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BiYOSURFEKTAN URETIM OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Gizem DAGCOBANI

CUKUROVA UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
GIDA MUHENDISLIGI ANABILIM DALI

Danisman : Prof. Dr. Zerrin ERGINKAYA
Yil: 2019, Sayfa: 47
Jiiri : Prof. Dr. Zerrin ERGINKAYA
: Prof. Dr. Hiiseyin ERTEN
: Dr. Ogr. Uyesi Emel UNAL TURHAN

Bu ¢alismada,Streptococcus thermophilus’un seker fabrikasi atik maddesi
olan melasta gelistirilip biyosiirfektan {iretimi incelenmistir. Elde edilen
biyosiirfektanin  Escherichi acoli, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas
aeruginosa gibi patojen bakteriler tizerine antibakteriyel etkileri belirlenmis ve bu
patojenler iizerine adezyonu engelleme 6zellikleri aragtirtlmistir.

Arastirmadan elde edilen sonuglara gore; melasta gelistirilen Streptococcus
thermophilus’tan elde edilen biyosiirfektan madde miktart 2 paralel ornekte
sirastyla 1220 mg/L, 1190 mg/L, kontrol deney amagli MRS broth ortaminda
gelistirilen Streptococcus thermophilus’tan elde edilen biyosiirfektan madde
miktar1 ise 1180 mg/Lolarak hesaplanmistir. Melasta ortalama 1205
mg/Lbiyosiirfektan liretimi gergeklesmistir. Emiilsifikasyon indeks degeri, 1 saat
sonunda %48,75oraninda bulunmus, bu deger 1 hafta sonunda %32,5 ‘a diismiistiir.
Yiizey gerilim Ol¢liimii ise paralel 6rnek oOl¢limLerine gore en diisiik %41,2
oraninda bulunmustur. Antimikrobiyel aktivite 6l¢iim sonuglarinda, Esherichia coli
tizerine minimum inhibasyon konsantrasyonu (MIK) degeri 10 mg/mL olarak tespit
edilmigtir. Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosaiizerine 2,5 mg/mL
ve 5mg/mL konsantrasyon degerinde MIK degerine ulasilmistir.Staphylococcus
aureus tzerine yapilan denemelerde Streptococcus thermophilus 6rnegi ile 10
mg/mLminimum letal konsantrasyon (MLK) degerine ulagilmistir.

Sonu¢ olarak, besiyeri ortami1 olarak degerlendirilen melasta,
Streptococcus thermophilus’tanelde edilen biyosiirfektanlarin yiizey gerilimini
disiirdiigli ve gida patojenlerine karsi antimikrobiyel ve antiadezyon etkilere sahip
oldugu belirlenmistir.

AnahtarKelimeler: Biyosiirfektan,  Streptococcus  thermophilus,  Melas
Antibakteriyel, Adezyon
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ABSTRACT

MSc. THESIS

DETERMINATION OF THE PRODUCTION PROPERTIES OF
STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS IN THE MOLASSES
ENVIRONMENT

Gizem DAGCOBANI

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING

Supervisor : Prof. Dr. Zerrin ERGINKAYA
Year: 2019, Pages: 47
Jury : Prof. Dr. Zerrin ERGINKAYA
: Prof. Dr. Hiiseyin ERTEN
: Asst. Prof. Dr. Emel TURHAN

In this study, the production of biosurfactant in molasses, Streptococcus
thermophilus, was investigated. The antibacterial effects of the obtained
biosurfactant on pathogenic bacteria such as Echerichiacoli, Staphylococcus
aureusand Pseudomonas aruginosa were determined and their inhibition properties
were investigated.

According to the results obtained from the research; The amount of
biosurfactant obtained from Streptococcus thermophilus developed in molasses
was 1220 mg / 1, 1190 mg / 1 respectively in parallel samples, and the amount of
biosurfectant obtained from Streptococcus thermophilus developed for control
experimental purposes was 1180 mg /1.

Approximately 1205 mg / | biosurfactant was produced in molasses.

Emulsification index value was found to be 48.75% at the end of 1 hour
and decreased to 32.5% at the end of 1 week. Surface tension measurement was the
lowest 41.2% compared to parallel sample measurements. In antimicrobial activity
measurement results, MIK value on Esherichia coli was 10 mg / mL. MICs of
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa were obtained at a
concentration of 2.5 mg / mL and 5mg / mL. In the experiments on Staphylococcus
aureus, 10 mg / mL MLK was reached with Streptococcus thermophilus sample.

As a result, it was determined that biosurfactants obtained from
Streptococcus thermophilus reduce the surface tension and have antimicrobial and
antiadhesion effects against food pathogens.

Key words:  Biosurfactant, Streptococcus thermophilus, Molasses,
Antibacterial, Adhesion
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GENISLETILMIS OZET

Siirfektanlar, ylizey gerilimini diisiiren ve emiilsiyon olusturabilen
bilesiklerdir. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen biyosiirfektanlar ise, biyolojik
orijinli olup, i¢ ylizey gerilimini azaltabilen antibakteriyel, antifungal ve antiviral
ozellikler gosterebilen amfilik bilesiklerdir. Biyosiirfektanlar farkli ortamLarda
bakteri, maya ve kiifler tarafindan sentezlenmektedir.

Biyosiirfektanlarin, kimyasal siirfektanlara gore sahip olduklar1 bir¢ok
avantajli ozellikleri vardir. Bu avantajlar; biyolojik olarak pargalanabilme, diisiik
toksisite gdsterme, yenilenebilir maddelerden elde edilebilme, ekstrem sicaklik, pH
ve tuzlulukta stabilitesini koruma gibi 6zellikler gostermeleridir. Biyosiirfektanlar
gida sanayi, saglik, kozmetik, ¢evre korunmasi, petrol/petrokimya, ilag iiretimi gibi
alanlarda kullanilmaktadir. Biyosiirfektanlarin gida endiistrisinde 6zellikle
emiilsifiyer, kopiirtme, 1slatma, ¢oziicii, adezyonu engelleyici ve antimikrobiyel
ajan olarak kullanilmalar yaygindir.

Daha o6nce yapilan ¢alismalarda farkli mikroorganizmalar kullanilarak besi
ortami olarak melastan yararlanilmigve olumLu sonuglar alinmigtir. Bu nedenle, bu
aragtirmadabesi ortami olarak melas olarak degerlendirilmisve Streptococcus
thermophilus gelistirilmistir.Elde edilen biyosiirfektanin, bazi patojenler {izerine
antimikrobiyel etkileri ve adhezyonu engelleyici Ozellikleri arastirilmistir.Bu
amagla, melaspepton ve yeast agar ilavesi ile besiyeri haline getirilmis ve bakteri
kiiltiirii(Streptococcus thermophilus) inokiile edilmistir.Uretim sonunda yag yayma
teknigi ile ortamda biyosiirfektan varligi tespit edilmistir. Diger yandan, ksilene
kars1 emiilsifikasyon degeri belirlenmisve Ring metodu ile yiizey gerilimi degeri
tespit edilmigtir. Daha sonra biyosiirfektan etil asetat ile ¢oktiirme yontemiyle kaba
olarak elde edilmistir. Elde edilen biyosiirfektan 6rnekleri ile gida patojenleri olan
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa‘ya
karsiantimikrobiyel (MIK,MLK) ve antiadhezyon (mikrotiter plak okuyucu)

testleri uygulanmistir.
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Arastirmadan elde edilen sonuglara gore;melasta ve paralel Ornekte
gelistirilen Streptococcus thermophilus’tan elde edilen biyosiirfektan madde
miktarisirasiyla 1220 mg/l, 1190 mg/l, ortalama ise 1205 mg/Lkontrol deney
amachh MRS broth ta gelistirilen Streptococcus thermophilus’tan elde edilen
biyosiirfektan madde miktar1 ise 1180 mg/l olarak hesaplanmistir.Yag yayma
teknigi sonuglar1 degerlendirildiginde ortalama agilan zon caplari melasta ve
paralel 6rnekte sirasiyla; 3,4 cm ile “++++°, 3,2 cm ile ‘++++ , mrs brothta ise 4,6
cm ile “++++’olarak ol¢iilmiistiir.

Emiilsifikasyon indeks degeri, 1 saat sonunda %48,75 oraninda bulunmus,
bu deger 1 hafta sonunda %32,5 ‘a diismiistiir. Yiizey gerilim Ol¢limii ise melasta
yapilan paralel Omek OlgiimLerine gore en disiik %41,2 oraninda
bulunmustur.Tiim 6rnekler incelendiginde emiilsifikasyon stabilitesinin 1 hafta
stireyle korunabildigi gézlemLenmistir. Sadece su ve ksilen kullanilarak yapilan
negatif kontrol orneginde beklenildigi gibi hicbir sonu¢ elde edilememistir.Bu
sonuglara gore melas besiyerinin Streptococcus thermophilus’tan biyosiirfektan
eldesi i¢in oldukg¢a uygun olabilecegi kanitlanmistir.

Antimikrobiyel aktivite Ol¢iim sonuglarinda, Esherichia coli {izerine
Minimum inhibasyon konsantrasyon (MIK) degeri 10 mg/mL olarak tespit
edilmigtir.Staphylococcus aeurus ve Pseudomonas aeruginosa iizerine 2,5
mg/mLve Smg/mL konsantrasyon degerinde minimum inhibasyon konsantrasyon
degerine (MIK) ulasilmigtir. Staphylococcus aureus iizerine yapilan denemelerde
Streptococcus thermophilus 6rnegi ile 10 mg/mL minimum letal konsantrasyon

(MLK) degerine ulagilmistir.

v



TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim boyunca degerli yardim ve katkilarini, maddi ve
manevi her tiirli destegini benden esirgemeyen saym danigsman hocam Prof. Dr.
Zerrin ERGINKAYA” ya, degerli jiiri iiyelerim Prof. Dr. Hiiseyin ERTEN ve Dr.
Ogr. iiyesi Emel UNAL TURHAN hocalarima, degerli Ar. Gor. Gozde
KONURAY’a, tezime katki saglayan arkadaslarim ZERRIN ASLAN, OZGE
AKGUL, ONUR SEVINDIK e tesekkiirlerimi sunarim.

Bu siirecteki  en  biliyilk destekcim  sevgili annem NALAN
DAGCOBANI'na ve burda ismini belirtemedigim biitin arkadaslarima
desteklerinden dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek Lisans ¢alismalarim esnasinda tiim boliim olanaklarindan
yararlanmami saglayan C.U. Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliim
Baskanligi’na, Prof. Dr. Sadik DINCER’e, maddi destek veren C.U. Bilimsel

Arastirma Projeleri Birimi’ne (Proje no: FYL-2017-8771) tesekkdirlerimi sunarim.



