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OZET

Bu c¢alismada karbon kaynagi olarak siit fabrikasinin atik maddesi olan
peyniralti suyu kullanilarak Pseudomonas aeruginosa DSM 50071’dan
ramnolipit biyosiirfektani elde edilmesi amaglanmistir. Bu amagla peyniraltt
suyu ortamuinda Pseudomonas aeruginosa DSM 50071’in toplam hiicre
sayisi, ramnolipit miktari, indirgen seker miktar1 ve kimyasal oksijen istegi
arastirilmustir.

Yapilan ¢alisma sonunda karbon kaynagi olarak peyniralti suyu atiginda
P.aeruginosa’nin lreyip ¢ogaldigr goriilmiistiir. Besiortamindaki toplam
hiicre sayis1 9,5 x 10°/ml, en yiiksek ramnolipit miktar1 0,48 g/l ve peynir alt1
suyunun kimyasal oksijen yiikiiniin 90. t % 27 oraninda azaldigi tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyosiirfektan, Pseudomonas aeruginosa, Ramnolipit,

RHAMNOLIPID BIOSURFACTANT PRODUCTION BY USING
THE CHESSES WHEY WASTE AS CARBON SOURCE
ABTRACT

In this study, we attempted to rhamnolipit biosurfactant production from
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 using chesses whey which is waste of
milk factory as carbon source. For this purpose we searched total cell count,
the production of rhamnolipit and chemical oxygen load of P. aeruginosa
DSM 50071 growing on chesses whey waste medium.

Result from this study showed that the growth of  P.aeruginosa using
chesses whey waste as carbon source. The maximum production of
rhamnolipid 0,48 g/1, total cell count 9,5 x 10°/ml. and the chemical oxygen
load of chesses whey waste was reduced by 27 % in 90 h.
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1. GIRIS

Endiistride ham maddeler belli bir amaca gore islenirken bazi maddelerde
atik madde olarak ortaya ¢ikmaktadir. Diinya’da hemen her yil milyonlarca
ton atik madde ¢evreye atilmaktadir. Bu atik maddelerin yok edilmesi ¢esitli
endiistri kuruluslarmna biiyiik yiikler getirmektedir. Ornegin tahil {iriinlerinin
% 60’1, yagli tohum iriinlerinin % 85’1, seker irlinlerinin % 90°n1 atik
madde olarak ortaya ¢ikmaktadir [1, 2].

Bu atik maddelerden biride peyniralti1 suyudur. Peyniralt1 suyu; siittiin peynir
mayasi veya organik asitlerle pihtilastirilmasindan ve peynirin esasini
olusturan pihtinin alinmasindan sonra geri kalan yesilimsi sar1 renkte sivi
kisimdir. Peyniraltt suyu atiginin ortalama % 6’s1 kuru madde, %0,05-1’1
yag, % 0,5 —1,8’1 protein, % 4 - 5’1 laktoz, % 0,5 -2’si mineral maddelerden
olusmaktadir. Zengin besin igerigine sahip ve liretim sonunda fazla miktarda
olusan peyniralti suyunun biiyiik bir kismi iilkemizde hemen hemen hig
degerlendirilmeden atik madde olarak c¢evreye verilmektedir. Fakat siit
endiistrisinin gelismis oldugu iilkelerde peyniralti suyundan yem, ilag, etil
alkol ve laktoz {iretimi gibi ¢esitli alanlarda yararlanilmaktadir [3].

Biyoteknoloji ve ¢evre teknolojilerindeki gelismelere bagli olarak endiistriyel
attk maddelerden biyosiirfektan iiretilmesine olan ilgi artmustir.
Biyosiirfektanlar; mikroorganizmalar tarafindan iretilen hidrofilik ve
hidrofobik kisim igeren hiicrelerin yiizeylerinde bulunan veya hiicre disina
salman kati, sivi, gaz molekiilleri arasindaki yiizey ve i¢ yiizey gerilimi
azaltabilen yiizey aktif bilesiklerdir[4, 5, 6, 7].

P.aeruginosa cesitli karbon kaynaklarinda bir veya iki tane ramnoz sekeri
ve ¢esitli uzunluklarda yag asitleri igeren glikolipit yapisinda
biyosiirfektanlar sentezlemektedir. Yapisinda bir tane ramnoz sekeri ve buna
bagh yag asitleri varsa monoramnolipit, iki tane ramnoz sekeri ve yag
asitleri varsa diramnolipit ad1 verilmektedir. Ramnolipitler hiicre duvarimin
yapisinda bulunuyorsa hidrokarbonlu bilesiklerin periplazmik yiizeye
penetrasyonunu  kolaylastirmakta ve/veya hiicre digina salindiklarinda ise
hidrokarbonlu bilesikleri emiilsifiye etme 6zelligine sahiptirler [2, 7, 8].

