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Ozet: Bu calismada siit fabrikas: atik sularindan izole edilen farkli mikroorganizmalardan biyosiirfektanlar elde edilmis ve bu
maddelerin antifungal aktiviteleri test edilmistir. Bu amagla Ankara Atatiirk Orman Ciftligi Siit ve Siit Mamulleri Fabrikas1 atik su
orneklerinden bes farkli mikroorganizma izole edilmistir. Sadece {i¢ izolatin biyosiirfektan iirettigi belirlenmistir. Biyosiirfektan
tireten izolatlar, identifikasyon testleri sonucunda Yarrowia lipolytica, Micrococcus luteus ve Burkholderia cepacia olarak
tammlannuglardir. Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia’dan iiretilen ve sirasiyla BS-1, BS-II ve BS-III olarak kodlanmistir. Elde
edilen biyosiirfektanlarin, bitki patojeni olan Fusarim cinsine ait Fusarium avenaceum ATCC 200466, Fusarium graminearum
ATCC 15624, Fusarium inflexun ATCC 32211 ve Fusarium heterosporium ATCC 15625 tiirleri tizerine antifungal etkileri tespit
edilmistir. Tiim biyosiirfektanlarin denenen funguslara kars1 farkl: antifungal aktivite sergiledikleri saptanmustir. BS-III’{in en yiiksek
ve diisiik misel inhibisyon oranlari sirasiyla, % 71 oraninda F. graminearum’da ve % 39 oraninda F. heterosporium’da
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Siit Fabrikas1 Atik Sulari, Biyosiirfektan, Antifungal Etki, Fusarium

Investigation of Antifungal Effects on Plant Pathogen Fusarium species of
Biosurfactants which Produced by Isolated Microorganisms from Milk Factory
Wastewaters

Abstract: In this study, biosurfactants were produced by isolated different microorganisms from milk factory wastewaters and
antifungal activities of these molecules were tested. For this purpose, five different strains were isolated from Ataturk Forest Farm
Milk and Milk Products Factory wastewaters. Only three isolates were determined to produce biosurfactants. As a result of
identification tests, biosurfactants producing isolates were identified as Yarrowia lipolytica, Micrococcus luteus and Burkholderia
cepacia. Biosurfactants produced isolates by Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia were coded as BS-I, BS-II and BS-III,
respectively. The antifungal effects of biosurfactants were determined on plants pathogens, species of Fusarium genus, Fusarium
avenaceum ATCC 200466, Fusarium graminearum ATCC 15624, Fusarium inflexum ATCC 32211 and Fusarium heterosporium
ATCC 15625. Finally, all biosurfactants showed different antifungal activities on tested fungus and it was determined that the
maximum and minimum micel inhibition rates as 71% against F. graminearum and 39 % against F. heterosporium achieved by BS-
III, respectively.

Keywords: Milk Factory Wastewaters, Biosurfactant, Antifungal Effect, Fusarium

Giris

Biyosiirfektanlar,  karbonhidratlari,  hidrokarbonlari, — Pseudomonas aeruginosa  AT10’dan elde edilen
yaglar1 veya bunlarm karisimim karbon kaynagi olarak  ramnolipid; mitkemmel antifungal 6zelligi ile Aspergillus
kullanan  aerobik  mikroorganizmalar  tarafindan  niger (16 mg/mL), Chaetonium

iiretilmektedir (Uysal ve Tiirkman, 2004).  globosum, Penicillium crysogenum, Aureobasidium
Biyosiirfektanlar, kimyasal olarak hazirlanan  pullulans (32 mg/mL) funguslarina ayrica Botrytis
siirfektanlara  alternatiftirler. ~ Yapisal ~ farkhiliklar1 ~ cinerea ve Rhizoctonia solani (18 mg/mL) bitki

