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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KOC BOYNUZ PEPTONU VE MELAS KULLANILARAK Rhodotorula
glutinis IZOLATI TARAFINDAN KAROTENOID URETIMI

Yagmur UNVER

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog.Dr. Esabi Basaran KURBANOGLU

Bu ¢alismada, Rhodotorula glutinis YU-14 izolat1 tarafindan karotenoid iiretimi {izerine kog
boynuz peptonu (KBP) ve seker pancari melasinin kullanimi arastirilnmustir. ilk olarak KBP
yeniden Uretilmis, daha sonra Erzurum ¢evresinden toplanan ¢esitli numunelerden izole edilerek
VITEK 2 Compact cihazi ile tanilanan Rhodotorula glutinis strainleri bu caligma igin
kullanilmugtir. Karotenoid tiretimi igin R. glutinis YU-14 en iyi izolat olarak se¢ilmistir. Melasin
toplam seker (454 g/1) ve protein (75,4 g/l) igerigi belirlendikten sonra R. glutinis YU-14
tarafindan toplam karotenoid ve biyomas iiretimi i¢in melas (%1-5) ve KBP’nin (%0,1-0,7)
farkli konsantrasyonlar1 ¢alisilmistir. Optimum karotenoid iiretim besiyeri (OKUB) melas
konsantrasyonunun %3 ve KBP miktarmin %0,5 oldugu belirlenmistir. OKUB kullanilarak R.
glutinis YU-14 tarafindan karotenoid ve biyomas iiretimi tizerine pH, sicaklik, zaman,
calkalama hiz1 gibi fermentasyon sartlarinin etkileri aragtirilmistir. En iyi fermentasyon sartlart
pH 5,5; sicaklik; 25 °C, zaman; 6 giin, ¢alkalama hizi; 250 rpm olarak belirlenmistir. Optimum
fermentasyon sartlar1 altinda karotenoid ve biyomas miktarlarinin sirastyla 5,79 mg/l ve 11,4 g/l
oldugu bulunmustur. Sonuglar, fermentasyon sartlarinin karotenoid iiretimini 6nemli olgiide
etkileyebildigini gostermistir. Ayni sartlarda melas, ticari karbon kaynaklari ile karsilastirilirken
KBP, ticari organik azot kaynaklari ile karsilastirilmigtir. Her iki durumda yapilan karsilagtirma
sonucu melas ve KBP igeren OKUB’den elde edilen karotenoid miktar1 daha fazla bulunmustur
(5,79 mg/1). Bunun yanisira, en iyi biyomas miktari melas ve maya ekstraktindan elde edilmistir
(11,8 g/1). Sonug olarak, melas ve KBP’nin R. glutinis YU-14 tarafindan karotenoid iiretimi i¢in
fermentasyon ortaminda kullanilabilecegi bulunmustur.

2010, 75 sayfa
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fermentasyon



ABSTRACT

MS Thesis

CAROTENOID PRODUCTION BY Rhodotorula glutinis ISOLATE
USING RAM HORN PEPTONE AND SUGAR BEET MOLASSES

Yagmur UNVER

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Esabi Basaran KURBANOGLU

In this study, the utilization of the ram horn peptone (RHP) and sugar beet molasses on
carotenoid production by Rhodotorula glutinis YU-14 was investigated. Firstly, the RHP was
reproduced. Then, Rhodotorula glutinis strains which were isolated from various samples
collected from around Erzurum and identified with VITEK 2 Compact device were used for this
study. The contents of total sugar (454 g/l) and protein (75,4 g/l) of the sugar beet molasses
were determined. Then, the different concentrations of molasses and RHP were studied for
optimum carotenoid and biomass production by R. glutinis YU-14. The concentrations of
molasses (3%) and RHP (0,5%) of optimum carotenoid production medium (OCPM) were
determined. The effects of fermentation conditions such as pH, temperature, time and agitation
on carotenoid and biomass production by R. glutinis YU-14 using OCPM were investigated.
The best fermentation conditions were determined as pH 5,5; temperature 25 °C; time; 6 days
and agitation 250 rpm. Under optimum fermentation conditions, the carotenoid and biomass
amounts were found to be 5,79 mg/l and 11,4 g/l, respectively. The results showed that
cultivation conditions could significantly effect the production of carotenoid. When molasses
was compared with the commercial carbon sources, the RHP was also compared with the
commercial organic nitrogen sources. In both cases, the carotenoid amount obtained from
OCPM which contains molasses and RHP was found higher. Besides this, the best biomass
amount (11,8 g/l) was obtained from molasses and yeast extract. As a result, the molasses and
RHP could be used in the fermentation medium for carotenoid production by R. glutinis YU-14.

2010, 75 pages
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1. GIRIS

1.1. Mikrobiyal Pigmentler

1.1.1. Pigmentin tanimi ve 6nemi

Pigment; bitki ya da hayvanlarda bulunan, hiicre zarlarinda veya hiicre ic¢indeki
graniillerde olusan, dokularda birikmis olarak ya da viicut sivilarinda silispanse halde
bulunan renkli maddedir (Babitha 2009). Dogal renk maddeleri olan pigmentler, ¢esitli
bitkisel ve hayvansal kaynaklarda bulunmalarinin yani sira bazi mikroorganizmalar
tarafindan da sentezlenmektedir. Oyle ki, mikroorganizmalardan bir¢ok 6nemli {iriin
elde edilir. Alkol, antibiyotik, enzim, amino asit, tek hiicre proteinleri, vitamin ve
pigmentler bu {iriinlerden bazilaridir. Meyve ve sebzelerden elde edilen c¢esitli
pigmentlerin varligma ragmen dogal olmalari, mevsimsel ve cografik kosullardan
bagimsiz olarak {retilebilmeleri, kontrol edilebilir olmalar1 ve mahsuliin tahmin
edilebilir olmas1 gibi niteliklerinden dolay1 mikrobiyal pigmentlere artan bir ilgi vardir.
Bu yilizden mikrobiyal pigmentler, hayvanlardan veya sebzelerden ekstrakte edilen
benzer pigmentlerle karsilagtirildiginda tiretimde daha avantajlidir ve iireme hizi
oldukca yiliksek olan mikroorganizmalarla pigment {iretiminin endiistriyel {iretimde
onemli bir yeri oldugu disiiniilmektedir. Dahasi yeni strainlerin izolasyonu ve
gelistirilmesi, farkli ve yeni pigmentlerin kesfedilmesini de saglayabilmektedir (Babitha

2009).

Riboflavin (Ashbya gossypi ve Eremothecium ashbyii), monaskus pigmenti (Monascus
purpureus ve Monascus ruber), fikosiyanin gibi fikobiliproteinler (Spirulina sp.) ve
karotenoidler (Duaniella salina, Duaniella bordawil, Haematococcus pluvialis,
Rhodotorula sp., Phaffia rhodozyma) mikroorganizmalar tarafindan ticari olarak

tiretilen pigmentlerdir (Carvalho et al. 2008).



Dogal pigmentlerin 6nemli bir grubu olan karotenoidler, A vitamini Onciisii,
antioksidan, renklendirici ajan ve tiimor inhibisyonu aktivitesine sahip olmalar
nedeniyle ilag, kimya, gida ve yem sanayinde bir grup degerli molekiilii temsil eder
(Frengova and Beshkova 2009). Son yillarda bu molekiillerin insan ve hayvan saglhigi
lizerine potansiyel faydalarindan dolay1 artan bilimsel deliller neticesinde ve gida (boya
maddesi ve besin katkisi olarak), ilag, kozmetik, yem sanayindeki ihtiya¢ dogrultusunda
alternatif dogal kaynaklar1 aragtirma {izerine ticari ilgi artmakta (Nelis and De-Leenher
1991) ve bu bilesiklerin diinya piyasasinin yillik yaklagik 935 milyon dolar oldugu
tahmin edilmektedir (Fraser and Bramley 2004).

Karotenoidlerin uygun mikroorganizmalar tarafindan ticari iiretiminin, kimyasal sentez
yontemlerine gore daha iyi bir yontem oldugu kabul edilmektedir. Karotenoid {iretim
maliyetinin olduk¢a diisiik oldugu kimyasal sentez yontemi ile ¢ogu karotenoidin
tiretimi miimkiindiir. Ancak karotenoidlerin kimyasal sentezi sonucunda stereoizomer
karisimi iretilir, bunlarin bazilar1 dogada bulunmayabilir, dogal olarak olusan
karotenoid izomerleri kadar aktif olmayabilir, tiiketici tarafindan istenmeyebilir veya
istenmeyen yan etkilere neden olabilir. Bunun yami sira, iiretim maliyeti sentetik
iiretimden daha yiiksek olan ve yalmizca dogal stereoizomerlerin iiretildigi biyolojik
tiretimle 600’ilin {izerindeki farkli dogal karotenoidin biyosentezi genis bir ilgi alani

olusturmaktadir (Ausich 1997).

1.2. Karotenoidler

1.2.1. Karotenoid tanimi

Karotenoid; ¢esitli bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin sari, turuncu, kirmizi ve mor
renklerinden sorumlu olan ve dogal olarak olusan biyoaktif bilesikler grubudur
(Wilhelm and Helmut 1996). Karotenoidler, ortalama yillik iiretimi 100 milyon ton
olan, dogal pigmentlerin en dnemli gruplarindan biridir. Dogal kaynaklardan 600’den

fazla karotenoid izole edilmektedir. Bunlarin yaklasik 50’si besinlerden alinabilmekte



ve 22’si yeterince emilip kana gecebilmektedir (Atkinson 1991; Simpson 1992;
Rodriquez-Amaya 2003). Karotenoidler, ¢ogu zaman rastlanan varliklari, g¢esitli
fonksiyonlart ve ilging oOzellikleri nedeniyle biyokimya, biyoloji, kimya, tip,
mikrobiyoloji ve bilimin ¢ogu diger branglarinda disiplinlerarasi aragtirmanin konusu

olmustur (Bhosale 2001).

1.2.2. Karotenoidlerin kesfi

Guibourt, ilk olarak 1827 yilinda yesil yapraklarda bu pigmentlerin varligini ileri
stirmiistiir. ‘Karoten’ pigmenti, 1837 yilinda Wakenroder tarafindan havugtan izole
edilmistir. Karotenoidler {izerine arastirma, Tswet’in 1911°de karotenoidleri
kromatografi ile ayirmasiyla daha da gelismistir. 1943 yilinda Zechmeister ve Polgav,
karotenoid kimyasini aragtirmay1 saglayan, ¢ogu karotenoidin spektroskopik davranigini
ve kimyasal yapisini gostermistir. 1972 yilinda Wilstatter ve Meig, karotenoidlerin

temel yapisinin izopren tiirevli molekiiller oldugunu bildirmistir (Goodwin 1980).

1.2.3. Karotenoidlerin kimyasal yapis1

Kimyasal yapilarina gore karotenoidler, hidrokarbon karotenoidler (karotenler) ve
bunlarin oksijenlenmis tiirevleri (ksantofiller) olarak iki biiylik smifa ayrilir.
Karotenoidlerin merkezi iskeleti sekiz izoprenoid iinitesinin yan yana dizilmesiyle
olusmustur (Bagdatlhioglu ve Demirbiiker 1999). Tiim karotenoidler, konjuge c¢ift
baglarin uzun bir merkezi zincirine sahip, diiz (halkasal olmayan) C4oHse yapisindan

tiretilir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Halkasal olmayan (asiklik) C49 Hse yapisi



Ayrica karotenoidlerin Cy4oHse temel karbon iskeletinin yikimi ile veya bazi yeniden
diizenleme 1ile tiiretildigine dair bilgiler vardir (Pfander 1992). Sadece karbon ve
hidrojenden olusan hidrokarbon karotenoidler, ‘karotenler’ olarak ta adlandirilirlar. Ozel
bir bilesigin ismi, karoten govdesine 6n ek eklenerek olusturulur (eta, beta, teta, gama
gibi). Hidrokarbon karotenoidlerin yaygin 6rnekleri, B-karoten, a-karoten ve likopendir.
Oksijen iceren karotenoidler, ‘ksantofiller’ olarak ta adlandirilirlar. Isimlendirmeleri
organik kimya kurallarina goére yapilir. En sik gozlenen fonksiyonel gruplar, hidroksi,
metoksi, karboksi, okso, aldehit ve epoksidir. En yaygin Ornekleri, zeaksantin,
spirilloksantin ve anteraksantindir. Ayrica yapisinda keton grubu bulunduran
karotenoidlere  ketokarotenoidler =~ denmektedir.  Astaksantin ve kantaksantin

ketokarotenoidlerdendir (Bhosale 2001).

1.2.4. Karotenoidlerin fiziksel ozellikleri

Karotenoidlerin ~ renk  Ozellikleri,  yapilarindaki ~ konjuge  ¢ift  baglardan
kaynaklanmaktadir. Karotenoidler, belirli bir renk olusumu i¢in en az yedi konjuge cift
bag igermelidir. Konjuge bag sayisi arttikca renk yogunlugu da artmaktadir. Ornegin,
bes konjuge cift bag iceren fitoen renksiz, onbir konjuge ¢ift bag igeren likopen ise
kirmizi renklidir. Ayni sayida ¢ift bag iceren karotenoidler, siklizasyon (halkalanma)
nedeniyle farkli renk tonlarinda bulunabilmektedir. Karotenoidlerin UV 1s1gna (Shi and
Chen 1997), beyaz flouresan 1s13a (Biacs and Fekete 1998), oksijene (Henry et al.
1998), 1siya ve asite maruz kalmaya (Ancos et al. 1999) duyarli oldugu bildirilmistir.
Bu etkenlere maruziyet sonucu karotenoidlerin yikimi sirasinda; molekiiliin uzaysal
konformasyonunun modifikasyonlarina onciiliik eden belirli trans ¢ift baglarda ¢esitli
izomerizasyonlar ve bdylece kararlilikta degisiklik olmasi, karotenoid molekiiliiniin
oksidasyonu ve doymamis =zincirleri kisaltan oksidatif kirilma gibi kimyasal
reaksiyonlarin birkag tipi agiga c¢ikarilmigtir (Berset and Marty 1992). Bu durumda
karotenoidlerin  yikiminin, Butil Hidroksi Toluen (BHT) ve tokoferol gibi
antioksidanlarin kullanimiyla 6nlenebilecegi bildirilmistir (Orset et al. 1999). Ayrica

cogu gida hazirliklarinda karotenoidler, yikimi dnlemek veya kararlilii artirmak igin



sodyum alginat (Go et al. 1999), maltodekstrin (Desorby et al. 1997), arap zamki
(Leach et al. 1998) ve jelatin (Xuan et al. 1998) gibi kapsiilleyici ajanlarla birlestirilir.

