunun dogal pH'1 olan
8.0 oldugu zaman meydana geldigini bildirmislerdir. Havalandirma ve ¢alkalama,
her ikisi de gaz fazindan sulu faza oksijen transferini kolaylastirdigindan,
biyosiirfaktan {iretimini etkileyen 6nemli faktorlerdir. Adamczak and Bednarsk
(2000), havalandirmanin C. antarctica tarafindan yapilan biyosiirfaktan
sentezindeki etkisini degerlendirmis ve en iyi tiretimin (45,5 g/L), hava akis hizi 1
vvm oldugunda ve ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonun doygunlugu %50'sinde
tutuldugu gozlemlenmistir. Casas and Ochoa (1999), C. bombicola'nin kiiltiir
ortaminda elde edilen sophorolipidlerin miktarinin, 25°C veya 30°C sicaklikta
benzer oldugunu gostermistir(Amaral et al., 2010; Fakruddin, 2012; Randhawa,
2015).

2.1.5 Biyosiirfaktanlarin endiistriyel acidan 6nemi

Biyosiirfaktanlar yaglama, 1slatma, yumusatma, boya sabitleme, emiilsiyon
yapma, dispersiyonlar1 stabilize etme, kopiikleme, kopiiklenmeyi Onleme ve
ayrica gida, biyomedikal, ila¢ endiistrisi ile organik veya inorganik kontamine
bolgelerin - biyoremediasyonu gibi ¢esitli endiistriyel islemlerde sentetik
stirfaktanlarin  yerine kullanilacak potansiyele sahiptirler. Glikolipidler ve
lipopeptitler, ticari amag i¢in kullanilan en 6nemli biyosiirfaktanlardir. Tespit
yontemlerinin ¢evre ile ilgili endiselerin artmasiyla birlikte iyilestirilmesi
arastirmacilart ve politikacilar1 atik yonetimi icin daha ¢evre dostu ¢oziimler ve
biyolojik olarak ¢oziinmeyen maddeler i¢in degistirmeler yoniinde zorlamaktadir.
Tespit yontemlerinin gelistirilmesiyle birlikte, ¢evresel sorunlarla ilgili endise de
artmaktadir; bu da arastirmacilart ve politikacilar1 atik yonetiminde ve biyolojik
olarak pargalanamayan maddeler yerine ¢evre dostu ¢oziimler bulmaya itmektedir.
Organik s1v1 atiklar (6rn. pestisitler), yaglar (6rn. petrol bazli) ve organik camurlar
veya kat1 maddeler (6rn. boyadan tiiretilmis) yaygin cevresel organik kimyasal
tehlikelerdir ve normal olarak uzaklastirilmasi zor olan toprak ve su kirliligi

kaynaklaridir. Yaygin olarak bulunan bir diger cevresel tehlike de, modern
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toplumumuzun faaliyetleri ile baglantili olan kursun, civa, krom, demir,

kadmiyum ve bakir gibi agir metallerdir (Reis et al., 2013).

Biyosiirfaktanlar tarim endiistrisinde ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir.
Tarimsal alanlarda topragin iyilestirilmesi ve zenginlestirilmesi, siirdiiriilebilir
tarim i¢in olduk¢a Onemlidir. Biyoremediasyon, besin maddeleri veya
mikroorganizmalar kullanilarak kirletici maddelerle kirlenmis ortamlarin
iyilestirilmesi ve gii¢lendirilmesidir. Biyoremediasyon verimi, kullanilan
organizmanin desorpsiyon, difiizyon ve ¢6ziinme gibi faktorler agisindan topraga
uyumu ile belirlenmektedir. Biyosiirfaktanlar, bu organizmalarin Kkirletici
maddeleri absorbe etmesini kolaylastirdigi igin biyoremediyasyon verimi
artmaktadir (Khan et al., 2015).

Biyosiirfaktanlar birgok gida islemede uygulanabilir olsa da, anti-adhesiv
ajanlar olarak kullanimlari da oldukg¢a 6nemlidir. Gida iretim yiizeylerinde
bulunan bakteriyel biyofilmler, olas1 gida kirliligine ve hastaligin bulagsmasina
neden olabilecek kontaminasyon kaynaklaridir. Gida islemcilerinin Salmonella
gibi patojenlere ve ayrica Listeria monocytogenes igin sifir tolerans seviyelerine
sahip olmalar1 nedeniyle, tek bir yapiskan hiicre, iyi gelismis bir biyofilm kadar
onemli olabilir; bu nedenle mikroorganizmalarin gidayla temas eden yiizeylere
yapigmasinit kontrol etmek 6nemli bir adimdir. Bundan dolay: biyosiirfaktanlarin
mikrobiyal yapisma ve ylizeylerden ayrilma islemlerine katilimi arastirilmaktadir

(Nitschke and Costa, 2007).

Biyosiirfaktanlarin  emiilsiyonlastirici islevleri, muhtemelen kozmetik
formiilasyonundaki en Onemli oOzelligidir, ¢iinkii emiilsiyonlarin diger 1ilag
tirlerine gdére Onemli avantajlar1 vardir. Bu nedenle, uygulanmalar1 kolaydir,
nispeten ucuzdur ve ayni anda yagda ve suda ¢oziilebilir maddelerin kullanimina
izin verirler. Diisiik molekiiler agirlikli biyosiirfaktanlarin hava/su ve yag/su ara
yiizeylerindeki yiizey gerilimini diisiirdiiglinti, yiiksek molekiiler agirliktaki
biyosiirfaktanlarin ise yag/su emiilsiyonlarin1 stabilize etmede daha etkili
oldugunu  bildirilnigtir. Kozmetik  formiilasyonlarinda  kimyasal  bazlh

stirfaktanlarin kullanimryla ilgili sorunlardan birinin, cilt tahriglerine ve alerjik
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reaksiyonlara neden olma potansiyelleri oldugu arastirilmistir. Kimyasal
stirfaktanlar proteinlerle etkilesime girebilir, bu lipidlerin hiicreler arasi yapisin
diizene sokarak epidermal yiizeyden lipidleri ¢ikarabilir ve ayrica ciltteki canli
hiicreleri de etkiler. Bu zararli etkiler biyosiirfaktanlar kullanilarak potansiyel

olarak Onlenebilir veya azaltilabilir.

Cizelge 2.2 Cesitli uygulamalarda faydali olan biyosiirfaktan karakteristikleri (Khan et al.,
2015°den degistirilmis)

Uygulama Alanlar: Karakteristik

Deterjan Diisiik KMK
Ekstrem tuz ve pH sabitligi
Biyopargalanabilirlik

Emiilsifikasyon Ozel HBL
Cevresel giivenlik
Cevresel remediasyon Kimyasal sabitlik
Ylizey adsorbsiyonu
Yaglama Diisiik toksisite

Biyopargcalanabilirlik
Cevreye duyarlilik

Mineral flotasyonu (yiizdiirme) Ozel madenlerde adsorbsiyon

Petrol geri doniisiimii Yag igeren olusumlarda i1slanma
Mikroemiilsiyon olusumu ve stabilizasyon
Geri kazanim sonrasi1 emiilsiyon bozma
kolayligi

Farmasotik Biyouyumluluk
Diistik toksisite

2.2 Yarrowia lipolytica

2.2.1 Genel ozellikleri

Yarrowia genusu, Hemiascomycetes siifinda bulunan, ¢ok ilgi ¢ekici non-
konvasyonel bir mayadir. ilk olarak 1928’de Harrison bu genusu izole etmis ve
tamimlamigtir. Bu genus, onceden Candida, Monilla, Endomycopsis, Torula,
Protomyces, Azymoprocandida, Mycotorula, Pseudomonilia, Torulopsis veya
Saccharomycopsis olarak biliniyordu. David Yarrow, 1972 yilinda, bu genusu
Delft Mikrobiyoloji laboratuvarinda tekrardan smiflandirmistir. Genus adi
‘“Yarrowia’, 1980 yilinda van der Walt ve von Arx tarafindan Yarrow’un
caligmalarini takdir etmek igin Onerilmistir. Bu genus, iyi bilinen Y. lipolytica’y:

icermektedir. Tir ismi ‘lipolytica’, lipidlerin hidrolizinde bu mayanin dikkat
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¢ekici lipolitik aktivesinden kaynaklanmaktadir. 18S ve 26S rRNA gen sekans
analizlerine gore, Y. lipolytica taksonomik olarak, Hemiascomycetes sinifinda,
Saccharomycetales takiminda, Dipodascaceae ailesinde siniflandirilmistir. Y.
lipolytica, dogada olduk¢a yaygindir, ayrica lipofilik ve oleofilik maya
oldugundan dolay1r maya suslari, yagl gidalar ve petrol bulunan alanlar gibi lipid
ve hidrokarbon bilesikleri igeren farkli kaynaklardan kolaylikla izole edilmektedir.
Y. lipolytica suslar1 peynirlerden ve diger giinliik iiriinlerden (Gardini et al., 2006;
Lopandic et al., 2006; Vasdinyei and Deak, 2003), sosislerden (Gardini et al.,
2001;Encinas et al., 2000), kiimes hayvanlarindan (Deak et al., 2000), karides ve
et iceren salatalardan (Barth and Gaillardin, 1996), et ve et iiriinlerinden (Sanz et
al.,, 2005; Andrade et al., 2006; Mirbagheri et al., 2012), tarimsal sanayi
atiksuyundan (Mafakher et al., 2010) ve Kirli petrol ve denizel ortamdan (Chi et
al., 2007; Hassanshahian et al., 2012) izole edilmistir. Cogu Yarrowia suslarinin
biiyiime sicakligt maksimum 32-34°C arasindadir, bu da insan patojeni olmadigini
gbz Oniine sermektedir. Y. lipolytica, FDA tarafindan “GRAS” olarak
smiflandirilmistir. Barth ve Gaillardin’e gore (1997) Y. lipolytica susunun koloni
morfolojisi genetik temeline, ortam bilesenlerine ve karbon ve azot kaynagi,
havalandirma, pH gibi bilyiime kosullarina gore cesitlilik gostermektedir. Koloni
morfolojisi, piiriizsiiz ve parlak olandan yogun kivrimli ve mat olana kadar
degisebilir. Y. lipolytica’nin hiicre duvar1 galaktomannas igerir. Maya hiicreleri
kiiresel, elipsoidaldir veya ¢ogu zaman tek bir merkezi mikropor ve psodohif ile
septa gergek hif olusturmak i¢in uzamaktadir. Y. lipolytica dimorfik bir mayadir
ve ortama, biiylime fazina bagl olarak gergek bir maya-hif (YH) gec¢isine maruz
kalabilir (Coelho et al., 2010; Nicaud, 2012; Harzevili, 2014).
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Sekil 2.4 (a) Y. lipolytica DSM3286'min YPDA (maya 6zii-pepton-dekstroz agar) ortami
tizerindeki kolonisi (b) Y. lipolytica strain E122’nin morfolojisi (Harzevili et al., 2014; Hurtado
and Rachubinski, 2002)

2.2.2 Biyoteknolojik 6nemi

Yarrowia lipolytica, bir¢cok biyoteknolojik uygulamada kullanilan
mitkemmel bir mikroorganizma 6rnegidir. Bu non-konvasyonel, aerobik, dimorfik
maya, genellikle alkanlar ve yaglar bakimindan zengin, hidrofobik substratlar
iceren ortamlarda bulunabilir. Peynir, yogurt, kefir, soya sosu, et ve karides
salatalarindan izole edilebilir. Biyoteknolojik ve endiistriyel islemlerde sitrik ve
izositrik asitler ve enzimler (asit veya alkalin proteazlar, lipazlar ve RNaz) gibi
cesitli trlinlerin elde edilmesinde, biyoremediasyonda ve biyosiirfaktan
tiretiminde kullanilir. Y. lipolytica ayrica, metil reginolatin doniistiiriilmesiyle elde
edilen, bliylik endiistriyel 6neme sahip bir bilesik olan y-dekalakton iiretme
kabiliyetine sahiptir. Y. lipolytica tarafindan iiretilen metabolitler arasinda en
onemlilerinden biri, gida, ila¢ ve deterjan iiretim alanlarindaki genis teknolojik
uygulamalar1 nedeniyle bilim adamlarinin ilgisini ¢eken bir enzim olan lipazdir.
Bununla birlikte, bu maya tiiriiniin en biiyiik endiistriyel uygulamasi, tek hiicreli
protein olarak kullanilacak biyokiitle iiretiminde goriilmektedir. Giliniimiizde, Y.
lipolytica’nin, biyo-yakit iiretiminde kullanilabilecek lipidleri tiretme ve saklama
kabiliyetine ya da farmasotik ve gida endiistrilerinde genis bir kullanima sahip

olan esansiyel yag asitleriyle zenginlestirilmis yaglarin tretimine biiyiik bir ilgi
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vardir. Bu Ozellikler Y. lipolytica'nin biyodizel iiretimi i¢in umut vaat eden
mikroorganizmalar arasinda durmasimi saglamaktadir. Bitkisel yag yerine
mikrobiyal yag kullanilmasi; artan Slgeklere ulasma kolayligi, iiretim i¢in daha
kiiciik bir alan gerektiren ve ayni zamanda mevsimsellikten bagimsizlik gibi
birgok avantaj sunmaktadir. Y. lipolytica, maya dimorfizmi {izerine yapilan
calismalar icin uygun bir model olarak kabul edilmistir, ¢ilinkii nitrojenle sinirlt
kosullarda psddohif flamentleri iiretmektedir. Kazein, maya veya et oziitleriyle
karbon kaynagi olarak yag asitlerinde biiylimesi, sistein veya indirgenmis
glutatyon seviyelerinin varligi ile magnezyum siilfat ve ferrik kloriiriin eksikligi
ile inhibe edilen hif olusumunu indiikler. Bu mayanin alkanlarda biiylimesi ve
hiicre dis1 karbon kaynag1 olarak kullanilan trigliseritleri ve yag asitlerini hidrolize
edebilmesi, yag asitlerinin metabolizmasini incelemek i¢in ilging bir maya modeli
haline getirmistir. Y. lipolytica, bu substratlarin karbon kaynaklari olarak verimli
kullanim1 i¢in mekanizmalar gelistirmistir; etanol iiretmez ancak %3'e kadar
konsantrasyonlarda karbon kaynagi olarak kullanmaktadir Daha yiiksek
konsantrasyonlarda, etanol maya igin toksik hale gelmektedir. Endiistriyel 6neme
sahip, hiicreler tarafindan salgilanan ¢esitli hiicre i¢i metabolitlerin iiretimi igin
biiyiik potansiyele sahiptir. Y. lipolytica'nin biiyiimesi ve metabolitlerin
salgilanmasi, karbon, azot, mineral (ve bunlarin nispi miktarlari), biiyime
ortamimin pH", inkiibasyon sicakligi, inokiillum miktart ve oksijenizasyon

yogunlugundan etkilenmektedir (Gongalves et al., 2014; Harzevili, 2014).

2.2.3 Biyosiirfaktan iiretimi

Mikroorganizmalar, iki tip ylizey aktif bilesigi olan biyosiirfaktan ve
biyoemiilsifiyerler {iretmektedir. Biyosiirfaktanlar su-hava arasindaki yiizey
gerilimini diisiirirken, biyoemiilsifiyerler ise karigmaz iki sivi arasindaki veya
kati-s1v1 ara yiizeyindeki gerilimi azaltirlar. Biyosiirfaktanlar genellikle emiilsifiye
edici ozellik gosterir, ancak biyoemiilsifiyerler yiizey gerilimini zorunlu olarak

azaltmazlar (Batista et al., 2006).

Literatiirde tarif edilen biyosiirfaktanlarin ¢ogu bakteri kdkenlidir ve en ¢ok

tiretici olarak rapor edilen tiirler Arthrobacter sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp.



24

ve Pseudomonas sp.’dir. Bununla birlikte, bu tiir {iretici organizmalarin patojenik
yapilari nedeniyle, gida endiistrisinde kullanimlari sinirlandirilmistir. Candida sp.,
Yarrowia sp ve Pseudozyma sp. gibi mayalar, esas olarak biyosiirfaktan
iretiminin arastirtlmasi i¢in 6nem kazanmaktadir. Mayalarin biyosiirfaktan
tiretiminde kullanilmasinin en biiyiikk avantaji, Y. lipolytica, S. cerevisiae ve
Kluyveromyces lactis gibi pek ¢ok tiirlin mevcut oldugu GRAS statiisiidiir
(Amaral et al., 2010).

Yarrowia genusu, hidrofobik substratlarin  biyoremediasyonunda ve
biyodegredasyonunda onemli faktér olan c¢esitli emiilsifiyerler tiretmektedir,
ayrica gida isleme, kozmetik formiilasyonlar, tekstil, deri isleme, yag geri
kazanimini arttirma ve ham petrol sondajina da uygulanabilirler. Y. lipolytica
ATCC 8662, suyla karismayan bir karbon substrat1 {izerinde biiyiitiildiigli zaman,
indiiklenebilir bir hiicre dis1 biyo-emiilsiyonlastirici olarak liposan iiretmektedir.
Heksadekan eklenmis kiiltiirlerde, emiilsifikasyon aktivitesi ilk olarak 36 saat
bliyimeden sonra tespit edilmistir ve maksimum {iretimi 130 saat sonra
gerceklestirmigtir. Maksimum emiilsifikasyon aktivitesi pH 2-5 arasinda elde
edilmistir. Liposan, 1sitya dayanikli bir biyoemiilsiyonlastiricidir, ayrica 1 saat
100°C'de 1sitildiktan sonra %60 oraninda aktivitesini kaybetmistir. Y. lipolytica
NCIM 3589 susu, baslangic pH'1 8.0 ve NaCl konsantrasyonu %2-3 (342-513

mM) olan alkan iceren bir ortamda emiilgator tiretmistir (Harzavili, 2014).

