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OZET

Doktora Tezi

. PSEUDOMONAS AERUGINOSA VE PSEUDOMONAS PUTIDA
MIKROORGANIZMALARINDAN YARARLANILARAK ENDUSTRIYEL
ATIK MADDELERDEN RHAMNOLIPIiD ELDE EDIiLMESI

Mustafa KAHYAOGLU

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisii
Genel Biyoloji Anabilim Dali
2005, Sayfa: 71

Dogada bir ¢ok bakteri, maya ve funguslar biyoyiizeyaktif maddeler sentezlemektedir.
Biyoylizeyaktif maddeler kati, sivi ve gaz molekiiller arasinda yiizey ve i¢ yiizey gerilimi
azaltabilen ylizey aktif bilesiklerdir.

Genellikle Pseudomonas aeruginosa tarafindan {iretilen ve salinan ramnoz sekeri iceren
glikolipid yapisindaki biyoyiizeyaktif maddelere ramnolipid denilmektedir. Toprak ve
denizlerde ¢oziinmeyen organik kirleticilerin pargalanmasinda yararlanilir. Cevre teknolojisi,
tarim, gida, eczacilik, kozmetik ve petrol endiistrisi gibi endiistriyel bir ¢ok alanda kullanilir.

Seker pancar1 melasi, silempe ve peynir alt1 suyu endiistriyel atik maddelerdir. Melas,
silempe ve peynir altt suyu lilkemizde tarim endiistrinin en Snemli kirleticileridir. Bu ¢aligmada
melas gilempe ve peynir alti suyunda Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 ve Pseudomonas
putida tarafindan ramnolipid biyoyiizeyaktif madde iiretilmesi amaglanmistir.

Yaptigimiz ¢aligmada 90 saate melas’tan 0,78 gr/lt peynir alti suyundan 0,48 gr/lt
ramnolipid biyoyiizeyaktif madde iiretildigi, melas ve peynir alti suyunun kimyasal oksijen
yiiklerinin % 35-45 oraninda azaldify goriilmiistiir. Rhamnolipid kangimlarinda Yiiksek
performansl sivi kromatografi (HPLC) deki analizlerde melas ve peynir alt1 suyu ortaminda
mono ve di-ramnolipid’e sahip oldugu goriilmiistiir.

Sonug¢ olarak bu atik maddeler yaninda diger atik maddelerde benzer ramnolipid
tiretimler yapilabilir. Bu galigma gelecekteki aragtirmalara yararli saglayacaktur.

Anahtar Kelimeler : Biyoyiizeyaktif madde, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomona putida,
Ramnolipid.
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ABSTRACT

PhD Thesis

RHAMNOLIPID PRODUCTION BY PSEUDOPMONAS AERUGINOSA AND
PSEUDOMONAS PUTIDA MICROORGANISM USING FROM INDUSTRIAL
WASTES

Mustafa KAHYAOGLU

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
2005, Page : 71

Some bacteria, yeast and fungi are able to produce biosurfactants. Biosurfactants are
surface active compunds capable of reducing surface and interfacial tension at the interfaces
between liquids, solids and gases.

Pseudomonas aeruginosa produces and secretes rhamnose containg glicolipid
biosurfactants called rhamnolipid. They are useful in remediation of insoluble organic
pollutions in soil and marine environmentals. There are also a large number of industrial uses
such as enviromental technology, agriculture, food, pharmaceutical, cosnetic and oil industrial.

Sugar beet molasses and silempe and cheeses whey, which were from industrial waste.
Mollases, silempe and cheeses whey are one of the major pollutants by agricultural industry our
country. This study was to biosurfactant as rhamnolipid production by Pseudomonas
aeruginosa DSM 50071 and Pseudomonas putida from mollasses, silempe and cheeses whey.

It was seen that amount of rhamnolipids biosurfactants are 0,78 grlt in mollasses and
0,48 gr/lt in cheeses whey substrate. COD of mollasses and cheeses whey was reduced by % 35-
45 in 90 hour. In the analysis of High performance liquid chromatography in mollasses and
cheeses whey medium mono-di rhamnolipid have been observed.

As a result beside these waste substrate other waste substrate may give similar
rhamnolipid production. It will be a good subject to study on that for future research.

Key Words : Biosurfactans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Rhamnolipid
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GIRiS

Kiresel endiistrilesme ve teknolojideki hizli gelismelere bagli olarak klasik endiistri
yontemleri yerini biyoteknolojik y®ntemlere birakmaktadir. Son zamanlarda biyoteknoloji
alanindaki arastirmalar mikroorganizmalar yardimi ile attk maddelerin pargalanmasi ve yeni
{irtinlerin elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Boylece hem gevre kirliligi azaltilacak ve hem de
insanlarin yagam: igin yararh {rlinler elde edilmesi saglanmig olacaktir. Biyoteknoloji; canhi
hiicreler (mikroorganizmalar, bitki- hayvan hiicreleri ve dokular1) ve/veya hiicrelerden elde edilen
enzimler tarafindan gergeklestirilen biyolojik reaksiyonlarla ilgilenmektedir [1].

Son yillarda atik maddelerin geri kazanimi ¢evre dostu teknolojilerin temel hedefi
durumuna gelmistir. Bu sebeple aragtirmamizda melas, silempe ve peynir altt suyu gibi seker ve siit
fabrikas1 atig1 ortamlarinda gelisebilecek Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas putida
mikroorganizmalarindan ramnolipid elde edilmesi amaglanmustir.

Boylece endiistriyel attk maddelerin biyoteknolojik yontemlerle geri kazanilarak tekrar
ham madde olarak kullanilmas: gerceklestirilecek hem de tarim, kozmetik, saglik, petrol endilstrisi
ve ¢evre teknolojisi gibi alanlarda ekonomik olarak degerlendirilmesi saglanmig olacaktir. Ayrica
endiistriyel atik maddelerden elde edilen ramnolipidlerin yapilan yliksek performansh sivi
kromatografi (HPLC)’de arastirilmistir, Bunun yamnda bazi mikroorganizmalara kars
ramnolipidlerin antimikrobiyal aktiviteleri de arastinimustir.

Biyoteknoloji {irtinlerinin diinya pazarindaki yeri 1982 yilinda 25 milyon dolar iken 1992
ythinda 1,7 milyar dolara ¢ikmigtir. Bu ylizyilinda ise 500 milyar dolara g¢tkacag tahmin
edilmektedir (2] .

Mikroorganizmalar tarafindan Oretilen yOzey aktif maddelere biyoyiizeyaktif maddeler
denilmektedir. Biyoylizeyaktif maddeler kati, sivi ve gaz molekillleri arasindaki ylizey ve i¢ ylizey
gerilimini azaltabilen ytizey aktif bilesiklerdir. Bu nedenle kimya endlstrisinin en Onemli
siniflarindan birisi olup modern endilstrinin hemen her sektdrilnde kullanilmaktadir. Son 20 yilda
Amecrika Birlesik Devletlerinde ytizey aktif madde kullanimi %300°1tk artig gdstermistir. Buglin
diinya tizerinde yillik 3 milyon ton’dan fazla tiretilmektedir. Bunlarin gogu petrolden kimyasal
yollarla elde edilmektedir [2].

Endustride ham maddeler belirli bir amaca gtre islenirken bazi maddeler atik madde olarak

ortaya gitkmaktadir. Tarimsal firlinlerin 8rnegin tahil Qrfinlerinin % 60’1, yagh tohum Qriinlerinin



%85’i, seker friinlerinin %90°m kullanilmayan atik madde olarak gevreye birakilmaktadir.
Biyoteknolojik ¢aligmalarla bu atik maddelerin bilytik bir kismu geri kazanilmaktadir [1].

Bunlardan melas ve silempe seker fabrikalarimn attk maddelerindendir. Melas; seker elde
etmek igin geker pancarinin iglenmesi sirasinda ortaya gikan koyu kahve renkli kolloidal bilesiktir.
Tiirkiye’de y1llik 380.000 ton’dan fazla melas tiretilmektedir. Seker fabrikasinda iglenen her 100 kg
seker pancarindan 4 kg kadar melas olusmaktadir.

Tablo.1.1. Melas igeriginin bilesim oran1 (%) (Olbrich, H.’ye gdre).

Icindeki Maddeler Bilesim Orani (%)

Su 16,5
Organik Maddeler '
Seker: Sakkaroz 51,0

Glikoz -

Fruktoz -

Rafinoz 1.0

Invert Seker 1.0
Seker Dis1 Maddeler:
Azotlu Maddeler, Serbest ve Bagl Asitler 19.0

Cesitli Polisakkaritler
Anorganik Maddeler (Kiil)

Si0, 0,1

K-0 39
CaO 0,26
MgO 0,16
P04 0,06
Na,O 1,3

Fe,0, 0,02
ALO, 0,07
Karbonatlar 3.5

Stilfatlar 0,55
Klorfirler 1.6

Melas igerisinde kompleks polisakkaritler, invert sekerler, karbonhidrat olmayan ¢esitli

bilegikler, koyu renkli azot igeren polimerik bilesikler, inorganik iyonlar, malik asit, laktik asit,



formik asit, asetik asit ve propiyonik asit gibi organik asitler bulunmaktadir. Melas ticari olarak
ispirto ve maya tretiminde, hayvan yemlerinin besin degerini artirmak igin kepek, saman ve kuru
kiispelere eklenerek de kullanilmaktadir [5].

Silempe ise bir bagka geker fabrikasi atik maddesi olup melastan fermantasyon yoluyla
alkol treten fabrikalarda ortaya gikan k&tli kokulu koyu kahve renkli sivims: bir atik maddedir.
Uretilen her 1 litre alkol igin yaklagik 12 litre silempe olusmaktadir. Yogun organik yiikii nedeniyle
dogrudan dogruya alic1 ortamlara verilmesi sakincalar dogurmaktadir. Azot ve fosfor bakimindan
oldukga fakir bir bilegiktir. Genellikle potasyum kaynag, sivi glibre ve hayvan yemi olarak
kullamlmaktadir [5].

Peynir alt1 suyu besin endiistrisinin atik maddelerindendir. Stit fabrikalarinda siitten peynir
iretimi sirasinda peynir mayasimn stitteki kazeini ¢SktlirGilmesi sonunda geri kalan yegilimsi sart
renkli stvi bir atik maddedir. Protein yoniinden olduke¢a zengin olup lilkemizde hemen hemen hig
degerlendirilmeden toprak ve su gibi alici ortamlara verilmektedir. Igeriginde laktoz, protein,
organik asitler, vitaminler ve mineral maddeler bulundurmaktadir [5].

Tablo.1.2. Peynir alt1 suyu igerigi ( Makkar R.M. ve ark 2002)

I¢indeki maddeler Bilesim oram (%)
Laktoz 75
Protein, organik asit ve vitaminler 12-14
Mineral maddeler (Ca'?) 10-13

Dogada bir gok mikroorganizma iireme ve ¢ogalmak igin farkli karbon kaynaklarindan
biyoylizeyaktif madde sentezlemektedir. Cevre koruma bilincinin artmasi ve g¢evre diizenleme
yasalaninin  yaptinmlart sonucunda mikroorganizmalar tarafindan tretilen biyoyiizeyaktif
maddelere olan ilgi giderek artmaktadir. Muhtemelen ileri de kimyasal yiizey aktif maddelere
alternatif olacaktir [6].

Pseudomonaceae’ye ait bakterileri genellikle glikolipit yapisinda ramnolipid denilen ytizey
aktif bilegikler #retmektedir. Ramnolipidler hiicre duvarinin yapisinda bulundukian zaman
hidrokarbonlu bilesikleri periplazmik ylizeye penetrasyonunu kolaylagtirmalari, ekstraselular olarak
salindiklarinda ise hidrokarbonlu bilesikleri emiilsifiye etme 6zellikleri ile taninan bilegiklerdir.



Ozellikle makine sanayi, motor yaglari, gevre teknolojisi, petrol endiistrisi, tarim, tip ve kozmetik
gibi alanlarda kullamlmaktadir [3, 4].

1.1. Biyoyiizeyaktif Maddelerin Yapis: ve Ozellikleri

Biyoytlizeyaktif maddeler mikroorganizmalar tarafindan tretilen hidrofilik ve hidrofobik
kisim igeren mikrobiyal hiicrelerin ylizeylerinde bulunan veya ekstraselular olarak salinan ylizey ve
i¢ yiizey gerilimini azaltabilen amfilik bilegiklerdir [2, 6],

Biyoytizeyaktif maddeler genellikle karbonhidrat, yag ve petrol gibi ortamlarda geligebilen
aerobik mikroorganizmalar tarafindan Uretilen ve ¢ogalma sirasinda ortama salinan anyonik yapida
bilegiklerdir. Simdiye kadar katyonik yapida olan biyoytlizeyaktif maddelere rastlanilmamistir. Hem
biyoemiilsifer hem de emiilsifikasyon o6zelligine sahiptir, Bu nedenle biyoemtilsiferler sik sik
biyoylizeyaktif maddelerle birlikte siiflandirilmasina ragmen ylizey gerilimini azaltma kabiliyetine
sahip degildir [2, 6, 7].

Mikroorganizmalar farkh kimyasal 6zellikte ve molekiler agirlikta biyoyiizeyaktif madde
tretmektedir. Diiglik molekill agirlikls stirfektanlar glikolipid yapisinda bulunurken yilksek molekiil
agirlikl stirfektanlar ya kovalent baglarla baglanmug hidrofobik zincirler igeren polianyonik
heteropolisakkaritler yada protein ve polisakkarit komplekslerdir. Biyoyiizeyaktif maddelerin
yapilar mikolik asit, glikolipid, polisakkarit lipit kompleksi, lipopeptit, fosfolipit veya mikrobiyal
hiicre ylizeylerinin kendisi olabilir.

Mikroorganizmalar tarafindan dretilen ytizey aktif bilegiklerin yapisinda bir veya bir kag
tane hidrofobik ve hidrofilik kuyruk bulunmaktadir. Hidrofobik kisimlar yag asitleri igerirken
hidrofilik kisimlar ise hidroksil, ester, fosfat, karboksilat ve karbonhidrat gibi bilesikler
icermektedir. Biyoytizeyaktif maddeler genellikle agafidaki gibi siniflandiriimaktadir.

1-  Glikolipitler: Glikoz, mannoz, galaktoz, glukonik asit, ramnoz ve galakioz siilfat igeren mono,
di-, tri-, tetrasakkarit ve genelikle yag asitlerinden olugmaktadir. Mycobacterium®un
sentezledigi trehalozlipitler, mayalarin sentezledigi sophorozlipitler veya Pseudomonas sp.’nin
sentezledigi ramnozlipitler diigtik polariteli biyoyiizeyaktif maddelerdir.

2- Lipopolisakkaritler: Yilksek molekiil afirlikli hidrokarbonlan pargalayabilen ve Acinetobacter
calcoaceticus gibi bakteriler tarafindan tretilen suda ¢6ziinebilen ektrasellular biyoylizeyaktif
maddelerdir.

3- Fosfolipitler: Biitin mikroorganizmalarda olmasina ragmen genellikle Corynebacterium lepus
tarafindan Uretilen ekstrasellular bilegiklerdir.



4- Lipopeptidler: Bacillus subtilis tarafindan tretilen ornitolipit ve surfektin gibi biyoyiizeyaktif
maddelerdir. |

5- Notral lipitler ve Yag asitler: Ustilaj asit, Coryneomikolik asit, Lipotekoik asit ve hidrofobik
proteinler gibi biyoylizeyaktif maddelerdir.
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Sekil.1.1. Pseudomonas aeruginosa tarafindan {iretilen mono-ramnolipid ve di-ramnolipid’in molekiiler yapisi
(Mata Sandoval ve ark 1999).

Yiizey aktif maddeler hidrofobik ve hidrofilik kisim igeren amfilik bilegiklerdir. Polar
olmayan hidrofobik kisimlan hidrokarbon zincirlerinden olugurken, polar kisimlar ¢ok gesitli
bilesiklerden olugmaktadir. Etoksilat, etilen, propilen oksit polimerleri ve sorbitol esterleri iyonik
olmayan ylizey aktif maddeler olup yag asitler, ester siilfonatlar, siilfatlar ve quaterner amonyum

tuzlar ticari olarak yaygin bir sekilde kullanilan iyonik ylizey aktif maddelerdir [2].



Bazi mikroorganizmalar hficre duvarinda ylizey aktif maddeler sentezleyerek hiicre
duvarinin yapisim degistirmektedir. Ornegin Candida lipolytica ve Candida tropicalis alkanlar
tizerinde buytdikleri zaman hiicre duvarinda lipopolisakkarit biyoylizeyaktif maddeler
Uretmektedirler. Mikroorganizmalar hidrokarbonlar gibi suda ¢Ozlnmeyen substratlara diflize
olmak igin, bazi mikroorganizmalar da substratlardaki hidrokarbonlu bilegikleri emiilsifiye etmek
i¢cin biyoylizeyaktif maddeler {retmektedir. Pseudomonas aeruginosa’nin sentezledigi
ramnolipidler ve Torulopsis sp.’nin sentezledigi sophorolipidler bdyle biyoytizeyaktif maddelerdir
[18].

Biyoytizeyaktif maddeler Ozellikle kara ve denizlere dokiilmiis petrol atiklarmin
temizlenmesinde veya petrol tagtyan boru ve depolarda vizkositeyi artirmak igin kullanilmaktadir.
En bliylik pazan petrol endiistrisi ve ¢evre teknolojisi olugturmaktadir. Bu amag i¢in Diinya’da
1982 y1linda 300-400 milyon/kg biyoytizeyaktif madde iiretildigi bildirilmigtir [6].

Bartha (1986); diinya Gizerinde {iretilen petrolierin % 0,4 - 0,8’nin deniz yoluyla tagindiini
denizlerde ve okyanuslarda meydana gelen kazalarin Onemli kirliliklere neden oldugunu
bildirmigtir [8, 9].

Ornegin 1978’ de Britanya kiyilarindaki Amoco-Cadiz kazasi, 1989°da Exon Valdez kazasi,
1991°de italya kiyilarmdaki petrol kirliligi, 1997°de Japon denizinde Okio Adalarinda Nakhado
tankerinin denize akittif petrol, yine 1997°de Veneziiella Kdrfezindeki Maracaido kanalindaki
Nissos Amorgos petrol kirliligi ve 1991°de Korfez savaginda yliz bin ton’dan fazla petrol Basra
korfezi sularina karigmug kiy1 ve deniz ekosistemini ve burada bulunan bitki ve hayvan yagamlarin
6nemli Slgtide tehdit etmigtir [2].

Boyle kazalar, aragtirmacilart hem kiyrn hem de denizlerde petrol kirliliini ortadan
kaldiracak doga dostu bilesiklerin aragtirilmasina yoneltmigtir. Biyolojik pargalayicilarm genel
amaci gevrede bulunan kirleticilerin konsantrasyonunu azaltmaktir. Biyoytizeyaktif maddeler bsyle
bilesikler olup Exon Valdez deniz kazasinda kullanilmugtir. Genellikle biyoylizeyaktif madde tireten
mikroorganizmalar ortama eklenerek su-hidrokarbon emiilsiyonundaki hidrokarbonlar: pargalayip
kirleticileri ortamdan uzaklagtirmaktadir [10].

Mikroorganizmalarin petrolde bulunan hidrokarbonlant pargalayabilmesi i¢in &nceden
hidrokarbonlarin ¢dziinmily olmas: gereklidir. Ite biyoylizeyaktif maddeler hidrofobik maddelerin
ylizey alanlarim etkileyerek onlarin suda ¢bziinebilirligini artirmakta ve b8ylece hem sudaki hem
de topraktaki hidrokarbonlarin mikrobiyal olarak pargalanmasim saglamaktadir [2, 6].



