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ONSOZz

Biyosurfaktanlarin endudstrinin  farkli kollarinda kullanilabilirliliginin  ortaya
¢lkmasi sonucu Uretim ile ilgili gahigmalar hiz kazanmigtir. Pseudomonas
aeruginosa suslarinin  Orettigi  glikolipid yapidaki biyostrfaktan olan
ramnolipidin basta petrol atiklarinin biyodegradasyonu olmak (zere birgok
alanda kullanilabilecegi bildirilmistir. Bu calismada da farkli noktalardan
alinan su ve toprak O6rneklerinden ramnolipid Gretebilen Pseudomonas
aeruginosa suslari izole edilmesi ve farkli besi ortamlari olusturarak

ramnolipid Gretimini arttirmaya yonelik ¢alismalar yapilmasi amaglandi.

Tez calismam boyunca bilgi ve tecribeleri ile yanimda olan
danisman hocam Prof. Dr. Sulhiye YILDIZ'a ve Anabilim Dal hocalarim
Sayin Prof.Dr. Ahmet AKIN ve Sayin Prof.Dr.Nurten ALTANLAR’a,
desteklerini her zaman hissettigim anne ve babama, bu yolculuga basladigim
glinden itibaren hep yanimda olan sevgili esim Ozcan KASKATEPE’ ye en

icten tesekklrlerimi sunarim.
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1.GIRIS

Mikroorganizmalar tarafindan (Gretilen biyosUrfaktanlar, disik toksisitesi,
biyolojik uygulamalara uyum géstermesi gibi avantajlari ile sentetik formlarina
kiyasla genis kullanim alani bulmuslardir.

Son yillarda biyosirfaktanlarin kullanilabildigi bircok alanda artan
hammadde teminini karsilamak amaciyla dretimi gelistirmeye yo6nelik
calismalar hiz kazanmigtir. Biyoteknoloji ve c¢evre teknolojilerindeki
gelismelere bagh olarak endustriyel atik maddelerden biyosirfaktan
dretimine olan ilgi artmigtir. LiteratUrlerde ¢ok farkli ham madde secenekleri
ile biyosurfaktan Uretimi rapor edilmigtir. Biyosurfaktanlarin bitkisel yaglar,
gida sanayi atiklari, &zellikle sut sanayisindeki atiklar cesitli zirai ve
endustriyel atiklardan Uretilebilecedi bildirilmektedir(Bodour ve ark, 2003).
Atik substratlan kullanarak maliyeti dustdrmek, mikroorganizma segimi,
maksimum Urin elde edilebilmesi icin uygun Kkdltir kosullarini igeren
biyoprosesleri gelistirmek biyostrfaktan tretimi icin énemlidir.

Bu calismada Turkiye'nin farkh bdlgelerinden alinan su ve toprak
orneklerinden Pseudomonas aeruginosa suslan izole edilerek, ramnolipid
biyosurfaktan Uretimlerinin belirlenmesi ve Uretimi arttirmaya yonelik besi

ortami gelistirme calismalari yapiimasi planlanmistir.

1.1. PSEUDOMONAS Cinsinin Genel Ozellikleri

Toprakta ve suda yaygin olarak bulunan Pseudomonas cinsi bakteriler diiz
veya hafif egri, ucglan yuvarlak, ileri derecede hareketli Gram negatif
basillerdir (Bilgehan,2000). Son elektron alicisinin oksijen oldugu zorunlu

aerob solunuma dayali bir metabolizmalari olmakla birlikte, bazi durumlarda



nitratin son elektron alicisi olarak kullanilmasina bagli, anaerob sartlarda
ureyebilirler (Blondel-Hill ve ark.2009).

Oksidaz, katalaz, sitrat ve L-arginin dehidrolaz pozitif, L-lizin
dekarboksilaz negatiftirler. Piyosiyanin (yesil) ve piyoverdin (sar1) pigmentleri
olusturabilirler. Bazi suslar rengi koyu kirmizi olan piyorubin ve siyah olan

piyomelanin pigmenti dretir (GCakar, 2009).

1.1.1.Pseudomonas aeruginosa

ilk kez 1882 yilinda Gessard tarafindan mavi irin etkeni olarak gosterilmistir.
1.5-3 pm uzunlugunda, 0.5-0.8 um eninde, sporsuz, kapsulstiz gomaklardir.
Kolay boyanirlar. Kdiltir besiyerlerinde 30 - 37 °C’ de, hafif alkali ortamda
kolayca Ureyerek dizgln, yuvarlak, floresans yesilimsi bir rengi ve tatl,
esans kokusuna benzer bir kokusu olan koloniler verirler (Akman ve
Gllmezoglu, 1980; Bilgehan, 2000). Pek c¢ok karbon kaynagini
kullanabilmesi P.aeruginosa ya kompleks besiyerinin yani sira basit
besiyerinde de Ureyebilme avantaji saglar. Distile suda dahi Ureyebilme
yetenegine sahiptirler. 42 °C’ de arka arkaya U¢ pasajda Ureyebilmesi
Pseudomonas fluorescens’ den ayirt edici 6zelligidir. Buyyonda ylzeyde zar
yapmak Uzere bol ve homojen bir Greme gdsterirler. Kokenlerinin gogu zarin
hemen altinda mavi-yesil ekstraselliler pigment olan ve vyalniz aerop
sartlarda meydana gelen, suda ve kloroformda eriyen piyosiyanin yapar.
Cogu susta ekstraselller polisakkarit olan alginat bulunur. Fazla miktarda
alginat sentezi, bakterinin mukoid koloni olusturmasina neden oldugu gibi,
biyofilm olusumunda da énem tasir (Brooks ve ark.,2004;Cakar,2009).

insanlarda énemli bir firsatgi patojen olan mikroorganizma, 6zellikle
yara ve yanik gibi bitinligl bozulmus olan vicut bdlgelerinde infeksiyon
etkenidir. Bitkilerde ve hayvanlarda da patojen olabilir. Fiziksel ve kimyasal

sartlara oldukca kolay uyum saglar. Ozellikle nemli ortamlarda kolay



Ureyebilir, insanlarda perine, aksilla ve kulaklarda kolaylikla kolonize olabilir.
(YUcesoy-Dede,2006). Hastanelerde 6zellikle suni solunum cihazlarinda, su
gibi ¢ok az besin igceren sivilarda, hatta hekzaklorofen gibi dezenfektan

sivilarda Ureyebilir (Akman ve Gulmezoglu, 1980).

1.1.1.1.Biyokimyasal Ozellikleri

Karbonhidrati fermente etmez ancak glikoz, fruktoz ve ksiloz gibi az sayida
bazi karbonhidratlari oksidasyon yolu ile pargalar. Katalaz pozitif, oksidaz
pozitif, indol, H2S, Voges-Proskauer ve metil kirmizisi deneyleri negatiftir.
Nitrattan gaz yapar. KCN’ ye direnclidir. Metilen mavisi ve prontosilin rengini
gidermesi ile fluorescens’ den ayrilir. Piyosiyanin diginda bazi suslar ayrica
piyorubin (koyu kirmizi) ve piyomelanin (kahverengi-siyah) pigmenti yaparlar
(Berkiten, 2005; Cakar,2009). Piyoverdin tim Pseudomonaslar tarafindan
olusturulurken piyosiyanin sadece Pseudomonas aeruginosa (Ps.
aeruginosa) turleri tarafindan olusturulabilir. Pyosiyanin pigmenti Gretimi ve 2-
aminoasetofenon’ dan dolay! kdltirde tath 0z0m benzeri kokusu Ps.

aeruginosa igin spesifik ayirma kriteri olarak kabul edilmektedir (Cakar,2009).

1.1.1.2. Pseudomonas aeruginosa’nin virulans faktorleri

Adezinler: Ps. aeruginosa da ylzeylere tutunmada rol alan pek ¢ok adezin
bulunmaktadir. Bakterinin u¢ kisimlarinda bulunan pili, hem konak dokulara
adezyondan sorumlu hem de abiyotik ylzeylerde biyofilm olusumunda rol
alan en 6nemli aderens faktéridar (Gakar,2009). Konak epitel hucrelerinin
ylzeyinde bulunan GM-1 gangliosid reseptérlerine tutunmayi saglar. Pilus
araciligiyla tutunma st solunum yolarinin kolonizasyonunda énemli rol oynar
(YUcesoy-Dede,2006). Bakteride bulunan polar flagella, hareket ve

adezyondan sorumlu olup c¢evreden ve hastaneden izole edilen suslarin



cogunda bulunurken, kistik fibrozisli hastalardan ve kronik infeksiyonu olan

hastalardan izole edilen suslarin cogunda bulunmamaktadir(Gakar,2009).

Bu adezinlere ek olarak hlcrelere baglanmada kullandigi diger
adezinler arasinda lipopolisakkarit, PA-IL (galaktoz baglayan lektin) ve PA-IIL
(fukoz ve mannoz baglayan lektin) gibi molekuller de sayilabilir (Cakar,2009).

Polisakkarit Kapsiil: Glikokaliks, ekzopolisakkarit ya da alginat olarak da
adlandirilan bu yapi p-1,4 glikozit baglari ile birbirine bagli mannuronik asit
ve glukronik asitten olusmakta ve alginatla sonlanmaktadir. Ozellikle mukoid
suglarda bulunmaktadir. Muisin salgilanmasi, bakterinin fagositozdan
korunmasi ve bakterinin biyofilm tabakasinin olugsmasi gibi islevleri vardir
(Erdem,1999; Yilcesoy-Dede,2006).

Endotoksin: Lipopolisakkarit yapisindaki endotoksin diger Gram (-)
bakterilerde oldugu gibi 6énemli bir hicre duvari antijenidir. Sepsis

sendromundan sorumludur (Erdem,1999; Cakar,2009).

Ekzotoksin A: Patojenik Ps. aeruginosa suslari tarafindan Uretilen en énemli
virulans faktérlerinden biridir. Okaryot hiicrelerde protein sentezi icin gerekli
bir faktér olan elongasyon faktdr (EF) -2’ yi inaktive ederek protein sentezini
durdurur. Ayrica yaniklarda dermatonekroz, okuler infeksiyonlarda kornea
hasari ve kronik solunum yolu infeksiyonlarinda doku hasarina neden
olmaktadir (Cakar,2009).

Ekzoenzim S ve T: Hucre digi toksinlerdir. Bu iki toksin, tip Ill sekresyon
sisteminde yer almaktadir. Bu sistem Okaryotik hucrelere bakteriyel
toksinlerin direkt enjeksiyonunu saglamaktadir. Protein sentezi lzerine etki
ederek hulcrenin iskelet sistemini bozmakta ve akut infeksiyon gegiren

hastalarda mortalitenin artmasina neden olmaktadir( Gakar, 2009).



Piyosiyanin: Ps. aeruginosa tarafindan Uretilen disik molekdl agirhgina
sahip olan piyosiyanin molekili 6nemli patojenite faktérlerinden biridir ve
aretimi, ¢evreyi algilama sisteminin kontroll altindadir. Bircok bakteri tiriine
karsi antibakteriyel 6zellik géstermektedir (Ulusoy,2007). Yapilan ¢aligsmalar
sonucunda piyosiyaninin hiicre solunumunu inhibe ettigi, siliyer fonksiyonlari
bozdugu, epidermis c¢ogdalmasini durdurdugu ve akcigerde oksidatif ve
nétrofil baglantili doku hasarina neden oldugu saptanmistir( Karatuna ve
ark,2008).

Elastaz ve Alkali proteaz: Klinik &6rneklerden izole edilen ¢odu Ps.
aeruginosa koOkeni hucre digl proteaz Uretmektedir. Bunlardan en iyi
aragtirilanlar elastaz ve alkali proteazdir. Her ikisi de deride, akcigerde ve
korneada nekroz yapar. Elastaz, elastin ve kollajen gibi 6karyotik proteinleri
parcalayan bir metalloproteazdir (Ulusoy,2007). Alkali proteaz fibrinoliz etkili
metalloproteazdir. Akut akciger hasarinda erken dénemde alveoller iginde
olugan yogun fibrinin alkali proteaz ile eritiimesinin infeksiyonun ilerlemesine

yol actigi gbsterilmigstir (Karatuna,2008).

Fosfolipaz C: Ps. aeruginosa’ nin isiya duyarl hemolizinidir. Solunum yollari
ve idrar yolari infeksiyonlarindaki yeri agik degildir. Ancak bu hemolizinin
dretimi ile hastalik arasinda iligki bulunmaktadir. Lipid ve lesitini hasara

ugratarak dokulara invazyonu kolaylagtirmaktadir (Erdem,1999; Cakar,2009).
Ramnolipid: Ps. aeruginosa’ nin 1siya direngli ve hemolitik etkisi olan
hemolizinidir. Onemli bir biyosiirfaktandir.

1.2.Surfaktanlar

“Surface active agent” kelimelerinin kisaltimasindan olusan ve "Ylizey aktif

ajan" olarak adlandirilan surfaktanlar, ylzeyler arasinda adsorbe olan ve

ylzey gerilimini diisiren maddelerdir. Su-petrol, hava-su, sivi-kati ylzeyi gibi



farkli ylzeyleri bir araya getiren 6zellik gostermekte ve ¢ok fazli sistemlerde
polar ve polar olmayan fazlar arasindaki ylzeyde ya da yUzeyler arasinda
etkin olmaktadirlar (Desai ve Banat 1997). Hidrofilik bir bas ve hidrofobik bir

kuyruk kismindan olusan amfifilik molekdllerdir (Georgiou ve ark. 1992).

Sdrfaktanlarin biyuk bir kisminin molekil agirliklari 100-1000 kDa
arasindadir. Ancak yiksek molekdl agirhkli ylzey aktif polimerler de
bulunmaktadir ve polimerik surfaktanlar olarak adlandiriimaktadir (Tadros ve
ark.,2004). Sirfaktanlar hidrofilik bas kisminin yUkine bagl olarak anyonik
(negatif yOkld), katyonik (pozitif yikl), noniyonik (yiksiz) ve amfoterik (hem
pozitif hem negatif yukli) olmak Uzere dort gruba ayrilmaktadir. (Georgiou ve
ark. 1992).

1.2.1.Anyonik surfaktanlar

Bas kisminda negatif yuk tasiyan surfaktanlardir. En yaygin olarak kullanilan
surfaktan grubudur (Banat ve ark.,2000). Alkil benzen sllfonat (deterjanlar),
yag asidi (sabunlar), lauril stlfat (képurtict ajanlar), dialkil stlfostksinat
(1slatici ajanlar) icermektedirler (Salager,1999). Sert suya hassasdirlar ve
sulu soliisyonlarda ¢okelti olusturma egilimleri vardir. Strfaktan piyasasinin
yaklasik %60’in1 anyonik slrfaktanlarin olusturdugu tahmin edilmektedir
(Wang,2011).

1.2.2.Katyonik surfaktanlar

Anyonik sdrfaktanlarin  tersine  hidrofilik bas kisminda pozitif ylk
tasimaktadirlar. Katyonik surfektanlar, metal, plastik ve fiber igceren birgcok
yluzey ve bakteri hicre duvari negatif yOkli oldugu icin, pozitif yOkli bas
kismin negatif yOkli bu ylzeylere ydénelmesini saglayan elektrostatik iligki

sayesinde bu ylzeylere kolaylikla adsorbe olabilirler. Sentez esnasinda



yuksek basin¢l hidrojenlenme tepkimeleri nedeniyle maliyetleri yUksek
oldugu icin anyonik sirfaktanlar kadar yaygin kullanimlari yoktur (Saleger,
1999; Wang,2011).

1.2.3.Noniyinik surfaktanlar

Hidrofilik bas kismi iyonlara ayrismamistir bu nedenle yikstzdur. En sik
kullanilan ikinci sdrfaktan grubudur. Noniyonik sdrfaktanlar diger tim
sUrfaktanlar ile uyumludur. Bu nedenle surfaktan sistemlerinde

kullanilabilmektedirler. Gok iyi seyrelticilerdir (Saleger,1999).

1.2.4. Amfoterik siirfaktanlar

Bas kisminda pozitif ve negatif yik tasiyan, dolayisiyla pozitif ve negatif
yUzeylere adsorbe olabilen sdrfaktanlardir. Diger surfaktanlarla uyumludur.
Genellikle cilde ve gdze zarari daha az oldugu icin cilt bakim Grlinlerinde bu

grup surfaktanlar kullaniimaktadir.

Amfifilik olmalarn nedeniyle slrfaktanlarin su-hava ara ylzeyine
baglanma ve kritik misel konsantrasyonu (KMK) olmak Gzere iki temel 6zelligi
bulunmaktadir (Prosser ve Franses,2001).

Sivilarda i¢ kisimlarda, molekiller komgu molekuller tarafindan ¢ekim
kuvvetlerinin etkisi altindadir. Oysa sivinin ylzeyinde bulunan bir molekdl
buhar fazindaki yogunluk sivi fazdan distk oldugundan sadece yuzeyin
altindaki molekdller tarafindan sivinin igerisine dogru gekilir ve sivinin yizu
gergin bir zar halini alir. Bir gazla bir sivinin ya da birbirleriyle karigmayan iki
sivinin temas yuUzeyleri bdyledir. Bu gerilim sivinin serbest ylzine ait ise
yuzey gerilimi; iki sivinin sinir ylzeyine ait ise ara ylzey gerilimi (ylUzeyler

arasi gerilim) adini alir. Baska bir ifade ile ylzey gerilimi, sivi ylzeyindebirim



uzunlugu gergin tutan kuvvettir (Balikesir Universitesi,2013) Bu 6zellik
sayesinde biyosurfaktanlar/strfaktanlar sivi molekdllerini bir arada tutan
kuvvetin azalmasina neden olur ve birbiri iginde karigmayan maddelerin

karismasini saglayarak ¢ozunurlUklerini arttirir.

Sarfaktan molekdlleri suda ¢6zinduiklerinde hidrofilik kismi ile suya,
hidrofobik kismi ile havaya olmak Uzere su/hava ylzeyine adsorbe olma
egilimindedir. Bu sekilde su icerisinde kendi kendilerine oto-organize olarak

yuzey gerilimini degistirirler (Zang,2011).

Ylzey aktif maddeler fonksiyonlarini yerine getirmek icin bulundugu
ortamlarda misel hiicreleri olustururlar (Mulligan ve ark,2001). Miseller yapi
ancak bir kritik misel konsantrasyonunun (KMK) Uzerinde molekil ve
iyonlarin bir araya gelmesiyle meydana gelir. Ayrica, sekil ve blyUklik
bakimindan degisebilen ve sirekli hareket halinde olan sistemlerdir
(Gdl,2012). Olusan misel hicreleri ile hidrokarbon moleklleri sarilmig olur ve

daha da kiguk molekillere bélanebilirler.