Amaral et al. (2006), karbonhidrat olarak glikoz iceren Yeast ekstrakt-
pepton-dekstroz (YPD) ortaminda bir biyolojik emiilsiye edici iiretmek igin Y.
lipolytica IMUFRJ50682'yi kullanmistir. Bu biyoemiilsifiye edici Yansan olarak
adlandirilmistir ve 3.0-9.0 pH araliginda yiiksek emiilsifikasyon aktivitesi ve
stabilite sunmus, ayrica birkag alifatik ve aromatik hidrokarbon ile su i¢inde yag
emiilsiyonlarini stabilize edebilmistir. VVance-Harrop et al. (2003), Y. lipolytica
[IA 1055, babassu yagi ve D-glikozu karbon kaynaklari olarak kullanarak
fermantasyon yoluyla emiilsiyonlastirma aktivitesine sahip hiicre dis1
biyosiirfaktan {iretmistir. Ure, amonyum siilfat ve fosfat ile eklenmis %50

oraninda seyreltilmis dogal deniz suyu kullanilmistir. En iyi sonuglar, %5
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oraninda babassu yagiyla 1 saat fed-bath fermantasyonu altinda elde edilmistir

(Harzavili, 2014).

Sarubbo et al. (2007), Y. lipolytica UCP (0988 tarafindan kanola yagi ve
glikozun bir kombinasyonunu kullanarak biyosiirfaktan tiretmistir. Verim 8.0 g/L
olarak belirlenmis ve biyosiirfaktan yiizey gerilimini 30 mN/m'ye disiirmiistiir.
Rufino et al. (2007), bir bitkisel yag rafineri kalintis1 iizerinde biyosiirfaktan
{iretmistir. Izole edilen biyosiirfaktan 4,5 g/L verime karsilik gelmekte ve suyun
yiizey gerilimi 71'den 32 mN/m'ye distirmektedir. Rufino et al. (2008), Y.
lipolytica UCP 0988 ile biyosiirfaktan iiretim asamalarini optimize etmek igin
soya yagl rafineri kalintis1 kullanmis, soya artiklarinin %6 ve glutamatin %1
konsantrasyonu ile en iyi verim elde edilmis ve yiizey gerilimi 25.29 mN/m'ye
ulasmustir (Harzavili, 2014).

2.3 Biyofilm

2.3.1 Biyofilm ve yapisi

Biyofilmler, baslica polisakkaritler, proteinler ve DNA olmak iizere
ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan ve organik ya da inorganik bir
yapmin ylizeyine yapisan ince bir mikroorganizma tabakasidir. Biyofilmdeki
kanallar yoluyla su, hava ve besinlerin yapmin tiim kisimlarina ulagmasi
saglanmaktadir. Bakteriyel ve fungal patojenlerin olusturdugu biyofilmler, dis
etkenlere karsi organizmaya diren¢ kazandirmaktadir. Bu nedenle, mikrobiyal
enfeksiyonlarin  %80'inin  biyofilm ile iliskili oldugu tahmin edilmektedir.
Biyofilm olusturan bakteri veya funguslarin antibiyotiklere karsi planktonik
olanlardan 1000 kat daha direngli olduklar1 gosterilmistir. Biyofilmlerin dogal
antibiyotiklere karst direncli olmalari, bakteriyel biyofilmleri hedef alan
tedavilerin gelistirilmesini zorlastirmaktadir. Bu durum, bakterisidal aktivite
gostermeyen ancak anitibiyofilm 6zellik gosteren ajanlarin kesfedilme ihtiyacin
arttirmaktadir (Bakkiyaraj et al., 2013; Gomaa, 2013; Brackman and Coenye,
2015).
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. Bakteri hiicresi

Enzim

000000 Ekzopolisakkarit
YO pNa
W Protein

Su kanallar1

Sekil 2.5 Biyofilmin genel yapisi (Rabin et al., 2015’den degistirilerek)

Hiicre dis1 veya hiicre ici olarak sentezlenen ekzopolisakaritler (EPS), dis
ortama salinarak karbohidratlarin, proteinlerin, niikleik asitlerin ve lipitlerin
tutunmasi ic¢in iskele gorevi goriir. EPS bilesenleri, yapilari ve Ozellikleri
birbirinden farklidir. Nelson et al., Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa biyofilmlerinden
EPS matriksinin bilesenlerini ve baglantilarin1 analiz etmistir. Mannoz, galaktoz
ve glukoz en bol miktarda bulunan karbohidrattir, bunu N-asetil-glukozamin,
galakturonik asit, arabinoz, fukoz, ramnoz ve ksiloz izler. EPS ¢ogu biyofilm i¢in
spesifik degildir, ancak E. coli'deki kolanik asit iiretimi ve P. aeruginosa'daki
aljinat sentezi gibi stres tepkisi sonucu iretimi artmaktadir. Hiicre dis1 proteinler,
baska bir ana EPS matris bilesenidir. Baz1 proteinler, biyofilm olusumuna ve
stabilizasyonuna yardimci olmak i¢in hiicre ylizeylerine ve polisakaritlere
baglanmaktadir. Streptococcus mutans biyofilminde, bakterileri ve EPS’yi
birbirine baglayarak biyofilm yapisinin korunmasinda énemli rol oynayan glukan
baglayict proteinler (GBPS) bu duruma o6rnek olarak verilebilir (Rabin et al.,
2015).

Baz1 enzimler, biyofilm degredasyonunda rol oynamaktadir. Bu enzimler
biyopolimerleri parcalamakta ve oOzellikle besin yetersizliginde biyofilm
hiicrelerine karbon ve enerji kaynaklar1 saglamaktadir. Biyofilmin yiizeyden
ayrilmasi ve parcalanmasi da enzimatik fonksiyonlar gerektirmektedir. EPS
matrisinin enzimler tarafindan bozulmasi, biyofilm hiicrelerini serbest birakarak

yeni bir biyofilm yasam dongiisiinii baslatir. Omegin, DspB proteini
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Actinobacillus pleuropneumoniae biyofilmlerinin yiizeyden ayrilmasindan
sorumludur. Ekstraseliller DNA'lar (eDNA'lar) daha once, liziz hiicrelerden
kalanlar olarak kabul edilmistir, ancak Mattick ve arkadaslar1 deoksiriboniikleaz I
(DNaz I)'in P. aeruginosa biyofilm olusumunu onleyebildigini bulmusur.
eDNA'nin biyofilm olgunlagsmasinda ve siirekliligi hakkindaki bilgiler sinirlidir ve
biyofilm gelisimindeki roliine 151k tutmast konusunda daha fazla arastirma

yapilmasi gerekmektedir (Rabin et al., 2015).

2.3.2 Biyofilm olusum sebepleri

Birgok bakteri planktonik form ile biyofilm formu arasinda gegis yapabilir.
Planktonik bakterilerin hiicre biiylime hacmi ve tireme hiz1 yiiksektir. Bakteriyel
bir biyofilm durumuna ihtiyag duyulmasinin birka¢ nedeni olabilir. ilk olarak
biyofilm, bakterilerin zorlu ¢evre kosullarina toleransimi artirabilir. Bakteriler,
sadece bir yiizeye veya dokuya baglanarak su veya kan akis1 ile uzaklastirilmaktan
kacnabilir. ikincisi, EPS matrisi daha derin katmanlarda bakteri hiicrelerini
antimikrobiyal maddelere kars1t muhtemelen bu ajanlarin difiizyonunu sinirlayarak
korur. Biyofilm, bakteriyel hareketliligi smirlandirir ve hiicre yogunlugunu
arttirr; bu, bir kismi antibiyotik direnci i¢in kodlanan eDNA (plazmit) degisimi
icin en uygun ortami saglar (Rabin et al., 2015).

Biyofilm  i¢indeki ~ mikroorganizmalar  besin  yetersizligine, pH
degisikliklerine,  dezenfektanlara ve  antibiyotiklere karsi  planktonik
organizmalardan daha iyi dayanabilmektedir. Biyofilmler ayrica fagositoza karsi
da direncglidir ve biyofilm iizerinde bir saldir1 girisiminde bulunan fagositler
aslinda c¢evre dokulara biyofilmden daha fazla zarar verebilmektedir. Biyofilm
direncini gii¢lendiren diger bir 6nemli 6zellik, DNA ve diger polimerleri igeren

ancak genel olarak baskin olarak EPS’den olusan yapiskan matristir (Jefferson,
2004).

Stres tepkisi diizenleyicilerinin biyofilm olusumuna katilmasi, biyofilm
olusumunun  arkasindaki  motivasyonun  savunma  oldugu  hipotezini

desteklemektedir ancak, bu diizenleyicilerin katkis1 belirsizdir. Biyofilm
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olusumunda, S. mutans, S. aureus ve E. coli'nin sirasiyla stres yanit
diizenleyicileri Dgk, o° ve RposS ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. P. aeruginosa'da
RpoS ekspresyonu biyofilmlerde azalmakta, ancak duragan faz ve stres ile
baglantili bir sigma faktorii olan RpoH ekspresyonu artmaktadir. Stres tepkisi
diizenleyicilerinin rolii, biyofilm olusumunun tetiklendigi kosullara veya

bakteriyel hiicrenin genetik arka planina bagl olabilir (Jefferson, 2004).
2.3.3 Biyofilm olusum basamaklari

Biyofilm olusum siireci, bir dizi asamadan olusur ve makromolekiillerin
(proteinler, polisakaritler, niikleik asitler ve hiimik asitler) ve daha kiiclik
molekiillerin (yag asitleri, lipitler ve poliakromatik hidrokarbonlar ve poliklorlu
bifeniller gibi kirleticiler) yilizeye adsorpsiyonu ile baslar. Bu adsorbe edilmis
molekiiller, yiizeyin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirmek, mikroorganizmalar
icin konsantre bir besin kaynagi olarak hareket etmek, ylizeyden toksik metal
iyonlariin salinimini1 bastirmak veya arttirmak ile inhibe edici maddelerin
adsorpsiyonu, gerekli besin maddelerinin ve iz elementlerin temin edilmesi ve
biyofilm ¢cokmesinin tetiklenmesi yardimiyla yigin ¢ozeltisini detoksifiye etmek
gibi bircok etkiye sahip olan filmler olusturur. Bir kosullandirma filminin
ozellikleri, yiizeye temas eden suyun kalitesine baghdir ve ylizey ozelliklerini
bilyiik 6l¢iide etkileyebilir. Ornegin, 1976'da Loeb and Neihof, organik madde
tikenmis deniz suyunda askida birakilan platin partikiillerinin daldirmadan 6nce
elektropozitif oldugunu ve dogal suya daldirmada elektronegatif hale geldiklerini
elektroforetik c¢alismalarla gostermistir. Kosullandirma filminin mikrobiyal
kolonizasyonu etkiledigine dair higbir siiphe olmasa da, bu etkiyi degerlendirmek
zordur, ¢linkii kosullandirma filmi, daldirmadan hemen sonra yiizeyler iizerinde
olusur ve sonu¢ olarak, suya batirilmig bir film gibi bir yiizey yoktur

(Lewandowski and Beyenal, 2007).

Bir bakteri hiicresinin ilk yiizeyinden olgun bir biyofilm igerisinde
gelisimine kadar, bakteriler tarafindan yiizey kolonizasyonu dinamik bir islem
olarak kabul edilebilir. Gida isleme ortamlarinda olusan biyofilm, gida

bozulmasina veya hastaliklarin bulasmasina neden olabilecek kronik mikrobiyal
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kontaminasyon kaynagi olarak etki etmesi nedeniyle Ozel bir 6neme sahiptir.
Biyofilm igerisindeki bakteriler, temizleme ve sanitasyon islemine karsi ¢cok fazla

direng gosterirler (Stepanovic et al., 2004).

Planktonik hiicre
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Sekil 2.6 Biyofilm olusum asamalari (Yuan and Olivier, 2019’den degistirilmistir)

Biyofilm olusumunun Onemli sartlarindan birisi bakterilerin bir yiizeye
oldukca yakin olmasidir. Bakteriler bir ylizeye yaklastikca hem ¢ekici hem de itici
glicler ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, bakterilerde biyofilm olusumunun baglamasi
besinlerin var olup olmamasi gibi spesifik c¢evresel etmenlere bagli olarak
degismektedir. Yapilan ¢alismalarda, patojen veya bozulma etmeni olan birgok
mikroorganizmanin paslanmaz celik, teflon, cam, ahsap, aliiminyum ve plastik
materyaller lizerinde biyofilm olusturduklar1 belirlenmistir (Giin ve Ekinci, 2009;

Akan ve Kinik, 2014; Merino et al., 2017).

Biyofilm olusumu baglanma, olgunlasma ve dispersiyon olmak {izere ii¢
asamada tanimlanabilir. Baglanma basamagi donilisimli baglanma ve geri
doniigiimsiiz baglanma olarak iki asamali bir siire¢ olarak siniflandirilabilir. Geri
dontisiimsiiz baglanmada, daha giiclii fiziksel veya kimyasal kesme kuvvetler
tolere edilebilir. Baslagictaki baglanmada, flagella ve tip IV pili araciligiyla
yapilan hareketler 6nemlidir. Flagella, hiicreler ve yiizey arasindaki baglangigtaki
etkilesimler i¢in kritik 6neme sahiptir. Tip IV pili araciligiyla ¢ekme hareketleri,
eklenen hiicrelerin toplanmasint ve mikrokoloni olusturmasini saglamaktadir.

(Rabin et al.,2015).
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Baglanma: Bir bakteri hiicresi bir yiizeye yakin durumda oldugunda,
yiizeye geri doniisimlii bir baglanti yapar. Biyofilm olusumu ig¢in, kati-sivi
arayiizey sistemi (6rn. kan, su), mikroorganizmanin baglanmasi ve biiylimesi igin
ideal bir ortam saglayabilir. Cogu sik baglanti ve biyofilm olusumu igin piiriizli,
hidrofilik ve kaplanmis yiizeyler daha iyi bir ortam saglamaktadir. Artan
baglanma akis hizi, su sicaklifi veya besin konsantrasyonlarindaki kritik
seviyenin artmasindan da kaynaklanabilir. Flagel, pili, fimbrialar, proteinler veya
polisakaritler gibi hiicre yiizeylerinde yapilarin varligi da 6nemlidir ve karigik
topluluklar oldugunda biyofilm olusumunda bir avantaj saglayabilirler (Jamal et

al., 2015).

Mikrokoloni  olugsumu: Mikrokoloni gelisimi bakteri hiicrelerinin
mikroorganizmalarin  gelismesi, ylizeyde biritkmesi ve EPS {iretimiyle
gerceklesmektedir. EPS bakteri ve alt katmani arasinda bag olusumuna katki
saglamakta ve koloniyi her tiirlii ¢evresel strese karsi stabil hale getirmektedir. Bu
sistemde bakterilerin yilizeyde toplanma islemi planktonik hiicrelerin sinyal
molekiilleriyle etkilesip bir araya gelmesiyle ger¢eklesir. Bu asamada bir bakteri
hiicresi yilizeyde koloni olusturduktan sonra (ilk koloni), ayni ylizeyde diger
bakteriler de koloni olusturur (ikincil koloni). Biyofilm biiyiidiik¢ce, polimer
matriksinde kapsiil olusturmus mikroorganizmalarda da artis goriiliir (Akan ve

Kinik, 2014).

Olgun biyofilm olusumu: Biyofilmin ilk katmani olustuktan sonra, ayni
tiirlin veya baska tiirlerin hiicreleri, y1gin sivisindan biyofilme yonlenmektedir.
Biyofilm, ince tabakadan mantar veya kule yapisina kadar biiyiir. Cesitli
yiiksekliklerde kuleler olusturan mikrokolonilerin  aralarinda  besinlerin
ulagtirilmas1 ve metabolik atik {riinlerin uzaklastirilmasi ig¢in dolasim sistemi
olarak gorev yapan su kanallar1 bulunmaktadir. Biyofilm olgunlastik¢a proteinler,
DNA, polisakkaritler gibi biyofilm iskeletleri, tutulan bakteriler tarafindan
biyofilm i¢ine salgilanir (Akan ve Kinik, 2014; Rabin et al.,2015).
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Biyofilmin dagilmast. Biyofilm olgunlasmasindan sonra, yasam dongiisii
icin de kritik nokta olan dagilim adimi takip eder. Biyofilm besin eksikligi, yogun
rekabet, gelismis popiilasyon gibi faktorler nedeniyle dagilmaktadir. Dagilma,
tiim biyofilmde veya bunun bir kisminda olusabilir. Planktonik bakteri salinimi
diger bolgelerde yeni biyofilmlerin baslatilmasini tesvik etmektedir (Rabin et al.,

2015).

