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Bu ¢alismada, atik kullanilarak modifiye edilen besiyerinde Bacillus konsorsiyumu
kullanilarak diigiik maliyetli ve verimli biyosiirfektan iiretimi, iiretim siirecini etkileyen
kosullarin arastirilmasi ve liretilen biyosiirfektanin 6zelliklerinin belirlenmesi amaglandi.
Bu dogrultuda, biyosiirfektan tiretimine uygun konsorsiyumun Bacillus subtilis ATCC
6633 ve Bacillus halotolerans NR_115063.1 suslarindan olustugu, daralma-yayilma, yag
yayllma ve Ezs yontemlerinden elde edilen sonuglarin karsilastirilmasiyla belirlendi.
Melas, silempe ve peynir alt1 suyu atiklar arasindan biyosiirfektan iiretimine uygun olan
atigin 0,141 g/50 mL biyosiirfektan iiretim verimliligiyle silempe oldugu saptandi. Bu
noktada, silempenin %10 (v/v) konsantrasyonda besiyeri iceriginde kullanilmasinin
ortama ilave edilmesi gereken ilave azot kaynagi ihtiyacin1 ortadan kaldirdig1 ortaya
kondu. Boylece, glukoz ve maya oziitii gibi maliyeti yiikselten ilavelerin besiyeri
iceriginden ¢ikartilmasiyla olusturulan silempe-modifiye BH besiyerindeki biyosiirfektan
tiretim miktart 0,188 g/50 mL’ye ¢ikartildi. Biyosiirfektan iiretim verimliliginin
arttirilmasi hedefi dogrultusunda %ol (v/v) iz element igeren silempe-modifiye BH
besiyerinde 0,75 mL B. subtilis ATCC 6633 ve 1,25 mL B. halotolerans NR_115063.1

suslarmin %4 (v/v) ekimi yapildiginda, iretilen biyosiirfektan miktarinin 0,203 g/50
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mL’ye ¢iktig1 saptandi. Bunlara ek olarak, biyosiirfektan iiretimi agisindan uygun
fizyolojik kosullarin pH 7, 30 °C, 150 rpm ve 10 giinliik inkiibasyon siiresi oldugu
saptandi. Boylece, ¢alisma basinda 0,098 g/50 mL biyosiirfektan iirettigi belirlenen
konsorsiyumun, ¢aligma kapsaminda yapilan ¢alismalarla 0,290 g/50 mL biyosiirfektan
iirettigi belirlendi. Bununla birlikte, calisilan ¢esitli fizyolojik kosullarda biyosiirfektan
tiretimindeki diislisiin az oldugu, ti¢ giinliik inkiibasyon da bile biyosiirfetkan tiretiminin
yaklasik olarak 0,2 g/50 mL oldugu belirlendi. Caligmamizda iiretilen biyosiirfektanin,
ince-tabaka kromatografi (TLC) yo6ntemi ile lipopeptit yapida oldugu belirlendi. Ek
olarak niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR) ve fourier doniisiimli Kizilotesi
spektroskopisi (FT-IR) analizlerinde iiretilen biyosiirfektanin lipopeptit yapida oldugu
goriildi. Disiik maliyetli silempe-modifiye besiyerinde yiiksek verimde firetilen
biyosiirfektanin 4-12 pH araliginda, %5-25 arasinda degisen NaCl konsantrasyonlarinda,
4-80 °C arasindaki farkli sicakliklarda ve 10-50 dakika araliginda degisen UV’ye maruz
siirelerinde bliylik oranda kararliligimi korudugu saptandi. Bu durum, iiretilen
biyosiirfektanin kozmetik, saglik ve deterjan gibi endiistrilerde kullanilabilirligi agisindan
onemli bir avantajdir. Calisma sonunda, Onerilen konsorsiyum ile silempe-modifiye
besiyerinde biyosiirfektan iiretiminin diisiik maliyet ve yiiksek verim ile saglanabilecegi

gosterildi.
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In this study, it was aimed to produce low-cost and efficient biosurfactants using a
Bacillus consortium in a medium modified with waste, to investigate the conditions
affecting the production process, and to determine the properties of the produced
biosurfactant. In this context, it was determined that the suitable consortium for
biosurfactant production consisted of Bacillus subtilis ATCC 6633 and Bacillus
halotolerans NR_115063.1 strains, based on the comparison of results obtained from
drop-collapse, oil spreading, and E2s methods. Among molasses, vinasse, and curd whey
waste, it was found that vinasse was the most suitable waste for biosurfactant production,
with yield of 0.141 g/50 mL. At this point, it was demonstrated that using vinasse at a
10% (v/v) concentration in the medium eliminated the need for additional nitrogen
sources. Consequently, by removing cost-increasing additives such as glucose and yeast
extract from the medium, the biosurfactant production in the vinasse-modified BH
medium increased to 0.188 g/50 mL. Aiming to further increase biosurfactant production
efficiency, it was observed that when 0.75 mL of B. subtilis ATCC 6633 and 1.25 mL of

B. halotolerans NR_115063.1 strains were inoculated at 4% (v/v) in the vinasse-modified
iii



BH medium containing 1%. (v/v) trace elements, the produced biosurfactant yield
increased to 0.203 g/50 mL. Additionally, the optimal physiological conditions for
biosurfactant production were determined to be pH 7, 30 °C, 150 rpm, and a 10-day
incubation period. Thus, the consortium, which initially produced 0.098 g/50 mL of
biosurfactant, achieved a production of 0.290 g/50 mL under the conditions developed in
this study. Furthermore, even with a reduced incubation period of three days under the
studied physiological conditions, the production was approximately 0.2 g/50 mL,
indicating minimal decline in biosurfactant yield. The biosurfactant produced in our study
was identified as a lipopeptide structure using thin-layer chromatography (TLC).
Additionally, nuclear magnetic resonance (NMR) and fourier-transform infrared
spectroscopy (FT-IR) analyses confirmed that the produced biosurfactant had a
lipopeptide structure. The biosurfactant produced in the low-cost vinasse-modified
medium maintained its stability to large extent across a pH range of 4-12, NaCl
concentrations varying between 5-25%, temperatures ranging from 4 to 80 °C, and UV
exposure times between 10-50 minutes. This stability represents a significant advantage
for the applicability of the produced biosurfactant in industries such as cosmetics,
healthcare, and detergents. In conclusion, it was demonstrated that biosurfactant
production in the vinasse-modified medium with the proposed consortium could be

achieved at low cost and high efficiency.

Keywords: Biosurfactant, Vinasse, Molasses, Bacillus subtilis, Bacillus halotolerans,

Bacillus consortium, Lipopeptide
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1. GIRIS

Biyosiirfektanlar, kimyasal yapilar1 sayesinde yag-su arayiizeyindeki yiizey gerilimini
diisiiren ve bdylece suyla karigmayan maddelerin ¢oziiniirliigiinii artiran amfipatik
molekiiller olarak tanimlanir (Maikudi Usman ve ark., 2016; Singh, Patil ve Rale, 2019).
Biyosiirfektanlar karbonhidrat, aminoasit gruplari, peptit gruplar1 veya fosfat gruplariyla
suda ¢oziinebilen hidrofilik bas kismi ve ¢esitli yag asitleriyle suda c¢oziinemeyen

hidrofobik kuyruk kisimlarindan olusur (Rahman ve Gakpe, 2008).

Giliniimiizde biyosiirfektan olarak adlandirilan biyoteknolojik Triinlere yonelik ilk
calisgma 1949 yilinda yayimlanmistir (Jarvis ve Johnson, 1949). Yapilan bu ¢alismada
yapis1 ve islevi tam olarak belirlenemeyen maddeye “lipit tiirevi ylizey aktif madde” ismi
verilmistir. Aradan gecgen yillarda yapilan calismalarla kimyasal yapist ve g¢esitli
ozellikleri kesfedilen biyosiirfektanlar 21. ylizyilin ekonomik ac¢idan en ¢ok aranan
biyoteknolojik  {irtinlerinden biri  olmustur (Singh, Patil ve Rale, 2019).
Biyosiirfektanlarin pazar agisindan bu kadar 6nemli olmasi petrol endiistrisi, saglik
endiistrisi, ¢cevre kirliligini azaltmaya yonelik ¢alismalar, kozmetik, yiyecek ve icecek
endiistrisi  gibi  ¢esitli alanlarda  kullanilabilir bir hammadde olmasindan
kaynaklanmaktadir (Cameotra ve Singh, 2008; Adu ve ark., 2020; Ribeiro, Guerra ve
Sarubbo, 2020b; Bjerk ve ark., 2021; Inés ve ark., 2023; Sharma ve ark., 2023; Silva ve
ark., 2024).

Cesitli mikroorganizmalar ve bitkilerden elde edilen biyosiirfektanlar (Jimoh ve Lin,
2019; Rani ve ark., 2020; Tucker ve ark., 2021; Bezerra ve ark., 2021), sentetik
siirfektanlarin aksine ekstrem ortamlarda islevini siirdiirebilmesi, iiretim siire¢lerinde
toksik maddelerin meydana gelmemesi, biyoremediyasyona yodnelik biyoteknolojik
hizmetlerde kullanildiklarinda biyogdziiniirlikklerinin yiiksek olmasi sayesinde dogal
ortamlarda kolayca yok olabilmeleri gibi avantajlara sahiptir (Nagtode ve ark., 2023; de
Souza ve ark., 2024). Bunlara ek olarak, biyosiirfektan {iretim ortamlarinda bulunmasi
gereken karbon ve azot ihtiyaglarinin ¢esitli atiklar kullanilarak karsilanmasi, atiklarin
ekonomiye geri kazandirilmasina ek olarak cevre kirliliklerinin 6niine gecilmesi i¢inde
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onemli bir avantajdir (Rahman ve ark., 2002; e Silva ve ark., 2014; Ebadipour ve ark.,
2016; da Rocha Junior ve ark., 2019; Soares da Silva ve ark., 2019; Soyuer ve ark., 2023).
Bununla birlikte, endiistriyel tireticiler, biyosiirfektanlarin bu avantajlarina ragmen artan
iirlin ihtiyacinm1 karsilamak adina ucuz ancak toksik etkisi bulunan sentetik stirfektanlar
kullanmayn1 tercih etmektedir (de Souza ve ark., 2024). Bu baglamda, biyosiirfektanlarin
endiistriyel kullanim 6lgeginin artirilmasi i¢in iiretim maliyetlerinin diisiiriilmesi ve
tiretim verimliliginin arttirilmas1 gerekmektedir (Sundaram ve ark., 2024). Biyosiirfektan
iiretiminde besiyeri igeriginin, liretim sartlarinin ve tUretici kiiltliriin belirlenmesi iiretim

maliyetlerini ve {iretim verimliligini etkileyen 6nemli faktorlerdir (de Souza ve ark.,

2024; Sundaram ve ark., 2024).

Bu c¢alismada, biyosiirfektan tiretimi i¢in Bacillus suslar1 arastirilarak yeni bir alternatif
konsorsiyum olusturulmast ve olusturulan bu konsorsiyum ile maliyeti azaltilan
besiyerinde verimli biyosiirfektan tretimi amacglandi. Bu baglamda, Oncelikle
biyostirfektan iirettigi bilinen Bacillus suslar1 arasindan verimli biyosiirfektan tiretimi
gerceklestirilen suslar belirlenerek konsorsiyum olusturulmasi ardindan da besiyeri ve
tiretim sartlarinin optimize edilmesiyle diigiik maliyetli ve verimli biyosiirfektan iiretimini
gerceklestirilmesi hedeflendi. Bu sayede, tek bir mikroorganizmayla elde edilecek
biyosiirfektan iiretim miktar1 konsorsiyumun sinerjik etkisiyle arttirildi. Buna ek olarak,
iiretim maliyetini diisiirme hedefimize yonelik yiiriitiilen calismalarla, besiyerinde karbon
ve ilave azot kaynagi olarak kullanilacak atiklarin belirlenmesinde iilkemizdeki tarim ve
gida faaliyetlerinin saptanmasi1 amaclandi. Bu baglamda, melas, silempe ve lor peynirden
elde edilen peynir altt suyunun diisiik maliyetli besiyerinde kullanilarak ekonomiye
kazandirilmasinin yani sira ¢evre kirliliginin de 6nilinde gegilmesine yonelik bir ¢6ziim
sunulmasi hedeflendi. Diisiik maliyetli biyosiirfektan tiretimi i¢in en uygun attk-modifiye
besiyeri hedefimize yonelik ¢aligmalarin tamamlanmasindan sonra liretim verimliligini
arttirmak amaciyla liretim verimliligini dogrudan etkileyen 6nemli bir faktor olan tiretici
konsorsiyum sartlarinin saptanmasi hedeflendi. Bu hedeflerimizin ardindan tiretim diisiik
maliyetli modifiye besiyerinde biyosiirfektan iiretim verimini artirmak amaciyla
eklenmesi gereken iz element konsantrasyonunun belirlenmesi hedeflendi. Degisik
tiretim ortamlarinda olusturulan konsorsiyumun biyosiirfektan iiretiminin belirlenmesi
amactyla farkli fizyolojik kosullarin biyosiirfektan iiretim verimliligi arastirildi. Bu

dogrultuda, farkli fizyolojik kosullardaki biyosiirfektan iiretimi incelenmesi igin
2



baslangi¢ pH degeri, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve statik-¢calkalama inkiibasyon kosullu
gibi ¢esitli parametrelerde konsorsiyumun biyosiirfektan iiretimi incelenerek, endiistriyel

tiretim stireglerinde kullanilabilirligi a¢isindan da degerlendirilmesi hedeflendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyosiirfektan

Biyosiirfektan, ingilizce biological kelimesinin kisaltmasi olan “Bio” ile yiizey aktif
madde anlaminda kullanilan surfactant kelimelerinin birlestirilmesiyle olusturulmustur.
Farkli yapilart bulunan bu biyolojik yiizey aktif maddeler (Sobrinho ve ark., 2013),
biyolojik olarak bitkiler, hayvanlar, bakteriler, mayalar ve filamentli mantarlar tarafindan
tiretilen metabolitlerdir (Araujo ve ark, 2018; Jahan ve ark., 2020). S6z konusu bu canlilar
biyosiirfektanlari, dogal 1slatici, emiilsifiye edici, kopiirtiicii, dagitici ve yiizey degistirme

reaktifleri olarak kullanim amaciyla iiretirler (Liu ve ark., 2020).

2.2. Biyosiirfektanlarin Genel Yapisi

Biyosiirfektanlar, Sekil 2.1.'de goriildiigii tizere hidrofilik ve hidrofobik olmak tizere iki
uctan olusur. Hidrofilik bas kismi suda ¢oziinme 6zelligine sahiptir ve karbonhidrat,
amino asit, peptit, fosfat veya alkol igerebilir (Sharma, Lavania ve Lal, 2022). Hidrofobik
kuyruk kismi uzun zincirli yag asitleri, hidroksil yag asitleri veya a-alkil-B-hidroksi yag
asitlerinden olusan hidrokarbonlardan olusur (Rahman ve Gakpe, 2008). Yiizey aktif
maddelerin amfifilik kism1 hem arayiizde hem de yiizeyde bireysel molekiiller arasindaki

ylizey ve araylizey gerilimini azaltmada etkilidir (Maikudi ve ark., 2016).
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Sekil 2.1. Biyosiirfektan yapisinin sematik gosterimi (Sharma, Lavania ve Lal, 2022).



2.3. Biyosiirfektanlarin Genel Ozellikleri

Biyosiirfektanlar molekiiler yapilar1 sayesinde birgok dzellige sahiptir (Kashif ve ark.,
2022). Bu ozelliklerin tespit edilmesi kullanim alanlarmin ve kullanim smirlariin

cizilmesi agisindan 6nemlidir (Drakontis ve Amin, 2020).

2.3.1. Substratlarda Secicilik ve Yapisal Cesitlilik

Biyosiirfektanlarin kendi kendine bir araya gelme ve miseller olusturma yetenegi farkli
yapilarda morfolojileri 6zgiil olmalarin1 saglar (Drakontis ve Amin, 2020). Glikolipit,
lipopeptit ve polimerik yapida olmak iizere pek ¢ok biyosiirfektan tiirii bulunmaktadir.
Bu yapisal gesitlilikten gelen molekiiler yapi farklari biyosiirfektanlarin substratlara karsi
spesifik 6zellik gostermelerini saglamaktadir (Kashif ve ark., 2022). Bu sayede, farkli
kirleticilerin detoksifikasyonu veya spesifik ila¢ uygulamalar: gibi alanlarda kullanilabilir

olmasini saglamaktadir (Karnwal ve ark., 2023).

2.3.2. Kritik Misel Konsantrasyonu ve Kendiliginden Olusma

Kritik misel konsantrasyonu (CMC) biyosiirfektan misellerinin olusmaya basladigi ve
yluzey geriliminin en disiik degere ulastigi konsantrasyon (Sekil 2.2.) olarak
tanimlanmaktadir (Bjerk ve ark., 2021; Zargar ve ark., 2022). Bu konsantrasyondaki
misel yapis1 hidrofilik baslhigin solvente dogru yoneldigi, hidrofobik kuyrugun ise
cekirdegin i¢inde tutuldugu kolloidal bir ¢ozelti i¢inde dagilan supramolekiiler bir yap1
olarak tanimlanir (Lee ve Woo, 1995; Soberén-Chavez ve Maier, 2011). Diisitk CMC
degeri, 0zellikle kozmetik endiistrisinde kullanilan biyosiirfektanlar agisindan énemlidir.
Bu alanda kullanilan iirlinlerin temizleme ve kopiiklenme 6zelligi biyosiirfektanlarin
ylizey aktiviteleriyle dogrudan iligkili olan 6nemli 6zellikleridir (Drakontis ve ark., 2020).
Kozmetik iirlinlerinin ciltlerde yarattig1 sorunlar yiizey aktif maddelerin monomer veya
misel formlarma ve konsantrasyonlarindan kaynaklanir (Alghamdi ve ark., 2021;

Gonzalez-Penagos ve ark., 2022).



~ A > 1

E &

= 2

g

= v

\ |
X v
i~ cMC [

>
Biyosiirfektan Konsantrasyonu g/L

Sekil 2.2. Biyosiirfektan kritik misel konsantrasyonu olusturmasi (Sarubbo ve ark., 2022).

2.3.3. Diisiik Toksisite

Ozellikle gida, saglik ve tarim uygulamalarinda kullanilan biyosiirfektanlarin ¢evre ve
canlilar tizerinde diisiik toksisite gostermesi 6nemli bir avantajdir (Campos, Stamford ve
Sarubbo, 2019). Biyosiirfektanlarin diisiik toksisitesi hizli biyoyikimlarindan kaynaklanir
(Puyol McKenna ve ark., 2024). Yapilan ¢aligmalarla biyosiirfektanlarin gesitli bitkiler
tizerinde toksik etki yaratmamasi (Das ve Kumar, 2016; Habib ve ark., 2023) tarim
uygulamalarinda sentetik pestisitler yerine kullanilabilmesini saglamaktadir. Diger
yandan, fibroblast biiyiimelerinde bir engele sebep olamamasi (Moldes ve ark., 2021) ve
diger sitotoksisite testlerinde kayda deger bir etkisinin gézlenmemesi (Voulgaridou ve
ark., 2021) sebebiyle gelecekte bircok ila¢ tasimimi veya dogrudan kullanilabilir ilag
olmasi beklenmektedir (Rana ve ark., 2021).

2.3.4. Hidrofobik Gruplarla Etkilesimi

Mikroorganizmalar irettikleri biyosiirfektanlar sayesinde hidrofobik bilesikleri
pargalayarak karbon kaynagi olarak kullanabilir (Markande, Patel ve Varjani, 2021).
Arastirmacilar biyosiirfektanlarin hidrokarbon yikimindaki 6nemi {izerine yaptiklari
caligmalarla, mikrobiyal gelismis yag geri kazaniminda biyosiirfektanlarin  bu

ozelliginden yararlanabilecegini ortaya koydular (Varjani ve ark., 2015; Satpute ve ark.,



2016). Buna ek olarak, biyosiirfektanlar bu 6zellikleri sayesinde saglik (Calabrese ve ark.,
2017) ve diger kirleticilerin temizlendigi biyoteknolojik uygulamalarda da
kullanilmaktadir (Karlapudi ve ark., 2018).

2.3.5. Yiizeye Yapisma ve Yapismanin Giderilmesi

Mikroorganizmalarin temel stratejisi yasamlarint devam ettirmek ic¢in bulunduklar
ortama yerlesmektir. Biyosiirfektanlarin amfipatik dogasi sadesinde mikroorganizmalar
hem polar hem de nonpolar yiizeylere tutunabilmektedir (Markande and Nerurkar, 2019).
Ayrica, mikroorganizmalar, {rettikleri biyosiirfektanlarla yiizeyin 6zelliklerini
degistirerek diger mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasini engelleyebilirler (Neu, 1996;
Markande and Nerurkar, 2019). Bunlara ek olarak, biyosiirfektanlarin antimikrobiyal

ozellik gosterdigi de bilinmektedir (Sana ve ark., 2018).

2.4. Biyosiirfektanlar ve Sentetik Siirfektanlar

Sentetik siirfektanlar ve biyosiirfektanlar genis kullanim alanlar1 sebebiyle evlerde ve
endistrilerde giinliik olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Johnson ve ark., 2021).
Uretim maliyetlerindeki avantaj sebebiyle iiriinlerde sentetik siirfektanlarin kullanilmasi
cesitli sorunlara sebep olur (Banat ve ark., 2014; Johnson ve ark., 2021; Fernandes ve
ark., 2023a). Bazi1 sentetik siirfektanlarin kullanimi ile dermatitin ilerlemesi ve goz
tahrisinin baglantili oldugu kozmetik veya farmasatik iirlinlerde, olumsuz etkileri oldugu
veya Urlinlerle diisiik uyumluluga sahip oldugu gosterilmistir (Fernandes ve ark., 2023b).
Ayrica dis macunu (Resende ve ark., 2019), kozmetik (Chen ve ark., 2019) ve deterjan
endiistrisinde (Yangxin, Jin ve Bayly, 2008) sentetik siirfektan igeren firiinlerin
kullanimindan sonra atiklarin ¢evreye salinmasi nedeniyle olumsuz g¢evresel etkilere
neden olur (Johnson ve ark., 2021). Bu noktada, suda biriken sentetik siirfektanlarin
organik kirleticiler oldugu rapor edilmis ve yiizey sularinda tespit edilmistir (Stuart ve
ark., 2012). Endiistriyel, evsel ve tibbi atik sudaki sentetik siirfektanlarin molekiiler
ozelliklerinden dolay1 su aritma tesislerinde uzaklastirilmasi zorlasir, bu da artik yiizey
aktif madde igeriginin aritmadan sonra bile kalmasina neden olur. Ayrica yilizey aktif
maddeler, agir metaller gibi farkli kirleticilerin yayilmasini da artirarak ekosistem igin
ekstra sorunlara neden olabilir (Johnson ve ark., 2021). Bu dogrultuda, biyosiirfektanlar,

lipitler, sekerler ve proteinler gibi dogal molekiillerden olusan ve cesitli canlilar



tarafindan tretilebilen (Johnson ve ark., 2021) biyosiirfektanlar sentetik siirfektanlara
onemli ¢evre dostu bir alternatiftir (Jahan ve ark., 2020; Gayathiri ve ark., 2022; Inés ve
ark., 2023). Bu essiz bilesim onlara daha iyi biyolojik parcalanabilirlik ve daha diisiik
toksisite gibi tercih edilen 6zellikler kazandirir. Sentetik yiizey aktif maddeler gibi yiizey
Ozelliklerini de koruyabilmektedirler (Fernandes ve ark., 2023a), bu da kabul
edilebilirliklerini arttirmaktadir; genellikle ekolojik bir tehdit olusturmazlar. Evlerde ve
endiistrilerde kullanilan deterjan, sabun ve sampuan gibi maddelerde kopiirmeyi saglayan
sentetik siirfektanlar siilfat, stilfonat, fosfat ve karboksilat tuzlarindan olusur (Moldes ve
ark., 2021). Sentetik siirfektanlarin yukarida bahsedilen dezavantajlarina ragmen
kozmetik dahil olmak iizere bir¢ok alanda kullanilmaya devam edilmesinin (Moldes,
2021) ana sebebi iiretim maliyetlerinin diisiik ve liretim stirelerinin kisa olmasidir (de
Souza ve ark., 2024). Sekil 2.3.’de biyosiirfektanlar, sentetik siirfektanlar ile
karsilastirilarak genel bir avantaj-dezavantaj tablosu verilmistir. Sekil incelendiginde,
cevre dostu ozelligiyle sentetik siirfektanlara bir alternatif olan biyosiirfektanlarin sinirh
sayida dezavantajlarinin  ylriitiilen c¢alismalarla  kullanimlarimin  arattirilmasi

hedeflenmektedir.
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Sekil 2.3. Biyosiirfektan ve sentetik stirfektanlarin karsilastiriimasi.



2.5. Biyosiirfektan Calismalarina Tarihsel Perspektiften Bakis

1949 yilinda Jarvis ve Johnson isimli iki bilim insami tarafindan yayimlanan ¢caligmada
(Jarvis ve Johnson, 1949) Pseudomonas aeruginosa tiirii bakteri tarafindan iiretilen gliko-
lipit tiirevi bir molekiilden bahsedilmektedir. Giliniimiizde ramnolipid grubu olarak
bilinen bu biyosiirfektan, literatiirde bilinen ilk ¢alismadir. Takip eden yillarda Ustilago
maydis tiiri mantarin nitrojen stresi yasadigi durumlarda irettigi ustilagic asit 1951
yilinda yayimlanan ¢alismada (Haskins ve Thorn, 1951) ortaya konmustur. Gliniimiizde
bu bilesigin glikolipit oldugu bilinmektedir. 1968 yilinda Tulloch isimli bilim insan1 ve
calisma arkadaslar1 Starmerella bombicola tiirii maya tizerine yiriittiikkleri ¢alismada
(Tulloch, Spencer ve Deinema, 1968) soforolipit isimli yiizey aktif maddeyi kesfederek
literatiirdeki ilk biyosiirfektan ¢calismalarindan birini yayimlamistir. Diger yandan Arime
ve calisma arkadaslar1 1968 yilimda yayimladiklar1 ¢calismada (Arima, Kakinuma ve
Tamura, 1968) literatiirde bir biyosiirfektanin ilk defa saflastirilip karakterize edilmesiyle
calismalar farkli bir boyut kazanmistir. Ilerleyen yillarda kullanilan teknolojilerin
ilerlemesiyle paralel olarak gelistirilen cihazlar ve analiz yontemleriyle s6z konusu bu
molekiiller daha anlasilir hale gelmeye baslamiglardir. Bu sayede, biyostirfektanlar
iizerine ylriitiilen caligmalarda bu molekiillerin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri
kesfedilmeye baslanmistir. Yapilan c¢alismalar dogrultusunda biyosiirfektanlarin
patentlenme yaris1 baglamistir. Bu baglamda Pseudomonas aeruginosa’nin ramnolipid
iiretimi lizerine Kaeppeli and Guerra-Santos tarafindan 1984 yilinda ilk patent basvurusu
yapilmistir (Sekhon Randhawa ve Rahman, 2014). 1985 yilinda Wagner ve arkadaslari
Pseudomonas sp’nin biyoteknolojik ramnolipid iizerine ikinci patent basvurusunu
yapmistir (Sekhon Randhawa ve Rahman, 2014). Bu noktada, Google Patents arama
motorunda “biosurfactant” kelimesi aratildiginda giliniimiize kadar 20 binden fazla
biyosiirfektan patenti alindigr goriilmektedir. Farkli kullanim alanlar1 bulunan
biyosiirfektanlarin tarim uygulamalarina yonelik 70, petrol endiistrisinde kullanimina
yonelik 179, saglik endiistrisinde kullanimina ydnelik 1794 patent son alt1 yil iginde
alimmakla birlikte biyosiirfektanlarin en ¢ok patentlendigi alanin 2311 patent ile kozmetik
sektorii oldugu goriilmektedir (de Oliveira ve ark., 2023). Biyosiirfektan sadece
endiistrinin degil arastirmacilarin da ilgisini ¢ekmektedir. Web of Science (WoS) ve
ScienceDirect veri tabanlarinda “biosurfactant” anahtar kelimesi kullanilarak yillara gore
tarama yapildiginda bu molekiil iizerine yiiriitiilen ¢aligmalarin her gecen yil arttif1

goriilmektedir (Sekil 2.4). Ozellikle 20. yiizyihn ilk ¢eyreginin sonuna gelindiginde



yayimlanan ¢alisma sayisinda bir sigrama oldugu géze carpmaktadir. Bu noktada, son
yillarda endiistriler ve kullanicilar arasinda tercih edilen yesil iiretim teknolojilerinin bu

durumun sebeplerinden biri oldugunu séylemek miimkiindiir.
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Sekil 2.4. Yillara gére yayimlanan biyostiirfektan calismalari (Tarama Tarihi: 15.05.2024)

2.6. Biyosiirfektanlarin Varh@inin Arastirilmasinda Kullanilan Yontemler

Biyosiirfektan {iretimini konu alan ¢alismalarda oncelikle ¢esitli yontemler kullanilarak
mikroorganizmanin biyostirfektan iiretimi incelenir. Bu testler ¢ogunlukla glikolipitler,
lipopeptitler, lipoproteinler, lipopolisakkaritler veya fosfolipidler gibi ¢ok ¢esitli
biyomolekiillerden olusan biyosiirfektanlarin bu fiziksel Ozelliklerini hedef alarak
tasarlanmistir (Walter, Syldatk ve Hausmann, 2010). Arastirmacilar, ilgilendikleri soruna
¢Ozlim olarak sunacaklar1 biyosiirfektan grubunu incelemek icin bu testlerden uygun

olanlar1 secerek ¢alismaya baglar.