1.2.5. Karotenoidlerin biyosentezi

Karotenoidler, dogada bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenir. Karotenoid
biyosentezinde iki ayr1 metabolik yol vardir. Ilki ‘Mevalonat (MVA) metabolik yolu’,
ikincisi ise ‘2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat (MEP) metabolik yolu’dur (Rohmer et al.
1993). Her iki yoldan da tiim karotenoidlerin sentezinde rol alan izopentenil pirofosfat
(IPP) ve onun izomeri olan dimetilalil pirofosfat (DMAPP) sentezlenir. Asetil-CoA,
funguslarda, domateste ve fotosentetik dokularda karotenoid iiretiminin anahtar dnciisii
(prekiirsdr) olarak bilinir (Goodwin 1993). Okaryotik hiicreler, asetil-CoA’y1 IPP’ye
cevirmek icin genellikle MVA metabolik yolunu kullanirlar. IPP ise daha sonra
DMAPP’ye izomerlesir. Bazi istisnalar disinda prokaryotik hiicreler, MEP metabolik
yolunu kullanarak pirtivat ve gliseraldehit-3-fosfattan (G3P) IPP ve DMAPP
sentezlerler (Rohdich et al. 2002). Bitkiler ve Streptomyces cinsi bakteriler ise her iki
metabolik yolu da kullanabilirler (Lichtenthaler et al. 1997; Hamano et al. 2002).

Simpson et al. (1964) ve daha sonra Goodwin (1980, 1993), karotenoid biyosentezinin

metabolik yolunun genel olarak {i¢ basamaktan olustugunu bildirmistir.

1. Izopentenil pirofosfatn (IPP) olusumu;

[lk basamakta asetil-CoA’nin  3-hidroksi-3-metil ~glutaril-CoA’ya (HMG-CoA)
doniistimii  ‘HMG-CoA sentaz’ tarafindan katalizlenir. HMG-CoA, terpenoid
biyosentezinde ilk spesifik prekiirsér olan mevalonik aside (MVA) doniistiiriilir. MVA
daha sonra ‘MVA kinaz’ tarafindan fosforilasyon i¢eren bir seri reaksiyonla izopentenil

pirofosfata (IPP) doniistiiriiliir.



2. Fitoenin olusumu;

Izopentenil pirofosfat (IPP), dimetilalil pirofosfata (DMAPP) izomerlesir ve 3 IPP
molekiili DMAPP’ye sirayla eklenir. Bu reaksiyonlar, geranil geranil-pirofosfat
(GGPP) olusumu i¢in ‘prenil transferaz’ ile katalizlenir. GGPP’ye ikinci bir GGPP
molekiiliiniin eklenmesiyle ‘fitoen sentaz’ enziminin katalizorliigiinde renksiz fitoen

olusur.

3. Halkalanma ve likopenin diger reaksiyonlari;

‘Fitoen desaturaz’ enzimi ile fitoenin desatlirasyonu sonucu kirmizi renkli likopen
olugur. Likopen, karotenoid dongiisiiniin prekiirsorii olarak rol oynar ve halkasal
karotenoidlerin sentezi, likopenin bir veya her iki u¢ grubunun halkalanmasin
gerektirir. Boylece likopen, modifikasyon yolunda diger karotenoidlerin olusumu igin

birgok metabolik reaksiyona ugrar.

Karotenoidlerin biyosentez yollar1 Sekil 1.2°de kisaca 6zetlenmistir.



Glukoz VeIra gliserol \
Gliseraldehit-3-fosfat (G3P)
: l ! GLIKOLIz
- Pirtivat
v .
- MEP Asetil-CoA
= J
® ! 8
; HMG-CoA
2 '~ MVA YOLU
Mevalonat (MVA)
J
v l
IPP <«—» DMAPP (Dimetilalil-pirofosfat) \
> GPP (Geranil-pirofosfat)
> PRENILDIFOSFAT
’ FPP (Farnesil-pirofosfat)
YOLU
— GGPP ?Geranil geranil-pirofosfat) )
- Fitoen — Likopen
v-karoten
- Zeaksantin
MODIFiKASYON / \ | '
< Torulen B-karoten .
YOLU Astaksantin
\_, Kantaksantin 4—‘
Torularhodin
\

Sekil 1.2. Karotenoidlerin biyosentezi



1.2.6. Karotenoidlerin fonksiyonlari

Epidemiyolojik delil ve deneysel sonuclar, diyet karotenoidlerinin arteriyoskleroz
(damar sertligi), katarakt, yasa bagli makula dejenerasyonu, gesitli sertlesmeler (skleroz)
ve ¢ogu onemli kanser gibi, esas itibariyle tiimii serbest radikaller tarafindan baglatilan
¢ogu hastaligin baslangicini inhibe ettigini gostermistir (Peto et al. 1981; Henneckens
1997; Stahl and Sies 1996; Greenberg et al. 1990). Karotenoidlerin bu koruyucu
etkilerinin arkasinda provitamin-A (A vitamini Onciisii) aktiviteleri ve antioksidan

olarak gbrev yapma yetenekleri vardir.

Provitamin-A aktivitesi

a-karoten, [B-karoten ve [-kriptoksantin A vitamini Onciisii (provitamin-A) olan
karotenoidlerdir. Bunlar, viicutta retinole (A vitamini) doniistiiriilebilirken lutein,
zeaksantin ve likopen provitamin-A aktivitesine sahip degildir. Onemli bir karotenoid
olan [-karotenin, barsak mukoza hiicrelerinde retinole doniisiimii birka¢ enzimin
faaliyeti sonucu gergeklesir. ‘B-karoten 15-15’ dioksijenaz’ enzimi karoten molekiiliinii
ortadan ikiye bodler ve iki tane retinaldehit molekiilii olusur. Retinaldehit
molekiillerinden biri ‘retinal rediiktaz’ enzimi ile ‘retinol’e indirgenirken digeri

‘retinoik asit’e yiikseltgenir (Bhosale 2001).

Antioksidan aktivitesi

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar, bu

olaya da antioksidan savunma denir (Cavdar vd. 1997; Scheibmer et al. 2005).

Karotenoidlerin antioksidan olarak rol oynadigr birka¢ mekanizma vardir. Bu

mekanizmalar, karotenoidlerin oksijen ve 15181n zararh etkilerine karsi ‘fotokoruyucu’



ajan olarak ya da hiicrelerde meydana gelen kimyasallara karsi koruyucu bilesikler
olarak rol oynamasi ve oksidatif zarar1 azaltma yetenegi seklinde 6zetlenebilir (Bhosale

2001).

Karotenoidlerin antioksidan roliiniin mekanizmasi, kisaca ii¢ sekilde tarif edilebilir.

Tekli (singlet) oksijen ile reaksiyon

Tekli oksijen, oksijenin enetji ile uyarilmis formudur ve reaktivitesi ¢ok yliksektir. Tekli
oksijenin DNA hasarmni igeren yikici etkiye, proteinlerin inaktivasyonuna ve lipit
peroksidasyonuna yol acabilecegi bildirilmistir (Bhosale 2001). Karotenoidler,
bitkilerde fotosentez esnasinda olusan ve oksitleyici ajan olan tekli oksijeni inaktive
eden 6nemli bir antioksidan fonksiyona sahiptir. in vitroda yapilan ¢alismalar, likopenin
tekli oksijenin inaktivasyonunda en etkili karotenoid c¢esidi oldugunu gostermistir.
Karotenoidlerin tekli oksijeni inaktive etme yetenegi, dokuz ya da daha fazla konjuge
cift baga sahip olmalaryla ilgilidir (Edge et al. 1997). Bu yetenek, ayrica

karotenoidlerin yapilar1 ve fonksiyonel gruplarina da baglidir (Mascio et al. 1989).

Oksijen radikalleri ile reaksiyon

Reaktif oksijen, hiicrede ¢esitli metabolik islevlerin veya ksenobiyotik (canli organizma
icin yabanci ve zararli endiistriyel veya evsel kimyasal maddeler) maruziyetinin bir
sonucu olarak meydana gelir. Reaktif oksijenin DNA’y1 kirdigi, lipitleri peroksitledigi,
enzim aktivitesini degistirdigi, polisakkaritleri depolimerize ettigi ve hiicrelerin
Olimiine neden oldugu bildirilmistir (Brawn and Fridovich 1981; Slater 1982).
Karotenoidlerin bu radikalleri inaktif hale getirdigi, c¢ekirdeksel ve hiicresel hasari

onledigi bilinmektedir (Bhosale 2001).
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Serbest radikallerle reaksiyon

Serbest radikaller, organizmada oksijen kullanimi sonucu ortaya ¢ikan metabolik yolun
yan lriinleridir. Eslenmemis elektron igeren atom veya molekiiller hiicrelerin zarar
gordiigii reaksiyon dizisini baslatir. Viicutta serbest radikallerin olusumu, katabolik
reaksiyonlarin yam sira yagh diyetler, sagliksiz beslenme, sigara, ilag tedavileri, alkol
tilketimi, radyasyon, bocek ilaclar1 ve g¢evre kirliligi gibi nedenlerle baglamakta ve
artmaktadir. Serbest radikaller, bagisiklik sistemini zayiflatarak cesitli hastaliklara ve
erken yaslanmaya neden olurlar. Bu bakimdan antioksidanlar, hiicre koruyucu olarak,
tedavide ve dejeneratif hastaliklardan korunmada 6nemlidir (Temiir 2008). Proteinlerin
elektronca yogun bdlgelerinin, niikleik asitlerin ve hiicre zarlarinin hem yapisi hemde
fonksiyonuna zarar verebilen serbest radikaller, ayrica kirli havadaki ozon (Os) ve
azotdioksit (NO,), agir metaller, halojenlenmis hidrokarbonlar ve iyonize edici
radyasyon gibi ¢evresel kirliliklerden orjinlenir. Dogal antioksidan olan karotenoidler,

bu serbest radikalleri inaktif hale getirme yetenegine sahiptir (Bhosale 2001).

1.2.7. Karotenoidlerin 6nemi

Karotenoidler, A vitamini Onciisii, antioksidan, renklendirici ajan ve tiimor inhibisyonu
aktivitesine sahip olmalart nedeniyle ilag, kimya, gida ve yem sanayinde bir grup
degerli molekiilii temsil eder (Frengova and Beshkova 2009). Bu molekiillerin hayvan
ve insan sagligi lizerine potansiyel faydalarini belirten cok sayida bilimsel delil
bulunmaktadir. Bu ylizden, son yillarda bu alternatif dogal kaynaklar1 aragtirma tizerine

olan ilgi artmaktadir (Nelis and De-Leenher 1991).

Epidemiyolojik caligmalarda, diyetinde ve kan plazmasinda yiiksek oranda B-karoten
bulunan kisilerde akciger kanser riskinin dnemli derecede azaldigir bulunmustur (Pierre
1997; Glisson et al. 1998). Tiimér hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismalar, karotenoidlerin
sekil degisikligine ugramis hiicrelerin biiyiimesine engel olabilecegini gdstermis ve

kanserin belirli tiplerinin tedavisinde etkili olabilecegini bildirmistir (Smith 1998).
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B-karoten ve diyetle alinan diger karotenoidler, DNA hasarina neden olan serbest
radikallerin seviyesini diiglirerek karacigerde kanser olusumunu Onleyebilen
antioksidanlar olarak bildirilmistir (Dawson 2000). Karotenoidce zengin gidalarin
hayvanlarda karaciger kanseri olusumunun erken basamaginda rol aldig1 diisiiniilen
biyokimyasal ve hiicresel olaylar1 6énemli derecede inhibe ettigi bildirilmistir (Youping
et al. 1997). Ayrica B-karoten, astaksantin ve kantaksantin gibi karotenoidlerin, mide
kanserine kargi koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir (Yoshiyuki et al. 1999). Giglii
antioksidan aktivitesine sahip likopen igeren domatesin alinmasi ile prostat kanserinin
azalmasi arasindaki iligkiyi gosteren ¢ok sayida bildiri vardir (Giovannucci and Clinton
1998; Peter et al. 1999). Birka¢ epidemiyolojik c¢alisma, domates ve domates
tirtinlerinden likopeni fazla miktarda alan erkeklerin prostat kanseri olma riskinin diisiik
miktarda alanlardan daha az oldugunu gostermistir. Likopen, B-karoten, a-karoten,
lutein, astaksantin, fukoksantin, halosintaksantin ve B-kriptoksantinin antioksidan
aktiviteleri nedeniyle gogiis kanserine karsi giiclii aktivite gosterdikleri bildirilmistir
(Jaervinen et al. 1997; Sang-Pill et al. 1998; McEligot et al. 1999). Kimyasal
kanserojenlere maruz birakilan farelerle yapilan c¢aligmalar, karotenoidlerin cilt
kanserinin tesvikini geciktirdigini veya onledigini gostermistir (Lambert et al. 1994,
Nishino 1997). Karotenoidlerin tiim bu kanser tiirlerine kars1t muhtemel koruyucu etkisi,
onlarin 6zellikle tekli oksijen inaktive ediciler olarak rol aldig1 antioksidan dogalarina

atfedilebilir (Bhosale 2001).

Yasa bagli Makula Dejenerasyonu, yaslilarda korliigiin en yaygin nedenidir. Bu
hastalik, retinanin kiigiik merkezi pargasi olan ve en net gérmeden sorumlu olan makula
densay1 (sar1 benek) etkiler. Lutein ve zeaksantin gibi karotenoidlerin bu hastaligin
riskini azalttig1 bildirilmistir (Seddon et al. 1994). Ayrica géz mercegi epitelinde aktif
olarak bulunan lutein ve zeaksantinin, goézii UV tesvikli oksidatif hasarlara karsi
korumada ve katarakt olusum riskinin azalmasinda 6nemli rol oynadig: bildirilmistir

(Yeum et al. 1999).

B-karoten, likopen, lutein, fitoen ve fitofluen gibi karotenoidleri iceren kozmetik

tirtinlerinin UV 15182 maruz kalma ve oksidasyondan kaynaklanan hasarin ¢ogunu
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onlemede etkili oldugu bildirilmistir (Etienne et al. 2000). Karotenoid yikim
tirtinlerinden aroma kimyasallar1 (iyononlar, damaskonlar ve damaskenonlar) parfiim
endistrisinde yaygin olarak kullanilan kokulu maddelerdir.
Karotenoidler, gida endistrilerinde renklendirici ve A vitamini kaynagi olarak
kullanilirlar. B-karoten, a-karoten, astaksantin, fukoksantin, halosintaksantin ve
peridinin, antioksidan dogalar1 ve provitamin-A aktiviteleri nedeniyle gida renklendirici
olarak kullanilirlar. Ancak karotenoidler gida isleme kosullarina duyarli olduklarindan

siklodekstrin gibi ajanlarla kapsiillenirler (Lajos et al. 1998).

Akuakiiltiir endistrilerinde somon balig1 ve diger baliklarin pigmentasyonu igin
Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia rhodozyma) mayasi tarafindan {iretilen
astaksantin karotenoidi yem katkisi olarak kullanilmakta ve bu karotenoidin yillik
piyasasinin 100 milyon dolardan fazla oldugu tahmin edilmektedir (Johnson 2003).
Ayrica astaksantin, diisiik bir karotenoid diyeti ile beslenen tavuklarin yumurta

sarilarinin pigment kaynagi olarak ta degerlendirilmistir (Akiba 2000).