(glikolipidler, lipopeptidler, yag asitleri gibi), biyolojik
olarak pargalanabilmelerinden dolayr bu molekiiller
yaygin bir sekilde kozmetikte, ilag, gida sanayinde
emiilsifiyer, 1slatici-nemlendirici, koruyucu madde ve
deterjan olarak kullanilmaktadirlar (Makkar ve Cameotra,
2002). Bu tiir biyolojik temelli siirfektanlarin avantajlari,

biyolojik olarak dogaya uyumluluk ve sentetik
stirfektanlara gore toksisitelerinin  diigilk olmasidir
(Kosaric, 1992). Antibakteriyal, antifungal, antiviral

ajanlar olmalarimin yanmi sira major immunomodulator
molekiiller, anti - adhesive ajanlar olarak as1 ve gen
terapilerinde kullanilma potansiyeline sahiptirler.

*y.fadime @ gmail.com

patojenlerine karsi inhibitor aktivite

gostermistir. Sophorolipidler ve ramnolipidlerin bitki ve
tohum patojeni funguslara kars1 etkili antifungal ajanlar
oldugu ifade edilmistir. 200 mg/L ramnolipid ve 500
mg/L sophorolipid Phytophthora sp. ve Pythium sp.’nin
miselyum gelisimini % 80 oraninda inhibe etmislerdir
(Muthusamy vd., 2008).

Bu caligsmada siit fabrikas1 atik sularindan izole edilen
farkli mikroorganizmalardan biyosiirfektanlar elde edildi
ve bu maddelerin bitki patojeni Fusarium cinsine ait dort
tiire kars1 antifungal aktiviteleri test edilmistir.
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Materyal ve Metot

Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Ankara Atatirk Orman Ciftligi Siit ve Siit Mamulleri
Fabrikas1 atig1 ile kontamine olmus istasyondan alinan su
orneklerinden yayma kiiltiir yontemiyle Mueller Hinton
Agar besiyerine ekim yapilmistir (Karahan vd., 2002).
Petri kutulann 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda saf kiiltiirleri elde edilen
izolatlarin koloni morfolojileri ve mikroskobik ozellikleri
incelenerek, biyosiirfektan iiretebilme  yetenekleri
belirlenmistir. Biyosiirfektan iiretebilen izolatlarin tani
testlerine  gecilmistir. Izolatlarin  6n  ayrimu  igin
gergeklestirilen (hareket, IMViC, hemoliz, katalaz, gram
boyama gibi) analizlerden (Chandrasekaran ve
Venkatesalu, 2004; Collobert vd., 1995; Doddamani ve
Ninnekar, 2001; Kesenkas ve Akbulut, 2006) sonra tiir
diizeyinde tan1 BD BBL Crystal Enteric/Nonfermenter ID
System Kkitleri, A.P.I kiti ve VITEK 2 cihazi1 (Biomerieux)
ile yapilmustir. Tan ¢aligmalar1 sonrasinda biyosiirfektan
treten izolatlar, Burkholderia cepacia, Micrococcus
luteus ve Yarrowia lipolytica olarak tamimlanmigtir. Stok
bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi amaci ile
mikroorganizmalar yatik Mueller Hinton Agar besiyerine
ekilerek 48 saat siireyle iiretilip, bu siire sonunda daha
sonraki ¢alismalarda kullamlmak iizere +4°C’de
saklanmistir.

Biyosiirfektan Uretimi i¢in Besiyerinin Hazirlanmast
Mikroorganizma iiretimi i¢in temel besiyeri Mineral Salt
Medium (MSM) besiyeri (g/L olarak; NaNO; 4.0; NaCl
1.0, KClI 1.0; CaCl,.2H,0 0.1; KH,PO, 3.0,
Na,HPO,4.12H,0 3.0; MgSO, 0.2; FeSO,.7H,0 0.001;
FeCl;.6H,0 0.008; ZnSO,.7H,0 0.75; CoCl,.6H,O 0.08;
CuS0O,4.5H,0 0.075; MnSO,.H,O 0.75; H;BO; 0.15;
Na,Mo00,4.2H,0 0.05) kullanilmistir. Besiyerinin pH
degeri 6.8 olarak ayarlanmistir (Zhang vd., 2005).

