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OZET

GIDA KAYNAKLI MAYALAR iLE BiYOSURFEKTANLARIN URETIiMi
VE FONKSIYONEL OZELLIiKLERININ ARASTIRILMASI
DOKTORA TEZi
KUBRA ERYASAR ORER
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIiVERSITESI
LiISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLiIGi ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SEDA KARASU YALCIN)

BOLU, ARALIK - 2022
XIX + 166)

Bu ¢alismada ilk olarak gida kaynakli yerli 142 adet maya susunun biyosiirfektan
tiretimi kapasiteleri arastirilmigtir. Bu asamada on tarama testlerinin yani sira
baslica yiizey geriliminin diigliriilmesi parametresi esas alinarak Cyberlindnera
fabianii MIAU-1 susu biyosiirfektan iireticisi sus olarak secilmistir. Bu susun
biyosiirfektan iiretimi tlizerine farkli karbon ve azot kaynaklari tiiriiniin ve
derisiminin etkilerinin arastirildig1 deneylerde glukoz (%10), ay¢icek yag1 (%10),
maya 0ziitii (3 g/L) ve iirenin (3 g/L) bir arada kullanildigi kosullarda ortam yiizey
geriliminin 28.25 mN/m olarak optimum diizeyde diisiirtildiigii belirlenmistir.
Ayrica gida endistrisi artiklarindan (zeytin karasuyu, %20 ve artik kizartma yagi,
%10) yararlanilarak hazirlanan besiyerinde iiretilen biyosiirfektan araciligiyla,
ortam yiizey geriliminde en yiiksek 24.46 mN/m diizeyinde azalma saglamuistir.
Biyosiirfektan {iretiminin optimum tanimli ve artik bazli ortamlar kullanilarak
fermentor kosullarinda gerceklestirildigi calismalarda sirasiyla 37.32 ve 6.26 g/L
ham biyosiirfektanin iiretildigi bulunmustur. Maya kaynakli ham ve saflagtirilan
biyosiirfektanlarin biyokimyasal karakterizasyonu amaciyla FT-IR ve NMR
yontemlerinden yararlanilarak bu biyosiirfektanlarin soforolipit yapisi tasidiklar
ortaya konmustur. Tanmimli ve arttk bazli besiyerlerinde iretilen ham
biyosiirfektanlarin kritik misel derisimleri sirasiyla 42.68 ve 423.99 mg/L; saf
biyosiirfektanlarin ise 1290.27 ve 1813.80 mg/L olarak bulunmustur. Tanimh
ortamda tretilen ham biyosiirfektanin fonksiyonel 6zellikleri incelendiginde ise
oncelikle bu biyosiirfektanin farkli ortam (pH, tuz derisimi ve sicaklik) kosullar
altinda suyun ylizey gerilimini diisiirme stabilitelerini genel olarak korudugu
belirlenmistir. Ayrica iiretilen biyosiirfektan, Listeria monocytogenes (%89.23-
92.03), Salmonella Enteritidis (%62.23-76.66) ve Escherichia coli (%45.83-
58.34) patojenlerine kars1 antibakteriyel aktivite; Staphylococcus aureus ve L.
monocytogenes kaynakli biyofilm olusumlarmin sirasiyla en yliksek yaklasik %67
ve %55.50 oranlarinda dnlenmesi i¢in anti adezyon etki gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyosiirfektan, Cyberlindnera fabianii, Fermentor,
Soforolipit, Fonksiyonel 6zellikler



ABSTRACT

PRODUCTION OF BIOSURFACTANTS BY FOODBORNE YEASTS AND
INVESTIGATION OF THEIR FUNCTIONAL PROPERTIES
PHD THESIS
KUBRA ERYASAR ORER
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: PROF. DR. SEDA KARASU YALCIN)

BOLU, DECEMBER 2022
XIX + 166)

In this study, firstly the biosurfactant production capacities of 142 food originated
indogenous yeast strains were investigated. At this stage, Cyberlindnera fabianii
MIAU-1 strain was selected as the biosurfactant producer strain based on the
reducing of the surface tension parameter as well as the preliminary screening
tests. In experiments searching the effects of different types and concentrations of
carbon and nitrogen sources on the biosurfactant production of this strain, the
surface tension of the medium was reduced to 28.25 mN/m at the optimum level
when glucose (10%), sunflower oil (10%), yeast extract (3 g/L) and urea (3 g/L)
were used together. In addition, the highest reduction in the surface tension of
medium was achieved to be 24.46 mN/m by the biosurfactant produced in the
medium prepared by using the food industrial wastes (olive mill wastewater, 20%
and waste frying oil, 10%). In studies where biosurfactant production was carried
out under bioreactor conditions using optimum defined and waste-based media, it
was found that 37.3235 and 6.262 g/L crude biosurfactant were produced,
respectively. For the biochemical characterization of the crude and also purified
biosurfactants from the yeast, FT-IR and NMR methods were used and it was
determined that these biosurfactants had a sophorolipid structure. The critical
micelle concentrations of the crude biosurfactants produced in defined and waste-
based media were found to be 42.68 and 423.99 mg/L and also these
concentrations of the purified biosurfactants were 1290.27 and 1813.80 mg/L,
respectively. When the functional properties of the crude biosurfactant produced
in a defined medium were examined, it was determined that this biosurfactant
generally maintained its stability by reducing the surface tension of water under
different ambient (pH, salt concentration and temperature) conditions. In addition,
the produced biosurfactant had antibacterial activity against the pathogens of
Listeria monocytogenes (89.23-92.03), Salmonella Enteritidis (62.23-76.66%) and
Escherichia coli (45.83-58.34); and also anti adhesion effect to prevent biofilm
formations of Staphylococcus aureus and L. monocytogenes by the highest rates
of approximately 67% and 55.50%, respectively.

KEYWORDS: Biosurfactant, Cyberlindnera fabianii, Bioreactor, Sophorolipid,
Functional properties
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1. GIRIS

Siirfektanlar, hidrofilik ve hidrofobik molekiil yapilarin1 bir arada
bulundurmalarindan dolay1 suyun yiizey gerilimini etkin bir sekilde diisliren ve
sampuan, deterjan ve dis macunu gibi irlinlerde siklikla kullanilan yiizey aktif
maddelerdir. Uretimleri petrol bazli kaynaklardan saglanan siirfektanlarin kiiresel
Olcekte satis tutarimin 2024 yilina kadar 40 milyar Dolara ulagmasi
beklenmektedir. Mikrobiyel siirfektan veya biyosiirfektanlar ise bakteri ve
mayalar aracilifiyla yenilenebilir ve siirdiiriilebilir sekilde iiretilen ylizey aktif
maddeler sinifindadir. Genel olarak 2020 yilinda yaklasik 460 bin ton iiretilen
biyosiirfektanlarin kiiresel pazarinin ise 2022 yilinda 5.5 milyar Dolar olmasi
ongorilmiistiir (1,2).

Biyosiirfektanlar, yiizey gerilimi diisiirme ve emiilsiyon olusturma
fonksiyonlarmin yani sira antimikrobiyel ve anti adezyon aktiviteye sahip
olmalar1 dolayisiyla ¢oklu fonksiyonel bir bilesen olarak 6n plana ¢ikmaktadir (3).
Literatiir genel olarak incelendiginde bakterilerden yararlanilarak biyosiirfektan
tretiminin bakteri tiirii ¢esitliligi, kimyasal tanimli ortam ve atik/artik
bilesenlerinden olusan fermantasyon ortamlar, yiizey aktif &zellikleri,
biyokimyasal karakterizasyonu, antimikrobiyel ve anti adezyon aktiviteleri ve
baslica ¢evre ve gida alanlarinda kullanim potansiyelleri bakimimdan kapsamli
olarak incelendigi oldukc¢a fazla sayida ¢alismaya rastlanmaktadir (4,5). Bununla
beraber, mayalar araciliiyla gergeklestirilen ve sayica daha az olan biyosiirfektan
tiretimi ¢aligmalarinda, potansiyel biyosiirfektan {ireticisi maya suglarinin
belirlenmesi, uygun fermantasyon ortamlarinin segilmesi ve biyosiirfektanlarin
biyokimyasal karakterizasyonuna yonelik uygulamalarin agirhik kazandigi
goriilmektedir. Maya kaynakli biyosiirfektanlarin tiretimi amaciyla hidrofilik veya
hidrofobik 6zellik gosteren ¢esitli tanimli substratlar, gida endiistrisi artiklar1 veya
bu iki bilesenin karigimlarini iceren fermantasyon ortamlarindan yararlanilan ve
bu ortamlarda biyosiirfektan liretim miktarlarinin arastirildigi pek ¢ok calisma
bulunmaktadir (6-8). Biyosiirfektanlarin biyokimyasal yapilarinin glukolipit ve
soforolipit olarak belirlendigi aktarilmaktadir (9,10). Mayalar aracilifiyla iiretilen
biyosiirfektanlarin fonksiyonel o6zelliklerine yonelik ¢alismalarin ise, bakteriyel
biyosiirfektanlarin fonksiyonel 6zelliklerinin arastirildigr calismalara gore daha

sinirh diizeyde oldugu goriilmektedir (11-13).



Literatiirde yer alan ¢alismalarda kullanilan bakteri ve mayalarin izolasyon
kaynaklar1 biiyilk bir c¢ogunlukla toprak ve su gibi ¢evre Orneklerinden
olusmaktadir. Bununla beraber, son yillarda yapilan bir c¢alismada (14)
biyosiirfektan iiretimi amaciyla gida kaynakli bir Wickerhamomyces anomalus
susundan yararlanilmasi, Archana ve ark. (9) tarafindan farkli kaynaklardan izole
edilen birgok maya arasinda gida kaynakli bir susun secilmis olmasi ve ayrica
Derguine-Mecheri ve ark. (15) tarafindan yiiriitillen bir calismada izolasyon
kaynag1 farkli pek ¢ok gida ve bazi gida artiklar1 olan suslarin biyosiirfektan
ireticisi  bir susta bulunmasi1 gereken bazi oOzelliklere sahip oldugunun
belirlenmesi dikkat ¢ekmistir.

Bu tez calismasinin ana hipotezi; laboratuvarimizda bulunan gida kaynakli
yerli maya izolatlar1 arasinda biyosiirfektan iireten tiirlerin tespit edilecegine
yonelik beklenti olmustur. Yapilan sus taramasi amaciyla gerceklestirilen gesitli
deneylerde On plana ¢ikan Cyberlindnera fabianii tiirine literatiirde heniiz
biyosiirfektan iiretimi c¢alismalarinda rastlanmamis ve ilk kez bu g¢alismada
kullanmilmistir. Bu tiirin Candida fabianii tiriiniin telemorfu oldugu ve askospor
olusturarak iiredigi bilinmektedir. Ayrica Cyberlindnera cinsi mayalarin 6zellikle
endistriyel artiklarda kontaminant olarak bulunduklar1 belirtilmektedir (16).
Literatiiri  destekleyen sekilde tez c¢alismasinda biyosiirfektan iireticisi
mikroorganizma olarak belirlenen Cyb. fabianii MIAU-1 susunun izolasyon
kaynag1 makarna endiistrisi artig1 olan irmik alti unudur.

Literatiirde Cyb. fabianii mayasindan, enzim iretimi ve alkol
fermantasyonunda aroma gelistirilmesinin yani sira atik su aritimi prosesi ve agir
metallerin uzaklastirilmasinda yararlanildigi bildirilmektedir (17-20). Bununla
beraber, Balan ve ark. (11) tarafindan izolasyon kaynagi deniz sedimenti olan
Cyb. saturnus mayasi ile iiretilmis olan yeni bir biyostirfektanin bazi fonksiyonel
Ozelliklere sahip oldugunun rapor edilmis olmasi bu c¢alismada {retilecek
biyosiirfektanin da bu anlamda bir potansiyel tasidig: fikrini ortaya koymustur.

Bu tez calismasinda biyosiirfektan tiretimi deneyleri gida kaynakli, yerli ve
yeni bir tiir kullanilarak hem tanimli hem de bazi gida endiistrisi artiklarindan
hazirlanan  fermantasyon ortamlarinda gerceklestirilmistir.  Biyostirfektan
tiretiminin en yiiksek diizeyde saglandigi optimum tanimli ve artik bazli ortam
bilesimlerinin belirlenmesinin ardindan, bu ortamlarda Cyb. fabianii MIAU-1

susu ile {liretilen biyosiirfektanlarin biyokimyasal yapilarinin tanimlanmasi ve



yiizey aktif 6zelliklerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Ayrica tanimli optimum
fermantasyon ortaminda iiretilen ham formda biyosiirfektanin antibakteriyel ve
antifungal etkilerinin ve ayrica biyofilm olusumunun engellenmesine yonelik anti

adezyon aktivitelerini kapsayan fonksiyonel 6zellikleri arastirilmastir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Biyosiirfektanlarin Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar:

Stirfektanlar baglica yiizey gerilimi diisiirme ve emiilsiyon olusturma
fonksiyonel 6zelliklerine sahip olan yiizey aktif bilesiklerdir (1,21). Stirfektanlar
oldukca genis bir kullanim alanina sahip olup deterjan, temizlik, kisisel bakim ve
kozmetik {riinlerinin bilesiminde aktif bilesen olarak yer almakta ve petrol,
eczacilik, tarim ve gida alanlarin1 da kapsayan bir¢ok sektoriin ¢esitli alanlarinda
kullanilmaktadirlar (14,22,23). Her yil diinya ¢apinda yaklasik olarak 15 milyon
ton siirfektan tretimi gergeklestirildigi bildirilmektedir. Bununla beraber,
petrokimyasal kaynaklardan elde edilen kimyasal siirfektanlarin yiiksek toksisite
ve zayif biyodegradasyon oOzelligi gostererek cevresel tehlikelere yol agma
potansiyeli dikkate alindiginda, yenilenebilir ve siirdiiriilebilir doga dostu bir
tiretim olarak degerlendirilen biyolojik kaynakli siirfektan tiretimi ile ilgili olarak
yapilan c¢alismalarin ilgi ¢ekici olduklar1 goriilmektedir. Geleneksel iiretim
teknolojisine ‘temiz alternatif® olarak on plana ¢ikan biyosiirfektanlarin diinya
genelindeki Pazar paymin yillik %5.5 biiylime hizi ile 2025 yilina kadar 4.8
milyar Avroya yikselecegi Ongoriilmektedir (14,24). Kiiresel Olcekte
biyosiirfektan pazar hacminin 2020 yili itibariyla yaklagik 461 bin ton oldugu
ifade edilmektedir (25).

Mikrobiyel siirfektan veya biyosiirfektanlar, ¢esitli mikroorganizmalar
tarafindan tretilen yiizey aktif maddeler sinifindadir. Hidrofilik ve hidrofobik
molekiil yapilarint bir arada bulundurmalarindan dolayr amfifilik bir bilesen
olarak bilinen biyosiirfektanlar karbonhidrat, peptit, karboksilik asit, aminoasit,
alkol ve fosfat bilesenlerini hidrofilik; yag asitleri ve tlirevlerini ise hidrofobik
molekiil olarak tagimaktadir (26). Biyosiirfektanlar hidrofobik bilesen igeren
besiyerlerinin (bitkisel yag, hidrokarbon vb.) yani sira; karbonhidrat, seker ve
gliserol ~ gibi  bilesenler igeren  hidrofilik  besiyerleri  kullanilarak
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmektedir (27).

Biyosiirfektanlarin agirlikli olarak lipopeptit, lipoprotein ve glukolipit
yapisina sahip olduklar1 bilinmektedir (23). Yaygin olarak Bacillus subtilis
aracilifiyla tretilen biyosiirfektanlar olmak {izere, diger Bacillus sp. aracilifiyla
tiretilen biyostirfektanlarin lipoprotein yapida olduklar1 ifade edilmektedir

(5,28,29). Lipopeptitlerin aminoasit bilesimi ve yag asidi zinciri uzunluguna gore



smiflandirildigi ve oOzellikle surfaktinlerin siklikla calisildigr belirtilmektedir.
Literatiirde Streptomyces sp. (30), Pontibacter korlensis (4) ve Brevibacterium
luteolum (31) gibi farkli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen biyosiirfektanlarin
lipopeptit olarak karakterize edildigi caligmalara da rastlanmaktadir.

Glukolipit yapidaki biyosiirfektanlar igerisinde genel olarak ramnolipitler
ve soforolipitlerin (SL) yani sira trehaloz lipitler, mannosil eritritol lipitler,
sellobiyoz lipitler, monogliserit, lipomannosil-mannitoller, lipoarabinomannanlar
ve lipomannanlar gibi pek cok alt tiirii yer almaktadir (22). Uretimi siklikla
calisilan biyosiirfektanlardan biri olan ramnolipitler yaygin olarak Pseudomonas
aeruginosa araciligiyla tretilmektedir (32,33). Literatiirde yer alan farkli
calismalarda Wickerhamomyces anomalus (14) ve Cyberlindnera saturnus (11)
mayalar1 ve ayrica diger bazi bakteriler (34-36) tarafindan (iiretilen
biyosiirfektanlarin  glukolipit yapiya sahip olduklar1 bildirilmistir. Ayrica,
mayalarm kullanildig1 ¢aligmalarda siklikla yer alan ve soforolipit olarak belirtilen
glukolipit yapida biyosiirfektanlarin iiretimi Starmerella bombicola, Candida
bombicola tiiriiniin yan sira baz1 Candida cinsi mayalar ve diger maya tiirleri ile
gercgeklestirilmektedir (6,9,37—40).

Mikrobiyel olarak elde edilen fosfolipitler ve yag asitlerinin de
biyosiirfektan olarak degerlendirildigi belirtilmektedir. Bir diger biyosiirfektan
tiirii olan polimerik siirfektanlarin kimyasal yapilarinda ise lipoheteropolisakkarit,
heteropolisakkarit veya protein-seker-lipit kompleksi igeren cesitli molekiiller
bulunmaktadir (41). Biyosiirfektan Treticisi olarak Lactococcus lactis,
Lactobacillus pentosus ve Lactobacillus paracasei’nin kullanildig1 caligmalarda
elde edilen biyostirfektanlarin glukolipopeptit yapisinda olduklari rapor edilmistir
(42,43).

Gida endiistrisi de dahil petrol, tarim, eczacilik, deterjan, tekstil ve boya
olmak tizere diger birgok endiistride genis uygulama alani bulunan
biyosiirfektanlar, ylizey gerilimi diisiirme, emiilsiyon olusturma ve stabilizasyonu
fonksiyonlarmin yani1 sira antimikrobiyel ve anti adezyon aktiviteye sahip
olmalar1 nedeniyle coklu fonksiyonel bir bilesen olarak kabul edilmektedir.
Ayrica biyosiirfektanlarin temizleme ve 1slatma kapasitesinin yan1 sira emiilsiyon
ve koplik olusturma gibi bazi fonksiyonel o6zellikleri dolayisiyla sampuan, dis
macunu, nemlendirici ve diger birgok cilt bakimi ve saglik bakim {iriinleri

bilesimlerinde aktif bir bilesen olarak yer aldiklar1 belirtilmektedir (3,44).



Biyosiirfektanlarin emiilsifiye edici bir bilesen olarak kullanildig1 yaygin
alanlardan biri gida endiistrisidir (45). Genel olarak yiiksek molekiil agirlikli
polimerik biyosiirfektanlarin emiilsiyon olusumu ve kararliliginda daha etkin
olduklar, diisiik molekiil agirlikli siirfektanlarin ise etkin bir sekilde ylizey
gerilimini diistirdiikleri ifade edilmektedir (21,41). Biyosiirfektanlarin gidalarda
katki maddesi olarak kullanimlar iizerine yapilan ¢aligsmalarda son yillarda bir
artis oldugu goriilmektedir (46-50). Mnif ve ark. (46) tarafindan gergeklestirilen
bir caligmada ekmek iiretiminde tekstiirel 6zelliklerin gelistirilerek bayatlamanin
geciktirilmesinde biyosiirfektan katkisinin soya lesitinine kiyasla daha basaril
bulundugu belirtilmistir. Benzer bir ¢alismada kurabiye bilesimine eklenen B.
subtilis kaynakli biyosiirfektanin hamurun tekstiir 6zelliklerinin gelistirilmesinde
gliserol monostearata gore daha iyi sonuglar verdigi bildirilmistir (49). Campos ve
ark. (47) tarafindan yapilan bir calismada Candida utilis’ten izole edilen
biyosiirfektanin stabil bir emiilsiyon olusturmada yetersiz kalmakla birlikte
stabilizor olarak guar gam ile desteklendiginde mayonez {iretiminde
kullanilabildigi rapor edilmistir. Bir baska calismada ise, kurabiye hamuru
bilesiminde yer alan yumurta sarisinin C. utilis kaynakli bir biyosiirfektan ile
ikame edilmesi sonucunda yumusak ve siingerimsi bir tekstiiriin elde edildigi ve
ayrica Uriine antioksidan etki kazandirildig: belirtilmistir (50).

Literatiirde yer alan ¢aligsmalarda biyosiirfektanlarin agirlikli olarak g¢evre
ile ilgili alanlarda kullanim potansiyellerinin arastirildigi goriilmektedir. Bu
caligmalar genel olarak toprak ve atik su gibi ¢evresel 6rneklerden agir metallerin
uzaklastirilmas: ile beraber g¢evre ortamlarindan kontaminantlarin giderildigi
lyilestirme uygulamalarint kapsamaktadir. Cevre ortamindan agir metallerin
gideriminde organik ve inorganik asitler, metal selatlama ajanlar1 ve kimyasal
siirfektanlar araciligiyla yikama gibi geleneksel proseslerin ¢evreye olan olumsuz
etkileri g6z Oniine alindiginda 1iyilestirme amaciyla biyosiirfektanlardan
yararlanilmas1 ¢evre dostu bir uygulama olarak goriilmektedir (3,51,52).
Biyosiirfektan ¢ozeltisiyle muamele edilerek kontamine topraklardan agir metal
giderimi mekanizmasi; toprak yiizeyinde adsorbe olan agir metallerin toprak ara
yiizeyinden biyosiirfektanlarin sorpsiyonu ile ayrilmasi ve absorbe edilen
metallerin elektrostatik etkilesimler yoluyla biyosiirfektan miselleri igerisinde

tutulmasi olarak agiklanmaktadir (3).



Literatiirde,  biyosiirfektanlarin ~ ¢esitli  hidrokarbon  kaynaklartyla
kontamine olan c¢evresel Orneklerde bulunan hidrofobik organik bilesenlerin
¢Oziiniirlik ve akigkanligimmin gelistirilerek desorpsiyonun kolaylastirilmasi ve bu
sayede ilgili ortamlardan uzaklastirilmasi asamasinda aktif rol oynadig1 rapor
edilmistir (53). Ayrica biyosiirfektanlarin misel olusumuyla, topraktaki polisiklik
aromatik hidrokarbon (PAH) desorbsiyonu ve ardindan degradasyonunu
saglayarak c¢oziintirliik 6zelligini gelistirmenin yani sira, kontaminant matriksi ve
etkilesimde bulunduklar1 hiicre yiizeylerinin modifikasyonu yoluyla PAH
giderimi iizerine etki gdsterdikleri ifade edilmektedir (3,54). Biyosiirfektanlarin
bir diger yaygin kullanim potansiyelinin, petrol endiistrisinde mikrobiyel destekli
petrol geri kazanimi oldugu ifade edilmekte ve petrol hidrokarbonlariyla yiizey
arasindaki etkilesimin artirilmasiyla beraber ara ylizey geriliminin azaltilarak,

petrol geri kazanimina katki saglandigi bilinmektedir (3).

2.2 Bakteriler Tarafindan Biyosiirfektan Uretimi

Bakteriyel biyosiirfektanlarin {iretimi iizerine gergeklestirilen calismalar
genel olarak mikroorganizma izolasyonu, sus taramasi ve fermantasyon ortaminin
belirlenmesi asamalarimin  bir veya birkaginin ardindan, biyosiirfektan
ekstraksiyonu ve saflastirilmasi, biyokimyasal karakterizasyonu, yiizey aktif
ozellikleri ile birlikte antimikrobiyel ve anti adezyon aktiviteleri gibi diger
fonksiyonel ozelliklerinin analizlerini kapsamaktadir. Biyosiirfektan {ireticisi
bakterilerin baslica izolasyon kaynagi olarak petrol sahasi atik suyu (32) ve petrol,
PAH ve pestisit ile kontamine toprak (28,55), aktif camur (56) gibi ¢evresel
orneklerin kullanildig1 ¢aligmalar literatiirde yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica
izolasyon kaynagi bazi gida ve gida artiklari olan bakterilerin biyosiirfektan
iretiminde yer aldigi az sayida arastirmaya da rastlanmaktadir (57-59).
Caligmalarin bir kisminda sus taramasi amaciyla yag yayma ve/veya damla
diizlesmesi testlerinden yararlanilarak biyosiirfektan iiretimi olup olmadiginin
belirlenmesi sonucunda emiilsifikasyon indeksi (E,s) degeri ve ylizey gerilimi
Olctimleri gerceklestirilmektedir (60). Yag yayma testi sonucunda, biyosiirfektan
¢ozeltisinin su yiizeyine aktarilmig olan yagda olusturdugu temiz zonun ¢apinin
biyosiirfektan tiretimi hakkinda yar1 kantitatif bir sonu¢ sagladigi ve olusan zon
cap1 ile biyosiirfektan miktar1 arasinda bir korelasyonun oldugu belirtilmektedir

(5,26,60). Ayrica, hidrofobik bir yiizeye damlatilan biyosiirfektanin yiizey ve ara



yiizey gerilimine gore degiskenlik gostererek farkli oranlarda yayilmasi damla
diizlesmesi testinin pozitif sonu¢ verdigini gostermektedir (61). Biyosiirfektan
¢Ozeltisinin herhangi bir hidrokarbon kaynagiyla olusturmus oldugu emiilsiyon
tabakasinin yiiksekligi ile ilgili bir 6l¢iim degeri olan emiilsifikasyon indeksi ise
bu Ol¢iimiin 24 saatin sonunda gerceklestirilmesi dolayisiyla E,4 olarak ifade
edilmektedir (45).

Sharma ve ark. (62) tarafindan gergeklestirilen bir c¢alismada farkl
morfolojik karakterlerdeki kirk iki adet bakteri izolatina uygulanan yag yayma ve
damla diizlesmesi testlerinin yani sira emiilsiyon aktivitesi sonuglari
dogrultusunda potansiyel biyosiirfektan treticisi olduklart belirlenen suslar
arasindan maksimum yag yayma degerine sahip olan iki adet Bacillus sp.
izolatinin biyosiirfektan {iretiminde kullanildigi rapor edilmistir. Ayrica ilgili
calisma kapsaminda E,4 degeri yiiksek olan bazi izolatlarin yag yayma ve damla
diizlesmesi testi sonuglarmmin negatif olmasi dolayisiyla biitin emiilsifiyer
bilesenlerin biyosiirfektan olarak degerlendirilemeyecegi belirtilmistir. Bazi
calismalarda ise Oncelikle, sus taramasinda yararlanilan diger yontemler olan
hidrokarbon testi ve tween 80 igeren besiyeri ortaminda gergeklestirilen testler ile
potansiyel biyosiirfektan iiretim potansiyeli tasiyan suglarin tespit edilebildigi
belirtilmektedir. Bu besiyerlerinde zon olusturarak kaydedilen tireme sekli ile
biyosiirfektan iiretimi arasinda yiiksek bir korelasyon oldugu bildirilmistir (26,63).

Biyosiirfektan iiretiminde seker ve bitkisel yaglar1 kapsayan farkli taniml
karbon kaynaklarinin kullanildig1 ortamlarin (6,8,9,60,64—68) yani sira, tarimsal
ve endiistriyel artik ve gida artigit kapsaminda yer alan artik kizartma yagi
(30,32,69-72), rafineri yan iirlinii yag1 (73), artitk hayvansal yag (74) zeytin
karasuyu (33,75), sarap iiretimi artiklar1 (75), seker kamis1 kiispesi (76), peynir
alt1 suyu ve silempe (43), melas (77,78), ¢esitli meyve ve sebzelerin kabuk, posa
ve sularinin (58,76-80) ve biracilik artiklart (81,82) igeren fermantasyon
ortamlarinin  biyosiirfektan {iretiminde degerlendirildikleri ¢aligmalar rapor
edilmistir.

Biyosiirfektan liretimi amaciyla hidrokarbon substrat kaynag: olarak ham
petrol, dizel ve atik motor yaginin ve ayrica misir 6zii yagi, zeytinyagi ve artik
kizartma yaginin yer aldigi bir ¢alismada, bitkisel yag kullanildigi kosullarda
bakteriyel gelisim, biyosiirfektan derisimi, yiizey geriliminin diisiiriilmesi ve yag

yayma testi sonug¢lari bakimindan daha yiiksek sonuclarin elde edildigi ve bu



durumun  hidrokarbonlarin =~ kompleks  molekiil  yapilart  dolayisiyla
mikroorganizmalar tarafindan kullanilma potansiyellerinin zayif olmasi ile
aciklanabildigi rapor edilmistir (5). Chen ve ark. (32) tarafindan gergeklestirilen
bir ¢alismada ise yiizey gerilimi, emiilsifikasyon indeksi ve biyosiirfektan miktari
sonuclarina gore kolza tohumu yagi, gliserol, glukoz ve melasa kiyaslandiginda
mutfak artik yagmin fermantasyon ortami olarak kullanildigir kosullarda daha
yiiksek sonuclarin elde edildigi ve bu durumun artik yagda bulunan farkli besin
elementlerinin mikroorganizma gelisimini desteklemesinden kaynaklanabildigi
belirtilmistir. Farkli tarimsal ve endiistriyel artiklarin substrat kaynagi olarak
kullanim potansiyellerinin degerlendirildigi bir calismada seker igerigi yiiksek
olan musir ve patates kabugu tozlan ile seker pancari kiispesinin biyosiirfektan
tiretimini destekledigi bildirilmistir (55).

Biyosiirfektan tireticisi bir mikroorganizmanin etkinliginin
degerlendirilmesinde yararlanilan en Onemli parametrelerden biri suyun ylizey
gerilimini diisiirme fonksiyonu olup, biyosiirfektan kullanimiyla yiizey geriliminin
ideal kosullarda en az 30-40 mN/m diizeyine disiiriilmesi beklenmektedir (5).
Biyosiirfektan tireticisi mikroorganizma olarak bakterilerin yer aldig1 caligmalarda
suyun ylizey geriliminin maksimum diizeyde ve 20.24 mN/m’ye kadar
diisiiriildiigi bir calismaya rastlanmistir (62). Ayrica, biyosiirfektan iiretimi
caligmalarinda yaygin olarak, fermantasyon ortamina ait yiizey geriliminin en
yiiksek diizeyde diisiiriildiigii kosullar goz 6niine alinmaktadir (34,60,83,84)

Yiizey gerilimi degerlerine bagli olarak 6nem tasiyan bir diger kritik
parametre ise; suyun yiizey gerilimini maksimum diizeyde azaltmak amaciyla
misel olusumunun baslatilmasinda gerekli olan en diisiik biyosiirfektan derisimi
olarak tanimlanan kritik misel derisimi (KMD; mg/L) olarak ifade edilmektedir.
Hazirlanan farkli biyosiirfektan derisimi degerlerinin her bir derisim i¢in elde
edilen ylizey gerilimi sonuglarinin bir fonksiyonu olarak yer aldigi grafiklerden
yola ¢ikilarak, grafige ait egimin belirgin bir sekilde degisime ugradigi nokta
kritik misel derigsimi olarak belirlenmektedir. Bakteri kaynakli biyosiirfektan
iiretimi ¢alismalarinda hesaplanan kritik misel derigimi degerlerinin, 12.50-6000
mg/L  olmak iizere olduk¢a genis bir aralikta degisim gosterebildigi
belirtilmektedir (4,29,85). Biyosiirfektanin ylizey aktif fonksiyonunun, molekiiliin
zincir uzunlugu, doymamislik derecesi, yiikii ve dallanma yapisi1 gibi pek c¢ok

faktore bagli oldugu ifade edilmistir (65). Kritik misel derisimi degerlerinin



biyosiirfektanin saflik diizeyine bagli degisimlerinin incelendigi bir calismada ise
Bacillus sp. kaynakli biyosiirfektanin ham ve saf formlarinin kritik misel derisimi
degerleri sirasiyla 250 mg/L ve 50 mg/L olarak rapor edilmistir (5).

Biyosiirfektanlarin fermantasyon ortamindan ekstraksiyonu ve iiretim
miktarlarinin  belirlenmesi amaciyla yaygin olarak; asit ¢0Ozeltisinden
yararlanilarak gerceklestirilen presipitasyonun ardindan organik bir ¢oziicli veya
karigimlart  aracilifiyla  sivi-sivi  ekstraksiyonu  uygulanmaktadir  (86).
Biyosiirfektan iiretimi amaciyla gergeklestirilen saflastirma basamagi i¢in agirlikl
olarak silika jel kolon olmak iizere diger kromatografik yontemlerin yani sira
(29,61,86), ultrafiltrasyon membran (87) ve diyaliz (55) uygulamalarindan
yararlanilan calismalara da rastlanmaktadir. Yapilan calismalar incelendiginde,
biyosiirfektanlarin ~ karakterizasyonu = amaciyla, Oncelikle ince tabaka
kromatografisinden yararlanilarak sahip olduklar1 seker, aminoasit ve/veya lipit
molekiilleri kompozisyonunun agiga c¢ikarildigi ve ardindan kromatografik
yontemler araciligiyla biyosiirfektan yapilarinin kapsamli olarak analiz edildigi
goriilmektedir.

Yaygin olarak kullanilan yontemlerden olan Fourier Doniistimli Kizilotesi
(Fourier Transform Infrared, FTIR) ve Niikleer Manyetik Rezonans (Nuclear
Magnetic Resonance, NMR) spektrometresi yardimiyla kimyasal bag yapilar1 ve
fonksiyonel gruplar1 belirlenen biyosiirfektanlarin glukolipit, glukopeptit veya
lipopeptit olarak tanimlanmalarinin ardindan GC-MS ve HPLC kullanilarak
sirastyla yag asidi ve aminoasit kompozisyonlar1 ayrica LC-MS ve matriks
destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometresi (MALDI
TOF-MS) araciligiyla kiitle ve yiik oranlarindan yola ¢ikilarak molekiil dizilimleri
ve varsa homolog yapilari ortaya ¢ikarilmaktadir (4,5,61).

Bakteriyel biyosiirfektan iiretimi ¢aligmalarinda kullanilan ortam
bilesimleri ve biyosiirfektanlarin bazi 6zellikleri (biyokimyasal yapisi, verimi,

kritik misel derisimi ve ylizey gerilimi degerleri) Tablo 2.1.’de sunulmustur.
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Tablo 2.1. Bakteri kaynakli cesitli biyosiirfektan tiretimi ¢alismalarinda kullanilan ortam bilesimleri ve elde edilen bazi1 bulgular

R Uretim .. o
Bakteri Biyokimyasal Karbon kaynag Azot kaynagi miktar KMD Yizey gerilimi Referans
yapisi (/L) (mg/L) (mN/n)
Achromobacter sp. - Piring sap1 hidrolizati - 0.074 6000 56.2% (85)
BP(1)5 Misir kogani hidrolizati 0.095 6000 58.8*
Achromobacter sp. Glukolipit Glukoz Maya 6ziitli 1.5 81 30.7 36)
TMBI NH,NO;
P. korlensis SBK-47 Lipopeptit Glukoz NH,/NO; 2.34 25 25 (G))
P. aeruginosa Ramnolipit Piring kepegi yagi NaNO; 6.20 120 28.5% (88)
MTCC 424
P. aeruginosa S5 Glukolipit Glukoz Maya 6ziitii 1.8 96.5 29.6 (89)
(NH4)>SO4
P. aeruginosa PG1 - Firincilik artiklar KNO; 11.56 100 25.8% (90)
Pseudomonas sp. S2WE | Ramnolipit Gliserol Ure 0.41 - 33.05* o1
Bacillus Surfaktin Glukoz surubu Maya 0ziitii 5.5 - 30%* (92)
amyloliquefaciens
Bacillus stratosphericus | Lipopeptit Artik kizartma yagi NH,Cl 1.88 50 36%*- 28 &)
FLUS
Bacillus haynesii E1 Lipopeptit Portakal kabugu - 3.7 50 33.04* (93)
B. subtilis LAMI005 Surfaktin Kaju meyvesi suyu - - 12.5 31.8 (29)
B. subtilis LMA-ICF-PC | Surfaktin Glukoz ve Ananas - 1.47 - 30.32 94)
001 Kabugu
B. subtilis ATCC 21332 | Lipopeptit Balik artig1 Balik artig1 0.274 - 29.4* 95)
peptonu
B. subtilis ZNI5 Lipopeptit Hurma unu Maya 6ziitii - 400 27.8% (96)
B. subtilis N3-1P - Biracilik artigi NH,NO; 0.66 107 27.31%* (82)
B. cereus UCP 1615 Lipopeptit Seker kamis1 melasi Misir 1slatma 2.05 900 26.2*% C)

suyu




4!

Tablo 2.2. Devam ediyor

R Uretim .. o
Bakteri Biyokimyasal Karbon kaynag Azot kaynag miktar KMD Yizey gerilimi Referans
yapisi (/L) (mg/L) (mN/n)
Halomonas venusta Lipopeptit Gliserol - 1.37 125 32.5% (67)
Lactobacillus plantarum | Glukolipoprotein | Mango meyvesi suyu - 4.22 - 36.6* (58)
Pediococcus dextrinicus | Lipoprotein Besiyeri (MRS-Laktoz) | - 0.7 - 45.28% (78)
SHU1593 Lipoprotein Melas - 0.7 - 45.13*
Lipoprotein Hurma surubu - 0.7 2700 46.66* - 39.01
Paenibacillus sp. D9 - Artik kizartma yagi KNO; 5.31 - 31.2% (69)
(kanola)
Acinetobacter sp. V2 Lipopeptit Artik kizartma yag1 (NH4),SO4 1.97 - 33.4% (70)
(hindistan cevizi)
Halobacteriaceae Lipopeptit Muz kabugu Monosodyum 5.30 10 25.5 (98)
archaeon AS65 glutamat
Thermoanaerobacter sp. | Ramnolipit Melas Maya 6ziitii 0.0188 - 29.67 99)
CM-CNRG TB177
Rhodococcus opacus R7 | Hidrofobik peptit | Naftalen - - 20 48* (100)
Shewanella algae B12 Glukolipit Yapay deniz suyu ve NaNO;, NH,Cl | - 250 31*%-43 34)
ham petrol Pepton
Bacillus sp. ITD106 Glukolipit Sakkaroz Maya 6ziitii 6.9 200 27.29*% - 26 (83)
(Saponin)
Pseudomonas sp. LM19 | Glukolipit Palm ¢ekirdegi yagi Maya 0ziitli 1.6 28 27.7 (73)
rafineri yan Uriinii NaNO;
P. aeruginosa PBS29 Ramnolipit Piring igleme artik suyu | Glutamik asit 9.35 - - (101)
P. aeruginosa KVD- Ramnolipit Melas - 5.26 120 33.03 (102)

HMS52

(KMD: Kritik Misel Derisimi, * besiyerinin en diisiik yiizey gerilimi, * isaretli olmayan suyun en diisiik ylizey gerilimi)




Bu caligmalara ek olarak, biyosiirfektan iiretimi amaciyla kullanilan
karbon ve azot kaynagi bilesimlerinin biyosiirfektanlarin biyokimyasal yapisi,
kritik misel derisimi ve yiizey gerilimi 6zelliklerine etkilerinin degerlendirildigi
baz1 ¢alismalar gergeklestirilmistir. Gudina ve ark. (33) tarafindan gergeklestirilen
bir ¢aligmada melas ve misir 1slatma surubu igeren fermantasyon ortaminin %25
oraninda zeytin karasuyu ile desteklenmesi durumunda en diisiik kritik misel
derisimi ve ylizey gerilimi degerlerinin sirasiyla 13 mg/L ve 29.20 mN/m olarak
elde edilmesinin yan1 sira en yiikksek biyosiirfektan derisimine ulasildigi
bildirilmigtir. Ayrica ¢alisma kapsaminda yer alan kiiltiir ortamlarindaki
farkliliklar dolayisiyla karakterize edilen biyostirfektanlarda goriilen hidrofilik ve
hidrofobik molekiil biiyiikliikkleri, zincir uzunluklart ve bag yapilarinin
biyosiirfektanlarin yiizey aktif 0Ozelliklerini degistirdikleri ve genel olarak
hidrofobik  oranin  yiiksek oldugu ramnolipitlerin yiizey geriliminin
diisiirilmesinde daha etkin olduklar1 ifade edilmistir.

Endiistriyel artik ve sebze oOziitlerinden hazirlanarak azot kaynaklariyla
desteklenen fermantasyon ortami bilesimlerinin biyosiirfektan {iretimi ve yapisal
karakterizasyonu tiizerine etkilerinin degerlendirildigi bir baska calismada en
yiikksek surfaktin miktarlarina maya 0ziiti ve pepton iceren havu¢ kabugu
oziitlerinin kullanildig1 kosullarda ulasildig1 rapor edilmistir (79). Vecino ve ark.
(42) tarafindan L. paracasei susu araciligiyla gerceklestirilen biyosiirfektan
tretimi amaciyla bir hemiseliilozik hidrolizatin karbon kaynagi olarak
degerlendirildigi kosullarda 1.26-1.35 mg/mL kritik misel derisimi degerlerine
sahip olan ve suyun yiizey gerilimini 20.90-25.10 mN/m diizeyinde diisiiren
biyosiirfektanlarin glukolipopeptit olarak karakterize edildigi, bununla beraber
besiyeri olarak laktozun kullanilmasi durumunda elde edilen glukoprotein
yapidaki biyostirfektanlarin sirasiyla 1.18-1.52 mg/mL ve 24.8-27.3 mN/m olarak
kritik misel derigimi ve ylizey gerilimi degerlerine sahip oldugu ifade edilmistir.

Biyosiirfektanin iiretimi amaciyla karbon ve azot kaynagi olarak kullanilan
peynir alt1 suyu, silempe, sakkaroz ve maya 0ziitli derisimlerinin optimizasyonu
calismasinda, peynir alt1 suyunun derisiminin artmasiyla beraber yiizey gerilimi
degerlerinde 17.50-18.60 mN/m olarak maksimum diizeyde azalmanin saglandigi
ancak azot bakimindan zengin olan silempenin yiiksek oranlarda kullanilmasinin
tiretimi olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir (43). Bu calismanin sonucunu

destekleyen sekilde, fermantasyon ortami bilesimlerinde yer alan azot
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kaynaklarmin protoplazma ve hiicre yapisal materyallerinin sentezi igin kritik
Onem tasiyarak hiicre gelisimi ve biyosiirfektan metabolizmasinda gorev aldiklar
ve genel olarak azot kaynaginin sinirli diizeyde tutuldugu kosullarda bakteriyel
lizizin  gercekleserek biyosiirfektan  biriktirilmesinin ~ desteklendigi ifade
edilmektedir (32).

Bakteriyel biyosiirfektanlarin fonksiyonel 6zelliklerinin degerlendirilmesi
kapsaminda; hidrokarbon ve diger yaglar1 igeren olduk¢a farkli ortamlarda Ejy
degerlerinin  hesaplanmasiyla oOlciildiikleri  bilinen emiilsiyon olusturma
kapasiteleri de arastirilmaktadir. Goswami ve Deka (86) tarafindan yapilan ve
emiilsifikasyon indeksinin baslica kullanilan hidrokarbonlarin zincir uzunluklari,
molekiil agirligr ve yapilarina bagli olarak degisim gosterdiklerinin ifade edildigi
bir calismada lipopeptit yapidaki biyosiirfektanin kerosende %12.70 ve ham
petrolde %95.80 olmak {izere farkli E»s degerlerine sahip olduklar1 bulunmustur.
Calismaya benzer bir sekilde dizelin uzun zincirli ve yliksek molekiil agirlikli
hidrokarbonlarin bir karistmi olmasi dolayisiyla en yiliksek E,s ve emiilsiyon
stabilitesi degerlerinin elde edildigi rapor edilmistir (29). Sharma ve ark. (62)
tarafindan gergeklestirilen bir c¢alismada ise bakteriyel biyosiirfektanlarin
emiilsiyon olusturma kapasitelerinin sodyum dodesil stilfat (SDS) ve tween 80
stirfektanlarina gore daha yiiksek olduklar1 ve maksimum Eys degerinin
heksadekan hidrokarbonu igeren ortamda saglandigi belirtilmistir. Yapilan bir
baska caligmada soya yagi iceren ortamda E,s degerinin maksimum diizeyde
olmas1 dolayisiyla iiretilen biyosiirfektanin gida alaninin ¢esitli uygulamalarinda
kullan1lma potansiyeli tasidig: bildirilmistir (103).

Genel olarak yiizey gerilimini diislirme ve emiilsiyon olusturma
stabilitelerinin ortam pH’1, tuz derisimi ve sicaklik parametrelerinden
etkilendikleri bilinmektedir. B. subtilis’den izole edilen bir biyosiirfektanin
emiilsiyon olusturmasini saglayan elektrostatik kuvvetlerin diisiik pH degerlerinde
degisime ugrayarak presipitasyona yol agmalar1 dolayisiyla pH 6’dan daha diisiik
degerlerde biyosiirfektan stabilitesinin korunamadig: bildirilmistir. Ayrica ayni
calismada %0-20 araligindaki tuz derisiminin stabilizasyon iizerine etkisi
degerlendirilerek iyonik tuz molekiilleri ve gaz faz1 arasindaki iyon dipol
etkilesimlerinin daha zayif olmasi nedeniyle %10’un {izerindeki tuz miktarlariyla
caligilan kosullarda yiizey gerilimi degerlerinin arttigi rapor edilmistir (29).

Biyosiirfektan stabilitesinin saglandigi optimum pH araliginin 4-10 olarak
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belirlendigi bir ¢alismada ise 100°C’nin iizerindeki sicakliklarda denaturasyon
gergeklestigi bildirilmistir (4). Bununla beraber farkli bakteri tiir ve suslarinin
kullanildig1 ve biyosiirfektan stabilitesini belirlemeye yonelik calismalarin bir
kisminda daha diisiik ve daha yiliksek pH araligi, %20’ye kadar tuz derisimi ve
121°C sicakliga kadar stabilite degerlerinin korunarak, biyolojik iyilestirme, gida
ve eczacilik endiistrilerinin ¢ok ¢esitli uygulama alanlarinda biyostirfektanin yer
alabildigi belirtilmektedir (5,32).

Literatiir =~ genel  olarak  degerlendirildiginde  biyosiirfektanlarin
antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antioksidan aktivitelerinden gida, eczacilik
ve biyomedikal endiistrilerinde yararlanma potansiyelleri ve anti adezyon etki
olusturmalar1  dolayisiyla  biyofilm  kontroliinlin ~ saglanmasina  yonelik
uygulamalarin arastirildigi calismalara rastlanmaktadir (12,104-106).

Biyosiirfektanlar ~ antibakteriyel etkinligini; molekiiler yapilarinin
birbirleriyle etkilesimlerden kaynaklanan yiizey aktif etkileri dolayisiyla hiicre
yiizey geriliminin diigiiriilmesi, plazma membraninin hasar gérmesi ve hiicresel
icerigin sizmasi sonucu membran gegirgenliginin stabilitesinin bozulmasi yoluyla
gostermektedir  (37,107).  Biyosiirfektanlarin  antimikrobiyel  aktivitesini
degerlendiren bir calismada ramnolipidin gida kaynakli patojenler olan Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus’a kuvvetli bir
inhibisyon etki sagladigi, Salmonella enterica ve Escherichia coli O157:H7
suglarinin ise biyosiirfektan uygulamasina direng gosterdikleri bildirilmistir. Ayn1
calismada genel olarak Gram negatif bakterilerin biyosiirfektan direncinin, bu
mikroorganizmalarda bulunan dis membran yapisinin koruma ve segiciligi artirma
fonksiyonlarindan kaynaklandigi rapor edilmektedir (107).