Hayvanlar karotenoidleri sentezleyemezler ve onlar1 beslenme yoluyla elde etmek
zorundadirlar. Mukoza hiicreleri tarafindan oldugu gibi absorbe edilen ve sonradan
perifer doku ve kan dolasiminda degismemis sekilde goriilen karotenoidler, konjuge
safra tuzlarinin varliginda absorbe edilir. Viicuttaki yaglar, safra tuzlarinin
sekresyonunu uyardigindan yaglarin karotenoid absorbsiyonunda onemli bir etkiye
sahip oldugu goriiliir. Adipoz (yag) doku ve karaciger, karotenoidler i¢in biiyiik
depolardir (Omenn et al. 1996).

1.2.8. Karotenoidlerin kaynaklar

Karotenoidler, meyve, sebze ve liflerin en ¢ok géze ¢arpan sar1 ve kirmizi renklerinin
kaynag1 olarak bilinmektedir (Tiirkkan 2007). Havug¢ (Daucus carota) siiphesiz -
karotenin en dnemli ve en yaygin kaynaklar1 arasindadir. Havugtan baska, varliklari

klorofil tarafindan engellense de cesitli yesil yaprakli sebzeler de 6nemli miktarda
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karotenoide sahiptir. Cesitli dogal ve sentetik karotenoidlerin varligina ragmen son
yillarda karotenoidlerin mikrobiyal kaynaklar iizerinde artan bir ilgi vardir (Nelis ve De
Leenheer 1991; Ausich 1997). ilk olarak, Blakeslea trispora fungusundan B-karoten
iiretim siireci Ciegler ve arkadaglar1 tarafindan bildirilmistir (1963). Fakat sonralar
sentetik imalatla rekabete girilemediginden bu siire¢ terk edilmistir. Ancak son yillarda
sentetik gida katki maddelerine kars1 halkin bilinglenmesiyle mikrobiyal kaynaklardan
karotenoid tiiretimi lizerine yenilenen bir ilgi vardir. Ayrica karotenoidlerin mikrobiyal
tiretimi, kimyasal liretim metotlartyla karsilastirildiginda ¢evre dostu bir metottur ve
boylelikle dogal karotenoidlerin artan gereksinimini de karsilayabilir niteliktedir
(Bhosale 2001). Alg, bakteri, kiif ve maya gibi bir¢ok mikroorganizma karotenoid

uretiminde kullanilmaktadir.

Dunaliella sp. algi ile B-karoten tiretimi iyi gelismis bir teknolojidir (Ben-Amotz 1999).
Dunaliella kat1 hiicre duvarindan yoksun olan, yiiksek tuz ve siddetli 151k kosullarinda
yetistirildiginde yiiksek seviyede P-karoten iireten tek hiicreli bir algdir (Haouazine et
al. 1999). Ayrica Haematococcus pluvialis algi de astaksantinin potansiyel endiistriyel
kaynagidir (Sang-Pill et al. 1998; Kopecky et al. 2000). Blakeslea trispora yiiksek
miktarda B-karoten {iretme yetenegine sahip olan kiiflerdendir (Goksungur 2002). Bir
siyanobakteri cinsi olan Spirulina gida kayna@i olarak diinyanin pek ¢ok yerinde
yetistirilen, dnemli miktarda B-karoten, zeaksantin ve kriptoksantin iceren ¢ok zengin
bir besin kaynagidir. Rhodobacter sphaeroides ve Rhodospirillum rubrum gibi
fotosentetik bakterilerde de karotenoidler dogal olarak olusan renkli bilesiklerdir. Bu
karotenoidler, 151k enerjisini toplama ve UV hasarina kars1 koruma gibi temel biyolojik
fonksiyonlara sahiptir. Rhodotorula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Sporidiobolus ve
Sporobolomyces karotenoid sentezleyen maya cinsleridir. Genel olarak olusturduklar
karotenoidler, B-karoten, y-karoten, torulen ve torularhodindir. Son yillarda tanimlanan
X. dendrorhous (P. rhodozyma) mayasmin ise diger mayalardan farkli olarak
astaksantin olusturdugu saptanmusgtir. Ticari agidan ilgiyi ise X. dendrorhous ve

Rhodotorula mayalar1 ¢gekmistir (Vandamme 1992).
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Kirmizi pigmentli X. dendrorhous mayasinin yiiksek konsantrasyonda igerdigi
astaksantin, akuakiiltiir endiistrisinde yem katkis1 olarak kullanilmaktadir. Ancak X.
dendrorhous, pargalanmay1 veya biyolojik olarak sindirimini zorlastiran dayanikli hiicre
duvarina sahiptir ve bu da karotenoid igeriginin tiimiinden faydalanmay1 sinirlamaktadir

(Hari et al. 1992).

Rhodotorula sp. mayasi tarafindan karotenoid iiretimi iizerine ¢alismalar ilk olarak
Nakayama et al. (1954), Peterson et al. (1954,1958) ve Simpson et al. (1964) tarafindan
yapilmistir. Bu arastirmacilar, Rhodotorula’nin g¢evresel ve Kkiiltiir sartlarina bagh
olarak, cesitli oranlarda dominant olarak ‘torularhodin, torulen ve B-karoten’ iirettigini

bildirmislerdir.

Mayalarla karotenoid iiretiminin alg ve funguslara nazaran birka¢ avantaji vardir.

Bunlar;

1- Mayalar tek hiicreli mikroorganizmalardir ve biiyiik miktarlarda iiretilebilirler.

2- Mayalarin biiyiime hiz1 yiliksek oldugundan hiicre kiitlesinin biiyiik miktarda {iretimi
oldukca kolaydir.

3- Maya hiicreleri dayaniklidir ve istenen hiicre yogunluklarinda tiretilebilir.

4- Kurutulmus sekilde hiicre kiitlesi ¢esitli farmakolojik iirlinlerde ve yem katkis1 olarak

kullanilabilir (Bhosale 2001).

Ayrica Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis ve Candida
utilis  gibi  karotenogenik  olmayan  mikroorganizmalara  karotenogenik

mikroorganizmalardan gen transferiyle de karotenoid tiretimi miimkiin olmaktadir.
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1.3. Rhodotorula glutinis’in Genel Ozellikleri

Genellikle ‘pembe maya’ olarak adlandirilan Rhodotorula glutinis serbest yasar, dogada
yaygin olarak toprak, hava, su, meyve suyu ve siit iirlinleri gibi ¢ok ¢esitli ortamlarda
bulunan, Basidiomycota iiyesi, parlak, mukoid, renkli koloniler olusturan, obligat

aerobik olarak gelisen tek hiicreli mikroorganizmadir.

1.4. Melasin Kullanim Alanlari

Biyoteknolojik yontemlerde 6nemli bir karbon kaynagi olarak bilinen melas, seker
fabrikasyonunun teknik ve ekonomik kosullari ile suruplardan miimkiin olan en fazla
seker kristali alindiktan sonra arta kalan koyu kahverenkli pekmez goriiniimiinde bir
maddedir. Diinyadaki melas iretiminin %75’i seker kamisindan (Saccharum
officinarum), geri kalaninin en biiyiik kismi ise seker pancarindan (Beta vulgaris) elde
edilmektedir ve bu iretimin 1990’l1 yillarin sonunda 46 milyon ton oldugu
bildirilmektedir (Ediz 2004). Ulkemizde elde edilen melas, seker pancari melasidir.
Islenen seker pancarma gore %4-5 oraninda melas elde edilir. Melasin bilesiminin bitki
tiirline, mevsim ve toprak sartlarina, hasata, seker rafinasyon islemlerine ve melas
depolama kosullarina bagli olarak son derece degisken oldugu goriilmektedir
(GOksungur 1998). Melasin yaklasik %15’ini su, %50’sini sakkaroz ve %35’ini
sakkaroz dis1 maddeler olusturur. Sakkaroz dis1 maddenin de %35°1 anorganik, %65°1
organik olup, organik maddelerin biiyiik kismi azotlu bilesiklerden olusur (Ulubas

1991).

Yillara bagl olarak iilkemizde yilda yaklasik 500 000 ton melas elde edilmekte ve
baslica alkol, sitrik asit, asetik asit, ekmek mayasi ve melasli kuru kiispe iiretiminde
kullanilmaktadir. Ozellikle son yillarda sekersiz kuru kiispe ile melasin karigtirilarak
kurutulmasindan elde edilen kuru hayvan yemi besicilikte dnemli bir yer almaktadir.
Melasta bulunan seker disindaki organik maddelerin baslicalari; azotlu maddeler,

organik asitler, nisasta, ¢Oziinlir gamlar ve pentozanlar gibi kompleks
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karbonhidratlardir. Melasta bulunan azotlu maddeler; aminoasitler, amidler ve diger
basit azotlu maddelerdir. Seker pancar1 melasinda baskin halde bulunan betain ve
glutamik asit, melasin karakteristik koku ve lezzetinin biiyiikk bir kismindan sorumlu
olan azotlu maddelerdendir. Melasta bulunan baslica organik asitler; asetik asit,
propiyonik asit, formik asit ve biitirik asittir. Potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir,
sodyum, stilfat, klor ve fosfat melasta bulunan baslica inorganik bilesiklerdir. Melasta
ayrica biyotin, pantotenik asit, inositol, nikotinik asit, riboflavin, pridoksin ve kolin gibi

B grubu vitaminler de vardir (Goksungur 1998)

Yukaridaki bilgilerden de anlasilacag1 {izere melas, yalniz seker bakimindan degil,
icerdigi seker dis1t maddeler yoniinden de degerli bir iirlindiir. Melasin bu 6zelliginden
ve kullanilabilir karbon kaynaklar1 bakimindan zengin olmasindan dolay1 cesitli
fermentasyonlarda substrat olarak kullanimi {izerindeki ¢alismalar artmistir ve bir¢ok
ticari iiretimde ucuz bir substrat kaynagi olarak kullanilmaktadir. Melas kullanilarak
yapilan bu ¢alismalardan bazilari; Anaerobik fermentasyonla biyohidrojen tiretimi (Lay
et al. 2010), polihidroksialkanoat tretimi (Bengttson et al. 2010), immobilize
Clostridium tyrobutyricum ile biitirik asit tiretimi (Jiang et al. 2009), bazi Rhizobium
bakterilerinin PHB iiretimlerinin incelenmesi (Tirkoglu 2009), termofilik sartlarda
Bacillus licheniformis ile biyosiirfektan tiretimi (Joshi et al. 2008), Saccharopolyspora
erythraea ile eritromisin {iretiminin gelisitirilmesi (El-Enshasy et al. 2008),
Saccharomyces cerevisiae ile biyoetanol {iretimi (Siqueira et al. 2008), Actinobacillus
succinogenes ile siiksinik asit tiretimi (Liu et al. 2008), Aspergillus niger ile glukonik
asit tretimi (Sharma et al. 2008), Lactobacillus delbrueckii ile laktik asit tretimi
(Dumbrepatil et al. 2008), Zymomonas mobilis ile etil alkol iiretimi (Cazetta et al.
2007), rekombinant Escherichia coli ile polihidroksialkanoat iiretimi (Li et al. 2007),
X. dendrorhous mutant1 ile karotenoid tiretimi (Jirasripongpung et al. 2007), melasta
laktik asit ve ekzopolisakkarit iiretiminin belirlenmesi (Yeniel 2006), Enterococcus
faecalis ile laktik asit iiretimi (Wee et al. 2004), baz1 Bacillus cinsi bakterilerin PHB
iretimleri, toplam protein profilleri ve plazmid DNA’larinin incelenmesi (Ediz 2004),
Xanthomonas campestris ile ksantan tiretimi (Kalogiannis et al. 2003), Aureobasidium

pullulans ile pullulan tiretimi (Roukas 1998; Lazaridou et al. 2002), ekmek mayasi
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liretim parametrelerinin tespiti ve sivi mayanin likid ferment sistemi ile ekmek

yapiminda kullanilma imkanlar1 (Bilgigli 2000).

Melas, genellikle kiispe ile karigtirilip hayvan yemi olarak oldugu gibi kullanilirken
kimyasal yontemlerle demir ve g¢eligin esmerlestirme ve diizgiinlestirmesinde de
kullanilir. Melasin romatizma hastaliginda tedavi edici etkisinin bulundugu, katran veya
asfalt ile asitli ortamda recinelestirilmesinden kolay yumusayan bir asfaltlama

maddesinin elde edilebildigi bildirilmektedir (Yeniel 2006).

1.5. Ko¢ Boynuz Peptonunun Kullanim Alanlari

Mikroorganizmalari laboratuarlarda iiretmek, saf olarak ayirmak, teshislerini yapmak ve
islevleriyle ilgili her tiirlii ¢alismalar yiiriitebilmek i¢in, onlarin ihtiyaci olan besin
maddelerini ihtiva eden ortamlar hazirlanir. Bu ortamlara «besiyeri» veya «besi ortami»
ad1 verilir. Mikroorganizmalar i¢in daha kapsamli ve giiclii besiyerleri hazirlama
caligsmalar1 1860 yilinda Pasteur tarafindan baslatilmis olup, giintimiizdeki aragtirmalar
daha ¢ok ucuz besiyerleri iizerinde yogunlagsmistir (Kurbanoglu 1999). Fermentasyon
ortamiin en Onemli bilesenlerini olusturan mikroniitrient maddeler, mikrobiyal
fermentasyon iglemlerinin toplam maliyetinin %30’unu olusturmaktadir. Atik maddeler,
pahali pepton ve maya ekstraktlarinin yerini alabilecek mikroniitrientler olarak
kullanilabilirler. Herhangi bir attk maddenin endiistriyel fermentasyon islemlerinde
kullanimi1 i¢in ticari olarak kullanilan besiyeri ortamlarinin formulasyonlariyla
gosterdigi tutarlilik ve {iriin eldesinde 6nemli artis ya da maliyetin diisiiriilmesi oldukca
biiyiik 6nem tasiyan oOzelliklerdir (Lee et al. 1998). Mikrobiyal besiyerlerinde KBP
kullanimina ilk defa 1999 yilinda baslanmistir (Kurbanoglu 1999). Daha sonra KBP
veya kocboynuzu hidrolizati (KBH) laktik asit, (Kurbanoglu and Kurbanoglu 2003a,c),
gliserol (Kurbanoglu and Kurbanoglu 2004), sitrik asit, (Kurbanoglu 2003b, 2004),
ksantan (Kurbanoglu and Kurbanoglu 2007), (R)-1-(4-Bromo-phenyl)-ethanol (Zilbeyaz
and Kurbanoglu 2008) ve glukoz oksidaz enzimi (Canli 2009) gibi 6nemli maddelerin

iiretiminde basarili bir sekilde kullanilabilmistir.
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1.6. Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci, R. glutinis YU-14 izolat1 tarafindan karotenoid iiretiminde, besin
kaynagi olarak seker pancart melast ve ko¢ boynuz peptonunun (KBP)
kullanilabilirligini aragtirmaktir. Calismanin diger bir amaci ise melas ve KBP’den
hazirlanan besiyerinde R. glutinis tarafindan {iretilen karotenoid miktarlarini ticari
karbon ve organik azot kaynaklarin kullanimiyla elde edilen karotenoid miktarlariyla

karsilagtirmaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Yapilan arastirmalarda karotenoidlerin ¢esitli substratlarda mikroorganizmalar
tarafindan gerceklestirilen {iretimi, kullanilan yontemler ve karotenoid iiretimi {izerine

etki eden faktorler tespit edilerek 6zet halinde asagida belirtilmistir.

