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Ozet: Zeytinyad: fabrikasi atigi Akdeniz ilkelerinde tarimsal endiistrinin en énemli kirleticilerinden
biridir. Bu Ulkelerdeki zeytinyagi fabrikalari yillik yaklasik 2-3 milyon tonluk bir atik meydana getirir.
Zeytinyadi fabrikasi atigi, zeytinyagi isleme projesinde kullanilan su ve olgun zeytinlerin suda ¢dzinen
fraksiyonunu iceren siyah bir likérdir. Bu atik su ylksek mineral icerigine sahiptir ve kullanilan
zeytinyad! ekstraksiyon islemine bagl olarak 25.000-100.000 mg/I kimyasal oksijen ihtiyaci gésterir.

*Bu calisma zeytinyagi fabrikasi atigindan Pseudomonas suslari ile ramnolipid olarak bilinen
biyoslrfektan elde etme prosesini sunmaktadir. Bu amagla biyosurfektan lreten bazi suslar denenmis
ve karbon kaynagi olarak zeytinyagi fabrikasi atidi siyah likérde reyebilen bazi Pseudomonas suslari
tespit edilmis ve bunlarin ramnolipid Grettikleri saptanmgtir. Ureme ortami olarak kullanilan zeytinyag
fabrikasi atigi seyreltilmis (dilue edilmis) ortama sadece NaNO3 (2.5 g/l) ilave edilmistir. Litre substrat
basina ramnolipid tretimi 0.875 g/l dir. Zeytinyagi fabrikasi atiginin Kimyasal Oksijen Istemi yiiki 72.
saatte yaklasik %50-70 oraninda indirgenmistir.

Anahtar Sézcikler: Zeytinyad Fabrikasi Atidi, Pseudomonas sp., Biyosurfektan, Ramnolipid

Obtaining Biosurfactant from Olive Oil Mill Effluent (OOME) Using
Pseudomonas sp.

Abstract: Olive oil mill effluent (OOME) is one of the major pollutants produced by the agricultural
industry in Mediterranean countries. The olive oil mills in these countries generate about 2-3 million
tonnes of effluent annually. OOME is a black liquor containing a water-soluble fraction of ripe olives
and water that is used in the process of olive oil extraction. This waste has a high mineral content and
a chemical oxygen demand of 25.000-100.000 mg/l. depending on the olive oil extraction process
used.

This study presents a process for biosurfactant as rhamnolipid production by Pseudomonas sp. from
olive oil mill effluent (OMME). For this purpose, some biosurfactant-producing strains were assayed

* Bu calisma TUBITAK, TBAG-1507 nolu proje tarafindan desteklenmistir.
**Bu calisma doktora tezinin bir bolumudur.
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and several strains of Pseudomonas sp. were able to grow on OOME as the sole carbon source and
accumulate rhamnolipids. Samples of OOME used as a medium of production were diluted and it was
only necesarry to add NaNO3 (2.5 g/l) to the medium. The conversion yield was 0.875 g of
rhamnolipid per litre of substrate (OOME). The COD of the OOME was reduced by 50-70% in 72 h.

Key Words: Olive Oil Mill Effluent (OOME) Pseudomonas sp., Biosurfactant, Rhamnolipid.

Giris

Endustride hammaddeler belirli bir amaca gore islenirken bazi maddeler de atik olarak Kalir.
Bunlar daha sonra verildikleri alict ortamlarin yani havanin, topragin, sularin dolayisi ile ¢cevrenin
kirlenmesine neden olduklarindan ya yok edilmeleri ya da Kkirlilik yiklerinin azaltilmasi
gerekmektedir. Ancak ekonomik ydnden degerlendiriimeleri 6n planda geleceginden, cesitli
degerlendirme sekilleri son yillarda blyik 6énem kazanmustir.

Genel olarak Akdeniz Ulkelerinde zeytinyadi fabrikasi atiklarinin tarimsal endustrinin en
onemli Kirleticilerinden biri oldugu gértlmektedir. Rakamsal olarak ifade etmek gerekirse, bu
fabrikalar yilda ortalama olarak 2,5-3 milyon ton atik meydana getirirler. Zeytinyagi fabrikasi
atigi, zeytinyadi isleme prosesinde kullanilan su ve olgun zeytinlerin suda ¢dziinen fraksiyonunu
iceren siyah bir likérdir. Bu atik su yiksek mineral igerigine sahiptir ve Kkullanilan zeytinyagi
ekstraksiyon islemine bagli olarak 25.000-100.000 mg/l kimyasal oksijen ihtiyaci (K.O.l.)
gosterir (1).