Ramnolipitlerde bulunan ramnoz sekerleri bilesige hidrofilik 6zellik
kazandirirken, yag asitlerine eklenen karbon molekiilleri hidrofobik
ozelligini artrmaktadir. Bu ozellikler ramnolipitlerin saglamligini  ve
hidrofobik bilesikleri ¢oziinebilme kapasitesini etkilemektedir. Bu nedenle
ramnolipitler kara ve denizlere dokiilmiis kirleticilerin temizlenmesinde,
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petrol tasiyan boru ve depolarda vizkoziteyi artirmada, aromatik ve alifatik
hidrokarbonlu bilesiklerin ortamdan kaldirilmasinda, petrol endiistrisi, tarim,
tip, kozmetik ve ¢cevre biyoteknoloji gibi alanlarda kullanilmaktadir [6, 7, 8].
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Sekil 1. Pseudomonas aeruginosa tarafindan sentezlenen mono ve di-
ramnolipitler.

Bu caligmada; siit fabrikalarmin atig1 olan peyniraltt suyunun hem g¢evreye
zarar vermeden degerlendirilmesi hem de endiistrinin bircok alanda
kullamlan ylizey ve i¢ yiizey gerilimi azaltabilen ramnolipit
biyosiirfektanlarinin tiretilmesi amaglanmigtir. Bunun i¢in ¢aligmada 6n
islemlerden geg¢irilmis peyniraltt suyu besiortaminda P.aeruginosa’nin
toplam hiicre sayisi, ramnolipit miktari, indirgen seker miktar1 ve kimyasal
oksijen yiikii arastirilmustir.

2.MATERYAL VE METOD

2.1. Kullamlan Mikroorganizma

Calismada Pseudomonas  aeruginosa  DSM 50071 kullanilmustir.
Mikroorganizma Firat Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji
Laboratuar koleksiyonundan temin edilmistir.

2.2. Kullamlan Besi ortamlari

Besiortamu olarak Elazig Siit fabrikasindan temin ettigimiz peyniralt1 suyu

kullamlmistir.  Peyniralt1 suyu kullanilmadan &nce ©n islemlerden
gecirilmistir. Bunun i¢in; Peynir alti suyu 1,1 atmosfer basmg altinda
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121°C’de 15 dakika siireyle otoklavlanmis ve bir gece +4 °C’de
bekletildikten sonra yesilimsi sar1 renkte berrak peyniralti suyu besiortami
olarak kullanilmustir.

2.3. Besiortamlarina Ekim ve Bakteri Kiiltiiriiniin Gelistirilmesi

P. aeruginosa DSM 50071’nin ekimi i¢in stok kiiltiirlerin bulundugu yatik
Nutrient agar tiiplerine Mcfarland 2 (%1 H,SO,’den 9,8 ml + %]1°lik
BaCl,’den 0,2 ml) bulaniklik tiipline esdeger bulanikliga gelinceye kadar
steril serum fizyolojik su (% 0,9 NaCl) ilave edilmis ve homojen bir bakteri
siispansiyonu hazirlanmistir. Bu siispansiyon besiortamlarina 1/20 (v/v)
orani olacak sekilde steril kosullarda ekim yapilmistir. Kiiltiirler 150 rpm’de
37°C’de ¢alkalamali etiivde gelistirilmistir [9].

2.4. Besiortamlarinda Toplam Hiicre Sayisimin Belirlenmesi

Besiortamlarindaki toplam bakteri hiicre sayis1 McFarland yontemine gore
hesaplanmustir [9].

2.5. Besiortamindan Ramnolipit Biyosiirfektam Ekstraksiyonu ve
Miktarimin Belirlenmesi

Ramnolipit ekstraksiyonu inkiibasyon siiresi sonunda besiortaminin pH’s1 10
M NaOH ile pH 8’ e ayarlanmis ve 20 dakika 5 000 devirde santrifiij
edilmistir. Daha sonra 3 M H,SOy ile besiortamimin pH’s1 2’ye ayarlanmig
ve esit hacimde Kloroform:Metanol (2:1) karigimi ilave edilmistir.
Calkalamali etiivde 10 dakika ¢alkalandiktan sonra 5000 devirde 10 dakika
tekrar santrifiij edilmistir. Ekstraksiyon bir kere daha tekrarlanmistir. Sonra
metanol’de ¢oziindiiriiliip 0,22um’lik miliporlardan filtre edilmis ve agik sar1
renkte Uiriin elde edilmistir. Ramnolipit miktarini bulmak i¢in yukarida
belirtildigi gibi ekstrakte edilen 6rnekler Dubois ve ark. onerdigi Fenol
Siilfiirik Asit metoduna gore 480 nm dalga boyunda kolorimetrik olarak
hesaplanmustir [8, 10].