2.6.1. Yiizey Geriliminin Olgiilmesi

Biyosiirfektan iiretiminin arastirilmasinda dogrudan sonug veren bu yontem (Walter,
Syldatk ve Hausmann, 2010) kiiltiir siipernatantinin arayilizey ve ylizey aktivitesinin

Ol¢timiiyle yapilir (Youssef ve ark., 2004). Ancak biyosiirfektan iiretim galismalarinda
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sadece ylizey geriliminin Slgiilmesi yeterli degildir. Ortamda bulunan biyosiirfektan
molekiiller arttikca kritik misel konsantrasyonuna (CMC) esigi asilir ve yiizey
geriliminde disis gorilir (Jahan ve ark., 2020). Bu durum farkli miktarlarda
biyosiirfektan {ireten mikroorganizmalarin aslhinda yilizey gerilimini aymi oranda
disiirdigt algis1 yaratir (Walter, Syldatk ve Hausmann, 2010). Bu soruna ek olarak
ol¢timler biyostirfektanin iyonik yiikii ve kiiltiir siipernatantinin pH degeri gibi sartlardan
da olumsuz etkilenirler (Satpute ve ark., 2010; Walter, Syldatk ve Hausmann, 2010).
Ayrica, bu dlglimiin yapilabilmesi i¢in temas agis1 O6l¢lim ekipmanlarma (Sekil 2.5.)

gereksinim duyulmasi maliyeti yiikseltmektedir.

Sekil 2.5. HUNITEK ’e ait temas aci1s1 dl¢iim cihaz1 (hunitek.hacettepe.edu.tr)

2.6.2. Yag Yayilma Yontemi

Morikawa ve arkadaslar1 tarafindan 2000 yilinda Onerilen yag yayilma yonteminin
(Morikawa, Hirata ve Imanaka, 2020) 6zel bir laboratuvar ekipmanina ihtiyag olmamasi
ve hizli sonug vermesi (Plaza, Zjawiony ve Banat, 2006) bu yontemi siklikla kullanilan
bir yontem haline getirmistir (Maneerat ve Phetrong, 2007; Jaysree ve ark., 2011; Zhou
ve ark., 2015; Bilen Ozyiirek ve Soyuer, 2023; Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023). Buna ek
olarak, literatiirde en giivenilir metotlardan biri olarak gecen (Youssef ve ark., 2004;
Plaza, Zjawiony ve Banat, 2006; Walter, Syldatk ve Hausmann, 2010) bu yontemde petri
kabinda bulunan distile su ylizeyine az miktarda yag damlatilir. Yag yiizeyine kiiltiir
siipernatinin damlatilmasiyla yag yilizeyinde yayilma meydana gelmesi (Sekil 2.6.)
biyosiirfektan varligin1 gosterir. Ayrica, yag ylizeyinde agilan zonun ¢api yagmn yer
degistirme aktivitesi olarak da adlandirillan yiizey aktif madde aktivitesiyle iliskilidir

(Walter, Syldatk ve Hausmann, 2010).
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Sekil 2.6. Yag yayilma sonucunda biyosiirfektan pozitif durum.

2.6.3. Daralma-Yayilma Yontemi

Daralma-yayilma yontemi 1991 yilinda Jain ve arkadaslarn tarafindan biyosiirfektan
varligmin arayiizey aktivitesine dayanan bir 6l¢iim olarak gelistirilmistir (Jain ve ark.,
1991). Daha sonra pek ¢ok arastirmaci bu metodu modifiye ederek ¢esitlendirmistir
(Bodour ve Miller, 1998; Satpute ve ark., 2008; Mishra ve ark., 2021; Zargar ve ark.,
2022). Bu testin ¢alisma prensibi, kiiltlir siipernatinin yagin meydana getirdigi ylizey
gerilimi lizerine damlatilarak incelenmesine dayanir (Zargar ve ark., 2022). Damlatilan
kiiltiir siipernatant1 yiizey aktif madde olan biyosiirfektan igeriyorsa hidrofobik ylizey
arasindaki kuvvet veya araylizey gerilimi azaldig1 i¢in damlada ¢okme meydana gelir
(Walter, Syldatk ve Hausmann, 2010). Bu yontemde diisiik miktarda kiiltiir siipernatinin
kullanilarak maliyetsiz ve 6zel laboratuvar cihazlarina ihtiya¢ duyulmadan yapilmasi
onemli bir tercih sebebidir (Waghmode ve ark., 2016). Bununla birlikte, bu yontemde 96
kuyucuklu mikroplatelerin kullanilmasina (Sekil 2.7.) bagli olarak gdzlem hatalar
meydana gelmesi yiizey geriliminin goriilememesiyle sonuglanmaktadir. Bu baglamda,
Zargar ve arkadaslari, daralma-yayilma testinin ¢alisma prensibine bagh kalarak testin
kiiclik kuyucuklarda degil cam lamlar iizerinde yapilmasini dnermistir (Zargar ve ark.,

2022).
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Sekil 2.7. Daralma-yayilma testinin iki farkli modifikasyonla sonuglari.

2.6.4. Hemolitik Aktivite Yontemi

Biyosiirfektanlarin hemolitik aktivite gosterdigi ilk defa 1970 yilinda belirlenmistir
(Bernheimer ve Avigad, 1970). Bu baglamda, 1984 yilinda gelistirilen yontemle de
biyosiirfektan varligmin arastirilacagi kesfedilmistir (Mulligan, Cooper ve Neufeld,
1984). Literatiirde kanli agar testi olarak da gegen (Bilen Ozyiirek ve Soyuer, 2023) bu
yontemde bazi1 biyosiirfektanlarin eritrositleri pargalama Ozelliginden yararlanilir
(Walter, Syldatk ve Hausmann, 2010). Kanli agar yiizeyine ekimi yapilan taze susun 37
°C’de 24-48 inkiibasyonu sonunda (Zaragoza ve ark., 2010) yiizeyde acilma meydana
gelmesi kiltiirlin biyosiirfektan iirettigini gostermektedir (Sekil 2.8.). Ancak kullanilan
bu yontemin bazi biyosiirfektanlar tizerinde hatali sonug verdigi tespit edilmistir (Schulz
ve ark., 1991). Dolayisiyla, hemolitik aktivite testinin biyosiirfektan varliginin
arastirildigr diger yontemleri desteklemek amaciyla kullanilmasi Onerilmektedir

(Mulligan, Cooper ve Neufeld, 1984; Walter, Syldatk ve Hausmann, 2010).



Sekil 2.8. Pozitif biyosiirfektan varliginda hemolitik aktivite sonucu.

2.6.5. Emiilsifikasyon Indeksi Aktivitesi Yontemi

Kiiltiir stipernatantinda biyostirfektan varliginin arastirilmasi i¢cin Cooper ve Goldenberg
tarafindan 1987 yilinda gelistirilen bu metot (Cooper ve Goldenberg, 1987)
biyostirfektanin varligma ek olarak emiilsifikasyon yetenegini (Sekil 2.9.) de dlgmeye
yarayan bir tekniktir. Diisiik maliyetli olmas1 sebebiyle arastirmacilar tarafindan da
siklikla tercih edilir (Walter, Syldatk ve Hausmann, 2010). Bu yontemde yag maddesi
bulunan deney tiipline esit hacimde kiiltiir siipernatanti eklendikten sonra karistirilip 24
saat beklenir (Saikia ve ark., 2012). Bu sayede kiiltiir siipernatantinda biyosiirfektan
oldugu durumda bir emiilsifiye tabaka meydana gelir (Ismail ve ark., 2013). Bu yontemin
caligma prensibi normal sartlarda birbirine karismayacak yag ve su gibi iki sivinin
biyosiirfektanin ylizey aktif 6zelligi sayesinde meydana gelen emiilsifiye tabakanin
Olgtimiine dayanir (Sumiardi, Soetarto ve Susilaningsih, 2018). Emiilsifikasyon
yonteminde biyosiirfektan varligmmin yani sira {retilen biyosiirfektanin etkinliginin
belirlenmesi agisindan diger yontemlerden ayiran bir 6zelliktir. Bu sayede, iiretilen
biyosiirfektanin kullanilabilecegi alanlara dair ilk fikirde elde edilmis olur (Fracchia ve
ark., 2012; Sarubbo ve ark., 2022).
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Sekil 2.9. Biyosiirfektan pozitif bir ortamda meydana gelen emiilsifiye tabaka.

2.7. Biyosiirfektanlarin Siiflandirilmasi

Biyosiirfektanlarin smiflandirilmasinda kimyasal ve biyolojik 6zellikleri dikkate alinir
(Giirkok ve Ozdal, 2021). Bu baglamda biyosiirfektanlar diisiik molekiil agirlik ve yiiksek
molekiil agirlikli biyosiirfektanlar olmak tizere iki gruba ayrilir (Kashif ve ark., 2022).
Diisiik molekiil agirlikli biyosiirfektanlar, birbirine karismayan iki siv1 faz arasindaki
ylizey gerilimini azaltma yetenegiyle one ¢ikan (Santos ve ark., 2023) glikolipitler,
fosfolipitler ve lipoproteinleri igerirken (Kashif ve ark., 2022); yiiksek molekiil agirlik
biyosiirfektanlar, sivi-yag fazlarinda emiilsifiye tabakalar meydana getirme yetenegiyle
one ¢ikan (Santos Ve ark., 2023) lipopolisakkaritler ve polimerik biyosiirfektanlari igerir
(Kashif ve ark., 2022). Cizelge 2.1.’de g¢esitli mikroorganizma gruplarmca firetilen

biyosiirfektan smiflar1 ve tiirleri verigsmistir.
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Cizelge 2.1. Biyosiirfektan siniflar1 ve iiretici mikroorganizmalar (Cizelge devam

Lipopeptit

ediyor.).

Surfaktin

Siirfaktin

Siirfaktin

Siirfaktin

Stirfaktin

Sirfaktin

Sturfaktin

fturin

Iturin

Iturin

fturin

Lichenysins

Lichenysins

Fengisin

Fengisin

Fengisin

Pumilacidin

Pumilacidin

Bacillus subtilis MG847158.1

Bacillus subtilis CC9

Bacillus subtilis HSO121

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis RB14

Bacillus subtilis 168

Bacillus safensis

Bacillus subtilis RB14

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus methyltrophicus TEB1

Bacillus subtilis NB22

Bacillus licheniformis 1M 1307

Streptomyces sp.

Bacillus subtilis EA-CB0015

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus mojanesis

Bacillus pumilus
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Soyuer ve Bilen Ozyurek,
2023

Bilen Ozyiirek ve Soyuer,
2023

Zhao, Yang ve Mu, 2012

Abdel-Mawgoud, Aboulwafa

ve Hassouna, 2008

Ohno, Ano ve Shoda, 1995
Wau, Zhi ve Xu, 2019
Saggese ve ark., 2018
Rahman, Ano ve Shoda, 2006
Yu ve ark., 2002
Kalai-Grami ve ark., 2016
Ohno, Ano ve Shoda, 1993
Grangemard ve ark., 1999
Castaldi ve ark., 2024

Villegas-Escobar  ve ark.,
2013

Steller ve ark., 1999
Yassen ve ark., 2018
Ben Ayed ve ark., 2014a

Saggese ve ark., 2018



Esperin Bacillus megaterium Ma ve ark., 2018
Bacillomycin Bacillus subtilis Gong ve ark., 2014
Plipastatin Bacillus amyloliquefaciens Gong ve ark., 2015
Kurstakin Bacillus thuringiensis Béchet ve ark., 2012

Serrawettin

Serratia marcescens

Clements, Ndlovu ve Khan,
2019

Viscosin Pseudomonas fluorescens Alsohim ve ark., 2014
Ramnolipid Pseudomonas aeruginosa Reis ve ark., 2011
Ramnolipid Burkholderia thailandensis Kourmentza ve ark., 2018
Ramnolipid Planococcus sp. Gaur ve ark., 2020

g Ramnolipid Serratia rubidaea Nalini ve Parthasarathi, 2013

k]

é‘ Sophorolipid Starmerella bombicola Kim ve ark., 2020

=

o Sophorolipid Candida bombicola Elshafie ve ark., 2015
Sophorolipid Candida batistae Kim ve ark., 2021
Cellobiose lipid Ustilago maydis Teichmann ve ark., 2007

Trehalose lipid

2.7.1. Lipopeptitler

Rhodococcus sp.

White, Hird ve Ali, 2013

E Liposan Yarrowia lipolytica Cirigliano ve Carman 1985;
E Amaral ve ark., 2006

=

<

‘§ Emulsan Acinetobacter venetianus Su, Chen ve Lin, 2009

=

2

.—;_ Emulsan Acinetobacter calcoaceticus Choi ve ark., 1996

%)

E

E Alasan Acinetobacter radioresistens Navon-Venezia ve ark., 1995

Peptit amfifilleri olarak da bilinen lipopeptitlerin yapilarinda bir ya da iki hidrokarbon

zinciri hidrofobik kuyruk kismini olustururken; Halkasal veya lineer peptit dizileri
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hidrofilik bas1 meydana getirir (Hamley, 2011). Lipopeptitleri diger tiim biyosiirfektan
ailelerinden ayiran en 6nemli 6zellik bu hidrofilik bag kismin en az 1 yiiklii amino asit
kalintis1 igermesi sebebiyle belirgin biyolojik fonksiyonlara sahip olmasidir (Liu ve ark.,
2020). Bu nedenle, lipopeptit yapidaki biyosiirfektanlarin biyoteknolojik Onemi
yiiksektir. Ornegin, c¢ogu lipopeptit tiirevi sentetik siirfektanlar, siirfaktin ile
kiyaslandiginda yiizey aktivitelerinin disiik oldugu goriilmektedir (Kiran, Thomas ve
Selvin, 2010; Liu ve ark., 2020). Siirfaktin (Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023), iturin (Wu,
Zhi ve Wu, 2019) ve fengisin (Yaseen ve ark., 2018) en bilinen lipoprotein yapidaki

biyosiirfektanlardir.

2.7.2. Glikolipitler

Uzerinde ¢alisma yiiriitiilen en yaygin biyosiirfektan grubu glikolipitlerdir (Patel ve ark.,
2023). Glikolipitler, yapisal olarak incelendiginde, bir ya da birden fazla karbonhidrat,
bir veya daha fazla yag asidi, hidroksi yag asidi veya yag alkoliinden meydana geldigi
gorilmektedir (Kashif ve ark., 2022). En bilinen glikolipit tiirevi biyosiirfektanlar
ramnolipidler (Reis ve ark., 2011), soforolipidler (Elshafie ve ark., 2015), trehaloz lipidler
yer alir (White ve ark., 2013). Yiiksek yiizey aktivitesi sebebiyle aragtirmacilar tarafindan

endiistriyel uygulamalar i¢in sentetik glikolipit tiirevleri tasarlamistir (Liu ve ark., 2020).

2.7.3. Polimerik Biyosiirfektanlar

Uzerinde en ¢ok ¢alisilmis polimerik biyosiirfektanlar emulsan ve lipoasandir (Hatha
Edward ve Rahman, 2007). Birbirlerinden oldukga farkli yapilarda bulunan bu grup
icerisindeki emulsan uzun yag zincirlerinden meydana gelirken; liposan karbon hidrat ve

yag igeriginden olusmaktadir (Hatha Edward ve Rahman, 2007).

2.8. Biyosiirfektanlarin Biyoekonomisi

Kullanim ¢esitliligi ve ¢evre dostu bir iiriin olmasi sebebiyle ilgi ¢eken biyosiirfektanlarin
tiretimi tizerine farkl iilkelerde kurulmus 6zel sirketler bulunmaktadir (Cizelge 2.2.).
Tiirkiye’de TUBITAK tarafindan 1512 kapsaminda kurulmus bir sirkette bulunmaktadir.
Uriiniin kullanim alaninm ¢esitliligi biiyiik bir pazar hacmi yaratmaktadir. Bu baglamda,
2019 yilinda 39 milyon Amerikan dolar tutarindaki pazar hacminin 2025 yilina kadar 52

milyon dolara ulagmasi beklenmektedir (Johnson ve ark., 2021).
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Cizelge 2.2. Biyosiirfektan iireten sirketler.

Sophorolipid Holiferm Ingiltere
Biyosiirfektan Locus Fermentation ABD
Biyosiirfektan Unilever Hollanda
Biyosiirfektan Dispersa Kanada
Sopholipid AmphiStar Biosurfactants Belgika
Ramnolipid Jeneil ABD
Biyosiirfektan AGAE Technologies ABD
Biyosiirfektan BASF Almanya
Ramnolipid Biotensidon Almanya
Glycolipid Frahofer IGB Almanya
Sophorolipid Evonik Almanya
Biyosiirfektan Hnekel AG & Co. KGaA Almanya
Sophorolipid Groupe Soliance Fransa
Surfactin Kaneka Co. Japonya
Biyosiirfektan UniqueBiotech Tirkiye
Sophorolipid Evonik Fermas s.r.o Slovenya
Sophorolipid MG Intobio Co. Ltd. Giiney Kore
Ramnolipid Biotensidon GmbH Isvigre

Biyoekonomi, bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar ve biyolojik atiklar gibi biyolojik
kaynaklardan elde edilen iiriin ve hizmetlerin etkin ve siirdiiriilebilir bir sekilde

yonetilmesiyle ekonomik biiyiimenin saglanabilmesini amaglar (Aguilar, Twardowski ve

19



Wohlgemuth, 2019). Cesitli alanlarda kullanilan yiizey aktif maddeler sentetik ve
biyolojik siirfektanlar olarak ayrildiginda biyoekonomi ikinci grup ile iliskilendirilir.
Daha 6nce verildigi gibi biyosiirfektanlarin bircok avantajia ragmen, iiretim maliyetleri
sebebiyle kullanim 6lgegi olduk¢a smirhidir. Bu sebeple, arastirmacilar Sekil 2.10.’da
verilen yoOntemleri kullanarak {iretim maliyetlerini uygun sartlara getirmeyi

hedeflenmektedir.

Sekil 2.10. Diisiik maliyetli biyosiirfektan tiretiminde kullanilan ¢esitli stratejiler.

Bu ¢esitli stratejiler arasinda biyosiirfektanlarin {iretiminde atiklarin kullanilmasi
biyoekonominin siirdiiriilebilirlik ilkesine uymakla birlikte, atiklarin ekonomiye degerli
trlinler olarak kazandirilmasimni da saglamaktadir (Makkar ve Caeorta, 2002). Bu
baglamda Cizelge 2.3.’te ¢esitli atiklar kullanilarak iiretilen biyosiirfektanlara yer

verilmistir.
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Cizelge 2.3. Cesitli atiklar kullanilarak biyosiirfektan iiretimi.

Siirfaktin 0.95 Petrol Bacillus subtilis (Bilen Ozyiirek ve Soyuer, 2023)
Siirfaktin 0,92 Seker kamusg1 kiispesi Bacillus safensis (Das ve Kumar, 2019)
Lipopeptit 12,34 Melas Bacillus subtilis (Verma, ve ark., 2020)
Lipopeptit 0,513 Melas Bacillus subtilis (Rane ve ark., 2017)

Lipopeptit 2,43 Melas L. delbrueckii (Mouafo, Mbawala ve Ndjouenkeu, 2018)
Lipopeptit 2,29 Hurma melasi Bacillus subtilis (Al-Bahry ve ark., 2023)
Sophorolipid 115,2 Restoran atiklart Starmerella bombicola (Kaur ve ark., 2019)
Lipoprotein 19 Atik soya yagi Streptomyces sp (Santos ve ark., 2019)
Biyosiirfektan 27.7 Silempe Bacillus pumilus (Oliveira ve Garcia-Cruz, 2013)
Ramnolipid 2,7 Silempe Pseudomonas aeruginosa  (Naspolini ve ark., 2017)
Ramnolipid 0,92 PAS Pseudomonas aeruginosa  (Dubey ve Juwarkar, 2001)
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2.9. Biyosiirfektanlarin Kullanim Alanlari
2.9.1. Saghk Endiistrisinde Kullamm Alanlari

Biyosiirfektanlar, gen ve ila¢ taginimi, antiviral ajan ve immiinobiyolojik alanlarda
kullanilabilmektedir (Drakontis ve Amin, 2020). Bu alanlarda biyosiirfektanlarin,
antimikrobiyal, anti-adhesive 06zellik gostererek biyofilm yapisimi bozma gibi
ozelliklerinden yararlanilmaktadir (Gri ve ark., 2019). Siirfaktin ve itiirin gibi lipopeptit
yapidaki biyosiirfektanlarin spesifik toksin ve enzim inhiborlerini hedef alarak
antibiyotik, antiviral ve antitimor ajani ve immiin sistem diizenleyicisi gibi
davranabildigi bilinmektedir (Shah ve ark., 2005). Bacillus cinsi bir bakteriden elde
edilen siirfaktinin K. pneumoniae’nin biyofilm olusumunu %95-100 oraninda inhibe

ettigi belirlenmistir (Soyuer ve Bilen Ozyiirek 2023).

Son yillarda biyosiirfektanlar iizerine yiiriitiilen ¢alismalar biyosiirfektanlarin yara
iyilesmesinde de kullanilabilecegini ortaya koymaktadir (Percival ve ark., 2018). Bu
noktada, biyosiirfektanlarin antimikrobiyal 6zellik gdstermesinin yara iyilesmesi (Sekil
2.11.) gibi 6zel durumlarda énemli bir avantaj oldugu diisiiniilmektedir (Sana ve ark.,
2018). Lipopeptit yapida biyosiirfektan iireten Acinetobacter junii susunun saglik
alanindaki uygulama alanlarmi konu alan ¢aligmada iiretilen biyosiirfektanin kanser
gelistiren hiicrelere normalden daha fazla toksik etki gostermesiyle hiicre biiyiimesini

engelledigi ortaya konmustur (Ohadi ve ark., 2020).

- kontrol

i)
=y
=
=
S
T
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Sekil 2.11. Biyosiirfektan kullanilarak yara iyilesmesi (Sana ve ark., 2018).
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Yapilan bazi ¢alismalar 6zellikle lipopeptit yapidaki siirfaktinin yiiksek antiviral 6zellik
gosterdigi  belirlenmistir (Saimmai ve ark.,, 2020). Biyosiirfektanlarin antiviral
ozelliklerine yonelik ¢alismalar 6zellikle 2019 yilinin sonunda baslayarak tim diinyay1
saran Covid-19 pandemisi sirasinda dikkat ¢ekmistir. Ileride tekrar bir viral pandemi
yasanmas1 durumunda, salginla miicadelede biyosiirfektanlarin kullanilabilirligini
arastiran bir ¢calismada Lactobacillus ve Rhodopseudomonas kiiltiirlerinden elde edilen
biyosiirfektanin SARS-CoV-2 Delta varyantin1 %99,9 ve %99,6 inhibe ettigi ortaya
konmustur (Kok ve Nyotohadi, 2024). Biyosiirfektanlarin amfifilik 6zelligiyle lipit
tiirevlerini pargcalama yeteneginden yola ¢ikarak ileride benzer bir pandemi yasanmasi
durumunda genis ylizey alanlarmin patojenlerden temizlenmesi amaciyla dronlar

kullanilarak biyosiirfektan pliskiirtmesi yapilmasi dnerilmektedir (Celik ve ark., 2021).

2.9.2. Petrol ve Madencilik Endiistrisinde Kullanim Alanlari

Petrol endiistrisinde kullanilan biyosiirfektanlarin koptirme 6zelliklerinden yararlanarak
tanklarm temizligi (Sharma, Lavania ve Lal, 2023), petrol sizintilarinda yiizey temizligi
(Saeki ve ark., 2023) ve petrol geri kazanimi (Pereira ve ark.,2013) gibi islemlerde
kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak, maden endiistrisinde, maden geri kazaniminda da
kullanildig1 bilinmektedir (Augustyn, Pott ve Radie, 2021). Ayrica, nanopartikiil
sentezlerinde sentetik stabilite ajanlar1 yerine biyosiirfektanlarin kullanilmasi tiretim

maliyetleri ve iiriin kalitesi agisindan da avantaj yaratmaktadir (Kumar ve ark., 2010;

Rajaboopathi ve Thambidurai, 2019).

2.9.3. Tarim Endiistrisinde Kullanim Alanlari

Biyosiirfektan ¢esitli 6zellikleri sebebiyle tarim faaliyetlerinde kullanilan sentetik
iirtinlere ¢evre dostu bir alternatif sunmaktadir. Tarim alanlarinda mahsulleri korumak
amaciyla kullanilan pestisitler toprak ile etkilesime girerek toprak kirliligine bagli toprak
yapisinin degisimi ve yer alti sularinda kontaminasyona sebep olma gibi sorunlar
meydana getirmektedir (Pérez-Lucas ve ark., 2019). Bu noktada, pestisitlerin asir1
kullanimina baglh kirlenmelerde, biyosiirfektanlar toprakla bagli bulunan pestisitleri
serbest birakarak mikrobiyal parcalama i¢in uygun hale getirir (Raj, Kumar ve Dames,

2021). Buna ek olarak, biyosiirfektanlarin dogrudan biyo-pestisit olarak kullanilmasina
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yonelik ¢alismalarda bulunmaktadir (Edosa ve ark., 2018; Halecky ve Kozliak, 2020;

Karamchandani ve ark., 2022).

2.9.4. Deterjan Endiistrisinde Kullamm Alanlar:

Giinlik hayatimizda siklikla kullandigimiz ¢amasir deterjanlarinin igerisindeki yiizey
aktif maddelerin neredeyse tamami sentetiktir (Fakruddin, 2012). Bu baglamda,
biyosiirfektanlarin diisiik toksisiteleri ve ciltte tahris meydana getirmemeleri (Fei ve ark.,
2020) sayesinde deterjan formiilasyonlarinda kullanimi 6nerilmektedir (Bouassida ve
ark., 2018). Ozellikle Bacillus cinsi bakteriler tarafindan iiretilen lipopeptit yapidaki
biyostirfektanlarin degisen sicaklik ve pH gibi durumlarda kararliligini siirdiirmesi
deterjan endistrisinde kullanimi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Mukherjee, 2007). Sekil
2.12.’de verilen ¢alismada, kan, pancar suyu ve ¢ikolata gibi zor ¢ikan lekeler tlizerinde
yapilan c¢aligmayla formiilasyonlarda biyosiirfektan kullanildigi durumlarda (K3)
lekelerin diger gruplara kiyasla daha ¢ok giderildigi goriilmektedir.

Sekil 2.12. Lekelerin biyosiirfektan kullanilan deterjan ile giderimi (Bhange, Chaturvedi
ve Bhatt, 2016).

KO: Islem gormemis lekeli kumas; K1: Suda yikanmis lekeli kumas K2: SDS ile yikanmis kumas K3:

biyosiirfektan kullanilan formiilasyonla yikanan kumas.
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2.9.5. Kozmetik Endiistrisinde Kullanim Alanlar:

Kozmetik endiistrisi, biyostirfektanlarin en ¢ok kullanildigi alanlarin basinda gelmektedir
(Moldes ve ark., 2021). Kozmetik endistrisinde tiretilen triinlerin yapilart misteriler
acisindan oOnemlidir. Dolayisiyla firmalar, iirlinlerinin viskozitesini ve su tutma
kapasitesini biyosiirfektanlarin, emiilsifikasyon, kopiirme, islatma gibi 6zelliklerini
kullanarak ayarlayabilirler (Ambaye ve ark., 2021). Bu 6zelliklerine ek olarak, kozmetik
tirtinlere bagl cilt tahrislerinin ana sebebi olan siirfektanlar yerine yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip biyosiirfektanlarin kullanilabilir olmasi 6zellikle bazi durumlarda
degerlidir (Kashif ve ark., 2022). Dis macunu formiilasyonu (Sekil 2.13.), yiiz temizleme
iirinleri, sampuan, sabun, lens soliisyonlari, bakim {iriinleri ve tiras sonrasi losyonlar
biyosiirfektanlarin en sik kullanildigi alanlar arasindadir (Ambaye ve ark., 2021; Kashif
ve ark., 2022)

Biyosiirfektan ile formiile dis
macunu Ticari dis macunu

Sekil 2.13. Dis macunu uygulamasi (Das, Ambust ve Kumar, 2018).