Frengova et al. (1994), %39 ve %7,1 laktoz igeren peynir ultrafiltrasyonunda
Lactobacillus helveticus ile birlikte yetistirilen R. glutinis tarafindan karotenoid
tretimini calismistir. 15 I’lik fermentérde 220 rpm’de 120 saatlik fermentasyon
sonucunda karotenoid iiretiminin hiicre liremesine paralel olarak arttigi ve maksimum
karotenoid iiretimine duragan fazin erken basamaginda ulasildigr bildirilmistir. Ayrica
R. glutinis’ten elde edilen ii¢ 6nemli karotenoidin (f-karoten, torulen ve torularhodin)

de maksimum konsantrasyonu elde edilmistir.

Frengova et al. (1995), yaptig1 baska bir ¢alismada peyniralti suyu ultrafiltrasyonunda
Lactobacillus helveticus ile birlikte yetistirilen R. glutinis tarafindan karotenoid iiretimi
tizerine sicaklik degisminin etkisini ¢aligmistir. Fermentasyon ortaminda sicaklik
degisiminin karotenoid olusumunu ve karotenoidleri olusturan bireysel pigmentlerin

oranini etkiledigini bildirmistir.

Buzzini and Martini (1999), ¢esitli zirai-endiistriyel orjinli ham maddeleri (liziim sirast,
glukoz surubu, seker pancar1 melasi, soya fasiilyesi unu ekstrakti ve misir unu ekstrakti)
kullanarak R. glutinis ile karotenoid iiretimi {izerine bir arastirma yapmistir. Maksimum
tiretimi tek karbon kaynagi olarak konsantre {iziim sirasi iceren substratta 120 saatlik
kesikli kiiltiirden elde etmistir. Tiim deneylerde karotenoidleri olusturan pigmentlerin

(B-karoten, torulen ve torularhodin) miktarlart HPLC ile hesaplanmuistir.

Buzzini (2000), tek karbon kaynagi olarak konsantre tizim sirasinda R. glutinis ile

karotenoid {iretiminin optimizasyonu i¢in c¢ok degiskenli istatistiksel yaklasimi
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kullanmigtir. Optimizasyon c¢alismalar1 sirasinda ¢esitli deneysel parametreleri
(karbonhidrat, maya otolizati, tuz konsantrasyonu ve pH) test etmistir. Karotenoid
olusumunun pH ve maya otolizat1 konsantrasyonuna olduk¢a duyarli oldugunu, pH’nin
5,8, maya otolizat1 konsantrasyonunun 4,67 g/l oldugu 120 saatlik fermentasyon
ortaminin karotenoid iiretimi i¢in en iyi ortam oldugunu, bu ortamda iiretilen toplam
karotenoid ve f-karoten miktarlariin sirasiyla 6,9 mg/l ve 1100 pg/l oldugunu

bildirmistir.

Bhosale and Gadre (2001a), ana strainden 36 kat daha fazla B-karoten tireten R. glutinis
mutant 32 ile seker kamis1 melasinda toplam karotenoid ve B-karoten miktarini tespit
etmek i¢in bir arastirma yapmustir. R. glutinis mutant 32 ile toplam indirgen seker
konsantrasyonu ve pH {izerine optimizasyon ¢alismas1 yapmis, bu degerleri sirasiyla 40
g/l ve 6 olarak saptamistir. Bu optimal sartlarda toplam karotenoid igeriginin % 70’inin
B-karoten oldugunu tespit etmistir. 14 1 hacimli karistirmali fermentérde yaptiklar
calismada sadece melasin kullanildigi, herhangi bir azot kaynaginin ilave edilmedigi
durumda torulen igeriginde %20 artis gozlerken azot kaynagi olarak maya ekstrakti

ilave edildiginde B-karoten iceriginde % 31 artis gézlemlemistir.

Bhosale and Gadre (2001b), yaptig1 baska bir calismada deniz suyu ile hazirlanan
besiyerinde R. glutinis mutant 32 tarafindan {iretilen toplam karotenoidin 86 mg/l ve
kuru hiicre biyomasinin 16 g/l, saf su ile hazirlanan besiyerinde ise bu degerlerin
sirastyla 70 mg/l ve 12 g/l oldugunu bildirmistir. Deniz suyu ile hazirlanan besiyerinde
iiretilen B-karoten miktarinda 2 kat artis oldugunu torulen miktarinda ise 2,3 kat azalma
oldugunu bildirmistir. Ayrica bu besiyerinde pH 6’da karotenoidlerin %83 {linlin
herhangi bir mekaniksel pargcalanmaya gerek kalmaksizin ekstrakte edilebilirligi de

bildirilmistir.

Buzzini (2001), tek karbon kaynagi olarak misir surubunun kullanildigir kesikli ve
kesiksiz fermentasyonda Debaryomyces castelli ve R. glutinis’in birlikte {iretilmesiyle

karotenoid tiretimini ¢aligmistir. Yapilan ¢alismada kesiksiz kiiltiirde kesikli kiiltiirden
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%150 daha fazla verim elde edilmistir. Ayrica torularhodin, torulen ve B-karoten
miktarlart da hesaplanmstir. Sonu¢ olarak misir surubunun icerdigi oligosakkarit ve
dekstrinlerin D. castelli ile birlikte kiiltiire edilen R. glutinis tarafindan karotenoid

tiretiminde kullanilabilirligi goriilmiistiir.

An et al. (2001), seker pancar1 melasinda Xanthophyllomyces dendrorhous (P.
rhodozyma) mutant ile karotenoid iiretimini ¢aligmistir. %5 melas konsantrasyonundan
sonra maya biyomasinda onemli miktarda diisiis gézlemlemis, %5 melas, 30 g/l iire, 5
g/l NaH;PO, ile hazirlanan besiyerinde pH 4,9 da optimum karotenoid tretimini

belirlemistir.

Squina et al. (2002), seker kamisi suyu ile hazirlanan besiyerinde Rhodotorula rubra ve
Rhodotorula glutinis tarafindan karotenoid iiretimini aragtirmistir. Karotenoid iiretimi
tizerine farkli seker ve maya ekstrakti konsantrasyonunun, pepton ve inorganik tuzun
varlig1 veya yoklugunun (0-10 g/I) etkisini ¢alismistir. Tiim ¢alismalarda torularhodin,
torulen, P-karoten ve fy-karotenin besiyeri icerigine bagli olarak farkli oranlarda

olustugunu bildirmistir.

Goksungur et al. (2002), calkalamali kiiltiirde Blakeslea trispora ile B-karoten iretimi
lizerine melas On muamelesi, ¢esitli azot kaynaklari, dogal yaglar, yag asitleri,
antioksidanlar, prekiirsdrler ve bunlarin karigimlarimin etkisini calismistir. Ayrica
maksimum [-karoten iiretimi i¢in linoleik asit, kerosene ve antioksidanin optimum
miktarlarini tespit etmeye calismistir. Karotenoid pigmentinin yiiksek konsantrasyonu
invertaz ile muamele edilen melas soliisyonundan elde edilmistir. Misir mazerasyon
stvist (%5) ve maya ekstrakti (%0,5) B-karoten konsantrasyonunu az miktarda artirirken
dogal yaglar, yag asitleri ve kerosene disindaki prekiirsorler besiyerine ayri ayri
eklendiginde pigment iiretimini artirmamistir. Diger yandan linoleik asit, kerosene ve
antioksidan karisimi besiyerine ilave edildiginde B-karoten konsantrasyonunu onemli

miktarda artirdig1 gdzlenmistir.
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Frengova et al (2003), peyniralt1 suyu ile hazirlanan besiyerinde laktozu kullanamayan
R. rubra ile laktozu kullanan homofermentatif Lactobacillus casei’yi birlikte
yetistirerek karotenoid dretimini c¢aligmigtir. Maya gelisiminin duragan fazinda

hiicrelerdeki karotenoid igeriginin maksimuma ulastigi gézlenmistir.

Bhosale et al. (2003), R. glutinis mutant 32 mayasin1 14 I’lik karistirmali fermentorde
yetistirmis, elde ettigi hiicre biyomasmi mikrofiltrasyonla 10 kat konsantre hale
getirerek toz halde kurutmustur. Koruyucu ajan olarak Biitil Hidroksi Toluen (BHT) ve
tokoferol kullamlmustir. iki seviyede ii¢ degiskenle optimizasyon calismas1 yapilmis ve
B-karotence zengin yem katki maddesi elde edilmistir. Sonug¢ olarak toz haldeki -
karotence zengin R. glutinis mayasinin hayvan beslenmesinde B-karotenin alternatif bir

kaynagi olabilecegi bildirilmistir.

Tinoi et al. (2005), karbon kaynagi olarak tatl patates (Ipamoa batatas) ve azot kaynagi
olarak hidroliz edilmis mongo fasiilyesi atik ununu kullanarak R. glutinis ile karotenoid
liretimi iizerine yaptig1 optimizasyon c¢alismasinda sequential simplex metodunu
kullanmigtir. Optimal kosullarin pH; 5,91, sicaklik; 30°C, ¢alkalama hizi; 258 rpm ve
inkiibasyon siiresi; 94,78 saat oldugunu ve bu optimal kosullar altinda toplam
karotenoid miktarmin 3,48 mg/l ve kuru hiicre biyomasmin ise 10,3 g/l oldugunu
bildirmistir. Bu sonuglara gore elde edilen biyomas ve toplam karotenoid miktarinin bir-

defada-bir-faktor yontemiyle elde edilen miktarlardan daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Simova et al. (2004), peyniralti suyu ile hazirlanan besiyerinde R. rubra’y:r yogurt
bakterileri (Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus) ile birlikte
yetistirerek karotenoid {retimini g¢aligmigtir. Karistk yogurt bakterileri ile olan
birliktelikte (R.rubra, L. bulgaricus ve S. thermophilus) karotenoid iiretiminin saf
yogurt bakterisiyle (R.rubra ve L. bulgaricus veya R. rubra ve S. thermophilus) olan
birliktelikten yaklasik iki kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Ayrica R.rubra’dan elde
edilen karotenoidlerden B-karotenin %50, torulenin %12,3 ve torularhodinin %35,2

oraninda oldugu ve R. rubra + L. bulgaricus, R. rubra + S. thermophilus ve R. rubra +
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L. bulgaricus + S. thermophilus tarafindan sentezlenen [-karoten, torulen ve

torularhodin oranlar1 arasinda 6nemli fark olmadig goriilmiistiir.

Park et al. (2005), seker kamis1 melasinda R. glutinis’in karotenoid tiretimini artirmak
i¢in iki basamakli optimizasyon ¢alismasi yapmustir. 11k basamakta, bes fermentasyon
faktoriiniin (pH, seker kamis1 melast konsantrasyonu, iire, KH,PO4 ve NaCl) etkisini
degerlendirmis, sonug¢ olarak, melas, tire ve KH,PO4 konsantrasyonlarinin biyomas ve
karotenoid iiretimi {izerine onemli etkileri oldugunu bildirmistir. Ikinci basamakta,
karotenoid ve biyomas iiretimini daha da artirmak amaciyla bu ii¢ faktoriin (melas, tire
ve KH;PO4) optimizasyonunu ¢alismistir. Bu iki basamakli optimizasyon g¢alismasi ile

toplam karotenoid konsantrasyonunun 2,5 kat daha fazla oldugunu bildirmistir.

Aksu and Eren (2007), R. glutinis mayas: tarafindan karotenoid tiretimi ilizerine pH,
sicaklik, havalandirma orani, baslangi¢ seker (glukoz, melas sukrozu ve peyniraltt suyu
laktozu), amonyum siilfat konsantrasyonu ve aktivator (pamuk tohumu yagi, Tween 80)
ilavesi ile optimizasyon calismasi yaparak toplam karotenoid iiretimi i¢in optimum pH
ve sicakligin sirasiyla 6 ve 30°C, havalandirma oraninin 2,4 vvm oldugunu
bildirmislerdir. 2 g/l amonyum siilfat konsantrasyonu maksimum karotenoid iiretimini
verirken sadece pamuk tohumu yagi ve 5 g/l glukoz iceren fermentasyon ortaminda
karotenoid konsantrasyonu dnemli dl¢lide artmistir. Genelde glukoz ve melas sukrozu
konsantrasyonundaki artis maya biiylimesini ve toplam karotenoid tiretimini artirirken
peyniraltt suyu laktozu konsantrasyonundaki artisin ayni etkiyi gostermedigi
belirlenmistir. En yiiksek karotenoid miktar1 karbon kaynagi olarak 20 g/l melas

sukrozu kullanimiyla elde edilmistir.

Libkind and Broock (2006), Arjantin’in Patagonia bolgesi habitatindan izole edilen
maya izolatlarmim biyomas ve karotenoid iiretimini arastirmustir. Oncelikle en iyi
karotenoid {ireten strainleri se¢cmis ve bunlarla optimizasyon c¢alismasi yapmistir.
Patagonia bdlgesine ait maya izolatlarinin biyomaslar1 ve karotenoid {iretim

potansiyelleri, besiyerine azot kaynagi olarak iire ve amonyum siilfat, karbon kaynagi
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olarak ta seker kamisi melasi, misir surubu ve malt ekstrakt eklenerek incelenmistir.
Maksimum pigment iiretimi, Rhodotorula mucilaginosa ve Cryptococcus sp. ile elde
edilmistir. Ayrica bu tiirlerde B-karoten, torulen ve torularhodinin ana karotenoid tiirleri

oldugu bildirilmistir.

Jirasripongpung et al. (2007), karakteristik karotenoid pigmenti astaksantin olan X.
dendrorhous mayasmin mutanti ile melash besiortaminda toplam karotenoid tiretimini
calismigtir. %5 melas igeren besiyerinde iki farkli X. dendrorhous mutantini
karsilagtirmis ve en iyi karotenoid iiretimi gozlenen mutant ile optimum karotenoid
tretimini %2 melas konsantrasyonlu 4 g/l potasyumnitrat iceren besiyerinde elde

etmistir.