Sucul g¢evrelerden hidrokarbonlari pargalayabilen mikroorganizmalar izole edilmektedir.
Chakrabarty (1985); petrolle kirletilmis plajlarda, hidrokarbonlari temizlemek igin Pseudomonas
aeuroginosa SB30 kiltirleri tarafindan dretilen biyoylizeyaktif maddelerin (ramnolipid)
kullamlabilecegini bildirmistir [11].

Mattei ve ark (1986); deniz suyundan izole ettikleri karigik bakteri kltiirlerinin akigkan
fermantdrierde ham petroldl pargaladigiru bildirmislerdir [12].

Brezilya’nin kuzey dogusundaki Sergipe bSlgesindeki petrol iiretim tesislerinde izole
edilen Pseudomonas aeruginosa PAl kiltirlerinin ramnolipid biyoylizeyaktif maddelerin
{iretildigini bildirilmigtir [13].

Table.1.3. Bazi mikroorganizmalar tarafindan firetilen biyoyilzeyaktif maddeler (Mulligan ve Gibbs 1993:
Banat 1995°den alinmgtir).

Arthrobacter paraffineus
Trehaloz lipidler Corynebacterium spp.

Rhodococcus erythropolis

Ramnolipidler Pseudomonas aeruginosa

Candida apicola
Sopharoz lipidler Candida bombicola

Acinetobacter calcoaceticus (RAGI)
Lipopolisakkaridier Pseudomonas spp.

Candida lipolytica

Arthrobacter sp.
Buacillus pumilis
Lipopeptidler Bacillus subtilis
Bacillus licheniformis

Pseudomonas fluorences

T.thiooxidans

Fosfolipidler Corynebacterium alkanolyticum

Penicillium spiculisporium
Yag asidleri (corynemikolik asidler, spikulisporik | Corynebacterium lepus

asid vb.) Taluramyces trachyspermus

Siilfolipidler Capnocytophaga spp.




Shafeea (1989); Pseudomonas aeuroginosa S8 Xkiiltlirlerinin ortamdaki hidrokarbon
kangumlarim  pargalayabilen biyoylizeyaktif maddeler olusturdugunu, Harvey (1990) ise
Alaska’daki petrol kirliliginde ramnolipid biyoylizeyaktif madde Uireten Pseudomonas aeuroginosa
bakterilerinin ham petrolii pargalayabilme yetenegine sahip oldugunu bildirmiglerdir [10, 14].

1.2. Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Maddelerin Yaps: ve Ozellikleri

[ik defa Bergstrdm (1946) tarafindan glikoz fizerindeki geligebilen Pseudomonas
aeruginosa kiiltirlerinde ramnoz gekeri vep -hidroksidekanoik yag asidi yapisinda glikolipitler
elde edildigini, Jarvis ve Johnson (1949) ise % 3’liik gliserol {izerinde ¢ogalabilen Pseudomonas
aeruginosa kulttirlerinde iki tane ramnoz gekerlerininf -hidroksidekonil-B-hidroksidekonat yag
asitlerine glikozidik baglarla baglandigim bildirmiglerdir. Genellikle yapisinda ramnoz gekeri ve B-
hidroksidekanoik yag asitleri igeren biyoylzeyaktif maddelere ramnolipidler denilmektedir [15].

Eger yapida bir bes karbonlu ramnoz sekeri ve yag asitleri varsa mono-rammolipid
yapisinda iki tane ramnoz seker ve yag asitleri varsa di-ramnolipidler denilmektedir [15].

Endstriyel alanda kullanilan ramnolipidierin bliytik bir ¢ogunlugu genellikle L-ramnoz
seker kaynaklarindan elde edilmektedir. Ramnoz sekeri gesitli bitkilerde drnegfin mege kabugunda
quersitrin, turunggillerin kabugunda rutin veya narincin seklinde bulunmaktadir. Ramnolipidler
bazi organik maddelerin sentezinde baglatici (starter) madde olarak gorev almaktadir. Ozellikie
endiistride furanol gibi ugucu bilesiklerin 6n maddesi olarak kullanilmaktadir [15, 16].

Bes karbonlu ramnoz sekerleri hem bitki hem de mikroorganizmalar tarafindan
tretilmektedir. Fakat bitkilerde bulunan ramnoz gekerleri bliylik ve istenmeyen birgok farkli
polisakkarit igerdiginden bitkilerden ramnoz gekerlerini elde etmek oldukga zor ve pahalidir. Bazt
aragtirmacilar mikroorganizmalar tarafindan tretilen ramnolipidlerin ramnoz geker kaynag olarak
kullanilabilecegi belirtmisglerdir. Rammnolipid biyoylizeyaktif maddeler mikroorganizmalarin
biiylime ve durgunluk dénemlerinde tiretilmekte ve hiicreden kolaylikla izole edilmektedir. dTDP
(deoksi timidin di-fosfat) sekerlerini aktiflestiren ekzoenzimler merkezi metabolik yoldaki yag
asitleri tarafindan sentezlenmektedir. Izole edilen ramnolipidlerin yapisinda L-rhamnoz sekeri ve 3-
hidroksi dekanoik yag asitleri igerdigi bildirilmigtir. Syldatk ve Wagner (1999) tarafindan yapilan
caligmalarda cegitli karbon kaynaklarinda Ureyebilen Pseudomonas aeruginosa Xkiiltiirlerinin
ramnolipid-1 (RhC¢Cio), ramnolipid-2 (RhC;), ramnolipid-3 (RhyC10Cyo) ve rammnolipid-4 (Rh,Cy)
seklinde simflandirilabilecegini bildirmiglerdir [15, 17].
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Sekil.1.2. Pseudomonas aeruginosa tarafindan sentezlenen Rl, R2, R3 ve R4 ramnolipidlerin molekiiler
yapilan (Lang S., Wullbrandt D., 1999’den alinmgtir).

Mikroorganizmalar degigik karbon kaynaklarindan farkli yapilarda ramnolipid
biyoylizeyaktif maddeler sentezlemektedir. % 10’luk alkanlar fizerinde geligebilen Pseudomonas
aeruginosa KY 4025 kulttrlerinde ramnolipid-1 ve ramnolipid A ve B, hekza dekan ve parafin
iizerinde geligebilen Pseudomonas aeruginosa S;B; kiiltlirlerinde rammnolipid-2, Pseudomonas
aeruginosa 158 kilttrlerinin metil ester reaksiyonlarindan ise ramnolipid-1 ve ramnolipid-2
biyoylizeyaktif maddeleri elde edildigi bildirilmigtir [15].



Tablo.1.4. Pseudomonas aeruginosa tarafindan Uretilen ramnolipid biyoylizeyaktif maddelerinin yapisi ve
Szellikleri (Lang S., Wullbrant D., 1999’dan almmmgtir).

Kiiltiirler Urlin O min ¥ min KMK Referanslar
(Nm'™) (toNm'™) (mgl™)

P.acruginosa S;B, R2 0 . 50 | Hisatsuka ve ark 1971
P. sp. DSM 2874 R1+R2 26 <1* 20 Syldatk ve ark 1985
P. sp. DSM 2874 R1-R2 28 <1* 20 Syldatk ve ark 1985
P.sp.DSM 2874 R2 26 4° 20 Syldatk ve ark 1985
P, sp. DSM 2874 R2 27 <1* 10 Syldatk ve ark 1985

1 P. sp. DSM 2874 R2 25 <1* 200 Syldatk ve ark 1985
P. sp. DSM 2874 R2 30 <1 200 | Syldatk ve ark 1985
P.aeruginosa 44T1 R2 25 02° 11 Parra ve ark 1989
P.aeruginosa 44T1 R2 25 1* 11 Parra ve ark 1989
P.aeruginosa BOP100 R2 28 3.5¢ 260 Ishigami ve ark 1993
P.aeruginosa BOP100 R2 31 0.1° 400 | Ishigami ve ark 1993

R1: Ramnolipid-1, R2: Ramnolipid-2, oy, Minimum ylizey gerginlifiy mm: Minimum i ylizey gerginligi,
KMK: Kritik misel konsantrasyonu, Me: Metilester, * n-C;s, °: Karosen, ° n-Cs).

Yapilan benzer ¢aligmalarda Pseudomonas aeruginosa DSM 2874 kiltiirlerinin
ramnolipid-1 ve ramnolipid-2’ye benzer yapida fakat bir tane B-hidroksi dekonil yag asidi zinciri
iceren ramnolipid-3 ve ramnolipid4 sentezledigi, klinik &rneklerden izole edilen Pseudomonas
aeruginosa tlirlerinde ise farkhh uzuniuklarda (Cs, Ciz) P-hidroksi yag asitleri zincirleri iceren
ramnolipid biyoylizeyaktif maddeleri sentezlendigi bildirilmigtir [15].

Pseudomonas  aeruginosa kiltlirleri tarafindan Uretilen ramnolipidler Kkirletilmig
topraklarda hidrofobik bilesiklerin ortadan kaldirilmasinda kullanilan biyoyiizeyaktif maddeler
arasinda yer almaktadir. Ramnolipidlerin ylizey gerilimi diigtik (30-32 mN/m), emiilsiyon aktivitesi
ytksek (10,4 - 15,5 U/ml filtrat), kritik misel konsantrasyonu (KMK) distk (5-65 mg/l) ve
hidrofobik  molekiillere affinitesinin yliksek oldugu bilinmektedir. Bu 6zellikler kirletilmis
topraklarda kirleticilerin taginmasinda ve ortadan kaldirilmasinda optimum 6zellikler olarak
sayilmaktadir [18].
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Tablo-1.5. Pseudomonas aeuroginosa tarafindan minimal tuz veya kompleks besiortamlarinda, 28-37°C
ve pH 6-7,5°da iirettikleri ramnolipidler (Lang S., Wullbrant D., 1999°dan ).

Kaltirler Karbon Kaynag: RL Yes | Stre P, Referans
gl gl g () | @'nh)
P.aeuginosa Gliserol (30) 2,5 0,083 96 0,026 | Jarvis ve Johnson 1949
P.acuginosa Gliserol (30) 2,0 0,067 120 0,016 | Hauser ve Karnovsky
1954
P.aeuginosa n-Parafin (90) 8,5 0,094 | 144 | 0,059 |Itoh ve ark 1971;
KY 4025 Suzuki ve ftoh 1972
Pseudomonas sp, | n-Parafin (50) 14 0,280 120 0,117 | Yamaguchi ve ark 1976
Pseudomonas sp. | n-C14/15 (20) 2,9 0,145 48 0,060 | Wagner ve ark 1983
MUB
Pseudomonas sp. | n-C14/15 (80) 12,8 0,160 180 0,071 Wagner  ark 1984;
DSM 2874 Syldatk ve ark 1985
P.aeuginosa - Misir yag (75) 46 0,613 192 0,240 | Linhardt ark 1989
UI29791
P.acuginosa 44T1 | Zeytin yag (20) 7,65 0,382 72 0,106 Robert ve ark 1989
P.aeuginosa 44T1 | Zeytin yag (20) 9,0 0,450 120 0,075 | Parra ve ark 1990
P.aeuginosa 44T1 | Zeytin yag (20) 10,0 0,500 110 0,091 Manresa ve ark 1991
Pseudomonas sp. | Zeytin yag (24) 78 0,058 150 0,009 Mercade ve Manresa
JAMM 1994
P.aeuginosa Soya yag (125) 112 0,624 167 0,467 | Wullbrandt 1998;
DSM 7108 Giant ark1997
P.aeuginosa Soya yag (163) 1,78 0,687 | 264 0,424 | Wullbrandt ve ark
DSM 7107 1984; 1995
P.aeuginosa BS2 | Peyniralt1 suyu 1,85 0,089 44 0,040 | Babu ve ark 1996
20)
P.aeuginosa BS2 | Siikkroz (20) 5,8 0,093 44 0,042 | Babu ve ark 1996
P.aeuginosa GL1 | Gliserol (30) 3,0 0,193 150 0,038 Arino ve ark 1996
Pseudomonas sp. | Etanol (30) 32,0 0,100 120 0,025 Osman ve ark 1996
BOP100
P.aeuginosa Etanol (55) 243 0,582 168 0,190 Matsufuji ve ark 1997
IFO 3924

RL: Ramnolipid miktari, Yps: Uriin miktar1 ve tiretim hacmi, Py: Uretim hacmi.
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Hisatsuka ve ark (1971) tarafindan yapilan bir g¢aligmada; P. geruginosa kiiltirlerinin
hekzadekan {izerinde geligmesi i¢in ramnolipid-2 biyoyUzeyaktif maddeleri uyarici etki yaptigim
fakat diger bakteri kiiltiirlerinde aymi etkiyi yapmadigi ayrica P. aeruginosa KY-4025 ve P.
aeruginosa PG 201 kultirlerinin ramnolipid liretmeyen negatif mutantlariin alkan ve parafin
fizerinde Oremesi ve gofalmasimn ramnolipid Oreten kiiltlirlere g6re daha yavag oldugunu
bildirmiglerdir [18]. .

Rammnolipidlerde bulunan ramnoz gekerleri bilesife hidrofilik dzellik kazandirirken, yag
asitlerine eklenen karbon molekiilleri hidrofobik ozelligini artirmaktadir. Bu &zellikler
ramnolipidlerin saglamlifim ve hidrofobik bilegikleri ¢6zlinebilme kapasitesini etkilemektedir.

Yakin gelecekte ramnolipidlerin bu yapisal ozelliklerinden dolayr bir ¢ok alanlarda
kullanilabilecegi belirtilmektedir. Ramnolipid ireticisi olan P. aeruginosa bakterisinin insanlar i¢in
firsatg1 bir patojen olmasina ragmen aseptik galigmalar bu dezavantaji ortadan kaldirmaktadir.

1.3. Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Maddelerin Sentezi

Ramnoz gekerleri bitkilerde yaygin olarak bulunmasina ragmen biyosentez mekanizmasi
mikroorganizmalarda agiklanmugtir. Spesifik gevre kosullan altinda bazi mikroorganizmalar ramnoz
sekeri iceren glikolipid yapisinda biyoylizeyaktif madde sentezlemektedir. L-ramnoz biyosentez
mekanizmasi 30 yildir bilinmesine ragmen son yillarda tedavi edici 6zelliklerinden dolay: daha
fazla aragtirilmaktadir [17].

Ramnolipidlerin biyosentezinde hiicre membranlarinda ve sitoplazmada aktivite gdsteren
spesifik ramnosil transferaz enzimleri rol oynamaktadir. Burger ve ark (1963); Pseudomonas
aeruginosa ATCC 7700 kiiltiirlerinde ramnolipidlerin biyosentez mekanizmasim, Ochsner ve ark
(1996) ise P. aeruginosa PG 201 kiiltlirlerinde ramnolipid biyosentezinde gdrev alan enzimlerin
yapilarim gdstermiglerdir [20, 21].

Pseudomonas aeruginosa kiiltlirlerinde monoramnolipid (ramnosil-B-hidroksidekonil-f-
hidroksidekonat) ve diramnolipid (ramnosil-ramnosil-B-hidroksidekonil-B-hidroksidekonat) olmak
Uzere iki gesit ramnolipid biyoyiizeyaktif madde sentezlemektedir. Bu yiizey aktif molekiillerin
sentezi her biri spesifik ramnosil transferaz enzimleri tarafindan katalizienen ramnosil transfer
reaksiyonlariyla olmaktadir {17, 20].

Genellikle ramnoz gekerleri bakteri ve bitkilerde yaygin olarak bulunan deoksi yapisinda L-
ramnoz gekerleridir. Ramnoz gekerlerinin kuyruklarinda degigik uzunlukta yad asitleri
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bulunmaktadir. Yag asitleri, yag asidi biyosentez yolunda bulunan B-ketodekonil esterlerinin
ketoagil rediiksiyon reaksiyonlarindan meydana gelmektedir. Burada RmlG olarak adlandirilan
enzimler gérev yapmaktadir [17, 20].

L-ramnoz gekerlerinin biyosentezinde dort Onemli enzim bulunmaktadir. Bunlar
P.aeruginosa bakterilerinde Glikoz-1-fosfat’tan L-ramnoz gekerlerini sentezlenmektedir,
Karbonhidrat polimerlerindeki ramnoz kaynaklar1 deoksitimidildifosfat (dTDP)-L-ramnozlardir. L-
ramnoz bir g¢ok patojenik bakterinin kapstilinde ve hiicre duvarlarinda yaygin olarak
bulunmaktadir.

Ramnoz biyosentezinde rol alan ilk enzim Rml A (glikoz 1 fosfat timidil transferaz)
Glukoz-1 fosfat’s deoksi timidil di fosfat nilkleotide transfer etmektedir. Ikinci enzim olan Rml B
(dTDP-D-glukoz 4,6-dehidrataz) ise gekerlere C4 hidroksil gruplarimin oksidasyonunu ve
dehidratasyonu saglamaktadir. |

Ugiinci enzim Rml C (dTDP-6-deoksi-D-siklo-4-hekzo 3, 5, epimeraz) ise C3 ve C5
pozisyonlarinda ¢ift epimerizasyon reaksiyonlarim kataliziemektedir. Son olarak RmID (dTDP-6-
deoksi L-siklo-4-hekzorediiktaz) enzimi ise dTDP-L-ramnoz’u son lrline indirgemektedir. Ramnoz
biyosentezi hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilerde goriilmektedir. Gram negatif
bakterilerde L-ramnoz lipopolisakkaritlerin (LPS) O-antijeninde yaygin olarak bulunmaktadir [22].

Yapilan aragtirmalar P. aeruginosa hiicrelerinin azot kaynad: tiikendikten sonra hiicrenin
durgun fazinda ramnolipid biyoylizeyaktif madde sentezledigini gdstermektedir. Ortama azot
kaynagi ilave edildifinde Pseudomonas sp. DSM 2874 hiicrelerinin ramnolipid sentezinin
engellendigi bildirilmistir [15].

Ochsner ve ark (1995)’de Pseudomonas aeruginosa genlerinin ekspresyonuyla sinirli
miktarda azot kaynaklarinda Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas putida bakterilerinin
ramnolipid sentezini, Mulligan ve Gibbs (1989) Pseudomonas aeruginosa’da glutamin sentetaz
aktivitesi ve ramnolipid sentezi arasindaki iligkileri aragtirmiglardir. Biyosentezde yer alan enzimler
bliylime fazznin sonunda ve ramnolipid Uretiminin baginda en yiiksek aktivite gﬁsterdigini ve bazi
bilim adamlan ise fosfat metabolizmas: ile biyoyiizeyaktif madde sentezi arasinda bir iligkinin
oldugunu bildirmiglerdir [22, 23, 24].

Guerra Santos ve ark (1986) tarafindan yapilan galiymalarda Pseudomonas aeruginosa
DSM 2659’mun sinir miktarda Mg, Ca, K, Na, Fe iyonlart ve iz elementlerde ramnolipid miktarmi
arttirdifim belirtmiglerdir [24, 25].
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1.4. Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Maddelerin Genetik Diizenlenmesi

Genellikle dogadan ve klinik laboratuarlardan izole edilen Pseudomonas aeruginosa
bakterileri ramnolipid biyoylizeyaktif madde sentezlemektedir. Bakterilerin salgiladiklari toksin
bilesikler ve hidrolitik enzimlerle patojeniteleri arasinda dogrudan dogruya bir iligki vardir.
Pseudomonas aeruginosa’nin salgiladigt ekzo bilesikler igerisinde proteazlar, fosfolipaz C,
ekzotoksin A, ramnolipidler ve fiyosiyanin bulunmaktadir [17].

Bu firlinlerin transkripsiyonal olarak dlizenlenmesinde en az iki quaruma duyarl sistem
bulunmaktadir. Quaruma duyarli bakterilerde yaygin olarak bulunan otomatik uyarici olarak
isimlendirilen diftize olabilen bilegiklerin tiretiminden sorumlu genlerdir. Baz1 bakterilerde N-agilat
homoserin lakton (HSL) maddesi otomatik uyaric1 bilesik olarak gdrev yapmaktadir [17].

