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Ozet

Bu calismada sit endUstrisi atik sularindan izole edilen farkli mikroorganizmalar ile
biyosurfektan eldesi ve peyniralti suyunun biyolojik kullanilabilirligi calisiimistir. Bu
amacla Atatirk Orman Ciftligi Sit ve Sit Mamulleri Fabrikasi'ndan alinan atik su
drneklerinden mikroorganizma izolasyonu ve identifikasyonu yapilmistir. izolatlarin
biyosirfektan Gretme yeteneklerini belilemek icin  "drop-collapse” ydntemi
uygulanmistir ve G¢ izolatin, Yarrowia lipolytica, Micrococcus luteus ve Burkholderia
cepacianin  biyosurfektan Uretebildikleri tespit edilmigtir.  Yarrowia lipolytica,
Micrococcus Iuteus ve Burkholderia cepacia tarafindan sentezlenen biyosurfektan
maddeler sirasi ile BS-I, BS-Il ve BS-Ill olarak kodlanmistir. izolatlarin MSM Kkiiltir
ortaminda Urettikleri biyostrfektan miktarlarin fenol-stlfirik asit yéntemi ile belirlenmis
ve BS-I, BS-Il ve BS-lll i¢in sirasiyla 728, 827 ve 656 mg/L olarak bulunmustur.
Biyosiurfektan madde Uretimi Gzerine optimum kosullari belirlemek igin pH etkisi, azot
kaynagi, karbon kaynagi, EDTA konsantrasyonunun etkisi arastiriimigtir.

Belirlenen optimum kosullar ile modifiye edilen peyniralti suyu, biyosirfektan madde
Uretiminde temel besiyeri olarak kullanilmistir. izolatlar, biyosirfektan Gretimi igin
peyniralt suyu ile 10 giin siireyle 35°C'de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda
peyniralti sularindan elde edilen BS-I, BS-Il ve BS-IlIl miktarlar sirasiyla 946 mg/L,
992 mg/L ve 1115 mg/L olarak tespit edilmistir.

Bu calisma, st endustrisi atiklarindan biri olan peyniralti suyunun, biyosurfektan
dretimi igin ucuz ve uygun mikrobiyal blyime sagladigini ve ticari 0&lgekte
biyosurfektan Uretiminde peyniraltl suyunun sentetik ortamlara gére daha iyi substrat
oldugunu gdéstermisgtir.
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Giris

Surfektan maddeler, suyun yizey gerilimini distren amfipatik bilesiklerdir. Bu nedenle
"yizey aktif" maddeler olarak anilirlar. Farkh ylzeyleri bir araya getiren 6zellik
gbsterirler (1). Surfektanlar kimyasal olarak ya da mikrobiyolojik olarak CUretilebilirler.
Mikroorganizmalar 6zellikle suda karismayan substratlarda gelismeleri boyunca
surfektan bilesikleri cogunlukla oksijenli ortam kosullarinda sentezler. Biyosurfektanlar
karbonhidratlar, hidrokarbonlari, yaglari veya bunlarin karigimini karbon kaynagi olarak
kullanan aerobik mikroorganizmalar tarafindan Uretilmektedirler (2). Yapisal farkliliklari
(glikolipidler, lipopeptidler, yagd asitleri gibi), dislk toksisiteleri, biyolojik olarak
parcalanabilmelerinden dolayr bu molekuller yaygin bir sekilde kozmetikte, ilag, gida
sanayinde emdlsifier, 1slatici-nemlendirici, koruyucu madde ve deterjan olarak
kullaniimaktadirlar. Biyosurfektanlar ekonomik olarak cesitli substratlardan basta bitkisel
yadlar, icki ve sUt sanayi atiklari gibi yenilenebilir kaynaklardan dretilebilirler (3).
Ozellikle fermentasyon teknolojisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Ayrica
biyosurfektanlar, metallerle kompleks olusturma egilimindedirler (4). Bu calismada,
cevre kirliligi unsuru olan peyniralti suyu kullanilarak biyosirfektan eldesi amaclanmigtir.
Peyniralti suyu, sit bilegsenlerinden laktoalbumin ve laktogulobilin gibi serum proteinleri
ile degisen dizeylerde laktoz, yagd, mineral madde, proteinler iceren ve peynir yapimi
sirasinda siizme sonucunda olusan 6nemli bir yan GOrindir (5). Sit endistrisinde
toplam Kirlilik yukinan biyik kismini peyniralti sulari olusturmaktadir (6). Bu galismanin
amaci, sut fabrikasi atik sularindan izole edilen mikroorganizmalarin peyniralti suyu
kullanilarak biyostrfektan tretimi Gzerine optimum kosullari belirlenmesidir.