ICINDEKILER SAYFA

OZ oot I
ABSTRACT ..ttt ettt et et a e et e bt et etesneeneeees I
GENISLETILMIS OZET ...t 111
TESEKKUR ...ttt een s e \Y4
TCINDEKILER ..ottt n e eneees VI
CIZELGELER DIZINT ... VIII
SEKILLER DIZINT ...ttt X
SIMGELER VE KISALTMALAR.........cooiiieteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e XII
Lo GIRIS ettt 1
2. ONCEKICALISMALAR .......ocoiuiiiiiiieeeeeeeeeeee e 5
2.1. Biyosiirfektanlarin Genel OzelliKIeri...............ccoveveuevereverecceeeeereeereeeeeeenne. 5
2.2. Biyosiirfektanlarin Siniflandirtlmast........coccooeiiiiiiiiininiinnniiceee, 6
2.3. Gida Atiklarmin Biyosiirfektan Uretiminde Kullanimi ...............ccccovueee... 8
2.4. Biyosiirfektanlarin Gida Endiistrisinde Kullanim Alanlart..............cc..c........ 9
2.5. Biyosiirfektanlarin Antiadezyon Ajan Olarak Kullanimi ............cccoceeeeee. 10
2.6. Biyosiirfektanlarin Antimikrobiyel AKtIVItes ......coeevveevereriereneeieceeee 12

3. MATERYAL VE METOD ...ttt 15
T B\ 1 71 USRS UUPUPRRP 15
3.1.1. MiIKroorganizZmalar ...........cccccueeeveerieereenieesieesreereereeseesseesseessnessnenns 15

312, BESIYEILETI . ccuviiuiieiiiciiiciie ettt ettt esb e raesreesenesane e 15

B30 MELaS. ettt st 15

320 MELOM ...ttt ettt sttt s 15
3.2.1. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Gelistirilmesi ve Saklanmasi........... 15

3.2.2. Melasin Hazirlanmasi ...........cccoveeriiiiiiniiiiiiieiieeeeeeesee e 16
3.2.2.1. Melasta Toplam Seker Tayini.........cccceevveerveerireencreeecreennennn 17

3.2.3. Biyosiirfektan Uretimi ...........cccovevevieeverreersieeiesceeeseseseseese e 18

3.2.4. Biyosiirfektan Madde Miktarinin Belirlenmesi ve Ekstraksiyonu.... 18
VI



3.2.5. Biyosiirfektan EKStraksSiyonu.........cccceecvevveeciirvenrenneereereesieesneenns 19
3.2.6. Yag Yayma Teknigi ile Biyosiirfektan Varliginin Saptanmasi....... 19
3.2.7. Biyosiirfektanin Emiilsifikasyon indeks ve Yiizey Gerilimi

3.2.8. Patojen Bakteri Kiiltiirlerinin Gelistirilmesi ve Biyosiirfektanlarin
Antibakteriyel Ozelliginin Belirlenmesi............ccccocovvevevrvevrennnne. 21
3.2.9. Mikrotiter Plak Kullanilarak Adezyon Kinetiginin Belirlenmesi ...22

3.2.10. Istatistiksel Degerlendirme ............cccocoeveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeesenneens 23

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ......coooiiiiinininincciecceeeene 25

4.1. Melas Ortaminin ICerii..........coooveveeiuiueiiieeeeeeeeieeeeeeeee e 25

4.2. Yag Yayma Teknigi ile Biyosiirfektan Varliginin Tespiti............cceeneeee. 26
4.3. Biyosiirfektanlarm Emiilsifikasyon Indeks Degerleri ve Yiizey Gerilimi

OIGHMIETT ...vvveeeee e s s 27

4.4. Biyosiirfektan Madde Miktarinin Belirlenmesi ...........ccccevcievienieeirennnnee. 30

4.5. Biyosiirfektanlarin Antibakteriyel Ozelliginin Belirlenmesi ...................... 31

4.6. Mikrotiter Plak Kullanarak Adezyon Kinetiginin Belirlenmesi.................. 31

5. SONUC VE ONERILER .......coouiuiieieeeeeeeeeeeeeee et 33

KAYNAKLAR ..ottt 35

OZGECMIS e enns 47

VII



CIZELGELER DiZIiNi SAYFA

Cizelge 3.1. Zon Caplarinin Degerlendirilme Araliklari...........ccoceevevenincennnnene 20
Cizelge 4.1. Yag yayma teknigi ile biyosiirfektan varliginin saptanmast .............. 26

Cizelge 4.2. Streptococcusthermophilus elde edilen biyosiirfektanlarin yag
yayma SONUGIATT (CIM) ...vviviuiieiiieeiiieciie et 26

Cizelge 4.3. Streptococcus thermophilus igin  emiilsifikasyon indeks

EZETIETT (%0) ettt e 28
Cizelge 4.4. Emiilsifikasyon degeri istatistiksel ortalama.............cccocccveeeiieennnnnnee, 28

Cizelge 4.5. Biyosiirfektanlarin  Ring Metoduna gore ylizey gerilimi
14151053 (<) o U OO URSTOURUP 30

VIII






SEKILLER DiZiNi SAYFA

Sekil 3.1.
Sekil 3.2.

Sekil 3.3.
Sekil.4.1.
Sekil.4.2.
Sekil.4.3.

Rotary evaporator ile biyosiirfektan ekstraksiyonu...........ccccveevennen. 19
Optik Temas Acisi/Yiizey Gerilimi Ol¢iim Cihazi (Td1-Clauda)

Ile RING MEtOAU....c.vviieieieiiiiiieieeie ettt ettt e srne v e 21
ELISA mikrotiter plak okuyucu ile adezyon kinetigi analizi............... 22
Melas ve MRS broth ortaminda yag yayma analizi ..........cc.ccceeeeneenne 26
Biyosiirfektan 6rneklerinin emiilsifikasyon indeks analizi ................ 28

Melasta  Streptococcus  thermophilus’tan  elde  edilen

biyosiirfektan 6rneginin mikrotiter plakta hazirlanmasi.................... 32






SIMGELER VE KISALTMALAR

o : Alfa

§ : Beta

atm : Atmosfer

BS : Biyosiirfektan

E : Emiilsifikasyonindeksi

EI : Emiilsifikasyonindeksi

g : Dakikada devirsayisi

mN/m : Milli Newton permeter

KMK : Kritik misel konsantrasyonu
MIK : Minimum inhibisyonkonsantrasyonu
MLK : Minimum letalkonsantrasyonu
OD : OptikDansite

rpm : Dakikada devirsayist

sp. : Species (tiir, tekil)

spp. : Species (tiir, cogul)

h/h : Hacim/Hacim(volume/volume)
a/h : Agirlik/Hacim(weight/volume)
a/a : Agirlik/Agirlik(weight/weight)

XII






1. GIRIS Gizem DAGCOBANI

1. GIRIS

Gida iiretimi ve islenmesi sirasinda ¢ok miktarda attk madde ortaya
¢ikmaktadir. Bu atiklar direkt olarak ¢evreye verildiginde ¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Biyokiitle ve besinlerin kaybinin dniine gegebilmek, enerjinin idareli
kullanilmasi, ekonomik kayiplart en aza indirme, biyoddniigiimii saglamak gibi
nedenlerden dolayi, atiklarin islenmesiher gegen yil 6nem kazanmaktadir. Cevre
kirliligi ve ekonomik kayiplar, gida atiklarinin degerlendirilmesinde biyoteknolojik
yontemLerin gelistirilmesine neden olmustur.

Atik maddelerin besiortami karbon kaynagi olarak kullanilmasi yoluyla
biyoteknolojik yontemlerle iiretilen bilesiklerden biri de biyosiirfektanlardir (Wong
ve ark., 2004).Mikroorganizmalar1 kullanarak hem atik maddeleri degerlendirip
cevreye verecegi zarart en aza indirmek hem de insanlarin yasami igin yararl
iriinler elde etmek amacgh ‘biyosiirfektan’ madde elde edilmesi atik maddelerin
iretimini yapan fabrikalarda tekrar degerlendirilmesi ve ¢evre kirlilik yiikiiniin
azaltilmasi agisindan oldukca 6nemlidir (Kahyaoglu ve Konar, 2006).

Son yillarda bu atik maddelerden en yaygin olarak seker fabrikasi atii
melas biyoteknolojik iiriinlerin iiretilmesinde kullanilmaktadir. Atik maddelerin
biyoteknolojik olarak degerlendirilmesinde, mikroorganizmalar, hem sahip
olduklar1 yiizey aktif &zellikler hem de atik maddelerdeki karbon kaynagi gibi
yararlt maddeleri kullanarak iyi {riinlere doniistiirebilmeleri 6nemLi rol
oynamaktadir.

Siirfaktanlar, sivilar, katilar ve gazlar arasindaki arayiizlerde yiizey ve
arayiizey gerilimini azaltabilen, bdylece suda veya diger sivilardaki emdiilsiyonlar
olarak kolayca karigmasini veya dagilmasini saglayan yiizey aktif bilesiklerdir. Bu
bilesikler genellikle gevre igin toksiktir ve biyolojik olarak ¢dziinmez. Uretim
stireclerindeki biyobirikim ve yan {iriinleri ¢evresel olarak tehlikeli olabilir (Banat

ve ark., 2000).



1. GIRIS Gizem DAGCOBANI

Biyosiirfektanlar; mikroorganizmalar tarafindan {iretilen siirfektanlar olup,
hidrofilik ve hidrofobik kisim iceren (hidrofobik kisimlari yag asitleri igerirken
hidrofilik kisimlar1 fosfat, karboksilat, karbonhidrat, aminoasit, siklik peptit veya
alkol igeren), molekiiller arasinda yiizey ve i¢ ylizey gerilimini azaltabilen amfilik
bilesiklerdir (Banat ve ark., 2000; Makkar ve ark., 2002; Dyke ve ark., 1991).

Biyosiirfektanlar, dogada bakteri, maya ve kiiflerde, Ozellikle suyla
karismayan bir substrat iizerinde biiyliyen ve gida kaynagi olarak kullanilan
bakterilerde bulunurlar. Bu bakteriler, bakterilerin su ile karigmayan malzemeyi
adsorbe etmesine, emiilsiflestirmesine, 1slatmasina, dagitmasina veya ¢éziinmesine
yardime1 olan bir yiizey aktif iirlinii iireterek ve kullanarak bu substratlar iizerinde
beslenmeye adapte olmuslardir (Healy ve ark., 1996).

Biyosiirfektanlar, kimyasal siirfektanlarla ayn1 mekanizmalar1 kullanarak
ylizey ve ylizeyler arasi gerilimi azaltan karakteristik Ozelliklere sahiptirler.
Biyosiirfektanlar, kimyasal siirfektanlara gore sahip olduklari birgok avantajh
ozellikleri nedeniyle endiistriyel alanda daha c¢ok tercih edilmektedirler. Bu
avantajlar; biyolojik olarak parcalanabilme, diisiik toksisite gosterme, yenilenebilir
maddelerden elde edilebilme, yiiksek miktarda ve diisiik maliyetle iiretilebilir olma,
yiksek oOzgiinliikk, ekstrem sicaklik, pH ve tuzlulukta yiiksek aktivite
gostermeleridir (Yalgin ve ark., 2009). Yapisal farkliliklar1 (glikolipidler,
lipopeptidler, yag asitleri gibi), diigiik toksisiteleri, biyolojik olarak
parcalanabilmelerinden dolay1 bu molekiiller yaygmn bir sekilde kozmetik, ilag,
gida sanayinde emiilsifiyer, 1slatici-nemLendirici, koruyucu madde ve deterjan
olarak kullanilmaktadirlar (Yilmaz ve ark., 2010).