2.3.4 Biyoteknolojik alanda biyofilm

Biyofilm biiylimesi goriintiileme yoOntemleri giinlimiizde siirekli olarak
gelistirilmektedir. Arastirma sorusuna bagli olarak, biyofilm i¢indeki ana
bilesenleri konfokal lazer tarama mikroskopisi (CLSM), Raman Mikroskopisi
(RM) gibi yontemler ile gorsellestirme metodlart iizerine c¢aligmalar
yapilmaktadir. Hidrodinamik kosullarin etkilesimi, kiitle biyofilm arayiiziinde
kiitle transferi ve biyofilm icerisinde kiitle tasinmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Bunun i¢in bazi ¢aligmalarda, hem biyofilmlerin hem de biyofilm yapisinin
tizerindeki akis alanmi gorsellestirmek i¢in manyetik rezonans goriintiileme
(MRI) kullanilmistir. Bu  goriintiileme  sistemlerinin  gelistirilmesi, ileride
yapilacak uygulamalar ve gelistirilecek tirlinler i¢in biiyilk 6nem tasimaktadir.
Biyofilm  gOriintiilemenin  yan1  sira, biyofilmler igindeki  ¢6ziinen
konsantrasyonlarin belirlenmesi, siiregleri anlamak i¢in ¢ok onemlidir ve bunun
icin c¢esitli mikrosensorler gelistirilmektedir. Bu teknolojinin gelistirilmesinin
oniindeki en bliylik engel ise mikrosensorlerin kisith parametrelerle ¢calismasidir.
Giintimiizde oksijen, pH ve iyon sensorleri siklikla kullanilmaktadir (Edel et al.,

2019).

Biyofilm olusumunda rol oynayan quorum sensing mekanizmasini inhibe
etmeye veya indiikklemeye yonelik son yillarda bir¢ok biyoteknolojik g¢aligsma
yapilmustir. Bakteriyal biyofilmler, birgok biyolojik sistemde oldugu gibi ¢ok
fonksiyonlu, ¢evrelerine kars1 duyarli, canli ve canli olmayan bir¢ok bilesenin bir
araya gelmesiyle olusmaktadir. Biyolojik sistemlerin ortama uyum saglamasi,
kendini yenilemesi, biiylimesi ve degigmesi gibi yasamsal fonksiyonlari, sentetik

hi¢bir malzemenin elde edemeyecegi bir basar1 ve kullanim alan1 sunmaktadir. Bu
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nedenle bilim adamlar1 ve miihendisler uzun siiredir, hem canli olmayan
bilesenleri hem de canli hiicreleri iceren dinamik, ¢evreye duyarli ve uyarlanabilir
"yasayan fonksiyonel malzemeler" olusturmak i¢in bu 6zelliklerden faydalanmay1
ongormektedirler.  Biyofilm iireten iiyeler arasindaki isbirligi, multispesifik
asidofilik biyofilmleri biyoteknolojik uygulamalar igin ¢ekici kilmaktadir.
Ornegin, demir/kiikiirt oksitleyici bakterilerin piritli minerallere, heterotrofik
asidofiller tarafindan olusturulan biyofilmler ile baglanmasinin baskilanmasina
dayanarak reaktif maymn atiklarinin giivenligini  saglama teknigi olan
"bioshrouding” yonteminde kullanilmaktadir. Bunun yaninda biyoteknolojik
olarak manipiile edilmis metal/siilfuroksidize edici mikroorganizmalardan olusan
biyofilmler aktif olarak biyo-maden islemlerine katilmaktadir (Hujslova et al.,
2019).

2.4 Salmonella Biyofilmleri

Salmonella’nin kesfi, Amerikali veteriner patolog Daniel Elmer Salmon ve
asistant Theobald Smith’in ortak domuz kolera nedenini arastirdigi 1885°e
dayanmaktadir. Salmonella diinya ¢apindaki 6nemli patojenlerdendir ve ¢ok
sayida insanda enfeksiyona sebep olmaktadir. Suslarin, hiicrelerin toplanmasi ile
karakterize edilen, ¢ok hiicreli bir davranis olan biyofilm olusturma kabiliyetinin
arttirilmis kaliciligr ve hayatta kalmasi i¢in korunmus bir strateji oldugu tahmin
edilmektedir. Biyofilm olusumu ve suslarin ¢oklu konakgx tiirlerin bagirsaklarinda
kolonilesme ve ¢ogalma yetenekleri arasinda bir korelasyon vardir. Bu suslar
agirlikli olarak insanlarda lokalize gastroenterit enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Buna karsilik, birka¢ seckin konakei tiirtinde sistemik, yayilmis enfeksiyonlara
neden olan suslar bulunmaktadir. Bu “istilac1” suslar daralmis bir konake1
araligina sahiptir ve ¢ogu biyofilm olusturmamaktadir (Fabreg and Vila, 2013;
Peng, 2016).

Salmonella biyofilminin hiicre dis1 matrisi biiyiik ol¢iide curli (amiloid
fimbria), seliiloz, biyofilm ile iligkili protein olan Bap, O-antijen kapsiilii ve hiicre
dis1 DNA’dan olusmaktadir (Peng, 2016). Curli ilk olarak 1980'lerin sonlarinda

sigir mastitine neden olan E. coli suslar1 tizerinde kesfedilmistir ve esas olarak
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yilizeylere yapisma, hiicre toplanmasi ve biyofilm olusumuna katilmaktadirlar.
Curli ayrica konake¢i hiicre yapismasina ve istilasina aracilik eder ve bunlar
konak¢1 enflamatuar yanitinin gii¢lii indiikleyicileridir (Barnhart and Chapman,
2006). Curli, Enterobacteriaceae familyasindan bir¢ok bakterinin dis zarindan
cikinti yapan amiloid lifleri olusturmak igin polimerize olabilen sa¢ benzeri
filamentlerdir (Zogaj et al., 2003). Curli proteini, farkli sekilde ifadesi
gerceklestirilen csgBAC (agfBAC) ve csgDEFG (agfDEFG) operonlari tarafindan
kodlanmaktadir (Romling et al., 1998).

Seliiloz, Salmonella biyofilmlerinde sentezlenen 6nemli bir EPS olan f (1
— 4) bagh D-glikoz birimlerinden olusan bir polisakarittir. Seliiloz ve curlinin
Salmonella tarafindan tretilmesi, hidrofobik bir ag icinde kaplanmis sikica
paketlenmis hiicrelerin matrisine yol agmaktadir (Peng, 2016). Seliiloz biyosentezi

icin gerekli operonlar ise, bcsABZD ve becsEFG’dir (Solano et al., 2002).

Biyofilm olusumu igin gerekli olan, ¢ok sayida tekrarlanan sekans iceren
biiyiilk bir hiicre yiizeyi proteini olan BapA, Salmonella’da biiyiikk 6l¢iide
Korunmus bir gen olan bapA tarafindan kodlanmaktadir. Biyofilm olusturan
hiicrelerin kuvvetine ve biitliinliigiine katkida bulundugu gosterilmistir. Bu
proteinin ifadesinin gerceklesmesi, curli ve seliilozu kodlayan operonlardaki

genler ile koordine edilmektedir (Peng, 2016; MacKenzie et al., 2017).

Salmonella biyofilmi {iretilirken son olarak, fimbria ve seliilozla iligkili
hiicre dis1 matrisle ¢ekirdeklenmis bir O-antijen kapsiilii iiretir. Her ne kadar O-
antijen kapsiilii hiicre davranisi i¢in onemli goriinmese de, biyofilmin baglanma
ve gevresel kaliciliginda 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir (Barak et al.,
2007).
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2.5 Biyosiirfaktanlarin Biyofilm Olusumu Uzerindeki Etkileri

Sentetik siirfaktanlar ve biyosiirfaktanlar, biyofilm olusumunu engellemek
icin kullanilabilecek alternatiflerdir. Stirfaktanlarin biyofilmlerin
uzaklastirilmasinda etkili olabilmesi i¢in, kat1 substrat ile biyofilm arasindaki ara
yiize niifuz etmeleri gerekir, boylece ara yiizde adsorbe edip arayiizey gerilimi
azaltilabilir. Baz1 biyofilm bakterileri bir ylizeyden dagilmak icin kendi ylizey
aktif maddelerini tiretmektedir (Merino et al., 2017).

Mevcut mikrobiyal inhibisyon stratejileri, biyofilm topluluklarinin
biytimesinde sinirli etkili oldugu bilinen planktonik bakteriyel fizyolojiye
dayanmaktadir. Bu problem gittik¢ce direngli klinik suglarin ortaya g¢ikmasi ile
daha da artmaktadir. Biyofilm 6l¢iimii, izleme, dagitma, kontrol ve inhibisyonun
tim yonleri, 6nemi artmakta olan konular haline gelmektedir. Biyosiirfaktanlar
diger bircok avantaja ek olarak, mikrobiyal biyofilmleri dagitabilme potansiyelleri
nedeniyle hem klinik hem de hijyenik sektorlere olan ilgiyi yeniden artirmistir

(Banat et al., 2014).

Bakterilerin gida isleme ortamlarinda bulunan malzeme yiizeylerinde
yapisabilecegini ve biyofilm olusturabildigini, bunun da Onemli bir
kontaminasyon kaynagi oldugunu gosteren pek cok c¢aligma yapilmistir. Gidayla
temas eden yiizeylerde bulunan mikroorganizmalar1 azaltmak veya ortadan
kaldirmak icin, fiziksel ve kimyasal yoOntemler kullanarak temizleme ve
dezenfeksiyon prosediirleri yillar i¢inde yogun bir sekilde kullanilmistir.
Yiizeylere bagli mikroorganizmalarin serbest yasayanlara kiyasla sanitasyona
daha direngli olduklar1 tespit edilmistir, ayrica mikrobiyal tiirler dezenfektanlara
kars1 zaman igerisinde direng gostererek, yiizeylerin uygun sekilde temizlenmesini
zorlastirmaktadir. Bu nedenle, mikroorganizmalarin  yiizeylere tutunma
durumlarinin kontrolii, gida giivenligi giivencesini saglamak ve gida endiistrisine
alternatifler sunmak icin siirekli iyilestirilmesi gereken yeni yapisma kontrol
stratejileri gelistirmeye dogru giden onemli bir adimdir. Bu stratejilerden biri,
mikrobiyal siirfaktanlar olarak da bilinen mikrobiyal yiizey aktif bilesikler

kullanilarak yiizeylere 6n muamele yapilmasidir. ilk olarak biyosiirfaktanlar,
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hidrokarbon parcalayict maddeler olarak dikkat ¢ekmis, ancak son bes yilda bu
molekiillere olan ilgi, 6zellikle gida, ilag ve petrol endiistrisinde kimyasal yiizey

aktif madde alternatifleri olarak 6nemli 6l¢iide artmistir (Nitschke et al., 2007).

Bivosiirfaktanlar Patojenlerin uzaklagtirllmas

%‘ﬁ“‘; 4

Patojen
biyofilmi

Yiizey i

Sekil 2.7 Biyosiirfaktanlarin biyofilmin yiizeye yapismasini engellemesinin sematik

goriintiisii (Anonim)
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gerec
3.1.1 Kullanilan 6rnekler

Biyosiirfaktan {iretimi i¢in petrol hidrokarbonlariyla kontamine olmus
topraktan daha once izolasyonu yapilmis fakat tanisi yapilmamis olan
organizmalarin  biyosiirfaktan tarama yontemleriyle (oil spreading ve
emiilsifikasyon) aktivitelerine bakilmistir. Bu maya izolatlar1 igerisinden en
yiiksek biyosiirfaktan iireticisi izolat optimizasyon calismalar1 i¢in secilmistir.
Biyosiirfaktan aktivitesi gosteren organizmanin izolasyonu i¢in karbon kaynagi
olarak glikoz ve hidrofobik karbon kaynagi olan Soya Fasulyesi Yagi (Abalioglu
Yag Sanayi ve Ticaret A.S.) tercih edilmistir. Ayrica, biyofilm denemeleri igin S.

typhimurium kullanilmastir.

3.1.2 Kullamilan besiyerleri

3.1.2.1 Yeast Mould agar/broth (YMA/B)

Malt ekstrakt 309
Yeast ekstrakt 30
Pepton 59
Glukoz 10¢
Agar 209
Distile su 1000 ml

(Rufino et al., 2012; Santos et al., 2014).
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Icerik distile suda ¢oziilerek 121°C’de 15 dakika siire ile steril edilmistir. Bu
besiyeri Y. lipolytica saf kiiltiiriin stoklanmasinda ve testlerde kullanilmak tizere

taze kiiltiiriin elde edilmesinde kullanilmistir.

3.1.2.2 Minimal salt medium (MSM)

K,PO, 1,89
KH,PO, 129
NH,CI 49
MgS0,.7H,0 0,2
NaCl 01lg
FeS0,.7H,0 0,01 g
Karbon kaynagi (Glikoz) 109
Distile su 1000 ml

(Zajic et al., 1982)

Icerik distile suda ¢oziilerek 121°C’de 15 dakika siire ile steril edilmistir.
Hidrofobik karbon kaynagi olarak ‘Soya fasulyesi yag1’ kullanilmigtir. Bu besiyeri

biyosiirfaktan {iretimi i¢in kullanilmistir.
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3.1.2.3 Tryptic soy agar (TSA)

TSA (Merck) 409

Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri, 40 g/L olacak sekilde distile su i¢inde c¢oziilmiis ve
otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edilmistir. S. typhimurium taze kiiltiiriin

elde edilmesinde ve saf kiiltiiriin stoklanmasinda kullanilmaistir.

3.1.2.4 Tryptic soy broth (TSB)

TSB (Merck) 3049

Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri, 30 g/L olacak sekilde distile su icinde ¢oziilerek tiiplere
paylastirtlmis ve otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilmistir. S.
typhimurium’un canlandiriimasinda ve biyofilm olusumunun optimizasyonunda

kullanilmastir.

3.1.2.5 Seyreltilmis TSB (1/20 TSB)

TSB (Merck) 5mil

Distile su 95 ml

Dehidre besiyeri 30 g/L olacak sekilde ¢6ziildiikten sonra 1/20 oraninda
seyreltme yapilmis ve otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilmistir. Biyofilm

olusumunun optimizasyonunda kullanilmistir.
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3.1.2.6 Luria-Bertani (LB) broth

Tripton 109
Yeast ekstrakt 59
NaCl 10¢g
Distile su 1000 ml

(Janek et al., 2012)

Icerik distile su igerisinde coziilerek tiiplere paylastiriimis ve otoklavda
121°C'de 15 dakika sterilize edilmistir. Biyofilm olusumunun optimizasyonunda

kullanilmistir.

3.1.2.7 NaCl’siz L uria-Bertani (LB) broth

Tripton 10¢
Yeast ekstrakt 50
Distile su 1000 ml

Icerik distile su icerisinde ¢oziilerek tiiplere paylastirilmis ve otoklavda 121
°C'de 15 dakika sterilize edilmistir. Biyofilm olusumunun optimizasyonunda

kullanilmistir.
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3.1.3 Cozelti, tampon ve boyalar

3.1.3.1. Fizyolojik tuzlu su

Sodyum Klortir (NaCl) 849

Distile su 1000 ml

8 g NaCl 1000 ml distile suda iyice ¢oziilerek 121°C’de 15 dakika siire ile

steril edilerek 6rneklerin diliisyonlarinin hazirlanmasinda kullanilmistir.

3.1.3.2 DNA izolasyonunda kullanilan tampon ve cozeltiler

e Lizis tamponu

Tris-HCI 400 mM (6,3 9)
EDTA 60 mM  (2,359)
NaCl 150 mM (0,99)
SDS %1

pH 8,0

Bu tampon, DNA izolasyonunda kullanilmistir.



41

e Potasyum-asetat soliisyonu

Potasyum-asetat (5M) 30 ml
Glisial asetik asit 5,75 ml
Distile Su 14,25 ml

Bu soliisyon, DNA izolasyonunda kullanilmustir.

e Tris-Borat-EDTA tamponu (TBE) (10x/L)

Tris 121,109
Borik asit 61,83 g
EDTA (susuz) 5,84 ml
dH.0 1000 ml

Biitiin icerikler 1000 mL’lik beher icerisine eklenmistir. Igerisine 500 mL
dDH,0 eklenerek berraklasincaya kadar manyetik karistiricida bekletilmistir. Son
hacim 1000 mL’ye tamamlanarak pH 8’e ayarlanmis ve 4°C’de saklanmistir. PCR
riinlerinin  agaroz jel elektroforezinde yiiriitilmesinde tampon olarak

kullanilmastir.

e TEA tamponu (Tris, asetik asit, EDTA, 10x pH:8)

Tris base 48,4 ¢

Glacial asetik asit 11,42 ml

Na,EDTA-2H,0 7,449
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dH.O 1000 ml

Biitiin icerikler 1000 mL’lik beher icerisine eklenmistir. icerisine 500 mL
dDH,0 eklenerek berraklasincaya kadar manyetik karistiricida bekletilmistir. Son
hacim 1000 mL’ye tamamlanarak pH 8’e¢ ayarlanmis ve 4°C’de saklanmuistir.
Izole edilen DNA’larin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesinde tampon olarak

kullanilmastir.

e Soguk izopropil alkol
e  %70’lik soguk etanol

3.1.3.3 26S rDNA analizinde kullanilan matervaller

dNTP karisimi (Fermentas; 100 mM)

Primerler (Fermentas)

NL1 -5 - GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG -3’

NL4 -5 —-GGTCCGTGTTTCAAGACGG -3’

Tag DNA Polimeraz (Fermentas 500 U)

Marker DNA (Fermentas; GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder)

Agaroz (Prona)

Gel Red(Niikleik asit jel boyast)
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3.1.3.4. pH tamponlan

Biyosiirfaktan tiretimde pH optimizasyonunda tampon kullanilmistir. pH 4
— 7 arasinda hazirlanacak tamponlar i¢in Sitrat — Fosfat tamponu, pH 8 ve 9 i¢in

ise Tris tamponu kullanilmistir (Temizkan vd., 2008).