Mikroorganizmalarin Uretilmesi

Daha once hazirlanan stok kiiltiirleri kullanilarak
mikroorganizmalar steril MSM besiyerine aktarilmistir.
Bu amacla tiim izolatlardan Mc Farland 2 (%1°lik H,SO4
cozeltisinden 9.8 ml + %1°lik BaCl, ¢ozeltisinden 0.2 ml)
bulaniklik tiipiine esdeger bulaniklikta steril serum
fizyolojik (% 0.9 NaCl) ilave edilerek homojen bakteri
siispansiyonlar1  hazirlanmigtir. ~ Steril kosullarda bu
siispansiyondan MSM besiyerlerine % 5 oraninda bakteri
ekimi yapilmigtir. inkiibasyon, 35°C’de 10 giin siire ile

150 rpm dongiisel calkalama hizinda calkalamali
inkiibatorde (Heidolph Ins., Unimax 1010)
gerceklestirilmistir.

Kiiltiirlerde Biyosiirfektan Varligimin Saptanmas:

Mikroorganizma kiiltiirlerinde biyosiirfektan {iretiminin
belirlenmesi i¢in drop-collapse yontemi kullanilmigtir
(Bodour ve Miller-Maier, 1998). Bu yontem icin 96
kuyucuga (microwell plate) sahip bir platform
kullanilmistir. Kuyucuklar ilk olarak 7 pl mineral yag ile
kaplanmistir. Uretimi tamamlanan kiiltiirler 10000 rpm’de
20 dakika siireyle santrifiijlenmistir. ~ Siipernatant
ayrilarak, 0,45 pm gozenek capli steril filtreden
(Millipore) gecirilmistir. Kontrol sivist olarak steril su ve
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ekim yapilmamig besiyeri kullanilmistir. Su ve
filtratlardan alinan 25 pl’lik ornekler 45°C’lik ag¢1 ile
kuyucuklara  damlatilmistir.  Yag ile  kaplanmus
kuyucuklarda damlalarin ¢okme, yayilma veya stabil
kalmalaria gore biyostirfektan varligt belirlenmistir.

Kiiltiirlerde Biyosiirfektan Miktarimin Olgiilmesi
Kiiltiirlerde biyosiirfektan miktar1 fenol siilfiirik asit
yontemi ile belirlenmistir (Saha ve Brewer, 1994). Bu
amagla 1.0 ml 6rnek, 1.0 ml fenol (% 5) ve 3.0 ml H,SO,
(% 98) vorteks yardim ile homojen bir sekilde
karistirilmistir.  Olusan renkli (sari-turuncu) bilesigin
absorbansi spektrofotometrede (Iymen SP 2000 UV) 480
nm dalga boyunda Olciilmiistiir. Standart L-ramnoz
cozeltileri  (0.1-1.0g/L)  kullanilarak elde edilen
kalibrasyon egrisi, biyosiirfektan madde miktarinin
belirlenmesinde kullanilmustir.

Biyosiirfektan Eldesi

Kiiltiir ortamindan biyosiirfektanin ayristirtlmas: i¢in,
kiiltirler 5000 rpm’de 20 dakika siire ile
santrifijjlenmistir.  Biyosiirfektan presipitasyonu icin

santrifiijleme sonrasinda elde edilen siipernatanta, pH’1
2.0 olana dek 6 N H,SO, ilave edilmistir. Cokelti

kloroform/metanol (1:1, v/v) karistmi ile ekstrakte
edilmistir.  Evaporator ile c¢oziciinin  ortamdan
uzaklagtirllmas1  saglanarak, elde edilen ekstrakt

toplanmistir ve daha sonraki calismalarda kullanilmak
iizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