Melas, peyniraltt suyu, kesilmig siit, bitkisel yaglar gibi endiistriyel
atiklarin biyosiirfektaniiretiminde kullanilabilecegi belirtilmektedir (Sidal, 1997;
Mata-Sandoval ve ark., 1999; Nitschke ve ark., 2004; Maneerat, 2005; Rashedi ve
ark., 2005; Guo-liang ve ark., 2005; Kahyaoglu ve Konar, 2006; Thaniyavarn ve
ark., 2006; Raza ve ark., 2007).

Melas, seker endiistrisinin bir yan iriiniidiir ve diger seker kaynaklarina
2



1. GIRIS Gizem DAGCOBANI

kiyasla diisiik fiyati ve siikrozun yani sira fermantasyon siireci i¢in degerli olan
mineraller, organik bilesikler ve vitaminleri icerdigi i¢in iyi bir besi ortami
olusturmaktadir (Makkar ve Cameotra,1997; Patel ve Desai, 1997).Melas seker
pancarindan seker iiretiminin son asamasi olan kristallendirmede, kristallesmeyen
koyu kahve renkli surup seklindeki siiziintiidiir. Her 100 kg seker pancarindan
yaklasik olarak 4 kg kadar melas agiga ¢ikmaktadir. Bilesiminde kompleks
polisakkaritler, invert sekerler, koyu renkli azot igeren polimerik bilesikler,
inorganik maddeler ile malik asit, laktik asit, formik asit, asetik asit ve propiyonik
asit gibi organik asitler bulunur. Genel olarak melasta % 48-50 sukroz icerikli
seker, % 9-12 seker olmayan organik madde, % 2-4 protein, % 1,5-5 potasyum, %
0,4-0,8 kalsiyum, % 0,06 magnezyum, % 0,6-2 fosfor, 1-3 mg/kg biyotin, 15-55
mg/kg pantotenik asit, 2500-6000 mg/kg inositol ve 1,8 mg/kg tiyamin bulunur
(Makkar ve Cameotra, 1997; Kahyaoglu, 1999).

Streptococcus thermophilusgenelde yogurt starter bakterileri olarak
kullanilan ve yogurt iiretiminden sorumLu olan laktik asit bakterisidir (Yilmaz ve
Temiz, 2003).Laktik asit bakterileri gida teknolojisi agisindan biiylik bir 6neme
sahiptir. Laktik asit bakterileri gidalarda bazi patojenlerin gelisimini inhibe
edebilme ozelliklerinden dolayr da insan sagligi acgisindan ayri bir Oneme
sahiptirler (Schleifer ve ark., 1995). Gram pozitif basil ve koklardan olusan laktik
asit bakterileri Firmicutes filumuna ait cesitli bakteri cinslerinden olusmaktadir.
Streptococcus thermophilus spor olusturmayan ve katalaz negatif olan laktik asit
bakterilerinin 6nemLi cinsleri arasinda yer almaktadir (Dinger ve ark., 2009).

Laktik asit bakterilerinin farkli metabolik yollarla sekeri fermente etme ve
diasetil, asetoin, bakteriyosin, biyosiirfektan gibi diger {iriinleri olusturma becerisi
vardir. Glikoz yerine karbon kaynagi olarak sakkaroz ya da laktoz kullanmak
hiicrelerin bir diger metabolik yol kullanmalarina neden olur ve boylece {iretilen
biyosiirfektan toplulugu ¢esitlenmis olur. (Rodriguez ve ark., 2006b).

Laktik asit bakterilerinin baz1 tiirlerinin biyosiirfektan iiretici suslar oldugu

ve biyosiirfektanlar i¢cin bilinen en oOnemli rollerden birinin bunlarin diger
3



1. GIRIS Gizem DAGCOBANI

mikrobiyel tiirler lizerindeki negatif etkileri oldugu bildirilmistir (Uehara ve ark.,
2006).

Gida giivenliginin  saglanmast amaciyla da  biyosirfektanlarin
antimikrobiyel ~0Ozelliklerinden faydalanilabilmektedir. Siirfaktin araciligiyla
gidakaynakliBacillus cereus sporlarinin  yiizey yapilarina zarar vererek
parcalanmasi (Huang ve ark., 2007), iturin ile kombine antifungal olarak
kullanilmasi1 basarili sonuglar vermistir.

Daha oOnce yapilan caligmalar sonucunda besi ortami olarak melas
kullanilarak Streptococcus thermophilus'dan biyosiirfektan iiretilmis ve olumLu
sonuglar alinmistir. Bu nedenle, bu arastirmada besi ortami olarak seker fabrikasi
at1ig1 melas ve MRS besiyeri ortamLar1 kullanilmustir.

Bu c¢alismada, gida attk maddesi olan melasin besiyeri haline
donistiiriilerek biyoteknolojik fayda saglamak amaciyla kullanilmasi, melasta
biyosiirfektan tiretimi gerceklestirerek antimikrobiyel ve patojenler {izerine
adezyon oOnleyici etkisinin belirlenmesi, bu amag¢ dogrultusunda belirli gida
patojenlerinin (Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia

coli) yiizeye yapismasinin engellenmesi amaglanmustir.
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2. ONCEKICALISMALAR

2.1. Biyosiirfektanlarin Genel Ozellikleri

Siirfaktanlar ve emiilgatorler, petrol, ilag, kozmetik ve gida endiistrilerinde
yaygin olarak kullanilir. Bu bilesiklerin ¢ogu kimyasal olarak sentezlenir ve sadece
son birka¢ on yilda biyolojik kdkenli yiizey aktif molekiillerin tanimLanmas1 s6z
konusudur. Su anda, biyo yiizey aktif maddeler, yiiksek iiretim maliyetlerinden
dolay1 kimyasal yiizey aktif maddeler ile rekabet edememektedir. Biyo-ylizey aktif
maddeler kolayca biyolojik olarak pargalanabildiginden ve yenilenebilir ve daha
ucuz alt tabakalardan iiretilebildiklerinden, kimyasal olarak sentezlenmis karsi
kistmLarmi degistirebilirler (Patel ve Desai, 1997).

Biyosiirfektanlar genelde karbonhidrat, yag veya hidrokarbonlu ortamda
aerobik mikroorganizmalar tarafindan senzetlenmektedir. Genel olarak notr veya
anyonik yapida bilesiklerdir (Mulligan, 2005).

Hidrofilik kisimLart genellikle sekerler, aminoasitler, karboksilik asit
gruplar1 gibi polar fonksiyonel gruplardan olusmaktadir. Hidrofobik kisim ise tipik
olarak B-hidroksi yag asitlerinin hidrokarbon zinciridir (Uyar ve Yalcin, 2013).

Biyosiirfektanlar, kimyasal siirfektanlarla ayni mekanizmalar1 kullanarak
ylizey ve yiizeyler arast gerilimi azaltan karakteristik  Ozelliklere
sahiptirler.Biyosiirfektanlarin, kimyasal siirfektanlara gore bir¢ok avantajli
ozellikleri vardir.Bu avantajlar; biyolojik olarak pargalanabilme, diisiik toksisite
gosterme, yenilenebilir maddelerden elde edilebilme, yiiksek miktarda ve diisiik
maliyetle iiretilebilir olma, yiiksek 6zgiinliik, ekstrem sicaklik, pH ve tuzlulukta
yiiksek aktivite gibi 6zelliklerdir (Yalgin ve ark., 2009).

Biyosiirfektanlar, patojen mikroorganizmalarin ylizeylere
yapismasiniengellemenin  yanisira, bazi  biyosiirfektanlarin  antibakteriyel,

antifungal,antiviral aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Kahyaoglu, 2008).
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2.2. Biyosiirfektanlarin Siniflandirilmasi
Biyosiirfektanlar, kimyasal yapilar1 ele alindiginda 5 sinifa

ayrilmaktadirlar. Bunlar;

1. Glikolipidler
Lipopeptidler ve Lipoproteinler
Yag Asitleri, Fosfolipidler ve NotralLipidler

Polimerik Biyosiirfektanlar

nok we

Partikiiler Biyosiirfektanlar

Glikolipitler, lipopeptitler ve lipoproteinler, yag asitleri, notral yaglar,
fosfolipitler, polimerik ve partikiil lipitler gibi kimyasal yapilarla dogada
bulunurlar (Makkar ve Cameotra, 2002).

Molekiiler agirliklarina gore; glikolipitler, fosfolipitler ve lipopeptitleri
iceren diisilk molekiiler agirlikli biyosiirfektanlar ile amfipatik polisakkaritler,
proteinler, lipopolisakkaritler, lipoproteinler ya da bu polimerlerin kompleks
karigimLarint iceren yiiksek molekiiler agirlikli biyosiirfektan/biyoemiilsifiyer
olarak iki sinifa ayrilirlar (Guo-liang, Yue-ting, Xin-ping ve Qin, 2005). Diisiik
molekiiler agirlikli biyosiirfektanlar yilizey ve araylizey gerilimini diisiirerek etki
ederken, yiliksek molekiiler agirlikli biyosiirfektanlar sudaki yag emiilsiyonunu
stabilize etmede etkilidir (Herman ve ark., 2001).

Glikolipitler; Glikolipitler, en iyi bilinen biyosiirfektan
grubudur(Kahyaoglu, 1999). Uzun zincirli alifatik asit ya da hidroksialifatik asit
kombinasyonundan olusan karbonhidratlardir. Glikolipitler arasinda en iyi bilinen
biyosiirfektanlar ramnolipitler, trehalolipitler, soforolipitler ve mannosileritritol
lipitlerdir (Kaya ve ark., 2006). Ramnolipitler, bir ya da iki ramnoz molekiiliiniin
B-hidroksidekanoik asit molekiiline baglanmasiyla olusan glikolipitlerdir.
Ramnozlu glikolipit iiretimi ilk olarak Pseudomonas aeruginosa’datanimLanmgtir
(Kosaric, 2001).
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Lipopeptit  ve  lipoproteinler;  Bacillus  brevis ve  Bacillus
polymyxatarafindan tretilen dekapeptit (gramisidin) ve lipopeptit (polimiksin)
antibiyotikler yiizey aktif 6zelliklere birgok biyosiirfektan iiretmektedir (Mata-
Sandoval ve ark., 1999). Bacillus licheniformis tarafindan tretilen siirfektan BL-
86, suyun ylizey gerilimini 27 mN/m’ ye, su ve n-hekzadekan arasindaki arayiizey
gerilimi ise 0.36 mN/m’ ye diisiirebilmektedir.