Kourmentza ve ark. (108) tarafindan Bacillus sp. araciligiyla iiretilen farkli
bilesimlerdeki lipopeptit yapida biyosiirfektanlarin gida kaynakli patojenler ve
gidalarda bozulmaya yol agan bazi bakterilerin (P. aeruginosa NCTC 10332, S.
enterica NCTC 5188, E. coli K-12, B. cereus MRS59, L. monocytogenes 104038,
Carnobacterium divergens NCFB 2763, Leuconostoc mesenteroides NCIMB
08023 ve Brochothrix thermosphacta NCDO 1676) inhibisyonunda genel olarak
etkili olmadigr ancak gidalar1 bozucu bazi mayalarin (Candida krusei,
Zygosaccharomyces bailii, Debaryomyces hansenii) ve 0&zellikle kiiflerin
(Rhizopus stolonifer, Paecilomyces variotii, Byssocchlamys fulva) inhibe edildigi

ifade edilmistir. Baska bir ¢calismada ise Bacillus methylotrophicus OB9 kaynakli
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biyosiirfektanin Salmonella serotipleri (Salmonella enterica serotip Typhimurium,
S. enterica I:Rough-O:e,h:e,n., S. enterica serotip Agona, S. enterica serotip
Newport ve S. enterica serotip Hartford), E. coli ve bir bitki patojeni olan
Xanthomonas campestris bakterilerinin inhibisyonunu iyi diizeyde sagladiklari
belirtilmistir (109).

Goswami ve Deka (86) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise bazi
fitopatojenlere kars1 antifungal etki sagladiklar bildirilen Bacillus sp. kaynakli bir
biyosiirfektanin etki mekanizmasini membran gegirgenligi ve biitlinliigiini
degistirmesi yoluyla gosterdigi ifade edilmistir. P. aeruginosa araciligiyla tiretilen
biyosiirfektanin ise klinik bakteri izolatlarindan S. aureus, B. cereus ve E. coli’nin
yant sira bitkilerde hastalik etmeni olan Aspergillus flavus ve Aspergillus niger
lizerine bir siirfektandan daha yliksek oranda antimikrobiyel aktivite saglandig
bildirilmistir (87).

Laktik asit bakterileri aracilifiyla tiretilen biyosiirfektanlarla gida kaynakl
patojen bakterilerin belirli diizeylerde inhibe edildigi ancak bazi maya ve kiiflere
herhangi bir etkisinin olmadigi raporlanmistir (110). Ayn1 ¢alisma kapsaminda 0.5
g/l derisimdeki biyosiirfektanin kolon kanser hiicrelerinin %95’inden fazlasini
etkisiz hale getirdigi ve diger taraftan Hepatit A viriisiine kars1 olduk¢a zayif bir
antiviral etki sagladig: ifade edilmistir. Ayrica bir bagka biyosiirfektan aracilifiyla
melanom hiicrelerinin gelisiminin engellendigi ve yara iyilesmesine Onemli
Olctlide katkinin saglandigi Cheffi ve ark. (67) tarafindan aktarilmistir.

Biyostirfektan kullanilarak biyofilmlerin uzaklastirilmasindaki baglica
mekanizma biyostirfektanin biyofilm matriksine iletilerek biyofilmin tutundugu
materyalle biyofilm arasindaki ara ylizey geriliminin disiiriilmesi olarak
aciklanmaktadir. Ayrica biyosiirfektanlarin mikroorganizma adezyonunun o6niine
gecerek biyofilm olusumunun engellenmesine etki gosterdikleri ifade
edilmektedir (41). de Araujo ve ark. (111) tarafindan gerceklestirilen bir
calismada gida endiistrisinde kullanilan paslanmaz celik ve polistiren yiizeylerde
L. monocytogenes ATCC 7644 kaynakli biyofilm olusumunun ramnolipit
araciligiyla sirasiyla %83.4 ve % 74.1 olarak en yiiksek diizeyde azaltildigi ve
ayrica bu bakterinin yiizeylere adezyonunun birbirine yakin 6lciide engellendigi
rapor edilmistir. Benzer sekilde Pseudomonas fluorescens bakterisinin
olusturdugu biyofilmin ramnolipit kullanimi ile her iki yiizeyde %72.4-74.2

arasinda degisen miktarlarda azaldigi, polistiren yiizeye adezyonun dnlenmesinde
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ise surfaktinin daha etkili oldugu aktarilmistir (111). Baska bir caligmada 4
mg/mL bakteriyel biyosiirfektan kullanilarak kaplanan medikal titanyum disklerde
Candida albicans ve S. aureus kaynakli karisik biyofilmin olusumunun yaklasik
%90 oraninda azaldig1 bildirilmistir (112). Cheffi ve ark. (67) tarafindan yiiriitiilen
bir caligma kapsaminda ise biyosiirfektan araciligiyla bakteri ve maya kaynakli
biyofilmlerin uzaklagtirllma kapasitesinin, anti adezyon etkisiyle biyofilm
olusumunu 6nleme giiciinden genel anlamda daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Baska bir calismada polistiren yiizeylerde ve silikon tiip igerisinde
biyofilm olusturan E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. cereus, L. monocytogenes
ve C. albicans mikroorganizmalarinin anti adezyonunda 25 mg/mL derisimde
biyosiirfektan ¢ozeltisinin oldukga iyi diizeylerde etkili oldugu bildirilmistir (61).
Yapilan bir baska calismada bakteri susu araciligiyla {iretilen bir biyosiirfektanin
1-2 mg/mL derisimdeki ¢ozeltileri kullanilarak B. subtilis, S. aureus, Salmonella
Typhi ve V. cholerae adezyonunun %99 diizeyinde azaltildigi ayrica tibbi
ekipmanlarin {izerinde kolonize olarak biyofilm olusturma potansiyeline sahip
olan diger bakterilerin adezyonunun degisen oranlarda (%57-93) engellendigi ve
bu kapsamda biyosiirfektandan biyomedikal uygulamalarda yararlanilabilecegi
rapor edilmistir (4). Singh ve Sharma (113) tarafindan gergeklestirilen ¢calismada
polistiren, paslanmaz celik ve cam yiizeylerde E. coli, P. aeruginosa, S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, S. Typhi ve Salmonella Typhimurium suslar1 ile
olusturulan biyofilmlerin tamamina yakininin uzaklastirilmasinda 4 mg/mL
derisimde bakteriyel bir biyosiirfektanin yeterli oldugu bildirilmistir. Bagka bir
calismada Salmonella enterica serotip Enteritidis, E. coli ve Campylobacter jejuni
kaynakl biyofilm olusumunun onlenmesinde ve biyofilmlerin
uzaklastirilmasinda, biyosiirfektanin sitrik asit ve malik asitten daha etkin oldugu
veya birbirlerine yakin aktivite gosterdikleri rapor edilmistir (114).

Klinik  kaynakli S. aureus, S. epidermidis ve C. albicans
mikroorganizmalarindan bir bakteri ve maya birlesimi olacak sekilde olusturulan
biyofilmlerin polistiren yiizeyden uzaklastirilmasi ayrica medikal silikon
disklerine biyofilm adezyonunun 6nlenmesinde ise bakteriyel biyosiirfektanlarin

maya kaynakli bir biyosiirfektana gore daha iistiin oldugu ifade edilmistir (115).
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2.3 Mayalar Tarafindan Biyosiirfektan Uretimi

Literatiirde biyostirfektan tiretimi c¢aligmalarinda siklikla Bacillus ve
Pseudomonas tirlerine ait veya diger bakterilerin yer aldiklar1 goriilmektedir.
Ancak bazi bakterilerin patojenik karaktere sahip olmalari, bu bakteriler
kullanilarak tiretilen biyosiirfektanlarin 6zellikle gidalarda kullanilabilirliginin
kisitlanmasina neden olmaktadir. Bu kapsamda biyosiirfektan iiretimi {izerine
yapilan arastirmalarda bakterilerin yani sira genel olarak giivenli kabul edilen
mikroorganizmalar smifinda yer alan mayalardan yararlanilma potansiyelinin
degerlendirildigi ¢alismalara bir yonelim oldugu ifade edilmektedir (27).

Biyosiirfektan iiretimi potansiyeline sahip olan mayalar1 belirlemeye
yonelik olarak gergeklestirilen calismalarda genel olarak yag yayma testi, yiizey
geriliminin  diigliriilmesi ve Ejys sonuglart géz Oniline alinarak Candida,
Cryptococcus, Cutaneotrichosporon, Cyberlindnera, Debaryomyces,
Galactomyces, Geotrichum, Metschnikowia, —Meyerozyma, Rhodotorula,
Wickerhamomyces ve Yarrowia cinslerine ait maya tiirleri 6n plana ¢ikmaktadir
(8,20,25,45,102-106). Bu mayalarin izolasyon kaynaklar1 arasinda su ve toprak
gibi cevresel Orneklerin yani sira gida ve gida endiistrisi kokenli artiklar yer
almaktadir.

Derguine-Mecheri ve ark. (15) tarafindan gerceklestirilen ve maya
izolasyonu kaynagi olarak farkli meyveler ve siit isleme fabrikalarindan toplanan
orneklerin yani sira rafine ham petrol ve hidrokarbonlarla kontamine cevresel
orneklerin kullanildig1 bir ¢alismada elde edilen maya izolatlarindan yaklasik
olarak yarisinin emiilsifikasyon indeksi, damla diizlesmesi ve yag yayma testi
degerleri agisindan pozitif sonuglar verdikleri, daha yiiksek E»4 ve yag yayma
caplarina sahip olmalar1 dolayisiyla 6n plana ¢ikan dort adet mayadan ise
izolasyon kaynagi camur olan bir Cryptococcus sp. susunun yiiksek diizeyde
biyosiirfektan iiretim potansiyeli tasidigi rapor edilmistir. Ilgili ¢alisma,
biyosiirfektan liretimi amaciyla gida kaynakli mayalardan yararlanilmasi agisindan
degerlendirildiginde ise, ahududu ve kavundan izole edilen iki maya susunun
ortalama 1yi dlizeyde yag yayma aktivitesine sahip olduklar1 belirtilmistir. Ayni1
calismada, izolasyon kaynagi zeytin karasuyu olan bir susun da oldukc¢a yiiksek
yag yayma ve Eys degerlerine sahip oldugu bulunmustur. Archana ve ark. (9)
tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada ise yag yayma caplar1 esas almarak 107 adet

maya susu arasinda siit isletmesi artik suyu, papaya rizosferi, seker kamisi kiispesi
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ve meyve artift kaynakli dort mayanin biyosiirfektan {iretimi potansiyeli
tasidiklar1 ve meyve artigindan izole edilen Candida sp. AH62 susu ile daha
yiiksek miktarda biyosiirfektan iiretildigi ifade edilmistir.

Eldin ve ark. (26) tarafindan emiilsifikasyon indeksi, yiizey gerilimi
Olciimii ve yag yayma testleri sonucunda sirasiyla %47.37-59.65, 51.63-62.40
mN/m ve 1.89-2.25 cm araliginda degisen degerlere sahip olan Geotrichum
candidum, Galactomyces pseudocandidum ve Candida tropicalis suslarinin
biyosiirfektan liretim potansiyeli tasidiklar1 rapor edilmistir. Bir baska ¢alismada,
biyosiirfektan {iretim potansiyeli tasidiklar1 belirlenen Candida, Yarrowia,
Apiotrichum, Geotrichum, Rhodotorula ve Cystobasidium tirlerine ait maya
suslar1 arasinda yiizey gerilimini diisiirme ve Ey4 degerleri bakimindan Yarrowia
lipolytica TEMGS33 ve Apiotrichum loubieri TEMOS16 suslarmin {stiinliik
sagladig bildirilmistir (116).

Marcelino ve ark. (10) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada
biyosiirfektan {iretimleri incelenen farkli tiirlere ait 27 adet maya arasindan
Cutaneotrichosporon mucoides sugsunun biyosiirfektan iireticisi mikroorganizma
olarak secildigi bildirilmistir. Bir baska ¢alismada Candida sp., Rhodotorula sp.,
Cryptococcus luteolus, Metschnikowia koreensis ve Meyerozyma guilliermondii
suslar1 arasinda M. guilliermondii mayasinin en yiiksek E,4 degerine sahip oldugu
belirtilmistir (51). Balan ve ark. (11) tarafindan 136 farkli maya susunun
biyosiirfektan iiretimi potansiyellerinin arastirildigir bir calismada yalnizca ¢
susun hem emiilsifikasyon indeksi hem yag yayma ¢ap1 acisindan olumlu sonug
verdigi ve Cyb. saturnus mayasimin kullanildig1 deneyde daha yiiksek diizeylere
ulasildig1 ifade edilmistir. Sus se¢imine yonelik olarak gerceklestirilen bir baska
calismada W. anomalus susu kullanilarak besiyeri yiizey geriliminde maksimum
azalmanin saglandigi rapor edilmistir (27).

Yapilan  farkli arastirmalarda ~ mayalar  tarafindan  iretilen
biyosiirfektanlarin genel olarak glukolipit (soforolipit) yapiya sahip olduklar
gosterilmistir (11,119). Mira Debnath (120) tarafindan petrol atiklarmi yiiksek
derisimde iceren ortamlara adapte edilen C. tropicalis MTCC230 susu ile tiretilen
biyosiirfektanin ise digerlerinden farkli olarak surfaktine benzeyen nitelikte
lipoprotein yap1 tasidigi rapor edilmistir. Son yillarda yiiriitiilen bir ¢alismada
Candida batistae kaynakli bir biyosiirfektanin ise tamamiyla o-hidroksi yag

asitlerinden olustugu raporlanmistir (6).
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Genel olarak hidrofilik ve hidrofobik bilesenlerin fermantasyon ortaminda
bir arada bulundugu kosullarin mayalar araciligryla biyosiirfektan {iiretimini
destekledigi ifade edilmektedir (6-8,14,66,121-123). Sekil 2.1.’de, referans
substrat olarak glukoz ve yag asiti iceren bir fermantasyon ortaminda maya
kaynakl1 soforolipit iiretimi sirasinda gergeklesen birincil ve ikincil metabolik iz
yollar1 goriilmektedir (121). Sekilde glikoliz iz yolunda verilen kisaltmalardan HK
hekzokinaz, PK piriivat kinaz; Krebs dongiisiinde PDC piriivat dehidrojenaz
kompleksi, ME malik enzim; yag asidi oksidasyonunda ACS asetil-CoA sentetaz
CPT I ve CPT II: karnitin-palmitoil transferaz I ve II; yag asidi sentezinde ACL
ATP-sitrat liyaz, ACC asetil-CoA karboksilaz, FAS yag asidi sentaz ve soforolipit
sentezi iz yolunda PGM fosfoglukomutaz, UGPASE iiridin difosfat-glukoz
pirofosforilaz, CYP52M1 sitokrom P450 mono oksijenaz, UGTA1 ve UGTBI
UDP iiridin difosfat-glukoz glukoziltransferaz I ve II; AT asetiltransferaz, SBLE
lakton esteraz enzimlerini gostermektedir (Sekil 2.1.).

Hidrofilik substrat olarak indirgen sekerler, melas, peynir alti suyu,
gliserol ve lignoseliilozik bilesenler kullanildiginda, bu bilesenler glikoliz yoluyla
piruvata par¢alanmaktadir. Ardindan, piriivatin piriivat dehidrogenaz ile oksidatif
dekarboksilasyonu yoluyla Krebs dongiisii icin asetil-CoA’ya donilistimil
sonucunda enerji ve mikrobiyel gelisme ile ara metabolitlerin {iretimi
saglanmaktadir. Bu esnada, glukozun bir kismi soforolipitlerin bilesimine
katilacak olan glikojen ve diger kompleks karbonhidratlarin {iretimi icin
fosfoglukomutaz (PGM) ve UDP-glukoz pirofosforilaz (UGPASE) enzimleri ile
UDP (liridin difosfat) - glukoza dontistiiriilmektedir.

Hidrofobik substratlarin (hidrokarbonlar, uzun zincirli alkoller, aldehitler,
yaglar, esterifiye yaglar, yag asitleri ve yag asidi esterler vb.) kullanildig
kosullarda ise bu bilesenler aldehit dehidrojenaz ve uzun zincirli alkol oksidaz
enzimleri araciligiyla yag asitlerine doniistiiriilmekte ve soforolipit biyoiiretimi iz
yoluna katilmaktadir. Soforolipitlerde 16-18 karbon atomlu yag asidi
bulunmaktadir. Ortamda yag asidi bulunmamasi durumunda ise glikoliz
asamasinda Uretilen asetil-CoA de mnovo sentezi yoluyla yag asitlerine
dontstiirilmektedir. Diger yandan ortamda hidrofobik substratlarin tek basina
bulundugu kosullarda yag asitleri, hiicre gelisimi i¢in B-oksidasyon yoluyla asetil

Co-A molekiiliine doniistiiriilmektedir.
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Asidik asetillenmis ve 2 Laktonik asetillenmis ve
asetillenmemis SLler . :

asetillenmemis SLler

Asidik SLIer o Asidik asetillenmis SLler
_—

Glukollpltler

(-D ) w 5
UDP-Glukoz

Hidroksillenmis
yag asitleri

1 Glukoz-1-P T @
Uzun zincirli ’_5 - asidi
@ yag asitleri
D o .
Glukoz — > Glukoz—6—P @ \\ !
7/

Malonyl-CoA

Asil-CoA
Piriivat @ @ @
Asetil-CoA Asil-CoA Asetil-CoA
Malat Piriivat
Enoyl-CoA
AA

3- ketoasﬂ CoA

Malat Sltrat Sitrat

3- h1dr0k51as1l CoA

Q )

1 glikoliz, 2 Krebs dongiisii, 3 yag asidi oksidasyonu, 4 yag asidi sentezi,
S SL sentezi

Sekil 2.1. Glukoz ve yag asiti iceren bir fermantasyon ortaminda soforolipit
iiretimi sirasinda gergeklesen birincil ve ikincil metabolik 1z yollar1 (121)
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Fermantasyon ortaminda iki temel bilesen olan glukoz ve yag asitlerinin
bir arada bulunmasi durumunda yag asitleri sitokrom P450 mono oksijenaz
katalitik reaksiyonu altinda hidroksillenmis ®-/m-1 hidroksillenmis yag asitlerine
dontismektedir. Ardindan UDP-glukozun C1’ karbonuna yag asidinin hidroksil
grubunun baglanmasi sonucunda glukoziltransferaz 1 araciligiyla glukolipit
molekiilii tiretilmektedir.

Bir sonraki asamada, glukoziltransferaz II enzimi varliginda ikinci bir
UDP-glukozun, ilk glukoz molekiiliiniin C2" karbonuna baglanmasi sonucunda
asetillenmemis asidik soforolipitler olusmaktadir. Ardindan, asetiltransferaz
enzimi varliginda asetillenmis asidik soforolipitler iiretilmektedir. Soforolipit gen
kiimesinde, soforolipit iiretimi i¢in gerekli enzimleri kodlayan genlerin yani sira
soforolipit transport proteinini kodlayan bir gen yer almaktadir. Asidik
asetillenmis ve asetillenmemis soforolipitler hiicre disina transfer edilmekte ve
lakton esteraz enzimi ile yag asidinin karboksilik grubu ve soforoz (di-glukoz)
arasinda gerceklesen interesterifikasyon sonucunda laktonik soforolipitlere
katalizlenmektedir (7,70,121-125).

Biyosiirfektan iretimi amaciyla mayalardan yararlanilan bazi ¢aligmalarda
yer alan maya tiirii, biyosiirfektanin yapisi, biyosiirfektan iiretiminde kullanilan
karbon ve azot kaynaklari, biyosiirfektan verimi, biyosiirfektanin kritik misel
derisimi ve ylizey gerilimi diisiirme miktarlar1 sonuglart Tablo 2.2.°de
Ozetlenmistir.

Literatiirde izolasyon kaynagi gida ve toprak olan bazi mayalarin
biyosiirfektan iiretim potansiyellerinin incelendigi bir calismada karbon kaynagi
olarak glukoz ve gliserol bir arada yer aldiginda Y. lipolytica CCMA 0357 ve W.
anomalus CCMA 0358 suslar1 araciligiyla fermantasyonun sirastyla 120. ve 72.
saatlerinde fermantasyon ortaminin yiizey geriliminde yaklasik olarak 10 mN/m
diizeyinde bir azalma saglandigi, bununla beraber zeytinyagi iceren bir ortamin W.
anomalus suguna ait ylizey gerilimi degerinin 16 mN/m olarak daha yiiksek
miktarda ve 24 saat sonunda disiiriilmesine katki sagladig: bildirilmistir. Ayn
calisma kapsaminda, W. anomalus susundan yararlanilarak iiretilen 0.9 mg/mL
krittk misel derisimi degerine sahip biyosiirfektan araciligiyla suyun ylizey

geriliminin 31 mN/m’ye kadar diisiiriildigli rapor edilmistir (27).
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Tablo 2.3. Maya kaynakli ¢esitli biyosiirfektanlarin tiretim ¢alismalarinda kullanilan ortamlar ve elde edilen bazi bulgular

o il Uretim .. o
Maya Biyokimyasal Karbon kaynag Azot kaynagi miktar KMD Yizey gerilimi Referans
yapisi (/L) (mg/L) (mN/n)
Candida bombicola Glukolipit Seker kamis1 melasi Mistr 1slatma 19.80 - 31 (126)
Artik kizartma yagi surubu
Candida tropicalis Lipopeptit Glukoz Maya o6ziitii - 32.5 32 (120)
MTCC230 Hidrokarbon NH.Cl1
Candida tropicalis Glukolipit Seker kamis1 melasi Mistr 1slatma 4.11 - 25.6- 30.4* (127)
Artik kizartma yagi surubu
Candida utilis Karbonhidrat - Glukoz Maya 06ziitii 12.52 - 44.89 (48)
protein - lipit Kanola kizartma yagi NH,/NO;
Candida sp. AH62 Soforolipit Glukoz Maya 6ziitii 4.23 - 314 9
Oleik asit (NH,4),SO4
Cryptococcus sp. YLF Glukolipit Hurma surubu Maya oziitii 7.75 40 (15)
Candida sphaerica - Yerfistig1 yagi rafineri Misir 1slatma 21.49 - 27.48 (45)
artigi surubu
Aureobasidium Glukolipit Glukoz ve Maya 6ziitii - 550 31.2-32% (128)
thailandense 1L.BO1 zeytin karasuyu
Cyberlindnera saturnus | Glukolipit Glukoz NH,NO; 2.13 30 28 (11)
SBPN-27
Starmerella bombicola Glukolipit Glukoz Maya oziitii 69.83 65 34 (37)
(Soforolipit) Oleik asit
Rhodotorula babjevae Glukolipit Maisir bazli substrat - 19.27 120 34-36.6 * (38)
YS3 (Soforolipit) Piring bazli substrat - 17.81 110 37-36.9 *
R. babjevae YS3 Glukolipit Glukoz - 19 130 35-32.6* (119)

(Soforolipit)
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Tablo 2.4. Devam ediyor

.l Uretim .. o
Maya Biyokimyasal Karbon kaynag Azot kaynagi miktar KMD Yizey gerilimi Referans
yapisi (/L) (mg/L) (mN/n)
Rhodotorula sp. YBR Glukolipoprotein | Zeytin karasuyu - 10.08 180 30.16 -35* (13)
Rhodotorula sp.CCO1 Glukolipit Zeytinyagi Cop s1zint1 suyu | 1.36 70 27.66* -33.39 (60)
Rhodotorula Soforolipit Ham petrol - 6.20 - 25.2% (56)
mucilaginosa SKF2
Yarrowia lipolytica Lipoprotein Tavuk don yagi Maya 6ziitii 4.40 - 37* (84)
MTCC9520
S. bombicola Glukolipit Glukoz ve firincilik artik | Maya 6ziitii 67.80 - - (7
ATCC 22214 (Soforolipit) yag1
Rhodotorula Ramnolipit Meyve ¢ekirdegi tozu - - - 26.10* (64)
mucilaginosa SP6
Debaryomyces hansenii | Soforolipit 31.40*
MK9
Issatchenkia orientalis - Manyok artik suyu Misir 1slatma - - 29.9% (129)
UCP 1603 Kizartma soya yagi surubu
Naganishia adellienses Glukolipit Seker kamisi sap1 - 427 - - (130)
L95 hemiseliilozik hidrolizati
(Ksiloz bazli)
Starmerella riodocensis | Soforolipit Glukoz Maya oziitii 45.70 - - (131)
GT-SLIR sp. nov. Palm yagi Ure

(KMD: Kritik Misel Derigimi, *besiyerinin en diisiik yiizey gerilimi, * isaretli olmayan suyun en diisiik yilizey gerilimi)




Bir caligmada, 50 g/L glukoz bulunan besiyerinde iiretilen biyosiirfektan
miktarinin, ayni derisimde fruktoz, sakkaroz, ksiloz, laktoz ve gliserol
bilesenlerini ayr1 ayri igeren diger ortamlara gore daha yiiksek diizeyde oldugu;
irlin olusumu, substrat tiikketimi ve maya tiremesi bakimindan en diisiik sonuglarin
ise laktoz iceren ortamda alindigi bildirilmistir (6). Ayn1 ¢alisma kapsaminda,
glukozun ayr1 ayr1 50 g/L kolza yagi, soya yagi, hindistan cevizi yagi, misir yagi
ve zeytinyagi ile desteklendigi tiim deneylerde biyosiirfektan iiretiminin 6nemli
diizeyde arttig1 rapor edilmistir. Ayrica 6zellikle kolza ve soya yaglarini igeren
ortamlarda birbirlerine olduk¢a yakin ve en yiiksek diizeyde iiretimlerin
saglandig ifade edilen ilgili ¢alismada sirasiyla yaklasik 30 ve 35 g/L kolza ve
soya yaginin ortamlarda tliketilmeden kaldig1 ancak mayanin glukozun tamamina
yakinini kullandig1 Kim ve ark. (6) tarafindan bildirilmistir (6). Hirata ve ark. (66)
tarafindan bilesimleri glukozun yani sira ayri ayrt palm olein ve oleik asitten
olusan fermantasyon ortamlarinda sirasiyla 28.7 ve 2.1 g/L. biyosiirfektan
tiretildigi, ancak bu iki lipofilik bilesenin 75:25 ve 50:50 oranlarinda karistirilmasi
sonucunda biyosiirfektan {iretiminin 6nemli Olgiilerde desteklendigi ve sirasiyla
57.90 ve 67.60 g/L biyosirfektan iiretiminin gergeklestirildigi rapor edilmistir.
Ayrica palm olein ve oleik asidin 75:25 ve 50:50 oraninda karistirildigi deneyde
sirasiyla 63.80 ve 40 g/L olarak belirlenen kalint1 yag miktarinin, bu iki bilesenin
ayr1 ayr kullanildigr kosullarda yaklasik 82-87 g/L araliginda degisim gostermesi
dolayisiyla palm olein ve oleik asidin karisim olarak kullanilmasi Snerilmistir
(66).

Literatiirde ayrica substrat olarak hidrofilik ve hidrofobik bilesenlerin tek
basina kullanildig1 ¢aligmalara da rastlanmaktadir (11,66,84,118,119,132). Sen ve
ark. (119) tarafindan glukoz igeren bir besiyerinde Rhodotorula babjevae mayasi
ile Uretilen biyosiirfektan aracilifiyla besiyeri yiizey geriliminde saglanan azalma
miktar1 37.40 mN/m olarak belirtilmistir. Bir baska c¢alismada ise C. albicans ve
Candida glabrata mayalar1 yardimiyla glukoz igeren fermantasyon ortaminda
iretilen biyostirfektanlarin  besiyeri yiizey gerilimlerini sirasiyla 42 ve 55
mN/m’ye diisiirdiikleri bildirilmistir (132). Derguine-Mecheri ve ark. (15)
tarafindan glukoz, fruktoz, sakkaroz ve nisastanin yani sira misirdzii yagir ve
zeytinyagini kapsayan farkli yaglarin karbon kaynagi olarak ayri ayri kullanildig:
deneylerde ise en yiiksek E4 degerine sakkaroz igeren besiyerinde ulasildigi rapor

edilmistir. Hirata ve ark. (66) tarafindan gercgeklestirilen bir caligmada ise karbon

25



kaynagi olarak 50 g/L piring kepegi yag1 ve palm yagimin kullanildig1 kosullarda
yaklasik 40 g/L biyosiirfektanin iiretildigi, hindistan cevizi yag1 iceren ortamda ise
tiretimin yaklagik 5 g/L olarak oldukga diisiik bir miktarda kaldig1 ifade edilmistir.

Literatiirde mayalar araciligiyla gerceklestirilen biyosiirfektan iiretimleri
icin kullanilan besiyeri bilesimlerinin optimizasyonuna yonelik bazi caligmalar
yer almaktadir. Ho To ve ark (7) tarafindan S. bombicola ile biyosiirfektan iiretimi
icin karbon kaynagi olarak artik yagin degerlendirildigi ¢alismada, en yliksek
diizeyde iiretimin 60 g/L yag ve 100 g/L glukoz iceren ortamda gerceklestirildigi
ifade edilmistir. Glukoz ve kanola yaginin 30-120 g/L araligindaki derigimlerinin
biyosiirfektan iiretimi tizerine etkisinin incelendigi bir bagka ¢alismada 68.80 g/L.
olarak en yiiksek miktarda biyosiirfektanin 90 g/L glukoz ve 90 g/L yag igeren
besiyerinde tiretildigi bildirilmistir (8).

Bazi inorganik ve organik azot kaynaklarinin kimyasal tanimli bir
fermantasyon ortaminda Cryptococcus sp. susu ile biyosiirfektan {iretimine
etkilerinin arastirildigi bir calismada, maya oOziitiiniin kullanildig1 kosullarda
amonyum siilfat, pepton ve iirenin ayr1 ayr1 incelendigi diger deneylere gore daha
yiiksek Ejs degerine ulasildigi bildirilmistir (15). Azot kaynagi olarak maya
Oziitlinlin se¢ildigi baska bir ¢calismada amonyum nitrat ve peptonun kullanildigi
kosullarda biyosiirfektan iiretiminin saglanamadig1 belirlenmistir (7). Kim ve ark.
(6) tarafindan yiiriitilen bir calismada ise azot bilesenlerinin se¢imi ve
optimizasyonu gercgeklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda glukoz ve yag iceren
besiyerine 5 g/L derisimdeki maya 6ziitii ve pepton tek basina ve ayrica 0.5 g/L.
maya Oziitii ile zenginlestirilen amonyum nitrat ve iire ayr1 ayr1 eklenmistir.
Ardindan azot kaynagi olarak se¢ilen amonyum nitrat 0.1-5 g/L araliginda degisen
derisimlerde maya oziitii ile desteklenmis, 5 g/l amonyum nitrat ve 5 g/L maya
oziitii igeren kosullarda biyosiirfektan {iiretiminin maya oziitiiniin 0.1 g/L
diizeyinde kullanildig1 ortama gore yaklasik ti¢ kat arttirildig raporlanmstir (6).

Teixeira Souza ve ark. (14) tarafindan gerceklestirilen baska bir
aragtirmada 4.64 g/L maya oziiti ve 4.22 g/L amonyum siilfat iceren ortam
kullanilarak iiretilen biyosiirfektanin besiyeri yiizey gerilimini maksimum diizeyde
diistirdligli ifade edilmistir. Ayrica 6zellikle azot kaynaklarinin daha diisiik ve
yiikksek derisimlerinin yiizey gerilimi sonucglarmi olumsuz yonde etkiledigi
belirtilmistir (14). Bazi calismalarda ise fermantasyon ortamlarinda azot

miktarinin sinirhi  diizeyde tutulmasiyla hiicre gelisiminin yavaglatildigr ve
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biyosiirfektan iiretiminin desteklendigi ifade edilmektedir (7,43,133,134). Ho To
ve ark. (7) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada ise 2.5 g/L. maya 6ziitii igeren
fermantasyon ortaminda oldukca yiliksek miktarda biyosiirfektan {iiretilmesine
ragmen 5 g/l maya Oziitliniin liretimi hemen hemen yariya diisiirdiigli, maya
Oziitliniin 10 g/L olarak kullanildig1 deneyde ise iiretimin gerceklesmedigi rapor
edilmistir.

Biyosiirfektan iiretimi caligmalarinda substrat olarak kimyasal taniml
besiyerlerinin yani sira bazi gida ve tarim endiistrisi artiklarmin siklikla
kullanildig1 goriilmektedir. Kimyasal tanimli bir besiyeri ortaminda yer alan
glukoz ve zeytinyag: yerine sirastyla seker kamist melas1 ve zeytin karasuyunun
kullanildig1 deneylerde besiyeri ylizey gerilimlerinde Aureobasidium thailandense
LBO1 araciligiyla 17 mN/m ve 18.50 mN/m seviyesinde azalma saglandig1 ve bu
degerlerin tanimli fermantasyon ortaminda elde edilen yilizey gerilimini diigiirme
miktarindan daha yiiksek oldugu bildirilmistir (128). Ayni ¢alismada glukoz ve
zeytinyagi ile beraber misir 1slatma surubunu igeren bir ortamda ise, besiyeri
yiizey geriliminde azalma miktarinin yaklasik 12 mN/m olarak daha diisiik bir
diizeyde kaldigi belirtilmistir. Ayrica melas, zeytin karasuyu ve misir islatma
surubunu bir arada igeren besiyerinde ise yiizey geriliminin 16 mN/m seviyesinde
diistiriildiigli ve genel olarak tiim besiyerlerinde ulasilan en diisiik yilizey gerilimi
degerlerinin 32-43 mN/m aralifinda degisim gosterdigi ve 550 mg/L kritik misel
derisimi degerine sahip oldugu belirtilen bu biyosiirfektanin suyun yilizey
gerilimini 31.2 mN/m’ye diisiirdiigii rapor edilmistir (128).

Biyosiirfektan iiretimi i¢in zeytin karasuyunun degerlendirildigi bir
calismada %50, 80 ve 100 oraninda karasudan olusan besiyerlerinde elde edilen
en diislik ylizey gerilimlerinin birbirine yakin ve yaklagik 40 mN/m diizeyinde
oldugu rapor edilmistir. Diger yandan ayni ¢alismada misir 1slatma surubu, melas
ve peynir altt suyunun ayri1 ayri1 besiyeri olarak kullanildig1 kosullarda da, en
diisiik yiizey gerilimi degerlerinin yaklasik 50 mN/m olarak birbirlerine yakin
oldugu bildirilmistir (15). Bir baska ¢alismada, glukoz ve maya 6ziitiine ek olarak
zeytin karasuyu iceren fermantasyon ortaminda biyosiirfektan iiretimi
gergeklestirilemedigi, zeytinyag kullanildiginda ise tiim maya suglari ile besiyeri
yiizey gerilimlerinde en yiiksek diizeyde azalmalarin saglandigi belirtilmistir (27).
Biyosiirfektan iiretimi i¢in besiyeri olarak musir 1slatma surubu, melas, peynir altt

suyu, hurma surubu ve zeytin karasuyunun ayri ayr1 kullamildig1 ve fermentor
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ortaminda gerceklestirilen bir ¢alismada ise, hurma surubu igeren besiyerinin
yiilksek miktarda biyosiirfektan {iretimi i¢in en uygun ortam oldugu rapor
edilmistir (15). Kaur ve ark. (135) tarafindan yiiriitilen bir diger ¢alismada
restoran ve firincilik artiklarindan ve tekstil artifindan hazirlanan besiyerlerinden
yararlanilmig ve S. bombicola ile en yiiksek miktarda biyosiirfektan iiretiminin
restoran atig1 iceren ortamda saglandig bildirilmistir.

Sen ve ark. (38) tarafindan etil alkol iiretiminde yan iirlin olarak aciga
¢ikan misir ve piring bazli substratlarin biyosiirfektan iiretiminde karbon kaynagi
olarak degerlendirildigi bir ¢alismada, besiyeri ylizey gerilimlerinin en diisiik
degerleri sirasiyla 36.60 ve 36.90 mN/m ve ayrica her iki besiyerinin ylizey
gerilimlerinde saglanan maksimum azalma miktarlarinin ise 13.90 ve 13.80 mN/m
olarak birbirlerine olduk¢a yakin diizeyde bulunduklar1 rapor edilmistir. Ayni
calismada bu ortamlarda R. babjevae susu kullanilarak iiretilen ve sirasiyla 120 ve
110 mg/L kritik misel derisimi degerine sahip olan biyosiirfektanlarin, suyun
yiizey gerilimlerini 34 ve 37 mN/m’ye diisiirdiikleri bildirilmistir.

Lipofilik substrat kaynaklarinin %10 oraninda glukoz ilave edilerek
fermantasyon ortami1 olarak degerlendirildigi bir calismada aygigek yagi
rafinasyon artiginin S. bombicola araciligryla biyostirfektan liretimini destekledigi
ve aycicek yagi iceren ortam ile kiyaslandiginda 51.50 g/L derisimde ve oldukga
yiiksek miktarda biyosiirfektan elde edildigi bildirilmistir. Ayni ¢aligmada,
aycicek yagi ve rafinasyon artiZimi igeren ortamlarda ayr1 ayr1 iretilen
biyosiirfektanlar aracilifiyla suyun yiizey geriliminin birbirlerine yakin
diizeylerde ve yaklagik 35.50 mN/m’ye diistliriildiigii rapor edilmistir (136).
Candida lipolytica mayasindan yararlanilarak, endiistriyel artiklar olan hayvansal
yag ve musir 1slatma surubunu sirasiyla %5 ve %2.5 oranlarinda igeren
besiyerinde {liretilen biyosiirfektanin besiyeri ylizey gerilimini 25 mN/m’ye kadar
diisiirdiigii bildirilmistir (137). Belirli bir oranda yer fistig1 yag: rafineri artig1 ve
misir 1slatma surubu igeren fermantasyon ortaminin Candida sphaerica igin
substrat kaynag1 olarak degerlendirildigi bir arastirmada ise suyun yiizey gerilimi
27.48 mN/m olarak belirlenmistir (45).

Literatiirde ayrica besiyeri olarak artitk yag ve kizartma yaglarindan
yararlanilan ¢aligsmalara rastlanmaktadir (12,50,66,72,138,139). Bilesiminde artik
soya yag1 ve misir 1slatma surubu igeren bir fermantasyon ortaminda S. cerevisiae

ile iiretilen biyostirfektan araciligiyla besiyeri yilizey geriliminde meydana gelen
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azalma miktar1 31.11 mN/m olarak bildirilmistir (139). Biyosiirfektan iiretimi i¢in
S. cerevisiae mayasiin kullanildig1 bagka bir ¢alismada ise, kimyasal tanimli bir
besiyeri ve artik kizartma yagi ile birlikte misir 1slatma surubu iceren besiyerinin
yiizey gerilimlerinde sirasiyla 26.65 ve 19.51 mN/m diizeylerinde azalma
saglandig1 bildirilmistir (138). Biyosiirfektan iiretimi amaciyla glukozun ayr1 ayri
zeytinyagl, artik yag ve palm yagi ile bir arada kullanildigi deneylerde
besiyerlerinin en diisiik yiizey gerilimleri sirasiyla 31.80, 29.80 ve 27.36 mN/m
olarak raporlanmistir (12). Artik bitkisel yag ve rafine kolza yagmin besiyeri
olarak degerlendirildigi bir calismada artik yaglarda bulunan bazi maddelerin
inhibisyon etkisinden dolay1, rafine yagda daha fazla biyosiirfektan tiretildigi ifade
edilmistir (72). Benzer sekilde karbon kaynagi olarak glukozun yani sira palm
olein ve artik kizartma yaginin ayr1 ayr1 kullanildig: bir baska ¢alismada ise palm
oleinin biyosiirfektan liretimini 2.25 kat destekledigi ve 93 g/L biyosiirfektan
tiretildigi Hirata ve ark. (66) tarafindan bildirilmistir (66). Ayrica ilgili artik yagin
yer aldigr deneyde kalint1 yag miktarinin palm oleine gore oldukca yiiksek
miktarda olmas1 dolayisiyla tercih edilir olmadig: belirtilmistir.

Literatiirde yer alan calismalarin bir kisminda ise erlen ve fermentor
kosullarinda gergeklestirilen biyosiirfektan {iretimi deneyleri birbirleri ile
karsilastirilarak incelenmekte veya farkli hacimlerde fermentoér kullaniminin
biyosiirfektan liretimine etkileri arastirilmaktadir. Teixeira Souza ve ark. (14)
tarafindan kimyasal tanimli bir besiyeri kullanmilarak calkalamali erlen ve
fermentorde gergeklestirilen deneylerde, 49 mN/m olan baslangic ylizey
geriliminin swrastyla 17.6 ve 19.7 mN/m diizeyinde azaltildigi bildirilmistir.
Besiyeri olarak aycicek yagi rafinasyon artiginin degerlendirildigi bir calisma
kapsaminda sicaklik, pH, karistirma hizi ve havalandirma gibi iiretim
parametrelerinin  kontrol altinda tutulmasmma baghh olarak fermentorde
gerceklestirilen deneylerde, ¢alkalamali erlen ile karsilastirildiginda biyosiirfektan
miktarlarmin yaklasik 10 g/L daha ytiksek oldugu bildirilmistir (136).

Kim ve ark. (72) tarafindan glukoz ve artik yag kullanilarak kesikli
beslemeli fermentor ortaminda 315.60 g/L diizeyinde iiretilen biyosiirfektanin
erlende gergeklestirilen tiretim miktarinin 3.7 kati kadar oldugu bildirilmistir. Bir
bagska calismada erlen ve fermentor kosullarinda rafineri artiklari igceren bir
besiyerinde C. sphaerica ile liretilen biyosiirfektan miktarlar1 sirasiyla 8 ve 21.49

g/l olarak rapor edilmistir (45). Dong ve ark. (8) tarafindan yiiriitillen bir
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calismada erlen diizeyinde 68.80 g/L, iiretimin bir fermentér ortaminda
gerceklestirildigi  kosullarda ise 131.20 g/L biyosiirfektan iiretildigi ifade
edilmistir. Bir bagka ¢alismada karbon kaynagi olarak glukoza ek olarak palm
olein ve oleik asidin bir karisitm halinde kullanildigi deneylerde, erlen
kosullarinda 67.6 g/L biyosiirfektan iiretildigi ancak kalinti lipofilik substrat
miktarinin 40 g/L oldugu, fermentér ortaminda ise tiretimin 118 g/L olarak ¢ok
daha yiiksek miktarda gerceklestigi ve toplam 100 g/L lipofilik substratin
tamamina yakinin S. bombicola tarafindan kullanildig1 ayrica her iki kosulda
glukozun tamamen tiiketildigi ifade edilmistir (66).

Bir bagka c¢alismada ise erlen kosullarinda {iretilen 24.1 g/L
biyosiirfektanin, 5 ve 50 L hacimlerindeki fermentorlerde kesikli beslemeli
sistemin kullanilmas1 sonucu sirasiyla 28.6 ve 53.2 g/L olarak daha yiiksek
miktarlarda iiretildigi ifade edilmistir (6). Santos ve ark. (137) tarafindan iki farkl
hacimde fermentor kullanilarak yiiriitiilen bir c¢alismada ise, yiiksek hacimli
fermentdrde liretilen biyosiirfektan miktarinin ii¢ kat daha fazla oldugu ve besiyeri
yiizey geriliminin bir miktar daha yiiksek diizeyde disiirtildiigii bildirilmistir.
Santos ve ark. (140) tarafindan C. lipolytica kullanilarak fermentdr ortaminda
gergeklestirilen bir caligmada karistirma hizinin diisiik oldugu ve havalandirma
uygulanmayan kosullarda yiizey geriliminin daha diisiik, iiretim miktarinin ise
yiiksek oldugu, ancak biyokiitle miktarinin bir miktar diisiik kaldig: bildirilmistir.
Biyosiirfektan iiretimi amaciyla bir W. anomalus susundan yararlanilan bir
caligmada ise, sabit bir havalandirma hizinda karistirma hizinin 250-500 rpm
araliginda artmasina bagl olarak daha diisiik yiizey gerilimi sonuglarina ulasildig
ancak maya iiremesinin azaldig belirtilmistir (14).

Biyosiirfektan iiretimi i¢in mayalardan yararlanilan ¢aligmalarda suyun
yiizey geriliminin 25 mN/m’e kadar distirildigii ve ayrica elde edilen kritik misel
derisimi degerlerinin ise 30-900 mg/L olmak {izere genis bir aralikta degisim
gosterdigi bildirilmistir (11,27,45). Diger taraftan biyosiirfektanlarin bir diger
fonksiyonel 6zelligi olarak emiilsiyon olusturma kapasitelerinin arastirildigi ¢esitli
caligmalar gerceklestirilmekte ve bu sayede biyosiirfektanlarin potansiyel
kullanim alanlar1 hakkinda 6ngorii sahibi olunmaktadir. Yiiriitiilen bir ¢alismada
iki farkli besiyerinde {liretilen maya kaynakli bir biyosiirfektanin, alifatik ve
aromatik hidrokarbonlardan olusan ham petrol ve motor yagi ile %75-100

arasinda degisen degerlerde E,s olusturmasi dolayisiyla petrokimya sektoriinde
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kullanilabilir oldugu, ayrica aycicek yaginda en yiiksek %56.60 diizeyinde Eoaq4
degerine sahip oldugu i¢in gida, eczacilik ve kozmetik sektdrlerinin ¢esitli
uygulama alanlarinda yer alabilecegi ifade edilmistir (38).

Biyosiirfektanlarin sicaklik, pH ve tuz derisimi gibi degisen ortam
kosullart altinda yiizey aktif ve emiilsiyon olusturma stabilitelerinin
aragtirtlmasinin da potansiyel uygulama alanlarindaki etkinliklerinin saptanmasi
acisindan 6nem tasidigr bilinmektedir. Maya kaynakli bir biyosiirfektanin pH 3-9
arasinda yiizey gerilimi distirme aktivitesini korudugu, pH 11 ve 12’de goriilen
kaybin ise denatiirasyondan kaynaklandig1 rapor edilmistir (11). Candida utilis ile
tiretilen bir biyosiirfektanin ise 120°C’de 15-180 dakika siiresince uygulanan 1s1l
islem karsisinda yiizey gerilimi stabilitesini korumasi dolayistyla pastorizasyon ve
sterilizasyon uygulanan gidalarda kullanilabilir oldugu Campos ve ark. (48)
tarafindan raporlanmistir.

Sen ve ark. (38) tarafindan yiiriitilen bir c¢alismada ise iki farkli
besiyerinde iiretilen biyosiirfektanin belirli ortam kosullar1 altindaki yiizey
gerilimi kapasiteleri arasindaki farkliliklar ortaya konmus ve piring bazli bir
substrattan olusan besiyerinde iiretilen biyosiirfektanin 120°C’de 120 dakikaya
kadar uygulanan 1s1l islem karsisinda yiizey gerilimi degerlerini korudugu ancak
misir bazli bir ortamda iiretilen biyosiirfektan icin 1si1l islemin 40 dakika
sonrasinda yiizey geriliminde onemli diizeyde bir artig goriildiigii bildirilmistir.
Bununla beraber misir bazli besiyerinden elde edilen biyosiirfektanin yiiksek tuz
derisimlerinde stabilitesini korudugu, piring bazli biyosiirfektanda ise %4 tuzdan
sonra yiizey geriliminin 6nemli diizeyde arttig1 rapor edilmistir.

