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OZET

BiYOSURFEKTANLARIN ANTIMIKROBIYAL ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Birgok mikroorganizma cok degisik karbon kaynaklar kullanilarak
iiretildiklerinde farkh tipte biyosirfektanlar sentezleyebilirler. Mikrobiyal yiizey ajanlar
veya biyolojik siirfektanlar olarak da bilinen biyostirfektanlar sentetik siirfektanlara gore
birgok avantaja sahiptir : Biyosiirfektanlar bazi durumlarda sentetik siirfektanlardan
farkli yiizey aktif ozellikler gosterirler, bu da endistriyel uygulamalar igin yeni
olanaklan ortaya gikarir ; Mikrobiyal ylizey ajanlar geleneksel bir gok siirfektana goére
6zel uygulamalar igin de gok daha etkilidir ve biyosiirfektanlar genellikie non toksik ve
biyolojik olarak parcalanabilir ozelliktedir.

Bu ¢aligma iilkemiz ekosistemine adapte olmug Psendomonas sp. sugundan elde
edilen biyosiirfektanin ( ramnolipid ) antimikrobiyal etkilerinin aragtirilmasi prosesini
sunmaktadir. Bu amagla sekiz adet test mikroorganizmasi segildi. Denenen test
mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal etki Minumum Inhibitor Konsantrasyonu
(MIC) ve Plak-Diffiizyon Testi yontemleriyle saptand.

Tespit edilen Minumum inhibitsr Konsantrasyon degerleri Candida albicans
i¢in 30 pg/mlL, Escherichia coli igin 20 pg/mL, Staphylococcus epidermidis igin 30
ug/mL , Bacillus subtilis igin 40 pg/mL , B hemolitik Streptococ igin 70 pg/mL ,
Pseudomonas aeruginosa igin 250 ug/mL , Staphylococcus aureus ATCC 25923 igin
230 pg/mL , Staphylococcus aureus ATCC 29213 igin 350 pg/mlL olarak saptanmigtir.
Ramnolipid diskleri igin en yitksek aktivite hemolitik Streptocococ igin, en disik
aktivite ise P. aeruginosa bakteri kiltirlerd igin saptanmugtir. Bu kaltirler igin
inhibisyon zon ¢aplarimn ortalama degerleri sirasiyla 23,8 mm ve 7.2 mm’dir.

Biyosurfektanin (ramnolipid) antimikrobiyal etkiye karsi denenen test
mikroorganizmalarindan Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere ve mayalara aktivite
gosterdigi tespit edildi.

2001, 44 sayfa

Anahtar kelimeler : Biyostrfektan (ramnolipid), antimikrobiyal etki, Pseudomonas sp.




ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOSURFACTANT’S ANTIMICROBIAL EFFECTS

Many microrganisms can synthesize different types of biosurfactants when they

are grown on different sources of carbon. Biosurfactants that are also known as
microbial surface agent or biological surfactants have many advantages compared to
synthetic surfactants. Biosurfactants, in same cases, show surfaces active properties
different industrial applications possible. Microbial surface agents are more efficient in
some special applications compared to many usual surfactants. In addition,
biosurfactants are usually nontoxic and could be degraded biological.
The aim of the work is investigation of the antimicrobial effects of biosurfactant
thamnolipid which is obtained from Pseudomonas sp. , a microorganism well adapted
to our country’s ecological system. For this purpose we chose eight different test
microorganisms. We determined the antimicrobial effect of rhamnolipid on test
microorganisms by Minimum Inhibitor Concentration (MIC) and Plac-Diffusion test
methods.

The observed MIC values for the test microorganisms are as the following;
Candida albicans (30 ug/mlL)., Escherichia coli (20ug/mL) , Staphylococcus
epidermidis (30 ug/mL), Bacillus subtilis (40 pg/mL), B hemolitik Streptococ (70
ug/mL), Pseudomonas aeruginosa (250 pg/mL ), Staphylococcus aureus ATCC 25923
(230 pg/ml) , § aureus ATCC 29213 (350 pg/mL). The highest activity for the
rhamnolipid disks was obtained for B hemolitik Streptococ, the lowest activity was for
Pseudomonas aeruginosa. For these bacterial cultures ,the inhibitory zone values are
23,8 mm and 7,2 mm, respectively.

It has also been abserved that the biosurfactant rhamnolipid shows an inhibitory
activity toward both gram positive and gram negative bacteria and yeast.

2001, 44 pages

Key Words : Biosurfactant (thamnolipid) , antimicrobial effect , Pseudomonas sp.
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1. GIRiS

Biyosirfektanlar oldukga dnemli olan biyolojik polimerlerdir. Bir ¢ok literatir
bilgisinde biyosiirfektanlarin kullamiminin giderek yaygmlastigina dikkat cekilmektedir.

Hidrofilik ve hidrofobik alt fonksiyonel gruplar igerirler. Cok fazli sistemlerde,
polar ve polar olmayan fazlar arasindaki yiizeyde ya da yizeyler arasinda etkin olurlar
ve hidrofobik grubun varlig: nedeniyle her iki fazin yiizey 6zelliklerini degistirirler. Bu
etkinlikleri nedeniyle ortamlarin ylzey gerilimini ya da ara ylizey gerilimini digtrirler.

Siirfektanlar kimyasal ya da mikrobiyal olarak sentezlenebilirler. Kimyasal
yontemlerle tretilen siirfektanlar sentetik siirfektanlar , mikrobiyolojik olarak bir ¢ok
farkli mikroorganizma tarafindan cogunlukla oksijenli ortamda iiretilenler ise biyolojik
siirfektan  (biyosiirfektan) olarak adlandirihirlar.  Giiniimiizde = kullanilan sentetik
siirfektanlarin gogu petrol tirevlerinden elde edilmektedir. 19807k yillardan itibaren
Kuzey Amerika pazarnda sentetik sirfektanlarn satig hacmi 25 milyon dolar olarak
ifade edilmistir ve bu rakanun yilda % 3-5 olarak artmasi beklenmektedir (LAYMAN,
1985; DESAI ve BANAT, 1997, CAMEOTRA ve MAKKAR, 1998).

Biyosﬁffektanlann bir ¢ok sanayide uygulama alam bulunmaktadir. Ozellikle
fermentasyon teknolojisinde on plana gtkmalarinin nedeni sentetik siirfektanlara gore
sahip olduklan avantajlaridir. Bu maddeler daha oncedende deginildigi gibi ytuzey ve
ara yiizey gerilim katsayilarim dirgiirerek , 1slatma, gegirgenlik, dagitma, hidrofobluk ve
hidrofillik, emiilsifiye etme ve emiilsiyonu bozma, deterjanlik, jel olusturma, koptrme,
flokiilasyon gibi etkilere sahiplerdir. Bu etkileri sonucu mikrobiyal bityiimeyi simrlayici
yani antimikrobiyal ozellik tagirlar ( COOPER ve ZAJIC, 1980; LANG ve ark., 1989;
LIN, 1996).

{lkemizde klinik alanda biyosirfektanlarin kullammina dair herhangi bir
arastirma sonucu mevcut degildir. Bu alanda caliyma ilk olma ozelligi tagimaktadir.

Bu ¢aligmada temel olarak mikroorganizmalar iizerinde {iremeyi engelleyici etkisi

bulunan biyosiirfektanlarin antimikrobiyal etkilerinin aragtirilmast amaglanmugtir.




1.1. Pseudomonas Genusu Hakkinda Genel Bilgi

Pseudomonas genusu yaklagik 25 tir ile tamimlanmig Pseudomonadaceae
familyas: igerisinde yer alr (DOUDOROFF ve PALLERONI, 1974). Familya
tiyelerinin simflandinilmasi goriiniimlerine, pigment olugturup olugturmamalarina gére
yapilmigtir. Son zamanlarda RNA/DNA hibridizasyon deneylerine gére de cins tyeleri
temelde ii¢ r RNA grubuna ayrilmiglardir (BILGEHAN, 1996).

Genus iiyeleri, 0,5-1,0 um veya 1,5-5,0 p;m uzunlugunda diizgiin yada hafif
kivrimls basilleri igerir. Bir yada birkag polar flagella ile hareket edebilir , sap veya kilif
bulundurmazlar (PRESCOTT ve ark. 1990). Aym zamanda familya uyeleri gram
negatif, katalaz ve genellikle oksidaz pozitif, kemoorganotrof ve kuvvetli aerobturlar.
Spor olugturmazlar, non-fermantatifdirler, G=C igeriklert %58-70 arasindadir (ROSE ve
BARRON, 1983; BILGEHAN, 1996).

Cok gliglit metabolizmalan bulunan cins iyelerinin ¢ogunun direkt izolasyonu
yapilabilmistir. Bunda dogada 6zellikle havada, toprakta ve sularda yaygin bulunmalan
biytk rol oynar. Cins iiyelerinin bir kismi bitkiler, hayvanlar ve insanlar tizerinde
patojenik ozellikler gosterir. Ozellikle memeli hayvan ve insanlarin bagirsaginda az
sayida bulunan Pseudomonas aeruginosa son zamanlarda firsatg1 bir patojen olarak
kabul edilmektedir (TORTORA, 1991).