Sirfaktanlar, farkh ylzeyler arasinda birlestirici olarak ¢alisma
Ozelligine sahiptir. Miseller, mikroorganizmalarin organik Kkirlilige yani
hidrokarbon molekdllerine daha hizli ulagmalarini saglar (Uysal,2004)
Misellerin olustugu kritik misel konsantrasyonu, ytzey gerilimini en dusuk
degere dugurebilen minimum sdrfaktan konsantrasyonu olarak tanimlanir.
Surfaktan konsantrasyonuna bagh olarak ylUzey gerilimi azalir. (Desai ve
Banat, 1997; Mulligan ve ark.2001)

Fazlar arasindaki ara ylzey geriliminin azalmasi ve misel olusumu ile
hidrofobik bilesiklerin ¢ézlntrligu artarak bu bilesiklerin, mikroorganizmalar
tarafindan  alimi kolaylagsmaktadir ~ ve  sdrfaktanlarin  varliginda
hidrokarbonlarin ¢6zunarltginin artmasiyla biyolojik ayrisma
hizlanmaktadir. Sirfaktan molekullleri misellerde toplandiktan sonra kritik



misel konsantrasyonunun (zerinde ayrisma meydana gelmektedir
(Uysal,2004).

Hidrofilik bas kismi

—

CMC

Micelle

Hidrofobik kuyruk kismi

Sekil 1. Misel olusumu (Biotek,2012)

Ayrismis hidrofobik bilesikler miseller icinde tutulmaktadir. Bdylelikle
miseller organik Kirliligin pargalanma oranini arttirmig olur. Bu durum
cOzeltideki surfaktanin, bilesiklerin ayrismasini artirdigini  géstermektedir.
Sudaki hidrofobik bilesiklerin ¢dézUndrliginin artmasi surfaktanin dozuna ve

tirine bagl olarak degismektedir(Uysal, 2004).

Surfaktanlar kimyasal olarak ya da mikrobiyolojik olarak Uretilebilirler.
Mikroorganizmalar 6zellikle suda karigmayan substratlarda gelismeleri
boyunca bu bilesikleri ¢ogunlukla oksijenli ortam kosullarinda
sentezlemektedirler. Surfaktanlar dusuk ayrigabilirlikleri nedeniyle biyolojik
aritmaya karsi direnclidir ve sucul ortamda yasayan canlilar Gzerinde toksik
etkiye sahiptirler. Bu olumsuz &zelliklerinin aksine biyosirfaktanlar disik
toksisitesi, biyolojik olarak parcalanabilirliligi, ve ekolojik uygunlugu gibi
Ozellikleri nedeniyle kimyasal olarak seztezlenen sirfaktanlara alternatif

olarak giindeme gelmiglerdir (Banat ve ark., 2000; Ron ve Rosenberg, 2001).
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1.3. Biyosirfaktanlar

Bakteri, maya ve funguslar tarafindan hicre zarinda sentezlenen ve hicre
digina  salinan  sdrfaktanlar  biyosurfaktanlar  olarak  adlandirilir.
Biyosurfaktanlar karbonhidratlari, hidrokarbonlari, yaglari veya bunlarin
karisimini karbon kaynagi olarak kullanan mikroorganizmalar tarafindan
Uretilmektedir (Cooper ve Zajic,1980; Bognolo,1999;Uysal,2004).

Bir hidrofilik (aminoasitler, peptitler, anyonlar, katyonlar ve polisakkarit
birimleri) ve bir hidrofobik (doymus ya da doymamis yag asitleri) kisimdan
olusan amfifilik molekullerdir. (Desai ve Banat, 1997; Lang,2002)

Biyosurfaktanlar molekdl agirliklarina ve yapisal 6zelliklerine gore
farkli  sekillerde  siniflandirnimaktadir.  Molekidl — agirliklarina  gére
biyosurfaktanlar, distk molekdl agirhkli molekdller ve yuksek molekdl
agirlikl polimerler olmak Uzere ikiye ayrilmaktadirlar. Distk molekdl agirlikli
biyosurfaktanlar genelde glikolipid veya lipopeptid yapisindadirlar (Ron ve
Rosenberg,2001). Yuksek molekdl agirhkli biyosurfaktanlar ise amfipatik
polisakkaritler, proteinler, lipopolisakkaritler, lipoproteinler veya

biyopolimerlerin kompleks karigimlaridirlar (Banat ve ark,2000).

Yapisal Ozelliklerine gbore ise Dbiyosurfaktanlar  glikolipidler,
fosfolipidler/dogal yaglar/yag asitleri, lipopeptidler ve lipoproteinler, polimerik
biyosurfektanlar ve partikiler biyosirfektanlar olmak Uzere 5 gruba
ayriimaktadir (Hommel,1990;Georgiou ve ark, 1992;Lang and Wullbrandt,
1999;Ron ve Rosenberg,2001)



Cizelge 1. Mikrobiyal biyostrfaktanlar
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Biyosturfaktan tipi

Mikroorganizma

Glikolipidler Trehalolipid Rhodoccocus sp.
Sophorolipidler Torulopsis bombicola
Torulopsis apicola
Torulopsis petrophilum
Ramnolipidler Pseudomonas spp.
Bacillus subtilis
Candida tropicalis
Fosfolipidler Thiobacillus thiooxidans
Dogal yaglar Nocardia erythropolis
Yag asitleri Candida lepus
Lipopeptidler/ Gramisidin Bacillus brevis
Lipoproteinler Polimiksin Bacillus polymyxa
Sarfaktin Bacillus subtilis
Polimerik Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
biyosurfaktanlar Liposan Candida lipolytica

Mannoprotein

Saccharomyces cerevisiae

Partikdler
biyosurfaktanlar

Vezikil / fimbria

Arthrobacter calcoaceticus

1.3.1.Glikolipidler

Biyosiirfaktanlar arasinda en cgok bilinen gruptur. ik kez Bergstrom ve
arkadaglari tarafindan
(Bergstrém,1946).

Pseudomonas pyocyanea’ dan Uretilmiglerdir

Uzun zincirli alifatik asitler veya hidroksi alifatik asit

yapisindaki karbonhidratlardir (Desai ve Banat,1997). Glikolipid yapidaki

biyosurfaktanlar mono-, di-, tri ve tetrasakkarit bilesenleri, glukoz, mannoz,
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galaktoz, glukuronik asit ve ramnoz icermektedir. Mycobacterium,
Rhodococcus erythropolis (Ristau ve Wagner,1983) ve Arthrobacter sp.
tarafindan Uretilen trehalolipidler, Pseudomonas cinsine ait turler tarafindan
dretilen ramnolipidler (Jarvis and Johnson,1949) ve mayalar tarafindan
uretilen soforolipidler gibi distk polariteli biyostrfaktanlar bu grupta yer
almaktadir (Rodrigues ve ark.,2006;Muthusamy ve ark.,2008).

R. erythropolis ve Arthrobacter sp. tarlerinden elde edilen
trehalolipidlerin ylzey gerilimini 25mN/m ve 40 mN/m’ye, ylzeyler arasi
gerilimi ise 1 mN/m ve 5 mN/m’ye dusurdukleri bildirilmigtir (Rapp ve ark.
1979;Li ve ark.,1984; Desai ve Banat,1997).

Soforolipidlerin  6zellikle  Torulopsis  bambicola (Cooper ve
Paddock,1984), T.petrophilum (Cooper ve Paddock,1983) ve T.apicola
tarafindan Uretildigi ve yuzey gerilimini 72.8 mN/m’ den 30-40 mN/m’ye
digurdudkleri bildirilmistir.  Asidik ve laktonik olmak Gzere iki ana grup
icermektedirler. Asidik soforolipidler, yag asidi zincirinin terminal ya da sub-
terminal karbon atomuna soforoz bagl disakkarit ihtiva eden soforolipidlerdir.
Laktonikler ise, disakkarit biriminin 4. karbon atomuna yag asidinin
karboksilik asid kismi katilmis soforolipidlerdir (Cooper ve Paddock, 1984;
Nunez ve ark.,2001).

Cilde uyumlu olmalari nedeniyle kozmetik endistrisinde uygulama
alani bulan soforolipidler, 1slatici-nemlendirici olarak kisisel bakim Urinlerinde
ve makyaj Urtnlerinde kullaniimaktadir (Kural ve Girsoy,2011).

1.3.1.1.Ramnolipid

Yapisinda ramnoz sekeri ve [-hidroksidekanoik yag asitleri igceren
biyoslrfaktanlara ramnolipid adi verilmektedir. Ps. aeruginosa tirlerinin

ramnolipid Gretimi ilk kez Jarvis ve arkadaglari tarafindan bildirilmistir (Jarvis
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ve ark.,1949). Ramnolipidler hicre duvarinin yapisinda bulunduklarinda
hidrokarbonlu bilegiklerin periplazmik bélgeye penetrasyonunu kolaylastirma,
hicre digsina salindiklarinda ise hidrokarbonlu bilesikleri emulsifiye etme
Ozellikleri ile bilinen biyosurfaktanlardir (Kahyaoglu, 2008). Ramnolipidlerde
bulunan ramnoz gsekeri bilesige hidrofilik 6zellik, yag asitlerine eklenen
karbon molekdilleri hidrofobik 6zellik kazandirmaktadir (Mato-Sandoval ve
ark, 1999).

Ramnolipidler igerisinde, yapisinda bir tane bes karbonlu ramnoz
sekeri ve yag asidi tagsiyanlar monoramnolipid, iki tane ramnoz sekeri ve yag
asidi tasiyanlar di-ramnolipidler adini alir (Mata Sandoval,1999).

H™ o _cH,
C CH-(CH,),~CH,
o” - '
H’ 0\ /C-':{’ ?
P CH-(CH.),-CH, C=0
= e
o O HO o To
¢_|~,=o CH, O+~ CH-(CH,),-CH,
HO o CH, OH /)
CH, ©- CH-(CHL)CH,
HO o
OoH OH CH,
oH ©

(a) (b)

Sekil 2. Ramnolipidin yapisi @) monoramnolipid b) diramnolipid

Mono ve diramnolipidler farkli iki ramnosil transferaz enzimi tarafindan ve
ardigik iki ramnosil transferaz reaksiyonu sonucu katalizlenirler.
Monoramnolipidlerin sentezi ramnosil transferaz 1 (RhIB) tarafindan
katalizlenirken (Maier ve Soberon-Chavez,2000) 2000 yilinda Rahim ve
arkadaslarinin  yaptigi calisma ile RhIC’ nin diramnolipid sentezini
katalizledigi gosterilmistir (Rahim ve ark.2001).



Asetil-CoA

l

Malonil-CoA

l

Malonil-ACP

l B-ketoagil-sentetaz
B-Ketoacil-ACP
B-ketoagil-rediktaz
v
B-Hidroksiacil-ACP
RhIA (3-hidroksiagcil-transferaz)
v
HAA 3-(3-hidroksialkolonoik)alkolonoik asit
RhIB (Ramnosil transferaz 1)
v

RL1 (Monoramnolipid)

RhIC Ramnosil transferaz Il)

v

RL2 (Diramnolipid)

Sekil 3. Ramnolipid biyosentezi (Zhu ve Rock, 2008)
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Ramnolipidler ile ilgili ¢ok sayida cgalisma yapiimis olmasina ragmen
fonksiyonlar hala tartisma konusudur. YUzey gerilimini digtirme ve
emdulsiyon aktivitesi géstermesi neticesinde sirfaktan olarak kabul edilmis ve
yapilan caligsmalar daha cok c¢ézme yetenekleri ve 6zellikle hidrofobik
substratlar olan hidrokarbonlarin ayrimini saglamalari Gzerine yogunlasmigstir
(Zhang ve Miller,1995; Saberon Chavez,2005). Ramnolipidler, suyun ylizey
gerilimini 72 mN/m’ den 30 mN/m degerlerine, su/yag sistemlerinde ise
yuzeyler arasi gerilimi 43 mN/m’ den 1 mN/m degerlerine kadar
dusUrebilmektedirler (Jarvis ve ark.1949). Ayrica hidrokarbonlari emdulsifiye
etme 6zelligine sahip olup emdulsiyonlar icin de stabilizan &zellik gdsterirler
(Kural ve Gursoy 2011).

Ps. aeruginosa tarafindan Uretilen ramnolipid kirletiimis topraklarda
hidrofobik bilesiklerin ortadan kaldiriimasinda kullanilan bir biyostrfaktandir
(Van Dyke ve ark.,1993). Ramnolipidin yutzey geriliminin dasik (30-32
mN/m), emulsiyon aktivitesinin yiksek (10.4-15.5 U/ml filtrat), kritik misel
konsantrasyonunun disuk (5-65 mg/l) ve hidrofobik molekdllere afinitesinin
yuksek olmasi Kkirletiimis topraklarda Kkirleticilerin ortadan kaldirilmasinda

énemli kriterler olarak kabul edilmektedir (Mata Sandoval,1999).

Ylzey aktif ajan olan ramnolipiderin bir diger roli bazi
mikroorganizmalara karsi toksisitesidir. Daha ¢ok Gram pozitif olmak Uzere
birkac Gram negatif bakteriye karsi da antibakteriyel aktivite gdstermektedir.
Bunun disinda antiviral, antifungusidal, mikoplasmasidal, zoosporisidal
aktiviteleride yapilan ¢alismalar da rapor edilmistir (Saberon Chavez,2005).

1.3.2.Fosfolipidler, dogal yaglar ve yag asitleri

Bazi mantarlar ve bakteriler yag asitlerini ve fosfolipidleri gelisimleri
esnasinda mikrobiyal oksidasyon sonucu alkanlardan tretmektedir (Crigliano

ve Carman,1985). Fosfolipidler Candida sp., Corynebacterium sp.,
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Micrococcus sp., Thiobacillus sp. gibi bircok bakteri ve maya tarafindan
Uretilen biyosarfaktanlardir. (Desai ve Banat,1997). Yag asitleri gida
endustrisinde sikga kullanilirken, fosfolipidler gen tasiyici sistemlerde tasiyici

materyalle hibridizasyon olusturmada kullanilirlar (Kural ve Girsoy,2011).

1.3.3.Lipopeptidler ve lipoproteinler

Degisik tardeki mikroorganizmalar tarafindan ¢ok sayida siklik yapida
lipopeptid Uretilmektedir. Lipopeptidler antibiyotik, antiviral-antitimor ajanlar,
immunomodulator, spesifik toksin ya da enzim inhibitdri olarak rol
oynayabilmektedir (Rodrigues ve ark.,2006). Dekapeptid antibiyotiklerini
(gramisidin) ve lipopeptid antibiyotiklerini (polimiksin) iceren ¢ok sayida siklik
lipopeptid yapidaki biyosUrfaktanlarin blyidk codunlugu Bacillus brevis ve

Bacillus polymyxa tarleri tarafindan dretilmektedir (Desai ve Banat,1997).

Bacillus subtilis tarafindan Uretilen siklik lipopeptid sirfaktin ¢cok gucla
bir biyosurfaktandir ve %0.005 gibi disik bir konsantrasyonda bile suyun
yluzey gerilimini 72 mN/m’den 27.9 mN/m’ye kadar dusurebilmektedir
(Arma,1968 (Desai ve Banat 1997’ den)

1.3.4. Polimerik biyostrfaktanlar

Polimerik  surfaktanlardan en iyi bilinenleri emulsan, liposan ve
mannoproteindir (Gautam ve Tyagi,2006). Acinetobacter calcoaceticus
tarafindan Uretilen bir biyosurfaktan olan emilsan 9%0.001 ve % 0.01’lik
konsantrasyonlarda bile etkili bir emUlsifiye edici ajandir. GUniimUzde bilinen
en guclu stabilizanlardan biridir. YUzey gerilimini digslirmede ¢ok iyi degildirler
ancak guclid  etkilerinden  dolayr  biyoemdulsifiye  ediciler  olarak

tanimlanmaktadirlar.
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Candida lipolytica tarafindan Uretilen liposan ise %83 karbonhidrat (glukoz,
galaktoz, galaktozamin, galakturonik asit) ve %17 proteinden olugmaktadir
(Cirigliano ve Carman, 1985). Saccharomyces cerevisiae tarafindan Uretilen
polimerik yapidaki mannoprotein cesitli organik c¢oézicllerde ylzey aktif

6zellik gésteren bir biyosurfaktandir (Cameron ve ark.,1988).

1.3.5. Partikiiler Biyosurfaktanlar

Ekstraseliler kesecikler hidrokarbonlari mikroemulsiyon forma déndstirerek,
bunlarin mikroorganizmalar tarafindan hicre igine alinmasinda, énemli rol
oynar. Acinetobacter cinsine ait turlerde vezikliller 20-50 nm caplarinda
protein, fosfolipid ve lipopolisakkaritten olugsmaktadir. Bu tir vezikiller ayni
mikroorganizmanin dis membranina kiyasla 5 kat fazla fosfolipid, 350 kat

fazla polisakkarit icermektedir (Kural ve Glrsoy,2011).

1.4.Biyosiurfaktanlarin Fonksiyonu ve Kullanim Alanlari

Biyosurfaktanlar, molekiler karakteristikleri dogrultusunda farkli uygulama
alanlarina sahip mikrobiyal bilesiklerdir. Farkli mikroorganizmalar tarafindan
sentezlendiklerinden ¢ok farkli kimyasal yapi ve ylzey Ozelliklerine
sahiptirler. Bu nedenle, bu molekdllerin dogal rolleri hakkinda genelleme

yapmak oldukca guctdr.

Biyosurfaktanlar kati, sivi ve gaz molekulleri arasindaki yuzey ve
yuzeyler arasi gerilimi azaltabilen kuvvetli ylOzey aktif ajanlardir.
Biyosurfaktanlarin  ylzey gerilimini azaltabilme yetenedi KMK ile
aciklanmaktadir. Biyosurfaktanlarin sentetik surfaktanlara oranla 10-40 kat
daha distk KMK’ ya sahip oldugu, dolayisiyla ¢6zinmeyen fazda solisyonu

dagitmak icin daha disik konsontrasyonlara ihtiya¢g duyuldugu ve bu
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nedenle daha etkin oldugu bildiriimektedir (Lang ve Philp, 1998, Van Hamme
ve ark.,2006) Ayrica;

e Duislk toksisitesi

¢ Biyolojik olarak parcalanabilirligi

e Etkinligi

e Ekolojik uygunlugu

e Ucuz substratlardan elde edilmesi ve

¢ Biyolojik uygulamalara uyum géstermesi

gibi  Ozellikleri kimyasal olarak sentezlenen sirfaktanlarin  yerine
biyoslrfaktanlarin  bircok  endustriyel alanda kullanimlarina  olanak
saglamistir. (Kosaric, 1992; Zang ve Miller,1992;Banat ve ark., 2000; Ron ve
Rosenberg, 2001) Bunlara ek olarak yiksek sicakliga, pH degisikligine ve
tuzluluga daha dayanikli olmalari biyosurfaktanlarin ticari kullanimini daha
uygun hale getirmektedir (Cameotra ve Makkar,2004; Rodridues,2006)

Biyosurfaktanlar; hidrokarbonlarin, agir metallerin ve pestisitlerin
mikrobiyal pargalanmalari konularinda gevre, petrol ve ziraat endistrisinde,
hem de stabilizan, islatici, ve katki maddesi olarak gida ve kozmetikte
uygulama alani bulmuslardir (Ron ve Rosenberg, 2001; Cameotra ve Makkar
2004; Kural ve Girsoy,2011; Gharaei-Fathabad,2011;Gautam ve
Tyagi,2006). Ayrica antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antiadhesiv etkiye
sahiptirler (Ron ve Rosenberg,2001; Cameotra ve Makkar, 2004;
Kural,2011).

