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Waste frying oil, Waste materials, when released into the environment, cause harm to the environment by
E. coli, interacting with organic compounds, mineral substances or organisms in their
S. aureus, environment. Frying oils, one of the domestic liquid wastes, also cause great
Biofilm environmental problems due to their unconscious use in the environment we live in.

However, these wastes have alternative usage areas (Biotechnology, microbiology,
biochemistry, etc.). With this study, domestic waste frying oil will be evaluated and
used as an economically cost-effective nutrient medium and will have less negative
impact on the environment. Biofilms are recognized as the dominant form of growth in
the environmental life cycle of bacteria. Most bacteria usually live in a biofilm in their
natural environment. In this study, biofilm formation using different bacterial species
(E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC BAA-1026)) in domestic waste frying oil
environment, at different ventilation conditions (0, 100, 200 rpm) and 37 °C, bacterial
cell count [log kob / ml] and cell density (ODegg) Were examined. The highest biofilm
formation at 100 rpm was observed in E. coli (0.737) in the domestic waste oil
environment. The highest cell difference in bacterial cell count was found in E. coli
(2.23 x 108 log kob/ml) at 100 rpm. However, the highest cell density difference in the
domestic waste oil environment was detected in S. aureus (0.183) at 200 rpm.
According to the results of this study, it is thought that domestic waste frying oil may be
a suitable nutrient medium for some bacteria and affect biofilm formation and cell
density.

Escherichia coli ve Staphylococcus aureus’ un Evsel Atik Kizartma Yag
Ortaminda Biyofilm Olusumu, Bakteri Hiicre Sayimi ve Hiicre Yogunlugu

Anahtar Kelimeler: Ozet

Atik Yag, Atik maddeler, ¢evreye birakildiklarinda bulunduklari ortamdaki organik bilesiklerle,
E. coli, mineral maddelerle veya organizmalarla etkilesime girerek gevreye zarar vermektedir.
S. aureus, Evsel sivi atiklardan biri olan kizartma yaglar1 da yasadigimiz ¢evrede bilingsiz bir
Biyofilm sekilde kullanilmasindan dolay1 biiyiik bir ¢evresel problemlere neden olmaktadir.

Bununla birlikte bu atiklarin alternatif kullanim alanlar1 (Biyoteknoloji, mikrobiyoloji,
biyokimya vb.) bulunmaktadir. Bu ¢aligsma ile evsel atik kizartma yagi ekonomik olarak
uygun maliyetli bir besin ortami olarak kullanilacak ve gevreye daha az olumsuz etkisi
olacaktir. Biyofilmler, bakterilerin ¢evresel yasam dongiisiinde bilyiimenin baskin
formu olarak taninmaktadir. Bakterilerin cogu genellikle dogal ortamlarinda bir
biyofilm iginde yasamaktadir. Bu caligmada farkli bakteri tiirleri (E. coli (ATCC
25922), S. aureus (ATCC BAA-1026)) kullanilarak evsel atik kizartma yag ortaminda,
farkli havalandirma kosullarinda (0, 100, 200 rpm) ve 37 °C’ de biyofilm olusumu,
bakteri hiicre sayimi [log kob/ml]ve hiicre yogunlugu (ODego) incelenmistir. Evsel atik
yag ortaminda 100 rpm’ de en yiiksek biyofilm olusumu E. coli’ de (0,737)
gozlenmistir. Bakteri hiicre sayiminda en yiiksek hiicre farki 100 rpm’ de E. coli’ de
(2,23x108 log kob/ml) bulunmustur. Bununla birlikte evsel atik yag ortaminda en
yiiksek hiicre yogunluk farki 200 rpm’ de S. aureus’ da (0,183) tespit edilmistir. Bu
¢alismanin sonuglarina gore evsel atik kizartma yaginin bazi bakteriler i¢in uygun bir
besi ortami olabilecegi, biyofilm olusumunu ve hiicre yogunlugunu etkileyebilecegi
diistinilmektedir.
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1 GIRIS

