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ABSTRACT

Lactonic sophorolipids were produced by the yeast Candida Bombicola ATTC 22214 (Torulopsis bombicola)

in a 3L bioreactor using batch cultivation, with corn oil and glucose as carbon sources. The main compound
of the lactonic mixture was separated from the mixture by column chromotography and was identified as 17
hydroxyoctadecanoic-1’,4"’-lactone 6’ 6°* diacetate sophorolipid. Surface tension measurements showed that
both the crude lactonic mixture and the diacetyl lactone lowered the surface tension of pure water from 72 din
cm™ to 43,5 din em™ and 38.9 din em respectively thus proving that both samples were surface active. The
bio-product consists of only sophorose sugar and lipid in its structure and this can safely be used in food
industry as a biosurfactant, either in its crude mixture form or in purified diacetylactonic form.
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Candida bombicola ATTC 22214 MAYASI iLE GIDA SEKTORUNE YONELIK
BiYOSURFAKTANT URETIMi

OZET

Karbon kaynagi olarak musir 6zii yag1 ve glukoz igeren besi ortaminda, 3L biyoreaktorde ve kesikli yontemle
Candida Bombicola ATTC 22214 (Torulopsis bombicola)_mayas1 kullanarak laktonik soforozlipidleri
tretilmistir. Soforozlipidleri karisimindaki temel bilesik, kolon kromotografisi yontemiyle karisimdan
ayristirilmis ve bilesigin 17 hidroksioktadekanoik-1",4’"-lakton 6’ 6°” diasetat soforozlipid olarak NMR
tanist yapilmustir. Laktonik karisim ve ayristirilan diasetillenmis lakton, saf suyun ortalama 72 din cm™ olan
yiizey gerilimini sirastyla 43,5 din cm™ ve 38.9 din cm™ degerlerine diisiirmiis ve boylece her iki iiriiniin de
yiizey aktif 6zellikleri irdelenmistir. Biyo-iiriin, yapisinda yalnizca soforoz sekeri ve yag icerdigi i¢in gerek
saflastirilip temel bilesenine ayrilarak gerekse de saflastirilmadan gida sektoriine yonelik uygulamalarda
biyosurfaktant olarak giivenle kullanilabilecektir.

Anahtar Sézciikler: Biyosurfaktanlar, soforozlipidleri, Candida bombicola, Torulopsis bombicola.

1. GiRiS

Mikrobiyal biyosurfaktantlar bircok sanayide uygulama alani bulan Onemli {iriinlerdir. Bu
maddelerin  Ozellikleri, yiizey gerilimini ve ara yiizey gerilimini diisiirmeleri ve islatma,
gegirgenlik, dagitma, hidrofobluk ve hidrofillik, emiilsiye etme ve emiilsiyonu bozma, deterjanlik,
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jel olusturma, kopiirme, flokulasyon gibi etkilerle yiizey 6zelliklerini degistirmeleridir. Ayrica,
bazi kosullarda mikrobiyal bilyiimeyi hizlandirirken bazi kosullarda  anti-mikrobiyal etkileri
sergilerler [1-3]. Mikrobiyal biyosurfaktantlardan olan soforozlipidleri soforoz sekerine bagl
lipid zincirinden olusurlar. Yapilart Sekil 1 de verilmistir.
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Sekil 1. Candida bombicola ATTC 22214 mayasinin iirettigi polar ve apolar bilesiklerin genel
yapilar1

Organizmalar soforozlipidlerini laktonik ve acik zincirli olarak bir karigim halinde
iretirler [4-7]. Kullanilan substrata ve/veya iiretim yontemine baghi olarak elde edilen
soforozlipidleri karisimindaki laktonik bilesenlerin yiizdeleri ve iiriiniin polarlig: degisir [8-11].
Soforozlipidleri iiretiminde karbon kaynag: olarak, karbonhidratlar [12], bitkisel yaglar [13], n-
alkanlar [14], hayvansal yaglar [15], yag rafinerilerinden ¢ikan atiklar [16 ], 2-alkanoller [17],
oleik asit [18] ve tek hiicre yagi (single cell oil) [19], gibi birgok yenilenebilir karbon kaynaklar
denenmistir.

