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Onur Sozi

Yiiksek Lisans olarak sundugum " Vitreoscilla Hemoglobin (VHb) Geni (vgb)
Aktarilmis Pseudomonas aeruginosa’mn Farkh Kosullarda Ramnolipit Uretiminin
Arastirtlmas1" bagliklt bu caligmanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir
yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem
metin i¢inde hem de kaynak¢a yontemine uygun bi¢imde gosterilenlerden olustugunu

belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Aylin COLAK



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Vitreoscilla HEMOGLOBIN (VHb) GENI (vgb) AKTARILMIS Pseudomonas
aeruginosa’NIN FARKLI KOSULLARDA RAMNOLIPIT URETIiMININ
ARASTIRILMASI

Aylin COLAK

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi

Biyoloji Anabilim Dali

81 + x sayfa
2012
Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin KAHRAMAN

Kiiresel endiistrilesme ve teknolojideki hizli1 gelismelere bagli olarak klasik endiistri
yontemleri yerini biyoteknolojik yontemlere birakmaktadir. Son zamanlarda biyoteknoloji
alanindaki arastirmalar, mikroorganizmalar yardimiyla atik maddelerin parcalanmasi ve
yeni iriinlerin elde edilmesine odaklanmistir. Bu tezde, Pseudomonas aeruginosa ile
Vitreoscilla hemoglobin (VHb) geni (vgb) aktarilmis rekombinantinin ramnolipit {iretimi
cesitli kosullarda test edilmistir.

Sonuglar, VHb’nin rekombinant bakteriye siikroz ve gliserol bulunan minimal besi
ortamlarinda ramnolipit liretimi agisindan avantaj sagladigini gostermistir. Glikoz bulunan
minimal besi ortaminda ise, glikozun vgb genine yaptig1 baskilama, yabanil susun
rekombinantina gore daha fazla ramnolipit iiretimi gerceklestirmesine neden olmustur.
Diger yandan, rekombinant bakteri, peynir alti suyu ve zeytinyagi atik suyu gibi dogal

ortamlarda yabanil tipe gére daha iyi ramnolipit tiretimi gerceklestirmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Ramnolipit, Pseudomonas aeruginosa, atik su, Vitreoscilla
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The biotechnology methods have been replacing the classical industrial methods
because of developments in global industrilisation and technology. In the last decades,
research in biotechnology is focused on degradation of waste materials and production of
new products by using microorganisms. In this thesis, rhamnolipid production of
Pseudomonas aeruginosa and its Vitresocilla hemoglobin (VHb) gene (vgb) transferred
recombinant was tested under various conditions.

The results showed that VHb gives the recombinant bacterium an adventage in
production of rhamnolipid in the minimal media containing sucrose and glycerol. Due to
glucose depressed effect on vgb, increased rhamnolipid production was observed in wild
type compared to the recombinant bacterium in the media containing glucose. On the other
hand, the recombinant bacteria achieved a better rhamnolipid production in comparison to

the wild type in the natural media such as whey and olive oil mill wastewaters.

KEY WORDS: Rhamnolipid, Pseudomonas aeruginosa, waste water, Vitreoscilla

hemoglobin
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Pa Pseudomonas aeruginosa (Yabanil Tip)

PaJC Kromozomunda bakteriyel hemoglobin geni tagiyan rekombinant
Pseudomonas aeruginosa

VHb Vitreoscilla hemoglobini

vgb Vitreoscilla hemoglobini sentezleyen gen

mM Milimolar

g Gram

ul Mikrolitre

rpm Dakikada donme hizi

mg Miligram

kg Kilogram

L Litre

kD Kilodalton

ml Mililitre

atm Atmosfer

nm Nanometre

m Metre

pum Mikrometre

Dyne/cm® Yiizey gerilimi birimi

mmol milimol

OD Optik dansitite

EPS Ekzopolisakkarit

KMK Kritik misel konsantrasyonu

KOI Kimyasal oksijen ihtiyaci

PAS Peyniralt1 suyu

ZYFA Zeytinyag fabrikasi atik suyu

LB Luria-Bertani zengin besi ortami

MM Minimal Ortam

BMSM Basal Mineral Salt Medium (S1v1 Besi Ortami)

DNA Deoksiriboniikleik asit

rRNA Ribozomal riboniikleikasit

°C Santigrad derece



1. GIRIS

Kiiresel endiistrilesme ve teknolojideki hizli gelismelere bagli olarak klasik
endiistri yontemleri yerini biyoteknolojik yontemlere birakmaktadir. Son zamanlarda
biyoteknoloji alanindaki arastirmalar mikroorganizmalar yardimiyla atik maddelerin
parcalanmasi ve yeni Uriinlerin elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Boylece hem gevre
kirliligi azaltilacak hem de insanlarin yasami i¢in yararli {riinler elde edilmesi
saglanmis olacaktir [1].

Atik maddelerin geri kazanimi ¢evre dostu teknolojilerin temel hedefi durumuna
gelmistir. Boylece hem endiistriyel atik maddelerin biyoteknolojik yontem ile geri
kazanilarak tekrar ham madde olarak kullanilmasi gerceklestirilecek, hem de tarim,
kozmetik, saglik, petrol endiistrisi ve ¢evre teknolojisi gibi alanlarda ekonomik olarak
degerlendirilmesi miimkiin olacaktir [2].

Atik maddelerin biyoteknolojik olarak degerlendirilmesinde
mikroorganizmalarin, hem sahip olduklar ylizey aktif 6zellikler hem de atik maddeleri
kullanarak daha yararl iiriinlere dontistiirebilmeleri 6nemli rol oynamaktadir. Boylece
giiniimiiz diinyasinin en Onemli problemlerinden olan atik maddelerin olusturdugu
sorunlar ve ¢evre kirliliginin 6nlenebilmesinde kullanilabilecegi diisiintilmektedir [3].

Atik maddelerin biyoteknolojik yontemlerle ve mikroorganizmalar tarafindan
besi ortami olarak kullanilmasi sonucunda iretilen bilesiklerden biri de

biyosiirfektanlardir.

1.1. Biyosiirfektanlar

Siirfektan maddeler en basit tanimi ile bir sivinin yiizey gerilimini azaltan
maddelerdir [4].

Hidrofilik bir bas ve hidrofobik bir kuyruktan olusan siirfektan molekiilleri, hava
ile suyun birlestigi yerde yogunlasirlar (Sekil 1.1). Suyun icinde bu molekiillerin
hidrofobik kisimlar1 hava kabarcigi tarafindan cekilir ve sonugta hava kabarciginin
etrafin1 sararlar. Suyun diginda ise bunun tam tersi olur. Saf suyun yilizey gerilimi
ylksek oldugu i¢in su igerisindeki bir hava kabarcigi yiizeye gelince hemen patlar.
Siirfektan maddeler ise yiizey gerilimini disiirdiikleri i¢in olusan hava kabarciklart

ylizeye ¢iktiginda uzun siire patlamadan kalirlar [5].



Siirfektan

Ku Siirfektan Bag
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Siirfektan Monomerleri Misel

Sekil 1.1. Monomer-misel doniislimiiniin sematik gésterimi [6]

Stirfektan maddelerin  bu 06zelligi sonucu elbiselerimizin deterjan ile
temizlenmesi saglanmis olur. Siirfektan molekiiliiniin hidrofobik kismi kumas
tizerindeki yag tarafindan cekilir ve yagin etrafi hidrofilik kisim ile kaplanir. Boylece
yag molekiilii yuvarlanarak atilir. Deterjanlar ve sabunlar suni olarak imal edilen
sirfektan maddelerdir. Tabiatta ise clirlimiis bitki artiklarinin parcalanma {iriinleri
olarak, bir¢ok dogal siirfektan suya salinir. Bu siirfektanlara en iyi 6rnek humik asittir.
Bir selalede gordiigiimiiz kopiiklenme bu tabii stirfektanlar sayesindedir [5].

Stirfektanlar kimyasal ya da mikrobiyal olarak sentezlenebilirler. Kimyasal
yontemlerle {iiretilen siirfektanlar sentetik siirfektanlar, mikrobiyolojik olarak bir¢ok
farkli mikroorganizma tarafindan oOzellikle oksijenli ortamda sentezlenenler ise
biyosiirfektanlar olarak adlandirilir [7].

Sentetik siirfektanlarin, diisiik ayrisabilirlikleri nedeniyle biyolojik aritmaya
kars1 direngli yapida olmasi, bazilarinin biosit 6zellik gdstermesi ve aritma tesislerinde
mikroorganizma aktivitesini engellemesi, sucul ortamda yasayan c¢esitli canlilar
tizerinde akut ve/veya kronik toksik etkiye sahip oldugu bildirilmektedir [8-11]. Bu
durum ekosistemi biiyiik 6l¢iide etkilemektedir.

Biyosiirfektanlarin sentetik siirfektanlara birgcok iistiinliikleri bulunmaktadir.
Biyosiirfektanlarin sahip oldugu avantajlar arasinda diisiik toksik etkili olmalari,
biyolojik olarak pargalanabilir olmalari, yenilenebilir karbon kaynaklari kullanilarak
uiretilebilir olmalari, ekstrem c¢evre kosullarinda etkiliklerinin yiiksek olmasi gibi
ozellikler sayilabilir [12]. Ancak biyostlirfektanlar, heniiz sentetik siirfektanlarla rekabet
edebilecek durumda degildir [13]. Biyosiirfektanlarin sentetik siirfektanlarla rekabet
edebilmesi i¢in iiretim maliyetinin diistiriilmesi gerekir [12].
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Biyosiirfektanlar; mikroorganizmalar tarafindan iiretilen hidrofilik ve hidrofobik
kisim i¢eren mikrobiyal hiicre ylizeylerinde bulunan veya hiicre disina salinan, kati, sivi
ve gaz molekiiller arasinda ylizey ve i¢ ylizey gerilimini azaltabilen amfilik bilesiklerdir.
Biyosiirfektanlarin hidrofobik kisimlar1 uzun zincirli yag asitleri, hidroksi yag asitleri
veya a-alkil B-hidroksi yag asitleri igerirken hidrofilik kisimlarinda fosfat, karboksilat,
karbonhidrat, amino asit, siklik peptit veya alkol bulunmaktadir [14-17].

Birgok bakteri, maya ve fungus farkli yapida ve molekiiler agirlikta
biyosiirfektan sentezlemektedir. Diisiik molekiil agirlikli biyostirfektanlar glikolipit
yapisinda bulunurken, yiiksek molekiil agirlikli biyosiirfektanlar kovalent baglarla
baglanmis hidrofobik zincirler icermektedir [16].

Biyosiirfektanlar karbonhidratlari, hidrokarbonlari, yaglar1 veya bunlarin
karisgtmin1 karbon kaynagi olarak kullanan aerobik mikroorganizmalar tarafindan
tiretilmektedirler [18]. Yapisal farkliliklar1 (glikolipitler, lipopeptitler, yag asitleri gibi),
diisiik toksisiteleri, biyolojik olarak parcalanabilmelerinden dolay1 bu molekiiller yaygin
bir sekilde kozmetik, ilag, gida sanayinde emiilsifier, 1slatici-nemlendirici, koruyucu
madde ve deterjan olarak kullanilmaktadirlar. Biyosiirfektanlar ekonomik olarak g¢esitli
substratlardan bagta bitkisel yaglar, icki ve siit sanayi atiklart gibi yenilenebilir
kaynaklardan da iiretilebilirler [15]. Ozellikle fermantasyon teknolojisinde yaygim bir
sekilde kullanilmaktadirlar. Ayrica biyosiirfektanlar, metallerle kompleks olusturma
egilimindedirler [19]. Bunun yaninda biyosiirfektanlar probiyotik madde olarak, patojen
mikroorganizmalarin  yiizeylere yapismasin1  engellemesinde, bir¢ok hastaligin
iyilestirilmesi ve tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica bazi biyosiirfektanlarin
antibakteriyel, antifungal, antiviral aktiviteye sahip oldugu da bilinmektedir [14-17].

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen biyosiirfektanlar bilesiklerin par¢alanmasi
ve emiilsifikasyonu artirmaya yardim eder. Biyoemiilsifiyerler ticari olarak petrolle
kirlenmis toprak ve sularin biyoremediasyonunda, petrol iyilesimini artirmaya yonelik,
petrolle kirli borularin temizlenmesi i¢in kullanilan klorlu ¢oéziiciilerin yerine

kullanilabilir [20].

1.1.1. Biyosiirfektan sentezleyen mikroorganizmalar ve yapisal ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ve Candida bombicola’nin
sentezledigi ramnolipitler, siirfaktinler ve soforolipitler biyosiirfektanlara 6rnek olarak
verilebilir. Bazi mikroorganizmalar biyosiirfektan sentezleyerek hiicre duvarinin

yapisim degistirmektedir. Ornegin maya olan Candida lipolytica ve Candida tropicalis
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hiicre duvarinda lipopolisakkarit yapisinda biyosiirfektanlar sentezlemektedir. Bunun
yaninda bazi mikroorganizmalar hidrokarbon gibi suda ¢oziinmeyen substratlara diffiize
olmak i¢in bazi mikroorganizmalar, substratlardaki hidrokarbonlu bilesikleri emiilsifiye

etmek icin biyosiirfektan sentezlemektedir [21].

1.1.2. Biyosiirfektanlarin antimikrobiyal 6zellikleri

Biyosiirfektanlarin antimikrobiyal 6zellikleri ilk kez B. subtilis tiirleri tarafindan
sentezlenen lipopeptit yapisindaki iturin A bilesiklerinde tespit edilmistir. Iturin A; maya
hiicre zarinda bulunan elektrolitleri serbest bikarak fosfolipitlerin ayrismasina ve
sitoplazma yapisinin bozulmasina neden olmaktadir. Ayrica iturin A, por olusumunda
lipopeptitleri uyarip zarlarin elektriksel iletimini artirarak patojenlere karsi aktivite
gosterdigi belirtilmistir. [ 22-26 ].

Paenibacillus tiirlerinde iturin benzeri bilesikler sentezledigi ve fungal
hastaliklara kars1 etkili oldugu ayrica iturin veya iturin benzeri biyosiirfektanlarin saglik
alaninda antifungal madde olarak kullanilabilecegi bildirilmistir [27].

Benincasa ve arkadaslar1i (2004); P aeruginosa tarafindan sentezlenen
ramnolipitlerin Penicillium, Alternaria, Gliocadium virens ve Chaetonium globosum
funguslarina kars1 antifungal, B. subtilis, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris ve
Streptococcus  faecalis  bakterilerine kars1 antibakteriyel etkisinin  oldugunu
belirtmiglerdir [28].

Yapilan bagska bir ¢alismada, P. aeruginosa tarafindan sentezlenen ramnolipit
biyosiirfektanlarinin Botrytis cinerea ve Rhizotecnia solani funguslarina kars1 antifungal
etkisinin oldugu bildirilmistir [29].

Haferburg ve arkadaslari (1987) tarafindan yapilan bir ¢alismada; ramnolipit
biyosiirfektanlarinin tiitin mozaik viriisii ve patates X virlisii ile enfekte edilmis
Nicotiana glutinosa (tiitiin) yapraklarinda biyolojik kontrol ig¢in kullanilabilecegini
bildirmislerdir [30].

Benjamas ve arkadaslari (2005); siit fabrikasinin atigindan izole edilen P
aeruginosa B189’dan elde edilen ramnolipit biyosiirfektanlarinin meme kanserine karsi

etkili oldugunu bildirmislerdir [31].



1.1.3. Biyosiirfaktanlarin yiizeye tutunmayi1 engelleme ozellikleri ve diger

uygulama alanlan

Bakterilerin; enfeksiyon, biyofilm ve koloni olusturmasinda yiizeye tutunma
Ozelligi anahtar bir dneme sahiptir. Biyostirfektanlarin enfeksiyonlu bolgelerde veya
kat1 ylizeylerde patojenik mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasii engelledigi
bildirilmistir. Pseudomonas fluorescens tarafindan sentezlenen biyosiirfektanlarin
Listeria monocytogenes LO 28’in politetrafluroetilen yilizeye tutunmasini engelledigi,
siirfaktin biyosiirfektanlarinin ise Proteus miribalis, Escherichia coli, Salmonella
enterica, Salmonella typhimurium gibi patojenlerin polivinilklorit ylizeylerde biyofilm
olusturmasini engelledigi bildirilmistir. Biyosiirfektanlarin patojenik
mikroorganizmalarin kati ylizeylere koloni olusturmasini engellemeye karst yeni ve
oldukea etkili bilesikler oldugu bildirilmistir [32,33].

Biyosiirfektanlarin; karigimlardaki mineral madde ve vitaminlerin serbest
birakilmasinda, homeostatik besleyici madde olarak, probiyotik mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen dogal {iriinlerin ve onlarin organik asit ve de enzimler gibi yan
tirtinlerinin korunmasinda kullanilabilecegi belirtilmistir. Biyosiirfektanlar yeterince
sindirilmeyen mineral madde ve vitaminlerin absorbsiyonunu artirmaktadir. Bu nedenle
besin endiistrisinin biyosiirfektanlarin en 6nemli uygulama alanlarindan bir tanesi
olabilecegi belirtilmektedir [34]. Cizelge 1.1.’de biyosiirfektanlarin kullanim alanlar1
gosterilmistir [12].



Cizelge 1.1. Biyosiirfektanlarin kullanim alanlar1 ve etkisi [12]

Sirfektanlarin Kullanim Alanlari

Sirfektanlarin Etkisi

Metal sanayinde

-Yaglamada, 1slatmada, emulsifikasyonda vs.