Pseudomonas aeruginosa’da ramnolipid biyoylizeyaktif madde transkripsiyonunda ise iki
otomatik uyarict bilegik tammlanmigtir. Birincisi rhl R genin sentezledigi N-(3-oktododekonoil)-
HSL’dir. Bu bilegik elastaz, alkalin proteaz genlerin transkripsiyondan sorumlu LasR’ genini
aktiflestirir. Ikinci otomatik uyaric1 bilegik ise Rhl I tarafindan retilen N-biitiril HSL’ dir. Bu ise
rhiR geninin aktivasyonu, fiyosiyanin firetimini ve ramnosil transferaz enzimlerini kodlayan rhl A
ve rhiB genlerini kontrol etmektedir. Rhl R belli kosullar altinda ramnolipid biyoytiizeyaktif madde
sentezlemesini baglatmaktadir [17].

Son zamanlarda Pseudomonas aeruginosa PAO-1 tirleri kromozomlarinda quarum duyarli
sisteminde {i¢lincli bir eleman Phz R tespit edilmis fakat bunun ramnolipid tretiminde nasil bir rol
oynadif heniiz anlagilamamgtir [17].

Ramnolipid sentezinin genetik mekanizmas1 ile ilgili ¢aligmalara Ochsner ve ark;
P.aeruginosa PG 201 ramnolipid fireten. tiirler ile ramnolipid Uretmeyen mutant genlerini
kargilagtiriimig, Rhl A, B, R ve I olarak isimlendirilen Rhl bolgeleri tespit edilmigtir [15, 17, 20].

Rhl A ve B genleri ramnosil transferaz enzimlerini kodlamaktadir. Rhl R ve Rhl I genleri
ise Rhl A ve B genlerini kontrol etmektedir. Rhl R geni hticre yogunlugundan ve N-agil homoserin
lakton maddelerinden etkilenmektedir. Genetik ¢aligmalarla patojenik olan P.geruginosa
ramnolipid Greten Rhl A ve Rhl B ramnosil transferaz enzimlerini kodlayan genleri patojenik
olmayan bakterilere aktarilarak ramnolipid Uretilmeye ¢aligilmigtir. Yapilan bir ¢aligmada Rhl A
ve B geni P. putida PU 098 tlirlerindeki plazmid’in tac promotorlarina transfer edilerek
rekombinant P. putida KT 2442 kilttirlerinde 0,6 g/l ramnolipid biyoyiizeyaktif maddelerin elde
edilmigtir [15].
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Sekil.1.4. Pseudomonas aeruginosa’mn ramnolipid sentezinin genetik diizenlemesi (Ochsner ve Reiser 1995).
1.5. Pseudomonaslarin Genel Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas putida bakterileri Pseudomonadaceae ailesi
igerisinde yer almaktadir. Pseudomonadaceae bakterileri morfolojik &zellikleri, pigment yapilar,
metabolik faaliyetleri, DNA/RNA hibridizasyonu ve rRNA gruplarina gre siiflandinimaktadir.

Pseudomonas aeruginosa sporsuz, kapsiilsiiz ¢omakgiklardir. Genellikle uglarinda bir
nadiren iki veya ti¢ adet kamgist bulunmaktadir. Cok hareketlidirler. Gram negatif, 1,5 — 3 um
uzuniuBunda ve 0,5 pm genisliginde, ¢iftli veya kisa zincirler halinde g8rtilmektedir. Genellikle
optimum 30-37°C' sicakliklarda Uremektedir fakat 41°C’de tremesi ile P. fluorencens’den
ayrilmaktadir. Buyyon besi ortaminda ylizeyde zar yaparak yofun ve homojen bir (reme
gOstermekte ve zarin hemen altinda mavi yesil pigmentler olugturmaktadir. Kati besi yerlerindeki
tip 1 kolonileri yuvarlak, yumusak, yassi, ortas: kabarik beyazimsi renkte goriilmekte ve genellikle
bu koloniler klinik materyallerden izole edilen bakterilerdir. Fluoresans 8zellifi olan ve besi
yerinin her tarafina yayilmig bulunan bakterilerde yesilimsi mavimsi pigmentler gdrtilmektedir.
Ayrica; kabarik kiglik ve koliform kolonilerine benzeyen R kolonilerinde bulunmaktadir. Bazi
kolonileri de mukoid geklinde goriinmektedir. Kiiltirler ortama aromatik meyve, tathmsi veya
trimetilamin kokusuna benzer koku yaymaktadir [26, 27].
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Sekil.1.5. Pseudomonas aeruginosa’nin elektron mikroskobundaki gdriiniisii

Pseudomonas cinsi bakterilerinin ¢ofu toprak ve suda yogun olarak bulunmaktadir.
Bazilan bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda patojenik 8zellik gbstermektedir. Katalaz ve Oksidaz
pozitif olup, sekerleri pargalayan fakat fermantasyon yapmayan bakterilerdir [26].

Pseudomonas aeruginosa’ nin bazi 6zellikleri s0yle siralanmaktadir. Laktoz ve sakkaroz ’a
etkisiz olup glikoz ve bazi karbonhidratlan oksidasyon yolu ile paralayip asit olugturmaktadur.
Oksidaz, katalaz, arginin dihidrolaz ve jelatin hidroliz testleri pozitif, lizin, ornitin dekarboksilaz,
indol, H,S olusumu, metil kirrizis1 ve Voges- Proskauer testleri negatiftir [27].

Pigmentleri oksijensiz ortamda goriilmez, oda sicakhfinda ve etiivde daha iyi
gbrilmektedir. Genelde fiyosiyanin, fiyoverdin veya floresans olmak tizere iki tip pigment 5zelligi
vardir. Fiyosiyanin; suda ve kloroform’da erimekte ve mavimsi renk olugturmaktadir. Bu
Pseudomonas aeruginosa’ya 8zgiildiir. Fiyosiyanin maddesinin antibiyotik &zelligi vardir. Bu
nedenle Brucella, S%igella, Bacillus anthracis, Bordetella, Vibrio gibi bakterilere karsi
bakteriyostatik etki gBstermektedir [27].

Fiyoverdin sadece suda erimekte ve yesilimsi floresans renk meydana getirmektedir. Ayrica
fiyorubin ile kirmizi, fiyomelanin ile kahverengi-siyah pigment maddelerde vardr.
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Sekil 1.6. Pseudomonas aeruginosa’nin besi ortammndaki genel griinisii,

Pseudomonas aeruginosa dofada yaygin olarak bulunabilen bir bakteri oldufu igin,
organik maddeler iginde ve sularda uzun stire canh kalabilmektedir. Insan ve memeli hayvanlarin
bagirsaginda flora elemam olarak bulunurlar ve yliksek is1 ve kuruluga direngsizdirler. Hastane gibi
ortamlar, organik madde (kan, irin, deri dokintiileri) yoniinden zengin oldugu i¢in sik rastlanilan
firsatg1 patojen olarak gorilmektedir [27].

Pseudomonas aeruginosa’mn proteolitik enzim, letal ekzotoksin ve enterotoksin dzellikleri
hilcre digt salgilan ve firsatgt patojen &zelliginin bulunmasi gesitli hastaliklarin olugmasina neden
olmaktadir. Pseudomonas’lar; idrar yolu, gbz, dig kulak, orta kulak, yamk ve yara enfeksiyonlari,
menenjit, brongit ve bronkopndmoni, septisemi, osteomiyelit, pseudomembrandz kolit gibi
hastaliklardan izole edilebilmektedirler [26, 27).

1.6. Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Maddelerin Elde Edilmesinde Kullamlan Besi ortamlari
Ramnolipid biyoylizeyaktif madde elde edilmesinde en uygun substratin kullamiimasi

Uzerine yapilan galigmalar, gesitli Ulkelerde halen devam etmektedir. Diinya’da hemen her yil
milyonlarca ton atik madde ¢evreye atiimaktadir. Bu atik maddelerin yok edilmesi gesitli endistri
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ekonomik bir gekilde degerlendirilmesi i¢in geri donligiimle tekrar ham madde olarak
kullanilabilecegini belirtmiglerdir [28 ].

Biyoteknolojideki son gelismeler biyoylizeyaktif maddelerin daha ekonomik elde
edilmesini saglamaktadir. Ham madde elde etme y8ntemlerinin kolay ve ucuz olmasina bagli olarak
biyoyiizeyaktif madde maliyeti % 10 - 30 arasinda azalmaktadir. biyoylizeyaktif maddelerin
tiretiminde @i¢ dnemli nokta vardir. Uretim maliyeti, biyoyiizeyaktif maddelerin fonksiyonu ve
tretim kapasitesi. Eger yaglarin zenginlestirilmesi gibi ¢ok miktarlarda kullanim gerektiren
alanlarda biyoyiizeyaktif madde Uretilecekse Uretim maliyetlerinin diistik olmasi gerekmektedir.
Bunun yaninda tip ve kozmetik gibi alanlarda az miktarda tretilip kullanilacaksa biyoytizeyaktif
madde maliyetinin yitksek olmasi kismen tolare edilmektedir [29].

Kosaric ve ark (1984); biyoytizeyaktif madde maliyetlerini asagiya ¢ekmek igin ddrt Snemli

noktanin oldugunu bunlarin;

1- Mikroorganizmalar (en yliksek tirlindi veren mikroorganizmalarin segilmesi),

2~ Uretim yolu (kisa ve maliyeti diistik olmasi)

3- Mikroorganizmalarin gelismesinde kullanilan besi ortamu (digitk maliyette olmast),
4~ Uriinlerin kolay ve tekrar kullamlabilir olmasi seklinde belirtmislerdir.

Tablo.1.6. Cesitli biyoylizeyaktif maddelerin elde edilmesinde kullanilan yéntemler (Lang S., Wullbrant
D.1999). '

Biyoylizeyaktif Maddeler Yéntemler

Ramnolipidier
Glikolipidler Adsorpsiyon ydntemi

Lipopeptidler

Trehalozlipidler

Sopharolipidler

('8zlich ekstraksiyonu ydntemi

Liposan

Glikolipidler Santriflij ySntemi
Glikolipidler Kristarilizasyon ydntemi
Glikolipidler Ultrafiltrasyon ytntemi
Surfaktin Asitle ¢oktlirme ydntemi

Biyoylizeyaktif  maddelerin

saflagtinlmasinda  en

¢ok  hekzan,

asetonitril,

kloroform/metanol, diklorometan/metanol, bitanol/etilasetat, asetik asit, eter gibi ¢8zlcller veya




asitlerle ¢oktlirme gibi ydntemler kullamilmaktadir. Buna ragmen kristalizasyon, santriifiij,
amonyum siilfatla ¢8ktiirme veya absorbsiyon gibi ydntemlerinde kullanilabilecegi bildirilmistir
[28].

Son zamanlar ¢esitli lilkelerde ramnolipidlerin elde edilmesinde soya fasulyesi, seker
pancari, patates gibi {irlinlerle, kepek, bugday samam, piring, musir, findik kabugu, seker pancari
atif1, kahve lapasi, kahve kabugu, kahve posast gibi kahve endistrilerinin atik maddeleri ayrica
elma, izim kompostlari, havug, ananas, muz atiklart gibi meyve endiistrisinin attk maddeleri ve
Hindistan cevizi yag), yer fistif1 yagi, soya yagi, hurma yag fabrikalannin atik maddeleri, musir
kogani, hindibag kokleri, ¢ay atiklari ve buna benzer tarimsal atiklarin ramnolipid biyoyiizeyaktif
madde elde edilmesinde substrat olarak kullanilmasi lzerine g¢esitli g¢aligmalar yapilmaktadir.
Ramnolipidlerin elde edilmesinde ham madde olarak bagka atik maddelerin kullaniimas: {izerine

caligmalarda devam etmektedir [28, 29 ].
1.6.1. Yag ve Yag Atiklarninda Ramnolipid Biyoylizeyaktif Madde Sentezi

Yag ve yag asitleri biitiin canlilarin yapisinda bulunmaktadir. Diinya’da yag tretimi yillik
2,5-3 milyon ton olup bunlarin % 75°den fazlasi bitkilerden elde edilmekte ve ¢ofu besin
endistrisinde kullaniimaktadir. Tohum yaglarinin ekstraksiyonundan olusan serbest yag asitleri,
domuz yaglari, donmug yagiar ve sabun atiklari blytk miktarlarda attk maddeler olugturmaktadir.
Cevre igin bilyitk problemlere neden olan bu atik maddelerin mikrobiyal transformasyonla tekrar
kullanilmas {izerine yapilan ¢aligmalar her gegen glin daha da artmaktadir [28, 30].

Vollbrecht (1999) Tsukamurella sp DSM 44370 kultirlerinde biyoylzeyaktif madde
firetimi Gzerine yaptii ¢aligmada; karbon kaynag: olarak kompleks hidrofobik karbonlar yerine
bitkise! yaglarda glikolipid yapisindaki biyoylizeyaktif maddelerin (ramnolipid) daha fazla elde
cdildidi ve oleik yag asitleri ydnlinden zengin bitkisel yaglarinda daha iyi sonuglar alindigim
aygicek yafinda S gr/l glikolipit biyoylizeyaktif madde elde ettigini ve fizikokimyasal &zelligi
incelendiginde ise suyun ylizey gerilimini 72 mN/m’den 35 mN/m’ye digtirddgting ve kritik misel
konsantrasyonun ise 10 mg/t oldugu bildirmistir {31].

Mercada ve ark (1993) tarafindan yapilan g¢aligmalarda; Pseudomonas sp JAMM
kiilttrlerinde ramnolipid biyoy(izeyaktif maddelerin elde edilmesinde zeytin yag fabrika atiklarim
substrat olarak kullanilabilecegini bildirmigtir. Zeytin yag fabrikasinin a1 Akdeniz tiikelerinde

tarim endUstrisinin dnemli kirleticilerinden birisidir. Zeytin yap) fabrika atig), zeytin yafinin
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islenmesi sirasinda kullanilan suyun ve olgunlagmug zeytinlerin suda ¢6ziinen pargaciklarim igeren
siyah renkli bir likérdiir. Zeytin yag atfinin igeriginde; sekerler (20-80 g/l), azotlu bilegikler (12-
24 g/), organik asitler (5-15 g/1), atikk yaglar (0,3-5 g/l) gibi degerli organik maddeler ve
polifenoller gibi toksik maddeler igermektedir. Aynt aragtirmacilarin yaptiklar: ¢aligmalarda zeytin
yagi fabrika atifinda denedigi 22 mikroorganizmadan yanliz 15 tanesinin gelistigi, bunlarin
Pseudomonas genusuna ait bakterilerin oldugu, ylizey gerilimini 40mN/m’den 30mN/m’ye, ig
ylizey gerilimi 21mN/m’den SmN/m’ye dilslirdligtinti ve emiilsiyon dzelligi ise % 10°dan % 60-
70%e artirdifini bildirmiglerdir [32, 33].

Mercada ve ark’nin Pseudomonas 42A2 kiiltiirlerinde oleik asit ydnlinden zengin bitkisel
yaglarda ylizey gerilimi 55 mN/m’den 32mN/m’ye, i¢ ylizey geriliminin 24 mN/m’den 5 mN/m’ye
disttigti ve 7,10 di hidroksi-8E-oktodekonoik yag asitleri yapisinda biyoyiizeyaktif maddeler elde
edildigini bildirmislerdir [33].

Abolos (2001); Pseudomonas aeruginosa ATII10 kiltlirlerinde ramnolipidlerin elde
edilmesi i¢in soya yag: atiklarinin kullanilabilecegini 96 saatte 9,5 g/l ramnolipid biyoyiizeyaktif
madde elde edildigini ylizey geriliminin ise 26,8 mN/m’ye distigindi ve kritik misel
konsantrasyonun (KMK) 1,2x10* mg/l oldugunu bildirmiglerdir [34].

Hem besin endiistrisinde hem de evlerde kullanilmak igin gok miktarlarda kizartma yad
tretilmektedir. Bunlar kullanldiklan yerle;e, kullanim gekillerine, besin gesitlerine ve kag kez
kullanildiklarina bagh olarak % 30°dan fazla polar bilegikler igermektedir [28].

36 mikroorganizmanin zeytin ve aygicek yafi atik maddelerini karbon kaynag: olarak
kullanilmasi flzerine yapilan ¢aligmalarda, mikroorganizmalanin zeytin yag atifinda daha iyi
tireme ve gofalma gsterdigi Pseudomonas kiltlirlerinin ¢ofunun ylizey gerilimini 35mN/m’den
daha asafiya diiglirdigtinl ve ramnolipid yapisinda biyoylizeyaktif maddeler Orettiini ayrica
Bacillus bakterilerinin de biyoylzeyaktif maddeler trettigini fakat yizey gerilimini Pseudomonas
bakteri kadar azaltmadily difer Rhodococcus sp, Candida sp ve Acinetobacter calcoaceticus
mikroorganizmalarinin ise Pseudomonas ve Bacillus kadar iyi sonuglar vermedigini bildirmiglerdir
[30].

Yag atiklan g¢evreye birakildiklan zaman bulunduklari ortamdaki organik bilesiklerie,
mineral maddelerle ve organizmalarla sik: baglar kurmaktadir. Mercade (1996); mikroorganizmalar
tarafindan biyoytizeyaktif madde retiminde attk maddelerin substrat olarak kullanilabileceklerini
bildirmigtir {30].
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1.6.2. Tanm Endiistrisi Atik Maddelerinden Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Madde Uretimi

Bazi aragtirmacilar biyoylizeyaktif madde tiretiminde patates igleme fabrikalarinin atik
maddelerinin, substrat olarak kullanilabilecekleri belirtmiglerdir. Fox ve Bala (2000); patates
isleme fabrikalarimin nigasta ybnilnden ekonomik degeri ve gevreye olan potansiyel tehditleri
iizerine yapmis olduklan galigmalarinda patates iceriginin % 80’nin su, % 17’sinin karbonhidrat,
% 2’sinin protein, % 1’inin yag ve % 0,9’unun vitaminler, inorganik mineraller ve iz elementler
oldugu bildirilmigtir [28].

Hindistan’da biyoytizeyaktif maddelerin elde edilmesi 0izerine yapilan bir ¢aligmada geker
fabrikasi attk maddelerinden melas’in substrat olarak kullanilabilecegi, melas kamiginin
bilesiminde % 48-56 seker, % 9-12 seker olmayan organik maddeler, % 2,5 protein, % 1,5-5
potasyum, % 0,4-0,8 kalsiyum, % 0,06 magnezyum, % 0,06-0,2 fosfor, 1-3 mg/kg biotin, 15-55
mg/kg pantotenik asit, 2,5-6 mg/kg inositol ve 1,8 mg/kg tiamin bulundudu ve melas’in siikroz
yaninda diger bilesikler y6niinden de zengin bir bilesik oldugu ve dier seker kaynaklari ile
kargilastinldifinda maliyetinin daha dilsitk oldugu ve ramnolipid biyoylizeyaktif maddelerinin elde
edilmesinde kullanilabilecegi bildirilmistir [28].

Rida ve ark; karbon kaynagi olarak seker fabrikas: atik maddesi olan melastan ramnolipid
iiretimi Uzerine yapti§1 ¢aligmalarinda Pseudomonas aeruginosa’da 0,05 g/biomas ramnolipid elde
edildigini ve seker fabrikast attk maddesinin ramnolipid biyoyilzeyaktif madde Uretiminde
kullanilabilecegini bildirmiglerdir [35].