Yag asitleri, fosfolipitler ve nétral lipitler; Bir¢ok bakteri ve maya, n-
alkanlardaki gelisimLeri esnasinda biiyiik miktarlarda yag asitleri ve fosfolipit
yapidaki stirfektanlar1 tiretmektedirler. Acinetobacter sp. HO1-N susu suda alkan
mikroemiilsiyonlarini olusturan fosfatidilethanomin iiretmektedir. Fosfolipitlerin
kantitatif iiretimi bazi1 Aspergillus spp. ve Thiobacillus thiooxidans tiirlerinde
belirlenmistir (Ochoa ve ark., 2001).

Polimerik biyosiirfektanlar; En fazla calisilan polimerik biyosiirfektanlar;
emiilsan, alasan, biyodispersan, liposan ve mannoprotein diger polisakkarit-protein
kompleksleridir. Acinetobacter calcoaceticus RAG-1, emiilsan olarak adlandirilan
polianiyonik amfifilik heteropolisakkarit biyoemiilsifiyeriiretmektedir.
Heteropolisakkarit omurga; Nasetil-D-galaktozaminin tekrarli trisakkaritleri,
Nasetilgalaktozamin {ironik asit ve tanimLanmamis N-asetil amino sekerinden
olugmaktadir (Mulligan ve ark., 1999).

Partikiil biyosiirfektanlar; Hidrokarbonlar1 pargalayan hiicredisi membran
kesecikleri, alkanda énemLi rol oynayan mikroemiilsiyonlar1 olusturmaktadirlar.
Acinetobacter sp. HO1-N susunun kesecigi, 20-50 nm ¢apinda ve 1.158 g/cm3
batmayan yogunlukta olup protein, fosfolipit ve lipopolisakkaritten olugmaktadir
(Nielsen ve ark., 2000).

Fiziksel yapilarina gore, kimyasal yollarla elde edilen siirfektanlar

genellikle yapilarinda bulunan polar gruplara gore ise,

1. Hidrofilik grup,
2. Anyonik siirfektanlar,
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Katyonik siirfektanlar,
Zwitteriyonik siirfektanlar (amfoterik),

Noniyonik siirfektanlar,

S

Kombinasyon halinde biyosiirfektanlar olarak siniflandirilmaktadir.

2.3. Gida Atiklarinin Biyosiirfektan Uretiminde Kullanimi

Diinyada hemen her yil milyonlarca ton atik madde ¢evreye atilmaktadir.
Tarimsal {iriinler 6rnegin tahil {irtinlerinin % 60’1, yagh tohum {irtinlerinin %851,
seker triinlerinin %90°n1 kullanilmayan atik madde olarak gevreye birakilmaktadir.
Bu atik maddelerin yok edilmesi c¢esitli endiistri kollarma biiyiik yiikler
getirmektedir; Mikrobiyal transformasyonla bu atik maddelerin ham madde olarak
gesitli iirlinlerin elde edilmesinde kullanilabilecekleri bildirilmistir (Telefoncu,
1995).

Atik maddeler ¢evreye birakildiklar1 zaman birikerek toksik, kanserojenik
veya mutajenik etki yapmaktadir (Miller, 1995).

Melas, peyniralti suyu, kesilmis siit, bitkisel yaglar gibi endiistriyel
atiklarin biyosiirfektaniiretiminde kullanilabilecegi belirtilmektedir (Sidal, 1997;
Mata-Sandoval ve ark., 1999; Nitschke ve ark., 2004; Maneerat, 2005; Rashedi ve
ark., 2005; Guo-liang ve ark., 2005; Kahyaoglu ve Konar, 2006; Thaniyavarn ve
ark., 2006; Raza ve ark., 2007).

Melasin bilesiminde kompleks polisakkaritler, invert sekerler, koyu renkli
azot igeren polimerik bilesikler, inorganik maddeler ile malik asit, laktik asit,
formik asit, asetik asit ve propiyonik asit gibi organik asitler bulunur. Genel olarak
melasta % 48-50 sukroz igerikli seker, % 9-12 seker olmayan organik madde, % 2-
4 protein, % 1,5-5 potasyum, % 0,4-0,8 kalsiyum, % 0,06 magnezyum, % 0,6-2
fosfor, 1-3 mg/kg biyotin, 15-55 mg/kg pantotenik asit, 2500-6000 mg/kg inositol
ve 1,8 mg/kg tiyamin bulunur (Makkar ve Cameotra, 1997; Kahyaoglu, 1999).

Patel ve Desai (1997); tarafindan yapilan ¢aligmada seker fabrikasi atik

maddesi olan melas besiortaminda c¢ogalabilen Pseudomonas aeruginosa GS3
8
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kiiltiirlerinden 0,24 g/l ramnolipit biyosiirfektani elde edildigini bildirmislerdir
Biyosiirfektan {iretimi {izerine yapilan bir ¢alismada seker fabrikasi atik
maddelerinden melas’in substrat olarak kullanilabilecegi, melas igeriginde; % 48-
56 seker,% 9-12 seker olmayan organik maddeler, % 2,5 protein, % 1,5-5
potasyum, % 0,4-0,8 kalsiyum, % 0,06 magnezyum, % 0,06-0,2 fosfor, 1-3 mg/kg
biotin, 15-55 mg/kg pantotenik asit, 2,5-6 mg/kg inositol ve 1,8 mg/kg tiamin
bulundugu ve melas’in siikroz yaninda diger bilesikler yoniinden de zengin bir
bilesik oldugu ve diger seker kaynaklari ile karsilastirildiginda maliyetinin daha
diisiik oldugu ve ramnolipit biyosiirfektan1 elde edilmesinde kullanilabilecegi

bildirilmistir(Makar ve Cameotra,2002)

2.4. Biyosiirfektanlarin Gida Endiistrisinde Kullanim Alanlari

Biyosiirfektanlarin gida endiistrisinde 6zellikle emiilsifiyer, kopiirtme,
islatma ve ¢oziicili, adezyonu engelleyici ve antimikrobiyel madde olarak
kullanilmalar1 yaygindir (Desai ve Desai, 1993). Giiniimiizde emiilsifiye ediciler
olarak gida endiistrisinde diinya genelinde kullanilmaktadir. Candida utilis’ten elde
edilen bir biyoemiilsifiyer salata sosunda kullanilmaktadir (Amaral ve ark., 2010).

Ramnani ve ark (2005), yaptiklar1 caligmada Bacillus subtilis tarafindan
tiretilen biyosiirfektanin yiizey gerilimi 6l¢limii i¢in Ring metodunu kullanmis ve
yiizey gerilimini %41 olarak 6lgmiislerdir.

Amaral ve ark (2006) tarafindan emiilsifikasyon aktivitesi iizerine yapilan
bir caligmada Yarrowia lipolytica IMUFRJS50682 izole edilip karbon kaynagi
olarak glikoz kullanilmig elde edilen emiilsifiyere yansan ismi verilmistir ve farkli
pH degerlerindeemiilsifikasyonudl¢iilmiistiir. Emiilsifikasyonaktivitesi pH 3.0-9.0
gibi genis bir aralikta stabilitesini korumusgtur.

Fernandes ve ark (2007), Bacillus subtilis R14 biyosiirfektaninin yiizey
gerilim dl¢iimiinii Wilhelmy plate metod kullanarak KSV SIGMA 70 tensiyometre
ile 6lgmiiglerdir. Kiiltiir ortaminin yiizey geriliminin 20 saat inkiibasyondan sonra

54 mN/m’den 30 mN/m’ye diistliglinii belirlemislerdir.
9
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Biyosiirfektanlar, yag globiillerinin aglamerasyonunu kontrol etmede,
havalandirilan sistemLerin kontroliinde, nisasta icerikli gidalarin stabilizasyonu ve
raf dmrii kontroliinde ve iiriin yapisinin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Bugday
hamurunun reolojik 6zelliklerinin modifiyesi, ve yag bazli {rlinlerin tekstlir ve
tutarliliginin gelistirilmesinde tercih edilmektedir. Dondurma firincilik {iriinlerinde
stabilizasyonun kontrolii, aroma yaglarinin c¢oziiniirliigiiniin ve bayatlamanin
geciktirilmesinde rol oynamaktadir. Hamur stabilizasyonunun, tekstiir ve hacminin
kontrolii ramnolipid biyosiirfektan1 kullanilarak saglanabilmektedir. Ayrica, birgok
caligmada  tereyag  kremasinin, dondurulmus dirlinlerin  6zelliklerinin
gelistirilmesinde de ramnolipidlerin etkili olabilecegini belirtmistir. Son
zamanlarda Enterobacter cloacae’dan elde edilen biyoemiilsifiyerin potansiyel
viskozite artirict 6zellige sahip oldugu agiklanmis ve ozellikle sitrik veya asetik
asitli ortamLarda bu etkinin daha arttig1 bildirilmistir. L-Ramnoz’un aromada 6ncii
oldugudiisiiniilmektedir.Bunedenleendiistridefuraneolgibidaimaytiiksekkalitede
aroma verici bilesen olarak kullamilmaktadir. L-Ramnoz’un kaynaginda ramnoz
lipidlerin biiyiik bir ilgisi vardir (Nitschke ve Costa, 2007).

Biyosiirfektanlar gida sanayinde katki olarak bir¢ok uygulamada
kullanilmaktadir. Lesitin ve tiirevleri, gliserol igeren yag asidi esterleri, sorbitol
veya etilen glikol ve etiloksilat gida sanayinde su anda kullanilan emulsifiye edici
maddelerdir. Biyosiirfektanlarla ilgili diger uygulamalar ise firin ve et iiriinleridir.
Termofilik bir mikroorganizma olan Streptoccocus sp.’nin pastorizatdr 1s1
degistirici plakalarinda kirlilik yaratan mikroorganizmalarin kolonizasyonunu

onlemeye yardimci oldugunu belirtmiglerdir (Shekdar ve ark., 2015).

2.5. Biyosiirfektanlarin Antiadezyon Ajan Olarak Kullanim
Gida endiistrisinde kontaminasyonlara yol agip gida giivenligini tehlikeye
girdirmemek i¢inmikroorganizmalarin ylizeye yapigmasini Onleyici faaliyetler

yapilmaldir.

10
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Surfaktin biyostirfektan1 Salmonella Typhimurium, Salmonella Enterica,
Escherichia coli ve Proteus mirabilis’e kars1 PVC ve vinil {iretral kateterlerde
biofilm olusumunu azalttig1 bilinmektedir (Mireles ve ark., 2001).