Zeytinyadi fabrikasi atigi polifenoller gibi toksik maddeler icerdigi gibi, sekerler, azotlu
bilesikler, organik asitler ve atik yag gibi ticari éneme sahip organik maddeler de icerir (2, 3).
Bu nedenle ginumiz fermentasyon teknologjisi icinde zeytinyadi fabrikast atigi énemli bir
hammadde olma Ozelligini sirdirmektedir. Ozellikle, tek hiicre proteini (retimi, pektik
enzimlerin biyosentezi ve anaerobik kosullarda enerji eldesi gibi fermentasyon prosesleri bu
teknolojinin en énemli uygulamalaridir (4-6).

Zeytinyagi fabrikasi atigi siyah likériin kompozisyonu Tablo 1'de gosterilmistir (7). Bilindigi
gibi bir¢ok mikroorganizma c¢ok degisik karbon kaynaklari kullanilarak uretildiginde farkl tipte
biyosurfektanlar sentezleyebilir. Bazi Pseudomonas suslarinin da farkll karbon kaynaklarinda
Uretildiklerinde ramnolipid olarak karakterize edilen yuzey aktif bilesikleri sentezledigi
bilinmektedir. Bu nedenlerden dolay! son zamanlarda biyosurfektan treten mikroorganizmalar
Ozerine caligan aragstiricilarin sayisinda belirgin bir artis gorilmektedir. Ekstraseliiler olarak
ortama salindiklarinda hidrokarbonlart emilsifiye etmeleri, hiicre duvarinin yapisinda yer
aldiklarinda ise hidrokarbonlarin periplazmik yiuizeye penetrasyonunu Kkolaylastirmalari ile
taninan dogal ve sentetik sirfektanlar bu nedenle uzun yillardan beri ticari amacla ¢ok cesitli
endiistrilerde kullanilmaktadir. Ozellikle makine sanayi ve motor yaglari endistrisinde, ¢evre
biyoteknolgjisinde, gida endistrisinde ve kozmetik sanayiinde her giin artan hammadde talebini
karsilamak amaciyla proses gelistirmeye yonelik ¢alismalar da hizlanmustir. Bu prosesler sonucu
sentezlenen Urlnlerden 6zellikle disik molekil agirlikli olanlari yad ve su arasindaki yuzey
gerilimini indirgeme yetenegine sahip olduklarindan daha da genis bir kullanim alani bulurlar.
BiyosUrfektanlarin fermentasyon teknolgjisinde 6n plana cikmasinin nedeni ise sentetik

612



U. SIDAL. N. KOLANKAYA, C. KURTONUR

Bilesenler Tablo 1. Zeytinyagl Fabrikasi Atiginin
Kuru Madde (9%) 12.0 Kompazisyonu.
Organik Maddeler (%) 10.5
Mineraller (%) 2.5
Organik Bilesenler (%)
Sekerler 5.0
Protein 1.2
Organik Asitler 0.7
Polialkoller 1.8
Pektinler, Tanenler 1.0
Polifenoller 1.0
Lipidler 0.1
Mineral Bilesenler (ppm)
P 500
K 3000
Ca 350
Mg 200
Na 450
Fe 35
pH 4.5-5
K.O.1. (g/l) 90-100

surfektanlara gore sahip oldugu avantajlaridir. Bu avantajlar; Biyosirfektanlar bazi durumlarda
sentetik surfektanlardan farkl yizey aktif 6zellikler gosterirler, bu da endustriyel uygulamalar
icin yeni ihtimalleri ortaya ¢ikarir; Mikrobiyal surfektanlar bircok geleneksel surfektanlara gore
0zel uygulamalar icin de cok daha etkilidir ve biyosurfektanlar genellikle non-toksik ve biyolojik
olarak parcalanabilir 6zelliktedir, seklinde siralanabilir (1, 8).

Zeytinyagi Ulkemizin énemli tiretim maddelerinden birisidir. Bu maddenin (retimini yapan
fabrikalarin atiklari da énemli bir ¢evre Kkirleticisidir. Cevre Kirletici atik Urunlerin yeniden
kazanimi son yillarda ¢evre dostu teknolgjilerin ana hedefi durumuna gelmistir. Bununla birlikte
surfektanlar cesitli endustrilerde genis bir Kullanim alani bulmakta ve dogdal sirfektanlar sahip
olduklari avantajlari nedeniyle tercih edilmektedir. Bu sebeple zeytinyagi fabrikasi atigindan
biyostrfektan elde edilmesini amaclayan bu projemiz tlkemiz ekonomisi ve ekolgjisi i¢in oldukca
6nemlidir. Konu ile ilgili yapilan diger ¢alismalarda farkli prosesler ve farkli suglar kullanilmis ve
olumlu sonuclar elde edilmistir. Bu calismamizda Ulkemiz ekosistemine adapte olmus
Pseudomonas suslari izole edilmis ve aerobik Kkosullarda biyostrfektan verimliligi diger
sonuglarla Kkarsilastiriimistir.  Sonu¢ olarak bu calisma zeytinyadi fabrikasi atigindan
Pseudomonas suslart ile ramnolipid olarak bilinen biyosurfektan elde etme prosesini sunmaktadir.