Dokiim endiistrisinde

-Katkili kaliplarin serbest birakilmasinda

-Elektrolit temizlenmesinde

Kéagit sanayinde

-Recine giderme, yikamada

-Islatic1 ve diizeltici; kaplama ve renklendirici olarak

Boya ve koruyucu vernik imalatinda

-Pigmentlerin ayrilmasi ve ¢okelmenin geciktirilmesi

pigmentlerin dagilimi ve emiilsiyonunda

Parlatmada kullanilan madde ve

balmumlarinda

-Emiilsiifiye balmumlari, emiilsiyonlarin

kararliliginda

Petrol Uretimi ve triinlerinde

-Yag emiilsiyonu, katilarin dagiliminda

Akiskan isleme ¢alismalarinda

-Ham petroliin de-emiilsiyonunda

Deri sanayinde

-Yag gidermede emiilsifer ve deterjan olarak

Tekstil {iriinlerinde ve sanayinde

-Ham yiin saglamada emiilsifer ve deterjan olarak

Tarimsal endiistrisinde

-Pestisit soliisyonlarimin emiilsifikasyonunda

Insaat alaninda

-Kum ve ¢akil ile asfaltin baglanmasini arttirmada

Elastik ve plastik sanayinde

-Monomerlerin emiilsifikasyonu ve

¢Oziinebilmesinde

Besin ve igecek sanayinde

-Dezenfektan temizlemelerinde

-Pestisitlerin gideriminin arttirilmasinda

Endiistriyel temizlikte -Deterjan ve dezenfektanlarda

1.2. Biyosiirfektanlarin Simiflandirilmasi

Bircok mikroorganizma farkli kimyasal oOzellikte ve molekiiler agirlikta
biyosiirfektanlar tiretmektedirler. Biyosiirfektanlarin siniflandirilmasi farkli sekillerde
yapilmaktadir. Cogunlukla kimyasal kompozisyon ve mikrobiyal orijinlerine gore
smniflandirilir.  Genelde yapilarinda peptit veya amino asitlerin olusturdugu yari
hidrofilik mono, di veya polisakkaritler; doymus veya doymamis yag asitlerinden
olusan yar1 hidrofobik bilesiklerdir [35]. Bazi durumlarda biyosiirfektanlar diisiik
molekiil agirlikli molekiiller ve yiliksek molekiiler agirliklt polimerler seklinde de
siiflandirilmaktadirlar. Diisiik molekiil agirlikli biyosiirfektanlar genelde glikolipit
veya lipopeptit yapisindadir. Yiiksek molekiil agirlikli biyosiirfektanlar ise amfipatik

polisakkaritler, proteinler, lipopolisakkaritler, lipoproteinler veya biyopolimerlerin
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kompleks karigimlaridir [4,14,35]. Biyosiirfektanlarin etkinliginin igerdigi yapilarin
farkliligina bagl olarak degistigi belirtilmektedir [36].

Biyosiirfektanlar;

1- Glikolipitler: En ¢ok bilinen biyosiirfektanlar glikolipitlerdir. Uzun zincirli
alifatik asitler ya da hidroksialifatik asitlerle kombinasyon kurmus karbonhidratlardir.
Glikolipitlere 6rnek olarak ramnolipitler, trehalolipitler ve soforozlipitler sayilabilir.
Glikolipitler i¢inde en iyi bilinen biyosiirfektan ise ramnolipittir.

2- Lipopolisakkaritler: Yiiksek molekiil agirlikli hidrokarbonlar1 parcalayabilen
ve Acinetobacter calcoaceticus gibi bakteriler tarafindan liretilen suda ¢oziinebilen
hiicre dis1 biyostirfektanlardir.

3- Fosfolipitler: Biitlin mikroorganizmalarda olmasina ragmen genellikle
Corynebacterium lepus tarafindan iiretilen biyosiirfektanlardir.

4- Lipopeptitler: B. subtilis tarafindan tretilen ornitolipit ve siirfaktin gibi
biyostirfektanlardir.

5- Notral lipitler ve Yag asitler: Ustilaj asit, korineomikolik asit, lipoteikoik
asit ve hidrofobik proteinler gibi biyosiirfektanlar [4] seklinde siniflandirilirlar. Cizelge
1.2°de 6nemli bazi biyosiirfektan cesitleri ve hangi organizmalardan elde edildikleri

gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Onemli baz1 biyosiirfektanlar ve mikrobiyal kaynaklari [4]

Biyosiirfektan | Organizma
Glikolipitler
Ramnolipitler P. aeruginosa
Pseudomonas sp.
Trehalolipitler R. erythropolis
N. erythropolis
Mycobacterium sp.
Soforolipitler C. bombicola
T. apicola
T. petrophilum
Sellobiyolipitler U. zeae, U. maydis
Lipopeptitler ve Lipoproteinler
Peptid-lipit B. licheniformis
Serravettin S. marcescens
Viskosin P. fluorescens
Siirfaktin B. subtilis
Subtilisin B. subtilis
Gramisidin B. brevis
Polimiksin B. polymyxa
Yag Asitleri, Notral Lipitler ve Fosfolipitler
Yag asitleri C. lepus
Nétral lipitler N. erythropolis
Fosfolipitler T. thiooxidans
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1.2.1. Ramnolipitler

Ramnolipit ilk olarak Bergstrom ve arkadaglar1 (1946), daha sonra da Jarvis ve
Johnson (1949) tarafindan P. aeruginosa kiiltiirlerinden elde edilen bir biyosiirfektandir
[37].

Biyosiirfektanlarin en fazla calisilan ve en iyi bilinen ¢esidi, P. aeruginosa
tirleri tarafindan dretilen glikolipit yapisindaki ramnolipit biyosiirfektanidir.
Ramnolipitler, genellikle yapisinda ramnoz sekeri ve B-hidroksidekanoik yag asitleri
iceren biyosiirfektanlar seklinde tanimlanmustir. Sekil 1.2°de gosterildigi gibi bir
ramnolipitin yapisinda bir bes karbonlu ramnoz sekeri ile yag asidi bulunduran
biyosiirfektanlar monoramnolipit (Sekil 1.2 a), iki ramnoz sekeri ile yag asidi bulunan
biyosiirfektanlar diramnolipit (Sekil 1.2 b) seklinde isimlendirilmektedir [37].
Ramnolipitlerde bulunan ramnoz sekerleri bilesige hidrofilik 6zellik kazandirirken, yag
asitlerine eklenen karbon molekiilleri hidrofobik 6zelligi arttirmaktadir. Bu 6zellikler

ramnolipitlerin saglamligin1 ve hidrofobik bilesikleri ¢ozebilme kapasitesini

etkilemektedir [37].
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Sekil 1.2. a) Monoramnolipit RRL veya R1 (o-L-Ramnopiranosil + B-hidroksidekanoil--
hidroksidekanot), b) Diramnolipit RRL veya R1 (2-O-a-L-Ramnopiranosil- o-L-
Ramnopiranosil-B-hidroksidekanoil-f-hidroksidekanot) biyosiirfektanlarinin kimyasal yapisi
[37].

Ramnolipitler de ekzopolisakkaritler (EPS) gibi mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen ve treticilerine ¢esitli avantajlar saglayan seker igerikli polimerlerdir [38-40].
Ramnolipitlerin mikrobiyal iiremenin logaritmik artis, duragan ve litik fazlarinda

sentezlendigi belirtilmektedir (Sekil 1.3) [41].



Sekil 1.3. Glikoz iceren ortamda 8 saat liretilen P. aeruginosa ATCC 27853 bakterisinin
taramali elektron mikroskop goriintiisi. A) Ramnolipit yoklugunda ve B) 6 mM ramnolipit
varliginda. (% 1 Renyum tetroksit kullanilarak sabit hiicreler gosterilmistir) [42]

Ramnolipit biyosiirfektanlari, kontamine olmus bolgelerde kirlenmeyi azaltan
maddelere, terminal elektron tutuculara veya besin ve diger temizleyici maddelere ilave
edilerek kirletici maddelerin parcalanmasini arttiran ve c¢evrenin kendi kendisini
yenilenmesinde dogal ve en avantajli bilesiklerdir [43]. Ayrica organik bilesiklerle
kirletilmis  topraklarda ramnolipit biyostirfektanlarin  eklenmesinin  biyolojik
parg¢alanmay1 arttirmasi ile ilgili calismalar da bulunmaktadir [20,44].

Ramnolipitin 4 tipi vardir. Bunlardan tip I ve tip II agir metal giderimi ve
topragin arindirtlmasi igin, tip III kagit ve kagit hamuru sanayinde, metal sanayinde,
deri sanayinde ve yaglayici alanlarinda kullanilmaktadir. Tip 4 ise genellikle tekstil
sanayide, temizlik alaninda, besin sanayi, boya sanayi, miirekkeplerde, kisisel bakim
iriinlerinde, zirai uygulamalarda ve suyun islenmesi gibi alanlarda kullanilmaktadir
[45].

Ramnolipit biyosiirfektanlari, hiicre duvarinin yapisinda bulunduklarinda
hidrokarbonlu bilesikleri periplazmik yiizeye penetrasyonunu kolaylastirirken, hiicre
disina salindiklarinda ise hidrokarbonlu bilesikleri emiilsifiye etme 6zelliklerine sahip
olan bilesiklerdir. Biyosiirfektan sentezinde hiicre zarinda veya sitoplazmada bulunan
spesifik ramnozil transferaz enzimleri dnemli rol oynarlar [46,47].

Bakterilerin hiicre duvarindaki hidrofobik bilesiklerle ortamdaki hidrokarbonlu
bilesiklere baglanmalar1 arasinda siki bir iligkinin oldugu bilinmektedir. Zhang ve Miller
(1995) ile Rahman ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismalarinin sonuglarina gore,
hidrokarbonlu bilesiklerin ramnolipitlerce tutulabilecegini ve tekrar kullanilabilecegini
belirtmislerdir [44,48]. Petrol ve hidrokarbon biyolojik yikiminda 6nemli bir rol
oynayan biyosiirfektanlarin, biyoremidasyon uygulamalari i¢inde potansiyel bir madde

oldugu bildirilmistir [9,40,49-54].



1.2.1.1. Ramnolipitlerin yapis1 ve ozellikleri

Glikolipit yapisindaki ramnolipit biyosiirfektanlar1 mikroorganizmalarin biiyiime
ve duragan donemlerinde iiretilmekte ve hiicreden kolaylikla izole edilmektedir. dTDP
(deoksi tiamin difosfat) sekerlerini aktiflestiren ekzoenzimler, merkezi metabolik
yoldaki yag asitleri tarafindan sentezlenmektedir [37]. Sekil 1.4’te ramnolipitlerin

biyosentez asamalar1 gosterilmistir [47].
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Sekil 1.4. P. aeruginosa’da ramnolipitlerin biyosentezi [47]



Yapilan biyolojik parcalanma testlerinde ramnolipitlerin kolay ve ¢abuk
parcalandigi belirtilmistir. Ramnolipitlerin omurgasiz canlilar iizerinde yapilan testlerde
toksik etkisinin ¢ok diisiik oldugu gosterilmistir [37].

Ramnolipit biyosiirfektanlar1 diisiik molekiiler agirhiga sahiptirler. Ornegin, P.
aeruginosa BOP 100 kiiltiirleri tarafindan sentezlenen ramnolipit biyosiirfektanlarinin
molekiil agirhg pH 7,35” de 38 kD. ve pH 8,5’ de 7 kD. oldugu bildirilmistir [37].

Ramnolipitler;

v Diisiik yiizey gerilimine,
v' Yiiksek emiilsiyon aktivitesine,

v' Diisiik kritik misel konsantrasyonuna (KMK),

v" Hidrofobik molekiillere kars1 yiiksek ilgiye sahip bilesiklerdir.

Bu ozellikler kirletilmis topraklarda kirleticilerin tutulmasinda ve ortadan
kaldirilmasinda yararli 6zellikler olarak sayilmaktadir [37].

P. aeruginosa tarafindan iiretilen ramnolipit biyosiirfektaninin 6zelliklerinden bir
digeri ise, biyofilmlerin olusturulmasinda rol almasidir. Ayrica ramnolipitlerin, biyofilm
olusumunun yaninda kiiltiir ortaminda baslangi¢ mikrokolonilerinin olusturulmasinda,
yiizeyle iliskili bakteriyel hareketlerin ve dolayisiyla mantar goriiniimlii sekillerin
olusturulmasinda, mantar sekilli yapilarin arasinda bosluklarda koloni olusumunu

onlenmesinde ve olusturulan biyofilmin yayilmasinda rol oynadig: bildirilmistir [37].

1.3. Zeytinya@1 Fabrikas1 Atik Suyu

Atik maddeler, cevreye birakildiklart zaman bulunduklari ortamdaki organik
bilesiklerle, mineral maddelerle veya organizmalarla siki baglar kurmakta ve ¢evreye
zarar vermektedir. Ozellikle canli yapisinda birikerek toksik, kanserojenik veya
mutajenik etki yapmaktadir [55].

Genel olarak Akdeniz iilkelerinde zeytinyagi fabrikasi atik sularinin (ZYFA)
tarimsal endiistrinin en 6nemli kirleticilerinden biri oldugu bilinmektedir. Rakamsal
olarak ifade etmek gerekirse, bu fabrikalar yilda ortalama olarak 2,5-3 milyon ton atik
meydana getirirler. Zeytinyag1 fabrikasi atik suyu, zeytinyagi isleme prosesinde
kullanilan su ve olgun zeytinlerin suda ¢6ziinen fraksiyonunu igeren siyah bir likordiir.
Bu atik su yiiksek mineral igerigine sahiptir ve kullanilan zeytinyagi ekstraksiyon
islemine bagli olarak 25.000 - 100.000 mg/L kimyasal oksijen ihtiyac1 (K.O.l.) gosterir
[56].
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Zeytinyag fabrikasi atik suyu polifenoller gibi toksik maddeler igerdigi gibi,
sekerler, azotlu bilesikler, organik asitler ve atik yag gibi ticari 6neme sahip organik
maddeler de igerir [57,58]. Bu nedenle giinlimiiz fermantasyon teknolojisi icinde
zeytinyad1 fabrikasi atik suyu 6nemli bir hammadde olma 6zelligini siirdiirmektedir.
Ozellikle, tek hiicre proteini iiretimi, pektik enzimlerin biyosentezi ve anaerobik
kosullarda enerji eldesi gibi fermantasyon prosesleri bu teknolojinin en Onemli
uygulamalaridir [59-61]. Zeytinyag:1 fabrikasi atik suyunun kimyasal bilesimi Cizelge
1.3’de gosterilmistir [62].

Cizelge 1.3. Zeytinyag1 Fabrikas1 Atik Suyunun Kimyasal Bilesimi [62]

Nicelik Deger Nicelik Deger
pH 5.0 Kil, mg/L 15,9
Renk, Ajos 51 Fe", mg/L 100
KOI, g/L 90 Mn "%, mg/L 320
Toplam Seker, g/L 41,4 Zn"?, mg/L 60
Seker Azaltilmasi, g/L 28.9 NO; , mg/L 1330
Toplam Kat1 Madde, g/L 64,6 NH,", mg/L 6,0
Askida Kat1 Madde, g/L 7,2 Cl , mmol/L 88
Ucucu Kati Madde, g/L 48,7 PO, , mg/L 1430

Zeytin yetistiriciligi ve zeytinyagi lretimi agisindan 6nde gelen Akdeniz
iilkelerinden olan Ispanya’da karasuyun (zeytinyagi fabrikasi sivi atigmm) giibre,
kompost ve toprak islah edici olarak kullanildig1 biriket yapimi ve yakacak olarak
degerlendirilmesi, biyolojik olarak metan gazi elde edilmek suretiyle biyogaz olarak
kullanilig1 aragtirllmig ve g¢alisma sonucunda tam ekonomik analizi yapilamamakla
beraber karasuyun yukarida belirtilen g¢esitli alanlarda kullanilabilecegi 1984 yilinda
yapilan bir arastirma da ortaya konulmustur. Yine, karasuyun c¢ok yiiksek miktarda
kimyasal ve biyokimyasal oksijen ihtiyact gostermesi nedeniyle kirletici potansiyele

sahip oldugunu 1986°da Ispanya’da yapilan bir ¢alismada belirlenmistir [63].
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1.4. Peyniralt1 Suyu Atig

Peyniralt1 suyu (PAS), siit endiistrisinin en 6nemli yan tirliniidiir. PAS, kazeini
coktilirlilmis siitiin s1vi kism1 olarak tanimlanabilmekle beraber, aslinda peynir yapimi
sirasinda elde edilen bir yan iiriindiir [64]. Ingilizce terminolojide ‘whey’ olarak
adlandirilan bu iriiniin dilimizdeki karsiligi ‘siit serumu’ veya ‘peynir altt suyu’dur.
PAS’nun liyofilize edilerek toz haline getirilmis sekli (peynir alt1 suyu tozu-PAST) gida
endiistrisinde kullanilmaktadir [65].

PAS'nun atilmasi veya degerlendirilmesi uzun yillardan beri biitiin diinyada siit
endiistrisinin kars1 karsiya oldugu hemen hemen en Onemli problemlerden biridir.
Herhangi bir islem gérmeden c¢evreye atilan PAS, ¢ok yliksek oranlarda organik madde
icerigi nedeniyle g¢evre kirliligine neden oldugu gibi, igerdigi yiiksek degerli besin
unsurlarinin da kaybina yol agmaktadir. Eskiden sadece hayvan yemi veya giibre olarak
sivi halde degerlendirilebilen PAS, gliniimiizde ¢esitli amaclara yonelik olarak bir¢ok
alanda degerlendirilebilmektedir [66]. Peynir alt1 suyundan ekmekgilikte, pastacilikta,
biskiivi, cikolata, sekerleme iiriinlerinde, ila¢ sanayiinde, ¢esitli mesrubat ve meyve
sularinda, kimya endiistrisinde, peynir, yogurt ve dondurma yapiminda yaygin olarak
yararlanilmaktadir [67].

Son yirmi yil igerisinde PAS'nun kullanim alaninda uluslararasi diizeyde onemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Eskiden, PAS'nun sadece sivi halde kullanim1 veya kiiciik
aile isletmelerinde sadece geleneksel yontemlerle degerlendirilmesi séz konusu iken;
gelisen teknolojik imkanlar sayesinde, kurutma, konsantre etme veya fermantasyon gibi
islemlerle PAS bilesenlerinin her birinin tek tek izole edilmesi, degisik alan ve
amagclarla kullanilabilir olmasi onun énemini daha da artirmistir [68-74].