- Sitrat-Fosfat tamponu

A: 0,2 M sitrik asit ¢ozeltisi (19,21 g)

B: 0,2 M dibazik sodyum fosfat ¢ozeltisi (53,65 g/L Na,HPO,. 7H,0 veya
71,79/L Na,HPO,. 12H,0)

x ml A ¢ozeltisi ile y ml B ¢ozeltisi karistirilir, son hacim saf su ile 100

ml’ye tamamlanir.

X y pH
30,7 19,3 4.0
24,3 25,7 5.0
17,0 32,1 6.0
6,5 43,6 7.0

- Tris [Tris (Hidroksimetil)-Aminometan] tamponu

A: 0,2 M Tris (Trizma base) ¢ozeltisi (24,2 g/L)

B: 0,2 M HCI

50 ml A, x ml B ile karistirilir, son hacim saf su ile 200 ml’ye tamamlanir.

X pH

26,8 8.0
50 9.0
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3.1.3.5 Kristal viole

Kristal violet 290
%95’lik etil alkol 20 ml
Amonyum oksalat 0,89
Distile su 80 ml

20 ml etanolde 2 g kristal violet ¢oziiliir. 0,8 g amonyum oksalat 80 ml

distile su igerisinde ¢oziiliir ve bu ¢ozelti alkolde ¢oziilmiis olan kristal viyoleye

ilave edilir.

3.1.4 Kullanilan bashca cihazlar

Spektrofotometre (VARIAN)

Santrifiij (Hettich ROTINA 35R)

Mikro santriiij (14.000g) (Hettich EBA 12R)
PCR cihaz1 (Palm Cycler, Corbett)

Yatay elektroforez (Consart HU 13)
Otoklav (HIRAYAMA)

Inkiibatorler (SANYO, BINDER)

Calkamal: inkiibator (INNOVA 4340)
Otomatik pipetler (Thermo)

Hassas terazi (Denver Instrument)

Terazi

pH 6l¢tim cihaz1 (WTW)

Vorteks (VWR INTERNATIONAL)
Buzdolab1 (REGAL-BOSCH)
Evaporator(Heidolph)

Mikro plaka 6l¢lim cihazi (Thermo — Varioskan Flash)
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3.2 Yontem

3.2.2 Biyosiirfaktan aktivitesi gosteren izolatin tamlanmasi

3.2.2.1 DNA izolasyonu

Petrol hidrokarbonlariyla kontamine olmus topraktan daha once izolasyonu
yapilmig fakat tanisi yapilmamis olan organizmalarin biyosiirfaktan tarama
yontemleriyle yliksek biyosiirfaktan aktivitesi gosteren izolatin 26S rDNA-PCR

tiplendirilmesinde kullanilmak {izere genomik DNA izolasyonu yapilmistir.
Islemler asagidaki siraya gére gerceklestirilmistir.

1. Yeast Mould Broth’da maya hiicreleri 27°C’de 1 giin inkiibe

edilir.

2. Siv1 besiyerinde bir gece biiyiitiilen kiiltiir steril bir ependorf
tiiptine aktarihir ve 7000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek hiicreler

coktiiriiliir.Daha sonra siipernatant uzaklastirilir.

3. Pellet tizerine 500 pl liziz tamponu ilave edilir ve karisim homojen

olana kadar karistirilir.

4. 65°C’lik su banyosunda 15 dakika bekletildikten sonra 150 pl

potasyum-asetat ilave edilir ve karisim homojen olana dek karistirilir.

5. Kanigim 12000 rpm’de, 4°C’de, 5 dakika santrifiijlenir,

slipernatant yeni ve steril bir ependorf tiipline aktarilir.

6. Yeni tiipe aktarilan sivinin iizerine esit hacimde izopropil alkol

ilave edilir ve homojen karisim saglana dek karistirilir.

7. Karigtm 11000 rpm’de, 4°C’de, 2 dakika santrifiijlenir ve

slipernatant atilir.
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8. Daha sonra 300 pl %70’lik soguk etanol ilave edilir ve 10000
rpm’de, 4°C’de, 1 dakika santrifiijlenir , sonrasinda ise etanol ugana kadar

beklenir.

9. Etanol uctuktan sonra 6rnekler 50 pl ultra saf suda tekrar siispanse

edilir ve kullanilana kadar -30°C’de muhafaza edilir (Liu et al., 2000).

3.2.2.3. 26S rDNA-PCR

D1/D2 bolgesinin amplifikasyonu igin NLI1 (5°-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3) ve NL4 (52 -
GGTCCGTGTTTCAAGACGG — 3’) primerleri kullanilmistir. Fernandez et al.
(2000), Chen et al. (2000) ve Petersen et al. (2001) tarafindan 6nerilen kosullar ve
malzeme miktarlarindan yararlanilarak, 26S rDNA PCR amplifikasyon kosullari

ve amplifikasyonda kullanilacak malzemelerin miktarlar1 belirlenmistir.

DNA amplifikasyonu optimize edilmis 25ul’lik reaksiyon karisiminda
gerceklestirilmigtir. Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde, asagidaki

bilesenler sirasiyla 0,2 ml’lik ince cidarli bir PCR tiipiine konulmustur.

Bilesenler Miktanr
Ultra saf su 10,65 ul
PCR reaksiyon tamponu 2,5 ul
MgCl, 3,6 ul
dNTP karigimi 1,0 ul
Primer NL 1 1,0 pl
Primer NL4 4 1,0 ul
Taqg Polimeraz 0,25 pul

Kalip DNA 5,0 ul (20-50 ng DNA)
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Amplifikasyon programlanabilir bir Thermal Cycler’da (Palm Cycler,
Corbett) asagidaki kosullarda gergeklestirilmistir.

26S rDNA amplifikasyonu asagidaki kosullarda gerceklestirilmistir;

e lk denatiirasyon 95°C’de 5 dakika
e 35 dongii, her dongiide;

Denatiirasyon: 95°C’de 1 dakika
Baglanma: 58°C’de 1 dakika
Uzama: 72°C’de 2 dakika

e PCR tiipleri son dongliden sonra 72°C’ de 10 dakika inkiibe
edilmislerdir.

e Tipler, reaksiyon bittikten sonra 4°C’de saklanmistir (Petersen et

al., 2001).

3.2.2.4 26S rDNA PCR iiriinlerinin elektroforezi

PCR iiriinlerinin elektroforezinde Consort marka 13x15 cm boyutlarinda bir
cihaz kullanilmigtir. PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezde 90 voltta 1 saat 15
dakika siire ile yiritiilmiistiir. Elektroforezde tampon olarak Tris-Borat-EDTA
(TBE) kullanilmis ve elektroforez %1°lik agaroz jelde gerceklestirilmistir. Ayrica
jel hazirlanirken igerisine, 100 ml’de 5ul olacak sekilde 10000X GelRed
(Biotium) niikleik asit boyasi ilave edilmistir (Fernandez et al., 2000; Petersen et
al., 2001).

Elektroforez i¢in 2 pl PCR {iriinii ve 3 pl jel yiikleme tamponu karistirilarak
kuyucuklara yiiklenmis, her elektroforez isleminde orneklerle beraber DNA
marker1 da (100 bp DNA marker, Fermentas) jelde ytirtitilmistiir.
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PCR iriinlerinin  elektroforez ile ayrilmalari asagidaki sekilde

gerceklestirilmistir;

1. Elektroforez cihazinin tepsisi iyice temizlenerek acik uclar1 bir otoklav

band ile kapatilir.

2. Cihazin tanklar1 Tris-Borat-EDTA Tamponu (TBE) ile uygun seviyeye

kadar doldurulur.

3. 250 mI’lik temiz bir erlen igerisine 100 ml Tris-Borat-EDTA Tamponu
(TBE) konulur ve 1g agaroz TBE’de siispanse edilir.

4. Agaroz siispansiyonu tamamen berraklasincaya kadar mikrodalga firinda

isitilarak, agarozun erimesi saglanir.

5. Soliisyon 60°C’a kadar sogutulur ve 100 ml’de 5pl olacak sekilde
10000X GelRed (Biotium) niikleik asit boyasi ilave edilmistir.

6. Elektroforez tepsisine taraklar yerlestirilerek yiikseklikleri 0,5-1mm

olacak sekilde ayarlanir.

7. 60°C’a sogutulan agaroz soliisyonu jelde hava kabarcigi kalmayacak

sekilde tepsiye dokiiliir.

8. Jel oda sicakliginda tamamen donduktan sonra (60-90 dakika) bantlar ve

taraklar dikkatlice ¢ikarilir.

9. Tanka jelin yiizeyini yaklasik 1 mm kaplayacak sekilde TBE ilave edilir.

10.PCR firiinleri ve Marker DNA yilikleme tamponuyla birlikte kuyucuklara
yiiklenerek elektroforez baslatilir.

12. UV transliminatorde, jelde ayrilan bantlar incelenerek polaroid bir

kamerayla jel incelenerek fotografi gekilir.
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3.2.2.5 26S rDNA D1/D2 domaininin sekans analizi

Amplifiye edilen 26S rDNA boélgesi D1/D2 domaininin sekans analizleri
hizmet alimi yapilarak Sanger yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Sekans
analizlerinde elde edilen sekanslar, GenBank veri tabaninda bulunan Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST) programi ile karsilagtirtlmistir.

Elde edilen diziler ile NCBI gen bankasindan alinan referans diziler
MEGAT7.0 phylogenetic software kullanarak 6nce pairwase & multiple alignment
yapilmistir. Yine ayni software icinde Neighbor-joining ile filogenetik agac

cizilmistir.

3.2.3 Yarrowia lipolytica’nin biiyiime kosullar:

Yarrowia lipolytica, canliligini korumak igin her ay yatikk YMA’ya
aktarilmistir. Taze kiiltiir elde edebilmek icin yatik agardan kati besiyeri YMA’ya
aktarilarak 27°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra 50 ml YMB ortamina
aktarilarak 48 saat 27°C’ de calkalamali inkiibatdrde 150 rpm’de inkiibasyona
birakilmigtir (Sarubbo et al., 2007).

Sekil 3.1 Yarrowia lipolytica TEM BD 35'in kat1 ve s1vi besiyerindeki goriiniimii
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3.2.4 Uretilen biyosiirfaktanin optimizasyonu

YMB ortaminda inkiibe edilen Y. lipolytica, 600 nm’de OD =~ 1 olacak
sekilde ayarlanmistir. 50 ml MSM ortamina %1°lik organizma silispansiyonu ve
hidrofobik karbon kaynagi olarak kullanilan soya yagi 0,5 ml aktarilarak
inkiibasyona birakilmistir. (Sarubbo et al., 2007).

Biyosiirfaktan {iretiminin optimizasyonunda karbon kaynagi, inkiibasyon
stiresi, inokiilasyon miktari, sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonu parametreleri
incelenmistir. Hiicre biliylimesi optik yogunluk (ODggonm) ve koloni sayimmi ile
yapilirken, biyosiirfaktan iiretim taramasi oil spreading (yag yer degistirme) ve

emiilsifikasyon aktivite testi (%E24) ile belirlenmistir.
3.2.5 Biyosiirfaktan iiretiminin taranmasi

3.2.5.1 QOil spreading (vag ver degistirme) testi

Bu yontem, bir yag-su ara fazi lizerinde bir siirfaktan iceren c¢ozeltiyi
damlattiktan sonra olusan seffaf zonun ¢apini 8lgmek i¢in kullanilmistir. Ince bir
yag tabakasi olusturmak igin 40 ml distile su igeren 15 cm'lik petri kabinin
yiizeyine 3 ml soya yagi eklenmistir. Ardindan, Y. lipolytica tarafindan iiretilen
biyosiirfaktanin 500 upl'lik hiicresiz siipernatanti yag tabakasimin merkezine
nazikge yerlestirilmistir. Yag, yer degistirdiginde ve yiizey tizerinde bir seffaf zon
olustugunda, test pozitif kabul edilmistir ve olusan zonun ¢apt mm cinsinden
Olciilmiistiir. Negatif kontrol olarak su, pozitif kontrol olarad ise %]1’lik SDS
kullanilmistir (Youssef et al., 2004; Satpute et al., 2008).
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3.2.5.2 Emiilsifikasyon aktivite testi (%0E;,)

Emiilsifikasyon aktivite testi, 2 ml hiicresiz stipernatanin bir test tiipiine ayn1
miktardaki kerosen ilave edilmesiyle biyosiirfaktanin aktivitesini kantitatif olarak
6lgmek i¢in kullanilmistir. 2 dakika yiliksek hizda vorteks uyguladiktan sonra test
tiipleri 24 saat bekletilmistir. Emiilsifikasyon aktivite yiizdesi, asagidaki denklem

kullanilarak 24 saat sonra hesaplanmuistir:

Olusan emiilsiyonun ytiksekligi (cm) x 100

%GE.,, =
foza Toplam ¢oziim ytiksekligi (cm)

En iyi emiilsifiye edici substrat en yiiksek %E;4 gostermektedir (Cooper
and Goldenberg, 1987). Pozitif kontrol olarak %1°’lik SDS, negatif kontrol olarak

ise su kullanilmustir.

3.2.5.3. Koloni sayimi ve hiicre biiyiimesi

MSM ortaminda biyosiirfaktan iiretimi i¢in aktarilan organizmanin
inkiibasyonundan sonra 1 ml almarak FTS igerisine aktarilmistir. 10™®’ya kadar
seyreltme yapilmis ve her seyreltmeden dokme plaka yontemi ile 1 ml petrilere
aktarilmigtir. 27°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve sonrasinda koloni sayimi

yapilmistir.

Koloni sayis1 (kob/ml) = (Koloni Sayis1 x Seyreltme Faktorii) / Diliisyon

tiipiinden Petri kutusuna aktarilan hacim

Hiicre biliylimesi, organizma siispansiyonun ODggonm'de izlenerek

belirlenmistir (Daverey and Pakshirajan, 2010).
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3.2.6 Biyosiirfaktanin ekstraksiyonu

50 ml'lik fermantasyon sivisi, 2000 rpm'de 25 dakika santrifiij yapildiktan
sonra siipernatant pelletten ayrilmistir. Stipernatant 250 mL'lik bir ayirma
hunisinin igine yerlestirilen 0,25 um ¢apindaki filtreden gegirilmistir.
Stipernatantin pH’1 6M HCl ile 2’ye disiiriilmiis ve 24 saat 4°C’de bekletilmistir.
Daha sonra siipernatantla esit hacimde kloroform:metanol (2:1) eklenerek ayirict
huni igerisinde iyice c¢alkanlanmis ve faz olusumundan sonra asagida kalan
organik faz ayrilmistir. Bu asama 3 kere tekrarlanmistir. Elde edilen organik faz,
Na;SO,4 (Sodyum siilfat) konulan filtre kagidindan gegirilmis ve buharlastiricida
(rotary evaporator) 40-45°C’de 200 rpm’de kimyasallarin buharlagsmasi saglanmig
ve biyosiirfaktan kismi olarak saflastirilmistir (Thampayak et al., 2008; Dusane et
al., 2011; Gomaa, 2013; Hassan and Mohammad, 2015).

3.2.7 Salmonella typhimurium biyofilminin uygun kosullarimin saglanmasi

Salmonella typhimurium tarafindan olusturulacak biyofilm, 96 kuyucuklu
mikroplaka i¢inde sicaklik (27 ve 37°C), besiyeri (TSB, 1/20 TSB, LB ve tuzsuz
LB), inkiibasyon siiresi (24 ve 48 saat) ve inokiilasyon miktar1 (100 ul besiyeri +
30 pl organizma siispansiyonu, 100 ul besiyeri + 50 ul organizma siispansiyonu,
230 pl besiyeri + 20 pl organizma siispansiyonu, 107 ve 102 seyreltmelerden 100
ul) degistirilerek biyofilm olusumlar1 test edilmistir (Mireles Il et al., 2001;
Stepanovic et al., 2004; Trentin et al., 2011; Bakkiyaraj et al., 2013; Barges et al.,
2018; Silva et al.,, 2018). Biyofilm olusumu kristal viyole yontemi ile
degerlendirilmistir. Inkiibasyonun ardindan, biiyiime ortami uzaklastirilmis ve
hiicreler steril distile suyla {i¢ kez yikanmistir. Bunun ardindan, mikroplaka 30
dakika 80°C'de ters bir sekilde kurumaya birakilmig, daha sonra inokiilasyon
miktarina esit miktarda kristal viyole (% 1) ile 20 dakika boyanmis ve oda
sicakliginda birakilmigtir. Mikroplaka, fazla boyayr ¢ikarmak i¢in {i¢ kez daha
steril distile suyla yikanmis, ardindan 65°C'de 15 dakika kurumaya birakilmistir.
Mikroplaka ceperine yapisan hiicreler etanol (%99) ile coziilerek mikroplaka

okuyucuda her kuyucugun absorbans1 590 nm'de 6l¢iilmiistiir.
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Stepanovic et al. (2000) tarafindan oOnerilen sekilde, uygun kosullarin
saglanmasi i¢in elde edilen OD'ler, “cut off” (sinir) degerlerinin doniistimleri de
esas alinarak, biyofilm {iiretimleri agisindan “iiretici olmayan”, “zayif”, “orta” ve
“glicli” olmak tiizere degerlendirilmistir. Smir degerleri, mikroplaka o6l¢im
esasina dayali yontemlerde negatif test gruplarindan gelen Ol¢lim sonuglarinin
istatistiki sapma degerlerini ifade eden bir degerdir. S. typhimurium biyofilm
iiretim kapasiteleri asagida ifade edilen sinir degerlerin doniisiimleriyle ifade

edilmistir. Bu degerlendirme, OD¢’nin sinir (cut off) yogunlugunun, negatif

kontroliin ortalama OD'sinin {istiinde 3 standart sapma olarak tanimlanmustir.

