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Abstract

Surfactants are amphiphilic compounds known as surface-active agents. Due to this property, they accumulate at
the interfaces of different phases and reduce the surface tension between these phases, facilitating their mixing and
the formation of emulsions. Consequently, surfactants have widespread applications in detergents and cleaning
products, the food industry, cosmetics and personal care products, the oil and gas industry, as well as in medicine
and pharmaceuticals. However, these synthetic surfactants, which are chemically synthesized, have certain adverse
effects on both the environment and human health. Therefore, biosurfactants, which are naturally synthesized by
bacteria, fungi, and other microorganisms, have gained significant importance as alternatives to synthetic
surfactants. Eco-friendly biosurfactants offer several advantages, including low toxicity, biodegradability, high
biocompatibility, sustainable production, and stability under various conditions. Additionally, their diversity
makes them a promising group of compounds for a wide range of industrial and biotechnological applications.
This study aims to investigate the biosurfactant production potential of the Aeromonas caviae LipT51 strain.
Biosurfactants are increasingly attracting interest in biotechnology due to their advantages, such as low toxicity,
biodegradability, and environmental compatibility. In this study, 4. caviae LipT51 was cultured in a medium
containing olive oil to induce biosurfactant production. The presence of biosurfactant production was confirmed
through various tests, including the Parafilm M test, oil spreading test, emulsification index (E24) measurement,
CTAB agar method, hemolytic activity test, foam formation test, and phenol-sulfuric acid method. The results
demonstrated that the produced biosurfactant exhibited surface-active properties, possessed emulsification
capacity, and showed potential for biotechnological applications, including hydrocarbon bioremediation and
antimicrobial activity.
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Aeromonas caviae ile Biyosiirfaktan Uretimi
Ozet

Stirfaktanlar, yiizey aktif maddeler olarak bilinen amfifilik bilesiklerdir. Bu 6zellikleriyle farkli fazlar arasindaki
yiizeylerde birikir ve bu fazlar arasindaki yiizey gerilimini azaltarak bunlarin daha kolay karigmasini ve emiilsiyon
olusumunu saglar. Bu sayede siirfaktanlar deterjan ve temizlik iirtinleri, gida endiistrisi, kozmetik ve kigisel bakim
tiriinleri, petrol ve gaz endiistrisi, tip ve ila¢ endiistrisinde genis kullanim alanlarina sahiptir. Ancak, kimyasal
olarak sentezlenen bu sentetik siirfaktanlar gevresel ve saglik agisindan bazi olumsuz etkilere sahiplerdir. Bu
yiizden, siirfaktanlara alternatif olarak genellikle bakteriler, mantarlar ve diger mikroorganizmalar tarafindan dogal
olarak sentezlenen biyosiirfaktanlar biiyilk 6nem kazanmistir. Cevre dostu biyosiirfaktanlar diisiik toksisite,
biyolojik olarak pargalanabilirlik, yiiksek biyouyumluluk, siirdiiriilebilir {iretim, farkli kosullarda kararlilik gibi
avantajlara sahiptir. Ayrica, biyosiirfaktanlarin gesitliligi, onlar1 genis bir endiistriyel ve biyoteknolojik uygulama
yelpazesinde potansiyel olarak kullanilabilir bir bilesik grubu haline getirir. Bu ¢alisma ise Aeromonas caviae
LipT51 susunun biyosiirfaktan iiretim potansiyelini arastirmay1 amaglamaktadir. Biyosiirfaktanlar, diisiik toksisite,
biyobozunurluk ve cevresel uyumluluk gibi avantajlar1 nedeniyle biyoteknolojide giderek daha fazla ilgi
gormektedir. A. caviae LipT51 zeytinyagi igeren besi ortaminda kiiltiire edilerek biyosiirfaktan tiretimi
gerceklestirilmigtir. Parafilm M testi, yag yayma testi, E24 emiilsifikasyon indeksi 6l¢iimii, CTAB agar yontemi
hemolitik aktivite testi, kopiiklenme testi ve fenol siilfirik asit yontemi ile biyosiirfaktan iiretimi dogrulanmistir.
Yapilan testler sonucunda, iiretilen biyosiirfaktanin yiizey aktif 6zellikler gosterdigi, emiilsifikasyon kapasitesine
sahip oldugu ve hidrokarbon bioremediasyonu, antimikrobiyal etkisi ile biyoteknolojik uygulamalar igin
potansiyel tasidigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyosiirfaktan, Aeromonas caviae, yiizey aktif bilesikler, biyoteknoloji
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Siirfaktanlar, yiizey aktif maddeler olarak bilinen bilesiklerdir ve hem hidrofilik (suyu seven) hem de hidrofobik
(sudan kagiman) bilesenlere sahip olmalar1 sayesinde farkli fazlar arasinda yiizey gerilimini azaltma 6zelligi
gosterirler. Molekiiler yapilarindaki hidrofilik bas kismi1 genellikle seker, amino asit, fosfat, karboksilik asit veya
alkol gibi polar fonksiyonel gruplardan olusurken, hidrofobik kuyruk kismi ise genellikle B-hidroksi yag asitlerinin
hidrokarbon zincirlerini igerir (Banat et al., 2010).