Tum bu olumlu Ozelliklerine karsin yuksek dretim maliyeti

biyosUrfaktanlarin strfaktanlar kadar yaygin kullanimina engel olmaktadir.
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1.4.1.Biyosurfaktanlarin Cevresel Kullanimi

Dogada kompleks molekulllerin pargalanmasi, biyolojik pargcalanma/
biyodegradasyon olarak kendiliginden devam ederken, ortam sartlarinda
insan eliyle yapilan degisikliklerle hizlandirilabilmekte ve biyoremediasyon
(biyolojik iyilestirme)  calismalari  olarak  kargsimiza  c¢cikmaktadir.
Biyoremediasyon, mikroorganizmalar kullanilarak kontamine olmus toprak ya
da diger ortamlardan kimyasal sivilarin ve zehirli atiklarin aritiimasi, zararli
maddelerin toksik olmayan bilesiklere dénUsturilmesi surecidir (Ceyhan ve
Esmersoy,2012).

Biyosurfaktan uygulamalarinin en 6nemli kullanim potansiyeli,
petrolin mikrobiyal kazanimi ve biyoremediasyon Gzerinedir (Mulligan,2005;
Wang ve ark.,2007). Geri kazanimda yUzeyler arasi gerilimin disUrilmesi
amaci ile depolara inokule edilen mikroorganizma biyosurfaktan dretmesi igin
indiklenmektedir (Desai ve Banat,1997). Biyosurfaktanlarin hidrokarbon-su
karigimlarini emdulsifiye etme yetenedi hidrokarbonlarin degredasyonunu
arttirmaktadir (Banat ve ark.,2000). Bu emdlsifikasyon o6zellikleri ile petrol

hatti ve tasimacilik alanlarinda da kullaniimaktadir.

Petrol endustrisinin ve petrol pazarinin geniglemesiyle, patlama
sonucu petrol sacgilmasi, depo tanklarindan veya bosaltim esnasinda
tankerlerden sizma, petrol tasiyan deniz aracglarinin kaza yapmasi gibi
nedenlerle ortaya c¢ikan petrol kirliligi ginimizde en énemli ¢evre Kirliligi
etkenlerinden biridir. 1989’ da meydana gelen Exxon Valdez Petrol sizintisi
ABD tarihinin en dénemli tanker facialarindan biri olarak kabul edilmektedir.
Tanker, Alaska Bligh Reef’ de karaya oturmus, geminin gévdesinde acilan
delikten 11 milyon galondan fazla ham petrol denize dékulmas ve kirlilik 2250
km’lik bir sahil seridine yayilmistir (Harvey ve ark.,1990). Sorunu ¢6zmek igin
ugrasan bilim adamlari, bélgenin ekolojik dengesini yerine getirmek igin yine

dogadan faydalanmayi disinmdasler ve yapilan calismalar sonucu kontamine
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alanda 10.000 in Gzerinde petrol parcalayan bakteri tiri bulmuslardir. Bu
tirler arasinda Pseudomonas tirleri de bulunmaktadir (Ceyhan ve
Esmersoy,2012). Kazada denize vyayillan petrolin temizlenmesinde
biyosurfaktanlar kullanilmigtir (Harvey ve ark,1990).

Banat ve arkadaslari (2000) yaptiklari calismada iki ton biyosurfaktan
iceren hiicre kiltiriini 850 m® petrol tankini temizlemek igin kullanmislar ve
yaklasik olarak % 91 (tankin 744 m® ‘lik alani) oraninda verim elde ederek
petrolin yeniden satilabilir halde geri kazanildigini bildirmislerdir. Sonug
olarak  biyosurfaktanlarin  petrol depolayan tanklarin  temizliginde
kullanilabildigini ve emdulsifiye ettii c¢amurdan hidrokarbonlarin geri
kazanilabilecegini belirtmiglerdir. Bazi teknoloji firmalari petrol geri kazanim

uygulamalari igin biyosurfaktanlari ticarilestirmektedirler.

Biyosurfaktanlar  arasinda  Ozellikle  ramnolipidin  hidrokarbon
degradasyonu ile en iyi iligkilendirilen biyosurfaktan oldugu, kontamine olmus
bdlgelerde kirlenmeyi azaltan maddelere, terminal elektron tutuculara veya
besin ve diger temizleyici maddelere ilave edilerek Kkirletici maddelerin
pargalanmasini arttiran ve gevrenin kendi kendini yenilemesini saglayan
bilesikler oldugu bildirilmistir (Zhang ve Miller,1995). Noordman ve Janssen’
in yaptiklari galismada ramnolipid ilavesinin uzun zincirli alkanlerin
biyodegredasyonunu stimule ettigi belirtiimistir (Noordman ve Janssen,2002).
Ayrica kirli topraklardaki Cd, Pb, Zn gibi agir metallerin uzaklastiriimasinda
etkili oldugu belirtilmigtir (Ron ve Rosenberg, 2001; Gautam ve Tyagi, 2006).
Biyosurfaktanlarla agir metal giderimi konusundaki gevresel ¢alismalar heniiz
sinirlidir ancak son yillarda buyuk ilgi gérmektedir.

1.4.2. Biyosturfaktanlarin Saglik Alaninda Kullanimi

Biyosurfaktanlarin sentetik ilaclara ve antimikrobiyal ajanlara alternatif oldugu

ve bdylece etkili ve givenli terapdtik ajan olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.
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(Cameotra ve Makkar,2004;Singh ve Cameotra 2004). Ps. aeruginosa
tarafindan Uretilen ramnolipid, Bacillus subtilis in Grettigi lipopeptidler ve
Candida antarctica nin Urettigi mannosileritritol lipidlerin antimikrobiyal
aktivitesinin oldugu cesitli calismalarla gdésterilmistir. (Abolos ve ark.,2001;
Kitomoto ve ark. 2002; Benincasa ve ark.,2004). Biyosurfaktanlarin hicre
membranlarinin  bitinligu Uzerine etki ederek antimikrobiyal aktivite
gOsterdigi kabul edilmektedir (Cameotra ve Makkar, 2004). Ancak her
biyosurfaktanin membran Uzerine etkisi farklidir. Bir lipopeptid olan surfaktin
hiucre membran fosfolipidlerine etki etmek suretiyle membran gegirgenligini
arttirarak etki etmektedir (Carrillo ve ark.,2003). Benzer mekanizma ile
ramnolipidler de hiicre membraninin lipid kismina etki etmektedirler (Sotirova
ve ark.,2008).

Bacillus subtilis turleri tarafindan sentezlenen lipopeptid yapisinda
iturin A maya hucrelerinde intramembrandz taneciklerin kimelenmesi ve
kigUk keseciklerin olugsumuyla plasma membraninin bozulmasina neden
olmaktadir. Ayrica lipid membraninin elektiriksel iletkenligini arttirmaktadir
(Singh ve Cameotra 2004; Rodrigues ve ark.,2006). iturin A mantar
infeksiyonlarinda  etkili bir antifungal olarak Onerilmekte, iturin benzeri
biyosurfaktanlarin alternatif antifungaller olarak kullanilabilme potansiyeline

sahip oldugu bildirilmektedir (Tanaka ve ark.,1997).

Antimikrobiyal 6zelligi iyi bilinen bir diger grup lipopeptid ise Bacillus
subtilis tarafindan sentezlenen (Cooper ve ark.1981) siklik yapidaki
surfaktinlerdir.  Glutamik asit, 16sin, aspartik asit ve valin aminoasitleri
icermektedirler. Yapilarinda bulunan bu aminoasitlerin farkliigina gére A,B,C
olarak siniflandirimaktadirlar.

Surfaktinler antifungal, antiviral ve antibakteriyel 6zelliklerine ek olarak
pihti olusumunu engelleme, siklik adenosin monofosfat inhibisyonu ve iyon
kanal olusumu gibi ¢ok sayida biyolojik aktiviteye sahiptirler (Tanaka ve
ark.,1997; Abalos ve ark.,2001). Ayni  zamanda antitimoéral etki
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gbstermektedirler. Surfaktinlerin bu farmakolojik ézellikleri, molekdliin hedef
membran ile etkileserek membranin cift tabaka 6zelliklerinde degisikliklere
sebep olmasi ile aciklanmaktadir. (Rodrigues ve ark., 2006; Konar, 2006;
Banat ve ark.,2010) Sdirfaktin ve analoglarinin 6zellikle herpes virus ve
retroviruslar gibi zarfl viruslara karsi daha etkin oldugu ve bu inhibitér etkinin
virus zarfi ve surfaktan arasindaki fizikokimyasal iliskiden kaynaklandigi
belirtiimektedir (Vollenbroich ve ark.,1997).

Benincasa ve arkadaslarinin calismasinda (2004) P.aeruginosa
tarafindan sentezlenen ramnolipidin Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Proteus vulgaris ve Streptococcus faecalis bakterilerine kargi antibakteriyel
etkisinin oldugu, ayrica herpes simplex virus tip 1 ve tip 2’ ye karsi antiviral
etkisinin bulundugu belirtiimistir (Remichkova ve ark.,2008). Yine Haba ve
arkadaslari (2003) P.aeruginosa 47T2 susu ile yaptiklari ¢alismada elde
ettikleri ramnolipidin ~ Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis ve Bacillus subtilis e karsi etkilerini incelemisler ve MiK
degerlerini sirasiyla (4 pg/mL, 8 ug/ mL, 0.5 pg/mL , 32 pg/mL, 32 pg/mL ve
16 pg/mL olarak bildirmiglerdir.

Biyosurfaktanlarin ~ bir  diger  06zelligi  patojenlerin  biyofilm
olusturmasinda anti-adhesiv 6zellige sahip olmalaridir. Bu &zellikleri ile
biyomedikal uygulamalarda, Uretral kateterlerde ve protezlerde bakteri
kolonizasyonunu 6nleyebilecegi bildirilmistir (Rodrigues ve ark., 2006).
Rivardo ve arkadaslarinin (2009) yaptigi calismada Bacillus subtilis V9T14
ve Bacillus licheniformis  V19T21  suslarinin  Urettigi  lipopeptid
biyosurfaktanlarin patojenik bakterilerin biyofilm adezyonunu inhibe ettigi
gOsterilmistir.

Hirvatistan calisma grubu tarafindan yapilan calismalarda Ps.
aeruginosa tarafindan dretilen ramnolipidin sedef hastaliginin tedavisinde

o6nemli etkilerinin oldugu ortaya cikariimigtir. Yapilan ¢alismada ramnolipid
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kullanilarak hazirlanan topikal preparat sedef hastalarina uygulanmis ve yedi

yil sonra belirtilerin kayboldugu g6zlenmistir (Piljac ve Piljac,1995).

1.4.3. Biyosurfaktanlarin Gida Endustrisinde Kullanimi

Biyosurfaktanlar gida enduastrisinde genellikle emdllsifiye edici olarak
kullaniimaktadir (Zhang ve ark.,2005). Ayrica yagd damlalarinin bir araya
toplanmasini saglamak, havalandirmali sistemleri stabilize etmek, nisasta
iceren Urdnlerin raf 6mranu artirmak, bugday ve hamurun akicilik ézelliklerini
degistirmek, yag bazh Grtnlerin tutarlihk ve dokusunu gelistirmek, ekmek ve
dondurma formulasyonlarinda kivami ayarlamak, bayatlamayi geciktirmek ve
ilave edilen yaglar dengelemek icin de kullaniimaktadirlar (Zang ve
arkadaslari,2005;Nitschke ve Costa, 2007).

1.4.4. Biyosurfaktanlarin Kozmetik Alaninda Kullanimi

Biyosurfaktanlar nemlendirici ve cilde uygunluk o&zellikleri ile cilt bakim
artnlerinde kullaniimaktadir. Japonya’ da Iwata sirketi ramnolipidleri kozmetik
artnlerinde katki maddesi olarak kullanmaktadir. Kozmetik endustrisinde
lipozom ve emdlsiyon yapiminda ramnolipidlerin kullanimiyla ilgili patentler
alinmigtir (Cameotra ve Makkar, 1998; Banat ve ark., 2000).

1.4.5. Biyosurfaktanlarin Diger Kullanim Alanlari

Biyosurfaktanlar, kagit, tekstil ve seramik endistrisinde de kullanim alani
bulmuslardir. Macrocystis pyrifera dan elde edilen heteropolisakkaritlerin
seramik endustrisinde dagitici olarak kullanilabilecegdi bildiriimistir(Banat ve
ark.2000).
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1.5.Biyosiurfaktanlarin Sentezi

Biyosurfaktanlar kimyasal olarak sentezlenen turleri kargisinda birgok
avantaja sahiptir ve bu durum son yillarda biyosirfaktanlara olan ilginin
artmasina neden olmustur. Ancak ylUksek dretim maliyeti ve dusiuk verimi
nedeniyle sirfaktanlarla rekabet edememektedir. Bu nedenle yapilan
calismalarda amag biyosurfaktan dretim maliyetini disUrmektir. Sentezleyen
mikroorganizma sec¢imi ve kullanilan hammadde maliyeti Gretim ekonomisini

etkiyen dnemli faktérlerdendir. Kosaric ve arkadaglari maliyeti distrmek igin;

e En ylUksek Gruni veren mikroorganizmalarin segilmesi,

e Uretim yolunun kisa ve diisiik maliyetli olmasi

e Mikroorganizmalarin gelismesinde kullanilan besi ortaminin disitk
maliyette olmasi,

e Uriinlerin kolay ve tekrar kullanilabilir olmasi gerektigini belirtmislerdir.
(Kosaric ve ark.,1984)

Ucuz ham madde secenegdi, kapsamh ekonomik islemlerde oldukga
6nemlidir. Ham madde miktari ve cinsi Gretim maliyetini blyuk o&lgtide
etkilemektedir. Ham maddelerin biyoteknolojik proseslerde %10-30 oraninda
toplam Gretim maliyetinden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir ( Mukherjee
ve ark., 2006). Biyosurfaktanlarin kompozisyonunu belirleyen parametreler
arasinda sentezleyen mikroorganizma kadar Kkadltdr sartlarn da 6nem
tasimaktadir. Uretilen biyosirfaktanin kalitesi ve miktari, besi ortaminda
kullanilan karbon kaynagi, nitrojen kaynagi, besiyerinde kullanilan iyonlarin
miktari ve pH, sicaklik, dilisyon orani gibi kdltir sartlari biyosurfaktan
sentezini etkiyen parametreler olarak belirtiimektedir (Guerra-Santos ve
ark.,1984).
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1.5.1. Biyosturfaktan Sentezini Etkileyen Faktorler

1.5.1.1.Karbon kaynaklari

Bircok mikroorganizma farkli karbon kaynaklarinda biyosurfaktan
sentezlemektedir. Biyosurfaktan Uretiminin, kullanilan karbon kaynagina ve
besi ortamina gére degistigini belirten ¢calismalar vardir (Robert ve ark.,1989;
Comeotra ve Makkar,1998;Bodour ve ark.,2003;Soberon-Chavez ve
ark.2005).

Biyosurfaktan Uretiminde kullanilan karbon kaynaklari genellikle
karbonhidratlar, hidrokarbonlar ve bitkisel yaglar olmak Gzere U¢ kategoriye
ayriimaktadir (Salihu ve ark.2009). Ham petrol, glikoz, stikroz ve gliserolun
biyosurfekan Uretiminde kullanilabilecek ve iyi Uretim saglayan kaynaklar
oldugu belirtiimektedir (Desai ve Banat,1997;Silva ve ark.,2010). Ramnolipid
dretiminde Onerilenler ise gliserol, glikoz, mannitol ve etanol gibi genellikle

suda ¢6zunen karbon kaynaklarndir.

1.5.1.2.Nitrojen kaynaklari

Uretimde kullanilacak olan nitrojen kaynaginin biyosirfaktan sentezinin
dizenlenmesinde 6nemli bir anahtar oldugu belirtiimektedir (Araji ve
ark.,2007). Yapilan caligmalarda ramnolipid dretimi igin en iyi nitrojen
kaynaginin nitrat oldugu belirtilmistir (Haba ve ark,2000; Santa-Anna ve
ark,2002) Guerra-Santos ve ark.lan (1984) yaptiklari calismalarinda sinirli
nitrojen ortaminda ramnolipid Uretiminin arttigini bildirmislerdir. Biyosurfaktan
Uretiminde artis icin ylksek karbon nitrojen oranina (C/N) ihtiya¢c duyuldugu
bildirilmektedir (Lang ve Wullbrandt 1999).



26

1.5.1.3.Kiltar Sartlari

Sicaklik, pH, oksijen durumu, ¢alkalama hizi, inkiibasyon siresi gibi faktorler

hiicresel blyUimeyi etkileyerek biyoslrfaktan tretimine etki ederler.

pH: Yapilan ¢alismalar tercih edilen bakteri tiriine gére uygun pH araliginin
degistigini gostermektedir. Cooper ve Goldenberg (1987) calismalarinda
Bacillus sp. i¢cin uygun pH araligini 6.5-7 olarak belirlerken, Guerra Santos
ve ark.lan (1984) Pseudomonas sp. igin optimum pH araligini 6-6,5 olarak
belirlemis ve pH 7 nin 0Ozerinde ramnolipid dretiminin azaldigini

gOstermiglerdir.

Sicakhk: Biyosirfaktan sentezleyen mikroorganizma tiriine gére etkili
sicaklik degerleri degismektedir. Termofilik Bacillus tirleri 40 °C’ de
biyosurfaktan Uretirken, Wei ve arkadaslari (2005) yaptiklan c¢alismada
P.aeruginosa icin optimum sicakhgin 30-37°C oldugunu bildirmislerdir.
Sahoo ve arkadaslarinin (2011) yine P.aeruginosa ile yaptidi ¢calismada ise
optimum sicakhk 30-35°C olarak tespit edilmigtir. Biyoslrfaktan Gretiminde
laboratuvarlarda erlenlerle yapilan ¢alismalarda tercih edilen sicaklik araligi
genellikle 30-37 °C dir (Santa-Anna ve ark.2002; Raza ve ark.,2007; Chen ve
ark.,2007; Onbasil ve Aslim;2011;Suganya,2013).