Bagka bir ¢aligmada ylizey gerilimi ve Ey4 degerlerinin pH, sicaklik ve tuz
derisiminin sirasiyla 2-12, 30-90°C ve %?2-10 olarak genis aralikta kullanildig:
kosullardan diisiik diizeyde etkilendigi ve bu kapsamda tiretilen biyosiirfektandan
petrol geri kazanimi uygulamalarinda yararlanilabilecegi bildirilmistir (120). Gaur
ve ark. (132) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada iki farkli maya tiirii kullanilarak
tiretilen biyosiirfektanlarin emiilsiyon stabilitelerini pH 2-10, 4-120°C sicaklik ve
%?2-14 tuz derisimi araliginda korudugu bildirilmistir. Maya kaynakli bir bagka
biyosiirfektanin misir yagir ve aygigek yagi iceren ortamlarda pH degerinin en
yiiksek oldugu kosulda maksimum Ey4 degerine sirasiyla %66.70 ve 73.30 olarak
ulasildigi, bu degerlerin pH 2°de ise her iki ortam icin yaklasik %26.5 diizeyinde
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oldukea diisiik oldugu ve yiiksek pH degerlerinin emiilsiyon olusturan bilesenlerin
yapilarini etkilemis olabilecegi ifade edilmistir (48).

Bakteriler araciligiyla {tretilen biyosiirfektanlarla benzer sekilde maya
kaynakl1 biyosiirfektanlarin antimikrobiyel aktivite gosterdigine iliskin ¢caligmalar
da bulunmaktadir. Yapilan bir arastirmada klinik suslar olan E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Vibrio parahemolyticus, B. subtilis ve B. cereus bakterilerinin 200
ng/mL olarak oldukca diisiik derisimde bir biyosiirfektan araciligiyla inhibisyona
ugratildigi; Salmonella Paratyphi, Klebsiella oxytoca, Vibrio cholerae, S. aureus,
S. Typhi, Proteus mirabilis ve Streptococcus pneumoniae bakterilerine karsi %36-
86 araliginda degisen oranlarda antimikrobiyel aktivite saglandig1 ifade edilmistir
(11). S. bombicola kaynakli bir biyosiirfektanin kanatli hayvanlarda yaygin olarak
bulunan patojenler olan Clostridium perfringens ve C. jejuni bakterilerine karst
antimikrobiyel etki sagladigi ve bu nedenle kanathi endiistrisinde sanitasyon
uygulamalari i¢in yararl olabilecegi Silveira ve ark. (37) tarafindan bildirilmistir.

Akgiil ve ark. (138) tarafindan gercgeklestirilen bir calismada S. cerevisiae
aracilifiyla iretilen biyosiirfektanin E. coli ve S. aureus bakterilerinin
inhibisyonuna etkisinin Y. [lipolytica ve Rhodotorula glutinis kaynakli
biyosiirfektanlara goére daha yiiksek oldugu ve diger yandan tiim
biyosiirfektanlarin P. aeruginosa iizerine antimikrobiyel aktivitesinin esit diizeyde
oldugu bildirilmistir. Baska bir ¢alismada E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae
ATCC 700603 ve S. aureus ATCC 25923 bakterilerinin inhibisyonunda D.
hansenii kaynakli biyosiirfektanin Rhodotorula mucilaginosa araciligiyla tretilen
biyosiirfektana gore daha etkili oldugu ifade edilmistir (64).

Mendes ve ark. (141) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada S. bombicola
CBS 6009 kaynakl1 bir soforolipidin saflastirilan laktonik diasetillenmis C18:0 ve
C18:1 formlarinin S. aureus iizerine antibakteriyel etkisinin, bu iki formun
karigimina ve ayrica asidik deasetillenmis C18:1 formuna goére daha yliksek
oldugu bildirilmistir. Ayrica ticari soforolipit ve maya kaynakli soforolipitlerin
antibakteriyel 0Ozelliklerinin arastirildigt  bir ¢alisma kapsaminda, maya
soforolipitleri ile ticari iirline benzer veya genel olarak daha 1yi sonuclarin alindig1
ancak yalnizca biyosiirfektanin inhibisyon etkisinin yeterli olmadig1 B. cereus, S.
aureus ve S. Typhimurium patojenlerine karsi ticari {irlinlin daha etkin oldugu

raporlanmistir (38).
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Literatiirde ayrica maya kaynakli biyosiirfektanlarin antifungal etkilerinin
arastirlldigt ¢aligmalara da rastlanmaktadir. Kumari ve ark. (39) tarafindan
gergeklestirilen bir ¢alismada maya kaynakli bir biyosiirfektanin mikotoksin
iiretme potansiyeline sahip ve patojen Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Penicillium  chrysogenum ve Colletotrichum  gloeosporioides  kiiflerinin
inhibisyonunda etkin oldugu rapor edilmistir. Bir baska calismada Rhodotorula
cinsi mayalar ile iiretilen biyosiirfektanlarin bitki ve insan patojenleri olan C.
gloeosporioides, F. verticilliodes, Fusarium oxysporum f. sp. pisi, Corynespora
cassiicola, Trichophyton rubrum, Microsporum fulvum, Trichophyton ajelloi ve
Trichophyton mentagrophytes kif tiirlerine karsi 0.062-1 mg/mL araliginda
degisen minimum inbihisyon derisimlerinde antifungal etki sagladigi ve bu
biyosiirfektanlarin antifungal kapasitesinin ticari bir soforolipide yakin diizeyde
oldugu ifade edilmistir (119).

Bagka bir calismada, D. hansenii ve Rhodotorula mucilaginosa kaynakl
iki biyosiirfektanin 0.5 ve 1 g/L olarak diisiik derisimlerinin A. niger iizerinde
antifungal etki olusturmadigi, biyosiirfektanlarin daha yiliksek derisimlerinde ise
sinirli diizeyde bir inhibisyonun saglandigi belirtilmistir (64). Yilmaz ve ark.
(142) tarafindan yiiriitiillen bir ¢alismada ise Fusarium cinsi bazi bitki patojeni
kiiflerin inhibisyonunda, Y. lipolytica araciligiyla iretilen biyosiirfektana gore
bakteriyel biyostirfektanlarin daha etkin olduklar: bildirilmistir.

Biyosiirfektanlarin antibakteriyel ve antifungal aktivitelerinin besiyeri
bilesimlerinden biiyiik Ol¢lide etkilendigi ifade edilmektedir. Sen ve ark. (38)
tarafindan R. babjevae aracilifiyla misir ve piring bazli substratlar igeren
besiyerlerinde iiretilen biyosiirfektanlarin sirastyla 0.062-0.5 mg/mL ve 0.125-0.5
mg/mL aralifinda degisen minimum inhibisyon derisimlerinde S. typhimurium
MTCC 3224, Micrococcus luteus MTCC 7950, Proteus vulgaris MTCC 744, K.
pneumoniae MTCC 618, B. subtilis MTCC 1134 patojenlerini inhibe ettigi ve bu
iki biyosiirfektanin basta K. pneumoniae olmak tizere diger bazi patojenlere karsi
genel olarak farkli diizeylerde antibakteriyel aktivite sagladigi rapor edilmistir.
Benzer bir sekilde glukozun yami sira artik yag igeren ortamda iiretilen
biyosiirfektanin E. coli EPEC 055, Salmonella Enteritidis ATCC 564 ve S. aureus
ATCC 8702 patojen bakterilerine; iiretimi i¢in glukoz ve palm yaginin
kullanildig1 biyosiirfektanin ise B. cereus ATCC 14579 bakterisine karsi
sagladiklar1 antimikrobiyel etkilerinin daha iistiin oldugu bildirilmistir (12). Bu
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calismada bir gida artifindan hazirlanan besiyerinin deneylerde kullanildig
kosullarda genel olarak daha iyi antimikrobiyel aktivite sonuglarinin alinmis
oldugu, ancak bilesimlerinde glukozun yani sira zeytinyagi, artik yag ve palm
yagini ayr1 ayri bulunduran besiyerlerinde iiretilen biyosiirfektanlar araciligiyla
gida kaynakli A. flavus LAPS 155, A. niger LAPS 182, Cercospora sorghi
LAPS122, Colletotrichum truncatum LAPS 457 ve F. solani LAPS 167 kiiflerinin
birbirine yakin diizeylerde inhibisyona ugratildig1 ifade edilmistir. Ayn1 ¢alismada
Fusarium verticillioides LAPS 355 kiifii i¢in ise, artik yag ve zeytinyagi igeren
ortamlarda iiretilen iki farkli biyosiirfektanin sirasiyla yaklasik %55 ve 70 olarak
farkli diizeylerde antifungal etki gosterdigi aktarilmistir (12).

Mayalar araciligiyla iiretimleri saglanan bazi biyosiirfektanlarin biyofilm
olusumuna etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada ise E. coli adezyonunun herhangi
bir sekilde engellenemedigi, S. aureus ve P. aeruginosa kaynakli biyofilm
olusumunun belirli diizeylerde onlenmesinde ise sirasiyla Y. lipolytica ve R.
glutinis mayalar ile iiretilen biyosiirfektanlarin daha etkili oldugu bildirilmistir
(138). Bir baska ¢alismada ise S. enterica serotip Enteritidis kaynakli biyofilm
olusumunu Y. lipolytica TEM OS12 ve TY24 biyosiirfektanlarinin sirasiyla
%89.42 ve 88.09 diizeyinde onledigi ifade edilmistir (143).

Ceresa ve ark. (144) tarafindan gerceklestirilen calismada ise Candida
bombicola aracilifiyla tretilen bir biyosiirfektanin medikal silikon disk ortaminda
olusturulan C. albicans, S. aureus ve P. aeruginosa kaynakl biyofilmleri yaklagik
%70-80 oraninda uzaklastirdigi aktarilmistir. Ayni calisma kapsaminda hem
biyosiirfektan ve patojenlerin bir arada inkiibe edildigi hem diskin biyosiirfektan
ile onceden kaplandigi kosullarda biyosiirfektanin C. albicans ve S. aureus
patojenlerinin  silikon diske adezyonunu Onemli Olciilerde engelledigi
raporlanmistir. Baska bir calismada ise medikal silikon yiizeyinde S. aureus
biyofilmi olusumunun, soforolipidin asidik ve laktonik karisimlari ve yalnizca
laktonik karigimi ile silikonun kaplanmasi sonucu sirasiyla %90 ve %098
diizeylerinde engellendigi bildirilmistir (141).

Nguyen ve ark. (145) tarafindan bazi kimyasal siirfektanlarin P.
aeruginosa PAO1 biyofilminin uzaklastirilmasina yonelik etkilerinin maya
kaynakli biyosiirfektan ile karsilastirildigi bir ¢aligmada biyosiirfektanin daha
iistlin oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Maya Kiiltiirleri

Calismada yer alan maya Kkiiltiirleri, kizilcik tarhanasi iiretiminin cesitli
asamalarindan, baldan, Mihali¢ ve Erzincan tulum peynirleri ve Kes peynirinden
izole edilmis olan suslardir. Kizilcik tarhanasi ve Kes peyniri kaynakli suslar,
Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi, Gida Miihendisligi Boliimii Gida
Biyoteknolojisi laboratuvarinda gerceklestirilen calismalar sonucu olusturulan
kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Izolasyon kaynagi Mihali¢ ve Erzincan
tulum peynirleri ile bal olan maya suslar1 ise, Hacettepe Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimiinden temin edilmistir. Tiim maya suslart MALDI-TOF MS
Biotyper yontemiyle tanimlanmistir. Incelenen 142 adet maya arasinda tiir
diizeyinde tanimlanan Hanseniaspora uvarum (16 adet), Saccharomyces
cerevisiae (17 adet), Torulaspora delbrueckii (18 adet), Metschnikowia
pulcherrima (23 adet), Wickerhamomyces anomalus (3 adet), Cyberlindnera
fabianii (2 adet), Trichosporon asahii (1 adet), Pichia kluyveri (2 adet),
Geotrichum silvicola (2 adet), Debaryomyces hansenii (1 adet), Candida
inconspicua (1 adet), Candida lusitaniae (11 adet), Candida krusei (18 adet),
Candida kefyr (2 adet), Candida parapsilosis (1 adet), Candida guilliermondii (1
adet), Candida valida (2 adet), Candida catenulata (3 adet), Candida zeylanoides
(1 adet), Candida famata (13 adet), Candida tropicalis (3 adet) ve Candida
lipolytica (1 adet) suslar1 bulunmaktadir (EK 1).

3.1.2 Bakteri Kiiltiirleri

Biyosiirfektanin  antibakteriyel ve anti adezyon  aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanilan Salmonella enterica subsp. enterica serotip Enteritidis
NCTC 12694, Escherichia coli O157:H7 ATCC 43888, Listeria monocytogenes
ATCC 13932 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 suslar1 Bolu Gida Kontrol
Laboratuvar Midiirliigli Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
Bakteriler Tryptic Soy Broth (TSB) besiyerinde 18-24 saat siire ile

aktiflestirilmistir. Kiiltiirler 4°C buzdolab1 kosullarinda muhafaza edilmistir.
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3.1.3 Kiif Kiiltiirleri

Biyosiirfektanin antifungal aktivitesinin arastirilmasi amaciyla kullanilan
Fusarium oxysporum 38-4 ve Penicillium expansum 11F suslar1 Bolu Abant Izzet
Baysal Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii, Molekiiler Patoloji
Laboratuvar1 Fungal izolat Koleksiyonundan temin edilmistir. P. expansum
izolatinin molekiiler tiir tanimlamasi ITS ve RPB2 gen bolgeleri ve F. oxysporum
izolatinin ise Tefl gen bolgesi sekansina dayandirilmistir. Bu izolatlarin NCBI
GenBank niikleotid veri bankasima dahil edildigi bilinmektedir. P. expansum
kiifiniin ITS ve RPB2 gen bolgeleri i¢in sirastyla OP327059 ve OP437560 ve F.
oxysporum kifiiniin Tefl gen bolgesi i¢in OP341618 olarak verilen erigim
numaralart GenBank tarafindan saglanmistir. Bu kiifler Potato Dextrose Agar
(PDA) besiyerinde 25°C’de 7 giin siire ile aktiflestirilmistir. Denemeler siiresince

kiiltiirler 4°C buzdolab1 kosullarinda muhafaza edilmistir.

3.1.4 Tanimhh Fermantasyon Ortamlarinda Kullanilan Karbon
Kaynag Bilesenleri

Fermantasyon ortami bilesimlerinde hidrofilik karbon kaynagi olarak
glukoz (Isolab, Tiirkiye), fruktoz (Takita Online, Egepak Gida ve Ambalaj San.
A.S, Tirkiye), sakkaroz (Isolab, Tiirkiye) ve gliserol (Isolab, Tiirkiye)
kullanilmistir. Besiyerlerinde hidrofobik karbon kaynagi olarak yer alan bitkisel
yaglardan aycicek yagi (Salat, Bunge-Tiirkiye), findik yagi (Cotanak, Tiirkiye),
misir yagi (Salat, Bunge-Tiirkiye) ve zeytinyagi (Zeo, Tiirkiye) Bolu ilinde
bulunan marketlerden satin alinmistir. Deneylerde kullanilan kanola ve pamuk

yaglar1 ise Orkide Yag (Izmir, Tiirkiye) isletmesinden saglanmistir.

3.1.5 Tanmmhh Fermantasyon Ortamlarinda Kullanilan Azot
Kaynag Bilesenleri

Besiyeri bilesimlerinde azot kaynagi olarak maya oziiti (Merck,
Almanya), pepton (Merck, Almanya), iire (Merck, Almanya), amonyum kloriir
(Sigma-Aldrich, Almanya), amonyum siilfat (Sigma-Aldrich, Almanya) ve

sodyum nitrat (Merck, Almanya) kullanilmistir.
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3.1.6 Dogal Fermantasyon Ortamm Hazirhginda Hammadde
Olarak Kullanilan Gida Artiklarn

3.1.6.1 Portakal ve Limon Kabuklari

Portakal ve limon kabuklar1 F(x) Food (Antalya, Tiirkiye) isletmesinden

toz formunda satin alinmistir.

3.1.6.2 Balkabagi Kabugu

Balkabagi kabuklar1 Mert Kuru Gida (Sakarya, Tiirkiye) isletmesinden
kurutulmus balkabagi tozu iiretim prosesi artigi olarak saglanmistir. Balkabagi

kabuklar1 deneylere kadar -18°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.6.3 Elma ve Havug

Besiyeri hazirliginda kullanilan elma ve havug, Bolu ilinde yerel bir
marketten satin alinmistir. Elma ve havuclarin laboratuvar ortaminda hazirlanan

kabuklu posalar1 -18°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.6.4 Zeytin Karasuyu

Zeytin karasuyu ii¢ fazli tiretim sisteminin kullanildigi Eriklice Sulama
Kooperatifi Zeytinyag1 Fabrikasi’ndan (Tekirdag, Tiirkiye) temin edilmistir.
Calisma boyunca ayni bilesimdeki zeytin karasuyu ile ¢alisilabilmesi igin,
sezonunda temin edilen karasu, kii¢iik hacimli parcalar halinde -18°C’deki derin

dondurucuda saklanmaistir.

3.1.6.5 Artik Kizartma Yag

Tez ¢alismasinda kullanilan dogal besiyeri bilesimlerinde yer alan artik
kizartma yagi, Beypi Beypazar1 Tarimsal Uretim Pazarlama Sanayi ve Tic. A.S.
(Bolu, Tiirkiye) isletmesinden temin edilmistir. Bu yagin ileri islenmis iirlinlerin

iiretiminin kizartma prosesi sonunda artik olarak ortaya ¢iktig1 bildirilmistir.

3.1.7 Sirfektanlar

Calisma kapsaminda tween 80 (Isolab, Tiirkiye), triton x-100 (Bio Basic,
Kanada) ve sodyum lauril siilfat (Sigma-Aldrich, Almanya) kullanilmistir.
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3.1.8 Biyosiirfektan Uretiminin Incelendigi Deney Diizenegi

Biyosiirfektan iiretimlerinin erlenlerde incelendigi deneyler, kesikli
sistemde, sicaklig1 ve calkalama hizi kontrol edilebilen ¢alkalamali su banyosunda
(Niive ST-402, Tiirkiye) yiiriitilmiistiir. Deneyler, 300 mL’lik erlenlerde 100 mL
calisma hacmi kullanilarak gerceklestirilmistir. Biyostirfektan tiretimi ¢alismalari

ayrica 3 L hacimli fermentdrde (Minifors 2, Infors, Isvigre) yiiriitiilmiistiir.

3.2 Metot

3.2.1 Maya Suslarimin Biyosiirfektan Uretim Potansiyellerinin
Belirlenmesi

3.2.1.1 Tween 80 Agar Testi

Tween 80 agar besiyerinin bilesiminde pepton (10 g/L), NaCl (5 g/L),
CaCl, (0.1 g/L), agar (15 g/L) ve tween 80 (5 mL/L) yer almaktadir. Oncelikle;
YM broth besiyerinde 28°C’de 24-48 saat siire ile gelistirilen maya kiiltiirlerinden,
ilgili besiyerine stirme yontemi ile ekim yapilmistir. Tween 80 testi i¢in, 28°C’de,
3-5 giin olarak uygulanan inkiibasyonun ardindan, maya kolonilerinin etrafinda
presipitasyon zonu olup olmadigi incelenmistir. Tween 80 besiyerinde, tween
hidrolizasyonu ile aciga ¢ikan yag asitleri, besiyerindeki kalsiyumla birleserek

koloni etrafinda ¢6ziinmez kristal yapilarinin (beyaz presipitat) olusumunu

saglamaktadir (26,146).

3.2.1.2 Hidrokarbon Agar Testi

Hidrokarbon agar besiyeri, Eldin ve ark. (26) tarafindan kullanilan besiyeri
bilesiminin kismen modifikasyonu ile olusturulmustur. Besiyeri MgSOy (0.5 g/L),
KH,PO4 (1 g/L), FeSO4 (0.01 g/L), NaNOs (1.5 g/L), CaCl, (0.002 g/L), agar (15
g/L) ve aycicek yag1 (%1) icermekte olup hazirlanan besiyeri yiizeyine 50 pL
steril aycicek yagi yayilmistir. Hidrokarbon agar testi i¢in, maya kiiltiirlerinden
besiyerine slirme yontemi ile ekimler gerceklestirilmis ve 28°C’de, 7-10 giin
stiresince inkiibasyona birakilmigtir. Hidrokarbon agar besiyerinde kolonilerin
etrafinda bulanik zon olusumu, lipolitik aktiviteyi ve aymi zamanda susun

potansiyel biyostirfektan iireticisi oldugunu gostermektedir (26,63).
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3.2.2 Maya Suslarimin Biyosiirfektan Uretimlerinin Fermantasyon
Ortaminda incelenmesi

Tween 80 ve hidrokarbon agar besiyerlerinde presipitat ve zon olusturarak
gelisen 44 adet maya susunun, fermantasyon ortaminda biyosiirfektan iiretimleri
arastirilmistir. Bu amagla; bilesiminde maya oziiti (4 g/L), tre (1 g/L),
MgS04.7H,0 (5 g/L), KH,PO, (1 g/L), NaCl (0.1 g/L), %10 glukoz ve %10
aycicek yagi yer alan tanimli fermantasyon ortami kullanilmistir (136). Deneyler,

30°C’de ve 120 vuru/dak ¢alkalama hizinda yiirttiilmiistiir.

3.2.2.1 Fermantasyon Ortamina Asilanan Kiiltiiriin
Hazirlanmasi

Biyosiirfektan iiretimlerinin incelendigi tim deneylerde maya kiiltiirleri,
bilesimi Yeast Extract Malt Extract (YM) broth besiyerinde 28°C’de 24 saat siire
ile gelistirilmiglerdir. Hazirlanan kiiltiirler, fermantasyon ortamlarma %5

oraninda, yaklagik 6.5 log (kob/mL) olacak sekilde asilanmaistir.

3.2.2.2 Yag Yayma Testi

Yag yayma testi icin, 90 mm c¢apindaki Petri kutusu igerisindeki 20 mL
distile suyun iizerine 100 uL motor yagi damlatilmis ve bu yag tabakasi ylizeyinin
merkezine 200 pL biyosiirfektan ¢ozeltisi aktarilmistir. Petri kutusunda iki dakika
sonra olusan zon ¢ap1 (cm) Olcililerek sonuglar kaydedilmis ve negatif kontrol

ornegi olarak distile su kullanilmistir (5).

3.2.2.3 Yiizey Gerilimi Analizi

Yiizey gerilimleri; Du-Noily Ring yontemine gore, 1.9 cm platin halka
kullanilan bir tensiyometre (Sigma 702-Sigma 703D, Finlandiya) yardimiyla
Olclilmiistiir. Yiizey gerilimi ol¢iimleri i¢in, fermantasyon ortamlarindan yaklasik
olarak 24 saatte bir aseptik kosullarda alinan ornekler 5000 rpm’de 25 dakika
santrifiijlenmiglerdir. Siipernatantin heterojen ve siispanse bir yapiya sahip
olmasindan dolay1r 6rnekler analize alinmadan 6nce 0.45 pm siringa ucu filtre
kullanilarak sliziilmiis ve analize kadar buzdolab1 kosullarinda muhafaza
edilmislerdir (58).

Yiizey gerilimi Ol¢iimleri orneklerin oda sicakliginda yaklasik olarak 30
dakika bekletilmelerinin ardindan 50 mL hacmindeki cam beherlerde yaklasik 10

mL ornek kullanilarak gergeklestirilmistir. Yiizey gerilimindeki azalma
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miktarlarmin belirlenmesi amaciyla negatif kontrol olarak besiyeri kullanilmis ve
baslangi¢ yiizey gerilimi degeri Olglilerek kaydedilmistir. Analiz edilen her bir
ornek i¢in, halka sirasiyla hekzan ve aseton icerisinde yaklasik olarak 1 dakika
boyunca bekletilmis ve ¢oziiciilerin uzaklasmasi amaciyla halka alev yardimiyla
10-15 saniye kurutulmustur. Tim yiizey gerilimi Ol¢iimleri li¢ paralel olacak

sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.2.4 Maya Kuru Agirhiginin Belirlenmesi

Tanimli  ortamlarda  Cyberlindnera  fabianii MIAU-1 susu ile
gergeklestirilen biyosiirfektan tiretimi deneylerinde maya derisimleri kuru agirlik
cinsinden hesaplanmistir. Bu amagla, dncelikle bu sus i¢in 660 nm dalga boyunda
okunan absorbans-yas agirlik (xy) ve yas agirhk (xy)-kuru agirhk (x) calisma
dogrular1 olusturulmustur. Biitiin grafiklerin olusturulmasinda Origin Pro §
(Originlab Corporation, Northamptan, ABD) programi kullanilmistir.

Absorbans-yas agirlik calisma dogrusunun olusturulmasi icin, Cyb.
fabianii MIAU-1 susu, biyosiirfektan {iretimi deneylerinde kullamlan ve yag
haricinde diger tiim bilesenleri igeren besiyerine (glukoz, %10; maya 6ziitii, 4 g/L;
iire, 1 g/L; MgS04.7H,0, 5 g/L; KH,PO,4, 1 g/L; NaCl, 0.1 g/L) %10 oraninda
asilanmis ve 30°C’de 72 saat siiresince inkiibasyona birakilmistir. Fermantasyon
ortamindan alinan Ornekler, 5000 rpm’de 25 dakika santrifiijlenmislerdir (Niive
NF 200, Tiirkiye). Santrifiijlenen orneklerin ¢okeltilerinden belirli miktarlarda
tartilarak, 100 mL distile su icerisinde siispansiyon haline getirilmisler ve
spektrofotometrede (UV 1800 Shimadzu, Japonya) 660 nm dalga boyunda
absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Bu dogrultuda, maya susu icin absorbans-yas
agirlik ¢alisma dogrusu olusturulmustur (EK 2).

Yas agirlik-kuru agirlik calisma dogrusunun olusturulmasi amaci ile ise,
yukarida belirtilen sekilde almman Orneklerin santrifiijlenmesi ile elde edilen
cokeltilerden belirli miktarlar tartilmistir. Tartilan Ornekler, etiivde 80°C’de
yaklagik iki saat siire ile sabit agirliga gelene kadar kurutulmuslardir. Kurutulan
ornekler tartilarak agirliklart belirlenmistir. Daha sonra, maya susu icin yas
agirlik-kuru agirlik calisma dogrusu hazirlanmistir (EK 2).

Deneyler siiresince, mikroorganizma derisiminin kuru agirhik olarak
belirlenebilmesi icin biyoslirfektan iiretimi deneylerinde, belirli zaman

araliklarinda fermantasyon ortamlarindan 3-5 mL hacminde 6rnekler alinmis ve
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5000 rpm’de 25 dakika siire ile santrifiijlenmislerdir. Santrifiijlenen 6rneklerin
cokeltileri mikroorganizma derisiminin (g/L) spektrofotometrik olarak, kuru

agirlik cinsinden hesaplanmasinda kullanilmistir.

3.2.2.5 Maya Sayisinin Belirlenmesi

Gida artiklarindan hazirlanan fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilen
biyosiirfektan iiretimi deneylerinde maya sayisinin takip edilmesi amaciyla YM
agar besiyerine ylizeye yayma yontemi ile ekimler gerceklestirilmis ve uygun

diliisyondan sayim yapilarak sonuglar log (kob/mL) olarak ifade edilmistir.

3.2.3 Fermantasyon Ortam i¢in Karbon Kaynag Bilesenlerinin
Belirlenmesi

Biyosiirfektan tiretiminde kullanilacak olan fermantasyon ortami
bilesimlerini  belirlemeye yonelik olarak  gergeklestirilen  deneylerde;
Cyberlindnera fabianii MIAU-1 susundan yararlamlmigtir. Fermantasyon
ortaminda yag ile beraber bulunacak olan karbon kaynaginin se¢iminde, Cyb.
fabianii tiriniin substrat kullanim profilleri goéz Oniine alinmistir (147). Bu
dogrultuda, bu tiirtin glukoz ve sakkaroz kullanimlar1 bakimindan pozitif olduklari
belirtilmistir. Bu tez c¢aligmasi kapsaminda, glukoz ve sakkarozun yani sira
fruktozun da kullanilabilirligi arastirilmistir. Bu amacla Jadhav ve ark. (2019)
tarafindan Onerilen ve maya susunun secilmesi amaciyla ilgili deneylerde
kullanilan besiyeri bilesiminde %10 derisimde yer alan glukoz (GLU) aym
derisimde fruktoz (F) ve sakkaroz (S) ile; yag bileseni olarak %10 derisimde
bulunan aygicek yagi (AY) ise, misir yagr (MY), zeytinyagt (Z2Y), findik yagi
(FY), pamuk yag1 (PY) ve kanola yag1 (KY) ile degistirilerek toplam 18 farkli
kombinasyon olusturulmustur.

Diger yandan, biyosiirfektan iiretimi amaciyla kullanilan bir substrat
olarak belirtilen gliserol (GLI) %10 derisimde olacak sekilde, yukarida verilen
kombinasyonlarda yer alan seker ve yag bilesenleri ile ayri ayr1 ve %10
oranlarinda desteklenerek kullanilmis ve bu kapsamda 9 adet deney yapilmustir.

Ayrica, hem gliserol hem daha 6nceki deneylerde en i1yi sonucu verdikleri
belirlenen glukoz ve aygigek yagi kombinasyonunda yer alan bilesenler
fermantasyon ortaminda ayr1 ayrt %20 oraninda kullanilmigtir. Fermantasyon

ortaminda kullanilacak olan karbon kaynaginin secilmesine yonelik olarak
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gerceklestirilen 30 deney ve bu deneyde yer alan bilesenler Tablo 3.1.°de

sunulmustur.

Tablo 3.1. Karbon kaynaginin se¢ilmesine yonelik olarak denemeye alinan

besiyeri bilesimleri

Besiyeri bilesimleri

Glukoz igeren besiyeri

GLU (%10)+AY (%10); GLU (%10)+FY (%10); GLU
(%10)+KY (%10); GLU (%10)+MY (%10);
GLU (%10)+PY (%10); GLU (%10)+ZY (%10)

Fruktoz iceren besiyeri

F (%10)+AY (%10); F (%10)+FY (%10);
F (%10)+KY (%10); F (%10)+MY (%10);
F (%10)+PY (%10); F (%10)+ZY (%10)

Sakkaroz iceren besiyeri

S (%10)+AY (%10); S (% 10)+FY (%10);
S (%10)+KY (%10); S (%10)+MY (%10);
S (%10)+PY (%10); S (%10)+ZY (%10)

Gliserol iceren besiyeri

GLI (%10)*AY (%10); GLI (%10)+FY (%10);

GLI (%10)+KY (%10); GLI (%10)+MY (%10);

GLI (%10)+PY (%10); GLI (%10)+ZY (%10); GLi
(%20); GLI (%10)+GLU (%10); GLI (%10)+F (%10);
GLI (%10)+S (%10)

Diger besiyerleri

GLU (%20)
AY (%20)

3.2.4 Fermantasyon Ortaminda Azot Kaynag1 Bilesenlerinin

Belirlenmesi

Karbon kaynagi olarak glukoz ve ay¢icek yagi iceren besiyeri bilesiminde

yer alan azotlu bilesenler (maya oziitii, 4 g/L; iire, 1 g/L); ayr1 ayr1 organik

(pepton, iire, maya 0ziitli) ve inorganik (amonyum kloriir, amonyum siilfat,

sodyum nitrat) azot kaynaklari ile yer degistirerek kullanilmistir. Bu deneylerde,

azot kaynag derigimleri 5 g/l olarak sabit tutulmustur. Azot kaynaginin

secilmesine yonelik deneylerde ylizey gerilimi analizleri gerceklestirilmis ve

hiicre kuru agirliklari belirlenmistir.
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3.2.5 Deney Tasariminin Olusturulmasi, Yanitin Modellenmesi ve
Besiyerinde Yer Alan Bilesenlerin Optimum Derisimlerinin
Belirlenmesi

3.2.5.1 Deney Tasarimi

Cyb. fabianii susu ile biyosiirfektan iiretimi sonucunda besiyeri yiizey
geriliminde azalma saglayan en uygun kosullarin belirlenmesi icin, besiyeri
bilesiminde yer alan karbon ve azot kaynaklar1 derisimlerinin yanit ylizey yontemi
ile optimizasyonu hedeflenmistir. Bu kapsamda, glukoz derisimi (X;), aycicek
yagt derisimi (X3), iire derisimi (X3) ve maya Oziitii derisimi (X4) bagimsiz
degiskenler olarak se¢ilmistir.

Bagimsiz degiskenlerin etkilerinin belirlenebilmesi icin, Design Expert®
9.0.6 (Stat-ease Inc., Minneapolis, ABD) programi kullanilarak, merkezi karma
tasarim (central composite design) yontemi ile bir deney tasarimi olusturulmustur.
Deney tasarimi -1.2, -1, 0, 1, 1.2 olarak kodlanmis 5 diizeyde yapilmis, merkez
noktasinda 6 tekrar kullanilmigtir. Tasarimda deney sayisi, Esitlik (1) temelinde,
ayni program yardimi ile hesaplanmistir. Bu esitlikte k, bagimsiz degisken

sayisini ifade etmektedir.
Deney sayis1 = X4 2k + 6 (1)

Deney tasarimindaki bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri ise, Esitlik
(2) yardimi ile hesaplanmistir. Bu esitlikte; x; kodlanmis degeri, X; bagimsiz
degiskenin gercek degerini, X, bagimsiz degiskenin merkez noktasindaki degerini

ve AX ise, diizeyler arasindaki farki ifade etmektedir.

X, =— = (2)

Deney tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenler ile minimum ve

maksimum degerleri Tablo 3.2.’de verilmistir.
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Tablo 3.2. Merkezi karma tasarimda kullanilan bagimsiz degiskenler

Bagimsiz degisken (Sl;?:';gni) Minimum deger | Maksimum deger
Glukoz derisimi X1 (%) 2.1 12.9

Aycicek yagi derisimi | X, (%) 1.2 10.8

Ure derisimi X3 (g/L) 0.8 3.2

Maya 0ziitii derisimi X4 (g/L) 0.8 3.2

3.2.5.2 Yiizey Gerilimindeki Azalmanin Yanit Yiizey Yontemi
ile Modellenmesi

Yiizey geriliminde azalma miktar1 olarak belirlenen yanit degerinin glukoz
derisimi, aygicek yagi derisimi, {lire derisimi ve maya Oziiti derisimi ile
degisimlerini gosteren model esitlik Design Expert® 9.0.6 (Stat-ease Inc.,
Minneapolis, ABD) programi yardimiyla olusturulmustur.

Tez ¢alismasinda yiizey geriliminde azalma miktarinin modellenmesinde,
etkilesim terimlerini de igeren lineer model (2FI modeli) kullanilmistir. Esitlik (3)
ile gosterilen lineer modelde, y; yanit, X; ve X; bagimsiz degiskenler, B,; sabit
katsayi, B; ve [ ise sirasiyla; lineer ve iki terimli etkilesim katsayilarim ifade

etmektedir.

y:BO+Z?:1Bij+ZZi<jBinin 3)

Program tarafindan verilen model i¢in, aynm1 program kullanilarak varyans
analizi yapilmis; modelin, bagimsiz degiskenlerin ve bagimsiz degiskenler
arasindaki etkilesimlerin Onemlilik diizeyleri belirlenmistir. Ayrica; bagimsiz
degiskenlerin birbirleriyle etkilesimlerini gosteren yanmit yiizey grafikleri

olusturulmus ve degerlendirilmistir.

3.2.5.3 Optimizasyon

Calismada, fermantasyon ortami bilesiminde yer alan karbon ve azot
kaynaklarinin optimum derisimlerinin belirlenmesi hedeflenerek niimerik

optimizasyon gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda “istenen hedefe ulasma
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fonksiyonu” kullanilmis ve belirlenen hedefler dogrultusunda optimizasyon,
Design Expert® 9.0.6 (Stat-ease Inc., Minneapolis, ABD) programi kullanilarak
yapilmustir.

Optimizasyonda, yiizey geriliminde azalma miktarinin maksimum olmasi
hedeflenmistir. Bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle etkilesimlerinin yanit {izerine
etkilerini gosteren yiizey grafiklerinin degerlendirilmesi sonucunda, bagimsiz
degiskenler i¢in de hedefler belirlenmesine karar verilmistir. Bu kapsamda glukoz
derisiminin %8-10, aycicek yag1 derisiminin %6-10, lire ve maya Oziitiiniin ise 1-3
g/L arasinda olmasi hedeflenmistir.

Hedeflerin belirlenmesinin ardindan, sistemin 6nermis oldugu optimum
kosullar arasindan, yanit degerinin miimkiin oldugunca yiiksek olmasi esas
alinarak ve ayrica istenen hedefe ulasma fonksiyonunun 1’e yakin olmasina dikkat
edilerek, en uygun olan kombinasyon se¢ilmistir (EK 3).

Secilen optimum kosullarin dogrulanmasina yonelik olarak bu kosullarin
birlikte kullanildigi bir deney yiiriitiilmiis ve deney sonucunun %95 giiven
araliginda dogrulanir olup olmadigmin kontrolii, ilgili programin “dogrulama”

mentisii aracilifiyla gerceklestirilmistir.

3.2.6 Gida Artiklarindan Fermantasyon Ortamlarinin
Hazirlanmalar

Cyb. fabianii mayasinin karbon asimilasyon profili dogrultusunda bu
mayanin glukoz, fruktoz ve sakkaroz sekerlerini kullanabildigi bilinmektedir. Bu
nedenle; biyosiirfektan iiretimi icin artik ve artiklarin degerlendirilmesi amaciyla
zeytin karasuyu ve artik kizartma yaginin yami sira, substrat kullanim profiline
uygun olmalar1 bakimindan (glukoz, fruktoz ve sakkarozu kullanabilmesi) ¢esitli

meyve artiklarindan hazirlanan dogal fermantasyon ortamlar1 kullanilmistir.

3.2.6.1 Artik Kizartma Yag: iceren Fermantasyon Ortami

Artik kizartma yagi, meyve kabuklari, kabuklu meyve posalar1 ve zeytin
karasuyunun besiyeri hazirligi amaciyla degerlendirildigi tiim calismalarda bir
bilesen olarak yer almistir. Artik yagin tek basina kullanildigi bir besiyeri de
hazirlanmistir. Artik yag isletmeden temin edildigi haliyle kullanilmis ve yaga

herhangi bir 6n islem uygulanmamastir.
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3.2.6.2 Portakal ve Limon Kabugu Ekstraktlar1 Iceren
Fermantasyon Ortami

Carota ve ark. (148) tarafinca onerilen dogal besiyeri hazirlama yontemi
esas almarak, tiretici isletmeden satin alinmig olan portakal ve limon kabuklarinin
10:100 (kabuk: distile su; w/v) olacak sekilde karisimlari hazirlanmis ve iyice
karigsmalar1 i¢in bir manyetik karistiricida orta hizda 15 dakika boyunca
bekletilmistir. Ardindan bu karigimlar 90°C’deki bir su banyosunda 1 saat siire ile
tutulmustur. Oda sicakligina sogutulan kabuk ekstraktlari temiz bir tiilbent bezi
yardimiyla siiziilerek kabuk parcaciklart miimkiin oldugunca uzaklastirilmis ve
elde edilen siiziintiler 9000 rpm’de 25 dakika santrifiijlenmistir (148).
Santrifiijleme islemi sonrasinda hazirlanmis olan ekstrakta artik kizartma yagi
(%10), MgS04.7H,0 (5 g/L) ve KH,PO4 (1 g/L) eklenmis ve besiyerinin pH’s1
6.5’¢ ayarlanmistir. Bu besiyeri sterilizasyon amaciyla otoklavda 121°C’de 15

dakika tutulmustur.

3.2.6.3 Balkabag Kabugu Ekstrakti Iceren Fermantasyon
Ortam

Isletmeden yas formda ve kiiciik parcalara ayrilmis halde temin edilmis
olan balkabagi kabuklarinin sulu karigimi (80:100, w/v) hazirlanmig ve manyetik
kanigtiricida 15 dakika bekletilen bu karisim 90°C’deki su banyosunda 1 saat
stiresince tutulmustur. Gerekli siizme ve santrifiijleme islemlerine tabi tutulan
balkabag1 ekstrakti besiyeri bilesiminde yer almistir. Balkabagi kabugu
ekstraktindan olusan besiyerine artik kizartma yagi (%10), MgS04.7H,O (5 g/L)
ve KH,PO4 (1 g/L) eklenerek besiyeri pH’st 5 N NaOH c¢ozeltisi ile 6.5°e

ayarlanmistir. Bu besiyeri otoklavda uygun kosullarda sterilize edilmistir.

3.2.6.4 Elma ve Havu¢ Artizi Ekstraktlari  iceren
Fermantasyon Ortami

Marketten satin alinan elma ve havuglar yikandiktan sonra ev tipi bir kati
meyve sikacaginda (Philips HR 1854) sikilmis ve kabuklu meyve posalarinin
eldesi saglanmistir. Elma ve havucglarin kabuklu posalar1 distile su ile 80:100
(w/v) oraninda karistirilmis ve “Balkabagi Kabugu Ekstrakt1” boliimiinde verildigi

sekilde elma ve havug ekstraktlar1 hazirlanmistir.
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3.2.6.5 Zeytin Karasuyu Iceren Fermantasyon Ortami

Zeytin karasuyu isletmeden temin edildigi haliyle fermantasyon ortami
hazirliginda degerlendirilmis ve karasuya herhangi bir 6n islem uygulanmamustir.
Zeytin karasuyu uygun miktarlarda distile su kullanilarak %10-80 arasinda
seyreltilmis ve ayrica %90 oraninda zeytin karasuyu seyreltilmeden kullanilmistir.
Tiim zeytin karasularina artik kizartma yagi (%10), MgSO4.7H,0O (5 g/L) ve
KH,PO4 (1 g/L) eklenmistir. Karasu igeren besiyerlerinin pH’s1 6.5’e ayarlanarak

uygun kosullarda sterilizasyonu saglanmastir.

3.2.6.6 Gida  Artiklarindan Hazirlanan  Besiyerlerinde
Sakkaroz, Fruktoz ve Glukoz Analizleri

Baz1 gida  endiistrisi  artiklarindan  yararlanilarak  hazirlanan
besiyerlerindeki baslangi¢ ve biyosiirfektan iiretimi sonunda ortamda kalan
sakkaroz, fruktoz ve glukoz derisimleri sakkaroz, D-fruktoz ve D-glukoz
enzimatik test kiti (Megazyme Assay Kits, Megazyme International Ireland

Limited, Wicklow, Irlanda) kullanilarak belirlenmistir.

3.2.6.7 Gida Artiklarindan Hazirlanan Besiyerlerinde Kalinti
Yag Miktar1 Analizi

Bazi gida endiistrisi artig1 bazli besiyerlerindeki kalinti yag miktarinin
belirlenmesi i¢in Kim ve ark. (72) tarafindan onerilen yontem kismen modifiye
edilmistir. Bu kapsamda 1:1 hacimde biyosiirfektan ¢ozeltisi ve petrol eteri
manyetik karistiricida 15 dakika siiresince orta hizda karistirilmistir. Bir ayirma
hunisine aktarilan karisimda faz ayriminin gergeklesmesi beklenmis, petrol eteri
ve yagdan olusan st faz ayrilmistir. Bir vakum buharlastirict yardimiyla yaklagik

35°C’de petrol eteri uzaklastirilarak kalan yag miktar1 (mL) belirlenmistir.

3.2.7 Biyosiirfektan  Uretiminin Fermentor  Kosullarinda
Gerceklestirilmesi

Biyosiirfektan iiretimi ¢aligmalari, 3 L toplam hacime ve 2 L maksimum
calisma hacmine sahip bir fermentdrde (Minifors 2, Infors, Isvicre) 1 L ¢alisma
hacminde gergeklestirilmistir. Fermantasyon ortami olarak optimum taniml
besiyeri (glukoz, %10; aycicek yagi, %10; maya oziiti, 3 g/L; ire, 3 g/L;
MgS04.7H,0, 5 g/L; KH,PO4, 1 g/L) ve gida artiklarindan yararlanilarak
hazirlanan bir besiyeri (zeytin karasuyu, %20, artik kizartma yagi, %10,
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MgS04.7H,0, 5 g/L; KH,PO,4, 1 g/L) kullamilmistir. Aktif Cyb. fabianii kiiltiirii
besiyerine %5 oraninda asilanmistir. Fermantasyon deneyleri 30°C’de
gergeklestirilmis ve sicaklik kontrolii 1sitict blok ve su banyosu yardimiyla
saglanmustir.

Fermentor kosullarinda yiiriitiilen 6n calismalarin sonuglari esas alinarak,
fermentor deneylerinde 600 rpm karistirma hizi ve 0.5 L/dak havalandirma
hizinda calisilmistir. Besiyeri pH’1 yaklasik 30 saat i¢in 4’¢ sabitlenmis ve daha
sonra 4.8’¢ yiikseltilmistir. Besiyeri pH’1nin ayarlanmasi i¢in %20 HsPO4 ve 1 N
NaOH cozeltileri kullanilmistir.

3.2.8 Biyosiirfektan Ekstraksiyonu

Fermentor kosullarinda hem kimyasal tanimli besiyeri hem gida artigi
bazli besiyerleri kullanilarak iiretilen biyostirfektanlarin ekstraksiyonu i¢in Balan
ve ark. (11) tarafindan Onerilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir.
Fermantasyon sonunda alinan 6rnekler 5000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmis ve
biyosiirfektan ¢ozeltisi elde edilmistir. Biyosiirfektan ekstraksiyonu amaciyla,
ayirma hunisi igerisinde hacimsel olarak 1:1 oraninda bulunan biyosiirfektan
¢oOzeltisi ve diklorometan en az on kez alt st edilerek karistirilmis ve ayirma
hunisinde iki fazin ayrilmasi icin yeterli siire beklenmistir. Biyosiirfektanin
diklorometan ekstraktindan, diklorometanin ayrilmasi i¢in ekstrakt 3000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Bu santrifiij islemi ¢ kez tekrarlanmis ve
biyosiirfektan elde edilmistir. Uretilen her iki biyosiirfektanin miktar1 (g/L)
bulunmus ve ardindan biyosiirfektanlar liyofilize edilmistir. Liyofilize
biyosiirfektanlarin miktar1 da belirlenmis ve daha sonraki analizler i¢in buzdolabi

kosullarda saklanmaistir.

3.2.9 Biyosiirfektan Saflastirilmasi

Optimum kimyasal tanimli ve gida artig1 bazli besiyerlerinde iiretilen ham
biyosiirfektanlarin saflagtirilmasi amaciyla Marcelino ve ark. (10) tarafindan
Onerilen yontem esas alinarak silika jel C18 kat1 faz ekstraksiyonu kartusu (Sigma
Aldrich, Supelclean ENVI-18 5 g/20 mL; partikiil boyutu 45 um, gézenek boyutu
60 A, yiizey alan1 475 m?*/ g) kullanilmastir.

Bu amagla oOncelikle, ham biyosiirfektanlarin etil asetat karigimlar

hazirlanmis ve bu heterojen karisimlar bir manyetik karistiricida orta hizda
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yaklagik 20 dakika siiresince karistirilmistir. Etil asetat gegirilerek sartlandirilan
kartusa yiiklenen karisimlar, Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Fizikokimya Laboratuvarinda bulunan vakumlu stizme
diizeneginden yararlanilarak kartustan gegirilmistir. Bu uygulama sonucunda ham
biyosiirfektandaki polar olmayan safsizliklarin kartus igerisinde tutundurulmasi
saglanmis ve saflagtirnllmig biyosiirfektan Ornekleri elde edilmistir. Saf
biyosiirfektan Orneklerinde kalan iz miktardaki c¢Oziiciiniin uzaklastirilmasi
amaciyla ise, aymi laboratuvarda yer alan vakum altinda kurutma diizenegi
kullanilmistir. Saf biyosiirfektan 6rnekleri daha sonraki analizler i¢in buzdolabi

kosullarinda saklanmistir.

3.2.10 Biyosiirfektanlarin Biyokimyasal Karakterizasyonu

Optimum tanimli ve gida artig1 bazli besiyeri kullanilarak {iretilen ham ve
saf biyosiirfektan Orneklerinin biyokimyasal yapisinin belirlenmesi amaciyla
Fourier Transform Infrared (FT-IR) ve Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
spektroskopisi yontemleri kullanilmistir.