Amfifilik 6zellikleri nedeniyle siirfaktanlar, stvi/kati, sivi/gaz ve sivi/sivi (yag/su) gibi farkl fazlar arasindaki
ylizeylerde birikir ve bu fazlar arasindaki yiizey gerilimini azaltarak bunlarin daha kolay karismasimni ve etkilesime
girmesini saglar. Bu yiizey aktif 6zellikleri, onlar1 evsel kullanimlarimdan endiistriyel siireglere ve tarimsal
uygulamalara kadar genis bir kullanim alanina sahip ¢ok yonlii kimyasal bilesikler haline getirmektedir (Pierre et
al., 2025).

Kimyasal olarak sentezlenen siirfaktanlara alternatif olan biyosiirfaktanlar da bilyiik onem tasir. Biyosiirfaktanlar,
bakteriler, mantarlar ve diger mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak sentezlenen yiizey aktif
biyomolekiillerdir ve diigiik toksisite, biyolojik olarak pargalanabilirlik, ¢evresel uyumluluk gibi avantajlara
sahiptir. Ayrica, yiiksek koplirme kapasitesi, segicilik ve sicaklik, pH ve tuzluluk gibi ¢evresel faktorlere karst
diren¢ gibi 6zellikleri ile endiistriyel ve ¢evresel uygulamalarda biiyiik bir potansiyel tasimaktadirlar (Adetunji,
2022; Kumar and Dubey, 2023; Kugaji et al., 2025).

Biyosiirfaktanlar kimyasal siirfaktanlara kiyasla ¢evre dostu ve biyolojik olarak parcalanabilir olduklarindan,
ozellikle son yillarda siirdiiriilebilir alternatifler olarak biiyiik ilgi gormektedir. Su-yag ara yiizeylerinde
emiilsiyonlar olusturabilme, kopiik stabilizasyonu, biyofilm inhibisyonu ve kirleticilerin uzaklastirilmas: gibi
ozellikleri sayesinde ¢evresel, tibbi ve endiistriyel bircok alanda yaygin sekilde kullanilmaktadirlar. Glikolipidler,
lipopeptitler, fosfolipidler, yag asitleri, lipidler, polimerik siirfaktanlar ve partikiil siirfaktanlar gibi cesitli alt
gruplara ayrilan biyosiirfaktanlar, sahip olduklari genis substrat erisilebilirligi sayesinde ticari uygulamalarda
o6nemli bir potansiyel sunmaktadir (Jahan et al., 2020).

Biyosiirfaktanlarin sundugu genis fonksiyonel ¢esitlilik, onlar1 farkli endiistrilerde uygulama alani bulabilen
degerli bilesikler haline getirmektedir. Tarim, gevre, tip, gida ve petrol sanayisi gibi birgok sektdrde kullanilan
biyosiirfaktanlar, antiviral, antifungal ve antibakteriyel etkileri nedeniyle saglik ve kozmetik tiriinlerinde de
degerlendirilmektedir (Giirkok and Ozdal, 2021; Ozdal et al., 2023; Kugaji et al., 2025).

Yag-su emiilsiyonlarinin stabilitesini artirarak biyosiirfaktanlar gida iiriinlerinin raf émriinii uzatmada, margarin,
dondurma, mayonez gibi emiilsifiye gidalarda kullanilabilir. Gida patojenlerine karsi antimikrobiyal ve
antibiyofilm 6zellikler gostererek dogal koruyucu ajan olarak islev gorebilir ve gida giivenligini artirirlar. Bu
ozellikleriyle ayrica tarimda bitki hastaliklarina neden olan bazi mantar ve bakterilere karsi zararli kars1 biyolojik
miicadelede kullanilabilirler. Emiilsifiye edici 6zellikleriyle topraktaki besin maddelerinin biyoyararlanimini
artirarak bitki biiylimesini tesvik edebilir ve pestisit ve agir metal gibi kirleticilerin topraktan uzaklastirilmasina
yardimei olabilirler (Adetunji, 2022; Sharma et al., 2025).