Sudhakar Babu ve ark (1996); ramnolipid elde edilmesinde bazt sentetik maddeleri ve
peynir alti suyunu besi ortami olarak kullanmig ve mikroorganizmalarin peynir alti suyu atik
maddelerinde spesifik btiylime oranlarip( ma) ve spesifik Orln olugturma oranlarinin (V)
sentetik besi ortamlarina gbre daha iyi sonuglar verdigini ve ramnolipid biyoylizeyaktif maddelerin
elde edilmesinde peynir alti suyu atik maddelerinin kullamlabilecegini bildirmiglerdir {37 |.

Dubey ve Juwarkar (2001) yaglardan izole ettikleri Pseudomonas aeruginosa BS2'nin
sentetik besi ortamlart ve peynir alti suyu ortamlarinda biyoytizeyaktif madde elde edilmesi Q1zerine
yaptiklan ¢aligmalarinda; sentetik besi ortaminda Pseudomonas aeruginosa BS2 kiitdrlerinin
fermantasyon ortaminda yllzey gerilimi 57 mN/m’den 27 mN/m'ye dugbrdiiptt ve 0,97g/1
ramnolipid biyoytizeyaktif madde elde edildigini, peynir alti suyu ortaminda ise ramnolipid

miktarinin 0,92 g/l oldugu, suyun yizey gerilimi 72 mN/m’den 27 mN/m’ye digtogd, kritik misel

22



konsantrasyonun 0,028 g/l oldugunu ve peynir alti suyunun biyoylizeyaktif madde elde
edilmesinde uygun bir substrat olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir [37].

1.7. Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Maddelerinin Kullamim Alanlan

Teknolojik gelismeler endiistriyel faaliyetlerde 8nemli role sahip olmasimin yaninda
meydana getirdikleri atik maddelerle dogal ¢evrenin kirlenmesine neden olmaktadir. Bu
kirleticilerin 6nemli bir kismu besin zinciri yoluyla canlilara girip onlara zarar vermektedir,

Son zamanlarda ABD’nin ulusal gevre arastirma konseyi raporlarina gére en az {i¢ yliz bin
bélgenin toprak ve yeralti sularimin kirletilmis oldugu bildirilmistir. Bunlarin temizlenmesi igin
asaf1 yukar bir trilyon ABD dolan gerekmektedir. Buda kirletilmis bolgelerde biyolojik
pargalayicilarin kullammina olan ilgiyi daha da arttirmaktadir. Ramnolipidler kontamine olmug
bolgelerde kirlenmeyi azaltan maddelere, terminal elektron tutuculara veya besin ve diger
temizleyici maddelere ilave edilerek kirletici maddelerin pargalanmasini artiran ve gevrenin kendi
kendisini yenilemesini saglayan bilesiklerdir [37].

Aromatik ve alifatik hidrokarbonlar olan hekzadekan, oktadekan, parafin penatren,
tetradekan, pristan ve kreostat gibi hidrokarbonlarla kirletilmis topraklarda ramnolipid
biyoylizeyaktif maddelerinin eklenmesinin biyolojik par¢alanmay: artirmast ile ilgili bir gok
¢alisma bulunmaktadir [38, 39]. ‘

Kirletiimis topraklarda saf kiltiirlerin veya ramnolipid biyoylizeyaktif maddelerinin
bulunmasinin biyolojik par¢alanmay: artirip artirmayacag veya engelleyip engellemeyecegi daha
¢ok mikroorganizmalarin cinsine baghdir. Pseudomonas tirleri difer tirlere gdre daha fazla
ramnolipid tiretmekte fakat Pseudomonas tirlerinin ramnolipidlere olan cevaplari birbirinden
farkhidir. Bunun yaninda toprak sistemlerinde ramnolipid olugumunun engeliemesinin nedeni daha
belli degildir. Buna ragmen yapilan ¢aliymalarda ramnolipidierin olusumunda karbon kaynaklarinin
dnemli oldugunu gostermektedir [ 18],

Ramnolipid biyoylizeyaktif maddelerinin  biyolojik pargalamay: artirmasinda  iki
mekanizma Onerilmektedir. Birincisi pargalayict hiicrelerin sayilarini  artirarak  hidrokarbon
¢OzUnlrldginG artirmak ikincisi ise hidrokarbonlan pargalayan hiicrelerin hidrofobik ylzeylerini
artirmak veya hidrofobik maddelere baglanmalanm kolaylastirmakur. Son yillarda yapilan
¢aligmalar hidrokarbonlann pargalanmasinda ikinci mekanizmanin daha etkili oldugunu

gostermektedir [18].
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Tablo.1.7. Ramnolipid biyoyiizeyaktif maddelerinin toprak ve sudaki kirliligi ortadan kaldirmas: (Lang S.,

Waullbrant D.1999).

{lave edilen Deney kosullari [ Etkisi | Referanslar |

ramnolipidler

RI+R2 P. aeruginosa’ nin topraksiz batik n-Cye avreimu: + Zhang  ve
kiiitlirQ deneyi n-Cg pargalanmasi: + Miller 1992

R1 4 tane P. aeruginosa’nin topraksiz batik | n-Cig parcalanmasi: +-~ Zhang  ve
kiiltiirli deneyi Miller 1994

R2-Metil ester, | 7 tane P. aeruginosa’nin topraksiz battk | n-Cg ve n-Cyg Zhang  ve

R2 kiiltlirit deneyi parcalanmasi: ++; +(R2) Miller 1995

R1 Petrolle kirletilmis toprakta kolon Bakteri nakli: + Bai ve ark
deneyleri 1997

R1 Petrolle kirletilmig toprakta kolon n-Cig nakli:  + Bai ve ark
deneyleri 1997

R1+R2 Pseudomonas sp. Petrolle kirletilmig n-Cigpargalanmasi; + Herman ve
toprakta kolon deneyleri ark 1997

P.geruginosa Alifatik ve aromatiklerle kirletilmis Alifatiklerin

UG2 alitvyonlu verimli toprak, dogal toprak | pargalanmasi: + Jain ve ark

ramnolipidleri kirleticileri Aromatiklerin 1992

parcalanmasi; +/-

P.aeruginosa Alifatik, aromatik ve klorath Ramnolipidlerin Van Dyke ve

UG2 aromatiklerle kirletilmis aliivyonlu topraklarda yaglarin ark 1993

ramnolipidleri verimli toprak deneyleri kaldinlmas: : +/-

P.aeruginosa Kumlu verimli toprak ve petrol Scheibenbog

UuG2 modellerinde kolon deneyleri Yaglarin kaldirilmasi: + en ve ark

ramnolipidleri 1994

P.aeruginosa Pseudomonas sp. penatren igeren Konsantrasyona bagli olarak Providenti

UG2 kumlu verimli toprak deneyleri penatren pargalanmasi: +/- ve ark 1995

ramnolipidleri

P.aeruginosa Havadaki karosenle kirletilmis topraklar | 3 zincirli PAH Deschences

uG2 (PAH), dogal toprak kirleticileri pargalanmasi:  +/- ve ark 1996

ramnolipidleri 4 zincirli PAH pargalanmasi: -

Kuvvetli pozitif etki: ++, Pozitif etki: +, Negatif etki: -, Etkisiz: +/-, PAH: Poliaromatik hidrokarbonlar

Oktadekanin biyolojik olarak parcalanmasinda mikrobiyal ylizey aktif maddelerinin etkisi

{izerine yapilan bir ¢alismada; amonyum tuzlan, fosfat, proteaz, pepton ve glikoz igeren besi

ortaminda Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 kiltirlerinin 300 mg/lt ye kadar degisen

oranlarda ramnolipid (rettigi, oktadekanin % S'nin pargalandify ramnolipid varhiginda ise

oktadekanin 84 saate % 20’sinin pargalandifint ayrica oktadekan'nin pargalanmasinda pH'ya bagh

olarak digOk konsantrasyondaki ramnolipidlerin y(ksek miktarlardaki ramnolipidlere gdre ¢ok
daha fazla etkili oldugu bildirilmistir {41].

Pseudomonas bakterilerinde ramnolipid biyoylizeyaktif maddeleri

izerine yapilan

¢ahigmalar; hlcre ylzeylerinin en o6nemli hidrofilik bilegiklerinden birisi olan LPS'nin
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kaybolmasiyla ramnolipid arasinda bir iliskinin oldugunu, LPS’nin kaybolmasiyla hiicrelerin
hidrofobik zelliklerinin artifim géstermektedir [39, 40].

Bakterilerin hiicre duvarlarindaki hidrofobik bilesiklerle ortamdaki hidrokarbonlu
bilesiklere baglanmalart arasinda siki bir iligkinin oldugu bilinmektedir Pseudomonas
aeruginosa’nin kiiltr ortamlarina ramnolipid biyoylizeyaktif madde ilave edilerek -oktadekan’in
pargalanmast {izerine yapilan bir ¢aligmada; yitksek hidrofobik &zellik gdsteren ve hekza dekan’a
%355-74 oraninda baglanan kiilttirler (ATCC 15442 ve ATCC 27853) ve diistik hidrofobik 6zellik
gisteren ve hekzadekan’a % 27-40 oraninda baglanan kiltiirler (ATCC 9027 ve NRRL 3198)
olarak iki gruba aynidi@ bildirilmistir. Ortama az miktarda ramnolipid (0,6mM) ilave edildiginde
oktadekanin par¢alanmasinin daha fazla miktarda (6 mM) ilave edilen ramnolipidlere gére 10 kat
daha hizli oldugu, hekza dekan’a g¢abuk baglanabilen kiiltiirlerin pargalanmalarinin daha yavas
oldugu hekzadekana yavas baglanabilen kiiltiirlerde ise oktadekan pargalama oraninin daha yfiksek
oldugu ve hekzadekan’a yavas baglanabilen kiilttirlerde ramnolipidlerin hiicre hidrofobikligini
artirirken hekzadekan’a hizli baglanabilen kiltiirlerde hiicre hidrofobikligini degismedigi
bildirilmistir [42].

Yapilan bir ¢alismada; benzin dokiilmily topraklarda Pseudomonas sp. DS10-129
ktltiirlerin 90 giin boyunca hticre sayisi, ramnolipid miktar:, hidrokarbonu pargalanma orani ve
Phaseolus aureus (fasulye) bitkisinin ¢imlenmesi sirasindaki kok, gdvde uzunlugu ve klorofil
igerigi gibi parametreleri arastinlmistir. Sonugta % 0,1 ve % 1’lik benzin bulunan toprak
karigimlarinda ramnolipid bulunan ve bulunmayan toprak &rneklerinde 60 giinde bakteri sayis1 4,6
x 10° CFU/g ve 4,2 x 10° CFU/g olurken 90 giinde bakteri sayisinda bir azalma oldugu, ramnolipid
bulunan toprak karigimlarinda ise hidrokarbonlarin 60 gtinde yaklasitk % 67 ve % 78’nin
par¢alandifi, Phseolus aureus bitkisinin kdk ve gévde uzunlugunun ve klorofil miktarinin arifini
bildirmislerdir [43].

1.7.1. Metal Kirleticilere Karys Ramnolipid Biyoy{lzeyaktif Madde Kullanimi

Endistriyel faaliyetler sonucu olusan kurgun, kadmiyum, bakir, ¢inko, demir, nikel, krom
gibi afir metaller canlt organizmalarda biyolojik birikime neden olan en dnemli kirleticilerdir. Bu

nedenle a@ir metallerin gevredeki olumsuz etkilerini azalmak gerekmektedir. Cevre koruma
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teknolojisi toprak ve sudaki afir metallere, metallerle kirletilmis kanalizasyon atiklarina ve toksik
atik maddelere karsi yeni yéntemler gelistirmektedir. Bu amag i¢in ramnolipidler:

1- Kanalizasyon ve atik sulardaki metallerin kaldiriimasinda

2- Kirletilmis topraklarda bulunan tarihi eserlerdeki kirletici metallerin kaldirilmasinda

3- Agir metallerle kirletilmis topraklarin temizlenmesinde kullamimaktadir.

Metal ve organik birlegiklerle kirletilmis topraklarda, organik bilesiklerin pargalanmasinda
kullamlarak metallerin toksin etkisinin azaltilmas: ve bdylece ekosistemin korunmast veya metal
kirliliginin azaltiimas: veya ortadan kaldirilmasinda kullanilabilecegi belirtilmistir [44].

Yapilan bir ¢aligmada toprak sedimentlerindeki agir metallerin kaldinlmasina, Bacillus
subtilis’in Urettigi surfektan, Pseudomonas aeruginosa’nin Urettigi ramnolipid ve Torulopsis
bombicola’nin trettii sopharolipid biyoyiizeyaktif maddelerinin agir metalleri (bakir 110 mg/kg ve
¢inko 3300 mg/kg) ortadan kaldirma degerleri arastirilmms buna gére; % 0,5'lik ramnolipidlerin
bakir'in % 65°ni ve ginko’nun % 18’ini ortadan kaldirirken, % 4’lilkk saphorolipid’in bakir'in %
25°ni ve ginko’nun % 60’m kaldirdigini, surfektan biyoyiizeyaktif maddeleri daha az etkili olup
bakir'in % 15°ni ve ¢inko’nun % 6°ni ortadan kaldirdifini, sedimentlerdeki ¢inko’nun % 90"1in
karbonat ve oksit partikilllere bakir’in ise % 70’nin organik partikiillere baglandigini ve ramnolipid
ve surfaktanin bakirdaki organik baglan kaldirirken saphorolipitlerin ise ¢inkodaki karbonat ve
oksit baglarini kaldirdigs bildirmislerdir [7].

Yapilan baska bir galigmada; ramnolipidlerin % 12,6’lik petrol ve gres yaji igeren
kirletilmis topraklardaki ginko ve bakir’in kaldiriimasinda kullanilabilecegi belirtilmistir [45].

Maslin ve Maier tarafindan yapilan OECD 301D biyolojik pargalanmas:t testlerinde
ramnolipidlerin kolay ve ¢abuk pargalandif bildirilmistir. Ayrica Jeneil Biyoytizeyaktif Madde
sirketi tarafindan Oretilen ramnolipidlerin OECD 202 omurgasiz canlilara toksik etkisi {izerine
yaptian testlerde ramnolipidlerin toksik etkisinin ¢ok diistik olduBu gosterilmigtir [17].

Cevreye dagiimig toksik metaller insan yasamy i¢in olumsuz etki yapmaktadir. Genellikle
bu gevrelerdeki metaller organik ve kolloidal maddelerie siki bir bag yapmaktadir. Anyonik yapida
ylizey aktif madde olan ramnolipidler bu metallerin kaldinimasini kolaylagtirmaktadir [7].

Ramnolipidier kadmiyum, kurgun, lantan, ginko, bakir gibi ¢esitli metalicre kargi yitksek
affinite ¢zellik g8stermektedir. Yapilan galigmalarla ramnolipidlerin topraktaki hem lantan't hem
de kadmiyum'u pargaladigimi gbstermektedir {46, 47, 48].

Dopada yaygin olarak bulunan gegitli metal kirleticilere kargt sabit kogullar altinda

ramnolipidlerin baglanma egilimleri izerine yapilan bir ¢aligma sonucunda Al” > Cu'?> Pb™ >
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Cd? > zn™ > Fe” > Hg? > Ca™” > Co™” > Ni "> Mn™ > Mg? > K*> oldugu buna gore
ramnolipidlerin toprakta ve suda bulunan civa, kadmiyum, kursun gibi metal kirleticilere ilk olarak
baglandil1 ve ramnolipidlerin metallere baglanma oranlari metallerle birlesen asetik asit, oksalik
asit, sitrik asit ve fulvik asitden ¢ok daha yiiksek oldugu ve uygun kosullar altinda toprak, gol, dere,
akarsu, ¢ay ve yeralt1 sularindaki metal kirleticilerinin kaldinlmasinda bagarili bir sekilde
kullanilabilecegi bildirmistir [49].

1.7.2. Organik Kirleticilere Karsi Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Madde Kullanimi

Baz topraklardaki kirletici organik maddeleri temizlemek igin basingl su kullanilmaktadir.
Bu ydntem topraktaki biyolojik pargalanmay: yavaglatmakta veya zorlagtirmaktadir. Bunun yerine
ramnolipid gibi mikrobiyal yiizey aktif maddelerin kullanimi dnerilmektedir [17].

Dogada organik kirletici bilegikler iki sekilde bulunmaktadir. Birincisi petrol ve klorlanmig
¢oziicitler gibi sucul olmayan sivi fazdaki (NAPL) kirleticiler. Ikincisi ise poliaromatik
hidrokarbonlar (PAH) dir. Bazi organik maddeler suda ¢oziinlirken bazi maddeler suda
¢oziinmemektedir. Ornegin NAPL (sucul olmayan sivi fazdaki Kirleticiler)’larin bulundugu
ortamlara biyoyiizeyaktif maddeler ilave edildiginde sucul olmayan sivilar (NAPL) arasindaki ig
ylizey gerilimini azaltmakta ve ¢dziinlirl8l 330 artirmaktadir [17].

Ramnolipidlerin sucul olmayan sivilari (NAPL) ¢Ozebilme kapasitesi veya molar
¢bzebilme orant (MSR), hekzadekan akil-benzil-stilfonat gibi sentetik ylizey aktif maddelerin molar
¢tzlinebilme oranindan 20 kat daha fazla oldugu bildirilmistir [17].

Topraktaki hekzadekan’1 ortadan kaldirmak igin yapilan bir galismada; ramnolipidlerin
hekzadekan'’in % 20°sini ortadan kaldirirken, sodyum dodesil stifat (SDS) (¢ok az miktarda) ve
Tween 80 (%6’sim kaldirmig) gibi sentetik ylzey aktif maddelerden ¢ok daha etkili oldugu
bildirilmistir [50].

Yapilan benzer bir ¢alismada; ramnolipidlerin oktadekan’t molar ¢dzebilme orani Triton X-
114 sentetik ylizey aktif maddelerin molar ¢6zebilme oranindan 10 kat fazla oldugu ve Corexit
0600 sentetik ylizey aktif maddesinden S kat fazla oldugu, ramnolipidlerin topraktaki penatren,
pren, poliklorabifeniller (PBC) ve ¢esitli poliaromatik hidrokarbonlari (PAH) kaldirmada hem
Triton X-100"den hem de Tween 60’dan ¢ok daha etkili oldugu bildirilmistir [17].
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1.7.3. Biyolojik Miicadelede Ramnrolipid Biyoyiizeyaktif Madde Kullanimi

Ramnolipid biyoylzeyaktif maddelerin Pythium aphanidermatum, Phytophtora capsici ve
Plasmopora lactucae gibi bitki patojenlerinin zoosporlarina kars: ytiksek etki gésterdigi 5 mg/lt ile
30 mg/lt’e arasinda degisen konsantrasyonlarda ramnolipidlerin bir dakikadan daha kisa bir stirede
patojenlerin zoosporlar igerisine girerek hareketlerini kisitladig: ve lizis ettigi bildirilmigtir [51].

Haferburg ve ark (1987) tarafindan yapilan bir ¢aligmada; ramnolipidlerin tiitiin mozaik
virisli ve patates X viriisii ile enfekte edilmis Nicotiana glutinosa yapraklarinda biyolojik kontrol
i¢in kullarulabilecegini bildirmislerdir [28].

Saccharomyces cerevisiae maya hiicreleri lizerine Pseudomonas sp. S-17 kiltiirlerinin
trettigi PS biyoylizeyaktif maddeleri ve sentetik yilzey aktif madde olan Triton X-100’{in maya
hiicrelerinin ayrimi, enzim aktiviteleri ve protein salimmlarinin hiicre zan gegirgenligine etkileri
{izerine yapilan bir ¢aligmada; biyoyiizeyaktif maddelerin hiicre killtiirlerinde bitylime kinetiklerini
etkilemedigi, Triton X-100’{in membran proteinlerini ve hiicredeki polipeptidleri degistirdigini ve
sonugta Triton X-100 ve PS biyoyilzeyaktif maddeleri maya hiicrelerinin intrasellitlar yapilari

etkilemezken hiicre y{izeylerinde benzer etkilere sahip oldugu bildiriimistir [52].