Pseudomonas turleri yaglarn ve hidrokarbonlant kolaylhikla pargalayabilme
yetenegine sahiplerdir. Kiltiir besiyerlerinde kolaylikla iirerler. Bazi suglar kanlh agarda
hemoliz yapar. Tirlerin sentezleyip ortama ekstrakte ettikleri gok sayidaki biyoaktif
uriinler, pek ¢ok dogal aktivitede rol almalarimi saglamigtir. Olugturduklan pigmentler
onlara segici bir 6zellik kazandirmistir. Genus icinde en detayl: galigilmis olan tiir
Pseudomonas aeruginosa’dir. P. aeruginosa’nin piyoverdin (fluorescein), piyosiyanin,
piyorubin ve piyomelanin gibi bakteriyolojik tanida 6nemli olan pigmentleri
bilinmektedir (TORECI, 1981).

Piyoverdin, fluoresan grupta yer alan P. aeruginosa, P. flourescens ve P. putida
tarafindan sentezlenen, suda eriyen, kloroformda erimeyen, ultraviyole i1g1§inda
fluoresans veren, sari-yesil renkte bir pigment grubunu ifade eder. Piyoverdin siderefor

olarak Fe™"uin aktif transportunda rol oynar.



P. aeruginosa’nin olusturdugu pigmentlerin en onemlisi piyosiyanindir.
Piyosiyanin suda ve kloroformda eriyen, fluoresans vermeyen fenazin grubundan mavi
renkte kimyasal bir maddedir. Bu pigment, gram negatif gomak yapisindaki
bakterilerden sadece P. aeruginosa tarafindan olusturulur ve bir Streptomyces tira
tarafindan sentezlenen siyanomisin (cyanomycin) adi verilen pigmentle aymdir.
Piyosiyanin, inorganik fosfatin bakteri hiicresine ahinmasinda rol oynar (TORECI,
1981).

Feﬁézin yapisinda ve sadece P. aeruginosa’nin olugturdugu diger bir pigment
aeruginosin A veya aeruginosin B olarak da bilinen piyorubindir. P. aeruginosd
karotenoid pigment olusturmadigt igin tams1 daha kolaydir. Tim pH derecelerinde
kirmizi renktedir (TORECI, 1981).

Piyomelanin, klinik materyallerden izole edilen P. aeruginosa kokenlilerin %o 2-
3° tarafindan olusturulan ve bagka higbir bakteri tarafindan sentezlenemeyen , suda
eriyen, kahverengimsi siyah renkte bir pigmenttir (TORECI, 1981).

Plazmitler, Pseudomonas’larin genetik yapilarinda onemli rol oynayan yapilardir.
Cizelge 1.17de plazmitlerde lokalize olmus genler tarafindan diizenlenen belli bagh
szellikler verilmistir JACOBY, 1979).

Cizelge 1.1. Plazmitlerde lokalize olmus genler tarafindan diizenlenen ozellikler

Direnglilik Karakterleri :
Antibiyotikler: Karbenisillin, Kloramfenikol, Gentamisin, Kanamisin,
Streptomisin, Tetrasilin, Tobramisin, Sulfonamid
Kimyasal ve fiziksel ajanlar: Borat, Kromat, Civa iyonu, U.V.
Bakteriyofaj
Bakteriyosinler
Diger Karakterler:
Kromozom alma yetenegi
Spesifik olarak verici faj duyarlilif
Bakteriyosin {iretiminin inhibisyonu
Verimlilik inhibisyonu

Diger plazmitlerle olan uyugmazhk




Bunlar bir yandan metabolizmayla ilgili olaylarda rol alarak bakterileri guglia
kilmakta bir yandan da kemoterapotik maddelere kargt diren¢ kazanmalarim
saglamaktadir.

Cinsin iiyeleri klinik snemlerinin yamsira sahip olduklart metabolik aktiviteleriyle
fermentasyon teknolojisinde gok tercih edilmeleri nedeniyle ayri bir 6neme sahiplerdir.
Kemoorganotrof olmalarina ragmen baz tiirler fakiiltatif kemolitotroftur. Bu sebeple H;
veya CO’ i enerji kaynagl olarak kullanabilirler. Molekiiler O nin evrensel elektron
alicist oldugu bu grup ﬁyeleriﬁaen denitrifiye edici olan tiirlerde nitrat alternatif elektron
alictst  olarak  kullamilir. Metabolik aktiviteleri ozellikle organik maddelerin
mineralizasyonunda oldukga onem tagir. Parazitik olanlarin diginda bu grubun bir gok
iiyesi gok gesitli organik bilesigi ireme igin karbon kaynagt olarak kullanmaktadir. Bazi
suslarin yaklagik 100 farkl substrat: kullanabildigi saptanmigtir. Baz: turler yitksek
oranda aldoz seker ve alkol igeren ortamlarda aerobik kogullarda asit {iretirler. Bir gok
tiir ise azot yoklugunda intraseliiler karbon deposu olarak poli-f hidroksibiitirat biriktirir
(DOUDOROFF ve PALLERONI, 1974).

Mikrobiyal iremeyi siirlayan bir faktor olan sicakhik grup tiyeleri icin 4-43 °C
arasindadir. Bir ¢ok tiirin iireme sicakligt 30 oC’dir. Biitiin tiirler en iyi notral ve alkali
pH (7.0-8.5)’da tirerler.

Pseudomonas ~ genusu  uyelerinin kromozomlarinda  enterik bakterilerin
plazmitlerinde bulunan bakteriyosinojenik genlerde bulunabilmektedir. Cins iyeleri
genel olarak iki gekilde genetik madde aktarimint gergeklestirirler.Bunlardan biri olan

transdiksiiyon yoluyla genetik transfer P. aeruginosa ve P. putida icin gosterilmigtir.
Diger bir yol olan konjugasyonda ise prototip olarak P. aeruginosa kullanilmaktadir

(DOUDOROFF ve PALLERONI, 1974).

1.2. Yiizey Aktif Ajanlar

Biyosurfektanlar yuzey aktif ajanlar grubunda yer alirlar. Yizey aktif ajanlar veya
biyosiirfektanlar sivilarin yiizeyinde molekiiller arast gekici gii¢ nedeniyle olusan ara
yiizey ve yiizey gerilimini azaltabilirler. Bu gibi ajanlar genel olarak sabun ve
deterjanlardir. Bir stv1 ortam iginde yer alan mikroorganizmalar ile ortam sivist arasinda

da yiizey gerilimi olugur. Bu yizey ve ara yiizey gerilimleri hiicrenin yagamsal




faaliyetleriyle yakindan iligkilidir. Yiizey gerilim kuvvetlerinde herhangi bir azalma
hiicrenin 6limii ile sonuglanabilir. Gerilim kuvvetleri baz: faktorlerin etkisiyle 6rnefin
sicaklikla degisebilecegi gibi yiizey aktif ajanlar veya biyosiirfektanlarla da azaltilabilir.

Hafif germisidal etkiye sahip olan sabunlar ve deterjanlar biyiik zincirli yag
asitlerinin sodyum ve potasyum tuzlaridir. Bu maddelere kars: bakterilerin duyarliliklar:
degisebilmektedir .Sabun ve deterjanlarin mikroorganizmalar iizerindeki etkisi daha
ziyade mekanikseldir.

Biyosiirfektanlar hidrofilik ve hidrofobik alt-iinitelerden olusur. Bir biyosiirfektan
madde bir bakteri siispansiyonu iginde yeterince bulundugunda , biyosiirfektanin
hidrofobik kismm bakteri yiizeyi tarafinda ve hidrofilik kism da su tarafinda yer alir.
Boylece biyosiirfektan bakteri hiicresi etrafinda bir kabuk olusturur. Bu durum daha
once var olan bakteri ve kiiltir ortami arasindaki yiizey gerilimini azaltir. Kokusuz,
tatsiz, renksiz ve yiiksek konsantrasyonlar diginda non-toksik olan yiizey aktif ajanlar G¢
temel grupta siniflandinlabilir :

1) Sabunlar

2) Asit anyonik deterjanlar

3) Katyonik deterjanlar (kuaterner amonyum tuzlari)

Asit anyonik deterjanlar, bakteri hiicre duvannin negatif bir yiike sahip
olmasindan dolay1 zayif bir bakterisidal etkiye sahiptir. -

Katyonik deterjanlarin bakterisidal etkileri incelenmis ve yapilan galigmalarda
bunlarin anyonik deterjanlara nazaran daha etkili olduklan tespit edilmigtir. Katyonik
deterjanlarda en yaygin olarak bilinenler kuaterner amonyum tuzlanidir (TORTORA,
1991).