Diinyada yaklasik olarak yilda 20 milyon ton yag, kizartma amagli kullanilmaktadir. Bu yaglarin yonetimi suyu
ve topragi kirletmesi ve kanalizasyon sistemlerini titkamasi gibi problemler yiiziinden sorun olmaktadir. Ayrica
her iilkede olusan yemeklik atik kizartma yagmin miktar: bitkisel yag kullanimina bagl olarak degismektedir
[1]. Tiirkiye’de yilda yaklagik 1.5 milyon ton sivi yag tiiketilirken bunun ancak yaklagik 350 bin tonu atik haline
doniismektedir. Bu rakamlar dikkate alindiginda 175 milyon dolarlik atik yag pazarinin oldugu diistiniilmektedir
[2]. Atik kizartma yaglar1 (WFO), diisiik maliyetleri ve yiiksek bulunabilir olmasi nedeniyle biyodizel tiretiminde
de dnemli bir alternatif olarak kabul edilmektedir [3]. Bu yaglar yiiksek enerji kaynaklart ve biyolojik yiizey
aktif maddeler olarak mikrobiyal biiytimede kullanilabilmekte ve bdylece bu atiklar geri doniistiiriilebilmektedir
[4]. Atk yaglar, yiizey aktif maddeler olarak islev goren, 1s1 ve kiitle transfer hizlarin1 degistiren ugucu ve ugucu
olmayan triinlerin olusumu ile sonuglanan, 1siya, oksijene ve suya maruz birakma yoluyla bozunmaktadir [5].
Kizartma sirasinda yaglarin 1sitilmasi; peroksit dahil olmak tizere pek ¢ok toksik kimyasallarin olusumuna neden
olmaktadir. Aym zamanda yiyeceklerin bilesimi, miktar1 ve yag tipi, 1sil dayanikliligi gibi bir¢ok etmen yag
kalitesini etkilemektedir. Bu nedenle, geleneksel ve fast-food restoranlarinda tiiketilen yemeklik yaglarin
kalitesinin kontrol edilmesi esastir [6]. Mikroorganizmalar dogada, bagimsiz formlardan ziyade biyofilm
formlar1 seklinde bulunmaktadir. Biyofilm; mikroorganizmalarin, genellikle ¢evresel stres kosullarina karst
olusturdugu koloni toplulugudur. Stres faktorleri; hiicrelerin immiin yanitlarini, ortamda var olan antimikrobiyal
bilesikler, sicaklik, pH, tuz konsantrasyonu, organik ve inorganik besinler olmak {izere birgok biyotik ve abiyotik
faktorlerden meydana gelir [7]. Mikrobiyal biyofilmler kalici tibbi cihazlarda kolayca olusmakta ve etkili bir
tedavi yontemi bulunmadiginda kontrolii zor olan hastaliklara neden olmaktadir [8]. Mikroorganizmalar uygun
kosullar olustugunda, canli hiicreler veya cansiz yapilar iizerine yapigsarak kendi {rettikleri EPS
(ekzopolisakkarit) iginde boliiniip gogalarak biyofilm olusturabilmektedir. Biyofilm iginde biiyiiyen bakteriyel
patojenler, bir¢ok antibiyotie ve bagisiklik sistemine direnglidir. Biyofilm olusumu, konak canlhda
antimikrobiyal maddelere olan direnci arttirmasiyla birlikte iltihabi reaksiyonlar1 tetikleyerek kronik
inflamasyona bagli olarak kalici enfeksiyonlara neden olabilmektedir [9]. E. coli hem insanlar hem de
hayvanlarda sik goriilen bakteriyel gastro-intestinal enfeksiyonlara neden olan bir bakteridir. Bu bakteriler,
spesifik virillans faktorlerinin varhigina gore enterotoksijenik, enteropatojenik, gibi spesifik patotiplere
smiflandirilmaktadir [10]. E. coli, ¢ubuk seklinde, fakiiltatif anaerobik, Gram (-) bir bakteridir. Zararsiz olan
suslar bagirsaklarin normal florasinin bir parcasidir ve konakgilarina K vitamini tireterek ve bagirsakta patojenik
bakteri olusumunu 6nleyerek yarar saglamaktadir [11]. S. aureus, 1-2 pm ¢apina sahip, kok seklinde, Gram (+),
klinik 6neme sahip olan 6nemli bir patojen bakteridir. Bazi suslardan &zellikle oksasiline direngli suslar
nedeniyle hem insanlar hem de hayvanlar i¢in kiiresel bir tehdit olusturmaktadir [7]. Ayrica S. aureus, stafilokok
toksini ile kontamine olmus gida tiiketilmesinin bir sonucu olarak diinya genelinde siklikla hastaliklara neden
olan gida kaynakli patojenlerin baginda gelmektedir. S. aureus, enterotoksinleri iiretebilme 6zelligine sahiptir
[12].