Calkalama hizi: Biyosurfaktan Uretiminde inkUbasyon slresince
oksijenlenmenin iyi saglanabilmesi igin uygulanan calkalama hizi ve sekKli
6nemlidir. ~ Pimienta ve arkadaslar (1997) yaptidi calismada orbital
calkalamanin lateral ¢alkalamaya gére daha etkili oldugunu bildirmiglerdir.
Erlenlerde yapilan galismalarda ¢alkalama hizlari 120 rpm-220 rpm arasinda
degismektedir. Wei ve arkadaslari (2005) petrokimyasal atik sularindan izole
edilen P.aeruginosa suslari ile yaptiklari ¢alismada 50 ile 250 rpm arasini

test etmisler ve 200 rpm’ in daha iyi sonug verdigini gézlemlemislerdir.
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inkilbbasyon periyodu: Yapilan calismalarda flasklerde uygulanan
inklbasyon slresi 3 - 12 gln arasinda degismektedir (Santa-Anna ve
ark.,2002; Wei,2005; Zhang ve ark.2005; Sahoo ve ark., 2011). Ramnolipid
eldesi igin uygun inkiibasyon siresinin 72 saat oldugunu bildiren ¢alismalarin
yani sira yuksek ramnolipid sentezine Uretimin 120. saatlerde rastlandigini
bildiren arastirmalar da vardir (Gunther ve ark,2005; Pereira ve ark.,2010).

1.6.Calismanin Amaci

Ramnolipidlerin endUstrinin farkh kollarinda kullanilabilirliginin ortaya ¢ikmasi
ile son yillarda yapilan ¢aligmalar ramnolipid Uretimi Gzerine yogunlagmistir.
Yapilan g¢alismalar g6stermektedir ki izole edilen susglarin Urettigi ramnolipid
miktarlari izole edilen bdlgelere gbre degismektedir. Ayrica farkli karbon
kaynaklarinda ve kosullarda elde edilen ramnolipid miktarlari da birbirinden
farklidir.

Ulkemizde yapilan calismalarda Sidal ve arkadaslari (2001) zeytinyag:
fabrikasi atigi ile kontamine olmus alandan izole edilen Pseudomonas tirleri
ile calismiglar ve zeytinyagi fabrikasi atik suyu olan siyah likbri besiyeri
olarak kullanmiglardir. Yilmaz ve arkadagslari (2008) ise sUt fabrikasi atik
suyundan izole edilen Yarrowia lipolytica, Micrococcus luteus ve Burkholderia
cepacia icin peynir alti suyunu temel besiyeri olarak kullanarak ramnolipid
dretimini arastirmiglardir. Ayni sekilde Kahyaoglu ve Konar (2008) da peynir
altt suyunda Ps. aeruginosa DSM 50071 standart susunun ramnolipid
dretimini aragtirmiglardir. Onbasili ve Aslim (2011) seker pancari melasini
besi ortami olarak kullanirken Yalcin ve arkadaslari (2008) rafineri atik sulari
ile kontamine olmus alandan izole ettikleri Pseudomonas turlerinin ramnolipid

dretimlerini Mineral Salt Medium (MSM) besiyeri kullanarak incelemiglerdir.
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Tam dinyada yapilan calismalarda da yine petrokimyasal atik sulari,
sut fabrikasi atiklari, soya yagi atiklari, rafineri atik sularindan izole edilen
suslarda ramnolipid dretimi gdésterilmistir. Ayrica yapilan caligsmalarda soya
fasulyesi yagi, seker kamisi kispesi, seker pancari, misir kepeg@i ve benzeri
maddelerin besi ortamina ilavesi ile farkh miktarlarda ramnolipid Gretildigini
gbsteren calismalar yapilmigtir  (Trummler ve ark.2003; Dubey ve
Juwarkar,2004; Thanomsub ve ark., 2007; Wei ve ark.,2005; Comilios-Neto
ve ark.,2010; Nitschke ve ark., 2004; ). Tum bu calismalarla ramnolipid
dretimi ile ilgili veriler elde edilse de halen ylUksek oranda ve daha ekonomik
ramnolipid Uretimi saglamaya yodnelik c¢alismalar yapilmasi gerektigi
vurgulanmaktadir (Cameotra ve Makkar, 2004).

Bu noktadan hareketle calismamizda yapilan diger calismalardan farkh
olarak, cok sayida noktadan ve farkli kaynaklardan numune alarak ramnolipid
aretimi iyi olan P.aeruginosa suslari elde etmeyi ve bu suslar (zerinde
ramnolipid dretimini arttirmaya yodnelik besi ortami gelistirme caligmalari

yapmayi amagcladik.
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Galismada kullanilmak Gzere P.aeruginosa kokenleri Turkiye'nin farkl

noktalarindan alinan su ve toprak 6rneklerinden izole edilmistir. Yirmialti

noktadan érnek alinmistir. P.aeruginosa suslari yagl ortamlarda daha ¢ok

ramnolipid Urettigi icin 6érnek alinacak noktalar belirlenirken 6zellikle fabrika

atiklari ile kontamine olmus, yagli alanlar tercih edilerek ramnolipid Gretimi iyi

olan suslarin elde edilmesi amagclanmistir. Orneklerin alindigi bélgeler ve

kaynaklari Cizelge 2’ de verilmistir.

Cizelge 2. Ps. aeruginosa suslarinin érnek alindigi bélgeler ve kaynaklari

No Ornek | Bolge Kaynak
1 D1 Diyarbakir, petrol kuyusu cevresi Toprak
2 Al Adiyaman, petrol kuyusu cevresi Toprak
3 H1 Hatay, zeytin yagi isletmesi ¢evresi Toprak
4 BT1 Bafra derbent baraji1 cevresi Toprak
5 S1 Samsun balik unu, balik yag: fabrikasi ilerisi Toprak
6 HST1 Hastane infeksiyonu etkeni Klinik
7 HST2 Hastane infeksiyonu etkeni Klinik
8 SB1 Bafra derbent baraj Su

9 SS1 Samsun balik unu, balik yag: fabrikasi ilerisi Su

10 ST1 Samsun balik unu, balik yag fabrikas1 yakim Toprak
11 SY1 Kusadasi Davutlar Zeytin yag fabrikasi ¢evresi Toprak
12 SY2 Kusadasi Davutlar Z. yag fabrikasi ¢evresi dere yakinm Toprak
13 SD1 Antalya Adrasan, Dere Su




2.2. Arastirmada Kullanilan Kuispeler

Arpa kiispesi: Kazan Efes Bira fabrikasindan temin edilmistir. icerigi Cizelge

3’ de verilmektedir.

Cizelge 3. Arpa kispesi icerigi

icerik %

H. Protein 27.84
H.Yag 9.92
Nisasta 6.96
Seliiloz 30.21
Kl 4.27
Nem 78.45
Azotsuz 6z eksrakt madde 6.21

Findik Kispesi: Ordu Altas Yag fabrikasindan temin edilmigtir. igerigi

Gizelge 4’ de verilmektedir.

Cizelge 4. Findik kispesi icerigi

icerik

%

Yag 1.5-2
Protein 44-46
Rutubet 10-12

Aycicegi Kiispesi: Ordu Altas Yag fabrikasindan temin edilmistir. icerigi

Cizelge 5 de verilmektedir.

Cizelge 5. Aygicedi kispesi ierigi

Icerik

%

Yag 0.55-0.75
Protein 28-30
Rutubet 10-12
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Kefir: Ticari olarak satin alinmistir. icerigi Gizelge 6’ da verilmektedir.

Cizelge 6. Kefir icerigi

Maddeler %

Su 88-89
Sut asidi 0.8-0.9
Etil alkol 0.6-1.1
Laktoz 1.7-2.7
Kazein 2.5-2.9
Mineraller 0.6-0.8
Albumin 0.1-0.3
Yag 2.8-3.3

Balik unu: TURTAS balik unu fabrikasindan temin edilmistir. icerigi Cizelge
7’ de verilmektedir.

Cizelge 7. Balik unu Igerigi

Maddeler %
Ham madde 91.7
Ham protein 65.3
Ham yag 8.9
Ham kil 14.2
Metionin 2.19
Glisin 5.09
Lésin 5.48
Lizin 5.69
Treonin 3.30
Histidin 2.00
isolésin 3.33
Fenilalanin 3.15
Trosin 2.38
Valin 4.04
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2.3. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri ve Ayiraclar

Nutrient Broth (DIFCO)
Besiyeri icerigi (g/1)
Bacto-beef extract 39
Bacto-peptone 59

Besiyeri karisimindan 8 gr tartihp 1000 ml distile suda isitilarak
erimesi saglandi ve pH 6.8’e ayarlandiktan sonra 121 °C’ de otoklavda 15
dakika steril edildi.

Cetrimide agar (HIMEDIA)

Besiyeri icerigi (g/1)

Pancreatic digest of gelatin 20 g
Magnessium chloride 1409
Dipotassium sulphate 10g
Cetrimide 13.60 g

Besiyeri karisimindan 45.3 gr tartilip icerisinde 10 ml gliserol bulunan
1000 ml distile suda isitilarak erimesi saglandi ve pH 7.2’ ye ayarlandiktan
sonra 121 °C’ de otoklavda 15 dakika steril edildi.

Tryptone Soy Agar (Lab M)

Besiyeri icerigi ( g/1);

Tryptone 159
Soy peptone 59
Sodium chloride 59

Agar no 2 129
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Besiyeri karisimindan 37 gr tartiip 1000 ml distile suda isitilarak

erimesi saglandi ve pH 7.3’ e ayarlandiktan sonra 121 °C’ de otoklavda 15

dakika steril edildi.

Mac Conkey Agar (DIFCO)

Besiyeri icerigi ( g/l);
Bacto - Peptone
Proteose-Peptone
Bacto-Lactose
Bacto-Bile Salts No.3
Sodium Chloride
Bacto — Agar

Bacto- Neutral red
Bacto- Crystal violet
Distile su

Son pH: 7,1

2049

39

109

1,59

59

159

0.03g (% 1 lik den 3 ml)
0.001g (% 1 lik den 0,1 ml)
1000 ml

Besiyeri karisimindan 50 gr tartiip 1000 ml distile suda isitilarak

erimesi saglandi ve pH 7.1’a ayarlandiktan sonra 121 °C’ de otoklavda 15

dakika steril edildi.

Simmons Citrat Agar (FLUKA)

Besiyeri icerigi ( g/l);

Magnessium heptahydrate
Ammonium dihydrogen phosphate
Disodium ammonium phosphate
Trisodium citrate

Sodium chloride

Bromthymol blue

Agar

0.2¢
0.2¢
0,84¢
29
59
0.08 ¢
159
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Besiyeri karigsimindan 23.3 gr tartilip 1000 ml distile suda isitilarak
erimesi saglandi ve pH 7’ ye ayarlandiktan sonra 121 °C’ de otoklavda 15
dakika steril edildi.

TSI Agar (OXOID)

Besiyeri icerigi (g/l)

Lab Lemco beef extract 39
Yeast extract 39
Peptone 59
Sodium chloride 109
Lactose 109
Sucrose 19
Dextrose 39
Ferric citrate 03¢
Sodium thiosulphate 03¢
Oxoid agar no:3 129

Besiyeri karisimindan 65 gr tartiip 1000 ml distile suda isitilarak
erimesi saglandi ve pH 7.4’ e ayarlandiktan sonra 121 °C’ de otoklavda 15
dakika steril edildi.

Oksidaz testi icin ayirac

Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 0.5ml
DMSO 100 ml
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2.4. Ramnolipid Uretiminde Kullanilan Besiyerleri

CGalismada kullandigimiz suslarin ramnolipid Gretimlerini belirlemek igin

Zhang ve Miller’ in 6nerdigi Mineral Salt Medium temel besiyeri (Zhang ve

Miller, 1992) kullanilmigtir. MSM icerigi Cizelge 8’ de, eser element ¢dzeltisi

icerigi ise Gizelge 9’ da verilmektedir.

izelge 8. Mineral Salt Medium temel besiyeri

Temel Besiyeri g/l

Madde Miktar
NaNO; 4¢g
NaCl lg
KCl1 1g
CaCl,.2H,0 0,1¢g
KH,PO, 3g
Na,HPO,.12H,0 3¢g
MgSO, 02¢g
FeS0O,.7H,0 0,001 g

izelge 9. MSM besiyeri eser element
Eser Elementler g/l

FeCl;.6H,0 0,08 g
ZnS0,.7H,0 0,75g

CoCl,. 6H,0 0,08 g
CuS0..5 H,0O 0,075 g
MnSO,. H,O 0,75 ¢

H;BO; 0,15¢
Na,Mo00,.2 H,O 0,05

Ozeltisi

Yukarida belirtilen oranlarda besiyeri bilesimi 2 ml eser element sollisyonu

ilave edilerek 1000 mlI’ ye tamamlanmis ve son pH’ sI 6,8’ e ayarlanarak

121°C’ de 1 atm basing altinda 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
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2.5. YONTEM

2.5.1. Mikroorganizmalarin izolasyon ve identifikasyonu

Galismamizda kullanilan P.aeruginosa susglar Ulkemizin farkl bdlgelerinden
alinan su ve toprak érneklerinden izole edilmistir. Alinan érneklerden Nutrient
Broth (NB) besiyerlerine ekimler yapilmistir. inkiibasyon sonrasi Cetrimide
agara pasajlar yapilarak olusan koloniler incelenmis ve klasik bakteriyolojik
yontemler kullanilarak identifikasyonu yapilmigtir. Identifikasyon testleri
sonucu P.aeruginosa oldugu belirlenen 13 sus ve kontrol susu olarak
ramnolipid Uretimi bilinen ATCC 9027 standart susu calismaya dabhil
edilmigtir.

Tum izolatlarin % 20 lik gliserolde stok kultirleri hazirlanmis ve daha

sonraki calismalarda kullaniimak tizere -80 °C’ de muhafaza edilmistir.

2.5. 2. Mikroorganizmalarin Uretilmesi

Mikroorganizma dretimi igin Zhang ve arkadaslari, tarafindan Onerilen
Mineral Salt Medium (MSM) besiyeri kullaniimigtir (Zhang ve Miller,1992).

e Daha 6nce stok kdlttrleri hazirlanan P.aeruginosa suslarinin NB’ ye
pasajlari yapilarak Uretimleri saglanmistir

e Suslarin bu taze kuiltirlerinden Mc Farland 2 bulanikligina es deger
bulaniklikta bakteri slispansiyonlari hazirlanmis ve MSM besiyerine
1/20 oraninda inokule edilmigtir.

e 35 °C’de dongusel galkalamli inkiibatérde 150 rpm’de (STIR) 7 glin
suUreyle inkUbasyona birakilmigtir.
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Sekil 4. Calkalamali inklUbatérde ramnolipid Gretimi

2.6. Elde Edilen Ramnolipidin Saflastiriimasi

MSM ortaminda inkibasyona birakilan P.aeruginosa suslari tarafindan
dretilen ramnolipid, Mato ve Sandoval'in yéntemi kullanilarak saflastiriimistir
(Mato ve Sandoval,1999). Bu amagla;

Kulttrler 9000 rpm’ de 20 dk. sire ile santrifij (Hitacchi) edilmigtir.

e Elde edilen stpernatantin pH’ 1 6 M HxSO4 ile 2’ ye ayarlanmis ve 1
gece buzdolabinda bekletilmigtir.

e Jkinci giin sUpernatantlar esit miktarda kloroform-metanol (2:1) ile
muamele edilmis ve tekrar 10 dk. calkalamal inklbatérde
calkalanmistir.

e Ayirma hunisi ile ayrilan klltirden altta kalan organik faz evaporatérde

ucurulmus ve elde edilen Grin daha sonra kullaniimak UGzere

saklanmistir.
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2.7. Ramnolipid Miktarinin Olciilmesi

Shimadzu 1601 marka UV/VIS spektrofotometre cihazi kullanilarak Dubois
ve ark. larinin 6nerdigi fenol-stlftrik asit yontemi ile ramnolipid miktarlari

belirlenmistir(Dubois ve ark.,1956).

Bu amacla; oOncelikle saf standart L-ramnoz kullanilarak farkh
derigimlerde ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan ¢dzeltiler Gzerine 5 ml
derigsik sulfurik asit ve 50 pl %80 Ilik fenol eklenerek Olgimler
gerceklestiriimistir. Hazirlanan derisimlere kargi elde edilen absorbans
degerleri grafige gegcirilerek bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Standart L-
ramnoz ¢Ozeltileri hazirlanarak olusturulan kalibrayon egrisi ramnolipid

miktarini belirlemede kullaniimistir.

Saflastinlan ramnolipid miktarlarini  belirlemek icin evaporasyon
sonrasi elde edilen Urin metanolde ¢6zdurtlip 0,22 um’lik milipor filtrelerle
filtre edilmistir. 2 ml 6rnek, 50ul %80 lik fenol, 2.95 ml saf su Gzerine 5 ml
H.SO, ilave edilmis, kanistirlmis ve  soguduktan sonra UV

spektrofotometrede 480 nm’ de kolorimetrik olarak élguimustar.

Calismaya ait validasyon islemleri olusturulan kalibrasyon egrisi
Uzerinden vyaplmistir. Hazirlanan bu c¢alismada, ICHye (International
Conference on Harmonazition; Uluslararasi Uyum Konferansi) gére uygun
bulunan validasyon parametrelerinden segicilik, dogrusallik, aralik, duyarlilik,
kesinlik (tekrar edilebilirlik, gun ici tekrar edilebilirlik, gunler arasi tekrar
edilebilirlik),saglamlik parametreleri uygulanmistir.
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2.8. Farkli Ortamlarin Ramnolipid Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

2.8.1.Farkli Bakteri Konsantrasyonlarinin Uretime Etkisi

Farkh bakteri konsantrasyonlarinin ramnolipid Uretimi Gzerine etkisini
arastirmak i¢in Nutrient Broth’ a ekimi yapilan 14 adet P.aeruginosa susunun
densitometre cihazi ile bakteri yogunluklart Mc Farland 1 ve 2 bulanikligina
gbre ayarlanmistir. Hazirlanan bakteri stspansiyonlarindan 1/20 oraninda
MSM besiyerine inokile edilerek 37 °C de 150 rpm’ de 7 gln sireyle
inklbasyonlar saglanmistir. Daha sonra 9000 rpm’ de 20 dk. santrifyj
edilerek bakteri hicreleri uzaklagtiriimis, pH'1 2' ye ayarlanmis ve 1 gece +4
°C de bekletilmistir. 2. glin supernatantlar esit miktarda kloroform-metanol
(2:1) ile muamele edilerek ekstraksiyonlar saglanmis ve evapore edilmigstir.
Saf olarak elde edilen ramnolipid miktarlann UV spektrofotometrede

kolorimetrik olarak Olgilmustar.