Materyal ve Metod

1. Kullanilan Mikroorganizma; izolasyonu ve Saflastiriimasi: Edremit-Ayvalik-Gomeg
mevkii'nden, zeytinyagi fabrikasi atigi ile kontamine olmus 4 farkli istasyondan alinan toprak ve
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su orneklerinden izole edilen ve biyosurfektan sentezleme yeteneginde olan 8 mikroorganizma
saptandi. Bu izolatlarin Pseudomonas sp. oldugu Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvari'na gore yapilan mikroskobik ve biyokimyasal testler (asit, gaz, IMVIC,
oksidaz vb.) sonucunda anlasildi. Pseudomonas sp.’leri icinde en ylksek aktiviteye sahip olan ve
Pseudomonas sp. AO1 olarak isimlendirilen sus bundan sonraki bitin calismalarda kullanildi (1,
9-15).

2. Kullanilan Besiyeri: Calismalarda temel besiyeri olarak Edremit-Ayvalik-Géme¢ mevkii,
Akillioglu Ltd.Sti. Zeytinyagi Fabrikasi'ndan temin edilen zeytinyagdi fabrikasi atik suyu (siyah
likor) kullanildi. 1/10 (v/v) oraninda distile su ile seyreltilen kiltir ortamlarina 2.5 g/l olacak
sekilde NaNO, ilave edildi ve pH'lari 7'ye ayarlandi. Hazirlanan besi yerleri otoklavda 121°C'de
15 dakika sureyle steril edildi (1).

3. Ortamlara Ekim ve Kulturasyon: Calismalarda kullanilan besi ortamina Pseudomonas sp.
bakterisinin ekimi igin yatik Nutrient Agar (Oxoid) tuplerindeki stok kdltirler icerisine Mc
Farland 2 (%1'lik H_ SO, ¢ozeltisinden 9.8 ml + %1'lik BaCl, ¢ozeltisinden 0.2 ml) bulaniklik
tlplne esdeger bulunikliga gelinceye kadar steril serum fizyolojik (260.9 NaCl) ilave edildi ve
homgjen bir bakteri sispansiyonu hazirlandi (16). Bu stspansiyondan besiyerlerine 1/20 (v/v)
oranini sagdlayacak sekilde steril kosullarda ekim yapildi. Uretim 30°C'de, 150 r.p.m. déngusel
calkalama hizina ayarlanmis inkhubattrde (Hybaid Midi Dual 14) gerceklestirildi.

4. Kilttrlerde Uremenin Olgiilmesi: Kiltirlerde treme, Kultir ortamindaki bakteri
yogunlugunun Mc Farland standartindaki degerlerine bakilarak saptandi. Bu amacla 6ncekilke
545 nm. dalga boyunda, Cecil 5000 UV/VIS spektrofotometrede kore karsi Mc Farland standart
cikarildi (17).

5. Kiiltiirlerde Ramnolipid Miktarinin Olglilmesi: Ramnolipid miktarinin tayini icin ilk
olarak bakteri hucrelerinden arindirilmis kiltlr ortaminin sahip oldugu kahverengi bilesiklerin
ariimi yapildi. Bu amagla temel besi yeri 1:3 oraninda asetonitril ile muamele edildi (1).
Presipitat uzaklastirildi ve ornekteki ramnolipid miktari Dubois ve arkadaslarinin (1956)
onerdigi fenolsulfirik asit metoduna gore kolorimetrik (480 nm’'de, Cecil 5000 UV/VIS
spectrophotometer) olarak tayin edildi (18).

6. indirgen Seker Miktarinin Olciimi: Kiiltir ortamlarindaki indirgen seker miktari
Dinitrosalisilik asit (DNS) y&ntemiyle tayin edildi (19).

7. Kimyasal Oksijen istemi (K.O.1.) Yikuniin Tayini: Orneklerin Kimyasal Oksijen Istemi
yukl Rand ve ark.’nin (1975) 6nerdidi yonteme gore yapildi (20).

8. Total Fenol Miktarinin Tayini: Orneklerdeki (bakteri hiicrelerinden arindirilmis Kultir
ortami) total fenol miktarinin tayini kloroform-ekstraksiyon metoduna gore yapildi (21).