Weber et al. (2007), Basidiomycota iiyesi kirmizi renkli mayalarin dondurulmus
hiicrelerinden karotenoid pigmentlerinin ekstraksiyonu i¢in basit bir yonem gelistirmis
ve HPLC ile bu pigmentlerin analizlerini yapmistir. Bu yontemle Monosiklik (tek
halkali) y-karotenden 2-hidroksitorularhodine, bisiklik (¢ift halkali) B-karotenden
astaksantine kadar kirmiz1 mayalarin tipik karotenoidleri ayrilmistir. Pigment kimlikleri
(identifikasyonu) benzer kromatografik sartlar kullanilarak LC-APCI (Atmospheric

Pressure Chemical Ionisation) kiitlesel spektrometri ile belirlenmistir.

Park et al. (2007), Karotenoid pigmentlerinin izolasyonu igin maya hiicrelerinin
kimyasal olarak yikimui ile ilgili bir ¢caligma yapmistir. Bu ¢aligmada intraselliiler olarak
tiretilen karotenoidlerin hiicre digina ¢ikmasini saglamak i¢in R. glutinis hiicre duvarini
yikmada bes fakli ¢oziicii kullanilmistir. Yapilan kromatografik analizler ekstraktta {i¢
farkli karotenoid pigmentinin (pB-karoten, torulen ve torularhodin) bulundugunu
gostermistir. Ekstraksiyon derecesinde test edilen bes ¢oziiciiden li¢iiniin (DMSO,
aseton ve petrol eteri) ve doygun NaCl sollisyonunun ana ve interaktif etkilerini
istatistiksel olarak arastirmada Box-Behnken deneysel dizayni kullanilmistir. Deneysel
sonuclarin temelinde bu dort degiskene ekstraksiyon iiriinii ile ilgili deneysel bir model

gelistirilmis ve bu model, R. glutinis karotenoidlerinin ektraksiyonunda hiicre duvarinin
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biitiinliiglinli bozmada ve bu degiskenlerin en etkili kombinasyonunu elde etmede

basarili bir sekilde kullanilabilmistir.

Malisorn and Suntornsuk (2008), fermente turp salamurasinda R. glutinis ile B-karoten
tiretimini artirmak i¢in kiiltiir sartlarinin optimizasyonu iizerine bir arastirma yapmaistir.
B-karoten tiretimi i¢in optimum sicakligm 30°C, pH’nin 6 ve ¢Oziinmiis oksijen
miktarmin %80 oldugu saptanmistir. Bu sartlar altinda baslangi¢ sartlarina gore %15

daha yiiksek oranda B-karoten iiretimini elde etmistir.

Valduga et al. (2008a), siilfirik ve fosforik asitle on muamele yapilan seker kamisi
melas1 ve misir mazerasyon sivisini kullanarak Sporidiobolus salmonicolor mayasi ile
karotenoid {iretimi lizerine optimizasyon ¢alismasi yapmustir. En iyi tiretimi 10 g/l seker
kamig1 melasi, 5 g/l misir mazerasyon sivisi ve 5 g/l maya hidrolizat1 kullanarak 25°C’

de, pH 4°’te 180 rpm ¢alkalama hiziyla elde etmistir.

Valduga et al. (2008b), yaptig1 baska bir ¢alismada tepkili yiizey teknigini (Response
Surface Technique) kullanarak S. salmonicolor tarafindan karotenoid iiretimi iizerine
optimizasyon caligsmasi yapmigtir. Maksimum karotenoid iiretimini 40 g/l glukoz, 10
g/l malt ekstrakt ve 14 g/l pepton kullanarak 25°C’de, pH 4’te 180 rpm ¢alkalama hizi

ile elde etmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizma ve atik materyaller

Karotenoid tiretimi igin kullanilan R. glutinis izolatlari, Erzurum bdlgesinden, toprak,
meyve ve sebze kabuklari, aga¢ yapraklar1 gibi ¢esitli numunelerden izole edilmistir.
Mikroorganizmalar, yatik patates dekstroz agar (PDA) iizerinde 4°C’de muhafaza
edilmis ve birer aylik araliklarla taze ortamlara aktarilmigtir. Melas, Erzurum Seker
Fabrikasi’ndan temin edilmistir. KBP’nin elde edilmesi i¢in gerekli olan kogboynuzlari

Erzurum’da bulunan bir kombinadan temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimiinden temin edilmistir. Mikroorganizmalarin {iretilmesi icin Patates Dekstroz
Agar (PDA, Fluka) kullanilmistir. Besiyeri igin potasyum ve fosfor kaynagi olarak
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,PO,, Fluka), Magnezyum ve kiikiirt kaynag1 olarak
Magnezyum Siilfat (MgSO47H,0O, Fluka) kullanilmistir. Farkli organik azot
kaynaklariin etkilerinin arastirilmasi i¢in Bakto Pepton (Oxoid), Balik Peptonu
(Fluka), Tripton (Oxoid), Kazein Pepton (Oxoid), Proteoz Pepton (Oxoid) ve Maya
Ekstrakt1 (Difco) kullanilmistir. Farkli karbon kaynaklarinin etkilerinin arastirilmasi ig¢in
glukoz (Merck), fruktoz (Fluka) ve sukroz (Fluka) kullanilmistir. Melas 6n muamelesi
ve hidroliz islemi i¢in H,SO4 (Riedel-de Haén), Potasyum Ferrosiyanid (Merck),
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA, Merck) ve HCI (Riedel-de Haén) kullanilmustir.
Karotenoid ekstraksiyonu i¢in Dimetilsiilfoksit (DMSO, Merck), Aseton (Merck),
Petrol eteri (Sigma-Aldrich) ve doygun NaCl (Fluka) ¢ozeltisi kullanilmistir. KBP’nin
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eldesinde kullanilan kimyasallar Oxoid (Hampshire, UK) ve Difco (MI, USA)

firmalarindan satin alinmstir.

3.2. Yontem

3.2.1. Rhodotorula glutinis suslarinin izolasyonu ve identifikasyonu

Karotenoid tiretimi i¢in kullanilan R. glutinis izolatlari, Erzurum boélgesinden toprak,
meyve ve sebze kabuklari, aga¢ yapraklar1 gibi ¢esitli numunelerden izole edilmistir.
Izolasyon islemleri standart tekniklere gore diliisyon islemleri ile yapilmstir
(Nakayama 1981). Suslar VITEK 2 compact cihazi kullanilarak identifiye edilmistir.
Identifikasyon islemlerinde 24 saatlik kiiltiir kullanilmistir. Organizmalar yatik patates
dekstroz agar (PDA) iizerinde 4°C’de muhafaza edilmis ve birer aylik araliklarla taze

ortamlara aktarilmustir.

3.2.2. KBP’nin uretilmesi

Boynuz materyalleri 6nce musluk suyu ile daha sonra deiyonize su ile yikanip
kurutulmus, kuruyan boynuzlardan belirli miktarlarda alinarak Kurbanoglu and
Kurbanoglu (2004) tarafindan tarif edilen metoda goére KBP iiretimi yeniden
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1).
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Ko¢ boynuzlari
Ogiitme
Kog¢boynuz unu (KBU)

50 g KBU + 6 N 75 ml H,SO4 50 g KBU + 6 N 75 ml HCI
Hidroliz-I (70°C, 24 saat) Hidroliz-1 (70°C, 24 saat)
Hidroliz-IT (130°C, 4 saat) Hidroliz-II (130°C, 4 saat)

Notrlestirme D 100 ml saf su ilavesi ~ |—» Notrlestirme
Mg(OH), KOH Fe(OH), NaOH Mn(OH), Mg(OH), KOH Fe(OH), NaOH Mn(OH):
l Stizme Stizme l

Toplam hacim (500 ml) Toplam hacim (500 ml)

Ko¢ boynuz hidrolizati (KBH)
(Bir litre, pH=7.0)

l Dehidrasyon

Kog¢ Boynuz
Peptonu (KBP)

Sekil 3.1. Ko¢ boynuzlarinin hidrolizi ile pepton tiretimi
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3.2.3. Melasin toplam seker tayininin yapilmasi

Toplam seker tayini dinitro-salisilik asit (DNSA) metoduna gore yapilmistir. Metot,
melas hidrolizat 6rnegindeki seker miktarina bagli olarak olusan kahverengi rengin
spektrofotometrede 550 nm’de okunmasi esasina dayanmaktadir (Miller 1959; Bhosale

2001).

Seker tayini i¢in kullanilacak olan DNSA ¢d6zeltisi; 1 gram DNSA, 20 ml 2 N NaOH ve
50 ml saf su i¢inde iyice ¢dziildiikten sonra 30 gram Rochelle tuzu (potasyum sodyum
tartarat tetrahidrat) eklenerek, son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak

hazirlanmistir (Kona et al. 2001).

Seker tayini i¢in 6nce bir standart grafik hazirlanmistir. Standart grafik hazirlamak icin
10 tiip ve kor olarak kullanilmak {izere 1 tiip hazirlanmistir. 100 mg glukoz 100 ml saf
su icinde coziilerek glukoz ¢ozeltisi hazirlanmistir. Tiiplere sirasiyla bu ¢ozeltiden 1 ml,
2ml, 3 ml, 4 ml, 5ml 6 ml, 7ml, 8 ml, 9 ml ve 10 ml konmustur (yani 1 mg, 2 mg, 3
mg, 4 mg, 5 mg, 6 mg, 7 mg, 8 mg, 9 mg ve 10 mg glukoz konmus olmaktadir). Daha
sonra her tiipe 2 ml DNSA eklenmis ve son hacim saf suyla 15 ml’ye tamamlanmustir.
Bu sekilde hazirlanmig olan tiipler vortekste karistirilarak kaynar su banyosunda
90°C’de 20 dk bekletilmistir. Daha sonra tiipler kaynar su banyosundan gikarilarak
sogutulmustur. Olusan kahverengi rengin absorbansi spektrofotometrede 550 nm dalga
boyunda kore kars1 ii¢ tekrar seklinde okunmus, elde edilen absorbanslarin ortalamalari
kullanilarak seker tayini i¢in bir standart grafik hazirlanmigstir. Hazirlanan standart

grafik Sekil 3.2°de verilmistir.

Hazirlanan %1°lik melas soliisyonunun pH’s1 10 N HCI ile 2’ye ayarlanarak sukroz
hidrolizi i¢in 40 dk kaynar su banyosunda bekletilmistir. Hidroliz isleminden sonra oda
sicakligina getirilen soliisyonun pH’s1 10 N NaOH ile 6’ya ayarlanmigtir. Soliisyon 1
saat oda sicakliginda bekletildikten sonra olusan ¢okelti santrifiijle uzaklagtirilmigtir

(Bhosale 2001). Seker tayini i¢in elde edilen siipernatanttan 0,1 ml bir tiip i¢ine alinarak
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tizerine 2 ml DNSA c¢ozeltisi ilave edilmis ve son hacim saf su ile 15 ml’ye
tamamlanmistir. Kor olarak ise bir tiip icine 2 ml DNSA ¢o6zeltisi konup iizeri 15 ml’ye
tamamlanmistir. Calkalanan tiipler kaynar su banyosunda 90°C’de 20 dk bekletilmistir.
Daha sonra tiipler kaynar su banyosundan ¢ikarilarak sogutulmus ve olusan kahverengi
rengin absorbansi, spektrofotometrede kore karsi1 550 nm’de ii¢ tekrar seklinde okunmus
ve daha Once hazirlanmis olan standart grafikten faydalanilarak seker miktari

belirlenmistir.

1,6 -
14
12 -

1 -

0.8 -

<06 -
0.4 -
0.2 -

0 _—

Seker (mg)

Sekil 3.2. Seker tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.2.4. Melasin protein tayininin yapilmasi

Protein miktarinin tayini, Lowry metoduna gore yapilmistir. Bu yontem, alkali ortamda
bir bakir-protein kompleksi olugmasi ve kompleksin fosfomolibdat-fosfowolframat
(Folin Ciocalteu fenol) reaktifini indirgeyerek yogun bir mavi yesil renk olusturmasi

esasina dayanmaktadir (Lowry et al. 1951).

Protein tayini i¢in 0,5 ml %1°lik melas soliisyonu, 5 ml alkali bakir reaktifine (Alkali

bakir reaktifi; %0,5 CuSO4.5H,O0 ve %1 sodyum potasyum tartaratin 1 ml’si, %2
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sodyum karbonat ihtiva eden 50 ml, 0,1 M NaOH i¢ine katilarak hazirlanir) katilarak
cozelti 10 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 0,5 ml Folin-Ciocalteu fenol reaktifi (1:1
oraninda saf su ile seyreltilmis) hizlica eklenerek karistirilmistir. Bu ¢ozelti 30 dk
inkiibe edilerek absorbansi 750 nm’de Olgiilmiistiir. Serum albumin kullanilarak

hazirlanan standart grafik Sekil 3.3’te verilmistir.

A750
W

Protein (ng)

Sekil 3.3. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.2.5. Melas 6n muamelesi

Melasin endiistriyel fermentasyonlarda ucuz ve kolay temin edilebilir olmasi gibi
avantajlar1 vardir, ancak kompleks bir substrat oldugundan kiikiirtdioksit, hidroksimetil
furfurol, potasyum imidodisulfonat, fenoller ve bazi ugucu bilesikler gibi toksik
maddeler de igerir (Burrows 1970). Bu toksik maddelerle birlikte melasin igerdigi
demir, ¢inko, bakir, mangan, magnezyum ve kalsiyum gibi agir metaller, fermentasyon
esnasinda mikroorganizmanin iiremesini inhibe etme, substrat pH’sin1 etkileme ve iiriin
biyosentezi ile ilgili enzimleri inaktive etme gibi 6énemli problemlere yol agar (Roukas

1998).
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Melasa fermentasyondan once uygulanan 6n muamele islemleri ile yukarida belirtilen
toksik maddelerin bir kisminin ayrilmasi veya inaktif hale getirilmesi saglanirken
maillard reaksiyonu (indirgen sekerlerle azotlu bilesikler arasinda meydana gelen
reaksiyon) sonucunda meydana gelen kolloidal haldeki koyu renkli ¢oziiniir bilesikler
de uzaklastirilarak melasin rengi agilir. Ayrica siispanse halde bulunan bazi katilar, Ca

tuzlar1 gibi bazi mineral tuzlar, SO, ve ucucu organik bilesikler de melastan ayrilmis

olur (Goksungur 1998).

Calismamizda melasa 6n muamele iglemlerinden siilfirik asit, potasyum ferrosiyanid ve
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) muamele islemleri uygulanmis, bu muamelelerin

biyomas ve karotenoid iiretimi {izerine etkileri karsilastirilmistir.

3.2.5.1. Siilfirik asit (H,SO4) muamelesi

%?3’liik melas soliisyonunun pH’s1 1 N H,SOy ile 3°e ayarlanarak soliisyon 24 saat oda
sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda soliisyon 3000 rpm’de 15 dk santrifiijlendikten
sonra stipernatant pH’s1 10 N NaOH ile pH 5,5’e ayarlanarak 121°C’de 15 dk steril
edilmistir (Roukas 1998; Valduga et al. 2008a).