2.8.2.Arpa Kiispesinde Ramnolipid Uretimi

Farkh ortamlar kullanilarak ramnolipid UGretimini arttirmayi hedefledigimiz
calismamizda, iyi bir verim elde etmek ve ayni zamanda atik materyallerin
degerlendiriimesi ile daha ucuz maliyetle Uretimi saglamak amaciyla bira
sanayi ara Urunu olan ve karbonhidrat bakimindan zengin arpa klspesi ve

bira mayasi kullaniimigtir.

Besi ortami olusturmak amaciyla arpa kispesi 2 kati su ilave edilerek
bir gece buzdolabinda bekletilmis, ikinci gin kaynatilarak stzilmus ve filtre
edilmistir. Bir birim stzintOye iki birim fosfat tamponu eklenmis ve her 400
ml’lik temel besi ortamina farkli maddeler ilave edilerek dort farkli besi ortami

olusturulmustur.
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Birinci ortam (A): temel besi ortami 400 ml + 0,5 gr NaCl+ 1 ml eser element
cozeltisi (temel besi ortami)

ikinci ortam (B): temel besi ortami 400 ml + 0,5 gr NaCl+ 1 ml eser element
¢Ozeltisi+ 5 ml gliserol

Uglincli ortam (C): temel besi ortami 400 ml + 0,5 gr NaCl+ 1 ml eser
element ¢6zeltisi + 5 ml bira mayasi

Doérdincl ortam (D): temel besi ortami 400 ml + 0,5 gr NaCl+ 1 ml eser
element ¢ozeltisi + 1 gr NaNO3

Yukarida belirtilen sekilde maddelerin ilavesi ile hazirlanan besiyerleri
500 ml’ lik erlenlere 200’ er ml olacak sekilde taksim edilmis ve 121 °C de
otoklavda steril edilmigtir.

Hazirlanan besiyerlerine Mc Farland 2 bulanikhidina es deger olacak
sekilde hazirlanan bakteri stspansiyonlari 1/20 oraninda inoklle edilerek
daha 6nce ayrintili olarak anlatildigi sekilde (2.5.2 ve 2.6) 35 °C de 150 rpm

de Uretimleri saglanmig ve elde edilen ramnolipid saflagtiriimigtir.

2.8.3.Findik Kiispesinde Ramnolipid Uretimi

Bakterilerin zengin protein iceren ortamlarda daha iyi Gremesinden
yola cikarak igeriginde %44-46 oraninda protein bulunduran ve yagin
ekstraksiyonla uzaklastiriimasi sonucu elde edilen findik kispesi ramnolipid
dretimini arttirmaya yoénelik olarak ¢alismamiza dahil edilmistir. Bu amagla;
kiispeye 5 kati su ilave edilmis ve 1 gece buzdolabinda bekletilmistir. ikinci
gln kaynatilarak suyu stzilmas ve filtre edilmigtir. Elde edilen stzintlye 2
birim fosfat tamponu ilave edilerek baz besiyeri hazirlanmig ve her 400 ml’lik
besiyeri 0,5 gr NaCl ve 1 ml MSM besiyerinde kullanilan eser element
¢cOzeltisi ile zenginlestirilmistir. Hazirlanan besiyerleri 500 ml’ lik erlenlere

200’ er ml taksim edilerek otoklavda steril edilmigtir.
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Hazirlanan besiyerlerine Mc Farland 2 bulanikligina es deger olacak sekilde
hazirlanan bakteri sispansiyonlari 1/20 oraninda inokule edilerek daha énce
ayrintil olarak anlatildigi sekilde ( madde 2.5.2 ve 2.6) 35 °C de 150 rpm de

ramnolipid Gretimleri saglanmistir.

2.8.4. Aycicegi Kiispesinde Ramnolipid Uretimi

P.aeruginosa suslarininda ramnolipid Uretimini arttirmak amaciyla aygicek
yag! fabrikasi atik Grin0 olan aygicedi kiUspesi kullaniimigtir. Aycicegi
kUspesi, aygicegi yagh tohumlarindan yagin alinmasindan sonra geriye kalan
kisimlaridir. Kokartli amino asitlerce diger kispelere gbre daha zengindir ve
%28-30 oraninda protein ihtiva etmektedir. Bu nedenle bakterilerin Gremesi

icin iyi bir ortam olusturmaktadir.

Besi ortami olusturmak amaciyla; kiispe 6 katl su ilave edilerek bir
gece buzdolabinda bekletilmis ve ikinci gun kaynatilarak sOzOlmustar.
Sizlntu filtre edilerek fosfat tamponu ile baz besiyeri hazirlanmis ve yine
NaCl ve eser element sollsyonu ilavesi ile zenginlestiriimis ve otoklavda

steril edilmistir.

Hazirlanan besiyerlerine Mc Farland 2 bulanikligina es deger olacak
sekilde hazirlanan bakteri suspansiyonlari 1/20 oraninda inokile edilerek

ramnolipid Gretimleri saglanmistir.

2.8.5. Kefir Siiziintiisiinde Ramnolipid Uretimi

Kefir laktoz, kazein, albumin ve yag icermektedir. Ayrica kefirde bol miktarda
kalsiyum, magnezyum, fosfor, flor ve selenyum bulunmaktadir. Yapilan
calismalarda besiortamina magnezyum, kalsiyum, potasyum, sodyum tuzlari

ve iz elementlerin eklenmesinin P.aeruginosada ramnolipid Gretimini artirdigi
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bildirilmistir (Guerra-Santos ve ark.,1986; Wu ve ark.2008). Biz de
calismamizda zengin igerigini g6z 6nine alarak ticari olarak satin aldigimiz
kefiri kullandik.

Besi ortami gelistirmek amaciyla 6ncelikle kefir, sizge¢ kagidi ile
stzllerek elde edilen kefir suyuna iki birim fosfat tamponu ilave edilmis ve
400 ml'lik karisima 0.5 gr NaCl ve 1ml eser element ¢ozeltisi ilave edilerek
otoklavda steril edilmigtir. Hazirlanan besiyerine bakteri sispansiyonlari Mc
Farland 1 ve 2 bulanikligina esdeger olarak sekilde hazirlanmis ve her iKi
bakteri yogunlugunda kefir suyunda ramnolipid dretimi saglanmigtir.

2.8.6. Balik Ununda Ramnolipid Uretimi

Zengin protein ve mineral icerigi ile bilinen ve ayni zamanda hayvansal yem
katki maddesi olarak da kullanilan balik unu diger kispelere oranla daha
yuksek kalsiyum ve fosfor ihtiva etmektedir. Ramnolipid Gretimine etkisini
arastirmak amaciyla gelistirdigimiz besi ortami icin, balik unu 3 kati su ilavesi
ile bir gece buzdolabinda bekletilmistir. ikinci giin filtre edilerek elde edilen
stzintOye fosfat tamponu ilave edilmis ve baz besiyeri hazirlanmigtir. Madde
2.8.2" de ayrintili olarak anlatildigi sekilde zenginlestirilerek otoklavda steril
edilen besiyerine bakteri suspansiyonlari ilave edilerek calkalamal
inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda elde edilen
ramnolipid saflastinlarak, miktar tayini yapilmigtir.

2.8.7. Karisim Ortami

Ramnolipid Uretimini arttirmaya yoénelik olarak olusturdugumuz Dbesi
ortamlarindan elde ettigimiz sonuglar baz alinarak disik maliyetle ylksek
verim elde etmeyi hedefleyerek findik kispesi, arpa kispesi ve balik unu

karisimindan yeni bir besi ortami elde edilmigtir. Ylksek protein icerigi ve
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diger kuspelere gbre daha fazla yag ihtiva etmeleri nedeniyle balik unu ve
findik kispesi, Zengin karbonhidrat icerigi nedeniyle de arpa kispesi
kullaniimistir. Maliyeti distirmek amaciyla findik kispesi daha ucuz oldugu
icin miktar olarak ballk unundan daha fazla kullaniimigtir. Bu amacla; Bir
birim findik kispesi stzintisl + V2 birim arpa kispesi stzintisu+ V2 birim
balik unu stziantisu kanistirlimis ve bu karisima 2 birim fosfat tamponu ilave
edilmigtir. Elde edilen 400 ml’ lik sGzintl ve fosfat tamponundan olusan
karisima 0,5 g NaCl ve 1 ml eser element c¢dzeltisinden ilave edilerek
otoklavda steril edilmigtir. Hazirlanan besiyerlerine 1/20 oraninda bakteri
stspansiyonu ilave edilerek calkalamali inkUbatérde ramnolipid Gretimleri
saglanmistir.

2.8.8.Ardisik inkiibasyonun Ramnolipid Uretimi Uzerine Etkisi

Ramnolipid Gretimine etkisini arastirdigimiz bir diger parametre ise ardisik
inklbasyondur. Bu amacla P.aeruginosa ATCC 9027 standart susunun MSM
besiyerindeki ilk 7 gunlik inkUlbasyonundan sonra susun taze pasajl
yapilarak tekrar MSM besiyerinde 7 gunlik inklbasyona birakilmistir. Bu
islem ard arda dort kez tekrarlanmig ve her 7 gUnlik periyottan sonra

ramnolipid miktarlari élgiimustar.

2.8.9. UV Isinlarinin Ramnolipid Uretimine Etkisi

UV sinlarinin ramnolipid Gretimine etkisini arastirmak amaciyla TSA
besiyerine ekimi yapilan P.aeruginosa ATCC 9027 susunun NB’ de Mc
Farland 2 bulanikhidina es deger bakteri sispansiyonlari hazirlanarak her bir
petriye 20 ul ilave edilmis ve 6ze ile yayllmistir. Daha sonra petriler 60, 75,
90, 105, 120 sn ve 5,10, 20 ve 30 dk. UV is1d1 altinda tutularak 24 saat
inklbasyona birakilmistir. Her petri stre bitiminde karanlik odada bekletilerek

toplam sire bitiminde etiive kaldirimistir.  Inkiibasyon sonrasi (reme
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gbzlenen petrilerden alinan koloniler yine Cetrimid Agar ve Mac Conkey
Agara ekilerek koloni morfolojileri incelenmigtir. Belirlenen sdreler sonunda
elde edilen kolonilerden bakteri slispansiyonlari hazirlanarak MSM besiyerine
ekimler yapiimis ve 37 °C’ de 7 gun calkalamali inklbatérde ramnolipid

dretimleri saglanmistir.

2.9. istatistiksel Analiz

Calismalarda elde edilen degerler ortalama + Standart Sapma olarak
verilmigtir. Verilerin istatistiksel degerlendirmelerinde SPSS (Version,17.0)
paket programi kullanilmistir. Olusturulan besi ortamlarinda elde edilen
ramnolipid miktarlari One Way Anova testi ile karsilastinimistir (p<0.05 olan
degerler anlamli olarak kabul edilmistir). Calisma ¢ift kontrollii olarak

yuratalmastar.
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3. BULGULAR

3.1. Bakterilerin identifikasyonu

Klasik bakteriyolojik yontemlerle identifikasyonu yapilan suslardan oksidaz
pozitif, hareketli, Brain-Heart inflzyon broth’ da 42° C' de ve 37° C’ de
Ureyen, + 42 C’'de lUremeyen, karakteristik kokusu olan ve mavi-yesil pigment
yapan suslar P.aeruginosa olarak degerlendirilmigtir.

Ramnolipid Uretimi tespit edilen 13 P.aeruginosa susu ve kontrol
olarak ramnolipid Urettigi bilinen P.aeruginosa ATCC 9027 standart susu

¢alismaya dahil edilmistir.

3.2. P.aeruginosa Suslarinda Ramnolipid Uretimi

3.2.1. Farkh Bakteri Yogunluklarinda Ramnolipid Miktarlari

Mikroorganizmalar tarafindan Uretilen ramnolipid miktarini belirlemek ve farkli
bakteri yogunluklarinin ramnolipid Uretimi Uzerine etkisini arastirmak
amaclyla, Mc Farland 1 ve 2 yogunluklarina gbre ayarlanan bakteri
stspansiyonlari MSM besiyerine ilave edilerek ramnolipid Gretimleri
saglanmis ve elde edilen Urin saflagtirilarak miktar tayini yapiimigtir Buna
gbre; Mc Farland 2 bulanikligina gore yapilan ekimler neticesinde elde edilen
ramnolipid miktarlari, Mc Farland 1’ e gbére daha yUksek bulunmustur. Bu
nedenle calismanin sonraki asamalarinda olusturulacak olan besi
ortamlarinda Mc Farland 2 bakteri yogunlugunun kullanilmasina karar
verilmistir. Elde edilen ramnolipid miktarlari Cizelge 10’ da verilmektedir.
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Cizelge 10. Mc Farland 1 ve 2 bulanikligina gére MSM besiyerinde elde edilen

ramnolipid miktarlar

No Mc Farland 1 Miktar (g/1) Mc Farland 2 Miktar (g/1)
D1 0.7 1.2
Al 0.7 1.2
H1 0.7 1
BT1 0.9 1.7
S1 0.9 1.6
HSTI 0.8 1.2
HST2 0.9 14
SB1 1.5 4.6
SS1 0.9 1.7
ST1 0.9 3.6
SY1 1.2 1.7
SY2 0.9 1.9
SD1 0.7 0.9
ATCC 1.3 1.5

Mc Farland 1 ve 2 bulanikliklarina gére ramnolipid Gretim verimi en iyi olan 3

sus secilmis ve besi ortami gelistirme calismalari SB1, ST1, SY1 ve ATCC

suslari

ile devam ettirilmigtir.

3.2.2. Arpa Kuspesi Kullanilarak Olusturulan Besi Ortaminda

Ramnolipid Miktarlari

Arpa kuspesi ve bira mayasi kullanilarak olusturulan besi ortaminda elde

edilen ramnolipid miktarlari Cizelge 11’ de verilmigtir.

Arpa kuspesine farkli maddelerin ilavesi ile hazirladigimiz dort farkli

betsi ortaminda da elde ettigimiz ramnolipid miktarlari tim suslar icin MSM

besiyerine kiyasla daha yiksek bulunmustur.
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Cizelge 11. Arpa kispesi kullanilarak olusturulan besi ortaminda Uretimle elde

edilen ramnolipid miktarlari (g/l)
A

Suslar C D MSM
ATCC 2.4+0.4 9.3+0.05 6.3+1 5+0.9 1.5+0.04
SB1 13.9+1.6 - 10.8+0.8 7.6x1.5 4.60.1
ST1 2.6+0.2 9.2+0.2 3.4+0.01 4.310.3 3.60.03
Sy1 2.4+0.2 2.5+2.1 3.740.2 3.7+0.2 1.7+£0.1

*A: baz besiyeri, B: baz besiyeri +gliserol, C: baz besiyeri +bira mayasi, D: baz
besiyeri+NaNO3

14+

— 121

D

S

'E OATCC
) E SB1
=3 mST1

2 mSY1

]

o

Arpa A

Arpa B Arpa C Arpa D

Sekil 5. Arpa kuspesi kullanilarak olusturulan besi ortamlarinda elde edilen
ramnolipid miktarlarinin karsilastiriimasi

Verilerin istatistiki analizi yapildiginda ATCC susu igin B ve C ortaminda elde
edilen degerler MSM ortamina gére anlamh dizeyde farkli bulunmustur (p
degerleri p=0,000 ve p=0,036).

kiyaslandiginda ise B ortaminda elde edilen degerler diger ortamlardan

sirasliyla, Olusturulan dért ortam

istatistiki olarak yiksek bulunmustur (p=0.000)
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Arpa kUspesi stzintistne gliserol ilave ederek hazirladigimiz B ortaminda
dretilen SB1 susunun ramnolipid miktari ¢ok ylksek elde edilmistir. Bu
durumun SB1 susunun ylksek piyosiyanin dretiminin fenol silfirik asit
yontemi ile élcimi olumsuz etkilemesinden kaynaklandigi distundlmektedir.
SB1 susunun piyosiyanin Uretimi fenol sulfirik asit yéntemi ile dlgimde
olumsuz sonu¢ vermektedir. SB1 susunun ylksek ramnolipid Uretimi
gOsterdigi aciktir ancak net bir sonug¢ igin diger &lgim ydntemlerine
basvurulmahdir. Bu nedenle SB1 susu B orami sonucu dederlendirme digi
birakilmistir. B ortami ¢ikartilarak yapilan istatistiki degerlendirmede A ve C
ortaminda elde edilen degerler MSM ortami ile kiyaslandiginda istatistiki
olarak anlamhdir( sirasiyla; p=0.005, p=0.021).

ST1 susu icin B ortaminda elde edilen degerler diger tim ortamlara
g6re anlamh dizeyde yiksek bulunmustur (p=0.000). A, C ve D ortaminda
elde edilen ramnolipid miktarlari ile MSM ortaminda elde edilen miktarlar

arasinda istatistiki olarak anlamli bir farka rastlanmamistir.

SY1 susu MSM ile kiyaslandiginda arpa kispesi ile olusturulan tiim
ortamlarda elde edilen degerler istatistiki olarak anlamlidir (A,B,C,D sirasiyla;
p=0.048, p=0.031, p=0.000, p=0.000). C ve D ortaminda elde edilen degerler
diger ortamlara Qore istatistiki olarak farklilik gd&stermigstir(p=0,000 ve
p=0,002).

3.2.3. Findik Kuspesi Kullanilarak Olusturulan Besi Ortaminda
Ramnolipid Miktarlari

Findik kiispesi kullanilarak olusturulan besi ortaminda elde edilen ramnolipid
miktarlari MSM ortaminda elde edilen miktarlara gbre daha ylksek
bulunmustur. Sonuglar Cizelge 12’ de verilmistir.
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Cizelge 12. Findik kiispesi kullanilarak olusturulan besi ortaminda ramnolipid
miktarlari

Suslar Findik Kiispesi (g/l) MSM (g/l)
ATCC 11.1+1 1.5+0.04
SB1 59+2.8 4.620.1
ST1 5.4+0.2 3.6+0.03
SY1 8.5+1.2 1.7+0.1

Findik Kiispesi

60- I
50-
40-

30+

Ofindik
20+ | MSM

-
"l 5 Wy
O_
ATCC SB1 STH SY1
Suslar

ramnolipid miktar g/l

Sekil 6. Findik kiispesi kullanilarak olusturulan besi ortaminda elde edilen
ramnolipid miktarlarinin karsilastiriimasi

MSM ile kiyaslandiginda tim suslarda ramnolipid miktarlarinda meydana
gelen artis istatistiki olarak anlamlidir ( ATCC p= 0,003, SB1 p=0,00, ST1
p=0,035, SY1 p=0,003).



3.2.4. Aycicegi Kuspesi Kullanilarak Olusturulan Besi Ortaminda

Ramnolipid Miktarlari
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Aycicegi kuspesi kullanarak olusturulan besi ortaminda tim suslar icin elde
edilen ramnolipid miktarlari MSM’ de elde edilen miktarlardan yuksek

bulunmustur. Sonuglar Cizelge 13’ de verilmisgtir.