1.7.4. Saghk ve Kozmetik Alaninda Ramnplipid Biyoyiizeyaktif Madde Kullanimi

Kozmetik ve saglik endistrisinde kullamlan (riinlerin bliytk bir béldmiinde c¢esitli
slirfektanlar katkt maddesi olarak kullanilmaktadir. Kontak lens soliisyonlarinda, sag boyasi ve
bakimi Griinlerinde, deodorant, tirnak bakimi, dudak boyast, g6z maskaralarinda, dis macunu ve dis
temizleme Uriinlerinde, bebek bakimi diriinlerinde, antiseptik, after shave ve nemlendirici Griinlerin
yapisinda gesitli ylzey aktif maddeler katilmaktadir. Japonya'da Iwata sirketi ramnolipidleri
kozmetik trlnlerinde katk: maddesi olarak kullanmaktadir. Son zamanlarda kozmetik endUstrisinde
lipozom ve emfilsiyon yapiminda ramnolipidlerin kullamimiyla ilgili patentler alinmistir {2,29].

Pseudomonas aeruginosa tarafinda tretilen ramnolipidler ve Bacillus subtilis ve Bacillus
licheniformis tarafindan Gretilen lipopeptidler biyoasidik ajan olarak tedavi amaciyla
kullanilabilecegi bildirilmigtir {2].

Birgok bakteri, maya ve funguslar gesitli karbon kaynaklarinda farkh kimyasal 8zellikte ve
molekiller agirlikta biyoylizeyaktif madde sentezledifi bildirilmistir. Bazt mikroorganizmalar

gliserol, glikoz, etanol, parafin, soya yaf, musir yafi ve zeytin ya gibi farkli karbon
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kaynaklarinda Ureyebildigi ve ramnolipid yapisinda biyoylizeyaktif- madde sentezledigi
bilinmektedir. Caligmamizda melas, silempe ve peynir alti1 suyu gibi seker ve siit fabrikas: atik
maddeleri karbon kaynaklar: olarak kullamlarak bazi endiistriyel atik maddelerden mikrobiyal yolla
ramnolipid biyoylizeyaktif madde elde edilmeye caligiimistir. Bu amag igin ©n iglemlerden
gecirilmis melas, silempe ve peynir altt suyu atik maddelerinde lireyip goZalabilecei diigiincesi ile
Pseudomonaceae  ailesine  ait  Pseudomonas aeruginosa ve  Pseudomonas putida

mikroorganizmalar kullaniimigtir.
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2- MATERYAL VE METOT

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullamlan Mikroorganizmalar

Bu ¢aligmada kullanilan Pseudomonas aeruginosa DMS 50071 ve Pseudomonas putida
Firat Universitesi ve Anadolu Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Mikrobiyoloji koleksiyonlarindan temin edilmistir.

Pseudomonas aeruginosa DMS 50071 susu, 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda
steril edilmig 200 m! Nutrient Broht (Oxoid) besiortamina steril kogullarda ilave edilmistir.
37°C’de 100 r.p.m dongisel calkalama hizina ayarlanmig inkilbatorde 48 saat siireyle
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra Orneklerden steril kosullarda agafida igerigi verilen
Triptik Soy Agar’a (Oxoid) ¢izgi ekimi yontemi ile ekim yapildi ayni islemler Pseudomonas
putida iginde yapilmustir.

Kiiltiirler 37°C*de 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi olugan
kolonilerden alinan 6rnekler ¢aligmada kullanilmak {izere 6nceden hazirlanmig yatik Nutrient
Agar besiortamina 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona tabi tutulmustur. Kiiltiirler daha sonra
kullanilmak iizere +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Stok kiiltiirler her 20 giinde bir

Nutrien Agar’li yatik besiortamina pasajlan yapilmistir [3, 4].
2.1.2. Kullanilan Kiiltiir Ortamlan

Caligmamizda kiiltir ortamlarinda kullanilan melas ve silempe seker fabrikasinin yan
{irlinler olup, melas Elazig Seker fabrikasindan, silempe ise Eskigehir $eker Fabrikasindan
temin edilmigtir. Bir diger gida fabrikasi atik maddesi olan peynir altr suyu ise Elaziy Siit
Fabrikasindan temin edilmigtir.

Melas igerdigi bazi kolloidal bilegik ve agir metalleri (Cu, Fe, Pb, vb.) uzaklagtirmak
amaciyla 8n iglemlerden gegirilmigtir. Bunun igin; 170 gr melas 300 ml distile su iginde
kangtirtlarak ¢dziinditkkten sonra iizerine 50 ml distile suda ¢8ziinen 0,3 gr potasyum trisiyanat
¢ozeltisi konulmustur. Tiim ¢dzelti distile su ile 500 ml'ye tamamlands ve iyice karigtinilnugtir.
Bir gece +4°C’de bekletilen melas ¢zeltisinden istenmeyen bazi bilesikler arindirildi ve berrak

bir melas ¢8zeltisi elde edilmigtir [5].

30



Elde edilen melas besiortamimin toplam geker igerii yaklasik % 54 civarinda
oldugundan distile su ile % 5 oraninda seyreltilmigtir. Ayni islemler silempe besiortam: iginde
yapilmustir.

Peynir alt1 suyu’da igerdigi proteinlerden arindirmak igin 6n iglemlerden gegirilmistir.
Bunun igin; peynir alt: suyu 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika siireyle
otoklavlanmig ve bir gece +4 °C’de bekletildikten sonra yesilimsi sar renkte berrak peynir alt:
suyu besiortami elde edilmistir [5].

2.1.3. Kullanilan Besiyerleri

2.1.3.1. Triptik Soy Agar (Merck)

Patates infilsyonu 4 gr/lt
D(+) glikoz 20 gr/lt
Agar-agar 15 gr/lt

Triptik Soy Agar litrede 39 gr/lt olacak sekilde distile suda ¢oziindiiriilerek otoklavda
121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edildikten sonra kullanild:.

2.1.3.2. Nutrient Broth (Oxoid)

Et ekstrakt 4 gr/lt
Pepton 20 gr/lt

Nutrient Broth litrede 24 gr/lt olacak sekilde distile suda ¢8ziindilrillerck otoklavda

121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edildikten sonra kullaniidi.

2.1.3.3. Nutrient Agar (Oxoid)

Et ckstrakt 4 gr/lt
Pepton 20 gr/lt
Agar-agar 15 gr/lt

Nurtient Agar litrede 39 gr/lt olacak sekilde distile suda ¢dziinditrillerek otoklavda

121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika stire ile steril edildikten sonra kullamlds.
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2.1.3.4. Miiller Hinton Agar (Oxoid)

Et ekstrakt 2 gr/lt
Kazein hidralat 17,5 gr/lt
Nigasta 1,5 gr/lt
Agar-agar 17 gr/it

Miiller Hinton Agar litrede 38 gr/lt olacak sekilde distile suda ¢oziindiiriilerek
otoklavda 121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edildikten sonra kullanildi.

2.1.3.5. Minimal Besiortami

KH,PO, 2,9 gr/lt
Na,HPO, 7,6 gr/lt
NH(CI 1,0 gr/it
MgSO, 0,5 gr/lt
Glikoz 1,8 g/lt

Minimal besiortam: distile suda ¢oziindiriilerek otoklavda 121°C'de 1,1 atmosfer
basingta 15 dakika siire ile steril edildikten sonra kullanildi. Besiortamina glikoz 50 ml distile
suda ¢6ziindiriildiikten sonra 0,22 ul disposable miliporlardan steril edilerek ortama ilave

edilmistir.

2.1.3.6. Melas Besiortami

KH,PO, 2.9 gr/it
Na,HPO, 7,6 gr/lt
NH,C! 1,0 gr/lt
MgSO, 0,5 gr/lt

Melas % 5 ve % 10°luk seklinde distile su ile seyreltildi ve 10 M NaOH ve 3M H,S0,
kullanilarak pH 6’ya ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika

siire ile steril edildikten sonra kullamilmistir.



2.1.3.7. Silempe Besiortam

KH,PO, 2,9 gr/lt
Na,HPO, 7,6 gr/lt
NH,CI 1,0 gr/lt
MgSO, 0,5 gr/it

Silempe % 5 ve % 10°luk seklinde distile su ile seyretildi ve 10 M NaOH ve 3M H,SO,
kullanilarak pH 6’ya ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika

siire ile steril edildikten sonra kullaniimigtir.

2.1.3.8. Peynir Alt1 Suyu Besiortam

KH,PO,4 2,9 gr/lt
Na,HPO, 7,6 gr/lt
NH,CI 1,0 gr/lt
MgSO; 0,5 gr/lt

Peynir alti suyu ortam1 10 M NaOH ve 3M H,SO, kullanilarak pH 6’ya ayarlandiktan
sonra otoklavda 121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edildikten sonra

kullanilmigtir..

2.1.4. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Fermentasyon sonrast ramnolipid ekstraksyonu igin Metanol (merck), Hekzan (merck),
Kloroform (merck), Asetonitril (merck), Etanol (merck), Rhamnoz, Fosforik asit, hidroklorik
asit (HCI), Sulfirik asit (H,SO,), Sodyum hidroksil (NaOH), Baryum kloriir (BaCl), Sodyum
kloriir (NaCl), Fenol (C,HsOH), Dinitrosalisik asit, Gtimils stilfat (AgSO,), Civa siilfat
(HgSO,), Potasyum kromat (K,CrO;), Demir amonyum stlfat, Potasyum ferri siyanilr,

Aminoantipirin.

2.1.5. Kullanilan Aletler

Fermantasyon igin inkiibasyon ortamt olarak Gerhardt Termoshake Calkalamal Etilv,

Clifton Calkalamali Su banyosu, Hettich Rotofix 32 Santiftj, kolorimetrik analizler igin Celcil
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5000 UV/VIS spektrofotometre ve HPLC-ES-MS Hewlett Packard Waters 2690 Separation
Module ve Novapak C;s (100 mm x 8§ mm , 4 um) kolonu kullanilmistir.

2.2. METOT
2.2.1. Mikroorganizmalarm Kiiltiir Ortamlarina Ekimleri ve inkiibasyonu

Caligmada kullanilan fermantasyon ortamlarina Pseudomonas aeruginosa DSM 50071
mikroorganizmalarin ekimi igin stok kiiltiirlerin bulundugu yatik Nutrient Agar tiiplerine Mc
Farland 1 (% 1’lik H,SO, ¢6zeltisinden 9,8 ml + % 1’lik BaCl; ¢6zeltisinden 0.2 ml ) bulanikhik
tiipiine esdeger bulanmkliga gelinceye kadar steril serum fizyolojik su (% 0,9 NaCl) ilave edilmis
ve homojen bir bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Bu siispansiyondan (300x10°) steril
kosullarda kiiltiir ortamlarina ekimleri yapiimistir [3, 4, 54].

Fermantasyon igin Gerhardt Termoshake calkalamali etiiv kullaniimigtir 250 ml
erlenmayer igine 50 ml olarak hazirlanan kiiltiir ortamlan ¢ift paralel olarak calkalamali

inkiibatdr’de 100 (r.p.m)’de 37°C sicaklikta fermantasyona birakilmistir.
2.2.2. Kiiltiir Ortamlarinda Uremelerin Ol¢iilmesi

Kiiltiirlerde tiremenin dl¢iilmesi McFarland ydntemine gére yapilmigtir. Bu amag igin
oncelikle 545 nm dalga boyunda Celcil 5000 UV/VIS spektrofotometre’de kdre karst
McFarland standart egrisi gikariimigtir. Ktiltiir ortamlarinda liremenin saptanmast i¢in Srekler
kore karg1 okunmugtur. Bulunan optik yogunluk degerlerine karsilik gelen bakteri sayist standart
egriden hesaplanmug (Sekil 2.1.) ve m1"deki bakteri sayisi olarak verilmigtir [54].

Ayrica kiiltiir ortamlarinda logaritmik dénemde hilcre bdliinme sliresi de asafida
belirtilen formiillere gore hesaplanmustir [66, 67]. Buna gére;

log N - loez No

- Bolitnme sayist (N):
log 2

t (slire)

Béliinme siiresi (g):
N (Bdliinme sayist) gdre hesaplanir
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2.2.3. Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Madde Miktarmin Olgiilmesi

Ramnolipid miktarinin tayini i¢in Dubois ve ark. (1956) onerdigi fenol siilfirik asit
metoduna gdre kolorimetrik olarak yapilmigtir. Bunun igin ilk olarak Ornekler 10 ml % 80
etanol’de 4 saat siireyle oda sicaklifinda bekletildi. Daha sonra 0,2 pl disposable miliporlarda
filtre edildi. ve 0,5 ml &rnek deney tiiptine konuldu. Uzerine 5 ml % 5°lik fenol gozeltisi
eklendi. Daha sonra 2,5 ml siilfiirik asit eklendi ve vorteks’de galkalandi. 30 °C sicaklikda 20 dk
bekletildi. 490 nm dalga boyunda kére kars1 Celcil 5000 UV/VIS spektrofotometre’de okuma
yapildi. Onceden hazirlanan standarda gore (Sekil 2.2.) ramnolipid miktart hesaplanmugtir [55].

2.2.4. Indirgen Seker Miktarinm Ol¢iilmesi

Kiiltiir ortamlarindaki indirgen seker miktar1 dinitrosaliksilik asit (DNS) ydntemine
gore yapilmustir. Bu amag igin 0,5 ml 6rnek iizerine 1,5 ml DNS ilave edilmis tiipler 10 dk. siire
ile kaynar su banyosunda tutuldu ve daha sonra sogutuldu. Celcil 5000 UV/VIS
spektrofotometre’de 550 nm dalga boyunda kore karsi okuma yapildi. Bulunan optik yogunluk
degerleri standarda gore (Sekil 2..3.) g/lt cinsinden indirgen seker miktar: olarak hesaplanmugtir
[3,4].

2.2.5. Kimyasal Oksijen Istek (K.O.i) Yiikiin Ol¢iilmesi

Ornekleri kimyasal oksijen istemi yiikii Rant ve ark. nerdigi yonteme gore yaptlmugtir.
20ml 8rnek (bakteri hiicrelerinden arindiriimig ve 1/100 oraninda sulandirtlmig kitltiir ortami)
tizerine 5 ml glimus stilfatls stilfirik asit ile 0,4 gr HgSO, ilave edilip kangtirtldi. Bu karigima 10
ml 0,25 N K,CrO; ilave edildi. 25 ml giimilg stilfath stilfirik asit ¢8zeltisi yavasca ilave edilip
balon iyice kargtirilds. 2 saat siire ile kaynatilan balonlar sogutulup toplam hacim 140 ml olacak
sekilde distile su ilave edildi. Balonlardaki &rneklerin her birisine bir kag¢ damla (2-3) ferroin
indikatdril ilave edilip 0,1 N Demir amonyum siilfat (Fe(NH,)2(SO;,),) ile renk kirmiziya ddnene
kadar titre edildi. Titrasyon sonucu K.O.l. ylikii mg/lt cinsinden asagidaki formiile gére
hesaplanmgtir [3, 4].

(Vn —-V;) x N x 8000

K.O.L (mg/lt) =
Y
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Vo = Kore sarf edilen demir amonyum siilfat miktar1
V: = Ornege sarf edilen demir amonyum siilfat miktar1
V = Alman ml numune miktari

N = Demir amonyum siilfat normalitesi
2.2.6. Toplam Fenol Miktarimin Olgiilmesi

Orneklerdeki total fenol miktar1 kloroform-ekstraksiyon metoduna gére yapilmistir. Bu
amag icin ilk dnce orneklerin pH’st 10°a ayarland: ve fizerine 4 aminoantipirin ilave edilip
kangtirildi. Karigimin {izerine potasyum ferrisiyaniir ilave edilip sar1 renk olusmasi baklendi.
Daha sonra ard arda 3 kez kloroform ekstraksiyonu yapildi ve ekstraklar birlestirilip 460 nm
dalga boyunda Celcil 5000 UV/VIS spektrofotometre’de kére karst okundu. Bulunan absorbans
degerleri standarda gore (Sekil 2.4.) gr/lt cinsinden total fenol miktar olarak hesaplanmistir 3,
4].

2.2.7. Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Maddelerin Antimikrobiyal Etkisi

Bu c¢alismada Pseudomonas aeruginosa’nin melas ve peynir alti suyu kiiltiir
ortamlarindan elde edilen ramnolipid biyoyiizeyaktif maddelerinin disk difiizyon ydntemine
gore bazi bakteri ve mayalara karst antimikrobiyal etkileri aragtirtlmigtir.

Calismada kullanilan mikroorganizmalar Firat Universitesi Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonlarindan alinmistir. Arastirmada; Escherichia coli
ATCC 25922, Bacillus cereus FMC 3, Bacillus subtilis, Klebsillea pneumoniae FMC 5,
Enterobacter acrogenes CCM 2531, Staphylococcus aureus bakterileri ile Saccaharomyces
cerevisiae ve Candida sp. mayalan kullaniimistur.

Bunun igin; Kkiiltiir ortamlarindan metanol : kloroform (2:1)'da ekstrakte ecdilen
ramnolipid biyoyiizeyaktif maddeleri 6 mm ¢apindaki (Whaltman no 4) disklere 0,1 ml
emdirilmistir. Kontrol olarak da steril su kullanilmugtir. Kargilagtirma amaciyla kullanilan
standart antibiyotik diskler streptomsin  sillfat, tobramisin ve nistatin Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim dalindan temin edilmistir.

Bakteriler Nutrient Broth (Oxoid)'a agilanarak 30°C’de, mayalar malt ekstrakt Broth
28°C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Erlenmayerde sterilize edilen ve 45-50°C’ye kadar
sogutulan Miiller Hinton Agar (Oxoid)’a yukarida belirtildigi gibi hazirlanan bakteri

(10°adet/ml) ve maya (10%adet/ml) kiiltiirlerinden % 1 oraninda agilanarak iyice ¢alkalandiktan
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sonra 9 cm capindaki steril petri kutularma Muller Hinton Agar besiyeri homojen bir gekilde
dagilmasi saglanmustir [26].

Katilasan Miiller Hinton agar {izerine rhamnolipid emdirilmis diskler yerlestirilmigtir.
Bu sekilde hazirlanan petri kutular: 4°C’de 1 saat bekletildikten sonra bakteriler 37°C’de,
mayalar ise 28°C’de inkiibe edilmistir. Caligma ¢ift paralel olarak yiiriitiilmiis ve olusan

inhibasyon zonlari mm olarak degerlendirilmistir [26].
2.2.8. Kiiltiir Ortamlarindan Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Maddelerin Ekstraksiyonu

Mikroorganizmalar 6n islemlerden gegmis melas, silempe ve peynir alti suyu kiiltiir
ortamlarinda gelismeye birakilmigtir. 15 giin sonra kiiltiiriin pH’s1 10 M NaOH kullanilarak
8,0’e ayarland1 ve 20 dak. 5.000 devirde santrifiij edildi. Daha sonra kiiltiir ortaminin pH’s1 3
M H,;S80, ile 2’ye ayarland: ve esit hacimde kloroform (merck) : metano! (merck) (2:1) ilave
edildi. 10 dk. calkalamal: etiivde galkalandiktan sonra 10 dk 5.000 devirde santrifiij edildi.

Ekstraksiyon bir kere daha tekrarlandi. A¢tk sari renk iiriin elde edildi. Metanol’ de
¢oziindii ve 0,22 pm’lik disposable miliporlarda filtre edildi [18].