2.6. Indirgen Seker Miktarimin Olciilmesi

Besiortamindaki indirgen seker miktar1 Dinitrosalisik asit yontemine gore
yapilmistir. Bu amag i¢in 0,5 ml 6rnek iizerine 1,5 ml Dinitrosalisik asit
ilave edilmis tiipler 10 dakika siire ile kaynar su banyosunda tutulmus ve
soguduktan sonra spektrofotometre’de 550 nm dalga boyunda kolorimetrik
olarak hesaplanmigtir [2, 11].
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2.7. Kimyasal Oksijen Isteginin Ol¢iilmesi

Kimyasal oksijen istek yiikii Rant ve ark. onerdigi yonteme gore yapilmistir
[12]. 20 ml o6rnek (bakteri hiicrelerinden arindirilmis ve 1/100 oraminda
sulandirilmig kiiltiir ortami) lizerine 5 ml glimiis siilfath siilfirik asit ile 0,4 gr
HgSO, ilave edilip karistirilmistir Bu karistma 10 ml 0,25 N K,Cr,0; ilave
edildikten sonra 25 ml giimiis siilfath siilfirik asit ¢6zeltisi yavasca ilave
edilip iyice karistirilmustir. Iki saat siire ile kaynatilan balonlar sogutulup
toplam hacim 140 ml olacak sekilde distile su ilave edilmistir. Balonlardaki
orneklerin her birisine 2-3 damla ferroin indikatéri ilave edilmis ve 0,1 N
demir amonyum siilfat (Fe(NH4)»(SO4),) ile renk kirmiziya doniinceye kadar
titre edilmistir. Titrasyon sonucu K.O.l. yiikii mg/l cinsinden asagidaki
formiile gore hesaplanmistir [2].

(Vo—V1) x N x 8000

K.O.L (mg/l) =
\%

Vo = Kore sarf edilen demir amonyum siilfat miktari
V, = Ornege sarf edilen demiramonyum siilfat miktari
V = Alinan ml numune miktari

N = Demiramonyum siilfat normalitesi

3. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan c¢aligmalarda, P.aeruginosa’mn hidrokarbon, karbonhidrat ve yag
gibi farkli karbon kaynaklarinda ramnolipit biyosiirfektan1 sentezledigi
belirtilmistir [12, 13, 14]. Bu ¢alismamizda siit endiistrisinin atik maddesi
olan peyniralti suyu karbon kaynagi olarak kullanilarak ramnolipit
biyosiirfektan1 elde etmesi amacglanmistir. Calismada P.aeruginosa DSM
50071’in peyniralti suyu besiortaminda toplam hiicre sayisi, ramnolipit
miktari, indirgen seker miktar1 ve kirlilik yiikii parametrelerinden olan
kimyasal oksijen istegi (KOI) aragtirilmsgtir.

Peyniralti suyu; sahip oldugu organik bilesikler ve minarel maddeler
nedeniyle mikroorganizmalarin iireme ve ¢ogalmasini engelleyici bir
ozellige sahiptir [3].

Yapilan g¢alisma sonunda peyniralti suyunda P.aeruginosa bakterilerinin
iireme ve ¢ogalma gosterdigi ve 90. saate toplam hiicre sayis1 9,5 x10°/ml
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oldugu tespit edilmistir. Ramnolipit biyosiirfektan1 miktar1 ile zamanla artigi
ve en yliksek ramnolipit biyosiirfektan1 miktari ise 72. saat’te 0,48 g/l oldugu
gOriilmiistiir. Ayn1 zamanda indirgen seker miktarmin ise zamana bagli
olarak 3,1 g/I’den 2,6 g/I’ye diistiigii goriilmiistiir (sekil 3.1. 3.2. ve 3.3).
Ramnolipit biyosiirfektan iiretimi {izerine yapilan ¢aligmalar ramnolipitlerin
sekonder metabolizma ile iligkili oldugunu gostermektedir. Ramnolipit
biyosiirfektan elde edilmesi i¢in en uygun inkiibasyon siiresinin 72 saat
oldugunu bildiren ¢alismalarin yani sira 24, 90 ve 120 saatler oldugunu
bildiren ¢alismalarda bulunmaktadir [2, 13, 14].