3.2.5.2. Potasyum ferrosiyanid ve etilendiamintetraasetik asit (EDTA) muamelesi

%3’liik melas soliisyonunun pH’s1 5N HCl ile 5,5’¢ ayarlanarak soliisyon 100 °C’de 15
dk bekletilmis, soliisyona heniiz sicakken 100 ppm potasyum ferrosiyanid veya
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ilave edilmistir. Soliisyonlar 24 saat oda
sicakliginda bekletildikten sonra 5000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmis ve siipernatantlar
121°C’de 15 dk steril edilmistir (Roukas 1998).
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3.2.5.3. Melasin hidroliz edilmesi

Siilfirik asit (H2SO4) ile muamele edilen melas soliisyonunun pH’s1 10 N HCl ile 2’ye
ayarlanarak sukroz hidrolizi i¢in 40 dk kaynar su banyosunda bekletilmistir. Hidroliz
isleminden sonra oda sicakligina getirilen soliisyonun pH’s1 10 N NaOH ile 7,0’a
ayarlanarak 121°C’de 15 dk steril edilmistir (Bhosale 2001). Hazirlanan bu soliisyon,
daha sonraki ¢aligmalarda diger besin kaynaklarinin da eklenmesiyle iiretim besiyeri

olarak kullanilmustir.

3.2.6. Kullanilan besiyerleri

Inokiiliim ortamn: (g/) 25 glukoz, 3 yeast ekstrakt, 0,5 MgSO,7H,0, 8 KH,PO.,.
Sterilizasyondan 6nce besiyerinin pH’s1 IN NaOH ile 5,5’e ayarlanmistir. Bu ortamdan

tiretim besiyerlerine %1 oraninda inokiilasyon yapilmigstir.

Karotenoid iiretim ortami: (g/) 0,5 MgSO,7H,O0, 8 KH,PO4, degisik
konsantrasyonlarda melas (%1-5) ve KBP (1-7). Besiyerlerinin pH’s1 sterilizasyondan
once degisik pH parametrelerine (4,5-7,5) ayarlanmistir. Besiyerleri degisik
sicakliklarda (20-35°C) ve degisik c¢alkalama hizlarinda (100-300 rpm) inkiibasyona

birakilmistir.

Standart peptonlarla hazirlanan besiyeri (g/1): 5 ¢esitli peptonlar, 0,5 MgSO47H,0, 8
KH,PO4 ve %3 melas.

Standart karbon kaynaklar ile hazirlanan besiyeri (g/1): 13,6 glukoz, sukroz,
fruktoz, 5 KBP, 0,5 MgS047H,0, 8 KH,PO,.
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3.2.7. inokiiliim hazirlanmasi

R. glutinis stok kiiltiirden PDA (patates dekstroz agar) lizerine ekim yapilmig ve 48 saat
30°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizma platin
0ze ile alinarak igerisinde 100 ml inokiiliim ortam1 bulunan erlenmayere aktarilmistir.
Bu kiiltiir, 30°C’de 200 rpm fermentasyon sartlarinda 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Bu siirenin sonunda, kiiltiiriin 1 ml’si toplam karotenoid tiiretimi i¢in inokiiliim olarak

kullanilmustir.

3.2.8. Karotenoid iiretimi ve biyomas miktarinin 6l¢ciimii

Karotenoid iiretimi i¢in 250 ml erlenmayerlerde 100 ml ¢alisma hacmi kullanilmistir.
Karotenoid iiretim ortami hazirlandiktan ve 1 N HCI ve 1 N NaOH kullanilarak uygun
pH ayarlamasi yapildiktan sonra otoklavda steril edilmistir (121°C’de 15 dk). Bu
ortamlar oda sicakligina gelinceye kadar sogutulduktan sonra inokiilasyon yapilmis ve
sonra calisilan parametrelere uygun olarak inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
siireleri sonunda kiiltiir ortamindan 10 ml aliarak toplam karotenoid miktari
belirlenmigtir. Ayn1 ortamdan 50 ml alinarak 5000 rpm’de 15 dk siire ile satrifiij
edilmis, elde edilen pelet kismi iki kez saf su ile yikandiktan sonra sabit agirliga

gelinceye kadar kurutulmustur. Kurutulmus biyomas g/l olarak verilmistir.

3.2.9. Toplam karotenoid tayininin yapilmasi

Inkiibasyondan sonra fermentasyon ortamindan almarak 4°C ve 5000 rpm’de 15 dk
santrifiij edilen maya peleti iki kez saf su ile yikandiktan sonra pelet iizerine 3 ml
DMSO (dimetilsiilfoksit) ilave edilmis ve ekstraksiyon etkisini artirmak ig¢in
stispansiyon 50°C’de 1 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda soliisyon santrifiijlenerek
pigment i¢eren siipernatant pipetle alinmistir. Daha sonra pelet iizerine 3 ml aseton ilave

edilerek iyice vortekslenmistir. Bu soliisyon, maya peleti tamamen renksizlesinceye
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kadar santrifiijlenmis ve renkli fazlar birlestirilmistir (pelette hala pigment bulunmasi
durumunda DMSO veya aseton muamelesi tekrarlanmistir). Birlestirilen renkli fazlar
esit hacimde su ve petrol eteri bulunan ekstraksiyon hunisine aktarilmis, karotenoidler
yavas calkalama ile petrol eterinde alttaki fazda hicbir pigmentasyon goriinmeyinceye
kadar ekstrakte edilmistir. Ayrica gerekli goriildiigiinde faz ayrimi i¢in birka¢ ml
doygun NaCl (%20’lik) soliisyonu ilave edilmistir. Daha sonra petrol eteri fazi alinarak
spektrofotometrede 448 nm dalga boyunda absorbans 6l¢limii yapilmistir (Martin et al.
1993; Weber et al. 2007).

R. glutinis’ten ekstrakte edilen karotenoidlerin konsantrasyonu asagidaki formiil ile

belirlenmistir.

Toplam karotenoid (pug/ml) = Ass.D.V/ E" om

Ayys: 448 nm’deki absorbans degeri
D: Diliisyon oranm
V: Petrol eteri hacmi

E '} em: Toplam karotenoid i¢in spesifik absorpsiyon katsaysi (2,592)

Ac¢iklama: Kullanilacak absorbans degeri ve spesifik absorpsiyon katsayisi, miktari
belirlenmek istenen karotenoid tiiriine gore degismektedir. R. glutinis mayasinda
torulen, torularhodin ve [-karoten karotenoidleri dominant olarak bulunur. Bu
karotenoidlerin miktari, strainlere ve kiiltiir sartlarina bagl olarak degisiklik gosterir
(Peterson et al. 1954, 1958; Simpson et al. 1964). Bu yiizden toplam karotenoid miktar1
belirlenirken formiilde B-karoten i¢in verilen absorbans degeri ve spesifik absorpsiyon

katsayist kullanilmistir (Davies 1976).
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3.2.10. Farkh konsantrasyonlardaki melasin biyomas ve karotenoid iiretimi

tizerine etkilerinin belirlenmesi

Melasin farkli konsantrasyonlarinin R. glutinis YU-14 tarafindan biyomas ve karotenoid
tiretimi tizerine etkilerini belirlemek i¢in, farkli konsantrasyonlarda (%1-5) melas iceren
besiyerleri hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerlerinin pH’s1 5,5’e ayarlanarak, inokiilim
ortamindan 1’er ml ekim yapilmistir. Kiiltiir, 30°C’de ve 200 rpm ¢alkalama hizinda 5
giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda biyomas ve toplam

karotenoid miktarlar1 6l¢tilmiistiir.

3.2.11. Melasin 6n muamele ve hidroliz islemlerinin biyomas ve karotenoid iiretimi

uizerine etkilerinin belirlenmesi

Melasa uygulanan 6n muamele islemleri ile karotenoid biyosentezinde gorevli
enzimlerin aktivitesini ve mikroorganizmanin {iiremesini inhibe edebilecek toksik
maddelerin bir kisminin ayrilmasi veya inaktif hale getirilmesi amaglanmistir.
Bu nedenle %3’liik melas soliisyonu, siilfirik asit (H,SOj4), potasyum ferrosiyanid ve
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ile muamele edilerek besiyerleri hazirlanmistir.
Hazirlanan besiyerlerinin pH’s1 5,5°¢ ayarlanarak inokiilim ortamindan 1’er ml ekim
yapilmistir. Kiiltiir, 30°C’de ve 200 rpm calkalama hizinda 5 giin inkiibasyona
birakilmustir. inkiibasyon siiresinin sonunda biyomas ve toplam karotenoid miktarlari

Olciilmiistiir.

H,S0O, ile muamele edilen melas soliisyonu 3.2.5.3’teki gibi hidroliz edilerek besiyerleri
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerlerinin pH’s1 5,5°e ayarlanarak inokiiliim ortamindan
I’er ml ekim yapilmistir. Kiiltiir, 30°C’de ve 200 rpm ¢alkalama hizinda 5 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda biyomas ve toplam karotenoid

miktarlar1 6l¢tilmiistiir.
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3.2.12. Farkh konsantrasyonlardaki KBP’nin biyomas ve Kkarotenoid iiretimi

lizerine etkilerinin belirlenmesi

Izole edilen R. glutinis YU-14 susunun, en yiiksek miktarda karotenoid iiretebilmesi igin
gereken  KBP’nin  konsantrasyonunu  belirlemek  iizere  besiyerine  farkl
konsantrasyonlarda (%0,1-0,7) KBP eklenmistir. Kiiltiir, 30°C’de 200 rpm’de pH

5,5’de 5 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.

3.3. KBP’nin ve Farklh Organik Azot Kaynaklarimn Karotenoid Uretimi

Uzerindeki Etkilerinin Karsilastirilmasi

R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen toplam karotenoid iiretiminin
optimizasyon  ¢alismalar1  tamamlandiktan  sonra  kiiltiir — ortamma  %0,5
konsantrasyonunda KBP, bakto pepton, balik peptonu, tripton, kazein pepton, proteoz
pepton ve maya ekstrakti ilave edilerek KBP ve diger organik azot kaynaklarinin

biyomas ve karotenoid iiretimi iizerine etkileri karsilastirilmastir.

3.4. Melasin ve Farkh Karbon Kaynaklarimin Karotenoid Uretimi Uzerindeki

Etkilerinin Karsilastirilmasi

R. glutinis YU-14 tarafindan gerceklestirilen toplam karotenoid iiretiminin
optimizasyon c¢alismalar1  tamamlandiktan sonra  kiiltiir ortamimna  %1,36
konsantrasyonunda glukoz, fruktoz ve sukroz ilave edilerek melas ve diger karbon

kaynaklarimin biyomas ve karotenoid iiretimi lizerine etkileri karsilastirilmistir.

3.5. Verilerin istatistiksel Analizi

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi Duncan c¢oklu karsilastirmali testi

uygulanarak yapilmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Melasin Toplam Seker ve Protein Miktari

Melasin toplam seker ve protein miktarlar sirasiyla 454 g/l ve 75,4 g/l olarak tespit

edilmistir.

4.2. Standart Besiyerinde R. glutinis Izolatlarimn Biyomas ve Karotenoid

Miktarlari ile Tlgili Sonuclar

Standart besiyeri kullanilarak R. glutinis izolatlarinin toplam karotenoid miktarlar
Cizelge 4.1°de verilmistir. En diisiik karotenoid miktar1 (1,65 mg/1) R. glutinis YU-16
izolat1 kullanilarak elde edilmistir. En yiiksek karotenoid miktar1 ise (3,61 mg/l) R.
glutinis YU-14 izolatindan elde edildiginden dolay1 bu izolat sonraki g¢alismalarda

kullanilmak tizere secilmistir.

Cizelge 4.1. Standart besiyeri kullanilarak iretilen R. glutinis izolatlarinin toplam

karotenoid ve biyomas miktarlari
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izolatlar Biyomas (g/1) Toplam Karotenoid (mg/1)
YU- 1 7,3° 1,85%
YU-2 8,3% 3,04
YU-3 8,5 3,17
YU- 4 8,8' 3,107
YU-5 6,5 1,77
YU- 6 9,1¢" 3,27%
YU-7 8,6 3,08
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(devam)

izolatlar Biyomas (g/1) Toplam Karotenoid (mg/1)
YU- 8 8,4% 2,81%
YU-9 7,7 2,11°
YU-10 8,0 2,514
YU-11 9,08 3,01
YU-12 9,4" 3,448
YU-13 8,4% 2,85°
YU-14 9,2¢" 3,61"
YU-15 7,3 1,96
YU-16 6,6° 1,65°

*Besiyeri igerigi (g/l): 25 glukoz, 3 yeast ekstrakt, 0,5 MgSO,7H,0, 8 KH,PO,

Fermentasyon sartlart: Sicaklik 30°C, siire 5 giin, pH 5,5, ¢alkalama hiz1 200 rpm

Aynut stitunda ayni harfler ile gdsterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli degildir
(p<0,05).

4.3. Melasin R. glutinis YU-14 Tarafindan Biyomas ve Karotenoid Uretimi i¢in En

Uygun Konsantrasyonunun Belirlenmesine Iliskin Arastirma Sonuclar1

Melasin farkli konsantrasyonlarinin  (%1-5) R. glutinis YU-14’tin biyomas ve

karotenoid iiretimi iizerine etkileri Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Melasin farkli konsantrasyonlarinin R. glutinis YU-14’tin biyomas ve
karotenoid iiretimi {izerine etkileri

Melas konsantrasyonu (%)  Biyomas (g/l) Toplam Karotenoid (mg/l)

1 3.4 0,77
2 42° 1,03°
3 5,24 1,65
4 4’9Cd 1,51¢
5 4,6 1,22°

*Besiyeri igerigi (g/1): %1-5 melas, 0,5 MgSO,7H,0, 8 KH,PO,

Fermentasyon sartlari: Sicaklik 30°C, siire 5 giin, pH 5,5, ¢alkalama hizi 200 rpm

Ayni siitunda ayni harfler ile gdsterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir
(p<0,05).
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Sekil 4.1. Melasin farkli konsantrasyonlarinin R. glutinis YU-14’tin biyomas ve
karotenoid iiretimi iizerine etkileri

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1°deki sonuglardan goriildiigii gibi, en yiiksek karotenoid ve
biyomas tiretimi sirasiyla 1,65 mg/l ve 5,2 g/l olarak %3’liik melas kullanimiyla, en
diisiik karotenoid ve biyomas iiretimi sirastyla 0,77 mg/l ve 3,4 g/l olarak %1’lik melas
kullanimiyla elde edilmistir. Diger taraftan, %3’liik konsantrasyondan sonra karotenoid

ve biyomas lretiminde azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Dolayisiyla, %3’liik
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melas konsantrasyonunun karotenoid {iretimi i¢in en uygun konsantrasyon oldugu kabul

edilmistir ve daha sonraki optimizasyon ¢aligmalarinda bu konsantrasyon kullanilmigtir.