Peynir alt1 suyu, peynir liretiminde bir yan iiriin olarak ortaya ¢iksa da peynir alt1
suyunun besin degeri ¢ok yiiksektir. Peynir alti suyunun % 92-94’1i sudur. Bunun yani
sira kuru madde de % 70-75 oraninda laktoz, % 11-13 oraninda azotlu maddeler ve %
7-12 kadar da mineral maddeler yer almaktadir [75,76]. Cizelge 1.4’te PAS’ nun igerigi
verilmistir [77].
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Cizelge 1.4. Peyniralt1 suyunun icerigi [77]

Parametreler Degerler/Birim
pH 5.4
KOI 47.02 mg/L
Askida Kati Madde 5748 mg/L
Kalsiyum 429,56 mg/kg
Potasyum 986,08 mg/kg
Magnezyum 39,23 mg/kg
Sodyum 431,53 mg/kg
Aliiminyum 1,0037 mg/kg

1.5. Pseudomonas aeruginosa

1.5.1. Pseudomonas aeruginosa’mn Tarihgesi

P. aeruginosa, ilk kez 1850'de Sedillot tarafindan cerrahi yara pansumanlarinda
mavi renk degisikligi yapan bir ajan olarak tammlanmstir. ilk olarak Bacillus
pyocyaneus ve daha sonra Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilmistir. Ancak bu
organizma, Gessard'in klasik caligmalari ile 1882'de saf kiiltiir halinde izole edilmistir.
1897'de Hitschman ve Kreibich, 1917'de Frenkel ve 1925'de Osler patojen bir bakteri
oldugunu tanimlamislardir. 1926 yilinda California Universitesi'ndeki Dooren de Jong,
Pseudomonas tiirlerini, cesitli organik bilesiklerin karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanimina dayanan fenotipik oOzelliklerine gore smiflandirmislardir. 1966'da
Buchanon, Holt ve Lessel Pseudomonas tiirlerini fenotipik 0Ozelliklerine gore
siiflamiglardir. Daha sonra DNA hibridizasyon c¢aligmalar1 baslamistir. 1973 yilinda
Palleroni ve arkadaslari, niikleik asit hibridizasyon ¢alismalarin1 genigleterek
Pseudomonas'lart IRNA homolojilerine gore 5 gruba ayirmislardir. Son yillarda yapilan

calismalarda bu cinsin siniflandirilmasi yeniden diizenlenmistir [78].

1.5.2. Morfolojik ozellikleri

Uzunluklart ¢ok degisik olmakla beraber P. aeruginosa 1,5-3 pm genisliginde,
bazen ikili bazen de kisa zincirler halinde goriilen sporsuz, kapsiilsiiz, ¢ubuk seklinde
aerob bakteridir (Sekil 1.5). Cogu kez bir uglarinda bir, nadiren iki-ii¢ adet kirpigi vardir

ve cok hareketlidirler. Kolay boyanirlar ve Gram-negatiftirler. Uzun siire beklemis
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kiiltiirlerinde ve antiseptik maddelerin bulundugu ortamlarda kisa veya ¢ok uzun
deforme sekilleri, hareketsiz ve pigmentsiz olanlar1 ile R (kenarlar1 piiriizlii hiicre

kolonileri) tipinde iireyenlerin bulundugu bildirilmistir [79-81].

Sekil 1.5. P. aeruginosa bakterisinin elektron mikroskop goriintiisii [82].

1.5.3. Kiiltiirel ve biyokimyasal ozellikleri

Pseudomonadaceae tfamilyas1 igerisinde yer alirlar. Pseudomonas cinsi
bakterilerinin ¢ogu dogada, toprak ve sularda yogun olarak bulunur. Bazilar1 bitkiler,
hayvanlar ve insanlar i¢in hastalik yapicidir. Katalaz ve oksidaz pozitif ve sekerleri
oksidasyon yoluyla pargalayan fakat fermantasyon yapmayan bakterilerdir [83].

Dogada yaygin olarak bulunabilen bir bakteri oldugu icin, organik maddeler
icinde, sularda uzun siire canli kalabilirler. Ayrica insan ve memeli hayvanlarin
bagirsaginda flora elemani olarak bulunur. Yiiksek 1s1 ve kuruluga direngsizdirler [83].

P aeruginosa uygun besiyerinde optimum 30-37 °C'lerde ve hafif alkali
ortamlarda gelisir. 41 °C'de lireyebilme yetenegi P. aeruginosa igin dnemli bir 6zellik
olup arka arkaya 3 pasajda 42 °C'de iireyebilmesi P. fluorescens 'den ayirt edici bir
ozelligidir. Aerob olmakla beraber denitrifikasyon ozelliginde oldugundan anaerob
tireyen tiirlerine de rastlanabilir. S1vi besiyerinde yilizeyde zar yapmak {izere yogun ve
homojen bir iireme gosterirler ve zarin hemen altinda mavi yesil pigmenti ayirt edilir.
Uzun siire beklemis kiiltlir ortamlar1 zamanla alkali duruma geldiginden bakteriler litik
fermentlerle erir ve s1v1 besiyerini berraklastirir. Peptonlu suda ayni sekilde {irerler.

P. aeruginosa 'nin bazi biyokimyasal 6zellikleri sdyledir;

= Kanli agarda hemoliz yaparlar. Kanli agarda iireyen klinik izolatlar siklikla beta

hemolitiktirler.
= Jelatin ve koagiile plazmay eriterek pargalarlar.

= Glikozu oksidatif yolla pargalayip asit yaparlar (glukonat yapar). Laktozu

kullanamazlar.
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= Oksidaz pozitif olmalar1 ile Enterobacteriaceae familyasi iiyelerinden ayrilirlar.
= Asetamini deamine ederek amonyak olustururlar.

= Nisastaya etki etmezler.

= Katalaz ve sitrat reksiyonlar pozitiftir.

= L-arjinin dihidrolaz olustururken, lisin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz

olusturmazlar.
» Indol ve H,S olusturmazlar.
= Metil kirmizist ve Voges-Proskauer negatiftir.
= Nitrati nitrite rediikte ederler.
= Tetrazolium tuzlarini ve seleniti rediikte ederler.
= KCN'ye direnglidirler.

= P. aeruginosa, metilen mavisinin ve prontosilin rengini giderir [78-81,83-85].

1.5.4. Cesitli Ajanlara Kars: Direnclilik

Pseudomonas’lar 1s1ya direngsiz bakterilerdir. 55 °C'de 1 saat ve 60 °C'de 15
dakikada oliirler. Cevre sicakligi kosullarinda sularda aylarca canli kalirlar. Steril saf su
icinde bile oda sicakliginda iireyebilirler. Diger patojenlere gore kimyasal
dezenfektanlara daha direnglidirler. Uygun nem kosullar1 temin edildigi zaman c¢esitli

ortam kosullarinda iireyebilirler [78,86].

1.6. Bakterilerde Yeterli Cogunluk Algilamasi

Son zamanlara kadar bakterilerin ayr1 ayr1 yasayan ve sosyal davranislar
gostermeyen asosyal canlilar olduklar1 biliniyordu. Ancak son yillarda yapilan
caligmalar ile, bakterilerde bazi iletisim sistemleri bulundugunu ve bu sayede c¢evreleri
ile iletisim kurduklar1 gosterilmistir. Yeterli Cogunluk Algilamast adi verilen
bakterilerdeki iletisim sistemlerinin, bakterilerin hiicre yogunluguna bagli toplu bir
davranis bi¢gimi oldugu belirlenmistir [87-90].

Gram-negatif bakterilerde goriilen Yeterli Cogunluk Algilamasi sistemlerinin:
biyoliiminesens, biyofilm olusumu, viriilens, antibiyotik iiretimi, ekzoenzim
salgilanmasi, hareketlilik, bazi pigmentlerin {iretimi, nodiil olusumu vb. davranis

bicimlerini belirlemede rol oynadigi belirlenmistir [90-94].
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Biyosiirfektan tiretimi, molekiil sinyallerinin ya da atik maddelerin birikimi ve
bir veya bircok metabolik substratin azalmasiyla diizenlenebilir. RhIAB genleri hiicre
yogunluguna bagl yeterli ¢ogunluk algilanmasi tarafindan diizenlenir. Uretimin
diizeyini acil-homoserin lakton molekiiliiniin konsantrasyonu belirler. Bu ya da diger
sinyaller, biyofilm yapisinin merkezinde birikebilir. Besin eksikligi gibi baslica hayati
tehdit durumunda, bu 6zellik yogun bakteri popiilasyonlarinin sabitlenmesinde biiytik
avantaj saglamaktadir (Sekil 1.6) [95].

Dogada yerlesmis bir olgu olarak bakteriler, oncelikle biyofilm adi verilen
yiizeyde yerlesik olarak bulunurlar. Bu yap1 formu, yilizeye hiicrelerin sirali olarak olgun
biyofilme eklenmesi ile olusur ve bakterilerin ortama yayilmasina kadar devam eder.
Gelisimi boyunca P. aeruginosa organik bir bilesik olan cis-2-dekonoik asit liretir. Bu
bilesik sabitlenmis biyofilmden bakterilerin ortama dagilmasini tesvik ederek biyofilm
gelisimini durdurur [96]. Sekil 1.7°de P. aeruginosa tarafindan olusturulan biyofilmin

mikroskobik gériinlimii verilmistir.

Sekil 1.6. P. aeruginosa tarafindan olusturulan biyofilm semasi [95]

Sekil 1.7. P. aeruginosa tarafindan olusturulan biyofilmin mikroskobik goriiniimii [97]
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Biyofilm bakteriyi fagositozdan korudugu ve biyofilm icerisindeki bakterilerin
antibiyotiklere ve dezenfektanlara direncli olduklari igin, biyofilm iiretimi bakterinin

konaktaki siirekliliginde kritik rol oynar [98].

1.7. Bakteriyel (Vitreoscilla) Hemoglobin (VHD)

Bakteri Hemoglobini (Vitreoscilla hemoglobin, VHb) 1986 yilinda Dr. Webster
tarafindan kesfedilmistir. Vitreoscilla, zorunlu aerob fakat oksijence fakir ortamlarda
yasayan, flamentdz, Gram-negatif bir bakteridir ve Beggiatoa familya mensuplarina
benzerliginden dolay1r da baslangicta bu familya icine yerlestirilmistir. Daha sonraki
calismalar, Vitreoscilla’nin mor-fotosentetik bakteri grubunun bir alt grubuna ait
oldugunu gostermistir. Bu bakteriler, hipoksik kosullarda oksijen baglayici protein olan
hemoglobini sentezlemekte ve sentezlenen bu protein de CO fark spektrasiyla 419
nm’de pik vermektedir. Bakteri hemoglobini oksijenin smirli oldugu durumlarda
hiicrelerin oksijen acigmi ortadan kaldirmaktadir. Hipoksik kosullara cevap olarak
tiretilmis olan ve her bir monomeri 146 amino asitten meydana gelen dimerik yapidaki
bu proteinin yapisinda iki protohem IX vardir ve ortalama molekiil agirhig 15.775' dir.
Diger hemoglobinlerle kiyaslandiginda kayda deger bir benzerlik goéstermektedir
(6rnegin kok hemoglobiniyle % 24; B. subtilis flavo hemoglobiliniyle % 56). VHb
muhtemelen evrimsel olarak yiiksek organizasyonla canlilardaki hemoglobinlerle ortak
bir atadan gelmesine ragmen bunu kabul ya da reddetmek i¢in daha fazla aragtirmaya
ihtiyag vardir [99].

Hemoglobinin evrimi hakkinda iki sey sOylenebilir; ya anaerobik organizma
kendisi i¢in hassasiyet temsil eden durumlarda oksijene duyarli hiicre komponentlerini
korumak i¢in bir korunma mekanizmast gelistirmistir ya da hiicresel hemoglobin
konsantrasyonunun yiiksek olmasi veya daha diisiik oksijen basincina maruz kalmasi

sonucu bundan kurtulmak i¢in etkili bir mekanizma gelistirmistir [99].

Organizma oksijeni tutarak, depo ederek ve oksijenin kisitli oldugu ortamlarda
da hiicreye oksijen saglayarak hayatsal faaliyetlerini devam ettireceginden ikinci
ihtimalin olmasi ¢ok daha yiiksektir. Son yillarda yapilan kok hemoglobinlerin yapisal
analizi, bitki ve hayvan hemoglobinlerinin ortak bir orjinden koken aldigini
gostermektedir. Vertebrate hemoglobininin alfa zincirinin bir miyoglobin geninin
duplikasyonundan  tiiredigi  genel olarak kabul edilmektedir.  Vitreoscilla

hemoglobininde de 146 amino asit vardir. Bu, 153 amino asit tagiyan sar1 aci bakla
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(Lupinus luteus) kok hemoglobiniyle karsilastirildiginda 35 amino asidin yerleri
aynidir. Yani % 24 benzerlik ihtiva etmektedir. B. subtilis’in flavohemoglobini ve
mayanin buna benzer proteinleri de Vitreoscilla hemoglobiniyle % 56 benzerlik

gostermektedir [99].

Diger taraftan yine Vitreoscilla hemoglobini fil hemoglobiniyle
karsilagtirildiginda  her ikisinin de E7 pozisyonunda Glutamin (Gln) ve BI10
pozisyonunda ise aromatik amino asit tagidig1 belirlenmistir. B10 pozisyonundaki bu
aromatik amino asit; Vireoscilla hemoglobininde tirozin (Tyr), fil hemoglobininde ise
fenilalanin (Phe) dir. Baslangicta E7 pozisyonundaki Gln’nin proteine olagan dis1 bir
kinetik 6zellik kazandirdig1 diisiiniilmiis fakat kristallestirme calismasi bu amino asidin
oksijen baglanmasi i¢in elverisli olmadigini ortaya koymustur. Bu Vitreoscilla
hemoglobini iizerinde yapilan mutasyonla dogrulanmistir. Evrimsel siire¢ icerisinde
hiicreler kendi yasamlar:1 i¢cin gerekli olan proteinleri giiniimiize kadar tasimislar ve
boylece yasamlarinin devamini saglamiglardir. Oksijenin sinirli oldugu ortamlarda
yasayan (su birikintileri gibi) Vitreoscilla, belki de gilinlimiize kadar oksijen baglayan
bir protein olarak sentezledigi hemoglobin molekiiliine ulasmistir [99].

Evrim stiresince biitiin hemoglobinlerde, hem demirine bagli proksimal histidin
(F8) muhafaza edilirken (VHb dahil) cogu hemoglobinlerde distal histidin (E7) de
muhafaza edilmistir. VHb proteini iki benzer alt {initeden olusan bir hem proteinidir.
Oksijen assosiasyonu icin hiz sabitesi, at miyoglobininden kismen daha biiyiikken
oksijen disassosiasyon sabitesi ise 500 kat daha biiylktiir. Buradan Vitreoscilla
hemoglobininin diger hemoglobinlerle kiyaslandiginda bagli oksijeni ¢ok daha kolay
serbest biraktig1 anlagilmaktadir [99].

Diger hemoglobinlere gére VHb, oksijene kars:1 diisiik affiniteye sahiptir. VHb
diger bircok globinin ayrigma sabitesinden daha biiyiiktiir. Boylece oksijenin VHb’den
ayrigma sabitesi oldukea yiiksek olup bu durumun 6nemi oksijenin hizli saliverilmesinin
bir gereklilik oldugu hipoksik sartlarda ortaya ¢ikmaktadir. Bir hipoteze gore VHb’ nin
bulundugu hiicreler ¢evrelerine gére daha oksijene formda bulunurlar [100].

Vitreosilla hemoglobin geninin klonlanmig oldugu tiim organizmalarda,
regiilasyonu oksijenle olan bir¢ok metabolit ve rekombinant proteinin sentezinde 6nemli
artis gdzlenmistir. Ozellikle, bakteri ve funguslarda VHb’nin hem solunumu hem de
bliylimeyi arttirma yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bundan dolayi, VHb
teknolojisi genel olarak oksijence fakir sartlarin bulundugu alanlarda ve olusumlar1 belli

kritik seviyede oksijen gerektiren biyoremidasyondan rekombinant protein iiretimine
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kadar biitlin biyoproseslerde, uygulama alani bulmaktadir. “VHb teknolojisi’nin
kullanilmas1 ile toksik aromatik bilesiklerin mikrobiyal oksidatif yikimlarinin arttigi
rapor edilmistir [100].

Yapilan bazi c¢alismalarda VHb’nin Pseudomonas’larda biyoremediasyonu
arttirmada Onemli bir potansiyele sahip oldugu gosterilmigtir. Bunun en onemli
nedenlerinden birisi de yabanil tiirlere oranla VHb aktarilan tlirlerin daha yiiksek

oksijen alinimina sebep olmasidir [100].
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2. KAYNAK OZETLERI

Her ne kadar baz1 6zellikleriyle insanoglu icin faydali olsa da karsilastigimiz
bircok cevresel sorunun, cesitli hastalik ve oOlimciill durumlarin kaynagi da yine
bakterilerdir. Dolayisiyla, bilimsel c¢alismalar, bu canlilarin yararli 6zelliklerini
arttirmaya, zararli Ozelliklerini  engellenmeye yonelik  arastirmalar iizerinde
yogunlasmistir. Cesitli maya, fungus ve bakteri tilirleri tarafindan {retilen
biyostirfektanlar da gida, kozmetik, eczacilik, petrol endiistrisi ve ¢evre teknolojileri gibi
alanlarda kullanilarak faydali hale getirilmektedir.

Mikrobiyal yollarla iiretilen biyosiirfektanlarin en ¢ok ¢alisilan ve en iyi bilineni,
P. aeruginosa tarafindan iretilen ve ramnolipit adi verilen yiizey aktif bilesiklerdir
[36,46].

Ramnolipitler; 6zellikle makine sanayi, ¢evre teknolojisi, petrol endiistrisi, tarim,
tip ve kozmetik gibi alanlarda kullanilmaktadir [37].

Yapilan biyolojik parcalanma testlerinde, ramnolipitlerin kolay ve c¢abuk
pargalandig1 belirtilmistir. Ramnolipitlerin omurgasiz canlilara toksik etkisinin ¢ok
diisiik oldugu gosterilmistir [37].