Antifungal Aktivitenin Belirlenmesi

Biyosiirfektanlarin antifungal aktivitelerini belirlemek
icin disk difiizyon metodu kullamilmistir. Elde edilen
biyosiirfektanlarin, bitki patojeni funguslara karsi
antifungal aktivitelerini belirlemek icin Ankara Tarim il
Miidiirligi’nden temin edilen Fusarium avenaceum
ATCC 200466, Fusarium graminearum ATCC 15624,
Fusarium  inflexum ATCC 32211 ve Fusarium
heterosporium ATCC 15625 kullanilmstir. Antifungal
calisma kapsaminda biyosiirfektanlarin, Potato Dekstroz
Agar ortaminda gelistirilen bitki patojeni funguslarin
misel gelisimlerine karsi etkileri belirlenmistir. Bu amacla
kloroform igerisinde ¢oziinen BS-I, BS-II ve BS-III
ornekleri Potato Dekstroz Agar ortamina (%5) ilave
edilmistir. Kontrol gruplar1 ise biyosiirfektan eklenmemis
besiyerlerinde test edilmistir. 7 giinliik kiiltiirlerden 5 mm
genisliginde kesilen diskler her petri kutusuna ayr ayri
ters ¢evrilerek yerlestirilmis ve 28°C’de 7 giin
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda
koloni ¢ap1 Olciilerek misel inhibisyonu yiizde olarak
hesaplanmustir (Ozcan vd., 2003). Her uygulamanin ii¢
tekrar1 da aym sekilde siirdiiriilmiis ve standart sapma
degerleri belirlenmistir.

Bulgular

Izolasyon sonrasinda bes farkli koloni tipi ayirt edilmistir.
Kolonilerden alinan oOrneklerden, saf kiiltiirler elde
edilerek drop-collapse yontemiyle biyosiirfektan tiretme
yetenekleri  belirlenmistir.  Biyosiirfektan  varliginin
saptanmast icin MSM besiyerinde iiretilen bes farkli
mikroorganizma kiiltiirlerine ait siipernatantlar, su ve
ekim yapilmamis besiyeri Ornekleri, mineral yag ile
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kaplanmis microwell plate icerisindeki kuyucuklara
enjekte edilmistir. Su, ekim yapilmamus besiyeri ornekleri
ve iki ayrnn  mikroorganizma  Kkiiltiirlerine  ait
stipernatantlarin boncuk seklini aldig, diger ii¢ izolata ait
kiiltiir  orneklerinde ise kuyucuklardaki damlalarin
yayildigi gozlenmistir. Damlalarin yayilmasi
biyosiirfektan varligim gostermektedir. Biyosiirfektan
liretiminin saptanmasi sonrasinda Y. lipolytica, M. luteus
ve B. cepacia tarafindan iiretilen biyosiirfektan maddeler
sirast ile BS-I, BS-II ve BS-III olarak kodlanmistir.
Biyosiirfektan iiretebilen izolatlarin identifikasyonlar1
sonrasinda iki izolat bakteri olup Burkholderia cepacia,
Micrococcus luteus olarak tammlanmislardir. Uciincii
izolat ise 25 °C’de Sabouraud Dekstroz Agar besiyerinde
beyaz, mat sekilde koloniler olusturan ve {ireaz
reaksiyonu pozitif bir maya tiirii olan Yarrowia lipolytica
olarak tanimlanmustir.

Cizelge 1. Biyosiirfektan iiretebilen B. cepacia ve M.

luteus’un biyokimyasal ozelikleri (B: Beyaz, S: Sari)

M. luteus B. cepacia

Hiicre morfolojisi Kok Cubuk
Koloni tipi S S

Gram Reaksiyon + -

Oksidaz + +

42°C’de iireme + +/-

H,S - -

Pigment S B

Laktoz - +/-

Indol - -

MSM besiyerinde Y. lipolytica, M. luteus ve B. cepacia
tarafindan {iiretilen biyosiirfektan miktarlar1 ise sirasi ile
728, 827 ve 656 mg/L olarak bulunmustur. En fazla
biyosiirfektant, M. luteus’un iirettigi belirlenmistir.