Temel gruplar disinda akciger alveollerinin duvan iginde bulunan bir takim &zel
hiicreler de yiizey gerilimini azaltan (sirfektan) maddeler salgilarlar. Bu maddeler
alveollerin kollabe olmasina yani biziilip kapanmasina engel olur. Alveollerin yiizey
gerilimini azaltan maddenin protein, lipid ve karbohidrat kanigimi bir kimyasal yapiya
sahip oldugu tespit edilmigtir (NOYAN, 1996). Son zamanlarda yapilan medikal
galigmalarda bazi akciger hastaliklarimin yiizey gerilimini azaltan maddelerin eksik-
liginden ileri geldigi diigiiniilmektedir. Ornegin; yeni dogan bebekleri solunum giigliigii
nedeniyle 6lime strikleyen hiyalin membran ve atelectasis hastaliklarinda, akciger

ylizey gerilimine etkili maddelerin bulunmadig; ispat edilmistir (NOY AN, 1996).



1.3. Biyosiirfektanlarn Yapssal ve Karakteristik Ozellikleri

Yiizey aktif ajanlar veya sirfektanlar disik konsantrasyonlarda bulunduklarinda
gozeltinin ylizey veya ara yiizeyine adsorbe olurlar. Boylece yiizey ve ara yizey
gerilimlerini azaltarak karakteristik olarak etkin bir &zellik gosterirler (SUTTON, 1992,
CONNELL, 1997). Bir siirfektan molekuli, tipik olarak hidrofilik ve hidrofobik iki
kistmdan olugur. Bu ¢ift yonld dogalanindan dolay1 ampifilik karakterdedirler.
Hidrofilik kistm monomerin bag kismi, hidrofobik kism: ise kuyruk kismu olarak kabul
edilir ve bu kissm genel olarak uzun hidrokarbon zincirlerinden olusur (DESAI ve
BANAT, 1997).

Yiizey ve ara yiizey gerilim katsayilanini azaltiimalarimin yam sira biyosiirfektan-
lar, misel olugturma &zelligine de sahiplerdir. Seyreltilmis bir cozeltide bulunduklarinda
_monomerik misel gruplar halinde sekillenirler. Misel formunun olusumu igin gerekli
olan siirfektan konsantrasyonuna “Kritik Misel Konsantrasyonu” (KMK) denir
(SUTTON, 1992). Kritik Misel Konsantrasyonu, biyosirfektanin kalitesinin dlgiilme-
sinde de dnemli bir kriterdir.

Biyostrfektanlar, bazi durumlarda misel formasyonunun oldukga etkili bir gekli
olan mikroemiilsiyon olugumuna neden olurlar, Hem sulu ¢ozeltilerde hem de
hidrokarbon karigimlarinda KMK’nu, ylizey ve ara yiizey gerilimini diigitriirler. Bu
nedenle az coziniir bilesiklerin sulu konsantrasyonlanni arttirirlar ve bu substratlarin
mikroorganizmalara yakinlagmasina imkan tammis olurlar (BANAT, 1995) (Cizelge
1.2.).

Cizelge 1.2. Cesithi Mikrobiyal Biyosiirfektanlarin Karbon Kaynaklan ve Yiizey

Gerilim Ozellikleri
o Yiizey Ara j
Biyosiirfektan | Mikroorganizma C kaynag gerilimi | Yuzey Kaynaklar
mN/em? gerilimi
mN/cm’
Glukolipidler | Rhodococcus n-alkaniar 26 0,35 |Ramsav & ark 1988
aurantiacus
Glukolipidler | Rhodococcus Sp. hekzadekan te. 0,02 |Finnerty & Singer 1984
HI3 A
Glukolipidler | Torulopsis apicola alkan/karbonhidrat 30 <0,9 |Hommel & ark. 1987
Pentasakkarit | Nocardia sp. n-alkan 26 <1 Powalla & ark. 1989
lipid




Cizelge 1.2. (Devam) Cesitli Mikrobi

yal Biyosiirfektanlarin Karbon Kaynaklan ve

Yiizey Gerilim Ozellikleri
Rammnozlipid | Pseudomonas glukoz 29 0,25 | Guerra & ark 1986
aeruginosa Reiling & ark 1986
Robert & ark. 1989
Rubivettinler | Serratia rubidoea gliserol 25 t.e. Matsuyama & ark. 1990
Sophoroz Candida glukoz / oleikasit 33 1,8 Cooper & Paddock1984
lipidler bombicola Gobbert & ark. 1984
Asmer 1988
Trehaloz- Nocardia sp. n-alkan 32-36 14-17 |Raap & ark 1979
mono,dikerino | Conynebacterioides Powalla & ark. 1989
Mikolatlar Rhodococcus
erythropolis
Lipopeptidler | Bacillus ghikoz 27 0,016 | Javaheri & ark. 1985
licheniformis JF2 Lin & ark 1990
Lipopeptidler | Bacillus glukoz 27 0,36 |Horowitz & ark. 1990
licheniformis 86
Vizkozin Pseudomonas gliserol 26,5 te. Neu & ark. 1990
[Sluresencens
Serravettin | Serratia gliserol 28,8- t.e. Matsuyama & ark.
marcescens 33,9 1985,1986
Surfaktin Bacillus subtilis glukoz 27-32 1 Arima & ark. 1968
Cooper & ark. 1981
Sheppard & Mulligan
1987
Sandrin & ark. 1990
Yag asitleri | Corynebacterium | kerosen /alkanlar <30 2 Cooper & ark. 1979
lepus Gerson & Zajie 1978
Yag asitleri + | Nocardia hekzadekan 32 <3 MacDonald & ark. 1981
dogal lipidler erythropolis
Protein + Pseudomonas n-alkanlar 27 te. |Perffon & ark. 1988
karbonhidrat | fluresencens378
kompleksi
Fosfotidil- | Rhodococceus n-alkaniar 30 <1 Kretschmer & ark. 1982
etanol erythropolis
aminler
Bilinmeyen | Corynebacterium hekzadekan 28,5 0,55 | Akit & ark. 1981
insidiosum

t.€. : tespit edilen bir deger yok




1.4. Biyosiirfektanlarin Siniflandinlmas:

Biyosiirfektanlar Sekil 1.1.”de verildigi gibi simflandinlabilirler.

Bigosiziltmizn
b —
| . 1
Bigostatiltmmmolekfil | | Bipostridtmmionen
FpmR gire locprad gice
bigostaiddania biyosiziitanie
| sobanripinegice | { mnipiegn |

Eremroes] o]

Puﬁﬁm ¢ hsmb]

Mo dovema bagh Faoe dramabazh
Sada cGaimehilen. ok Inkmliw ohmklnhalx
ve coxinenezen.
€ -lmag langic

Sekil 1.1. Biyosiirfektanlarin Siniflandirilmas:

Cizelge 1.3’de gorildiigii gibi, birgok bakteri ve maya biyosiirfektan
uretebilmektedir. Bu mikroorganizmalar, toprak, su (goller, denizler, okyanuslar)
ve alkanlar (petrol rezervleri) gibi ¢ok cesitli habitatlan segebilirler veya bu
ortamlara uyum saglayabilecek duruma getirilebilirler. Biyosiirfektan iiretimi de
aerobik veya anaerobik kosular altinda gerceklegebilir.

Pseudomonas aeruginosa’min Urettigi ramnozlipidler, Venezuella’da birgok
petrol kuyusunda var olan pH, sicaklik degisimleri ile tuz, kalsiyum. magnezyum
degerlerinin bile tizerindeki degerlerde denenmigler ve aktivitelerini kaybetmedik-
leri gorilmustir. Bacillus licheniformis JF-2 susu izole edilmis ve bu mikro-
organizmanin hem aerobik hem de anaerobik kogullar altinda biyosiirfektan
tiretebildigi géralmiigtiir (BANAT, 1993).

Hidrokarbonlarla kirletilmis olan topraklardan birgok mikroorganizma elde
edilmigtir. Omegin, Rhodococccus (SINGER ve FINNERTY, 1990; ABU-RUWAIDA
ve ark., 1991), Bacillus pumilus (MORIKAWA ve ark., 1992), Arthrobacter sp. MIS38



susu (MORIKAWA ve ark, 1993) gibi. ROJAS ve arkadaglan (1996), Marakabiyo

nehrinden ham petrolii emiilsiilfiye edebilen iki tane bakteri susunu, (Pseudomonas

aeruginosa ve P. fluorescens biyotip-C), izole etmistir (PEKIN, 2000).

Cizelge 1.3. Mikroorganizmalar Tarafindan Sentezlenen Cesitli Biyosiirfektanlar

MIKROORGANIZMA BIYOSURFEKTAN REFERANS
Arthrobacter RAG-1 Hetropolsakkarit Rosenberg & ark (1979)
Arthrobacter MIS38 Lipopeptit Morikawa & ark. (1993)
Arthrobacter sp. Trehaloz, sukroz ve fruktoz lipitler | Suzuki & ark (1974), Itoh & ark.