Ramnolipit biyosiirfektanlarin, kontamine olmus bolgelerde kirlenmeyi azaltan
maddelere, terminal elektron tutuculara veya besin ve diger temizleyici maddelere ilave
edilerek kirletici maddelerin parcalanmasini arttiran ve c¢evrenin kendi kendisini
yenilemesini saglayan bilesikler oldugu belirtilmektedir [43]. Ayrica organik
bilesiklerle kirletilmis topraklarda, ramnolipit biyosiirfektanlarin eklenmesinin biyolojik
parcalanmayi arttirmasi ile ilgili de ¢alismalar bulunmaktadir [20,44].

Atik maddeler ¢evreye birakildiklar1 zaman bulunduklari ortamdaki organik
bilesiklerle, mineral maddelerle ve organizmalarla siki baglar kurmakta ve ¢cevreye zarar
vermektedirler. Ozellikle canli yapisinda birikerek toksik, kanserojenik veya mutajenik
etki yapmaktadir [55]. Atiklar1 substrat olarak kullanmamiz hem maliyeti diigiirmemizi
ve hem de atiklarin ¢evreye olan kirlilik yiiklerinin azaltilmasini saglar.

Mercada ve arkadaslart (1993) tarafindan yapilan ¢alismalarda; zeytinyagi
fabrikas1 atik suyunda Pseudomonas sp JAMM’nin ramnolipit sentezledigini ve
zeytinyagr fabrikast attk suyunun ramnolipit iiretiminde substrat olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir [56].

Dubey ve Juwarkar (2001), yaglardan izole ettikleri P. aeruginosa BS2

kiiltiirlerinin, sentetik ortamda 0,97 g/L. ramnolipit iirettigini, peynir alt1 suyunda ise

21



0,92 g/L ramnolipit {irettigini ve peynir altt suyunun ramnolipit liretiminde uygun bir
substrat olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir [101].

Abolos ve arkdaglar1 (2001); P. aeruginosa AT110 kiiltiirleri ile soya yag1 atig1
ortaminda 96 saatte 9,5 g/L ramnolipit elde edildigini ve soya yag1 atiginin ramnolipit
tiretiminde substrat olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir [29].

Patel ve Desai (1997) tarafindan yapilan ¢alismada, seker fabrikasi atik maddesi
olan melas besi ortaminda ¢ogalabilen P. aeruginosa GS3 Kkiiltiirlerinden 0,24 g/L
ramnolipit biyosiirfektan1 elde edildigini bildirmislerdir [40].

Farkli karbon kaynaklarmin ramnolipit sentezi iizerine etkili oldugunu bildiren
caligmalar da mevcuttur. Robert ve arkadaslar1 (1989) tarafindan yapilan ¢aligmalarda;
gliserol, glikoz, mannitol ve etanol gibi karbon kaynaklarinin Pseudomonas sp.
tarafindan biyosiirfektan liretiminde kullanilabildigini belirtmislerdir. Ancak, n-alkanlar
ve zeytinyagi gibi bilesiklerin ise, biyosiirfektan iiretiminde ikinci derece Onemle,
bakteri tarafindan kullanildigini bildirmislerdir. Syldatk ve arkadaslarinin (1985a)
yaptig1 c¢alismada, Pseudomonas sp. tarafindan iretilen biyosiirfektan iizerine,
glikolipitlerdeki yag asidi zincir uzunlugunun etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Diger
taraftan, Neidleman ve Geigert (1984), Acinetobacter sp. glikoz bulunan ortamda
yetigirken ortama hekzadekan katilmasiyla biyosiirfektan veriminde onemli bir artis
oldugu, hekzadekanin biyosiirfektan salinimini kolaylastirdigini tespit etmislerdir. Banat
ve arkadaslar1 (1991 ve 1995), karbon kaynaklarina hiicreler kolayca ulastiklar1 zaman
biyosiirfektan iiretiminin az oldugunu gozlemlediler. Sadece biitiin karbon kaynaklari
tiikendiginde ve suda ¢oziinmeyen hidrokarbon kullanilabilir oldugunda, biyosiirfektan
tiretiminin tetiklendigini belirtmislerdir. Biyosiirfektan iiretiminde ulasilabilir karbon
kaynag1 ve 6zellikle kullanilan karbonhidrat biiyiik rol oynar [102].

Yapilan caligmada bazi petrol hidrokarbanlarin1 (benzin, BTX ve benzen)
kullanabilen Pseudomonas spp. suslarinin belli zaman araliklarindaki (24, 48, 72 ve 96.
saat) en yiiksek ramnolipit iiretiminin benzinde P. putida B15 (52 mg/L), benzende P.
fluorescens B5 (1,5 mg/L), BTX’ de P. aeruginosa B3 (0,5 mg/L) suslar1 tarafindan ve
72. saatte gerceklestigi (bakteriyal gelisimin durgun fazinda) tespit edilmistir. Tuleva ve
ark. (2002) da, P. putida 21BN susunun hekzadekanda gelistiginde, ikincil bir metabolit
olan biyosiirfektanlart durgun fazda maksimum iiretime ulastigm (1,2 g/L)
bildirmislerdir [103].

Yapilan bir ¢aligmada 2,4-D herbisitini kullanabilen Pseudomonas spp. suslarinin
belli zaman araliklarindaki (24, 48, 72 ve 96. saat) en yiiksek ramnolipit biyosiirfektan

tiretimi P. aeruginosa B1 (45 mg/L) susu tarafindan 72. saatte olustugu tespit edilmistir.
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Bu susun 2,4-D herbisitinindeki bakteri liremesi ve biyosiirfektan sentezi paralellik
gostermektedir [104].

Pseudomonas spp. suslarinin biyosiirfektan (ramnolipit) iiretimi {izerine yapilan
calismalar, ramnolipit sentezinin ikincil metabolizma ile iliskili oldugunu ve ikincil
metabolitlerin  sentezinin iiremenin durgunluk fazina erismesi ile arttigimni
gostermektedir. Ramnolipit eldesi i¢in uygun inkiibasyon siiresinin 72 saat oldugunu
bildiren calismalarin yani sira, yiiksek ramnolipit sentezine iiretimin 24, 90 ve 120
saatlerde rastlandigini bildiren aragtirmalar da vardir [56,105-107].

Diger bir caligmada, suslarin kiiltiir ortamlarinda damla caplar1 Olgiilerek
ramnolipit Uretim zamaninin belirlenmesi sirasinda bu suslarin durgunluk fazina
girmeden Once ramnolipit iiretmeye basladigi ve ramnolipit {iretimine paralel olarak
ylizey geriliminin de diistiigli belirlenmistir. Yine ayni ¢alismada diisiik sicakliklarda her
iki sus tarafindan iiretilen ramnolipitin, BMSM besiortaminda, 5 °C’de suyun yiizey
gerilimi nispeten yiiksek iken, sicaklik artis1 ile birlikte ayni su-ramnolipit karigiminin
ylizey geriliminin diistiigi gorilmiistiir. pH degisiminin yilizey gerilimine etkisi
incelendiginde ise asidik pH degerlerinin yiizey gerilimini arttirdigi, bazik pH
degerlerinin ise yiizey gerilimini belirgin bir sekilde etkilemedigi tespit edilmistir.
Ramnolipitlerin ekstraksiyonunda da asidifikasyon asamasi bulunmaktadir. Dolayisiyla,
ramolipitlerin asidik pH degerinde etkinliklerinin diisiik olmasinin normal oldugu
distiniilmektedir [37].

Raza ve ark. (2006), farkli hidrokarbon igeren ortamlarda P. aeruginosa EBN-8
mutantinin biyosiirfektan iiretimini arastirmislardir. Bu amagla minimal besiyeri igine
karbon kaynagi olarak n-hekzan, parfin yagi ve kerosen yagi ilave etmislerdir. 37 °C’ de
100 rpm’ de 10 giin boyunca 24 saatte bir Ornekler almiglardir. Bu mutantin, n-
hekzadekan ve parafin yaginda gelistigi zaman inkiibasyonun 3. ve 4. giiniinden sonra
maksimum ramnolipit tirettigini, n-hekzadekan ve parafin yaginda ramnolipit iiretiminin
ise sirastyla 4,1 g/L ve 6,3 g/L oldugunu tespit etmislerdir [104].

Guerra Santos ve ark (1986) tarafindan yapilan ¢alismalarda; besi ortaminda ¢ok
az miktarda Mg, Ca, K, Na, Fe iyonlar1 ve iz elementleri bulundugunda, P.aeruginosa
DSM 2659’n1in sentezledigi ramnolipit miktarinin arttig1 bildirilmistir [40].

Haba ve arkadaglar1 (2000), P. aeruginosa 47 T2 NCBIM 40044 kiltiirleri
tarafindan sentezlenen ramnolipit biyosiirfektanlarinin antimikrobiyal etkisi iizerine
yaptig1 caligmalarda; ramnolipitlerin en fazla antimikrobiyal etkiyi Klebsilla
pneumoniae, Enterobacter aerogenes ve Serratia marcescens gibi gram-negatif

bakterilerde gosterdigini, Micrococcucs luteus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
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epidermidis gibi gram-pozitif bakterilerde ve Fusarium solani ve Glicadium virens gibi
funguslara ¢ok az etki gosterdigini, Candida albicans, Rhodotorula rubra ve
Saccharomyces cerevisiae gibi mayalarda ise her hangi bir antimikrobiyal etki
gostermedigini bildirmislerdir [108].

Bizim yaptigimiz ¢alismada dogal ve sentetik ortamlarda P. aeruginosa ve
rekombinant1 kullanilarak, VHb/vgh sisteminin ramnolipit iiretimi iizerine etkisi
arastirilmistir. Bu sistemin ortam oksijenini tamponlamadaki rolii ve yaslh hiicrelerin
daha iyi solunum, biiyiime ve ¢ogalma karekteristigi saglamasi, bu amag i¢in dnemli bir
avantajdir. Ayrica, calismamizda kullandigimiz  karbon kaynaklar1  degisik
konsantrasyonlarda (% 0,1 ve % 1) kullanilarak biyosiirfektan iiretimi {izerine etkisi
arastirilmistir. Bu calismada dogal ve sentetik ortamlarda Pa ve PaJC’in iirettigi

ramnolipit iiretim miktarlar karsilagtirmali olarak ¢alisilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Cahismada kullanilan kimyasallar

Bu caligmada kullanilan kimyasallar analitik saflik derecesinde olup; K;HPOy,
NaNO;3;, MgS04.7H,0, NaHCO3;, H,SO4, HCI (% 37 lik 2 N) ve fenol Carlo Erba
sirketinden; Na,HPO4 ve FeSO4 Merck sirketinden; CaCl,, NaCl, glikoz, siikroz,
gliserol ve agar Sigma sirketinden; etil asetat Labkim sirketinden; pepton ve maya 6ziitii

Mast Group sirketinden temin edilmistir.
3.1.2. Arastirmada kullanmilan bakteriler

Calismada, P. aeruginosa ATCC 10145 (NRRL B- 771) ve kromozomuna
homolog rekombinasyon ile tek kopya halinde vgh entegre edilmis rekombinant P.
aeruginosa (Sekil 3.1) kullanilmistir [109].

Bu bakterilerin devamliligini saglamak i¢in, P. aeruginosa ve PaJC ana stok
olarak -20 °C’de gliserolde saklanmistir. Arastirmalarimiz i¢in kullandigimiz P.
aeruginosa, her 20 giinde bir LB plaklarina 6ze ile pasaj yapilarak gece boyu iiretilmis
ve ertesi giin parafilmle etrafi sarilip 4 °C’de saklanmugtir. Deneyler esnasinda bu

stoklar kullanilmastir.

i pUT-miniTns regh{Cm)
Lr) 10600 by

Sekil 3.1. pUT- miniTn5:vgh-Cm transpozaz sistemi [109]

25



3.1.3. Calismada Kullamilan Kiiltiir Ortamlari

3.1.3.1. LB (Luria-Bertani) kiiltiir ortam

Bakteriler i¢in zengin bir besiyeri olan LB besi ortaminin hazirlanmasinda 1 litre
i¢in;10 gr pepton, 10 gr NaCl ve 5 gr maya oziitii kullanilmistir. Stoklar, pH 7.0’ye
ayarlandiktan sonra 150 ml'lik erlenlere 50 ml eklenerek, otoklavda (121 °C’de 1 atm
basing altinda 20 dakika) steril edilmistir.

3.1.3.2. Minimal (MM) ortam

Bakteriler i¢in besinsel agidan fakir minimal ortamin hazirlanmasinda 1 litre igin;
0,7 gr K;HPOg4, 0,9 gr Na,HPOq, , 0,1 gr CaCl, , 0,001 gr FeSO4 , 2 gr NaNOs3 ve 0,4
gr MgS04.7H,0 kullanilmistir. pH 7.0 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 150 ml'lik

erlenlere 50 ml konulduktan sonra otoklavda steril edilmistir.

3.1.3.3. Zeytinyag fabrikasi atik suyu (ZYFA)

Balikesir mevkiinde bir zeytinyagi fabrikasindan alinan atik suyunun ¢alismada
kullanima hazirlanmasi amaciyla yapilan 6n caligmalar sonucunda; 1 litre i¢in; 300 ml
atik su (kaba partikiilleri ayristirmak icin slizgecten gecirilmistir) 700 ml distile su ile
sulandirilarak ¢aligma yapilmistir. Daha sonra bu karisimm pH’s1 7.0’ye ayarlanarak
150 ml'lik erlenlere 50 ml bu karisim eklendikten sonra yukarida verildigi sekilde

otoklavda steril edilmistir.

3.1.3.4. Peyniralti suyu (PAS)

Malatya mevkiinde bir siit fabrikasindan alinan peyniralti suyu calismamizda
kullanilmistir. Peyniralti suyunun g¢aligmada kullanima hazirlanmasi amaciyla yapilan
on ¢aligmalar sonucunda; 1 litre i¢in; 500 ml atik su (kaba partikiilleri ayristirmak i¢in
stizgecten gecirilmistir) 500 ml steril distile su ile sulandirilarak ¢alisma yapilmstir.
Daha sonra bu karisimin pH’s1 7.0’ye ayarlanarak 150 ml'lik erlenlere 50 ml bu karigim

eklendikten sonra yukarida verildigi sekilde otoklavda steril edilmistir.

26



3.1.4. Cahismada kullamilan karbon kaynaklari

Minimal ortamlarda stok karbon kaynagi olarak glikoz, slikroz ve gliserol
kullanilmustir. Steril kosullar altinda daha 6nce hazirlanmis olan minimal besi ortamina

stok karbon kaynaklarindan % 0,1 ve % 1 lik olacak sekilde ekleme yapilmistir.

3.2. Yontem

Oze ile tek koloniden alinan hiicreler; 20 ml LB besi ortam1 iceren 100 ml’lik
erlenlere konulmustur. Yiiksek ¢alkalama i¢cin 200 rpm ve diisiik ¢alkalama icin 100
rpm tercih edilirken, sicaklik olarak 30 °C ve 37 °C kullanilmistir. Yaklasik 17 saat
sonra gece kiiltiirii erlenlerinden alinan 250 pl kiiltiirtin, 50 ml/150 ml bulunan erlenlere
ekimi yapilmistir. 24 saat aralikla 96. saate kadar deneyler siirdiiriilmiistiir. Kiiltiir

ortami olarak yukarida 6zellikleri verilen MM, ZYFA ve PAS kullanilmigtir.

3.2.1. Ramnolipit Ekstraksiyonu

Uretilen kiiltiirlerden 3 ml almip 10.000 rpm 10 dk ve 4 °C santrifiij edildi.
Siipernatantlar yeni tiiplere alindi. 2 N HCl ile pH 7.0 ye ayarlandi. Uzerlerine 2 kat etil
asetat eklendi. Vortex yapildi. Tiipteki solvent buharlastirildi. Tipe 1 ml 0,05 M
NaHCO; eklendi [40,110]. Vortexlendi. Buradan alinan 6rneklere fenol siilfiirik asit
yontemi uygulandi [111]. Bu yonteme gore; bir tanesi kontrol tiipli olmak iizere 25 adet
cam tlip kullanildi. Cam tiiplere 250 pl 6rnek ve 250 pl fenol eklenip vortekslendi.
Uzerine 1,25 ml H,SO4 eklenip vortekslendi. Oda sicakliginda ve karanhikta 20 dk
beklendikten sonra 490 nm’de absorbanslari kore karsi okundu (SHIMADZU UV-

1201V Spektrofotometre ile absorbans okumalari yapilmistir).