Negatif kontroliin OD. = negatif kontrolin OD,, + (3 x negatif kontroliin

OD’lerin standart sapmasi)

Biyofilm {iiretim kapasitelerinin degerlendirilmesinde kullanilan “cut oft”

(sinir deger) doniistimleri:

OD < ODc : Biyofilm tiretmiyor;

ODc < OD <20Dc : Zayif biyofilm iireticisi;

20Dc < OD <£40Dc : Orta diizey biyofilm tireticisi;

40Dc <OD : Giiglii biyofilm tireticisi seklindedir.

Hesaplanan ortalama ve standart sapmalar, her bir deneyde sekiz kuyucukta

tekrarlanmig en az iki ayr1 denemenin sonucunda bulunmustur.
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230 pl ortam + 20 ul organizma
1072
101 seyreltme

27°C ve 37°C

100 ul ortam + 30 ul organizma J

seyreltme
= 24hve48h
/ Negatif

100 pl ortam + 50 pl organizma

kontrol

7 8 9 10 11 12

1/20 TSB
O(/\/k/
000000

LB -NaC(Cl

oo esee

Sekil 3.2 Biyofilm olusumunun uygun kosullarinin saglanmasi i¢in belirlenen

parametrelerin sematik gosterimi

3.2.8 Biyosiirfaktanin biyofilm iizerindeki anti-adhesiv etkisi

Literatiirde karsilasilan iki farkli uygulama kullanilmistir; ilki toplam
besiyeri ve organizma siispansiyonu iizerine biyosiirfaktan eklenmesi (100 pl
besiyeri+50 pl organizma siispansiyonu+10-50 pl biyosiirfaktan iceren
slipernatant), ikincisi ise biyosiirfaktan eklenerek toplam hacime (50-90 pl
besiyeri+50 pul organizma siispansiyonu+10-50 ul biyosiirfaktan igeren

siipernatant) ulagilmasidir.
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100 pl besiyeri + 50 ul organizma siispansiyonu

biyosiirfaktan
miktari

+

10pl  20pl 30ul 40p S0l

1 2 3 4 5 6|7 8 9 10 M1 12

[0nuoy

000
0000

0000
e OO

50 pl organizma

z A Kontrol
siispansiyonu
10 ul biyosiirfaktan 70 pl besiyeri
50 pl organizma 50 pl besiyeri
80 ul besiyeri stispansiyonu 50 ul organizma
50 pl organizma 30 ul biyosiirfaktan suspansjlyonu
siispansiyonu 50 pl biyosiirfaktan

60 ul besiyeri

20 pl biyosiirfaktan 50 l organizma

siispansiyonu
40 pl biyosiirfaktan

Sekil 3.3 Biyosiirfaktan igeren siipernatantin biyofilm olusumu tizerindeki etkisi

incelenirken yapilan uygulamanin sematik gosterimi

Anti-adhesiv ajan olarak biyosiirfaktanin etkisi incelenirken, ko-inkiibasyon
denemeleri iki farkli sekilde uygulanmistir. Uygulamalardan birinde farkli
stipernatant miktarlart (10, 20, 30, 40 ve 50 pl), digerinde ise kismi saflastirilan
biyosiirfaktandan farkli konsantrasyonlar (6,25, 12,5, 25 ve 50 mg/ml)
hazirlanarak anti-adhesiv etkisi incelenmistir. En uygun kosulda biyofilm
olusturan hiicre siispansiyonlar1 (100+50 ul ve 230+20 ul) ve 10-50 pl arasinda
farkli siipernatant, 96 kuyucuklu mikroplaka kuyucuklarina eklenmistir. Ayrica,
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kismi saflastirilmis biyostirfaktandan hiicre
stispansiyonlar1 tizerine 10 ul eklenerek inkiibe edilmistir (Khiralla et al., 2015;
Sharma and Saharan, 2016). Biyofilm olusumu {izerindeki biyosiirfaktanin etkisi,
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kristal viole testi kullanilarak degerlendirilmistir. Her kuyucugun absorbansi 590

nm'de Ol¢lilmiistiir.

Biyosiirfaktanin neden oldugu inhibisyon yiizdesi asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmistir:

(A0 -Ac) X

% Mikrobiyal Inhibisyon = 100

Ag: Kontrol kuyucuklarin 590 nm’deki absorbansi

A.: Biyosiirfaktan bulunan kuyucuklarin 590 nm’deki absorbansi

Kontrol kuyucuklarina biyosiirfaktan ilave edilmemistir.
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4. BULGULAR

4.1 Biyosiirfaktan iireticisi izolatin 26S rDNA-PCR sekans sonuglari

Yiiksek biyosiirfaktan aktivitesi gosteren izolatin 26S rDNA-PCR ile tanist
yaptlmistir. DNA’lar1 izole edilen izolatin 26S rDNA ile yapilan caligmalar
sonucunda 26S rDNA-PCR ile amplifikasyonu gergeklesmistir. Amplifikasyon
sonucu elektroforez goriintiileri Sekil 4.2°de gosterilmektedir. PCR iiriiniiniin
boyutu 700 bp oldugu goriilmiistiir. PCR ile amplifiye edildikten sonra, PCR
triiniiniin sekans analizi i¢in hizmet alimi olarak Sanger yontemi kullanilarak
yapilmistir. Devaminda Geneious 10.0.01 programi kullanilarak diziler
temizlenmis ve sonra NCBI GenBank veri tabaninda bulunan Basic Local
Aligment Search Tool (BLAST) Programi kullanilarak veri tabaninda bulunan
organizmalar ile eslestirilerek izolatlarin genus ve tiir diizeylerinde tanilanmasi
yapilmistir. Tanilama sonucunda TEM BD 35 numarali sus %99 oraninda Y.
lipolytica’ya benzerlik gostermistir. Sekans sonucu elde edilen dizi ile tip tiir
olarak kabul goren maya tiirlerinin referans dizileri MEGA7.0 phylogenetic
software kullanarak once pairwase & multiple alignment yapilmistir. Yine ayni
software iginde Neighbor-joining ile filogenetik agac¢ c¢izilmistir. Bunlarin

sonuglart Sekil 4.1°de filogenetik agacta gosterilmektedir.
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Yarrowia lipolytica TEM BD 35
?0{
zg|! Yarrowia lipolytica strain KUY 0101

300 Yarrowia lipolytica NRRL YB-423

10

=

Yarrowia lipolytica E122

Yarrowia lipolytica ATCC MYAZE13

Debaryomyces hansenii ATCC 36239

100
Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824

Rhodotorula glutinis ATCC 32765

0.0s0

Sekil 4.1 Tanis1 yapilan Y. lipolytica TEM BD 35 ile tip tiirlerin 26S rDNA bolgesi
sekanslar1 kullanilarak Neighbor-Joining metodu ile olusturulmus filogenetik agac

700 bp
500 bp

M

. -
-— -
- -
— e
S A
—
-
o

Sekil 4.2 Yarrowia lipolytica TEM BD 35 26S rDNA bélgelerinin elektroforez sonucu M:
Marker, (Fermentas) 100 bp DNA ladder
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4.2 Biyosiirfaktan Uretiminin Optimizasyonu

Yarrowia lipolytica TEM BD 35 tarafindan {iretilen biyosiirfaktanin
optimizasyonunda karbon kaynagi, inkiibasyon siiresi, sicaklik, pH, inokiilasyon

miktar1 ve tuz konsantrasyonu parametreleri incelenmistir.
4.2.1 Karbon kaynag ve inkiibasyon siiresi

Yarrowia lipolytica TEM BD 35 tarafindan {iretilen biyosiirfaktan, farkli
karbon kaynaklart ve inkiibasyon siirelerinden etkilenmektedir. Hidrofilik,
hidrofobik ve  hidrofilik-hidrofobik karbon kaynagi kombinasyonu olarak
sirastyla glikoz, soya yagi ve glikoz-soya yagi kombinasyonu kullanilarak 4 - 8
giin inkiibasyona birakilmistir. Karbon kaynagi ve inkiibasyon siiresinin sonuglari
Cizelge 4.1 ve Sekil 4.4’de verilmistir. En iyi biyosiirfaktan {iretiminin
emiilsifikasyon aktivitesi ve 0il spreading (yag yer degistirme) sonuglar1 Sekil
4.3a ve Sekil 4.3b’de verilmistir. En iyi inkiibasyon siiresi, %17 emiilsifikasyon
aktivitesi ve 20 mm capinda oil spreading (yag yer degistirme) sonuglari ile 7. giin
olarak secilirken, karbon kaynagi olarak segilen glikoz-soya yaginda ve soya
yaginda sonuclar benzerlik gostermistir, bu yiizden bir sonraki adimda karbon

kaynagi olarak glikoz-soya yag1 ve soya yagi kullanilarak devam edilmistir.
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Sekil 4.3a Karbon kaynag1 ve inkiibasyon siiresi optimizasyonunda 7. giinde biyosiirfaktan
iiretiminin Oil spreading (yag yer degistirme) sonuglari (a) biyosiirfaktan iceren siipernatant

(glikoz ve soya yag1) (b) biyosiirfaktan iceren siipernatant (soya yagi) (c) SDS (d) su

Sekil 4.3b Karbon kaynagi ve inkiibasyon siiresi optimizasyonunda 7. giinde biyosiirfaktan

iiretiminin emiilsifikasyon aktivitesinin (Ep4) sonuglari (a) glikoz ve soya yag1 (b) soya yagi (c)
SDS (d) su



Cizelge 4.1 Biyosiirfaktan tiretiminde inkiibasyon siiresi ve karbon kaynagi parametrelerinin optimizasyon sonuglari (ODgp: optik yogunluk, koloni sayimi (kob/ml) %E,,:

emiilsifikasyon aktivitesi, Oil spreading (yag yer degistirme) (mm))

Inkiibasyon
siiresi Karbon kaynag
(giin)
Glikoz + Soya yagi Soya yagi Glikoz
. Oil spreading Oil spreading Oil spreading
ODegrm KON e “pagyer  ODFgm  CaMl g T agyer - ODmpm G e T vag yer
(10) sayim degistirme) (10) sayim degistirme) (10 saylm degistirme)
4 1.2444 1,6x10° %3 6 mm 1.8301 3,710° %3 4 mm 1.3230 4,8x10’ %3 1 mm
5 1.6357 | 4,5x10’ %3 8 mm 2.0003 4,6x10" | %6 5mm 1.2589 2,8x10’ %3 1 mm
6 1.8336 4,4%10" %7 10 mm 2.0916 48x10" %6 7 mm 1.1684 2,1x10’ %7 2 mm
7 1.7821 3,1x10" | %17 20 mm 1.8566 3,4x10" | %17 20 mm 1.0543 5,9x10° %7 2mm
8 1.6865 @ 3,0x10° %6 20 mm 1.5913 2,8x10" %6 15 mm 0.9277 3,1x10° %10 1 mm
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Sekil 4.4 Biyosiirfaktan tiretiminde inkiibasyon siiresi ve karbon kaynagi parametrelerinin optimizasyon sonuglarinin koloni sayimi (kob/ml), optik yogunluk (ODggo

nm)» Oil spreading (yag yer degistirme) (mm) ve emiilsifikasyon aktivite testi (%E24) sonuglar1 (koloni sayimilogyy olarak hesaplanmustir)
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4.2.2 Sicakhik

Sicaklik, biyosiirfaktan iiretimi i¢in Onemli bir parametredir. Bir Onceki
adimda segilen karbon kaynaklar1 ve inkiibasyon siiresine ek olarak 25, 27, 28 ve
30°C sicakliklar1 denenmistir ve deneme sonuglar1 Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6’da
gosterilmistir. En iyi biyosiirfaktan iiretiminin sonuglart ise Sekil 4.5a ve Sekil
4.5b’de gosterilmistir. En iyi biyosiirfaktan tiretimi, %20 emiilsifikasyon aktivitesi
ve 15 mm capindaki oil spreading (yag yer degistirme) sonuglar ile glikoz-soya

yaginda 27°C’de izlenmistir.

Sekil 4.5a Sicaklik optimizasyonunda biyosiirfaktan iiretiminin oil spreading (yag yer

degistirme) sonuglari (a) biyosiirfaktan igeren siipernatant (b) SDS (c) su

Sekil 4.5b Sicaklik optimizasyonunda biyosiirfaktan tiretiminin emiilsifikasyon

aktivitesinin (E,4) sonuglari (a) biyosiirfaktan igeren siipernatant (b) SDS (C) su



. 2 Bi . - . - ’ %Ep: o .
Cizelge 4.2 Biyosiirfaktan iretiminde sicaklik parametresinin optimizasyonu (ODgq: optik yogunluk, koloni sayimi (kob/ml) %Ey,: emiilsifikasyon aktivitesi, oil spreading

(yag yer degistirme) (mm))

Sicakhik (°C) Karbon Kaynagi
Glikoz + Soya yagi Soya yag1
Oil spreading Oil spreading
ODsgonm (100) Canli sayim %E, (yag yer ODgoonm (100) Canh sayim %E;, (yag yer
degistirme) degistirme)
25 1.6821 3,1x10’ %17 20 mm 1.8301 2,7x10" %17 20 mm
27 1.8338 8,1x10’ %20 15 mm 1.8351 3,0x10’ %10 10 mm
28 1.8244 7,3x107 %10 8 mm 1.7408 2,4x107 %10 8 mm
30 1.0221 9,5x10° %7 1 mm 1.3617 8,4x10° %8 5mm




= @= Glikoz + Sova —— Soya B Glikoz + Soya " Soya
85 2 20000
_ £ 1,8000
E 8 — S 16000 -
S Ot .. 2 14000 -
£ 75 o= " — S 1,2000 -
g N £ 10000 -
E e E 0,8000 -
@ B 0,6000 -
£ 65 = 0,4000 -
= =
S = 0,2000 -
6 . . . & 0.0000 - . . :
25 27 28 30 25 27 28
Sicakhik (°C) Sicakhk (°C)
B Glikoz + Soya " Soya ® Glikoz + Soya Soya
25 T 2%
o
g 207 < 20%
£ E
F 15 E 15%
=
= <
£ 10 - g 10%
- z
= z
© 54 g2 5%
=
=
0 - g % : ;
25 27 28 30 25 27 28 30
Sicakhk (°C) Sicaklik (°C)

Sekil 4.6 Biyosiirfaktan iiretiminde sicaklik parametresinin optimizasyon sonuglarinin koloni sayimi (kob/ml), optik yogunluk (OD600nm), oil spreading (yag yer

degistirme) (mm) ve emiilsifikasyon aktivite testi (%E24) sonuglar1 (koloni sayimi log;, olarak hesaplanmustir)
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4.2.3 pH

Biyosiirfaktan iiretimi, 4-9 arasinda farkli pH araliklarinda, Onceki
adimlarda belirlenen parametrelere uygun olarak, glikoz-soya yaginda 27°C’de 7
giin inkiibe edilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.3 ve Sekil 4.8’de verilmistir
ve en iyi biyosiirfaktan iiretimin sonuglar1 Sekil 4.7a ve 4.7b’de gosterilmistir. En
iyl biyosiirfaktan iiretiminin gergeklestigi pH aralifi, %23 emiilsifikasyon
aktivitesi ve 13 mm c¢apinda oil spreading (yag yer degistirme) sonuglariyla 7

olarak belirlenmistir.

Sekil 4.7a pH optimizasyonunda biyosiirfaktan iiretiminin oil spreading (yag yer

degistirme) sonuglar1 (a) biyosiirfaktan igeren siipernatant (b) SDS (C) su

TN

Sekil 4.7b pH optimizasyonunda biyosiirfaktan {iretiminin emiilsifikasyon aktivitesinin

(Ez4) sonuglari (a) biyosiirfaktan igeren siipernatant (b) SDS (c) su



Cizelge 4.3 Biyosiirfaktan tiretiminde pH parametresinin optimizasyonu (ODggo: optik yogunluk, koloni sayimi (kob/ml) %E,,: emiilsifikasyon aktivitesi, oil spreading (yag

yer degistirme) (mm))

pH degeri Karbon Kaynagi

Canli sayim Oil spreading (yag yer degistirme)

5 1.9806 7,3x10° %13 5mm

7 2.2297 2,0x10’ %23 13 mm

9 1.6598 6,6%10° %7 8 mm

L9
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Sekil 4.8 Biyosiirfaktan {iretiminde pH parametresinin optimizasyon sonuglarinin koloni sayimi (kob/ml), optik yogunluk (ODgognm), 0il spreading (yag yer degistirme)

(mm) ve emiilsifikasyon aktivite testi (%E,4) sonuglari (koloni sayimi log;o olarak hesaplanmustir)
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4.2.4 inokiilasyon miktari

Onceki optimizasyon adimlarinda belirlenen parametrelerle birlikte farkli
inokiilim miktarlarmin (%2, 4, 6, 8 ve 10) biyosiirfaktan tiretimindeki etkisi
incelenmistir. Inokiilasyon miktarmin Y. lipolytica’dan biyosiirfaktan iiretiminin
tizerindeki etkisi Cizelge 4.4 ve Sekil 4.10°da gosterilmistir. En iyi biyosiirfaktan
tretiminin  gozlendigi %27 emiilsifikasyon aktivitesi ve 10 mm c¢apinda oil
spreading (yag yer degistirme) sonuglari ile %4 inokiilim miktar1 olup, sonuglari

Sekil 4.9a ve Sekil 4.9b’de gosterilmistir.