% 5 oraninda uygulanan biyosiirfektanlar varliginda
Fusarium cinsine ait dort tlirin misel gelisim oranlar
hesaplanmistir. Elde edilen biyosiirfektanlarin  bitki
patojeni funguslarin misel gelisimlerine etkileri Sekil 1, 2,
3 ve 4’de goriilmektedir. Y. lipolytica tarafindan iiretilen
BS-I varliginda, en fazla misel gelisimi % 67 oraninda F.
heterosporium’da, en az misel gelisimi % 42 oraninda F.
avenaceum’da belirlenmistir. M. luteus tarafindan iiretilen
BS-II varliginda, en fazla misel gelisimi F. inflexum’da %
50 oraninda, en az misel gelisimi ise F. avenaceum’da %
40 oraninda hesaplanmustir. B. cepacia tarafindan iiretilen
BS-III varliginda ise en fazla misel gelisimi % 61
oraninda F. heterosporium’da, en az misel gelisimi de F.
graminearum’da % 29 olarak belirlenmigtir. Ancak BS-
IIl’tin varh@inda F. heterosporium’un % 61 oraninda
miseller gelisirken, misel yogunlugunun azaldig
goriilmiigtiir. Tim test mikroorganizmalarina karsi
yapilan antifungal aktivite deneyleri {i¢ paralel
calistlmistir ve Cizelge 2°de standart sapma degerleri
verilmistir.

Cizelge 2. BS-I, BS-1I ve BS-11I varliginda bitki patojeni funguslarin ortalama % misel gelisim oranlart

F. heterosporium F. inflexum F. avenaceum F. graminearum
BS-1 67+5.3 47+ 3.2 42+2.0 50+ 2.6
BS-II 44+3.0 50+ 4.0 40+ 2.6 42+2.0
BS-III 61£2.6 51 1.7 46+ 3.0 29+ 2.0
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Sekil 1. Izolatlara ait biyosiirfektanlarin Fusarium heterosporium’un misel gelisimi iizerine etkileri; a. kontrol, b. BS-I,
c¢. BS-1I, d. BS-II1

Sekil 2. Izolatlara ait biyosiirfektanlarin Fusarium inflexum’un misel gelisimi iizerine etkileri; a. kontrol, b. BS-I, c. BS-
1I, d. BS-1II
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Sekil 3. Izolatlara ait biyosiirfektanlarin Fusarium graminearum’un misel gelisimi iizerine etkileri; a. kontrol, b. BS-I,

c. BS-1I, d. BS-1I1

Sekil 4. Izolatlara ait biyosiirfektanlarin Fusarium avenaceum’un misel geligimi iizerine etkileri; a. kontrol, b. BS-I, c.

BS-II, d. BS-111
Tartisma ve Sonug

Siit  fabrikas1  attk  sularindan  mikroorganizma
izolasyonunu, biyosiirfektan iiretimini ve elde edilen
biyosiirfektanlarin  antifungal  etkilerini  belirlemeyi
amacglayan bu calismada, BS-I, BS-II ve BS-III’iin
Fusarium cinsine ait dort bitki patojeni tiire karsi

antifungal etkileri belirlenmigtir. Ayrica yaptigimiz
calismada elde ettigimiz biyosiirfektanlar, —miktar
bakimindan  literatirde  yer  alan  calismalarla

kiyasalanabilir durumdadir. Sonu¢ olarak sadece yurt
disindan temin edilebilen biyosiirfektan maddelerin
Tiirkiye’de {retilebilecek olmasi bu c¢alismanin ticari
uygulanabilirligini de arttirmistir. Kahyaoglu ve Konar’in

(2006) yaptig1 calismada Pseudomonas aeruginosa DSM
50071 susu ile besiortami olarak seker fabrikasi atik
maddesi olan % 5’lik melas kullamilmistir. 72 saatlik
inkiibasyon sonrasinda 0,78 g/L ramnolipid elde edildigi
gozlenmigtir. Patel ve Desai’nin (1997), karbon kaynagi
olarak melas ve musir likoriinii kullandiklari ¢aligmada;
Pseudomonas aeruginosa GS3 Kkiiltiirlerinde 0,25 g/L
ramnolipid elde ettiklerini bildirmislerdir.