Antimikrobiyal 6zelligine sahip kitosan ve biyosiirfektan kullanilarak iiretilen dis macunu
formiilasyonu ¢esit dis sorunlarinin sebebi olan S. mutans tlizerinde inhibisyon meydana
getirerek etkili ve toksik olmayan ¢evre dostu bir iiretim saglandigi belirtilmistir (Resende
ve ark., 2019). Ayrica yiiriitiilen bagka bir ¢alismayla lipopeptit yapida biyosiirfektan
kullanilarak iiretilen dis macunun, yliksek kopiirme 6zelligine ek olarak onemli saglik
sorunlarina sebep olan Salmonella typhimurium iizerinde antimikrobiyal 6zellik

gosterdigi saptanmistir (Bouassida ve ark., 2017).
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2.9.6. Gida Endiistrisinde Kullanim Alanlar1

Biyostirfektanlar cesitli 6zellikleri sayesinde gida endiistrilerinde kullanilabilmektedir.
Ornegin mayonez ve salata sosu gibi iiriinlerde kivam arttirict olarak kullanildiginda
tiriinlerde 1 aylik depolamadan sonra bile yogun kivamda oldugu saptanmistir (Campos,
Stamford ve Sarubbo, 2019). Sekil 2.14.’te verilen ¢alismada bitkisel yaglar kullanilarak
iiretilen kek formiilasyonunda bitkisel yaglar yerine sadece biyosiirfektan kullanildig:
durumda son iriinde bir fark meydana gelmedigi belirlenmistir (Silva ve ark., 2020).
Buna ek olarak, Bacillus subtilis tarafindan tiretilen lipopeptit yapidaki biyosiirfektanin
ekmek formiilasyonunda kullanilmasi, ekmegin yapisinda gorsel iyilesme saglanmasinin
yani sira bozulma siiresinin de arttirildigi bilinmektedir (Ribeiro, Guerra ve Sarubbo,
2020a). Ayrica, biyosiirfektanlarin gida korunumu (Sharma ve ark., 2018) ve raf omrii
uzatma (Mnif ve ark., 2012) gibi kullanim alanlar1 da bulunmaktadir.

%100 bitkisel yag | %50 bitkisel yag %25 bitkisel yag %100

%50 biyosiirfektan | %75 biyosiirfektan biyosiirfektan

Sekil 2.14. Farkli biyosiirfektan konsantrasyonlariyla iiretilen kekler (Silva ve ark.,
2020).

2.10. Cahismada Kullanilan Atiklar
2.10.1. Silempe

Silempe, pancar ve seker kamisi gibi seker bitkilerinden; Misir, bugday ve piring gibi
nisasta bitkilerinden veya artik hasat iirlinleri, kereste gibi seliilozik materyallerden etanol
iretimi islemlerinde meydana gelen son yan triindiir (Christofoletti ve ark., 2013). Farkli
materyallerden elde edilen silempenin icerigi degiskenlik gosterebilmektedir (Stemme ve

ark., 2005). Calismamizda kullanilan pancar silempesinin igerigi Cizelge 2.4’te
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verilmistir. Buna ek olarak silempenin igeriginde 1,98 g/L glukoz ve 1,97 g/L fruktoz
olmak {tizere diisiik konsantrasyonlarda monosakkaritler icerdigi de bilinmektedir (Reis
ve ark., 2020). Ayrica, igeriginde lizin, histidin, serine, alanin, valin, 16sin ve prolin gibi
cesitli amino asitlerce zengin bir icerige sahiptir (Fernandes, Messias ve ark., 2017).
Yiiriitiillen bir ¢alismayla, herhangi bir islem uygulanmamis silempe igerigindeki seker
bilesenlerinin daha yiiksek oldugu ortaya koymustur (Ferreira ve ark., 2011).
Caligmalarda kullanilacak atik kaynaginin dogru segilmesi énemlidir. Ornegin elde
edildikleri kaynaklara gore igerigi farklilik gosteren silempenin, soya fasulyesinden elde
edildigi durumda igeriginde glukoz, sukroz ve fruktoz igcermegi ancak yiiksek miktarda
raffinoz icerdigi bildirilmistir (Karp, Soccol ve Tholozan, 2009). Biyoteknolojik
siireglerde biyoyakit eldesi (Parsaee, Kiani ve Karimi, 2019), biyopolimer iiretimi
(Ventorino ve ark., 2019) ve biyosiirfektan iiretiminde (de Lima ve de Souzaa, 2014) atik

kaynak olarak kullanilmaktadir.

Cizelge 2.4. Calismada kullanilan pancar silempesi igerigi.
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2.10.2. Melas

Seker endiistrisinin diger bir yan {irlinii olan melasin, koyu bir rengi ve yogun seker igerigi
vardir (Jamir ve ark., 2021; Adbhai ve ark., 2022). Seker kamis1 veya seker pancarindan
elde edilmesine gore igerigi degisebilen (Palmonari ve ark., 2020) melas gesitli vitaminler
ve amino asitler igerir (Stemme ve ark., 2005). Calismamizda kullandigimiz seker kamisi
melasinin igerigi Cizelge 2.5’te verilmistir. Buna ek olarak melasin 3,88 g/L glukoz ve
5,29 g/l fruktoz olmak iizere yliksek konsantrasyonlarda monosakkaritler icerdigi
bilinmektedir (Reis ve ark., 2020). Melas, etanol iiretimi (Reddy ve ark., 2005),
biyopolimer iiretimi (Thomsen ve ark., 2005) ve biyosiirfektan iiretiminde (Solaiman ve
ark., 2004) yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cizelge 2.5. Calismada kullanilan melas icerigi.

o
-

49,8

52,88

0,15-0,7

0,2-2,8

4-10

2,2-4,5

0-0,0007

2.10.3. PAS

Peynir alt1 suyu, peynir liretimi sirasinda ortaya ¢ikan bir yan tirlindiir (Mollea, Marmo
ve Bosco, 2013). Peynir alt1 suyu icerigi elde edildigi siit tiiriine gore farklilik gosterebilir
(Smithers, 2008). Bununla birlikte, genelde %4.5-5.0 laktoz, %0.6-0.8 protein ve %0.5-
1.0 yag bulunurken (De Wit, 2001); kalsiyum ve fosfor gibi mineraller agisindan
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zengindir (Jelen, 2011). Biyoteknolojik {iiretim siireclerinde biyoplastik {iretiminde
(Pescuma, de Valdez ve Mozzi, 2015) ve biyosiirfektan iiretiminde (Maneerat, 2015)

peynir alt1 suyu kullanildig1 bilinmektedir.

2.11. Cahismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Her ortama adapte olabilen Bacillus tiirleri ¢ubuk seklinde, endospor olusturan aerobik
veya fakiiltatif anaerobik, Gram-pozitif bakterilerdir (Sekil 2.15.) (Turnbull, Kramer ve
Melling, 1996).

Sekil 2.15. 100 x biiyiitme altinda Bacillus suslarinin mikroskobik goriintiisii (Soyuer ve
Bilen Ozyiirek, 2023).

Bacillales takimina bagli Bacillaceae ailesinin iiyelerinin 1s1ya, radyasyona, kimyasallara
ve kuraklik gibi yiiksek strese sebep olan ¢evre sartlarina karsi olusturduklar1 endospor
yapilari, bu aileye ait bakterilerin olumsuz kosullarda uzun siire hayatta kalmalarini
saglar. Giiniimiize kadar yiiriitiilen ¢aligmalara gore petrol sahalar1 (Bilen Ozyiirek ve

Soyuer, 2023) tortul kayaglar (Sass ve ark., 2008) ve derin deniz (Bilen Ozyiirek, 2024)
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gibi cesitli ekosistemlerden izole edilmelerinin yani sira Kennedy Uzay Merkezi'ndeki
kontaminasyondan arindirilmis odalardan (Vaishampayan ve ark., 2010), as1 lreten
sirketlerin temiz odalarindan (Seiler, Wenning ve Scherer, 2013) ve insan kan1 (Bottone,
2010) gibi alisilmisin disinda ortamlardan da izole edildikleri literatiirde bildirilmistir.
Cesitli ortamlarda hayatta kalabilme 6zellikleri sayesinde Bacillaceae ailesinin iiyeleri
biyoteknolojik agidan oldukca degerlidir. Bu noktada, Bacillus tiirleri ile yiiriitiilen

caligmalarin yillara gore dagilimi Sekil 2.16.’da verilmistir.
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Sekil 2.16. Bacillus suslari ile yayimlanan ¢aligmalar.

Yayin Sayisi

o

Lipopeptit yapida biyosiirfektan tiretimi iginde gesitli Bacillus suslart kullanilmaktadir
(Kim ve ark., 1997; Chen ve ark., 2017; Geissler ve ark., 2019). ScienceDirect ve WoS
arama motorlarindan elde edilen verilere gére 2001-2023 yillar1 arasinda yiiriitiilen
biyosiirfektan ¢aligmalarinin %89’u bireysel Bacillus iiretimleri ile yapilirken sadece

%11°1 konsorsiyumlar ile iiretimi hedeflemistir (Sekil 2.17.).
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m Bireysel biyosiirfetkan iiretim ¢aligmalari

m Konsorsiyum ile biyosiirfektan {iretim ¢aligsmalar1

% 4
4% 4% 4%

Sekil 2.17. 2001-2023 yillarinda yayimlanan biyosiirfektan ¢alismalarinin dagilimi.

Bizim c¢alismamizda konsorsiyum ile biyosiirfektan iiretimi hedefimiz dogrultusunda

Bacillus subtilis ve Bacillus halotolerans suslari (Sekil 2.18.) kullanilmistir.

Bacillus subtilis ‘ Bacillus halotolerans

Sekil 2.18. Calismada kullanilan Bacillus suslari.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Cahismada Kullamlan Malzemeler

Bu calisma kapsaminda yiirlitiilen deneylerde kullanilan kimyasallar ve besiyerleri

Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan besiyerleri, kimyasallar ve ¢oziiciiler (Cizelge devam

ediyor.).

.
Nutrient Agar Besiyeri Condalab Ispanya
Nutrient Broth Besiyeri Condalab Ispanya
Bushnell Haas Broth Besiyeri Condalab Ispanya
Beyin-Kalp Infiizyon Besiyeri Sigma-Aldrich ABD
Peynir Alt1 Suyu (PAS) Markasiz Tiirkiye
Silempe Markasiz Tiirkiye
Maya Oziitii Condalab Ispanya
Melas Markasiz Tirkiye
Glukoz Isolab Almanya
Cinko Siilfat Merck Almanya
Demir (IT) Amonyum Siilfat Hekzahidrat Merck Almanya
Bakir (1) Siilfat Pentahidrat Merck Almanya
Mangan (II) Siilfat Monohidrat Merck Almanya
Borik Asit Merck Almanya
Fosforil Molybdenum Oksit Hidrat Merck Almanya
Sitrik Asit Isolab Almanya
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Dimetil Siilfoksit Merck Almanya

E Hekzan Merck Almanya

S

g Kloroform Merck Almanya
Metanol Merck Almanya

= PBS Sigma-Aldrich  ABD

§_ Sodyum Hidroksit Supelco ABD

F Hidroklorik Asit Isolab Almanya

_ Anthron Reaktifi CDH Hindistan

§ Iyot CDH Hindistan

- Ninhidrin Reaktifi CDH Hindistan
Triton X:100 Sigma-Aldrich ABD

= Parafin Merck Almanya

N

a n-heptan Merck Almanya
Gliserol Sigma-Aldrich ABD

3.2. Cahsmada Kullanilan Bacillus Suslar: ve Saklanmalari

Bu ¢alisma kapsaminda, daha once cesitli ¢alismalarda izole edilip tanimlanan ve
Hacettepe Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Anabilim Dali  Cevre
Biyoteknolojisi Laboratuvart Kiiltir Koleksiyonu’nda -20 °C’de stoklanan Bacillus
halotolerans NR_115063.1, Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 19433, Bacillus subtilis ON012959.1 ve Bacillus
velezensis MT649755.1 suslart kullanildi. Bu suslarin -20 °C’deki stoklarindan 50 pL
alinarak canlandirma amaciyla hazirlanan %1 (w/v) glukoz (Isolab) igeren Nutrient Broth
(NB) (Condalab) besiyerine ekimleri yapildi. Kiiltiirler, 48 saat boyunca 37 °C ve 150
rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis inkiibatorde (Miprolab MCI1205) tiretildi.

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra Bacillus kiiltiirlerinden 50 uL alinarak %1 (w/v)

glukoz igceren Nutrient Agar (NA) (Condalab) besiyerine tek koloni ekimleri yapildi. 37
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°C’de statik inkiibatorde (Memert UNB100) 24 saatte iiretilen bakteriyel suslara ait
petrilerden alinan tek koloniler Gram boyama ile mikroskobik (Olympus BX51) olarak
incelenirken koloni mikroskobuyla (Leica EZ4) koloni morfolojileri kontrol edildi.
Suslarin canliliginin korunmasi ve olasi kontaminasyonlar1 da 6nlemek amaciyla iki hafta
arayla %1 (w/v) glukoz iceren NA besiyerine pasajlama islemi gerceklestirilen kiiltiirler
4 °C’de buz dolabinda (Bosh KDV52X00NE) saklandi. Buna ek olarak suslarin uzun siire
saklanmas1 amaciyla %10 (v/v) gliserol (Sigma-Aldrich) iceren Beyin-Kalp Infiizyon
(BHI- Brain Heart Infusion) (Sigma-Aldrich) besiyerinde 37 °C ve 150 rpm g¢alkalama
hizina ayarlanmis inkiibatorde tiretilen suslar 4 giin siiren inkiibasyon sonunda -24 °C’de

derin dondurucuda (Vestel CD6001 E) saklandi.

3.3. Bacillus Suslarimin Biyosiirfektan Uretim Besiyerine Ekimi ve Uretim Kosullari

3.3.1. Biyosiirfektan Uretiminin Arastirilmasinda Kullamlan Modifiye Besiyerinin

Hazirlanmasi

Biyosiirfektan iiretim ortami icin ticari Bushnell Haas (BH) dehidre besiyeri (g/L: MgSO4
0.2, CaCl, 0.02, KH2PO4 1.0, K2HPO4 1.0, NH4sNO3 1.0, FeClz 0.05), %2 glukoz (w/v),
%1 maya 06ziiti (w/v) ve %ol (v/v) iz element ile Cizelge 3.2°de belirtildigi sekilde
modifiye edilerek hazirlandi. Modifiye BH besiyerine ilave edilen iz element igerigi ise
Cizelge 3.3’te acgiklandi. 250 mL hacimli Erlenmeyerlerde 50 mL hacimde hazirlanan
modifiye besiyerinin pH degeri 0.1 M HCI ve 0.1 M NaOH tamponlar1 kullanilarak pH
7.0+£0.3 olacak sekilde ayarlandi (Hanna Instruments HI 2210) ve 110 °C sicaklikta 25
dakikada steril edildi (ALP CLG-32L).

Cizelge 3.2. Biyosiirfektan iiretiminde kullanilan modifiye BH besiyeri igerigi.

Icerik Miktar
Ticari Dehidre Bushnell Haas Broth Besiyeri 3.27 g/L
Maya Oziitii %1 (W/V)
Glukoz %2 (W/v)
Iz Element %ol (V/V)
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Cizelge 3.3. Modifiye BH besiyerinde kullanilan iz element igerigi.

Kimyasal Adi Kimyasal Formiilii Miktar
(9/L)
Cinko Siilfat ZnS04.7H.0 25¢
Demir (IT) Amonyum Siilfat Hekzahidrat Fe(NH4)2(SO4)2.6H20 59
Bakar (IT) Siilfat Pentahidrat CuS04.5H20 1.25g
Mangan (1) Siilfat Monohidrat MnSO4.1H20 0.25¢g
Borik Asit H3:BO:s 0.25g
Fosforil Molybdenum Oksit Hidrat HsP(Mo03010).H20 0.25¢g
Sitrik Asit CesHsO~ 259

3.3.2. Bacillus Suslarimin Biyosiirfektan Uretim Besiyerine Ekimi ve Uretimi

4 °C’deki stoklarindan alinan Bacillus suslar1 %1 (w/v) glukoz igeren NB besiyerine
ekilerek 30 °C ve 150 rpm calkalama hizina ayarlanan inkiibatorde gece boyu iiretime
birakilds. Inkiibasyon sonunda tiim kiiltiirler 3082 x g ve 4 °C’ye ayarlanmis santrifiijde
(Eppendorf 5810R) 10 dakika coktiiriildii. Bu sayede, pelet ve siipernatant fazlarma
ayrilan kiiltiirlerin slipernatantlari atildi ve hiicre peletleri 10 mM pH 7.0+0.3 steril fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (Phosphate-Buffered Saline) (PBS) ile iki kez yikanarak ¢esitli
kalintilarin uzaklastirilmasi saglandi. Yikama isleminin tamamlanmasiyla bakteriyel
suslarin bulanikliklar1 1.1£0.2 OD’de 1,5 x 108 CFU/mL (colony forming unit-koloni
olusturan birim) olacak sekilde, 600 nm’ye ayarlanan spektrofotometrede (Shimadzu UV -
1700), kor tiip olarak belirlenen PBS’e karsi okundu. Ureme bulaniklarmmn
esitlenmesinde pH 7.0 £0.3 olarak ayarlanmis steril PBS kullanildi.

Ureme bulaniklar esitlenen Bacillus suslari, ayr1 ayr1 %4 (v/v) oraninda almarak bdliim
3.3.1.’de belirtilen sekilde hazirlanan steril modifiye BH besiyerine ekildi. Biyosiirfektan
iretimi 7 giin boyunca 30 °C ve 150 rpm calkalama hizina ayarlanan inkiibatorde

gergeklestirildi.
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3.4. Biyosiirfektan Varhgimmn Arastirilmasi

Biyosiirfektan varligiin arastirilmast amaciyla gerceklestirilen 7 giinliikk iiretimin
ardindan, Erlenmeyerlerde bulunan kiiltiirler 50 mL hacimli steril santrifiij tiiplerine
alinarak 3082 x g ve 4 °C’ye ayarlanan santrifiijde 60 dakikada ¢oktiiriildii. Bu sayede
elde edilen kiiltiir siipernatantlar: steril beherlere alindi. Elde edilen hiicre igermeyen
kiiltiir stipernatantlarinda (HKS), biyosiirfektan varliginin arastirilmasinda literatiire
paralel olarak segilen daralma yayilma, yag yayilma ve emiilsifikasyon indeksi aktivitesi
(E24) yontemleri kullanildi. Biyosiirfektan varligmin arastirildigr tiim basamaklarda
Triton X:100 sentetik pozitif kontrol olarak kullanirken biyolojik kontrol olarak Bacillus
subtilis MG847158.1 tarafindan firetilerek karakterize edilen siirfaktin isimli
biyosiirfektan (Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023) kullanilds; distile su ve steril modifiye
BH besiyeri ise negatif kontrol olarak kullanildi. Tiim ¢aligmalar 3 paralel olacak sekilde

gerceklestirildi.

3.4.1. Biyosiirfektan Varhigimin Daralma Yayilma Yontemiyle Arastirilmasi

Zargar ve arkadaglari tarafindan Onerilen (Zargar ve ark., 2022) daralma-yayilma
yontemine uygun olarak farkli lamlara damlatilan 50 pL parafin, zeytin yag1 ve ay¢icek
yagiiizerine 50 pL HKS damlatildi. Bu dogrultuda, damlada 1 dakikadan daha kisa siirede
¢okme meydana gelmesi dort art1 (++++), 1-3 dakika arasinda meydana gelen ¢okmeler
li¢ art1 (+++), 3-5 dakika arasinda meydana gelen ¢okme iki art1 (++) ve 5 dakikadan fazla

siirede meydana gelen ¢okmeler bir art1 (+) olarak degerlendirildi.
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Pozitif Kontrol

Biyostirfektan

Negatif Kontrol

Sekil 3.1. Biyosiirfektan varliginin daralma yayilma yontemi ile belirlenmesi.

Ustten asagiya sirastyla: Pozitif kontrol olarak kullanilan Triton X:100, biyosiirfektan iceren
HKS ve negatif kontrol olarak kullanilan distile su.

3.4.2. Biyosiirfektan Varhginin Yag Yayllma Yontemiyle Arastirilmasi

Kumar ve arkadaglari tarafindan onerilen (Kumar, Dubey ve Maheshwari, 2016) yag
yayilma yontemine (Sekil 3.2.) paralel olarak, 30 mL distile su bulunan petrilerin
ylizeylerine iki farkli sondaj kaynagindan elde edilen petrol, aycicek yagi ve zeytin yagi
0.5 mL olacak sekilde birakildi. Ardindan yag damlasinin yiizeyine damlatilan 0.5 mL
HKS’nin meydana getirdigi yayilma zonlari cetvel yardimiyla 6lgiildii. Olgiimler asagida

verilen formiil kullanilarak degerlendirildi:

HKS Etkisiyle Meydana Gelen Zon Cap1

ilk Zon Cap1 x 100

HKS'nin Yag Yayma Etkisi (%) =
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Sekil 3.2. Biyosiirfektan varliginin yayilma yontemi ile belirlenmesi.

1. Pozitif kontrol olarak kullanilan Triton X:100; 2. negatif kontrol olarak kullanilan distile su;
3. biyosiirfektan iceren HKS.

3.4.3. Biyosiirfektan Varhigmn Emiilsifikasyon Indeksi Aktivitesi (E24) Yontemiyle

Arastirilmasi

Emiilsifikasyon indeksi aktivitesi yontemi, iki sivi fazin emdiilsifiye edici bir ajan
tarafindan dagilmasi yeteneginin Ol¢iildiigii bir deney basamagidir (Sekil 3.3.).
Emiilsifikasyon aktivitesi yontemiyle biyosiirfektan varligi Plaza ve arkadaslar
tarafindan 6nerilen yontemle arastirildi (Ptaza, Zjawiony ve Banat, 2006). Bu dogrultuda,
icinde biyostirfektan oldugu diisiiniillen HKS nin emiilsifiye aktivitesinin belirlenmesi
icin 2 mL HKS ve 2 mL hidrokarbon kaynagi 1:1 (v/v) oraninda 10 mL hacimli cam
deney tiiplerine alinarak 2 dakika boyunca vorteks (IkA Vortex Genius 3) yardimiyla
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kanstirildi. Bu igslemin ardindan deney tiliplerinin agzi tampon ile kapatilarak 30 °C
sicakliga ayarlanmis statik inkiibatorde 24 saat boyunca tutuldu. 24 saat sonunda
meydana gelen emiilsifiye tabakalar cetvel yardimiyla nicel olarak 6l¢iildii ve asagidaki

formiil kullanilarak emiilsifikasyon indeksi aktivitesi tespit edildi:

Emiilsifiye Olmus Tabakinin Yiiksekligi
E24 (%) = Yo A e X 100
Toplam Sivi Yiiksekligi

Sekil 3.3. Biyosiirfektan varliginin Ez4 yontemi ile belirlenmesi.

Soldan saga sirasiyla: Pozitif kontrol olarak kullanilan Triton X:100, negatif kontrol olarak
kullanilan distile su ve biyosiirfektan iceren HKS.

3.5. Biyosiirfektan Ekstraksiyonu ve Gravimetrik Ol¢iimii

Calismanin bu kisminda boliim 3.4’te aciklanan yontemlerle biyosiirfektan varligi tespit
edilen HKS’lerdeki biyosiirfektan miktarinin belirlenmesinde ekstraksiyon ve
gravimetrik 6l¢iim yontemleri (Patowary ve ark, 2017) kullanildi. Bu dogrultuda, boliim
3.4.°de verilen santrifiijleme yontemiyle elde edilen HKS’ler 6 M HCI tamponu ile pH
2.0 olacak sekilde ayarlanarak gece boyu 4 °C’de buzdolabinda bekletildi (Anaukwu,
Ogbukagu ve Ekwealor, 2020). HKS i¢inde bulunan biyosiirfektanin asir1 asidik ortamda
dibe ¢okmesiyle (Sekil 3.4) yeni bir slipernatant pelet faz1t meydana getirildi. Dibe ¢oken
biyosiirfektanin siipernatant fazindan ayristirilmasi amaciyla 3082 x g donme hizina
ayarlanmis santrifiijden (NUVE NF1200) yararlanildi. Bu baglamda, 50 mL hacimli
santriflij tiiplerine alinan asidik HKS’ler 10 dakika siireyle 3082 x g ’de ¢oktiirtildii
(Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023).
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Sekil 3.4. Asir1 asitlestirilen HKS’de biyosiirfektan ¢okelmesi.

Elde edilen peletlerden biyosiirfektan ekstraksiyonu Kloroform/Metanol yontemi ile
gergeklestirildi (Anaukwu, Ogbukagu ve Ekwealor, 2020). Bu ydontemde, 2:1 (V/v)
oraninda hazirlanan Kloroform/Metanol ¢oziiciileri, biyosiirfektan peletleri lizerine 1:1
(v/v) oraninda esit hacimde eklendi. Coziicii-pelet karigimi, ayirma hunisi igerisinde biraz
calkalandiktan sonra 15 dakika bekletilerek fazlara ayrilmasi saglandi. Sekil 3.5.te
ayritili olarak verilen fazlardan ortadaki faz biyosiirfektan olarak ayirma hunisi
yardimiyla kuru agirligi tartilmis cam petri igerisine alindi. Bu sayede elde edilen 1slak
biyosiirfektan 1 saat boyunca 60 °C’ye ayarlanmis kiil firninda (Miprolab MFK-107)
kurumaya brrakildi (Sekil 3.6.). Bacillus suslari tarafindan iiretilen biyosiirfektan miktari
gravimetrik yontemle belirlendi. Hassas terazi (Get Avary V/W Analytical Balances)
gravimetrik Ol¢iimlerde kullanilirken; elde edilen sayisal sonuglar asagidaki formiil

yardimiyla degerlendirildi:

Biyosiirfektan Miktar1 = Ekstrakte edilen biyosiirfektani iceren petri agirhgr —

Bos petri agirhigi
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Sekil 3.5. Kloroform/Metanol yontemiyle biyosiirfektan ekstraksiyonu.

(Solda) 15 dakika sonra olusan tabaka; (Sagda) Kirmizi isaretle gosterilen bolge biyosiirfektan

birikmesi.

Sekil 3.6. Ekstraksiyon sonunda kiil firinindan kurutulan biyosiirfektan.
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3.6. Biyosiirfektan Uretimine Uygun Bacillus Suslarimin Secimi

Caligmada kullanilan tiim Bacillus suslar biyosiirfektan varliginin aragtirilmasi amact ile
modifiye BH besiyerine ekildi ve biyosiirfektan tiretimi 30°C’de, 150 rpm calkalama
hizina ayarlanan inkiibatorde 7 giinde gergeklestirildi. inkiibasyon sonunda boliim 3.4.’te
anlatilan sekilde elde edilen HKS’lerde biyosiirfektan varligi; daralma yayilma, yag
yayilma ve Eo4 yontemleriyle arastirildi. Etkili biyosiirfektan varligi belirlenen suslara ait
HKS’lerdeki biyosiirfektan miktarlar1 belirlenmesinde ekstraksiyon ve gravimetrik
Olclimlerden yararlanildi. Elde edilen tiim sonuclarin karsilastirilmasiyla biyosiirfektan

tiretiminde etkili Bacillus suslari tespit edildi.

3.7. Bacillus Konsorsiyumlarmin Olusturulmasi

Calisma kapsaminda kullanilan Bacillus suslarindan yiiksek miktarda biyosiirfektan
irettigi belirlenen suslar, ikili ve ti¢lii kombinasyonlarda bir araya getirilerek bakteriyel

konsorsiyumlar Cizelge 3.4.’te verilen sekilde olusturuldu.

Cizelge 3.4. Biyosiirfektan {iretimi i¢in olusturulan konsorsiyumlar ve ekim oranlari.

. cereus ATCC 14579

B. subtilis ATCC 6633

B. cereus ATCC 14579 LmL (vv)
B. halotolerans NR_115063.1 il ()
B. subtilis ATCC 6633

B. halotolerans NR_115063.1

B. cereus ATCC 14579 0.66 mL (v/v)
B. subtilis ATCC 6633 0.66 mL (v/v)

B. halotolerans NR_115063.1  0.66 mL (v/v)
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3.8. Biyosiirfektan Uretimine Uygun Bacillus Konsorsiyumunun Belirlenmesi

Boliim 3.7°de verilen sekilde olusturulan konsorsiyumlar biyosiirfektan iiretim
verimliliklerinin belirlenmesi amaciyla boliim 3.3.2.°de anlatildigi gibi modifiye BH
besiyerlerine ekildi. Biyosiirfektan {iretimi 7 giin boyunca 30°C’de, 150 rpm hizindaki
calkalamali inkiibatorde gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda elde edilen HKS’lerdeki
biyosiirfektan miktarlari, bolim 3.5.de agiklanan biyosiirfektan ekstraksiyonu ve
ardindan gravimetrik Ol¢lim yOntemleriyle belirlendi. Elde edilen sonuglarin
karsilastirilmasinin ardindan biyosiirfektan tiretimine uygun Bacillus konsorsiyumu tespit
edildi. Bu baglamda, uygun konsorsiyumun belirlenmesiyle biyosiirfektan iiretim ortami
olarak hazirlanan modifiye BH besiyeri igeriginin uygun hale getirilmesine yonelik

calismalara devam edildi.