Cizelge 13. Ay gicegi kiispesi kullanilarak olusturulan besi ortaminda ramnolipid

miktarlar
Suslar Aycicedgi (g/l) MSM (g/l)
ATCC 5.3+0.3 1.5+0.04
SB1 17.7+2 4.610.1
STH1 5+0.6 3.61+0.03
SY1 6.7+1 1.7+0.1
Aycicegi Klispesi
18- -
% -
S
=
£
:g- Oaycicedi
© B MSM
c
£
g

SB1 STH
Suslar

Sekil 7. Aycicegdi kiispesi kullanilarak olusturulan besi ortaminda elde edilen
ramnolipid miktarlarinin karsilastiriimasi
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Veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde ATCC susunun aygicegi
kUspesi ortaminda drettigi ramnolipid miktarindaki artis istatistiki olarak
anlamli bulunmazken (p=0,121), SB1, ST1 ve SY1 suslarinin ramnolipid
miktarlarindaki artis anlamlidir ve p degerleri sirasiyla; p=0,014, p=0,049,
p=0,010 olarak bulunmustur.

3.2.5. Kefir Suzintisi Kullanilarak Olusturulan Besi Ortaminda
Ramnolipid Miktarlari

Kefir stizUntUsU kullanarak hazirladigimiz besi ortaminda tim suslar igin elde
ettigimiz ramnolipid miktarlari MSM ortaminda elde edilen miktarlardan
yuksek bulunmustur. Sonuglar Cizelge 14’ de verilmistir. SB1 susu igin kefir
sUzuntUsu ortaminda elde edilen miktar yiksek bulundugu igin devre digi

birakilmistir.

Cizelge 14. Kefir stiziintUsd kullanilarak olusturulan besi ortaminda ramnolipid
miktarlari

Suslar Ramnolipid miktarlari (g/l) | MSM (g/l)
ATCC 11.7+0.8 1.5+0.04
H1 10.8+0.6 4.6%0.1
ST1 36.6+6 3.610.03
SY1 3.210.8 1.7+0.1
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Kefir

Okefir
B MSM

ramnolipid miktar g/l

ATCC ST1 SY1 H1
Suslar

Sekil 8. Kefir stizlintlist kullanilarak olusturulan besi ortaminda elde edilen
ramnolipid miktarlarinin karsilastiriimasi

ATCC susunun kefir siizlintlisi iceren besi ortaminda Urettigi ramnolipid
miktarindaki artis MSM ile kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli
bulunmustur (p=0,003). Ayni sekilde ST1 ve H1 susu igin istatistiki anlamhlik
s6z konusu iken (p=0.000) SY1 susunun ramnolipid Gretimindeki artis MSM
besiyerine gbére anlamh bulunmamistir (p=0,531).

3.2.6. Balik Unu Kullanilarak Olusturulan Besi Ortaminda Elde Edilen
Ramnolipid Miktarlari

Balik unu kullanilarak olugturulan besi ortaminda elde edilen ramnolipid
miktarlari ayni suslarin MSM ortaminda (rettikleri ramnolipid miktarlarindan

yuksek bulunmustur. Sonuclar Cizelge 15'de verilmigtir.

Veriler istatistiki olarak degerlendirildiginde; MSM’ ye kiyasla balik unu
ortaminda meydana gelen ramnolipid artisi tim suslar igin istatistiki olarak
anlamli bulunmustur (ATCC, SB1, ST1 ve SY1 icin sirasiyla, p=0,002,
p=0,016, p=0,000, p=0,001).
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Cizelge 15. Balik unu kullanilarak olusturulan besi ortaminda ramnolipid miktarlari

Suslar | Balik unu (g/l) MSM (g/l)
ATCC 12.312.3 1.5+0.04
SB1 81+10 4.6+0.1
ST 9.3+0.2 3.6+0.03
SY1 10.310.5 1.7+0.1
Balik unu
901
% 80_ 6
= 701
2 60
€ 501
:EL 40+ Ebalik unu
E 30+ B MSM
E 20 - -
©
= 104 "
"lal w
ATCC SB1 ST1 SY1
Susalr

Sekil 9. Balik unu kullanilarak olusturulan besi ortaminda elde edilen ramnolipid
miktarlarinin karsilastiriimasi

3.2.7. Karisim Ortaminda Ramnolipid Miktari

Ranolipid Uretimini arttirmaya y0nelik olarak besi ortami geligtirme
calismalarimizda denedigimiz atik GrGnlerin Gretim verimliligini arttirmasi

sonucu olusan yeni besi ortami sonuglar Cizelge 16’da verilmistir.
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Cizelge 16. Karisim ortaminda elde edilen ramnolipid miktarlari

Suslar Karisim ortami (g/l) MSM

ATCC 14.440.3 1.5+0.04

SB1 35.3+2.4 4.6%0.1

ST1 3.3+0.06 3.6+0.03

SY1 17.8£1.9 1.710.1
Karisim

Okarisim
B MSM

ramnolipid miktari g/l

ATCC SBH1 STH1 SY1
Susglar

Sekil 10: Karisim ortaminda elde edilen ramnolipid miktarlarinin karsilastiriimasi

Bu ortamda ATCC susu i¢in elde edilen deger MSM, Arpa A, Arpa B, Arpa C,
Arpa D ve aygicegi ortamina gore istatistiki olarak anlamli bulunurken
(p=0,000), karisim ortami ile kefir, findik ve balik ortami arasinda anlamli bir
fark bulunmamigtir.

SB1 susu i¢in karigsim ortaminda elde edilen deger findik kiispesi ve
balik unu ile hazirlanan besi ortaminda elde edilen degerlerlerden digik,
diger ortamlarda elde edilen de@erlerden ylUksek bulunmustur. Balik unu
ortaminda elde edilen deger istatistiki olarak karisim ortaminda elde edilen
degerden yiksek bulunurken (p=0.015), olusturulan diger ortamlarla

arasinda istatisiki olarak anlamli bir farka rastlanmamistir.
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ST1 susu igin tm ortamlar birlikte degerlendirildiginde karisim ortaminda
elde edilen degerin diger 9 ortamdan istatistiki olarak anlamh bir farki

olmadigi saptanmistir.

SY1 susu icin ise karisim ortaminda elde edilen ramnolipid miktari
diger tim ortamlardan istatistiki olarak anlamli (p=0,000) bulunmustur.

3.2.8. UV Isinlarinin Ramnolipid Uretimine Etkisi

UV isinlarinin ramnolipid Gretimine etkisini arastirmak amaciyla P.aeruginosa
ATCC 9027 standart susunun Nutrient agara ekimleri yapilarak 2, 5, 10, 20
ve 30 dk. UV isinlarina maruz birakilmistir. 37 °C de 72 saate kadar yapilan
inklbasyon sonucu 2 dk.hk petri disindaki petrilerde Greme gbzlenmedigi igin
sureler 60, 75, 90, 105 ve 120 sn olarak yeniden dizenlenmigtir. Belirtilen
surelerde UV 1sinlarina maruz birakilan suslar inklbasyona birakilarak elde
edilen kolonilerden Cetrimide agar, MCA ve TSA’ ya ekimler yapilarak koloni
morfolojileri incelenmis, bir degisim gb6zlenmemistir. Bu kolonilerden
hazirlanan bakteri slispansiyonlarindan MSM besiyerine yapilan ekimlerin 7
gunlldk inkibasyonu sonucu elde edilen ramnolipid miktarlar Cizelge 17°'de
verilmistir. Veriler istatistiki olarak degerlendirildiginde degerler arasinda
anlamh bir farkliik bulunmamistir. Bu sonuclara gére UV isinlarina maruz
birakmanin Ps. aeruginosa ATCC 9027 susunun Urettigi ramnolipid miktarini
arttirmadigr  hatta stre artisina bagll ramnolipid Gretiminde azalma

g6zlenmistir.

Cizelge 17: ATCC 9027 susunun UV iginlarina maruziyeti sonrasi yapilan Gretimde
elde edilen ramnolipid miktarlarn (mg/l)

Sus

Kontrol

60 sn

75 sn

90sn

105 sn

120 sn

ATCC
9027

1790

1680

1661

1337

1403

1370
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ramnolipid miktari mg/I

Sekil 11. ATCC 9027 susunun UV isinlarina maruziyeti sonrasi elde edilen

ramnolipid miktarlar

3.2.9. Ardisik inkiibasyonlarin Ramnolipid Uretimine Etkisi

Ardisik inkibasyonlarin Gretime etkisini belirlemek amaciyla MSM besiyerine
ekilerek orbital ¢alkalamali inkibatérde 35°C de 150 rpm’de yedi gunlik
inklbasyona birakilan suslar, ramnolipid miktarinin belirlenmesinin ardindan
pasajlart yapilarak tekrar MSM besiyerinde yedi glnlik inklbasyona
birakilmistir. Bu sekilde ard arda dért kez 7’ser gin seklinde tekrarlanan
inklbasyon periyodu ve her 7 gun sonunda ramnolipid miktarinin
belirlenmesi seklinde olusturulan surecte elde edilen ramnolipid miktarlari
Cizelge 18 de verilmigtir. Ancak elde edilen degerler gbz 6nline alindiginda
ardisik inkibasyon ile ramnolipid Uretiminin artmadigi gézlenmistir.

Cizelge 18. ATCC 9027 susunda ardisik inkiibasyonlar sonrasi elde edilen
ramnolipid miktarlan (mg/) _
Bakteri Birinci 7 gin | Ikinci 7 giin | Uglinc 7 giin | Dérdinch 7 gin

ATCC 9027 1462 1392 1402 1511
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Ramnolipid verimini arttirmaya yoénelik olarak olusturdugumuz besi

ortamlarinda tiim suslar i¢in elde ettigimiz sonuglar Cizelge 19’ da verilmigtir.

Cizelge 19. Tim ortamlarda elde edilen ramnolipid miktarlar (g/l)

MSM A B Cc D F. A.C B.UNU |KR$ KEFIR
ATCC | 1.5 24 9.3 |6.3 5 11.1 5.3 12.3 14.4 11.7
SB1 4.6 139 |- 10.8 7.6 59 17.7 |81 35.3
ST1 3.6 2.6 9.2 |34 4.3 5.4 5 9.3 3.3 36.6
SY1 1.7 24 25 |37 37 8.5 6.7 10.3 17.9 3.1

A: Arpa temel besiyeri, B: A+gliserol, C: A+bira mayasi, D: A+ NaNO; F: Findik, Krs: Karigim

o I\
60 \
X ] \\ —~ ATCC
—=— SB1

45 // \\ // \

40 | / \ \. ST1
o SY1
25 \1

15 : /0\\’

d—
0 ==

MSM A B C D F. AC B.UNU KRS  KEFIR

Sekil 12. Tim ortamlarda elde edilen ramnolipid miktarlarinin karsilastiriimasi

Sonugclar degerlendirildiginde; ATCC susu icin kefir, balik unu, findik kiispesi

ve karigim ortamlari en iyi ortam olarak belirlenmistir.



58

14,4

154 —
12,3 11,7

11,1 —

ramnolipid miktari g/|

MSM A B C D Findik  Aygicegi B.unu  Karisim Kefir

Sekil 13. ATCC 9027 susunun olusturulan tim besi ortamlarinda elde edilen
ramnolipid miktarlarinin karsilastiriimasi

SB1 susu icin findik kispesi ve balik unu ile hazirlanan besi ortami en iyi
ortamlar olarak belirlenmigtir. Bu ortamlarda elde edilen ramnolipid

miktarindaki artis diger ortamlara gore istatistiki olarak anlamh bulunmustur.

81
851
204 —)

754
701
65- 59
60+ —
554
501
454
404
354
304
254
204
154

35,3

ramnolipid miktari g/|

MSM A B C D Findik  Aygicegi B.unu  Karigim

Sekil 14. SB1 susunun tiim besi ortamlarinda elde edilen ramnolipid miktarlarinin
kargilastiriimasi
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ST1 susu icin kefir ile hazirlanan besi ortami en iyi ortam olarak belirlenmistir.
Bu ortamda elde edilen deger, diger ortamlarda elde edilen degerlerden
statistiki olarak anlamhdir.

40- 36,6
—

354

304

254

204

ramnolipid miktari g/|

MSM A B C D Findik  Aygicegi B.unu Karigim Kefir

Sekil 15. ST1 susunun tim besi ortamlarinda elde edilen ramnolipid miktarlarinin
karsilastiriimasi



SY1 igin karisim ortami en iyi ortam olarak belirlenmistir.

20+

154

ramnolipid miktari g/|

MSM A B C D

Findik

6,7

Aycicegi

10,3

B.unu

17,9

Karigim

60

Kefir

Sekil 16. SY1 susunun tim besi ortamlarinda elde edilen ramnolipid miktarlarinin

karsilastiriimasi
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4. TARTISMA

Bu calismada farkh kaynaklarindan alinan su ve toprak 6rneklerinden izole
edilen Ps. aeruginosa suslarinda, cesitli fabrika atiklarn ve farkli maddeler
kullanilarak ramnolipid Uretimini arttirmaya yonelik besi ortami gelistirme
calismalari yapiimistir. Ornek alinacak bélgelerin segiminde zeytinyagi
fabrikasli, balik yadi fabrikasi, meyve suyu fabrikasi, petrol kuyulari ¢evresi
gibi yagh fabrika atiklari ile kontamine olmus alanlar tercih edilerek
ramnolipid Uretimi iyi olabilecek suslarin izole edilmesi amaclanmigtir. Ayrica
hastane infeksiyonu etkeni P.aeruginosa suslarinin ramnolipid Gretimi ile ilgili
son yillarda yapilan caligmalar dikkate alinarak, iki adet hastane infeksiyonu
etkeni sus calismaya dahil edilmistir. Calisma 13 Ps. aeruginosa susu ve
ATCC 9027 kontrol susu olmak Uzere toplam 14 sus ile yGrGtalmustar.

Galismamizda mikroorganizmalarin Gretim kosullar belirlenirken en iyi
verimi elde edebilmek amaciyla bugine kadar yapilan c¢alismalar
degerlendirilmistir.

Biyosurfaktan Uretimini etkileyen faktorler arasinda karbon kaynagt,
nitrojen kaynagi gibi temel besin 6gelerinin yaninda pH, sicaklik, inkiibasyon
suresi, ¢alkalama hizi gibi kultlr sartlari da énemli yer tutmaktadir. Yapilan
¢alismalarda Guerra-Santos ve ark.lar (1984) Pseudomonas sp. igin uygun
pH araliginin 6-6.5 arasinda oldugunu, Chen ve ark.lar (2007) ise 6,5 dan
disik ve 7.5 dan vyiksek pH degerlerinde dretimin belirgin sekilde
distiguni gostermislerdir. George ve Jayachandran ise ramnolipid
dretiminde pH 7’ de en iyi verimi elde ettiklerini bildirmislerdir (George ve
Jayachandran,2012).

Klltdr sartlari icerisinde Uretimi etkileyen bir diger parametre ise uygun
sicakliktir. Robert ve ark.lar (1989) Ps. aeruginosa 44T1 susu ile glukoz
kullanarak ramnolipid Uretimini arastirdiklari ¢calismalarinda uygun sicaklig
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37 °C, Panesar ve ark.larn (2011) ise P.aeruginosa MTCC 2297 igin uygun
sicaklk arahgini 35-37°C olarak bildirmislerdir.

Biyosurfaktan  Oretiminde  oksijenlenmenin  iyi  bir  sekilde
saglanabilmesi i¢in c¢alkalama hizi ve sekli de verimi etkileyen 6nemli
parametreler arasindadir. Yapilan calismalarda orbital calkalamanin lateral
calkalamaya gére daha etkin oldugu gdsteriimistir. Onerilen calkalama hizi
120-220 rpm arasinda degismekle birlikte birgok calismada 150 rpm tercih
edilmigtir. (Sahoo ve ark.,2011).

Calismamiz ise literatlr verileri dikkate alinarak kdltarler, pH 1 6.5’ e
ayarlanan MSM besi ortaminda 35 °C’ de ve 150 rpm de 7 gUn sure ile
inklbasyona birakilmistir. Belirlenen slire sonunda Mato ve Sandoval’ in
yontemi ile saflastinlan ramnolipid, fenol sulfirik asit metoduyla
spektrofotometrik olarak &lchimustar. Buna gbre izole edilen 13 sus
arasindan en iyi Uretim elde edilen SB1, ST1 ve SY1 suslarinin ramnolipid
miktarlari sirasiyla 4.6, 3.6, 1.7 g/l olarak belirlenmistir. Besi ortami gelistirme
calismalari bu ¢ sus ve kontrol olarak ramnolipid Urettigi bilinen ATCC 9027

susu (1.5 g/l) olmak Gzere toplam dért sus ile yurataimustar.

Tam dretim sUreclerinde oldugu gibi biyosurfaktan Gretiminde de ham
madde miktari ve cinsi Uretim maliyetini etkileyen énemli parametrelerdir.
Bitkisel ve hayvansal yaglar ramnolipid Gretiminde karbon kaynagi olarak
kullanilan énemli hammaddelerdir. Sim ve ark. (1997) bitkisel yag
karisimlarini (kanola yagi, soya yagi ve glukoz) Ps. aeruginosa UW-1
susunda denemis ve bitkisel yaglarda ramnolipid artisinda, glukoza oranla
10-12 kat artis elde edildigini bildirmiglerdir. Rahman ve ark.larn (2002) Ps.
aeruginosa DS10-129 susu ile soya yagi, aspir yagi kullanarak yaptiklari
calismalarinda, sirasiyla 4.31 ve 2.93 g/l ramnolipid elde etmiglerdir.
Thaniyavarn ve ark.’lari (2006) ise Ps. aeruginosa A41 susu ile zeytinyadi,
palm yadi ve hindistancevizi yaginda sirasiyla 6.58, 2.91, 2.93 g/I ramnolipid

dretimi saglamislardir. Literatlrlerde P.aeruginosanin hidrokarbonlar (Santa
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Anna,2002) glukoz (Bodour ve ark,2003), mannitol (Deziel ve ark.1999) ve
gliserol (Das ve ark.,2009) gibi farkli karbon kaynaklarinda ramnolipid

dretimini belirten calismalar da yer almaktadir.

Biyoteknoloji ve c¢evre teknolojilerindeki gelismelere bagl olarak
maliyeti distrmek amaciyla endustriyel atik maddelerden biyosurfaktan
dretilmesine agirlik verilmistir. DlUnyada her sene milyonlarca ton atik
olusmaktadir. Bu atiklar igin aritma ve bertaraf maliyetleri bayik mali ve
sanayi yuk olusturmaktadir (Makkar ve Cameotra, 2002). Attk maddelerin
ham madde olarak cesitli Grinlerin elde edilmesinde kullaniimasi, bu yiki
azaltmak ve ayni zamanda atik Grtnleri degerlendirerek elde edilmesi istenen

arinn Gretim maliyetini disdrmek agisindan énem arz etmektedir.