9. Pseudomonas sp. A01'in Ureme ve Ramnolipid Uretimine Etkili Kiiltiirel
Parametrelerin Saptanmasi

9.1. Optimum Inkibasyon Sicakliginin Saptanmasi: Inkiibasyon sicakliginin ramnolipid
sentezine etkisini incelemek amaciyla, mikroorganizma yukarida anlatilan sekilde hazirlanan
temel besi ortaminda 20, 25, 30, 35 ve 40°C’lerde inkibe edildi.
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9.2. Optimum inkibasyon pH’sinin Saptanmasi: Temel besiyeri pH: 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve
9.0 olacak sekilde ayarlandi. Ortamlar sterilize edildikten sonra ekim yapildi. EKim yapilan
besiyerlerinde, inklibasyon sonunda treme ve ramnolipid verimi 6l¢tlda.

9.3. Ramnolipid Miktarinin Zamana Goére Degisimi ve Uygun inkiibasyon Stiresinin
Saptanmasi: En yiksek ramnolipid sentezini saglayan inkiibasyon siresini saptamak amaciyla
Pseudomonas sp. AO1 susunun zamana goére Uremesi, ramnolipid verimi, total fenol icerigi ve
kimyasal oksijen istemi yiki tayin edildi.

9.4. Cesitli Karbon Kaynaklariin Ramnolipid Sentezine Etkisi: Ramnolipid sentezine
etkili olan karbon kaynaklarini incelemek amactyla sivi besiyerlerine degisik karbon kaynaklari
(glukoz, ramnoz, sukroz, gliserol, mannitol, fruktoz, maltoz, galaktoz, nisasta) milipor
filtrasyon (por capi 0.45y) sonrasi %2 oraninda ilave edildi. Inkiibasyon stresi sonunda Kultir
ortamlarindan alinan érneklerde treme ve ramnolipid miktari tayin edildi (22).

9.4.1. Glukoz Konsantrasyonunun Ramnolipid Sentezine Etkisi: Glukoz
konsantrasyonunun ramnolipid sentezine etkisini incelemek amaciyla sivi besiyerlerine degisik
konsantrasyonlarda (%1, 2, 4, 6, 8, 10, 12) glukoz milipor filtrasyon (por ¢apt 0.45p) sonrasi
ilave edildi. Inkiibasyon stiresi sonunda Kiltiir ortamlarindan alinan 6rneklerde ireme ve
ramnolipid miktari tayin edildi.

9.5. Uygun Azot Kaynaginin Saptanmasi: Ramnolipid Uretiminde rol oynayan azot kaynagi
tlrd Ramana ve Karanth'in (1989) 6nerdigi sekilde saptandi (22). Buna goére azot kaynagi
olarak sivi besi yerlerine sadece NH4N03, NH,H,PO,, (NH,).,SO,, NH,HCO,, NaNO, ve KNO,
90.1 (w/v) olacak sekilde ilave edildi. Inkibasyon stresinin sonunda kultlr ortamlarinda treme
ve ramnolipid miktari tayin edildi.

9.5.1. NaNO, Konsantrasyonunun Ramnolipid Sentezine Etkisi: NaNO, konsantras-
yonunun ramnolipid sentezine etkisini incelemek amaciyla temel besi yerlerine degisik
konsantrasyonlarda (1, 2.5, 4 ve 6 gr/l) NaNQ, ilave edildi. Inkiibasyon stiresi sonunda kltir
ortamlarindan alinan érneklerde treme ve ramnolipid miktari tayin edildi.

Bulgular

1. Biyosiirfektan Uretiminde Kullanilacak Uygun Mikroorganizmanin Saptanmasi:
Temel besiyeri olarak Kkullanilan zeytinyagi fabrikasi atigi siyah likérde Ureyebilen ve
biyosurfektan sentezleme yetenegdinde olan 8 Pseudomonas sp. i¢inde en yliksek aktiviteye sahip
olan susu saptamak amaciyla yaptigimiz c¢alismada Pseudomonas sp. AO1 olarak
isimlendirdigimiz susun en ylksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Tablo 2). Bu susun hem
ramnolipid sentezleme yetenegi (0.460 g/) hem de kirlilik yiki parametreleri (K.O.1.: 8.40 g/,
Total fenol: 1.67 g/l) denenen diger suslara gore en uygun degerlere sahiptir.

2. Pseudomonas sp. AO1’in Uremesi ve Ramnolipid Sentezine Fizyolgjik Kosullarin
Etkisi: Bu calismada Pseudomonas sp. AO1'in Uremesi ve ramnolipid sentezine fizyolgjik
kosullarin etkisini incelemek amactyla inktbasyon sicakligt (Sekil 1a, b c), ortam pH'si (Sekil 2a,
b, ¢), uygun inkibasyon siresinin saptanmasi ve ramnolipid sentezinin zamana gére degisimi
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Tablo 2. Caligmada Kullanilacak Uygun Mikroorganizmanin Saptanmas.