Fusarium cinsine ait tiirler, toprakta ve bitkide bulunan
filament6z funguslardir. Bu mikroorganizmalarin dogal
ortami1 piring, fasulye ve diger ekinlerdir. Genel
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kontaminant ve bitki patojeni olarak bilinmekle beraber,
Fusarium spp. insanlarda da cesitli enfeksiyonlara neden
olmaktadir (Aric1 ve Kog, 2008). Y. lipolytica tarafindan
tiretilen BS-1I, F. heterosporium’un misel gelisimini % 33,
F. inflexum’da % 53, F. avenaceum’da % 58 ve F.
graminearum’da % 50 oraninda inhibe etmistir. M. luteus
tarafindan  iiretilen BS-II misel gelisimini F.
heterosporium’da % 56, F. inflexum’da % 50, F.
avenaceum’da % 60 ve F. graminearum’da % 58
oraninda engellemistir. B. cepacia tarafindan iiretilen BS-
IIl'tin de misel gelismini inhibe edici etkisi F.
heterosporium’da % 39, F. inflexum’da % 49, F.
avenaceum’da % 54 ve F. graminearum’da % 71 olarak
Olctilmiistiir.

Benincasa vd., (2004) tarafindan, petrolle kontamine
olmus topraktan izole edilen Pseudomonas aeruginosa
LBI'nin iirettigi ramnolipid, bitki patojeni fungal tiirler
Penicillium,  Alternaria, Gliocadium  virens  ve
Chaetonium globosum i¢in 32 mg/L konsantrasyonlarinda
uygulanmis ve 1iyi bir antifungal aktivite sergiledigi
belirtilmistir.

Literatiirde biyosiirfektanlarin antifungal etki
mekanizmalarina dair bilgiler de bulunmaktadir. Bacillus
subtilis’ten elde edilen utirinin, maya hiicrelerinin
membran yapisti  ve morfolojilerini  etkileyerek
antifungal aktivite sergiledigi belirtilmistir. Utirin hiicre
duvarini gegip, membran icindeki partikiilleri toplayarak,
olusturdugu kiiciik kesecikler ile plazma membranini
bozar ve hatta cekirdek zar1 ve muhtemelen stoplazmik
organellerle etkilesime gecer. Diger bir biyosiirfektan
olan surfaktinin membran gecirgenlik mekanizmasi,
lipopeptidlerin hemolitik ve antibiyotik etkisi ile hiicre
membraninda por olusumuna neden olmast ile
aciklanmistir.  Bu durumda muhtemelen surfaktinin
fosfolipidler ile etkilesim halinde oldugu bolgelerde
membran bariyer Ozelliklerinin hasara ugradigi one
siirlilmiistir ~ (Kosaric, 1992).  Biyosiirfektanlarin
deterjanlar gibi hiicre membran gecirgenligi iizerinde
toksik etki gosterdigi kabul edilmektedir (Thanomsub vd.,
2007). Biyosiirfektanlar, tarimsal alanlarda giibre ve
pestisidlerin esit dagiliminda, hidrokarbon yapidaki
organik kimyasallarin ¢6ziinmesinde ve topraktaki agir

metallerin  hidrofilizasyonda  kullanilmakla  birlikte
pestisidlerin giderilmesinde (Banat vd., 2000) ve bitki
patojenlerine kars1 biyofungusid olarak da

kullanilmaktadirlar. Misir ve diger bitki patojenlerinin
kontroliinde ramnolipid, zoosporik bitki patojenlerine
kars1 (Pythium, Phytophthora, Plasmopara) litik aktivite
sergileyerek membran biitiinligiinii bozmaktadir (Banat
vd., 2000; Stanghellini ve Miller, 1997). Sonu¢ olarak
elde ettigimiz biyosiirfektanlarin antifungal etkileri
dikkate alinacak olursa biyokontrol amach
kullanilabilmelerinin miimkiin olacagi kanisindayiz.
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