Materyal ve Metot
Mikroorganizma

Calismada kullanilacak olan mikroorganizmalar Atatirk Orman Ciftligi St ve Sit
Mamulleri Fabrikasi atidi ile kontamine olmus istasyondan, steril sise icerisine alinan
su 6rneklerinden izole edilmigtir. 0.1 ml érnek, L bagetle Muller Hinton Agar besiyerine
aktarilmis ve 35 °C'de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiilbasyon sonrasinda elde edilen
kolonilerin saflagana dek cizgi ekimleri yapilmigtir. izole edilen mikroorganizmalarin
koloni ve mikroskobik 6zellikleri incelenerek, biyokimyasal testler (IMViC, hemoliz,
okdidaz, Gram boyama vb.) ile identifikasyonu yapilmistir. identifikasyon icin gerekli
biyokimyasal testler BD BBL Crystal Enteric/Nonfermenter ID System kitleri, API kiti ve
VITEK 2 cihazi (Biomerieux) kullanilarak gerceklestiriimistir. Stok bakteri kilttrlerinin
hazirlanmasi amaci ile mikroorganizmalar yatik Muller Hinton Agar besiyerine ekilerek
48 saat streyle dretilip bu stire sonunda daha sonraki ¢calismalarda kullaniimak Uzere
+4°C'de saklanmigtir. TUm ekim ve pasajlama islemleri steril kabinde
gerceklestirilmigstir.

Mikroorganizmalarin Uretilmesi

Mikroorganizma uretimi icin temel besiyeri Mineral Salt Medium (MSM) besiyeri ( g /L
olarak; NaNOj3 4.0; NaCl 1.0; KCI 1.0; CaCl».2H-0 0.1; KH2PO4 3.0, NaoHPO4.12H,0
3.0; MgSO,4 0.2; FeS0O4.7H.0 0.001; FeCl3.6H-0O 0.008; ZnS0O4.7H-0 0.75; CoCl..6H.0
0.08; CuSO04.5H,O 0.075; MnSO4.H,O 0.75; H3BOs 0.15; Na:MoO,.2H,O 0.05)
kullanilmistir. Besiyerinin pH degeri 6.8 olarak ayarlandiktan sonra 121°C'de 1 atm
basinc altinda 30 dakika otoklavda steril edilmistir.
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Ekim ve kiltirasyon

Daha 6nce hazirlanan stok kdltirleri kullanilarak mikroorganizmalar sterii MSM
kilthrlerine aktariimistir. Bu amagla tim izolatlardan Mc Farland 2 (%1'lik H2SO4
¢cOzeltisinden 9.8 ml + %1'lik BaCly ¢dzeltisinden 0.2 ml) bulaniklik tipline esdeger
bulaniklikta steril serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ilave edilerek homojen bakteri
stspansiyonlari hazirlanmistir. Bu slspansiyondan MSM besiyerlerine 1/20 (v/v)
oranini saglayacak sekilde steril kosullarda ekim yapilmistir. inkiibasyon, 35 °C'de 10
gln sure ile 150 rpm ddngusel calkalama hizinda ¢alkalamal inkiibatérde (Heidolph
Ins., Unimax 1010) gerceklestirilmistir.