Arastrma grubumuz Candida bombicola ATTC 22214 mayast ile farkli diretim
yontemleri uygulayarak soforozlipidleri {iretmis ve bu c¢alismalar sirasinda, iiretim ydntemi
olarak kesikli yontem kullanildiginda soforozlipidi karisiminda laktonlarin ( Sekil 1) yilizdesinin
arttigin1 gézlemlenmistir. Apolar olan laktonlar alt akim ve saflastirma islemlerinde kati olusturup
ayirma ve saflastirmada kolaylik saglamislardir [20].

Bu ¢alismanin amaci, soforozlipidi karigimini kesikli yontemle yani laktonik olarak elde
edip tanilarin1 yapmak ve elde edilen laktonlarin gida sektoriine yonelik ¢alismalar igin yiizey
aktif olup olmadigini saptamaktir . Calisma, ozellikle karbon kaynagi olarak misir 6zii yagt
kullanilmast agisindan 6zgiin bir ¢aligmadir.

2. DENEYSEL CALISMA
2.1. Organizma

Bu calismada Western Ontario Universitesi-Kanada’ dan temin edilmis olan Candida bombicola
ATCC 22214 mayasi kullanilmistir. Organizma, % 0,3bacto dextrose, % 0,3 bacto-malt extract,
% 0,4 bacto-peptone ve % 0,2 bacto agar deiyonize suyla 1L ye tamamlanarak hazirlanan ve
121atm de 30 dak.sterilize edilen yatik agar gelisme ortamma agilanmugtir. Yatik kiiltiirde 25°C
de iiretilen organizma 4°C de muhafaza edilmis ve her ay taze ortama transfer edilmistir.

2.2. Kimyasallar
Kullanilan yag misir 6zii yagi’dir. %58,85 linoleik, %25,51 oleik ve % 12,19 palmatik yag asitleri
icermektedir Pekin ve ark.lari, [20].

Caligmanin tiimiinde Analitik saflikta kimyasallar kullamlmigtir. Tim kimyasallar,
Fluka, Buchs Isvi¢re malidir.
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Ince tabaka kromotografisinin tabakalar Kiselger F60,s, tabakalaridir (Merck,
Darmstadt, Almanya).
2.3. Kesikli Biyoreaktor Deneyinin Metodu
2.3.1. Biyoreaktoriin Hazirlamsi
Kullanilan biyoreaktor, Bioengineering-Wald-Switzerland marka, 3L lik karigtirmali cam

biyoreaktordiir. Karigtirma ve havalandirma kontrolleri ile donatilmistir. Sekil 2 de kullanilan
biyoreaktoriin fotografi goriilmektedir.

Sekil 2. Kullanilan biyoreaktoriin fotografi

Biyoreaktor ile birlikte 1,5 litre ortam (Cizelge 1) 121°C de 30 dakika sterilize
edilmistir. 200g musir 6zii yag1 ve 200g glukoz 500 er ml deiyonize suda ¢6ziilmiis ve ortamdan
ayri olarak 121°C de 30 dakika sterilize edilmis ve aseptik kosullarda sonradan biyoreaktére
eklenmigtir.

2.3.2. As1 Ortamimin Hazirlanisa

Ast ortami (Cizelge 1) once hazirlanip sterilize edilmis ve 2 6ze dolusu stok kiiltiirle asilanarak
bir 6n-as1 kiiltiirii hazirlamstir. On as1 kiiltiirii 25°C de 100 rpm de ¢alkalamali inkiibatorde 2 giin
iiretilmig, 2. gliniin sonunda 6n as1 kiiltiirlinden 2 ml alinarak taze hazirlanip sterilize edilen
200mL Cizelge 1 ortamina katilarak biyoreaktor asi kiiltiirii hazirlanmistir. Biyoreaktor asi
kiiltiiri 3L lik biyoreaktdre katilmadan dnce 25°C de ¢alkalamali inkiibatdrde 100 rpm de 24 saat
inkiibe edilmistir.