FT-IR tanimlanmasi i¢in Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Bolimii Laboratuvarinda yer alan FT-IR (Perkin
Elmer Spectrum Two, USA) cihazindan yararlanilmistir. Biyosiirfektan
orneklerinin  400-4000 cm™ dalga sayist araliginda spektrumlari alinarak
birbirleriyle karsilagtirilmistir. NMR ile tanimlama asamasinda ise Eskisehir
Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar: Uygulama ve Arastirma
Merkezi (ARUM) laboratuvarinda yer alan ve katt NMR probu ile 6lglim
yapabilen NMR (Jeol-Ecs 400 MHz, Japonya) cihazi hizmet alim1 yoluyla
kullanilmis ve NMR cihazinin kat1 probu yardimiyla biyosiirfektan érneklerinin

Karbon-13 spektrumlari alinarak birbirleriyle karsilagtirilmistir.

3.2.11 Kritik Misel Derisimi Degerlerinin Belirlenmesi

3.2.11.1 Biyosiirfektanlarin  Kritik Misel Derisimlerinin
Belirlenmesi

Optimum taniml besiyerinde iiretilen ham ve saf biyosiirfektanin sirasiyla
1-300 mg/L. ve 62.5-2000 mg/L; zeytin karasuyu ve artik kizartma yagi iceren
ortamda iiretilen ham ve saf biyosiirfektanin ise sirasiyla 100-1000 mg/L ve 62.5-

2250 mg/L derisiminde ¢ozeltileri distile su igerisinde hazirlanmistir. Bu agamada
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cozelti derisimlerinin alt ve st limitleri 6n c¢alismalarin sonuglarina gore
belirlenmistir. Ancak, her iki ortamda {iretilen ham ve saf biyosiirfektanlarin suda
¢Oziinilirliigliniin ¢ok zayif olmasindan dolay1 hazirlanan karigimlarin homojen bir
yapida olmamasi nedeniyle, bu asamada ana stok karisimlar1 oncelikle yaklasik
70°C’de yaklasik 30 dakika siiresince 1sitilarak homojen hale getirilmistir (149).
Daha sonra ana stok ¢ozeltilerinden gerekli seyreltmeler yapilarak gerekli
derisimde ¢ozeltiler hazirlanmustir.

Her bir biyostirfektanin farkli derisimleri i¢in yiizey gerilimi Slgiimleri
gerceklestirilmistir  (bkz. Bolim 3.2.2.3). Fermantasyon sirasinda alinan
biyosiirfektan Orneklerinden farkli olarak, bu ornekler filtre edilmemistir. Bu
cozeltilerin suyun ylizey gerilimini diisiirmesi degerleri bir grafige aktarilarak
grafikteki egimin keskin bir sekilde azaldigi noktadan, misel olusumunun

baslangi¢ noktasi olarak bilinen kritik misel derisimleri (mg/L) hesaplanmistir.

3.2.11.2 Siirfektanlarin Kritik Misel Derisimlerinin
Belirlenmesi

Tez calismasinda iiretilen biyosiirfektanlarin kritik misel derisimleri bazi
siirfektanlarin (tween 80, triton x-100 ve sodyum lauril siilfat) kritik misel
derisimleri ile karsilastirilmistir. Bu kapsamda tween 80 ve triton x-100 i¢in 1-300
mg/L, sodyum lauril siilfat icin ise 100-3000 mg/L derisimdeki c¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Tiim stirfektan ¢ozeltilerinin alt ve tist derisim limitleri literatiirden
faydalanilarak yapilan 6n ¢aligmalarin sonuglarina gore belirlenmis ve hazirlanan
ana stok c¢ozeltilerinden gerekli seyreltmeler yapilarak gerekli derisimdeki
cozeltiler hazirlanmigstir. Siirfektanlarin kritik misel derisimleri Boliim 3.2.11.1°de
verilen sekilde belirlenmistir. Biyosiirfektan orneklerinden farkli olarak, bu

orneklere herhangi bir 1sitma iglemi uygulanmamustir.

3.2.12 Biyosiirfektanin Cesitli Fonksiyonel Ozelliklerinin
Arastirilmasi

3.2.12.1 Farkli Ortam Kosullarinda Biyosiirfektanin Suyun
Yiizey Gerilimini Diisiirmesi Stabilitelerinin
Degerlendirilmesi

Kimyasal tanimli  optimum  bilesimdeki  besiyerinde iiretilen
biyosiirfektanin 100 mg/L derisimde ¢o6zeltisi hazirlanmis ve bu kosulda

biyosiirfektanin suyun yiizey gerilimini diisiirme kapasitesi Ol¢lilmiistiir. Daha
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sonra bu biyoslirfektan ¢ozeltisinin farkli pH ve tuz derisimleri ve sicaklik
kosullart altinda suyun yiizey gerilimini diisiirme stabilitesi arastirilmistir. Bu
amacla pH ve tuz icin sirasiyla 2-12 ve %2-12 (w/v) araligindaki degerler
uygulanmis ve ardindan Orneklerin yilizey gerilimleri Ol¢iilmiistiir. Cozeltilerin
pH’min ayarlanmasinda %20 Hi;POs ve 1 N NaOH c¢ozeltilerinden
yararlanilmistir.

Biyosiirfektan  stabilitesi  lizerine  sicakligin  (4-121°C)  etkisini
degerlendirmek icin; 4, 25, 45 ve 70°C’de 18 saat, 100°C’de 1 saat ve 121°C’de
otoklav icerisinde 10, 20 ve 30 dakika bekletilip oda sicakliina getirilen
orneklerde yiizey gerilimi dl¢timleri gerceklestirilmistir (5,86).

3.2.12.2 Biyosiirfektanin Antimikrobiyel Aktivitesinin
Belirlenmesi

Kimyasal tanimli besiyerinde iiretilen biyosiirfektanin, S. enterica subsp.
enterica serotip Enteritidis NCTC 12694, E. coli O157:H7 ATCC 43888 ve L.
monocytogenes ATCC 13932 suslarina karsi antimikrobiyel etkisi arastirilmistir.
Bu amag igin, literatiirde yaygin olarak yararlanilan (11,150) ve mikroplaka
kuyucuklarindaki optik yogunlugun okunmasi esasina dayanan yontem kismen
modifiye edilerek kullanilmistir. Biyosiirfektan ¢ozeltisinin sahip oldugu dogal
bulaniklik ve bakteri kaynakli bulanikligin birbirinden ayirt edilmesinde
karsilasilacak problem nedeniyle, ilgili yontemin modifikasyonuna ihtiyag
duyulmustur.

Antimikrobiyel aktivite testi i¢in, 200 pL ¢ift kuvvet TSB ve 200 uL
biyosiirfektan ¢ozeltisi (100 mg/mL) 96 kuyucuklu mikroplakanin 1 numarali
kuyucuguna eklenmistir. Daha sonra 1. kuyucuktaki karistmin 200 pL’si 2.
kuyucuga aktarilmis ve yerine 200 pL steril tek kuvvette TSB eklenmistir. Ayn1
islem 2-9 numarali kuyucuklardaki biyosiirfektan derisimi 25-0.19 mg/mL
araliginda olacak sekilde devam ettirilmistir. Ardindan her bir kuyucuga TSB
broth ortaminda 37°C’de 18-24 saat siiresince gelisen patojen bakteri kiiltiirlinden
(Baslangi¢ as1 derigimi: yaklagik 10° kob/mL) 2.5 pL aktarilmistir. Bu agamada
200 pL TSB ve 2.5 pL bakteri kiiltiirii iceren 10. kuyucuk ise pozitif kontrol
olarak degerlendirilmistir. Mikroplaka, 37°C’de 24 saat siiresince inkiibasyona
birakilmistir. Sonrasinda her bir kuyucuk i¢in Nutrient agar besiyerine yiizeye

yayma yontemi ile 2 paralelli ekimler gerceklestirilmis ve uygun diliisyonlardan
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sayimlar yapilmistir. Caligilan farkli derisimlerdeki her bir biyosiirfektan
¢oOzeltisinin, her bir patojen bakterinin inhibisyonuna etkileri asagida verilen

Esitlik (4) araciligiyla yiizde olarak hesaplanmustir.

Inhibisyon (%) = [1 — Wl 100 4
(No)
Bu esitlikte, N. belirli bir derisimde biyostirfektan iceren kuyucuktaki
bakteri sayisim1 (kob/mL), N, ise biyosiirfektan icermeyen kuyucuktaki bakteri
sayisini (kob/mL) gostermektedir.

3.2.12.3 Biyosiirfektanin Anti Adezyon Aktivitesinin
Belirlenmesi

Taniml besiyeri kullanilarak iiretilen biyosiirfektanin anti adezyon etkisi,
biyofilm olusumuna neden oldugu bilinen S. aureus ATCC 25923 ve L.
monocytogenes ATCC 13932 tiirlerine kars1 aragtirilmistir. Bu amag i¢in Vecino
ve ark. (150) tarafindan 6nerilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir.

Oncelikle 96 kuyucuklu mikroplakanin kuyucuklari 200 pL biyosiirfektan
cozeltisi (0.019-10 mg/mL) ile doldurulmus ve plaka 4°C’de 18 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda iki defa fosfat tampon ¢ozeltisi ile
yikanan kuyucuklarda bulunan biyosiirfektanin dogal bir bulanikliga sahip olmasi
nedeniyle farkli derisimlerde biyosiirfektan iceren kuyucuklardan bir kismina
bakteri slispansiyonunun negatif kontrolii olarak 200 puL fosfat tampon ¢ozeltisi
(10 mM KH,PO,) eklenmistir. Ayrica fosfat tampon ¢ozeltisi ile yikanan 200 pL
bakteri siispansiyonu (Baslangi¢ derisimi: yaklasik 10° kob/mL) igerisinde
biyosiirfektan ¢ozeltisi bulunan ve ayrica pozitif kontrol olarak biyostirfektan
icermeyen kuyucuklara ayrica eklenerek 4°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilmustir.

Daha sonra tiim kuyucuklar iki defa fosfat tampon ¢ozeltisi ile yikanmis ve
bakteri igeren kuyucuklar i¢in tutunmayan bakterilerin uzaklastirilmasi
saglanmistir. Tutunan bakterilerin ise, 200 pL %99’luk metanol yardimiyla 15
dakika siiresince fiksasyonu saglanmistir. Daha sonra kuyucuklar tamamen
bosaltilarak oda sicaklifinda kurumaya birakilmistir. Her bir kuyucugun 200 pL
kristal viyole ¢ozeltisi (%]1) ile 5 dakika siiresince boyanmasi saglanmistir. Plaka,

musluk suyu altinda tutularak fazla boyanin giderilmesi saglanmis ve plaka
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kurutulmustur. Ardindan kuyucuklarda tutunan bakterilere baglanan boya, 200 puL.
glasiyel asetik asit ¢ozeltisi (%33, v/v) yardimiyla ¢ozlindiiriilmiis ve mikroplaka
okuyucuda (Allsheng AMR-100T, Cin Halk Cumhuriyeti) 595 nm dalga boyunda
optik yogunlugu Olgiilmiistiir. Bu yontemde fiksasyon, boyama ve boyanin
uzaklagtirllmas1 asamalar1 sadece biyosiirfektan iceren kuyucuklar icin de
uygulanmigtir.

Calisma kapsaminda yer alan her iki patojen bakteri kiiltiiri ve farkl
derisimlerdeki biyosiirfektan ¢ozeltileri i¢in 3 paralel olacak sekilde ¢alisilmistir.
Kullanilan biyosiirfektan derisimlerinin patojen bakterilerin inhibisyon ylizdesi
tizerine olan etkileri Esitlik (5) yardimiyla degerlendirilmistir.

(0D;-(0D3)

Inhibisyon (%) = [1 — oy
0

| > 100 (5)
Bu esitlikte, OD; belirli bir derisimde biyosiirfektan ve bakteri karisima,
OD; ise sadece biyosiirfektan igeren kuyucuklara ait optik yogunluk degerlerini,

OD, ise sadece bakteri iceren kuyucuklardaki optik yogunlugu gostermektedir.

3.2.12.4 Biyosiirfektanin Antifungal Aktivitesinin Belirlenmesi

Biyosiirfektanin antifungal aktivitesinin arastirilmasi amaciyla Fusarium
oxysporum 38-4 ve Penicillium expansum 11F suslar kullanilmistir.

Bu amagla 28°C’de 5-7 giin siliresince PDA besiyerinde aktiflestirilen
kiifler, steril distile su yardimiyla yikanmis ve basit filtre kagidindan siiziilerek
spor slispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu kiif siispansiyonlariin optik yogunlugu
1’e ayarlanmig ve her bir kiif i¢cin 30 pL siispansiyon PDA besiyeri yiizeyine
yayilarak ekim gerceklestirilmistir. Oda sicakliginda yaklagik 30 dakika boyunca
kurumaya birakilan besiyerinin yiizeyine 0.2-10 mg/mL derisimlerinde hazirlanan
her bir biyosiirfektan ¢ozeltisinden 10 uL olacak sekilde aktarilmistir.

Kontrol grubu olarak ise, hazirlanan kiif siispansiyonlarindan besiyerlerine
ekim yapilmigtir. Tim Ornekler 28°C’de 7 giin siiresince bekletilmis ve

inkiibasyon siiresi sonunda zon olusumlar1 kontrol edilmistir (151).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Biyosiirfektan Ureticisi Susun Se¢imi

Biyosiirfektan iireticisi maya susu se¢imi i¢in gida kaynakli toplam 142
susa (EK 1) oncelikle tween 80 ve hidrokarbon agar testleri uygulanmistir. Bu
testler dogrultusunda, biyosiirfektan iiretim potansiyeli tasidig belirlenen 44 susa
ise yag yayma testi uygulanmis ve diger suslardan daha genis yag yayma ¢api
olusturan 6 susun besiyeri ylizey gerilimini diislirme kapasiteleri Olciilerek sus
taramasinin agsamalari tamamlanmistir. Tiim bu ¢alismalar sonucunda en yiiksek
diizeyde biyosiirfektan iireten susun Cyb. fabianii MIAU-1 oldugu ortaya

konmustur.

4.1.1 Tween 80 ve Hidrokarbon Agar Kullanilarak Yapilan Sus
Taramasi

Sus taramasi amaciyla kullanilan tween 80 ve hidrokarbon agar
besiyerlerinde presipitat ve zon olusturarak kaydedilen iireme sekli ile
biyosiirfektan iiretimi arasinda yliksek bir korelasyon oldugu belirtilmektedir
(26,63). Yapilan tarama c¢aligmalarmin sonucunda; kullanilan besiyerlerinden
herhangi birinde tipik iiremenin goriildiigli maya susu, potansiyel sus olarak
kaydedilmistir. Biyosiirfektan iiretme potansiyeline sahip olan suslar, Tablo
4.1.°de verilmistir. Buna gore, 11 adet sus tween 80 testinde, 44 adet sus ise
hidrokarbon agar testinde pozitif olarak bulunmustur. Ayrica tween 80 testinde
pozitif oldugu belirlenen tiim suslarin ayn1 zamanda hidrokarbon agarda pozitif
sonug verdigi tespit edilmistir.

Bu kapsamda; M. pulcherrima (11), W. anomalus (3), Cyb. fabianii (2), C.
parapsilosis (1), C. lusitaniae (5), C. valida (1), C. kefyr (1), C. tropicalis (3), C.
famata (6), C. zeylanoides (1), C. guilliermondii (1), C. lipolytica (1), D. hansenii
(1), T. delbrueckii (1), S. cerevisiae (3), T. asahii (1) ve G. silvicola (2) tiirlerine
ait 44 adet maya susunun biyosiirfektan iiretme potansiyeli tasidig1 belirlenmistir.

Bu testler acgisindan, pozitif olduklar1 belirlenen bazi maya suslarinin
tween 80 agar ve hidrokarbon agar besiyerlerinde olusturdugu tipik goriintiilere ait

fotograflar Fotograf 4.1. ve 4.2.”de sunulmustur.
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Tablo 4.1. Taranan 142 adet maya arasindan biyosiirfektan {iretim potansiyeline

sahip olan maya suslari

BS Uretim Potansiyeli

izolasyon
Maya susu Kavnas Tween 80 Hidrokarbon
ynagi
agar agar

Metschnikowia pulcherrima MKD-3 Kizilcik tarhanasi - +
Metschnikowia pulcherrima MFKHa-1 Kizilcik tarhanasi - +
Metschnikowia pulcherrima MFAHc-1 Kizilcik tarhanasi - +
Metschnikowia pulcherrima MFAD-2 Kizilcik tarhanasi - +
Metschnikowia pulcherrima MFAS-2 Kizilcik tarhanasi - +
Metschnikowia pulcherrima MKBD-3 Kizilcik tarhanasi - +
Metschnikowia pulcherrima MFKBD-4 | Kizilcik tarhanasi - +
Metschnikowia pulcherrima MFKBS-1 Kizilcik tarhanasi - +
Metschnikowia pulcherrima MFIAHb-3 | Kizilcik tarhanasi - +
Metschnikowia pulcherrima MIAD-3 Kizilcik tarhanasi - +
Metschnikowia pulcherrima MFIAS-2 Kizilcik tarhanasi - +
Wickerhamomyces anomalus MFKBHb- | Kizilcik tarhanasi

) - +
Wickerhamomyces anomalus MFIAHb-4 | Kizilcik tarhanasi - +
Wickerhamomyces anomalus MFIAD-1 | Kizilcik tarhanasi - +
Cyberlindnera fabianii LIAU-6 Kizilcik tarhanasi + +
Cyberlindnera fabianii MIAU-1 Kizilcik tarhanasi + +
Candida parapsilosis LFIAHb-8 Kizilcik tarhanasi + +
Candida lusitaniae MFKH-1 Kizilcik tarhanasi - +
Candida lusitaniae LFAHDb-1 Kizilcik tarhanasi - +
Candida lusitaniae LFAS-2 Kizilcik tarhanasi - +
Candida lusitaniae LFKBHa-4 Kizilcik tarhanasi - +
Candida lusitaniae LFKBHc-2 Kizilcik tarhanasi - +
Candida valida MFIAH-8 Kizilcik tarhanasi - +
Candida kefyr LFAH-6 Kizilcik tarhanasi - +
Torulaspora delbrueckii MIAS-1 Kizilcik tarhanasi - +
Saccharomyces cerevisiae LKBD-7 Kizilcik tarhanasi - +
Saccharomyces cerevisiae LFKBD-1 Kizilcik tarhanasi - +
Saccharomyces cerevisiae MFKBD-3 Kizilcik tarhanasi - +
Trichosporon asahii M1 Mihali¢ peyniri + +
Candida tropicalis M2 Mihali¢ peyniri + +
Candida tropicalis M43 Mihali¢ peyniri + +
Candida tropicalis M55 Mihali¢ peyniri + +
Candida famata M4 Mihali¢ peyniri - +
Candida famata M22 Mihali¢ peyniri + +
Candida famata M32 Mihali¢ peyniri - +
Candida famata M63 Mihali¢ peyniri - +
Candida famata M51 Mihali¢ peyniri - +
Candida famata M92 Mihali¢ peyniri - +
Candida zeylanoides M16 Mihali¢ peyniri - +
Candida guilliermondii M54 Mihali¢ peyniri - +
Geotrichum silvicola M6 Mihali¢ peyniri + +
Geotrichum silvicola M15 Mihali¢ peyniri + +
Candida lipolytica K1 Kes peyniri + +
Debaryomyces hansenii 31/1 Bal - +
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Fotograf 4.1. C. famata M22 susunun tween 80 agar besiyerindeki gelisimine ait
gorunti

Fotograf 4.2. W. anomalus MFiIAHb-4 susunun Hidrokarbon agar besiyerindeki
gelisimine ait gortintii
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4.1.2 Yag Yayma Testi ve Yiizey Gerilimi Analizlerine Ait
Sonuclar

Bu asamada ilk olarak, belirlenen 44 adet maya susunun biyosiirfektan
tiretimleri, fermantasyon c¢alismalar1 yiiriitiilerek arastirilmistir. Literatiirde yer
alan ¢aligmalarda kullanilan farkli karbon kaynag: derisimleri géz oniine alinarak,
farkl tlirler arasindan rastgele secilen ii¢ adet maya susu ile, hem %5 glukoz ve
%S5 aycicek yagi hem de %10 glukoz ve %10 aycicek yagi iceren fermantasyon
ortamlarinda deneyler gerceklestirilmistir. Sterilizasyondan sonra hazirlanan
besiyerlerinin pH degerleri o6l¢iilmiis ve pH degerinin maya gelisimi ve
biyosiirfektan {iretimi i¢in uygun bir diizeyde (6.2-6.5) olmasi dolayisiyla,
besiyerlerine herhangi bir pH ayarlama islemi uygulanmamastir.

Calisma  kapsaminda, karbon kaynagi derisimlerinin  (%5-10)
biyosiirfektan liretimi lizerine etkisini degerlendirmek amaciyla, W. anomalus
MFiAHb-4, C. tropicalis M43 ve T. asahii M1 suslar ile fermantasyon deneyleri
gerceklestirilmis ve yag yayma capi sonuclart alinmistir. Yag yayma testinin,
biyosiirfektan iiretimi ile ilgili olarak yar1 kantitatif bir sonug sagladigi, ve olusan
zon ¢ap1 ile biyosiirfektan miktar1 arasinda korelasyon oldugu ifade edilmektedir
(5,26). Bu suslar arasinda, ozellikle iyi diizeyde sonu¢ verdigi belirlenen W.
anomalus MFIAHb-4 icin, %5 glukoz ve %5 aycicek yagi ile %10 glukoz ve %10
aycicek yagi iceren ortamlarda 144. saatte elde edilen maksimum ¢ap degerleri
sirastyla 3.5 ve 5.5 cm olarak belirlenmistir. Ayrica, calismada sirasiyla %5 ve
%10 oranlarinda karbon kaynaklarmin kullanilmasi durumunda, sonuglarin 72.
saatte sirastyla 1 ve 1.5 cm, 120. saatte ise swrasiyla 1.5 ve 3 cm olarak
belirlenmesi nedeniyle sus taramasi ¢aligmasina, %10 glukoz ve %10 aygcicek yagi
iceren kimyasal tanimli fermantasyon ortaminda devam edilmesine karar
verilmistir. Bu kapsamda degerlendirilen C. tropicalis M43 ve T. asahii M1
suslar1 i¢cin de benzer bir durum gecerli olmakla beraber, genel olarak ¢ok daha
diisiik cap degerleri tespit edilmistir.

Calismada elde edilen sonuglar dogrultusunda, 14 adet maya susunun yag
yayma c¢apl olusturmadigi ve bu nedenle biyosiirfektan iiretmedigi tespit
edilmistir. Bu suslar, M. pulcherrima tiriine ait MFAD-2, MFAS-2, MKBD-3,
MFIAHDb-3, MIAD-3 ve MFIAS-2 suslari, C. lusitaniae MFKH-1, C. valida
MFIiAH-8, C. kefyr LFAH-6, T. delbrueckii MIAS-1, S. cerevisiae LKBD-7, C.
tropicalis M2, C. famata M22 ve D. hansenii 31/1 suslaridir. Bu susglar
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kullanilarak biyosiirfektan iiretilememesine ragmen, maya sayilarinda en az 1.5
logaritmik birim artis saglanmistir.

Bununla beraber, 1 cm’den daha diisiik degerde yag yayma ¢ap1 olusturan
17 adet sus diisiik diizeyde biyosiirfektan iireticisi sus olarak degerlendirilmistir.

Bu maya suslar1 ve en yiiksek ¢apin goriildiigii saatler Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Biyosiirfektan iiretim potansiyeli diisiik olarak belirlenen maya suslari
ile elde edilen yag yayma ¢aplar1 ve en yiiksek capin goriildiigii saatler

Maya tiri Engenisgap  Zaman
Metschnikowia pulcherrima MKD-3 0.9 48
Metschnikowia pulcherrima MFKHa-1 0.6 144
Metschnikowia pulcherrima MFKBS-1 0.4 24
Metschnikowia pulcherrima MFKBD-4 0.4 120
Candida lusitaniae LFAHb-1 0.3 168
Candida lusitaniae LFAS-2 0.6 72
Candida lusitaniae LFKBHa-4 0.3 48
Saccharomyces cerevisiae LFKBD-1 0.9 144
Saccharomyces cerevisiae MFKBD-3 0.8 120
Trichosporon asahii M1 0.5 72
Candida tropicalis M43 0.8 72
Candida famata M4 0.9 144
Candida famata M63 0.8 120
Candida famata M51 0.9 120
Candida famata M92 0.9 96
Candida guilliermondii M54 0.4 48
Candida zeylanoides M16 0.9 72

M. pulcherrima MKD-3 susu fermantasyonun 48. saatinde 0.9 cm yag
yayma c¢apt olusturdugundan, 17 maya susu arasinda en uygun sus olarak
degerlendirilebilir. C. lusitaniae LFAHb-1 ve C. lusitaniae LFKBHa-4 suslar ise
sirastyla 168. ve 48. saatlerde 0.3 cm cap olusturarak, diger maya suslarina gore
potansiyeli zayif suslar olarak belirlenmistir. Genel olarak, Tablo 4.2.’de yer alan
tiim maya suglariin sayilar1 fermantasyon ortaminda en az 1.5 logaritmik birim
artis gosterirken, yalnizca C. guilliermondii M54 sayisinin yaklasik 1 logaritmik

birim arttig1 tespit edilmistir.
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Genel olarak, yag yayma cap1 1 cm ve iizerinde olan 13 adet maya susu,
iyl diizeyde biyosiirfektan iireten suslar olarak degerlendirilmistir. Bu suslar
arasinda; W. anomalus (MFKBHb-2, MFIAHb-4, MFIAD-1), G. silvicola (M6,
M15), Cyb. fabianii (MIAU-1, LIAU-6), M. pulcherrima MFAHc-1, C. lipolytica
K1, C. famata M32, C. tropicalis M55, C. parapsilosis LFIAHb-8 ve C. lusitaniae
LFKBHc-2 suglar1 yer almaktadir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Yag yayma testi sonucunda, 1 cm ve iistiinde yag yayma ¢api olusturan
maya suslar1 ve elde edilen ¢ap degerlerinin (cm) zamanla degisimleri

Zaman (sa)

Maya suslar
24 48 72 96 120 144 168

W. anomalus MFKBHb-2* 1.7 1.5 1 1 1.4 t.e. t.e.
W. anomalus MFIAHb-4* 1 1 1.5 1.2 3 5.5 -

W. anomalus MFIAD-1%* 2.5 24 2.5 3.5 33 3.8 3.1
Cyb. fabianii MIAU-1%* 5.5 6 6 x 7 6 6

G. silvicola M6* 5 4 4.5 4.4 4.1 4.4 4.3
G. silvicola M15%* 3.7 6 5.5 - 53 5.5 5.5
M. pulcherrima MFAHc-1 t.e. t.e. 0.2 0.2 0.2 7 0.2
Cyb. fabianii LIAU-6 0.5 1 te.  te. te. te.  te.
C. lipolytica K1 t.e. 0.3 0.2 - 0.3 0.3 2.5
C. famata M32 t.e. t.e. t.e. - 2.1 0.9 t.e.
C. tropicalis M55 t.e. t.e. 0.3 1.1 0.8 0.8 t.e.
C. parapsilosis LFIAHb-8 te. te. 1 te. te. te.  te.
C. lusitaniae LFKBHc-2 t.e. t.e. 1 t.e. - t.e. -

t.e.: Tespit edilemedi; -: Analiz yapilmadi
*: Genis ¢ap degeri veren maya suslari

Tabloda yer alan sonuglar incelendiginde, W. anomalus MFKBHDb-2 susu
kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada, en yiiksek c¢apa (1.7 cm) 24. saatte
ulagildigi, 120. saatte 1.4 cm c¢ap kaydedildigi ve daha sonra ornek alinan
saatlerde herhangi bir yag yayma cap1 tespit edilemedigi goriilmektedir. Bu sus
i¢in, fermantasyonun baglangi¢ aninda tespit edilen maya sayis1 6.6 log (kob/mL)
olup, 24 saat sonrasinda maya sayisinda yaklasik 1.5 logaritmik birim diizeyinde

bir artis gerceklesmistir. Bir diger W. anomalus susu olan MFIAHb-4
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kullanildiginda ise, daha yiiksek bir yag yayma capina (5.5 cm) 144. saatte
ulagilarak, 72. ve 120. saatlerde ise sirastyla 1.5 ve 3 cm diizeyinde sonuglar elde
edilmistir. W. anomalus MFIAHb-4 susu igin, fermantasyon siiresince maya
sayisinda 48 saat sonunda yaklasik 2 logaritmik birim artig belirlenmis, ancak
maksimum ¢apin gorildiigii 144. saatte maya sayisinin zamanla bir miktar
azaldig1 tespit edilmistir. Biyosiirfektan {iretimi amaciyla W. anomalus MFIAD-1
susunun kullanildig1 c¢alismada, yag yayma capi1 24. saatte 2.5 cm olarak
kaydedilmis ve 144 saat sonrasinda ¢ap degerinin en yiiksek 3.8 cm’ye ylikseldigi
goriilmiistiir. Bu sus icin maya sayisi baslangi¢ sayisina gore yaklasik 1.5
logaritmik birim artarak 8 log (kob/mL) diizeyine ulagsmustir.

W. anomalus tiiriine ait li¢ sus aracilifiyla gercgeklestirilen biyosiirfektan
tretimleri genel olarak degerlendirildiginde, en genis yag yayma capmnin W.
anomalus MFIAHb-4 susu kullanilarak ve 144. saatte elde edilmesi, bununla
beraber MFKBHD-2 susu ile ¢alisildiginda diger iki sus ile kiyaslandiginda ¢ok
daha diisiik olmak iizere, maksimum cap degerine (1.7 cm) 24. saatte ulasilmis
olmasi, suslarin biyosiirfektan iiretim profillerinin olduk¢a farkli oldugunu ortaya
koymaktadir.

Biyosiirfektan tiretimi arastirilan bir baska sus olan Cyberlindnera fabianii
MIAU-1 susuna ait yag yayma ¢ap1 degerleri degerlendirildiginde, W. anomalus
MFIAHb-4 susu aracihiiyla 144. saatte elde edilen 5.5 cm ¢apa, Cyb. fabianii
MIAU-1 susunun kullanilmasiyla 24 saat sonunda ulasildig1 belirlenmistir. Tablo
4.3.’te gorilldiigii iizere, Cyb. fabianii MIAU-1 susunun kullanildig1 ¢alismada
kaydedilen en yiiksek ¢ap degeri 7 cm olup, bu sonuca 120. saatte ve diger suslara
benzer sekilde maya sayisinin yaklasik 1.5 logaritmik birim arttigi kosullarda
ulagilmistir. Ayrica, fermantasyonun 144. ve 168. saatlerinde 6 cm capinda yag
yayma tespit edilmis olup, bu durumun ortamda tiretilen biyosiirfektan miktarinin
fermantasyon siiresince genel olarak yiiksek ve birbirine yakin olmasi ile
iliskilendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Yag yayma testi sonuglari degerlendirildiginde, biyosiirfektan {iretimi
acisindan potansiyel tasidiklart diisliniilen bir diger maya ise G. silvicola tiiriine
ait M6 ve M15 suslaridir (Tablo 4.3.). Calisma kapsaminda, G. silvicola M6 susu
kullanilarak 24. saatte 5 cm olarak belirlenen en genis yag yayma capi elde
edilmis ve maya sayisinin baslangic sayisina gore yaklagik 1 logaritmik birim

diizeyinde arttig1r belirlenmistir. Bir diger sus olan G. silvicola M15 susunun
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kullanildig1 kosullarda ise, en yiiksek ¢ap olan 6 cm, 48. saatte kaydedilmis ve
ayrica, 72. saatte 5.5 cm olarak belirlenen ¢ap degeri genel olarak 168. saate kadar
siirekliligini korumustur. Her iki sus aracilifiyla elde edilen maksimum c¢ap
degerleri ve zamanlarin genel olarak birbirlerine yakin olmasi dolayisiyla, G.
silvicola suslarindan biyosiirfektan T{reticisi sug olarak yararlanilabilecegi
belirlenmistir.

Fotograf 4.3.’te, sirasiyla G. silvicola M15, W. anomalus MFIAD-1, G.
silvicola M6, D. hansenii 31/1 ve W. anomalus MFKBHD-2 suslarinin 24. saatteki
yag yayma ¢api sonuglarina ait, 6rnek bir goriintii sunulmustur. Fotografta yer
alan bu suslar arasinda yalnizca, bal kaynakli bir izolat olan D. hansenii 31/1 ile

biyosiirfektan liretimi saglanamamustir.

(@) (b)

Fotograf 4.3. G. silvicola M15 (a; 3.7 cm), W. anomalus MFIAD-1 (b; 2.5 cm),
G. silvicola M6 (c; 5 cm), D. hansenii 31/1 (d; -) ve W. anomalus MFKBHD-2 (e;
1.7 cm) suslarina ait yag yayma testi sonuglari

Tablo 4.3.te yer alan suslardan biri olan M. pulcherrima MFAHc-1
susunun yag yayma capi profili degerlendirildiginde, 144. saatte goriilen 7 cm
capin ardindan 168. saatte sifira yakin bir sonu¢ elde edilmesinin dikkat ¢ekici

oldugu ve yag yayma testi acisindan siirekliligin saglanamadig1 goriilmektedir.
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Benzer sekilde, C. lipolytica K1, C. famata M32, C. tropicalis M55 ve C.
lusitaniae LFKBHc-2 suslar1 araciligiyla sirasiyla 168, 120, 96 ve 72. saatlerde;
2.5, 2.1, 1.1 ve 1 cm degerlerinde ve Ozellikle baz1 maya suslarina gore daha
diisiik yag yayma ¢aplart bulunmustur. Bununla beraber yiiksek diizeyde sonug
veren diger maya suslarinda genel olarak 24. saatte goriilen belirli bir yag yayma
capmin ardindan, farkli miktarlarda artis goriilmekle beraber; ozellikle C.
lipolytica K1 susuna ait en yiiksek c¢ap degeri olduk¢a gec bir saatte elde
edilmistir.

Genel anlamda, elde edilen tiim sonuglar g6z Oniine alinarak,
biyosiirfektan {iretimi ¢aligmalarinda fermantasyonun herhangi bir saatinde 1 cm
ve Ustlinde yag yayma capi olusturan 13 adet maya susu, iyi diizeyde
biyosiirfektan iireten suslar olarak degerlendirilmistir. Bu suslardan 7 adedi;
tiretimin ¢ok yavas olmasi ve yag yayma c¢aplarinin daha diisiik olmasi nedeniyle,
calismalarin devaminda incelenecek olan suslar igerisine alinmamistir. Bununla
beraber 6 adet sus ise, yag yayma c¢aplarinin biiyilikliigii ve {iretim siireleri esas
alinarak, biyosiirfektan iiretimi ¢alismalarinda en iyi sonuglar1 veren suslar olarak
secilmiglerdir. Bu suslar; W. anomalus tiriine ait maya suslart (MFKBHb-2,
MFiAHb-4, MFIAD-1), Cyb. fabianii MiAU-1 susu ve G. silvicola M6 ve M15
suslaridir.

Bu suglarin ortak 6zelligi 24. saatten itibaren kayda deger bir yag yayma
cap1 olusturmasi ve genel olarak 120. saat sonuna kadar artis goOstermis
olmalaridir. Yalnizca, W. anomalus MFKBHb-2 susu 24. saatte maksimum c¢ap
degerine ulagsmustir. Ayrica, 24. saatten itibaren 5.5 cm olarak belirlenen ve
fermantasyon siiresince 6-7 cm araliginda degisim gosteren yag yayma gapi
degerlerine sahip Cyb. fabianii MIAU-1 susunun, diger suslara gére yag yayma
¢ap1 anlaminda daha tistlin oldugu goriilmiistiir.

Yag yayma testinde en iyi sonucu veren 6 adet sus icin, ikinci bir
fermantasyon c¢aligmas: yiiriitiilmiis ve fermantasyon ortamlarinin yiizey
gerilimleri dl¢lilmustiir. Yiiksek diizeyde biyosiirfektan iirettigi belirlenen suglara
ait en genis yag yayma capi ve en diisiik yiizey gerilimi degerleri ve bu degerlerin
elde edildigi saatler Tablo 4.4’te sunulmustur. Calismada, besiyerinin baslangi¢
yiizey gerilimi degeri 64.73£0.01 mN/m olarak Olclilmiistiir. Fermantasyon
deneylerinde belirlenen en diisiik yiizey gerilimi sonuglarinin 38.12-48.89 mN/m

araliginda degisim gosterdikleri bulunmustur. Bununla beraber, yiizey
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gerilimindeki azalma miktarlarinin 15.84-26.61 mN/m aralifinda degistigi

gOrilmiistiir.

Tablo 4.4. Biyosiirfektan iireticisi maya suslarina ait en genis yag yayma ¢api ve
en diisiik ylizey gerilimi degerleri ve bu degerlerin elde edildigi saatler

7 En genis En diisiik
aman . Zaman . e .
Maya suslar (sa) yag yayma capl (sa) yiizey gerilimi
(cm) (mN/m)

W. anomalus MFKBHb-2 24 1.6 120 48.89+0.37
W. anomalus MFIAHb-4 120 5.5 120 42.11+0.24
W. anomalus MFIAD-1 144 3.5 120 43.73+£0.33
Cyb. fabianii MiAU-1 120 6.8 120 38.12+0.06
G. silvicola M6 72 4.7 72 43.36+0.20
G. silvicola M15 48 6 96 42.11+0.62

Biyosiirfektan iireticisi maya olarak incelenen W. anomalus MFKBHb-2
susu kullanilarak gergeklestirilen fermantasyon calismasinda 120. saatte Olciilen
yiizey geriliminin 48.89 mN/m olarak belirlenmesi ve bu susun ortamin yiizey
geriliminde 15.84 mN/m diizeyinde bir azalmaya neden olmas1 dolayisiyla, diger
suglara gore daha diisiik bir ylizey gerilimi diistirme potansiyeline sahip oldugu
belirlenmistir.

Bununla beraber, diger iki W. anomalus susu ve G. silvicola M6 ve M15
suslarinin  birbirlerine olduk¢a yakin (42.11-43.73 mN/m) diizeyde yiizey
gerilimine sahip olduklar1 saptanmistir. Ancak, bu suslar icin en diisiik yiizey
gerilimi degerlerinin goriildiigii zamanlar farklilik gostermis olup; bu saatler W.
anomalus suglar1 i¢in 120, G. silvicola suslar1 ig¢in ise 72 ve 96 olarak
kaydedilmistir. Genel olarak degerlendirildiginde yag yayma ¢aplarinin bu suslar
icin 3.5-6 cm araliginda degiskenlik goOstermelerine ragmen, ylizey gerilimi
degerlerinin birbirlerine olduk¢a yakin olmasi dikkat ¢ekmistir.

Gergeklestirilen Ol¢im sonuglart dogrultusunda, en yiiksek diizeyde
biyosiirfektan {ireten suglar arasindan hem yag yayma c¢apt hem yiizey
gerilimindeki azalma miktar1 acisindan en yiiksek degerlerin elde edildigi Cyb.

fabianii MIAU-1 susunun secilmesine karar verilmistir. Bu sus kullanilarak, 120.
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saatte 38.12+0.06 mN/m ylizey gerilimi Ol¢iilmiis ve baslangicta 64.73+0.01
mN/m olarak belirlenen fermantasyon ortami ylizey geriliminde, en yiiksek
26.61mN/m diizeyinde azalma saglanmistir. Bununla beraber, bu sus i¢in 24 saat
sonunda 38.58+0.05 mN/m olarak ol¢iilen yiizey gerilimi, 24. saatten itibaren
maksimuma oldukc¢a yakin bir diizeyde ylizey gerilimi azalmasi gostermesi
acisindan énemli bulunmustur.

Gida kaynakli maya suglarinin biyosiirfektan {iretim potansiyellerinin
tarandig1 bu calismada oncelikle Eldin ve ark. (26) ve Vigneshwaran ve ark. (63)
tarafindan rapor edilen sus taramasi sonuglarina benzer sekilde tween 80 ve
hidrokarbon agar testlerinde olumlu sonug¢ veren her bir potansiyel sus
fermantasyon deneyleri kapsamina alinmistir. Sus taramasi amaciyla yaygin
olarak kullanilan yag yayma testi ve ylizey gerilimi analiz yontemlerinden
yararlanilmig ve literatiirde bildirilen biyosiirfektan iireticisi maya tiirlerinden
farkli olarak tez calismasinda Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile en yiiksek diizeyde
tiretimin saglandig1 bulunmustur (9-11,15).

Archana ve ark. (9) tarafindan bazi gida ve gida endiistrisi atik ve
artiklarinin yani sira kontamine toprak drneginden izole edilen 107 maya susunun
biyosiirfektan iiretim potansiyelleri yag yayma testi ve ylizey gerilimi olgiimleri
kullanilarak ortaya konmustur. Bu ¢alismada oncelikle daha genis yag yayma cap1
olusturan gida kaynakli dort maya izolat1 saptanmig ve ardindan bu suslar arasinda
en yiiksek 8.1 cm yag yayma capi1 olusturan ve ayrica fermantasyon ortami yiizey
gerilimini en diisiik 31.45 mN/m diizeyine diisiiren Candida sp. AH62 maya susu
biyosiirfektan iireticisi sus olarak rapor edilmistir (9). Bu calisma literatiirde
ozellikle gida kaynakli maya suslarinin biyosiirfektan tiretimi amaciyla tarandig
smnirli sayida c¢alismalara bir 6rnek olusturmasi ve ayrica sus taramasi
asamalarimin tez caligmasina benzerlik goOstermesi bakimindan Onemli
bulunmustur. Bununla beraber, izolasyon kaynagi ¢evresel orneklerin yani sira
gida ve gida artiklar1 olan maya suslarinin biyosiirfektan iiretimlerinin arastirildig
bir caligmada, gida kaynakli bazi suslarin da iiretimde kullanim potansiyeli
tasidigr ancak ham petrolden izole edilen bir Cryptococcus YLF susunun bu
anlamda ¢ok daha iistiin olmas1 dolayisiyla bu susun se¢ildigi aktarilmistir (15).

Balan ve ark. (11) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada ise; sus taramasi
deneylerinde izolasyon kaynagi cevresel bir 6rnek olan Cyb. saturnus SBPN-27

maya susunun maksimum 6.4 cm yag yayma c¢api olusturarak on plana ¢iktigi

64



aktarilmig olup ilgili caligma en yiiksek diizeyde biyosiirfektan iiretiminin 6.8 cm
cap olusturan Cyb. fabianii mayasi kullanilarak saglandigi tez calismasina suslarin
izolasyon kaynaklar1 haricinde oldukg¢a benzer bulunmustur. Bagka bir ¢calismada
kahve isleme artiklarindan izole edilen bir W. anomalus susunun yiizey
geriliminde sagladigi azalmanin diger mayalardan daha yiiksek olmasi nedeniyle
biyosiirfektan liretimi ¢aligmalart i¢in bu susun secildigi bildirilmistir (27). Bu
arastirmaya benzer sekilde, bu tez ¢aligmasinda da, genel olarak daha genis yag
yayma caplar1 olusturan toplam alt1 susun ticliniin W. anomalus tiiriine ait oldugu

bulunmustur.

4.2 Fermantasyon Ortam Bilesenlerinin Belirlenmesine Ait
Sonuclar

4.2.1 Karbon Kaynaklarinin Belirlenmesi

Bu calisma kapsaminda oOncelikle Cyb. fabianii mayasinin karbon
asimilasyon profili arastirilmistir. Bu mayanin, glukoz, fruktoz ve sakkaroz
sekerlerini  kullanabildigi, ancak laktoz ve galaktozu kullanamadig:
belirtilmektedir (147).

Biyosiirfektan iiretimi c¢aligmalarinda karbon kaynagi olarak kullanilan
bilesenlerin  besiyerlerinin  yiizey gerilimlerini  diislirme kapasitelerinin
arastirilmas1 amaciyla, seker (glukoz, fruktoz, sakkaroz) ve ayrica gliserol, bazi
bitkisel yaglar (aycicek yagi, misir yagi, zeytinyagi, findik yagi, pamuk yag1 ve
kanola yag1) ile birer kombinasyon seklinde kullanilmistir. Ayrica gliserol tek
basina ve glukoz, sakkaroz ve fruktoz ile birlikte, glukoz ve aycicek yaglari ise
her biri tek basina kullanilarak, denemeye alinan toplam 30 farkli bilesim arasinda
ylizey geriliminin en yliksek diizeyde disiiriilmesini saglayan bilesimin

belirlenmesi hedeflenmistir.

4.2.1.1 Karbon Kaynag Olarak Glukoz ve Farklh Yaglarin
Kullanildig: Deneyler

Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile biyosiirfektan iiretiminde karbon kaynag1
olarak glukoz ve sirasiyla aycigek, findik, kanola, misir, pamuk yaglar1 ve
zeytinyaginin kullanildig1 deneylerde en diisiik (5.3 cm) ve en yiiksek (7 cm) yag
yayma ¢ap1 degerlerine sirastyla findik yagi ve aygigek yagi igeren fermantasyon

ortamlarindan 48. ve 72. saatlerde alinan 6rneklerde ulasilmistir. Bununla beraber,

65



diger besiyeri bilesimleri i¢in genel olarak birbirlerine yakin degerlerdeki yag

yagma ¢aplari (6.2-6.9 cm) ise 48. saatte kaydedilmislerdir (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. Karbon kaynagi olarak glukoz (%10) ve yag (%10) kullanilan
besiyerlerinde, Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile elde edilen en genis yag yayma
cap1 ve en diisiik yiizey gerilimi degerleri ve bu degerlerin elde edildigi saatler

Karbon kaynaklari Z?;:? n Ii:yg;l:i:g;;g Z?:;;‘ n - dgl:frllllll{rr)l’lu o
(cm) (mN/m)
GLU + AY 72 7 72 37.04+0.05
GLU + FY 48 5.3 120 36.73+0.10
GLU + KY 48 6.2 96 38.23+0.05
GLU + MY 48 6.9 120 36.94+0.10
GLU + PY 48 6.7 72 35.06+0.11
GLU + 2Y 48 6.4 48 36.71+0.10

(GLU: Glukoz; AY: Aygigek yagi; FY: Findik yagi; KY: Kanola yagi; MY: Misir
yagi; PY: Pamuk yagt; ZY: Zeytinyag1)

Yukarida verilen besiyeri bilesimlerinde elde edilen yiizey gerilimi
degerlerinin genel olarak birbirlerine yakin olduklari ve 35.06-38.23 mN/m
araliginda degisim gosterdikleri goriilmektedir. En diisiik yiizey gerilimi olan
35.06 mN/m, glukoz ve pamuk yagi iceren ortamda 72. saatte Ol¢lilmiistiir.
Bununla beraber zeytinyag1 igeren ortamda en diisiik yiizey gerilimi degeri (36.71
mN/m) 48 saat sonrasinda Olgiiliirken, misir yagi iceren besiyerinde yiizey
gerilimi i¢in minimum degerler 120. saatte kaydedilmistir. Tablo 4.5.
incelendiginde sirasiyla en genis yag yayma c¢apt ve en diisiikk yiizey gerilimi
degerlerinin Ol¢iildiigii zaman araliklarinin birbirinden farkli olduklar1 ve genel
olarak minimum yiizey gerilimi degerlerine daha gec¢ saatlerde ulasildig
gorilmektedir.

Ayrica en genis yag yayma capi ve en diisiik yiizey gerilimi sonuglari
beraber degerlendirildiginde sirasiyla, yag yayma capindaki artis ve yiizey
gerilimlerindeki azalis miktarlarinin birbirlerine bagli olarak dogrudan bir degisim
gostermedikleri saptanmistir. Bu duruma bir 6rnek olarak, glukozun yani sira

sirastyla findik yagi ve zeytinyagi igeren besiyerlerinde en diisiik yiizey
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gerilimlerinin 36.73 ve 36.71 mN/m olarak 6l¢iilmelerine ragmen bu ortamlardaki

yag yayma ¢aplarinin 5.3 ve 6.4 cm seklinde kaydedilmesi verilebilir.