Rodrigues ve ark., (2004) biyosiirfektanlarin kati1 yilizeylerde ya da
enfeksiyon alanlarinda patojen mikroorganizmalarin yapigsmasini engelledigini
bulmustur. Bu calismada bir miktar saflagtirilmis siirfaktin dokiilerek kaplanan
vinil Ttretral kateter ortamu Salmonella typhimurium, Salmonella enterica,
Escherichia coli, and Proteus mirabilis tarafindan olusturulan adezyon miktarinda
azalma oldugu tespit edilmistir. Dahas1 bu biyosiirfektanin protezler iizerinde
mikrobiyel say1y1 azalttigigosterilmistir.

Meylheuc ve ark. (2006), Lactobacillus helveticus ve Pseudomonas
fluoresgens  bakterilerinden elde ettikleri  biyosiirfektanlar ile  Listeria
monocytogenes’in gelisim {izerine etkisi paslanmaz gelik yilizeylerde antiadezyon
testi ile belirlenmistir. Calisma sonucu biyosiirfektanlarin kat1 yilizeylerde listerial
adezyonu engelledigi bulunmustur.

Gudina ve ark. (2010), L. paracasei ile yaptiklar1 caligmada iiretilen
biyosiirfektanin 4 farkli konsantrasyonda % mikrobiyel inhibisyon sonuglarinin
incelemiglerdir. 3,12 mg/mL, 6,25 mg/mL, 12,5 mg/mlL ve 25 mg/mL
konsantrasyonlarinda yapilan denemelerde en 1iyi sonucu en yiksek
konsantrasyonda elde etmis ve antiadezyon aktivitesinin konsantrasyona bagl
oldugunu Dbelirtmislerdir. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus tizerinde yapilan antiadezyon aktivitesi testinde en iyi
sonucu 25 mg/mL konsantrasyonunda Staphylococcus aureus iizerinde yapilan
denemede elde etmisler ve biyosiirfektan 6rneginin % 70’ e kadar adezyonu
engelledigini belirlemislerdir.

Araujo ve ark. (2011), tarafindan yapilan bir c¢alismada polisitren
yiizeylerde Listeria monocytogenes’in adezyonunun biyosiirfektanla onlenmesi
arastirllmigtir. Calismada siirfaktin ve ramnolipid kullanilmistir. 15 hiicrenin

adezyon profilleri incelenmis ve bu bakteriler oldukca giiclii adezyon ozelligine
11
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sahip olarak siniflandirilmustir. Iki biyosiirfektan da adezyonu azaltmigtir. En umut
vericisonugATCC7644susuicineldeedilmisolup,surfaktini¢in®%84yapismaazalmasi
olmugtur (30 saatlik bilylime periyodu). Ramnolipidler adezyonu %82 oraninda
disiirmiistiir. ATCC19112 adezyonu siirfaktin ve ramnolipid i¢in %53 azaltmugtir.
Sodyum dodecyl-siilfat biyosiirfektanlardan daha az etkili oldugu bulunmustur. En
fazla adezyonu %23 oraninda engellemistir. Sonug olarak siirfektanlarin Listeria
monocytogenes adezyonunu kontrol etmek i¢in potansiyel ajan olarak
kullanilabilecegi anlasilmistir. Bakteri adezyonunu onlemek ig¢in yiizeylerin
biyosiirfektanla kaplanmasi bir alternatif yontem olarak bilinmektedir. Bacillus
subtilis’ten elde edilen surfaktin ve Pseudomonas aeruginosa’dan elde edilen
rhamnolipid biyosiirfektanlarin farkli konsantrasyonlar1 gida kaynakli patojen
bakterilerin yiizeylere yapismasini engelledigi belirtilmistir.

Genellikle biyostirfektan miktarindaki artis ve ylizeyde bekletilme
stiresindeki artis adezyon yapisinin uzaklagma yiizdesini arttirdigi belirlenmistir
(Gomes ve Nitschke,2012).

Tahmourespour ve ark. (2011), Lactobacilus acidophilus DSM 20079
bakteri susundan biyosiirfektan madde elde edildigini ifade etmislerdir. Elde edilen
biyosiirfektanin, Streptococcus mutans’in dis yiizeylerinde adezyon olusturma ve
gen agiga ¢ikarma gibi yeteneklerini inhibe ettigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada

Lactobacillus  acidophilus’un cam  yiizeylere yapisarak burada
Streptococcus mutans iiremesini ve adezyon olusumunu azalttigi bildirilmistir.
Yapilan onceki c¢aligmalarda bu biyosiirfektanlarin paslanmaz ¢elik yiizeylerde

ayni zamanda iyi bir korozyon 6nleyici olabilecegi de belirtilmistir.

2.6. Biyosiirfektanlarin Antimikrobiyel Aktivitesi

Biyosiirfektanlarin antimikrobiyel 6zellikleri ilk kez Bacillus subtilis tiirleri
tarafindan sentezlenen lipopeptit yapisinda iturin A bilesiklerinde tespit edilmistir.
[turin A, maya hiicre zarinda bulunan elektrolitleri serbest birakarak fosfolipitlerin
ayrigmasina ve sitoplazma yapisinin bozulmasina neden olmaktadir. Ayrica iturin

12
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A, por olusumunda lipopeptidleri uyarip zarlarin elektriksel iletimini artirarak
patojenlere kars1 aktivite gosterdigi belirtilmistir.(Kahyaoglu,2008).

Stirfaktin araciligiyla gida kaynakli Bacillus cereus sporlarmin yiizey
yapilarina zarar vererek parcalanmasi (Huang ve ark., 2007), iturin ile kombine
edilen stirfaktinin etlerdeki Salmonella enteritidis’in sterilizasyonu (Huang ve ark.,
2009) ve Penicillium notatum’a karst antifungal olarak kullanilmasi basarili
sonuglar vermistir (Huang ve ark., 2010).

Kitamoto ve ark. (1993), Candida antartica tarafindan sentezlenen
mannosileritroritol (glikolipid yapisinda bir biyosiirfektan) lipitlerin (Mel A ve Mel
B) Gram pozitif bakterilere karsi antibakteriyel etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Fernandes ve ark. (2007), Bacillus subtilis R14 den elde edilen
biyosiirfektanin 29 bakteri susuna kars1 antimikrobiyel aktivitesini gdstermislerdir.
Bu sonuglar, lipopeptid yapisindaki biyosiirfektanlarin ilaca direngli suslara karsi
antimikrobiyel etkilerinin genis spektrumLarda oldugunu gostermektedir.

Rufino ve ark. (2011), Candida lipolytica’dan, findik yag: atik maddeleri
kullanilarak Rufisan biyosiirfektan1 elde etmislerdir. Bu biyosiirfektan biyomedikal
alanda polisitren yiizeylerde antimikrobiyel madde olarak kullanilmis ve adezyonu
engelleme konusunda oldukca basarili bulunmustur. Ozellikle gida patojeni olan
Staphylococcus aureus, tizerine yapilan denemelerde 12 mg/Lbiyosiirfektan
kullanimi ile %98 oraninda adezyon engellenmis ve bu bakterinin gelisimini %15.1
oraninda inhibe ettigi de belirlenmistir. Ayni ¢alismada Escherichia coli’nin, 12
mg/Lbiyostirfektan kullanimi ile gelisimi %5 oraninda, adezyonu ise % 25
oraninda engellenmistir.Ramnolipidler potansiyel mikrobiyel aktiviteye sahiptirler.
Biyosiirfektanlar bakteriyostatik ajan olarak gida ile ilgili en 6nemLi patojenlerden
Listeria monosytogenes’e karsi oldukga etkili oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
nisinle kombine edildiginde sinerjistik etkisi artmistir. Surfaktin ise polisitren
ylzeylerde kimyasal siirfektan olan sodyum dodesil siilfata gore daha etkin bir
sekilde bakteriyel yapismayi azaltabildigi gosterilmistir. Ayrica saflastiriimig
ramnolipidin Listeria monocytogenes hiicrelerinin giiclii yapismasint %100

oraninda engellemistir (Reis ve ark., 2013).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Mikroorganizmalar

Bu ¢alismada biyosiirfektan eldesinde,Streptococcus thermophilus NCC
2290 (Cukurova Universitesi Gida Miihendisligi  Bolimii), iiretilen
biyosiirfektanlarin antimikrobiyel etkisini belirlemek amaciyla ise Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa (Cukurova Universitesi Biyoloji

Béliimii) ve Escherichia coli K12kullanilmustir.

3.1.2. Besiyerleri

Caligmada kullanilan ~Streptococcus thermophilusgelisimii¢in - MRS
agar/broth kullanilmistir.

Antibakteriyel etkiyi belirlemek amaciyla, Tripticase Soy Broth
(TSB)/Agar (TSA) (Merck-Almanya), Tripticase Soy Yeast Extract (TSYE)
(Merck-Almanya) besiyerleri kullanilmistir (Gomes ve Nitschke, 2012).

Biyosiirfektanin antibakteriyel 6zelliginin belirlenmesi amaciyla uygulanan

MIK testinde Mueller-Hinton Broth (Biomark-Hindistan) besiyeri kullanilmustir.

3.1.3. Melas
Calismada kullanilan melas, Eskisehir Seker Fabrikasi’ndan temin

edilmistir.

3.2. Metod

Calismada, tiim analizler 2 tekerriirlii olarak yapilmustir.

3.2.1. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Gelistirilmesi ve Saklanmasi
Besiyerinde gelisen farkli kolonilerden 6ze yardimiyla alinarak her biri ayr1

ayr1 10 mL’lik MRS broth besiyerine inokiile edilmistir. Daha sonra tiim bakteri
15
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kiiltiirleri 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda gelisen
bakteri kiiltiirleri 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek elde edilen siipernatant
dokilmistiir. 5 mL’ lik eppendorf tiipleri i¢erisine 1 mL MRS broth, 1 mL laktik
asit bakteri kiiltiirleri 1 mL steril gliserin ilave edilerek bu tiipler -18 °C’de
saklanmustir.

Antibakteriyel etki ilizerine yapilacak denemelerde kullanilacak patojen
ozellikteki bakteriler, stok kiiltiirden 6ze yardimu ile alinarak 6 g/l maya ekstrakti
(TSYE) ile =zenginlestirilmis Trypticase Soy Agar besiyerine siirme ekim
yapilmistir. Daha sonra 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

isleminden sonra her bir kiiltiir iizerine 9 mL distile su ilave edilerek bakteri

sayilar1 108 kob/mL olacak sekilde ayarlanarak adezyon testi igin kullamlmustir

(Gomez ve ark.,2012).

3.2.2. Melasin Hazirlanmasi

Toplam seker miktar1 belirlenen melaslar 20 g/ sakkaroz
konsantrasyonuna seyreltilip, 3 g/L maya ekstrakti, 5 g/L pepton takviye edilmistir
(Rodrigues ve ark., 2006).

Melas konsantrasyonu;

d=m/V

esitliginden hesaplanir.