2.29. Kiiltiir Ortamlarindan Uretilen Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Maddelerin Yiiksek
Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)’de Analizleri

Melas ve peynir alti suyu gibi substratlarda gelisebilen kiiltiirlerden ekstrakte edilen
ramnolipid biyoyiizeyaktif maddelerin yapisi gradiyent yéntemine gore yiiksek performansii
sivi kromatografi kullanilarak analiz edilmigtir. Caligmalarimizda HPLC-ES-MS Hewlett
Packard Waters 2690 kullanildi. Ramnolipid biyoyilzeyaktif maddelerin tanimlanmasit igin
Novapak Ciz (100 mm x 8 mm , 4 um) kolonu kullantimistir.

izole edilen ramnolipid 8rnekleri havada kurutuldu ve asetonitril, bromasetofenol ve
trietilamin (1:4:2) igerisinde ¢dziindiirlildi ve 80 °C’de 1 saat bekletildikten sonra 0,22 pm’lik
disposable miliforlarda filtre edilmigtir [18).

Ramnolipid biyoytizeyaktif madde yliksek performansh sivi kromatografi (HPLC) de
gradiyent yontemine gtre ( 3 dk 50:50 v/v’de, 19 dk. 50:50’den 100:0°a v/v'de, 5 dk 100:0
v/v'de, 3 dk 100:0°dan 50/50 v/v'de ve 10 dk 50/50 v/v'de) dakikada | ml asetonitri! ve fosforik
asit ¢6zliciileri akitilarak 244 nm dalga boyunda 8l¢limler yapild: {18].

37



0,6
0,5 -
04 -
0.3
0,2
0,1

0 : | 1 — — )

0 300 600 900 1200 1500 1800

Absorbans (545nm)

Toplam hiicre sayis1 (106/ml)

Sekil. 2.1. Toplam hiicre sayisi standart egrisi

0,7
0,6

0,5 W
0,4
0,3
0,2 -
0,1

Absorbans (490 nm)

0 T T T T T N T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Rhamnoz (mg/T)

Sekil. 2.2, Ramnolipid standart egrisi

38



O ¢
W N %]
S 1 -

Absorbans (550 nm)
L
N

(=
-
ol
!

Indirgen seker miktar: (mg/lt)

Sekil, 2.3. Indirgen geker miktar: standart eBrisi

0,9 -
0,8 -
0,7
0,6 ]
0,5
0,4 -
0,3 4
0,2 -
0,1 4

Absorbans (460 nm)

T T T T

S 10 15 20 25

Fenol miktar1 (mg/lt)

30

35

Sekil.2.4. Toplam fenol miktar: standart egrisi

39



3. BULGULAR

3.1. Kiiltiir Ortamlarinda Mikroorganizmalarm Uremesi

Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas putida’nin melas, silempe ve peynir alt1 suyunu
kdlttir ortam1 olarak kullanmas: ve iiremesi tizerine yaptiimiz ¢aligmada tablo 3.1.’de goriildiigii
gibi her iki mikroorganizma minimal besiortaminda tiredigi, Pseudomonas aeruginosa minimal
besiortami igeren ve icermeyen % S ve % 10 melas ortamlarinda {irerken, minimal besiortamu igeren
% 5 ve % 10 silempe ortam: ve silempe ortamlarinda tiremedigi, yine minimal besiortami1 igeren
peynir alt1 suyu ve peynir alti suyu ortamlarinda tiredigi goriilmiistiir.

Pseudomonas putida ise minimal besiortami igeren % 5 ve % 10 melas ortamlarinda ve
peynir altt suyu ortamlarinda tiredigi bunun yaninda minimal besiortami igermeyen melas ve peynir
altt suyu ortamlarinda ve % 5 ve % 10’luk silempe ortamlarinda ise her hangi bir {ireme
gostermedigi gbriilmiistiir.

Tablo.3.1. Mikroorganizmalarin kiiltiir ortamlarindaki gogalmasi

Kiiltiir ortamlar Pseudomonas aeruginosa | Pseudomonas putida
Minimal besiortami + +
Minimal besiortami + % 5 Melas + +
Minimal besiortami1 + % 10 Melas + +
Melas (% 5 ve % 10 melas) + -
Minimal besiortami +% 5 Silempe - -
Minimal besiortam1 + % 10 Silempe - -
Silempe - -
Minimal besiortami1 + peynir alt1 suyu + +
Peynir alt1 suyu + -

Pseudomonas aeruginosa’min toplam hiicre sayist 31,5x10°/ml ile en fazla minimal
besiortam igeren % 5 melas kiiltlir ortaminda oldugu, % 10 melas ortaminda ise toplam hiicre
sayistnin 22,5 x10%/ml oldugu toplam hiicre sayis1 % 5 melas ortaminda % 10 melas ortamina gbre
daha fazla miktarda oldugu goriilmugtiir. Peynir alti suyu ortaminda ise toplam hiicre sayis1 miktari
18,5 ve 9,5x10°/ml olmustur.
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Pseudomonas putida ise toplam hiicre sayis1 miktar1 en fazla 2,5x10%/ml ile minimal
besiortamu iceren % 5 melas kiiltlir ortaminda olmustur. % 10 melas igeren kiiltlir ortaminda ise
toplam hiicre sayis1 1,4 x10°/ml olmustur. Minimal besiortam igermeyen melas ve peynir alt1 suyu
ortamlarinda her hangi bir tireme gérilimemistir. Minimal besiortami igeren peynir alt1 suyunda ise
toplam hiicre sayis1 1,9x10%/ml oldugu, buna gore melas ve peynir alt: suyu kiiltiir ortamlarindaki
toplam hticre sayis1 P. aeruginosa’da P. putida’ya gére daha iyi oldugu goriilmiigtiir.

Tablo.3.2. Kiiltiir ortamlarinda Pseudomonas aeruginosa’nin toplam hiicre sayilari x10%ml (A: Minimal
besiortami, B: Minimal besiortami + % 5 melas, C: minimal besiortami + % 10 melas D: Melas, E: Minimal

besiortami + peynir alt1 suyu, F: Peynir altt suyu)

Zaman (Saat) A B C D E F
0 - - - - - -
24 1,9 10,5 8,0 56 5,0 1,6
36 3,6 15,6 11,2 8,7 6,3 2,0
48 42 20,5 19,8 21,0 14,1 8,9
72 4,3 32,4 20,6 23,0 18,0 9,1
90 48 31,5 22,5 246 18,5 9,5

Tablo.3.3. Kiiltir ortamlarinda Pseudomonas putida’nin toplam hiicre sayilan x10%ml (A: Minimal
besiortami, B: Minimal beisortami + % 5 melas, C: minimal besiortami + % 10 melas D: Melas, E: Minimal
besiortam + peynir alt1 suyu, F: Peynir alt: suyu)

Zaman (Saat) A B C D E F
0 - - - - - -

24 1,6 3,2 0,9 - 1,2 -

36 2,5 3.8 8.8 - 3,3 -

48 3,1 14,7 9,5 - 5,5 -

72 11,7 16,9 10,6 - 12,7 -

90 12,5 18,5 13,2 - 13,9 -

Pseudomonas aeruginosa’nn kiiltiir ortamlarindaki boliinme zamanlarn ise minimal
besiortaminda 28,2 dak., minimal besiortarm igeren % 5 melas’da 18 dak. minimal besiortami
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iceren % 10 melas’da 26 dak. melas kiltlir ortaminda 19dak., minimal besiortami igeren peynir alt1
suyu ortaminda 28,5 dak. ve peynir alt1 suyu ortaminda ise 29,7 dak oldugu goriilmiigtir.

Toplam hiicre say1si (x109/ml)

A B C D E F
Kiiltlir ortamlan (90 saat)

Sekil. 3.1. Pseudomonas aeruginosa’nin kiiltlir ortamlarindaki toplam hiicre sayis1 (A: Minimal besiortami,
B: Minimal besiortam + % 5 melas, C: minimal besiortami1 + % 10 melas D: Melas, E: Minimal besiortami +
peynir alt1 suyu, F: Peynir alt1 suyu)

Toplam hiicre say1s1
(x10%/ml)

A B C D E F

Kitiir ortami (90 saat)

Sekil. 3.2. Pseudomonas putida’nin kiiltiir ortamlarindaki toplam hiicre sayis1 (A: Minimal besiortami, B:
Minimal besiortami + % 5 melas, C: minimal besiortam + % 10 melas D: Melas, E: Minimal besiortam +
peynir alti suyu, F: Peynir alt1 suyu)
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Pseudomonas putida kiiltlir ortamlarindaki bsliinme zamanlarin ise minimal besiortaminda
26 dak, minimal besi iceren % 5 melas ortaminda 19,8 dak, minimal besiyeri igeren % 10 melas
ortaminda 27,3 dak ve minimal besiortami igeren peynir alti suyunda ise 30 dak. oldugu
gorillmiistiir.

3.2. Melas Kiiltiir Ortammda Mikroorganizmalar Uremesi ve Ramnolipid Eldesi

Elaz1g seker fabrikasindan temin ettiimiz melas ortami, seker fabrikalarinin yan {irtinii
olup koyu kahverenkte kolloidal bir bilesiktir. Melas bilesim zenginligi yoniinden yurdumuzda bazi
endistri  kollarinda kullamimaktadir. Igerisinde kompleks polisakkaritler invert gekerler,
karbonhidrat olmayan gesitli bilegikler, koyu renkli azot iceren polimer bilesikler, inorganik iyonlar,
malik asit, sitrik asit, laktik asit, formik asit gibi organik asitler bulundurmaktadir.

Melas kiiltlir ortaminda mikroorganizma kiiltiirlerinin ireme ve ramnolipid sentezleme
yetenegini belirlemek amaciyla yaptigimiz caligmalarda zamana bagli toplam hiicre sayisi,
ramnolipid biyoyiizeyaktif madde miktari, indirgen seker miktari, kimyasal oksijen istegi, toplam
fenol miktar1 Tablo 3.4.’de verilmigtir.

Melas ortami kullanilarak yapilan denemelerde Pseudomonas aeruginosa’nin zamana bagl
olarak toplam hiicre sayisinda artma oldugu 90. saat’te 24,6 x 10°/ml olduu ve en yiksek
ramnolipid miktar1 72. saat’te 0,78 g/l ile oldugu goriilmistiir. Indirgen seker miktarimn ise zamana
bagli olarak 24,5 g/I’ den 11,4 g/I’ ye dstiigi, kimyasal oksijen isteginde 36,4 g/1’ den 16,5 g/I’ ye
diigtiigti ve kirlilik yiiklintin belirlenmesinde nemli faktdrlerden birisi olan toplam fenol miktari ise
2,2 g/’ den 1,64 g/I’ ye diistiigli gbriilmiigtiir.

Seker fabrikasi endistrisi atik maddesi olan melas kiiltlir ortaminda 90 saat sonra kimyasal
oksijen isteginde % 55, fenol miktarinda % 26,5 ve indirgen seker miktarinda % 4,5’lik bir azalma
oldugu goriilmiigtiir.

Yapmig oldufumuz caligmada zamana bagli olarak toplam hiicre sayisinda bir artma
olurken ramnolipid miktarinda da bir artma oldugu buna bagli olarak indirgen seker miktarinda,
kimyasal oksijen yiikiinde ve toplam fenol miktarinda bir azalma olmugtur.

Pseudomonas putida minimal besiortam: igeren % 5 ve 10 melas ortaminda toplam hiicre
sayisin 18,5 ve 13,2 x10°/ml oldugu melas ortaminda ise {ireme gostermedigi goriilmiistiir.
Pseudomonas aeruginosa seker konsantrasyonunda Pseudomonas putida gbre daha iyi tredigi
goriilmiigtiir.
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Tablo. 3.4. Melas ortamunda geligebilen Pseudomonas aeruginosa’nin iireme ve ramnolipid biyoylizeyaktif
madde miktarinin zamana bagli degigimi

Zaman Hiicre say1st Ramnolipid | Indirgen seker | Kimyasal oksijen | Toplam fenol

(saat) (x10°/ml) miktar1 (g/1) miktan (g/1) istegi (g/) miktar1 (g/1)
0 - - 24,5 36,4 2,20
24 5,6 0,36 20,3 22,5 2,10
36 8,7 0,44 18,5 17,3 2,04
48 21,0 0,50 14,3 17,1 1,75
72 23,0 0,78 12,2 16,8 1,64
90 24,6 0,75 11,4 16,5 1,60

3.3. Peynir Alt1 Suyu Kiiltiir Ortaminda Mikroorganizmalarin Uremesi ve Ramnolipid Eldesi

Peynir alt1 suyu siit peynir imalat sirasinda siitten peynir mayast yardimiyla kazeininin
¢oktiiriilmesinden kalan yesilimsi sar1 renkli sividir. Yurdumuzda her yil yaklagik 800 bin ton
civarinda peynir alt1 suyu olugmakta ve hemen hemen hi¢ degerlendirilmeden araziye veya alici
ortamlara birakilmaktadir. Bilesim yoniinden ¢ok zengin olan bu madde igerisinde laktoz, protein,
organik asitler, vitaminler ve mineral maddeler igermektedir.

Peynir alt1 suyu ortaminda mikroorganizma kiiltiirlerinin tireme ve ramnolipid sentezleme
yeteneginin zamana bagli toplam hiicre sayisi, ramnolipid miktari, indirgen seker miktari, kimyasal
oksijen istegi (KOI) tablo 3.5.’de verilmistir.

Peynir alt1 suyu ortamu kullamlarak yapilan ¢aligmalarda P. aeruginosa’nin zamana baglh
olarak hiicre sayismn artiz 90 saat’te 9,5 x10°/ml oldugu, ramnolipid biyoyiizeyaktif madde
miktarinin en yiiksek 0,48 g/l oldugu gérillmiigtiir.

Peynir alt1 suyu ortaminda indirgen geker miktari zamana bagli olarak 3,1 g/’ den 2,6 g/l’ye
diistigti, kimyasal oksijen isteginin 12,5 g/I’ den 8,4 g/I’ ye distiigti goriilmiistiir. Peynir alt1 suyu
ortaminda kimyasal oksijen isteginde % 33, indirgen seker miktarinda ise % 27,8’lik bir azalma
oldugu gdriilmiistiir.

Peynir alt1 suyu atif1 kiiltiir ortaminda minimal besiortami igeren peynir alti suyunda
toplam hiicre sayis1 13,9 x10°/ml oldugu gbrillmiigtiir. Minimal besiortam: igeren peynir alti
suyundan NH,CI ¢ikarilinca Pseudomonas putida’nin tiremedigi g6rilmistir.




Table. 3.5. Peynir alti suyu ortaminda geligebilen Pseudomonas aeruginosa’nm' fireme ve ramnolipid
biyoylizeyaktif madde miktarinin zamana bagh degisimi

Zaman Hiicre sayisi Ramnolipid | Indirgen seker | Kimyasal oksijen | Toplam fenol

(saat) (x10%ml) | miktari (g/) | miktar (g/1) istei (g/1) miktan (g/1)
0 - - 3,1 12,5 -
24 1,6 0,23 3,0 9,3 -
36 2,0 0,35 3,0 9,0 -
48 8,9 0,42 2,8 8,6 -
72 9,1 0,44 2,7 8,48 -
90 9,5 0,48 2,6 8,4 -

3.4. Silempe Kiiltiir Ortaminda Mikroorganizmalarin Uremesi ve Ramnolipid Eldesi

Eskigehir Seker Fabrikasindan temin ettigimiz silempe seker fabrikasinin yan {iriinii olan
melas’tan mayalanma yoluyla alkol iireten fabrikalarda ortaya ¢ikan kétii kokulu, koyu kahve renkli
sivimst bir atik maddedir. Uretilen her bir litre alkol icerisinde yaklasik on iki litre silempe atif
olusmaktadir. Silempe azot ve fosfor bakimindan oldukga fakir, potasyum bakimindan ise oldukga
zengin bir bilesiktir. Yogun organik kirlilik yiikii nedeniyle dogrudan dogruya toprak ve su gibi
alict ortama verilmesi sakincalar dogurmaktadir.

Silempe kiiltiir ortamlarinda Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas putida’nin tireme
ve ramnolipid biyoylizeyaktif madde sentezleme yetenegini belirlemek amaciyla yaptigimiz
caligmalarda minimal besiortami igeren % 5 ve % 10 silempe ve icermeyen silempe ortamliarinda
mikroorganizmalarn tiremedigi gérilmiistiir.

Silempe kiiltiir ortaminin P. acruginosa ve P. putida karst antimikrobial etkisi Uzerine
yaptigimiz ¢aligmada silempe’nin bu mikroorganizmalara karst antimikrobiyal etkisinin oldugu

tespit edilmistir.
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Tablo.3.6. Pseudomonas aeruginosa’nin melas kiiltiir ortamlarinda zamana bagh ramnolipid biyoylizeyaktif
madde verimliligi

Zaman Toplam Hiicre Sayist | Ramnolipid biyoylizeyaktif Verimlilik
(saat) (x10%y/ml ‘ madde (g/1) (g/toplam hilcre)
24 5,6 0,36 0,06 x10°™°
36 8,7 0,44 0,05 x10°
48 21,0 0,50 0,23 x10”
72 23,0 0,78 0,33 x10”
90 24.6 0,75 0,30 x10”

Tablo.3.7. Pseudomonas aeruginosa’nin peynir alti suyu kiiltiir ortamlarinda zamana bagh
ramnolipid biyoytizeyaktif madde verimliligi

Zaman Toplam Hiicre Sayis1 | Ramnolipid biyoyiizeyaktif Verimlilik
(sa) (x10%yml madde (g/) (g/hiicre sayis1)
24 1,6 0,23 0,14 x10”
36 2,0 0,35 0,17 x10-°
48 89 0,42 0,04 x10”
72 9,1 , 0,44 0,04 x10”
90 9,5 0,48 0,05 x10”

3.5. Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Maddelerinin Mikroorganizmalara Kars1 Antimikrobiyal
Etkileri

Ramnolipid biyoyiizeyaktif maddelerin bazi mikroorganizmalara kargt antimikrobiyal
ctkileri tizerine yaptigimiz ¢aligmada clde edilen bulgular Tablo. 3.8’de verilmistir. Tabloda da
goritldogi gibi ramnolipidler gram pozitif bakterilerden Bacillus cereus, Staphylococcus aurcus
bakterilere kars: ctkili olmadif) yine gram negatif bakterilerden Escherichia coli® ye kargt da etkili
olmadigi bunun yaninda Klebsillea pneumoniae ve Enterobacter acrogenes’e kargt antimikrobiyal
ctkisinin ¢ok az oldugu gdritlmistdr. Ramnolipidler Succaharomyces cerevisiae ve Candida sp.’e

karst her hangi bir antimikrobiyal etki gdstermemistir,
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Ramnolipid biyoyiizeyaktif maddeleri denedigimiz diger mikroorganizmalara goére
Klebsillea pneumoniae’de daha fazla etkili oldugu, Enterobacter aerogenes ve Bacillus subtilis’te
de ¢ok az etkili olduBu gorilmistiir.

Elde edilen sonuglar standartlarla kargilagtinldifinda streptomisin siilfat, tobramisin ve
nistatin’nin bakteri ve mayalara kars1 daha etkili oldugu ramnolipidlerin Klebsillea pneumoniae,
Enterobacter aerogenes ve Bacillus subtilis’de ¢ok az etkili oldugu Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus ve Escherichia coli bakterileri ile Saccaharomyces cerevisiae ve Candida sp. mayalarinda

etkili olmadiBi gbriilmistir.