3.2.2. Ramnolipit Miktarimin Belirlenmesi

Ramnoz miktar1 ramnoz standardi kullanilarak, kolorimetrik metot ile Olgiimii
yapildi. Ramnolipit igerigi, ramnoz konsantrasyonunun 3 ile (monoramnolipit (1
ramnoz seker iceren) ya da diramnolipit (2 ramnoz seker igeren) ayriminin
yapilamamasindan dolay1 toplam ramnoz seker sayist (3) hesaplamada baz alinmistir)

carpilmasiyla hesaplandi [37]. Bu faktor, ramnozun kalibrasyon egrisi kullanilarak
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hesaplanmistir (ramnolipit/ramnoz) [112,113]. Ramnoz miktari, siipernatant icinde

mg/L olarak fenol siilfiirik asit metodu ile saptandi [114].
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Pa ve PaJC’in Farkh Miktarlarda Glikoz iceren Minimal Besi Ortaminda

Ramnolipit Uretimi

4.1.1. 30 °C sicaklikta ve 100 rpm’de ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit iiretimi, % 0,1 ve % 1 glikoz bulunan
minimal kiltiir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi acisindan % 0,1 glikoz bulunan minimal besi ortaminda; Pa 24. saatte 88,29
mg/L ile en yiiksek degerinde iken, 48. saatte 34,96 mg/L ile en diisiik degerde oldugu
goriilmiistiir. PaJC ise, 48. saatte 87,18 mg/L ile en yiliksek degerde iken, 72. saatte
51,96 mg/L ile en diisiik degerdedir. PaJC sadece 48. saatte Pa’dan 2,49 kat daha fazla
ramnolipit ireterek avantajli duruma geg¢mistir (Sekil 4.1 a). Ramnolipit iiretimi
acisindan % 1 glikoz bulunan minimal besi ortaminda ise; Pa, 24. saatte 569,56 mg/L ile
en diisiik degerde ramnolipit tiretirken, 6zellikle 72. saatten sonra bir artig gostererek 96.
saatte 882,89 mg/L ile en yiiksek degere ulasmistir. PaJC ise, 72. saatte 698,44 mg/L ile
en yiiksek ve 96. saatte 557,33 mg/L ile en diisiik diizeyde oldugu goriilmiistiir. Boylece
72. saatte PaJC, Pa'dan 1,18 kat avantajli durumdayken, Pa 96. saatte PaJC dan 1,58 kat
daha avantajli duruma ge¢cmistir (Sekil 4.1 b).
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Sekil 4.1. Pa (o) ve PaJC (#)'mn (a) % 0,1 ve (b) % 1 glikoz igeren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 30 °C'de ve 100
rpm'de iiretilmistir. Hata ¢gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.1.2. 30 °C sicakhikta ve 200 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit iiretimi, % 0,1 ve % 1 glikoz bulunan
minimal kiiltiir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi agisindan % 0,1 glikoz bulunan minimal besi ortaminda; Pa 48. saate kadar artis
gosterirken 72. saate kadar azalis, bu saatten sonra tekrar artig gostermistir. Pa 48. saatte
57,07 mg/L ile en yiiksek degerinde iken, 72. saatte 36,29 mg/L ile en diisiikk degerde
oldugu goriilmiistiir. Ramnolipit iiretimi agisindan PaJC ise, 24. saatte 86,62 mg/L kadar
yiiksek degerde iken, 72. saatte 53,18 mg/L ile en diisiik degerdedir. Sonugta; PaJC 24.
saatte Pa’dan 1,76 kat avantajli durumdayken, Pa’nin ramnolipit iiretimi ise PaJC’a
paralel fakat daha diisiik miktarlarda oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2 a). Ramnolipit
tiretimi agisindan % 1 glikoz bulunan minimal besi ortaminda ise; Pa 24. saatte azalis
gosterek 48. saatte 1258,89 mg/L ile en diisik degerde ramnolipit {iretimi
gerceklestirirken bu saatten sonra siirekli bir artis gostermistir ve 96. saatte 5881,11
mg/L ile en yiiksek degere ulasmistir. PaJC’da ise 96. saate kadar ramnolipit {liretimi
acisindan Onemli bir degisim gozlenmemistir. PaJC 24. saatte 2770 mg/L en diisiik
degerde iken 96. saatte 3536,67 mg/L en yliksek degere ulasilmistir. Boylece Pa 24., 72.
ve 96. saatlerde PaJC’a gore avantajli durumdayken, sadece 48. saatte PaJC, Pa'dan 2,24
kat daha avantajli duruma gegmistir (Sekil 4.2 b).

31



90 ~

80 -

70 ~

60 -

50 A

40 -

Hiicre digi ramnolipit (mg/L)

30

(@

12

6000

5000

4000 -

3000 -

2000 -

Hiicre digi ramnolipit (mg/L)

1000

24 36 48 60 72 84 96

Saat

(b)

AN

12

T T T T T T 1

24 36 48 60 72 84 96
Saat

Sekil 4.2. Pa (o) ve PaJC (#)'mm (a) % 0,1 ve (b) % 1 glikoz iceren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 30 °C'de ve 200
rpm'de tliretilmistir. Hata gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.1.3. 37 °C sicaklikta ve 100 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit iiretimi, % 0,1 ve % 1 glikoz bulunan
minimal kiiltiir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi agisindan % 0,1 glikoz bulunan minimal besi ortaminda; Pa’nin 48. saatte 36,62
mg/L ile en diislik degerde iken, 72. saatte 112,84 mg/L ile en yiiksek degerinde oldugu
goriilmiistiir. PaJC ise, 24. saatten sonra siirekli bir azalis gostermistir. PaJC, 24. saatte
101,84 mg/L iken, 96. saatte 60,62 mg/L ile en diisiik degerdedir. Boylece PaJC 48.
saatte Pa’dan 2,01 kat daha fazla ramnolipit {ireterek avantajli duruma gec¢mistir.
Baslangicta PaJC, Pa’ya gore daha fazla miktarda ramnolipit iiretirken, 72. ve 96.
saatlerde Pa, PaJC’dan daha fazla ramnolipit tiretmistir (Sekil 4.3 a). Ramnolipit tiretimi
acisindan % 1 glikoz bulunan minimal besi ortaminda ise; Pa 24. saatte 1575,56 mg/L
ile en diisiik degerde ramnolipit tiretirken, 72. saatte 4708,89 mg/L ile en yiiksek degere
ulagmistir. PaJC, Pa gibi 72. saate kadar yiikselis gosterirken bu saatten sonra ramnolipit
tiretimi diismiistiir. PaJC, 72. saatte 3314,44 mg/L ile en yiiksek degerde iken 96. saatte
1931,11 mg/L ile en diisiik degerdedir. Baslangicta 24. saatte PaJC, Pa'dan daha 1,63
kat daha fazla ramnolipit iiretirken, 72. saatte Pa, PaJC dan 1,42 kat daha fazla
ramnolipit Giretmistir (Sekil 4.3 b).
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Sekil 4.3. Pa (o) ve PaJC (#)'m (a) % 0,1 ve (b) % 1 glikoz iceren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 37 °C'de ve 100
rpm'de tliretilmistir. Hata gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.1.4. 37 °C sicaklikta ve 200 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit iiretimi, % 0,1 ve % 1 glikoz bulunan
minimal kiiltiir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi agisindan % 0,1 glikoz bulunan minimal besi ortaminda; Pa 24. saatte 79,51
mg/L ile en yiliksek degerde iken, 96. saatte 28,07 mg/L ile en diisiik degerde oldugu
goriilmiistiir. PaJC ise, Pa’nin azalis gosterdigi saatlerde (48. ve 96. saatlerde) artis, artis
gosterdigi saatlerde (24. ve 72. saatlerde) ise azalig gostermistir. PaJC, 48. saatte 118,84
mg/L en yiiksek degerde iken, 72. saatte 46,96 mg/L ile en diisiikk degerdedir. Boylece
PaJC 96. saatte Pa’dan 2,70 kat daha fazla ramnolipit liretimi gerceklestirmistir. Pa
sadece 72. saatte PaJC’dan daha fazla miktarda ramnolipit iiretmistir (Sekil 4.4 a).
Ramnolipit iiretimi agisindan % 1 glikoz bulunan minimal besi ortaminda ise; Pa 72.
saate kadar artig gosterirken bu saatten sonra azalis gostermistir. Pa 48. saatte 888,44
mg/L en diisiik degerde iken, 72. saatte 1254 mg/L ile en yiiksek degere ulasmistir.
PaJC ise ramnolipit liretimi agisindan 48. saatten sonra giderek artis gostermistir. PaJC,
24. saatte 1106,22 mg/L en yiiksek ve 48. saatte 577,33 mg/L ile en diisiik degerdedir.
Baslangicta 24. saatte PaJC, Pa'dan 1,23 kat daha fazla ramnolipit {iretirken, 48. saatten
itibaren Pa daha fazla iiretim gergeklestirmistir. 72. saatte Pa, PaJC dan 1,66 kat daha
fazla ramnolipit tiretmistir (Sekil 4.4 b).
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Sekil 4.4. Pa (o) ve PaJC (#)'m (a) % 0,1 ve (b) % 1 glikoz igeren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 37 °C'de ve 200
rpm'de iiretilmistir. Hata ¢gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.



4.2. Pa ve PaJC’m Farkh Miktarlarda Siikroz iceren Minimal Besi Ortaminda

Ramnolipit Uretimi

4.2.1. 30 °C sicakhikta ve 100 rpm’de ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit iiretimi, % 0,1 ve % 1 siikroz bulunan
minimal kiiltliir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi agisindan % 0,1 siikroz bulunan minimal besi ortaminda; Pa 24. saatte 99,22
mg/L ile en diisiik degerinde iken, 72. saatte 238,67 mg/L ile en yiiksek degerde oldugu
goriilmiistiir. PaJC’1in ramnolipit liretiminde 6zellikle 72. saatten itibaren belirgin bir
atig goriilmiistiir. PaJC, 72. saatte 85,33 mg/L ile en diisiik degerde iken, 96. saatte
278,67 mg/L ile en yiiksek degerdedir. Sonugta; PaJC, 24., 48. ve 96. saatlerde Pa’ya
gbre avantajli olmasina ragmen Pa 72. saatte PaJC’dan 2,80 kat daha fazla ramnolipit
iretimi gerceklestirmistir (Sekil 4.5 a). Ramnolipit {iretimi agisindan % 1 siikroz
bulunan minimal besi ortaminda ise; Pa 48. saatte 490,56 mg/L ile en diisiikk degerde
iken, 96. saatte 1596,11 mg/L ile en yiiksek degere ulagsmistir. PaJC ise, 48. saatte
918,33 mg/L ile en diisiik degerde iken 96. saatte 1798,89 mg/L en yiiksek degere
ulagmistir. BOylece 48. saatte PaJC, Pa'dan daha 1,87 kat daha fazla ramnolipit
iiretirken, Pa’nin ramnolipit miktar1 ise PaJC’a paralel fakat daha diisiik miktarlarda

gerceklesmistir (Sekil 4.5 b).
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Sekil 4.5. Pa (o) ve PaJC (#)'1n (a) % 0,1 ve (b) % 1 siikroz igeren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak gekilde 30 °C'de ve 100
rpm'de Uretilmistir. Hata gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.2.2. 30 °C sicakhikta ve 200 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit liretimi, % 0,1 ve % 1 siikroz bulunan
minimal kiiltliir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi agisindan % 0,1 siikroz bulunan minimal besi ortaminda; Pa 48. saatte 455,33
mg/L ile en yliksek degerinde iken, 96. saatte 137 mg/L ile en diisiik degerde oldugu
goriilmiistiir. PaJC ise, 48. saatte 228,11 mg/L ile en diisiik degerde iken, 72. saatte
364,78 mg/L ile en yiiksek degerdedir. Sonugta; Pa, ramnolipit iiretimi agisindan 24. ve
48. saatlerde PaJC’a gore avantajli olmasina ragmen 72. ve 96. saatlerde, PaJC daha
fazla ramnolipit Uretmistir. En yiiksek avantaji PaJC, 96. saatte Pa’dan 2,11 kat daha
fazla ramnolipit iireterek saglamistir (Sekil 4.6 a). Ramnolipit liretimi acisindan % 1
stikroz bulunan minimal besi ortaminda ise; Pa 24. saatte 3153,33 mg/L en yiiksek
degerde ramnolipit iiretirken, 48. saatte 1770 mg/L ile en diisiik degere ulasmistir.
PaJC’da ise, 72. saate kadar belirgin bir artisin ardindan diisiis yasanmistir. PaJC, 24.
saatte 1364,44 mg/L ile en diisiik ve 72. saatte 4964,44 mg/L ile en yliksek degerde
oldugu gorilmiistiir. Boylece sadece 24. saatte Pa, PaJC'dan 2,31 kat daha fazla
ramnolipit iireterek avantajli duruma gecerken, PaJC’in ramnolipit miktar1 ise 48., 72.

ve 96. saatlerde Pa’dan daha fazla miktarlarda gerceklesmistir (Sekil 4.6 b).
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Sekil 4.6. Pa (o) ve PaJC (#)'1n (a) % 0,1 ve (b) % 1 siikroz igeren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 30 °C'de ve 200
rpm'de Uretilmistir. Hata gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.2.3. 37 °C sicakhikta ve 100 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit liretimi, % 0,1 ve % 1 siikroz bulunan
minimal kiiltliir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi agisindan % 0,1 siikroz bulunan minimal besi ortaminda; Pa 72. saatte 992,89
mg/L ile en yiiksek degerinde iken, 96. saatte 815,11 mg/L ile en diisiik degerde oldugu
gorlilmiistiir. PaJC ise, 48. saatte 817,33 mg/L iken, 72. saatte 995,11 mg/L ile en
yiiksek degerdedir. Bu sonuglara goére; ramnolipit iiretimi agisindan Pa, 24. ve 48.
saatlerde PaJC’a gore avantajli olmasina ragmen 72. ve 96. saatlerde, PaJC, Pa’ya gore
daha avantajli duruma ge¢mistir. Pa, 72. saatte PaJC’dan 1,14 kat daha fazla ramnolipit
tretimi gerceklestirmistir (Sekil 4.7 a). Ramnolipit {iretimi agisindan % 1 siikroz
bulunan minimal besi ortaminda ise; Pa 72. saatte 3535 mg/L. en yiiksek degerde
ramnolipit iiretirken, 96. saatte 340,56 mg/L ile en diisiik degere ulasmistir. PaJC ise,
48. saatte 3593,33 mg/L en yiiksek degerde iken 72. saatte 823,89 mg/L ile en diisiik
degerde oldugu goriilmiistiir. Boylece sadece 72. saatte Pa, PaJC'dan 4,29 kat daha fazla
ramnolipit iireterek avantajli duruma gegerken, PaJC’1in ramnolipit miktar ise 24., 48.

ve 96. saatlerde Pa’dan daha fazla miktarlarda oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7 b).
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Sekil 4.7. Pa (o) ve PaJC (#)'1n (a) % 0,1 ve (b) % 1 siikroz iceren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 37 °C'de ve 100
rpm'de iiretilmigtir. Hata ¢gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.2.4. 37 °C sicaklikta ve 200 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit liretimi, % 0,1 ve % 1 siikroz bulunan
minimal kiiltliir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi acgisindan % 0,1 siikroz bulunan minimal besi ortaminda; Pa 72. saatte 278,11
mg/L ile en diisiik degerinde iken, 96. saatte 332 mg/L ile en yiiksek degerde oldugu
goriilmiistiir. PaJC ise, Ozellikle 72. saatten itibaren ise belirgin bir artig gostermistir.
PaJC 72. saatte 273,11 mg/L ile en diisiik degerde iken, 96. saatte 374,22 mg/L ile en
yiiksek degerdedir. Sonugta; Pa, 24. ve 72. saatlerde PaJC’a gore avantajli iken 48. ve
96. saatlerde PaJC, Pa’ya gore ramnolipit iiretimi bakimindan daha avantajli duruma
gecmistir. En yiiksek avantaji PaJC, 48. saatte Pa’dan 1,28 kat daha fazla ramnolipit
tireterek saglamistir (Sekil 4.8 a). Ramnolipit {iretimi agisindan % 1 siikroz bulunan
minimal besi ortaminda ise; Pa 48. saatte 3225,56 mg/L en diisiik degerde ramnolipit
iiretirken, 72. saatte 5836,67 mg/L ile en yiiksek degere ulagsmistir. PaJC ise, 24. saatte
6458,89 mg/L en yliksek ramnolipit liretirken 96. saatte 3020 mg/L ile en diisiik
ramnolipit liretimi goriilmustiir. Boylece sadece 96. saatte Pa, PaJC'dan avantajli
duruma gecerken, PaJC’1in ramnolipit liretimi ise 24., 48. ve 72. saatlerde Pa’dan daha
fazla miktarlarda oldugu ve en fazla farkin da 48. saatte 1,48 kat oldugu gozlenmistir

(Sekil 4.8 b).
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Sekil 4.8. Pa (o) ve PaJC (#)1n (a) % 0,1 ve (b) % 1 siikroz iceren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 37 °C'de ve 200
rpm'de tliretilmistir. Hata gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.3. Pa ve PaJC’mn Farkh Miktarlarda Gliserol iceren Minimal Besi Ortaminda

Ramnolipit Uretimi

4.3.1. 30 °C sicakhikta ve 100 rpm’de ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit iiretimi, % 0,1 ve % 1 gliserol bulunan
minimal kiiltiir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi agisindan % 0,1 gliserol bulunan minimal besi ortaminda; Pa 24. saatte 29,29
mg/L ile en diisiik degerinde iken, 96. saatte 50,96 mg/L ile en yliksek degerde oldugu
goriilmiistiir. PaJC’1n ise, 24. saatten itibaren siirekli artis gosterdigi goriilmiistiir. PaJC,
24. ve 48. saatlerde 30,96 mg/L ile en diisiik degerde iken, 96. saatte 49,62 mg/L ile en
yiiksek degerdedir. Sonugta; Pa ve PaJC’in ramnolipit liretim miktarlar1 birbirine ¢ok
yakin seyrederken 48. saatte Pa 1,32 kat farkla PaJC’dan daha avantajli duruma
gecmistir (Sekil 4.9 a). Ramnolipit {iretimi acisindan % 1 gliserol bulunan minimal besi
ortaminda ise; Pa 48. saatte 30,96 mg/L en yiiksek degerde ramnolipit iiretirken, 72.
saatte 8,29 mg/L ile en diisiik degere ulasmistir. PaJC ise, 24. saatte 46,62 mg/L ile en
yiiksek degerde ve 48. saatte 21,29 mg/L ile en degere ulasilmistir. Boylece 48. saatte
PaJC, Pa'dan 4,02 kat daha fazla ramnolipit iiretimi gerceklestirirken, Pa sadece 48.
saatte PaJC’1 1,45 kat farkla ramnolipit tiretimi gerceklestirmistir (Sekil 4.9 b).

Sonugta, ortalama ramnolipit iiretimi agisindan bakildiginda Pa ve PaJC’in, % 1

ve % 0,1 gliserol bulunan ortam arasinda anlamli bir fark olusturmadig goriilmiistiir.