3.9. Biyosiirfektan Uretiminde Atiklarin Kullaniminin Arastirilmasi
3.9.1. Biyosiirfektan Uretiminde Uygun Atik Karbon Kaynagmin Arastirilmasi

Modifiye BH besiyerinde karbon kaynagi olarak kullanilan %2 (v/v) glukoz yerine,
melas, silempe ve lor peynirinden elde edilen peynir alti suyunun (PAS), atik karbon
kaynagi olarak kullanildig1 atik-modifiye BH besiyerleri olusturuldu. Bu modifiye BH
besiyerine B. subtilis ve B. halotolerans ile olusturulan konsorsiyumun ekimleri yapildi.
Biyosiirfektan iiretimi, 30°C ve 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan inkiibatorde 7 glinde
gergeklestirildi. Inkiibasyonun ardindan elde edilen HKS’lerde biyosiirfektan varlig
daralma yayilma, yag yayilma ve Ezs yOntemleriyle gergeklestirilirken iiretilen

biyostirfektan miktar1 boliim 3.5.’de verilen gravimetrik yontemle belirlendi.

3.9.2. Biyosiirfektan Uretiminde Ilave Azot Kaynag Silempe Konsantrasyonunun

Arastirillmasi

Silempe konsantrasyonunun biyosiirfektan tiretimindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla,
%2-%30 arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda silempe iceren modifiye BH
besiyerleri hazirlandi. Hazirlanan silempe-modifiye besiyerlerine konsorsiyumun
ekimleri yapildi. Biyosiirfektan {iiretimi 30°C’de, 150 rpm hizindaki calkalamali
inkiibatérde 7 giinde gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda biyosiirfektan iiretimleri

gravimetrik yontemle belirlendi.
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3.10. Biyosiirfektan Uretimine Uygun Konsorsiyum Kosullarinin Arastirilmasi

3.10.1. Konsorsiyumda Bulunan Farkh Bacillus Konsantrasyonlarimn

Biyosiirfektan Uretimine Etkilerinin Arastirilmasi

B. subtilis ve B. halotolerans suslarindan olusturulan konsorsiyumdaki oranlarinin
belirlenmesi amaciyla Cizelge 3.5.’de verilen sekilde hazirlanan konsorsiyumlar, karbon
ve azot kaynagi silempenin eklenmesiyle optimize edilen silempe-modifiye BH
besiyerlerine %4 (v/v) oraninda ekildi. Biyosiirfektan iiretimi, 30°C’de, 150 rpm
hizindaki ¢alkalamali inkiibatérde 7 giinde gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda

biyosiirfektan iiretimleri gravimetrik yontemle belirlendi.

Cizelge 3.5. Konsorsiyumdaki Bacillus suslarinin konsantrasyonlart.

1 0,25 mL 1,75 mL
2 0,5mL 1,50 mL
3 0,75 mL 1,25 mL
4 1 mL 1mL

5 1,25 mL 0,75 mL
6 1,50 mL 0,5mL
7 1,75 mL 0,25 mL

3.10.2. Hazirlanan Konsorsiyumun Farkh Konsantrasyonlarmin Biyosiirfektan

Uretimine Etkilerinin Arastirllmasi

Konsorsiyum konsantrasyonunun biyosiirfektan {iretimine etkisinin arastirilmasi
amaciyla, B. subtilis ve B. halotolerans ile belirlenen oranlarda hazirlanan konsorsiyum,
optimize edilmis silempe-modifiye BH besiyerlerine %2, %4, %6, %8 ve %10 oraninda

ekildi. Biyosiirfektan iiretimi, 30°C’de, 150 rpm hizindaki ¢alkalamali inkiibatérde 7
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giinde gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda biyosiirfektan {iretimleri gravimetrik

yontemle belirlendi.

3.11. iz FElement Konsantrasyonunun Biyosiirfektan Uretimine Etkisinin

Arastirilmasi

Besiyerinde bulunan iz element miktarmin biyosiirfektan iiretimine etkilerinin
arastiritlmasi amaciyla %00, %00,5, %01, %02, %03, %04 ve %05 oranlarinda Cizelge 3.3.’te
verilen iz element igerigi, hazirlanan silempe-modifiye BH besiyerlerine eklendi. 110
°C’de 25 dakikada steril edilen besiyerine olusturulan konsorsiyumun ekimleri yapildu.
Biyosiirfektan tretimi, 30°C’de, 150 rpm hizindaki ¢alkalamali inkiibatorde 7 giinde
gergeklestirildi. Inkiibasyon sonunda biyosiirfektan iiretimleri gravimetrik ydntemle

belirlendi.

3.12. Biyosiirfektan Uretimini Etkileyen Fizyolojik Kosullarin Arastirilmasi

B. subtilis ve B. halotolerans ile olusturulan konsorsiyumun biyosiirfektan tiretimini
etkileyen farkli fizyolojik kosullar arastirildi. Bu dogrultuda, farkli baslangic pH degeri,
inklibasyon kosulu, inkiibasyon sicakligi ve inkiibasyon siiresinin biyosiirfektan

tiretimindeki etkisi incelenerek biyosiirfektan liretimindeki uygun fizyolojik sartlar tespit

edildi.

3.12.1. Farkh Baslangic pH Degerlerinin Biyosiirfektan Uretimine Etkilerinin

Arastirillmasi

Baslangic pH degerinin biyosiirfektan {iretimine etkisinin arastirilmasi amaciyla, IM HCI
ve 1M NaOH tamponlar1 kullanilarak pH 5, pH 6, pH 7, pH 8, pH 9 ve pH 10’a ayarlanan
optimize silempe-modifiye BH Dbesiyerlerine belirlenen oranlarda hazirlanan
konsorsiyumun ekimleri yapildi. Biyosiirfektan iiretimi, 30°C’de, 150 rpm hizindaki
calkalamali inkiibatorde 7 giinde gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda biyosiirfektan

iretimleri gravimetrik yontemle belirlendi.

45



3.12.2. Farkh Inkiibasyon Kosullarinin Biyosiirfektan Uretimine Etkilerinin

Arastirilmasi

Inkiibasyon kosullarinin biyosiirfektan iiretimindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla,
optimize edilen silempe-modifiye BH besiyerlerine olusturulan konsorsiyumun ekimleri
yapildi. Biyosiirfektan iiretimi 30°C’de, 7 giinde statik, 100 rpm, 125 rpm, 150 rpm, 175
rpm ve 200 rpm c¢alkalama hizina ayarlanan inkiibatorde gergeklestirildi. inkiibasyon

sonunda biyosiirfektan tiretimleri gravimetrik yontemle belirlendi.

3.12.3. Farkh Sicakhiklarin Biyosiirfektan Uretimine Etkilerinin Arastirilmasi

Inkiibasyon sicakhiginin biyosiirfektan iiretimine etkisinin arastirilmasi amaciyla, B.
subtilis ve B. halotolerans ile olusturulan konsorsiyum belirlenen silempe-modifiye BH
besiyerlerine ekilerek 25 °C, 30 °C, 35 °C ve 40 °C sicaklarina ayarlanan inkiibatorde,
belirlenen sartlarda 7 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda

biyositirfektan iiretimleri gravimetrik yontemle belirlendi.

3.12.4. Farkh inkiibasyon Siirelerinin Biyosiirfektan Uretimine Etkilerinin

Arastirilmasi

Inkiibasyon siiresinin biyosiirfektan iiretimine etkisinin arastirilmas1 amaciyla olusturulan
konsorsiyum silempe-modifiye BH besiyerlerine ekilerek belirlenen sartlarda 3, 5, 7, 10
ve 14 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda biyosiirfektan iiretimleri

gravimetrik yontemle belirlendi.

3.13. Biyosiirfektamn Saflastirilmasi

Boliim 3.9.’da anlatilan sekilde, biyosiirfektan iiretimine uygun hale getirilen silempe-
modifiye besiyeri ve ilretim sartlarinda B. subtilis ATCC 6633 ve B. halotolerans
NR 115063.1 konsorsiyumu tarafindan iretilen ve bdlim 3.5.te verilen yontemle
ckstrakte edilen biyosiirfektan, karakterizasyon analizlerinin yapilmasma yonelik
saflagtirma basamaginda Silika Jel Kolon Kromatografisi yontemi kullanild1 (Soyuer ve
Bilen Ozyiirek, 2023).
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3.13.1. Silika Jel Kromatografisinde Kolonun Hazirlanmasi

10 cm boyunda ve 3 cm capinda olan kolun sisteminin hazirlanmasinda bir parga
hidrofobik pamuk kolonun en altina konularak {izerinden %80 hekzan {izerinden gegirildi.
Islanan pamuk cam baget yardimiyla yerine oturtuldu. Pamuk iizerine 1.5-2 cm olacak
sekilde deniz kumu temiz bir spatiill yardimiyla eklendi. Hekzan gegirme islemi
tekrarlandiktan sonra cam baget yardimiyla deniz kumu diizeltildi. %80 hekzan igerisinde
¢oOziilen silika jel yavas yavas kolon igerisine eklenerek silikanin katilagsmasi saglandi.
Saflastirilacak biyosiirfektanin kolonda yiiriitiilmesi i¢in hareketli faz olarak belirlenen

Metanol/Kloroform 95:5 (v/v) oraninda hazirlandi.

3.13.2. Biyosiirfektanmin Silika Jel Kolon Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Ekstraksiyonu yapilan biyosiirfektanin saflastirilmasi amaciyla 1M NaOH tamponu
kullanilarak pH:8.0’a ayarlanarak 4000 rpm ve 4 °C’ye ayarlanmis santrifiij ile
coktiiriildii. Stipernatant atilarak pelet tizerine 2:1 oraninda Kloroform/Metanol
coziiclileri alinarak 3 kez yikama islemi yapildi. Yikama isleminin tamamlanmasiyla
ceker ocakta (Hedlab X-Pro En 14175) 2 saat birakilarak ¢oziici konsantrasyonun
azalmasi saglandi. Konsantre hale gelen biyosiirfektan, donanan silika jel {izerine
eklendikten sonra ilizerine 1.5-2 cm boyunda olacak sekilde deniz kumu eklemesi yapildi.
Hareketli fazin eklenmesiyle kolon ¢alistirildi (Sekil 3.7.). Kolon kromatografisinde
meydana gelen fraksiyonlar toplanarak 2 saat ¢eker ocakta birakilarak konsantre hale
gelmeleri  saglandi. Konsantre fraksiyonlar, biyosiirfektan karakterizasyonunda

kullanilmak tizere 4 °C’de buz dolabinda sakland:.
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1. Fraksiyon

2. Fraksiyon
3. Fraksiyon

Sekil 3.7. Silika jel kolon kromatografisinde ytiriiyen biyosiirfektan (Soyuer ve Bilen
Ozyiirek, 2023).

3.14. Biyosiirfektan Karakterizasyonu
3.14.1. Biyosiirfektan Yapisinin TLC Yontemiyle Belirlenmesi

TLC yonteminde hareketli faz olarak kullanilacak ¢oziiciiler 65:25:4 konsantrasyonunda
kloroform/metanol/su olacak sekilde hazirlandi. Saflastirilarak konsantre hale getirilmis
fraksiyonlarin her birinden 10 ul TLC plakalarmna yiiklendi ve 30 dakika siireyle hareketli
faz kullanilarak ayrildi. Ayirma islemi TLC plakasinin cam bir beher icinde dik
sabitlenmesi ve beherin agzinin kapali oldugu sartlarda gerceklestirildi. Yiklemeleri
yapilan plaka kurutulmas: amaciyla 30 dakika g¢eker ocakta birakildi. Yiikleme
noktalarinda peptitlerin tespiti ninhidrin reaktifi ve lipit tespitinde ise iyot kullanildi.
Reaktiflerin yiirtimeleri amaciyla TLC plakast 80 °C sicakliga ayarlanmis kiil firminda
1s1tild1. Ardindan plaka iizerinde meydana gelen yiirimelerin (Sekil 3.8.) dl¢lilmesi cetvel
kullanilarak yapildi. Asagidaki formiil kullanilarak peptit, lipit ve karbonhidrat

noktalarinin Rf degerleri hesaplandi:
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__ Bilesigin uygulama noktasindan baglayarak aldig1 yol
B Coziiciiniin orijinden itibaren aldig1 yol

- Ninhidrin reaktifi eklenen fraksiyonun

yliriimesi

Sekil 3.8. Biyosiirfektan fraksiyonlarinin TLC plakasinda yiiriitiilmesi (Soyuer ve Bilen
Ozyiirek, 2023).

3.14.2. Biyosiirfektan Yapisimin FT-IR Yontemiyle Belirlenmesi

Fourier Doniistimii  Kizilotesi  Spektroskopisi  (FT-IR) kullanilarak iiretilen
biyosiirfektanin mevcut fonksiyonel gruplart ve bag tiirleri bulunmasi i¢in yiiriitiilen
analizler Hacettepe Universitesi Kimya Boliimii FT-IR laboratuvarinda hizmet alim ile

yapildi.

3.14.3. Biyosiirfektan Yapisinin 1H NMR Yontemiyle Belirlenmesi

Biyosiirfektanin atom baglarimin tespit edilmesi amaciyla yapilan 1H NMR analizi

Hacettepe Universitesi Kimya Béliimii NMR laboratuvarinda hizmet alim ile yapildi.
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3.15. Biyosiirfektanin Kararhhginin belirlenmesi

3.15.1. Farkh pH Degerlerinin Biyosiirfektan Kararhhgina Etkilerinin

Arastirilmasi

Farkli pH degerlerinin biyosiirfektan kararliligina etkilerinin arastirilmasi i¢in HKS’ler
IM HCl ve 1M NaOH kullanilarak pH 2, 4, 6, 8, 10, 12 olacak sekilde ayarlandi. 24 saat
sonunda HKS’lerdeki biyosiirfektan kararliligt Ahmed ve arkadaslari tarafindan

uygulanan Ez4 yontemiyle (Ali ve ark., 2021) belirlendi.

3.15.2. Farkh Sicakhik Degerlerinin Biyosiirfektan Kararhhgma Etkilerinin

Arastirilmasi

Farkli sicaklik degerlerinin biyosiirfektan kararliligina etkilerinin arastirilmasi igin
HKS’ler 4, 20, 30, 40, 60 ve 80 °C'ye ayarlanan buz dolabi, inkiibator ve su banyosunda

1 saat boyunca bekletildi. Ardindan, oda sicakligina getirilen biyosiirfektanin kararlilig
E24 testiyle belirlendi (Ali ve ark., 2021).

3.15.3. Farkhh Tuz Konsantrasyonlarmin Biyosiirfektan Kararhhgina Etkilerinin

Arastirilmasi

Farkli tuz konsantrasyonlarmin biyosiirfektan kararliligi iizerindeki etkisinin tespit
edilmesi amaciyla HKS’lere %0, %5, %10, %15, %20 ve %25 (w/v)
konsantrasyonlarinda NaCl eklendi. 24 saat sonunda biyosiirfektanin kararliligi E24

testiyle belirlendi (Ali ve ark., 2021).

3.15.4. UV’ye Maruz Kalma Siirelerinin Biyosiirfektan Kararhhgmna Etkilerinin

Arastirillmasi

UV’ye maruz kalma siiresinin biyosiirfektan kararlilig1 iizerindeki etkisinin tespit
edilmesi amaciyla HKS’ler 10, 20, 30, 40 ve 50 dakika boyunca UV’ye maruz birakildi
(Kendro Laboratory Products Hera Safe). Biyosiirfektanin kararliligi E24 testiyle
belirlendi (Ali ve ark., 2021).
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3.16. istatistiksel Analiz

Bu c¢alismadan elde edilen tim deneysel verilerin istatistiksel analizleri, SPSS (The
Statistical Package for The Social Sciences) 27 programiyla degerlendirildi. ANOVA ve
Kruskal-Wallis H testleri kullanilarak arastirma yapildi ve gruplar arasinda fark ¢iktigi

durumda ¢oklu karsilastirma yapildi. Sonuglar %5 (p<0.05) anlamlilik diizeyinde
degerlendirildi.

3.17. Cahismada Kullanilan Fotograflar

Bu tez calismasinda referans verilmeyen tiim fotograflar, Apple marka Iphone 11 ile Kaan

SOYUER tarafindan ¢ekildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Kiiresellesen diinyada, endiistriyel iirtinlere olan ihtiyag giderek artmaktadir. Bu noktada
da endistriyel {reticiler, ucuz sentetik maddeleri iriinlerinde kullanma yoluna
gitmektedir. Bununla birlikte, gilinlimiizde sentetikleri kullanilan bu maddelerin
biyoteknolojik olarak iiretilen ¢evre dostu muadilleri karsimiza ¢ikmaktadir. Yesil sentez
akimimin, glintimiizde desteklenmeye baslamasiyla endiistrilerde bu biyoteknolojik
tiriinlerin kullanildig1 alanlar ve kullanim 8lgeklerinde de artis goriilmektedir. Ozellikle
bir¢ok endiistrinin ortak hammaddesi olarak karsimiza ¢ikan iirlinlerin biyoteknolojik
yollarla iiretilmesine yonelik calismalar giin gectikce artmaktadir. Bu noktada, bircok
endiistriyel alanda kullanilabilen biyosiirfektanlara yonelik son bes yilda ScienceDirect
veri tabaninda yayimlanan ¢alisma sayisi 5 bin 370’tir!. Deterjan endiistrisi (Inés ve ark.,
2023), kozmetik endiistrisi (Adu ve ark., 2020), petrol endiistrisi (Sharma, Lavania ve
Lal, 2023), gida endiistrisi (Ribeiro, Guerra ve Sarubbo, 2020b), saglik endiistrisi (Bjerk
ve ark., 2021) ve tarim endiistrisi (Silva ve ark., 2024) gibi farkli alanlarda kullanilabilen
biyosiirfektanlar, hiicre dis1 olarak veya hiicre zarmin bir pargasi olarak cesitli bakteri,
maya ve mantarlar tarafindan sekerler, yaglar ve atiklar dahil olmak {izere cesitli
hammaddelerden iiretilen sekonder metabolitlerdir (de Souza ve ark., 2024). Sentetik
stirfektanlarla kiyaslandiginda g¢evresel toksisitesinin diisiikk olmasi, kolay kdpiiklenme
ozelligi, yiiksek biyo¢oziiniirliikk, asir1 sicakliklarda aktivite gostermesi, yiiksek pH
degerlerinde stabilitesini korumasi, seciciliginin yiiksek olmasi, iiretim siireglerinde
olusan yan tiriinlerin toksik olmamasi gibi avantajlar1 (Nagtode ve ark., 2023; de Souza
ve ark., 2024) bulunmasina ragmen kullanim 6l¢eginin diisiik olmasinin sebebi iiretim
maliyetlerinin yiiksek olmasidir (Jahan ve ark., 2020; Begum, Saha ve Mandal, 2023).
Biyosiirfektan ¢alismalarinin  bagladigi 1949 yilindan bu yana arastirmacilar
biyosiirfektan iiretim maliyetlerini diisiirmeye yonelik ¢esitli ¢alismalar yapmaktadir. Bu
dogrultuda, deneysel tasarim metotlart (Kumari ve ark., 2023), konsorsiyum ile
biyosiirfektan tiretimi (Darvishi ve ark., 2011), iretim ortaminda karbon ve azot kaynagi
olarak ¢esitli atiklarm kullanilmasi (Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023) ve iiretim sartlarmin

optimizasyonu gibi teknikler verimli {iretim ve iiretim maliyetinin diisiiriilmesini

1 Veri tabaninda “biosurfactant” anahtar kelimesi kullanildiginda, 2019-2023 yillar1 arasinda
yayimlanan yayinlarin sayisi.
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hedefleyen metotlardir. Konsorsiyum ile biyosiirfektan {retimi, tek  bir
mikroorganizmayla {iretim yerine sinerjik etki yaratilmasiyla tiiretimi arttirmay1
hedeflerken, iiretim ortaminda karbon ve azot kaynagi olarak ¢esitli atiklarin
kullanilmasi, besiyerinin maliyetinin diisiiriilmesiyle {iretim maliyetinin diistiriilmesini

hedefler.

Bu dogrultuda calismada oncelikle, etkili ve yiiksek miktarda biyosiirfektan iireten
Bacillus suslarinin belirlenmesi ve bu suslardan olusturulan konsorsiyumlar ile

biyostirfektan iiretimi i¢in verimli, yeni alternatif konsorsiyum eldesi hedeflendi.

4.1. Biyosiirfektan Varhgimmin Arastiriimasi

Literatiirde ylriitiilen biyosiirfektan {iretim ¢alismalari, farkli mikrobiyal cinsleri
icermektedir. Ornegin, Pseudomonas sp. (Kaskatepe ve ark., 2015), Stenotrophomonas
maltophilia (Hemlata, Selvin ve Tukaram, 2015), Klebsiella sp. (Ahmad ve ark., 2021)
suslarinin ramnolipid tiirii biyosiirfektan trettigi belirlenirken, Bacillus megaterium
(Rangarajan, Dhanarajan ve Sen, 2015), Bacillus subtilis (Paraszkiewicz ve ark., 2018)
ve Bacillus amyloliquefaciens (Kumar ve ark., 2017) suslarinin Iturin tiirii biyosiirfekan,
Bacillus licheniformis susunun lichenysin tiirii biyosiirfektan tirettigi belirlenmistir
(Coronel-Leon ve ark., 2015). Siirfaktin grubu biyosiirfektan ise Alcaligenes aquatilis
(Yalaoui-Guellal ve ark., 2021), Bacillus subtilis (Datta, Tiwari ve Pandey, 2018),
Bacillus atrophaeus (Routhu ve ark., 2019) ve Micromonospora marina (Ramalingam ve

ark., 2019) suslari tarafindan tiretilmektedir.

Literatiir incelendiginde biyoteknolojik siireglerde {iretici kiiltir olarak Bacillus
suslarinin siklikla tercih edildigi goriilmektedir (Ghojavand ve ark., 2008; Al-Wahaibi ve
ark., 2014; Thirumurugan ve ark., 2023; Soyuer ve Bilen Ozyiirek 2023; Yin ve ark.,
2023). Bu baglamda, sporlu yapilar1 sayesinde degisen sartlara kars1 dayanikli olmalarina
(Martinez-Ortiz ve ark., 2024) ek olarak farkli 6zelliklere sahip biyosiirfektan gruplari
tiretebilmeleri biyosiirfektan iiretim siireclerinde Bacillus kiiltiirlerini diger gruplardan
ayrrmaktadir. Bu baglamda, Bacillus suslarinin irettigi biyosiirfektan cesitliligi g6z
ontinde bulunduruldugunda galisma kapsaminda 6 farkli Bacillus susunun biyosiirfektan

iretimi arastirildi.

53



Bu baglamda, ¢aligma kapsaminda Bacillus halotolerans NR_115063.1, Bacillus cereus
ATCC 14579, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC
19433, Bacillus subtilis ON012959.1 ve Bacillus velezensis MT649755.1 suslarinin
biyosiirfektan iiretimi modifiye BH besiyerlerinde 150 rpm ve 30 °C’de 7 giinlik
inkiibasyon ile gerceklestirildi. Santrifiij sonrasi Bacillus suslarinin  drettigi

biyosiirfektanin varlig1 daralma-yayilma, yag yayilma ve Ez4 testleriyle arastirildi.

4.1.1. Biyosiirfektan Varh@inin Daralma Yayillma Yontemiyle Arastirilmasi

Biyosiirfektan varliginin arastirildigr daralma-yayilma yontemi, damlatilan yaglarin
meydana getirdigi ylizey gerilimi iizerinde yiizey aktif bir biyolojik madde olan
biyosiirfektanin etkisinin degerlendirilmesiyle yapilir. Bu yontemde, kullanilan yagin
olusturdugu yiizey gerilimi HKS’ nin damlatilmasiyla kisa siirede bozularak ¢okmesi
biyostirfektan varligini gosterir (Bodour ve Miller-Maier, 1998; Waghmode ve ark.,
2016; Parthipan ve ark., 2017). Literatiirde biyosiirfektan varligmin arastirildigi ¢esitli
calismalarda (Bodour ve Miller-Maier, 1998; Parthipan ve ark., 2017; Bilen Ozyiirek ve
Soyuer, 2023; Soyuer ve Bilen Ozyiirek 2023) siklikla kullanilan daralma yayilma
yontemi, hizli sonu¢ vermesi ve maliyetinin ucuz olmast gibi avantajlara sahiptir
(Youssef ve ark., 2004). Bununla birlikte, bu yontemin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakasinda yiiriitilmesinden kaynaklanan bazi sorunlar meydana gelmektedir. Ornegin,
¢okmenin tam goriilmemesi, maddelerin yiizey gerilimine bagh gdzlem hatalarina sebep
olmasi, kuyucuk sayisinin fazla olmasina bagli olarak gozlemci hatalar1 gibi dezavantajlar
karstmiza c¢ikmaktadir. Dolayisiyla, bahsedilen bu sorunlar1 Onlemek adina
calismamizda, Zargar ve arkadaslari tarafindan onerilen (Zargar ve ark., 2022) sekilde
cam lamlar lizerinde ¢alisildi. Bu dogrultuda, parafin, zeytin yagi ve aygigek yagi bulunan
lamlara, HKS damlatilmasiyla HKS’nin 3 farkli yag iizerinde meydana getirdigi
¢okmenin gorsel olarak incelendigi daralma-yayilma yonteminden elde edilen veriler

toplandi. Elde edilen verilerin degerlendirmesi boliim 3.4.1.°de verilen yontemle yapildu.

Bacillus suslari ile Parafin, zeytin ve aygigek yaglarinda meydana gelen ¢okme sonuglari
incelendiginde (Cizelge 4.1) B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 19433 susunun parafinde
meydana getirdigi ¢okmenin 1-3 dakika araliginda oldugu belirlendi. B. velezensis
MT649755.1 susununsa zeytin yaginda 1-3 dakika arasinda ¢okme meydana getirdigi

bulunurken parafin ve ayg¢igek yaginda meydana gelen ¢okmenin 5 dakikadan fazla
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stirede gerceklestigi belirlendi. Calismada kullanilan diger tiim suslarin parafin, zeytin ve
aycicek yaglarinda 1 dakikadan kisa siirede ¢okme meydana getirdigi saptandi. Bu

sayede, s6z konusu bu suslarin biyosiirfektan tiretimine uygun oldugu belirlendi.

2018 yilinda yayimlanan ¢alismanin sonuglarina gore Bacillus subtilis ANSKLABO3
susu damlada 1 dakikadan kisa siirede, Staphylococcus susu 1-3 dakika arasinda damlada
¢okme meydana getirirmistir (Nayarisseri, Singh ve Singh, 2018). 2005 yilinda farkli
Bacillus suslar1 iizerine yapilan bir ¢aligmada (Sarwar ve ark., 2018), Bacillus
amyliliquefaciens FZB42 ve Bacillus subtilis NH-100 ¢okme “miikemmel” olarak,
Bacillus sp. NH-217 susundan elde edilen biyosiirfektanlarin yarattigi ¢okme “iyi “olarak
degerlendirilmistir. Bununla birlikte, ayn1 ¢alismada Bacillus atrophaeus 176s ve
Bacillus subtilis 168 suslarindan elde edilen biyosiirfektanin damlada ¢6kme meydana
getirmedigi ortaya konmustur. 2023 yilinda yayimlanan iki ¢alismada Bacillus subtilis
CC9 (Bilen Ozyiirek ve Soyuer, 2023) ve Bacillus subtilis MG847158.1 (Soyuer ve Bilen
Ozyiirek, 2023) suslarindan elde edilen biyosiirfektanlarm damlada 1 dakikadan kisa

siirede ¢okme gosterdigi belirlenmistir.

Bu baglamda sonuglar literatiire gore degerlendirildiginde, HKS igerisinde biyosiirfektan
varligmin oldugu durumlarda damlada ¢okme meydana gelmesinin 1 dakikadan kisa
slirmesi biyosiirfektan varligini1 gdstermesinin yani sira etkili bir biyosiirfektan oldugunu
da gostermektedir (Bodour ve Miller-Maier, 1998; Parthipan ve ark., 2017). Bu durumda,
B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 19433 ve B. velezensis MT649755.1 suslarinin iirettigi

biyosiirfektan varliginin daralma-yayilma yontemiyle diisiik oldugu saptandi.
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Cizelge 4.1. Bacillus suslarinda biyosiirfektan varliginin daralma yayilma yontemiyle

arastirilmasi.

Bakteriyel Sus Parafin Zeytin Yagi Aycicek Yagi
B. cereus ATCC 14579 ++++ ++++ ++++

B. subtilis ATCC 6633 e+t ++++ ++++

B. halotolerans NR_115063.1 ++++ ++++ ++++

B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 19433 +++ ++++ ++++

B. subtilis ON012959.1 ++++ ++++ ++++

B. velezensis MT649755.1 + +++ +
Pozitif Kontrol-1 (TritonX-100) ++++ ++++ St
Pozitif Kontrol-2 (Siirfaktin) ++++ ++++ ++++

Negatif Kontrol-1 (Steril besiyeri) - - -

Negatif Kontrol-2 (Steril distile su) - - -

Biyosiirfektan tiretimi modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizimna ayarlanan
inkiibatorde 7 giinde gergeklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

Damlada 1 dakikadan daha kisa siivede ¢okme (++++), 1-3 dakika arasmda ¢6kme (+++), 3-5
dakika arasinda ¢okme (++) ve 5 dakikadan fazla siirede ¢6kme (+) olarak degerlendirildi.