Kulturlerde biyosurfektan varliginin saptanmasi

Mikroorganizma kultirlerinde biyosirfektan dretiminin belirlenmesi icin Bodour ve
arkadaslarinin rapor ettigi "drop-collapse” yéntemi kullaniimistir (7). Bu yéntem icin 96
kuyucuga (microwell plate) sahip bir platform kullaniimistir. Kuyucuklar ilk olarak 7 pl
mineral yag ile kaplanmistir. Kontrol sivisi olarak da steril su ve ekim yapilmamis
besiyeri kullaniimistir. Kaltarler 10000 rpm'de 20 dakika sire ile santrifijlenmigtir.
Santrifijleme sonrasinda sipernant Millipore Filtrasyon sistemi ile steril edilmistir. Elde
edilen son filtrat, biyosurfektan varligi igin "drop collapse" yéntemi ile test edilmigtir. Su
ve filtratlardan alinan 25pl'lik 6rnekler 45 °C'lik agi ile kuyucuklara damlatiimigtir. Yag
ile kaplanmis kuyucuklarda damlalarin ¢ékme, yayilma ya da stabil kalma durumlari
g6zlenerek biyosurfektan varhigi belirlenmigtir.

Kultirlerde biyosurfektan miktarinin élctilmesi

Kiltdrlerde biyosirfektan miktari, Saha ve Brewer'in 6nerdigi fenol silfirik asit yéntemi
ile belirlenmistir(8). ik olarak kultirler 10000 rpm'de 20 dakika sire ile
santrifijlenmistir. Santrifijleme sonrasinda elde edilen stipernant Millipor seti ile filtre
edilmistir ve filtrat biyosurfektan miktarinin tayininde kullaniimigtir. Bu amagla 1.0 ml
ornek, 1.0 ml fenol (% 5) ve 3.0 ml HxSO4 (% 98) vorteks yardimi ile homojen bir
sekilde karistiriimistir. Olusan renkli (sari-turuncu) bilesik spektrofotometrik olarak 480
nm'de 6lclimUstir. Standart L-Ramnoz ¢oézeltileri (0.1-1.0g/L) kullanilarak elde edilen
kalibrasyon egrisi, biyosirfektan madde miktarinin belirlenmesinde kullaniimigtir. Bu
calismada maksimum miktarda biyostrfektan elde edebilmek icin cesitli sistem
parametrelerinin biyostrfektan Gretimi Uzerine etkisi incelenmistir. Bu amagla pH,
NaNO; konsantrasyonu ve karbon kaynaginin biyosirfektan Uretimi Gzerine etkisi
belirlenmigtir. Peyniralti suyu, elde edilen veriler dogrultusunda optimum kosullar ile
modifiye edilmigtir.

Peyniralti suyundan biyosurfektan eldesi

Biyosurfektan GUretiminin optimum oldugu sistem parametreleri (pH, karbon kaynagi,
NaNO; ve EDTA konsantrasyonu gibi) belirlendikten sonra, optimum kosullar
uygulanarak mikroorganizmalar ile atik sulardan maksimum biyosUrfektan CGretimi
saglanmistir. Peyniralti sularindan biyosirfektan eldesi igin, atik su érnekleri besiyeri
olarak kullaniimigtir. Mikroorganizmalar, 35 °C'de 10 giin slre ile atik suyu igeren
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besiyerinde inkibe edilerek, kulltrlerdeki biyosurfektan miktari fenol-silfirik asit
yontemi ile belirlenmigtir. Kaltir ortamindan biyosUrfektanin ayristiriimasi igin, kaltrler
5000 rpm'de 20 dakika sure ile santrifijlenmistir. Biyosurfektan presipitasyonu igin
santrifijleme sonrasinda elde edilen stpernatant, 6 N HxSO4 ile ¢ézelti pH'I 2.0
noktasina ulasana dek asidifiye edilmistir. Cokelti kloroform/metanol (1:1, v/v) karisimi
ile ekstrakte edilmistir. Evaporatér ile ¢dzlclinin ortamdan uzaklastiriimasi
saglanarak, elde edilen ekstrakt toplanmistir ve daha sonraki calismalarda kullaniimak
Uzere +4 ° C'de muhafaza edilmistir.