Aeromonas caviae LipT51 susu bir kaplicadan izole edilmis olup, yiiksek sicaklik ve alkali kosullara dayanikli bir
lipaz enzimi irettigi bildirilmigtir. Bu g¢alismada ise 4. caviae LipT51’in zeytinyagi igeren besi ortaminda
biyosiirfaktan liretiminin aragtiritlmasi amaglanmistir.

Materyal ve Yontem

Bakteri Kiiltiirii ve Besiyeri Kosullari

Aeromonas caviae LipT51 (GenBank ID: MN818567.1) daha 6nce tamamlanmis bir proje kapsaminda Erzurum
ili’ndeki bir kaplicadan izole edilmistir. 4. caviae LipT51 susu, nutrient agar besiyerine ekilerek 30 °C’de inkiibe
edilerek cogaltilmistir. On kiiltiir, Nutrient Broth (NB) ortaminda bir gece inkiibe edilerek hazirlanmistir.
Biyosiirfaktan tiretimi icin %1 zeytinyagi iceren NB besiyeri kullanilmig ve kiiltiirler 30 °C’de, 180 rpm’de
calkalamali inkiibasyona tabi tutulmustur. Ayrica, %0,5, 1, 2 ve 5 konsantrasyonlarinda zeytinyag1 iceren besi
ortamlarinda gelistirilerek 4. caviae LipT51’in biyosiirfaktan iiretimi lizerine yag miktarinin etkisi incelenmistir.

Biyosiirfaktan Uretimi ve Hasat

Kiltiirler dort giin boyunca inkiibe edildikten sonra, biyosiirfaktan analizleri baslatilmistir. Biyosiirfaktan
varliginin tespiti i¢in bakteri kiiltiirleri 10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmis ve analizlerde hiicresiz kiiltiir
siipernatanti kullanilmistir.
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Biyosiirfaktan Varhginin Analizi
Uretilen biyosiirfaktanin yiizey aktif 6zelliklerini degerlendirmek igin gesitli testler uygulanmustir. Bu analizlerde
pozitif kontrol (+) olarak %1°lik SDS ve negatif kontrol (+) olarak distile su kullanilmigtir.

Parafilm M Testi

Biyosiirfaktan varligin1 degerlendirmek i¢in kullanillan parafilm M testinde kiiltiir slipernatantindan 25 pL
almarak parafilm yiizeyine damlatilarak yayilma oOzellikleri gozlemlenmistir ve kontrol numuneleri ile
karsilastirilmistir. Pozitif kontrol olarak %1°lik SDS ve negatif kontrol olarak distile su kullanilmistir (Gurkok and
Ozdal, 2023).

Emiilsifikasyon Indeksi (E24)

Yag-su arayiiziinde emiilsiyon olusturma kapasitesini belirlemek igin %1 zeytinyaginda kiiltiire edilen A. caviae
stipernatantt kullanilmis ve emiilsiyon stabilitesi 6l¢iilmiistiir. Bir tiip igerisine 2 mL siipernatant ve 2 mL
zeytinyagi konularak ve vorteksle 2 dakika boyunca iyice karistirilmigtir. Ardindan 24 saat dinlendirilmistir. Siire
sonunda E24 6l¢iimleri agagidaki denkleme gore hesaplanmistir (Cooper and Goldenberg, 1987; Gurkok, 2022).
E24 (%)= (Emiilsiyon tabakasinin yiiksekligi/Toplam yiikseklik) x 100

Yag yer degistirme Testi

Biyosiirfaktanin yag yer degistirme testi 9 cm capa sahip petri kaplarinda gerceklestirilmistir. 20 mL distile su
petri kaplarina konugmus ve iizerine 500 puL zeytinyagi eklenerek bir tabaka olusturulmustur. Yag tabakasinin
ortasina 15 pL kiiltlir siipernatani aktarilmistir. Yag tabakasiin iizerinde olusan zon ¢api cetvelle dl¢iilmiistiir
(Morikawa et al., 2000). Zon ¢ap1 0.5-0.9 cm ise ‘+’°, 1-1.5 cmise ‘++°, 1.5-2.1 cm araliginda ise ‘+++’, 2.1 cm’den
biiyiik ise ‘++++ olarak degerlendirilmistir.