Karbon kaynagi olarak glukoz ve sirastyla aygicek, findik, kanola, misir,

pamuk yaglar1 ve zeytinyagimin yer aldigi besiyerlerinin baslangic (t=0) ylizey

gerilimi degerleri ve bu ortamlarin yiizey gerilimlerindeki maksimum azalma

miktarlar1 Tablo 4.6.’da sunulmustur.

Tablo 4.6. Karbon kaynag1 olarak glukoz (%10) ve yag (%10) kullanilan
besiyerlerinde, Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile elde edilen yiizey gerilimi
degerlerinin zamanla degisimleri, yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktar1
ve ylizdeleri ile bu azalmanin goriildiigli saatler

GLU+AY GLU+FY GLU+KY GLU+MY GLU+PY GLU+ZY
Zaman Yiizey gerilimleri
(saat) (mN/m)
0 63.31+0.06 63.30+0.16 61.60+0.13 63.15+0.04 54.50+0.00 60.66+0.10
24 41.87+0.04 50.45+0.11 45.24+0.10 46.57+0.04 46.26+0.06 50.87+0.09
48 37.54+0.00 45.98+0.00 38.66+0.01 38.51+0.06 46.69+0.05 36.71+0.10
72 37.04£0.05 37.15+0.04 40.02+0.02 37.34+0.07 35.06+0.11 37.75+0.06
96 38.27+0.02 38.97+0.08 38.23+0.05 38.72+0.07 37.28+0.08 37.72+0.00
120 38.16+0.05 36.73+0.10 38.69+0.08 36.94+0.10 38.34+0.02 37.69+0.04
Yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktar1 (YG,; mN/m)
26.27 26.57 23.37 26.21 19.44 23.95
Yiizey gerilimindeki maksimum azalma yiizdesi (%)
41.49 41.97 37.94 41.50 35.67 39.48

(GLU: Glukoz; AY: Aycicek yagi; FY: Findik yagi; KY: Kanola yagi; MY: Misir
yagi; PY: Pamuk yagt; ZY: Zeytinyag1)
Koyu renk ile isaretli olanlar, besiyerlerine ait ylizey gerilimi degerlerini ve her
bir besiyeri i¢in elde edilen en diisiik ylizey gerilimi degerlerini ifade etmektedir.
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En diisiik baglangic yiizey gerilimi 54.50 mN/m olarak pamuk yagi igeren
besiyerinde Olgiilirken, diger ortamlarda genel olarak birbirlerine yakin
degerlerde Olgiilen baslangic yiizey gerilimlerinin 60.66-63.31 mN/m araliginda
degisim gosterdikleri belirlenmistir. Bununla beraber besiyeri bilesimlerine bagl
olarak yiizey gerilimlerinde 19.44-26.57 mN/m diizeyinde azalmalar
gerceklesmistir. Glukoz ve findik yagi igeren besiyeri i¢in ylizey geriliminde
maksimum diizeyde azalma gergeklesirken, aycicek yagi ve misir yagi igeren
ortamlarda da sirasiyla 26.27 ve 26.21 mN/m olmak iizere maksimuma yakin bir
azalma saglanmigtir. Glukoz ve yag iceren ortamlarda gerceklestirilen
biyosiirfektan iiretimi sonucunda, besiyerlerinin ylizey gerilimlerinde saglanan
azalma yiizdeleri ise %35.67-41.97 olarak belirlenmistir.

Bu asamada ayrica hem en diisiik yiizey gerilimi hem de ylizey gerilimi
miktarinda gerceklesen en diisiik azalma degeri ve yiizdesinin pamuk yaginda
gorildiighi bir profil ortaya ¢ikmistir. Bu durum, bu ortamin baslangi¢ yiizey
geriliminin zaten diisiik olmasindan kaynaklanmistir. Bu nedenle, yiizey gerilimi
ile ilgili sonuglarin degerlendirilmesi asamasinda ylizey gerilimindeki azalma
miktarlar1 esas alinmistir.

Bu deneylerde mikroorganizma kuru agirlik derigimlerinin zamanla
degisimleri Sekil 4.1.’de verilmistir. Glukoz ve yag iceren besiyerlerinde elde
edilen maksimum hiicre kuru agirligt degerlerinin 5.53-6.87 g/L araliginda
degisim gosterdigi goriilmiistiir. Hiicre kuru agirliginin en yiiksek ve en diisiik
kuru agirlik degerlerine sirasiyla kanola yag: ve aycigek yagi igeren besiyerlerinde
ulagilmistir. Bu ortamlarda en diisiik yiizey gerilimlerinin elde edildigi zaman
araliklarinda, mayanin genel olarak logaritmik iireme evresinde oldugu
goriilmektedir. Bununla beraber aygicek ve kanola yaglarini igeren besiyerlerinde,
maya logaritmik evrenin sonlarinda iken en diisiik yiizey gerilimlerine ulagilmistir

(Tablo 4.6., Sekil 4.1.).

4.2.1.2 Karbon Kaynag1 Olarak Fruktoz ve Farkhi Yaglarin
Kullanildigr Deneyler

Fermantasyon ortami bilesimi olarak fruktoz ve sirasiyla aycicek, findik,
kanola, misir, pamuk yaglar1 ve zeytinyagimin kullanildigi deneylerde ulagilan
maksimum yag yayma cap1 ve en diislik yiizey gerilimi sonuglar1 Tablo 4.7.’de

verilmistir.
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Sekil 4.1. Cyb. fabianii MIAU-1 susu i¢in, glukoz (%10) ve yag (%10) igeren
fermantasyon ortamlarinda maya kuru agirlik derisimlerinin zamanla degisimleri

Tablo 4.7.’de verilen bu deneylerde, 72 ve 120. saat aralifinda degisen
zamanlarda birbirine olduk¢a yakin (6.7-7.1 cm) yag yayma cap1 sonuclar1 elde
edilmistir. Ayrica ay¢icek yagimin karbon kaynagi olarak yer aldigi deneyde en
diisiik yiizey gerilimi 24. saatte 38.09 mN/m olarak 6l¢lilmiistiir. Diger deneylerde
ise 33.47-35.14 mN/m araliginda degisen birbirine daha yakin yiizey gerilimi
sonuglar1 48. saatte elde edilmistir. Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde en
diisiik ylizey gerilimi sonuglarina maksimum yag yayma capin gorildigi
saatlere gore daha kisa siirede ulasildig goriilmektedir.

Karbon kaynagi olarak fruktoz ve sirasiyla aycicek, findik, kanola, misir,
pamuk yaglar1 ve zeytinyaginin yer aldigi besiyerlerinin baglangi¢ ylizey gerilimi
degerleri ve bu ortamlarin yiizey gerilimlerindeki azalma miktarlar1 Tablo 4.8.’de
sunulmustur. En diisiik ve en yiliksek baglangi¢ ylizey gerilimleri sirasiyla 48.69
ve 58.87 mN/m olmak {lizere zeytinyagi ve pamuk yagi iceren fermantasyon
ortamlarinda Ol¢iilmiistiir. Biyosiirfektan iiretimi deneylerinde kullanilan bu
besiyerlerinin ylizey gerilimlerinde 15.22-23.73 mN/m diizeyinde bir azalma
gerceklestigi belirlenmistir. Karbon kaynagi olarak fruktoz ve pamuk yaginin
kullanildig1 kosullarda yiizey gerilimi en yiiksek miktarda (23.73 mN/m)

diistiriiliirken, fruktoz ve misir yagi iceren besiyerinin yiizey geriliminde ise 21.23
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mN/m olarak maksimuma yakin bir azalma saglanmistir. Besiyeri bilesiminde
zeytinyag1 ve findik yagmin yer almasi durumunda ise sirastyla 15.22 ve 15.91
mN/m olmak {izere birbirine olduk¢a yakin miktarlarda yiizey gerilimi azalmasi
belirlenmistir. Ancak, sonuglar yalnizca en diisiik yiizey gerilimi degerleri
acisindan degerlendirildiginde bu iki besiyeri digerlerine gore daha istiin iken,
ortam yiizey geriliminin diisliriilmesinde fruktoz ve pamuk yagi iceren besiyerinin
one c¢iktigr goriilmektedir. Fruktoz ve yag igeren ortamlarin baslangic yiizey
gerilimlerinde azalma yiizdelerinin %31.26-40.31 arasinda degisim gosterdigi

bulunmustur.

Tablo 4.7. Karbon kaynagi olarak fruktoz (%10) ve yag (%10) kullanilan
besiyerlerinde, Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile elde edilen en genis yag yayma
cap1 ve en diisiik yiizey gerilimi degerleri ve bu degerlerin elde edildigi saatler

Karbon kaynaklari Za(l:;;l 3 li’l;ygl‘:ll:lliz;lg Z?:;;‘ n yij}zz:ydgl:ilillli(mi
(cm) (mN/m)
F+AY 120 6.8 24 38.09+0.01
F+FY 72 6.9 48 34.23+0.06
F+KY 96 7 48 33.96+0.05
F+MY 72 7 48 34.75+0.01
F+PY 96 6.7 48 35.14+0.09
F+72Y 72 7.1 48 33.47+0.06

(F: Fruktoz; AY: Aycicek yagi; FY: Findik yagi; KY: Kanola yagi; MY: Misir
yagi; PY: Pamuk yagi; ZY: Zeytinyag1)

Besiyeri bilesiminde fruktoz ve yaglarin kullanildigi deneylerde elde
edilen hiicre kuru agirlik derisimlerinin zamanla degisimleri Sekil 4.2.°de
goriilmektedir. Fruktoz ve yag igeren besiyerlerinde en diisiik (3.99 g/L) ve en
yiiksek (5.85 g/L) maya kuru agirliklart sirasiyla findik yagi ve pamuk yagi iceren
besiyerlerinde bulunmustur. Tablo 4.8. ve Sekil 4.2.°de goriildiigii lizere bu
besiyerlerinde en diisiik ylizey gerilimlerine ulasilan zaman araliklarinda (24-48

saat) maya logaritmik iireme evresindedir.
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Tablo 4.8. Karbon kaynagi olarak fruktoz (%10) ve yag (%10) kullanilan
besiyerlerinde, Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile elde edilen yiizey gerilimi
degerlerinin zamanla degisimleri, yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktar1
ve ylizdeleri ile bu azalmanin goriildiigii saatler

F+AY F+FY F+KY F+MY F+PY F+7ZY
Zaman Yiizey gerilimleri
(saat) (mN/m)

0 57.89+0.08 50.14+0.08 50.22+0.05 55.98+0.16 58.87+0.05 48.69+0.10

24 38.09+0.01 49.55+0.02 44.51+0.07 48.46+0.02 44.22+0.02 33.85+0.08

48 45.08+0.07 34.23+0.06 33.96+0.05 34.75+0.01 35.14+0.09 33.47+0.06

72 45.22+0.08 40.08+0.07 34.93+0.08 37.77+0.05 38.88+0.05 41.16+0.01

96 47.08+0.03 38.83+0.11 38.26+0.01 37.91+£0.03 37.90+0.01 41.94+0.01

120 40.84+0.06 39.74+0.07 40.36+0.05 38.68+0.05 40.71+0.02 40.78+0.01

Yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktar1 (YG,; mN/m)

19.80 15.91 16.26 21.23 23.73 15.22

Yiizey gerilimindeki maksimum azalma ytizdesi (%)

34.20 31.73 32.38 37.92 40.31 31.26

(F: Fruktoz; AY: Aygicek yagt; FY: Findik yagi; KY: Kanola yagi; MY: Misir
yagt; PY: Pamuk yagi; ZY: Zeytinyag1)

Koyu renk ile isaretli olanlar, besiyerlerine ait ylizey gerilimi degerlerini ve her
bir besiyeri i¢in elde edilen en diisiik yiizey gerilimi degerlerini ifade etmektedir.

4.2.1.3 Karbon Kaynag Olarak Sakkaroz ve Farkli Yaglarin
Kullanildigr Deneyler

Biyosiirfektan iiretimi amaciyla karbon kaynagi olarak sakkaroz ve
sirastyla aygicek, findik, kanola, misir, pamuk yaglari ve =zeytinyaginin
kullanildig1 deneylerde ulasilan en diisiik yiizey gerilimi sonuglar1 Tablo 4.9.’da
gosterilmistir. Bu kosullarda 33.62-37.84 mN/m araliginda degisen Ol¢limler
gerceklestirilmis olup bu degerler fruktoz ve yag bilesenlerinin kullanildig
deneylerde ulasilan en diisiik ylizey gerilimi sonuclar1 (33.47-38.09 mN/m) ile
bliylik ol¢iide benzerlik gostermistir.
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Sekil 4.2. Cyb. fabianii MIAU-1 susu i¢in, fruktoz (%10) ve yag (%10) igeren
ortamlarda maya kuru agirlik derisimlerinin zamanla degisimleri

Tablo 4.9. Karbon kaynagi olarak sakkaroz (%10) ve yag (%10) kullamlan
besiyerlerinde, Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile elde edilen en genis yag yayma
cap1 ve en diislik ylizey gerilimi degerleri ve bu degerlerin elde edildigi saatler

Zaman En genis yag Zaman En diisi.il.( yu ey

Karbon kaynaklari (sa) yayma c¢api (sa) gerilimi
(cm) (mN/m)

S+AY 72 6.4 48 36.12+0.10

S +FY 120 7 48 33.62+0.02

S + KY 120 6.8 48 34.88+0.03

S+MY 120 7.1 48 34.81+0.04

S +PY 120 5.9 120 37.84+0.02

S+72Y 120 7.1 48 34.33+0.01

(S: Sakkaroz; AY: Aycicek yagi; FY: Findik yagi; KY: Kanola yagi; MY: Misir
yagi; PY: Pamuk yagi; ZY: Zeytinyagi)
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Bununla beraber fruktoz ve sakkaroz kullanilarak gerceklestirilen her iki

deney i¢in en diisiik ylizey geriliminin elde edildigi bilesimler farkli olup, sirastyla

fruktoz ve zeytinyagi ile sakkaroz ve findik yaginin kullanildig1 kosullarda yiizey

gerilimleri yaklagik olarak 33.50 mN/m Ol¢lilmiistiir. Ayrica fruktoz i¢eren ortama

benzer sekilde genel olarak en diisiik ylizey gerilimi sonuglarina maksimum yag

yayma ¢aplarindan daha 6nce ulagilmistir (Tablo 4.9.).

ylizey gerilimindeki

azalma miktarlarinin

degistikleri goriilmiistiir (Tablo 4.10.).

Besiyeri bilesimi olarak sakkaroz ve yaglarin kullanildigi deneylerde

13.26-26.55 mN/m araliginda

Tablo 4.10. Karbon kaynag1 olarak sakkaroz (%10) ve yag (%10) kullanilan
besiyerlerinde, Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile elde edilen yiizey gerilimi
degerlerinin zamanla degigimleri, yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktari
ve ylizdeleri ile bu azalmanin goriildiigli saatler

S+AY S+FY S+KY S+MY S+PY S+ZY
Zaman Yiizey gerilimleri
(saat) (mN/m)

0 54.69+0.12 60.17+0.02 53.48+0.08 48.07+0.06 55.44+0.01 51.19+0.04
24 39.25+0.02 39.81+0.05 36.38+0.08 47.71+0.03 45.33+0.01 34.38+0.06
48 36.12+£0.10  33.62+0.02 34.88+0.03 34.81+0.04 48.16+0.01 34.33+0.01
72 36.58+0.05 46.91+0.10 35.59+£0.02 37.05+0.03 41.64+0.06 37.12+0.07
96 39.72+40.06  43.45+0.09 37.74+0.08 40.41+0.02 38.95+0.04 41.87+0.03
120 40.12£0.00 40.19+0.01 36.02+0.05 40.05+0.09 37.84+0.02 38.34+0.05

Yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktar1 (YG,; mN/m)

18.57 26.55 18.60 13.26 17.60 16.86
Yiizey gerilimindeki maksimum azalma yiizdesi (%)

33.95 44.12 34.78 27.58 31.75 32.94

(S: Sakkaroz; AY: Aygicek yagi; FY: Findik yagi; KY: Kanola yagi; MY: Misir
yagt; PY: Pamuk yagi; ZY: Zeytinyagt)
Koyu renk ile isaretli olanlar, besiyerlerine ait yiizey gerilimi degerlerini ve her
bir besiyeri i¢in elde edilen en diisiik yiizey gerilimi degerlerini ifade etmektedir.
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Tablo 4.10.”da sakkaroz ve findik yaginin bir arada bulundugu besiyerinde
Cyb. fabianii ile iiretilen biyosiirfektanin ylizey gerilimini diisiirme agisindan daha
iistiin oldugu belirlenmis ve baslangi¢ yiizey gerilimi degeri 60.17 mN/m olarak
belirlenen bu ortamin yilizey gerilimi 48 saat sonrasinda 33.62 mN/m’ye
diisiirilmustiir. Karbon kaynagi olarak sakkarozun yami sira aygicek ve kanola
yag1 iceren ortamlarin yiizey gerilimlerinde ise sirastyla 18.57 ve 18.60 mN/m
diizeyinde birbirlerine olduk¢a yakin bir azalma goriilmiistir. Diger yandan
sakkaroz ve misir yagi igeren besiyerinin kullanildigi deney sonucunda da
minimuma yakin bir ylizey gerilimi Olciilmesine ragmen bu besiyerinin
digerlerine gore diisiik bir baslangi¢ yiizey gerilimine sahip olmasi dolayisiyla, bu
ortamda ylizey geriliminin diisiiriilmesi agisindan 13.26 mN/m diizeyinde en
diisiik sonug¢ elde edilmistir. Sakkaroz ve yag iceren ortamlarin baslangic yiizey
gerilimlerinde saglanan azalma yiizdeleri %27.58-44.12 olarak belirlenmistir.

Sakkaroz (%10) ve %10 oraninda yag (aygigek, findik, kanola, muisir,
pamuk yaglar1 ve zeytinyagi) kullanilan deneylerde elde edilen hiicre kuru agirlik

derisimlerinin zamanla degisimleri ise Sekil 4.3.’te sunulmustur.
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Sekil 4.3. Cyb. fabianii MIAU-1 susu i¢in, sakkaroz (%10) ve yag (%10) igeren
ortamlarda maya kuru agirlik derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu deneylerde maksimum maya kuru agirliklar1 4.90-7.55 g/L araliginda

degisim gostermistir. Maksimum hiicre kuru agirliginin en diisiik ve en yiiksek
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degerleri sirasiyla pamuk yagi ve findik yagi igeren besiyerlerinde belirlenmistir.
Sakkaroz ve pamuk yag1 haricindeki diger yaglari iceren besiyerlerinde en diisiik
yiizey gerilimlerinin 6lgiildiigli 48. saatte mayanin logaritmik evresinde iiredigi,
pamuk yag1 iceren ortamda ise mayanin yaklasik 24 saatten sonra durgun faza
girdigi ve en digik ylizey gerilimi sonucuna da durgun fazda ulasildig:

belirlenmistir (Tablo 4.10., Sekil 4.3.).

4.2.1.4 Karbon Kaynag Olarak Gliserol ve Farkhh Yaglarin
Kullanildig: Deneyler

Biyosiirfektan {liretimi amaciyla fermantasyon ortaminda yer alacak olan
karbon kaynaklarinin belirlenmesi ¢aligmalarinda gliserol ve sirasiyla aygigek,
findik, kanola, misir, pamuk yaglar1 ve zeytinyaginin kullanildigi deneylerde
kaydedilen en diisiik ylizey gerilimi sonuglar1 Tablo 4.11.’de sunulmustur. Bu
kosullarda gliserol ve findik yag1 iceren ortamda en diisiik ylizey gerilimi 38.93
mN/m olarak Olciiliirken, pamuk yagi kullanildiginda ortam ylizey gerilimi i¢in
48.03 mN/m diizeyinde bir sonug elde edilmistir. Bununla beraber aycicek, misir
ve kanola yaglariin kullanildigi deneylerde ise 39.74-41.49 mN/m aralifinda
degisim gosteren degerler Ol¢iilmiistiir. Bu deneylerde goriilen birbirlerine yakin
maksimum yag yayma caplarina (6.5-6.9 cm) ragmen, Olciilen en diisiik yiizey
gerilimi sonuglarinda yaklasik olarak 9 mN/m diizeyinde bir fark ortaya ¢ikmaistir.
Gliserol ve yag igeren ortamlarin baslangi¢ ylizey gerilimlerinde saglanan azalma
yiizdelerinin  %15.02-34.34 olarak genis bir aralikta degisim gosterdigi
bulunmustur.

Besiyeri bilesimi olarak gliserol ve yukarida belirtilen yaglarin kullanildig:
deneylerde yiizey gerilimlerinde meydana gelen azalma miktarlar1 Tablo 4.12.’de
verilmistir. Bu deneylerde en yiiksek ve birbirine yakin yiizey gerilimi azalma
miktarlar1 20.36 ve 20.08 mN/m olarak sirasiyla findik yag1 ve kanola yag1 igeren
ortamlarda elde edilmis ve her iki ortam i¢in de bu degerlere 96 saat sonra
ulasilmigtir. Gliserol ve yag iceren ortamlarin baslangi¢ ylizey gerilimlerinde

saglanan azalma yiizdeleri %15.02-34.34 olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.11. Karbon kaynag olarak gliserol (%10) ve yag (%10) kullanilan
besiyerlerinde, Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile elde edilen en genis yag yayma
capi1 ve en diisiik yiizey gerilimi degerleri ve bu degerlerin elde edildigi saatler

En genis yag En diisiik yiizey

Karbon kaynaklari Zi(l:;;m yayma ¢api Zzz;g;m gerilimi

(cm) (mN/m)
GLI + AY 24 6.7 120 41.49+0.06
GLi +FY 96 6.9 96 38.93+0.05
GLI + KY 24 6.9 96 40.22+0.01
GLI + MY 48 6.7 48 39.74+0.08
GLI + PY 120 6.5 120 48.03£0.09
GLI+ZY 48 6.8 72 35.32+0.03

(GLI: Gliserol; AY: Aycicek yagi; FY: Findik yagi; KY: Kanola yagi; MY: Misir
yagt; PY: Pamuk yagi; ZY: Zeytinyagi)

Tablo 4.12. Karbon kaynag1 olarak gliserol (%10) ve yag (%10) kullanilan
besiyerlerinde, Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile elde edilen yiizey gerilimi
degerlerinin zamanla degisimleri, yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktari
ve ylizdeleri ile bu azalmanin goriildiigii saatler

GLI+AY GLIi+FY GLi+KY GLi+MY GLi+PY GLi+ZY

Zaman Yiizey gerilimleri
(saat) (mN/m)

0 60.04£0.05 59.29+0.06 60.30+0.00 52.11+£0.03 56.52+0.08 49.82+0.07
24 58.68+0.02 54.07+0.03 55.60+0.03 50.24+0.06 54.12+0.08 38.07+0.10
48 51.53£0.04 48.38+0.04 42.77+0.02 39.74+0.08 53.35£0.04 36.91+0.12
72 51.93+0.01 56.07+0.08 56.18+0.02 45.10+0.06 54.17+0.07 35.32+0.03
96 41.51£0.03  38.93+£0.05 40.22+0.01 51.49+0.03 49.66+0.05 40.39+0.08
120 41.49+0.06 50.48+0.00 55.51£0.07 45.40+0.10 48.03+0.09 39.56+0.01

Yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktar1 (YG,; mN/m)

18.55 20.36 20.08 12.37 8.49 14.50
Yiizey gerilimindeki maksimum azalma yiizdesi (%)

30.90 34.34 33.30 23.74 15.02 29.10

(GLI: Gliserol; AY: Aycicek yagi; FY: Findik yagi; KY: Kanola yagi; MY: Misir
yagt; PY: Pamuk yagi; ZY: Zeytinyagt)

Koyu renk ile isaretli olanlar, besiyerlerine ait yiizey gerilimi degerlerini ve her
bir besiyeri i¢in elde edilen en diisiik yiizey gerilimi degerlerini ifade etmektedir.
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Gliserol ve yag iceren besiyerlerinin kullanildig1 deneylerde elde edilen
hiicre kuru agirlik derigsimlerinin zamanla degisimleri ise Sekil 4.4.’te verilmistir.
Gliserol ve yag iceren besiyerlerinde en diisiik (4.78 g/L) ve en yiiksek (8.21 g/L)
kuru agirlik degerlerine sirasiyla pamuk yagi ve misir yagi iceren besiyerinde
ulasilmistir. Ayrica, aycicek ve findik yagi iceren besiyerlerinde ayni miktarda
maksimum hiicre kuru agirlig1 7.26 g/L olarak belirlenmistir. Gliserol ve yaglari
igeren besiyerlerinde en diisiik ylizey gerilimlerine ulasilan zaman araliklarinda

maya logaritmik tireme evresindedir (Tablo 4.12., Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Cyb. fabianii MIAU-1 susu i¢in, gliserol (%10) ve yag (%10) igeren
ortamlarda maya kuru agirlik derisimlerinin zamanla degisimleri

4.2.1.5 Karbon Kaynag: Olarak Gliserol ve Farkli Sekerler ile
Glukoz ve Aycicek Yaginin Kullanildig: Deneyler

Besiyeri bilesiminde gliserole ek olarak ayr1 ayri glukoz, fruktoz ve
sakkarozun kullanildig1 deneyler sirasinda belirli araliklarla gerceklestirilen yag
yayma testleri esas almarak, bu besiyerlerinde biyosiirfektan iiretiminin
gerceklesmedigi  saptanmustir.  Ayrica literatiirde yer almasi dolayisiyla
bilesiminde tek basina gliserol (%20) iceren bir besiyeri kullanilarak bir deney
daha yiiriitiilmiis ve bu ¢alismada da benzer sekilde yag yayma ¢ap1 olugmadigi
goriilmistiir. Calisma kapsaminda %10 derisimdeki gliserole ek olarak glukoz

%10), fruktoz (%10) ve sakkarozun (%10) kullanildig1 ayrica gliserol (%20
(%10), (%10) (%10) g1 ayrica g (%20)
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iceren besiyerlerinde biyosiirfektan iiretimi gergeklesmemis olmakla beraber, bu
ortamlarda hiicre kuru agirlik derisimlerinin zamanla degisimleri Sekil 4.5.°te

verilmistir.
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Sekil 4.5. Cyb. fabianii MIAU-1 susu i¢in, gliserole (%10) ek olarak glukoz
(%10), fruktoz (%10) ve sakkaroz (%10) ve ayrica tek basina %20 oraninda
gliserol iceren ortamlarda maya kuru agirlik derisimlerinin zamanla degisimleri

4.2.1.6 Besiyeri Bilesiminde Tek Basina Glukoz ve Aycicek
Yaginin Kullanildigr Deneyler

Karbon kaynaklarinin secilmesine yonelik olarak gerceklestirilen deneyler
gz Oniine alindiginda genel olarak, fermantasyon ortaminda karbon kaynag:
olarak glukoz ve sakkarozun ayr1 ayr1 findik yag ile bir kombinasyon halinde yer
aldig1 kosullarda Cyb. fabianii susu kullamilarak yiizey gerilimlerinin sirasiyla
26.57 ve 26.55 mN/m olarak maksimum diizeyde disirildiigii sonucuna
vartlmigtir. Sirasiyla glukoz ve sakkarozun findik yagi ile birlikte kullanildig:
deneylerde yiizey gerilimlerinin 120 ve 48 saat sonrasinda maksimum diizeyde
diistiriildiikleri belirlenmistir (Tablo 4.5., Tablo 4.9.). Ayrica glukozun aycicek
yagt ve misir yagi ile kullanildigr ortamlarin yiizey gerilimi miktarlarinda sirasiyla
26.27 mN/m (72 saat) ve 26.21 mN/m (120 saat) olmak iizere maksimuma yakin
azalma gergeklesmistir (Tablo 4.5).

Bu agamada birbirine olduk¢a yakin olan bu ortamlarin se¢imi s6z konusu

oldugunda, hem yiizey geriliminde maksimum azalmanin goriildiigli zaman
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araliklart hem besiyeri bilesiminde yer alacak olan substratlarin ekonomik ve
kolay bulunabilir olmas1 faktorleri goz Oniine alinmis ve glukoz ve aygicek yagi
igeren besiyerinde calisilmaya devam edilmesine karar verilmistir. Bu kapsamda
glukoz ve aycicek yaginin her birinin fermantasyon ortaminda tek basina %20
derisiminde kullanildig1 deneyler gerceklestirilmistir. Biyosiirfektan iiretimi
amactyla %20 oraninda aygicek yagi iceren fermantasyon ortaminin kullanildigi
bir deneyde, baslangi¢ yiizey gerilimi 49.82+0.07 mN/m olarak belirlenen
besiyerinde 14.5 mN/m olarak %29.10 diizeyinde bir azalma yaklasik 72 saat
sonunda gerceklesmis olup, en diisiik yiizey gerilimi 35.32+0.10 mN/m olarak
Olciilmiistiir. Ancak %20 oraninda glukoz igeren bir besiyerinde gerceklestirilen
calismada biyosiirfektan iiretimi gergeklesmediginden ya§ yayma cap1
olusmamustir.

Calisma kapsaminda biyosiirfektan tretimi amaciyla kullanilan glukoz
(%20) ve aygicek yagint (%20) ayri ayri igeren ortamlardaki maya gelisim
profilleri Sekil 4.6.’da gosterilmektedir. Aycicek yagi igeren besiyerinde yaklasik
72 saat sonunda en diisiik yiizey gerilimine ulagilmis olup maya iiremesi de bu
saatte logaritmik fazin basinda olup, bu saatten sonra belirgin bir artis

gostermistir.

Hucre kuru agirligr (g/L)
N
T

<] Glukoz (%20)
A Aygicek yadi (%20)

Sekil 4.6. Cyb. fabianii MIAU-1 susu i¢in, tek basina %20 oraninda glukoz ve
aycicek yagi igeren ortamlarda maya kuru agirlik derisimlerinin zamanla
degisimleri
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4.2.1.7 Karbon Kaynaginin Belirlenmesine Yonelik
Gergeklestirilen Calismalarin Genel Degerlendirmesi

Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile biyosiirfektan {iretimi calismalari
kapsaminda besiyeri bilesiminde karbon kaynagi olarak glukoz ve aygicek yaginin
bir arada kullanildig1 kosullarda besiyeri yiizey geriliminde 26.27 mN/m olarak en
yiiksek diizeyde azalma saglandigi bulunmustur. Bununla beraber, glukozun tek
basina kullanildig1 deneyde biyosiirfektan iiretimi gergeklesmemis, aygicek yagi
tek basina kullanildiginda ise yiizey geriliminde en fazla 14.5 mN/m miktarinda
bir azalma saglanmistir. Tiim bu c¢aligmalar sonucunda Oncelikle fermantasyon
ortam1 bilesimlerinde mutlaka bir yag kaynaginin yer almasi gerektigi ve ayrica
hidrofilik ve hidrofobik substrat kaynaklarinin bir arada kullaniminin
biyosiirfektan tiretimini destekledigi ortaya konmustur.

Tez calismasinda sadece glukoz iceren besiyerlerinde biyosiirfektan
tiretilmemesine ragmen, literatiirde farkli bakteri ve maya tiirleri aracilifiyla
biyosiirfektanlarin {iretimi amaciyla hidrofilik karbon kaynaklarinin tek basina
kullanildigr pek ¢ok calisma bildirilmistir (8,38,90,101). Bununla beraber
literatlirde hidrofobik karbon kaynaklarinin tek baslarina kullanildigi ¢alismalara
(70,73,84) benzer sekilde, bu calismada sadece aygicek yagi iceren ortamda Cyb.
fabianii mayasi ile biyosiirfektan iiretilmistir. Ayrica literatiirde hidrofilik ve
hidrofobik substratlarin bir arada kullanimi 6neren calismalara (6-8,66) uyum
saglayacak sekilde, tez calismasinda glukoz ve aygicek yaginin bir arada
kullanildig1 ortamlarda yiizey gerilimlerinin daha fazla diisiiriildiigii saptanmustir.
Genel olarak 6rnegin, karbon kaynagi olarak sadece glukoz kullanildiginda maya
kaynakli biyosiirfektanin yag asidi zincirinin glukozdan enzimler aracilifiyla
sentezlendigi ancak, ortamda herhangi bir yagin da bulundugu kosullarda yag
asidi  zincirinin dogrudan yagin hidrolize edilmesi ile olusturuldugu
bildirilmektedir (8).

Dong ve ark. (8) tarafindan, C. bombicola susu araciliiyla biyosiirfektan
iiretimi i¢in Oncelikle glukoz, fruktoz, sakkaroz, ksiloz ve laktoz iceren ortamlarin
etkileri incelendiginde glukozun kullanilmasiyla en yiiksek diizeyde {iretimin ve
maya gelisiminin gerceklestigi bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada glukoz ve kolza
yaginin beraber kullanildigi deneyde ise ayr1 ayri musir, aygicek, soya ve yer
fistig1 yaglarina gore daha fazla miktarda biyosiirfektanin {iiretildigi ve ayrica

genel olarak tiim bu ortamlarda sadece glukozun bulundugu kosullara gére daha
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yiiksek miktarlarda iiretimin saglandigi ifade edilmistir (8). Kim ve ark. (6)
tarafindan yiirlitilen benzer bir ¢aligmada glukoz ve kolza yagmin bir arada
kullanilmast durumunda daha yiiksek miktarda biyosiirfektan iiretildigi rapor
edilmistir. Tiim bu ¢alismalar kapsaminda belirlenen karbon kaynagi bilesimleri,
tez calismasinda One ¢ikan karbon kaynaklari ile uyum igerisindedir. Bununla
beraber, tez calismasinda karbon kaynagi olarak gliserol kullanildiginda
Moshtagh ve ark. (71) tarafindan da belirtildigi iizere biyosiirfektan iiretimi
acisindan en olumsuz kosullarin olustugu bulunmustur. Tez ¢alismasindan farkl
olarak ise, genel olarak sonuglar1 karsilastirilan bu biyosiirfektan {iretimi
calismalarinda, karbon kaynaklarinin se¢imi asamasinda yiizey gerilimi dlgtimleri
yerine Uretim miktarlar1 esas alinmis olup, literatiirde bulunan bazi ¢aligmalarda
ise karbon kaynaklarinin yilizey gerilimi sonuglari dogrultusunda belirlendigi rapor
edilmektedir (27,63,69,97). Bu c¢alismalarda belirlenen karbon kaynaklari
kullanildiginda  besiyeri yiizey gerilimleri 32.10-36.40 mN/m aralifina
diisiiriilmiis olup bu degerler tezde glukoz ve aycicek yagi iceren ortamda 37.04

mN/m olarak belirlenen yiizey gerilimi sonucuna yakin bulunmustur.

4.2.2 Azot Kaynaklarinin Belirlenmesi

Besiyeri bilesiminde yer alan farkli organik (pepton, maya 06ziitii, iire) ve
inorganik (amonyum kloriir, amonyum siilfat, sodyum nitrat) azot kaynaklarinin
glukoz ve aycicek yagi igeren besiyerlerinin yiizey geriliminin digiiriilmesi
tizerine etkileri arastirilmistir.

Bu deneylerde, yag yayma caplar ise, yiizey gerilimi miktarlart ile uyum
igerisinde olmaksizin 3.30-6.90 cm araliginda degisim gostermistir (Tablo 4.13.
ve Tablo 4.14.). Deneyler sonucunda, besiyerinde {ire kullanilmas: durumunda en
diisiik ylizey gerilimi degeri 37.10 mN/m olarak oOl¢iilmiis ve yiizey geriliminde
azalma miktarmin (25.34 mN/m) maksimum diizeyde oldugu bulunmustur.
Besiyeri bilesiminde amonyum siilfat, sodyum nitrat ve peptonun yer aldigi
deneylerde ise yiizey gerilimlerinde sirastyla 20.65, 20.53 ve 19.70 mN/m olarak
ortalama 20 mN/m diizeyinde azalmalar saglanmistir. Azot kaynag1 olarak maya
Oziitliniin  kullanildig1 deneyde ise besiyeri yiizey geriliminde 18.56 mN/m
diizeyinde bir azalma gergeklesmistir. Ayrica ylizey geriliminin diisiiriilmesi

acisindan en olumsuz sonug ise amonyum kloriir igeren ortamda alinmaistir.

81



Tablo 4.13. Azot kaynag1 olarak pepton, maya 6ziitii, lire, amonyum klortir,
amonyum siilfat ve sodyum nitrat kullanilan besiyerlerinde, Cyb. fabianii MIAU-
1 susu ile elde edilen en genis yag yayma capi ve en diisiik ylizey gerilimi
degerleri ve bu degerlerin elde edildigi saatler

Zaman En genis yag Zaman "En diisi.il.( .
Azot kaynaklar (sa) yayma ¢api (sa) yiizey gerilimi
(cm) (mN/m)

Maya oziiti 96 5.9 24 37.11+0.02
Pepton 120 6.4 72 36.40+0.01
Ure 72 5.9 96 37.10+0.08
Amonyum kloriir 120 33 120 46.71£0.05
Amonyum siilfat 120 5 120 37.25+0.03
Sodyum nitrat 72 6.9 72 42.12+0.02

Tablo 4.14. Azot kaynag1 olarak pepton, maya 0ziitii, iire, amonyum klortir,
amonyum siilfat ve sodyum nitrat kullanilan besiyerlerinde, Cyb. fabianii susu ile
elde edilen yiizey gerilimi degerlerinin zamanla degisimleri ve ylizey
gerilimindeki maksimum azalma miktar ile bu azalmanin goriildiigii saatler

M P U AK AS SN

Zaman Yiizey gerilimleri
(saat) (mN/m)

0 55.67£0.06 56.10+0.10 62.45+0.05 58.75+0.02 57.90+0.01 62.65+0.06

24 37.11+£0.02 39.41+£0.04 56.48+0.06 54.59+0.03 50.98+0.08 58.43+0.01

48 39.84+0.03 38.00+0.04 55.76+0.15 53.68+0.05 39.22+0.05 48.35+0.02

72 39.3140.00 36.40+0.01 39.01+0.08 49.68+0.03 40.78+0.01 42.12+0.02

96 38.68+£0.07 37.15+0.05 37.10+0.08 48.19+0.06 39.51+0.08 46.63+0.07

120 38.04+0.04 38.08+0.03 39.78+0.04 46.71+0.05 37.25+0.03 49.19+0.02

Yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktar1 (YG,; mN/m)

18.56 19.70 25.34 12.04 20.65 20.53

Yiizey gerilimindeki maksimum azalma yiizdesi (%)

35.12 33.34 40.58 20.49 35.66 32.77

(M: Maya 6ziitii; P: Pepton; U: Ure; AK: Amonyum kloriir; AS: Amonyum siilfat;
SN: Sodyum nitrat)

Koyu renk ile isaretli olanlar, besiyerlerine ait ylizey gerilimi degerlerini ve her
bir besiyeri i¢in elde edilen en diisiik ylizey gerilimi degerlerini ifade etmektedir.
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Glukoz ve aycicek yagi ile beraber farkli azot kaynaklarini iceren ortamlarin
baslangi¢c yiizey gerilimlerinde saglanan azalma yiizdeleri ise %20.49-40.58
olarak belirlenmistir. Azot kaynaginin se¢imine yonelik olarak gercgeklestirilen
tiim deneyler genel olarak degerlendirildiginde, {ire igeren besiyerinde ylizey
geriliminin  25.34 mN/m olarak maksimum diizeyde distrildiigii ortaya
konmustur (Tablo 4.14). Daha 6nce besiyeri bilesiminde maya 6ziitii (4 g/L) ve
tirenin (1 g/L) bir arada kullanildig1 deneyde ise; besiyeri yiizey geriliminin 26.27
mN/m diizeyinde diistiriildigii belirlenmistir (bkz. Tablo 4.6.). Ancak maya
Oziitiiniin tek basina kullanildigi kosullarda, yaklasik 18.56 mN/m olarak daha
diisiik bir sonu¢ alinmast dikkat g¢ekmistir. Bu nedenle, tez c¢alismasinin
devaminda kullanilacak olan besiyerlerinde maya 0ziitii ve iirenin bir arada yer
almasina karar verilmistir.

Glukoz ve aygigek yagi iceren besiyerlerinde farkli azot kaynaklarinin
(maya Oziitii, pepton, iire, amonyum kloriir, amonyum siilfat ve sodyum nitrat)
kullanildig1 biyosiirfektan iiretimi deneylerinde elde edilen hiicre kuru agirlik
derigimlerinin zamanla degisimleri Sekil 4.7.’de verilmistir. Bu kosullarda en
diisiik (4.32 g/L) ve en yiiksek (9.77 g/L) kuru agirlik degerlerine sirasiyla iire ve

maya 0ziitli iceren besiyerinde ulagilmigtir.

10 |-
Maya 6zitl

@ Pepton
@ Ure

J 8 % Amonyum Klorir
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Sekil 4.7. Cyb. fabianii MIAU-1 susu icin, glukoz ve aycicek yagi igeren
besiyerlerinde azot kaynagi olarak maya 6ziitii, pepton, iire, amonyum kloriir,
amonyum siilfat ve sodyum nitrat bulunan ortamlarda maya kuru agirlik
derigimlerinin zamanla degisimleri
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Tablo 4.14. ve Sekil 4.7. beraber degerlendirildiginde, besiyeri yilizey
geriliminin disiirilmesine etkisi en yiiksek olan biyosiirfektanin {ire igeren
besiyerinde iiretildigi ancak bu ortamda maya iiremesinin en diisiik diizeyde
gergeklestigi bir profil ortaya ¢ikmistir. Benzer bir durum maya 06ziitii iceren
besiyeri i¢in de gecerli olup bu besiyerinde maya iiremesi en yiiksek diizeyde
gerceklesmesine ragmen besiyeri yiizey gerilimini diisiirme kapasitesinin daha
diisiik oldugu belirlenmistir.

Azot kaynagi olarak maya 6ziitli ve pepton igeren besiyerlerinde en diisiik
yiizey gerilimlerinin 6l¢iildiigli zaman araliklarinda mayanin logaritmik iireme
evresinde oldugu, bununla beraber besiyerinde {ire, amonyum siilfat ve sodyum
nitratin yer aldig1 kosullarda en diisiik ylizey gerilimi degerlerine durgun evrenin
baslangic asamalarinda ulasildigi belirlenmistir. Ayrica amonyum kloriir igeren
besiyerinde ise en diisiik ylizey geriliminin goriildiigii 120. saatte maya durgun
evresindedir (Tablo 4.13. ve Sekil 4.7.). Karbon kaynaginin belirlenmesi deneyleri
ile benzerlik gosterecek sekilde, kullanilan azot kaynagina gére bu fermantasyon
ortamlarinda {liretilen biyosiirfektanlar primer veya sekonder metabolit olarak

ifade edilebilir.

4.2.2.1 Azot Kaynaginin Belirlenmesine Yonelik Olarak
Gergeklestirilen Calismalarin Genel Degerlendirilmesi

Cyb. fabianii mayas1 araciligiyla biyosiirfektan iiretimi i¢in fermantasyon
ortami bilesiminde azot kaynagi olarak tek basina iirenin 5 g/L derisiminde
kullanildig1 deneyde ylizey geriliminin maksimum 25.34 mN/m, maya 0ziitii (4
g/L) ve iire (1 g/L) bir arada kullanildiginda ise 26.27 mN/m miktarinda
diisiiriilmesi nedeniyle azot kaynagi olarak bu iki bilesenden yararlanilmistir.

Literatiirde bulunan ¢alismalarda (7,8,83,84) besiyeri bilesimlerinde maya
Oziitlinlin tek basma siklikla kullanildig1r goriilmesine ragmen, tez ¢aligmasinda
maya Oziitii kullanim1 ile genel olarak daha diisiik sonuglar alinmistir. Bununla
beraber farkli bakteri ve mayalar ile gerceklestirilen baz1 ¢calismalarda (91,152)
tire kullaniminin biyosiirfektan iiretimini destekledigi, bir kisminda (6,8) ise bu
kosulda en diisiik sonuglara ulasildig: aktarilmaktadir. Cyb. fabianii MIAU-1 susu
aracilifiyla biyosiirfektan iiretiminin gergeklestirildigi tez ¢aligmasinda ise azot
kaynag1 olarak iirenin tek basina veya maya oOziitline destek olarak mutlaka

kullanilmas1 gerektigi sonucuna ulasilmistir. Bu c¢alismaya benzer sekilde ise,
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Alfian ve ark. (131) ve Hirata ve ark. (66) tarafindan biyosiirfektan iiretimi
amactyla maya 6ziitii ve iirenin bir arada kullanildig: bildirilmistir.

Kim ve ark. (6) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada ise maya Oziitiiniin tek
basima kullanildigi deneyde C. batistae mayas1 araciligiyla biyosiirfektan
tiretiminin olumsuz etkilendigi ancak amonyum nitratin maya Oziti ile
desteklenerek kullanildigi kosullarda yiiksek miktarda biyosiirfektan iiretildigi
rapor edilmistir. Bu ¢alisma iki farkli azot kaynagimin beraber kullanilmasi ve
maya Oziitiinde daha diisiik sonuglarin alinmasi bakimindan tez calismasina
benzer nitelikte olmakla beraber, tezde azot kaynag1 seciminin yiizey geriliminin
diisiiriilmesi esasina gore yapilmis olmast bir farklilik olarak goriilmiistiir.
Bununla beraber literatiirde bulunan baz1 c¢alismalarda ise, farkli azot
kaynaklarinin se¢imi asamasinda yilizey gerilimi sonuglarinin kullanildigi rapor
edilmektedir (63,69,97). Bu calismalarda besiyeri yiizey gerilimlerinin 32.80-
34.20 mN/m olarak minimum diizeylere diisiiriilmesini saglayan azot kaynaklar
belirlenmis olup, tezde secilmis olan maya 0ziitii ve tirenin kullanildig1 kosullarda
ise yiizey gerilimleri yukarida verilen degerlerden bir miktar daha yiiksek olacak
sekilde yaklasik 37 mN/m diizeyine diisiiriilmistiir. Diger taraftan biyosiirfektan
verimi esasina gore optimize edilmis bir fermantasyon ortaminda, bu tez
caligmasina benzer sekilde maya kaynakli bir biyosiirfektan araciligiyla ylizey

geriliminin 37 mN/m’ye diigiiriildiigii bildirilmistir (84).

4.3 Fermantasyon Ortamm Bilesiminin Belirlenmesi Icin Deney
Tasarimi, Yanitin Modellenmesi ve Optimizasyonu

Cyb. fabianii susu ile gerceklestirilen biyosiirfektan iiretimi deneylerinde
besiyeri bilesiminde yer alan karbon ve azot kaynaklar1 derisimlerinin,
besiyerlerinin yiizey gerilimini diisiirme diizeyine etkileri arastirilmistir. Bu
kapsamda, bagimsiz degiskenlerin yanit ylizey yontemi ile modellenmesi ve
optimizasyonu amactyla merkezi karma tasarim metoduna gore yapilan deney
tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenlere ait ger¢ek degerler Tablo 4.15.’te,
bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri ise Tablo 4.16.’da verilmistir.