45



(@

55 -
50 -
45 -
40 -

35 A

30 - g

25 T T T T T T 1
12 24 36 48 60 72 84 96

Saat

Hiicre digi ramnolipit (mg/L)

(b)

N w S ()]
o o o o
| | | |

Hiicre disi ramnolipit (mg/L)
o

o

T T T T 1

36 48 60 72 84 96
Saat

—_
N
N
I

Sekil 4.9. Pa (o) ve PaJC (#)'m (a) % 0,1 ve (b) % 1 gliserol iceren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 30 °C'de ve 100
rpm'de Uretilmistir. Hata gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.3.2. 30 °C sicakhikta ve 200 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit tiretimi, % 0,1 ve % 1 gliserol bulunan
minimal kiltliir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi agisindan % 0,1 gliserol bulunan minimal besi ortaminda; Pa 48. saatte 14,84
mg/L ile en diisiik degerinde iken, 72. saatte 38,62 mg/L ile en yiiksek degerde oldugu
goriilmiistiir. PaJC ise, 24. saatte 46,40 mg/L ile en yiliksek degerde iken, 72. saatte
19,07 mg/L ile en diisiik degerdedir. Sonucta; 48. saatte PaJC, Pa'dan 2,15 kat daha
fazla ramnolipit lireterek avantajli duruma gecerken, Pa sadece 72. saatte PaJC’dan 2,03
kat avantajla daha fazla ramnolipit iiretmistir (Sekil 4.10 a). Ramnolipit iiretimi
acisindan % 1 gliserol bulunan minimal besi ortaminda ise; Pa 24. saatte 41,96 mg/L ile
en disiik degerde ramnolipit iiretirken, 48. saatte 76,4 mg/L ile en yiiksek degere
ulagmistir. PaJC ise, 72. saatte 92,84 mg/L ile en yiiksek degerde ve 96. saatte 60,51
mg/L ile en diisikk degere ulagilmistir. Boylece 24. saatte PaJC, Pa'dan 1,88 kat daha
fazla ramnolipit iiretimi gergeklestiriken, Pa sadece 48. saatte 1,04 kat iiretim

gerceklestirmistir (Sekil 4.10 b).
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Sekil 4.10. Pa (o) ve PaJC (#)'1n (a) % 0,1 ve (b) % 1 gliserol igeren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 30 °C'de ve 200
rpm'de Uretilmistir. Hata gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.3.3. 37 °C sicaklikta ve 100 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit tiretimi, % 0,1 ve % 1 gliserol bulunan
minimal kiltliir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi acisindan % 0,1 gliserol bulunan minimal besi ortaminda; Pa 72. saatte 151,18
mg/L ile en yliksek degerinde iken, 96. saatte 39,84 mg/L ile en diisiik degerde oldugu
goriilmiistiir. PaJC ise, 24. saatte 87,62 mg/L en yliksek degerde iken, 72. saatte 41,29
mg/L ile en diisiik degerdedir. Sonugcta; sadece 72. saatte Pa, PaJC'dan 3,66 kat daha
fazla ramnolipit lreterek avantajli duruma gegerken, 24., 48. ve 96. saatlerde PaJC’in
Pa’dan daha fazla ramnolipit irettigi goézlenmistir (Sekil 4.11 a). Ramnolipit iiretimi
acisindan % 1 gliserol bulunan minimal besi ortaminda ise; Pa 24. saatte 11,18 mg/L en
diisiik degerde ramnolipit iiretirken, 96. saatte 46,73 mg/L ile en yiiksek degere
ulagsmistir. PaJC ise, 48. saatte 37,84 mg/L ile en diisiik ve 96. saatte 50,96 mg/L ile en
yuksek degere ulasilmistir. Boylece 24. saatte PaJC, Pa'dan 3,82 kat daha fazla
ramnolipit iretimi gergeklestirirken, Pa’nin irettigi ramnolipit miktar1 ise PaJC’a

paralel fakat daha diislik miktarlarda seyrettigi gézlenmistir (Sekil 4.11 b).
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Sekil 4.11. Pa (o) ve PaJC (#)"1n (a) % 0,1 ve (b) % 1 gliserol igeren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 37 °C'de ve 100
rpm'de iiretilmigtir. Hata ¢gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.3.4. 37 °C sicakhikta ve 200 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit tiretimi, % 0,1 ve % 1 gliserol bulunan
minimal kiiltiir ortamlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit
tiretimi agisindan % 0,1 gliserol bulunan minimal besi ortaminda; Pa 24. saatte 24,40
mg/L ile en yliksek degerinde iken, 72. saatte 19,29 mg/L oldugu goriilmiistiir. PaJC ise,
48. saatte 22,73 mg/L ile en diisiik degerde iken, 96. saatte 66,96 mg/L ile en yiiksek
degerdedir. Sonucta; PaJC ve Pa 48. ve 72. saatlerde birbirine yakin sonuglar vermigse
de PaJC, Pa’dan daha fazla miktarlarda ramnolipit lretmistir. Ayrica, 96. saatte
PaJC’mn, Pa'dan 3,39 kat avantajli duruma gectigi gozlenmistir (Sekil 4.12 a).
Ramnolipit tiretimi agisindan % 1 gliserol bulunan minimal besi ortaminda ise; Pa 24.
saatte 22,40 mg/L ile en diisiik degerde ramnolipit iiretirken, 72. saatte 105,07 mg/L ile
en yliksek degere ulasmistir. PaJC ise, 24. saatte 69,96 mg/L ile en diisiik ve 72. saatte
139,51 mg/L ile en yiiksek degerine ulasilmistir. Boylece 48. saatte PaJC, Pa'dan 5,11
kat daha fazla ramnolipit tiretimi gerceklestirirken, Pa’nin {irettigi ramnolipit miktar1 ise

PaJC’a paralel fakat daha diisiik miktarlarda seyrettigi gozlenmistir (Sekil 4.12 b).
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Sekil 4.12. Pa (o) ve PaJC (#)'n (a) % 0,1 ve (b) % 1 gliserol igeren besiyerlerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 37 °C'de ve 200
rpm'de tiretilmistir. Hata gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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44. Pa ve PaJC’in Zeytinyag1 Fabrikas1 Atik Suyu Ortaminda Ramnolipit

Uretimi
4.4.1. 30 °C sicakhikta ve 100 rpm’de ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit iiretimi, zeytinyagi fabrikasi atik suyu
ortaminda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit {iretimi acisindan; Pa
48. saatte 182,11 mg/L ile en diisiik degerde ramnolipit liretirken, 96. saatte 289,61
mg/L ile en yiiksek degere ulasmistir. PaJC ise, 48. saatte 252,11 mg/L ile en diisiik ve
96. saatte 347,94 mg/L ile en yiiksek degerdedir. Boylece 48. saatte PaJC, Pa'dan 1,38

kat daha fazla ramnolipit iireterek avantajli duruma gegerken, Pa’nin ramnolipit miktari

ise PaJC’a paralel fakat daha diislik miktarlarda seyrettigi gézlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Pa (o) ve PaJC (#)'m zeytinyag1 fabrikasi atik suyu besiyerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 30 °C'de ve 100
rpm'de iiretilmistir. Hata ¢gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.4.2. 30 °C sicakhikta ve 200 rpm’de ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit iiretimi, zeytinyagi fabrikasi atik suyu
ortaminda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit {iretimi agisindan; Pa,
24. saatte 47,4 mg/L ile en diisiik degerde ramnolipit iiretirken, 48. saatte 93,62 mg/L ile
en yiiksek degere ulagsmistir. PaJC ise, 48. saatte 85,29 mg/L ile en yiiksek ve 96. saatte
54,62 mg/L ile en diisiik degerdedir. Boylece 24. saatte PaJC, Pa’dan 1,42 kat daha
fazla ramnolipit lreterek avantajli duruma gegerken, Pa 48., 72. ve 96. saatlerde

ramnolipit iiretimi agisindan PaJC’dan avantajli duruma gegtigi gozlenmistir (Sekil
4.14).
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Sekil 4.14. Pa (o) ve PaJC (#)'m zeytinyag1 fabrikasi atik suyu besiyerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 30 °C'de ve 200
rpm'de iiretilmigtir. Hata ¢gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.4.3. 37 °C sicakhikta ve 100 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit iiretimi, zeytinyagi fabrikasi atik suyu
ortaminda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit {iretimi agisindan; Pa,
24. saatte 243,67 mg/L ile en diisiik degerde ramnolipit tretirken, 72. saatte 411,44
mg/L ile en yiiksek degere ulasmistir. PaJC ise, 24. saatte 246,44 mg/L ile en diisiik ve
72. saatte 417,56 mg/L ile en yiiksek degerdedir. Sonugta; Pa ve PaJC’in ramnolipit
tiretim degerleri birbirine ¢cok yakin oldugu ve 48. saatte PaJC’1n, Pa’dan 1,10 kat farkla
avantajli duruma gectigi gézlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Pa (o) ve PaJC (#)'in zeytinyagi fabrikasi atik suyu besiyerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 37 °C'de ve 100
rpm'de Uretilmistir. Hata gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.4.4. 37 °C sicakhikta ve 200 rpm’de ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit iiretimi, zeytinyagi fabrikasi atik suyu
ortaminda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit {iretimi agisindan; Pa,
24. saatte 336,83 mg/L en yiiksek degerde ramnolipit iiretirken, 48. saatte 241 mg/L ile
en diisiik degere ulagsmustir. PaJC ise, 48. saatte 252,94 mg/L ile en yiiksek ve 72. saatte
231,56 mg/L ile en diisiik degerdedir. Sonugta; PaJC’in ramnolipit iiretim miktarinda
belirgin farklar olugmadigi goriilmiistiir. 96. saatte Pa, PaJC’dan 1,35 kat fazla
ramnolipit iireterek avantajli durumdayken, sadece 48. saatte PaJC’in Pa’dan avantajl

duruma gectigi gozlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Pa (0) ve PaJC (#)'in zeytinyagi fabrikasi atik suyu besiyerinde ramnolipit
diizeyleri. Bakteriler, 50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 37 °C'de ve 200
rpm'de liretilmistir. Hata gubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.5. Pave PaJC’in Peyniralt1 Suyu (PAS) Ortaminda Ramnolipit Uretimi
4.5.1. 30 °C sicaklikta ve 100 rpm’de ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit iiretimi, peyniralti suyu ortaminda, 24., 48.,
72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit iiretimi agisindan; Pa 72. saatte 4608,89
mg/L ile en yiiksek degerde iken, 96. saatte 1553,33 mg/L ile en diisiik degere
ulasmistir. PaJC ise, 72. saatte 7064,44 mg/L ile en yiiksek ve 96. saatte 2975,56 mg/L
ile en diisiik degerdedir. Boylece 24. saatte PaJC, Pa'dan 2,54 kat daha fazla ramnolipit

iireterek avantajli duruma gegerken, Pa’nin ramnolipit miktar1 ise PaJC’a paralel fakat

daha diisiik miktarlarda seyrettigi gozlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Pa (o) ve PaJC (#)'1n peyniralti suyu besiyerinde ramnolipit diizeyleri. Bakteriler,
50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 30 °C'de ve 100 rpm'de iretilmistir. Hata
cubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.5.2. 30 °C sicakhikta ve 200 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit liretimi, peyniralt1 suyu ortaminda, 24., 48.,
72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit {iretimi agisindan; Pa, 24. saatte 2097,78
mg/L ile en disiikk degerde iken, 72. saatte 3981,11 mg/L ile en yliksek degere
ulagmistir. PaJC ise, 72. saatte 4303,33 mg/L ile en yiiksek ve 96. saatte 2208,89 mg/L
ile en diisiik degerdedir. Sonugta; PaJC, 24., 48. ve 72. saatlerde Pa’ya gore avantajh
durumda olmasina ragmen 96. saatte Pa 1,35 kat daha fazla ramnolipit {retimi

gergeklestirmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Pa (o) ve PaJC (#)'1n peyniralt1 suyu besiyerinde ramnolipit diizeyleri. Bakteriler,
50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 30 °C'de ve 200 rpm'de uretilmistir. Hata
cubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.5.3. 37 °C sicakhikta ve 100 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit liretimi, peyniralt1 suyu ortaminda, 24., 48.,
72. ve 96. saatlerde saptanmigstir. Ramnolipit {iretimi agisindan; Pa, 24. saatte 2480,56
mg/L ile en disiikk degerde iken, 72. saatte 9577,78 mg/L ile en yliksek degere
ulagmustir. PaJC ise, 24. saatte 2841,67 mg/L ile en diisiik ve 72. saatte 13300 mg/L ile
en yiiksek degerdedir. Sonugta; PaJC, 24., 48. ve 72. saatlerde Pa’ya gore avantajh
durumda olmasina ragmen 96. saatte Pa, PaJC’dan 2 kat fazla ramnolipit {iretimi

gergeklestirmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Pa (o) ve PaJC (#)'in peyniralt1 suyu besiyerinde ramnolipit diizeyleri. Bakteriler,
50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 37 °C'de ve 100 rpm'de uretilmistir. Hata
cubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.
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4.5.4. 37 °C sicakhikta ve 200 rpm’de ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerinin ramnolipit liretimi, peyniralt1 suyu ortaminda, 24., 48.,
72. ve 96. saatlerde saptanmistir. Ramnolipit liretimi acisindan; Pa, 24. saatte 5047,78
mg/L ile en yiiksek degerde iken, 96. saatte 3831,11 mg/L ile en diisik degere
ulagmistir. PaJC ise, 48. saatte 2175,56 mg/L ile en diisiik ve 96. saatte 7097,78 mg/L
ile en yiiksek degerdedir. Sonucta; Pa, 24. ve 48. saatlerde PaJC’a gore daha fazla
ramnolipit liretmesine ragmen 72. ve 96. saatte PaJC’1in Pa’dan daha fazla ramnolipit
trettigi gézlenmistir. En yiiksek fark 48. saatte Pa’nin PaJC’dan 2,10 kat daha fazla
ramnolipit iiretmesiyle gergeklesmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Pa (o) ve PaJC (#)'1n peyniralti suyu besiyerinde ramnolipit diizeyleri. Bakteriler,
50 ml minimal besiyeri/150 ml erlen olacak sekilde 37 °C'de ve 200 rpm'de iretilmistir. Hata
cubuklarinin degeri % 10'un altinda oldugu i¢in verilmemistir.

60



5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, P. aeruginosa ile onun Vitreoscilla sp.'den elde edilen vgh geni
aktarilmis rekombinant susunun ramnolipit olusturma kapasiteleri, dogal ve sentetik
ortamlarda incelenmistir.

Ramnolipitler, bilinen en 6énemli biyostirfektandir. Pseudomonas cinsi bakterilerin
tirettigi sekonder bir metabolit olan biyosiirfektanlar, dnemli bir¢ok alanda (gida sanayi,
tip, kozmetik, cevre teknolojileri, tarim gibi) kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar
tarafindan {iretilen biyosiirfektanlar, bilesiklerin parcalanmasini ve emiilsifikasyonunu
artirmaya yardimci olur. Biyoemiilsifiyerler, ticari olarak petrolle kirlenmis toprak ve
sularin biyoremediasyonunda, petrol iyilesimini artirmaya yonelik ve petrolle kirlenen
borularin temizlenmesi i¢in kullanilan klorlu ¢oziiciilerin yerine kullanilabilir [20].
Ramnolipitler, bu yoniiyle tilkemiz ekolojisi ve ekonomisi a¢isindan vazgegilmezdir.

Sizintilar, yanlis disa atim teknikleri gibi endiistriyel aktivitelerle bir¢ok toprak ve
yeralti sular1 c¢esitli organik bilesiklerle kirlenmektedir. Bu organik bilesikler hem
cevreye hem de insan sagligina zararhidir. Cevreye verdikleri bu zarar1 en aza
indirgemek icin biyolojik ve biyolojik olmayan birgok islem yapilmaktadir. Biyolojik
olarak yapilan temizleme ¢esitli avantajlarindan dolay1 diger yontemlere gore tercih
edilmektedir. Ancak bu yontemin dezavantaji, mikrobiyal toplulugun yogunlugu ve
bilesimi, kirlilik yaratan organik bilesiklerin doniisiim hizi, ¢evresel faktorler, substrat
faktorleri ve mikrobiyal faktorlerden etkilenmesidir. Temel g¢evresel faktorler nem,
havalandirma, sicaklik, pH ve besin miktaridir. Toksisite, derisim, ¢oziiniirliikk, uguculuk
ve kimyasal yapisi ile ilgili substrat 6zellikleri de biyolojik doniisiimii etkilemektedir.
Mikrobiyal faktorler ise o bilesigi parcalayabilecek mikroorganizmanin varligi,
mikrobiyal toplulugun alistirlmast ve ekolojik faktorlerdir [115]. Biz de
arastirmalarimiz sonucunda bakterimizin ¢evre kosullarindan (sicaklik, havalandirma,
besin miktar1 ve besinin kimyasal yapisi agisindan) etkilendigini gézlemledik.

Calismamizda, P. aeruginasa’nin kromozomu iizerine vgh geninin aktarilmasi,
transpozon/transpozaz sistemi yardimiyla yapilmistir. Bu kromozal entegrasyon bu
genin hiicrelerin ¢ogalmasi sirasinda hiicreden hiicreye aktarilmasinda bir kaybin
olmasimi da engellemektedir. Ciinkii, transpozaz enzimini kodlayan bolge entegrasyon
sirasinda kesilmekte ve entegre olan kismin kromozomdan tekrar ayrilmasi séz konusu
olmamaktadir [116].

Calismamizda P. aeruginasa’y1 kullanmamizin nedeni bilinen en iyi ramnolipit

iireten bakteri olmasidir. Ayn1 zamanda, bu bakteri organik bilesikleri genis oranda
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besin kaynagi olarak kullanabilme yetenegine de sahiptir. Bu 6zelliginden yola ¢ikilarak
farkli karbon kaynaklar1 (glikoz, siikroz, gliserol) igeren minimal kiiltiir ortamlar1 ve
organik madde bakimindan zengin olan fabrika atik sular1 (zeytinyagi atik suyu,
peyniraltt suyu) besi ortami olarak kullanilmistir.