Sekil 4.9a Inokiilasyon miktar1 optimizasyonunda biyosiirfaktan iiretiminin oil spreading

(yag yer degistirme) sonuglar1 (a) biyosiirfaktan iceren siipernatant (b) SDS (c) su

Sekil 4.9b Inokiilasyon miktar1 optimizasyonunda biyosiirfaktan iiretiminin emiilsifikasyon

aktivitesinin (E,4) sonuglari (a) biyosiirfaktan igeren siipernatant (b) SDS (C) su



Cizelge 4.4 Biyosiirfaktan iiretiminde inokiilasyon miktar1 parametresinin optimizasyonu (ODggo: optik yogunluk, koloni sayimi (kob/ml) %E,,: emiilsifikasyon aktivitesi, oil

spreading (yag yer degistirme) (mm))

inokiilasyon miktar Karbon Kaynagi
(%)

Canli sayim %E,, Oil spreading
(yag yer degistirme)

0.

4 2.0426 3,4x10’ %27 10 mm

8 2.2349 4,7%107 %10 2 mm
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Sekil 4.10 Biyosiirfaktan iretiminde inokiilasyon miktar1 parametresinin optimizasyon sonuglarinin koloni sayimi (kob/ml), optik yogunluk (ODgg nm), 0il spreading

(yag yer degistirme) (mm) ve emiilsifikasyon aktivite testi (%E,4) sonuglar1 (koloni sayimi logyo olarak hesaplanmustir)

T.
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4.2.5 Tuz konsantrasyonu

Uretilen biyosiirfaktanin optimizasyonun son adim olan %0-10 arasinda
genis tuz konsantrasyon araligi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore tuz
konsantrasyonunun Y. lipolytica tarafindan {iretilen biyosiirfaktanin iretiminde
etkili bir parametre olmadigi gézlemlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5 ve
Sekil 4.12°de gosterilmektedir. Bu dogrultuda optimizasyonun en bagindan beri
kullanilan tuz konsantrasyonu olan %0,01 (0,1 g/L) ile devam edilmistir (Sekil
4.11a ve Sekil 4.11b).

Sekil 4.11a Tuz konsantrasyonu optimizasyonunda biyosiirfaktan tiretiminin oil spreading

(yag yer degistirme) sonuglari (a) biyosiirfaktan iceren siipernatant (b) SDS (c) su

Sekil 4.11b Tuz konsntrasyonu optimizasyonunda biyosiirfaktan {iretiminin emiilsifikasyon

aktivitesinin (E24) sonuglari (a) biyosiirfaktan i¢eren siipernatant (b) SDS (c) su
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Cizelge 4.5 Biyosiirfaktan liretiminin tuz konsantrasynuna gére degisimi (ODgg: optik yogunluk,

koloni sayimi (kob/ml) %E,,: emiilsifikasyon aktivitesi, 0il spreading (yag yer

degistirme) (mm))

Tuz

konsantrasyonu

(%)

0,01

ODgognm
(10°)

2.1942

Karbon Kaynag

Koloni sayim

2,3x108

%E,

%27

2.0580 6,310’

Oil spreading
(yag yer degistirme)

10 mm

2.1747

2.1084

9,1x10"

1,3x108

%10

%10

2mm

1 mm

2.0850

1,7x108

%13

2mm

2.1285

1,1x10®

%10

1 mm

2.0554

9,3x10"

%7

2mm
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Sekil 4.12 Biyosiirfaktan iretiminde tuz konsantrasyonu parametresinin optimizasyon sonuglarinin koloni sayimi (kob/ml), optik yogunluk (ODgg nm), Oil Spreading

(yag yer degistirme) (mm) ve emiilsifikasyon aktivite testi (%Eg4) sonuglari (koloni sayimi log;o olarak hesaplanmustir)

V.
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4.3 Biyosiirfaktanin Ekstraksiyonu

Uretilen biyosiirfaktan 4°C*de 2000 rpm’de 25 dakika santrifiij yapilip pellet
uzaklastirllmistir ve elde edilen siipernatant 0,22 pum ¢apindaki filtreden
gecirilmistir. 1 L organik fazdan yaklasik olarak 0,08 g kuru biyosiirfaktan elde
edilmistir. Elde edilen biyosiirfaktan farkli konsantrasyonlarda (6.25, 12.5, 25 ve

50 mg/ml) hazirlanarak biyofilm denemeleri i¢in hazirlanmstir.

RNE/ h's-&'

.vf‘,a""!/;

Sekil 4.13 Ekstraksiyon, evoporasyon iglemleri ve elde edilen ham biyosiirfaktan goriintiisii
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4.4 Biyofilm Cahsmalar:

Gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde elde edilen kismi saflastirilan
biyosiirfaktan, FTS igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve farkli konsantrasyonlarda (6,25,
12,5, 25 ve 50 mg/ml) hazirlanarak biyofilm denemeleri i¢in kullanilir hale

getirilmistir.

Salmonella typhimurium, biyofilm olusturmasi igin mikroplakaya
aktarilmadan once 10 ml TSB igerisinde 37°C’de 18 saat inkiibe edilerck
canlandirilmistir ve ODgoo nm’de (Optik yogunluk) 1,1 ile 1,3 arasi olmasi

beklenmistir.

4.4.1 Salmonella biyofilminin uygun kosullarinin saglanmasi

Farkli sicaklik (27 ve 37°C), besiyeri (TSB, seyreltilmis TSB, LB ve
NaCl’siz LB), inkiibasyon siiresi (24 ve 48 saat) ve inokiilasyon miktarlarina gore
S. typhimurium biyofilm olusumunun uygun kosullari saglanmistir. Elde edilen
sonuclar Cizelge 4.6 ve Sekil 4.15°de verilmistir. Yapilan denemeler sonucunda
en iyi inkiibasyon siiresi 48 saat, sicaklik 27°C, besiyeri LB-tuzsuz, inokiilasyon
miktar1 100 pl besiyeri igerisine 50 pl organizma siispansiyonu, ayrica 230 ul
besiyeri igerisine 20 pl organizma siispansiyonu olarak secilmistir. Elde edilen

sonuclarin goriintlisti Sekil 4.14’de verilmistir.

100 pl
(102

100 pl
(107

Sekil 4.14 S. typhimurium biyofilminin tuzsuz LB ortaminda 27 °C’de 48 saat inkiibasyon

sonrasinda mikroplakateki goriintileri



Cizelge 4.6 Salmonella typhimurium biyofilminin uygun kosullarinin saglanmasi igin farkli parametreler kullanilarak elde edilen sonuglar (100+30 pl: 100 pul besiyeri + 30 pl

organizma siispansiyonu; 100+50 pl: 100 ul besiyeri + 50 pl organizma siispansiyonu; 250 pl besiyeri + 20 pl organizma siispansiyonu; 10™ ve 107 seyreltmeler)

Besiyeri

TSB

Seyreltilmis TSB (1/20
TSB)

LB

Tuzsuz LB

Sicakhk

27°C

37°C

27°C

37°C

27°C

37°C

27°C

37°C

Inkiibasyon
siiresi

24 saat
48 saat
24 saat
48 saat
24 saat
48 saat
24 saat
48 saat
24 saat
48 saat
24 saat
48 saat
24 saat
48 saat
24 saat
48 saat

100+30 pl

0,14 £ 0,01
0,16 + 0,007
0,15 + 0,005
0,22 + 0,02
0,26 + 0,03
0,36 + 0,06
0,10 + 0,02
0,10 = 0,009
0,12 + 0,02
0,12 = 0,004
0,08 + 0,004
0,16 % 0,04
0,21 + 0,02

1,01 + 0,09
0,09 + 0,009
0,12 + 0,007

100+50 pl
0,13 +0,02
0,17 + 0,04
0,14 + 0,04
0,10 + 0,003
0,19 + 0,02
0,53 + 0,03
0,11+ 0,001
0,11+0,01
0,12+0,01
0,10 + 0,01
0,09+ 0,1

0,13 + 0,01
0,16 % 0,009
1,28 + 0,09
0,10 = 0,009
0,12 £ 0,004

nokiilasyon miktari

230+20 pl
0,22 + 0,02
0,23 + 0,04
0,15+ 0,02
0,19 + 0,04
0,54 + 0,02

1,39 + 0,1
0,15 = 0,009
0,16 + 0,005
0,19 +0,01
0,15 + 0,02
0,13 = 0,007
0,15+ 0,03
0,26 + 0,02

2,20+0,1
0,13 + 0,02
0,36 + 0,03

10"
0,09 + 0,003
0,14 + 0,07
0,08 + 0,006
0,06 + 0,003
0,47 + 0,02
0,7 £ 0,03
0,08 + 0,002
0,09 + 0,007
0,09 + 0,002
0,11 + 0,004
0,07 + 0,02
0,06 + 0,005
0,22 + 0,02
0,43 + 0,03
0,09 + 0,02
0,11 0,002

1072
0,12 + 0,02
0,18+ 0,1
0,08 + 0,009
0,07 + 0,001
0,26 + 0,03
0,42 + 0,03
0,08 + 0,003
0,07 + 0,009
0,10 £ 0,002
0,15+ 0,01
0,08 + 0,0007
0,08 + 0,006
0,25 + 0,02
0,56 + 0,04
0,09 + 0,01
0,08 + 0,005

Ll
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Sekil 4.15 Farkli parametreler kullanilarak Salmonella typhimurium biyofilminin optimizasyonu (a. 27°C’de 24 saat; b. 27°C’de 48 saat; c¢. 37°C’de 24 saat; 37°C’de

48 saat inkiibasyon)

8.
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4.4.2 Biyosiirfaktan iceren siipernatantinin biyofilm iizerindeki etkisi

Biyosiirfaktan igeren siipernatantin S. typhimurium tarafindan olusturulan
biyofilme kars1 etkisi arastirilmistir. Literatiirde karsilasilan iki farkli uygulama da
kullanilmistir; ilki toplam besiyeri ve organizma slispansiyonu {izerine
biyosiirfaktan eklenmesi (100 pl besiyeri+50 ul organizma siispansiyonu+10-50
ul biyosiirfaktan igeren siipernatant), ikincisi ise biyosiirfaktan eklenerek toplam
hacime (50-90 pul besiyeri+50 pl organizma siispansiyonu+10-50 ul biyosiirfaktan
iceren siipernatant) ulasilmasidir. En uygun biyofilm olusum kosullarinda (48
saat, 27°C, LB-tuzsuz ortami) uygulama yapilmis ve bu kosullarda farkl
miktarlardaki (10, 20, 30, 40 ve 50 ul) biyosiirfaktan siipernatantinin etkisi
arastirilmistir. Yapilan denemelerin sonuglari Cizelge 4.7a ve 4.7b’de ayrica Sekil
4.16a, 4.16b ve 4.16c’de gosterilmistir. En iyl sonug, biyosiirfaktan eklenerek
toplam hacime ulasildiginda %63 inhibisyon orani ile 50 pl biyosiirfaktan

eklendiginde goriilmiistiir.

Cizelge 4.7a Farkli miktarlardaki biyosiirfaktan igeren siipernatantin S. typhimurium biyofilmi
tizerindeki anti-adhesiv etkisinin 590 nm’de 6l¢iilen optik yogunluklari ve inhibisyon
yiizdesi (50-90uL + 50pL + 10-50 pL)

Siipernatant miktarlari

10pl 20p1 30ul 40pl1 50ul Kontrol

C)D590nm
(50-90ul + 50pl | 0,54+0,04 0,46+0,06 0,34+0,04 0,32+0,05 0,30+0,04 0,79+0,05
+10-50 pl)

Inhibisyon
viizdesi 34% 42% 58% 60% 63% .
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Cizelge 4.7b Farkli miktarlardaki biyosiirfaktan igeren siipernatantin S. typhimurium biyofilmi

tizerindeki anti-adhesiv etkisinin 590 nm’de 6lgiilen optik yogunluklari ve inhibisyon

yiizdesi (100uL + 50uL + 10-50 pL)

Siipernatant miktarlari

OD590 nm
(100 pl + 50p1

+10-50 pl)

Kontrol

Inhibisyon

yiizdesi

10pl

0,53+0,04

0,62+0,02

%16

20pl 30ul 40l

0,55+0,03 0,64+0,15 0,79+0,10

0,73+0,04 0,9+0,02 1,2+0,26

%25 %29 %30

50ul

0,72+0,17

1,06+0,05

%32
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m10 W20 W30 W40 m50 mKontrol
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0,3 -
0,2
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0 |

10 20 30 40 50

Siipernatant miktar1 (ul)

Kontrol

Optik yogunluk (OD590 nm)

Sekil 4.16a Farkli miktarlardaki biyosiirfaktan igeren siipernatantin S. typhimurium
biyofilmi tizerindeki anti-adhesiv etkisinin 590 nm’de 6l¢iilen optik yogunluklari (50-90ul besiyeri

+ 50ul organizma siispansiyonu+ 10-50 ul biyosiirfaktan igeren siipernatant)

M 100pl + 50ul + 10-50 pl M Kontrol
1,2 1,12

- 1,06
£
; 1 0,9
208 0,73 0,79 0,72
S 0,62 0,6
i 0,6 - - 0,55
E
20 0,4
>
202
="
o

0

10 20 30 40 50
Supernatant miktari (pl)

Sekil 4.16b Farkli miktarlardaki biyosiirfaktan igeren siipernatantin S. typhimurium
biyofilmi iizerindeki anti-adhesiv etkisinin 590 nm’de dl¢iilen optik yogunluklar: (100 pl besiyeri

+ 50ul organizma siispansiyonu+ 10-50 pl biyosiirfaktan igeren siipernatant)
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Sekil 4.16¢ Farkli miktarlardaki biyosiirfaktan i¢eren siipernatantin S. typhimurium

biyofilmi tizerindeki anti-adhesiv etkisinin inhibisyon yiizdeleri
4.3.3 Kismi saflastirilan biyosiirfaktanin biyofilm iizerinde etkisi

Kismi saflastirilan biyosiirfaktan FTS igerisinde 6,25, 12.5, 25 ve 50 mg/ml
konsantrasyonlarinda ayarlanmistir. 90 pl besiyeri icerisine eklenen 50 pl
organizma ve 10 pl kismi saflagtirilan biyosiirfaktan konsantrasyonlar1 27°C’de
48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kristal viyole yontemi
uygulanmis ve mikroplaka okuyucuda optik yogunluklari 6l¢tilmiistiir. Elde edilen
sonuglara gore, en iyi biyofilm inhibisyon yiizdesi 50 mg/ml konsantrasyonundaki
kismi saflastirilan biyosiirfaktan ile elde edilmistir. Elde edilen sonuglar, Cizelge

4.8°de, ayrica Sekil 4.17a ve 4.17b’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.8 Farkli konsantrasyonlardaki kismi saflagtirilan biyosiirfaktanin S. typhimurium

biyofilmi tizerindeki anti-adhesiv etkisi

Konsantrasyonlar Kontrol
50 mg/ml 25 mg/mi 12.5 mg/ml 6.25 mg/ml 100pu1+50u1
ODsgg nm 0,26+0,01 0,44+0,01 0,51+0,004 0,61+0,10 0,8+0,03
Inhibisyon %67 %44 %35 %22
yiizdesi (%)
50 m25 m12,5 m6,25 = Kontrol
0,9

0,8

0,7

Optik yogunluk (OD590 nm)

50 12,5

0,8
0,61

0,6 0,51
0,5 0,44
0,4
03 0,26
0,2
0,1

0

25

6,25
Konsantrasyon miktar1 (mg/ml

Kontrol

Sekil 4.17a Farkli konsantrasyonlardaki kismi saflastirilan biyosiirfaktanin S. typhimurium

biyofilmi tizerindeki anti-adhesiv etkisinin 590 nm'de optik yogunlugu (ODsggnm)
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Sekil 4.17b Farkli konsantrasyonlardaki kismi saflastirilan biyosiirfaktanin S. typhimurium

biyofilmi iizerindeki anti-adhesiv etkisinin inhibisyon yiizdesi
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5. TARTISMA

Biyosiirfaktanlar yiizey ve arayiizey gerilimini azaltan, mikroorganizmalar
tarafindan {iretilen heterojen bir amfifilik bilesik grubudur. Son yillarda,
mikroorganizmalardan elde edilen biyosiirfaktanlarin biyosentezi, diisiik toksisite,
ekolojik kabul edilebilirligi, biyolojik olarak parcalanabilirligi, yenilenebilir ve
daha ucuz substratlarin kullanimi, genis sicaklik ve pH araliginda etkinligi,
yiiksek tuzlulukta kararlihi@i ve cesitli alanlarda genis uygulama yelpazesi
nedeniyle oldukg¢a dikkat cekicidir. Literatiirde biyosiirfaktanlarin ¢ogunlugu,
bakteriyal kaynakli olarak bildirilmistir ve biyosiirfaktan {ireten cins olarak en ¢ok
Acinetobacter sp., Arthrobacter sp., Pseudomonas sp. ve Bacillus sp.
goriilmektedir. Ancak, organizmalarin patojenik oOzellikleri dolayisiyla bu
bilesenlerin uygulamasi kisitlanmistir ve gida endistrisinde kullanima uygun
bulunmamustir. Y. lipolytica ve S. cerevisiae gibi tiirler GRAS statiisiine sahip
organizmalardir. Bu organizmalar toksik ya da patojenik degildir bu yiizden, ilag
ve yiyecek endiistrisindeki uygulamalarda kullanimlarina izin verilmektedir

(Barth et al., 1997 ; Amaral et al., 2010; Franzetti, 2010).