Bulgular

izolasyon ve identifikasyon

Ankara Atatlirk Orman Ciftligi Stt ve Stt Mamulleri Fabrikasi atidi ile kontamine olmus
istasyondan alinan su érneklerinden bes farkli koloni tipi ayirt edilmistir. identifikasyon
sonrasinda izolatlar Burkholderia cepacia, Micrococcus luteus ve Yarrowia lipolytica
olarak tanimlanmistir. Literatlirde sit fabrikasi atik sulari ile ilgili gok cesitli galismalara
rastlanmaktadir. Sat atiklar florasini arastiran bir calismada, Thanomsub ve
arkadaslan (9), sit fabrikasi atiklarindan Pseudomonas aeruginosa B189'u izole etmis
ve bu susun UOrettigi ramnolipitin, biyolojik aktivitesini ve kimyasal yapisini
incelemiglerdir. Rajeshkumar ve Jayachandran (10) tarafindan yapilan fizyokimyasal
ve biyolojik analizler sonucunda, sit fabrikasi atik sularinin KOI degerinin yiiksek ve
pH degderininin de 6.4 oldugunu belirtmigsler ve bu sulardan Sporolactobacillus sp.,
Citrobacter sp., Pseudomonas sp., Alcaligenes sp., Bacillus sp., Staphylococcus sp.
ve Proteus sp. qibi cesitli bakteri suslarini izole edip tanimlamiglardir. Babu ve
arkadasglarinin  (11) vyaptigr bir diger calismada, sut fabrikasi atiklarindan
Pseudomonas sp., Streptococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus sp., Neisseria sp. ve
Lactobacillus sp. mikroorganizmalarini izole edip tanimlamiglardir.

Mikroorganizmalar tarafindan Uretilen biyosarfektan varliginin saptanmasi icin MSM
besiyerinde Uretilmis Burkholderia cepacia, Micrococcus luteus ve Yarrowia lipolytica
kaltdrleri 20 dakika sure ile 5000 rpm'de santrifijlenmistir. Elde edilen supernatantlar,
su ve ekim yapilmamis besiyeri 6rnekleri, mineral yag ile kaplanmig microwell plate
icerisindeki kuyucuklara enjekte edilmistir. Su ve ekim yapilmamis besiyeri
Orneklerinin boncuk seklini aldigi, izolatlara ait kiltlir 6rneklerinde ise kuyucuklardaki
damlalarin yayildigi gdzlenmistir. izolatlar tarafindan biyosurfektan Uretiminin
saptanmasi sonrasinda Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia tarafindan Uretilen
biyosurfektan maddeler sirasi ile BS-1, BS-1l ve BS-Ill olarak kodlanmistir.

Kiltirlerde biyosurfektan miktarinin élcilmesi

Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia tarafindan biyosUrfektan GOretimi saptandiktan
sonra kulttrlerdeki biyosurfektan miktar belirlenmigtir. Temel MSM besiyerinde Y.
lipolytica, M. luteus ve B. cepacia tarafindan Uretilen biyostrfektan miktarlari sirasi ile
728, 827 ve 656 mg/L bulunmustur. Kahyaoglu ve Konar'in (12) yaptigi ¢alismada,
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 susu ile besiortami olarak seker fabrikasi atik
maddesi olan % 5'lik melas kullaniimigtir. 72 saatlik inklbasyon sonrasinda 0,78 g/L
ramnolipid elde edildigi g6zlenmistir. Patel ve Desai'nin (13), karbon kaynag! olarak
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melas ve misir likérini kullandiklari ¢alismada; Pseudomonas aeruginosa GS3
kaltdrlerinde 0,25 g/L ramnolipid elde ettiklerini bildirmislerdir.

TUm izolatlar igin biyosurfektan Uretimi GOzerine pH etkisi 5.5-8.0 araliginda
incelenmigtir ve b0tin izolatlarin 5.5.-6.0 ve 7.5-8.0 pH araliklarinda dusik
biyosirfektan tretimi gdsterdigi, pH 6.5-7.0 araliginda ise ylksek biyostrfektan Gretimi
gosterdigi belirlenmistir. B. cepacia ve Y. lipolytica i¢in en yiksek biyosirfektan Uretimi
pH 7.0'de sirasi ile 675 ve 763 mg/L olarak gbézlenmistir. M. luteus igin maksimum
biyosurfektan miktarinin, pH 6.5'de 856 mg/L oldugu belirlenmigtir (Sekil 1). Literattr
calismalarinda genellikle pH 6.5-7.0 araliginda biyosirfektan Gretiminin arttigina dair
veriler bulunmaktadir. Cooper ve Goldenberg'in (14) yaptig bir calismada ise Bacillus
sp.'nin pH 6.5-7.0 araliginda biyosUrfektan sentezini arttirdigi gérdimusttr. pH 5.5'e
distiginde hem bakteriyal bluyime hem de biyosirfektan madde sentezi azalmistir.
Rhodococcus'un pH 6.5-7.2 araliginda maksimum biyosirfektan Uretip ylzey
gerilimini distrdtgu bildirilmistir (15).
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Sekil 1. BiyosUrfektan Uretimi Gzerine pH etkisi