(1974)

Bacillus licheniformis JF-2 | Lipopeptit McInemey & ark. (1990)
Bacillus licheniformis 86 Lipopeptit Arima & ark. (1968)
Bacillus subtilis Surfaktin Morikawa & ark. (1992)
Bacillus pumilus Al Rammnolipit Banat (1993)
Bacillus sp. AB-2 Hidrokarbon-Lipit-Protein Eliseev & ark. (1991)
Bacillus sp. C 14 Mannozileritritol lipit Kitamoto & ark. (1992)
Candida antarctica Sophoroz lipit Gobbert & ark. (1984)
Candida bombicola Mannan-yag asiti Kappell & Fiechter (1976)
Candida tropicalis Sophoroz lipit Lesik & ark. (1989)
Candida lipolytica Y917 Notral lipitler Cooper & ark (1980)
Corynebacterium Protein-lipit-karbonhidrat Zajic & ark. (1981)
hydrocarbolastus
Corynebacterium insidiosum | Fosfolipitler Alt & ark. (1981)
Corynobacterium lepuss Yag asiitleri Cooper & ark. (1979)
Strain MM1 Glukoz, lipit ve hidroksidekanoik | Passeri (1992)

asit
Nocardia erythropolis Nitral lipitler MacDonald & ark. (1981)
Ochrobactrum anthropiii Protein ‘Wasco & Bratt (1990)
Penicillium spiculisporum | Spikulosporik asit Ban & Sato (1993)
Pseudomonas aeruginosa Ramnolipit Robert & ark. (1989)
Pseudomonas fluorescens Lipopeptit Neu & ark. (1990)
Phaffia rhodozyma Karbonhidrat-lipit Lesik & ark. (1991)
Rhodococcus erythropolis | Terchaloz dikorinomikolat Shulga & ark. (1990)
Rhodococcus sp. ST-3 Glikolipit Abu-Ruwaida & ark. (1991)
Rhodococcus sp. 33 Polisakkarit Neu & ark. (1992)
Torulopsis bombicola Sophoroz lipit Inoue & Ito (1982)
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1.4.1. Biyosiirfektanlarin Molekiil Yapism

Biyosirfektanlar molekil yapilarina  gore,
lipopeptitler, fosfolipi
hiicre yiizeyl

1.4.2. Biyosiirfektanlarm Uretim Kaynagmna
1.4.2.1. Mikrobiyal Orjinli Biyosiirfektanlar

Biyosirfektan dreten mikroorg

gore ti¢ simfa ayrilabilir.
1) C- kaynagi

Arthrobacterium sp.).

2) C- kaynagi

3)

4) Bu karbon kaynaklari tek baslanna veya birbirleriyle kart

kullanilabilirler Bir po Sekil 1.3°de verilen olas1 metabolik yollardan

a Gére Siniflandirimasi

glukolipidler, lipoprotein-

birini izleyerek bunlart glukolipidlere dontsturur.

erinin tamamu olarak simflandinhirlar (PEKIN, 2000).

Gére Simflandiriimasi

dler, hidroksillenmis ve gapraz baglanmis yag asitleri ve

anizmalar kullandiklan karbon kaynagina

olarak alkanlan kullananlar (Corynebacterium  sp.,

olarak suda ¢oziinebilen maddeleri kullananlar (Bacillus sp.).
C- kaynag olarak her ikisini de birlikte kullananlar (Pseudomonas sp.).

stirilarak

Trigliserit
Gliserol Yag asidi
v ~
Asetil-CoA Glukojenez Asetil Co-A Birlesme
l l l Uzama
Yag asidi Sakkarit Yag asidi Modifikasvon
N " R '
Glukolipid Glukolipid

Sekil 1.2. Mikrobiyal glukolipid sentezinde kullamilabilecek metabolik yollar
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/ Mono/disakicarit

Modifikasyon Asetil Co-A
Yeni seker Yas Asidi
Glukolipid

Sekil 1.2. (Devam) Mikrobiyal glukolipid sentezinde kullanilabilecek metabolik
yollar

1.4.2.1.1. Glukolipidler

Glukolipidler 3-hidroksi yag asidi igeren glukolipidlerdir (Sekil 1.3.). Deniz
bakterisi susu olan MM1 (PASSERI ve ark., 1992), Serratia rubidaea’mn irettigi
Rubivettin RG1 (MATSUYAMA ve ark., 1990) bilinen iki énemli glukolipiddir.

(a) CH:OH
OH - CH - CH, - COOCH,- CH - COOH
HO
(CHZ )18 (CHZ )6
OH
CH, CH,
®
D0 0 9 0
OF
0
OH
H
HO HO

Sekil 1.3. Serratia rubidae (a) ve deniz bakteriyal susu MM 1(b)’nin glukoz-
lipidleri
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1.4.2.1.2. Ramnozlipidler

Bu tip glukolipid mokekiillerinin geker kisminda ramnoz birimleri bulunur.

Ramnozlipidlerinde bir veya iki tane ramnoz halkast ve buna baglanmig
olarak da B-hidroksidekanoik asit zinciri bulunur. Bu ramnolipidler Pseudomonas
aeruginosa tarafindan sentezlenen en belli bagh glukolipidlerdir. Ik kez 1949
yilinda Jarvis ve Johnson adl: bilim adamlan tarafindan tanimlanmistir (DESAI ve
BANAT, 1997; SIDAL, 1997)."Sekil 1.4.’de molekiil yapisinda bir ve iki birim

ramnoz gekeri olan ramnozlipidleri verilmigtir.

o)
1]
OH O-CH-CH, -C-0-R,
H, (THz)e
OH "’ CH,
R1
o)

il

O-CH-CH, -C-0- TH- CH, -COH

(CH,)s (CH, )g

OH ‘l’ CH; CH,
c

- CH=CH- C(CH, ), - CH,

o

O- CH CH2 C-O H, - CH,-COH

<!E > (CH )6 (C|:H2)6
CH,

C - CH=CH- C(CH,), - CH,

il

O
Sekil 1.4. Pseudomonas sp.’den elde edilmis olan ramnozlipidier
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1.4.2.1.3. Trehalozlipidler

Trehalozlipidler ¢ogunlukla hiicre disina salinmadan hiicre duvarina
baglanmig olarak bulunurlar. Bunlar ¢ogu Mycobacterium, Nocardia, ve
Corynebacterium tiirleri tarafindan sentezlenirler. Bunlarin C- atom sayisi, mikolik
asitin yapisi, biyikligi ile doymamiglik dereceleri tiirden tiire degisiklik gosterir
(DESAI ve BANAT, 1997). Sekil 1.5.’de Corynebacterium diphteriae’nin
sentezledigi glukoz-6-monokorinomikolat, Sekil 1.6.’da da N. corynobacterioides
in sentezledigi pentasakkarit gosterilmektedir.

OH o
Cys H31—cI;H—cI:H—u—o—-—CH2

C14 My OH

HO OH

OH

Sekil 1.5. Corynebacterium diphteriae’nin sentezledigi glukoz-6-monokorino-
mikolat

Sekil 1.6. Nocardia corynebacteroides’den elde edilmis olan pentasakkaritin
molekiil yapisi

1.4.2.1.4. Sophorozlipidler
Sophorozlipidleri esasen, Candida apicola, C. gropengiesseri ve C.

bombicola gibi mayalar tarafindan sentezlenirler. Molekiiliin hidrofilik ucu bir

disakkarit olan sophoroz (2-O-8-D-glukopiranozil-8-D-glukopiranoz) sekeridir.
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Buna bir hidroksi yag asidi birimi eter bagyla baghdir. Genellikle de sophoroz
birimi laktonik olarak doymus veya doymamug olabilen yag asidi birimine
baglanmustir (Sekil 1.7., 1.8.).

Sophorozlipidlerin galisma alam oldukea genigtir. Sentez isleminde devreye
giren anahtar enzimlerin iretilmesinde izlenen metabolik yol ve metabolik
regiilasyon konularinda g¢aligmalar yapilmgtir (HOMMEL ve RATLEDGE,
1990; HOMMEL ve ark., 1994).

CH,0R
(0]
o CH,
OH
R=COOCH, ,
HO CH
CH,OR ,
(CH,)s
o _J i
CH
L |
(CHy),
OH
O— c=0
(a)
CH,OR
(0]
o)
OH Y\/\/\/\/\/\
HO
CH,OR
o—1
OH
HO
OH

(b)

Sekil 1.7. Candida bombicola ATCC 22214°den elde edilmis klasik tip (a) ve yeni
tip (b) sophorozlipidleri



/II\

HO
OH
0= (CHz)z1s
AC
OR,
Q
H 0~
HO
OR, 0]
H
HO
OH
OR,
0
H
H
OR,
H
HO
OH

Sekil 1.8. Sophorozlipidlerin bilinen lakton halkali molekiil yapilari ve yenileri
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1.4.2.1.5. Lipopeptitler ve Lipoproteinler

Bacillus subtilis tarafindan tretilen siklik bir lipopeptit olan surfaktin en iyi

bilinen lipoproteindir.

CHa

CH-(CHyo -CH-CH-CO-L-glu-L-leu-L-val-L-asp-D-leu-L-leu

—

CHs

Fal
J

Sekil 1.9. Bacillus subtilis’ten elde edilen surfaktin

Ornitin igeren lipidleri treten mikroorganizmalar Pseudomonas rubescens
ve Thiobacillus thiooxidans’dir (Sekil 1.10.).