Dubey ve Juwarkar (2001); yaglardan izole ettigi P.aeruginosa BS2
kiiltiirlerinin peyniraltt suyunda 0,92 g/l ramnolipit biyosiirfektan1 elde
ettigini ve peyniralt1 suyunun ramnolipit biyosiirfektan liretiminde uygun bir
substrat oldugunu bildirmislerdir [15].

100
90
80
70
60
50 A
40 4
30
20
10;

Toplam Hiicre sayis1 (/10 "ml)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Zaman (saat)

Sekil 3.1. Peyniralt1 suyu besiortaminda P.aeruginosa DSM 50071’in
toplam hiicre sayisi
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Sekil 3.2. Peyniralti suyu besiortaminda P.aeruginosa DSM 50071’in
ramnolipit miktari.
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Sekil 3.3. Peyniralti suyu besiortaminda P.aeruginosa DSM 50071’in
indirgen seker miktar.

Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz ramnolipit miktar1 bu kadar yiiksek
olmamigtir. Bunun nedeni kullanilan mikroorganizmalarin ve besiortaminin
iceriklerinin farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir. Mikroorganizmalarin
ramnolipid biyosiirfektan1 tiretip iiretmemesi daha ¢ok mikroorganizmanin
cinsine baghdir. Pseudomonas tiirleri diger tiirlere gére daha fazla ramnolipit
biyosiirfektan1 iiretmektedir. Fakat Pseudomonas tirlerinin cevaplari
birbirlerinden farkidir [4, 6,12].

Yapilan c¢aligmalar ramnolipit iiretiminde karbon kaynaklarmin 6nemli
oldugunu gostermektedir. Benzer ¢aligmalarda; Itoh ve ark. (1971); parafin
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lizerinde gelisebilen P.aeruginosa KY 4025’in 17 g/l, Osman ve ark (1996)
etanol ortamuinda Pseudomonas sp. BOP100 32 g/I, Babu ve ark (1996)

stikroz ortaminda P.aeruginosa BS2 nin 5,8g/1 ramnolipit, biyosiirfektanlari
sentezlediklerini bildirmislerdir [16, 17, 18].

Farkli karbon kaynaklarinin ramnolipit biyosiirfektan1 iiretimi iizerine
yapilan c¢alismalarda mannitol ve gliserol igeren kiiltiir ortamlarinda
ramnolipit biyosiirfektan iiretiminin daha yiiksek oldugunu ancak mannitol
ve gliserol maliyetleri yiiksek karbon kaynaklari oldugu i¢in endiistriyel
uygulamalar i¢in pek tercih edilmedigi belirtilmistir.

Mercada ve ark (1993); ramnolipit liretiminde zeytinyagi atiklarinin kiiltiir
ortami olarak kullanmilmasi iizerine yaptigi calismada, zeytinyagi fabrika
atiginda denedigi 22 mikroorganizma kiiltiirlerinden sadece 15 tanesinin
gelistigini bunlarinda genelde Pseudomonas tiirlerine ait kiiltiirler oldugunu
bildirmislerdir [13].

Mercada ve ark (1993) zeytinyagi atigimin mikroorganizmalar tarafindan
biyosiirfektan iiretiminde substrat olarak kullanilabilecegini, Abolos ve ark
(2001) ramnolipit liretiminde soya yagi atiginin, Patel ve ark (1997), seker
fabrikas1 atik maddelerinin ramnolipit biyosiirfektan iiretiminde besiortami
olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir [13, 19, 20].

Atik maddeler ¢evreye birakildiklar1 zaman ortamdaki organik bilesiklerle,
mineral maddelerle veya organizmalarla siki baglar kurmakta ve gevreye
zarar vermektedir. Ozellikle organizmalarin yapisinda birikerek toksik,
kanserojenik ve mutajenik etki yapmaktadir. Bu nedenle atik maddelerin
hem bu tiir etkilerinin veya kirlilik yiiklerinin ortadan kaldirilmasi veya
azaltilmas1 hem de tekrar ham madde olarak degerlendirilerek ekonomiye
kazandirilmas1 olduk¢a 6nemlidir.

Yaptigimiz ¢alismada peynir alt1 suyunun kirlilik yiikii gdstergelerinden olan
kimyasal oksijen isteginin (KOI) ise % 27 oraninda azaldigi tespit edilmistir
(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Peyniralt1 suyu besiortaminda P.aeruginosa DSM 50071’in

kimyasal oksijen yiikii

Sonug olarak siit fabrikalarinin atik maddesi olan peyniralti suyu’nun karbon
kaynagi olarak ramnolipit biyosiirfektani1 elde edilmesinde kullanilabilecegi
ve bdylece tekrar ekonomiye ham madde olarak geri kazandirilacagi tespit
edilmistir.
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