Calismamizin baslica konusu olan ramnolipit liretiminde, oksijenin sinirlayict rol
oynamasi sebebiyle, kullandigimiz ve oldukg¢a etkili bir oksijen alim sistemi olan
VHb’inin bu bakteriye dnemli avantaj saglayacag: diisiiniilmiistiir. Ramnolipit {iretimi
tizerine VHDb’inin etkisini gorebilmek adina yabanil sus Pa ve vgb geni aktarimis
rekombinant bakteri PaJC karsilastirmali olarak ¢alisilmistir. Ayrica, farkli ¢alkalama
diizeyleri (100 rpm ve 200 rpm) kullanilarak ortami oksijenlendirmenin, VHb’ nin
oksijen yakalayict 6zelligi lizerine yarattig1 etkinin ramnolipit iiretimininde nasil bir rol
oynayacagi arastirtlmistir. Ayni1 zamanda farkli sicakliklarin (30 °C ve 37 °C)
ramnolipit iretimi lizerine etkisi karsilagtirilmali olarak ¢aligilmistir.

Calismamizin ilk kisminda, Pa ve PaJC’in farkli karbon kaynaklar1 igceren
minimal ortamdaki (sentetik besiyerindeki) ramnolipit iiretimleri zamana bagli olarak
belirlenmis ve her iki bakterinin en yliksek ve en diisiik ramnolipit iiretim miktarlaria
ulastig1 saat belirlenmisgtir.

(Calismanin bu kisminda, farkli oranlarda (% 0,1 ve % 1) karbon kaynaklar1 igeren
minimal ortamda, farkli sicaklik ve farkli ¢alkalama kosullar1 uygulanarak kiyaslama
yapilmistir.

Calismamizin  diger kisminda, zeytinyagi atik suyu ve peyniraltt suyu
ortamlarinda (dogal besiyerinde) ramnolipit tiretimleri zamana bagli olarak belirlenmis,
farkli sicaklik ve farkli ¢alkalama kosullar1 uygulanarak Pa ve PaJC bakterilerinin en

yiiksek ve en diisiik ramnolipit iiretim miktarlarina ulastig1 saat belirlenmistir.

5.1. 30 °C’de Farkh Karbon Kaynaklari (Glikoz, Siikroz, Gliserol) iceren Minimal

Besi Ortaminda Ramnolipit Uretimi

5.1.1. Glikoz iceren minimal besi ortaminda ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerini % 0,1 glikoz i¢eren ortamlarda ramnolipit liretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de, PaJC’1in ramnolipit tiretim miktar1 agisindan Pa’dan daha
fazla ramnolipit tirettigi sonucuna varilmistir. (Sekil 4.1 a). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e
gore daha diisiik miktarlarda ramnolipit tiretildigini gérmekteyiz. 200 rpm’de PaJC’in

Pa’dan daha fazla ramnolipit iirettigi, Pa’nin ramnolipit miktarinin ise PaJC’a paralel
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fakat daha diisiik miktarlarda oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2 a).

Pa ve PaJC bakterilerini % 1 glikoz iceren ortamlarda ramnolipit liretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; Pa ve PaJC arasinda sadece 72. ve 96. saatlerde belirgin
farklar olusurken, 24. ve 48. saatlerde ise ramnolipit iiretim miktarlarinin birbirine ¢cok
yakin oldugu goriilmiistiir. Pa’nin, PaJC’a gore ramnolipit iiretimi acgisindan 6nde
oldugu goriilmistir (Sekil 4.1 b). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e gore daha yiiksek
miktarlarda ramnolipit iiretildigini gérmekteyiz. Bu durumda ortami ¢alkalama hizi ile
oksijenlendirmenin ramnolipit iiretimini artirdigini sdyleyebiliriz. 200 rpm’de, 100
rpm’de oldugu gibi Pa’nin, PaJC’a gore ramnolipit iiretimi agisindan 6nde oldugu
goriilmiistir (Sekil 4.2 b).

Sonug olarak, % 1 glikoz iceren ortamlardaki ramnolipit iiretim miktari, % 0,1
glikoz igeren ortamlara gore daha fazla miktarda oldugu goriilmiistiir. Bu durumda artan
substart miktarmin ramnolipit tiretimini olumlu yonde etkiledigini sOyleyebiliriz. Ayn1
zamanda ortamin ¢alkalama hizi ile oksijenlendirilmesinin ramnolipit iiretimini artirdigi
% 1 glikoz igeren ortamda gdzlenmesine ragmen, % 0,1 glikoz igeren ortamda
ramnolipit Uretiminin azaldig1 gozlenmisti. Bu durumda ya ortamdaki substrat
tiikkenmis ve atik madde miktarinin da artmasindan dolay1 bakteri sayis1 azalmis olabilir
ya da bakterinin yasadigi stres azalmis olabilir. Bu da sonugta ramnolipit iiretiminin

azalmasina neden olmustur.

5.1.2. Siikroz iceren minimal besi ortaminda ramnolipit tiretimi

Pa ve PaJC bakterilerini % 0,1 siikroz i¢eren ortamlarda ramnolipit liretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; en yiiksek farkla Pa, 72. saatte 2,80 kat kadar
gerceklestirilmis olsada, genel olarak PaJC’in Pa’dan daha fazla ramnolipit {irettigi
goriilmektedir (Sekil 4.5 a). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e gore daha yiiksek miktarlarda
ramnolipit tiretildigini goriilmektedir. 200 rpm’de 24. ve 48. saatlerde Pa daha fazla
tiretim gerceklestirirken, 72. ve 96. saatlerde PaJC daha fazla ramnolipit iiretmistir.
Sonugta, PaJC’1n Pa’dan daha fazla ramnolipit {irettigi goriilmektedir (Sekil 4.6 a).

Pa ve PaJC bakterilerini % 1 siikroz igeren ortamlarda ramnolipit iiretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; PaJC’in Pa’ya gore daha fazla ramnolipit iirettigi, Pa’nin
ramnolipit miktarinin ise PaJC’a paralel fakat daha diisik miktarlarda oldugu
gozlenmistir. Genel olarak, PaJC’1n Pa’dan daha fazla ramnolipit lirettigi goriilmektedir
(Sekil 4.5 b). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e gore daha yiiksek miktarlarda ramnolipit

tiretildigini gérmekteyiz. 200 rpm’de en yiiksek avantaj 24. saaatte Pa’da goriiliirken,
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48., 72. ve 96. saatlerde PaJC’1n, Pa’dan avantajli durumda oldugu gozlenmistir. Genel
olarak, PaJC’in Pa’dan daha fazla ramnolipit lirettigi goriilmektedir (Sekil 4.6 b).

Sonug olarak, grafiklere baktigimizda % 1 siikroz igeren ortamlardaki ramnolipit
tiretim miktari, % 0,1 siikkroz iceren ortamlara gore daha fazla miktarda oldugu
goriilmiistiir. Bu durumda artan substart miktarinin ramnolipit {iretimini olumlu yonde
etkiledigini sdyleyebiliriz. Ayn1 zamanda ortamin ¢alkalama hizi ile oksijenlendirilmesi

ramnolipit liretimini artirmistir.

5.1.3. Gliserol iceren minimal besi ortaminda ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerini % 0,1 gliserol iceren ortamlarda ramnolipit iiretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; Pa ve PaJC’in ramnolipit {iretim miktarlar1 birbirlerine
yakin olmakla birlikte sadece 48. saatte belirgin bir fark yasanmistir. Genel olarak,
Pa’nin PaJC’dan daha fazla ramnolipit tirettigi goriilmektedir (Sekil 4.9 a). 200 rpm’de
ise; 100 rpm’e gore daha diisiik miktarlarda ramnolipit iiretildigini gormekteyiz. 200
rpm’de, genel olarak PaJC’in Pa’dan daha fazla ramnolipit {lireterek avantajli durumda
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.10 a).

Pa ve PaJC bakterilerini % 1 gliserol iceren ortamlarda ramnolipit liretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; genel olarak, PaJC’in Pa’dan daha fazla ramnolipit
trettigi goriilmektedir (Sekil 4.9 b). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e goére daha yiiksek
miktarlarda ramnolipit tiretildigini gérmekteyiz. 200 rpm’de, ramnolipit {iretim miktari
bakimindan PaJC’in Pa’dan daha fazla ramnolipit iiretimi gerceklestirdigi
goriilmektedir (Sekil 4.10 b).

Sonug olarak, grafiklere baktigimizda % 1 gliserol i¢eren ortamlardaki ramnolipit
tiretim miktari, % 0,1 gliserol iceren ortamlara gore daha fazla oldugu goriilmektedir.
Sadece % 0,1 gliserol igeren 100 rpm ortamdaki ramnolipit tiretim miktari, % 1 gliserol
iceren 100 rpm ortama goére daha fazla miktarda oldugu goriilmektedir. Gliserol,
kullandigimiz diger karbon kaynaklarina gore yapisindaki baglardan dolay1r daha zor
parcalanmaktadir ve pargalanmasi i¢in daha fazla oksijen ihtiyact duyar. % 0,1 gliserol
iceren 100 rpm ortamdaki bakteriler oksijen yetersizliginden dolay1 ortamdaki besini
kullanamama stresini yasayarak ramnolipit miktarin1 artirmis olabilecegi kanisindayiz.
Ayn1 zamanda ortamin c¢alkalama hizi ile oksijenlendirilmesinin ramnolipit {iretimini
artirdigt % 1 gliserol igeren ortamlarda gdzlenmesine ragmen % 0,1 gliserol iceren
ortamlarda ayni durum goézlenmemistir. Bu durumda gliseroliin molekiiler yapisi1 daha

belirleyici rol oynayarak, ortamin c¢alkalama hizi ile oksijenlendirilmesi gliseroliin
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yikimint artirmis olabilecegini diistindiirmektedir.

5.2. 37 °C’de Farkh Karbon Kaynaklari (Glikoz, Siikroz, Gliserol) iceren Minimal

Besi Ortaminda Ramnolipit Uretimi

5.2.1. Glikoz i¢eren minimal besi ortaminda ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerini % 0,1 glikoz igeren ortamlarda ramnolipit iiretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; genel olarak, Pa’nin PaJC’dan daha fazla ramnolipit
irettigi goriilmektedir (Sekil 4.3 a). 200 rpm’de ise; Pa, 100 rpm’e gore daha diisiik
miktarlarda ramnolipit lretimi gergeklestirirken, PaJC’in daha yiiksek miktarlarda
ramnolipit trettigi gorlilmektedir. 200 rpm’de PaJC’in Pa’dan daha fazla ramnolipit
tiretimi gergeklestirdigi goriilmektedir (Sekil 4.4 a).

Pa ve PaJC bakterilerini % 1 glikoz iceren ortamlarda ramnolipit liretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; Pa ve PaJC’in ramnolipit {liretim miktarlarinin birbirine
yakin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3 b). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e gore daha diisiik
miktarlarda ramnolipit tiretildigi goriilmektedir. 200 rpm’de Pa, PaJC’dan daha fazla
ramnolipit iiretimi gergeklestirmistir (Sekil 4.4 b).

Sonug olarak, grafiklere baktigimizda % 1 glikoz iceren ortamlardaki ramnolipit
tretim miktari, % 0,1 glikoz igeren ortamlara gdre daha fazla miktarda oldugu
goriilmiistiir. Ortamin ¢alkalama hizi ile oksijenlendirilmesi ramnolipit iiretimini
olumsuz etkilemistir. Bu durumda ya ortamdaki substrat tiilkenmis ve atik madde
miktarinin da artmasindan dolay1 bakteri sayisi azalmis olabilir ya da bakterinin

yasadig1 stres azalmis olabilir. Bu da ramnolipit liretiminin azalmasina neden olmustur.

5.2.2. Siikroz i¢ceren minimal besi ortaminda ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerini % 0,1 siikroz i¢eren ortamlarda ramnolipit iiretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; Pa’nin PaJC’dan daha fazla ramnolipit {irettigi
goriilmektedir (Sekil 4.7 a). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e gore daha diisiik miktarlarda
ramnolipit {iretildigini goriilmektedir. 200 rpm’de PaJC, Pa’dan daha fazla ramnolipit
tiretimi gergeklestirmistir (Sekil 4.8 a).

Pa ve PaJC bakterilerini % 1 siikroz igeren ortamlarda ramnolipit iiretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; genel olarak, Pa’nin PaJC’dan daha fazla ramnolipit
urettigi goriilmektedir. (Sekil 4.7 b). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e gore daha yiiksek
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miktarlarda ramnolipit iretildigini gérmekteyiz. Genel olarak, PaJC’in Pa’dan daha
fazla ramnolipit tiretmis oldugu goriilmektedir (Sekil 4.8 b).

Sonug olarak, grafiklere baktigimizda % 1 siikroz igeren ortamlardaki ramnolipit
tiretim miktari, % 0,1 siikkroz iceren ortamlara gore daha fazla miktarda oldugu
goriilmiistiir. % 0,1 siikroz i¢eren ortamda ortamin ¢alkalama hizi ile oksijenlendirilmesi
ramnolipit liretimini olumsuz yonde etkilemistir. Bunun nedenleri arasinda ortamdaki
oksijen miktarinin artmasi, bakterinin siikrozu parcalamasini kolaylastirmis olmasi ve
bakteri yasadig1 stresi de azalttifindan ramnolipit iiretimini de azaltmis olabilecegi

sanilmaktadir.

5.2.3. Gliserol iceren minimal besi ortaminda ramnolipit iiretimi

Pa ve PaJC bakterilerini % 0,1 gliserol igeren ortamlarda ramnolipit {iretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; Pa ve PaJC’1n ramnolipit {iretim miktarlar1 birbirine yakin
olmakla birlikte Pa daha fazla ramnolipit iiretimi gergeklestirmistir. Pa, 72. saatte 3,66
kat daha fazla ramnolipit liretimi ile en yiiksek diizeye ¢ikmustir. Genel olarak, Pa’nin
PaJC’dan daha fazla ramnolipit iirettigi goriillmektedir (Sekil 4.11 a). 200 rpm’de ise;
100 rpm’e gore daha diisiik miktarlarda ramnolipit tiretildigini gérmekteyiz. 200 rpm’de
PaJC’1in Pa’dan daha fazla ramnolipit tiretmis oldugu goriilmektedir (Sekil 4.12 a).

Pa ve PaJC bakterilerini % 1 gliserol igeren ortamlarda ramnolipit iiretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; PaJC’1in Pa’dan belirgin farkla fazla miktarda ramnolipit
tirettigi goriilmektedir (Sekil 4.11 b). Genel olarak 200 rpm’de ise; 100 rpm’e gore daha
ylksek miktarlarda ramnolipit {iiretildigini gérmekteyiz. 200 rpm’de PaJC’in Pa’dan
daha fazla ramnolipit tirettigi goriilmektedir (Sekil 4.12 b).

Sonug olarak, % 1 gliserol iceren ortamlardaki ramnolipit {iretim miktari, % 0,1
gliserol iceren ortamlara gore daha fazla miktarda oldugu goriilmistiir. Sadece % 0,1
gliserol iceren 100 rpm ortamdaki ramnolipit iiretim miktari, % 1 gliserol iceren 100
rpm ortama gore daha fazla miktarda oldugu goriilmektedir. Gliserol, kullandigimiz
diger karbon kaynaklarina gore yapisindaki baglardan dolay1 daha zor par¢alanmakta ve
daha fazla oksijen ihtiyaci duymaktadir. % 0,1 gliserol igeren 100 rpm ortamdaki
bakteriler oksijen yetersizliginden dolay1 ortamdaki besini kullanamama nedeniyle
ramnolipit miktarin1 artirmis olabilir. Ayn1 zamanda ortamin ¢alkalama hiz1 ile
oksijenlendirilmesinin ramnolipit {iretimini artirdii % 1 gliserol iceren ortamlarda
gbzlenmesine ragmen % 0,1 gliserol i¢eren ortamlarda bu durum goézlenmemistir. Bu

durumda gliseroliin molekiiler yapisi daha belirleyici rol alarak, ortamin ¢alkalama hizi
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ile oksijenlendirilmesi gliseroliin yikimini artirmis olabilir. Bakteride stres azaldigindan

ramnolipit iiretimini de azaltmig olacagini diislindiirmektedir.

5.3. 30 °C’de Zeytinyag Fabrikas1 Atikk Suyu Ortaminda Ramnolipit Uretimi

Pa ve PaJC bakterilerini zeytinyagi fabrikasi atik suyu ortaminda ramnolipit
tiretimlerini inceledigimizde; 100 rpm’de; PaJC’1n Pa’dan belirgin farkla fazla miktarda
tirettigi gorlilmektedir. Pa’nin ise, PaJC’a paralel fakat diisiik miktarlarda oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.13). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e gore daha diisiik miktarlarda
ramnolipit tiretildigi goriilmektedir. 200 rpm’de genel olarak farkin sadece 24. saatte
oldugunu, 48., 72. ve 96. saatlerde ise, PaJC’1n ramnolipit iiretim miktarinda azalma ile
birlikte Pa’ya paralel fakat diisiik miktarlarda oldugu goriilmektedir. Buna ragmen
genel olarak, ramnolipit iiretim miktarlar1 bakimindan PaJC’in Pa’dan daha fazla
ramnolipit tiretimi gergeklestirdigi goriilmektedir (Sekil 4.14).

Sonu¢ olarak, grafikleri karsilastirdigimizda ortamin c¢alkalama hizi ile
oksijenlendirilmesi ramnolipit iiretimini olumsuz yonde etkilemistir. Zeytinyagi
fabrikas1 atik suyunun kimyasal oksijen ihtiyaci ¢ok yiiksektir. Bu da, bakterinin

ortamdaki organik bilesikleri kullanmasini zorlastirmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

5.4. 37 °C’de Zeytinyag1 Fabrikas1 Atik Suyu Ortaminda Ramnolipit Uretimi

Pa ve PaJC bakterilerini zeytinyagi fabrikasi atik suyu ortaminda ramnolipit
tiretimlerini inceledigimizde; 100 rpm’de; anlamli bir farkin sadece 48. saatte oldugunu,
24., 72. ve 96. saatlerde ise, Pa’nin ramnolipit liretim miktar1 PaJC’a paralel fakat diisiik
miktarlarda oldugu goriilmektedir. Genel olarak, PaJC, Pa’dan daha fazla ramnolipit
tiretimi gerceklestirmistir (Sekil 4.15). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e gore daha diisiik
miktarlarda ramnolipit tiretildigi goriilmektedir. 200 rpm’de sadece 48. saatte PaJC,
Pa’dan daha fazla ramnolipit liretmesine ragmen genel olarak Pa, PaJC’dan daha fazla
ramnolipit Giretmistir (Sekil 4.16).