4.4. Melasin On Muamele ve Hidroliz islemlerinin R. glutinis YU-14 Tarafindan
Biyomas ve Karotenoid Uretimi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesine iligkin

Arastirma Sonuclari

Melas 6n muamele islemlerinin R. glutinis YU-14’iin biyomas ve karotenoid tiretimi

tizerine etkileri Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°de verilmistir.

H,SO4 muamelesi uygulanan melas soliisyonu hidroliz edilmis ve bu islemin R. glutinis
YU-14’iin biyomas ve karotenoid iiretimi iizerine etkileri Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.3. Melas 6n muamele islemlerinin R. glutinis YU-14’{in biyomas ve
karotenoid iiretimi tizerine etkileri

Muamele tiirii Biyomas (g/1) Toplam Karotenoid (mg/l)
H,SO0y 5,6 1,89"
EDTA 5,5 1,74°
Potasyumferrosiyanid 5,3% 1,69°
H,SO4 ve Hidroliz 5,8° 2,33¢
Muamele yok 5,2% 1,65°

*Fermentasyon sartlari: Sicaklik 30°C, siire 5 giin, pH 5,5, ¢alkalama hiz1 200 rpm
Ayni siitunda ayni1 harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli degildir
(p<0,05).
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Sekil 4.2. Melas 6n muamele islemlerinin R. glutinis YU-14’lin biyomas ve karotenoid
tiretimi tlizerine etkileri

Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°deki sonuglardan goriildiigi gibi, %3’liikk melasa uygulanan 6n
muamele islemlerinden en yiiksek karotenoid ve biyomas iiretimi, sirastyla 1,89 mg/I ve
5,6 g/l olarak H,SO4 muamelesiyle en diisiik karotenoid ve biyomas iiretimi, sirastyla
1,69 mg/l ve 5,3 g/l olarak potasyumferrosiyanid muamelesiyle elde edilmistir. Daha
sonra elde edilen bu sonuglara gore melas, H,SO4 ile muamele edilerek hidroliz
islemine tabi tutulmus ve karotenoid iiretiminde 6nemli o6l¢iide bir artig goriilmiistiir
(2,33 mg/l). Dolayisiyla, melasa uygulanan H,SO4 ve hidroliz muamelesinin karotenoid
tiretimi i¢in en uygun islem oldugu kabul edilmis ve daha sonraki optimizasyon

calismalarinda melas, HSOy4 ve hidroliz muamelesine tabi tutularak kullanilmustir.

4.5. Melas Icerikli Besiyeri Kullamlarak R. glutinis YU-14 Tarafindan Biyomas ve
Karotenoid Uretimi Icin En Uygun KBP Konsantrasyonunun Belirlenmesine

fliskin Arastirma Sonugclar1

KBP’nin farkli konsantrasyonlarmin (%0,1-0,7) R. glutinis YU-14’tin biyomas ve

karotenoid iiretimi iizerine etkileri Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. KBP konsantrasyonunun R. glutinis YU-14"tin biyomas ve karotenoid
tiretimi iizerine etkileri

KBP miktar1 (%) Biyomas (g/l) Toplam Karotenoid (mg/l)
0 5,8° 2,33

0,1 6,4° 2,94°

0,2 6,8 3,02°

0,3 7,2% 3,37°

0,4 7,5¢ 4,05

0,5 8,0° 4,24'

0,6 7,2¢¢ 3,83%

0,7 7,06 3,72¢

*Fermentasyon sartlari: Sicaklik 30°C, siire 5 giin, pH 5,5, ¢alkalama hiz1 200 rpm
Ayni siitunda ayn1 harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli degildir
(p<0,05).
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Sekil 4.3. KBP’nin farkli konsantrasyonlarin R. glutinis YU-14’lin biyomas ve toplam
karotenoid iiretimi lizerine etkileri
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Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3’teki sonuglardan goriildiigli gibi, en yiiksek karotenoid ve
biyomas tretimi, sirasiyla 4,24 mg/l ve 8,0 g/l olarak %0,5’lik KBP kullanimiyla en
diisiik karotenoid ve biyomas tiretimi, sirastyla 2,94 mg/l ve 6,4 g/l olarak % 0,1’lik KBP
kullanimiyla elde edilmistir. %0,5’lik KBP konsantrasyonundan sonra karotenoid ve
biyomas liretiminde azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Dolayisiyla, % 0,5’1ik KBP
konsantrasyonunun karotenoid iiretimi i¢in en uygun pepton konsantrasyonu oldugu
kabul edilmistir ve daha sonraki optimizasyon c¢aligmalarinda bu konsantrasyon

kullanilmastir.

4.6. Optimum Karotenoid Uretim Besiyeri (OKUB) Kullamlarak R. glutinis YU-14
Tarafindan Biyomas ve Karotenoid Uretimi i¢cin En Uygun Inkiibasyon Siiresinin

Belirlenmesine Iliskin Arastirma Sonuclar

Bu arastirmada OKUB’nin kimyasal icerigi (g/l): 5 KBP, 8 KH,POy, 0,5 MgS047H,0
ve %3 melas olarak belirlenmistir. OKUB’nin pH’s1 5,5’e ayarlanmis ve inokiiliim
ortamindan 1 ml ekim yapilarak 30°C’de 200 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saat
araliklarla biyomas, toplam karotenid ve arta kalan seker miktarlar1 6l¢iilmiis ve Cizelge

4.5 ve Sekil 4.4°te verilmistir.
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Cizelge 4.5. OKUB’ nin zamana bagl olarak R. glutinis YU-14 tarafindan biyomas ve
karotenoid iiretimi ve arta kalan seker miktari

Siire (giin) Biyomas (g/1) Toplam Karotenoid (mg/l) Kalan Seker (g/l)

1 2,8° 0,57° 8,5
2 5,1° 1,29° 4,6°
3 6,6 2,90° 3,1¢
4 7,4¢ 3,72¢ 1,4
5 8,0 4.24° 0,6°
6 8.4 4,81° 0,02°
7 8,1¢ 4,56 0,0
8 7,8% 431 0,0

*Fermentasyon sartlari: Sicaklik 30°C, pH 5,5, ¢alkalama hizi 200 rpm
Ayni siitunda ayni1 harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir
(p<0,05).
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Sekil 4.4. OKUB nin zamana bagli olarak R. glutinis YU-14 tarafindan biyomas ve
karotenoid iiretimi ve arta kalan seker miktari
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Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4’¢ gore R. glutinis YU-14 tarafindan en yiiksek karotenoid ve
biyomas iiretimi, sirastyla 4,81 mg/l ve 8,4 g/l olarak 6. giinlin sonunda elde edilmistir.
Mayada karotenoid toplanmasinda 2. giinden sonra hizli bir artig oldugu goriilmektedir.
6. giinden sonra ise biyomas ve karotenoid iiretiminde stirekli bir diisiis gézlenmistir.
Bu nedenle mevcut sonuclara gore 6 giin en uygun inkiibasyon siiresi olarak

belirlenmistir.

4.7. OKUB Kullanilarak R. glutinis YU-14 Tarafindan Biyomas ve Karotenoid
Uretimi I¢cin En Uygun Ortam pH’simin Belirlenmesine iliskin Arastirma

Sonugclari

OKUB’nin R.glutinis YU-14 tarafindan karotenoid ve biyomas iiretimi i¢in en uygun
ortam pH’smin belirlenmesi amaciyla hazirlanan farkli pH’lardaki (4,5-7,5) OKUB’de
R. glutinis YU-14 fretilmis 6 giin sonra biyomas ve toplam karotenoid miktarlar

Olctilerek Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5’te gbsterilmistir

Cizelge 4.6. R. glutinis YU-14’iin OKUB’de biyomas ve karotenoid iiretimi iizerine
farkli pH’larn etkileri

pH Biyomas (g/1) Toplam Karotenoid (mg/l)
4,5 7,6 4,13°
5,0 7,9% 4,50¢
55 8,4 4,81°
6,0 8,1 4,64%
6,5 7,4 4.21°
7,0 6,8 3,84
7,5 6,2" 3,40°

*Fermentasyon sartlari: Sicaklik 30°C, siire 6 giin, ¢alkalama hizi 200 rpm
Ayni siitunda ayni1 harfler ile gdsterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli degildir
(p<0,05).
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Sekil 4.5. R. glutinis YU-14"{in OKUB’de biyomas ve karotenoid iiretimi iizerine farkli
pH’larin etkileri

Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5’e gore pH 5,5’te maksimum biyomas (8,4 g/l) ve karotenoid
(4,81 mg/l) iiretiminin elde edildigi goriilmektedir. pH 5,5’ten daha diisiik ve daha
yiiksek pH’ larda biyomas ve karotenoid iiretiminde diisiis gozlenmektedir. Dolayisiyla

bundan sonraki ¢alismalarda da kiiltiir ortaminin pH degeri 5,5 olarak kullanilmistir.

4.8. OKUB Kullanilarak R. glutinis YU-14 Tarafindan Biyomas ve Karotenoid
Uretimi Icin En Uygun Calkalama Hizimn Belirlenmesine iliskin Arastirma

Sonuclari

OKUB’nin R. glutinis YU-14 tarafindan toplam karotenoid ve biyomas iiretimi i¢in en
uygun calkalama hizinin belirlenmesi amaciyla hazirlanan OKUB’lerin pH’s1 5,5’e
ayarlanmig ve kiiltlirler farkli ¢alkalama hizlarinda (100, 150, 200, 250, 300 rpm)
30°C’de inkiibasyona birakilmig ve 6 giin sonunda biyomas ve karotenoid miktarlari

Olciilerek, 6l¢iim sonuglart Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. R. glutinis YU-14’iin OKUB’de biyomas ve karotenoid iiretimi iizerine
farkli ¢alkalama hizlarimin etkileri

Calkalama Hiz1 (rpm) Biyomas (g/1) Toplam Karotenoid (mg/l)
100 4.4° 2,83°
150 7,2° 3,43°
200 8,4° 4,81¢
250 10,1° 5,22°
300 8,0° 421°

*Fermentasyon sartlari: Sicaklik 30°C, siire 6 giin, pH 5,5
Ayni siitunda ayni1 harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir

(p<0,05).
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Sekil 4.6. R. glutinis YU-14"{in OKUB’de biyomas ve karotenoid iiretimi iizerine farkl1
calkalama hizlariin etkileri

Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6’ya gore R. glutinis YU-14 tarafindan maksimum biyomas ve

karotenoid iiretiminin 250 rpm c¢alkalama hizinda elde edildigi goriilmektedir.

Calkalama hizi 100 rpm iken 2,83 mg/l olan karotenoid miktari, ¢alkalama hizinin

artigina paralel olarak 250 rpm’de 5,22 mg/1 degeri ile en yliksek oranda elde edilmistir.
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Ayni sekilde 100 rpm’de biyomas miktar1 4,4 g/l iken 250 rpm’de 10,1 g/l olarak en
yiiksek oranda elde edilmistir. 300 rpm ¢alkalama hizinda ise karotenoid ve biyomas
tiretiminde 6dnemli Ol¢iide bir diisiis gozlenmistir. Dolayisiyla bundan sonraki ¢aligmalar

i¢cin optimum ¢alkalama hizi 250 rpm olarak se¢ilmistir.

4.9. OKUB Kullanilarak R. glutinis YU-14 Tarafindan Biyomas ve Karotenoid
Uretimi I¢in En Uygun Ortam Sicakhigmin Belirlenmesine Iliskin Arastirma

Sonuclari

OKUB’nin R. glutinis YU-14 tarafindan toplam karotenoid ve biyomas iiretimi i¢in en
uygun ortam sicakligmin belirlenmesi amaciyla hazirlanan OKUB’ler farkli
sicakliklarda (20, 25, 30, 35°C) ve 250 rpm ¢alkalama hizinda inkiibasyona birakilmis
ve 6 giin sonunda biyomas ve karotenoid miktarlar1 olgiilerek Cizelge 4.8 ve Sekil

4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. R. glutinis YU-14’iin OKUB’de biyomas ve karotenoid iiretimi iizerine
farkli sicakliklarin etkileri

Sicaklik (°C) Biyomas (g/1) Toplam Karotenoid (mg/1)
20 9,2° 4,85°
25 11,4° 5,79¢
30 10,1° 5,22°
35 6,8° 3,10°

*Fermentasyon sartlar1: Siire 6 giin, pH 5,5, calkalama hiz1 250 rpm
Ayni siitunda ayni harfler ile gdsterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir
(p<0,05).
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Sekil 4.7. R. glutinis YU-14"{in OKUB’de biyomas ve karotenoid iiretimi iizerine farkli
sicakliklarin etkileri

Cizelge 4.8 ve Sekil 4.7°den elde edilen sonuglar dogrultusunda, R. glutinis YU-14
tarafindan maksimum biyomas ve karotenoid {iretiminin (sirastyla 11,4 g/l, 5,79 mg/l)
25°C sicaklikta elde edildigi goriilmektedir. 25°C’nin altindaki ve {stlindeki

sicakliklarda iiretimde 6nemli bir diislis gézlenmistir.

Sonug olarak; OKUB’nin R. glutinis YU-14 tarafindan karotenoid iiretimi i¢in optimum
fermentasyon sartlari; pH 5,5; ¢alkalama hizi 250 rpm, sicaklik 25°C ve fermentasyon

stiresi 6 giin olarak belirlenmistir.

4.10. Optimum Fermentasyon Sartlar1 Altinda R. glutinis YU-14 Tarafindan
Biyomas ve Karotenoid Uretimi Uzerine Farkli Azot Kaynaklarimin Etkilerinin

Karsilastirillmasina fliskin Arastirma Sonuclar

R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen toplam karotenoid iiretimi tizerine farkli

azot kaynaklarinin etkileri simdiye kadar belirlenmis olan optimum fermentasyon
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sartlar1 altinda arastirilmistir. Elde edilen sonucglar Cizelge 4.9 ve Sekil 4.8°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli azot kaynaklarmin R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen
biyomas ve toplam karotenoid tiretimlerinin karsilagtiriimasi

Azot Kaynagi Biyomas (g/1) Toplam Karotenoid (mg/l)
Tripton 11,0 5,379
Kazein pepton 11,1° 4,92°
Balik peptonu 10,8% 5,03
Proteoz pepton 11,3° 5,17%
Maya Ekstrakti 11,8¢ 5,24
Bakto pepton 10,6" 431"
KBP 11,4 5,79¢

*Fermentasyon sartlari: Sicaklik 25°C, siire 6 glin, pH 5,5, galkalama hizi 250 rpm
Ayni siitunda ayn1 harfler ile gdsterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir
(p<0,05).
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Sekil 4.8. Farkli azot kaynaklarmm R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen
biyomas ve toplam karotenoid tiretimlerinin karsilagtiriimasi



52

Cizelge 4.9 ve sekil 4.8’de goriildiigii gibi en yiiksek karotenoid iiretimi 5,79 mg/l
olarak azot kaynaginin KBP oldugu kiiltiir ortamindan elde edilmistir. Diger peptonlar
arasinda en yiiksek karotenoid tiretimi (5,37 mg/l) triptondan elde edilmistir. En diisiik
karotenoid iiretimi (4,31 mg/l) ise bakto peptonun kullanimiyla gergeklestirilmistir.
Diger taraftan, en yiiksek biyomas eldesi 11,8 g/l olarak maya ekstraktinin kullanimiyla
ve en diisiik biyomas 10,6 g/l olarak bakto peptonun kullanimiyla elde edilmistir.
Kullanilan azot kaynaklarini karotenoid iiretimi i¢in fazladan aza dogru siralayacak
olursak KBP > tripton > maya ekstrakti > proteoz pepton > balik peptonu > kazein

pepton > bakto pepton seklinde bir siralama ortaya ¢ikmaktadir.