Seker konsantrasyonundaki degisim;

d=(d,V| +dyV,)/ (V+V,) esitliginden hesaplanir

Besiortaminin pH’ s1 6,8’e ayarlanmis ve otoklavda 121 °C’ de 15 dakika
steril edilerek kullanilmistir (Zhang ve ark., 2005).
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3.2.2.1. Melasta Toplam Seker Tayini
Melas, sakkaroz ve indirgen sekerler igermektedir. Bu c¢alismada bir
titrasyon yontemi olan Lane eynon metodu kullanilmigtir.(http:/www-

unix.oit.umass.edu,2006)

Caligmada 5 gr melas tartilmisg, saf su ile 250 mL’ ye seyreltilerek %2’ lik
seker ¢ozeltisi elde edilmistir. Daha sonra bu seker ¢ozeltisinden 25 mL o6rnek
alinarak tekrar saf su ile 100 mL’ ye seyreltilmis %0.5* lik seker ¢ozeltisi elde
edilmistir. Erlene ise, 12,5 mL Fehling A ve 12,5 mL Fehling B ¢ozeltisi alinip,
izerine %0.5’ lik seker ¢ozeltisinden 10 mL ilave edilerek 1sitilmaya baslanmaistir.

Fehling A ¢ozeltisi hazirlanirken, 69,28 gr CuSO4.5H,0 1 lt. distile suda
coziilir, Fehling B ¢ozeltisi hazirlanirken ise, 346 gr ‘Rochelle’
tuzu(KNaC4H404.4H,0) ve 120 gr NaOH 1 L distile suyla tamamLanur.

Bu ¢aligmadan sonra sakkaroz miktarinin tayini i¢in inversiyon yapilmustir.
Erlene 25 mL %2’ lik seker ¢ozeltisi koyulup, lizerine 1 N HCI ¢ozeltisinden 15
mL ilave edilmis ve kaynatilmistir. Daha sonra renk pembeye donene kadar %10’
luk NaOH ilave edilmistir. Erlene , 12,5 mL Fehling A ve 12,5 mL Fehling B
cozeltileri koyulmus ve 1sitilmaya baglanmistir. Kaynama baslayinca 3-4 damlLa
metilen mavisi eklenerek mavi renk kaybolup ¢okelti olusana kadar titrasyon
yapilmigtir. Buradan toplam seker miktar1 hesaplanmugtir.

Toplam geker miktar1 = (invert seker degeri *100) / ¢ozelti sarfiyati ile
hesaplanir. Buna gore,

Melastaki toplam seker konsantrasyonu = (toplam seker miktar1 / 0,5) *
100 =

Melastaki ger¢ek seker konsantrasyonu, hesaplanan toplam seker
konsantrasyonunun %95’ i olarak kabul edilmektedir.

Bu durumda; Ger¢ek seker konsantrasyonu = toplam seker

konsantrasyonu*0,95 olarak hesaplanir.
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3.2.3.Biyosiirfektan Uretimi

Biyosiirfektan iiretimi igin kullanilacak olan Streptococcus thermophilus
bakteri 6rnegi 9 mL’lik MRS broth besiyerine aktarilarak 37 °C’de 18 saat 150
rpm hizinda ¢alkalamali inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Daha 6nceden kiiltiir ortami
olarak hazirlanan melastan 600 mL erlenmayere aktarildiktan sonra, {izerine 15 mL
onceden hazirlanmis olan Streptococcus thermophilus bakteri kiiltirti (18 saat
inkiibe edilmis kiiltiir) ilave edilerek 37°C’de 48 saat 150 rpm hizinda ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda kiiltiir sivisindan bakteri hiicreleri, 6500xg, 4 °C’de
20 dakika santrifiij edilerek (slipernatant ve pellet) ayrilmistir. Hiicre icermeyen
stipernatant, biyosiirfektan analizlerinde kullanilmak tizere +4 °C’de saklanmistir
(Rodrigues ve ark., 2006a; Rodrigues ve ark., 2006b; Gudina ve ark., 2010;
Augustin ve Hippolyte, 2012).

Kiyaslama amaciyla 600 mL MRS broth kiiltiir ortami ile aynmi sekilde
uretimLer gerceklestirilmistir. Hazirlanan bu kiiltiir ortamma 15 mL onceden
hazirlanan bakteri kiiltiirii (18 saat inkiibe edilmis) inokiile edilerek 37°C’de 48
saat 150 rpm hizinda ¢alkalamali inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Sonrasinda tiim
analizler ayn1 sekilde gerceklestirilerek sonuclar kiyaslanmistir (Rodrigues ve ark.,

2006a; Rodrigues ve ark, 2006b; Gudina ve ark, 2010).

3.2.4. Biyosiirfektan Madde Miktarinin Belirlenmesi ve Ekstraksiyonu
Caligmada fenol siilfirik asit metodu ile biyosiirfektan madde miktar
belirlenmistir. Bu amagla kiiltiirler 6500 rpm de 20 dakika santrifiijlenmistir. 1 mL
olusan filtrattan, 1 mL fenol (%5) ve 3 mL siilfirik asit (%98) cozeltileri vorteks
yardimryla homojen karistirilmigtir. Olusan renkli bilesik 480 nm’de spektrometrik
olarak Odlgiilerek biyosiirfektan madde miktar1 tespit edilmistir (Yilmaz ve

ark.,2010).

18



3. MATERYAL VE METOD Gizem DAGCOBANI

3.2.5. Biyosiirfektan Ekstraksiyonu

Biyosiirfektan ekstraksiyonu amaciyla ise belirlenen inkiibasyon siiresi
sonunda hiicreler 6500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek uzaklastirilmistir.
Santrifiij islemi sonunda elde edilen berrak kismm pH’st 6 M HCI ile 2.0’ a
ayarlanip ve ayirma hunisine alinarak iizerine esit miktarda etil asetat eklenmistir.
Karigim birkag dakika faz ayirimi gergeklesinceye kadar calkalanmistir. Organik
faz uzaklastirthp islem tekrar edilmistir. Daha sonra organik kisimLar
birlestirilerek suyun uzaklagtirilmasi amaciyla susuz sodyum siilfat ile muamele
edilmistir. Su uzaklastirildiktan sonra 40 °C’de rotary evaporatorde konsantre
edilerek kaba biyosiirfektan ekstrakti elde edilmistir. FElde edilen kaba
biyosiirfektan+4 °C’de saklanmistir (Yin ve ark., 2009).

Sekil 3.1. Rotary evaporator ile biyosiirfektan ekstraksiyonu

3.2.6.Yag Yayma Teknigi ile Biyosiirfektan Varh@inin Saptanmasi

Yag yayma tekniginde plastik petriye (capt 9 cm) 25 mL saf su
konulduktan sonra petrinin tam ortasina plastik pipet yardimi ile 1 damLa ham
petrol damLatilmistir.Suyun yiizeyinde dagilan petroliin ortasina da 20 pL
biyosiirfektan 6rneginden konularak olusan zon ¢api Slgiilmiistiir. Pozitif kontrol
O0megi olarak zon caplart tween-80 ile yapilan denemedeki zon c¢api ile

kiyaslanmistir (Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.1. Zon Caplarinin Degerlendirilme Araliklar

Seffaf Bolgenin Zon Capi (cm) Yag Yayma Aktivitesi
0.5-0.9 +)
1.0-1.5 (++)
1.5-2.1 (+++)
>2.1 (++++)

Yag yayma tekniginde olusan seffaf bolgenin ¢ap1 0,5-0,9 cm ise ‘+’, 1-1,5
cm ise ‘“++’, 1,5- 2,1 araliginda ise ‘+++°, 2,1 cm’den biiyiik ise ‘++++’ olarak
degerlendirilmistir (Youssef ve ark., 2004; Karthik ve ark., 2010; Sarin ve ark.,
2011).

3.2.7. Biyosiirfektanin Emiilsifikasyon indeks ve Yiizey Gerilimi Ol¢iimii

Biyosiirfektan emiilsifikasyon indeks 6l¢iimii i¢in, ksilen, n-heptan, mazot,
aycicegi yagi gibi hidrokarbonlar kullanilabilmektedir (Ramnani ve ark., 2005;
Nitschke ve Pastore, 2006; Abouseoud ve ark., 2008; Santos ve ark., 2013). Su,
ksilen ve bakteri hiicrelerinden arindirilmis kiiltiir sivis1 20:30:10 oraninda 6l¢ii
silindirinde karistirtlmistir.Coziici  tabakasinin  dlgli  silindirindeki yiiksekligi
okunmus daha sonra karisim vorteks ile karistirilmistir. Emiilsiyon tabakasinin
yiiksekligi 1 saat, 24 saat ve 1 hafta sonunda okunup asagidaki denklemden
emiilsifikasyon indeks degeri hesaplanmistir (Ramnani ve ark., 2005).

(%) ElI= [(emiilsiyon tabakasinin yiiksekligi)/(yagin

yiiksekligi+emiilsiyon tabakas1)] x100

Elde edilen sonuglar pozitif kontrol (su:ksilen: biyosiirfektan= 25:30:5) ve
negatif kontrol (su: ksilen=30:30) ile kiyaslanmustir.

Biyosiirfektanin yiizey gerilimi o&l¢limii, Optik Temas Acisi/Yiizey
Gerilimi Olgiim Cihaz1 (TD1C-LAUDA) ile Ring metodu (Accorsini ve ark, 2012)
kullanilarak, Cukurova Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Bakteriyoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir (Sekil3.2.).
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Sekil 3.2. Optik Temas Agis1/Yiizey Gerilimi Olgiim Cihazi (TD1-CLAUDA) ile
Ring metodu

3.2.8. Patojen Bakteri Kiiltiirlerinin Gelistirilmesi ve Biyosiirfektanlarin
Antibakteriyel Ozelliginin Belirlenmesi

Streptococcus  thermophilus'dan  farkli  ortamLarda elde edilen
biyosiirfektanlarm  antimikrobiyel —etkileri MIK (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu) testi ile belirlenmistir.

MIK yénteminde, Mueller-Hinton Broth besiyerinde biyosiirfektan
maddenin 2 ve 10 katli diliisyonlar1 yapilarak gittikce azalan yogunlukta
biyosiirfektan igeren diliisyonlar elde edilmistir. Uzerine 24-48 saatlik aktif patojen
kiiltiirden 0,1 mL aktarilip, 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Tiplerdeki
gelisme bulaniklik degerlendirilerek gozle yapilmistir, bulanikligin olmadigi son
diliisyon, MIK degeri olarak kabul edilmistir. Bu diliisyondan almacak 0,1 mL
inokuliim 10 mL besiyerine ekilerek inkiibe edilmis ve tiipte gelismenin olmamast

Minimum Letal Konsantrasyonu (MLK) degerini vermistir (Kogan,2007).
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3.2.9. Mikrotiter Plak Kullanilarak Adezyon Kinetiginin Belirlenmesi

96’lik  mikrotiter plak, farkli konsantrasyonlardaki biyosiirfektan
orneklerinden 200 pL ile kontrol 6rnekleri de 200 pL distile su ile doldurularak
yapigsmay1 saglamak amaciyla 24 saat boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.
Daha sonra, hiicreler dikkatli bir sekilde 200 pL distile su ile 3 defayikanmustir.