Taksonomide kullanilan geleneksel yontemlerin, mikroorganizmalarin
morfoloji, fizyoloji ve iireme gibi fenotipik 6zelliklerini belirlemeye dayandigi
bilinmektedir. Molekiiler taksonomi alaninda yapilan ilk ¢alismalarin ardindan
tanimlamada; ribozomal RNA (rRNA) veya tamamlayict molekiilii olan
ribozomal DNA (rDNA)’daki belirli bolgelerin hedeflendigi cesitli tekniklerin
gelistirildikleri ve giiniimiizde de siklikla kullanildiklart bilinmektedir (Martini,
2003; Yal¢in vd., 2010). rDNA gen kiimesinin, hem c¢ekirdek, hem de
mitokondride bulundugu ve olduk¢a korunmus ve degisken bolgelerden meydana
geldigi  bilinmektedir. Ribosomal DNA’nmin avantaji, biitlin yasayan
organizmalarda bulunmasi ve c¢oklu kopyalar halinde ortak bir evrimsel orijine
sahip olmasidir. Yiiksek derecede korunmus olan rDNA, bir tiire ait olan biitlin
strainler arasinda hem farkliliklar1 gdstermek hem de daha yiiksek taksonlari
betimlemek i¢in kullanilmaktadir (Kurtzman, 2006). Hem taksonomik ama¢ hem
de filogenetik iliskileri olusturmak i¢cin rDNA bdlgesini hedef alan yontemler

tercih edilmektedir. Bu bolgelerden biri ribozomun biiyiik alt biriminin yaklagik
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600 niikleotid uzunlugunda olan D1/D2 domainidir. Kurtzman and Robnett (1995,

1998 ve 2003), biitlin bilinen askomisetik mayalarin D1/D2 domaininin sekansini
saptamislar ve neredeyse biitiin askomisetik mayalarin ayrimi i¢in bu domainin
yeterli oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. Sadece birka¢ ¢ok yakin iligki icerisinde
olan tlirin ayrimmda D1/D2 domainin yeterli olmadigini belirtilmistir ancak
%1°den daha fazla sekans farklilig1 gosteren strainlerin farkli tiirler olabilecegini
ortaya koymuslardir. Bu tez ¢alismasinda petrol hidrokarbonlariyla kontamine
olmus topraktan Onceden izolasyonu yapilmis fakat tanist yapilmamis olan
organizmalarin oil spreading (yag yer degistirme) ve emiilsifikasyon aktivitelerine
bakilarak biyosiirfaktan iiretip liretmedigi belirlenmistir ve en iyi sonug aldigimiz
izolat secilmistir. Elde edilen 26S rDNA-PCR sekans sonuglarina gore PCR
tirtinliniin boyutu 700 bp arasinda oldugu, NCBI GenBank veri tabaninda bulunan
Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) Programi kullanilarak veri tabaninda
bulunan organizmalar ile eslestirilerek izolatin genus ve tiir diizeylerinde
tanilanmasi yapilmistir ve  TEM BD 35 numarali sus %99 oraninda Y.

lipolytica’ya benzerlik géstermistir.

Biyosiirfaktanlar her ne kadar biyoremediyasyon gibi islemlerde timit verici
kullanimlara sahip olsalar da, yiiksek islem ve hammadde maliyetleri ile diisiik
tiretim verimi nedeniyle biiyiikk olgekte tiretimlerini gergeklestirmek oldukca
zordur (Reis et al., 2013). Bundan dolayr bu tez caligmasinda biyosiirfaktan
iiretiminin optimizasyonu yapilarak diisik maliyette yliksek verimde {iretim
gerceklestirmek amaglanmistir. Bu ylizden de farkli kosullar saglanarak daha

verimli biyostlirfaktan tiretimi gerceklestirilmistir.

Biyosiirfaktanlara olan ilgi, biyosiirfaktan {ireten tiirlerin taranmasi ve ¢ok
sayida yontemin gelistirilmesine neden olmustur. Her yontemin avantajlart ve
dezavantajlart bulunmaktadir, bu yiizden tarama yaparken farkli yontemlerin
kombinasyonunu kullanmak en dogrusudur. Biyosiirfaktan tireticisi Y. lipolytica
TEMBD3S5 izolatinin biyosiirfaktan iiretim optimizasyonu i¢in karbon kaynagi,
inkiibasyon siiresi, sicaklik, pH, inokiilim miktar1 ve tuz konsantrasyonu
parametreleri en iyi verim elde edebilmek icin incelenmistir. Bu parametreler

incelenirken hiicre biiyiimesi optik yogunluk ve koloni sayimi ile belirlenirken,
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biyosiirfaktan verimi oil spreading (yag yer degistirme) ve emiilsifikasyon

aktivitesi ile dl¢lilmiistiir.

Lang and Philp (1998)'e gore, hidrofobik substrat kullanildiginda, tiretilen
biyosiirfaktanin sadece kiigiik bir kismi hiicre disina salinmaktadir. Bu durum,
biyosiirfaktanlarin Y. lipolytica’nin hiicre duvar ile olan iligkisine baglanabilir.
Ciapina et al. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, Rhodococcus erythropolis
tarafindan tretilen biyosiirfaktanlarin hiicre duvar yapistyla baglantili oldugunun
gosterilmesi bu iliskiyi desteklemektedir. Fizyolojik olarak, biyosiirfaktan liretimi,
hidrofobik substratlarin asimile edici mekanizmasi ile iliskilidir. Bu mekanizma,
emiilsifikasyonun az oldugu veya hi¢ olmadigr kadar biiyiikk yag damlaciklari
bulunan hiicrelerin dogrudan temasindan veya emiilsiyonlastirma ile sonug¢lanan
ince yag damlaciklarinin temasindan meydana gelmektedir. Ilk olarak,
biyosiirfaktan dis hiicre yiizeyinde tutulur, hidrofobik bilesiklerin hiicreye
baglanmasmi ve daha sonra tasmmmasim kolaylastirir. Ikinci durumda, kiiltiir
ortaminda serbest birakilan biyosiirfaktan, substratlart psoédosoliibilize eden
(yalanc1 olarak ¢ozilindiiren) ve dolayisiyla hiicreye uygunlugu artiran bir
hidrokarbon-siirfaktan kompleksi olusturmaktadir (Beal and Betts, 2000). Bazi
raporlar ise, bitkisel yaglarin, P. aeruginosa tarafindan biyosiirfaktan iiretiminde,
glikoz, gliserol ve hidrokarbonlara kiyasla daha verimli substratlar oldugunu

gostermistir (Maier and Chavez, 2000; Mata-Sandoval et al., 2001).

Fontes et al. (2010), yaptiklar1 ¢alismada Y. lipolytica’nin biyosiirfaktan
iretimini optimize etmislerdir. Gliserol, zeytin yagi, hekzadekan ve glikozu
karbon kaynagi olarak denemislerdir. Elde ettikleri sonuglarda Y. lipolytica
hidrofobik substrat (zeytin yag1 ve hekzadekan) igerisinde kiiltiire edildiginde
biyosiirfaktan iiretiminin diigiik oldugu goriilmistiir. Sudha et al. (2010), en fazla
soforolipid verimi igin ¢esitli kiiltiirel kosullarla karsilastirildiginda optimum
kulugka siiresinin 7 giin oldugunu goézlemlemistir. Mahdy et al. (2012), elde
ettikleri sonuglarda 8 giinliik inkiibasyon siiresinin test edilmis ii¢ Candida genusu
liyesi tarafindan biyosiirfaktan {iretmek icin anlamli ve optimum oldugunu
gostermistir. Maksimum biyosiirfaktan {iretimi, sirasiyla, C. famata No. 11, C.
albicans No. 13 ve C. albicans No. 25 i¢in 38, 41 ve 36 mm oil spreading (yag

yer degistirme) sonuglari ile gdstermislerdir. Yaptigimiz ¢alismada, hidrofilik,
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hidrofobik ve  hidrofilik-hidrofobik karbon kaynagi kombinasyonu olarak

sirastyla glikoz, soya yagi ve glikoz-soya yagi kombinasyonu kullanilmis, 4-8 giin
arasindaki inkiibasyon siirelerinin denemeleri ayn1 anda gerceklestirilmistir ve
biyosiirfaktan iiretimi oil spreading (yag yer degistirme) testi ve emiilsifikasyon
aktivitesi ile desteklenmistir. Oil spreading (yag yer degistirme) testinde 20 mm
zon ¢apt ve %17 inkiibasyon siiresi olarak en iyi sonu¢ 7. giinde elde edilmis,
ayrica 7. gin inkiibasyonunda karbon kaynagi olarak glikoz-soya yagi

kombinasyonu ve soya yaginda benzer sonuglar elde edilmistir.

Sekonder metabolitlerin iiretimi ve hiicre biiyiimesi gibi biyolojik aktiviteler
tizerinde sicaklik ve pH 6nemli rol oynayan iki ¢evresel faktordiir. Sicaklik ve
pH'daki degiskenligin, biyosiirfaktan tiretiminde Kalitatif ve kantitatif degisiklikler
meydana getirmesi muhtemeldir (Yakimov et al., 1995; Adamczak and Bednarski,
2000). Maussa et al. (2014), yaptiklar1 ¢calismada Pseudomonas aeruginosa TMN
tarafindan tretilen biyosiirfaktanin 4-8 arasinda pH etkisini ve 25-45°C arasinda
sicaklik etkisini incelemisler ve en yiiksek iiretimi pH 7°’de 37°C’de elde
etmiglerdir. Qazi et al. (2014), Fusarium sp. BS-8’den elde ettikleri
biyosiirfaktanin iiretimini optimize etmislerdir ve biyosilirfaktan verimini drop
collapse (damla diisiirme deneyi), oil spreading (yag yer degistirme) ve
emiilsifikasyon aktivite testi ile desteklemislerdir. Yaptiklar1 ¢aligmada, 3-11
arasinda pH etkisini ve 25-45°C arasinda sicaklik etkisini incelemigler ve en
yiiksek biyosiirfaktan tiretimini pH 7’de 30°C’de elde etmislerdir. Hu et al.
(2015), yaptiklar1 ¢aligmada Vibrio sp. 3B-2 tarafindan iirettikleri biyosiirfaktanin
optimizasyonunu yapmislardir. Elde ettikleri sonuglarda biyosiirfaktan iiretiminin
sicaklik 25°C’den 28°C’e yiikselirken arttigini gostermiglerdir. Ayrica, optimum
iretimi 28°C’de elde etmislerdir. Mikroorganizmalarin yiiksek sicakliklarda
biiyiime ve diger 6nemli fizyolojik siire¢lerin yalmizca gerekli olan az miktarda
protein sentezledigi one siiriilmistiir (Gawande and Kamat, 1999). Jagtap et al.
(2010), pH 6, 8 ve 9'da az miktarda aktivite olmasina ragmen maksimum biyolojik
emiilsiyonlastirict iiretiminin pH 7'de oldugunu gostermistir. Benzer sekilde,
verilerimiz, pH 7'nin, biyosiirfaktan {iretimi i¢in en uygun oldugunu

gostermektedir.
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Mahdy et al. (2012), yaptiklar1 ¢alismada Candida famata No.11, Candida

albicans No.13 ve Candida albicans No.15’in iirettigi biyosiirfaktani optimize
etmistir. Elde ettikleri sonuglara gére pH 7’°de oil spreading (yag yer degistirme)
sonuglarini sirasiyla 35, 42 ve 32 olarak bulmuslardir. Yaptigimiz ¢alismada 4-9
pH aralig1 secilmis ve biyosiirfaktan {iretimindeki etkisi test edilmistir. Oil
spreading (yag yer degistirme) testinde 13 mm zon ¢ap1 ve %23 emiilsifikasyon
aktivitesi ile en iyi biyosiirfaktan iiretimi pH 7’de elde edilmistir. Ayrica,
optimum sicakligin ¢ogunlukla 20°C oldugunu gostermistir. C. famata No.11 ve
C. albicans No.13, sirasiyla 28 ve 30 mm oil spreading (yag yer degistirme) ve
33.8 ve 28.2 mN/m yiizey gerilimi gostermistir. Ayrica oil spreading (yag yer
degistirme) ters orantili oldugu ve dogrudan sicaklik ile orantili yiizey gerilimi
oldugu da gdzlemlenmistir. Inkiibasyon sicakliklar1 ile yag yer degistirmesinin her
biri ve ylizey gerilimi arasinda oldukg¢a anlamli bir korelasyon oldugu
gosterilmistir. Bir baska c¢alismada Sudha et al. (2010), C tropicalis'ten
sophorolipid {iretimi igin 30°C sicakligimin optimum oldugunu gozlemlemistir.
Ayrica, Jagtap et al. (2010), biyolojik emiilsiyonlastirici iiretimi ig¢in optimum

sicakligin 37°C oldugunu bulmustur.

Bu c¢alismada farkli sicakliklarin  biyosiirfaktan {iretimine etkisi
incelenmistir. 25, 27, 28 ve 30°C sicakliklarinda iiretim gerceklesmistir. Bir
onceki adimda iki karbon kaynagi secilmis ancak bu adimda 27°C’de en iyi
biyosiirfaktan iiretimi oil spreading (yag yer degistirme) testinde 15 mm zon ¢ap1
ile %20 emiilsifikasyon aktivitesi sonuglariyla en uygun sicaklik 27°C’de ve
glikoz-soya yagi kombinasyonu olarak belirlenmistir. 25°C’de glikoz-soya ve
soya arasinda gozle goriiliir bir fark bulunamamistir ancak sicaklik 27°C’ye
yikseltilip  substrat olarak glikoz-soya kullanildiginda  emiilsifikasyon
aktivitesinde soyaya gore artis gosterdigi bulunmustur. Elde edilen veriler
dogrultusunda sicaklik degisimlerinin farkli substratlar igerisinde (hidrofilik,

hidrofobik) farkli biyosiirfaktan salinim miktar1 gosterdigi belirlenmistir.

Inokiilasyon miktar1, gecikme (lag) fazinin siiresini, spesifik biiyiime
oranini, biyokiitle verimini ve son {riiniin miktarin1 etkilemis olabilir. Cilinkii
biyosiirfaktanlar degerli tirinlerdir ve deney kosullarindan gozle goriiliir bigimde

etkilenirler, bu nedenle iirliniin elde edilmesi i¢in en uygun zamanin belirlenmesi
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ekonomik agidan olduk¢a 6nemlidir (Qazi et al., 2014). Brasileiro et al. (2015)

yaptiklart ¢aligmada, C. guiiliermondii’nin drettigi biyosiirfaktani, %4
inokiilasyon miktar1 ve 132 saat inkiibasyon siiresi ile optimize etmislerdir.
Calismamizda farkli inokiilasyon miktarlarinin biyosiirfaktan iiretimine etkisi
incelenmistir ve %4 miktarindaki inokiilasyon miktarinin biyosiirfaktan iiretimini
arttirdig1 oil spreading (yag yer degistirme) testindeki 10 mm zon ¢ap1 ve %27

emiilsifikasyon aktivitesi ile goriilmistir.

Kiiltiir ortaminin ozmotik basinci, ortamdaki NaCl konsantrasyonunun
artmasiyla biiyiik dl¢iide artar (Greenway and Osmond, 1972). Mikroorganizmalar
genellikle izotonik ¢ozeltide iyi biiyiir. Hipotonik kosullar altinda, ¢6zeltideki ¢ok
sayida su molekiilii, mikrobiyal hiicrelere niifuz eder, bu da sismeye ve patlamaya
yol agar; hipertonik kosullarda, hiicreler plazmolize ugrar (Marquis, 1968). Hu et
al. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, NaCl'nin yoklugunda, Vibrio 3B-2 susunun
neredeyse hi¢ biiylimedigini ve biyokiitlesinin NaCl bulunan diger
gruplardakinden 6nemli Ol¢lide diisiik oldugunu gostermislerdir. Zayif biiyiime,
bakteriden diisiik bir biyosiirfaktan {iretimine yol a¢mustir. 30 g/L NaCl
konsantrasyonunda, berrak zonun g¢apini sifir olarak bulmuslar ve yiiksek tuz
konsantrasyonunun, iiretilen biyosiirfaktanin ylizey gerilimini olumsuz ydnde
etkiledigini belirtmiglerdir. Mahdy et al. (2012), yaptiklari ¢alismada Candida
famata No.11, Candida albicans No.13 ve Candida albicans No.15 tiirlerindeki
biyosiirfaktan {iretiminde tuz konsantrasyonu parametresini incelemisler ve
urettigi biyosiirfaktanin tuz konsantrasyonu %b5'e kadar arttikga maksimum
seviyeye ulastigini, %10 tuz konsantrasyonunda ise, biyosiirfaktan iiretiminin
azaldigin gostermislerdir. Yapilan bu tez ¢alismasinda, standart MSM igeriginde
bulunan %0,01 (0,1 g/L) tuz konsantrasyonu, en yiiksek biyosiirfaktan veriminin
elde edildigi konsantrasyondur. %0,01 tuz konsantrasyonunun iizerindeki tuz

konsantrasyonlarinin biyosiirfaktan tiretiminde bir etki gostermedigi gorilmiistiir.