Pandey ve ark.lar (2000) soya fasulyesi, seker pancari, patates gibi
artnlerle, kahve endistrilerinin atik maddeleri, meyve endustrisinin atik
maddeleri, yag fabrikalarinin attk maddeleri, misir kogani, cay atiklari ve
buna benzer tarim Urdnlerinin atik maddelerinin degerlendirilebilir atiklar

olarak kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Bitkisel yagdlar, hayvansal yaglar ve direkt ulagilabilen karbon
kaynaklari digsinda pekmez, peynir alti suyu, sit ya da icki fabrikasi atiklari,
yag fabrikasi atiklari, melas, petrol atiklari, kizartma yaglari ve su ile
karisabilir atiklarin ucuz ham maddeler olup, mikroorganizmalarin gelismesi
ve biyoslrfaktan Uretiminde bOylk bir potansiyele sahip oldugu
bildirilmektedir (Cameotra ve Makkar,1998; Makkar ve Cameotra 2002;
Mukherjee ve ark.,2006). Ramnolipid Gretimi ile ilgili ilk kez Mercade ve
ark.’larinin  (1993) Ps. aerugonasa 47712 susu ile zeytinyadi fabrikasi
atiklarini karbon kaynagi olarak kullanarak ramnolipid elde etmesi, diger
lipofilik atiklarin da ramnolipid Uretiminde kullanilabilecegini gdstermigtir.
Daha sonralari seker fabrikasi atigi melas, peyniraltisuyu gibi farkl atiklarin
da kullanildigi cahsmalar yapilmistir (Patel ve Desai, 1997; Rashedi ve
ark.,2005; Raza ve ark.,2007). Nitschke ve ark.lari (2005) soya, pamuk, misir



64

yag! atiklarini kullanarak Ps. aeruginosa ile yaptiklari ¢alismalarinda, 11.7 g/l
ramnolipid elde etmisler ve soya yagi cokeltisini en iyi atik madde olarak

belirlemiglerdir.

Ulkemizde ise seker fabrikasi atigi melas, raki fabrikasi atigi cibri,
peyniralti atik suyu ramnolipid Gretiminde kullanilan atiklardir. Sidal ve ark.’
lari (2001) zeytinyag: fabrikasi atik suyu siyah likéri temel besiyeri olarak
kullanarak Ps. aeruginosa susu ile 0.875 g/l ramnolipid elde etmistir. Bu
calismada ayrica farkli C ve N kaynaklarinin Uretime etkisi arastiriimis ve en
yUuksek verim mannitol ve gliserolde elde edilmistir. En iyi azot kaynagdi ise
NaNOjs olarak tespit edilmigtir. Onbasili ve Aslim’ in (2011) Pseudomonas
tarleri ile yaptigi calismada seker fabrikasi atigi melas besi ortami olarak
kullanilmis ve 0,53 g/I ramnolipid elde edilmistir. Kahyaoglu ve Konar' in
(2006) melas kullanarak yaptiklari ¢calismada ise 0.78 g/I ramnolipid elde

edilmistir

Atiklarin  biyosiarfaktan Gretiminde substrat olarak kullaniimasina
yonelik calismalar cesitli tlkelerde halen devam etmektedir (Dubey,2012;
Amani ve ark.2013).

P.aeruginosa suslarinda ramnolipid Gretimini arttirmaya ydnelik olarak
besi ortami gelistirmeyi hedefledigimiz ¢alismamizda, direkt olarak yaglari
kullanmak yerine maliyeti disirmek ve atiklari degerlendirmek amaciyla, bira
ve yag fabrikalar atik Grdnleri tercih edilmis ve besiyeri igerigi belirlenirken
mikroorganizmalarin retimi i¢in gerekli olan temel gruplar, makro ve mikro

elementler dikkate alinmistir.

Bu amagcla ilk olarak bira fabrikasi atik Grin0 olan arpa kispesi
kullanilmisgtir.  Arpa klspesi; arpa, misir, piring, serbetci otundan
olusmaktadir. Bira yapimi sirasinda kullanilan arpanin kapsadigi eriyebilir
karbonhidratlarin hemen tamami fermente olarak alkol ve karbondioksite

dénismekte, diger besin maddeleri ise yaklasik U¢ katl yodunlasarak posada
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kalmaktadir. Bu nedenle arpa posasinin protein kapsami, arpanin kendisinin
protein kapsaminin U¢ katina ulagmaktadir. Arpa posasinin kuru maddesinin
%28 civarinda ham protein kapsadigi, bu miktarin bugday kepeginden ¢ok
fazla, misir glutenine ise esit oldugu belirtiimektedir. Arpa posasinin
selenyum kaynagi oldugu, kalsiyum ve fosfor kapsaminin da arpanin Ug¢ kati
oldugu belirtiimektedir(Arpa Gida,2013). Yiksek protein icerigi ve ucuz
maliyeti nedeniyle ¢alismamiza dahil edilmistir.

Arpa kuspesi kullanilarak doért farkli besi ortami olusturulmustur.
Oncelikle arpa kiispesi siiziintlisii, NaCl ve eser element ¢ozeltisinden
olusan temel besi ortami (A) hazirlanmigtir. Bu ortamda elde edilen degerler
ATCC, SB1, ST1 ve SY1 susu icin sirasiyla 2.4, 13.9, 2.6, 2.4 g/l olarak
belirlenmistir. ST1 susu disindaki suslarda MSM besiyerinde elde edilen
ramnolipid miktarlarindan daha ylksek degerler elde edilmistir.

Arpa kuspesi ile hazirlanan temel besi ortamina c¢esitli maddelerin
ilavesi ile yeni ortamlar olusturulmustur. Gliserolin mikroorganizmalarin ve
metabolitlerin Uretiminde iyi bir karbon kaynagi oldugu bilinmektedir. Zhang
ve ark.lari (2005) temel besi ortami olarak MSM’ ye %3 oraninda farkli
karbon kaynaklar ekleyerek olusturduklar besi ortamlarinda ramnolipid
aretimini incelemisler ve ramnolipid miktarlarini glukoz ortaminda 0.45,
gliserolle 12.92, parafinle 8.05 ve bitkisel yag ilave edildiginde ise 10.77 g/l
olarak tespit etmislerdir. Da Silva ve ark.larn (2009) gliserol ilave ederek
hazirladiklari farkli bir temel besiyerinde Ps. aeruginosa UCP0992 susu ile
96 saatin sonunda 8 g/l ramnolipid elde ettiklerini bildirmiglerdir. Bu noktadan
hareketle temel besi ortamina gliserol ilavesi ile yeni bir besi ortami
olusturulmus (B) ve suslarin ramnolipid miktarlar incelenmistir. Bu ortamda
elde edilen degerler ATCC, ST1 ve SY1 susu igin sirasiyla 9.3, 9.2, 2.5 g/l
olarak belirlenmistir.

P.aeruginosa suslarinin pigment Uretim dlzeyleri birbirinden farklidir ve

Ozellikle gliserolli ortamda daha fazla pigment Gretimi gOsterdikleri
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bilinmektedir. Calismamizda kullandigimiz SB1 susu ylksek piyosiyanin
Uretimine sahip bir sustur ve 6zellkle gliserol ilaveli B ortaminda daha fazla
pigment Uretimi géstermigtir. Ramnolipidin kloroform-metanol kullanilarak
saflastiriimasi esnasinda piyosiyaninin de kloroforma ge¢mesi fenol sulfirik
asit yontemi ile yaptigimiz spektrofotometrik 6lgimi olumsuz yénde
etkilemektedir. Literatlrlerde pyosiyanin Gretiminin 3 gunden sonra daha
yUksek seviyelere ulastigini bildiren c¢alismalar bulunmaktadir (Onbasil,
2006). Bu noktadan hareketle piyosiyanin Uretimini sinirlamak ve daha
glvenilir bir sonug elde etmek amaciyla, B ortami icin SB1 susu 7 giin yerine
3 glin inkiibe edilerek ¢alisma tekrarlanmistir. inkiibasyon sonucu elde edilen
ramnolipid miktar 95.8 g/l olarak bulunmustur. Yine de ¢ok ylksek degerler
bulunmasi nedeniyle SB1 susu sonuglar degerlendirme digi birakilmistir.

Ballot (2009) da calismasinda fenol sllfirik asit yonteminin ézellikle
yuksek piyosiyanin Uretimine sahip suslarda daha abartil sonuglar verdigini
bildirmigtir. Bizim elde ettigimiz sonuclar da bu calismayl destekler
niteliktedir. SB1 susunun yiksek ramnolipid Urettigi goérilmektedir, ancak
yUuksek piyosiyanin Ureten suslar igin farkli bir 6lgim ydntemi uygulanmasi

gerektigi sonucuna variimigtir.

Temel besi ortamina (A) bira mayasi ilave edilerek G¢lnci ortam (C)
hazirlanmistir. Maya ekstrakti (maya 6zutl = yeast extract) pargalanmis bira
mayasinin  (Saccharomyces cerevisiae) sulu ekstraksiyonu ile elde
edilmektedir. Ozellikle yliksek B kompleksi vitamin konsantrasyonu
nedeniyle, ¢cogu mikroorganizmanin iyi bir sekilde gelismesini sagdlar.
Bilesimindeki amino asitler, peptidler, vitaminler, karbohidratlar ve mineraller
sayesinde pek c¢ok mikrobiyolojik calismada kullaniimaktadir (Difco,2009).
Bira mayasi ilave edilerek hazirlanan C ortaminda ATCC, SB1, ST1 ve SY1
susu icin elde edilen ramnolipid miktarlar sirasiyla 6.3, 10.8, 3.4, 3.7 g/l
olarak belirlenmigtir. Wu ve ark.lari (2008) Ps. aeruginosa EM1 susu ile
yaptiklari ¢alismalarinda, farkh bir MSM besiyerine 10 g/l yeast extract

eklemigler ve 2.24 g/l ramnolipid elde etmiglerdir.
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Karbon kaynaginin yani sira, nitrojen kaynaginin da ramnolipid
Uretimine etkisi yapilan calismalarla gbésterilmistir. Robert ve ark.larinin
(1989) Pseudomonas 44T1 ile yaptiklari calismada biyosurfaktan Gretiminde
en uygun azot kaynaginin nitrat oldugu belirtiimigtir. Santa Anna ve
ark.’larinin (2002) yaptidi calismada ise petrol atiklarindan izole edilen
P.aeruginosa PA71’in ramnolipid Uretiminde en uygun nitrojen kaynaklar
olarak NaNQOj, (NH4),SO4 ve CH4N-O kullanilmisg ve sonucgta maksimum
arinlin (3.16 g/L) sodyum nitratli ortamda elde edildigi gérGlmastir. Wu ve
ark.larinin - galismasinda (2008) ise Ps. aeruginosa EM1 susu ile sodyum
nitrath ortamda 8.6 g/l ramnolipid Uretimi elde edilmistir. Bu nedenle
calismamizda literatlrler dikkate alinarak arpa kispesi ile olusturdugumuz
temel besi ortamina Uretimi arttirmak amaciyla NaNQOg; ilavesiyle dérdinci
ortam (D) hazirlanmistir. Bu ortamda elde edilen ramnolipid miktarlart ATCC,
SB1, ST1 ve SY1 susu icin sirasiyla 5, 7.6, 4.3, 3.7 g/l olarak belirlenmistir.
Tom suslarda temel besi ortamina kiyasla D ortaminda ramnolipid
miktarlarinin arttigi gézlenmistir. Calisma sonuclarimiz Wu ve ark.lari (2008)
Santa Anna ve ark.arinin (2002) c¢alismalar ile paralellik gdstermekte,

NaNQs ilavesi ile ramnolipid miktarlarinda ertis gézlenmektedir.

Arpa klspesi ile hazirlanan bu dért ortamin verilerinin istatistiki analizi
yapildiginda ATCC susu igin B ve C ortaminda elde edilen degerler MSM
ortamina gbére anlamli diizeyde farkh bulunmustur.

SB1 susu icin A ve C ortaminda elde edilen degerler ile D ortaminda
elde edilen deger arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

ST1 susu icin B ve D ortaminda elde edilen ramnolipid miktarlari MSM
ortamina gore daha ylUksek bulunmustur. Ancak sadece B ortaminda elde
edilen deger istatistiki olarak anlamlidir (p=0.000). A, C ve D ortaminda elde
edilen ramnolipid miktarlari ile MSM ortaminda elde edilen miktarlar arasinda

istatsitiki olarak anlamli bir fark géraimemistir.
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SY1 susu MSM ile kiyaslandiginda C ve D ortamlarinda elde edilen

degerler istatistiki olarak anlamlidir.

Arpa kuspesi kullanilarak olusturulan ortamlarda elde edilen sonuglar,
arpa kuspesinin ramnolipid Uretiminde kullanilabilecek ucuz bir hammadde
oldugu ve o6zellikle C ve N kaynaklar ile zenginlestirildiginde daha iyi bir
verim elde edildigini géstermektedir. Literattrlerde arpa kispesi ile ramnolipid
dretimi Uzerine yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamiz
baska bir calisma ile kiyaslanamamisgtir.

Besi ortami gelistirmeye yonelik olarak yUrattigumuz calismamizda
kullandigimiz bir diger ham madde findik kispesi olmustur. Yillik ortalama
500.000 ton dretim miktarina sahip oldugumuz findiktan yan GrGn olarak
findik kispesi elde edilmektedir. Turkiye, dinya findik Gretimi ve ihracatinda
birinci sirada yer alarak dinya Uretiminin % 80’ini, dinya ihracatinin ise
yaklasik % 70’ini gerceklestirmektedir. Genellikle Uretim fazlasi, dig satim
olanaklari bulunmayan ve pazara arz edilecek kalitede olmayan findiklarin
yagi cikarilarak islenmesiyle findik kispesi elde edilir. Bu atik proteince
zengin (yaklasik %40) selllozca fakir olup (yaklasik %9) degerli bir protein
kaynagidir. Findik kidspesinin  aminoasit bilesenleri incelendiginde lisin
(%0.99) ve metiyonin (%0.15) gibi bazi amino asitler yéninden fakir
olmasina ragmen arginin (%4.53), 16sin (%2.77) ve izoldésin (%2.82)
bakimindan zengin bir yapi gosterdigi % 0.27 kalsiyum ve % 0.94 fosfor
icerdigi belirlenmistir (Dogan ve Bircan,2010). Calismamizda kullandigimiz
klispe %44-46 oraninda protein ve %1.5-2 oraninda yag icermektedir.

Findik kispesi suzuntisine NaCl ve eser element ¢Ozeltisi ilave
edilerek hazirladigimiz besi ortaminda Uretim sonucu elde edilen Grin miktari
ATCC, SB1, ST1 ve SY1 suslari icin sirasiyla 11.1, 59, 5.3, 8.5 g/l olarak
belirlenmistir. Tim suslar icin elde edilen ramnolipid miktarlarindaki artis
MSM’ ye kiyasla istatistiki olarak anlamli bulunmustur (ATCC p= 0,003, SB1
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p=0,00, ST1 p=0,035, SY1 p=0,003). Literatlr taramalarinda findik kiispesi
kullanilarak ramnolipid Gretimi ile ilgili calismaya rastlanmamis ancak findik
yag! ile yapilmis tek bir calisma bulunmustur. Costa ve ark.lari (2006) MSM’
ye Brezilya findidi yagr (%2) ilave ederek hazirladiklari besiyerinde Ps.
aeruginosa LBl susu ile 9.9 g/l ramnolipid elde etmislerdir. Findik kispesi ile
elde ettigimiz miktarlar g6z 6ndne alindiginda findik yagina oranla disik
maliyeti findik kUspesinin daha uygun bir hammadde oldugunu
gbstermektedir.

Ulkemizde en fazla Uretimi olan kiispelerden birisi de aycicegi
kOspesidir. Aygicegi kiUspesi, aygicegi yagl tohumlarindan yagin
alinmasindan sonra geriye kalan kisimlaridir. Piyasada iki tip aycicegi
kOspesi bulunmaktadir. Bunlardan birisi, % 2-3 yag igceren dusik ham
proteinli buna kargilik fazla kabuklu olmalari sebebiyle ham sellloz igerigi
yuksek olan kabuk kanstiriimig kispelerdir. Diger kispe taru ise, kabuk orani
disuk olan kuspelerdir. Bu tip kispelerde yag orani %1.5’ i gegcmemektedir.
Ayrica protein orani da kabuk icerene gére daha fazladir (Tosun,2003). Bizim
kullandigimiz aycicegi kispesinin protein icerigi %28-30, yag orani %0.55-
0.75 civarindadir.

Aycicegdi kuspesi kullanarak olusturulan besi ortaminda tim suslar icin
elde edilen ramnolipid miktarlarr MSM’ de elde edilen miktarlardan yiksek
bulunmus, ATCC, SB1, ST1 ve SY1 suslari icin sirasiyla 5.3, 17.7, 5, 6.7
g/l olarak belirlenmistir. Aygicedi kiispesi iceren ortamda elde edilen miktarlar
MSM’ ye oranla yuksek olsa da findik kuspesi ile olusturulan ortamda elde
edilen degerlerden daha distuk olmasi aygicedi kuspesinin yag orani ile
iliskilendirilebilir. Literatlrlerde yapilan taramalarda aygicedi kuspesisinin
kullanildigi bir calismaya rastlanmamistir. Ancak Haba ve ark. (2000) basal
medium’ a %2-4 oraninda atik kizartma yagi (zeytin yagi ve aygicedi yagi )
ilave ederek hazirladiklari besi ortaminda Ps. aeruginosa 4772 NCIB 400044
susu ile 2.7 g/l ramnolipid elde etmiglerdir. Rikalovi¢ ve ark. lari (2013) ise
Ps. aeruginosa NCAIM(P) B001380 susu ile aycicegi yagr kullanarak
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yaptiklari cahigmalarinda 0.43 g/l, atik kizartma yagi (aygicegi yagi) ile 1.30
g/l ramnolipid elde etmiglerdir.

Arpa, findik ve aycicegi klUspesine ek olarak Uretime etkisini
arastirdigimiz diger atik Grin balik unudur. Balik unu, protein kalitesi iyi,
mineral ve aminoasit yoninden zengin énemli bir protein kaynagidir. Taze
balik ve deniz drinlerinden ya da islenmeden atilan balk atiklarindan elde
edilen, 6nemli bir amino asid ve vitamin kaynagidir. Balik unu elde etmek igin
kullanilan hammaddeler kurutularak degirmenden geciriimekte ve yagi
alindiktan sonra yem sanayisi i¢erisinde kullaniimaktadir.