Biyosurfektan Gretimi Gzerine karbon kaynagi etkisi glukoz, pepton, laktoz ve mineral
yag kaynaklari iceren ortamlarda test edilmistir. Kiltirlerde en ylUksek ve en disik
biyosurfektan miktari tespit edilmistir. B. cepacia, laktoz iceren ortamda maksimum
biyosurfektan Uretimi gdsterirken (867 mg/L), en dlUslk Uretim kapasitesini pepton
iceren ortamda (440 mg/L) gdstermistir. M. luteus en fazla lretim kapasitesine laktoz
iceren ortamda ulasirken (1005 mg/L), mineral yag bulunan ortamda 595 mg/L'lik
kapasite ile disik biyosurfektan Gretimi sergilemistir. Y. lipolytica ise B. cepacia ile
benzer sekilde en fazla laktozlu besiyerinde 986 mg/L, en az peptonlu ortamda (691
mg/L) biyosurfektan Uretimi gostermistir (Sekil 2). Yakimov ve arkadaslar (16) % 2'lik
stikroz ve glikozun Bacillus licheniformis BAS 50 susunun biyosurfektan Gretiminde en
iyi karbon kaynaklari oldugunu ve 160 mg/L Uriin elde edildigini bildirmistir.

Sidal ve arkadaslari (17) zeytinyagdi fabrikasi atigi ile kontamine olmus toprak ve su

Orneklerinden izole ettigi ve biyoslrfektan sentezleme yeteneginde olan
Pseudomonas sp. A01 susu ile zeytin yag fabrikasi atiklarini kullanarak 0.875 g/L
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biyosurfektan Uretildigini gézlemlemiglerdir. Biyosurfektan Gretim agsamasi sekonder
mikrobiyal metabolik proses olarak éne sOrilmustir. Rashedi ve arkadaslari (18)
iran'in gliney bélgesinde bir petrol kuyusundan P. aeruginosa izole etmiglerdir. Bu sus
benzin, parafin, gliserol ve peyniralti suyunu kullanarak ramnolipid Gretebilmistir. %
5'lik gliserol varliginda 2.8 g/L maksimum ramnolipid Uretirken, kiltir ortaminin ytzey
gerilimini de 73 mN/m'den 32 mN/m'ye distigu gbézlenmistir.
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Sekil 2. Farkli karbon kaynaklarinin biyosurfektan Gretimi Gzerine etkisi

Azot kaynaginin biyosurfektan Uretimi Gzerine etkisini belirlemek igin temel besiyeri
bilesimine NH4NOj3, NHsHoPOs, (NH4)2SO4, NH4HCO3;, NaNO; ve KNO; azot
kaynaklari ilave edilmistir. B. cepacia, M. luteus ve Y. lipolytica izolatlar i¢in diger azot
kaynaklarina kiyasla NaNQg; iceren besiyerinde biyosirfektan Uretimi agisindan daha
yUksek verim elde edildigi tespit edilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3 Farkl azot kaynaklarinin biyosurfektan tretimi Gzerine etkisi
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Optimum azot kaynagi konsantrasyonunu tespit etmek icin farkli oranlarda NaNOs
besiyeri ortamina ilave edilmis ve en iyi sonu¢ Sekil 4'de gbéruldigu gibi 1g/L'lik
derisimde bulunmustur. Desai ve Banat (1) Pseudomonas 44T1 ve Rhodococcus ST-
5 ile biyosurfektan Gretiminde en uygun azot kaynaginin nitrat oldugunu belirtmiglerdir.
Guerra-Santos'a gére (19) glutamin-glutamat metabolizmasi tarafindan nitrat,
amonyuma g6re daha yavas ve daha iyi metabolize olmaktadir. Bu ylzden nitrojen,
sinirli bir sekilde ortama verildiginde biyosurfektan miktarinin arttigini saptamiglardir.
Sinirl miktarda ortama azot verildiginde P. aeruginosa ve C. tropicalis ITP-4'Gn
biyosurfektan dretimini arttirdigr gbézlenmistir (1). Abouseouda ve arkadaslarn (20),
Pseudomonas fluorescens'in biyosurfektan Uretimi Uzerine optimum azot kaynagi
etkisini arastirmak icin 1 g/L NH4Cl, NaNOs; ve NH4NO; kullanmiglar ve sonugta
NaNO; ile NH4NOs'Gn en iyi azot kaynaklari oldugunu belirlemiglerdir. NH4Cl,
icerisindeki amonyum tuzu biyosuUrfektan dretiminde degil, bakteriyel blylimede
kullaniimistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada optimum azot kaynagi konsantrasyonunu
tespit etmek icin farkh oranlarda NaNOj besiyeri ortamina ilave edilmis ve en iyi sonug
1g/L'lik derisimde bulunmustur.
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Sekil 4. Azot kaynagi olarak kullanilan NaNOj; konsantrasyonunun biyosulrfektan
dretimi Gzerine etkisi