Tasarimda, 30 farkli deney kombinasyonu elde edilmistir.
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Tablo 4.15. Merkezi karma tasarim yontemine gore hazirlanan deney tasariminda
bagimsiz degiskenlerin gercek degerleri

Deney X;: Glukoz Xz ?aygi igek X;: Ure ngﬁ?iya
no- (%) (%) ®L) (L)
1 3 2 3 1
2 12 2 1 3
3 12 2 1 1
4 7.5 6 2 2
5 12 10 3 1
6 7.5 10.8 2 2
7 7.5 6 2 2
8 7.5 6 2 3.2
9 12 10 3 3
10 3 10 1 1
11 7.5 1.2 2 2
12 7.5 6 0.8 2
13 3 10 3 1
14 3 2 1 3
15 7.5 6 2 0.8
16 3 2 3 3
17 12 2 3 3
18 7.5 6 2 2
19 12 2 3 1
20 7.5 6 2 2
21 7.5 6 3.2 2
22 3 10 3 3
23 3 1 1
24 7.5 2 2
25 3 10 1 3
26 12 10 1 1
27 12 10 1 3
28 12.9 2 2
29 2.1 2 2
30 7.5 2 2
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Tablo 4.16. Merkezi karma tasarim yontemine gore hazirlanan deney tasariminda

bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri

Deney X;: Glukoz Xz ?aygi igek X;: Ure ngﬁ?iya
no- (%) (%) ®L) (L)
1 -1 -1 1 -1
2 1 -1 -1 1
3 1 -1 -1 -1
4 0 0 0 0
5 1 1 -1
6 0 1.2 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 1.2
9 1 1 1 1
10 -1 1 -1 -1

11 -1.2 0

12 0 0 -1.2 0
13 -1 1 1 -1
14 -1 -1 -1 1
15 0 0 0 -1.2
16 -1 -1 1 1
17 1 -1 1

18 0 0 0 0
19 1 -1 1 -1
20 0 0

21 0 0 1.2 0
22 -1 1 1
23 -1 -1 -1 -1
24 0 0 0 0
25 -1 1 -1 1
26 1 1 -1 -1
27 1 1 -1 1
28 1.2 0 0 0
29 -1.2 0 0
30 0 0 0
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Deney tasariminda yer alan deneyler gerceklestirilerek ylizey
gerilimlerinde saglanan azalma miktarlar1 belirlenmistir (Tablo 4.17.). Deneylerde
yiizey gerilimi azalma miktarlart 17.31-29.31 mN/m aralifinda degisim

gostermistir.

Tablo 4.17. Deneylerde hesaplanan yilizey geriliminde azalma miktarlari

Deney no. Yiizey geriliminde maksimum azalma miktari
(mN/m)
1 17.93
2 26.97
3 24.90
4 23.47
5 28.28
6 24.76
7 24.06
8 24.14
9 29.31
10 19.19
11 22.58
12 22.35
13 21.18
14 18.99
15 21.30
16 20.32
17 26.09
18 23.22
19 23.98
20 23.03
21 24.38
22 24.26
23 17.31
24 23.75
25 20.12
26 23.09
27 26.86
28 25.40
29 19.66
30 22.16
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4.3.1 Bagimsiz Degiskenlerin Yiizey Gerilimindeki Azalma
Uzerine Etkilerinin Yanit Yiizey Yontemi ile Modellenmesi

Yiizey geriliminde maksimum azalma miktar1 (Y) iizerine; glukoz (X;),
aycicek yagi (X»), iire (X3) ve maya oziitii (X4) derisimlerinin etkileri, Esitlik (6)

ile gosterilen 2FI model ile agiklanmuigtir.

Y =+23.10+3.02X, +0.98X, +0.87X, +1.08X, —0.29X, X, —0.14X X,

6
+0.056X,X, +0.85X,X, +0.035X, X, +0.010X, X, ©

Bu modelin varyans analizi sonuglar1 Tablo 4.18’de sunulmustur. Esitlige
gore tiiretilen model ¢ok 6nemli (P<0.01) bulunmus, modelin belirtme katsayisi,
R*=0.958 olarak elde edilmistir. Bununla beraber “uyum eksikligi F degeri’nin
%39.29 olasilik diizeyinde modele uyum saglamasi dolayisiyla modelin uyum
eksikliginin 6nemsiz (P>0.05) oldugu ifade edilmistir. Tiretilen modele ait,
deneysel degerlere karsi tahminsel degerleri gosteren grafik Sekil 4.8.’de

verilmistir.

Tahminsel

18—

16 —

T T T T T T T T
16 ] 20 P74 P2 26 P i} 30

Deneysel

Sekil 4.8. Yiizey gerilimindeki azalma miktar1 (Y) i¢in deneysel degerlere karsi
modele ait tahminsel degerler (R* = 0.958)
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Yanit olarak belirlenen yiizey geriliminde azalma miktar1 iizerine,
bagimsiz degiskenlerin (X;, X, X3 ve X4) lineer etkileri ve ayrica aycicek yagi
(X») ve tire (X3) derisimleri parametrelerinin birbirleriyle etkilesimleri ¢ok énemli
bulunmustur. Bu bagimsiz degiskenlerin diger ikili etkilesimlerinin Onemsiz
olduklari ise Tablo 4.18.’den goriilmektedir.

Design Expert programinin sagladigi bilgiler dogrultusunda, modele ait
“diizeltilmis R*” ve “tahmini R* degerleri arasindaki farkin en fazla 0.2 olmasi
gerektigi bilinmektedir. Bu dogrultuda tez calismasinda olusturulmus olan
modelin sirastyla 0.936 ve 0.832 olarak verilen diizeltilmis ve tahmini R* degerleri
uygun diizeydedir. Ayrica deney dizayninda yer alan bir sinyalin giiriiltiiye
oranin1 Olcen “yeterli kesinlik” katsayisinin en az 4 olmast gerektigi ifade
edilmektedir. Bu kapsamda 26.463 olarak verilen bu katsaymin uygun oldugu
ifade edilebilir.

Sekil 4.9. - 4.14.’te yiizey geriliminde maksimum azalma miktar1 iizerine
cesitli paramatrelerin etkilerini gdsteren yanit ylizey grafikleri verilmistir.
Olusturulan grafiklerde yer alan parametreler disindaki bagimsiz degiskenler i¢in
merkez noktalarindaki degerler kullanilmistir.

Yiizey geriliminde maksimum azalma miktar {izerine glukoz derisimi ve
aycicek yagi derisiminin etkilerini agiklayan yanit yiizey grafigi Sekil 4.9.°da
verilmistir. Grafige gore, aycicek yagimin herhangi bir derisimi i¢in glukoz
derisimlerinin artirilmas1 yaniti olduk¢a olumlu yonde etkilemekte ve yiizey
geriliminde yaklasik 6 mN/m diizeyinde daha fazla azalma meydana gelmektedir.
Bununla beraber herhangi bir glukoz derisimi kullanildiginda yag derisiminin
artmasia bagli olarak yanit degerinde daha smirli diizeyde de olsa artiglarin
oldugu goriilmektedir.

Glukoz ve tire derisimlerinin ylizey geriliminde maksimum azalma miktar1
tizerine etkisi Sekil 4.10.°daki grafikte verilmistir. Genel olarak kullanilan
herhangi bir iire derigimi i¢in glukoz artirildiginda yiizey geriliminde daha fazla
miktarda azalmanin saglandigi, diger bir deyisle yanit degerinin iyi bir diizeyde
arttig1 goriilmektedir. Ozellikle iirenin daha diisiik derisimlerinde bu artis daha
belirgin sekilde gergeklesmektedir. Ayrica belirli bir glukoz derisiminde iirenin
artirtlmasiyla da yanit degerinde yaklasik 1.5-2 mN/m araliginda bir artis olustugu

belirlenmistir.
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Tablo 4.18. Glukoz derisimi (X), ay¢icek yag1 derisimi (X3), iire derigimi (X3) ve
maya Oziitii derisiminin (X4) ylizey geriliminde azalma miktar1 (Y) lizerine
etkilerine ait varyans analizi sonuglar1

Kareler Serbestlik Kareler

Toplanm  derecesi  ortalamasi F-degeri p-degeri
Model (Y) 240.12 10 24.01 43.56 <0.0001  Onemli
X, 172.50 1 172.50 312.93 <0.0001
X, 17.96 1 17.96 32.59 <0.0001
X3 14.17 1 14.17 25.70 <0.0001
X4 22.19 1 22.19 40.25 <0.0001
X1 X, 1.32 1 1.32 2.40 0.1379
Xi1X;3 0.31 1 0.31 0.57 0.4599
XXy 0.051 1 0.051 0.092 0.7651
XX 11.59 1 11.59 21.03 0.0002
XXy 0.020 1 0.020 0.036 0.8524
XX, 1.600x10° 1 1.600x10°  2.903x10° 0.9576
Artik 10.47 19 0.55
Uyum eksikligi 8.29 14 0.59 1.35 0.3929  Onemli
degil
Mutlak hata 2.19 5 0.44
Cor Total 250.60 29
Standart sapma 0.74 R’ 0.958
Ortalama 23.10 Diizeltilmis R? 0.936
Varyasyon katsayist % 3.21 Tahmini R* 0.832
*PRESS 42.10 Yeterli kesinlik 26.463

*Predicted Residual Sum of Squares (Tahmini Artik Kareler Toplamr)

Glukoz ve maya 0ziitii derisimlerinin yanit degerine olan etkileri ise Sekil
4.11.de sunulmustur. Bu grafik genel olarak glukoz ve iire derisiminin birbiriyle
etkilesimini gosteren grafik ile ¢ok biiylik Olclide benzesmektedir. Glukoz ve
maya Oziitiiniin en yiiksek derisimlerinin kullanildig1 kosullarda en iyi sonuglara
ulagilmigtir. Glukozun herhangi bir derisiminde maya o0ziitii derisiminin
artirlmasiyla ise ylizey geriliminde yaklagtk 2 mN/m olarak daha yiiksek

miktarda azalma saglandig Sekil 4.11. iizerinden goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Yiizey geriliminde maksimum azalma miktar iizerine glukoz derigimi
ve aycicek yagi derisiminin etkileri (X3 =2 g/L; X4 =2 g/L; YG ylizey gerilimi)

Y G azalma miktar:n (mN/m)

o 15 _
Xz Ure (ZL) : ° X;: Glukoz (%)

Sekil 4.10. Yiizey geriliminde maksimum azalma miktari iizerine glukoz derisimi
ve lire derisiminin etkileri (X, = %6; X4 =2 g/L; YG ylizey gerilimi)
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Sekil 4.11. Yiizey geriliminde maksimum azalma miktar1 tizerine glukoz derigimi
ve maya 0ziitii derisiminin etkileri (X, = %6; X3 =2 g/L; YG yiizey gerilimi)

Aycicek yagi derisimi ve lire derisiminin ylizey geriliminde maksimum
azalma miktarina etkileri Sekil 4.12.°de goriilmektedir. Bu deneylerde 1 g/L
olarak en disiik derisimde irenin kullanildig1 kosullarda yag derisiminin
artirtlmasi ile beraber yanitin neredeyse degismedigi goriilmektedir. Benzer bir
sekilde yanit degeri 6zellikle en diisiik derisimde yagmn kullanilmasi durumunda
tire derisimi artisindan neredeyse etkilenmemektedir. Deneylerde kullanilan yag
ve Ure derisimlerinin artmasimna bagli olarak ise yiizey geriliminde saglanan
azalma miktarlarinin da arttigi Sekil 4.12. iizerinden anlasilmaktadir. Yapilan
varyans analizi sonuglarina gore yag ve {lire derisiminin birbirleriyle etkilesiminin

¢ok dnemli (P<0.01) bulunmasi bu durumu dogrulamaktadir.
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Sekil 4.12. Yiizey geriliminde maksimum azalma miktar1 {izerine aycicek yagi
derisimi ve iire derisiminin etkileri (X; = %6; X4 =2 g/L; YG yiizey gerilimi)

Aycicek yagi derisimi ve maya 0ziitli derisiminin yanit iizerine etkileri ise
Sekil 4.13.te gosterilmistir. Calisilan herhangi bir yag derisimi i¢in daha fazla
maya Oziitii kullanilmasi, yiizey geriliminde azalma miktarinin yaklagik 2 mN/m
diizeyinde artmasini saglamistir. Yanit i¢in en yiiksek sonuglara, yag ve maya
Oziitlinlin sirastyla %10 ve 3 g/L olarak maksimum miktarlarda kullanildigi
kosullarda ulasilmistir.

Besiyeri bilesiminde yer alan azot kaynaklari olan iire ve maya 0ziitii
derisimlerinin yiizey geriliminde maksimum azalma miktarina etkilerini gosteren
yanit ylizey grafigi Sekil 4.14.’te verilmistir. Calismada kullanilan herhangi bir
iire derisimi i¢in maya Oziitiiniin 1 g/L artirilmast yanit degerinde de yaklasik 1
mN/m diizeyinde bir artis olmasmi saglamistir. Grafik incelendiginde maya
oziitlindeki artisin ylizey gerilimindeki azalmaya katkisinin, iireye gore diistik bir
miktar da olsa daha fazla oldugu ifade edilebilir. Genel olarak azot kaynaklarinin

derisimleri arttikca ylizey gerilimi daha yiiksek diizeylerde diistiriilmiistiir.
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Sekil 4.13. Yiizey geriliminde maksimum azalma miktar1 {izerine ay¢gicek yagi
derisimi ve maya 0ziitii derisiminin etkileri (X; = %6; X3 =2 g/L; YG ylizey

gerilimi)
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Sekil 4.14. Yiizey geriliminde maksimum azalma miktar lizerine lire derisimi ve
maya 0ziitli derigiminin etkileri (X; = %6; X, %6; YG ylizey gerilimi)
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4.3.2 Fermantasyon Ortam Bilesenlerinin Optimizasyonu

Calisma kapsaminda kimyasal tanimli fermantasyon ortaminda yer alan
bilesenler olan glukoz, aycicek yagi, {lire ve maya Oziitliniin optimum
derisimlerinin belirlenebilmesi amaci1 ile nlimerik optimizasyon yapilmis ve
optimizasyon i¢in “istenen hedefe ulasma fonksiyonu” kullanilmistir (EK 3).

Optimizasyon yapilirken yilizey geriliminde azalma miktarinin maksimum
olmas1 hedeflenmis ve ayrica bagimsiz degiskenler i¢in de hedefler belirlenmistir.
Modelleme sirasinda elde edilen veriler dogrultusunda glukoz derisimi %8-10,
aycicek yagi derisimi %6-10, lire ve maya 6ziitli derisimleri ise 1-3 g/L arasinda

kullanilmistir. Yapilan optimizasyona iliskin detaylar, Tablo 4.19°da sunulmustur.

Tablo 4.19. Biyosiirfektan iiretimi optimizasyonunda kullanilan degiskenler,
belirlenen hedefler ve degiskenlerin minimum ve maksimum degerleri

Degisken Hedef Ml}llmum Mz}kmmum
deger deger

Glukoz derisimi Calisilan aralikta | 8 10

(X1 %)

Aycicek yagr derisimi

(Xo: %) Caligilan aralikta | 6 10

Ure derisimi Calisilan aralikta | 1 3

(X3; g/L)

Maya 6ziitii derisimi (X4; Caligilan aralikta | 1 3

g/L)

Yizey geriliminde

maksimum azalma | Maksimum 17.31 29.31

miktar1 (Y; mN/m)

Belirlenen hedefler dogrultusunda, elde edilen 15 optimizasyon Onerisi
arasindan istenen hedefe ulagsma fonksiyonun miimkiin oldugunca yiiksek olmasi
(0.924) esas alinarak; glukoz derisiminin %10, aygigek yag1 derisiminin %10, iire
derigiminin 2.999 g/L ve maya 0ziitii derisiminin 3 g/L oldugu kosullar optimum
kosullar olarak belirlenmistir (Tablo 4.20.). Bu kosullarda yiizey geriliminde
azalma miktarinin 28.395 mN/m olmas1 6ngdriilmiistiir.

Program tarafindan verilen optimum kosullar altinda bir deney daha
yiiriitiilmiis ve optimum kosullarda baslangi¢ yiizey gerilimi 64.65 mN/m olarak

belirlenen ortamin yiizey geriliminde saglanan azalma miktar1 28.25 mN/m olarak
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hesaplanmistir. Buna gore yapilan optimizasyon sonucunda Ongdriilen yanit

degerine oldukga biiyiik dl¢iide ulasilabildigi belirlenmistir.

Tablo 4.20. Biyosiirfektan iiretimi i¢in belirlenen optimum kosullar ve yanitlar
icin getirilen yaklagimlar

Y
X1 (%) X2 (%) X3 (g/L) X4 (g/L) (mN/m)
10 10 2.999 3 28.395

4.3.3 Fermantasyon ortami bilesimi derisimlerinin belirlenmesi
calismalarinin genel degerlendirmesi

Tez ¢alismasinda Cyb. fabianii MIAU-1 susu aracihigiyla biyosiirfektanin
tiretildigi tanimli fermantasyon ortaminin optimizasyonu amaciyla yiiriitiilen
calismalar kapsaminda glukoz ve aygicek yaginin %10; maya 6ziitii ve iirenin ise
3 g/L derisimlerinde kullanildigi kosullarda besiyerinin yiizey geriliminde en
yiiksek 28.25 mN/m diizeyinde azalma saglanmistir. Bu ¢aligmaya benzer sekilde,
fermantasyon ortami bilesenlerinin optimize edilmesi i¢in 30-120 g/L glukoz, 30-
120 g/L kolza yag1 ve 1-4 g/LL maya Oziitlinlin biyosiirfektan iiretimine etkilerinin
arastirildig bir calismada glukoz ve yagin 90 g/L, maya 6ziitiiniin ise 1 g/L olarak
kullanildig1 deneyde en yiiksek miktarda biyosiirfektanin {iretildigi rapor
edilmistir (8). Bir bagka benzer ¢alismada ise firmncilik artik yagi (20-100 g/L) ve
glukozun (50-150 g/L) optimum derisimlerinin sirasiyla 60 ve 100 g/L, maya
Oziitiintin ise 2.5 g/l  olarak belirlendigi besiyeri bilesiminde S. bombicola
aracilifiyla maksimum diizeyde iiretimin saglandigini bildirmistir (7). Tez
calismasinda karbon ve azot bilesenleri i¢in belirlenen optimum derisimlerin,
genel olarak bu c¢aligmalarda verilen optimum karbon ve azot kaynagi
derisimlerine benzer olduklar1 goriilmektedir.

Literatiirde ayrica optimizasyon deneylerini igermemesine ragmen, tezde
kullanilan fermantasyon ortami bilesimi ve bulunan optimum derisimlerine yakin
olan biyostirfektan iiretimi ¢alismalar1 bulunmaktadir. Bu c¢alismalar kapsaminda
hidrofilik ve hidrofobik karbon kaynaklarinin yani sira azot kaynaklarini iceren
fermantasyon ortamlarinin bilesiminde 100 g/L glukoz, %10 yag, 5 g/l maya
oziitii, 0.7 g/L pepton (72); 50 g/L glukoz, 50 g/L yag, 5 g/L maya 6ziitii, 5 g/L
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amonyum nitrat (6); 100 g/L. glukoz, 100 g/L yag, 2.5 g/L. maya oziitii, 1 g/L tire
(66); 100 g/L glukoz, 100 g/L palm yagi, 10 g/l maya Oziitii, 1 g/L iire (131);
77.50 g/L glukoz, 75 g/L tavuk yagi, 2.50 g/L maya oziiti (74) kullanildig
raporlanmistir. Bazi caligmalarda ise tezden farkli olarak fermantasyon
ortamlarinda sadece hidrofilik veya hidrofobik karbon kaynaklari kullanilmis ve
bu calismalarda optimum %2 palm yag: rafineri artig1 (73); 46 g/L tavuk donyag,
7 g/L maya 0ziitii (84); %20 piring isleme artik suyu, %1.18 glutamik asit (101);
50 g/L. sakkaroz, 5 g/ maya Oziiti (83) derisimleri Onerilmis olup bu
calismalarda bulunan optimum sonuglarin tezde elde edilen bulgulardan daha
farkli olmalar1 s6z konusudur.

Yukarida wverilen tiim bu c¢alismalarda optimizasyon amaciyla
biyosiirfektan {iretim miktarlar1 esas alinmasina ragmen, tezde optimizasyon
parametresi olarak yiizey geriliminin disiirilmesi sonuglar1 kullanilmistir.
Bununla beraber tez ¢aligmasina benzer nitelikte bazi calismalarda yiizey
geriliminin diisiiriilmesi parametresi esas alinarak %6 hurma unu, %0.5 maya
0ziitii (96); %10 portakal kabugu ekstrakti (93) ve %7 biracilik artig1, 6.22 g/L
amonyum nitratin (82) kullanildig1 kosullarda optimum diizeyde biyosiirfektan

tiretiminin saglandigi rapor edilmistir.

4.4 Cesitli Gida Artiklar1 Kullanilarak Hazirlanan Besiyerlerinin
Cyb. fabianii MIAU-1 Susu ile Biyosiirfektan Uretiminde
Degerlendirilmesi

Tez calismasinin bu asamasinda gida artiklarindan yararlanilarak
hazirlanan bazi dogal fermantasyon ortamlarinin Cyb. fabianii ile biyosiirfektan
iretimi amaciyla degerlendirilme potansiyelleri arastirilmistir. Bu kapsamda
biyosiirfektan iiretimi deneyleri, zeytin karasuyu ve artik kizartma yaginin yani
sitra Cyb. fabianii mayasinin substrat kullanim profiline uygun olmalan
bakimindan (glukoz, fruktoz ve sakkarozu kullanabilmesi) ¢esitli meyve ve sebze

kabuklarindan hazirlanan dogal besiyerleri kullanilarak ytiriitilmiisiir.
4.4.1 Zeytin Karasuyu ve Artik Kizartma Yag liceren
Besiyerlerinin Biyosiirfektan Uretimi I¢in Kullanim

Tez caligmasi kapsaminda, zeytin karasuyundan yararlanilarak hazirlanan
dogal besiyerleri Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile biyosiirfektan iiretimi igin

kullanilmistir. Kimyasal tanimli fermantasyon ortamlarinda yiiriitiillen deneyler
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dogrultusunda besiyerlerinde karbon kaynagi olarak mutlaka bir yag bulunmasi
gerektiginden, zeytin karasuyu bir baska gida endiistrisi artig1 olan artik kizartma
yag1 ile desteklenmistir. Besiyerinde zeytin karasuyunun derisimi gerekli
miktarlarda distile su ile seyreltilerek %10-90 aralifina ayarlanmis ve her bir
besiyerine artik kizartma yagi (%10) eklenmistir. Bu deneylerde elde edilen en
diistik ylizey gerilimi degerleri ve besiyerlerinin yilizey gerilimlerindeki
maksimum azalma miktarlar1 ve yiizdeleri Tablo 4.21.’de sunulmustur.

Zeytin karasuyunun %10-70 derisimlerinde kullanildig1 deneylerde en
diisilk yiizey gerilimleri 33.03-35.03 mN/m araliginda degisen diizeylerde
birbirlerine yakin bulunmustur. Besiyerlerinin bilesiminde karasuyun daha yiiksek
derisimlerinin (%80-90) yer aldig1 deneylerde ise yiizey gerilimlerinin bir miktar
arttig1 ve bu besiyerlerinde iiretilen biyosiirfektanlarin sirasiyla 36.87 ve 37.88
mN/m diizeyinde en diisiikk ylizey gerilimlerine sahip olduklar1 goriilmiistiir.
Yiiriitillen tiim deneylerde, genel olarak 48-72 saat siiren fermantasyonun
ardindan en diisiik yiizey gerilimi degerlerine ulasilmistir.

Tablo 4.21.’e gore, bu besiyerlerinde {iiretilen biyosiirfektanlar araciligiyla
yiizey gerilimlerinde 15.77-24.46 mN/m araliginda degisen maksimum diizeyde
azalmalar saglanmig ve en uygun besiyerinin secilmesi asamasinda bu miktarlar
esas alinmistir. Bilesimlerinde 9%20-70 araligindaki derisimlerde zeytin karasuyu
bulunan besiyerlerinin yiizey gerilimindeki azalma miktarlar1 21.79-24.46 mN/m
ve azalma ytizdeleri ise %38.35-42.21 olarak birbirlerine yakin bulunmuslardir.

Fermantasyon ortami olarak zeytin karasuyundan yararlanilan tiim iiretim
calismalarinda en i1yi sonuca %20 karasuyu ve %10 artik yag iceren besiyerinde
ulagildig1 belirlenmistir. Besiyeri bilesimlerinde %10, %80 ve %90 oranlarinda
karasuyun yer aldigi deneylerde ise, yiizey gerilimlerinin 15.77-17.48 mN/m
olarak birbirlerine yakin ancak daha az miktarlarda ve yaklasik %30-32 oraninda
diistirtildiigli belirlenmistir. Genel olarak karasu derisiminin daha yiiksek (%80-
90) veya %10 olarak daha diisiik bir diizeyde kullanilmasinin yilizey geriliminde
azalma miktarlarin1 bir miktar olumsuz etkiledigi, %20-70 derisiminde karasu ve
artik kizartma yag1 (%10) bilesiminden olusan besiyerlerinin ise Cyb. fabianii
MIAU-1 susu ile biyosiirfektan iiretimi icin etkin bir sekilde kullanilabildigi
gorilmiistiir (Tablo 4.21.).
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Tablo 4.21. Artik kizartma yag1 (%10) ve farkli derisimlerde (%10-90) zeytin karasuyu i¢eren besiyerlerinde, Cyb. fabianii susu ile elde edilen
yiizey gerilimi degerlerinin zamanla degisimleri, yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktar1 ve yiizdeleri ile bu azalmanin goriildiigii saatler

ZKS (%) + AKY (%)
10+10 20+10 30+10 40+10 50+10 60+10 70+10 80+10 90+10
Zaman Yiizey gerilimleri
(saat) (mN/m)
0 48.88+0.02 57.95+0.03 57.02+0.08 56.82+0.04 56.23+0.05 56.88+0.06 56.40+0.04 54.35+0.00 54.40+0.06
24 34.98+0.06  38.89+0.00 37.60+0.01  38.52+0.06  35.69+0.00 36.67+0.06 37.37+0.01 38.56+0.12 40.19+0.01
48 33.11+0.02  33.49+0.03 33.57£0.01 46.46+0.09 33.91+0.05 44.45+0.04 38.46+0.01 36.87+0.04 37.88+0.04
72 42.69+0.02 34.88+0.07 52.87£0.00  35.03+0.04 48.41+0.06 33.84+0.01 33.03+0.04 39.89+0.05 38.38+0.01
96 39.71£0.04  38.45+0.04 46.41+0.07 51.85£0.06 52.68+0.03  52.49+0.09 49.19+0.06 50.92+0.14 51.43+0.08
Yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktar1 (YG,, mN/m)
15.77 24.46 23.45 21.79 22.32 23.05 23.37 17.48 16.52
Yiizey gerilimindeki maksimum azalma ytizdesi (%)
32.26 42.21 41.13 38.35 39.69 40.52 41.44 32.16 30.37

(ZKS: Zeytin karasuyu; AKY: Artik kizartma yagi)
Koyu renk ile isaretli olanlar, besiyerlerine ait yiizey gerilimi degerlerini ve her bir besiyeri i¢in elde edilen en diisiik yiizey gerilimi degerlerini
ifade etmektedir.



Zeytin karasuyu (%10-90) ve artik yag (%10) iceren besiyerlerinde maya
sayilarinin zamanla degisimlerini gosteren grafik Sekil 4.15.te verilmistir.
Calisilan tiim besiyerlerinde maya sayisinin yaklagik 2.5 logaritmik birim
diizeyinde arttig1 belirlenmistir. Genel olarak yiizey gerilimlerindeki azalma
miktarinin maksimum diizeyde oldugu zaman araliginda mayanin durgun iireme
evresinde bulundugu Sekil 4.15.te goriilmektedir. Bu dogrultuda bu ortamlarda

iretilen biyosiirfektanlarin sekonder bir metabolit oldugu ortaya konmustur.
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Sekil 4.15. Cyb. fabianii MIAU-1 susu icin, zeytin karasuyu (%10-90) ve artik
kizartma yag1 (%10) i¢eren ortamlarda maya sayilarinin zamanla degisimleri
(ZKS zeytin karasuyu; AKY artik kizartma yagi)

Tez calismas1 kapsaminda Cyb. fabianii ile biyosiirfektan tiretimi i¢in
zeytin  karasuyunun artik kizartma yagi ile desteklenerek kullanildig:
besiyerlerinde yagin tamamen tiiketilmedigi goriildiigiinden fermantasyon
sonunda besiyerlerinde kalan yag derisimleri belirlenmistir (Tablo 4.22.). Genel
olarak besiyeri bilesiminde kullanilan artik yagin yarisina yakimi veya daha
fazlasinin  tiiketilmemesine ragmen karasu bazli ortamlarda iretilen
biyosiirfektanlarin yiizey gerilimlerini diistirme kapasitesi 15.77-24.46 mN/m

araliginda degisen sekilde 1yi diizeyde bulunmustur. Teze benzer sekilde,
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biyosiirfektan iiretimi amaciyla artik kizartma yagi ve glukozun kullanildig1 bir
calismada fermantasyon sonunda oldukca yliksek miktarda kalinti yagin tespit

edildigi aktarilmistir (66).

Tablo 4.22. Zeytin karasuyu (%10-90) ve artik kizartma yagindan (%10) olusan
besiyerlerinde kalan yag miktarlari

Besiyeri Kalan AKY miktar

(mL)
ZKS (%10) 585
ZKS (%20) 6.15
ZKS (%30) 4.73
ZKS (%40) 585
ZKS (%50) 4.78
ZKS (%60) 5.80
ZKS (%170) 570
ZKS (%380) 6.68
ZKS (%90) 6.35

(ZKS: Zeytin karasuyu; AKY: Artik kizartma yagi)

4.4.2 Baz1 Meyve ve Sebze Artiklar ile Artik Kizartma Yag:
Iceren Besiyerlerinin Biyosiirfektan Uretimi i¢in Kullaninm

Tez c¢alismas1 kapsaminda balkabagi, portakal ve limon kabuklar ile
kabuklu elma ve havucun kabuklu posalar1 ayri ayr1 kullanilarak ekstraktlar
hazirlanmis ve artik kizartma yagi ile zenginlestirilen bu ekstraktlarin
biyosiirfektan iiretimi deneylerinde dogal fermantasyon ortami olarak
degerlendirilme kapasiteleri ortaya konmustur. Cyb. fabianii MIAU-1 araciligiyla
biyosiirfektan iiretiminde karbon kaynagi olarak mutlaka bir yagin kullanilmasi
gerektiginden ve bu kapsamda endiistriyel bir artiktan faydalanilmasi amaciyla
her bir besiyerinde %10 oraninda artik kizartma yagi kullanilmistir. Ayrica tez
calismas1 kapsaminda besiyeri bilesiminde yalnizca rafine aygigek yaginin
kullanildig1 deneylerde biyosiirfektan tiretimi gerceklestirildiginden, rafine yag

yerine artik kizartma yagindan (%10 ve %20) tek basina yararlanilarak hazirlanan
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besiyerlerinde de biyosiirfektan iiretimleri incelenmistir. Bu dogrultuda yiiriitiilen
deneylerin sonuclari, ekstrakt ve artik yag birlesiminden olugsan fermantasyon
ortamlarinda yiiriitiilen biyosiirfektan {iretimi ¢alismalar ile karsilagtirilmistir.

Meyve ve sebze ekstraktt bazli besiyerlerinde biyostirfektan iiretimi
deneylerinde elde edilen en diisiik yiizey gerilimi degerleri ve besiyerlerinin ylizey
gerilimlerindeki maksimum azalma miktarlar1 ve ylizdeleri Tablo 4.23.°te
sunulmustur. Fermantasyon ortami bileseni olarak artik yagin yani sira ayr1 ayri
balkabagi kabugu ekstrakti (BKE), kabuklu elma posasi ekstraktt (KEPE),
kabuklu havu¢ posasi ekstrakti (KHPE), limon kabugu ekstraktt (LKE) ve
portakal kabugu ekstraktinin (PKE) kullanildig1 tim deneylerde belirlenen en
diisiik ylizey gerilimi degerleri 28.55-31.85 mN/m araliginda degisim gosteren
sekilde birbirlerine yakindir. Biyosiirfektan iiretimi deneylerinde genel olarak
yaklasik 72 saat siirenin ardindan, besiyerlerinin en diisiik ylizey gerilimlerine
ulasilmis, ancak yalnizca kabuklu elma posasi ekstrakti bazli ortam igin bu siire
96 saate kadar uzamistir. Karbon kaynagi olarak artik yagin tek basina kullanildigt
calismalarda ise 24 saat siirenin ardindan en diisiik ylizey gerilimleri yaklasik 32.5
mN/m olarak bulunmustur.

Besiyerlerinin ylizey gerilimlerindeki azalma miktarlar1 esas alindiginda
ise, kabuklu elma posast ve limon kabugu ekstrakti bazli ortamlarda iiretilen
biyosiirfektanlar araciligiyla yiizey gerilimlerinin 20.09-20.99 mN/m olarak
birbirine yakin ve maksimum miktarlarda ve % 39.57-39.78 oraninda diistirildiigii
bulunmustur. Ayrica balkabagi kabugu, kabuklu havug posasi ve portakal kabugu
ekstraktlarin1 igeren besiyerlerinin yiizey gerilimlerinde 15.72-16.94 mN/m
araliginda degisen diizeylerde ve %34.32-37.10 oraninda azalmalar saglanmistir.

Tablo 4.23.’te verildigi lizere tek basia %10 ve 20 oraninda artik kizartma
yag1 bulunan besiyerlerinde gergeklestirilen biyosiirfektan tiretimi ¢aligmalarinda,
besiyeri ylizey gerilimleri sirasiyla 24.75 ve 23.16 mN/m olarak maksimum
diizeyde ve 9%43.25-41.60 oraninda diisliriilmiistiir. Tiim deneyler bir arada
degerlendirildiginde ylizey gerilimlerinin maksimum diizeylerde diisiiriilmesi
bakimindan, tek basina artik yag iceren ortamlarin daha iistiin oldugu ve ardindan
kabuklu elma posas1 ve limon kabugu ekstraktlarinin iyi sonuglar vermis oldugu

gorilmiistiir.
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Tablo 4.23. Artik kizartma yag1 (%10) ve cesitli gida artiklar1 kullanilarak hazirlanan besiyerleri ile artik kizartma yag1 (%10 ve 20) ve distile su
iceren besiyerlerinde, Cyb. fabianii susu ile elde edilen yiizey gerilimi degerlerinin zamanla degisimleri, yiizey gerilimindeki maksimum azalma
miktar1 ve ylizdeleri ile bu azalmanin goriildiigii saatler

AKY (10, AKY (610, AKY(%10)  AKY(r10) ARy (i AKY (10 AKY (%20)
Zaman (saat)

0 45.39+ 0.05 52.77+0.10 45.80+ 0.02 50.77+0.04 48.79+0.00 57.23+0.01 55.67+0.01
24 30.44+0.05 49.69+0.08 35.83+0.13 42.35+0.08 35.16+0.01 32.48+0.00 32.51+0.05
48 33.63+0.00 45.10+£0.04 34.73+0.02 32.82+0.06 42.04+0.06 33.96+0.04 36.95+0.07
72 28.55+0.01 36.62+0.05 30.08+ 0.01 30.68+0.01 31.85+0.00 34.34+0.05 36.06+£0.05
96 32.25+0.06 31.79+0.13 31.60+0.05 32.90+0.07 32.55+0.07 42.59+0.05 41.55+0.11
120 34.78+0.12 39.92+0.08 36.13+0.11 33.18+0.05 38.01+0.06 35.46+0.10 34.77+0.04

Yiizey gerilimindeki maksimum azalma miktar1 (YG,, mN/m)
16.84 20.99 15.72 20.09 16.94 24.75 23.16
Yiizey gerilimindeki maksimum azalma yiizdesi (%)
37.10 39.78 34.32 39.57 34.72 43.25 41.60

(BKE: Balkabagi kabugu ekstrakti; KEPE: Kabuklu elma posasi ekstrakti; KHPE: Kabuklu havug posasi ekstrakti; LKE: Limon kabugu
ekstrakti; PKE: Portakal kabugu ekstrakti; AKY: Artik kizartma yagi)

Koyu renk ile isaretli olanlar, besiyerlerine ait yiizey gerilimi degerlerini ve her bir besiyeri icin elde edilen en diisiik yiizey gerilimi degerlerini
ifade etmektedir.



Bazi meyvelerden ve sebzeden hazirlanan ekstraktlar ile artik kizartma
yagt iceren veya tek basina %10 ve 20 derisimlerinde artik yagdan olusan
besiyerlerinde maya sayilarinin zamanla degisimlerini gosteren grafik Sekil
4.16.’da gosterilmistir. Balkabagi kabugu ekstrakti i¢ceren fermantasyon ortaminda
maya sayist yaklasik 3 logaritmik birim artis gostermis olup ayrica portakal
kabugu, limon kabugu ve kabuklu havug¢ posast ekstraktlarindan olusan
ortamlarda maya sayisinin maksimuma yakin diizeyde arttigi belirlenmistir.
Bununla beraber kabuklu elma posasi ekstrakti bazli besiyerinde ve ayrica tek
basina artik kizartma yag1 iceren besiyerlerinde maya sayisindaki artigin yaklagik
2 logaritmik birim olarak daha diisiik bir diizeyde kaldig1 goriilmektedir.

Gida artiklart kullanilarak hazirlanan ekstrakt bazli besiyerlerinde ylizey
gerilimleri fermantasyonun 72-96 saat sonrasinda maksimum diizeyde azaltilmis
olup bu siirede maya durgun tireme evresindedir. Ayrica bu artiklar igerisinde
artik kizartma yagmin tek basina kullanildigi kosullarda, besiyerlerinin ylizey
geriliminin maksimum diizeyde diistiriildiigii 24 saat siire icerisinde mayanin
logaritmik lireme evresinin sonunda bulundugu goriilmiistiir (bkz. Tablo 4.23.).

Biyosiirfektan iiretimi i¢in bazit meyve ve sebze ekstrakti (kabuk ve
kabuklu posalar) bazli besiyerlerinden yararlanilan c¢aligmalar kapsaminda,
besiyerlerindeki baglangi¢ sakkaroz, fruktoz ve glukoz derisimleri ve ayrica bu
sekerlerin fermantasyon sonunda besiyerlerinde kalan derisimleri belirlenmistir
(Tablo 4.24.). Tim sonuglar incelendiginde kabuklu elma posasi ekstraktinin
toplam seker miktar1 bakimindan olduk¢a zengin oldugu goriilmiis ve bu
ekstraktin artik kizartma yagi (%10) ile bir arada kullanildigi deneyde, yiizey
gerilimi maksimum diizeyde diisiiriilerek en iyi sonuca ulagilmistir. Diger yandan,
ornegin balkabagi ve portakal kabugu ekstraktlarinda oldugu gibi baslangicta
farkli derisimlerde glukoz, fruktoz ve sakkaroz sekerlerini igeren besiyerlerinde
iiretilen biyostirfektanlarin ylizey gerilimini diisiirme kapasitelerinin birbirlerine
yakin oldugu da tespit edilmistir (bkz. Tablo 4.23.).

Bu c¢aligma kapsaminda ayrica, genel olarak meyve ve sebze
ekstraktlarindaki sakkaroz, fruktoz ve glukozun tamamina yakininin Cyb. fabianii

mayas1 tarafindan kullanildigi Tablo 4.24.te goriilmektedir.
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Sekil 4.16. Cyb. fabianii MIAU-1 susu icin, farkli meyve ve sebze artiklari ile
hazirlanan ekstraktlara ek olarak veya tek basina artik kizartma yagini (%10)
iceren ortamlarda maya sayilarinin zamanla degisimleri
(BKE, balkabagi kabugu ekstrakti; KEPE, kabuklu elma posasi ekstrakti; KHPE,
kabuklu havug posasi ekstrakti; LKE, limon kabugu ekstrakti; PKE, portakal
kabugu ekstrakti; AKY, artik kizartma yagi)

Tablo 4.24. Meyve ve sebze ekstrakti bazli besiyerlerinin baslangic ve
fermantasyon sonunda besiyerlerinde kalan seker derisimleri

Baslangic Fermantasyon sonu

Besiyeri sakkaroz - fruktoz - glukoz sakkaroz - fruktoz - glukoz
derisimleri (g/L) derisimleri (g/L)
BKE 8.81-4.68 -4.22 0.06- 0.01 - 0.03
KEPE 52.86 - 44.30 - 22.45 0.02-0.02 - 0.03
KHPE 25.38-2.37-1.94 0.1-0.00 - 0.05
LKE 13.28 - 8.23 - 6.64 0.49 - 0.01 - 0.27
PKE 28.01-10.26-9.13 4.52-0.03 - 0.27

(BKE: Balkabag1 kabugu ekstrakti; KEPE: Kabuklu elma posasi ekstrakti; KHPE:
Kabuklu havu¢ posast ekstrakti; LKE: Limon kabugu ekstrakti; PKE: Portakal
kabugu ekstrakt)
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Deneyler sirasinda artik bazli besiyerlerinin bilesiminde %10 oraninda yer
alan ve ayrica tek basma %10 ve 20 derisimde kullanilan artik kizartma yaginin
belirli bir kisminin kullanilamadigi goriilmiistiir. Bu nedenle besiyerlerindeki
kalint1 yag miktarlar1 belirlenerek sonucglar1 Tablo 4.25.’te sunulmustur.

Genel olarak meyve ve sebze ekstrakti bazli besiyerlerinde fermantasyon
sonunda kalan yag miktarinin, yalnizca artik yag igeren ortamlardaki kalint1 yaga
gore cok daha diisik oldugu belirlenmistir. Buna ragmen artik yag bazh
besiyerlerinde iiretilen biyostirfektan ile besiyerinin yiizey gerilimleri en yiiksek

diizeyde diistiriilmiistiir.

Tablo 4.25. Meyve ve sebze ekstrakt1 bazli ve yalnizca artik kizartma yagindan
olusan besiyerlerinde kalan yag derisimleri

BéNeri Kalan AKY miktari

(mL)

BKE + %10 AKY 0.92
KEPE + %10 AKY 4.99
KHPE + %10 AKY 2.98
LKE + %10 AKY 1.45
PKE + %10 AKY 1.90
%10 AKY 6.35
%20 AKY 14.56

(BKE: Balkabag1 kabugu ekstrakti; KEPE: Kabuklu elma posasi ekstrakti; KHPE:
Kabuklu havug posast ekstrakti; LKE: Limon kabugu ekstrakti; PKE: Portakal
kabugu ekstrakti; AKY: Artik kizartma yag1)

443 Bazi Gida Artiklarindan Hazirlanan Besiyerlerinde
Gergeklestirilen Calismalarin Genel Degerlendirmesi

Tez c¢alismasinin bu asamasinda zeytin karasuyu, artik kizartma yagi,
meyve ve sebze artiklarimin (kabuk ve kabuklu posalar1) biyosiirfektan
tiretimlerinde besiyeri olarak degerlendirilme potansiyelleri arastirilmistir.

Tanimli fermantasyon ortamlarinda yiiriitiilen deneylerde elde edilen veriler
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dogrultusunda tiim besiyeri bilesimlerinde mutlaka artik yag kullanilmigtir. Ayrica
artik yag1 tek basina igeren iki farkli besiyerinde de ¢alismalar gerceklestirilmistir.

Genel olarak yiizey geriliminin diisiiriilmesi bakimindan en olumlu ve
birbirine yakin sonuglara, biyosiirfektan {retimi i¢in %20 oraninda zeytin
karasuyu ve artik yag (%10) bilesiminden olusan ve ayrica tek basina %10 artik
yag iceren besiyerlerinin kullanildigi kosullarda ulasilmistir. Bu kosullarda iki
farkl1 gida artiginin bir arada degerlendirilmesi agisindan, biyosiirfektan iiretimi
caligmalarina zeytin karasuyu ve artik yag iceren ortamda devam edilmesi uygun
bulunmustur. Ancak genel olarak gida endiistrisinde aciga ¢ikan bazi artiklardan
hazirlanan tiim bu fermantasyon ortamlar1 ¢evre dostu, ekonomik ve ayrica genel
anlamda kimyasal tanimli ortamlara kuvvetli birer alternatif olarak 6n plana
¢ikmislardir.

Bu tez calismasinda zeytin karasuyu igeren besiyerlerinin yiizey
gerilimlerinde 15.77-24.46 mN/m araliginda degisen miktarlarda azalmalar
saglanmistir. Bu kapsamda sirasiyla %10 ve 20 oranlarinda karasudan olusan
ortamlarda Tretilen biyosiirfektanlar araciligiyla besiyeri yilizey gerilimleri
minimum (15.77 mN/m) ve maksimum (24.46 mN/m) diizeylerde diisliriilmiistiir.
Ayrica %30-70 karasu igeren ortamlarda iiretilen biyosiirfektanlar araciligiyla
yiizey gerilimlerinin 21.79-23.45 mN/m araliginda maksimuma yakin sekilde
diistiriildiigi bulunmustur. Bu kosullarin kimyasal taniml1 optimum fermantasyon
ortami ylizey geriliminin 28.25 mN/m diizeyinde azaltildig1 sonucuna daha yakin
olmas1 dolayisiyla, Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile biyosiirfektan iiretimi icin
zeytin karasuyu (%20-70) ve artik yag (%10) bilesiminden basariyla
yararlanilabilecegi ortaya konmustur.

Literatiirde  zeytin  karasuyu igeren fermantasyon ortamlarinin
biyosiirfektan iiretimine etkilerini arastiran siirli sayida ¢alisma bulunmaktadir
(13,15,27,153). Derguine-Mecheri ve ark. (13) tarafindan Rhodotorula sp.
kaynakli biyosiirfektan {iretiminin %2 baslangi¢ karbonhidrat oranina seyreltilmis
zeytin karasuyunda gerceklestirildigi calismada, bu biyosiirfektan araciliiyla
ortamin ve suyun yiizey gerilimlerinin sirasiyla 35 mN/m ve 30.16 mN/m
diizeylerine disiriildiigii rapor edilmistir. Baska bir c¢alismada ise zeytin
karasuyunun %50, 80 ve 100 olarak kullanildig1 tiim derisimlerinde Cryptococcus
mayas1 aracilifiyla iretilen biyosiirfektanin bu ortamlarin yiizey gerilimini

yaklasik 40 mN/m’ye diisiirdiigii bildirilmistir (15). Bu ¢alismalardan farkli olarak

108



ise tezde zeytin karasuyunun (%10-90) artik kizartma yagi (%10) yagi ile
desteklenerek kullanilmast ve bu kosullarda Cyb. fabianii susu ile iiretilen
biyosiirfektanlarin, besiyeri ylizey gerilimlerini literatiirden daha diisiik olarak
33.03-37.88 mN/m araligindaki degerlere diisiirmesi s6z konusudur. Ayrica yiizey
gerilimi parametresi yerine biyosiirfektan tiretim miktarlarinin esas alindigi bir
calismada ise, B. subtilis ve P. aeruginosa suslariin zeytin karasuyunun %2 ve
10 derisimlerinde kullanildig1 kosullarda sirasiyla en yiiksek miktarlarda
biyosiirfektanin iiretildigi aktarilmistir (153). Baska bir calismada ise, caligilan
maya suslarinin ise zeytin karasuyu igeren ortamlarda biyosiirfektan tiretmedigi
bildirilmistir (27).

Literatiirde meyve ve sebze kabuklarimi igeren bazi gida endiistrisi
artiklarindan yararlanilarak olusturulan fermantasyon ortamlarinin biyosiirfektan
tiretimi amaciyla degerlendirildigi ¢alismalar bulunmaktadir (76,80,93,94,98).
Genel olarak verilen tiim bu ¢aligsmalarda biyosiirfektan tireticisi mikroorganizma
olarak bakteriler kullanilmistir. Tez calismasinda ise; maya kaynakh
biyosiirfektanin iiretimi i¢cin bu artiklarin fermantasyon ortami olarak
degerlendirilmesi potansiyelleri aragtirilmistir. Bu tez kapsaminda meyve ve sebze
artiklarindan hazirlanan besiyerlerinde ylizey gerilimleri 15.72-20.99 mN/m
diizeylerinde diisiiriilmiistiir.