Total hiicre K.0.l. Rediktor Total fenol Ramnolipid Verimlilik
ORNEK saylsi (g/) seker (g/) (g/1) (g/totalhiicre)
(x1 OG)/mI (g
Kontrol - 28.85+0.9 6.25+0 3.56+0.005774
Joz 186+1.154701 10.09+0.91 5.75+0.05 2.01+0.011547 0.440+0 2.37x1 0_9
EO1 174x2 8.27+0.011547 5.25+0 2.10+0.005774 0.455x0 2.62x1 0_9
FO3 188+0.57735 8.96+0.015275 5.25+0 2.24+0.015275 0.448+0.002517 2.38x1 0_9
AO1 165+1.527525 8.40+0.05 5.50+0.028868 1.67+0.005774 0.460+0 2.79x1 0_9
G02 176+1.154701 8.96+0.005774 5.38+0.028868 1.81+0.011547 0.460+0 2.62x1 0_9
K01 179+0.57735 8.00+£0.005774 5.63+0.025166 2.03+0.015275 0.448+0.001155 2.50x1 0_9
103 180+0.57735 8.35+0.01 5.35+0.011547 2.31+0.036056 0.435+0.005 2.42x1 0_9
101 180+2.081666 8.00+0 5.00+0.076376 2.58+0.025166 0.423+0.002887 2.35x1 O-9

Tablo 3. Ramnolipid Sentezi Igin Uygun Glukoz Konsantrasyonunun Saptanmas.

Glukoz Ramnolipid Total hicre sayis Verimlilik
konsantrasyonu (%) (g/) (x108)/ml (g/total hiicre)
1 0.145+0.05 174+0.005774 0.83x10™°
2 0.380+0.001155 176+0.005 2.16x10°°
4 0.075+0.028868 172+0.015275 0.44x10°°
6 0.070+1.154701 178+0.028868 0.39x10°°
8 0.045+1.527525 172+0.025166 0.26x10°°
10 0.020+1.154701 176+0.9 0.12x10°°
12 0.020+2.081666 180+0.91 0.11x10°

(Sekil 3a, b, ¢), cesitli karbon kaynaklarinin ramnolipid sentezine etkisi (Sekil 4), glukoz
konsantrasyonunun ramnolipid sentezine etkisi (Tablo 3), uygun azot kaynaginin saptanmasi
(Sekil 5), NaNO, konsantrasyonunun ramnolipid sentezine etkisi (Tablo 4) ve C/N oranin
ramnolipid sentezine etkisinin (Tablo 5) optimum degerleri saptanmustir.

Sekil 1°de gorildigu gibi optimum inkiibasyon sicakliginin 30°C oldugu bulunmustur. Sekil 2
ve 3'deki bulgulara gére optimum inkibasyon pH’'st 7, optimum inkibasyon siresi 72 saat
olarak saptanmustir. Cesitli karbon kaynaklarinin ramnolipid sentezine etkisini incelemek
amaciyla yapilan calismada denenen karbon kaynaklari arasinda mannitol, gliserol ve glukozun
en iyi verim saglayici kaynaklar oldugu ancak glukozun maliyet distrtcd olmasi nedeniyle tercih
edilmesine bagl olarak en uygun glukoz konsantrasyonunun da %2 oldugu bulunmustur (Sekil
4, Tablo 3). Uygun azot kaynagini saptamak amaciyla yapilan calismada NaNO,'in dider azot
kaynaklarina gore ramnolipid sentezi agisindan en uygun oldugu saptanmistir (3ekil 5). NaNO,'in
optimum konsantrasyonunu tespit etmek i¢in yapilan calismada buldugumuz deger 2.5 g/I'dir
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Tablo 4. Degisik Konsantrasyonlarda NaNO? Iceren Kulttr Ortamlarinda Ureme ve Ramnolipid Miktart.

NaNOS kons. Total hiicre K.O.L. Rediktor Total fenol Ramnolipid Verimlilik

(g/L) saylist (g/l) seker (g/l) (g/l) (g/totalhiicre)
(x1 06)/ml (g/)

Kontrol - 28.85+0.9 6.25+0 3.56+0.005774

1 160+0.57735 10.37+0.079373 3.75+0.07 2.12+0.02 0.600+0.002887 3.75x1 079

25 166+1.732051 9.50+0.055076 4.63+0.026458 1.84+0.005774 0.675+0.002887 4.07+1 079

4 162+0 9.94+0.017321 3.13+0.017321 2.45+0.05 0.625+0.005 3.86+1 079

6 160+0.57735 10.37+0.07 3.00+0.005774 2.48+0.052915 0.600+0.002887 3.75+1 Or9

Tablo 5. C/N Oraninin Ureme ve Ramnolipid Sentezine Etkisi.