2 MATERYAL ve METOD
2.1. Calismada kullanilan bakteriler
E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC BAA-1026)

2.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Nutrient Broth, Nutrient Agar (Lab M), KCI (Carlo Erba), Kristal viyole, NaCl, Na;HPO4, KH,PO4 (Merck),
Ethanol (Riedel de Haen), Asetik asit (Sigma Aldrich).

2.3. Metot

Bakteriler (E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC BAA-1026) NB besiyerinde, 37 °C’ de, gece boyu 0, 100 ve
200 rpm c¢alkalamali kosullarda iiretildiler. Kiiltiirlerden 50 pl alinarak 5 ml 6rnek PBS (Phosphate Buffer
Saline) +% 10 Evsel atik yag olan tiiplere eklenmistir. Tiip diliisyon yontemi ile besi ortamina bakteri ekimi
yapilarak 0. ve 24. saatlerdeki hiicre yogunlugu (ODsoo), bakteri hiicre saymmu [log kob/ml] ve biyofilm olusum
aktivitesi aragtirilmigtir. Biyofilm yontemi Adamus-Bialek ve ark. 2015°te yaptig1 ¢alisma modifiye edilerek
uygulanmistir [13]. Bulunan degerler ODs7o nm’ de okunarak hesaplanmustir [14-17]. Evsel atik kizartma yagi,
partikiilleri filtrelendikten sonra otoklav edilerek kullanilmistir.
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3 BULGULAR

BUFBD 3-2,2020

Bu calisma kapsaminda kontrol grubu olarak Phosphate buffer saline (PBS) kullanilmistir. 24 saat sonunda
bakteri hiicre yogunlugunda en yiiksek deger PBS statik ortamda 0,038 (E. coli); PBS + atik yag ortaminda 0,224
(E. coli, 200rpm) olarak bulunmustur (Sekil 1). 24 saat sonunda en yiiksek bakteri hiicre sayimi PBS ortaminda
3,07x 108 log kob/ml (E. coli, 200 rpm); PBS+ atik yag ortanminda 2,27 x 102 log kob/ml (E. coli, 100 rpm)
bulunmustur (Sekil 2). S. aureus’ ta ise en yiiksek PBS statik ortaminda 4,66 x 108 log kob/ml; PBS + atik yag
ortaminda (100 rpm) 2,14 x 108 log kob/ml olarak bulunmustur (Sekil 3). Biyofilm olusumunda PBS statikte en
yiiksek deger 0,147 (E. coli); atik yag ortaminda 0,109 (S. aureus) bulunmustur. 100 rpm’ de E. coli’ de en
yiiksek deger PBS ortaminda 0,131; PBS +atik yag ortaminda 0,737 bulunmustur. 200 rpm’ de S. aureus’ da en

yiiksek deger PBS ortaminda 0,145; atik yag ortaminda ise 0,320 bulunmustur (Sekil 4).
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Sekil 1. Bakterilerde PBS ve PBS + atik yag ortaminda 24. saatteki hiicre yogunlugu.
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Sekil 2. E. coli’ nin PBS ve PBS + atik yag ortaminda bakteri hiicre sayimi [log kob/ml].
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Sekil 3. S. aureus’ un PBS ve PBS + atik yag ortaminda bakteri hiicre sayimi [log kob/ml].
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Sekil 4. E. coli ve S. aureus’ un PBS ve PBS+ atik yag ortaminda biyofilm olusumu.

4 SONUCLAR

Biyofilmler, mikroorganizmalar (6r; P. aeruginosa, P. fluorescens, S. aureus, E. faecalis, vb.) i¢in koruyucu bir
kalkandir. Stres kosullarma adapte olabilmek, hiicreler arasi iletisimi saglamak, adezyon ve kolonizasyon
meydana getirmek amaciyla biyofilm olusturmaktadirlar. Bu g¢alisma ile kimyasallara bagli besi ortamu
kullanmak yerine ekonomik yonden daha uygun evsel atik yagi gibi organik atiklari tercih ederek biyokimyasal
calismalara devam edilebilecegi ve bu dogal atiklar ile birlikte biyofilm olusumuna etkisinin detayli olarak
arastirilabilecegi disiiniilmektedir. Literatiirde yapilan ¢aligmalara bakildiginda biiyiik ¢ogunlukla biyodizel
iiretimine agirlik verilmistir. Bizim yaptigimiz calismaya benzer g¢aligsmalara literatiirde rastlanmadigindan
kargilagtirmali olarak tartisgmak miimkiin olmamistir. Budan dolayr c¢aligmamiz tamamen orjinaldir ve
gelecekteki caligmalar igin yol gosterici olacagina inantyoruz.
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