Onceden biyosiirfektan ile kaplanmis olan mikrotiter plak 180 pL TSYE
ile doldurulmustur. Sonra patojen bakterilerin siispansiyonundan (10° kob/mL) 20
pL ilave edilip 35 °C’de, 10 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyonun bitiminde,
mikrotiter plak gozenekleri su ile yikanmis, 15 dakika 200 pL metanol ¢ozeltisiyle
ardindan 15 dakika da kristal viyole (%1 g/L) ile bekletilmistir. Daha sonra % 33
(h/h) Tiikk 200 pL asetik asit ile doldurulmustur. Son olarak ELISA mikrotiter plak
okuyucuda 600 nm’de optik yogunluk belirlenmistir (Sekil3.3.).

Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine konularak %
mikrobiyel inhibisyon elde edilmistir. (Gomes ve Nitschke, 2012; Mehdi ve Giti,
2008).

% Mikrobiyel Inhibisyon = (1- Ac/Ao) x 100 Ac: Biyosiirfektanl

hiicrelerin absorbans degeri Ao: Kontrol hiicrelerinin absorbans degeri

Sekil 3.3. ELISA mikrotiter plak okuyucu ile adezyon kinetigi analizi
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3.2.10. istatistiksel Degerlendirme

Istatiksel analizler “Windows SPPS 15.0 software” Istatistik paket
programi  (SPSS Inc., Chiago, IL, USA) kullanilarak yapilmistir. Tek
yonliivaryansanalizilANOVA)  denemeler arasinda onemLi farkliliklarin
kargilagtirilmasinda, Duncan g¢oklu karsilagtirma testi gruplar arasindaki

farkliliklarin karsilagtirilmasinda kullanilmigtir (p<0.05) (Bek ve Efe, 1988).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu caligmada besi ortami olarak gida atig1 olan melas degerlendirilmis,
melasin toplam seker miktar1 belirlenmis, pepton ve yeast ekstrakt ilavesi ile
besiyeri haline doniistiiriilmiis ve Streptococcus thermophilus’tan biyosiirfektan
iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen biyosiirfektanlarin yag yayma teknigi ile
varliklar1 tespit edilmistir. Fenol siilfirik asit metodu ile {iretilen biyosiirfektanin
madde miktar tayini yapilmustir. Uretilen biyosiirfektanlar ekstraksiyonu
saglandiktan sonra emiisifikasyon indeks degerleri ve ylizey gerilimi 6l¢iimLeri
gerceklestirilmis ve bazi gida patojenleri (Escherichia coli, Staphylococcus aureus
ve Pseudomonas aeruoginosa) iizerine antibakteriyel etkileri MIK testiyle
belirlenip, mikrotiter plaklar kullanilarak adezyonu engelleme o6zellikleri

belirlenmistir.

4.1. Melas Ortaminin Icerigi

Bu ¢aligmada kullanilan melasin bilesiminde %60 oraninda toplam seker,
%57 oraninda sakkaroz bulunmaktadir. Bu deger, literatiir c¢alismalarinda
bahsedilen degerlere yakindir.

Seker pancarindan elde edilen melas seker kamigindan elde edilene gore
farklidir. Ara kademelerde elde edilmez, son kristalizasyon prosesinden sonra elde
edilir. Yaklasik %50 oraninda seker igerir. Bu seker biiyiik oranda sakkarozdur
http://en.wikipedia.org/wiki/Molasses,2006.

Bir bagka ¢aligmada ise melasta % 48-50 sakkaroz icerikli seker bulundugu
belirtilmistir (Makkar ve Cameotra, 1997; Kahyaoglu, 1999).

Bir calismada ise melasta % 48-50 sukroz igerikli seker, % 9-12 seker
olmayan organik madde, bulundugunu belirtilmistir. (Makkar ve Cameotra, 1997;

Kahyaoglu, 1999).

25



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Gizem DAGCOBANI

4.2. Yag Yayma Teknigi ile Biyosiirfektan Varh@imin Tespiti
Yag yayma teknigi ile biyosiirfektan varliginin saptanmasina ait dl¢iim
sonuglart Cizelge 4.1 de belirtilmistir. Cizelge 4.2 de istatistiksel ortalama

almmustir.

Cizelge 4.1. Yag yayma teknigi ile biyosiirfektan varliginin saptanmast

BIYOSURFE OLCUM YAG YAYMA
KTAN ORNEGI SONUCLARI YETENEGI

MRSg 4,6 cm +++

MELASg 3,4 cm ++++

MELASp 3,2 cm ++++

OrtamLar: MRSg. Mrs broth MELASg: Melas 1. ortam MELASp: Melas paralel ortam

Cizelge 4.2.Streptococcusthermophilus elde edilen biyosiirfektanlarin yag yayma
sonuglar1 (cm)

Ornek Yag yayma testi sonucu
Melas 3.3+£0.14
MRS broth 4.6+0.28

Ortalamalar arasinda dnemLi farklilik bulunmamaktadir (p<0.05)

Sekil.4.1. Melas ve MRS broth ortaminda yag yayma analizi
26



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Gizem DAGCOBANI

Yapilan yag yayma analizi sonuglarma gore; saflagtirilmig
biyosiirfektanlarin yag yayma o&zelliklerinin varligi belirlenmis olup iiretim igin
kullanilan melas ve MRS broth ortamLar1 arasinda ve ortalamalar arasinda
istatistiki olarak énemLi bir fark bulunmamistir. Sonuglar kimyasal siirfektan olan
tween-80 ile yapilan deneme sonuglan ile kiyaslanmistir. Tween-80 ile yapilan
denemede seffaf bolgenin zon ¢ap1 7,5 cm olarak bulunmus ve ‘++++’ olarak
degerlendirilmigtir. (Sekil 4.1., Sekil 4.2.).

Youssef ve ark (2004), biyosiirfektan {ireticisi olarak belirledikleri 16
susun yag yayma teknigi ile biyosiirfektan varligii arastirmislardir. Iki susun
negatif oldugunu ve diger suslarin ise 0,5-3 cm araliginda farklh caplarda yag
yayma Ozelligine sahip olduklarini tespit etmislerdir.

Kaur ve ark. (2015), tarafindan yapilan bir ¢alismada toplamda 19 laktik
asit bakteri izolatinin, yag-yayma ve damLa-¢okiisii metotlartyla siirfektan iiretimi
gozlenmistir. DamlLa-¢okiisii metodunda, saf su icin higbir aktivasyona
rastlanmamis; fakat 14 (%73) izolatin siipernatantlarindan elde edilen damLaciklar,
ylizey aktivasyonunu azaltmig ve dolayisiyla pozitif biyosilirfektan iiretiminin
belirdigi gozlenmistir. Secilen 14 izolat yag-yayma testi ile kontrol edilmis ve 0,2
ile 1,5 cm arasinda degerlergézlemLenmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde; hem MRS broth besiyerinde hem de melasta gergeklestirilen
iiretimLerde elde edilen biyosiirfektan drneklerinin yag yayma kapasiteleri olduk¢a

yiiksek bulunmustur.

4.3. Biyosiirfektanlarin Emiilsifikasyon indeks Degerleri ve Yiizey Gerilimi
Olciimleri

Biyosiirfektan 6rneklerinin emiilsifikasyon indeks degerleri Cizelge 4.3.° te
gosterildigi gibi bulunmugstur. Laktik asit bakterilerinden elde edilen biyosiirfektan
ornekleri ile yapilan emiilsifikasyon indeks denemelerinde emiilsifikasyon

stabilitesinin 1 hafta siireyle korundugu goézlemlenmektedir.
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Cizelge 4.3. Streptococcus thermophilus i¢in emiilsifikasyon indeks degerleri (%)

Biyosiirfektan Inkiibaskon siiresi Emiilsifikasyon
ornegi indeksi (%)
1. SAAT 48,75
MELAS 24. SAAT 41,75
1. HAFTA 32,5
Biyosiirfektan Inkiibaskon siiresi Emiilsifikasyon
ornegi indeksi (%)
1. SAAT 50,5
MRS BROTH 24. SAAT 44,75
1. HAFTA 33,25
Cizelge 4.4. Emiilsifikasyon degeri istatistiksel ortalama
Emiilsifikasyon sonug
Isa 49.63+1.24"
24sa 43.25+2.12°
lhafta 32.88+0.53¢

“P<Farkls iistel harflerle gosterilen veriler istatistiksel olarak birbirinden farklidur.
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Elde edilen sonucglara gore;melasta emiilsifikasyon indeks degeri, 1 saat
sonunda %48,75 oraninda bulunmus, bu deger 1 hafta sonunda %32,5 ‘a
diismiigtiir. Yiizey gerilim 6l¢imii ise melasta yapilan paralel 6rnek 6l¢iimLerine
gore en diisiik %41,2 oraninda gelmistir. Ornekler incelendiginde emiilsifikasyon
stabilitesinin 1 hafta siireyle korunabildigi gézlemLenmistir. Sadece su ve ksilen
kullanilarak yapilan negatif kontrol orneginde sonug¢ elde edilememistir.Bu
sonuglara gore melas besiyerinde Streptococcus thermophilus’tan biyosiirfektan
eldesi i¢in oldukg¢a uygun olabilecegi kanitlanmustir.

Ramnani ve ark. (2005), Bacillus licheniformis RG1 susu tarafindan
iiretilen biyosiirfektanin  emiilsifikasyon indeks oOlgiimii analizi ile g¢esitli
hidrokarbonlarin yiizey gerilimini azalttigin1 bulmuslardir. 24 saat inkiibasyondan
sonra en yliksek EI- 24 (%) degerinin %80 ile benzende oldugunu en az EI-24 (%)
degerinin ise %10 ile hekzadekanda oldugunu saptamis olup diger hidrokarbonlarin
EI-24 (%) degerine bakildiginda ise sirasiyla ksilende %60, hekzanda %75,
heptanda %61, kerosende %65 oldugunu bulmuslardir (su: hidrokarbon:
biyosiirfektan karigimi / 20 :30 :10). Yukardaki emiilsiyonlarin hepsinin 7 giine
kadar stabil kaldigim gérmiislerdir.

Bu alanda yapilacak ¢alismalarda emiilsifikasyon yeteneklerinin cesitli
hidrokarbonlara karsi da denenmesi arastirmaya katki saglamasi agisindan 6nemli
olacaktir.

Biyosiirfektanin yiizey gerilimi o6l¢limii, Optik Temas Acisi/Yiizey
Gerilimi Olgiim Cihaz1 (TD1C-LAUDA) ile Ring metodu (Accorsini ve ark., 2012)

kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar Cizelge 4.5.” tegosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Biyosiirfektanlari Ring Metoduna gore yiizey gerilimi degerleri

(mN/m)
Ornek yiizeygerilim ring testisonucu
Melas 41.63+0.35
MRS broth 41.75+0.57

Ortalamalar arasinda 6nemLi farklilik bulunmamaktadir (p<0,05)

Fox ve Bala (2000), Bacillus subtilis 21332 susunun irettigi
biyosiirfektanin ylizey gerilimini pendant drop metodu ile belirlemiglerdir. Dort
farkli besiyerinde inkiibe edilen Bacillus subtilis susunun yiizey gerilimLerinin 36
mN/m altina diistiiglini belirlemislerdir.