Hemolitik Aktivite Testi

A. caviae bakterisi kanli agar (%5 koyun kani igeren) petrilerine ekildi ve 37 °C’de 2-3 giin boyunca inkiibe edildi.
Siirenin sonunda kan hiicrelerinin hemolizine baglh olarak kolonilerin etrafinda zon olusumu izlendi (Mulligan et
al. 1984; Gurkok, 2022).

Kopiiklenme Testi

Biyosiirfaktanin kopiik olusturma kapasitesini 6l¢mek i¢in 5 mL kiiltiir siipernatant1 2 dakika boyunca kuvvetli bir
sekilde galkaland: ve kopiiklenme asagidaki denkleme gore hesaplandi (El-Sheshtawy & Doheim, 2014).
Kopiiklenme (%) = Kopiik ytiksekligi / Toplam yiikseklik x 100

Fenol-Siilfiirik Asit Yontemi

Karbonhidrat bazli biyosiirfaktan varligini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. A. caviae LipT51 kiiltiir
siipernatantindan 400 pL alinarak, 200 pL fenol ve 1000 pL. H,SOy4 ile karistirilmistir. Karigim sogutulduktan
sonra spektrofotometrede 480 nm’de optik yogunluklar1 (OD) dlciilmiistiir. Karbonhidrat miktar1 0-150 mg/L
konsantrasyon araliginda hazirlanan ramnoz standart egrisi kullanilarak hesaplanmistir (Ozdal et al., 2017).

Atik Aycicek yag ile Biyosiirfaktan Uretimi

Hem daha ekonomik biyosiirfaktan iiretimi elde etmek hem de atik maddelerin degerlendirilmesi amaciyla farkli
miktarlarda (%0,5, 1, 2, ve 5) atik aycicek yagi iceren kiiltiirlerdeki biyostirfaktan tiretimleri arastirilmistir. Fenol
stilfrik asit yontemiyle miktar tayini gerceklestirlmistir.

Bulgular ve Tartisma

A. caviae LipT51 ile biyosiirfaktan iiretimi

A. caviae LipT51’in %1 zeytinyagi iceren NB besiyerinde inkiibasyonu sonucunda Sekil 1’de goriildiigii gibi
kiiltir ylizeyinde bazi metabolik iiriinlerin biriktigi, santrifiij edildiginde kolaylikla ¢okmedigi ve SDS gibi
kimyasal siirfaktantlara benzer yiizey aktivitesi gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 1. %1 zeytinyag igeren Nbesiyerinde gelisen A. caviae Lip51 kiiltiir yiizeyinde gozlemlenen ylizey aktif
madde

A. caviae LipT51 ile biyosiirfaktan iiretimi oncelikle parafilm-M testi kullanilarak incelenmistir. Sekil 2'de
gorildigi gibi, %0,5, 1, 2 ve 5 oranlarindaki zeytinyagli besi ortamlarinda biyiitiilen 4. caviae LipT51
kiiltirinden elde edilen siipernatantlarin parafilm yiizeyinde yayilma gosterdigi tespit edilmistir. Buna karsin,
negatif kontrol grubunda ve yag igermeyen (%0) kontrol kiiltiiriinde herhangi bir yayilma gézlenmemistir.

k- -— o‘;]-_ /‘( l 5
contref
a b C d e f g

Sekil 2. Parafilm M testi. Kontrol besiyeri (a), pozitif kontrol SDS (b), negatif kontrol H>O (¢) ile %0,5 (d), %1
(e), %2 (f), ve %5 (g) zeytinyag i¢eren besiyerinde gelisen A. caviae LipT51 siipernatanti

A. caviae LipT51 siipernatant1 kullanilarak gergeklestirilen yag yayma testi sonucunda Sekil 3’de gosterildigi
tizere, kiiltiir siipernatanti hem petri yiizeyine yerlestirilen zeytinyagi hem de motor yagi iizerinde yayilma
saglamistir. Buna ek olarak, farkli yag konsantrasyonlarinin etkisini degerlendirmek amaciyla %0,5, 1, 2 ve 5
zeytinyag iceren besi ortamlarinda gelistirilen 4. caviae LipT51 kiiltiiriine ait stipernatantlarla yag yayma testi
gerceklestirilmigtir. Test sonucunda, biyosiirfaktan varligina bagli olarak olusan seffaf zon caplari 6lgiilerek Tablo
6'da sunulmustur. Kontrol grubunda herhangi bir yag yayilmasi gézlemlenmezken, en yiiksek yag yayma aktivitesi
%2 ve %S5 oraninda zeytinyagi igeren ortamlarda tespit edilmistir.