4.1.2. Biyosiirfektan Varh@inin Yag Yayllma Yontemiyle Arastirilmasi

Alt1 farkli Bacillus susunun daralma-yayilma sonuglarindan elde edilen bulgularin teyit
edilmesi ve sonuglarin giivenirliginin arttirilmas1 admna literatiirde de siklikla
biyosiirfektan varliginin arastirilmasinda kullanilan yontemlerden olan yag yayilma
yontemi uygulandi. Bu baglamda, distile su ve ¢esitli yaglar iceren petri kaplarina HKS
damlatildiginda, yaglarda meydana gelen yayilmanin nicel olarak o6lclilmesiyle
biyosiirfektan varlig1 arastirildi. Yapilan yag yayilma calismasinda parafin maddesinin
petri lizerindeki suda yayilma gostermemesi sebebiyle 2 farkli sondaj kaynagindan elde
edilen petrol, zeytin yag1 ve aygigek yagi, distile su igceren petri lizerine damlatild1 ve
meydana gelen yayilmalarin zon gaplari cetvel ile 6lciildii. Olgiimler sonucunda (Sekil
4.1) yayilmalarin zeytin yagi ve aygicek yaginda daha genis zonlar olusturdugu
goriiliirken her iki petrolde de yayilmalarin smirli kaldigr goriildii. Bu durumun sebebi

zeytin yagi, aycicek yagi ve petrol karsilastirildiginda petroliin viskozitesinin yiiksek
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olmast ve buna ek olarak petroliin yapisinda bulunan hidrokarbonlarin daha kompleks
olmasidir (Bilen Ozyiirek, 2023). Literatiirde, yag yayilma ydnteminde petrol kullanan
arastirmacilar etkili biyosiirfektanin petroliin dagilmasiyla dogrudan iligkili oldugunu
ortaya koymustur (Bilen Ozyiirek, 2023; Degang ve ark., 2023; Sharma, Lavania ve Lal,
2023).

Literatiirdeki caligmalar incelendiginde, Bacillus amyliliquefaciens FZB42, Bacillus
subtilis NH-100 ve Bacillus sp. NH-217 suslariin elde edilen biyosiirfektanlarin yagda
meydana getirdikleri yayilma zonunun sirasiyla 2.7 cm, 2.9 cm ve 1.6 cm oldugu ortaya
konarken; B. atrophaeus 176s ve B. subtilis 168 suslarinin yayilma zonu gostermedigi
belirlenmistir (Sarwar ve ark., 2018). Bacillus subtilis MG847158.1 susunun, yag kaynag1
olarak petrol kullanildig1 durumda 7.7 cm yayilma zonu olusturuldugu ortaya konmustur

(Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023).

B. halotolerans NR_115063.1 ve B. subtilis ATCC 6633 suslarindan elde edilen
HKS’lerin dort farkli yagda meydana getirdigi yayilma zonlarma gore iki farkl sondaj
kaynagindan elde edilen petrolde 7.0-8-3 cm yayilma zonu belirlenirken zeytin ve ay¢icek
yaglarinda meydana getirdigi yayillma zonu 11 cm oldugu saptandi. B. cereus ATCC
14579 susununsa her iki petrolde 4.0-7.8 cm yayilma zonu meydana getirdigi goriiliirken
diger yaglarda 11 cm yayilma zonu olustugu belirlendi (Sekil 4.1). Bununla birlikte, diger
Bacillus suslar tarafindan iiretilen biyosiirfektanin yaglarda meydana getirdigi yayilma

zonlarmin 5 cm altinda kalmasiyla, varliginin diisiik oldugu saptandi.

Bu noktada, literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde sonuclarin sadece cetvelle dlgiim
sonuglarinin verildigi goriilmiistiir (Sarwar ve ark., 2018; Soyuer ve Bilen Ozyiirek,
2023). Dolayisiyla, ¢alismamizin = sonuglarinin  literatiirle  karsilastirilmasini
kolaylastirmak adina Olgiimleri cm olarak verdik. Ancak, yapilan yag yayilma
caligmalarinda petri boyunun verilmedigi, baslangigta damlatilan yag zonunun
belirtilmedigi ve bir formiil ile degerlendirilmedigi goriildii. Bu durumda, yag yayilma
caligmalarina ait sonucglarin matematiksel bir formiile oturtulmas1 ihtiyact dikkat ¢ekti.
Bu sebeple, literatiirde Ez4 testinin sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilan
matematiksel formiile (Ptaza, Zjawiony ve Banat, 2006) benzer olarak olusturulan formiil

kullanilarak yag yayilma sonuglarinin yiizdesel sonuglarinin bulunmasi hedeflenmistir
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(Sekil 4.1.). Bu noktada kullanilan formiiliin bilesenleri, HKS damlatildiktan sonra
meydana gelen zonun, yag damlatilinca olusan baslangi¢ zonuna boliinmesiyle bulundu.
Bu sayede, HKS’lerin meydana getirdigi zonunun etki diizeyinin anlagilmasini zorlastiran
petri cap1 ve baslangi¢ zonu gibi degiskenlerin ortaya c¢ikarttigi sorunlar ortadan

kaldirildi.

Bu baglamda, B. halotolerans NR_115063.1, B. subtilis ATCC 6633 ve B. cereus ATCC
14579 suslarindan elde edilen HKS’lerde yiiksek biyosiirfektan varligi tiim yaglarda
%40-%100 yayilma zonu meydana getirirken diger suslarin %1-40 arasinda yayilma
zonlar1 gosterdigi saptandi. S6z konusu bu 3 sustan elde edilen biyosiirfektanlarin,
viskoziteleri ve yapilari farkli dort yagda da %40-%100 arasinda yayilma zonu meydana
getirmesi olduk¢a onemlidir. Bu sayede, ileri de yiiriitiilecek cesitli calismalarda bu

suslardan elde edilecek biyosiirfektanlarin kullanilmasi miimkiin olacaktir.

Sonug olarak yag yayilma calismasiyla alti farkli Bacillus susunun dort farkli yagda
meydana getirdigi yayilma zonunun belirlenmesinin yami sira literatiirde siklikla
kullanilan bu yontem i¢in bir formiil modifiye edilerek literatiire kazandirildi. Buna ek
olarak, farkli sondaj kaynaklarindan elde edilen petrollerin kullanilmasi sayesinde

biyosiirfektan tiretimine uygun Bacillus suslarinin se¢imi igin toplanan bulgular arttirildi.

Daralma-yayilma ve yag yayilma testlerinden sonra HKS’lere uygulanan bir diger
yontem olan E4 testiyle, biyosiirfektan varliginin yani sira emiilsifiye etme 6zellikleri de

arastiritlmasina devam edildi.
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Sekil 4.1. Biyosiirfektan varliginin yag yayilma yontemiyle arastirilmas.
Biyosiirfektan iiretimi modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan inkiibatorde 7 giinde gerceklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir
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4.1.3. Biyosiirfektan Varhgmn Emiilsifikasyon Indeksi Aktivitesi (E24) Yontemiyle

Arastirilmasi

Daralma-yayilma ve yag yayillma sonuglarindan elde edilen bulgular 1s1ginda
biyosiirfektan varliginin arastirilmasina ek olarak iiretilen biyosiirfektanmn emiilsifiye
edici 6zelliginin belirlenmesini saglayan emiilsifikasyon indeksi aktivitesi yontemi (E24)
secilerek alt1 farkli Bacillus susundan elde edilen HKS’lerdeki biyosiirfektan varligi ve
emiilsifiye etme kapasiteleri arastirildi. Ezs yOntemiyle biyosiirfektan varliginin
arastirtlmasinda, ilk yontemde kullanilan petrol kaynaklarinin yerine parafin ve n-Heptan
kullanildi. Daralma-yayilma ve yag yayilma yontemlerinde kullanilan petroliin bu
noktada ¢ikartilmasinin sebebi, deney tiipii igerisinde petroliin bulaniklik yaratarak 6lgiim
sonuglarini olumsuz etkilemesidir. HKS’lerin meydana getirdigi emiilsifiye tabakanin

Olctimleri cetvel ile yapildu.

Biyosiirfektanin varligmin ve emiilsifiye edici 6zelliginin arastirildigi bir ¢alismada
Bacillus cereus susunun, yagda %67 emiilsifikasyon aktivitesi gosterdigi belirlenmistir
(Nor ve ark., 2023). Baska bir ¢alismada ise, Bacillus subtilis MG847158.1 susunun
yagda %50.1 emiilsifiye aktivite gdsterdigi ortaya konmustur (Soyuer ve Bilen Ozyiirek,
2023). 2024 yilinda yayimlanan genis kapsamli bir biyosiirfektan caligmasinda
(Biktasheva ve ark., 2024) Bacillus sp. 2gt? susunun karbon kaynag1 olarak gliserol
kullanilan besiyerinde iiretildiginde emiilsifiye tabaka olusturmazken, patates atig1 ve
kizartma yagi1 atig1 kullanilan besiyerinde iiretildiginde sirasiyla %7+ ve %5+0 emiilsifiye
tabaka meydana getirdigi ortaya konmustur. Ayni1 yaymda (Biktasheva ve ark., 2024)
Bacillus sp. los susunun gliserol ve atik kizartma yagi kullanilan besiyerinde
uretildiginde %50 tizerinde emiilsifiye tabaka olustururken patates atiginda %29+5
emiilsifiye tabaka olusturdugu ortaya konmustur. Buna ek olarak, Bacillus sp.
4mo susunun iretilen hicbir ortamda emiilsifiye aktivite gostermedigi durumlarda

bulunmaktadir (Biktasheva ve ark., 2024).

Uretilen biyosiirfektanin emiilsifiye edici dzelligine ek olarak HKS’deki varliginin da
arastirildiglr son test olan Ezs yOnteminin sonuclari incelendiginde (Sekil 4.2.), B.

velezensis MT649755.1 susu hari¢ diger tiim suslarin n-Heptan, parafin ve aygicek

2 Aragtirmacilar, suslari izole ettikleri yerlere gore bir kodlandirma sistemi gelistirmistir. gt (Geares Trap),
0s (oil contaminated soil) ve mo (motor oil).
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yaginda meydana getirdikleri emilsifiye tabakanin %30-60 arasinda oldugu
goriilmektedir. Dolayisiyla, daha Once yapilan daralma-yayilma ve yag yayilma
sonuglarina paralel olarak B. velezensis MT649755.1 susunun biyosiirfektan trettigi
belirlenmekle birlikte, emiilsifiye 6zelliginin diisiik oldugu saptandi. Buna ek olarak, B.
subtilis ON012959.1 susunun da biyosiirfektan iirettigi bulunurken n-Heptan, parafin ve
zeytin yaginda %10 altinda emiilsifiye tabaka meydana getirmesi iiretilen biyosiirfektanin

emiilsifiye 6zelliginin ve varliginin diisiik oldugunu gostermektedir.

Bu baglamda, elde edilen deneysel sonuglarin literatiirle karsilagtirilmasiyla alt1 Bacillus
susu arasindan, B. halotolerans NR_115063.1, B. cereus ATCC 14579, B. subtilis ATCC
6633, B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 19433 suslarinin daralma yayilma, yag yayilma
ve Ezs4 sonuclarina gore iyi biyosiirfektan ireticileri olmalarma ek olarak {iretilen
biyosiirfektanin emiilsifiye edici 6zelliklerinin de %50 tizerinde oldugu ortaya kondu. Bu
durumda, biyosiirfektan tiretimi i¢in uygun suslarin secilmesi ve ardindan uygun
konsorsiyumun belirlenmesi amaciyla s6z konusu bu dort susun iirettigi biyosiirfektan
miktarinin bulunmasi i¢in biyoslirfektan ekstraksiyonu ve gravimetrik Ol¢timden

yararlanildi.
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Sekil 4.2. Biyosiirfektan varliginin Ez4 yontemiyle aragtirilmasi.
Biyosiirfektan iiretimi modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan inkiibatdrde 7 giinde gerceklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.
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4.2. Biyosiirfektan Uretimine Uygun Bacillus Suslarinin Secimi

Biyosiirfektan tireten mikroorganizmalarin belirlenmesi i¢in yapilan daralma-yayilma,
yag yayilma ve Ea testleri literatiirde siklikla kullanilmaktadir (Bodour ve Miller-Maier,
1998; Ptaza, Zjawiony ve Banat, 2006; Sharma, Lavania ve Lal, 2023). Ancak,
biyosiirfektan iiretimine uygun suslarin se¢ilmesinde bu yontemlere ek olarak iiretim
miktarinin da belirlenmesi gerekmektedir (Begum, Saha ve Mandal, 2023). Bu noktada,
HKS i¢indeki biyosiirfektan miktariin belirlenmesi i¢in ekstraksiyon islemi uygulanarak

gravimetrik dl¢timler yapilir.

Biyosiirfektan varliginin arastirildigi daralma-yayilma, yag yayilma ve Ez4 yontemleriyle
B. subtilis ON012959.1 ve B. velezensis MT649755.1 suslarinin drettikleri
biyosiirfektanin varliginin diisiik oldugu belirlenerek ¢alisma kapsamindan ¢ikarildi.
Bununla birlikte, B. halotolerans NR_115063.1, B. cereus ATCC 14579, B. subtilis
ATCC 6633, B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 19433 suslarinin HKS’lerinde
biyosiirfektan varlig1 yiiksek olarak belirlendi. Bu suslarin {rettigi biyosiirfektan
miktarmin belirlenmesi icin HKS’lerden biyosiirfektan ekstraksiyonunda 2:1 (v/v)
Kloroform/Metanol yontemi kullanild1 (Faisal, Mahdi ve Alobaidi, 2023). Bu yontemde

meydana gelen ii¢ fazdan ortadaki faz biyosiirfektan olarak degerlendirildi.

Elde edilen gravimetrik dl¢liimlere gore (Sekil 4.3.) B. cereus ATCC 14579 susunun 50
mL modifiye besiyerinde iirettigi biyosiirfektan miktarin 0,038 g/50 mL; B. subtilis
ATCC 6633 susunun irettigi biyosiirfektan miktarmin 0,05 g/50 mL B. halotolerans
NR 115063.1 susunun {irettigi biyosiirfektan miktarinm 0,019 g/50 mL ve B. subtilis
subsp. spizizenii ATCC 19433 susunun iirettigi biyosiirfektan miktarinmsa 0,017 g/50 mL
oldugu saptandi. Bu baglamda, ¢alismamizda yiirtitiillen 6nceki deneysel ¢alismalara
paralel olarak B. cereus ATCC 14579, B. subtilis ATCC 6633 ve B. halotolerans
NR 115063.1 suslarinin tiretim verimliliginin yiiksek oldugu belirlendi. Yiiriitiilen
deneysel ¢alismalarin sonuglart arasindaki anlamli farklilik ANOVA ve Kruskal Wallis-
H Testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde bulunarak sonuglar istatistiksel analiz ile

desteklenmistir (EK-1).
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Sekil 4.3. Bacillus suslarinin biyosiirfektan tiretimleri.

Biyosiirfektan tiretimi modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan
inkiibatorde 7 giinde gergeklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

Literatiirde Bacillus cinsi bakterilerin optimum sartlar altinda elde edilen biyosiirfektan
miktarlar1 incelendiginde, B. subtilis CC9 0,95 g/L (Bilen Ozyiirek ve Soyuer, 2023), B.
subtilis MG847158.1. 0,139 g/L (Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023), B. subtilis SL 1,32 g/L
(Wu ve ark., 2022), Bacillussp. G6 3,79 g/L (Rawat ve ark., 2024) ve B.
amyloliquefaciens A-1 0,38 g/L (Hu ve ark., 2024) degerleri goriilmektedir.
Calismamizda bu asamaya kadar biyosiirfektan iiretimi i¢in uygun iiretim ortami ve
iiretim sartlarinin saptanmadigi géz oniinde bulunduruldugunda, tiretim verimliliginin

gerekli sartlar saglanarak arttirllmasi hedeflenmektedir.

Gravimetrik sonuglarin anlamlilik diizeylerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinden
sonra, elde edilen bulgular 1s181nda etkili ve verimli biyosiirfektan tireten B. cereus, B.
subtilis ve B. halotolerans suslarindan olusan konsorsiyumlarin biyosiirfektan tiretimine

uygunlugunun arastirilmasina karar verildi.

4.3. Biyosiirfektan Uretimine Uygun Bacillus Konsorsiyumunun Belirlenmesi

Bakteriyel suglarin  bireysel biyosiirfektan irettigi  bilinirken, olusturulacak

konsorsiyumlar ile biyosiirfektan iiretim verimliliginin sinerjik ve adisyonel etki
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yaratilarak arttirtlmasi literatiirde kullanilan bir yontemdir (Darvishi ve ark., 2011). Bu
baglamda, Bacillus suslarmin bolim 4.2.°de anlatilan sekilde biyosiirfektan tretimleri
arastirilarak etkili ve yiiksek biyosiirfektan iirettigi belirlenen B. cereus, B. subtilis ve B.
halotolerans suslari, ikili ve i¢lii kombinasyonlarda bir araya getirilerek konsorsiyumlar
Cizelge 4.2.”deki sekilde olusturuldu. Bu sayede, olusturulan konsorsiyumlar ile suslarin

tek baslarma iirettigi biyosiirfektan miktarinin tizerine ¢ikilmasi hedeflendi.

Cizelge 4.2. Segilen Bacillus suslartyla olusturulan konsorsiyumlar.

Konsorsiyumlar Bacillus Tiirleri

Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus cereus ATCC 14579

Iki Bacillus Tiirii Iceren Konsorsiyumlar Bacillus halotolerans NR_115063.1

Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus halotolerans NR_115063.1

Bacillus cereus ATCC 14579
U¢ Bacillus Tiirii iceren Konsorsiyum Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus halotolerans NR_115063.1

Etkili ve verimli biyosiirfektan iirettigi belirlenerek, Cizelge 4.2.’de verilen Bacillus
suslarin1 iceren konsorsiyumlar, modifiye BH besiyerine Cizelge 3.4.’de verilen
oranlarda ekildi. 150 rpm ve 30 °C’de gergeklestirilen 7 giinliik inkiibasyon sonunda elde
edilen HKS’lerde biyosiirfektan miktarinin bulunmasinda ekstraksiyon ve gravimetrik
yontem kullanildi. Sonuglar degerlendirilerek (Sekil 4.4.) biyosiirfektan tiretimine uygun

Bacillus konsorsiyumu belirlendi.
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Sekil 4.4. Bacillus konsorsiyumlarmin biyosiirfektan tiretimleri.
Biyosiirfektan iiretimi modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan
inkiibatorde 7 giinde gerceklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

B. cereus ATCC 14579 ve B. subtilis ATCC 6633 suslarini igeren konsorsiyumun
biyosiirfektan iiretim miktar1 0,057 g/50 mL olarak belirlenirken suslarin bireysel
biyosiirfektan tiretimleri incelendiginde B. subtilis ATCC 6633 bireysel olarak 0,05 g/50
mL ve B. cereus ATCC 14579 0,038 g/50 mL biyosiirfektan iiretmisti. Bu baglamda,
iretim miktar1 artmakla birlikte olusturulan bu konsorsiyumda suslar arasinda bir
antagonizm belirlendi. B. subtilis SC-8 susunun B. cereus gruplari iizerinde antagonistik
Ozellik gosterdigi Yeo ve arkadaslarinin 2012 yayimladiklar1 ¢caligmada (Yeo, Lee ve
Hahm, 2012) ortaya konmustur. Buna ek olarak Lee ve arkadaslarinin 2010 yilinda
yayimladiklar1 bir ¢alismada (Lee, Yeo ve Kang, 2010) B. subtilis SC-8 susunun B.
subtilis, B. licheniformis ve B. amyloquefaciens suslar1 tizerinde antagonistik bir etkisi

olmadig literatiire kazandirilmastir.

B. cereus ATCC 14579 ve B. halotolerans NR_115063.1 suslarini igeren konsorsiyumun
tiretim miktarinin 0,023 g/50 mL oldugu belirlendi. Konsorsiyumu olusturan suslarin
bireysel biyosiirfektan {retimleri incelendiginde B. halotolerans NR_115063.1%in
biyosiirfektan iiretim miktarinmm 0,019 g/50 mL ve B. cereus ATCC 14579’un

biyosiirfektan iiretim miktarmin 0,038 g/50 mL olmasi1 konsorsiyum igerisinde bir
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antagonizm etki oldugunu ortaya koymaktadir. Literatiirde B. halotolerans NR_115063.1
susunun B. cereus ATCC 14579 iizerindeki dogrudan antagonistik etkisini i¢eren bir
calisma olmamakla birlikte kursuni kiif olarak bilinen B. cinerea (Wang ve ark., 2021;
Wang ve ark., 2023), F. oxysporum, F. commune, F. graminearum, F. brachygibbosum,
R. solani ve S. solani tizerinde antagonistik etki gosterdigi bilinmektedir (Wang ve ark.,
2023).

B. cereus ATCC 14579, B. subtilis ATCC 6633 ve B. halotolerans NR_115063.1
suslarini igeren konsorsiyum incelendiginde elde edilen iiretim miktariin 0,032 g/50 mL
oldugu belirlendi. Konsorsiyumu olusturan B. halotolerans NR_115063.1’in
biyosiirfektan iiretim miktarinin 0,019 g/50 mL, B. cereus ATCC 14579’un biyosiirfektan
dretim miktarmin 0,038 g/50 mL ve B. subtilis ATCC 6633’in 0,05 g/50 mL
biyostirfektan tirettigi goz onilinde bulunduruldugunda olusturulan bu konsorsiyumdan

elde edilen miktarin yetersiz kaldig1 saptandi.

Bireysel tiretimleri sirastyla 0,05 g/50 mL ve 0,019 g/50 mL olarak belirlenen B. subtilis
ATCC 6633 ve B. halotolerans NR_115063.1 suslarinin konsorsiyumdaki biyosiirfektan
tiretimlerinin 0,098 g/50 mL oldugu ortaya kondu. Bu baglamda, yiiriitiilen ¢alismada
elde edilen bulgularla etkili biyosiirfektanin yan1 sira verimli iretim agisindan da uygun
konsorsiyumun B. subtilis ATCC 6633 ve B. halotolerans NR_115063.1 suslarindan
olustugu saptandi. Bu dogrultuda, biyosiirfektan {iretiminin arttirilmasina yonelik
ilerleyecek ¢aligmalarda biyosiirfektan liretimine uygun konsorsiyum B. subtilis ATCC
6633 ve B. halotolerans NR_115063.1 olarak belirlenirken diger konsorsiyumlar ¢alisma
kapsamindan ¢ikartildi. Yiiriitilen deneysel caligmalarin sonuglar1 arasindaki anlamh
farklilik ANOVA ve Kruskal Wallis-H Testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde bulunarak

sonuglar istatistiksel analiz ile desteklenmistir (EK-2).

Calismamizin sonuglarmin literatiirle karsilagtirilmasi i¢in elde ettigimiz 50 mL’deki
sonuglar litre i¢in hesaplandiginda, B. subtilis ve B. halotolerans konsorsiyumunun 1.96
g/L; B. cereus ve B. subtilis konsorsiyumunun 1,14 g/L; B. cereus, B. subtilis ve B.
halotolerans konsorsiyumunun 0,64 g/L; B. cereus ve B. halotolerans konsorsiyumunun

0,46 g/L biyosiirfektan iirettigi saptandi.
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Literatiirde Bacillus tiirleriyle olusturulan konsorsiyumlar ile biyosiirfektan iiretim
calismalar1 oldukca smirlidir. Bununla birlikte, Darvishi ve arkadaslar tarafindan 2011
yilinda yayimlanan g¢alismada (Darvishi ve ark., 2011) Enterobacter cloacae ve
Pseudomonas sp. ile olusturulan konsorsiyum uygun sartlarda 1.74 g/L {iretim
gergeklestirmistir. Alves ve arkadaslarinin 2019 yilinda yayimladiklann baska bir
calismada (Alves, Sequeira ve Cunha, 2019) Pseudomonas sp., Pseudomonas aeruginosa
ve Listeria innocua ile olusturulan konsorsiyumdan elde ettikleri biyosiirfektan
miktarlarinin bireysel iiretimlere gore yliksek oldugunu ortaya koymuslardir. 2024 yilinda
Wei ve arkadaglarinin yayimladigi bir calismada (Wei ve ark., 2024) B. subtilis,
rekombinant Corynebacterium glutamicum ve Yarrowia lipolytica suslarini igeren
konsorsiyumdan optimum sartlar altinda 2100 mg/L fengisin elde etmislerdir. Bununla
birlikte bu calisma kapsaminda biyosiirfektan iiretimine uygun konsorsiyum olarak
belirlenen B. subtilis ATCC 6633 ve B. halotolerans NR_115063.1 suslarini i¢ceren bir
caligmaya literatiirde rastlanmamistir. Bu baglamda, etkili ve verimli biyosiirfektan

iireten bu konsorsiyum ileride yiiriitiillecek caligsmalara katki saglayacaktir.

4.4. Biyosiirfektan Uretiminde Atiklarin Kullamiminin Arastirilmasi
4.4.1. Biyosiirfektan Uretiminde Uygun Atik Karbon Kaynagmnin Arastirilmasi

Biyosiirfektan tiretimi i¢in kullanilan besiyerlerinin i¢eriginin biyosiirfektan iiretimini ve
iiretilen biyosiirfektanin 6zelliklerini dogrudan etkiledigi bilenmektedir (Biktasheva ve
ark., 2024). Ozellikle besiyerinde bulunan karbon kaynagi, azot kaynagi, C:N oran1 gibi
faktorler (Banat ve ark., 2014) biyosiirfektan iiretimini etkiler. Daha once yapilan bir
calismada Ochrobactrum sp. susunun gliserol, patates atig1 ve atik kizartma yaginda
iiretildiginde sadece gliserol igeren besiyerinden elde edilen biyosiirfektanin emiilsifiye
aktivitesinin %50+5 olarak belirlenirken, diger besiyerlerinde %14+2’ye kadar diistiigii
ortaya konmustur (Biktasheva ve ark., 2024). Bu baglamda, biyosiirfektan tiretiminde
kullanilacak karbon kaynaginin belirlenmesi iiretim i¢in 6nemli bir faktordiir (Onwosi ve
Odibo, 2012). Uretim ortamlarinda kullanilacak bu karbon kaynaklar1 glukoz (Guerra-
Santos, Kéappeli ve Fiechter, 1984) ve maltoz (Jain ve ark., 2013) gibi karbonhidrat grubu
olabilecegi gibi cesitli atiklarda karbon kaynagi olarak kullanilabilir. Ornegin literatiirde
Bacillus cinsi bakterilerden biyosiirfektan iiretilen ¢aligmalarda melas (Verma ve ark.,
2023), patates yikama suyu (Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023), peynir alt1 suyu (PAS)

(Chaudhary ve ark., 2023), hurma atig1 (Charoentanaworakun ve ark., 2023) ve meyve
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posalar (Kumar ve ark., 2023; Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023; Alara, Abdurahman ve
Ali, 2024) gibi atiklar karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Bu dogrultuda ¢alismamizda,
karbon kaynagi olarak kullanimi arastirilacak atiklarin belirlenmesinde 6zellikle
Tiirkiye’deki gida atiklari incelendi. Tiirkiye’deki tarimsal faaliyetler ve gida endiistrileri
degerlendirildiginde, atik karbon kaynagi olarak melas, silempe ve lor peynirinden elde
edilen PAS kullanildi. Tiirkiye’de iiretilen seker pancarindan etanol elde edilirken ortaya
cikan iki 6nemli yan iiriin meydana gelmektedir (Dikmen ve Bozdag, 2018). Bu yan
irlinlerden ilki melas digeri ise melasin fermantasyonu ve destilasyonu ile alkol
gruplarinin uzaklastirilmasiyla meydana gelen silempedir® (Ates ve Namli, 2021). Peynir
iretimi sirasinda ortaya ¢ikan PAS ise gida endiistrisinin farkli bir dalindan elde edilen
atiktir (Dingoglu ve Ardig, 2012). Bu baglamda, atik karbon kaynagi olarak kullanilacak
atiklarin belirlenmesiyle atik geri dontisiimiiyle ekonomiye katk1 saglanmasinin yani sira
yuksek iiretim maliyetli biyosiirfektanlara alternatif, verimli ve disik maliyetli
biyosiirfektan iiretimi hedeflendi. Bu amag¢ dogrultusunda, modifiye BH besiyeri
icerisindeki karbon kaynagi glukoz cikartilarak yerine ayri ayri %2 mL (v/v) melas,
silempe ve PAS atiklar1 eklendi. Olusturulan konsorsiyum bu atiklar1 igeren
besiyerlerinde ekildi. inkiibasyon 7 giin boyunca 150 rpm ve 30 °C’de gergeklestirildi.
Biyosiirfektan tiretimi sonunda elde edilen HKS’lerde cesitli atiklarin biyosiirfektan
varlig1 iizerindeki etkilerin degerlendirilmesi i¢in daralma-yayilma, yag yayilma ve Ez4
testleri tekrarlanirken, biyosiirfektan iiretim verimliliginin degerlendirilmesi igin
ekstraksiyon ve gravimetrik 6l¢iim yontemi kullanildi. Yiriitilen deneysel ¢aligmalarin
sonuglart arasindaki anlamli farkliik ANOVA ve Kruskal Wallis-H Testi ile p<0,05

anlamlilik diizeyinde bulunarak sonuglar istatistiksel analiz ile desteklenmistir (EK-3).