Hlcre duvari gegirgenligini arttirdigr distndlen EDTA'nin biyosurfektan Gretimine
etkisi Sekil 5'de verilmigtir. 0.01-0.05 g/L araligindaki dustk konsantrasyonlarda EDTA
varliginin biyosUrfektan Gretimini artirdigi 0,1 ve 0.2 g/L konsantrasyonlarinda ise
bakteri gelisiminin ve buna bagli olarak biyostrfektan Uretiminin azaldigi belirlenmistir.
Sonucta en yiksek biyosirfektan UGretimi 0.05 g/L EDTA konsantrasyonunda
g6zlenmigtir ve Y. lipolytica, M. luteus, B. cepacia i¢in sirasiyla 825, 932 ve 645 mg/L
olarak bulunmustur. Literatirde EDTA konsantrasyonuna, mikroorganizma ve Kkulttr
ortamina bagli olarak biyosirfektan Gretiminin arttirilabildigi ya da baskilanabildigi ile
ilgili veriler yer almaktadir. DlUsUk konsantrasyonlarda EDTA varligi ile biyosurfektan
dretiminin artmasi hlcre gecirgenliginin artmasi, besinlerin hiicre icerisine daha kolay
alinmasi ve daha ¢ok metabolit Uretilmesi ile agiklanabilir. Pseudomonas hiicrelerine
ait dis membranlar Mg (ll) iyonlari ve lipopolisakkaritlerin kovalent olmayan g¢apraz
baglarla etkilesimi ile stabil hale gelmektedir.
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Distuk miktarlarda EDTA Mg (Il) iyonlar ile etkilesime girerek dis membran
akicihginda ve bOtanliginde degisikliklere yol ac¢maktadir. Bu degisimler dis
membranin gecirgenliginin artmasina neden olmaktadir. Besiortaminda EDTA
miktarinin arttinlmasi ile biyosurfektan tretiminin azalmasi, MSM besiyeri bilesiminde
bulunan ve mikroorganizmalarin Gremesi icin gerekli Mn(Il), Cu(ll), Fe(lll), Zn(ll) ve
Co(lll) metallerinin EDTA ile kompleks olusturmasi ile agiklanabilir. EDTA, yapisinda
dort karboksilat ve iki amin grubu icermektedir ve bu gruplar EDTA'nin metallerle
kompleks olusturmasini saglamaktadir. EDTA &zellikle Mn(ll), Cu(ll), Fe(lll), Pb (I1) ve
Co(lll) metal iyonlari ile gticli kompleksler olusturmaktadir. EDTA-metal kompleksinin
olusmasi ile mikroorganizmalarin bu metallere erigimi kisitlanmakta, mikroorganizma
metabolizmasinda ve metabolit Gretiminde aksamalar meydana gelmektedir.
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Sekil 5. Biyosurfektan Gretimi Gzerine EDTA etkisi