Bakteri kaynakli biyosiirfektanin iiretimi ¢aligmasinda farkli miktarlarda
patates kabugu tozu ve seker pancari kiispesi tozunun ayr1 ayrit kullanildig
deneylerde yiizey gerilimleri sirastyla 35.33-39.33 mN/m ve 31.66-37.77 mN/m
diizeylerine diigiiriilmiistiir. Ayn1 ¢aligmada bu iki tozun bir arada kullanimi ile
yiizey geriliminin minimum 30.66 mN/m degerine diisiiriildiigii bildirilmistir (76).
Benzer c¢aligmalarda %20 muz kabugu tozu iceren fermantasyon ortaminda
uiretilen bakteriyel bir biyosiirfektan kullanilarak besiyerinin yiizey geriliminin 30
mN/m diizeyine diisiiriildiigii (98), ananas kabugunun asit hidrolizatinin besiyeri
olarak kullanildig1 kosullarda ise bakteri kaynakli bir biyosiirfektanin ortam ylizey
gerilimini 45 mN/m’ye diislirdiigii (80) rapor edilmistir. Ayrica besiyeri olarak
%06 yas portakal kabugu igeren ekstrakt kullanildiginda ortam yiizey geriliminin
33.04 mN/m diizeyine diisiiriildiigii (93), ananas kabuklar1 kullanilarak hazirlanan
kabuk suyunun biyosiirfektan {iretimi amaciyla degerlendirildigi calismada ise
%14.67 kabuk suyu iceren besiyerinin ylizey geriliminde en yiiksek %57.74

oraninda azalma saglandigi bildirilmistir (94).
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Literatiirde verilen c¢alismalarda artiklardan gesitli yontemler kullanilarak
hazirlanan karigim, hidrolizat veya ekstraktlardan tek basma karbon kaynagi
olarak yararlanildig1r goriilmektedir. Tez calismasinda ise oncelikle literatiirden
farkli olarak portakal ve limon kabugu tozlar1 (%10), balkabagi1 kabugu ve ayrica
elma ve havucun kabuklu posalarinin (%80) sicak su ekstraktlar1 hazirlanmis olup
taniml1 fermantasyon ortamlarinda ytiriitiilen deneyler kapsaminda Cyb. fabianii
MIAU-1 susu ile biyosiirfektan iiretimi igin substrat olarak yag kullaniminin
zorunlulugu daha 6nce belirlenmis oldugundan, tiim bu ekstraktlar artik kizartma
yagindan (%10) yararlanilarak desteklenmistir. Ayrica bu artik bazli ortamlarin
bilesiminde farkli azot kaynaklarinin da kullanildigi bazi calismalar (76,98)
bulunmasina ragmen, tez c¢aligmasinda herhangi bir azot kaynagi takviyesi
yapilmasina ihtiya¢ duyulmamistir. Bu calismada, artik bazli ortamlarda tiretilen
maya kaynakli biyosiirfektanlarin araciligiyla besiyerlerinin yiizey gerilimleri
28.55-31.85 mN/m diizeylerine diistiriilmiis olup bu sonuglarin genel olarak
literatiirle olduk¢a uyumlu oldugu belirlenmistir.

Tez calismasi kapsaminda ayrica %10 ve 20 artik yag1 tek basina iceren
besiyerlerinin yiizey gerilimlerinde sirasiyla 24.75 ve 23.16 mN/m miktarlarinda
azalma saglanmig olup bu degerlerin meyve ve sebze ekstrakti bazli ortamlara
gore genel olarak daha yliksek oldugu goriilmektedir. Bu artik yag bazh
besiyerlerinde yiizey gerilimleri ise birbirlerine olduk¢a yakin sekilde yaklasik
32.50 mN/m’ye dusiiriilmiistiir. Bakteriyel biyosiirfektanlarin tiretimi amaciyla
artik kizartma yaglarmin kullanildig: calismalarda, tiim bu besiyerlerinin yiizey
geriliminin birbirlerine yakin olarak yaklasik 35 mN/m diizeyine diistiriildiigi
rapor edilmistir (69,70). Baska bir calismada maya kaynakli bir biyosiirfektanin
iretimi i¢in kesimhane artig1 olan tavuk don yagindan yararlanilmis ve optimum
46 g/L yag iceren ortamin yiizey gerilimi 37 mN/m’ye diistirilmiistiir (84). Genel
olarak tiim bu sonuglar tez calismasinda ulasilan yiizey gerilimi degerleri ile

benzerlik gostermektedir.
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4.5 Biyosiirfektan Uretiminin Fermentorde Gerceklestirilmesi

Fermentor ortaminda biyosiirfektan {iretimi i¢in {iretim parametrelerinin
belirlenmesi  amaciyla, literatlirden yararlanilarak baz1 6n c¢alismalar
gergeklestirilmistir (8,66,135). Bu dogrultuda karistirma hizi (400, 600 ve 800
rpm) ve havalandirma miktar1 (0.5, 0.75 ve 1 L/dak) i¢in kombinasyonlar
olusturulmus ve besiyeri ylizey gerilimini maksimum diizeyde diisiiren
parametrelerin belirlenmesi planlanmistir. Oncelikle, orta hizdaki bir karistirma
hiz1 ve en diisiik havalandirma miktarinin etkisini inceleyebilmek ig¢in sirasiyla
600 rpm ve 0.5 L/dak degerlerinin kullanildigi bir deney kurulmustur. Bu deneyde
literatiirden ve bilinen maya tliremesi kosullarindan faydalanilarak besiyeri pH’1
yaklasik 30 saat i¢in 4’e sabitlenmis ve daha sonra 4.8’e yiikseltilmistir. Tiim bu
kosullarin biyosiirfektan iiretimi {izerindeki etkilerinin gozlemlenmesi i¢in, deney
kapsaminda yaklasik 12 saat ara ile aseptik kosullarda alinan 6rnekler i¢in maya
tiremesi belirlenmis ve ylizey gerilimi Ol¢limleri gerceklestirilmistir. Fermentor
kosullarinda mayanin iiredigi ve biyosiirfektan iiretiminin de gergeklestigi gorsel
olarak belirlenmis olmakla beraber, yiizey gerilimi sonuclar1 erlenlerde yiiriitiilen
daha onceki calismalara gore daha yiliksek kalmistir. Erlen boyutunda
gerceklestirilen ¢alismalarda optimum kosullarda iiretilen biyosiirfektan besiyeri
ylizey gerilimini 36.50 mN/m’ye kadar diisiirmiis (bkz. Bolim 4.3.3.) ancak,
yiizey gerilimi takibi i¢in fermentdr Ornek alma {initesinden alinan Orneklerde
yiizey gerilimleri 47-50 mN/m araliginda Ol¢iilmiistiir. Bu etkinin; fermentoriin
ornek alma diizeneginin, 6rnegi fermentor kabinin dip kismindan alacak sekilde
dizayn edilmesine bagl oldugu diisiiniilmiistiir. Uretilen biyosiirfektan, yapisi
geregi kopirme ve kabin ceperlerine tirmanma egiliminde oldugundan,
fermantasyon sirasinda homojen sekilde ornek almak miimkiin olmamistir. Bu
nedenle, fermentor deneylerinde yiizey gerilimi dl¢limleri yerine, fermantasyon
sonundaki biyosiirfektan veriminin belirlenmesinin daha dogru olacagi sonucuna
varilmigtir. Literatlirde de fermentdr ile yiiriitiilen ¢aligmalarin bir kisminda yiizey
gerilimi Olglimleri gergeklestirilmeden sadece firetim veriminin hesaplandig
gortilmektedir (6,135).

Yukarida verilen {retim kosullarinda, fermantasyonun 48. saati ve
devaminda fermentdr kabinin ¢eperlerinde yiikselerek gerceklesen yogun iiretimin
devam ettiginin gozlemlenmesi nedeniyle (Fotograf 4.4.), fermantasyon 48 saatte

sonlandirilmis ve biyosiirfektanin ekstraksiyonu yapilmistir. Bu asamada,
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ekstraksiyonda deney sonuglarinin etkilenmesinin engellenmesi i¢in herhangi bir
kopiik kiricr ylizey aktif ajan da kullamilamamistir. Ciinkii kopiik kiricilar da
siirfektan ozellik gostermektedir. Bu kosullarda, daha yiiksek karistirma hizi ve
havalandirma uygulanmasinin iiretim esnasinda problemlere yol acgabilecegi

distiniilmistiir.
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Fotograf 4.4. Fermentdr ortaminda Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile biyosiirfektan
iiretiminde fermantasyon sonuna (48 saat) ait 6rnek bir goriintii

Yiirttiilen bir bagka deneyde ise, fermentdrdeki havalandirma miktar1 sabit
tutulmak kaydiyla biyosiirfektan tiretimi 400 rpm olarak daha diisiik bir karigtirma
hizinda calisilmis ve diisiik karistirma hizinin biyosiirfektan iiretimini olumlu
veya olumsuz yonde nasil etkileyecegi arastirilmistir. Ancak diisiik bir karigtirma
hiz1 ile ¢alisildiginda maya liremesinin fermantasyonun 18-24 saatinde gecikmesi
veya durmasindan dolay1 fermentor igerisindeki havanin kullanilamadig: ve buna
bagl olarak fermentdérde gaz basinci artis1 problemi yasandigi tespit edilmistir.
Tiim bu nedenlerle biyosiirfektan iiretimlerinin tanimhi ve gida artifi bazh
besiyerleri kullanilarak fermentdrde yiirtitiilmesi agsamalarinda 600 rpm karigtirma

hiz1 ve 0.5 L/dak havalandirma miktar ile ¢alisilmasina karar verilmistir.
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Literatiirde biyostirfektan tiretiminin fermentor ortaminda
gerceklestirildigi ¢aligmalar incelendiginde karistirma hizi ve havalandirma
miktar1 i¢in sirasiyla 225 rpm, 1 L/dk (81); 250 rpm, 0.5-1.5 L/dk (92); 300 rpm,
0.5 L/dk (83); 400 rpm, 0.5 L/dk (66); 450 rpm, 1 L/dk (37); 550 rpm, 1 L/dk
(136) ve 600 rpm, 1 L/dk (8) parametrelerinin kullanildig1 goriilmekte olup bu
degerler genel olarak tezde kullanilan karistirma hiz1 (600 rpm) ve havalandirma
miktart (0.5 vvm) parametreleri ile uyum igerisindedir. Bununla beraber tezden
farkli olarak, fermentordeki ¢oOziinmiis oksijen derisiminin %30 olmasi ig¢in
karistirma hizinin 200-1000 rpm degistirildigi (6) ve karistirma hizinin 120 rpm
degerine sabitlenerek %50 ¢oziinmiis oksijen derisiminin saglandigi (95) bazi
calismalar raporlanmistir. Tezde ayrica baska bir {iretim parametresi olan pH
yaklagik 30 saat siiresince 4’te tutulmus ve ardindan 4.8’e ylikseltilmistir.
Literatiirde ise fermantasyon ortamlarinin pH degerinin 2 (6), 3.5 (37,72,136), 6
(8) ve 7 (81,83) olarak sabitlendigi ve ayrica ortam baslangic pH’inin 6.5 olarak
ayarlanip liretim siiresince kontrol edilmedigi (66) baz1 ¢alismalarin yer aldigi
goriilmektedir. Tiim bu fermantasyon g¢aligmalarinda tiretimin 12 (12) ve 288
(37,72) saat olarak oldukga farkli siirelerde tamamlandigini aktaran caligmalar
bulunmakta olup, tezde fermentdr ortaminda biyosiirfektan tiretimi Hu ve ark.

(95) tarafindan da bildirildigi iizere 48 saat siiresince gerceklestirilmistir.

4.6 Tanmmh ve Gida Artigi Bazh Besiyerleri Kullamlarak
Uretilen Biyosiirfektanlarin Ekstraksiyonu ve Miktarlarinin
Belirlenmesi

Fermentorde biyosiirfektan {iretiminin gergeklestirilmesinin ardindan
biyosiirfektan ekstraksiyonu ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Oncelikle ekstraksiyon
icin literatiirde yaygin olarak uygulanan biyosiirfektan ¢ozeltisinin 6 N HCI
cozeltisi ile pH 2’ye asitlendirilerek bir gece boyunca 4°C buzdolab1 kosullarinda
bekletilmesi, diklorometan ile ayirma hunisinde ekstraksiyonu ve ekstraktin bir
rotary evaporator araciligiyla ¢oziiciisiinden uzaklastirilmast ve kurutulmasi
asamalar1 denenmistir (11,13). Ancak, tez calismasinda iiretilen biyosiirfektanlarin
asitlendirme islemi ile literatiirde belirtildigi sekilde dibe c¢okmemis olmasi
nedeniyle bu basamagin ekstraksiyon siirecinden ¢ikarilmasina karar verilmistir.
Ayrica ayirma hunisi aracilifiyla elde edilen biyosiirfektan ekstraktindan

diklorometanin uzaklastirilmasinda rotary evaporator ile buharlastirma isleminin
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yetersiz oldugu ve ekstraktin fiziksel yapisina zarar verdigi goriilmiis oldugundan
bu basamagin da uygulanmamasina karar verilmistir. Bu ¢alismada ise
biyosiirfektan ekstraktindaki diklorometanin ve ¢6zdiigli yagin uzaklastirilmasi
amaciyla santrifiijleme islemi uygulanmis ve bu sayede ham biyosiirfektanin
ekstraksiyonu tamamlanmistir. Tezde tanimli fermantasyon ortamindan ve zeytin
karasuyu ve artik yag iceren ortamdan ekstrakte edilen ham biyosiirfektanlarin

ornek goriintiileri sirasiyla Fotograf 4.5. ve 4.6.’da sunulmustur.

Fotograf 4.5. Tanimli bilesimde besiyerinde Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile
iiretilen ham formdaki biyosiirfektana ait bir goriintii

Fotograf 4.6. Gida art1g1 bazli (zeytin karasuyu, %20; artik kizartma yagi, %10)
besiyerinde Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile iiretilen ham formdaki biyosiirfektana
ait bir goriintii
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Boliim 4.5’te sunulan fermentor kosullarinda tanimli optimum besiyerinde
Cyb. fabianii MIAU-1 susu kullanilarak iiretilen biyosiirfektan ekstrakt: miktari
39.850 g/L, liyofilize edilerek son iiriin haline getirilen {iriin ise 4.825 g/L olarak
belirlenmistir. Erlen diizeyinde yiiriitiilen fermantasyonda ise ekstrakt ve liyofilize
tiriin verimi sirasiyla 37.3235 g/L ve 4.211 g/L olarak belirlenmistir. Bu nedenle,
az bir farkla da olsa, fermentdr kosullarinda yiiriitiillen liretimde verimin daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Ancak, fermentor ve erlen kosullarinda ytiriitiilen
biyosiirfektan iiretimi c¢alismalarinda ekstraksiyonun sirasiyla 48 ve 72 saatte
yapilmis olmas1 dolayisiyla fermentor kullaniminin daha kisa siirede iiriin eldesini
sagladigr belirlenmistir. Her iki kosulda yapilacak ekstraksiyonun siiresinin
belirlenmesinde bazi faktorler goz Oniine alinmistir. Fermentor icin yukarida
aciklanmis olan iiretim profili esas alinarak fermantasyon 48 saat sonunda
durdurulmus ve ekstraksiyon yapilmistir. Erlen diizeyinde yiiriitilen ¢alismada
ise, besiyerinde en diisiik yiizey geriliminin 72. saatte Olc¢lilmiis ve bu nedenle
biyosiirfektan ekstraksiyonu 72 saat siiren fermantasyonun ardindan yapilmistir
(bkz. Tablo 4.6.).

Calisma kapsaminda biyosiirfektanin gida artigi bazli bir besiyerinde
tiretilmesi hedefi dogrultusunda, daha o6nce gerceklestirilen biyosiirfektan iiretimi
deneylerinde besiyerinin yiizey geriliminin maksimum diizeyde diisiiriildiigi
zeytin karasuyu (%20) ve artik kizartma yag1 (%10) bazli besiyeri kullanilmistir
(bkz. Bolim 4.4.3). Fermentor kosullarinda gerceklestirilen liretimde 6.262 g
ekstrakt ve ekstraktin liyofilizasyonu sonucu 1.2395 g son iiriin elde edilmistir. Bu
kosullarda artik bazli (zeytin karasuyu ve artik kizartma yagi) besiyerinde iiretilen
biyosiirfektan veriminin daha diisiik oldugu aciga ¢ikmistir.

Tim bu veriler degerlendirildiginde, biyosiirfektan iiretimi amaciyla
kullanilan artik yaglarda bulunan bazi maddelerin inhibisyon etkisinden dolay1
rafine yag kullanimi ile daha fazla biyosiirfektan tiretimi olabilecegi sonucuna
vartlmistir. Ayrica, tanimli besiyerinin glukoz ve aygicek yagindan olusmasina
ragmen diger besiyerinde artik kizartma yagmin yaninda sadece seker icerigi
oldukca diistik olan zeytin karasuyunun bulunmasimin da, yaklasik 6.5 kat daha
diisiik miktarda biyosiirfektan iiretimine yol agan bir diger faktér oldugu

diistiniilmektedir.
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4.6.1 Tammh ve Gida Artigi Bazhh Besiyerleri Kullamlarak
Uretilen Biyosiirfektan Miktarlarinin Genel
Degerlendirilmesi

Literatiirde bakteri kaynakli biyosiirfektanlarin tanimli fermantasyon
ortamlarinda en yiiksek 6.90 g/L (83), biyosiirfektan iiretimi amaciyla gida artigi
bazli ortamlarin kullanildig1 calismalarda ise 274-862 mg/L (71,82,95) ve 1.60-
531 g/ (69,73,93,98) araliginda degisim gosteren miktarlarda iretildigi
calismalar rapor edilmistir. Biyosiirfektanlarin iiretimi i¢in mayalardan
yararlanilan calismalarda ise tanimli ortamlarin kullanilmasiyla erlende 1360
mg/L (60), 4.23 g/L (9), 19 g/L (119), 24.10 g/L (6), 45.70 g/L (131), 67.60 g/L
(66) ve 78.80 g/L (8); fermentor kosullarinda ise 28.60-53.20 g/L (6), 69.83 g/L
(37), 88.20-131.20 g/L. (8), 118 g/L (66) ve 365.80 g/L (72) diizeyinde iiretimin
gerceklestirildigi calismalar bulunmaktadir. Maya kaynakli biyosiirfektanlarin
iiretimi amaciyla artitk bazli besiyerlerinin degerlendirildigi calismalarda ise
erlende 4.40 g/L (84), 17.81-19.27 g/L (38), 41.60 g/L (136), 84.80 g/L (72);
fermentor diizeyinde 10.08 g/L (13), 27.86 g/L (74), 51.50 g/L (136), 96.40 g/L
(7), 142.80 g/L. (66) ve 315.60 g/L. (72) biyosiirfektan iiretildigi bildirilmistir.
Tiim bu caligmalarda Sen ve ark. (38) tarafindan da aktarildigi gibi, maya
kaynakli biyosiirfektanlarin {iretim miktarlarinin bakteriyel siirfektanlara gore
genel olarak ¢ok daha yiiksek olmasi s6z konusudur.

Tez ¢alismasinda optimum tanimhi fermantasyon ortami kullanilarak,
Alfian ve ark. (131) tarafindan yapilan ¢aligmaya oldukca yakin sekilde yaklagik
40 g/L biyosiirfektan iiretilmistir. Literatiirde fermentérde ve tanimli ortamlarda
iretilen maya kaynakli biyosiirfektan miktarlarinin oldukg¢a genis bir aralikta
(28.60 g/L.-365.80 g/L) degisim gostermesi dolayisiyla, tezde genel olarak
literatiirii destekleyen diizeyde biyosiirfektan {iretiminin saglandigr bulunmustur.
Tez kapsaminda artik bazli ortamda calisildiginda iiretilen biyosiirfektanin miktar
ise 6.262 g olarak belirlendiginden, bu miktarin literatiirde maya kaynakli
fermentdr diizeyinde biyosiirfektan iiretimi amaciyla artik bazli besiyerlerinin
kullanildig1 kosullarda 10.08-315.60 g/L araliginda oldukca farkli diizeylerde
biyosiirfektan iiretildigini raporlayan caligmalara gore diisiik kaldigi ortaya
cikmigtir. Ayrica tezde tanimhi ve artik bazli fermantasyon ortamlarindan
ekstrakte edilen biyosiirfektanlara uygulanan liyofilizasyon iglemi sonucunda ise

sirastyla 4.211 ve 1.2395 g/L biyosiirfektan elde edilmis oldugundan tanimh
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ortamda {retilen biyosiirfektan miktarinin literatiirde ekstraksiyonun ardindan
kurutma iglemi uygulanan biyosiirfektanlar icin verilen 4.22-6.20 g/L. (56,58)
diizeyindeki sonuglara yakin oldugu ancak artik bazli ortam i¢in 1.2395 g/L olarak
iiretilen miktarin literatiire gore daha diisiik kaldig1 belirlenmistir.

Literatiirde ayrica tez ¢caligmasina benzer sekilde biyosiirfektan iiretiminin
hem erlen hem fermentor kosullarinda yiiriitiildiigli calismalar yer almaktadir. C.
bombicola araciligiyla biyosiirfektanin iiretimi i¢in substrat olarak glukoz ve
kolza yaginin bir arada kullanildigi1 ¢alisma kapsaminda erlen kosullarinda 192
saat boyunca ylriitiilen deneyde en yliksek 78.80 g/L, fermentérde 156 saat
sonunda 88.20 g/L. ve kesikli beslemeli fermentasyonda ise 192 saat sonunda
131.20 g/L biyosiirfektanin iiretildigi rapor edilmistir (8). Bu ¢alismada teze yakin
olarak, fermentdriin kullanimiyla erlen deneyine gore daha yiiksek miktarda
biyosiirfektan daha kisa siirede iiretilmistir. Ancak bu calismadan farkli olarak,
tezde erlen ve fermentdrde {iretilen biyosiirfektanlarin miktarmin (sirasiyla
37.3235 g/L, 72 sa; 39.850 g/L, 48 sa) birbirlerine oldukca yakin olmas1 nedeniyle
iiretim miktar1 agisindan belirgin bir fark olusmamis ve ayrica genel olarak tezde
kesikli beslemeli fermentasyon uygulanmamistir. Maya kaynakli bir biyosiirfektan
tiretimi amaciyla glukoz ve kolza yagmin kullanildig1 bagka bir ¢aligmada ise,
erlende 24.10 g/L, kesikli beslemeli sistemde calisilan 5 ve 50 litre hacme sahip
fermentorlerde swrasiyla 28.60 ve 53.20 g/ biyosiirfektanin iiretildigi
raporlanmistir (6).

Biyosiirfektan iiretimi amaciyla artik kizartma yagindan yararlanildiginda
erlen olgeginde 84.80 g/L, kesikli beslemeli fermentasyonda ise 315.60 g/L
tiretimin saglandig1 bagka bir ¢alisma kapsaminda ayrica, artik yag yerine kolza
yaginin kullanildig1 kosullarda ve kesikli beslemeli sistemde 365.80 g/L olarak
daha yiiksek diizeyde biyosiirfektanin iiretildigi rapor edilmistir (72). Bu ¢alisma
hem erlende, hem tezden farkli olarak kesikli beslemeli sistemin uygulandig:
fermentorde tezden cok daha yiiksek miktarlarda biyostirfektanin {iretilmesi
acisindan tez ¢aligmasindan farkli, ancak tanimli ortamda {iretilen biyosiirfektan
miktarinin artik bazli ortama gore daha yiiksek bulunmasi nedeniyle ise tezi
destekleyen niteliktedir. Bu calismada genel olarak artik yaglarin bilesiminde
mikroorganizmalarin gelisimi ve metabolizmalarini inhibe ederek bu yaglarda
daha diisik miktarda biyosiirfektanin iiretilmesine yol agan peroksitler,

hidroperoksitler, diisiik molekiil agirlikli alkan, keton, aldehit ve asitlerin
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bulunmasi dolayisiyla, rafine yaglarin kullanildig1 deneylerde yiiksek diizeylerde
tiretimin gergeklestigi rapor edilmistir (72). Hirata ve ark. (66) tarafindan
yiriitilen bir c¢alismada palm olein ve oleik asit bilesenlerinin bir arada
kullanilmast durumunda erlende 67.60 g/ ve fermentdrde 118 g/L, palm olein
yerine arttk kizartma yaginin kullanildigt kosullarda ise 142.80 g/L
biyosiirfektanin tiretildigi bildirilmistir. Bir énceki ¢alismadan (72) farkli olarak
artik yagm asitliginin yliksek olmasinin biyosiirfektan iiretimini olumlu
etkiledigini ifade eden bu caligma, hem iiretim miktarinin fazla olmasi hem artik
yag iceren ortamda daha yiiksek sonuglarin alinmasi agisindan tezden farkli

niteliktedir.

47 Tammh ve Gida Artigi Iceren Besiyerlerinde Uretilen
Biyosiirfektanlarin Karakterizasyonu

4.7.1 Biyosiirfektanlarin FT-IR ile Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda optimum tanimli ve gida artig1 bazli fermantasyon
ortamlarinda tiretilen ham ve saf biyosiirfektanlarin FT-IR spektrumlar1 sirasiyla
Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.’de verilmistir.

FT-IR spektrumunda ham ve saf biyosiirfektan i¢in sirasiyla 3283 ve 3292
cm’' dalga sayisindaki genis pikler, biyosiirfektanlarin glukoz disakkaritlerinden
olusan kismindaki hidroksil ~gruplarinin  (R—-OH) gerilim titresimini
gostermektedir (10,64). Yalnizca ham biyosiirfektanda 3009 cm™ dalga sayisinda
olusan pik karbon atomlar1 arasindaki doymamisligi (H-C=C), diger bir ifade ile
biyosiirfektandaki doymamais yag asitlerini ifade etmektedir (10,154).

Bu spektrumda ham biyosiirfektan igin 2923 ve 2853 cm’'; saf
biyosiirfektan igin ise 2923 ve 2854 cm™ dalga boylarindaki pikler ise sirasiyla
metilen (CH,—CH;) grubundaki C-H baglarmin asimetrik ve simetrik
titresimlerini ifade ettiginden biyosiirfektanin hidrokarbon zinciri tasidigi
anlagilmaktadir (64,149). Yalnizca, ham biyosiirfektan icin 1744 cm’! dalga
sayisinda karbonil (R—-C=0) grubunun gerilimini ifade eden pik biyosiirfektanin
glikozidik ve lipit kisimlarindaki esterleri (R—O-C(=0O)-R), laktonlar1 (siklik
esterleri) ve karboksilik asitleri (R—C(=0)-OH); 1709 cm™ dalga sayisindaki pik
ise konjuge aldehit, karboksilik asit veya alifatik keton grubunun C=0O gerilimini

gostermektedir (10,64). Ayrica 1457 cm™ dalga sayisinda yer alan pik ise, ham
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biyosiirfektandaki alifatik uzun yag asidi zincirinin deformasyonu sonucu
olusmustur (4).

Biyosiirfektanin ham ve saf formlar icin, spektrumda 1651.5 cm’™ dalga
sayisinda olusan pik konjuge olmayan olefinleri (C=C), 1533.5 cm ' dalga
sayisindaki pik ise, C=0 gerilim titregimini igaret etmektedir (64,67). Spektrumda
ham ve saf biyosiirfektan icin sirasiyla 1242 ve 1240 cm™ dalga sayisindaki
pikler, C (=0)-O—C ester gerilimini gostermektedir. Spektrumun 1043 ve 1044
cm™ dalga sayisindaki pikleri ise biyosiirfektanin glikozidik bagindaki eter (C—O—
C) grubunun gerilim titresiminden kaynaklanmaktadir (10,38,132).
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Sekil 4.17. Tanimli optimum bilesimdeki besiyerinde Cyb. fabianii MIAU-1 susu
ile iiretilen ham ve saflastirilan biyosiirfektanlarin FT-IR spektrumlari (HBS: Ham
biyosiirfektan; SBS: Saf biyosiirfektan)
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Tez calismasinda elde edilen FT-IR spektrumlari literatiirde yer alan
spektrumlar ile karsilagtirildiginda, biyosiirfektan iiretimi amaciyla mayalardan
yararlanilan calismalara benzer sekilde, Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile tanimh
fermantasyon ortaminda iiretilen ham ve saf biyosiirfektanin soforolipit yapisi
tagidig1 ortaya konmustur (10,38,132). Uygulanan saflastirma islemi ile beraber
ham biyosiirfektanin yapisindaki 6zellikle besiyeri kaynakli kalinti yagin
uzaklastirilmis olmasina bagli olarak, yag ile ilgili baz1 piklerin (3009, 1744, 1709
ve 1457 cm™) saf biyosiirfektanin spektrumunda yer almadigi bulunmustur.
Ayrica biyosiirfektan 6rneginin her iki formu igin 2923 cm™ dalga sayisinda ¢ikan
pikler incelendiginde, saflagtirma isleminin yagin uzaklagtirillmas: etkisi
dolayisiyla, saf biyosiirfektana ait pik yiiksekliginin daha az oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.16.).
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Sekil 4.18. Gida artig1 iceren (zeytin karasuyu, %20; artik yag, %10) besiyerinde
Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile iiretilen ham ve saflastirilan biyosiirfektanlarn FT-
IR spektrumlar1 (ZHBS: Zeytin karasuyu i¢eren ortamda {iiretilen ham
biyosiirfektan; ZSBS: Zeytin karasuyu iceren ortamda iiretilen saf biyosiirfektan)
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Tez ¢aligmasinda zeytin karasuyu ve artik yag igeren besiyeri kullanilarak
iretilen ham ve saf formdaki biyosiirfektanlarin Sekil 4.17.’de verilen FT-IR
spektrumu, tanimli besiyerinde {iretilen soforolipit yapisindaki ham ve
saflagtirilmis  biyosiirfektanlarin spektrumu ile ¢ok biiyiikk o6lgiide benzerlik
tagimaktadir (Sekil 4.16.). Artik bazli ortamda ftiretilen biyosiirfektana uygulanan
saflastirma islemi sonucunda da, yag ile ilgili bilesenlerin saf biyosiirfektanin
spektrumunda yer almadig1 goriilmiistiir.

Tanimlhi ve gida artig1 bazli besiyerinde iiretilen ham biyosiirfektanlarin
spektrumu Sekil 4.19., saf biyosiirfektanlarin ise Sekil 4.20.’de verilmistir. Bu
spektrumlar incelendiginde besiyeri bilesimlerinin etkisinden bagimsiz olarak,
biyosiirfektanlarin biyokimyasal yapilarinin birbirlerine ¢ok benzer profil

olusturdugu belirlenmistir.
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Sekil 4.19. Tanimli ve gida artig1 bazli (zeytin karasuyu, %20; artik yag, %10)
besiyerinde iiretilen ham biyosiirfektanlarin FT-IR spektrumlar1 (HBS: Ham
biyosiirfektan; ZHBS: Zeytin karasuyu igeren ortamda {iiretilen ham
biyosiirfektan)
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Sekil 4.20. Taniml1 ve gida artig1 bazl (zeytin karasuyu, %20; artik yag, %10)
besiyerinde liretilen saf biyosiirfektanlarin FT-IR spektrumlar1 (SBS: Saf
biyosiirfektan; ZSBS: Zeytin karasuyu igeren ortamda iiretilen saf biyosiirfektan)

4.7.2 Biyosiirfektanlarin NMR ile Karakterizasyonu

Optimum tanimli besiyerinde iiretilen ham ve saf biyosiirfektanin karbon
NMR spektrumlart sirastyla Sekil 4.21. ve Sekil 4.22.°de sunulmustur.
Spektrumun genel olarak 17.5-37 ppm araligi, her iki biyosiirfektanin lipit
kisimlarindaki alifatik karbonlarin varligina isaret etmektedir (84). Ham ve saf
biyosiirfektanlarin spektrumlar1 ayri1 ayr1 incelendiginde, saf biyosiirfektanda
yaklasik 17-36 ppm aralifinda olusan piklerin ham biyosiirfektana gore daha zayif
oldugu anlasilmaktadir. Spektrumun bu kismindan, uygulanan saflagtirma
isleminin ham biyosiirfektan yapisindaki lipidin bir kisminin uzaklastirilmasinda
etkin oldugu goriilmektedir.

Her iki formdaki biyosiirfektan i¢in, ester baglarindaki karbonlardan gelen
ve glukoz molekiillerinin C6 ve C6’ pozisyonlarinda yer alan karakteristik pik

(yaklasik 65 ppm) gozlemlenmistir. Benzer sekilde her iki biyosiirfektan igin
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yaklasik 73-77 ppm araligi ve 105 ppm’deki pikler disakkarit B-D-glikopiranozil-
(1,2)-D-glikopiranoz-soforozu olusturan B-konformasyonuna ek olarak glukoz
birimlerinin glikozidik baglarinda yer alan karbon varligin1 gosterir. Ayrica her iki
biyosiirfektan i¢in yaklasik 175 ppm’de olusan pik biyosiirfektan yapisinda
bulunan karbonil ester, lakton ve karboksilik asitlerden kaynaklanmistir (10).
Tanimli besiyerinde iiretilen ham formdaki biyosiirfektanin spektrumunda
106 ppm’de yer alan ve biyosiirfektanin lipit kismindan gelen pikler karbon
atomlar1 arasindaki doymamishg ifade etmektedir (10). Saf biyosiirfektanin
spektrumunda ise bu iki pikin saflastirmanin etkisi ile lipidin bir kisminin
uzaklagtirllmig olmasina bagh olarak goriilmedigi diisiiniilmistiir. Benzer olarak,

1

FT-IR spektrumunda doymamis yag asitlerini ifade eden 3009 cm™ dalga

sayisindaki pik sadece ham biyosiirfektanda goriilmiistiir (bkz. Sekil 4.16.).

HBS

r0.0008

—76.578

~0.0007

r0.0006

r0.0005

n
a
o 0.0004
o v Fo.
n bl et
= QA NS
o N ‘N
S w |
= N 0.0003
<+ | —
® |
< ~ =
= < &
S .
[o\] w [
= =~ Y 0.0002
QW |
\ o S
) n o
"'\ fact 0.0001
e
|

~ 22.949
18.874
17.449

r0.0000

"

-0.0001

= ; = ; = ; = ; = ; = = =
180 160 140 120 100 80 60 40 20
f1 (ppm)

Sekil 4.21. Tanimli besiyerinde iiretilen ham biyosiirfektanin NMR spektrumu
(HBS: Ham biyosiirfektan)
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Sekil 4.22. Taniml1 besiyerinde iiretilen saf biyosiirfektanin NMR spektrumu
(SBS: Saf biyosiirfektan)

Gida artig1 bazli (zeytin karasuyu ve artik kizartma yagi) besiyerinde
uretilen ham ve saf biyosiirfektanlarin karbon NMR spektrumlari sirasiyla Sekil
4.23. ve Sekil 4.24.’te verilmistir. Bu biyosiirfektanlar i¢in sirasiyla yaklagik 17-
37 ppm ve 28-36 ppm araligindaki pikler biyosiirfektanin lipit kismi ile ilgilidir.
Spektrumlar incelendiginde, belirtilen aralik i¢in saflagtirilma islemine tabi
tutulan biyosiirfektana ait piklerin ¢ok daha zayif oldugu goriilmektedir. Tanimh
besiyeri kullanilarak {iretilen biyostirfektanlara benzer sekilde, artik bazli ortamda
tiretilen biyosiirfektanin ham ve saf formlarinda genel olarak seker iinitelerinden
gelen karbon piklerinin yaklasik 65-80 ppm araliginda ve 106 ppm’de bulundugu
belirlenmistir. Ayrica yine benzer olarak bu besiyerinde {iretilen ham
biyosiirfektan i¢in doymamis yag asitlerini gosteren yaklasik 130 ppm’de yer alan
iki pikin, saflastirma isleminin etkinligine bagli olarak saf biyosiirfektanda
bulunmadigi belirlenmistir. Bu besiyerinde iiretilen ham ve saf biyosiirfektanlar
i¢in sirasiyla 175 ve 179 ppm’de olusan pikler biyosiirfektan yapisinda bulunan

karbonil ester, lakton ve karboksilik asitleri gostermektedir (10).
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Sekil 4.23. Gida artig1 bazli (zeytin karasuyu, %20; artik yag, %10) besiyerinde
tiretilen ham biyosiirfektanlarin NMR spektrumu (ZHBS: Zeytin karasuyu i¢eren
ortamda tiretilen ham biyosiirfektan)

Literatiirde FT-IR ve/veya NMR yontemlerinden yararlanilarak veya bu
yontemlerden herhangi birinin yani sira diger kromatografik yontemler yoluyla
kullanilarak tanimlandig1 pek ¢ok caligma bulunmaktadir. Bu calismalarda teze
benzer sekilde, Candida sp. (9), C. batistae (6), C. mucoides (10), S. bombicola
(7,37,66,72,136), S. riodocensis (131), R. babjevae (38), D. hansenii (64) ve
Metschnikowia churdharensis (39) mayalar tarafindan iiretilen biyosiirfektanlarin
soforolipit yapisinda olduklar1 bildirilmistir. Bununla beraber Rhodotorula sp.
(60) ve R. mucilaginosa (64) mayalar kullanilarak iiretilen biyosiirfektanlarin ise
ramnolipit yapisinm tasidiklar1 aktarilmistir. Genel olarak hem soforolipit ve hem
ramnolipit yapilarinin glukolipit yapisinin birer alt tiirli olmasi dolayisiyla tiim bu
caligmalarda iiretilen biyosiirfektanlarin glukolipit yap1 tasidiklar1 belirlenmistir.
Balan ve ark. (11) tarafindan ise Cyb. saturnus maya susu kullanilarak tretilen
yeni bir glukolipit biyosiirfektan yapisinin trigalaktomargarat olarak ilk kez

karakterize edildigi rapor edilmistir.
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Sekil 4.24. Gida artig1 bazli (zeytin karasuyu, %20; artik yag, %10) besiyerinde
iretilen saf biyosiirfektanlarin NMR spektrumu (ZSBS: Zeytin karasuyu iceren
ortamda tiretilen saf biyosiirfektan)

Tez calismasinda Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile hem tanimli hem gida
artigi bazli besiyerinde iretilmis olan biyosiirfektanlarin FT-IR ve NMR
spektrumlari bir arada degerlendirildiginde bu iki spektrum sonuglarinin birbirleri
ile uyum igerisinde oldugu ve bu biyosiirfektanlarin soforolipit yapiya sahip
oldugu ortaya konmustur. Ham biyosiirfektanlara uygulanan saflastirma isleminin
biyosiirfektanlarin biyokimyasal yapisini degistirmedigi, ancak her iki besiyerinde
uiretilen biyosiirfektanlarin yapisindaki lipitlerin bir kisminin uzaklastirilmasinda
etkili oldugu anlagilmigtir. Literatiir taramasinda ham ve saf biyosiirfektanlarin
yapisal tanimlamalarimin bir arada yapildigi herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Ancak bazi ¢calismalarda dogrudan, ham (7,9,37) ve saflagtirilmis
(10,11,38,39,136) biyosiirfektanlarin  yapilarmin ¢esitli spektroskopik veya

kromatografik yontemlerden yararlanilarak tanimlandig bildirilmistir.
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4.8 Biyosiirfektanlarin Kritik Misel Derisimleri ve
Siirfektanlarin Kritik Misel Derisimleri ile Karsilastirilmasi

4.8.1 Biyosiirfektanlarin Kritik Misel Derisimleri

Tez galismasinda optimum tanimh ve gida artig1 bazli (zeytin karasuyu ve
artik kizartma yag1) besiyerlerinde Cyb. fabianii MIAU-1 susu iiretilen ham ve
saflastirilan formdaki biyosiirfektanlarin misel olusumlarinin baslangici olarak
bilinen kritik misel derisimlerini gosteren grafikler Sekil 4.25.-4.28.’de
sunulmustur.

Tanimli besiyerinde {iiretilen ham ve saf biyosiirfektanlarin kritik misel
derisimleri sirastyla 42.68 ve 1290.27 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.25. ve
4.26.). Bu derisimlerde, ham biyosiirfektan ile suyun yiizey gerilimi yaklasik 40
mN/m, saf biyosiirfektan ile ise, yaklasitk 49.50 mN/m’ye diisliriilmiistiir.
Biyosiirfektan iiretimi ¢aligmalarinin ekstraksiyonu asamasinda ortamda kalinti
olarak bulunan yagin bir miktarinin biyosiirfektan ekstraktindan ayristirilamamast
sonucu ham biyosiirfektanin yapisinda bulunan yag bazli bilesenlerin de yiizey
gerilimini diisiirmesi nedeniyle, ham biyosiirfektanin yiizey gerilimini diisiirme
kapasitesinin daha yliksek bulunmasi s6z konusudur. Ham biyosiirfektan
ekstraktinda bulunan kalint1 yagin uzaklastirilmasi amaciyla ekstraktin etil asetat
karistmimin  uygun bir kartustan gegcirilerek apolar maddelerin tutulmasini
saglayan saflagtirma isleminin etkisiyle ham biyosiirfektanin yapisindaki yagin
uzaklagsmis olmasina bagli olarak biyosiirfektanin suda daha fazla ¢éziinmesiyle
kritik misel derisimi de artmustir.

Gida artig1 bazli besiyerinde iiretilen ham ve saf biyosiirfektanin kritik
misel derigimleri ise sirastyla 423.99 ve 1813.80 mg/L olarak bulunmus ve bu
biyosiirfektanlar suyun yiizey gerilimini sirasiyla yaklasik 41 ve 52.50 mN/m’ye
distirmiustiir (Sekil 4.27. ve 4.28.). Benzer nedenlerden dolayi, saflagtirma islemi
biyosiirfektanin suda ¢Oziiniirliiglini  arttirmis ancak artik bazli ham

biyosiirfektanin yiizey gerilimini diisiirme kapasitesi daha yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.25. Tanimli besiyerinde Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile iiretilen ham
biyosiirfektanin kritik misel derisiminin (mg/L) belirlenmesi i¢in olusturulan

grafik
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Sekil 4.26. Tanimli besiyerinde Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile iiretilen saf

biyosiirfektanin kritik misel derisiminin (mg/L) belirlenmesi i¢in olusturulan
grafik
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Sekil 4.27. Gida art1ig1 bazli besiyerinde Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile iiretilen
ham biyosiirfektanin kritik misel derisiminin (mg/L) belirlenmesi i¢in olusturulan
grafik
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Sekil 4.28. Gida artig1 bazli besiyerinde Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile iiretilen
saf biyosiirfektanin kritik misel derisiminin (mg/L) belirlenmesi i¢in olusturulan
grafik
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Tezde tanimli ve gida artifi bazli ortamlarda {retilen ham
biyosiirfektanlarin kritik misel derigimleri sirasiyla 42.68 ve 423.99 mg/L;
saflagtirilmis biyosiirfektanlarin kritik misel derisimleri ise 1290.27 ve 1813.80
mg/L olarak bulunmustur. Artik bazli besiyerinde liretilen ham biyosiirfektanin
kritik misel derisimi, tanimli ortamda iiretilen biyosiirfektana gore daha yiiksek
olmasima ragmen, bu iki biyosiirfektanin suyun yiizey gerilimini birbirine yakin
diizeylerde (yaklasik 40 mN/m) diislirdigii bulunmustur. Benzer sekilde, her iki
ortamda {iretilen saf biyosiirfektanlar, suyun yiizey gerilimini 49.50 ve 52.50
mN/m olarak kismen yakin diizeylerde diiglirmiistiir. Genel olarak ham
biyosiirfektan ekstraktlarinin yapisinda bulunan yagin suyun yiizey gerilimini
diisiirme etkisi faktorii de ortadan kalktiginda, saf biyosiirfektanlarin suyun yiizey
gerilimini diisiirme kapasitesinin ham biyosiirfektanlara gore daha diisiik
bulunmasi s6z konusudur.

Literatiir taramasinda Hentati ve ark. (5) tarafindan yiiriitilen ¢alisma
haricinde ham ve saf biyosiirfektanlarin kritik misel derisimlerinin karsilastirmali
olarak verildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu dogrultuda tez caligmasinda
ham veya saf biyosiirfektanlarin kritik misel derisimlerinin verildigi tim bu
calismalardan farkli olarak, ham ve saf biyosiirfektanlarin kritik misel derigimleri
ayrt ayri1 belirlenerek birbirleriyle karsilastirilmistir. Tez calismasinda ham
formdaki biyosiirfektanlara uygulanan saflastirma islemi sonucunda ham
biyosiirfektanlarin suda ¢oziliniirliigli arttirilmis ve daha yliksek kritik misel
derisimi degerlerine ulasilmis olmasina ragmen tezde elde edilen bu sonug,
bakteriyel bir biyosiirfektanin saflig1 arttik¢a kritik misel derisiminin diistigiini
ifade eden ¢alismadan farklilik gostermektedir (5). Bu farkliligin tezde iiretilen
biyosiirfektana  uygulanan saflagtirma  isleminin  biyosiirfektanin  suda
¢Oziintirliiglinii  arttirmis  olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ayni
calismada ham biyosiirfektanin suyun yiizey gerilimini diisiirme kapasitesinin
saflagtirilan biyosiirfektana gore daha diisiik oldugu belirlenmis olmasina ragmen
(5), tezde uygulanan saflagtirma basamaginda ham formdaki biyosiirfektanlarin
ekstraktinda kalint1 olarak bulunan yagin suyun yiizey gerilimini diisiirme etkisi
ortadan kalktigindan, saf biyosiirfektanlarin suyun ylizey gerilimini diigiirme
kapasitesi ham biyostirfektanlara gore daha diisiik bulunmustur.

Literatiirde biyosiirfektan {iretimi amaciyla bakterilerin kullanildig1

caligmalarda ham biyosiirfektanlarin kritik misel derisimleri ve bu derisimlerinde

130



Olciilen yiizey gerilimleri sirastyla 10 mg/L, 25.50 mN/m (98); 28 mg/L, 27.70
mN/m (73); 125 mg/L, 32.70 mN/m (67); 156 mg/L, 32.40 mN/m (71); 0.25
mg/mL, 28.00 mN/m (34); 250 mg/L, 34 mN/m (5); 350 mg/L, 32 mN/m (155);
500 mg/L, 30.50 mN/m (76); 2.25 mg/mL, 40.20 mN/m (61); 2.70 mg/mL, 39.01
mN/m (78) ve saflastirilan biyosiirfektanlarin ise 20 mg/L, 48 mN/m (100); 50
mg/L, 28 mN/m (5) ve 400 mg/L, 30 mN/m (96) olarak rapor edilmistir. Ayrica
mayalar araciligiyla liretilen ham biyosiirfektanlarin kritik misel derigimleri ve bu
derisimlerde suyun ylizey gerilimleri sirasiyla 7 mg/L, 34 mN/m (8), 65 mg/L, 34
mN/m (37), 70 mg/L, 33.39 mN/m (60), 80.10-90.60 mg/L, 34.40-38.10 mN/m
(136), 180 mg/L, 30.16 mN/m (13); saf biyosiirfektanlarin ise 110-120 mg/L, 34-
37 mN/m (38), 130 mg/L, 35 mN/m (119) ve 5 mg/mL, 35 mN/m (39) olarak
bildirilmistir. Tezde tanimli ve artik bazli ortamlarda iiretilen ham ve saf
formlarda biyosiirfektanlarin kritik misel derisimleri 42.68-1813.80 mg/L olarak
genis bir aralikta degisim gostermis olup tiim bu derigimler literatiirde 7 mg/L-
5000 mg/L (8,39) seklinde belirlenen kritik misel derisimleri araligin
kapsamaktadir. Ayrica tezde ham ve saf biyosiirfektanlarin suyun ylizey gerilimini
sirastyla yaklasitk 40 mN/m ve 49.50-52.50 mN/m diizeylerine diigtirmeleri
acisindan bu biyosiirfektanlarin yiizey gerilimleri Sharma ve ark. (61) ve Zampolli
ve ark. (100) tarafindan 40.20-48 mN/m olarak bildirilen sonuglara yakinlik
gostermektedir.