HoN - (CHz)3 - CH - COOH H:N - (CH); - CH - COOH
R-CH - CH; - CO - NH NH
R-CO-0 c=0
CH,

CH, HC - OH
| |
(CH)11 (CH2)s
(l)H:; HC\
| CH,
e/
|
(CHy)s
b

Sekil 1.10. P. rubescens’den (a) ve Thiobacillus thiooxidans’dan (b) elde edilen ornitin
iceren lipidler
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1.4.2.1.6. Yag Asitleri, Fosfolipidler ve Nétral Lipidler

Mikrobiyal yag asitleri genellikle simurlt  sayida  zincir uzunluguna
sahiplerdir (Ciz - C20) (DESAI ve DESAI, 1993). n-alkanlarda geligen baz: maya
ve bakteri tiirleri ok fazla sayida yag asidi ve fosfolipid uretirler. Fosfolipidlerin
nicel olarak {iretimi bazi Aspergillus sp. ve T. thiooxidans’da tespit edilmistir
(DESAI ve BANAT, 1997).

1.4.2.1.7. Polimerik Biyosiirfektanlar

Mannoprotein, alasan,liposan, emiilsan gibi polisakkarit igeren kompleksler
en iyi ¢alisilan polimerik biyosiirfektanlardir. Bunlar genellikle emillsifiye edicl
ve solubilize edici ajan olarak lullaniimaktadirlar (DESAI ve BANAT, 1997).

1.4.2.1.8. Kismi Biyosiirfektanlar

Acinetobacter  tirlerinden saflagirilan ~ membran vezikiillerinin
lipopolisakléadt, fosfolipid,ve proteinden olustuklar gorilmistir. Ayni gekilde
cogu hidrokarbonlart ~ degrede edebilen patojenik mikroorganizmalarin
biyosurfektan aktivitesine sahip olduklan tespit edilmistir. Omegin, Bacillus
brevis sporlarinda bulunan gramisidinler, Staphylococcus aureus’ta bulunan
Protein-A (DESAI ve BANAT, 1997). Sekil 1.11°de Candida antartica T-34
tarafindan sentezlenen mannozileritritol lipidleri goriilmektedir (KITAMOTO ve

ark., 1990).
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|
FC0R HCOH
I
. HCIZOH
0 — CHj
RO
R,0

MEL-A : Ry, R4 =2 - a - asetil + 2 - a - alkonil (CsCia)
MEL-B : R;, Ry =1 - a - asetil + 2 - a - alkonil (CsCi4)

Sekil 1.11. Candida antartica T-34 tarafindan sentezlenen mannozileritritol
lipidleri

1.4.2.2. Enzimlerle Sentezlenen Biyosiirfektanlar

Hayvan ve bitki yaglan gibi olduk¢a ucuz ham maddeler kullanarak,
kimyasal tepkimeleri katalizleyebilen enzimlerle monogliserit, fosfolipit,
glukolipid ve aminoasit bazli biyosirfektanlar iiretilmigtir. Klasik kimyasal
sentezlerle karsilastinldiginda enzimatik yontemlerin birgok ustinlikleri
vardir. Bu yontemin enerji gereksinimi diigiktir, isisal bozulma riski minimaldir,
tiriiniin biyolojik olarak pargalanabilirliligi yuksektir (PEKIN, 2000).

Bu alandaki ilk ¢aligmalar yaklagik on yil dnce baglamistir. En sik kullamlan
enzimler immobilize mikrobiyal lipazlardir. Omegin, Rhizomucor miehei’den elde
edilen Lipozim ve Candida antarctica’dan elde edilen SP 435 en sik kullanilan
enzimlerdir.

Cizelge 1.4.”de mikrobiyal ve enzimatik olarak sentezlenen biyosiirfektan-
lanin kargilastinimast yapilmigtir (LIN, 1996).
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Cizelge 1.4. Mikrobiyal biyosiirfektanlar ve Enzimle sentezlenen biyosiirfektanlar

Ozellikler Mikrobiyal Biyosiirfektanlar Enzimle Sentezlenen
Biyosiirfektanlar
-Biyodegredasyon -Biyodegredasyon
-Cesitlilik -Molekiil yapilarinda degisiklik
Avantajlar yapabilmenin kolayhig
-Diistik Gretim maliyeti -Diigiik ayirma masraflar
-In-situ uygulamalar -Saflagtirmanin kolaylig1
-Pahali alt akim islemleri -Enzimlerin pahali olmas:
Dezavantajlar | -Yiiksek atik su hacmi -Substratlanin ¢oziiniirliiklerinin
disik olmas;
-Sug geligtirme -Enzim immobilizasyonu
Gelecekteki -Tim hiicrenin immobilizasyonu | -Enzim aktivite ve kararliligimin
Geligmeler igin arttiriimasi
Esas Noktalar | -Fermentasyon yéntemlerinin -Cok fazh sistemleri
gelistiriimesi
-Metabolizma miihendisligi -Siperkritik akigkan teknolojisi

1.5. Biyosiirfektanlarm Kullamum Alanlar

Literatirlerde biyosiirfektanlarin bir ¢ok kullanim alanlart  belirtilmektedir.

Ozellikle de mikrobiyolojik yollarla, klasik biyosiirfektan molekiil eldesi ve enzimler

kullanarak siirfektan eldesi ¢aligmalar ilgiyi daha ¢ok arttirmustir. Cizelge 1.5.°de cesitli

endustrileri ve bu endiistrilerde biyosiirfektanlann kullanimlan verilmektedir.

Cizelge 1.5. Biyosiirfektanlarin uygulama alanlan

Alan Kullanim Etki Kaynak
Metaller |Cevherlere kesme ve  [Islatma, koptrme, emiilsifiye etme [Kosaric, 1996
bi¢im verme, pas gider- |ve yaglamada, korozyon engelleme,
me, kaplamacilik kaliplarin kolay ¢ikariimasi, kapla-
macilik ve pas giderme
Kagit Kagit hamuru islemle- [Regine alma, yikama, kopiik engel- [Kosaric, 1996
rinde leme, renk dengeleme ve dagitma
Boya ve [Boya hazirlifinda, Ogiitme sirasinda boyanin dagilma- Kosaric,1996
koruyucu |lateks boyalarda, bal- |sinda ve islanmasi, emiilsiyonlart
kaplama |mumlan ve cilalarda  [stabilize etme
Petrol Sondaj akiskanlarinda, [Yag: emiilsifiye etme, katilan Yarbrough ve
trtnleri [Greten kuyulardan daha |dagitma, ham petroliin deemiilsii- |Coty, 1983;
ve fazla triin elde etmek, |fikasyonu, tagma islemlerinde Tanner ve ark,
tretimi  [ikincil geri kazamm 1991;
Wagner, 1991
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Cizelge 1.5. (Devam) Biyosiirfektanlarin uygulama alanlan

Tekstil  |Elyaflarin hazirlanma- |Yiin temizlenmesi deterjan ve Masuoka ve
sinda, boya ve baskida |emiilsiiifiyer ark, 1998
Yapive |Kaldinmeilik malzeme- |Asfaltin kum ve ¢akilla yaptig1 bag: [Kosaric, 1996
ingaat  [si, betonda, seramikte |kuvvetlendirmek
Tarnm  |Fosfath giibrelerde Tanm ilaci ¢ozeltilerinin emiilsii- |Kosaric,1996
fikasyonunu saglamak
Gida Gida iireten fabrikalar- |Temizlik ve hijyen bozulmay: Kachhloz ve
da, meyve ve sebzelerdejonleme, yikamay: kolaylastirma Schligman,
1987,
Andlikonja ve
Kosaric, 1993
Deri Deri tabaklamada, Yag gidermede, deterjan ve emiil- |Kosaric,1996
boyamada siifiyer, 1slatmay arttirict
Kozmetik Bécek kovucu, banyo  |Emiilsiifiyer, képiirtiicii ajan, Abe ve ark.,
veilag [iiriinleri, deodorant, ¢oziici, 1slatici ajan 1980;
makyaj malzemeleri Tsutsami ve
ark., 1980
Yamane, 1987
Cevre  Biyoremidasyon, petrol [Emiilsiifiyer Banat ve ark.,
Kirliligi |dokiilen yerlerin temiz- 1991
lenmesi

1.6. Biyosiirfektanlarm Uretimi

Biyosiirfektanlann biiyiimeyle ilgili ve bityiimeyi engelleyici kosullar altinda ve
tutuklanmug hucrelerle gesitli prekiirsérler kullanilarak iiretilmeleri miimkiindiir (DESAI
ve BANAT, 1997).

Biyosiirfektan tiretiminde ortamda kullanilan karbon, azot ve fosfat kaynaklan ile

diger ¢evresel faktorlerin etkisi vardir.