Benzer bagka bir calismada, ise Bacillus sp. susunun 1-2 dakika arasinda ¢okme meydana
getirdigi ortaya konmustur (Gomaa ve ark., 2021). Buna ek olarak, daha 6nce yiiriitiilen
bir ¢calismada patates yikama suyu kullanilarak tiretilen Bacillus sp. susunun iirettigi
biyosiirfektanin 1 dakikadan kisa siirede ¢okme meydana getirirken kullanilarak iiretilen
biyosiirfektanin meydana getirdigi ¢okmenin 1-3 dakika arasinda oldugu bildirilmistir
(Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023). Bu noktada ¢alismamizin daralma-yayilma sonuglari
degerlendirildiginde (Cizelge 4.3.), besiyerinde karbon kaynagi olarak silempe kullanilan

besiyerlerinden elde edilen HKS’lerin tiim damlalarda 1 dakikadan kisa siirede ¢okme

3Silempe, Tiirkge literatiirde, vinas olarak da gegmektedir.
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meydana getirdigi belirlendi. Buna ek olarak, melas ve PAS kullanilan besiyerlerinde de
biyosiirfektan {iiretildigi damlalarda 1-3 dakika arasinda ¢6kme meydana gelmesiyle
saptandi. Bu durumda, yapilan ilk ¢alismadan elde edilen sonuglarin literatiirle de
karsilastirilmasiyla, biyosiirfektan tretim maliyetini diistirmek i¢in olusturulacak
besiyerinde silempenin kullanilmasinin uygun olacagi saptandi. Bu bulguyu desteklemek

adina yag yayilma testiyle devam edildi.

Cizelge 4.3. Uretim ortaminda kullanilan atik karbon kaynagimin biyosiirfektan iiretimine

etkisinin daralma-yayilma yontemi ile arastirilmasi.

Melas Silempe PAS

Parafin +++ ++++ +4+
Zeytinyag +++ ++++ +++
Aycicek Yag AFaF ++++ +4+

Biyosiirfektan tiretimi modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan
inkiibatorde 7 giinde gerceklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

Damlada 1 dakikadan daha kisa stirede ¢okme (++++), 1-3 dakika arasinda ¢okme (+++), 3-5 dakika
arasinda ¢okme (++) ve 5 dakikadan fazla siirede ¢okme (+) olarak degerlendirildi.

Literatiir incelendiginde, Bacillus sp. susunun yaklasik 5-7 cm yayilma zonu meydana
getirdigi ortaya konmustur (Ghazal ve ark., 2017). Buna ek olarak, Bacillus subtilis CC9
susunun petrol ylizeyinde 5 cm yayilma zonu meydana getirdigi bildirilmistir (Bilen
Ozyiirek ve Soyuer, 2023). Yapilan benzer bir calismada, atik kullanilarak iiretilen
Bacillus sp. susunun petrol tizerinde 7.7 cm yayilma zonu olusturdugu bildirilmistir
(Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023), Bu baglamda, ¢calismamizda, yag yayilma sonuglarina
gore de (Cizelge 4.5.) olusturulan tiim besiyerlerinde biyosiirfektan varlig1 saptandi.
Daralma-yayilma sonuglarina paralel olarak silempenin diisiik maliyetli modifiye BH igin
uygun oldugu zeytinyagi ve aycicek yaglarinda tam agilma saglamasina ek olarak petrol
kaynaklarinda da diger atiklarla elde edilen biyosiirfektanlara gore daha yiiksek acilma
saglamasiyla belirlendi. Elde edilen bu iki bulguya ek olarak biyosiirfektan varligmin

arastirilacagi son basamak olan Ez4 yontemine gegildi.
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Sekil 4.5. Atik-modifye ortamda iiretilen biyosiirfektan varliginin yag yayilma
yontemiyle arastirilmasi.
Biyosiirfektan iiretimi modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan
inkiibatérde 7 giinde gerceklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

Calismamizda daha once yaptigimiz sonuglarla paralel olarak tiim besiyerlerinde
biyosiirfektan varlig1 E»4 yontemiyle saptandi (Sekil 4.6.). Silempe kullanilan besiyerinde
tiretilen biyosiirfektanin tiim ortamlarda %48 iizerinde emiilsifiye tabaka meydana
getirdigi belirlendi. Bu durumda, biyosiirfektan varliginin arastirildig1 bu ii¢ yontemden
elde edilen bulgular silempenin biyosiirfektan tiretimi i¢in uygun oldugunu
gostermektedir. Calismamizin bu noktasinda, kullanilan atiklarin biyosiirfektan {iretim

verimliligi iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla gravimetrik 6l¢timle devam edildi.

Literatiir caligmalar1 incelendiginde, Bacillus sp. susunun %50 emiilsifikasyon aktivitesi
gosterdigi ortaya konmustur (Gomaa ve ark., 2021). Benzer ¢alismalarda atik kullanilarak
iiretilen biyosiirfektanlarin %50.1 (Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023) ve %70-80 (Kumar,
Dubey ve Maheshwari, 2016) emiilsifiye tabaka olusturdugu belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Atik-modifye ortamda iiretilen biyosiirfektan varliginin Ezs4 yontemiyle
arastirilmasi.
Biyosiirfektan iiretimi modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan
inkiibatorde 7 giinde gergeklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

Elde edilen gravimetrik Ol¢limlere gore (Sekil 4.7.) atik kullanilarak modifiye edilen
besiyerleri arasindan biyosiirfektan iiretimine en uygun atik karbonunun 0,1410 g/50
mL’lik  biyosiirfektan {iiretimiyle silempe oldugu belirlendi. Diger {iretimler
incelendiginde melas kullanilan besiyerinde iiretimin silempe kadar yiliksek olmamakla
birlikte, gerektiginde kullanilabilecegi saptanirken, lor peynirinden elde edilen PAS
yerine farkli peynirlere ait PAS’larin kullanilmasinin arastirilmasi veya ilave atik kaynagi

olabilecegi goriildii.

Sekil 4.4. ve Sekil 4.7. karsilastirildiginda, modifiye BH besiyerinde glukoz kullanildig:
durumda konsorsiyumun trettigi biyosiirfektan miktarinin 0,098 g/50 mL oldugu
goriiliirken; Silempe ve melas kullanilan besiyerlerinde iiretim miktarlariin arttigi
goriilmektedir. Buna ek olarak, silempe kullanilan besiyerinde iiretilen biyosiirfektan
miktarinin melas kullanilarak iiretilen biyosiirfektan miktarindan yiiksek oldugu dikkat
cekmektedir. Ancak karbon kaynagi olarak PAS iceren besiyerinden elde edilen
biyosiirfektanin daha diigik olmasi, konsorsiyumun PAS’1t etkili kullanamadigmi

gostermektedir. Bununla birlikte, daha once yapilan ¢alismalarla Bacillus subtilis 168
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susunun laktoz, galaktoz ve ksiloz gibi sekerleri tek karbon kaynagi olarak kullanamadigi
bilinmektedir. (Steinmetz, 1993).
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Sekil 4.7. Uretim ortaminda kullanilan atiklar ile biyosiirfektan iiretimi.
Biyosiirfektan iiretimi modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan
inkiibatorde 7 giinde gerceklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

Bu noktada, c¢alismamizin sonuglarmin literatiirle karsilastirilmasi amaciyla, elde
ettigimiz 50 mL’deki liretim miktarlar litre i¢in hesaplandiginda, melas igeren ortamda

2,5 g/L, silempe iceren ortamda 2,82 g/L. ve PAS igeren ortamda 0,46 g/L biyosiirfektan
iretildigi belirlendi.

Besiyerinde karbon kaynaginin melas oldugu en uygun kosullarin belirlendigi bir
calismada (Rahimi Kashkouli ve ark., 2011) Bacillus subtilis ATCC 6633 susunun 0,381
g/L biyosiirfektan {irettigi belirlenmistir. Rahimi Kashkouli ve arkadaglari tarafindan
yayimlanan ¢alismada kullanilan bakteriyel susun, bu ¢alisma kapsaminda olusturulan
konsorsiyuma dahil edilen bir bakteri olmas1 6nemlidir. 15 farkli atik karbon kaynaginin
biyosiirfektan iiretim verimliligine etkilerinin arastirildigi ¢alismada (Soyuer ve Bilen
Ozyiirek 2023) Bacillus subtilis MG847158.1 susu silempe ve melas kullanilan besiyeri

ortaminda sirasiyla 0.110 g/L ve 0.040 g/L biyosiirfektan tiretmistir. Joshi ve arkadagslar
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tarafindan yayimlanan bir ¢alismada (Joshi ve ark., 2016), Bacillus licheniformis W16
tarafindan melasli besiyerinde {iretilen biyosiirfektanin miktarinin 0.52 g/L oldugu
bulunmustur. Subsrat olarak melas kullanilan baska bir c¢alismada iiretilen
biyosiirfektanlarin etkinliginin ve veriminin diistigli ortaya konmustur (Mouafo,
Mbawala ve Ndjouenkeu, 2018). 2013 yilinda Oliveira ve arkadaslari tarafindan
yayimlanan ¢aligmada (Oliveira ve Garcia-Cruz, 2013) biyosiirfektan iiretim ortamin1 atik
silempe ve kizartma yagiyla en uygun kosullarin belirlenmesinden sonra sirastyla 27,7 ve
5,7 g/L biyosiirfektan elde etmisler. 2017 yilinda Naspolini ve arkadaslar1 tarafindan
yaymmlanan (Naspolini ve ark., 2017) g¢alismada rammnolipid {iiretiminin silempe
kullanildiginda 2.7 g/L oldugu belirlenmistir. Bu noktada, literatiirdeki veriler
degerlendirildiginde bu c¢aligmadaki konsorsiyumun etkili ve yiiksek miktarda
biyosiirfektan tirettigi goriilmektedir. Literatiirde, atik karbon kaynagi olarak melas ve
PAS siklikla kullanilirken silempenin kullanildig1 ¢alisma sayisi oldukg¢a azdir. Bu
durumda, calismamiz kapsaminda elde edilen sonugclar literatiirle paralel olarak, diisiik
maliyetli ve verimli biyosiirfektan {iiretiminde silempenin de kullanilabilecegi

desteklenmektedir.

Bu durumda, daralma-yayilma, yag yayilma ve Ez4 testlerine sonuglarindan yola gikarak
atik kullanilarak modifiye edilecek modifiye BH besiyerinde tek karbon kaynagmin
silempe olmasinin uygun olacagi belirlendi. S6z konusu bu veriler gravimetrik 6l¢iimle
de teyit edildi. Ardindan {retim ortaminda kullanilacak silempenin uygun
konsantrasyonun bulunmasina ve ilave azot kaynagi olarak kullanilabilirliginin

arastiritlmasina yonelik ¢alismalara devam edildi.

4.4.2. Biyosiirfektan Uretiminde Ilave Azot Kaynag Silempe Konsantrasyonunun

Arastirillmasi

Besiyeri igeriginde bulunan azot kaynaginin biyosiirfektan iiretimini etkiledigi ortaya
daha oOnceki ¢aligmalarla ortaya konmustur (Abu-Ruwaida ve ark., 1991; Rahimi
Kashkouli ve ark., 2011; Taowkrue ve ark., 2024). Ayrica azot kaynaginin kisith
kullanilmasinin biyosiirfektan tiretimini arttiracagi belirtilmistir (Abu-Ruwaida ve ark.,
1991; Patel ve Desai, 1997). Ancak, bu ¢calisma kapsaminda biyostirfektan iiretim besiyeri
olarak kullanilan BH besiyerinin i¢eriginde bulunan amonyum nitrata ilave olarak %1

(W/v) maya oziitii eklenmesi besiyeri maliyetini arttirarak O6nemli bir sorun teskil

74



etmektedir. Bu noktada, atik karbon kaynagi olarak belirlenen silempe icerisinde bulunan
azot miktarimin yiiksek olmasi (Kahyaoglu ve Kivang, 2007), silempeyi bu c¢alisma
kapsaminda potansiyel bir azot kaynagi haline getirmektedir. Bu dogrultuda, ilave azot
kaynagi olarak iiretim maliyetini arttiran maya 0ziitliniin besiyeri i¢eriginden ¢ikartilarak
yerine silempenin zengin azot kaynagi igeriginden yararlanilmasi hedeflenmistir. Bu
baglamda, besiyerinde tek karbon kaynagi ve ilave azot kaynagi olarak kullanilacak

silempe konsantrasyonunun saptamasina yonelik ¢alismalara devam edildi.

Bu baglamda, %2 ve %30 (v/v) arasinda degisen konsantrasyonlarla hazirlanan silempe-
modifye BH besiyerleri olusturuldu. Konsorsiyumun, 7 giinliikk inkiibasyonu sonunda
uygun silempe konsantrasyonunun belirlenmesinde ekstraksiyon ve gravimetrik yontem
kullanildi. Yiriitilen deneysel c¢alismalarin sonuglart arasindaki anlamli farklilik
ANOVA ve Kruskal Wallis-H Testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde bulunarak sonuglar
istatistiksel analiz ile desteklenmistir (EK-4).

%?2 (v/v) atik karbon kaynagi silempe ve % 1 (w/v) ilave azot kaynag1 maya 6ziitii igeren
modifiye BH besiyerinde biyosiirfektan tiretim miktar1 0,141 g/50 mL olarak
belirlenmisti (Sekil 4.7.). Besiyerindeki ilave azot kaynagi maya 0ziitlinlin ¢ikartilmasiyla
hazirlanan %2 (v/v) silempe iceren ortamda iiretilen biyosiirfektan miktarinin diiserek
0,127 g elde edildigi belirlendi. Buna ek olarak, %5 (v/v) oraninda silempe igeren ortamda
da benzer sekilde bir diisiis oldugu ve iiretilen miktarin 0,137 g/50 mL oldugu belirlendi.
Dolasiyla ortamda maya Oziitli bulunmadiginda %2 ve %35 oranlarinda silempenin
biyosiirfektan iiretimi acisindan yetersiz oldugu saptandi. Bununla birlikte silempe-
modifiye BH besiyerine %10 (v/v) silempe eklendiginde biyosiirfektan tiretim miktarinin
en verimli noktaya ulastig1 belirlenirken bu konsantrasyonun iizerinde biyosiirfektan
dretim miktarinin diismeye basladig1 gorildi (Sekil 4.8.). Bu noktada, biyoteknolojik
tiretimlerde kullanilan besiyerinin C:N dengesinin énemli oldugu bilinmektedir (Abbot
ve ark., 2022). Silempe konsantrasyonunun %15 (v/v) ve tizerinde oldugu durumlarda

BH besiyerindeki C:N dengesinin bozulmasina bagli oldugu degerlendirildi.
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Sekil 4.8. Farkli silempe konsantrasyonlarinda biyosiirfektan tiretimi.

Biyosiirfektan iiretimi silempe-modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan
inkiibatorde 7 giinde gerceklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

4.5. Biyosiirfektan Uretimine Uygun Konsorsiyum Kosullarinin Arastirilmasi

4.5.1. Konsorsiyumda Bulunan Farkh Bacillus Konsantrasyonlarinin Biyosiirfektan

Uretimine Etkilerinin Arastirllmasi

Endiistriyel tiretim siireglerinde uygun fizyolojik kosullarin saglanmasina ek olarak
uygun Uretici kiltiirin de belirlenmesi onem teskil etmektedir. Calismamizin bu
asamasina kadar uygun Bacillus suslar1 ve bu suslarla olusturulan konsorsiyumlar
arasindan uygun konsorsiyum belirlendi ve ardindan silempe-modifiye BH besiyerinin
biyosiirfektan liretimi i¢in uygun olduguna karar verildi. Calismamizin bu asamasinda ise
Bacillus konsorsiyumunu olusturan suslarin farkli konsantrasyonlarini deneyerek verimli

biyosiirfektan iiretimine en uygun kiiltiiriin bulunmasi hedeflendi.

Bu hedef dogrultusunda, Cizelge 3.5.’de verilen sekilde hazirlanan 7 farkli konsorsiyum
icerigi silempe-modifiye BH besiyerlerine %4 (v/v) oraninda ekildi. Biyosiirfektan
dretimi 30 °C ve 150 rpm calkalama hizina ayarlanan inkiibatorde 7 giinde
gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda konsorsiyumdaki uygun Bacillus konsantrasyonun
belirlenmesi amaciyla iiretilen biyosiirfektan miktarlar1 gravimetrik 6l¢iimlerle belirlendi.

Yiirlitilen deneysel c¢alismalarin sonuglar1 arasindaki anlamli farklihlk ANOVA ve
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Kruskal Wallis-H Testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde bulunarak sonuglar istatistiksel
analiz ile desteklenmistir (EK-5).

Elde edilen sonuglar incelendiginde (Sekil 4.9.), konsorsiyumu olusturan suglarin farkli
konsantrasyonlarinin biyostirfektan iiretimini etkileyen Onemli bir etken oldugu
belirlendi. Bu noktada, verimli biyosiirfektan iiretimine uygun konsorsiyum igeriginin
0,75 mL B. subtilis ATCC 6633 ve 1,25 mL B. halotolerans NR 115063.1 oldugu
goriiliirken tiretilen biyosiirfektan miktarinin (stitun 3) 0,203 g/50 mL oldugu saptandi.
Bu baglamda, B. subtilis ATCC 6633 oranmin B. halotolerans NR 115063.1 oranina
gore diisiik kaldigi durumlarda biyosiirfektan tiretimi giderek artarken, bu oranin
esitlendigi ve B. halotolerans NR_115063.1 oraninin B. subtilis ATCC 6633 oranina gore

diistik kaldig1 durumlarda biyosiirfektan {iretiminin diistiigii ortaya konuldu.
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Sekil 4.9. Farkli Bacillus oranlarinin biyosiirfektan tiretimine etkileri.

Biyosiirfektan iiretimi silempe-modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan

inkiibatorde 7 giinde gergeklestirildi.
Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

BS: Bacillus subtilis; BH: Bacillus halotolerans
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45.2. Hazirlanan Konsorsiyumun Farkhi Konsantrasyonlariin Biyosiirfektan

Uretimine Etkilerinin Arastirllmasi

Yukarida belirtildigi gibi endiistriyel tiretimlerde verimli iiretimin gerceklestirilebilmesi
icin kiiltiir ekim oranlar1 olduk¢a 6nemlidir. Bu baglamda, konsorsiyumu olusturan B.
subtilis ve B. halotolerans oranlarinin bulunmasindan sonra besiyerinde bulunmasi
gereken konsorsiyum konsantrasyonun verimli biyosiirfektan iiretimine etkisi arastirildi.
Hazirlanan silempe-modifiye BH besiyerlerine konsorsiyum %2, %4, %6, %8 ve %10
(v/v) oranlarinda ekildi. Biyostirfektan iiretimi, 30°C’de, 150 rpm hizindaki ¢alkalamali
inkiibatérde 7 giinde gergeklestirildi. Inkiibasyon sonunda biyosiirfektan iiretimleri
gravimetrik yontemle belirlendi. Yiiriitilen deneysel ¢alismalarin sonuglarn arasindaki
anlamli farkliik ANOVA ve Kruskal Wallis-H Testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde

bulunarak sonuglar istatistiksel analiz ile desteklenmistir (EK-6).

Silempe-modifiye BH besiyerinde biyosiirfektan {iiretimine en uygun kiltir
konsantrasyonunun %#4 (v/v) oldugu belirlenirken iiretilen biyosiirfektan miktarinin 0,203

2/50 mL oldugu saptandi (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Konsorsiyum ekim oranlarinin biyosiirfektan iiretimine etkileri.

Biyosiirfektan tiretimi silempe-modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm g¢alkalama hizina ayarlanan

inkiibatorde 7 glinde gergeklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.
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4.6. Iz FElement Konsantrasyonunun Biyosiirfektan Uretimine Etkisinin

Arastirillmasi

Besiyerine eklenecek iz element miktarinin biyosiirfektan iiretimini etkiledigi
belirlenmistir (Nurfarahin, Mohamed ve Phang, 2018). iz elementler enzimlerin
aktivasyonunu etkileyerek iiretimlerin artmasini saglar (Schobert, 1992). Gudina ve
arkadaslarmin 2015 yilinda yayimladiklari ¢alismada (Gudina ve ark., 2015), demir,
manganez ve magnezyumun minerallerinin B. subtilis tarafindan ftretilen siirfaktin
sentezinde yer alan enzimlerin kofaktorleri oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte
iz element miktarmin fazla olmasi hiicre i¢i dengenin bozulmasina yol agarak metabolit
{iretimlerini engeller. Iz element miktarmin simirlayict etki gostererek biyosiirfektan

tiretimini arttirdig1 da bilinmektedir (Nurfarahin, Mohamed ve Phang, 2018).

Literatiirde biyosiirfektan iiretiminde yeni bir alternatif olan B. halotolerans ve B. subtilis
suslarindan olusan konsorsiyum i¢in modifiye BH besiyerinde kullanilacak iz element
miktarinin belirlenmesi de 6énemli bir kriterdir. Bu dogrultuda, Cizelge 3.3.’de verilen
sekilde hazirlanan iz elementin %00-%o5 arasinda degisen oranlari, silempe-modifiye BH
besiyerine eklendi. Biyosiirfektan iiretimi 30 °C ve 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan
inkiibatorde 7 giinde gergeklestirildi. Inkiibasyon sonunda uygun iz element miktarinmn
belirlenmesi amaciyla iiretilen biyosiirfektan miktarlar1 gravimetrik 6l¢iimlerle yapildi.
Yiiriitillen deneysel ¢aligmalarin sonuglar1 arasindaki anlamli farkliik ANOVA ve
Kruskal Wallis-H Testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde bulunarak sonuglar istatistiksel

analiz ile desteklenmistir (EK-7).

Elde edilen sonuglar incelendiginde (Sekil 4.11.), modifiye BH besiyerine eklenen iz
element miktarinin artmasiyla iiretilen biyosiirfektan miktarinin azaldigi saptandi.
Biyosiirfektan iiretimi i¢in silempe-modifiye besiyerine %05 iz element konsantrasyonu
eklendiginde 0,113 g/50 mL oldugu goriiliirken, iz element konsantrasyonunun %o1’e

diisiirtilmesiyle tiretim miktarinin 0,203 g/50 mL’ye ¢iktig1 belirlendi.

Nurfarahin ve arkadaslarinin belirttigi gibi (Nurfarahin, Mohamed ve Phang, 2018),
biyostirfektan liretim ortaminda en az %o1 (v/v) oraninda iz element bulunmalidir. Benzer

sekilde Makkar ve Cameotra tarafindan da, B. subtilis MTCC 2423 susunun en verimli
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biyostirfektan iiretimi igin, besiyerinde 1 mL/L iz element konsantrasyonu igermesi
gerektigi ortaya konmustur (Makkar ve Cameotra, 2002b). Yapilan ¢calismada (Makkar
ve Cameotra, 2002b), 7 farkli iz element konsantrasyonu denenerek %ol (v/v)
konsantrasyonunun altinda veya lizerindeki konsantrasyonlarda biyosiirfektan iiretiminin

diistiigii ortaya konmustur.

=i|iii
U 05 1 2 3

iz Element Miktar1 (%)

Sekil 4.11. iz element konsantrasyonun biyosiirfektan iiretimine etkisi.
Biyosiirfektan tiretimi silempe-modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm calkalama hizina ayarlanan
inkiibatorde 7 giinde gerceklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

4.7. Biyosiirfektan Uretimini Etkileyen Fizyolojik Kosullarin Arastirilmasi

Glintimiizde deterjan endiistrisi (Inés ve ark., 2023), kozmetik endiistrisi (Adu ve ark.,
2020), petrol endiistrisi (Sharma, Lavania ve Lal, 2023), gida endiistrisi (Ribeiro, Guerra
ve Sarubbo, 2020a), saglik endiistrisi (Bjerk ve ark., 2021) ve tarim endiistrisi (Silva ve
ark., 2024) gibi farkli alanlarda sentetik ve biyolojik siirfektanlar farkli amaglarla
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, endiistrilerde biyosiirfektan kullanim 6lgegi sentetik
stirfektanlara gore oldukca smirlidir (Jahan ve ark., 2020). Sentetik siirfektanlara gore
bir¢ok avantaji bulunan biyosiirfektanlarin endiistrilerde biiylik yer edinememesinin en
onemli sebebi biyosiirfektan tiretim maliyetlerinin yiiksek olmasidir (Jahan ve ark., 2020;
Begum, Saha ve Mandal, 2023). Buna ilave olarak, iiretilen biyosiirfektan miktarimin
yiiksek olmasi da endiistriyel alanlarda kullanilabilirligi ag¢isindan gereklidir.

Aragtirmacilar da cesitli yontemler kullanarak biyosiirfektan {iretim maliyetlerini
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disiirmeyi ve iiretim miktarini artirmay1 hedeflemektedir (Darvishi ve ark., 2011; Kumari
ve ark., 2023).

Bu dogrultuda, ¢calismamizin bu asamasina kadar uygun Bacillus suslariyla olusturulan
konsorsiyumlar arasindan biyosiirfektan iiretimine uygun olanin belirlenmesi,
biyosiirfektan tiretimi i¢in silempe-modifiye BH besiyeri belirlendi. Ardindan verimli
biyosiirfektan iiretimine en uygun konsorsiyumunu olusturan sugslarin farkli
konsantrasyonlari ile ekim oranlari saptandi. Uretim ortaminda bulunmasi gereken uygun
iz element konsantrasyonunun da belirlenmesiyle calismamizin bu asamasinda,
biyosiirfektan iiretim maliyetinin diisliriilmesine ek olarak tiretim verimliliginin de
arttirlmasi ve konsorsiyumun farkli fizyolojik kosulardaki biyosiirfektan iiretimlerinin

arastirilmasi hedeflendi

Bu baglamda, biyosiirfektan iiretimini etkileyen fizyolojik kosullarin arastirilmasinda
farkli baglangic pH degeri, inkiibasyon kosulu, inkiibasyon sicaklig1 ve inkiibasyon siiresi
olmak tizere biyostirfektan tiretimini dogrudan etkileyen degiskenlerin belirlenmesine ek
olarak farkli degerlerde biyosiirfektan iiretiminin nasil etkileneceginin de saptanmasina

yonelik ¢aligmalar yapildi.

4.7.1. Farkh Baslangic pH Degerlerinin Biyosiirfektan Uretimine Etkilerinin

Arastirilmasi

Biyosiirfektan tiretiminde kullanilan besiyerinin pH degeri onemli bir fizyolojik kosuldur
(Najafi ark., 2010; Abbot ve ark., 2022). Bu baglamda, olusturulan konsorsiyumun
verimli biyosiirfektan tiretimi i¢in uygun baslangi¢ pH degerinin bulunmasi1 amaciyla pH
5 ile pH 10 olmak iizere asidik, notral, bazik ve asir1 bazik besiyerleri hazirlandi.
Konsorsiyumunun 150 rpm, 30 °C ve 7 giin siiren inkiibasyon sonundaki biyosiirfektan
iretimleri degerlendirildi. Yiiriitilen deneysel ¢alismalarin sonuclar1 arasindaki anlaml
farklilik ANOVA ve Kruskal Wallis-H Testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde bulunarak

sonuglar istatistiksel analiz ile desteklenmistir (EK-8).

Biyosiirfektan iiretiminde kullanilan bakteriler laktik asit bakterileri gibi 6zel bir gruba

ait olmadiklar siirece ndtral pH’lari, fungus tiirleri daha ¢ok asidik ortamlari tercih eder.

Laktik asit bakterilerinin pH 3.00 (Venico Bello ve ark., 2012) ve pH 5.00 (Souza ve ark.,
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2017) araliginda biyosiirfektan {rettigi bilinmektedir. Bununla birlikte c¢evresel
izolatlarin ndtral pH’larda biyosiirfektan tiretim verimliligi daha yiiksektir (Parthipan ve
ark., 2017; Soyuer ve Bilen Ozyiirek, 2023). Parthipan ve arkadaslar1 tarafindan 2017
yilinda yayimlanan galismada, B. subtilis A1 susunun {iretim ortaminin optimizasyonuyla
biyosiirfektan tiretim ¢alismasi yapilmistir (Parthipan ve ark., 2017). Arastirmacilar elde
ettikleri sonucglara gore en yiiksek biyosiirfektan iiretimini ortam sartlar1 pH 7.00

oldugunda elde etmistir.