Literatiirde biyosiirfektanlarin yiizey aktif fonksiyonunun molekiiliin zincir
uzunlugu, dallanmasi, doymamislhik derecesi ve yiikii gibi faktorlere bagli olarak
degisebildigi bilinmektedir. Soforolipit yapidaki biyosiirfektanlarin  misel
olusturdugu kritik derigimlerinin ise ayrica asidik ve laktonik soforolipit
oranindan ve ayrica siirfektanin hidrofobik kismimin bilesiminden etkilendigi
belirtilmistir. Temel olarak laktonik soforolipit miktarinin daha yiiksek oldugu
kosullarda  diisiik  krittk misel derisimlerinin  bulundugu ve ayrica
biyosiirfektandaki hidrofobik zincirin uzunlugu arttikca bu biyosiirfektanlarin
misel olusturmasi icin daha uzun siire gerektiginden kisa yag asidi zincirli
biyosiirfektanlarin daha diisiik derisimlerde misel olusturdugu aktarilmaktadir
(8,65). Tiim bu literatiir bilgileri dogrultusunda, tezde tanimhi (glukoz ve aycigek
yag1) ve gida artig1 bazli (zeytin kizartma yag1 ve artik kizartma yagi) ortamlar
kullanilarak asidik ve laktonik oranlar1 farkli biyosiirfektanlarin iretilmesi

thtimali ve ayrica bu iki yagin yag asidi bilesimlerinin muhtemel farklilig1 sz
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konusu oldugundan, tezde bu ortamlarda ham ve saf formlarda biyosiirfektanlarin
kritik misel derisimlerinin ayr1 ayr1 birbirlerinden farkli oldugu ¢ikarimi

yapilmustir.

4.8.2 Siirfektanlarin Kritik Misel Derisimleri ve Biyosiirfektanlar
ile Karsilastirilmasi

Tez calismasinda iiretilen biyosiirfektanlarin kritik misel derisimleri ile
yiizey gerilimi diistirme fonksiyonel 6zelligi, bazi1 siirfektanlarin kritik misel
derigimi ile karsilastirilmistir. Bu kapsamda tween 80, triton x-100 ve sodyum
lauril stilfat siirfektanlar1 kullanilmis ve her bir siirfektanin kritik misel derisimleri
belirlenerek Sekil 4.29.-4.31.’de verilmistir.

Tween 80, triton x-100 ve sodyum lauril siilfat i¢in kritik misel derigsimleri
sirastyla 16.35, 133.74 ve 1955.89 mg/L olarak bulunmustur. Bu siirfektanlar
sirastyla suyun yiizey gerilimini yaklagik olarak 49, 32 ve 31.50 mN/m
diizeylerine diisiirmiistiir. Literatiirde bu siirfektanlar i¢in verilen kritik misel
derigimleri genel olarak tezde belirlenen degerleri destekleyen niteliktedir
(8,155,156). Calismada, hem tanimli hem gida artigi bazli besiyerinde Cyb.
fabianii susu ile iiretilen ve sirastyla 42.68 ve 423.99 mg/L kritik misel derisimine
sahip olan ham formdaki biyosiirfektanlar ile suyun yiizey gerilimi yaklagik 40
mN/m’ye diisliriilmiistiir. Her iki ortamda {iretilen biyosiirfektanlarin saflastirilan
formlarinin kritik misel derisimleri ise sirasiyla 1290.27 ve 1813.80 mg/L olarak
belirlenmis olup bu biyosiirfektanlar ise suyun yiizey gerilimini yaklasik 50
mN/m’ye diistirmiislerdir.

Tiim sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, saf biyosiirfektanlarin
kritik misel derisimi degerleri sodyum lauril siilfata, ham biyosiirfektanlarin kritik
misel derigimleri ise tween 80 ve triton x-100’e¢ kismen daha yakin
bulunmuslardir. Tezde iiretilen saf biyosiirfektanlar ve tween 80 kullanildiginda
ise suyun ylizey gerilimi yaklasik 50 mN/m diizeyine dusiiriilmiistiir. Ham
biyosiirfektanlar ile ise yiizey gerilimi 40 mN/m diizeylerine diisiiriildiigiinden
genel olarak bu fonksiyonel 6zelliklerinin triton x-100 (32 mN/m) ve sodyum
lauril stilfata (31.50 mN/m) gore daha zay1f kaldig1 belirlenmistir.

Tezden farkli olarak biyosiirfektanin kritik misel derisiminin 350 mg/L,
yiizey geriliminin ise 32 mN/m olarak belirlendigi calismada, bu biyosiirfektanin

triton x-100 (200 mg/L, 32 mN/m) siirfektanin etkinligine benzer oldugu
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bildirilmistir (155). Baska bir ¢calismada ise biyosiirfektanin 7 mg/L kritik misel
derigiminin sodyum lauril siilfatin 2100 mg/L olarak belirtilen misel derisiminden
oldukca diisiik olmasi nedeniyle biyosiirfektanin yiizey gerilimi diisiirme

fonksiyonunun daha iistiin oldugu aktarilmistir (8).

Yizey gerilimi (mN/m)
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Sekil 4.29. Tween 80 siirfektaninin kritik misel derisiminin (mg/L) belirlenmesi
icin olusturulan grafik
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Sekil 4.30. Triton x-100 stirfektaninin kritik misel derisiminin (mg/L)
belirlenmesi i¢in olusturulan grafik
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Sekil 4.31. Sodyum lauril stilfat stirfektaninin kritik misel derisiminin (mg/L)
belirlenmesi i¢in olusturulan grafik

4.9 Biyosiirfektanin Cesitli Fonksiyonel Ozelliklerinin
Arastirilmasi

4.9.1 Farkhh Ortam Kosullar1 Altinda Biyosiirfektanin Yiizey
Gerilimini Diisiirme Stabilitesinin Degerlendirilmesi

Tanimli optimum besiyerinde liretilen ham biyosiirfektanin farkli pH (a),
tuz derisimleri (b) ve sicaklik (¢) ve 121°C’de siire (d) kosullar1 altinda suyun
yiizey gerilimini diisliirme stabilitelerini gdsteren grafikler Sekil 4.32. (a-d)’da
sunulmustur.

Calismada biyosiirfektan normal ortam kosullar1 altinda suyun ylizey
gerilimini 39.83 mN/m diizeyine diislirmiistiir. Biyosiirfektan ¢ozeltisi pH’1nin 2-6
ve 10 olarak kullamildig1 kosullarda genel olarak biyosiirfektanin ylizey gerilimi
stabilitesini 1yi diizeyde korudugu belirlenmistir. Biyosiirfektanin yiizey gerilimini
diisiirme aktivitesi ortam pH’inin 8 ve 12 seklinde degistirildigi kosullarda ise
suyun yiizey gerilimleri sirastyla en diisiik 34.82 mN/m ve en yiiksek 48.66 mN/m
olarak bulunmustur (Sekil 4.32.a). Yiritilen bu deneyler kapsaminda dikkat

cekici bir veri olarak, biyostirfektana %2-12 arasinda uygulanan tuz derisimlerinin

134



suyun ylizey geriliminin disiiriilmesini olumlu etkiledigi ve tuz icermeyen
ortamda yaklasik 40 mN/m olarak belirlenen ylizey geriliminin 36.31-36.95
mN/m diizeyine diisiiriildiigii bulunmustur (Sekil 4.32.b). Sekil 4.32.c’den ise,
biyosiirfektanin 4, 25 ve 45°C’de 18 sa ve 100°C’de 1 sa siire ile bekletilmesi
sonucu genel olarak suyun ylizey geriliminin 39.45-40.60 mN arasinda degistigi
ve biyosiirfektanin yiizey gerilimi diislirme stabilitesinin korundugu belirlenmistir.
Ayni grafik iizerinden 70°C’de 18 sa siire ile uygulanan islem sonunda ise
biyosiirfektanin suyun ylizey gerilimini 43.76 mN/m’ye kadar diisiirebilmesi
nedeniyle, stabilitesinin belirli bir diizeyde azaldig1 goriilmiistiir. Biyostirfektanin
121°C otoklav igerisinde 10, 20 ve 30 dakika bekletildigi deneylerde ise,
baslangicta 39.83 mN/m olarak oOlciilen ylizey geriliminin bir miktar artis
gosterdigi ve siirenin uzamasina da bagh olarak sirasiyla 42.05, 42.35 ve 42.83
mN/m diizeyinde bulundugu Sekil 4.32.d tizerinden anlagilmaktadir.

Literatiirde bakteri ve maya kaynakli biyosiirfektanlarin ylizey gerilimi
distirme Ozelliklerinin farkli pH, tuz derisimi ve sicaklik kosullarinda
stabilitelerini raporlayan pek c¢ok calisma bulunmaktadir (8,13,38,60,67,98,119).
Lin ve ark. (60) tarafindan biyosiirfektanin pH’1nin 2-12, tuz derigiminin 0-100
g/L araliginda degistirildigi kosullarda yiizey gerilimlerinin baslangi¢ ortam
kosullarina gore daha yiiksek diizeylerde diisiiriildiigii bildirilen c¢alisma, bu tez
calismasina olduk¢a yakin bulunmustur. Ayn1 calismada genel olarak teze benzer
sekilde, sicakligin 20-100°C arasinda tutuldugu ortamlarda genel olarak
biyosiirfektanin stabilitesini korudugu belirtilmistir (60). Baska bir calismada,
biyosiirfektanin ortam pH’mm 8 olarak degistirildigi kosulda suyun ylizey
gerilimini yaklagik 5 mN/m daha yiiksek miktarda diislirmesi ve ayrica 120°C’de
20-120 dakika siiresince 1sil isleme maruz birakilan biyosiirfektanin yiizey
gerilimini diisiirme stabilitesini korumas1 yoniinden, bu ¢alismanin tezde alinan
sonuglart destekledigi bulunmustur (38). Sen ve ark. (119) tarafindan tuz
derisiminin %2-10 ve pH’m 2-10 olarak degistirildigi tiim kosullarda oSlciilen
yiizey gerilimlerinin suyun baglangic ylizey gerilimine gore daha diisiik
oldugunun raporlandigi caligmada teze yakin sonuglara ulasilmistir. Ancak, ayni
calismada 120°C’de 20-120 dakika boyunca uygulanan 1sil islemin etkisiyle
suyun yiizey gerilimlerinin daha yiiksek miktarlarda diistirtildiigii bildirilmistir.

Chooklin ve ark (98) tarafindan vyiiriitilen c¢alisma kapsaminda ise

biyosiirfektana 4-121°C’de uygulanan 1s1l islem sonucunda biyosiirfektanin yiizey
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gerilimini diislirme stabilitesini genel olarak korudugu ancak ortam pH’inin 2 ve
12, tuz derisiminin ise %12 ve ilizerinde olacak sekilde degistirildigi kosullardan
biyosiirfektanin yilizey gerilimini diisiirme kapasitesinin olduk¢a olumsuz
etkilendigi aktarilmistir. Genel olarak ortamin tuz derisimlerinin etkisiyle
biyosiirfektanlarin misel biiylikliigii ve seklinin degismesinin biyosiirfektanlarin
yiizey aktif stabilitelerini de etkilemesi ve ayrica asidik veya alkali pH
kosullarinda biyosiirfektanin presipitasyonuna bagl olarak, tiim bu ¢alismalarda
verilen ortam kosullar1 i¢in yiizey gerilimi sonuclariin degiskenlik gosterebildigi

ifade edilmektedir (67,98).

4.9.2 Biyosiirfektanin Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu calismada tanimli besiyerinde iiretilen ham biyosiirfektanin, S.
Enteritidis NCTC 12694, E. coli O157:H7 ATCC 43888 ve L. monocytogenes
ATCC 13932 tiirlerine karst antibakteriyel aktivitesi arastirllmig ve
biyosiirfektanin  antibakteriyel etkisini gosteren grafikler Sekil 4.33.’te
sunulmustur.

Genel olarak, S. Enteritidis ve E. coli suslarimin biyosiirfektanin
antibakteriyel etkilerine karst daha fazla direng gosterdigi ve bu nedenle bu iki
bakterinin inhibisyon oranlarinin L. monocytogenes susuna gore diisiik kaldig
saptanmistir. Biyosiirfektanin 0.19-50 mg/mL aralifindaki tiim derigimleri L.
monocytogenes ATCC 13932 inhibisyonunda yaklagik %90 (%89.23-92.03)
olarak en yiiksek diizeyde etkili olmustur. Bu derisimlerde biyosiirfektan
kullanimi ile S. Enteritidis ve E. coli O157:H7 suslar i¢in ise sirastyla %62.23-
76.66 ve %45.83-58.34 diizeylerinde antibakteriyel etki saglanmistir (Sekil 4.34.).

Ayrica biyosiirfektanin  sirastyla  0.19-1.562  ve 3.125-50 mg/mL
derigimlerinin S. Enteritidis sugsuna antibakteriyel etkisini gosteren grafikler Sekil
4.34.a ve b’de, sirasiyla 0.19-3.125 ve 6.25-50 mg/mL derisimlerinin E. coli
O157:H7 susuna antibakteriyel etkisini gosteren grafikler ise Sekil 4.34.c ve d’de

verilmistir.
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Biyosiirfektanin  S. Enteritidis NCTC 12694 {izerine antibakteriyel
etkisinin 0.19-1.562 mg/mL derisim araliginda % 62.23-66.35; 3.125-50 mg/mL
derisimlerinde %72.06-76.66 diizeylerinde oldugu belirlenmistir. Biyosiirfektanin
E. coli O157:H7 ATCC 43888 susuna kars1 antibakteriyel aktivitesinin ise daha
zay1f oldugu goriilmekte olup 0.19-3.125 mg/mL derisimleri i¢in % 45.83-47.50;
6.25-50 mg/mL derisimlerinde ise %48.75-58.34 araliginda degisim gosteren
diizeylerde inhibisyon saglanmistir.

Biyosiirfektanlarin antibakteriyel etkileri ile ilgili, literatiirde E. coli
MTCC 1687 ve S. Typhimurium NCTC 74 suslarinin minimum inhibisyonu i¢in
12.5 mg/L (157), E. coli ATCC 29522 ve MTCC 1302 suslarinin minimum
inhibisyonu i¢in 2.60-4 mg/mL derisimlerinde biyosiirfektanlarin kullanildig:

calismalara rastlanmistir (9,100).
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Sekil 4.33. Ham biyosiirfektanin 0.019-50 mg/mL derisimlerinin S. Enteritidis
NCTC 12694, E. coli O157:H7 ATCC 43888 ve L. monocytogenes ATCC 13932

Biyostrfektan derisimi (mg/mL)

tirlerine kars1 antibakteriyel etkileri
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Teixeira Fernandes ve ark. (12) tarafindan yiiriitilen bir ¢aligmada S.
Enteritidis ATCC 564 ve E. coli EPEC 055 bakterilerinin sirasiyla yaklagik %75-
95 diizeylerinde inhibisyonu icin %50 derisimde biyosiirfektanin kullanildigi
bildirilmistir. Ayrica 200 pg/mL derisiminde kullanilan bir biyosiirfektanin E. coli
susunun gelisimini tamamuyla, S. paratyphi gelisimini %79 (11); bagka bir
biyosiirfektanin ise 50 mg/mL derisiminin E. coli bakterisini %89 oranlarinda
inhibe ettigi (150) calismalar raporlanmistir. Laktik asit bakterileri araciligiyla
iretilen  biyosiirfektanlarin  antibakteriyel aktivitesinin  inhibisyon zonu
olusumlarina gore belirlendigi ¢calismada bu biyosiirfektanlarin E. coli MTCC 723
ve L. monocytogenes MTCC 657 suslarinin inhibisyonu tizerine etkili oldugu
Parvin ve ark. (158) tarafindan rapor edilmistir. Tiim bu ¢aligmalar géz Oniine
alindiginda tezde lretilen biyosiirfektanin E. coli O157:H7 ATCC 43888 ve S.
Enteritidis NCTC 12694 suslarina kars1 sirasiyla %45.83-58.34 ve %62.23-76.66
olarak bulunan inhibisyon yiizdelerinin, yukarida verilen antibakteriyel etki
sonuclarina gore daha diisiik oranlarda kaldigi belirlenmistir. Ayrica, tezde L.
monocytogenes ATCC 13932 susuna karsi yaklasik %90 olarak en yiiksek
diizeyde antibakteriyel etki saglanmis olmasina ragmen, literatiirde bu susun
inhibisyon yiizdesinin belirlendigi bir ¢alismaya rastlanmadigindan bu bakteri igin
bir literatiir karsilastirmasi yapilamamustir.

Biyosiirfektanlar antibakteriyel etkilerini genel olarak, bakterilerin hiicre
biitiinliiglinii hasara ugratarak membranin hidrofobik karakteri ve gecirgenligini
degistirmesi yoluyla, hiicrenin elektrolitik ve fizyolojik dengesinin bozulmasi
seklinde gostermektedir (12). Genel olarak Gram pozitif bakterilerde sitoplazma
membraninin diginda kalin bir peptidoglukan tabakasi bulunmasina ragmen, Gram
negatif bakterilerin ince peptidoglukan ve dis membrandan olusan yapisinin,
soforolipitlerin Gram negatif bakteri hiicreleriyle etkilesimini kisitladigi ifade
edilmektedir. Ayrica bakterilerin hiicre yapilarindaki farkliligin etkisiyle Gram
negatif bakterilerin negatif yiikiiniin daha fazla oldugu ve bu bakterilerin daha
diistik hidrofobik 6zellige sahip oldugu belirtilmektedir (37).

Tez calismasinda Cyb. fabianii MIAU-1 susu araciligiyla iiretilen
biyosiirfektanin L. monocytogenes susuna karsi goOsterdigi antibakteriyel
aktivitesinin E. coli ve S. enterica bakterilerine gore daha yiiksek bulunmus
olmasi ac¢isindan tezde ulasilan bu sonuclar literatiirii desteklemektedir. Silveira

ve ark. (37) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada tiretilen laktonik soforolipidin
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hidrofobik o6zelliginin baskin olmasi dolayisiyla, Gram negatif bakterilerin
soforolipitlerin olusturdugu ylizey aktif Ozelliginden daha disik diizeyde
etkilendikleri rapor edilmistir. Bu sonuglar1 destekleyen bagka bir calisma
kapsaminda, S. aureus ve B. subtilis suslar1 i¢in belirlenen minimum inhibisyon
derigimleri, K. pneumonia ve P. aeruginosa suslarinin inhibisyon derisimlerinden

daha diisiik bulunmustur (39).

4.9.3 Biyosiirfektanin Anti Adezyon Aktivitesinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda tanimli besiyerinde iiretilen ham biyosiirfektanin, S.
aureus ATCC 25923 ve L. monocytogenes ATCC 13932 tiirlerine karsi anti
adezyon aktivitesi arastirilmistir (Sekil 4.35.).

Sekil 4.35. incelendiginde biyosiirfektanin 0.019-10 mg/mL derisimlerinin,
S. aureus ve L. monocytogenes biyofilmi olusumlarinin 6nlenmesinde sirasiyla
yaklagik %9.50-67 ve %5.50-55.50 araliginda degisen diizeylerde etkili oldugu
goriilmektedir. Ayrica biyosiirfektan derisimlerinin artmasi ile beraber genel
olarak biyosiirfektanin anti adezyon etkisinde artis saglanmis ve biyosiirfektanin
10 mg/mL olarak en yiiksek derisiminde S. aureus biyofilmi iizerine anti adezyon
etkisi en fazla %67 diizeyine ulasmistir. Biyosiirfektanin L. monocytogenes
biyofilmi olusumunun engellenmesinde ise etkinliginin genel olarak daha diisiik
oldugu ve 10 mg/mL biyosiirfektanin %55.50 diizeyinde anti adezyon etkisi
sagladig belirlenmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda biyosiirfektanin  6zellikle 2.50-10 mg/mL
derisimlerinin kullanilmasiyla S. aureus kaynakli biyofilmin olusumu yaklasik
%62.50-67, L. monocytogenes biyofilmi ise yaklasik %48.50-55.50 olarak daha
yiiksek diizeylerde 6nlenmistir (Sekil 4.35.).
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Sekil 4.35. Ham biyosiirfektanin 0.019-10 mg/mL derigsimlerinin S. aureus ATCC
25923 ve L. monocytogenes ATCC 13932 tiirlerine kars1 anti adezyon etkisi

Biyosiirfektanlarin  anti adezyon (biyofilm olusumunun Onlenmesi)
etkilerini hem tutunduklar1 ylizeyin 6zelligini hem biyofilm olusumuna neden
olan hiicrelerin membran yiikii ve iyon dengesini degistirmesi yoluyla gosterdigi
aktarilmaktadir. Baslica herhangi bir yiizeye adsorbe olan biyosiirfektanlar
hidrofilik ve hidrofobik bilesenleri bir arada tagiyan molekiil yapilar1 sayesinde
kaplandiklar1 yilizey ve biyofilm matriksi arasindaki ylizey geriliminin
diistiriilmesini saglamaktadir (59,112). Ayrica biyosiirfektanlarin anti adezyon
etkilerini mikroorganizmalarin ve biyosiirfektan kaplanmis yiizeylerin negatif
yiikiiniin birbirini itme kuvvetleri yoluyla sagladig: bildirilmistir (59).

Tez c¢alismasinda maya aracilifiyla lretilen biyosiirfektanin S. aureus
ATCC 25923 ve L. monocytogenes ATCC 13932 suslarinin anti adezyon etkileri,
literatiirde bakteri ve maya kaynakli biyosilirfektanlarin anti adezyon
fonksiyonlarinin  arastirildigt  bazi  caligmalarda ulasilan  sonuglar ile
karsilastirilmistir.  Bu calismalarda, biyosiirfektanlarin  S.  aureus suslarinin
biyofilm olusturmasina kars1 gosterdikleri en yliksek anti adezyon yiizdeleri ve bu

etkinin saglandig1 biyosiirfektan derisimleri sirasiyla %14-%70 (12); %65.90-
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0.50 mg/mL (67); %73-25 mg/mL (150); %80-2000 ppm (59) ve %99-2 g/L (4)
olarak rapor edilmistir. Tiim bu c¢aligmalar kapsaminda verilen hem biyosiirfektan
derisimleri hem anti adezyon etkilerinin genis bir aralikta degisim gostermesi
nedeniyle, tezde 10 mg/mL derisimde biyosiirfektanin kullanildig: kosullarda, S.
aureus ATCC 25923 kaynakli biyofilmin olusumuna karsi en yiiksek %67
diizeyinde anti adezyon etkinin saglanmis olmasmin genel olarak literatiirii
destekledigi bulunmustur. Biyosiirfektanlarin L. monocytogenes suslarmin
olusturdugu biyofilmlere karsi anti adezyon etkilerinin belirlendigi ¢alismalarda,
1000 ppm derisiminde bir biyosiirfektanin kullanildig1 kosullarda biyofilm
olusumunun %91.64 (59); baska bir biyosiirfektanin  %0.50 derisimi
kullanildiginda ise %83.40 (111) oranlarinda 6nlendigi bildirilmistir. Ancak tezde
10 mg/mL biyosiirfektanin kullanilmasiyla L. monocytogenes ATCC 13932
kaynakli biyofilm olusumunun en yiiksek %55.50 diizeyinde 6nlenmesi nedeniyle,
bu calismalarda iiretilen biyosiirfektanlarin L. monocytogenes suslarina karsi anti
adezyon etkilerinin teze gore yiiksek diizeylerde oldugu sonucuna ulasilmistir
(59,111). Literatiirde de ayrica, biyosiirfektanlarin biyofilm matriksinin
uzaklagtirllmasi1 tizerine etkileri arastirilmaktadir. Bu kapsamda yiiriitiilen
calismalarda, biyostirfektanin 1000 ppm derisimde kullanilmasiyla S. aureus ve L.
monocytogenes biyofilmlerinin sirasiyla %55.77 ve %59.44 (59) ve baska bir
biyosiirfektanin 25 mg/mL derisiminde ise bu bakteriyel biyofilmlerin %83.10 ve
%97.10 (61) olarak maksimum diizeylerde uzaklastirildig: bildirilmistir.

4.9.4 Biyosiirfektanin Antifungal Aktivitesinin Belirlenmesi

Tez calismasinda Cyb. fabianii susu ile {liretilen ham biyosiirfektanin
kullanildig1 kosullarda F. oxysporum 38-4 ve P. expansum 11F suslarinin
gelisiminin inhibe edilemedigi belirlenmistir. Benzer sekilde, biyosiirfektanin C.
albicans, Penicillium sp., A. flavus ve A. niger maya ve kiiflerine kars1 antifungal
etki saglamadig bildirilen bir ¢alismaya rastlanmistir (110). Bununla beraber
maya kaynakli bazi biyosiirfektanlarin F. oxysporum, F. solani ve C.
gloeosporioides (39); A. flavus, F. verticillioides, C. truncatum, F. solani, A.
niger ve C. sorghi (12) ve C. gloeosporioides, F. verticilliodes, F. oxysporum f.
sp. pisi, C. cassiicola ve T. rubrum (119) kiiflerine kars1 antifungal aktivitesinin

raporlandig ¢aligmalar bulunmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismasinin ilk asamasinda gida kaynakli yerli maya suslarmin
biyosiirfektan iiretim kapasiteleri aragtirilmistir. Tiim mayalar arasinda, izolasyon
kaynag irmik alt1 unu olan Cyb. fabianii MIAU-1 susu biyosiirfektan {iretimi ile
On plana ¢ikmistir. Sus taramasinin ardindan, bu sus ile biyosiirfektan iiretimi i¢in
uygun tanimli besiyeri bilesiminin (karbon ve azot kaynaklar1) ve bu bilesenlerin
optimum derigimlerinin  belirlenmesine yonelik deneyler, besiyeri ylizey
gerilimlerinin  diislirlilmesi  parametresi esas alinarak calkalamali erlen
kosullarinda yiiriitiilmiistiir. Ayrica biyosiirfektan iiretimi amaciyla bazi gida
endiistrisi  artiklarindan  yararlanilarak  hazirlanan  besiyerlerinin  kullanim
potansiyelleri ortaya konmustur. Ardindan hem optimum tanimli hem artik bazli
besiyerlerinde Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile biyosiirfektan iiretimi bir fermentdr
ortaminda gerceklestirilmis ve biyosiirfektanlarin ekstraksiyonu, saflagtirilmasi,
biyokimyasal karakterizasyonu ve kritik misel derisimlerinin belirlenmesi
calismalan yiiriitiilmiistiir. Tez ¢alismasinda ayrica optimum tanimli besiyerinde
tiretilen ve ekstrakte edilen ham biyosiirfektanin bazi fonksiyonel o6zellikleri
(farkli pH, tuz ve sicaklik kosullar1 altinda yiizey gerilimini diistirme stabiliteleri,
antibakteriyel, anti adezyon ve antifungal aktiviteleri) aragtirilmistir.

1. Sus taramasi ¢aligmalar1 kapsaminda oncelikle tween 80 ve hidrokarbon
agar testlerinde pozitif sonu¢ gosteren maya suslart kullanilarak
fermantasyon deneyleri yiiritiilmiistiir. Bu deneyler sonucunda genel
olarak W. anomalus (MFKBHb-2, MFiAHb-4, MFIAD-1), Cyb. fabianii
MIAU-1 susu ve G. silvicola (M6 ve M15) suslar1 6n plana ¢ikmis ve en
genis yag yayma capi (6.8 cm) ve besiyerinde en diisiik yiizey gerilimini
(38.09 mN/m) olusturan Cyb. fabianii MIAU-1 susu biyosiirfektan
iireticisi sus olarak se¢ilmistir.

2. Biyosiirfektan iiretimi amaciyla kullanilan tanimli besiyeri bilesimindeki
karbon kaynaklarmin belirlenmesi c¢aligmalari sonucunda, hem besiyeri
ylizey gerilimlerinin en yliksek diizeyde diisiiriilmesi hem substratlarin
ekonomik olmasi esas alinarak glukoz ve aygigek yagimin bir arada
kullanilmasina karar verilmistir. Bu besiyerinde Cyb. fabianii MIAU-1 ile
uretilen biyosiirfektan, besiyerinin baslangicta 63.31 mN/m olan yiizey

gerilimini 37.04 mN/m’ye dislrmiistiir. Ayrica bu asamada 6nemli bir
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veri olarak, Cyb. fabianii MIAU-1 araciligiyla biyosiirfektan iiretimi i¢in
besiyeri bilesiminde mutlaka bir yag kaynagimin tek basina veya diger

bilesenler ile beraber bulunmasi zorunlulugu ortaya konmustur.

. Besiyeri bilesiminde bulunan azot kaynaginin belirlenmesi i¢in glukoz ve

aycicek yagi igeren besiyerine ayri ayr1 5 g/L oraninda eklenen organik ve
inorganik  azot kaynaklarinin  biyosiirfektan  {iretimine  etkileri
degerlendirildiginde, iire kullanimi ile besiyeri yiizey geriliminde 25.34
mN/m olarak maksimum diizeyde azalmanin saglandigir belirlenmistir.
Ancak daha onceki biyosiirfektan iiretimi deneylerinde, maya oziiti (4
g/L) ve direnin (1 g/L) bir arada kullanimi sonucu besiyeri yiizey
geriliminin daha yiiksek (26.27 mN/m) diizeyde disiirildiigii
bulundugundan bu iki azot kaynagi bilesimde yer almistir.

. Tanimli fermantasyon ortaminda bulunan glukoz (%3-12), aycicek yagi
(%2-10), maya oziitii (1-3 g/L) ve iire (1-3 g/L) bilesenlerinin yanit yilizey
yontemi ile optimum derisimlerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen
biyosiirfektan iiretimi deneylerinde, yilizey gerilimini maksimum 28.395
mN/m diizeyinde diistirmesi ongoriilen besiyeri bilesimi (glikoz %10;
aycicek yagi %10; maya oziiti 3 g/L; iire 3 g/L) ortaya konmustur. Bu
optimum kosullar altinda yiiriitilen dogrulama deneyinde ise, ylizey
geriliminde azalma miktar1 28.25 mN/m olarak ongdriilen yanit degerine
oldukc¢a yakin bulunmustur.

. Tez ¢alismas1 kapsaminda zeytin karasuyu, artik kizartma yagi, meyve ve
sebze artiklarindan (kabuk ve kabuklu posalar1) yararlanilarak hazirlanan
arttk bazli fermantasyon ortamlariin Cyb. fabianii ile biyosiirfektan
tiretiminde kullanim potansiyelleri aciga c¢ikarilmistir. Bu kapsamda
biyosiirfektan iiretimi icin %20 oraninda zeytin karasuyu ve artik yag
(%10) bilesiminden olusan ve tek basina %10 artik yag iceren ortamlarin
kullan1ldig1 kosullarda besiyeri yiizey gerilimlerinin en yiiksek diizeyde ve
stirastyla 24.46 mN/m ve 24.75 mN/m olarak diisiiriildiigii bulunmustur.
Bu artik bazli ortamlardan yararlanilarak yiiriitiilen biyosiirfektan tiretimi
deneylerinde ulasilan ylizey gerilimlerinin, tanimli optimum fermantasyon
ortami yiizey geriliminin 28.25 mN/m diizeyinde azaltildig1 sonucuna daha
yakin olmasi dolayistyla, Cyb. fabianii MIAU-1 susu ile biyosiirfektan

iiretimi i¢in hem zeytin karasuyu ve artik yag bilesimi hem artik yagdan
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basartyla yararlanilabilecegi ortaya konmugtur. Tiim bu deneylerde ayrica
diger tiim artik bazli besiyerlerinin yiizey gerilimlerinde belirli diizeylerde
azalmalar saglanmis ve tlim bu besiyerlerinin tanimli fermantasyon
ortamlarina ekonomik, ¢evre dostu ve genel olarak kuvvetli birer alternatif
olarak 6n plana ¢iktiklart sonucuna varilmaistir.

Cyb. fabianii MIAU-1 susu aracihgiyla biyosiirfektanlarin {iretimi hem
optimum tanimli hem gida artigi bazli (zeytin karasuyu %20, artik
kizartma yag1 %10) besiyerleri kullanilarak bir fermentdr ortaminda
gerceklestirilmistir. Uretim sonras1 yapilan ekstraksiyon islemleri sonucu
bu iki besiyerinde sirastyla 4.2110 ve 1.2395 g/LL ham biyosiirfektan
dretildigi  bulunmustur. Calismada ayrica ham  biyosiirfektan
ekstraktlarinda bulunan kalinti yaglarin uzaklastirllmas1 amaciyla
saflastirma basamagi uygulanmis ve ardindan her iki besiyerinde iiretilen
ham ve saf biyosiirfektanlar i¢in biyokimyasal karakterizasyon ve kritik
misel derisimlerinin belirlenmesi deneyleri yiiriitiilmiistiir.

. Biyosiirfektanlarin yapisal karakterizasyonu calismalari FT-IR ve NMR
spektrumu yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu kapsamda
biyosiirfektanlarin lipit kismin1 olusturan doymamis yag asitleri, alifatik
uzun yag asidi ve hidrokarbon zincirlerini temsil eden molekiil baglarina;
glukoz disakkaritlerinin varligimi gosteren hidroksil grubu ve glikozidik
bagdaki eter molekiiliine ve ayrica her iki kisimdan gelen ester ve
karboksilik asidi ifade eden karbonil gruplarina sahip olduklar
belirlenmigtir. Tiim bu spektrum degerlendirmeleri 15181nda, tez ¢alismasi
kapsaminda iretilen biyosiirfektanlarin  glikolipit (soforolipit) yap1
tagidiklar1 bulunmustur. Bu calismalar kapsaminda ayrica ham ve saf
biyosiirfektanlarin  spektrumlart birbirleriyle karsilastirildiginda ham
biyosiirfektana gore saf biyosiirfektanlarin spektrumunda lipit kisminin
daha diisiik yogunlukta bulundugunu gosteren piklerin yer almasi veya
baz1 piklerin bulunmamasi ise biyosiirfektanlarin etkin bir sekilde

saflastirildigr sonucunu desteklemektedir.
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Tez caligmasinda optimum tanimli besiyerinde Cyb. fabianii ile iiretilen
ham ve saf biyosiirfektanin kritik misel derigimleri sirasiyla 42.68 ve
1290.27 mg/L; gida artig1 bazli besiyerinde {iretilen biyosiirfektanlarin
kritik misel derigimleri ise sirasiyla 423.99 ve 1813.80 mg/L olarak
bulunmustur. Bu kapsamda ham biyosiirfektanlara uygulanan saflagtirma
asamast sonucunda, biyosiirfektanlarin suda ¢Oziniirligiinin artmis
oldugu diisiiniilmektedir. Bu kritik misel derisimlerinde, her iki besiyeri
kullanilarak iiretilen ham biyosiirfektanlar suyun yiizey gerilimini yaklagik
40 mN/m’ye; saf biyosiirfektanlar ise yaklasik 49.50 ve 52.50 mN/m’ye
disiirmiislerdir. Bu calismada ham biyosiirfektanlarda kalintt olarak
bulunan yagin da yiizey gerilimini diisiirmesi etkilerinden dolayr ham
biyosiirfektanlarin kullanildigi kosullarda, suyun ylizey geriliminde daha
yiiksek miktarda azalma saglandigi sonucuna varilmistir.

Bu calismada tanimli besiyeri kullanilarak iiretilen ham biyosiirfektanin
bazi ortam kosullarinda ylizey gerilimi stabilitesinin belirlenmesi amaciyla
calismalar yiiriitiilmiistiir. Bu kapsamda pH’1 8 olan ortamda ve ayrica
%?2-12 tuz igeren tiim ortamlarda biyosiirfektanin suyun ylizey gerilimini
sirastyla 34.82 mN/m ve 36.31-36.95 mN/m diizeylerine diistirdigii
sonucuna ulagilmistir. Biyosiirfektanin suyun yiizey gerilimini normal
ortam kosullarinda 39 mN/m’ye diisiirmesi dolayisiyla, yukarida belirtilen
kosullar altinda biyostirfektanin daha etkin bir ylizey gerilimi diisiirme
fonksiyonuna sahip oldugu agiga ¢ikarilmistir. Bu ¢aligmada ayrica ortam
pH’min 12 oldugu kosulda biyosiirfektan aktivitesinin azalarak yiizey
gerilimini 48.66 mN/m’ye diisiirdigii, kullanilan diger tiim pH ve sicaklik
parametrelerinde ise genel olarak stabilitesinin korundugu belirlenmistir.
Tim bu nedenler ile, iiretilen biyosiirfektanin aktif bir bilesen olarak
herhangi bir uygulamada kullanimi s6z konusu oldugunda bu ortam
kosullarinin ~ yiizey gerilimi stabilitesine etkilerinin goz Oniinde
bulundurulmasi 6nerilmektedir.

Cyb. fabianii kaynakl biyosiirfektanin S. enterica subsp. enterica serotip
Enteritidis NCTC 12694, E. coli O157 ATCC 43888 ve L. monocytogenes
ATCC 13932 suslarmin inhibisyonunda etkili oldugu bulunmugstur. Bu
calismalarda 0.19-50 mg/mL derisimlerinde kullanilan biyosiirfektan S.

enterica ve E. coli suslarmin gelisimlerini sirasiyla %62.23-76.66 ve
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%45.83-58.34 oranlarinda inhibe etmistir. Calismada S. enterica susuna
yaklagik %70, E. coli susuna ise %350 seklinde maksimuma yakin
diizeylerde antibakteriyel aktivite saglayan en diisiik biyosiirfektan
derisimleri sirasiyla 3.125 ve 6.25 mg/mL olarak belirlenmistir. Ayrica
calisilan tiim derisimlerde (0.19-50 mg/mL) L. monocytogenes gelisiminin
yaklasik %90 oraninda onlenmesi nedeniyle, biyosiirfektanin 6zellikle bu
sus lizerine antibakteriyel etkilerinden etkin bir sekilde yararlanilmasi
onerilmektedir.

Calismada Tretilen biyosiirfektanin, S. aureus ATCC 25923 ve L.
monocytogenes ATCC 13932 suslari igin anti adezyon etki sagladigi ve bu
bakterilerin biyofilm olusturmasin1 engelledigi ortaya cikarilmistir. Bu
biyosiirfektanin 10 mg/mL derisimde kullanildig1 kosullarda S. aureus ve
L. monocytogenes suslarmin adezyonu sirasiyla maksimum %67 ve
%55.50 oranlarinda engellenmistir. Bu c¢aligmada genel olarak 2.50-10
mg/mL derisimlerde biyosiirfektan kullanildiginda ise, S. aureus ve L.
monocytogenes biyofilmi olusumlar1 yaklasik %63-67 ve %49-55.50
oranlarinda engellendiginden, her iki bakteri i¢in en diisiik 2.50 mg/mL
derigimde biyosiirfektanin kullanilmasi 6nerilmektedir.

Bu calismada 0.2-10 mg/mL derisimlerinde kullanilan biyostirfektanin F.
oxysporum 38-4 ve P. expansum 11F kiif suslarimin gelisimi iizerine
etkileri arastirildiginda ise Cyb. fabianii kaynakli bu biyosiirfektanin
kiifler i¢in antifungal etki olusturmadig1 sonucuna ulasilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen tiim sonuglar genel olarak
degerlendirildiginde oncelikle, Cyb. fabianii tiirliniin biyosiirfektan
tiretiminde ilk kez kullanilmis olmasi, bu ¢alismaya alaninda rapor edilen
caligmalar arasinda bir ilk olma niteligi kazandirmistir. Cyb. fabianii
MIAU-1 susu kullanilarak tanimli besiyeri ortaminda iiretilen ham
biyosiirfektanin ortaya konan yiizey aktif Ozellikleri ve ayrica
antibakteriyel ve anti adezyon etkilerini kapsayan diger fonksiyonel
ozelliklerinden faydalanilmasina  yonelik ¢aligmalarin  daha da
gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir. Tez calismasinda Ozellikle zeytin
karasuyu ve arttk yag olmak {lzere, baz1 artiklarin biyosiirfektan
tiretiminde kullanilabileceginin ortaya konmus olmasi, proses ekonomisi

ve siirdiiriilebilirlik agisindan 6nem tagimaktadir.
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7. EKLER

EK 1 Biyosiirfektan Uretimi Amaciyla Taranan Maya Suslari

Tez caligmasinda biyosiirfektan liretimi amaciyla taranan maya suslari,

izolat numaralari ile birlikte Tablo 7.1.’de sunulmustur.

Tablo 7.1.

Biyosiirfektan iiretimi amaciyla taranan maya suslari

Maya tiirii

Izolat numaralan

Metschnikowia
pulcherrima

MKD-3, MFKH-3, MFKHa-1, MFKHb-3, MFKS-3, MAD-4, MFAHc-1,
MFAH-1, MFAHa-4, MFAHb-2, MFAD-2, MFAS-2, MKBD-3,
MFKBHa-3, MFKBHb-1, MFKBHc-1, MFKBD-2, MFKBD-4, MFKBS-
1, MIAD-3, MFiAHa-2, MFIAHb-3, MFIAS-2

Hanseniaspora
uvarum

MP-2, MP-3, MKD-2, MAH-1, MFKBHa-2-1, MFKBHc-2, MFKBD-1,
MIAH-1, MIAH-3, MIAD-1, MFIAH-5, MFiAHa-1, MFIAHb-1,
MFiAHc-1, MFiAHc-2, MFIAD-2

MKH-3, MKD-1, MFKS-1, MFKS-2, MAH-3, MAD-3, MFAHa-2,

cerevisiae

golrg‘las”]f.’f“ MFAS-1, MKBH-5, MKBD-1, MFKBH-1, MiAH-2, MiAD-2, MiAS-1,
elorueckut MIAS-4, MFiAHa-4, MFiAHb-2, MFIAS-3

LP-6, LP-8, MKH-2, LFKHc-6, MAH-5, LFAD-5, LFAD-4, LKBH-6,
Saccharomyces

LKBD-7, LFKBD-1, MFKBD-3, LFKBHc-1, LFKBHa-7, LFKBHb-10,
MiAH-5, MIAH-6, LFiAHb-4

Candida krusei

LP-2, LP-11, LKH-1, LKD-1, LKD-5, LKD-6, LFKH-1, LFKHc-1,
LFKD-2, LFKH-7, LFAHb-5, LFAD-6, LFKBHa-§, LFKBHc-8,
MFKBHa-1, LFIAHb-9, LFIAH-4, *M57

Candida lusitaniae

LKH-4, MFKH-1, LFKH-6, LAD-1, LFAHb-1, LFAD-7, LFAS-2,
LFKBHa-4, LFKBH-8, LFKBHc-2, MFIAH-6

Wickerhamomyces

MFKBHb-2, MFiAHb-4, MFIAD-1

anomalus

Cyberlindnera MIAU-1, LIAU-6
fabianii

Trichosporon %

asahii Mi
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Tablo 7.2. Devam ediyor

Pichia kluyveri MFAHa-3, MFAHb-1
Geotrichum M6, *M15

silvicola ’

Debaryomyces #431/]

hansenii

Candida %

inconspicua M3

Candida kefyr LFAH-6, LFKBH-9
Candida LFiAHb-8
parapsilosis

Candida %

guilliermondii M54

Candida valida MFKBHa-2-2, MFIAH-8

Candida catenulata | *M25, *M73, *M77

*T52, *T169

Candldq “M16
zeylanoides

. *M4, *M8, *M18, *M22, *M32, *M41, *M51, *M63, *M83, *M92, *T7,
Candida famata

Candida tropicalis *M2, *M43, *M55

Candida lipolytica *K1

*isaretli olan maya suslarinin izolasyon kaynagi peynirdir (M, Mihali¢; T, Tulum; K, Kes peyniri).

**isaretli olan susun izolasyon kaynagi baldir.

*isareti bulunmayan maya suslarinin izolasyon kaynagi kizileik tarhanasidir.
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EK 2 Cyb. fabianii MiAU-1 Susunun Absorbans-Yas Agirhk ve Kuru
Agirhik-Yas Agirhk Caliyma Dogrular:

Maya susu i¢in olusturulan absorbans-yas agirlik ve kuru agirlik-yas

agirlik ¢alisma dogrulart Sekil 7.1. ve 7.2.’de verilmistir.

1.0

08 |

06 |

Absorbans

04 |-

02 |

0.0 1 1 1 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Xy (g/L)

Sekil 7.1. Cyb. fabianii MIAU-1 susu i¢in, absorbans - yas agirlik ¢alisma
dogrusu (A= 660 nm; y = 1.02751x — 0.05347; R* = 0.981)

0.020
0.018 | -
0.016 |-

0014 |
0012 |
0010 | n
0.008 |-
0.006 |-
0.004 |
0.002 |-

0000 ’ 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

X, (L)

x (g/L)

Sekil 7.2. Cyb. fabianii MIAU-1 susu icin, kuru agirlik - yas agirlik calisma
dogrusu (y = 0.17626x + 0.000199135; R*=0.992)
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EK 3 istenen Hedefe Ulasma Fonksiyonu ile Yapilan Niimerik
Optimizasyonda Elde Edilen Co6ziimler

Istenen hedefe ulagsma fonksiyonu ile yapilan niimerik optimizasyonda

elde edilen ¢oziimler Sekil 7.3.’te verilmistir.

File Edit View Display Options

DEE $B@B 8795

RA-DO

Design Tools  Help  Tips

|20 Notes for OPTMIZASY ON- Criteria Solutions “Z‘ Graphs ‘
E:Eii:ﬂﬁc:a” il 2| 3| s |5 |8 |7 |8]aw0|n|e]|a]a]is]
|—\=| Graph Columns I I l l I I I I =
= E‘I Evaluation __|Constraints i
E] Analy=is | Lower Upper Lower Upper
3 m R1:R1 (Analyzed) __|Hame Goal Limit Limit Weight Weight Importance
’E] Optimization A:Glukoz is in range 3 10 1 1 3
L3 humerical [ B:Yag is in range [ 10 1 1 3
4 Graphica W C:Ure is in range 1 3 1 1 3
@ Post Analysis |
- Bl ol v | D:Maya ozutu  isinrange 1 3 1 1 3
i E Confirmation ™ maximize 17.31 2931 1 1 z
- @ Coefficients Table |
__|solutions
Humber Glukoz Yag Ure Maya ozutu R1 Desirability
= 1 10.000 10.000 2.599 2.000 28385 0824 Selected
| 2 10.000 10.000 3.000 2.888 28.278 0.914
| 3 10.000 10.000 2833 3.000 28121 0.801
- 4 10.000 10.000 3.000 2639 27.977 0.889
| 5 10.000 B.828 3.000 2.589 27.5696 0.882
| 6 10.000 10.000 2678 2,996 27.880 0.879
| T 9.958 10.000 3.000 2482 27.795 0.874
- 2 10.000 8648 2.869 3.000 27542 0.261
| 9 10.000 10.000 2843 2459 2751 0.850
| 10 10.000 7.679 3.000 3.000 27.408 0.842
olena o [~ 11 9.998 10.000 2.387 3.000 27.384 0.840
| 12 10.000 9.896 3.000 2130 27343 0.836
E Ramps | 13 10.000 B.061 282 3.000 27.103 0.816
E@ | 14 10.000 B.557 2998 2703 26.584 0774
EE;E | 15 10.000 5.001 2538 3.000 26.326 0.751
|15 Solutions found
_
__|Number of Starting Points: 100
] Glukoz Yag Ure Maya ozutu
| 8.52202 8.81831 1.83418 2.00889
| 8.22185 9.32871 1.56576 237588
| 8.22829% 8.16899 1.33138 1.82265
| 8.09053 7.38355 229148 1517
| 0.96845 6.50366 124122 229067
| 831335 6.49553 1.48091 257278
- 2.15024 8.03817 1.91481 207118
| 9.55829 8.41224 2.657T6 250071

For Help, press F1

Sekil 7.3. Design Expert® 9.0.6 programinda niimerik optimizasyonda elde edilen
¢ozlimlere ait goriintii
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