1.6.1. Karbon Kaynag:

Karbon kaynag oldukca onemlidir. DESAI ve DESAI (1993) yaptiklan
¢alismalarda uretilen biyosiirfektanin yapisindaki C- kaynaklannin énemine dikkat
¢ekmiglerdir. SYLDATK ve arkadaglari (1985) Pseudomonas cinsi bakterilerinde
kullamulan farkli C- kaynaklarimin biyosiirfektanin yapisin etkiledigini géstermislerdir.
Biyosiirfektan tretiminde C- kaynaginn etkisi aym mikrobiyal kiiltirlerde farkli karbon
kaynaklari kullanilarak tespit edilmigtir (DESAI ve DESAI 1993; BANAT, 1995).
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1.6.2. Azot Kayna

Azot kaynag1 da onemlidir. Arthrobacter paraffineus ATCC 19558 susunda azot
kaynaginin yapistnin ve derigiminin biyostirfektan uretimini etkiledigi saptanmugtir.
Ramnozlipid tiretiminde, ortamin azotu tiikendiginde glukolipidin iretiminin arttig:
gorilmigtir ( DESAI ve BANAT, 1997). Azot simrlamas: sophorozlipid tretiminde de
onemlidir. Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. ve Torulopsis sp.’ler ile yapilan
fermentasyon ¢aligmalarinda azotun karbona orami veya kullanilan maya ekstraktimn
kontrol edilebildigi génilmigtir HOMMEL ve ark., 1987).

1.6.3. Fosfat Kaynag:

Fosfat kaynag: da biyosiirfektan tiretimini etkilemektedir. Bacillus licheniformis
JF-2 susu tarafindan tiretilen lipopeptit biyosiirfektan konsantrasyonunun, ortamin fosfat
derigimi diistigiinde yaklasik iki kat arttigy gorilmiigtiir (LIN ve ark., 1993).

1.6.4. Cevresel Faktorler

pH, sicaklik, ¢oziinmis oksijen gibi faktorlerin de biyosiirfektan tretimini
etkiledikleri belirlenmistir. Pseudomonas tirlerinde maksimum ramnozlipid tretiminin
ortam pH’sinin 6-6.5 oldugu zaman gergeklestigi, pH mn 7’ nin Gstiine ¢iktig1 zaman ise
tretimin azaldig: gosterilmigtir (DESAI ve BANAT, 1997).

Termofilik Bacillus turlerinin degisik tuzluluk ve sicakliklarda iretimleri
caligtlmistir. Bacillus subtilis C9 susunun oksijen kisitlamas: altinda ii¢ kat daha fazla
tiretim yaptig1 tespit edilmigtir (DESAI ve BANAT, 1997).



2. ONCEKI CALISMALAR

Dinya c¢apinda biyosiirfektanlarla ilgili pek ¢ok ¢aligmanin yapildigina
literaturlerde deginilmektedir.Bu konuda en buyiik etken biyosiirfektanlarin oldukga
genis bir kullanim alanina sahip olmalarindan kaynaklanir.

Buna karsin klinik anlamda biyosiirfektanlarla ilgili yapilan ¢aligmalar oldukga
azdir. LANG ve arkadaslarimin 1989 yilinda yapmis oiduklan ¢aligmalarinda
kullandiklan test mikroorganizmalarindan' Gram (+) bakterilerin Gram (-) bakterilere
kiyasla daha duyarh olduklarini tespit etmislerdir. Aynt zamanda bu bakterilere kars:
ramnolipid-1 ve ramnolipid-3’in Gram (+) bakterileri inhibe ettigini, buna kargin
sophorozlipid-2’nin  Glomorella cingulata DSM 1116 (ascomycet)’da conidia
¢imlenmesini engelledigini tespit etmiglerdir (LANG ve ark., 1989).

POREMBA ve arkadaglarinin yaptigt bir ¢aligmada ise deniz mikroorganizmalari
(kanistk ve saf bakteri kiiltiirleri, mikro algler ve protozoalar) kullamilmustir. Bu
mikroorganizmalar tizerinde sekizi sentetik ve dokuzu biyolojik kokenli olmak iizere
toplam 17 strfektanin etkisi test edilmistir. Sonug olarak bakteriyal biiyiimenin oldukga
‘6nemli bir sekilde etkilendigi buna kargin, mikro alg ve flagellatlarin geligimlerinde
azalma oldugu g6zlenmistir (POREMBA ve ark., 1991).

1993 yilinda KITOMATO ve arkadaglani mannozileritritollipid’in (MEL-A ve
MEL-B) ¢esitli test mikroorganizmalart {(izerindeki antimikrobiyal aktivitelerini
aragtirmiglardir. Sonu¢ olarak da MEL’in Gram (+)’lere karst oldukga etkili, Gram (-)
lere kars: ise daha az etkili ve mayalara kargt inaktif bir etki géstermis olduklarim
bulmuglardir (KITOMATO ve ark., 1993). MEL’in biyosiirfektanlar arasinda iyi bir
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklan gesitli literatiirde bildirilmistir (HAFERBURG
ve ark., 1986; LANG ve ark., 1989).

1999 yilinda NIELSEN ve arkadaslari Pseudomonas flourescens DR54 susundan
elde ettikleri yeni bir siklik lipodepsipeptit viskosinamid antibiyotik biyosiirfektanin,
bitki patojenleri olan Pythium ultimum ve Rhizoctonia solani tirlerine karst antifungal
etki gosterdigini tespit etmislerdir (NIELSEN ve ark., 1999). Bir siklik lipopeptit
antibiyotik olan strfaktin tzerinde klinik biyokimya alanindaki ¢aligmalarin devam
ettii kaynaklarda belirtilmektedir( PEYPOUX ve ark., 1999).
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Ulkemizde biyosiirfektanlarla ilgili olarak yapilan ¢aligmalar g¢ok smurldir.
Bunlardan bir tanesi zeytinyag: fabrikas: atifindan Pseudomonas suslan ile ramnolipid
olarak bilinen biyosiirfektamn biyodisk reaktor yontemiyle elde etme iglemine dayal: bir
calismadir (SIDAL, 1997). Bir bagka calismada ise endistriyel atik sulardaki kalici
organik kirleticilerin antimunda biyosiirfektanlanin rolleri aragtirilmigtir (SARPTAS,
1999). Caligma sonunda biyosirfektan kulamminin endiistriyel attk sulardaki zor
ayrilabilir ya da kalic1 yiiksek kirleticilerin biyodegredasyonu hizlandirdif: gérillmistiir.

Klinik anlamda iilkemizde biyosiirfektanlarla ilgili herhangi bir aligmamn
olduguna dair literatiir bilgisine rastlamlmamgtir. Bu agidan cahigma bir ilk olma

ozelligi tagimaktadir.




3. MATERYAL VE YONTEM
3. 1. Materyal

3.1.1. Biyosiirfektan (Ramnolipid) Eldesi icin Kullanilan Mikroorganizma

Caligmamizda oéncelikle biyosﬁrfektan ( ramnolipid ) sentezleme yetegine sahip
uygun Pseudomonas sp. susu tespit edild?. Mustafa Kemal Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii kiiltiir kolleksiyonundaki 10 adet Pseudomonas susu
arasinda en yiiksek aktiviteye sahip olan sug bundan sonraki biitiin caligmalarda
kullamldi. 121 °C’de 1 atm. basing altinda otoklavda steril edilen Nutrient Agar’da
(Difco) 30 °C’de 24 saat siireyle iiretilerek elde edilen stok kiiltiirler +4 °C’de sakland:.
Stok kiiltiirlerin her 15 giinde bir Nutrient Agar’li (Difco) yatik besiyerlerine pasajlan
yapildi (MERCADE ve ark., 1993; ROSE ve BARRON, 1983).

3.1.2. Biyosiirfektan Eldesi i¢in Kullanilan Besiyeri

Biyosiirfektan (ramnolipid ) eldesi icin tespit edilen uygun Pseudomonas sp.
sugunun Uretimi igin temel besiyeri olarak Medium A (45 mL;g/L) : NaNO;, 1.28;
KoHPO4, 0.87; MgS0,4.7H,0, 0.1; NaCl, 0.1, KCI, 0.2; Tris (hidroksimetil
aminometan), 6.5; glukoz, 20 ve Mineral Tuz Solusyonu (5 mL;g/L) : FeSO,
(NH.);804.6H,0, 0.116; HsBOs;, 0.232; CoCly.6H,0, 0.41; CuS0,.5H;0, 0.008:
(NH4)sMo070,4.4H,0, 0,022, ZnS04.7H;0, 0.174 kangimi kullamldi. Temel besiyeri 121
°C’de 1 atm. basing altinda steril edildi ( RAMANA ve KARANTH, 1989). Sus bu
besiyerinde pH 7°de 30 °C’de 24 saat stireyle inkiibasyona tabi tutuldu.

3.1.3. Test Mikroorganizmalan

Antimikrobiyal aktiviteye karsi denenecek test mikroorganizmalann olarak
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus  subtilis, Staphylococcus

epidermidis, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC
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29213, B hemolitik Streptococ bakteri kiltiirleri ile Candida albicans maya kiltiird
kullamld:. Biitiin bakteri ve maya kiiltiir drnekleri de Mustafa Kemal Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii kiiltiir kolleksiyonundan temin edildi.