Tablo 1. Farkli zeytinyagi igeren besiortamlarinda gelisen 4. caviae LipT51 kiiltiir siipernatantlarinin yag yayma
aktivitesinin ve zon caplarinin belirlenmesi

Numune Zon Capi (cm) Yag Yayma Aktivitesi
Kontrol 0 -
%0.5 Zeytinyag1 1.2 4
%1 Zeytinyag1 1.7 R
%?2 Zeytinyag1 23 A
%35 Zeytinyagi 2.8 d==E

Kanl1 agar petrisi lizerinde gelisen 4. caviae LipT51’in kolonileri etrafinda olusturdugu seffaf zon Sekil 3’de
gosterilmistir. 4. caviae LipT51°in hemolitik aktiviteye sahip olmasi eritrositlerin hemolizine neden olan
biyosiirfaktan maddenin iiretiminin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3’de kanl agar petrisinde gelisen A. caviae LipT51 kolonilerinin gevresinde olusan seffaf zon gosterilmistir.
Bu seffaf alan, bakterinin hemolitik aktiviteye sahip oldugunu ve eritrositlerin hemolizine neden olan
biyosiirfaktan iiretiminin bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir.
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Sekil 3. Kanli (%5 koyun kani) agar lizerinde 4. caviae LipT51’in hemolitik aktivitesi

Kopiik testi sonuglarina gore, Sekil 4’te gosterildigi gibi, zeytinyagi igeren numunelerde %56 oraninda belirgin
bir kopiik olusumu gozlemlenmistir. Buna karsin, kontrol grubunda herhangi bir kdpiiklenme meydana
gelmemistir, bu da biyosiirfaktan iiretiminin varligini destekleyen 6nemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir.

fd|

_ Kipiik
Yiiksckligi
Toplam __

Yiikscklik

@

Sekil 4. %1°lik zeytinyag1 iceren ortamda gelistirilen A. caviae siipernatatinin kopiik yiiksekligi dl¢timii

Biyosiirfaktan miktarinin belirlenmesinde kullanilan fenol-siilfiirik asit yontemi kapsaminda, dncelikle standart
bir L-ramnoz kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Daha sonra farkli miktarlarda (%0,5, 1, 2, ve 5) atik aygicek yag1
iceren kiiltiirlerdeki biyosiirfaktan tretimleri karsilastirilmistir. Elde edilen standart egriye gore yapilan

hesaplamalara gore en yiiksek biyosiirfaktan iiretimi Sekil 5’te goriildigii tizere %5 atik aygicek yagi iceren
kiltiirde elde edilmistir.

80.00

70.00 !
60.00

50.00

40.00

30.00

20.00

10.00 { 7 i

0.00 - - - -—
Kontrol  0,50% 1% 2% 5%

Biosiirfaktant mg/L

Atk aycicek vagi konsantrasyonu (%)
Sekil 5. Farkli atik aycigcek yagi konsantrasyonlarinin biyosiirfaktan iiretimine etkisi

Gergeklestiren analizler sonucunda 4. caviae LipT51 susunun biyosiirfaktan trettigi belirlenmis ve yapilan
testlerde yiizey aktif 6zellikler sergiledigi gorilmiistiir. Parafilm M testi ve yag yayma testi sonuglari biyosiirfaktan
varligimi dogrulamistir. E24 emiilsifikasyon indeksi, biyosiirfaktanin emiilsiyon olusturma yetenegini gosterirken,
CTAB agar yontemi ile glikolipid yapisindaki biyosiirfaktanlarin varligi tespit edilmistir. Ayrica, hemolitik
aktivite testi pozitif sonu¢ vermis ve biyosiirfaktanin biyolojik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Kopiiklenme testi
sonuclari, biyostirfaktanin stabil kopiik olusturma kapasitesine sahip oldugunu ortaya koymustur.
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Bu bulgular, 4. caviae’nin biyosiirfaktan iiretiminde etkili bir mikroorganizma olabilecegini ve biyoteknolojik
uygulamalarda degerlendirilebilecegini gostermektedir. Ozellikle ¢evresel biyoremediasyon, petrol kirliliginin
giderilmesi, tarim, gida ve farmasotik endiistrilerinde biyolojik ajan olarak A. caviae kaynakli biyosiirfaktanin
onemli bir potansiyel tagidigi goriilmektedir. Gelecekte yapilacak ¢aligmalarda, biyosiirfaktan tiretim verimliligini
artirmak, biyosiirfaktanin kimyasal yapisini analiz etmek ve antimikrobiyal 6zelliklerini arastirmak {izerine
olacaktir.
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