Yarrowia lipolytica TEMBD35 tarafindan {iretilen biyosiirfaktanin verimi
her seferde bir faktére dayanarak optimize edilmis ve %4 organizma siispansiyonu
eklenerek, glikoz ve soya yagi kullanilarak, 27°C’de pH 7’de ve %0,01 tuz

konsantrasyonunda iiretim gerceklestirilmistir.
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Biyofilm olusumunu etkileyen en 6nemli faktorlerden biri kiiltlir ortamidir
(Stepanovic et al. 2004). Blana et al. (2017), S. typhimurium'un, zengin kosullara
kiyasla, besin maddelerinin diisiik oldugu kosullar altinda biyofilm olusturma
yeteneginin daha yliksek oldugunu gostermislerdir. Bircok c¢alismada
Salmonella'nin adezyon yeteneginin degiskenlik gosterdigi bildirilmektedir. Fakat
yine de bir¢cok calismada Salmonella'nin daha fazla hidrofobik maddeye daha
fazla tutunma yetenekleri ve besleyici yonden zayif ortamda daha fazla biyofilm
irettigi gosterilmistir (Oliveira et al. 2006). Stepanovic et al. (2004), seyretilmis
TSB (1/20 TSB) besiyerinin, Salmonella suslari tarafindan biyofilm {iretimini
tesvik etmede en etkili besiyeri oldugunu goézlemlemislerdir. Pande et al. (2016),
Salmonella enterica 37°C'ye kiyasla 22°C’de daha yogun biyofilmler
olusturdugunu bildirmislerdir. Fakat Castelijn et al. (2012), S. typhimurium suslar
tarafindan iretilen biyofilmlerin 37°C'de 22°C'ye kiyasla daha zayif oldugunu
bildirmislerdir. Gerstel and Romling (2001) ve Stepanovic et al. (2003), 37 °C'de
zayif biyofilm iiretiminin, oksijen gerilimi ve pH'daki degisikliklerle iliskili olarak
besinlerin hizli bir sekilde tiikenmesinin bir sonucu oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica, daha yiiksek sicakliklarda biyofilm olusumundaki belirgin diisiis, sicaklik
arttikca azalan ekzopolisakaritlerin viskozitesi tizerindeki sicaklik etkisinin bir
sonucu olarak, olgun biyofilmin ayrilmasindan kaynaklanabilmektedir
(Mortimatsu et al, 2012). Tang et al. (2012), S. typhimurium biyofilmlerinin,
inkiibasyon siiresi uzatildiginda biyofilmlerin artigin1 sdylemislerdir. Agarwal et
al. (2011), Salmonella'nin biyofilm olusumunun 48 saat inkiibe edildiginde

optimum oldugunu bildirmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada, en uygun Salmonella typhimurium biyofilmi
olusturmak i¢in farkli sicaklik, inkiibasyon siiresi, besiyeri ve inokiilasyon
miktarlar1 aragtirilmistir. 100 pl tuzsuz LB besiyeri icerisinde 50 pl organizma
siispansiyonu ve 230 pul tuzsuz LB besiyeri igerisinde 20 pl organizma
sispansiyonu ilave edilerek 27°C’de, 48 saat inkiibasyona birakilan kosullarda

en uygun biyofilm olusumu gézlemlenmistir.

Biyosiirfaktan, patojenlerin yapisma 6zelliklerini etkileyen orijinal yiizeyin
islanabilirligini  degistiren bir film olusturur (Arutchelvi et al., 2008).

Biyosiirfaktanin bakteriyel yiizey etkilesimlerini manipiile ettigi varsayimi
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olmustur (Walencka et al., 2008). Biyosiirfaktan, patojenlerin ¢oguna Kkarsi

antibiyofilm  aktivitesi gOstermistir, ancak aktivite spektrumu, farkli
mikroorganizmalar i¢in degiskenlik gostermis ve aynm1 zamanda biyostrfaktanin
konsantrasyonuna da baglidir (Sharma and Saharan, 2016). Mikrobiyal yapisma
ve desorpsiyondaki biyosiirfaktanin rolii genis bir sekilde ele alinmigtir. Cesitli
mikroorganizmalardan tiretilen biyosiirfaktanin yiizeye uygulanmasi, biyomedikal
ve gida ylizeylerinde patojenik suslarin kolonizasyonunun azaltilmasi ve bununla
miicadelede 6nemli olabilmektedir. Yapilan bazi arastirmalar, belirli test kosullari
altinda, biyosiirfaktanlarin birgok geleneksel biyofilm inhibisyonu stratejisinden
daha etkili olabilecegini gostermistir. Ayrica, biyofilm inhibisyonunda, kontrolde
ve biyofilmlerin hastaligin yayilmasi icin potansiyel rezervuarlar olarak ortaya
cikmasindaki hizli ilerleme, biyofilm 6l¢iimleri ve mikrobiyal biyofilmelere karsi
potansiyel olarak etkili biyosiirfaktanlarin teknik incelemesinin yapilmasini

gerektirmistir (Vanavil, 2013; Banat et al., 2014).

Biyofilm olusumunu tespit etmek i¢in bir¢ok yontem mevcuttur, ancak
kristal viyole yontemi en uygun teknik olarak kalmaya devam etmektedir. Hizli,
ucuz ve basit olmasinin yaninda ¢ok sayida bakteri susu tarafindan olusturulan
biyofilmlerin in vitro olarak Ol¢iilmesini saglayan giivenilir tekrarlanabilir
sonuglar saglamaktadir. Inkiibasyonun ardindan, yikama ve boyama adimlari
gereklidir. Bazik boya olan kristal viyole, hem canli hem de 6lii negatif yiiklii tiim
bakteri hiicrelerinin yanm1 sira polisakkaritleri de boyamaktadir. Yontem,
mikroplaka kuyucuklarinin ceperlerine tutunmus biyofilmlerin kristal viyole
boyast ile isaretlenmesi, biyofilmin matriksine tutunan boyanin alkol ¢ozeltesiyle
¢ozdiirtliip, mikroplaka okuyucuda 6lglilmesi esasina dayanamaktadir (Peeters et
al., 2008; Pui et al., 2011; Tang et al., 2012; Pantanella et el., 2013; Metzler,
2016).

Khiralla et al. (2015), yaptiklar1 ¢alismada Lactobacillus’dan elde ettikleri
biyosiirfaktan igeren siipernatantin B. cereus ve P. aeruginosa patojenlerine karsi
anti-biyofilm 6zelliklerini incelemislerdir. Farkli hacimlerde (10, 20, 30 ve 40 pl)
siipernatanlar1 ile 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, antibiyofilm aktivitesini
belirlemislerdir. 96 kuyucuklu mikroplakada yaptiklar1 denemede siipernatant, 10

pl mikroorganizma siispansiyonu eklemisler ve toplam hacmini 250 pl’ye
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tamamlamiglardir. 20 pl ve daha fazla silipernatant varliginda biyofilm
olusumunda belirgin bir azalma goriilmiistir. Bu elde edilen antibiyofilm
etkisinin, patojenik susun mikroplaka yilizeyine yapismasini inhibe ettigi, ancak
patojenlerin biliylimelerini inhibe etmedigi diistiniilmiistiir. Ayrica, ¢oklu algilama
kavramina (QS) atifta bulunabilir. Quorum sensing (QS)'nin g¢esitli bakteri
tirlerinin  biyofilmlerinde 6nemli bir diizenleyici mekanizmasi oldugu iyi
bilinmektedir. Tek bir hiicrenin bakteri sayisinin yogunlugunu algilamasini
saglayan ve bdylece tim bakteri popiilasyonunun koordineli bir cevap vermesini
saglayan, ¢evreleyen ortamda sinyal molekiillerinin birikimini igerir (McDougald
et al.,, 2011). Buna gore, bir¢cok arastirma grubu, ¢oklu ilaca direngli suslarin
patojenitesinin ve virlilansinin inhibe edilmesinde kullanilabilecek en uygun

algilama inhibitorlerini (QSI) bulmaya odaklanmustir.

Yaptigimiz ¢alismada, farkli miktardaki biyosiirfaktan igeren siipernatantin
(10, 20, 30, 40 ve 50 ul) biyofilm olusumu iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu
adimda literatiirde karsilastigimiz 2 farkli inokiilasyon miktarlar1 denenmistir. ilk
olarak biyosiirfaktan igeren siipernatant miktarlarini ve organizma siispansiyonu
eklenmis ve besiyeri ekleyerek toplam hacime (150 pl) ulasilmistir. ikinci olarak
ise, organizma siispansiyonunu ve besiyerini ekleyerek toplam hacmi
olusturduktan sonra iizerine farkli miktarlarda siipernatant eklenilmistir.
Salmonella biyofilmi {izerindeki en iyi etki (%63 inhibisyon yiizdesi) 50 pl
stipernatant, 50 ul organizma siispansiyonu ekleyerek ve 50 ul besiyeri ile toplam
hacime (150 pul) ulasildiginda elde edilmistir.

Mireles et al. (2001), siirfaktinin S. typhimurium’un biyofilm olusumunu
engelleyebildigini gostermislerdir. Bu arastiricilar siirfaktinin biyofilm olusumunu
engellemesini, hidrofobisitedeki degisiklik ve adsorbe edilen biyosiirfaktan
tarafindan tesvik edilen itici kuvvetin artimasina baglamislardir. L.
monocytogenes i¢in, paslanmaz celigin stirfaktin ile dnceden muamele edilmesi
elektron dondr bilesenini ya da yiizeyin temel karakterini degistirmistir. Van der
Waals bileseninin azaltilmasi, ayn1 zamanda bir hidrofobik yiizey yapisi gosteren
yiizey ve mikroorganizma  arasindaki  hidrofobik  etkilesimleri  de

azaltabilmektedir. Bununla birlikte, polipropilende, siirfaktinin ana etkisi, elektron
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verici/alic1 bilesenlerinde azalma ve ayn1 zamanda bakteri yapismasini azaltmada

etkili olmustur.

Sharma and Saharan (2016), yaptiklari ¢alismada L. helveticus tarafindan
irettikleri  biyosilirfaktanin ~ biyofilm  iizerindeki  antiadhesiv  etkisini
aragtirmiglardir. Bu arastiricilar farkli konsantrasyonlarda (25, 12,5, 6,25, 3,12 ve
1,56 mg/ml) kismi saflastirilmis biyosiirfaktanin B. cereus (87%), S. epidermidis
(85%), L. monocytogenes (84.3%), S. aureus (83.1%) ve L. innocua (82.1%)
tizerinde yiiksek anti-adhesiv etki gosterirken, E. coli (50.1%), P. aeruginosa
(49.1%), S. typhi (56.1%) ve S. flexneri (40.1%)’e kars1 diisiik etki gosterdigini
bulmuslardir. Calismamizda, biyosiirfaktan igeren silipernatanttan ekstraksiyon
islemiyle kismi olarak saflagtirilan biyosiirfaktan elde edilmis ve farkli
konsantrasyonlarda (50, 25, 12,5 ve 6,25 mg/ml) hazirlanmistir. 50 ul organizma
siispansiyonu ve 10 pl kismi saflastirdigimiz biyosiirfaktani ekleyerek besiyeri ile
toplam hacim (150 ul) elde edilmistir. En iyi anti-adhesiv etki 50 mg/ml
konsantrasyonda %67 olarak bulunmustur. 50 pl siipernatant ilave edildiginde
biyofilm olusumuna etkisi %63 olarak bulunurken, kismi saflastirilan

biyosiirfaktandan 10 pl ilave edildiginde ise %67 inhibisyon etkisi gézlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, biyosiirfaktan {iretimi ig¢in petrol hidrokarbonlariyla
kontamine olmus topraktan izolasyonu yapilmis fakat tanisi yapilmamis olan
organizmalardan yiiksek biyosiirfaktan aktivitesi gosteren izolat segilmis ve
tanilanmas1 yapilmistir. Sekans analizinden elde edilen verilerle olusturulan
filogenetik agagtta TEMBD35 izolatinin Yarrowia lipolytica ile %99 benzerlik
gosterdigi  bulunmustur. Y. lipolytica TEMBD35 tarafindan iiretilen
biyosiirfaktanin karbon kaynagi, inkiibasyon siiresi, sicaklik, pH, inokiilim
miktar1t ve tuz konsantrasyonu parametrelerinde degisiklik  yapilarak
optimizasyonu saglanmistir. Karbon kaynagi ve inkiibasyon  siiresi;
optimizasyonunda elde edilen 20 mm ¢apinda oil spreading (yag yer degistirme)
ve %17 emiilsifikasyon aktivitesi sonuglarina gore glikoz ve soya yagi en iyi
karbon kaynagi ve en iyi inkiibasyon siiresi 7 giin olarak belirlenmistir. Daha
sonrasinda farkli sicaklik kosullar1 uygulanmis ve en iyi sicaklik %20
emiilsifikasyon aktivitesi ve 15 mm ¢apinda oil spreading (yag yer degistirme)
sonucu ile 27°C olarak belirlenmistir. Farkli pH araliginda yapilan uygulamalar
sonucunda en iyi biyosiirfaktan {iretimi %23 emiilsifikasyon aktivitesi ve 13 cm
capinda oil spreading (yag yer degistirme) sonuglartyla pH=7"de elde edilmistir.
Inokiiliim miktar1 optimizasyonunda elde edilen %27 emiilsifikasyon aktivitesi ve
10 mm ¢apinda oil spreading (yag yer degistirme) sonuglariyla inokiiliim miktar
%4 olarak belirlenmistir. Ancak genis bir tuz konsantrasyonu araliginda yapilan
uygulamalar sonucunda tuz konsantrasyonunun Y. lipolytica TEMBD35
biyosiirfaktan iiretimi lizerinde etkili olmadig1 gézlemlenmis ve basta besiyeri
icerisinde bulunan %0,01 miktarindaki tuz konsantrasyonu ile biyosiirfsaktan
tiretimi yapilmustir. Y. lipolytica’dan elde edilen biyosiirfaktan igeren siipernatant
esit miktarlarda kloroform:metanol (2:1) ile c¢alkanarak ekstrakte edilmis ve

45°C’de 200 rpm’de buharlastirilarak ham biyosiirfaktan elde edilmistir.

Salmonella typhimurium’un daha giiglii biyofilm olusturmasi igin farkli
sicaklik, besiyeri, inkiibasyon siiresi ve inokiilasyon miktarlarinda degisiklik
yapilmistir. 100 pl tuzsuz LB igerisine 50 pl organizma siispansiyonu eklenerek,

27°C’de 48 saat inkiibasyon ile gii¢lii biyofilm olusumu saglanmistir. Siipernatant
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ve ham biyosiirfaktanin optimum biyofilm olusumu {izerindeki etkisi kristal

viyole yontemi ile mikroplaka iizerinde uygulanmis ve elde edilen sonuglara gore,
10 pl ile 50 pl stipernatant miktarlarinin inhibiyon yiizdeleri sirasiyla %34 ve %63
olarak belirlenmistir. Ham biyosiirfaktanin etkisi ise 50 mg/ml konsantrasyonunda

10 pl eklendiginde %67 olarak bulunmustur.

Mikrobiyal biyofilmlerin, klinik ortamdaki birgok direngli hasta
enfeksiyonunun, havadaki patojenlerin yayilmasinin ve endiistriyel ylizeylerin
kirlenmesinin merkezinde yer aldig1 kabul edilmektedir. Bu problemler direngli
biyofilm popiilasyonlarinin artmast ve alternatif yok etme ¢oziimlerinin
yetersizligi ile giderek daha da artmaktadir. Biyosiirfaktanlar, bu tiir biyofilmleri
etkili bir sekilde dagitabilmek veya bozmak igin kendiliginden anti-bakteriyel,
anti-fungal ve anti-viral 6zelliklere sahip olarak ortaya ¢ikan bir tedaviyi temsil
etmektedirler. Dolayisiyla, kendi baslarina veya diger antimikrobiyal tedavilere
yardimct maddeler olarak kullanilmasi, ileriki ¢alismalarda biyofilmlerle

miicadelede potansiyel olarak goriilmektedir.

Salmonella, katater gibi tibbi aletlerin yilizeylerinde biyofilm olusturarak
iriner sistem enfeksiyonlarina sebep olabilen enterik bir patojendir. Ayrica,
antibiyotik direncini arttirarak kroniklesmekte ve siddetli enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Ayrica, gida isleme sektoriinde kullanilan abiyotik yiizeylerde ¢apraz
kontaminasyona yol acarak gida kaynakli salginlara Onciilik etmektedir. Gida
endiistrisi ve saglik sektortindeki mikrobiyal biyofilmlerin etkisi yeni anti-
biyofilm ve anti-adhesiv girisimlerini gelistirme gereksinime neden olmustur.
Biyosiirfaktanlarin ~ gosterdigi  ozellikler gbéz Oniine alinarak gelecekteki
kullanimlarint ayni anda emiilsiyonlastiric, anti-adhesiv ve antimikrobiyal
aktiviteler sergileyen ve dolayisiyla birgok gida uygulamasi i¢in uygun olan ¢ok
amach bilesenler olarak kullanabilecegi diistiniilebilir. Bu ¢alismada, Salmonella
typhimurium biyofilmine kars1 Y. lipolytica’dan elde edilen biyosiirfaktanin anti-
adhesiv Ozellikleri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, bu biyosiirfaktanin,
hastaliklar ve enfeksiyonlardan sorumlu olan mikroorganizmalara karsi olan
uygulamalar i¢in gida ve tibbi alanda alternatif bir antimikrobiyal ve anti-adhesiv
madde olarak kullanilabilecegi ve bunun geleneksel yontemlere bir alternatif

olabilecegi diistintilmektedir.
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