3.1.4. Kullanilan Besiyerleri

Test mikroorganizmalanmn Gretimi igin, galigmamn ozelligine gore, Nutrient
Broth ve Nutrient Agar besi ortamlan kullanilds. Besiyerleri 121 °C’de 1 atm. basing
altinda otoklavda steril edildi. 15 giinde bir pasaj edilerek yenilendi ve +4 °C’de
saklandi (TORTORA ve ark., 1991). |

3.1.5. Kullanilan Antibiyogram Diskleri

Antimikrobiyal aktivitenin Slgiilmesinde kontrol grubu olarak distile su (0,0118
mL), Penisilin G (10 pg/mL) ve TII. Kusak Cephalosporinler’den Ceftriaxone (30
pg/mL) emdirilmis, steril standart antibiyogram diskleri kullamldi. Bu antibiyogram
diskleri Antakya Devlet Hastanesi Biyokimya Laboratuvart ve Antakya Dogum

Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarlarindan temin edildi.

3.1.6. Ramnolipid Disklerinin Hazirlanisi

Stok ramnolipid 1000 pg/mL olacak sekilde dilite edildi. Daha onceden
hazirlanmig 50 adet Watman No 6 disklerine 0,59 mL biyosiirfektan (ramnolipid)
¢ozeltisi pipetle emdirildi. Bu diskler 121 °C’de 1 atm. basing altinda otoklavda 15
dakika steril edildi (WHITE ve ark., 1971).
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3.2. Yontem

3.2.1. Uremenin Ol¢iilmesinde Uygun Dalga Boyunun Saptanmas:

Uremenin maksimum absorbans verdifi dalga boyunu saptamak amaciyla, 30
°C’de galkalamal: (95 rpm) olarak 24 saat boyunca iiretime birakilmig Pseudomonas sp.
kiiltiirtiniin verdigi absorbans degerleri 400-700 nm dalga boylan arasinda Shimadzu
(UV/VIS spectrophotometer) spektrofotometre’de ster] dretim ortamina kars: l¢iildii.

3.2.2. Pseudomonas sp. Susunun Ureme Egrisinin Cikartilmas

Bu amagla, steril besiyerlerine (Medium A+ Mineral Tuz Solusyonu) 580 nm’deki
absorbans degeri 1,10 olan Pseudomonas sp. susunun stok kiltiirinden 2 mL ekim
yapildi. 30 °C’de ¢alkalamali etiivde (95 rpm) inkiibasyona birakilan ortamlardan iki

saatte bir alinan 6rneklerin 580 nm.’deki absorbans degerleri 6lgiildi.

3.2.3. Kiiltiirlerde Biyosiirfektan( Ramnolipid ) Miktarinin Olgiilmesi

Biyosiirfektan(ramnolipid) miktarinin tayini i¢in oncelikle fenolsilfirik asit
metodu kullanilarak ramnoz standart: gikartildi (DUBOIS ve ark., 1956). Ser
dilisyonlarla hazirlanan kiiltiir ortamlarindaki ramnolipid degerleri 480 nm.’de
spektrofotometrik olarak &lgiildii. Bulunan optik yogunluk degerleri standart ramnoz

grafiginden pg/mlL cinsinden ramnolipid olarak hesapland:.

3.2.4. Kiiltiirlerden Biyosiirfektan (Ramnolipid) izolasyonu ve Saflastirilmasi

Bu amacla uygun Psewdomonas Sp. susu seri pasajlarla Medium A ve Mineral Tuz
Solusyonu karigimi (45 mL + 5 mL) olan sivi besiyerlerinde ¢ogaltildi. 30 °C’de
galkalamali etiivde (95 rpm) inkiibasyona birakildi. Kiiltiirler liremenin 26. saatinde
toplanarak 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Boylece kiltiir ortami bakteri
hiicrelerinden ayrildi. Daha sonra evapore edildi. Elde edilen ana stok biyosiirfektan
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(ramnolipid) 1/1000 oraminda diliie edildi. Daha sonra 480 nm.’de Shimadzu (UV/VIS
spectrophotometer) spektrofotometrede okuma yapildi. Bulunan optik yogunluk
degerleri daha onceden hazirlanan ramnoz standardindaki degerlerle karsilastirildi.

Béylece ana stokun ramnolipid miktar: hesapland: (LANG ve ark., 1989).

3.2.5. Biyosiirfektann (Ramnolipid) Test Mikroorganizmalarmn Uremesine
Etkisinin Seri Sulandirim Testi ile Saptanmas: (MIC : Minumum Inhibitér

Konsantrasyonu )

Minumum  Inhibitor ~Konsantrasyon degerleri  olgiilecek olan  test
mikroorganizmalari Nutrient Broth besiyerlerinde 30 °C’de 95 rpm. Dongiisel
calkalama hizinda 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra kiiltiirlerden elde edilen ana stok
biyosiirfektan (ramnolipid) ¢ozeltisinden (1000 pg/mL) dilue edilmis bir seri besiyeri
ortami hazirlandi. Bu besi ortamlarina Nutrient Broth’da kiiltire edilen test
mikroorganizmalarindan 2 mL inokiile edildi. Besiyerlerinin 30 °C’de (95 rpm) 48 saat
inkiibasyonu saglandi. Siire sonunda besiyerlerindeki turbiditeye bakilarak MIC
degerleri pg/mL cinsinden hesaplandi (TORTORA ve ark., 1995).

3.2.6. Kontrol Grubu Antibiyotiklerin ve Biyosiirfektan’in (Ramnolipid) Test
Mikroorganizmalarmm Uremesine Etkisinin Plak-Difiizyon Testi Ile

Saptanmasi

Bu caligmada, biyosirfektan (ramnolipid= 1000 pg/mL), Penisilin G (10 pg/mL)
ve Ceftriaxone (30 pg/mL) steril antibiyotik disklerinin test mikroorganizmalarinin
Uremesine etkisi aragtirid.

Bu amagla, yaklagik 15 mL Nutrient Agar igeren petri plaklari (izerine daha
onceden Nutrient Broth’da inkiibe edilmis test mikrorganizmalari ile birlikte Soft Agar
(50 mL + 50 mL) igeren bakteri ve maya kiiltiirleri tatbik edildi. Bunlarin Nutrient Agar
plaklar tizerinde homojen bir sekilde dagilmas: saglandi. Test edilecek biyosiirfektan
(ramnolipid), distile su ve antibiyotiklerin antibiyogram diskleri bu homojen olarak
dagitilmig agar iizerine yerlestirildi. Daha sonra 37 °C’de bir giinliik inkiibasyona tabii
tutuldu. Inkibasyon siiresi sonunda disklerin gevresinde olusan zonlarin ¢aplan
milimetrik bir cetvelle (kumpas) él¢iildii (ZAHNER ve WERNER, 1972).



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Uremenin Ol¢iilmesinde Uygun Dalga Boyunun Saptanmasi

Uygun dalga boyunu saptamak amaciyla maksimum absorbsiyon spektrumunun
¢ikartildigt bu ¢alismada, 400-700 nm. dalga boylarinda yapilan Olgiimler sonucu,
absorbansin 1,10 olarak ol¢iildiigi 580 nm en uygun dalga boyu olarak segildi (Sekil
4.1). -

OD 4

1.101
1.00;
0.901
0.80;
0.701
0.601
0.50;
0.40;
0.301
0.204
0.101

bttt -» Dalga boyu
400 450 500 550 800 650 700 ?nm)jf

Sekil 4.1. Uygun dalga boyunun saptanmasi (degerler 3 drnekle yapilan dlgimlerin
ortalamasidir).

4.2. Pseudomonas sp. Susunun Ureme Egrisinin Cikartilmasi

Calkalamali etiivde (95 rpm) 30 °C’de inkiibasyona birakilmig kaltiirlerden
uremenin ikinci saatinden itibaren iki saat aralikla yapilan digiimler sonucu, yirmialtinc
saatte durgunluk fazina gegildigi gozlendi. Uremenin bu saatinden itibaren absorbans
degerlerinde diigiis tespit edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Pseudomonas sp. susunun iireme egrisi (degerler 3 6rnekle yapilan
oOlgtimlerin ortalamasidir) '

4.3. Biyosiirfektan’m (Ramnolipid) Test Mikroorganizmalarmm Uremesine
Etkisinin Seri Sulandirim Testi Ile Saptanmasi (MIC: Minumum Inhibitor

Konsantrasyonu )

Biyosiirfektan’in (ramnolipid) test mikroorganizmalarimn iiremesine etkisinin
aragtinldigt bu caliymada seri sulandinm testlerinin sonucuna gore her bir test
mikroorganizmasi igin tespit edilen MIC degerleri ug /mL cinsinden Cizelge 4.1.°de

verilmigtir. Tespit edilen konsantrasyonlarda inhibisyon % 100’diir.