Cizelge 1. Biyoreaktor ortami ve as1 ortamlarinda kulanilan kosullar

Kimyasallar ve parametreler Degerler

Yeast extract (gL™) 10

D-glukoz ( gL™) 100

Masir 8zii yag: (gL) 100

Ure (gL 1

pH 3,5

Sicaklik (°C) 25

Karistirict hizi rpm Asi kiiltiirlerinde:100; biyoreaktdrde
degisken

Toplam hacim (mL) Ast1 ortami igin :200; biyoreaktorde:
2.200L
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Biyoreaktordeki iiretimde, sicaklik 25°C de ve pH 3,5 da tutulmusg ve karigtiricinin hizi,
stirekli ayarlanarak biyoreaktdrde ¢oziinmiis oksijen % 25-35 hava doygunlugu degerleri
arasinda sabit tutulmaya gayret gosterilmistir.

2.4. Soforozlipidlerin Ayrisiriimasi ve Tanisi

Uretim sonunda biyoreaktérdeki ortam disar1 pompalanmis ve ortam esit hacimlerde etil asetatla
ekstraksiyona alinmustir. Etil asetat fazina susuz sodyum asetat eklenerek suyu alinmig ve 6rnek
stiziilmiigtiir. Etil asetat vakum altinda uzaklastirilmis ve olusan kati faz n-hekzanla yikanarak
kullanilmamis yagdan arindirilmistir.

Soforozlipidlerinin tanist i¢in ince tabaka kromotografisi plakalart (TLC plakalari)
Kiselger F60,s¢ ( Merck,Damstadt, Almanya) kullanilmistir. Tabakalar 4 cm x 8 cm boyutlarinda
kesilerek kullanilmistir.

TLC plakalarinda 6rnekler, kloroform/metanol/su (65:15:2, v/v/v) mobil fazi ile
yiriitilmiis ve noktalarin belirlenmesi i¢in, tabakalar asetik asit/derisik siilfiirik asit/ anisaldehit
(100:2:1, v/v/v) ile boyanip 150°C de 5 dakika tutulmustur. Asmer ve ark.lar, [4] de tanimlanan
yontemle noktalarn tanilar yapilmistir.

Bir karigim halinde elde edilen soforozlipidlerin bilesenlerine ayrilmasinda kullanilan
kolon kromotografisi 38 cm uzunlugunda ve ¢apt 3 cm olan cam kolondur. Silika jel, mobil fazla
kanstirilarak  kolona doldurulmustur. Kolondan akis hizi 5 mL dak™’a ayarlanmistir. Elutantlar
yaklasitk 12°ser mL olacak bigimde deney tiiplerine alinmig ve her deney tiipii i¢in ayr1 bir TLC
gelistirilmigtir. Gelistirilen TLC plakalarinin degerlendirilmesinde Asmer ve ark.lari. [4] de
verilen TLC plakasi referans olarak alinmistir. Deney sonunda TLC sonuglarina gore birbirinin
aynt olan Ornekler bir araya toplanmis ve vakum evaporatoriinde sivi fazlari ugurularak
katilastirilmiglardir.

Diasetillenmis laktonun NMR tanis1 Bruker AM 400 marka NMR da yapilmistir.

2.5. Yiizey Gerilimi Olciimleri

Elde edilen soforozlipidlerin yilizey  gerilimi, du Nouy-ring TDI1( Lauda, Almanya),
tensiyometresi ile 6l¢lilmiistiir. Olgiimler ultra-saf suya karst alinmistir.

3. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismanin amaci, misir 6zii yagi kullanarak laktonik soforozlipidlerin iiretip tanilarinin
yapilmasi, iriiniin yilizeyaktif olup olmadiginin saptanmasidir. Ayrica, elde edilen biyo {iriin
yalnizca soforoz sekeri ve lipid igerdiginden {iriiniin gida sektoriine yonelik uygulamalar igin bir
biyosurfaktant olarak dnerilmesi 6ngoriilmiistiir.

Karbon kaynagi olarak musir 6zii yag: kullanarak, Candida bombicola ATTC 22214
mayast yardimi ile soforoz lipidlerinin tiretilmesi gerceklestirilmis ve daha onceki bir galigma
sonucu olarak yaymlanmistir. Bu ¢aligmalarda kesikli yontemle elde edilen {irliniin apolar oldugu
ve kati halde elde edilebildigi saptanmig ama {rliniin laktonik karakterizasyonu
yapilmamustir[20].

Bu ¢aligsmada, kat1 halde laktonik biyo-iiriin elde edilmesi ve iiriiniin karakterizasyonu
amaglandig1 icin, tretim yontemi olarak yine kesikli tiretim kullanilmistir. Gerek grubumuzun
calismalarindan elde edilen sonuglarda ve gerekse de literatiirdeki ¢aligmalarda [13, 18, 21],
karbon kaynagi olarak yagin yaninda glukoz kullanildiginda iiretimin arttigi kanitlandigindan
glukoz, misir 6zii yaginin yaninda ikinci bir karbon kaynagi olarak kullanilmistir.

Kesikli iiretim 103 saat siirmiistiir. {lk soforozlipidleri 14. saatin sonunda, gelistirilen
ince tabaka kromotografilerinde saptanmistir. 60. saatin sonunda biyorektdrde koyu, bal rengi
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biyotiriin kolaylikla gozlenmeye baslamistir. 103. saatte, ¢oziinmils oksijen % 82.4 e
yiikseldiginde iiretim sona erdirilmistir.

Elde edilen soforoz lipidi karisimu etil asetatla ekstraksiyon edilip n-hekzanla
yikanirken katilasmigtir.  Bu bulgu da Onceki ¢alismalarla uyumludur [20], Kolon
kromotografisinde dikloro metan- etanol ( 4:1) mobil fazi kullanilmistir ¢linkii ince tabaka
kromotografisiyle yapilan 6n c¢alismalarda ( data gosterilmemistir) bu karisimla en apolar
bilesigin  diger bilesiklerden Once kolondan alnabilecegi goriilmiistir. Yapilan kolon
kromotografisi sirasinda drneklerin ince tabaka kromotografileri gelistirilmistir. Kolondan once
Rf degeri en yiiksek olan olan yag asitleri alimmistir. Bunlar kullanilmamis yaga aittir (data
gosterilmemistir). Arkasindan bir sure higbir nokta tesbit edilememistir. Sonra Sekil 3 de 1-10
arasinda numaralandirilan ince tabaka kromotografilerinde goriilen bilesikler elde edilmistir.

n———— . "
LA o008 dee LA LXE] ' FI11E Pige LITI L
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) ) &) (10)
Sekil 3. Kolon kromotografisi sirasinda gelistirilen ince tabaka kromotografileri: 1ve 2 nolu
tabakalarda bir tek Rf degerleri goriiliiyor. 3-10 nolu drneklerde birden fazla Rf degeri
goriilmektedir

Sekil 3 deki 1 ve 2 nolu TLC tabakalarindan da goriildiigii gibi, en apolar bilesik
karisimdan saf olarak alinmistir. Yine Sekil 3, en apolar bilesenin temel bilesen oldugunu ve
karisimin biiyiik bir yiizdesini igerdigini gostermektedir. Tani amaglh incelemeler i¢in Sekil 3 de
verilen 1 ve 2 nolu 6rneklerle ¢aligilmistir. Bu Orneklerin hepsi Ry degeri 0,56 olan tek
noktalardir.. Sivi kisim vakum altinda uguruldugunda Sekil 4 deki fotografta arkada goriilen
beyaz kati elde edilmistir. Fotograftaki 6nde goriilen kati1 saflagtirilmanmus karigimdir.