C/N Orani Total Hicre Sayisi Ramnolipid Verimlilik
(9/9) (x108)/ml gl (g/total hiicre)

6.250/1.0=6.250 160+0.577350 0.600+0.002887 3.75x10°°
6.250/2.5=2.500 166+1.732051 0.675+0.002887 4.07x10°°
6.250/4.0=1.560 162+0.000000 0.625+0.005000 3.86x10°
6.250/6.0=1.040 160+0.577350 0.600+0.002887 3.75x10°°
3.125/1.0=3.125 168+0.006000 0.475+0.00866 2.82x10°°
3.125/2.5=1.250 170+0.055076 0.425+0.001155 2.50x10°°
3.125/4.0=0.780 172+0.010000 0.400+0.026458 2.33x10°
3.125/6.0=0.520 178+0.577350 0.360+0.017321 2.02x10°°

(Tablo 4). Uygun C/N oranini tespit etmek icin yapilan ¢alismada C/N oraninin 2.5 oldugu deger
bu calisma icin optimum C/N orani olarak saptanmistir (Tablo 5).

Sonuc¢ ve Tartisma

Zeytinyagi fabrikasi atijinda biyosirfektan Uretimini amaglayan bu calismada Oncelikle
Edremit-Ayvalik-Gome¢ mevkiinde zeytinyadi fabrikasi atigi ile kontamine olmus 4 farkli
istasyondan alinan toprak ve su 6rneklerinden mikroorganizma izolasyonu Uzerine calismalar
yapilmistir. Bu atikla kontamine olmus dogal ortamlarda farkli mikroorganizmalar
bulunabilmektedir (10, 23). Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyolgji Anabilim Dall
Laboratuvari'na gore yapilan gerek mikroskobik gerekse biyokimyasal testler sonucunda izole
edilen 8 mikroorganizmanin Pseudomonas sp. oldugu saptanmistir. Bu izolatlardan da
Pseudomonas sp. AO1 olarak isimlendirdigimiz susun hem biyosirfektan sentezleme yetenedi
acisindan hem de Kkirlilik yikd parametreleri agisindan en uygun mikroorganizma oldugu
yaptigimiz ¢alismalar sonucunda tespit edilmistir (Tablo 2). Bu asamadan sonraki tim
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(b) ve Ramnolipid Hucre Verimliligine (c) Etkisi.

Pseudomonas sp. AO1 Susunda Ortam Sicakliginin Kimyasal Oksijen Istemi Yukine (a), Fenol Giderimine

(Sekildeki ramnolipid hicre verimliligi= sentezlenen ramnolipid (g) / toplam hiicre sayisi x 107 Olarak

Gosterilmigtir)
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arastirmalarda bu mikroorganizma ile calisilmistir. Zeytinyagi fabrikasi atigi sahip oldugu organik
bilesenler ve toksik icerigi ile mikrobiyal Gremeyi sinirlayici bir 6zellige sahiptir (7). Buna ragmen
izole edilen organizmalarin hepsinin bu atikta Ureyebilme yetenedinde oldugu saptanmistir.

Bakteriler genel olarak 6-8 pH araliginda optimum treme gostermektedirler. Calismalarimiz
sonucunda ramnolipid tretimi i¢in en uygun baslangi¢ pH's1 7 olarak bulunmustur (Sekil 2). Bu
pH'da K.O.l. yiki ve total fenol degerleri de istenilen diizeydedir. Konu ile ilgili yapilan
calismalarda bazi arastiricilar ramnolipid Uretimi igin baslangi¢c pH degerini 6 olarak bulmuslardir
(1, 7, 22, 24). Bu arastiricilarin bulduklari deger ¢alismamizin sonucunu destekler niteliktedir.
CUnku bizim calismamizda da ramnolipid Uretimi icin en uygun baslangi¢ pH degeri 7 iken final
pH degeri 6 olarak bulunmustur (9).