Elde edilen sonuglar (Sekil 4.12.) incelendiginde, konsorsiyumun biyosiirfektan
iiretimine uygun baslangi¢c pH degerinin pH 7 oldugu belirlendi. pH 5-10 arasindaki diger
pH degerlerinde de biyosiirfektan iiretim miktarinin dnemli dl¢iide degismedigi ve bu
nedenle endiistriyel iiretim siireclerinde yasanacak aksamalari tolere edilebilmesi
acisindan 6nemli bir avantajli oldugu saptandi. Bu durumda, endiistriyel {iretim agisindan
ithtiya¢c duyulmasit halinde biyosiirfektan iiretimi sirasinda diger pH degerlerinden de

yararlanilabilecek ve iiretim aksamadan devam edecektir.

T
I I
6 7 8
Baslangic pH Degeri

Sekil 4.12. Farkli baslangic degerlerinin biyosiirfektan liretimine etkileri.

Biyosiirfektan {iretimi silempe-modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizna ayarlanan

inkiibatorde 7 giinde gerceklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.
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4.7.2. Farkh Inkiibasyon Kosullarimn Biyosiirfektan Uretimine Etkilerinin

Arastirillmasi

Calkalama hizinin besiyerindeki oksijen dagilimini etkilemesi, biyosiirfektan liretiminin
etkileyen bir faktordiir (Joy ve ark., 2019; Abbot ve ark., 2022). Bu dogrultuda, farkli
inkiibasyon kosullarinin biyosiirfektan iiretimi tizerindeki etkilerinin arastiriimasi
hedeflenmistir. Bu dogrultuda, silempe-modifiye BH besiyerine konsorsiyumunun %4
ekimleri yapilarak statik, 100 rpm, 125 rpm, 150 rpm ve 175 rpm olmak {izere farkli
calkalama hizlarinda ger¢eklesen 7 giinliik inkiibasyon sonunda biyosiirfektan {iretimleri
gravimetrik yontemle belirlendi. Yiirlitilen deneysel ¢alismalarin sonuglan arasindaki
anlaml farklihlk ANOVA ve Kruskal Wallis-H Testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde

bulunarak sonuglar istatistiksel analiz ile desteklenmistir (EK-9).

Achromobacter sp. ile yiiriitiilen biyosiirfektan tiretim ¢alismasinda 120 rpm ¢alkalama
hizinda en yiiksek biyosiirfektan iiretimi 4.13 g/L (Joy ve ark., 2019) olarak saptanmuis;
B. amyloliquefaciens ile yiiriitiilen bir baska ¢alismada ise 150 rpm ¢alkalama hizinda 4.7
g/L (Yao ve ark., 2015) olarak belirlenmistir. B. subtilis ANSKLABO3 ile yiiriitiilen diger
bir caligmadaysa 0.324 g/L biyosiirfektan tiretimi 150 rpm calkalama hizinda elde
edilmistir (Nayarisseri, Singh ve Singh, 2018).

Calismamizin sonuglar incelendiginde, biyosiirfektan iiretimine en uygun g¢alkama
hizinin 150 rpm ¢alkalama hiz1 oldu goriilmektedir. 150 rpm’de iiretilen biyosiirfektan
miktarinin 0,203 g/50 mL olarak bulunurken diger inkiibasyon kosullarinda da
biyosiirfektan iiretiminin devam ettigi saptandi (Sekil 4.13.). Bu baglamda, liretimin statik
kosullarda bile devam etmesi endiistriyel iiretimlerde maliyeti diislirmek amaciyla tercih

edilebilecek bir durumdur.
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Sekil 4.13. Farkli inkiibasyon kosullarinin biyosiirfektan tiretimine etkileri.
Biyosiirfektan tiretimi silempe-modifiye BH besiyerinde, 30 °C’ye ayarlanan inkiibatorde 7 giinde
gerceklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

4.7.3. Farkl Sicakhklarinin Biyosiirfektan Uretimine Etkilerinin Arastiriimasi

Sicaklik, mikroorganizmalarin metabolit liretimleri agisindan 6nemli bir parametredir
(Nayarisseri, Singh ve Singh, 2018; Abbot ve ark., 2022). Farkli ortamlarda yagamaya
adapte olan mikroorganizmalar tarafindan iretilen biyosiirfektanlar 4 °C’den (Trudgeon
ve ark., 2020) 60 °C’ye (Elazzazy, Abdelmoneim ve Almaghrabi, 2015) kadar degisen
sicakliklarda biyostirfektan tiretimi yapilmaktadir. Calisilan canlinin gereksinim duydugu
sicaklik degerleri farklilik gostermektedir. Calismamizda, olusturulan konsorsiyumun
biyosiirfektan iiretiminde uygun sicakligin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu baglamda,
olusturulan konsorsiyumun biyosiirfektan iiretiminde uygun sicakligin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu dogrultuda, biyosiirfektan {iretimi i¢in uygun sartlara getirilen
silempe-modifiye BH besiyerine %4 (v/v) oraninda hazirlanan konsorsiyumunun
ekimleri yapilarak 150 rpm c¢alkalama hizina ayarlanan inkiibatérde 7 giin boyunca
biyosiirfektan iiretime birakildi. Inkiibatdr sicakliklari uygun sicakligin belirlenmesi
amactyla 25 °C, 30 °C, 35 °C ve 40 °C sicakliklarma ayarlandi. Inkiibasyon sonunda

biyosiirfektan iiretimleri gravimetrik yontemle belirlendi.
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Farkli sicakliklarin  biyosiirfektan {iretimine etkilerinin verildigi Sekil 4.14.
incelendiginde, konsorsiyumun biyosiirfektan iiretime en uygun sicakligin 0,203 g/50 mL
biyosiirfektan tiretilen 30°C oldugu belirlendi. Calisilan farkli sicakliklar arasindaki
dretim farkinin onemli Glgiide degismedigi saptandi. Bu baglamda, genis sicaklik
araliginda biyosiirfektan liretiminin tespit edilmesi, endiistriyel iiretimin yerine gore
sicaklik farki ile maliyet hesab1 yapilarak iiretim i¢in farkli sicakliklarmn tercih edilmesi

mumkiin olur.

Literatiirde, bu calismayla paralel yiiriitiillen ¢alismalarda, biyosiirfektan {iretimi i¢in
uygun sicakligin B. subtilis igin 40 °C (Nayarisseri, Singh ve Singh, 2018), Bacillus sp
icin 30 °C (Agarry ve ark., 2015), Pseudomonas sp i¢in 40 °C (Agarry ve ark., 2015), B.
pumilus i¢in 30 °C (Marchut-Mikotajczyk ve ark., 2021) ve P. balearica i¢in 30 °C
(Motwali ve ark., 2021) oldugu ortaya konmustur.

30 35
Sicaklik (°C)

Sekil 4.14. Farkli sicakliklarin biyosiirfektan tiretimine etkileri.

Biyosiirfektan {iretimi silempe-modifiye BH besiyerinde, 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan

inkiibatorde 7 giinde gergeklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.
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4.7.4. Farkh Inkiibasyon Siirelerinin Biyosiirfektan Uretimine Etkilerinin

Arastirilmasi

Degisen inkiibasyon siireleri mikroorganizmalar tarafindan {iretilen sekonder
metabolitlerin miktarimi etkileyen bir parametredir (Abdelghani, 2017; Abbot ve ark.,
2022). Sekonder metabolitlerden olan biyosiirfektanlar, erken iireme evrelerinde iretilir
ve 6liim fazi olarak bilinen evreye kadar liretim ortaminda tespit edilebilirler (l1brahim ve
ark., 2020). Log fazindan 6nce hiicreye baglh olarak bulunan biyostirfektanm, bu evrede
kiiltiir sivisina salinmasi ile konsantrasyonu artar (Chandran ve Das, 2010). Uzun
inkiibasyon siiresi, iiretim ortamindaki C:N dengesinin bozulmasi, biyosiirfektan
iiretimine bagh olarak baslangic pH degerinin degismesi ve zaman icin besiyerinde
meydana gelen cesitli metabolitlerin mikroorganizmalar iizerinde bakterisidal ya da
bakteriyostatik etki yaratmaya baslamasi suslarin iiretiminde de diisiis yaratarak
biyosiirfektan tiretimini olumsuz etkiler. Buna bagl olarak, inkiibasyon siirecinin uzun
tutuldugu durumda mikroorganizmalarin 6liim fazina girmesiyle iiretim ortamindaki

biyosiirfektan konsantrasyonu azalmaya baslar (Ibrahim ve ark., 2020).

Bu baglamda, biyosiirfektan {iretiminde uygun inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
amaciyla konsorsiyumunun silempe-modifiye BH besiyerinde biyosiirfektan iiretimi
arastirildi. Bu dogrultuda 3, 5, 7 10 ve 14 giinliik inkiibasyon siireleri sonunda
biyosiirfektan {iretimleri gravimetrik yontemle belirlendi. Yiriitilen deneysel
calismalarin sonuglari arasindaki anlamli farkliik ANOVA ve Kruskal Wallis-H Testi ile
p<0,05 anlamlilik diizeyinde bulunarak sonuglar istatistiksel analiz ile desteklenmistir

(EK-10).

Sonuglar incelendiginde (Sekil 4.15), konsorsiyum igin en yiiksek biyosiirfektan
tiretiminin 10 giinliik inkiibasyon sonunda elde edildigi belirlenirken 14 giin sonunda
ortamda bulunan biyosiirfektan konsantrasyonun azaldig1 saptandi. Sekonder metabolit
iirlin olan biyostirfektanin ortamda 3. giinden itibaren tespit edilmesi endiistriyel agidan
baska bir avantaj yaratmaktadir. Gerekli durumlarda inkiibasyon siiresinin diisiiriilerek

tiretim sikliginin arttirilmasi biiytik 6lgekli tiretimlerde tiretim maliyetini diisiirecektir.
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Literatiir incelendiginde biyosiirfektan konsantrasyonun inkiibasyondan sonraki 3. giinde
artis gostermeye basladig1 ortaya konmustur (Sharma ve Pandey, 2020). Arastirmacilar
hedefledikleri biyosiirfektan miktarma ulasmak icin farkli inkiibasyon siirelerini
arastirirlar. Bu sebeple, literatiirde farkli inkiibasyon siireleriyle {iretilen biyosiirfektan
caligmalar1 bulunmaktadir. Literatiirde bu c¢alismaya paralel olarak yiiriitiilen bir
optimizasyon g¢alismasinda (Mouafi, Elsoud ve Moharam, 2016) B. brevis kullanilarak
iiretilen biyosiirfektan 10 giinliik inkiibasyon sonunda en yiiksek miktara ulasirken,
Bacillus subtilis’in iiretici kiiltiir olarak kullanildigi baska bir ¢alismada atik patates
suyuyla modifiye edilen BH besiyerindeki maksimum tiretim miktar1 7 giin sonunda

ulagilmistir (Soyuer Bilen Ozyiirek, 2023).

I
I
5
1
3 5 7 10
inkiibasyon Siiresi

Sekil 4.15. Farkli inkiibasyon siirelerinin biyosiirfektan liretimine etkileri.

Biyosiirfektan iiretimi silempe-modifiye BH besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanan

inkiibatorde gergeklestirildi.

Sonuglar 3 paralelin ortalamasidir.

4.8. Biyosiirfektanin Saflastirilmasi

Biyosiirfektanin silika jel kromatografisiyle saflastirilmasi amaciyla kolon bolim
3.13.1’de verilen sekilde hazirland1 (Sekil 4.16-a). Saflastirma icin hazirlanan
biyosiirfektandan 1 mL hacimde alinarak silika jele yakin yiizeyden yavasca birakildi
(Sekil 4.16-b). Hareketli faz olarak belirlenen Metanol/Kloroform ¢6ziiciilerinin kolona

eklenmesinden sonra kolon galistirilarak fraksiyonlarin akist izlendi (Sekil 4.16.-C).
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Fraksiyonlar cam deney tiiplerinde toplanarak (Sekil 4.16.-d) TLC yonteminde
kullanilmak i¢in ¢eker ocakta 2 saat bekletildi.

Sekil 4.16. Biyosiirfektanin silika jel kromatografisiyle saflagtirilma basamaklari.

(a: Kolon hazirligt; b: Kolona 6rnek yiiklenmesi; c¢: Ornegin kolonda yiiriitiilmesi; d: Fraksiyonlarin

toplanmasi)

4.9. Biyosiirfektan Karakterizasyonu
4.9.1. Biyosiirfektan Yapisinin TLC Yontemiyle Belirlenmesi

Elde edilen biyosiirfektan fraksiyonlart TLC plakasinda 3.14.1°de anlatilan sekilde
ylriitildii. Coziiciilerin kurutulmast amaciyla beklendikten sonra UV 15181 altinda
fraksiyonlar gozlemlendi (Sekil 4.17.). Bu noktada, peptitlerin tespiti i¢in ninhidrin
reaktifi kullanilirken; Lipit yapisinin belirlenmesinde iyodin kullanildi. Meydana gelen

yiirimeler cetvel yardimiyla 6lgiilerek Rf degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.17. Biyosiirfektan fraksiyonlarinin TLC plakasinda gozlenmesi.

Bu noktada, iirettigimiz biyosiirfektanin peptit yapist igerdigi ninhidrin reaktifindeki
ylrimenin Rf degerinin 0,53 olmasiyla saptanirken; Lipit icerdigi iyodin ile
yiriitilmesinden elde edilen Rf degerinin 0,72 olmasiyla belirlendi. Bu baglamda,
calismamizda iretilen biyosiirfektanin, lipopeptit ailesine ait oldugu saptandi.
Literatiirdeki benzer calismalar incelendiginde, Balan ve arkadaslarinin lipopeptit
yapidaki biyosiirfektanda peptit yap1 i¢in Rf degerinin 0,53 ve lipit i¢in Rf degerinin 0,65
olarak belirlemislerdir (Balan, Kumar ve Jayalakshmi, 2016). Baska bir ¢alismada
Bacillus nealsonii’nin lipopeptit yapida biyosiirfektan irettigi 0.75 Rf degeriyle
saptanmistir (Phulpoto ve ark., 2020). Genelde siirfaktin tiretimiyle bilinen Bacillus
subtilis susunun siirfaktin tiretimi 0.3 Rf degeriyle belirlenirken itiirin tretebildigi 0.7 Rf
degeriyle bulunmustur (Ramyabharathi ve ark., 2018). Literatiirde yer alan diger
lipopeptit yapida biyosiirfektan iretim g¢alismalarinda da siirfaktin tiretiminde Rf
degerinin 0.3 ve iturin iiretiminde Rf degerinin 0.7 oldugu bulunmustur (Joy, Rahman ve
Sharma, 2017; Yanez-Mendizaba ve ark., 2019).
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4.9.2. Biyosiirfektan Yapisinin FT-IR Yontemiyle Belirlenmesi

Saflastirilan biyosiirfektanin kimyasal bilesimi FT-IR analizi ile tespit edildi (Sekil 4.18).

FT-IR analizinden elde edilen sonuglar asagida listelenmistir:
e 3307.92 absorpsiyonu, N-H varligini,
e 2075.41 absorpsiyonu, C-H uzun alifatik zincir varligini,
e 1382.96 absorpsiyonu, uzun zincirli yag asitlerinin varligni,
e 1635.64 absorpsiyonu, COOH ve OH gruplarinin varligini géstermektedir.

Bu baglamda, yapida bulunan alifatik zincirlerin varligi ve peptit yapilar1 {iretilen
biyosiirfektanin lipopeptit yapida oldugunu gostermektedir. Bu noktada, lipopeptit
yapidaki biyosiirfektanlarda alifatik gruplar, yag asitleri ve amino asitleri yapilarinda
barindirdig1 bilinmektedir (Yakimov ve ark., 1995; Kalaimurugan ve ark., 2022).
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Sekil 4.18. Biyosiirfektanin FT-IR pikleri.
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4.9.3. Biyosiirfektan Yapisimin NMR Yontemiyle Belirlenmesi

FT-IR yonteminden elde edilen sonuglarin desteklenmesi amaciyla yapilan NMR

analizinden elde edilen sonugclar (Sekil 4.19.) asagida listelenmistir:
e 7.8-7.05 ppm civarinda meydana gelen pik, N-H gruplarinin varhigini,
e 4.00 ppm civarinda meydana gelen pik, alifatik CH-OH baginin varligini,

e 1.2 ppm civarinda meydana gelen pik, alifatik CH; gruplarinin varhgini

gostermektedir.

Bu baglamda yapida FT-IR analiziyle paralel olarak alifatik zincirlerin varlig1 ve peptit
yapilar lipopeptit yapida biyosiirfektan tiretimini desteklemektedir. Calismamizda elde
edilen sonugclar literatiirle de paralellik gostermektedir. Bu noktada, lipopeptit yapidaki
biyosiirfektanlarda alifatik gruplar, yag asitleri ve amino asitleri yapilarinda barindirdigi

bilinmektedir (Pemmaraju ve ark., 2012; Zompra ve ark., 2022).
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Sekil 4.19. Biyosiirfektanin NMR pikleri.
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4.10. Biyosiirfektanin Kararhhginin Belirlenmesi

4.10.1. Farkh pH Degerlerinin Biyosiirfektan Kararhhgma Etkilerinin

Arastirilmasi

Farkli pH degerlerinin biyosiirfektan kararliligina etkilerinin arastirillmasi i¢in aygigek
yag1 kullanildi. HKS’lerin farkli pH degerlerine ayarlandiktan sonra aygigek yagiyla
meydana getirdikleri E2s sonuglar1 sekil 4.20°de verilmistir. Sonuglar incelendiginde,
tiretilen biyosiirfektanin kararliligini asirt asidik ve asir1 bazik ortamlarda bile korudugu
goriilmektedir. Buna ek olarak, islem gérmemis HKS (Kontrol) baz alindiginda iiretilen
biyosiirfektanin noétrale yakin asidik ve bazik ortamlarda yiiksek kararlilik gostermesi
saglik, deri ve tarim uygulamalar1 gibi farkli pH degerlerine sahip uygulamalarda
kullanilabilmesi igin avantaj yaratmaktadir (Saimmai ve ark., 2020; Sachdev ve
Cameotra, 2013; Fracchia ve ark. 2014). Literatiir calismalari incelendiginde,
calismamiza paralel olarak, Bacillus licheniformis (Purwasena ve ark., 2019) ve B.
mojavensis (Ben Ayed ve ark., 2014b) tarafindan tretilen biyosiirfektanin farkli pH
degerlerinde kararliligini korudugu goriilmektedir. Bununla birlikte, biyosiirfektanlarin
asir1 asidik ortamlarda ¢cokme egilimi sebebiyle kararlilik gosteremedigi belirtilmektedir
(Al-Wahaibi ve ark., 2014). Bizim c¢alismamizda da pH 2 degerinde biyosiirfektan
kararlihiginda diistis goriilmektedir (Sekil 4.20.)

2 4 6 8
pH

Sekil 4.20. Degisen pH degerlerindeki biyostirfektan kararliligi.
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4.10.2. Farkh Sicaklik Degerlerinin Biyosiirfektan Kararhh@ma Etkilerinin

Arastirillmasi

Uretilen biyosiirfektanin degisen sicakliklardaki kararligmm belirlenmesi icin HKS’ler,
farkli sicakliklara maruz birakildi. Ardindan, oda sicakligina getirilen HKS’lerin
kararliliklar1 aycgicek yagmnm kullanildigi E2s yOntemiyle saptandi. Sonuglar
incelendiginde (Sekil 4.21.) iiretilen biyosiirfektanin tiim sicakliklarda kararliligini
korudugu goriildii. Bu sonuglar degerlendirildiginde, soguk uygulamalar1 bulunan gida
endiistrisinde (Kiran ve ark., 2017) 4°C’de kararlilik gdsteren biyosiirfektanin avantajli
oldugu saptandi. Buna ek olarak metal endiistrisi gibi 1s1l islemlerin siklikla uygulandig:
proseslerde yiiksek sicakliklarda da biyosiirfektanin kararliligini korumasi 6nemlidir (da
Rocha Junior ve ark., 2019). Lipopeptit yapidaki biyosiirfektanin 40-160 °C’ye kadar
kararligin1 stirdiirdiigii bilinmektedir (Al-Wahaibi ve ark., 2014). Benzer sekilde
yiriitiilen bir baska ¢alismada da Bacillus susu tarafindan iiretilen biyosiirfektanin 20-

100 °C araliginda kararliligini korudugu ortaya konmustur (Ben Ayed ve ark., 2014b).

20 30 40 60 80

Kontrol 4

E24 (%)
= N w B ol ()]
o o o o o o o

Sicaklik (°C)

Sekil 4.21. Degisen sicakliklarda biyostirfektan kararlilig:.

4.10.3. Farkh Tuz Konsantrasyonlarimin Biyosiirfektan Kararhhgmma Etkilerinin

Arastirillmasi

Farkli tuz konsantrasyonlarinin biyosiirfektan kararliligina etkilerinin arastirilmasi igin
HKS’lere farkli oranlarda NaCl eklendikten sonra farkli aycicek yagiyla meydana
getirdikleri E24 degerleri hesaplandi. Bu baglamda, tirettigimiz biyosiirfektanin tiim tuz

konsantrasyonlarinda kararhigna siirdirdiigii saptandi (Sekil 4.22.). Al-Wahaibi ve
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arkadaslar tarafinda ytriitiilen benzer bir ¢alismada, iiretilen biyosiirfektanin %0-15
NaCl arasinda kararliligimi korudugu ortaya konmustur (Al-Wahaibi ve ark., 2014). %1-
9 NaCl arasinda degisen konsantrasyonlarda biyosiirfektan kararliligini arastiran baska
bir caligmada (Khopade ve ark., 2012) da tiim tuz konsantrasyonlarinda kararlilik tespit
edildigi belirletilmektedir. Bu c¢aligmada %25 Nacl oranina kadar ¢ikmamiza ragmen

biyosiirfektanin kararliligini biiyiik oranda korudugu saptandi (Sekil 4.22.)

10 15 20 25

Kontrol 5

E24(%)
| g N w B (7] D
o o o o o o o

NaCl Konsantarasyonu (%)

Sekil 4.22. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda biyosiirfektan kararlilig:.

4.10.4. UV’ye Maruz Kalma Siirelerinin Biyosiirfektan Kararhhgna Etkilerinin

Arastirilmasi

Uretilen biyosiirfektanin kararliiginda UV’nin meydana getirecegi degisimlerin
saptanmasi amaciyla, HKS’ler degisen siirelerde UV’ye maruz birakildi. Ardindan iglem
gormiis HKS’lerin aycicek yagiyla meydana getirdikleri Ez4 degerleri belirlendi. Elde
edilen sonuglar incelendiginde (Sekil 4.23.) iiretilen biyosiirfektanin UV’ye maruz
birakildigr tiim siirelerde kararliligina devam ettigi saptandi. Kozmetik sektoriinde
kullanilan {irtinlerin, UV diren¢li olmasi hedeflenmektedir (Bom ve ark., 2019). Bu
noktada, iiretilen biyosiirfektanin tiim UV’ye maruz birakilma siirelerinde kararliligini
stirdirmesi kozmetik endiistrisi i¢in bir avantaj yaratmaktadir. Buna ek olarak, UV
sterilizasyonu gida endiistrinde  kullanilmaktadir (Chawla ve ark.,, 2021).
Biyosiirfektanlarin da gida koruma ve raf mriinii uzatma gibi 6zellikleriyle bu endiistride
kullanilmaktadir (Sharma ve Sharma, 2021). Bu baglamda, farkli UV’ye maruz kalma

stirelerinde kararliligini siirdiirebilen bir biyosiirfektan gida endiistrisi i¢in de avantaj
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yaratmaktadir. Literatiirde, biyosiirfektanlarin UV kararliligin1 konu alan bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu baglamda, iretilen biyosiirfektanin UV kararliliginin saptanmasi

literatiir ve ileri arastirmalar i¢in 6nem tagimaktadir.

Sekil 4.23. Farkli UV’ye maruz kalma stirelerinde biyosiirfektan kararliligi.

Bu baglamda, c¢alismamiz literatiirde siklikla bireysel iiretim sartlar1 arastirilan
biyosiirfektan iiretimine, konsorsiyum teknigiyle yaklasim agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Buna ek olarak, ¢aligma kapsaminda olusturulan modifiye besiyeri maliyetinin diigiik
olmas1 endiistriyel iireticiler agisindan da degerlidir. Olusturdugumuz konsorsiyumun,
farkl1 fizyolojik sartlar altinda biyosiirfektan iretilebilmesi, gerekli durumlarda
endistriyel Olgekli iiretimlerde meydana gelecek aksakliklarin meydana getirecegi
ekonomik kayiplarin 6niine gegilmesi agisindan umut vericidir. Calismamizda elde
ettigimiz veriler dogrultusunda, biyosiirfektan iiretiminde kullanilmasin1 onerdigimiz
Bacillus halotolerans NR_115063.1 ve Bacillus subtilis ATCC 6633 konsorsiyumunun
daha onceki caligmalarda bir arada kullanilmamis olmasi biyosiirfektan {iretimi
caligmalarina ek olarak farkli biyoteknolojik calismalara da katki saglayacaktir. Buna ek
olarak, biyoteknolojik iiretim siire¢lerinde maliyetin diisiiriilmesini hedef alan ¢alismalar
icin de c¢alismamiz kapsaminda olusturdugumuz silempe-modifiye besiyerinin

yiritiilecek calismalara katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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5. YORUM

Biyostirfektanlar, ¢esitli mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan iiretilen biyolojik
ylizey aktif bilesiklerdir (de Souza ve ark., 2024). Bu biyolojik molekiiller, deterjan
endiistrisi (Inés ve ark., 2023), kozmetik endiistrisi (Adu ve ark., 2020), petrol endiistrisi
(Sharma, Lavania ve Lal, 2023), gida endiistrisi (Ribeiro, Guerra ve Sarubbo, 2020a),
saglik endiistrisi (Bjerk ve ark., 2021) ve tarim enddistrisi (Silva ve ark., 2024) gibi farkli
alanlarda kullanilmaktadir. Genis kullanim alanmna sahip biyosiirfektanlar, sentetik
muadilleriyle karsilastirildiginda bir¢ok avantaja sahip olduklar1 dikkat ¢ekmektedir.
Diisiik toksisite gdstermesi, biyo¢oziiniirliigiliniin yiiksek olmasi, yliksek sicaklik, asidik
pH, diisik basing gibi ekstrem ortamlarda spesifik aktivite gostermesi, lretim
stireclerinde olusan yan tiriinlerin toksik olmamasi gibi avantajlara sahiptir (Nagtode ve
ark., 2023). Bununla birlikte, biyosiirfektanlarin iiretim maliyetlerinin yiiksek olmasi
sebebiyle bu alanlardaki kullanim 6l¢ekleri sinirlidir (Noll ve ark., 2024). Biyosiirfektan
iiretim maliyetini arttiran etkenlerin baginda {iretim i¢in harcanan enerji gelirken (Noll ve
ark., 2024), iiretim ortami olarak tercih edilen besiyeri, karbon ve azot kaynaklari
bulunmaktadir (Azevedo ve ark., 2024; Noll ve ark., 2024). Bu baglamda, biyosiirfektan
tiretiminde kullanilan gesitli stratejiler ile tiretim maliyetinin distiriilmesi ve iiretim
verimliliginin arttirilmasi hedeflenmektedir (Kumar ve ark., 2023; Sharon ve ark., 2024;
Sundaram ve ark., 2024).

Bu dogrultuda, ¢alismamiz kapsaminda Oncelikle Bacillus suslariyla olusturulacak
alternatif bir konsorsiyumla verimli biyosiirfektan iiretimi amaclandi. Calismamizin
devaminda {iretimini  gerceklestirdigimiz  biyosiirfektanin  endiistriyel — 6lgekli
kullanilabilir olmasi ig¢in diisiik maliyetli {iretiminin arastirilmasi hedeflendi.
Biyosiirfektan iiretiminde etkili mikroorganizmalarin belirlenmesinin yani sira iiretim
ortaminda kullanilacak besiyeri igeriklerinin se¢imi ve liretim sartlarinin uygun hale
getirilmesi  onemlidir. Uretim maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle endiistride
kullanim 6lgegi kisitl olan biyosiirfektanlarin uygun sartlarda diisiik maliyetle iiretilmesi
miimkiin olacaktir. Bu baglamda, bu hedeflerimizin gerceklestirilmesi amaciyla,

oncelikle konsorsiyum olusturma, uygun kosullar ile biyosiirfektan iiretim veriminin
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artirilmasi ve biyosiirfektan tiretim maliyetinin diisiirilmesine yonelik ¢esitli arastirmalar

yapildi.