Gelistirilen ince tabaka kromotografisinde saf katinin R degeri 0.56 bulunmus ve bu
deger literatiirde verilen Ry degerleriyle karsilastirildiginda [4] ({iriiniin diasetillenmis lakton
olabilecegi saptanmigtir.

Laktonun NMR analizi yapilmistir. Sonuglar Cizelge 2 de sunulmustur.
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Sekil 4. Saf olarak elde edilen beyaz kat1 (arkada) ve saflastirilmamis kati(6nde)

Cizelge 2. Molekiiliin NMR analizi sonucu elde edilen siftleri

Molekiildeki yer Sift
1 173.40
2 34.36
3 24.73
4-7,12-14 26.9-30.2
8,11 27.21
9,10 129.93
15 25.32
16 37.52
17 79.40
18 21.06
r 102.42
2’ 82.06
3 75.73
4 69.71
5 73.89
6’ 63.59
1” 104.01
27 75.22
3” 73.27
4” 70.44
57 72.61
6” 62.06
Ac 171.67, 20.93
Ac 170.54, 20.83

Cizelge 2 den de goriildiigii gibi, 6rnegin NMR analizi sonucunda, yag zinciri ve
soforoz sekerinin siftleri disinda bir de asetil gruplar igin ikili(dublet) pikler goériilmiistiir. Bu
bulgular sonucunda, bilesik 17 hidroksioktadekanoik-1",4"’-lakton 6’ 6°’ diasetat soforozlipid
olarak belirtilmistir. Bulgular literatiirdeki bulgularla da uyumludur [7, 22].
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Bunu izleyen asamada,saf diasetillenmis lakton ve saflastirilmamis karigimin yiizey
aktifliklerini belirlemek amaciyla saf suya karsi yiizey gerilimleri 6l¢lilmiistiir. Elde edilen
sonuglar Cizelge 3 de verilmistir.

Cizelge 3. Yiizey geriliminin derisimle degisimi

Derisim(gL'l) Diasetillenmis lakton(din cm™) | Saflastirilmams karisim (din cm™)
0,005 47,9 54,5
0,01 42,4 51,7
0,025 41,5 47,5
0,035 39,1 452
0,05 38,9 43,5

Cizelge 3 de goriildiigii gibi, diasetillenmis lakton suyun ortalama 72 din cm™ olan
yiizey gerilimini 38.9 din cm™ degerlerine diisiirmiistiir. Saflastirilmamus karisim da ayni degeri
43,5 din cm™ ye diistirmiistiir. Bu durumda her iki halde de iiriin yiizey aktiftir.

Calismanin sonunda laktonik soforozlipidi karisimi elde edilebilmis ve karigimin temel
bileseni olan diasetillenmis lakton, 17 hidroksioktadekanoik-1’,4’’-lakton 6’ 6’ diasetat
soforozlipid,  karisimdan saf olarak ayristirilabilmigtir. Laktonik karigim ve ayristirilan
diasetillenmis lakton, saf suyun ortalama 72 din cm™ olan yiizey gerilimini sirasiyla 43,5 din cm’™
ve 38.9 din em™ degerine diisiirmiistiir ve bdylece her iki érnegin de yiizey aktif oldugu
kanitlanmustir.

Uriin, bilesiminde yalmzca soforoz sekeri ve yag igermektedir ve ayrica da
biyosurfaktanttir. Bu nedenlerden iiriiniin, gerek saflastirililip temel bilesenine ayrilarak gerekse
de saflastirllmadan, gida sektdriine yonelik uygulamalarda kullanimi miimkiindiir.
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