Tablo.3.8. Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 kiiltiirlerinden elde edilen ramnolipidlerin ve standart
antiyotiklerin bazi mikroorganizmalara karg: olusturduklari inhibisyon zonlan (mm)

Mikroorganizmalar Ramnolipidler | Streptomsin siilfat | Tobramisin | Nistatin
Bacillus cereus - 16 - ND
Bacillus subtilis 8 19 16 ND
Escherichia coli - 21 10 ND
Klebsilella preumoniae 9 16 10 ND
Enterobacter aerogenes 8 16 11 ND
Staphylococcus aureus - : 17 13 ND
Candida albicans - - - 18
Saccharomyces cerevisiae - - - 20

ND: Denenmedi
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Sekil 3.3. Pseudomonas aeruginosa’nin kiiltlir ortamlarindaki toplam hiicre sayisi (A: Minimal besiortamu,
B: Minimal besiortamt + % 5 melas, C: Minimal besiortamu + % 10 melas, D: Melas, E: Minimal besiortami
+ peynir alt1 suyu, F: Peynir altt suyu)
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Sekil 3.4. Pseudomonas putida’min killtlir ortamlarindaki toplam hiicre sayis1 (A: Minimal besiortami, B:
Minimal besiortami + % 5 melas, C: Minimal besiortami1 + % 10 melas, D: Melas, E: Minimal besiortarm +
peynir alt1 suyu, F: Peynir alti suyu)
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Sekil 3.5. Melas kiiltiir ortaminda gelisebilen Pseudomonas aeruginosa’nin ramnolipid biyoyiizeyaktif

miktart
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Sekil 3.6. Melas killtiir ortaminda geligebilen Pseudomonas ueruginosa’nin toplam indirgen seker miktan
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Sekil 3.7. Melas kiiltiir ortaminda gelisebilen Pseudomonas aeruginosa’nin kimyasal oksijen istek yiikii
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Sekil 3.8. Melas kiiltir ortaminda geligebilen Pseudomonas acruginosa®nin toplam fenol miktart
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Sekil 3.9. Peynir alt1 suyu kiiltiir ortaminda geligebilen Pseudomonas aeruginosaNin ramnolipid

biyoytizeyaktif madde miktan
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Sekil 3.10. Peynir altr suyu kitltilr ortaminda geligebilen Pseudomonas aeruginosa’mun toplam indirgen seker

miktart
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Sekil 3.11. Peynir alt1 suyu killtlir ortaminda gelisebilen Pseudomonas aeruginosa’nin kimyasal oksijen istegi

3.6. Kiiltiir Ortamlarinda Ramnolipid Biyoyiizeyaktif Maddelerinin Yiiksek Performansh
Siv1 Kromatografi (HPLC)’de Analizleri

Seker fabrikasi atik maddesi olan melas ortaminda Pseudomonas aeruginosa kiiltiirlerinden
elde edilen ramnolipid biyoytizeyaktif maddelerin 18.5, 19.5, 20.0 dk’daki piklerde mono ve di
ramnoz gekerleri (Rha-Rha-C,p-Cg, Rha-Rha-C;-Cjp ve Rha-Ci-Cjo) gOrlilmistiir. Ramnoz
sekerinin % 27,5’ mono ramnoz % 59,7’si di ramnoz gekerleri oldugu ve di-ramnoz gekerlerin
mono ramnoz §ekerlerinde fazla miktarlarda oldugu tespit edilmigtir.

Stt fabrikas: atik maddesi olan peynir alt1 suyu kdltiir ortaminda Pseudomonas aeruginosa
kiilttirlerinden elde edilen ramnolipid biyoylizeyaktif maddeleri 21.5, 22.0 ve 22.5 dk. piklerde
mono ve di ramnoz sekerleri (Rha-C;¢-Cyg, Rha-Rha-C;4-Cyo 52 ve Rha-Rha-Cy4-C)5) oldugu ve %
58,4’nil mono ramnoz gekeri, % 30,8°ni di-ramnoz gekerleri oldugu tespit edilmigtir.

Melas ortaminda di rthamnoz gekerleri mono rhamnoz sekerlerinden daha fazla miktarlar
bulunurken peynir alt1 suyu ortaminda ise mono ve di-ramnoz gekerleri ise ayn: miktarda olmugtur.
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Sekil 3.10. Yiiksek performansli sivi kromatografi’de ramnolipid biyoyfizeyaktif maddelerin
standart kromatogrami

Rhamnolipid Retention time  Pseudomomolecular ion Relative abundance%  Iyon fragment m/z
Yapist dk. m/z Melas  Peyniraltt
Rha-C;5-Cyp 13.35 677 ND ND 163, 169
Rha -Rba-C,-Cy; 15.50 705.5 ND ND 245, 145
Rha -Rha-Cy5-Cy 18.50 7634 135 ND 141, 452
Rha- Rha -C;4-Cyq 19.50 645.5 46.2 ND 169,311
‘Rha- Rha~Cig-Crom 21.50 531.0 ND 145 333,339
Rha -Cp-Cyo 22.00 817.5 275 58.4 339,321
Rha~ Rha-Cy-Cy» 22,50 819.5 ND 16.3 345,433
Rha-C;, 23.60 361,0 ND ND 112, 265

ND: Tespit edilmedi
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Sekil 3.10. Yiiksek performansh sivi kromatografi’de melas ortaminda ramnolipid biyoylizey maddelerin
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Cevre teknolojilerindeki gelismelere bagli olarak son yillarda biyoyiizeyaktif madde
tiretimine olan ilgi daha da artmigtir. Ulkemizde ise biyoyfizeyaktif madde firetimi iizerine ¢ok az
arastirma yapilmigtir. Diinya’da hemen her yi1l milyonlarca ton zararli veya zararsiz atitk madde
gevreye atilmakta ve bu atik maddelerin yok edilmesi gesitli sanayi kuruluslarina bilyitk yiikler
getirmektedir. Tarimsal {iriinlerin 8rnegin tahil tirlinlerinin % 60’1, yaglh tohum iriinlerinin % 85’1,
seker driinlerinin % 90’m1 kullanilmayan atik madde olarak gevreye birakilmaktadir. Modern
endistri klasik y6ntemler yerin biyoteknolojik yOntemlere birakmaktadir. Biyoteknolojik
caligmalarla, bu atik maddelerin bilyitkk bir kisimi geri kazamlip tekrar ham madde olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir [ 1, 28].

Aragtirmamizda hem endistriyel attk maddelerin gevreye zarar vermeden degerlendirilmesi
hem de tarim, tip, kozmetik, gevre teknolojisi ve petrol endiistrisi gibi bir¢ok alanda kullanilan kati,
siv1 ve gaz mollekiileri arasindaki ylizey ve i¢ yiizey gerilimi azaltabilen yiizey aktif bilesikler olan
ramnolipid biyoylizeyaktif maddelerinin {iretilmesi amaglanmigtir. Bu amag igin kiiltiir ortami
olarak melas, silempe ve peynir alti suyu atik maddeleri kullanilmistir.

Atik maddeler gevreye birakildiklart zaman ortamdaki organik bilesiklerle, mineral
maddelerle veya organizmalarla siki baglar kurmakta ve gevreye zarar vermektedir. Ozellik canlh
yapisinda birikerek toksik, kanserojenik ve mutajenik etki yapmaktadir. Mercade ve ark (1996);
endistriyel attk maddelerin mikroorganizmalar tarafindan biyoyiizeyaktif madde tiretiminde killtiir
ortamlari olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir [28].

Calismamizda melas, silempe ve peynir alti suyu gibi seker ve siit fabrikasi atik maddecleri
tizerinde (reyip ¢ogalabilecefi dUsiincesiyle Firat Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari koleksiyonlarindan elde ettigimiz Pseudomonas aeruginosa ve
Pseudomonas putida mikroorganizmalarindan yararlanilnustir. Ayrica kiltlr ortamlarindan clde
cdilen ramnolipid biyoylizeyaktif maddeleri yapilan ytksek performansh sivi kromatografi
(HPLC)'de analizleri yapilmigtir. Bunun yaninda ramnolipidlerin bazi mikroorganizmalara karg:
antimikrobiyal dzellikleri de aragtirilmstir.

Ramnolipid biyoylizeyaktif madde tretimini etkileyen en 8nemli fizyolojik faktérierden
birisi sicakliktir. Bir ¢ok arastirmaci Pseudomonas bakterilerinin 30-37°C’deki sicakliklarda
optimum gelisme gosterdifi ve ramnolipid biyoylizeyaktif madde Grettigini ve daha dislik veya
yliksek sicakliklarda istenilen sonuglanin elde edilmedigini bildirmiglerdir [4, 17, 56].
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Bu nedenle ¢aligmamizda mikroorganizma killtiirleri galkalamal: etiivde 37°C’de inkibe
edilmigtir. Robert ve ark (1989); glukoz tizerinde gelisebilen Pseudomonas aeruginosa 44T1
ktiltiirlerinde ramnolipid biyoytizeyaktif madde elde edilmesi igin en uygun sicakhigim 37°C
oldugunu, Mata-Sandoval ve ark (1999); musir yag lizerinde gelisebilen Pseudomonas aeruginosa
UG2 killtitrlerinin 37°C’de ramnolipid biyoyiizeyaktif madde sentezledigini bildirmiglerdir [18, 56].

Biyoylizeyaktif madde {iretimi tizerine yapilan aragtirmalar ramnolipid sentezinin sekonder
metabolizma ile iligkili oldugunu gdstermektedir. Bilindii gibi sekonder metabolitlerin sentezi
{iremenin durgunluk fazina erigmest ile artmaktadir. Ramnolipid biyoylizeyaktif madde tiretimi i¢in
uygun inkiibasyon siiresinin 72 saat oldugunu bildiren galismalarin yam sira 24. 90. ve 120. saatler
oldugunu bildiren ¢aligmalarda bulunmaktadir [ 4, 32, 59].

Birgok mikroorganizmanin farkli karbon kaynaklarinda biyoyiizeyaktif maddeler iirettigi
bilinmektedir. Melas, silempe ve peynir alt1 suyu kiiltiir ortamlarinda mikroorganizmalarin tiremesi
lizerine yatifimz ¢alismada Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas putida minimal
besiortamunda tredigi, Pseudomonas aeruginosa minimal besiortami igeren % 5, % 10 melas
ortamlarinda ve peynir alti suyu ortamlarinda tiredigi goriilmiigtiir. Pseudomonas putida minimal
besiortami igeren melas ve peynir alt suyu killtlir ortamlarinda Gredigi fakat minimal besiortam
icermeyen peynir alti suyunda tiremedigi goriilmiistiir. Yapilan denemeler sonunda peynir alti
suyunda NH4Cl yoklugunda Pseudomonas putida’nin tiremedigi tespit edilmistir.

Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas putida’nin minimal besiortami igeren igermeyen
% 5 ve % 10 silempe ve igermeyen silempe kiiltiir ortamlarinda tireme gdstermedigi ve yapmis
oldugumuz denemelerde Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas putida kargi antimikrobiyal
etki 8zelligi gdsterdigi gdriilmustiir.

Kiltbr ortamlaninda toplam hilcre sayisi Pseudomonas aeruginosa’da Pseudomonas
putida’ya gbre daha fazla oldugu, Pseudomonas acruginosa’min melas gibi yogun seker igeren
ortamlarda Pseudomonas putida’ya gre daha iyi Uredigi ve toplam hiicre sayisi en fazla
31,5x10%ml ile minimal besiortamt igeren % S melas ortaminda oldugu gorilmistitr, Pseudomonas
putida’da toplam hiicre sayis1 en fazla 18,5x10%/ml ile minimal besiortami igeren % 5 melas
ortaminda olmustur.

Pseudomonas aeruginosa minimal besiortami igeren ve igermeyen peynir alt sularinda
toplam hilcre sayist 18,5 ve 9,55x10%/ml oldugu minimal besiortami igeren peynir alti suyunda daha
fazla oldugu g&rUlmlstiir. Pseudomonas putida ise minimal besiortami igeren peynir alt suyunda

toplam hiicre sayistmn 13,9x10”m] oldugiu g8riilmlstir. Azot kaynagn yetersizlii nedeniyle
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Pseudomonas putida peynir alt1 suyunda Giremedigi bunun i¢in minimal besiortamina NH,Cl ilave
edilmesi gerektigi goriilmisgtiir.

Bazi aragtirmacilar ramnolipid {iretiminde kiiltiir kosullan ve besinlerin 6nemli oldugunu,
Guerra-Santoz ve ark (1986) besiortamina magnezyum, kalsiyum, potasyum, sodyum tuzlari ve iz
elementlerin az miktarda eklenmesinin P. aeruginosa’da ramnolipid biyoyiizeyaktif madde
{iretimini artirdigini, benzer sekilde Syldatk ve ark (1985) Pseudomonas DSM 2874 killtiir ortamina
simirl1 miktarda azot eklenmesinin ramnolipid biyoyiizeyaktif madde iiretiminin artirdigini, Wu ve
Ju (1998); stirekli ve stirekli olmayan hiicre kiltiirlerinde Fe*?, Mg veya Ca™ gibi katyonik
iyonlarin ramnolipid miktarinin artirdifini bildirmiglerdir {15, 25, 58].

Benzer c¢aligmalarda Sidal ve ark (2000); zeytinyag: fabrika atik maddesinde 72 saate
toplam hiicre sayis1 160 x 10%ml oldugu, Dubey ve Juwarkar ve ark (2001); peynir alti suyu atik
maddesinde hiicre sayisinin 48 saate 64 x10° CFU/ml olduunu bildirmislerdir[4, 36].

Melas ve peynir alti suyu kiiltlir ortamlari kullanilarak ramnolipid biyoylizeyaktif madde
elde edilmesi lizerine yaptigimiz ¢alisgmada 72. saate Pseudomonas aeruginosa melas Kkiiltir
ortaminda en fazla 0,78 g/l ve peynir alti suyu killtiir ortaminda 90. saatte 0,48 g/l ramnolipid
biyoyiizeyaktif madde elde edildigi goriilmistiir.

Birgok mikroorganizmanin farkli karbon kaynaklarinda biyoylizeyaktif madde drettigi
bilinmektedir. Yapilan benzer ¢alismalarda Itoh ve ark (1971); parafin (izerinde gelisebilen
P.aeruginosa KY 4025 kiitirlerinin 17 g/l, Yamaguchi ve ark (1976)'da yine parafin iizerinde
gelisebilen Pseudomonas kiiltlirlerinde 14 g/l ramnolipid biyoylizeyaktif madde elde ettiklerini
bildirmislerdir. Para ve ark (1990); zeytinyafi tzerinde gelisebilen P.aeruginosa 44 Tl
kiiltiirlerinde 9 g/l, Manresa ve ark (1991) yine zeytinyaf besi ortaminda 10 g/l ramnolipid
biyoylizeyaktif madde elde ettiklerini bildirmiglerdir {15].

Seker fabrikasi atif1 olan melas ve silempe ile stt fabrikasinin atigi olan peynir alti suyu
sahip olduklar organik bilesikler ve toksik igerii nedeniyle mikroorganizmalarin tremelerini
engelleyici bir 8zelligi sahiptir.

Mercada ve ark (1993); Pseudomonas sp JAMM tarafindan ramnolipid tiretiminde zeytin
yag auklarinin kiiltdr ortami olarak kullanilmasi Uzerine yapug ¢alismada zeytin yag fabrika
aufinda denedigi 22 mikroorganizma kiltlirlerinden sadece 15 tanesinin gelistigini bunlarinda
genelde Pseudomonas tiirlerine ait kiltiirler oldugunu bildirmislerdir [32].

Zamana bagli olarak kiltdr ortamlaninda Pseudomonas aeruginosa’nin ramnolipid Urlin

verimliligi melas ortaminda en fazla 0.33 x10” g/hlicre sayisi, peynir alu suyunda ise en fazla
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0,17x10® gr/hiicre sayis1 oldugu ve toplam hilcre sayist ve ramnolipid miktar: melas kalttr
ortaminda peynir alt1 suyu kiiltiir ortamina gore daha fazla oldugu gdriilmistiir.

Ayrica zamana bagli melas ortaminda indirgen seker miktan 24,5 g/I’ den 11,4 g/I’ ye
azaldif1, peynir alti suyunda ise 3,1 g/’ den 2,6 g/I' ye azaldify goriilmistiir. Caligmamizda
beklenildigi gibi ramnolipid biyoylizeyaktif madde miktar: ve toplam hiicre sayisinda zamana baglt
olarak genel olarak bir artma olurken indirgen seker miktarinda zamana bagl olarak bir azalma
olmugtur.

Riadi ve ark; karbon kaynag olarak melas kullanilarak ramnolipid biyoyiizeyaktif madde
iiretilmesi {izerine yaptiklan c¢aligmalarda; P. aeruginosa kiltiirlerinde 0,21 g/l ramnolipid
biyoytizeyaktif madde elde edildigini bildirmislerdir. Pattei ve Desai (1997) karbon kaynag olarak
melas ve musir lik6riinti kullandiklan galigmalarda; Pseudomonas aeruginosa GS3 kiiltiirlerinde
0,24 g/l ramnolipid biyoylizeyaktif madde elde ettiklerini bildirmislerdir [15, 36].

Melas besi ortaminda ramnolipid biyoyiizeyaktif madde miktari yukaridaki galigmalara
gore daha fazla olmustur. Bunun nedeni kullanilan mikroorganizma kiiltiirlerinin farkli olmast
olabilecegi gibi melas ortaminin igeriginin farkli olmasi da olabilir.

Sudhakar Babu ve ark (1996) ramnolipid biyoylizeyaktif madde elde edilmesinde peynir
alti suyunun sentetik besiortamlarina gére daha uygun oldugunu ve peynir alti suyunda
mikroorganizmalarin spesifik bllylime oranlari ve spesifik Uiritn olusturma oranlarimin daha fazla
oldugunu belirtmigtir [35].

Dubey ve Juwarkar (2001); yaglardan izole ettifi Pseudomonas aeruginosa BS2
kiltiirlerinin peynir alti suyunda 0,92 g/l ramnolipid biyoylizeyaktif madde elde ettigini ve
fermantasyon ortaminin ylizey gerilimini 72 mN/m’den 27 mN/m’ye diiglrdiigiinil ve peynir alty
suyunun ramnolipid Oretiminde uygun bir substrat oldugunu bildirmiglerdir [36].

Mikroorganizmalar ya ortamda bulunan ve ¢8zlinmeyen bilesiklere diflize olmak igin ya da
onlani emillsifiye etmek igin biyoylizeyaktif maddeler sentezlemektedir. Bu nedenle bir farkl

karbon kaynaklarinda ramnolipid tretimi Ozerine birgok ¢aligma yaptlmustir.
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Sidal ve ark (2000); zeytinyag: fabrikasi attk maddesinde 0,875 gr/l ramnolipid
biyoyiizeyaktif madde elde ettigini, Jarvis ve Johnson (1949) karbon kaynag olarak gliserol’ti
kullandiklan1 galigmalarinda P. aeuginosa kiltiirlerinin 2,5 g/l, Osman ve ark (1996); etanol
lizerinde gelisebilen Pseudomonas sp. BOP 100 kiiltlirlerinden 32 g/l, Matsufuji ve ark (1997);
etanol {izerinde geligebilen P. aeuginosa IFO 3924 kiltirlerinden 24,3 g/l ramnolipid
biyoyiizeyaktif madde elde ettiklerini bildirmiglerdir [60, 61].

Mikroorganizmalarin ramnolipid biyoyiizeyaktif maddeleri iiretip {iretmemesi daha ¢ok
mikroorganizmanin cinsine baglidir. Genellikle Pseudomonas tiirleri diger tiirlere gire daha fazla
ramnolipid biyoyiizeyaktif maddeleri tretmektedir. Fakat Pseudomonas tlirlerinin cevaplan
birbirlerinden farkidir. Yapilan galigmalar ramnolipid olusumunda karbon kaynaklarinin 8nemli
oldugunu gdrtermektedir.