Calismamiz kapsaminda Bacillus suslarinin degerlendirilmesinin sebebi, spor olusturma
ozellikleri sayesinde dayanikli olmalari (Martinez-Ortiz ve ark., 2024) ve endiistriyel
iretimlerde siklikla tercih edilmeleridir (Ghojavand ve ark., 2008; Al-Wahaibi ve ark.,
2014; Thirumurugan ve ark., 2023; Yin ve ark., 2023). Bunlara ek olarak Bacillus grubu
mikroorganizmalarin farkl 6zelliklere sahip biyosiirfektan gruplari tiretmeleri de dnemli
bir avantaj olarak gériildii. Bu sebeplerle, ¢alismamizda Hacettepe Universitesi Kiiltiir
Koleksiyonu Laboratuvarinda bulunan Bacillus halotolerans NR_115063.1, Bacillus
cereus ATCC 14579, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus subtilis subsp. spizizenii
ATCC 19433, Bacillus subtilis ON012959.1 ve Bacillus velezensis MT649755.1

suslarinin biyosiirfektan tiretimleri arastirildi.

Modifiye BH besiyerinde iiretilen bu Bacillus cinsi bakteriyel suslarin biyosiirfektan
varliginin degerlendirilmesinde daralma-yayilma, yag yayilma ve emiilsifikasyon
aktivitesi indeksi yontemleri kullanildi. Bu dogrultuda, biyosiirfektan iirettigi belirlenen
dort Bacillus susunun iiretim verimliliginin degerlendirilmesi amactyla ekstraksiyon ve
gravimetrik 6l¢iimden yararlanildi. Bu baglamda, B. cereus ATCC 14579, B. subtilis
ATCC 6633, B. halotolerans NR_115063.1 suslarinin {iretim verimliligi yiiksek olarak
belirlendi. S6z konusu bu ii¢ Bacillus susunun ikili ve igli kombinasyonlariyla
konsorsiyumlar olusturularak biyosiirfektan iiretim verimliliginin arttirilmasi hedeflendi.
Bu sayede, calismanin hedefi olan verimli biyosiirfektan liretimi i¢in s6z konusu bu
suslardan olusan konsorsiyumlarin biyosiirfektan iiretimi arastirildi. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda biyosiirfektan tiretimine uygun Bacillus konsorsiyumunun 0,098 g/50 mL
iretim saglayan B. subtilis ATCC 6633ve B. halotolerans NR_115063.1 oldugu
belirlenerek oncelikle modifiye besiyeri maliyetinin diisliriilmesine yonelik ¢aligmalara

baslandi.

Calisgmamizin bu asamasinda, modifiye BH besiyerinin maliyetinin diisiiriilmesi icin,
Tiirkiye’deki tarim endiistrisi ve gida endiistrisi atiklar1 incelendi. Boylece, silempe,
melas ve PAS atiklar1 tek karbon kaynagi olarak modifiye BH besiyerinde kullanildi. Bu

baglamda, besiyerinde karbon kaynagi olarak kullanilan glukoz ¢ikarilarak bu atiklar ayri
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ayrt %2 (v/v) oraninda kullanildi. Konsorsiyumun c¢alisma basinda 0,098 g/50 mL
biyosiirfektan iiretirken silempe-modifiye besiyerinde 0,1410 g/50 mL biyosiirfektan
iiretmesi, silempenin, glukoz kullanimina ve diger atik gruplarina gore daha avantajli
oldugunu gosterdi. Buna ek olarak, melas iceren besiyerinde de biyosiirfektan tiretiminin
gerceklesmesi bulgusu endiistriyel iireticilerin silempeye ek olarak melasi da iiretimde
kullanilabilecegini gosterdi. Bu sonuglar, hazirladigimiz konsorsiyum ile ileride farkli
atiklardan da biyosiirfektan tiretebilme olasilig1 oldugunu ortaya koydu. Bununla birlikte,
lor peynirinden elde edilen PAS’in bu konsorsiyumun firetildigi besiyeri i¢in uygun
karbon kaynagi olmadigi belirlendi ancak farkli peynir kaynaklarina ait PAS’larin ilave
karbon kaynaklariyla kullanildiginda biyosiirfektan {iretiminde kullanilabilmesine
yonelik yeni arastirmalar yapilabilecegi sonucuna ulasildi. Besiyerinde kullanilacak atik
kaynagin silempe olarak saptanmasindan sonra ayni kaynagin ilave azot kaynagi olarak
da kullanilabilirligini arastirmak i¢in uygun silempe konsantrasyonun belirlenmesine

yonelik ¢alismalara devam edildi.

Calismamizin bu noktasia kadar modifiye edilen BH besiyerinde ilave azot kaynagi
olarak kullanilan maya oziitii pahali olmasi nedeniyle iiretim maliyetlerini olumsuz
etkilemektedir. Bununla birlikte, besiyerinde ilave azot kaynagi bulunmasimin
biyosiirfektan liretimini olumlu etkiledigi de bilinmektedir (Taowkrue ve ark., 2024). Bu
baglamda, modifiye besiyerinde ilave azot kaynagi olarak kullanilan maya 0&ziitiin
cikartilarak yerine icerisinde azot miktar1 yiiksek olan silempenin (Kahyaoglu ve Kivang,
2007) besiyerindeki konsantrasyonu arttirilmasiyla ilave azot kaynagi olarak da
degerlendirilmesi hedeflendi. %2-%30 araliginda degisen silempe konsantrasyonlariyla
hazirlanan modifiye BH besiyerinde %10 (v/v) silempe bulundugunda {iretilen
biyosiirfektan miktarinin 0,188 g/50 mL oldugu belirlendi. Bu durumda, modifiye
besiyerinde silempenin karbon kaynagi olarak kullanilmasinin yani sira ilave azot
kaynagi olarak da degerlendirilmesi, endiistriyel {iretim siireclerinde ilave azot kaynagi
arayisinin ortadan kaldirilmasina ek olarak iiretim maliyetlerinin diistiriilmesini
saglayacaktir. Ardindan caligmamiza, biyosiirfektan liretim verimliliginin arttirilmasi
amaciyla silempe-modifiye BH besiyerinde iretimi gergeklestirecek konsorsiyumu
olusturan Bacillus suslarinin konsantrasyonunun ve ekim oraninin belirlenmesine yonelik

caligmalara devam edildi.
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Endiistriyel tiretimlerde maliyeti ve verimliligi etkileyen kriterlerden biri kullanilacak
tiretici a1 kiiltliriin saptanmasidir. Bu baglamda, ¢alismamizin bu asamasinda elde edilen
atiklarin kullanildigi iiretim ortaminda segtigimiz konsorsiyum igeriginin uygun olarak
hazirlanmast ve uygun ekim oranin belirlenmesi hedeflendi. Calismamizda, once
konsorsiyumu olusturan Bacillus suslarinin farkli konsantrasyonlarinin belirlenmesiyle
biyosiirfektan iiretiminin arttiritlmasi arastirildi. Bu ¢alismamizin  sonucunda,
konsorsiyum igerisinde bulunan kiiltir konsantrasyonlarinin biyosiirfektan iiretimini
etkileyen bir etken oldugu belirlendi. Biyosiirfektan iiretim veriminin artirilmasina
yonelik uygun konsantrasyonunun 0,75 mL B. subtilis ve 1,25 mL B. halotolerans oldugu
belirlendi. Bu konsantrasyonlar kullanildiginda 0,203 g/50 mL tiretim elde edilirken diger
tiim konsantrasyonlarda da biyosiirfektan {iiretildigi goriildii. Konsorsiyum igeriginde
bulunan Bacillus konsantrasyonlarinin belirlenmesiyle modifiye BH besiyerinde
bulunmasi gereken kiiltlir konsantrasyonunun %4 (v/v) olmas1 gerektigi belirlendi. Bu
konsorsiyumla verimli biyosiirfektan iiretimi i¢in kullanilmasi gereken konsorsiyum

icerigi ve ekim oranlar1 uygun olarak saptandi.

Biyosiirfektan iiretiminde konsorsiyumun en uygun igerigi ve ekim oraninin
belirlenmesinin ardindan silempe-modifiye BH besiyerinde bulunmasi gereken iz
element konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapildi. Uretim ortaminda
iz element miktarmin simnirlayict etki gostererek biyosiirfektan iiretimini arttirdigi da
bilinmektedir (Nurfarahin, Mohamed ve Phang, 2018). iz elementin %00-%05 arasinda
degisen oranlarmin eklenmesiyle hazirlanan modifiye BH besiyerlerinde iiretilen
biyosiirfektan miktarlarina gore %01 iz element igeren besiyerinden elde edilen
biyosiirfektan miktar1 0,203 g/50 mL belirlendi. Bu sayede, daha once ¢alisilmamis B.
halotolerans ve B. subtilis konsorsiyumunun biyosiirfektan iiretim besiyerinde

kullanilmasi gereken iz element miktar1 saptandi.

Calismamizda, bu asamaya kadar, altt farkli Bacillus susu arasindan biyosiirfektan
iretimine uygun olan suslar ile olusturulan konsorsiyum saptandi ve bu konsorsiyum
konsantrasyonunun 0,75 mL B. subtilis ve 1,25 mL B. halotolerans igermesinin
biyosiirfektan iiretim verimliligini arttirdig1 belirlendi. Uretim ortam1 olarak kullanilan
besiyerinde karbon kaynagi olarak %2 (w/v) glukoz ve ilave azot kaynagi olarak %1 (w/v)

maya Oziiti kullanilmasi yerine %10 (v/v) oraninda silempenin tek karbon ve ilave azot
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kaynagi olarak kullanilabilecegi saptandi. Bunlara ek olarak, silempe-modifiye BH
besiyerinde bu konsorsiyum ile verimli biyosiirfektan iiretimi i¢in kullanilmasi gereken

iz element konsantrasyonun %o1 (v/v) oldugu belirlendi.

Calismamizin devaminda olusturulan konsorsiyum ile farkli fizyolojik sartlarda
biyosiirfektan iiretim verimliliginin arastirilmasi hedeflendi. Bu baglamda, baslangi¢c pH
degerinin, farkli inkiibasyon kosullarinin, farkli sicakliklarin ve farkli inkiibasyon
stirelerinin biyostirfektan liretimini, liretim maliyetini ve {iretim verimliligini dogrudan

etkileyen degiskenlerin belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapildi.

Uretim maliyetinin diisiiriilmesi ve iiretim verimliliginin arttirilmasina ydnelik yiiriitiilen
ilk calisma silempe-modifiye BH besiyerinde konsorsiyumun iiretime baslayacagi pH
degerini bulmaya yonelik yapildi. Bu baglamda, pH 5-10 araliginda degisen ortamlarda
konsorsiyumun biyosiirfektan iiretimi arastirildi. Olusturulan konsorsiyumun, tim pH
degerlerinde biyosiirfektan iirettigi gozlemlenirken, en verimli iretimin pH 7’ye
ayarlanan silempe-modifiye besiyerinde gergeklestigi belirlendi. Bu noktada, ¢calisma
kapsaminda konsorsiyumun silempe-modifiye BH besiyerinin baslangi¢c pH degerinin 7
olmasi literatiirle (Parthipan ve ark., 2017) ortiismektedir. Bununla birlikte, s6z konusu
bu konsorsiyumun pH 5 ve pH 10 araliginda degisen tiim pH degerlerinde biyosiirfektan
direttiginin belirlenmesi 6nemli bir avantajdir. Konsorsiyumun degisen pH degerlerinin
hepsinde biyosiirfektan iiretmesi fakli c¢evresel sartlarda iiretilebilmelerine olanak
saglayacaktir. Ayrica, endistriyel 6l¢ekli biyosiirfektan tliretimlerinde istenmeyen pH
degisimlerinin meydana gelmesinde liretim miktarinin azalma riski diisecektir. Buna ek
olarak pH 7’nin altinda da biyosiirfektan liretiminin devam etmesi, ileride yapilacak
caligmalarla bu Bacillus konsorsiyumuna maya ya da kiif gibi asidik pH’larda yasayan
mikroorganizmalarin dahil edilebilmesine ve bdylece biyosiirfektan tiretim verimliliginin
yaratilacak sinerjik etkiyle daha da attirilmasina olanak saglayacagi baska bir avantaj

yaratmaktadir.

Silempe-modifiye BH besiyerinin baslangi¢c pH degerinin bulunmasindan sonra degisen
inkiibasyon kosullariin biyosiirfektan iiretim verimliligini ve iiretim maliyetini nasil
etkilenecegi arastirildi. Bu baglamda, belirlenen sartlarda hazirlanan konsorsiyum

silempe-modifiye besiyerine ekilerek statik ve 100-175 rpm arasinda galkalamali olmak
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tizere farkli kosullardaki biyosiirfektan iiretim verimliligi degerlendirildi. B. subtilis ve B.
halotolerans konsorsiyumunun biyosiirfektan tiretimi i¢in uygun ¢alkalama hizinin 150
rpm oldugunun belirlenmesinin yan1 sira statik ve 100 rpm ¢alkalama hizlar1 arasinda
onemli bir fark olmadigi ve 150 rpm c¢alkama hizini lizerine ¢ikildiginda tiretimin diistiigi
saptandi. Olusturulan konsorsiyum ile statik sartlarda bile biyosiirfektan iiretilebilmesi
ise bu konsorsiyumun endiistriyel biyosiirfektan iiretiminde avantajli oldugunu gdsterdi.
Buna ek olarak bu calismanin degerlendirilmesinde, ihtiya¢ duyulacak durumlarda

maliyeti diistirmek adina statik {iretimin de tercih edilebilecegi sonucuna varildi.

Biyosiirfektan iiretiminin farkli fizyolojik kosullarda aragtirilmasinda uygun inkiibasyon
kosulunun ve baslangic pH degerinin belirlenmesinin ardindan tiretim sicakliginin
belirlenmesi i¢in ¢alismalar yapildi. Sicakligin mikroorganizmalarin metabolit liretimleri
acisindan 6nemli bir gevresel etken oldugu bilinmektedir (Nayarisseri, Singh ve Singh,
2018). Ozellikle biyosiirfektan iiretimine yonelik yapilan ¢alismalarda uygun sicakhigin
4 °C’den (Trudgeon ve ark., 2020) 60 °C’ye (Elazzazy, Abdelmoneim ve Almaghrabi,
2015) kadar degiskenlik gosterdigi durumlarda kiiltiir sartlarina goére biyosiirfektan
tiretiminin devam ettigi bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda kullanilan konsorsiyumun ise
30 °C’de 0,203 g/50 mL biyosiirfektan {irettigi belirlendi. Arastirilan diger tim
sicakliklarda biyosiirfektan iiretilmesi farkli ¢cevresel sartlarda endiistriyel iiretim icin bir
avantajdir. Bu baglamda, endiistriyel 6l¢ekli tiretimlerde gerekli maliyet hesaplamalar1
yapildiktan sonra iiretim maliyetlerinin digiiriilmesi adma farkli sicakliklarda da

biyosiirfektan tiretimi tercih edilebilir.

Biyosiirfektan iiretiminde olusturdugumuz konsorsiyum ile uygun inkiibasyon
kosulunun, baslangi¢c pH degerinin, sicakligin biyosiirfektan tiretimi tizerindeki etkisinin
belirlenmesinin ardindan son ¢aligsma olan inkiibasyon siiresinin belirlenmesine gegildi.
Biyosiirfektanin sekonder metabolit olarak tiretilmesi (Ibrahim ve ark., 2020) zaman
almaktadir. Ancak bu inkiibasyon siiresinin kisaltilmasi diisiik maliyetli ve yliksek
miktarda biyosiirfektan iiretim siiregleri agisindan avantaj yaratacaktir. Bu baglamda,
inkiibasyon siiresi biyoslirfektan iiretim caligmalarinda onemli bir parametre olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu dogrultuda, konsorsiyumunun 3-14 gilin arasinda
gerceklestirdigi biyosiirfektan iretimleri degerlendirildiginde en uygun giiniin 10. giin

oldugu belirlendi. 10 giin sonunda gravimetrik Olclimler sonucunda elde edilen
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biyosiirfektan miktarmin 0,290 g/50 mL oldugu bulunurken inkiibasyon siiresinin 14
giine ¢ikartilmasinin biyosiirfektan miktarmin azalmasina sebep oldugu ortaya kondu. 3-
10 giin sliren inkiibasyon periyotlarinin hepsinde biyosiirfektan iiretimi
gerceklestirilmesi, endiistriyel iiretim siire¢lerinde zaman tasarrufuna ek olarak maliyetin
diistiriilmesi gibi avantajlara da sahip olacagindan bu bulgunun énemli oldugu belirlendi.
Bu sayede, endiistriyel iireticiler gerekli hesaplamalar1 yaparak 10 giin de elde edecekleri
0,290 g/50 mL tiretim miktar1 yerine 3 giinliik periyotlarla ayn1 siirede yaklasik olarak
0,60 g/50 mL biyosiirfektan iiretimi elde edebilirler.

Uretilen biyosiirfektanin yapisal karakterizasyonu i¢in &nce kolon kromatografisiyle
saflastirma yapildi. Ardindan saf biyosiirfektanm lipopeptit biyosiirfektan ailesinde
bulundugu TLC yontemiyle goriildi. Buna ek olarak, FT-IR ve NMR analizleriyle de
iiretilen biyosiirfektanin lipopeptit yapida siirfaktin oldugu desteklendi.

Biyosiirfektan kararligini  arastirdigimiz  ¢aligmanin  son asamasinda, {Uretilen
biyosiirfektanin tiim pH degerlerinde biiyiik oranda kararliligini korudugu belirlendi. Bu
baglamda, arastirilan pH degerlerinde {lirettigimiz biyosiirfektanin yiiksek kararlilik
gostermesi saglik, deri ve tarim uygulamalarinda kullanilabilmesi i¢in avantajhidir.
Uretilen biyosiirfektanin, arastirilan sicaklik degerlerinde de biiyiik oranda kararliligini
korudugu belirlendi. Bu baglamda, soguk uygulamalar bulunan gida endiistrisi ve sicak
uygulamalar bulunan metal endiistrisinde tirettigimiz bu biyosiirfektanin yiiksek sicaklik
stabilitesi farkli sicakliklarda kullanilabilirligini arttiracaktir. Bunlara ek olarak,
lipopeptit yapidaki biyosiirfektanin tiim NaCl konsantrasyonlarinda kararliligini siirdii gii
saptandi. Ayrica, lipopeptit yapidaki biyosiirfektanin UV’ye maruz birakildiginda
kararliliginda 6nemli bir degisiklik meydana gelmemesi 6zellikle kozmetik endiistrisi

acisindan bir avantaj yaratmaktadir.

Sonu¢ olarak, mayalar, mantarlar ve bakteriler tarafindan iiretilen biyosiirfektanlarin
iiretim maliyetinin yiiksek olmasi sebebiyle ¢esitli endiistrilerde sentetik siirfektanlarin
yerine kullanilamadigi ve bu nedenle iiretim maliyetlerinin diisiiriilmesinin gerektigi
bilinmektedir (de Souza ve ark., 2024). Bu baglamda, calismamizin amaglari
dogrultusunda, oncelikle biyosiirfektan tirettigi belirlenen Bacillus suslart ile ¢esitli

konsorsiyumlar olusturarak biyostlirfektan {iretimine en uygun olan1 secildi.
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Biyosiirfektan iiretimine uygun oldugu belirlenen konsorsiyumu olusturan B. subtilis tek
basina 0,05g/50 mL ve B. halotolerans tek basina 0,019 g/50 mL biyosiirfektan iirettigi
g6z Oniine alindiginda konsorsiyumun 0,098 g/50 mL {iretim verimliligi gostermesi
iretimin neredeyse 2 katina ¢ikmasi agisindan 6nemlidir. Béylece s6z konusu Bacillus
tiirlerinin bir arada kullanilmasinin biyostirfektan iiretimi acisinda sinerjik etki gosterdigi
ve biyosiirfektan {retim silireclerinde bu konsorsiyumun kullanilmasinin avantajl
olabilecegi belirlendi. Bacillus suslari ile olusturdugumuz bu konsorsiyum ile literatiirde
biyosiirfektan liretimine rastlanmadi. Bu baglamda, ¢alismamizin sonuglari biyosiirfektan
tiretim c¢alismalarma katki saglayacaktir. Biyosiirfektan iretimimizde modifiye
besiyerinde gida endiistrisi atig1 olan silempenin, atitk karbon kaynagi olarak
kullanilmasimin yani sira ilave azot kaynagi da olarak kullanilmasi1 hem glukoz hem de
maya Oziitli gibi pahali iki kaynagin besiyerinden ¢ikartilmasini sagladi. Besiyerinde
kullanilacak atik ve atik konsantrasyonun belirlenmesinin ardindan konsorsiyumun 0,75
mL B. subtilis ve 1,25 mL B. halotolerans oranlarini igeren %4 (v/v) ekim oraninin tiretim
verimliligi a¢isindan uygun oldu saptanarak fizyolojik kosullarin iiretim tizerindeki
etkisinin arastirilmasina devam edildi. Fizyolojik kosullar {izerinden yapilan
optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda biyosiirfektan tiretimi 0,290 g/50 mL’ye ¢ikartildi.
Bu noktada, yapilan ¢alismalarla konsorsiyum iiretim verimliliginin glukoz ve maya
Oziitli gibi pahali kaynaklar yerine silempe kullanilarak 3 katina ¢ikartilmasi 6nemli bir
avantaj saglamaktadir. Bu baglamda, biyosiirfektan {iretim verimini artirmak ve iiretim
maliyetini diisirmek i¢in amacladigimiz hedeflere ulasildi. Bunlara ek olarak, calismamiz
kapsaminda uygulanan tiim fizyolojik sartlara ait degiskenlerde biyosiirfektan iiretiminin
gerceklesmesinin endiistriyel olarak da iiretilebilirligi i¢in avantajli oldugu sonucuna
varildi. Bunlara ek olarak, iiretilen lipopeptit yapidaki biyosiirfektanin farkli sicaklik,
NaCl konsantasyonlari, pH ve UV’ye maruz kalma durumlarinda kararliligini korumasi
gida, saglik, petrol, kozmetik ve deterjan endiistrilerinde kullanilabilecegini ortaya
koydu. Calisma kapsaminda biyosiirfektan tiretimi belirlenen B. subtilis ATCC 6633 ve
B. halotolerans NR _115063.1 konsorsiyumunun kullanildig1 benzer bir biyosiirfektan
iretimi calismasma rastlanmamistir. Bu baglamda, bu konsorsiyum ile elde edilen
sonuglar biyosiirfektan {retimi ¢alismalarmma yeni bir alternatif sunarak ileride

yiriitiillecek pek ¢ok yeni caligmaya katki saglayacaktir.
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EKLER

EK 1 - Bacillus suslarimin biyosiirfektan iiretim miktarlari (g/50 mL)

Ort. KW
Bakteriyel Suslar Ort£SS Ortanca

Rank | sonucu*
Bacillus halotolerans 0,0191+0,0001 | 0,0190 42
Bacillus cereus 0,038+0,0005 0,038 v x%=8,599
Bacillus subtilis 0,05+£0,0153 0,0504 10¢ p=0,035
Bacillus subtilis subsp. spizizenii 0,0173+0,0041 | 0,0160 3d

Ort+SS: Ortalama+Standart Sapma.

* Kruskall-Wallis testi sonucu.
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EK 2 — Konsorsiyumlarin biyosiirfektan iiretim miktarlari (g/50mL)

. Ort. KW
Konsorsiyumlar Ort£SS Ortanca
Rank | sonucu*
B. halotolerans-B. cereus 0,023+0,005 0,023 2,172
B. subtilis-B. halotolerans 0,098+0,002 0,098 | 11,00°| »%=10,202
B. subtilis-B. cereus 0,057+0,002 0,056 8,00° | p=0,017
B. halotolerans-B. cereus-B. subtilis | 0,032+0,006 | 0,031 | 4,83¢

Ort£SS: Ortalama+Standart Sapma.

* Kruskall-Wallis testi sonucu.
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EK 3 — Atik karbon kaynaklariyla biyosiirfektan iiretim miktarlari (g/50mL)

Ort. KW
Atik Karbon Kaynagi Ort+SS Ortanca
Rank | sonucu*

Melas 0,0125+0,002 0,126 5,002

x%=7,200
Silempe 0,141+0,006 0,141 | 8,00

p=0,027
PAS 0,023+0,010 0,022 2,00¢

Ort+SS: Ortalama+Standart Sapma.

* Kruskall-Wallis testi sonucu.
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EK 4 — Farkh silempe konsantrasyonlarinda biyosiirfektan iiretim miktarlar

(9/50mL)

ort. KW
Silempe Konsantrasyonu Ort+SS Ortanca

Rank | sonucu*
%2 0,127+0,003 0,128 4,572
%5 0,137+0,002 0,138 8,00P
%10 0,188+0,001 0,188 | 20,00°

x?=19,511
%15 0,167+0,006 0,165 | 17,00¢
p=0,003

%20 0,154+0,003 0,153 | 14,00¢
%25 0,146+0,003 0,147 | 11,007
%30 0,121+0,003 0,122 2,339

Ort£SS: Ortalama+Standart Sapma.

* Kruskall-Wallis testi sonucu.
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EK 5 — Farkh Bacillus oranlariyla biyosiirfektan iiretim miktarlari (g/50mL)

. Ort. KW
Konsorsiyum I¢erigi* Ort+SS Ortanca
Rank | sonucu**
0,25mLBSve 1,75 mL BH 0,167+0,015 0,17 3,172
0,50 mL BS ve 1,50 mL BH 0,188+0,011 0,193 | 15,83°
0,75 mL BSve 1,25 mL BH 0,203+0,004 0,203 | 20,00¢
x%=18,679
1 mL BSvelmL BH 0,184+0,007 0,183 | 15,00¢
p=0,005
1,25 mL BSve 0,75 mL BH 0,173+0,006 0,17 3,83¢
1,50 mL BS ve 0,50 mL BH 0,167+0,010 0,167 | 10,50f
1,75 mL BS ve 0,25 mL BH 0,159+0,009 0,155 8,67¢

Ort+SS: Ortalama+Standart Sapma.

* BS: Bacillus subtilis ve BH: Bacillus halotolerans

** Kruskall-Wallis testi sonucu.
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EK 6 — Farkh iz element konsantrasyonlarinda biyosiirfektan iiretim miktarlar:

(9/50mL)
. Ort. KW
Konsorsiyum I¢erigi Ort+SS Ortanca
Rank | sonucu*
%0 0 0,010,001 0,01 2,002
%0 0,5 0,05+0,003 0,0515 | 5,00°
%o 1 0,203+0,004 0,203 | 20,00¢°
x?=19,303
%0 2 0,135+0,007 0,137 | 15,33¢
p=0,004
%0 3 0,138+0,008 0,136 | 15,67¢
%0 4 0,122+0,003 0,122 | 11,007
%0 5 0,113+0,003 0,112 8,008

Ort£SS: Ortalama+Standart Sapma.

** Kruskall-Wallis testi sonucu.
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EK 7 — Farkh pH degerlerinde biyosiirfektan iiretim miktarlari (g/50mL)

. Oort. KW
Konsorsiyum I¢erigi Ort+SS Ortanca Rank | sonucu*
pH 5 0,176+0,006 0,178 | 11,332
pH 6 0,181+0,008 0,182 | 13,00°
pH 7 0,203+0,004 0,203 | 17,00 | y2=14,975
pH 8 0,171+0,006 0,168 | 8,179 | p=0,010
pH9 0,162+0,009 0,166 4,83¢
pH 10 0,153+0,005 0,155 2,67

Ort£SS: Ortalama+Standart Sapma.

* Kruskall-Wallis testi sonucu.
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EK 8 — Farkh calkalama hizlarinda biyosiirfektan iiretim miktarlari (g/50mL)

. Ort. KW
Konsorsiyum I¢erigi Ort+SS Ortanca
Rank | sonucu*
Statik 0,136+0,010 0,136 2,832
100 rpm 0,146=+0,008 0,145 5,50
x%=12,321
125 rpm 0,173+0,013 0,171 | 10,67°¢
p=0,015
150 rpm 0,203+0,004 0,203 | 14,00¢
175 rpm 0,155+0,013 0,153 7,00¢

Ort£SS: Ortalama+Standart Sapma.

* Kruskall-Wallis testi sonucu.
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EK 9 — Farkh sicakliklarda biyosiirfektan iiretim miktarlar: (g/50mL)

. Ort. KW
Konsorsiyum I¢erigi Ort+SS Ortanca
Rank | sonucu*
25°C 0,155+0,007 0,156 2,118
30°C 0,203+0,004 0,203 | 11,00 | »%=6,667
35°C 0,185+0,009 0,189 7,67¢ | p=0,083
40°C 0,172+0,004 0,173 5,334

Ort+SS: Ortalama+Standart Sapma.

* Kruskall-Wallis testi sonucu.
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EK 10 — Farkl inkiibasyon siirelerinde biyosiirfektan iiretim miktarlari (g/50mL)

. Ort. KW
Konsorsiyum I¢erigi Ort+SS Ortanca
Rank | sonucu*
3 giin 0,19340,02 0,197 4,502
5 giin 0,197+0,028 0,194 4,83P
x%=10,427
7 giin 0,203+0,004 0,203 6,00¢
p=0,034
10 giin 0,290+0,008 0,287 | 14,00¢
14 giin 0,227+0,011 0,231 | 10,67¢

Ort£SS: Ortalama+Standart Sapma.

* Kruskall-Wallis testi sonucu.
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