Youssef ve ark (2004), cevreden izole ettikleri suslarin biyosiirfektan
iiretimini arastirmiglardir. 16 susun biyostirfektan iiretimi sonucunda meydana
getirdigi yiizey gerilimi Du Nouy Ring metodu ile 6l¢iilmiis ve 35-70,5 mN/m
araliginda yiizey gerilimine sahip olduklarini tespit etmislerdir.

Yapilan bu calismada benzer sonuglar elde edilmis, sonuglar belirtilen

bakteri drnekleri ile paralellik gdstermistir.

4.4. Biyosiirfektan Madde Miktarinin Belirlenmesi

Melas besiyeri ve paralel drnekte biyosiirfektan madde miktar1 sirasiyla,
1220 mg/Lve 1190 mg/L olarak gergeklesmistir. MRS broth selektif besiyerinde
yapilan iiretimde ise 1180 mg/L olarak ger¢eklesmistir. Ortamlar arasinda énemLi
fark bulunmamasi, Streptococcus thermophilus bakterisinin uygun ortamlarda,
biyosiirfektan iiretim miktar1 agisindan iyi sonuglar verdigini kanitlamaktadir.

Patel ve Desai, 1997; tarafindan yapilan c¢alismada seker fabrikasi atik
maddesi olan melas besiortaminda ¢ogalabilen Pseudomonas aeruginosa GS3
kiiltiirlerinden 0,24 g/L ramnolipit biyosiirfektani elde edildigini bildirmislerdir .

Kahyaoglu ve Konar, 2006, Pseudomonas aeruginosa DSM 50071

susundan %5 lik melas besiortaminda yaptiklart bir ¢alismada 0,78 g/ ramnolipit
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biyosiirfektani elde etmislerdir.

Rodrigues ve ark (2006a), Lactobacillus pentosus ile peyniraltt suyunu
kullanarak 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda 1.4 g/L. maksimum biyosiirfektan elde
etmistir. Dubey ve Juwarkar (2001), biyosiirfektan iiretmek ig¢in Pseudomonas
aeruginosa BS2 susu ile peyniralti suyunu kullanmigtir. 48 saatlik
inkiibasyonda0.92 g/L biyosiirfektan elde ettigi gozlemLenmistir.

Bu c¢aligsmalara kiyasla yiilksek miktarda biyostlirfektan eldesi
gergeklestirilmistir. Bunun sebebi kullanilan melasin yiizde derisim orani ve
melastaki sakkaroz konsantrasyonun fazla olmasi, melas besiortamina pepton ve
yeast eklenmesi ve zengin icerikli besiyeri haline doniistiirilmesi olabilir. Farkli
melas konsantrasyonlarinda ve g¢esitli oranlarda pepton-yeast ilavesiyle

biyosiirfektan iiretimi denenebilir.

4.5. Biyosiirfektanlarin Antibakteriyel Ozelliginin Belirlenmesi

Antimikrobiyel aktivite 6l¢lim sonuglarinda, Esherichia coli {izerine MIK
degeri 10 mg/mL olarak tespit edilmistir. Staphylococcus aureus ve Pseudomonas
aeruginosaiizerine 2,5 mg/mLve 5 mg/mL konsantrasyon degerinde minimum
inhibasyon konsantrasyonu (MIK) degerine ulasilmigtir.Staphylococcus aureus
tizerine yapilan denemelerde Streptococcus thermophilus 6rnegi ile 10 mg/mL

minimum letal konsantrasyon(MLK) degerine ulagilmistir.

4.6. Mikrotiter Plak Kullanarak Adezyon Kinetiginin Belirlenmesi

Melasta yapilan tiretimlerde elde edilen 6rneklerin 2,5 mg/mL ve 5 mg/mL
konsantrasyonunda  basarili  antiadezyon  aktivitesi  gergeklestirilemedigi
anlasilmaktadir. Escherichia coli {izerine yapilan denemede 10 mg/mL
konsantrasyon diizeyinde sonug vermistir. Staphylococcus aureus ve Pseduomonas
aeruginosa tizerinde antiadezyon aktivitesi ilizerine 2,5 mg/mL 5 mg/mL ve 10

mg/mL konsantrasyonlarda sonu¢ alinamamastir.
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Sekil.4.3. Melasta Streptococcus thermophilus’tan elde edilen biyosiirfektan
orneginin mikrotiter plakta hazirlanmasi

Gudina ve ark. (2010), Lactobacillus paracasei ile yaptiklart ¢alismada
iretilen biyosiirfektanin 4 farkli konsantrasyonda % mikrobiyal inhibisyon
sonuglarini incelemiglerdir. 3,12 mg/mL, 6,25 mg/mL, 12,5 mg/mL ve 25 mg/mL
konsantrasyonlarinda yapilan denemelerde en 1iyi sonucu en yiiksek
konsantrasyonda elde etmis ve antiadezyon aktivitesinin konsantrasyona bagl
oldugunu belirtmislerdir. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus patojenleri {izerinde yapilan antiadezyon aktivitesi testinde
en iyi sonucu 25 mg/mL konsantrasyonunda Staphylococcus aureus iizerinde
yapilan denemede elde etmisler ve biyosiirfektan 6rneginin %70 e kadar adezyonu
engelledigini belirlemislerdir.

Yapilan bagka bir c¢alismada Dbiyosiirfektanlardan siirfaktin = ve
ramnolipidlerin gida patojenleri olan Listeria monocytogenes, Cronobakter
sakazakii ve Salmonella Enteritidis’in paslanmaz ¢elik ve polipropilen
ylizeylerdeki adhezyonu incelenmistir. Surfaktin ile kaplanmis paslanmaz celik
yiizeylerde E. sakazakii ve L. monocytogenes’den yapisan hiicre sayisinin azaldigi
tespit edilmistir. En etkili sonug ise L. monocytogenes’in yapisan hiicre sayisinin
10% kob/cm”  ye kadar diismesi olmustur. (Nitschke ve ark, 2008).

Onceki calismalar dogrultusunda konsantrasyondaki degisimin énemlLi bir
farka yol ag¢tif1 diisiiniilebilir. Yiiksek konsantrasyonlar denenerek sonuclar
aragtirllmaya devam edilmelidir. Farkli gida patojenleri lizerine biyosiirfektanlarin

adezyon onleyici aktivitesi aragtiritlmalidir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada Streptococcus thermophilus’tan pepton ve maya ilave
edilmis melasta biyosiirfektan tretimi gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, besi
ortami olarak gida endiistirisi atig1 olanmelasin degerlendirilme olanaklarina bir
alternatif  getirilmis ve bu besiortamlLarinda biyosiirfektan {iretiminin
gergeklestirilmesi saglanarak melasin degerli biyokiitle ve besin elementi kaybinin
oniine gecilmesi, daha degerli bir iiriin haline getirilmesi saglanmistir. Uretilen
biyosiirfektanlarin bazi1 gida patojenleri (Escherichia coli, Staphylococcus aureus
ve Pseudomonas aeruginosa) iizerine antimikrobiyel etkilerinin aragtirilmasi
saglanmistir.

Sonug olarak, bakterilerinin gelismesi ve biyosiirfektan eldesi igin
kullanilan melasin uygun oldugu belirlenmistir. Elde edilen biyosiirfektanlarin
ylizey gerilimini diisiirdiigli ve gida patojenlerine kars1 antibakteriyel etkilere sahip
oldugu belirlenmistir.

Biyosiirfektanla ilgili yapilan calismalar gelecekte gida endiistrisinin
birgok alaninda 6zellikle antiadezyon aktiviteleri nedeniyle gida ile temas eden
yiizeylerde kullanimimin yayginlagacagi yoniindedir. Emiilsifiye edici, antiadezyon
ve antimikrobiyel etkilerini kombinasyon halinde biinyesinde bulundurmalarindan
dolay1 c¢ok amaglhi katki maddeleri olarak degerlendirilebileceklerdir. Fakat
biyosiirfektanlarin kullanimini kisitlayan faktorler bulunmaktadir. Bunlarin baginda
ozellikle gida endiistrisinde kullanimi konusunda insanlar iizerine herhangi bir
toksik Ozellige sahip olma durumudur. Bunun iizerine ¢aligmalarin ¢ogaltilmasi
gerekmektedir. Diger bir etken ise {iiretimin maliyetli olmasidir. Yapilan bu
caligmada maliyetleri atik madde kullanimi ile biraz da olsa indirebilmistir.Farkli
atitk maddeler, farkli konsantrasyonlarda, zenginlestirme yontemLeri kullanilarak
biyosiirfektan {iretimLeri gerceklestirilip, {iretilen biyosiirfektanlarin madde
miktarlar1 kiyaslanmali, en yiiksek verimin alindigi 6rneklerin kullanilmasi ve

ylizey gerilimini azaltma, emiilsifikasyon yetenegi, antimikrobiyel oOzellikteki
33



5. SONUC VE ONERILER Gizem DAGCOBANI

degisiklikleri, antiadezyon aktivitesi gibi ozellikleri incelenmelidir.En yiiksek
biyosiirfektan iretimi gergeklestirecek gesitli mikroorganizmalar denenmeli, bu
mikroorganizmalarin  uygun ortamLardaki hiicre sayist hesaplanmalidir.
Gelecekteki ¢aligmalarda suslarin biyosiirfektan {iretimiyle lireme fazlar1 arasindaki
iligki belirlenmek i¢in suglarin tireme egrileri ile biyosiirfektan {iretim zamanlar
belirlenebilir. Bu sekilde suslarin ramnolipid iiretimi i¢in gerekli minimum siire
tespit edilir.Biyosiirfektan orneklerinin kritik misel konsantrasyonu (KMK)
hesaplanarak yiizey gerilimini en diisik degere diislirebilen minimum
siirfektan/biyosiirfektan konsantrasyonu bulunabilir. Bu noktadan sonra sivilarin
ylizey gerilimi degismez sabit kalir. Ayrica cesitli ortam kosullarinda (sicaklik ve
pH gibi parametrelerin degistigi) iiretimLer yapilarak, sicaklik ve pH gibi
parametrelerin biyosiirfektan varligina etkisi aragtirilabilir.

Biyosiirfektanlarin gida endiistrisinde kullanimina dair ise toksik etki
gosterip gostermeyecegi ve dezenfektan olarak kullanim olanaklari aragtirilarak
alternatif yontemLer gelistirilmesi saglanmalidir. Bunun yam sira farkli ambalaj
materyalleri ya da farkli tiirde gida ile temas eden yiizeylerde antiadezyon

denemelerinin yapilmasionerilmektedir.
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