Kuiltirasyon sicakligi ramnolipid Uretimini 6nemli 6lgude etkileyen fizyolojik kosullardan
biridir. Cok dugsuk ve cok ylksek sicakliklarda istenilen sonuclar elde edilememektedir.
Calismamizda optimum sicaklik 30°C olarak bulunmustur (Sekil 1). Bu sicaklik derecesinde hem
ramnolipid Uretimi en ylksek degerde, hem de Kirlilik yliki parametreleri en uygun degerlerde
saptanmistir. Daha yiiksek sicakliklarda verim azalmaktadir. Bunun baglica nedeni bu sicakliklarda
enzimlerin optimal isilarinin gecilmesidir. Kulttrasyon sicakligr ile ilgili literatlr sonuglari
incelendiginde benzer bulgulara rastlanmaktadir (1, 11, 22). Konu ile ilgili yapilan calismalarda
optimum inkiibasyon sicakligi 30°C olarak verilmistir.

Biyosirfektan (ramnolipid) Uretimi Uzerine yapilan calismalar, ramnolipid sentezinin
sekonder metabolizma ile iliskili oldugunu géstermektedir. Bilindigi gibi sekonder metabolitlerin
sentezi Uremenin durgunluk fazina erigmesi ile artar. Ramnolipid eldesi icin uygun inkibasyon
stresinin 72 saat oldugunu bildiren calismalarin yanisira yiksek ramnolipid sentezine retimin
24, 90 ve 120 saatlerde rastlandigini bildiren arastirmalar da vardir (1, 11, 22, 25, 26).
Calismamizda ramnolipid sentezinin 12-24 saatlerde basladigi ve miktarinin zamana bagli olarak
artarak 72 saatte en yiksek degere ulastigi saptanmustir (Sekil 3). Ayni ¢calismada reduktor seker
miktarinin da inkiibasyon stresine bagl olarak dist(igu g6zlenmistir. Inkiibasyonunun 72
saatinden sonra K.O.l. yUki ve total fenol degerinde bir miktar diisis olsa bile ramnolipid
Uretiminde herhangi bir artis olmamigtir.

Degisik karbon kaynaklarinin biyosirfektan Uretimine etkisinin incelendidi calismamizda
karbon kaynagi olarak Mannitol ve Gliserol iceren Kkiltir ortamlarindan (10) biyosurfektan
verimi diger karbon kaynnaklarini iceren kiltir ortamlarina kiyasla daha yiksek bulunmustur
(Sekil 4). Benzer bulgular Ramana ve Karanth'in (1989) konu ile ilgili yaptigi calismada
gosterilmistir (22). Ancak Mannitol ve Gliserol maliyetleri oldukga ylksek karbon kaynaklaridir.
Dolayisi ile bu tir endistriyel uygulamalar icin tercih edilmezler. Temel besi ortami olarak
kullandigimiz zeytinyagi fabrikasi atigi siyah likérin bilesimi icinde de bu seker alkoller yer
almamaktadir. Calismamizda Gliserol ve Mannitol'den sonra en yuksek biyoslrfektan Uretimi
glukoz iceren kultlr ortaminda bulunmustur. Bunu sirasiyla fruktoz, ramnoz, sukroz, maltoz ve
galaktoz takip etmektedir. Nisasta iceren kiltir ortaminda ise biyosurfektan Uretimine hig
rastlanmamistir. Biyosurfektan Uretiminde reduktér seker ihtiva eden Kultir ortamlarinin uygun
karbon kaynagi oldugu ¢esitli arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (22, 27). Bazi ¢alismalarda
ise yalnizca glukoz iceren ortamlarin yerine bitkisel yaglarla karisim halindeki Kkultir
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ortamlarinda biyosirfektan Uretiminin daha yiksek degerlerde oldugu vurgulanmistir (7).
Uygun Kkarbon kaynagindan sonra uygun karbon kaynagi konsantrasyonununun biyosurfektan
sentezine etkisini arastirdiimiz calismamizda %2 glukoz Kkonsantrasyonunda, diger
konsantrasyonlara Kkiyasla biyostrfektan Uretimi daha ylksek bulunmustur(Tablo 3). Bu
konsantrasyonda biyosirfektan Uretimi en ylUksek deferdedir ve Konsantrasyonun artmasi
biyostrfektan Uretimini ters yonde etkilemektedir. Ramana ve ark., (1991)'nin konu ile ilgili
yaptigi calismalar bulgularimizi destekler niteliktedir (12).