Mikroorganizmalar tarafindan ihtiya¢ duyulan bu metaller biyokimyasal reaksiyonlarin
katalizasyonunda, bazi enzimlerin ve kofaktérlerin yapisinda yer almaktadirlar.
Ortamda ¢ok az bulunan ve hicreler tarafindan da ¢ok az miktarda ihtiyag duyulan
bdyle elementler, iz elementler olarak tanimlanmaktadir. Bu elementlerin noksanhgi
veya azli§ bakterilerin Gremelerini ve gelismelerini olumsuz ydnde etkilemektedir. iz
elementlerden, demir, elektron transport mekanizmasi ve sitokrom sentezi igin
6nemlidir. Nitratlarin redUksiyonunda ve melanin sentezinde bakir énemli bir role
sahiptir. Manganez nitrat rediksiyonlari igin, ¢inko ise alkol dehidrogenaz aktivitesi ve
sitokrom-c'nin sentezi igin gereklidir. Mikrobiyal metabolizmada farkh yollarda iglev
géren bu elementlerin EDTA ile uzaklastinimasi ya da maskelenmesi, ilgili yollarda
aksamalara neden olacaktir ve bu yolla metabolit Gretimide azalacaktir. Rhodococcus
erythropolis'in biyoslrfektan dretiminde EDTA'nin etkisinin odugu ve biyosurfektan
dretimini arttirdigr  belirlenmistir. Pseudomanas sp. 2874 susunda ortama verilen
EDTA'nin, ramnolipid Gretimini engelledigi saptanmistir (21). Literatirde yer alan
bilgiler elde ettigimiz verileri desteklemektedir
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Peyniralti suyundan biyosurfektan eldesi

Biyosirfektan Gretiminin optimum oldugu sistem parametreleri (pH, Karbon kaynagi,
NaNO; ve EDTA konsantrasyonu) belirlendikten sonra, optimum kosullar
mikroorganizmalar ile peyniralti atik su 6rnegine uygulanmistir.

Mikroorganizmalar, besiyeri olarak kullanilan peyniralti suyunda 35 °C'de 10 gtin sire
ile muamele edilmis ve kloroform/metanol ekstraksiyonu sonrasinda biyosuirfektan kati
halde elde edilmistir. Sonug olarak maksimum biyosurfektan Uretimi saglanmistir.

Sekil 6'da géraldiga gibi Y. lipolytica, temel MSM besiyerinde 728 mg/L biyoslrfektan
dretirken, peyniraltt suyu iceren besiyerinde 946 mg/L biyosirfektan Uretmistir.
Peyniralti suyunda biyosurfektan miktarinin 1.3 kat arttigi gézlenmistir. M. luteus,
temel MSM besiyerinde 827 mg/L biyoslrfektan Uretirken, peyniralti suyu igeren
besiyerinde 992 mg/L biyosurfektan Uretmistir. Peyniraltt suyunda biyosUrfektan
miktarinin 1.2 kat arttigi gézlenmistir. B. cepacia, temel MSM besiyerinde 656 mg/L
biyosurfektan Uretirken, peyniralti suyu iceren besiyerinde 1115 mg/L biyosUrfektan
aretmistir.
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Sekil 6. Peyniraltl suyundan biyosUrfektan tretimi

Peyniralti suyunda biyosurfektan miktarinin 1.7 kat arttigi gézlenmistir. Rodrigues ve
arkadaslarn (22) Lactobacillus pentosus ile peyniralti suyunu kullanarak 72 saatlik
inkibasyon sonrasinda 1.4 g/L maksimum biyosurfektan elde etmislerdir. Dubey ve
Juwarkar (23) biyosurfektan Gretmek icin Pseudomonas aeruginosa BS2 susu ile
peyniralti suyunu kullanmigtir. 48 saatlik inklbasyonda 0.92 g/L biyosirfektan
g6zlenmistir. Peyniralti suyunda Uc¢ izolatimizin da biyosUrfektan madde miktarini
attirdiklari gértlmastir. Cahsma kapsaminda st fabrikasi atiklarindan biri olan
peyniraltt sularinin biyosirfektan Gretiminde optimum kosullari belirlenmis ve
maksimum miktarda Grin elde edilmistir. Ayrica ¢evre icin énemli bir tehdit unsuru
olan bu sular biyolojik olarak aritiimistir.
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