Sonugta, grafikleri karsilastirdigimizda  ortamin  ¢alkalama hizi ile
oksijenlendirilmesi ramnolipit tretimini olumsuz yonde etkilemistir. Zeytinyagi
fabrikas1 atik suyunun kimyasal oksijen ihtiyaci ¢ok yiiksektir. Bu da, bakterinin

ortamdaki organik bilesikleri kullanmasini zorlastirmis olabilecegi kanisindayiz.
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5.5.30 °C’de Peyniralti Suyu Ortaminda Ramnolipit Uretimi

Pa ve PaJC bakterilerini peyniraltt suyu ortaminda ramnolipit iiretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; PaJC’in Pa’dan belirgin farkla fazla miktarda {irettigi
goriilmektedir (Sekil 4.17). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e gore Pa, daha yiiksek miktarda
ramnolipit iiretirken, PaJC’in daha diisiik miktarda ramnolipit iirettigi gorilmektedir.
200 rpm’de genel olarak, PaJC’1n Pa’dan daha fazla ramnolipit tirettigi goriilmektedir
(Sekil 4.18).

Sonu¢ olarak, grafikleri karsilastirdigimizda ortamin c¢alkalama hizi ile
oksijenlendirilmesi ramnolipit {iretimini olumsuz yonde etkilemistir. Peyniralti suyunun
kimyasal oksijen ihtiyaci ¢cok yliksektir. Bu da, bakterinin ortamdaki organik bilesikleri

kullanmasini zorlastirmis olabilecegi kanisindayiz.

5.6. 37 °C’de Peyniralti Suyu Ortaminda Ramnolipit Uretimi

Pa ve PaJC bakterilerini peyniraltt suyu ortaminda ramnolipit iiretimlerini
inceledigimizde; 100 rpm’de; PaJC’in Pa’dan fazla miktarda ramnolipit {rettigi
goriilmektedir (Sekil 4.19). 200 rpm’de ise; 100 rpm’e gore daha diisiik miktarlarda
ramnolipit Uretildigini gérmekteyiz. 200 rpm’de genel olarak, PaJC’in Pa’dan daha
fazla ramnolipit iirettigi goriilmektedir (Sekil 4.20).

Sonu¢ olarak, grafikleri karsilastirdigimizda ortamin c¢alkalama hizi ile
oksijenlendirilmesi ramnolipit tiretimini olumsuz yonde etkilemistir. Peyniralti suyunun
kimyasal oksijen ihtiyaci ¢ok yiiksektir. Bu da, bakterinin ortamdaki organik bilesikleri
kullanmasini zorlastirmis olabilecegi kanisindayiz.

Sonuglara genel olarak baktigimizda;

Sicaklik bakimindan ramnolipit tiretimi; 37 °C’de 30 °C’ye goére daha fazla
miktarda olmustur. Bunun nedeni enzimlerin en iyi optimum 30 °C -35 °C sicaklikta
calismasidir. Daha diisiik ve daha yiiksek sicakliklar enzimlerin ¢alisma hizini azaltici
etki yapmaktadir. 37 °C’de bakteri enziminin yeterli hizda calismamasindan dolay1
bakteri strese girerek daha fazla ramnolipit tiretmis olabilir. Sadece % 1 glikoz igeren
besi ortaminda 30 °C 200 rpm’de 37 °C’ye gore yaklasik 3,49 kat daha fazla ramnolipit
iiretimi gergeklesmistir.

Ortamin ¢alkalama hiz1 ile oksijenlendirilmesi bakimindan sonuglara bakildiginda
ramnolipit liretimi bazen olumlu bazen olumsuz etkilendigi goézlenmistir. Ortamin

calkalama hiz1 ile oksijenlendirilmesi genellikle Pa’y1 olumlu yonde etkilerken, PaJC’1
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olumsuz yonde etkilemistir. Bunun nedeni, VHb/vgb sisteminin oksijenin sinirli oldugu
ortamlarda daha etkin ¢alismasindan kaynaklanmaktadir.

Besi ortami bakimindan bakildiginda ise en fazla ramnolipit {iretiminin peyniralti
suyu (en diisiik 96. saatte 1553,33 mg/L ve en yiiksek 72. saatte 13300 mg/L) tarafindan
gergeklestirildigini gérmekteyiz. Bunu sirasiyla siikroz (en diisiik 72. saatte 85,33 mg/L
- en yiiksek 24. saatte 6458,89 mg/L), glikoz (en diisiik 96. saatte 28,07 mg/L - en
yiiksek 96. saatte 5881,11 mg/L), zeytinyag:1 fabrikasi atik suyu (en diisiik 24. saatte
47,4 mg/L - en yiiksek 72. saatte 417,56 mg/L ) ve gliserol (en diisiik 72. saatte 8,29
mg/L- en yiiksek 72. saatte 151,18 mg/L) takip etmektedir. Peyniralti suyunda hem
organik madde miktar1 hem de kimyasal oksijen ihtiyact yiiksektir. Bakterinin stres
kosullarima bagli olarak daha fazla ramnolipit liretimi gerg¢eklesmis olabilecegini
diistinmekteyiz. Stikroz ise bir disakkarittir. Bakterinin siikrozu monomerlerine ayirmak
icin enzim sentezlemesi ve enerji harcamasi gerekir. Glikoz monomer oldugu igin
siikroza gore bakteri tarafindan daha kolaylikla alinip kullanilabilmektedir. Ayrica tiim
canlilarin ana enerji kaynagi olarak glikozu tercih etmeleri nedeniyle ortamda once
glikoz tiiketilir. Zeytinyag1 fabrikasi atik suyunun kimyasal oksijen ihtiyac1 ve organik
madde miktarinin az olmasindan dolay1 peyniralti suyuna gore ramnolipit miktar1 azdir.
Gliserol ise, yaglarin yapi tasidir ve parcalanmasi oldukca zordur. Bundan dolayi
bakteriler gliserolii cok zor kullandigindan bakterilerin 6lmesine yol agmis olabilir. Bu
da ramnolipit iiretimini olumsuz yonde etkilemistir.

Calismamizda  kullandigimiz  dogal  besiyerlerini  kendi  aralarinda
karsilagtirdigimizda peynir alt1 suyunda, zeytinyag1 fabrikast atik suyuna gore yaklasik
20 kat daha fazla ramnolipit iretildigi goriilmistiir. Sentetik besiyerlerini kendi
aralarinda karsilastirdigimizda ise, en yiiksek ramnolipit iiretimini siikrozun
gerceklestirdigini gérmekteyiz. Bunu sirasiyla glikoz ve gliserol takip etmektedir. Bu
sonuglara gore dogal besiyeri daha avantajli goriilmektedir. Ancak her dogal besiyeri de
ramnolipit iiretimi acisindan yiliksek verim verir diyemeyiz. Zeytinyag1 fabrikasi atik
suyunda peyniralt1 suyunda oldugu gibi verim elde etmememiz bunun gostergesidir.

En yiiksek ramnolipit {iretiminin ¢ogunlukla 72. saatte meydana geldigi
arastirmalarimiz sonucunda tespit edilmistir. Bunun nedeni 72. saat ve sonrast kapali
sistemlerde sekonder metabolitlerin en yogun {iretildigi zaman dilimi olmasidir.
Calismamizda da bunu teyit edecek sonuclar elde ettik. 64 referans noktasinin 25
tanesinde (11’1 PaJC, 14’i Pa tarafindan) 72. saatte daha fazla ramnolipit {iretimi
gergeklestirilmistir. Yani, sekonder (duragan) fazda iiretimin gergeklestigi gortilmiistiir.

Bunu sirasiyla 96., 24. ve 48. saatler izlemektedir. Ayrica en yiiksek liretim kapasitesi
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genellikle PaJC tarafindan gergeklestirilmistir. Ozellikle peyniralt: suyunda PaJC, biitiin
sartlarda Pa’dan daha fazla (PaJC, en yiiksek 13300 mg/L, en diisiik 2175,56 mg/L)
ramnolipit lretmistir. Zeytinyag1 fabrikasi atik suyunda 37 °C 200 rpm hari¢ diger
sartlarda PaJC (en yiiksek 417,56 mg/L, en diisiikk 54,62 mg/L) iistiin durumdadir. %
1’lik stikroz bulunan ortamlarda 37 °C 100 rpm; % 0,1°lik siikroz bulunan ortamlarda
30 °C 200 rpm ve 37 °C 100 rpm hari¢ diger durumlarda PaJC (en yiiksek 6458,89
mg/L, en diisiik 85,33 mg/L) daha fazla ramnolipit tiretmistir. % 0,1’lik gliserol bulunan
ortamlarda 30 °C 100 rpm ve 37 °C 100 rpm hari¢ diger durumlarda ve % 1’lik gliserol
bulunan ortamlarda PaJC (en yiiksek 139,51 mg/L, en diisiikk 19,07 mg/L) daha fazla
ramnolipit tiretmistir. % 0,1°lik glikoz bulunan ortamlarda 37 °C 100 rpm hari¢ diger
sartlarda PaJC (en yiiksek 3536,67 mg/L, en diisiik 46,96 mg/L) iistiin durumdadir. %
I’lik glikoz bulunan ortamlarda ise, PaJC avantaj yakalayamamistir. Bunun nedeni
VHb/vgb sisteminin, glikoz miktarindaki artigtan negatif yonde etkilenmesidir. Glikoz
fazlaliginda, genin promotoru baskilanmaktadir. Pa’nin bazi sartlarda PaJC’dan iistiin
olmasinin sebebi ise, PaJC’da bulunan fazladan genin bakteri lizerinde metabolizmay1
yorucu etki yapmis olmasi olabilir. Fazladan gen bakterinin fazladan protein
sentezlemesi anlamina gelir. Fazladan protein bakterinin fazladan enerji harcamasini
gerektirir.

Farkli oranlarda minimal besiyerine katilan karbon kaynaklar1 acgisindan
inceledigimizde ise, % 1 oranminda karbon kaynagi katilan ortamlardaki ramnolipit
miktarinin % 0,1 oraninda karbon kaynag1 katilan ortamlara gore daha fazla {iretim
gorlilmiistiir. Sadece gliserol bulunan 100 rpm besi ortaminda bu durum
gozlenmemistir.

Yapilan bir ¢alismada, ramnolipit liretimi i¢in en uygun optimum inkiibasyon
sicakliginin 30 °C ve pH’nin ise 7 oldugu saptanmustir. Ayrica optimum inkiibasyon
stiresi ise 72 saat olarak bulunmustur. Ayn1 arastirmada ramnolipit iiretimi i¢in en uygun
glikoz konsantrasyonunun % 2 oldugu (0,380 g/l ramnolipit liretimi ile) saptanmistir. Bu
konsantrasyonda ramnolipit iiretimi en yiiksek degerdedir ve konsantrasyonun artmasi
ramnolipit iiretimini ters yonde etkilemektedir. Ramana ve ark., (1991)’nin konu ile
ilgili yaptig1 c¢aligmalar bu bulgular1 destekler niteliktedir [117]. Bizim pH 7’de
yaptigimiz calismalarimiz sonucunda, ramnolipit iiretimi agisindan % 1’lik karbon
kaynag1 konsantrasyonunda % 0,1’lik karbon kaynag1 konsantrasyona goére daha uygun
oldugunu saptadik. Sadece % 0,1 gliserol iceren 100 rpm ortamda, % 1 gliserol iceren
100 rpm ortama goére daha fazla miktarda ramnolipit iiretimi oldugunu tespit ettik.

Sicaklik bakimindan ise, 37 °C’de 30 °C’ye gore daha fazla ramnolipit iiretiminin
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gergeklestigini tespit ettik.

Degisik karbon kaynaklarinin ramnolipit iiretimine etkisinin incelendigi bir
calismada karbon kaynagi olarak mannitol ve gliserol igeren kiiltiir ortamlarindan [118]
ramnolipit verimi diger karbon kaynaklarini igeren kiiltiir ortamlarina kiyasla daha
yiiksek bulunmustur. Benzer bulgular Ramana ve Karanth’in (1989) konu ile ilgili
yaptig1 caligmada gosterilmistir [107]. Ancak mannitol ve gliserol maliyetleri oldukca
yiiksek karbon kaynaklaridir. Dolayisi ile bu tiir endiistriyel uygulamalar igin tercih
edilmezler. Zeytinyag1 fabrikasi atik suyu bilesimi i¢inde de bu seker alkoller yer
almamaktadir. Ayni1 calismada gliserol ve mannitol’den sonra en yiiksek ramnolipit
tiretimi glikoz igeren kiiltiir ortaminda bulunmustur. Bunu sirasiyla fruktoz, ramnoz,
siikroz, maltoz ve galaktoz takip etmektedir. Nisasta igeren kiiltiir ortaminda ise
ramnolipit liretimine hi¢ rastlanmamustir. Ramnolipit tiretiminde rediiktor seker ihtiva
eden kiiltiir ortamlarinin uygun karbon kaynagi oldugu ¢esitli aragtirmacilar tarafindan
belirtilmistir [107,119]. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise bu ¢alismadan farkli olarak en
fazla ramnolipit iiretimi peyniralti suyunda goriilmiistlir. Bunu sirasiyla siikroz, glikoz,
zeytinyagi atik suyu ve gliserol takip etmektedir.

Bazi ¢aligmalarda ise yalnizca glikoz igeren ortamlarin yerine bitkisel yaglarla
karisim halindeki kiiltiir ortamlarinda ramnolipit iiretiminin daha yiiksek degerlerde
oldugu vurgulanmstir [120].

Bir bagka ¢aligmada ise gliseroliin karbon kaynagi olarak kullanildigit BMSM
(Basal Mineral Salt Medium) sivi besiortaminda P. aeruginosa susu tarafindan 12,92
g/L ramnolipit iiretildigi rapor edilmistir [51]. Bizim ¢alismamizda bu ¢alismaya gore
farkl1 sonuclar elde ettik. Gliserolii karbon kaynagi olarak kullanildigimiz minimal
besiortaminda P. aeruginosa tarafindan en diisiik 8,29 mg/L, en yiiksek 151,18 mg/L
ramnolipit iiretildigi goriilmiistiir.

Pseudomonas spp. suslarinin biyosiirfektan (ramnolipit) iiretimi iizerine yapilan
caligmalar, ramnolipit sentezinin ikincil metabolizma ile iligkili oldugunu ve ikincil
metabolitlerin  sentezinin iiremenin durgunluk fazmma erismesi ile arttigini
gostermektedir. Ramnolipit eldesi i¢in uygun inkiibasyon siiresinin 72 saat oldugunu
bildiren ¢aligmalarin yani sira yiiksek ramnolipit sentezine iiretimin 24, 90 ve 120
saatlerde rastlandigini bildiren arastirmalar da vardir [56,105-107]. Bizim de
calismamizda bu g¢aligmaya benzer olarak en yiiksek ramnolipit liretimi genelde 72.
saatte bulundu.

Sudhakar Babu ve ark (1996); ramnolipit elde edilmesinde baz1 sentetik maddeler

ve peynir alt1 suyunu besi ortami olarak kullanmislar ve mikroorganizmalarin peynir alti
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suyu atik maddelerinde spesifik biliylime oranlari ve {irliin olusturma oranlarinin sentetik
besi ortamlarina gore daha iyi sonuglar verdigini ve ramnolipit biyosiirfektan1 elde
edilmesinde peynir alt1 suyu atik maddelerinin kullanilabilecegini bildirmislerdir [121].
Bizim calismamizda da yapilan bu ¢aligmayla uyumlu olarak kullandigimiz peyniralti
suyu atik maddesinde diger sentetik besiyerlerine gore daha fazla ramnolipit tiretimi
gerceklesmistir.

Biyosiirfektanlarin {iretimi, sentetik siirfektanlara goére giiniimiizde heniiz arzu
edilen diizeyde degildir. Biyosiirfektan iiretiminde atik madde kullanilarak iiretim
maliyetinin disiiriilebilmesi, ekstrem kosullarda kullanilabilirligi, ¢ok diisiik toksik
etkileri ve performans agisindan sentetik tiirleri ile arasinda fark olmamasi gibi
ozellikleri nedeniyle {retimin miktarinin arttirilacagi siiphesizdir. Ayrica, mevcut
atiklarin kullanilabilmesi sayesinde glinlimiiz diinyasinin en 6nemli sorunlarindan ¢evre
kirliliginin azaltilmasina da, katkida bulunulacaktir. Mikrobiyal kaynakli ekonomik
biyosiirfektan tiretiminde standart ve stabil bir {iretimin saglanabilmesi igin,
mikroorganizmalarin gelisimleri sicaklik, pH ve uygun besiyeri kosullarinin temini
tizerinde durulmasi gereken unsurlardir [37]. Biitiin bunlar, biyosiirfektanlardan daha
etkin yararlanabilmemiz i¢in dikkat etmemiz gereken oOzelliklerdir. Ayrica,
sonuglarimizdan da anlasilacag1 iizere VHb/vgh sistemi aktarildigi bakteriye 6nemli
avantajlar saglamaktadir. VHb/vgb sistemi sayesinde oksijenin yetersiz oldugu
ortamlarda daha yiiksek verim elde edilebilir.

Dogal (peyniraltt suyu ve zeytinyagi fabrikasi atik suyu) ve sentetik (glikoz,
siikroz ve gliserol iceren) ortamlardan biyosiirfektan elde edilmesini amaglayan bu
calismamiz {ilkemiz ekonomisi ve ekolojisi i¢in olduk¢a ©Onemlidir. Bununla ilgili
bir¢ok arastirma yapilmis olsa da bizim yaptigimiz ¢aligma dogal ve sentetik ortamlarda
vgh geni aktarilmis P. aeruginosa ile ramnolipit iiretiminin nasil ve ne seviyede
oldugunun belirlenmesi yoniinden farklidir. Bu ¢alismamizin bundan sonra yapilacak

benzer konudaki bilimsel ¢alismalara 151k tutacagi inancindayiz.
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