Biyosurfektan Uretiminde kultir ortamina ilave edilen azot kaynagi tlrini saptamak
amaciyla; degisik azot kaynaklari (NH,NO,, NH,H,PO,, (NH,),50,, NH,HCO,, NaNO,, KNO,),
temel besi yeri olarak kullanilan ve zeytinyadi fabrikasi atigi iceren (1/10 V/V) sivi besiyerlerine
ilave edilmigtir. Bulgulara gére en yiiksek biyosurfektan verimi NaNO, (Sodyum nitrat) kullanilan
ortamda elde edilirken, en dstik verim ise KNO, (potasyum nitrat) iceren ortamda saptanmistir
(Sekil 5). Bu sonuglara gore nitrat azotu amonyum azotundan daha iyi metabolize edilmektedir.
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Ramana ve Karanth (1989), Mulligan ve Gibbs (1989) da nitrat azotunun amonyum azotundan
daha iyi metabolize edildigine isaret etmis ve biyosurfektan fermentasyonunda azot kaynagi
olarak NaNO, kullanmiglardir (22, 28). Azot kaynag! kadar azot kaynadi konsantrasyonu da
biyostrfektan sentezini etkileyen 6nemli bir faktordlr. Bu amagla yaptigimiz calismanin
sonuglarina gore en yuksek biyosirfektan verimi 2.5 g/l NaNO, kullanilan ortamda elde edilmistir
(Tablo 4). Bu konsantrasyonda K.O.l. yiki ve total fenol degerleri de en uygun diizeydedir.
NaNO, konsantrasyonunun artmasi ya da azalmasl ile biyostrfektan Uretimi arasinda bir
Korelasyon bulunamamistir. Mercadé ve arkadaslari (1993)'de yaptiklari calisma sonucunda
benzer sonuclar elde etmigslerdir (1).

Cesitli metabolitlerin biyosentezinde kiltir ortamindaki karbon/azot (C/N) orani énemli rol
oynamaktadir. Fermentatif Urunlerin verimliligini artirmak icin uygun karbon/azot oraninin
gerekKliligi ve 6nemi gesitli arastiricilar tarafindan belirtilmistir (28, 29). Bu amacla yapilan
calismada, degisik miktarlarda karbon ve azot kaynaginin Pseudomonas sp. AO1 kultlrlerindeki
biyosurfektan verimine etkisi incelenmistir. Bulgulara gore degisik miktarlarda karbon ve azot
kaynagi iceren Kultirlerdeki Uremenin ve biyosurfektan Uretiminin C/N oraninin 2.5 oldugu
durumda en yiksek oldugu gorilmektedir (Tablo 5). Azot miktarinin artmasi biyokitleyi
arttirmakta, buna karsin biyosurfektan verimini disirmektedir. Uygun miktarda bulunan azot

622



U. SIDAL. N. KOLANKAYA, C. KURTONUR

3
2.64
2.5

z

> 2.03

3 cU

g 27

o

E

= 1.58 15

. 129

< ] 1.07

-k

5

>

0.5
0
oM < < [0} m [¢9]
o (@] o (@} o o
= [aW 0 O = =
< [aN] [oN] T © X
T T T < =
= hu T jan)
= = =

Azot Kaynaklari (90.1)

Sekil 5. Farkll Azot Kaynaklarinda Uretilen Pseudomonas sp. AO1 Susunda Ramnolipid Verimliligi. (Sekildeki ram-
nolipid verimliligi= sentezlenen ramnolipid (g)/toplam hicre sayisi x 107 olarak gosterilmistir).

kaltir ortaminda hizh bir sekilde kullanilmakta ve sekonder metabolizmaya gegisi
hizlandirmaktadir. Nitekim Kkonu ile ilgili benzer sonuclar Singer ve Finnerty (1990), Raman ve
Karanth (1989) tarafindan da gésterilmistir (22, 27).

Hem dogal hem de sentetik slrfektanlar uzun yillardan beri ticari amacla cok cesitli
endustrilerde kullanilmaktadir. Ozellikle makina sanayi ve motor yaglari endistrisinde, cevre
biyoteknolojisinde, gida endistrisinde ve kozmetik sanayiinde her giin artan hammadde talebini
karsilamak amaciyla surfektan elde etme proseslerini gelistirme yéniindeki projeler hizlanmistir.
Ulkemizde ise Uretim prosesleri yerine hammadde ithali énemli déviz kaybina yol agmaktadir.

Sonug olarak bitin calismalarimizda ¢ok degisik endistrilerde énemli bir hammadde olan
biyosurfektanin bakteriyal kaynaklardan eldesi arastiriimistir. Bu amacla bakteri izolasyonu
yapilmis, bakteri Uremesine ve biyosurfektan sentezine etkili kiltlrel parametreler incelenmistir.
elde ettigimiz bulgular Pseudomonas sp. AO1 olarak isimlendirdigimiz susun biyosurfektan
eldesinde kullanilabilecegini gdstermektedir. Bu susun verimliligini arttirma yénindeki calismalar
bundan sonraki asamalarda gézonine alinacaktir. Yaptigimiz bu ¢alismanin konu ile ilgili bundan
sonraki ¢alismalara isik tutacagi inancindayiz.
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