Cizelge 4.1. Test Mikroorganizmalarinin MIC Degerleri

Mikroorganizma Adi MIC Degeri (ng/mL)
B3 hemolitik Streptococ 70
S. aureus ATCC 25923 230
S. aureus ATCC 29213 350
P. aeruginosa 250
E. coli 20
S. epidermidis 30
C. albicans 30
B. subtilis 40
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4.4. Kontrol Grubu Antibiyotiklerin, Distile Su ve Biyosiirfektanm (Ramnolipid)
Test Mikroorganizmalarnm Uremesine Etkisinin Plak-Difiizyon Testi ile

Saptanmasi

Kontrol grubu olarak kullamlan distile su disklerinin etrafinda higbir test
mikroorganizmasmda zon olugmadigindan, zon ¢apt Olglilemedi. Biyosiirfektan
(ramnolipid) ve kontrol antibiyotik disklerinin etrafinda olusan zon ¢aplanmilimetrik
cetvelle (kumpas) 6lgiildii.- Deney her mikroorganizma igin 6 kez uyguiandl. Test

mikroorganizmalan icin tespit edilen zon ¢aplani Cizelge 4.2.”de verilmigtir.

Cizelge 4.2. Test Mikroorganizmalarinin Zon Caplari

Mikroorganizma Ad: RL. ORNEKLERI PG |CRO |Distile
g I n 111 IV \% vi | (10) | (30) Su
B hemolitik Streptococ | 55 4.1 41| 23.751.41] 21.261.41] 24.061,41] 24,651,41) 24,0£1,41 209 | 315 *T.E

S. aureus ATCC 25923
S. aureus ATCC 29213

14,4+0,53] 15.4+0,53] 15.2+0.53| 14.0+0,53| 15,1+0,53| 15,2+0,53] 19,4 20,8 *T.E

9,5+1,05 | 7,5+1,05 | 6.5+1.05 | 6.0+1,05 | 8,5+1,05 | 9,0+1,05 0,94 12,0 *T.E

Pseudomonas
aeruginosa 704028 | 7,0£0,28 | 73+0.28 | 6.8£0.28 | 7,6+0,28 |7,3+028 | 094 | 086 | *T.E
Escherichia coli 18.040,51| 17,4+0.51] 17.2:0.51] 17.8+0,51| 18.2+0,51{ 18.6+0,51 83 15.0 *T.E
Staphylococus
epidermidis 11,5+1,30| 8,0+1,30 | 10,06130] 9,4+1,30 | 8,6+1,30 | 10,7+1,30| 099 | 186 | *T.E
Candida albicans 10,7+1,46] 12,4:1.46] 12.6:1.46| 10.4x1.46) 102+1,46{ 8,7:1,.46 | 094 | 9.4 *T.E

Bacillus subtilis 16,0+0.99 15.2:0.99| 14.6:0.99 14.6:0,99] 13.4:0,99] 13.5:0.99| 98 | 360 | *T.E
*T. E = Tespit edilmemistir

Pseudomonas sp.’den ekstrakte edilen biyosiirfektan’in (ramnolipid) antimikro-
biyal aktivitesini belirlemek amaciyla yaptiimiz galigmalarin bulgulan Cizelge 4.1. ve
Cizelge 4.2.”de gosterilmistir.

Bulgularimiza gore, Pseudomonas sp.’den elde edilen biyosirfektan’m
(ramnolipid) test mikroorganizmalarinin timiine kargt antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu saptanmgtir. Tespit edilen MIC degerleri Cizelge 4.1.’de de gosterildigi gibi;
B hemolitik Streptococ 70 pg/mL, Staphylococcus aureus ATCC 25923 230 ug/mL,
S. aureus ATCC 29213 350 pg/mL, Pseudomonas aeruginosa 250 ug/ml., Escherichia
coli 20 ug/mL, S. epidermidis 30ug/mL, Candida albicans 30 pg/mL, Bacillus subtilis
40 pg/mL olarak saptanmugtir. Test mikroorganizmalarnna kars1 kontrol grubu olarak
kullanilan distile su disklerinde higbir inhibisyon olugmamugtir. Ancak kontrol
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antibiyotigi olarak kullanilan Penisilin G (10)’nin inhibisyon zon ¢aplan Cizelge 4.2.’de
de gériilecegi tizere; B hemolitik Streptococ 20,9 mm, S. aureus ATCC 25923 19,4 mm,
S. aureus ATCC 29213 12 mm, P.aeruginosa 0,94 mm, E. coli 8,3 mm, S. epidermidis
0,99 mm, C. albicans 0,94 mm, B. subtilis 9,8 mm, Ceftriaxon (30) kontrol antibiyotigi
icin ise zon gaplan f§ hemolitik streptococ 31,5 mm, S.aureus ATCC 25923 20,8 mm,
S. aureus ATCC 29213 12 mm, P. aeruginosa 0,86 mm, E. coli 15 mm, S. epidermidis
18,6 mm, C. albicans 9,4 mm, B. subtilis i¢in de 36 mm olarak saptanmigtir. Her test
mikroorganizmas: igin alt1 tekrarli olarak denenen ramnolipid diskleri i¢in en yiiksek
aktivite B hemolitik Streptococ igin, en digik aktivite ise P. aeruginosa bakteri
kultarleri i¢in saptanmmgtir. Bu kiiltiirler i¢in inhibisyon zon g¢aplannin ortalamasi
srastyla 23,8 mm ve 7,2 mm’dir (Sekil 4.3., Sekil. 4.4., Sekil. 4.5., Sekil. 4.6., Sekil.
4.7, Sekil. 4.8., Sekil. 4.9., Sekil. 4.10.).

Biyosiirfektanlanin antimikrobiyal etkilerinin aragtiriimasiyla ilgili olarak yapilan
daha dnceki ¢aligmalarin sonuglan yapmis oldugumuz ¢aligmamn sonuglanyla benzerlik
gostermektedir (HAFERBURG ve ark., 1986; KITOMATO ve ark., 1993; LANG ve
ark., 1989; NIELSEN ve ark., 1999; POREMBA ve ark., 1991).
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Sekil 4.3. B hemolitik Streptococ igin zon gaplari (a- RL, b- PG (10), c-CRO (30),
d-Distile su)

4.C. YUKSEK UL Lot KURULU
imxﬁfw{ms'mu W



33

Sekil 4.4. E. coli igin zon caplar1 (a- RL, b- PG (10), ¢-CRO (30), d-Distile su)




RL, b- PG (10), c-CRO (30), d-Distile su)

Sekil 4.5. P. aeruginosa igin zon gaplar (a-




Sekil 4.6. 5. epidermidis igin zon ¢aplari (a- RL, b- PG (10), c-CRO (30), d-Distile su)




Sekil 4.7. B. subtilis igin zon caplar1 (a- RL, b- PG (10), ¢-CRO(30), d-Distile su)




S aureus ATCC 25923 susu igin zon caplar (a- RL, b- PG (10), c-CRO (30),

Sekil 4.8.
d-Distile su)




Sekil 4.9. S. aureus ATCC 29213 susgu igin zon caplan (a- RL, b- PG (10), ¢-CRO (30),

d-Distile su)




Sekil 4.10. C. albicans icin zon caplar (a- RL, b- PG (10), c-CRO (30), d-Distile su)




 #

5. SONUC VE ONERILER

Biyosirfektanlarin antimikrobiyal etkileriyle ilgili olarak yapilan daha onceki
aragtirmalarin sonuglarina gore;

- Yiizey aktif maddelerin absorbsiyon alani sitoplazmik membrandir.

- Dusiik konsantrasyonlar osmotik stabilitenin ve sitoplazmik kompanentlerin

(K, nitkleotit, aminoasit vs.) kaybina neden olur. Yiiksek konsantrasyonlar ise
hiicre igindeki proteinleri baglar.

- Gram pozitif bakteriler gram negatif bakterilere gore daha kolay inhibe

olmaktadir (LANG ve ark., 1989).

Caligmamizda daha onceden de deginildigi uzere biyosiirfektan (ramnolipid)
sentezleme yetenegine sahip Pseudomonas Sp. sugundan elde edilen bu polimer
bilesiklerin antimikrobiyal etkilerinin aragtirilmast amaglanmigtir. Elde ettiimiz
sonuglarda gostermektedir ki kullamlan tiim test mikroorganizmalarinda tireme inhibe
olmaktadir.

Sonug olarak, biyosiirfektan’m (ramnolipid) antimikrobiyal etkisine karst denenen
test mikroorganizmalarmdan Gram (+) ve Gram (-) bakterilere ve mayalara karst
aktivite gostermigtir. Ayni zamanda kontrol antibiyotigl olarak kullanlan Penisilin G
(10) ve Ceftriaxone (30) disklerinin zon degerleri biyosiirfektan (ramnolipid) disk
degerlerine yakin bulunmugtur. Optimize edilmis bu galigmamizin konu ile ilgili bundan

sonra yapilacak klinik caligmalara katki saglayacagi inancinday1z.
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