Linhardt ve ark (1989); misir yaginda gelisebilen Pseudomonas aeruginosa Ul 29791
kiiltiirlerinde 46 g/l ramnolipid elde ettigini, Wullbrandt ve ark (1994) soya yaginda gelisebilen
P.aeruginosa DSM 7108 kiiltiirlerinden 78 g/l ramnolipid biyoytizeyaktif madde elde ettiklerini
bildirmislerdir [62].

Sim ve ark (1997) karbon kaynafi olarak kanola yad: iizerine yaptiklari galismalarda
P.aeruginosa UW-1 Kkiiltiirlerinde 24 g/l ramnolipid sentezledigini, Babu ve ark (1996);
P.aeruginosa BS 2 kiiltiirlerinde mikrobiyal transformasyonla peynir alti suyunda 1,78 g/l, siikroz
besi ortaminda ise 1,85 g/l ramnolipid biyoylizeyaktif madde elde ettiklerini bildirmistir [15, 63].

Vollbrecht ve ark (1998); Tsukamurclla sp DSM 44370 kiiltirleri tarafindan (retilen
biyoylizeyaktif maddelerde verimliligi artirmak igin bitkisel yaglarin kullaniimasi iizerine yapti§i
¢ahismada, karmagik hidrofobik karbon kaynaklarinin yerine dofial ve bitkisel yaglardan glikolipid
yapisindaki biyoyilzeyaktif maddelerin (ramnolipid) daha fazla miktarda clde edildigi ve oleik asit
ydnlinden zengin bitkise! yaglarin daha iyi sonuglar verdigini, aygi¢ek yaginda 5 g/t glikolipid elde
cttigini ve fizikokimyasal 6zelligi incelendiginde ise suyun ylizey gerilimini 72 mN/m’den 35
mN/m’ye digtiigtnil ve kritik misel konsantrasyonun 10 mg/l oldugu bildirmigtir [31].

P. aeruginosa AT 110 killtdrlerinin soya yafi attk maddesinde 9,5 g/ ramnolipid
biyoylizeyaktif madde elde ettigini ve soya yag: atk maddesinin ramnolipid tretiminde substrat
olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. [34).

Ucuz substratlardan ramnolipid Uretilmesi (zerine yapilan ¢aligmalarda; hidrokarbonlar
pargalayabilen Pseudomonas acruginosa kiitbrleri soya yag ve gliserol'de 4,31 g/l ve 1,77 g/l

ramnolipid biyoylizeyaktif madde elde ettiklerini bildirmislerdir [65].
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Mikroorganizmalarin zeytinyag1 ve aygicek yad1 atifinda biyoylizeyaktif madde tretme
yetenekleri tizerine yapmis olduklar galigmalarda, mikroorganizmalarin zeytinyag: atifinda daha
iyi Greme ve gelisme gosterdigini, Uretilen biyoylizeyaktif maddelerinin ise glikolipid yapisinda
ramnolipidler oldugunu bildirmistir. Ayrica gesitli Bacillus tiirlerininde biyoylizeyaktif madde
iretebilme yetenegine sahip oldugunu fakat yiizey gerilimini Pseudomonas tiirleri kadar
azalmadifint diger mikroorganizmalardan Rhodococcus sp., Candida sp. ve Acinetobacter
calcoaceticus’un Pseudomonas ve Bacillus kadar iyi sonuglar vermedigini bildirmiglerdir [30].

Arino ve ark (1996) Pseudomonas GLI1 kiiltirlerinde farklt karbon kaynaklarinda
ramnolipid biyoyiizeyaktif madde iiretimi {izerine yaptiklan ¢aligmalarda; gliserol ortaminin glukoz,
galaktoz, mannoz, manitol ve sorbitol ortamlarina goére daha fazla miktarda ramnolipid
biyoyiizeyaktif madde elde ettiklerini bildirmislerdir [4, 15, 57].

Zeytinyadt fabrika atifindan ramnolipid Uretimine karbon kaynaklarinin etkisi {izerine
yaptiklart c¢aligmada; glukoz, ramnoz, siikroz, gliserol, manitol, frilktoz, maltoz, galaktoz ve
nisasta’yt denemis ve gliserol’de ramnolipid miktarinin daha fazla oldugunu fakat gliserol’iin diger
karbon kaynaklarina gore daha pahali oldufunu ic¢in kullaniminin ekonomik olmadigini
belirtmislerdir [ 4].

Pseudomonas aeruginosa LBI killtirlerinin farklr substratlarinda ramnolipid biyoyiizeyaktif
madde {iretimi {izerine yapti§ ¢alismalarinda sabun kdpiigiinde 12 g/l ramnolipid elde ettigini ve en
uygun substratin sabun kSpigii oldugunu bunun yamnda soya yaginda 4,8 g/l, aygigek yaginda 4g/1,
zeytinyaZinda 5,4 g/l ve oleik yag asitlerinde ise 4,5 g/l ramnolipid biyoyiizeyaktif madde elde
cttiklerini bildirmislerdir [64].

Ramana ve Karanth (1989), Mulligan ve Gibbs (1989) ramnolipid sentezinde azot
kaynaginin 8nemli oldugunu ve nitrat azot’un amonyum azot’undan ramnolipid miktarini daha fazla
arttrdifuni bildirmislerdir [4, 22, 23, 59].

Pseudomonas  aeruginosa sp. ramnolipid biyoyizeyaktif madde elde cdilmesine azot
kaynaginin ctkisi tizerine yaptifi ¢aligmada, sodyum nitrat'in diger azot kaynaklari olan amonyum
nitrat, amonyum fosfat, amonyum karbonat, potasyum nitrat’tan daha ytiksck oranda ramnolipid
biyoylizeyaktif madde elde edildigini bildirmiglerdir [4). “

Scker ve siit fabrikasinin attk maddesi olan melas ve peynir alti suyu ortaminin kirlilik
yliklinin mikroorganizmalar tarafindan kolttrlerinin  azaltma kabiliyetleri Uzerine  yapmug
oldugiumuz ¢alismada Pseudomonas aeruginosa’mn melas ortaminda kimyasal oksijen istefii % S5
oraninda azaldifii, peynir altt suyunda ise kimyasal oksijen istegii % 35 oraninda azalma oldugu

goriimistiir. Ayrica melas besiortaminda toplam fenol miktarinda ise % 30 oraminda azaldifi tespit
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edilmistir. Melas ve peynir alt1 suyu ortamlarinda toplam hilcre sayis1 ve ramnolipid biyoyiizeyaktif
madde miktar1 zamanla artarken besi ortamlarin kimyasal oksijen isteginin azaldig1 goriilmiistiir.

Zeytinyag1 atik maddesinin kirlilik ytikiiniin Pseudomonas sp. tiirleri tarafindan azaltiimasi
ve ramnolipid biyoylizeyaktif madde liretimi iizerine yapmus olduklari ¢aligmalarda substrat’in
kimyasal oksijen isteginin % 50-70 oraninda azalt1§}, total fenol miktarinin ise % 30-40 oraninda
bir azalma oldufunu ve zeytinyaf: attk maddesinin kirlilik ytikiiniin zamanla azaldigin
bildirmislerdir [4].

Harvey (1990); Alaska’daki petrol Kkirliliginde ramnolipid Ureten P. aeuroginosa
bakterilerinin ham petrollii par¢alayabilme yetenegine sahip oldugunu, Chakrabarty (1985); petrolle
kirletilmis plajlarda hidrokarbonlari temizlemek igin Pseudomonas aeuroginosa SB30 killtiirleri
tarafindan iretilen biyoyiizeyaktif maddelerin (ramnolipid) kullanilabilecegini bildirmistir [10, 11,
14].

Pseudomonas aeruginosa kiiltiirlerinin  attk maddeler {izerinde iireyip ¢ogalabilme
yeteneginde sahip oldugu ve hidrokarbonlar1 karbon kaynag: olarak kullanabildigini ve ramnolipid
biyoyiizeyaktif madde sentezledigini gostermektedir [7, 8, 10, 11, 14, 17].

Yapilan bazi galigmalar ramnolipid biyoyiizeyaktif maddelerin antibakteriyal ve antifungal
etkileri oldugu ve biyolojik kontrol amagli kullanilabilecegi bildirilmigtir. Ramnolipidlerin Pythium
aphanidermatum, Phytophtora capsici ve Plasmopora lactucae-radicis gibi bitki patojenlerinin
zoosporlarina antifungal etki gdsterdifii 5 mg/l’ den 30 mg/l’ ye kadar degisen oranlardaki
konsantrasyonlarinin bir dakikadan daha kisa bir stirede patojen funguslarin zoosporlan igerisine
girerek hareketlerini kisitladig ve lizis ettigi bildirilmistir [19].

Bazi aragtirmacilar; % 1'lik ramnolipid biyoytizeyaktif maddelerin tiitiin mozaik virlisti ve
patates X virlsii igin Nicotiuna glutinosa yapraklaninda biyokontrol olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir [29].

Koltir ortamlanindan clde ecttiimiz ramnolipidlerin  antimikrobiyal etkisi  0zerine
yapufimiz ¢alismada, gram pozitif® bakterilerden Bucillus cereus, Staphylococcus aureus’a karg
ctkili olmadi, gram negatif bakterilerden Kiebsiellu pneumoniae ve Enterobacter aerogenes’de az,
etkili oldugu, Lscherichia coli'ye ve bunun yaninda Succaromycees cerevisiae ve Candida sp. gibi
mayalara karst inhibasyon etkisi géistermedigi g8rilmiigtir.

Klebsillea pneumoniae’da ramnolipid biyoylizeyaktif maddeleri ¢ok az inhibisyon etkisi

gostermesine ragmen denedigimiz diger mikroorganizmalara gére daha fazla etkili olmugtur.
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Elde edilen sonuglar standartlarla (streptomisin siilfat, tobramisin  ve nistatin)
karstlastinldiginda ramnolipid biyoylizey aktif maddelerinin mikroorganizmalara kars1 yeterince
etkili olmadif goritimiigtiir.

Haba ve ark (2000) tarafindan Pseudomonas aeruginosa 47 T2 NCBIM 40044
kiiltlitlerinden elde edilen ramnolipidierin antimikrobiyal 6zellikleri tizerine yapmis olduklan
caligmalarda; ramnolipidlerin Candida albicans, Rhodotorula rubra ve Saccharomyces cerevisiae
gibi mayalarda etkili olmadif\, Aspergillus niger, Penicillum chrysogeum, Aureobasidium
pullulans’da da etkili olmadift bunun yaninda Fusarium solani ve Glicadium virens gibi
funguslarda etkili oldugunu, gram pozitif bakterilerde ise Micrococcucs luteus, Staphylococcus
aureus ve  Staphylococcus epidermidis de gok az etkili oldugu gram negatif bakterilerde ise en
fazla Klebsilla pnumoniae, Enterobacter aerogenes ve Serratia marcescens’de inhibasyon etkisi
gbsterdigini bildirmigtir.

Birgok mikroorganizma degisik yerlerde yasamlarim siirdiirmektedir. Bunun sebebi her
mikroorganizmanin kendine 6zgii bir gevresel isteginin olmasidir. Mikroorganizmalarin gevresel
istekleri genellikle beslenme gereksinimleri ve fiziksel istekleri geklinde olmaktadir,

Yapilan ¢aligmalar ramnolipid biyoylizeyaktif madde miktarinda kullamlan karbon
kaynaklar, kullanilan mikroorganizmalar ve ortama ilave edilen kimyasal maddelere gore bilyiik
degisiklikler gostermektedir.

Caliymamizda melas ve peynir alti” suyu gibi endistriyel atik maddelerin killtiir ortami
olarak ramnolipid biyoylizeyaktif madde Gretiminde kullanilabilecegi goriilmistiir. Ancak diger
mikroorganizmalar ve endistriyel atik maddelerde denenmelidir. Endiistriyel boyutta iretime
gecilmeden 8nce fermentdr deneyleri yapilarak en ckonomik sonuglar elde edilmelidir.

Bir ¢ok aragtirmaci gaz kromatografi, yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC), mass
spektrofotometre  ve nuklecar magnetik  rezonans gibi  ySntemlerle ramnolipidlerin yapisimi
aragtirmistir [29).

Galismada melas ve peynir alti atik suyu kilttir ortamunda Pseudomonas aeruginosa’nin
olusturduklart ramnolipid biyoyiizeyaktif maddelerin  yapist  yitkksek performansii  sivi
kromatografi'de analiz edildi. Buna gére melas ortamindaki ramnolipidler de mono ve di ramnoz
sckerleri oldufu gdritimustiir. Peynir alti suyu ortamindaki ramnolipidlerde de mono ve di ramnoz
sekerleri oldugu tespit edilmigtir.

Mata Sandoval ve ark (1999); misir yag: fizerinde gelisebilen Pseudomonas aeruginosa
UG2 kiltdrlerinden elde ettikleri ramnolipidlerin  izolasyonu ve tayini Uzerine yaptklar

¢aligmalarda Rh,C¢Cjo, RhC(oCjy ve Rh,Cy4Cy, ramnolipid biyoytizeyaktif madde oldugunu,



P.aeruginosa’nin yash kiiltiirlerinde (30 giinliik) R,C,0C;2 ve R, CyoCyp sabit bkahrken RC6Cyo ve
RC1oCy2’nin azaldigim bildirmiglerdir [18].

Arino ve ark (1996) tarafindan ramnolipid biyoylizeyaktif madde firetimi ve analizi Gizerine
yaptiklar: galigmalarda; gaz kromatografisinde hidrofilik kuyrugun ramnoz sekeri oldugunu lipidik
kuyrugun ise mass spektrofotometre ve gaz kromatografi analizleri sonunda hidroksi yag asitleri
igerdigini bunlarin ise 3-hidroksidekonoik asit, 3-hidroksioktanoik asit ve 3-hidroksidodekonik asit
oldugunu bildirmislerdir [58].

Degisik c¢evre kosullarinda farkli Pseudomonas tiirlerinin farkli yapida ve miktarlarda
ramnolipidler {irettigi bilinmektedir. P. aeruginosa kiiltiirlerinin irettii ramnolipid biyoylizeyaktif
maddelerinin yliksek performansh sivi kromatografi ve gaz kromatografi yontemleri ile tam ve hizli
bir sekilde tesbit edilmesi ramnolipid yapisinin, miktarinin ve sentezinin anlasiimasini
kolaylagtirmaktadir.

Lang ve Wullbrandt (1999); HPLC ve TLC ydntemlerine gére izole edilip, tamimladiklari
ramnolipid karigimlarinin L-a-ramnoprenosil-B-hidroksidekonat (RhCoC ) ve L-a-ramnoprenosil-
B-hidroksidekonoil- B-hidroksidekonat (Rh,C(oCi) oldugunu, Benincasa ve ark (2002); yiiksek
performansli - sivi  kromatografide tanimladiklart ramnolipid biyoyiizeyaktif maddelerde
monoramnolipidlerin diramnolipidlere oranin 1: 3 oldugunu bildirmislerdir [15, 65].

Bir ¢ok aragtirmact rhamnolipid karigimindaki bilesiklerin &zelliklerini TLC, mass
spektrofotometre veya niiklear magnetik rezonans ydntemleri ile arastirmistir. Bu y6ntemlerde
Rhamnolipidlerdeki sekerler ve yag asitleri ayri ayrt identifiye edilmeye g¢aligilmakta fakat bu
y6ntemler hem ¢ok zaman almakta da hem de rhamnolipid karigimdaki bilesiklerin miktan ve
dzellikleri hakkinda glivenilir bilgi vermemektedir.

Deziel ve ark (2000) yapmis olduklar ¢alismalarda Pseudomonas aeruginosa STRP strainin
naftalin ve manitol tizerinde gelisebilen kilttirlerinden elde ettikleri ramnolipid karigimlarim
LC/MS  yontemleri ile tesbit etmeye g¢alismiglar ve TLC ile saflagtirdiklart  rhamnolipid
karisimlarinda RhCoCyy ve Rh,C4Cyg elde ettiklerini bildirmiglerdir.

Burger ve ark; dithamnolipidlerin zorunlu olarak monorhamnolipidlerden olusturdugunu
Ochsner ve ark, Campos-Garcia ve ark rhamnolipid tretiminde rhl genlerinin aktiflestigi
bildirmiglerdir. Denzicl ve ark (2000); rhamnolipid kangimlarinin iki farkl 3 hidroksi yag asitleri
zinciri igerdigini iki karbondan birinin digerinden kisa oldugunu rhamnoz kuyruguna baglanmig
kisa zincirlerin (RhyCyCyo veya RhyCyyCy) uzun zincirlerden en az iki kat kisa oldugu bildirilmistir.
Rh,Cy,Cyy:y ve RhCpy Cyo ¢ift bag igeren hidroksi yag asitlerinden daha biytk oldugunu
bildirmistir.
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Ramnolipid biyoylizeyaktif maddeleri tarim, kozmetik, gida gibi bir ¢ok alanda kullanildigi
i¢in ilgi her gegen giin ilgi daha da artmaktadir. Petrol endiistrisi ve gevre teknolojisi gibi spesifik
alanlarda kullanilan biyoyiizeyaktif maddelerinin sentez mekanizmasi, fizyolojik ozellikleri ve
biyokimyasal yapisinin daha iyi bilinmesi gerekmektedir. Bunun igin optimum kosullarda en
yiksek firetimi gerceklestirilmelidir. Gegen bir kag yil igerisinde ramnolipid sentezinin molekiiler
biyolojisi, saflastirma ydntemleri arastinlmigtir. Ramnolipid sentezinde yapisal ve diizenleyici gen
kodlar: izole edilmisgtir.

Boylece ekstrasellular olarak ortama salinabilen ramnolipid biyoyiizeyaktif maddelerinin
daha kolay {irlin vermesini kolaylastirici ¢evre kosulan tespit edilmelidir. Ayrica diger tiirlere gen
transferi ile ramnolipid sentezi ile ilgili ¢caligmalar yapilmalidir. Bunun yaninda diger endiistriyel
atik maddeler denenmeli ve en ekonomik sonuglar elde edilmelidir.

Ramnolipid verimini artirmak i¢in mikroorganizmalarin fizyolojik, biyokimyasal ve genetik
arastirmalar yapiimalidir.

Sonug olarak yapmis oldugumuz ¢alismada

1- Seker fabrikasi ve siit fabrikasi atik maddesi olan melas ve peynir alt1 suyu gibi endiistriyel
attk maddelerin karbon kaynagt olarak kullanilarak ramnolipid biyoytizeyaktif madde elde
edilebilecegi goriilmiistiir.

2- Melas ve peynir altt suyu gibi atik maddelerin kiiltlir ortamlarni olarak kullanilabilecegi ve
zamanla Kirlilik yiiklerinin azaltilabilecedi goriilmustiir.

3- Ramnolipidlerin antimikrobiyal etkilerinin bazi gram pozitif ve gram negatif bakterilere
¢ok az etkili oldufu mayalara ise etkili olmadidi g6riilmiistiir.

4- Yiiksck performansh sivi kromatogratide yapilan galismalar ramnolipid biyoyiizeyaktif
maddelerin melas ve peynir altt suyunda monoramnolipid ve dirhamnolipid yapisinda
oldugu gérittmiistir.

5- Silempe gibi seker fabrikasi atk maddelerinde mikroorganizma kiltidrlerinin tremedigi
ramnolipid biyoytizeyaktif maddelerinin sentezlenmedigi g8ritimiistite.

Calismamizda hem endilstriyel atik maddelerin ¢evreye zarar vermeden degerlendirilmesi
hem de tanm, tip, kozmetik, ¢evre ve petrol endilstrisi gibi birgok alanda kullantlan ramnolipid
biyoyiizeyaktif madde clde cdilmesi aragtinlmistir. Yaptufimiz bu ¢aligmanin bundan sonraki

¢alismalara faydah olacag inancindayiz.
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