Balik unu ile hazirldigimiz besi ortaminda elde edilen ramnolipid
miktarlari ATCC, SB1, ST1 ve SY1 suslari icin sirasiyla 12.3, 81, 9.3, 10.3
g/l olarak belirlenmigtir. Literatlrlerde balik unu ile yapilmis c¢alismalar
bulunmamaktadir ancak Lee ve ark. lari (2004) Ps. aeruginosa BYK-2 KCTC
susu ile yaptiklari calismada karbon kaynagi olarak balik yagini (25g/1)
kullanarak 17 g/I ramnolipid elde etmislerdir. Pirieto ve ark.lar (2008) temel
besiyerine soya yagi (40g/l) ve balik yagi(40g/l) ilave ederek yaptiklari
calismada saya yagi ile 0.94 g/l, balk yag: ile daha az ramnoz elde etmis,
soya yaginin ballk yagindan daha iyi bir karbon kaynagr oldugunu
belirtmiglerdir. Calismamizda MSM’' ye kiyasla tim suslar icin balik unu
ortaminda elde edilen ramnolipid miktarlar istatistiki olarak anlamli dizeyde
yuksek bulunmustur. Balik unu ile elde edilen ramnolipid miktarlari g6z 6nine
alindiginda disik maliyeti ve ylksek verimi Uretim i¢in uygun bir kaynak
oldugunu géstermektedir.

Farkh atiklar kullanilarak olusturdugumuz besi ortamlarinda elde
edilen degerlerin yiksek olmasi bu ortamlarin hazirlanmasinda kullanilan
atiklarin  karnigimiyla farkh bir besiyeri olusturma fikrini dogurmustur.
Hazirlanan yeni besiyerinde kullanilacak atiklar secilirken UGretim verimleri
esas alinarak findik kiUspesi, arpa kuspesi ve balik unu kullaniimigtir.

Oranlarin belirlenmesinde ise igerikleri ve maliyetleri esas alinmis, 2 birim
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findik kispesi, 1 birim arpa kispesi ve 1 birim balik unu sutzintisu
kullanilmistir. Klispe slzlntllerine fosfat tamponu, NaCl ve eser element
cOzeltisi ilave edilerek hazirlanan besi ortaminda ATCC, SB1, ST1 ve SY1
suslari icin elde edilen ramnolipid miktarlari sirasiyla 14.4, 35.3, 3.3, 17.9 ¢g/|
olarak belirlenmistir. Sonuglar tim suslar icin MSM besiyerinde elde edilen
miktarlardan daha yUksek bulunmustur.

Karigim ortaminda elde edilen ramnolipid miktarlari, bu ortamin
bilesiminde yer alan arpa kispesi, findik kiispesi ve balik unu ile hazirlanan
besi ortamlarinda elde edilen miktarlarla da karsilastirimis ve ATCC susu
icin en ylUksek ramnolipid miktari karigim ortaminda elde edilmigtir. SBf1
susu findik ve balik unu ortaminda daha ylksek ramnolipid Uretirken, karigim
ortaminda elde edilen deger, aycicegi kispesi ile hazirlanan ortamdan
yUuksek bulunmustur. ST1 susu igin karisim ortaminda ramnolipid miktarinda
artis gbzlenmemigtir. SY1 susu ise en iyi verimi karisim ortaminda

gOstermistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde ATCC susu igin
karisim ortaminda elde edilen degerler ile findik kispesi ve balik unu
kullanilarak hazirlanan besi ortaminda elde edilen deg@erler arasinda istatistiki
olarak anlamli bir fark bulunmamis, ancak arpa ve aycigegi kuspesi ile
olusturulan besi ortamlarinda elde edilen degerlerden istatistiki olarak yuksek
bulunmustur (p=0,000). SB1 susu icin ballk unu ortaminda elde edilen
ramnolipid miktari, karisim ortaminda elde edilen miktardan istatistiki olarak
yuksek bulunurken (p=0.015) diger ortamlarla karisim ortami arasinda
anlamli bir fark bulunmamigstir. ST1 susu icin karisim ortaminda elde edilen
degerler ile diger ortamlar arasinda anlaml bir fark bulunmazken, SY1 susu
icin karigim ortaminda elde edilen degerler diger tim ortamlarda elde edilen
degerlerden anlamli derecede yUksek bulunmustur (p=0,000).

Elde edilen atik Grlnlere ek olarak ramnolipid Uretimine etkisini arastirdigimiz

bir diger trtn kefirdir. Kefir icerisinde bulunan ¢dézinmus organik maddeler,
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Ozellikle proteinler, laktoz ve yag mikroorganizmalarin gelismesi igin iyi bir
ortam olusturmaktadir. Literatlrde kefir kullanilarak yapilan ramnolipid Gretimi
ile ilgili calismaya rastlanmamistir. Ancak yine protein, laktoz ve yag
acisindan zengin sit fabrikasi atigr olan peyniralti suyu ile yurt disinda ve
Tarkiye'de yapilmis calismalar bulunmaktadir. Dubey ve Juwarkar (2004)
P.aeruginosa BS2 susu ile yaptiklan calismada peyniralti suyunda 0.92 g/l
ramnolipid elde ederken, Kahyaoglu ve Konar (2008) P.aeruginosa DSM
50071 susu ile 0.48g/I ramnolipid elde etmiglerdir. Bu calismalarda elde
edilen ramnolipid miktarlari ayni suslarin temel besiyerindeki miktarlar ile
kiyaslanmamig, sadece peyniralti suyunun ramnolipid Uretiminde
kullanilabileceg@i belirtilmistir. Sonuclar incelendiginde farkli suslarla yapilan
iki calismada da elde edilen miktarlar kefir szlintlsi ile olusturdugumuz besi
ortaminda elde ettigimiz miktarlara gbére ¢ok dusuktir. Bizim calismamizda
elde edilen miktarlar ATCC, ST1, SY1 ve H1 suslar icin sirasiyla 11.7, 36.5,
3.2 ve 10.8 g/l seklinde belirlenmigtir.  Ayrica c¢alismamizda suglarin
ramnolipid Uretimi MSM ortami ile kiyaslanmis ve kefir stzlntlsu ile
olusturdugumuz ortamda cok daha ylksek dederler elde edilmistir. Kefir
iceriginin peyniralti suyuna g6re daha zengin olmasi ve daha yuUksek

miktarlarda yag icermesinin sonuglarda etkili olabilecegini digiinmekteyiz.

Kefir ortaminda diger ortamlardan farkli olarak MSM ortaminda
ramnolipid Uretim verimi ylksek olmayan bir sus daha calismaya dahil
edilmistir. MSM besiyerinde ramnolipid miktari 1 g/l olarak tespit edilen H1
susunun kefir iceren ortamda ramnolipid miktari ise 10.8 g/I bulunmustur.
SY1 sugsunun MSM deki miktari (1.7 g/l) H1 susuna gbre yiksek olmasina
karsin kefir iceren ortamdaki miktari olduk¢a disutktir. H1 susunun
ramnolipid Uretimindeki artis SY1 susuna oranla istatistiki olarak anlamli
bulunmustur (p=0,000). Bu durum bize her susun her ortama verdigi cevabin
birbirinden farkh olabilecedini ve ramnolipid Gretiminde sus segiminin dnemli
bir faktér oldugunu gbéstermektedir.

Ramnolipid Uretimini arttirmak amaciyla olugturan besi ortamlarinin yani sira

ardisik inkbasyon ve UV iginlari gibi bazi parametrelerin Gretime etkisi de
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arastinimistir. Ardigik inkilbasyonun Uretime etkisini arastirmak amaciyla 7
gunlik inkibasyon sonucu ramnolipid miktarlar belirlenen suslar taze
pasajlari yapilarak tekrar 7 gUnlik inkUbayona birakilmigtir. Bu islem
ard arda dort kez tekrarlanmistir ve her yedi gunlik periyod sonrasi
ramnolipid miktarlari élciimastir. Buna goére; ATCC 9027 susu ile yapilan
Olcimlerde sirasiyla 1462, 1392, 1402, 1511 mg/I ramnolipid elde edilmigtir.
Miktarlar arasinda anlamh bir fark olmadigi, ardisik inkiibasyonun ramnolipid

aretimini arttirmada etkili olmadigi gézlemlenmistir.

UV sinlarinin ramnolipid dretimine etkisini arastirmak amaciyla
petrilere ekimleri yapilan Ps. aeruginosa ATCC 9027 susu 60, 75, 90, 105 ve
120 sn UV igsinlarina maruz birakilimis ve slre sonunda elde edilen
kolonilerden MSM besiyerine ekimler yapilarak calkalamali inkibatérde
gelismeleri saglanmigtir. 7 gunlik inkibasyon sonucu elde edilen ramnolipid
degerleri arasinda anlamli bir farka rastlanmamis ve UV isinlarina maruz

kalmanin ramnolipid Gretimini arttirmadigi gézlenmistir.

Ps. aeruginosa suslarinda ramnolipid Uretimini arttirmak amaciyla arpa
kOspesi, bira mayasi, findik kispesi, aygicegi kuspesi, kefir ve balik unu
kullanarak hazirlanan besi ortamlarinda elde ettigimiz sonucglar, bu
maddelerin ramnolipid Uretiminde kullanilabilecek 6nemli hammaddeler
olabilecegini gbstermektedir. Literatlirlerde Ps. aeruginosa suslarinda
ramnolipid Gretimi ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde bu maddelerin
daha 6nce kullanilmamig olmasi nedeniyle yaptigimiz ¢aligmanin bundan
sonra yapilacak ¢alismalar igin kaynak teskil edecegdi distnltlmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada farkli kaynaklardan izole edilen P.aeruginosa suslarinda
ramnolipid dretimini arttirmaya yoénelik besi ortami gelistirme calismalari
yapiimistir. Bu amagla arpa kispesi, aygicedi kuspesi, findik kispesi, balik
unu ve kefir kullanilarak farkli besi ortamlari hazirlanmis ve elde edilen
ramnolipid miktarlari 6lgiimuastar. Ayrica ardisik inkibasyonun ve UV

Isinlarina maruziyetin ramnolipid Gretimine etkisi arastiriimistir.

Buna gére; arpa kispesi, findik klispesi, aygicedi kispesi, balik unu ve
tim bu atiklarin bilesiminden olusan karisim ortaminda elde edilen degerler
incelendiginde, ATCC susu icin en yiksek verim karisim ortaminda elde
edilirken, karigim ortami ile kefir, findik klispesi ve balik unu ortami arasinda

istatistiki olarak anlamh bir fark bulunmamistir.

SB1 susu icin; findik ve balik ortami en iyi ortam olarak belirlenmisgtir.
MSM besiyerinde elde edilen ramnolipid miktari ile kiyaslandiginda findik
kispesi (p=0.008) ve balik unu (p=0.001) ile hazirlanan ortamlarda elde
edilen ramnolipid miktarlarindaki artis olusturdugumuz diger ortamlarda elde
edilen ramnolipid miktarlarindan istatistiki olarak anlamh derecede yuUksek

bulunmustur.

ST1 susu icin olusturulan besi ortamlarinda en yldksek verim kefir ile
elde edilirken (p=0.000) diger ortamlarda elde edilen ramnolipid miktarlari
arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamistir.

SY1 susu icin karisim ortaminda elde edilen degerler diger tim

ortamlardan anlamh derecede yiksek bulunmustur (p=0.000).

Ramnolipid dretimini  arttirmaya yoénelik olarak hazirlanan Dbesi
ortamlarina ilaveten, bakteri kolonilerinin UV isinlarina maruziyeti ve MSM

besiyerinde yedi gunlik slrelerle dort kez tekrarlanan ardisik inklbasyonun
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Uretime etkisi arastirilmistir. Belirli slrelerde UV isinlarina maruz birakilan
Ps. aeruginosa ATCC 9027 susunun MSM besiyerinde inkiibasyonu sonucu
elde edilen ramnolipid Uretiminde artis gézlenmemistir. Ayni sekilde ardisik
inklbasyona birakilan ve her yedi ginlik inkibasyon sonucu ramnolipid
miktarlari belirlenen ATCC 9027 susunun ramnolipid Uretimleri arasinda
istatistiki olarak anlamli bir farka rastlanmamistir.

Bu calisma sonucunda elde edilen ramnolipid miktarlari literatirlede
yer alan c¢alismalarla kiyaslandiginda Ozellikle aygicedi kuspesi, findik
kispesi ve ballk unu ile hazirladigimiz besi ortamlarinda elde ettigimiz
miktarlar, diger calismalarda ayni maddelerin yaglar ilave edilerek
hazirlanan besi ortamlarinda elde edilen miktarlardan ¢ok yuUksek
bulunmustur. Bu nedenle disik maliyeti g6z &6ninde bulundurularak
kullandigimiz  kuspelerin  ramnolipid Uretiminde kullanilabilecek 6nemli
kaynaklar oldugunu dusiinmekteyiz. Ulkemizin diinya findik (retimi ve
ihracatinda ilk sirada yer aldigi disandldiginde 6zellikle findik kispesi ile

elde edilen sonuclarin yiksek olmasi blyik énem tasimaktadir.



76

OZET

Farkh Kaynaklardan izole Edilen Pseudomonas aeruginosa Suslarinda
Ramnolipid Uretimi Uzerine Calismalar

Biyostrfaktanlarin sirfaktanlar kargisinda sahip oldugu avantajlar biyostrfaktanlara
olan ilgiyi arttirmistir. Ancak surfaktanlarin maliyetinin daha disik olmasi
biyosirfaktanlarin kullanim alanini sinirlamaktadir. Bu nedenle disik maliyetle
ucuz materyallerden biyosirfaktan elde edilebilmesi ve iyi Gretim verimine sahip
suglar izole edilebilmesi Uzerine yapilan ¢alismalar yogunlasmistir.

Bu calismada Turkiye’ nin farklh noktalarindan alinan su ve toprak
6rneklerinden izole edilen P.aeruginosa suslarinda ramnolipid Uretimini arttirmaya
ybnelik besi ortami gelistirme calismalari yapilmistir. Bu amacla izolatlarin
ramnolipid Oretimleri MSM besiyerinde saglanmis, elde edilen ramnolipid
saflagtirllarak miktar tayini fenol sdlfirik asit metoduyla kolorimetrik olarak
yapilmistir ve en yiksek verim elde edilen 3 sus ve ATCC 9027 susu besi ortami
gelistirme calismalarina dahil edilmigtir. MSM besiyerinde elde edilen ramnolipid
miktarlari ATCC, SB1, ST1 ve SY1 suslari icin sirasiyla, 1.5, 4.6, 3.6, 1.7 g/l olarak
belirlenmistir. Arpa kispesi, aycicegi kuspesi, findik kispesi, balk unu ve kefir
kullanilarak besi ortamlari olusturulmus, olusturulan tim ortamlarda elde edilen
degerler MSM ortamina kiyasla yiksek bulunmustur. Sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, ATCC susu igin en iyi besi ortami kispelerin bilesiminden
olusan kansim (14.4 g/l), kefir (11.7 g/l) , findik kiispesi (11.1 g/l) ve balik unu (12.3
g/l) ortami olarak belirlenmis, SB1 susu icin findik kiispesi (59 g/l) ve balik unu
ortamlarn (81 g/l), ST1 susu igin kefir (36.6 g/l), SY1 susu igin karisim ortami (17.9
g/l) en iyi besi ortamlari olarak belirlenmistir.

Besi ortami gelistirme c¢alismalarina ek olarak UV isinlarina maruziyet ve ardisik
inklbasyon olmak Uzere iki farkli parametrenin ramnolipid Uretimine etkisi
arastinimistir. UV 1sinlarina maruz birakilan kolonilerden yapilan ekimler sonucu
MSM besiyerinde elde edilen ramnolipid miktarlari ile UV isinlarina maruz
birakilmayan kontrol susundan yapilan ekimler sonucu elde edilen miktarlar
arasinda farka rastlanmamistir. Ayni sekilde ardisik olarak dért kez 7’ser gin
slreyle inklibasyona birakilan ve her yedi gunlik inklibasyon sonunda ramnolipid
miktarlari belirlenen ATCC 9027 susunun her periyod sonrasi elde edilen ramnolipid
miktarlari arasinda anlaml bir fark bulunmamistir.

Olusturulan besi ortamlarinda elde edilen ramnolipid miktarlar dikkate
alindiginda daha ucuz maliyetle ve yiksek miktarlarda ramnolipid eldesi agisindan
arpa, aygicegi ve findik kispesi ile balikk ununun ramnolipid Uretiminde &nemli
kaynaklar olabilecegi gérilmektedir.

Anahtar sézciikler: Atik materyal, biyoslrfaktan, P.aeruginosa, ramnolipid
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SUMMARY

A Study on Production of Rhamnolipid by Pseudomonas aeruginosa
Isolated From Different Resources

The advantages of biosurfactants unlike surfactants, have increased the interest to
biosurfactants. However, lower cost of surfactant limits the application of
biosurfactant. Therefore, the study focused on biosurfactant obtaining from
inexpensive materials with low cost and isolation of good biosurfactant-producing
strains.

In this study, development researches of medium were carried out to
increase the production of rhamnolipid in Pseudomonas aeruginosa strains, isolated
from water and soil in the different region of the Turkey. For this purpose
rhamnolipid production of isolates provided in MSM medium and rhamnolipid
amount produced by isolates were quantified by phenol-sulfiric acid method. Three
strains and ATCC 9027, which produced highest amount rhamnolipid, were included
the medium development study. The rhamnolipid amounts of ATCC, SB1, ST1,
SY1 strains were determined as 1.5, 4.6, 3.6, 1.7 ¢/l respectively in MSM medium.
Different mediums created using barley pulp, sunflower pulp, hazelnut pulp, fish
flour and kefir, in all these media rhamnolipid amounts were determined higher
compared to MSM. The results were statistically analyzed, Mixture medium,
containing the pulps (14.4 g/l), hazelnut pulp (11.1 g/l), fish flour (12.3 g/l), kefir
(11.7 g/l) are for ATCC 9027 strain, Hazelnut pulp (59 g/I) and fish flour (81 g/l) are
for SB1, Kefir (36.6 g¢/l) is for ST1 and mixture medium is for SY1 (17.9 g/l) are
determined as the best medium.

Additionally to study on the development of medium, effects on rhamnolipid
production of two different parameters, exposure to UV radiation and successive
incubation are investigated. There is no differences between rhamnolipid amounts
obtained after culturing from colonies exposed to UV radiation and control strains
not exposed to UV radiation. ATCC 9027 strain incubated for a period of four
consecutive 7 days and rhamnolipid quantities detected after every seven days
incubation, Likewise there is no meaningful differences between the amounts of
rhamnolipid obtained after each period.

Rhamnolipid amounts obtained in our created medium are take into

consideration, barley, sunflower, hazelnut pulps and fish flour can seen important
sources for cheaper cost and in large quantities of rhamnolipid production.

Key words: Biosurfactant, P.aeruginosa, , rhamnolipid, waste material
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