4.11. Optimum Fermentasyon Sartlar1 Altinda R. glutinis YU-14 Tarafindan
Biyomas ve Karotenoid Uretimi Uzerine Farkh Karbon Kaynaklarimin Etkilerinin

Karsilastirilmasina iliskin Arastirma Sonuclar:

R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen toplam karotenoid tiretimi {izerine karbon
kaynaklariin etkileri simdiye kadar belirlenmis olan optimum fermentasyon sartlari

altinda arastirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.10 ve Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10. Farkli karbon kaynaklarinin R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen
biyomas ve toplam karotenoid tiretimlerinin karsilagtiriimasi

Karbon Kaynag Biyomas (g/1) Toplam Karotenoid (mg/l)
Glukoz 8,6” 4,22°
Sukroz 8,2% 4,08%
Fruktoz 8,0% 3,86°
Melas 11,4° 5,79¢

*Fermentasyon sartlari: Sicaklik 25°C, siire 6 giin, pH 5,5, ¢alkalama hiz1 250 rpm
Ayni siitunda ayni harfler ile gdsterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir
(p<0,05).
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Sekil 4.9. Farkli karbon kaynaklarinin R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen
biyomas ve toplam karotenoid tiretimlerinin karsilagtiriimasi

Cizelge 4.10 ve sekil 4.9°da goriildiigli gibi en yliksek karotenoid iiretimi 5,79 mg/l
olarak karbon kaynaginin melas oldugu kiiltiir ortamindan elde edilmistir. Diger karbon
kaynaklar1 arasinda en yiiksek karotenoid tiretimi (4,22 mg/l) glukozdan elde edilmistir.
En diisiik karotenoid tiretimi (3,86 mg/l) ise fruktoz kullanimiyla gerceklestirilmistir.
Diger taraftan, en yliksek biyomas eldesi 11,4 g/l olarak melas kullanimiyla ve en diisiik
biyomas 8,0 g/l olarak fruktoz kullanimiyla elde edilmistir. Kullanilan karbon
kaynaklarini karotenoid liretimi i¢in fazladan aza dogru siralayacak olursak melas >

glukoz > sukroz > fruktoz seklinde bir siralama ortaya ¢ikmaktadir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda dogal karotenoidlere artan ticari ilgi ile birlikte kullanim alanlarinin ¢esitli
olmas1 ve ekonomik degerlerinin yiiksek olmasi nedeniyle karotenoid tiretimiyle ilgili
cesitli arastirmalar giderek artmakta ve daha fazla onem kazanmaktadir. Gida, ilag,
kimya, kozmetik ve yem sanayinde genis kullanim alanlarina sahip olan bu dogal
bilesiklerin  endiistriyel  iiretimle elde  edilmesinde 6nemli rolii  olan
mikroorganizmalardan Rhodotorula ve Phaffia mayalar1 yaygin olarak kullanilmaktadir
(Bhosale and Gadre 2001). Karotenoidler gibi ticari agidan 6nemli olan mikrobiyal
tirtinlerin tiretiminde diisiik maliyetli, uygun besiyeri bilesenlerinin se¢imi ve en iyi
fermentasyon kosullarinin saptanmasit onemli bir husustur. Yapmis oldugumuz bu
calismada seker endiistrisinin 6nemli bir atig1 olan melas ve yine bir atik olan kog
boynuzundan elde edilen peptonun birlikte kullanilmasiyla karotenoid iiretimi igin
ekonomik bir substrat elde edilmistir. Ticari protein ve seker kaynaklarinin yerine kog
boynuz peptonu ve melasin kullanilmasi, karotenoid iiretiminde uygun bir besiyeri
formiilasyonu elde etmede ekonomik bir avantaj sagladigi gibi ayni1 zamanda her iki atik

maddenin de meydana getirecegi ¢evre kirliligini 6nlemede de etkili olacaktir.

Karotenoidlerin gida ve yem katkis1i olarak 06zellikle de antikanserojen olarak
bilinmesindeki ilerleme, bu bilesiklerin mikroorganizmalar tarafindan ekonomik olarak
tretimi lizerindeki arastirmalarin artmasina neden olmustur. Bu bakimdan c¢esitli
endiistriyel yan friinleri iceren, diisiikk maliyetli besiyeri bilesenlerinin kullanimi ile
ilgili ¢cok sayida ¢aligma vardir. Daha once yapilan ¢alismalarda iiziim sirasi, glukoz
surubu, seker pancar1 melasi, soya fasililyesi unu ekstrakti, misir unu ekstrakti, turba
ekstrakti, seker kamis1 melasi, seker kamisi suyu, fermente turp salamurasi, peynir alti
suyu, mongo fasiilyesi atig1 ve tatli patates ekstrakt1 gibi ¢esitli zirai ve endiistriyel yan
tirtinler karotenoid tiretimi i¢in karbonhidrat ve protein kaynagi olarak kullanilmistir
(Tinoi et al. 2005; Frengova et al. 1994; Buzzini and Martini 1999; Bhosale and Gadre
2001; Squina et al. 2002; Malisorn and Stornsuk 2008). Ancak KBP kullanimiyla

yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu yoniiyle bu calisma 6zgilin bir
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calisma niteliginde olup, elde edilen sonuglari itibariyle KBP’nin mikrobiyal yolla

karotenoid iiretiminde kullanilabilirligi agisindan da biiyiik 6nem tasimaktadir.

5.1. Melas ve Ko¢ Boynuz Peptonunun Ozellikleri

Endiistriyel islemlerde ticari iiriin iiretimi ve pazarlamayi smirlandiran en Onemli
faktorlerden biri de fermentasyonda kullanilan karbon kaynagidir, ozellikle de
karbonhidratin maliyetidir. Bu nedenle maliyet giderini diisiirmek amaciyla farkli ve
ucuz karbon kaynaklarinin fermentasyonda kullanimi 6nemlidir. Bu amagla son yillarda
endiistriyel proseslerde melas gibi ucuz atik maddelerin fermentasyon ortami olarak
kullanim1 artmistir (Yeniel 2006). Mikrooganizmalar tarafindan fermentasyonla iiriin
iiretiminde yaygin olarak kullanilan ve seker endiistrisinin yan {iriinii olan melas, yalniz
seker bakimindan degil, igerdigi seker dis1 maddeler yoniinden de degerli bir tirlindiir.

Cizelge 5.1°de melasin ortalama bilesimi verilmistir.

Cizelge 5.1. Seker pancar1 melasinin ortalama bilesimi (Burrows 1970; Anon. 1982)

Bilesen %
Kuru madde 78-85
Toplam seker 48-58
Toplam azot 0,2-2,8
Kiil 8,7
Fosfor (P,0s) 0,02-0,07
Kalsiyum (CaO) 0,15-0,7
Magnezyum (MgO) 0,01-0,1
Potasyum (K,O) 2,2-5,0
Sodyum 1
Klor 0,9
Toplam karbon (C) 28-34

Kiikiirt (SO;) 0,3-0,4
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(devam)

Bilesen %
Toplam inorganik madde 4-11
Toplam lipit 0
Toplam lif 0
Mineral ve Vitaminler ug/g
Bakar 13
Demir 117
Manganez 10
Cinko 40
Biyotin 0,01-0,13
Pantotenik asit 7
Riboflavin 0-0,75
Pridoksin 2,3-5,6
Folik asit 0,21
Tiamin 1-4
Nikotinamid 37-51

Cizelge 5.1’den de goriildiigii gibi melas, sahip oldugu seker, seker dist maddeler,
mineral ve vitaminler bakimindan mikroorganizmalarin iiretimi i¢in uygun bir besin
kaynagidir. Bu nedenle yapilan bu arastirmada, fermentasyon ortami i¢in ucuz bir besin
kaynagi olan melasin baslica karbon kaynagi olarak karotenoid iiretiminde
kullanilabilirligi test edilmis, KBP ile birlikte fermentasyon ortami olusturmada basaril

bir sekilde kullanilabildigi gézlenmistir.

Tiirkiye’de atik madde olarak bol bulunan ko¢cboynuzlari yaklasik 600 tondur. Boynuz,
keratin protein yapisinda olup mineraller bakimindan da zengindir. Yapilan ilk
calismalarda kogboynuzlarindan elde edilen ko¢ boynuz hidrolizati (KBH)
mikroorganizmalarin iiretiminde besiyeri olarak basarili bir sekilde kullanilmis ve

endiistriyel degeri olan ¢esitli maddeler iiretilmistir. Laboratuarimizda iiretilen kog
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boynuz peptonu veya hidrolizati genellikle mikrobiyal besiyerlerine azot ve mineral
kaynagi olarak ilave edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda KBP’nin mikrobiyal
besiyerleri i¢in ¢ok ucuz bir azot ve mineral kaynagi oldugu kanitlanmistir (Kurbanoglu
1999; Kurbanoglu and Algur 2002a,b,c; Kurbanoglu and Kurbanoglu 2002; Kurbanoglu
2003a,b; Kurbanoglu and Kurbanoglu 2003a,b; Kurbanoglu and Kurbanoglu 2004).
KBP’nin kimyasal kompozisyonu, tirnak, balik epidermisi ve sigir toynagi gibi ¢esitli
fibroz proteinlerin elementel ve amino asit kompozisyonlari iizerine yapilan aragtirma
bulgular1 ile uygunluk gostermektedir. Cizelge 5.2’de KBP’nin kimyasal igerigi
verilmistir (Kurbanoglu and Kurbanoglu 2002).

Cizelge 5.2. KBP’nin kimyasal i¢erigi (Kurbanoglu and Kurbanoglu 2002)

Icerik g/100 ¢ KBP
Azot 10,01
Protein 62,50
Kuru madde 98,00
Kiil 22,50
Toplam seker 5,68
Toplam yag 3,40
Mg 1,81
Ca 1,86
Cu 0,19
Mn 0,40
/n 0,72
Fe 1,39
K 1,28

Fermentasyon ortaminda bulunan azot kaynaginin konsantrasyonu ve kimyasal
kompozisyonu, mikroorganizmalarda pigment metabolizmasinin diizenlenmesi
bakimindan 6nemli bir unsurdur. Cizelge 5.2’den de goriildiigii gibi KBP, sahip oldugu

yiiksek miktardaki besin potansiyeline bagli olarak mikroorganizmalarin iiretimi igin
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uygun bir besin kaynagidir. Bu nedenle yapilan bu arastirmada KBP’nin baslica azot
kaynagi olarak karotenoid {iretiminde kullanilabilirligi test edilmistir. Ayrica
mikroorganizmalarin gelismesinde 6nemli rolii bulunan amino asitlerin KBP’de bol
olarak bulunmasi, KBP’nin mikrobiyal iiretimlerde kullanilabilmesi agisindan 6nemli
bir avantaj teskil etmektedir. KBP’nin sahip oldugu amino asit icerigi Cizelge 5.3’de
belirtilmistir.

Cizelge 5.3. KBP’nin amino asit igerigi (Kurbanoglu and Kurbanoglu 2002)

Amino asitler KBP (g/100 g)
Aspartik asit 4,9
Treonin 23
Serin 33
Glutamik asit 9,3
Glisin 5,9
Alanin 3,6
Sistein 0,2
Valin 2,9
Metiyonin 0,47
zolosin 1,9
Losin 4,6
Tirozin 1,8
Fenilalanin 1,9
Histidin 0,8
Lizin 2,5
Arjinin 5,3
Prolin* 4,43

Triptofan Belirtilmemis
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5.2. Farkhi R. glutinis izolatlarimin Karotenoid Uretimi ve Biyomas Miktarlan ile

figili Deney Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Standart besiyeri kullanilarak R. glutinis izolatlarinin toplam karotenoid ve biyomas
miktarlar1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Bu sonuglara gére en az karotenoid iiretimi
(1,65 mg/1) R. glutinis YU-16 tarafindan elde edilirken en fazla karotenoid iiretimi (3,61
mg/l) R. glutinis YU-14 tarafindan elde edilmistir. Dikkate deger karotenoid iiretimi R.
glutinis YU-3, YU-6, YU-12 ve YU-14, suslarinin kullammiyla elde edilmistir. lyi
derecede karotenoid iireten bu suslar arasindan R. glutinis YU-14 susu maksimum
miktarda karotenoid iirettginden dolay1r calismalar bu izolat iizerinden yiiriitiilmiistiir.
Yapilan bu arastirmada ayni tiiriin farkli izolatlarinin karotenoid {iiretim kapasitelerinin
istatiksel boyutlarda onemli degerler verdigi goriilmiistiir. Bu sonucglara gore,
fermentasyon ortaminda herhangi bir madde iiretilecekse kullanilan mikroorganizma
suslariin dikkatlice belirlenmesi gerektigi Onerilir. Nitekim son zamanlarda yapilan
arastirmalarda ayni tiiriin farkli suglarinin taranmasi ¢alismalar1 yaygilagsmistir (Canli
2009). Kurbanoglu et al. (2007a,b,c) asetofenon ve analoglarinin asimetrik
indirgenmesinde Aspergillus niger ve Alternaria alternata funguslarinin farkli suslarin
kullanmis, en basarili sonu¢ veren suslari belirlemis ve en basarili sus {izerinden
arastirmalarmi gerceklestirmistir. Buzzini and Martini (1999), en yiiksek verimde
karotenoid elde etmek i¢in R. glutinis’in farkli suslarini tarama (screening) yontemini
kullanarak karsilagtirmis ve en iyi tiretim yapan sus ile ¢alismistir. Bhosale and Gadre
(2001), R. glutinis mutantlar1 arasinda tarama yapmis ve karotenoid iiretiminde en iyi
olan sus ile ¢alismistir. Libkind and Broock (2006), akuatik ¢evreden izole ettikleri
karotenoid iireten maya suslarini tarama yontemi ile karsilastirmis ve en iyi olan susla
yar1 sentetik ve zirai atiklar ile hazirlanan besiyerlerinde c¢alismistir. Bu sekilde
literatiirde daha pek ¢ok Ornek bulunmaktadir. Bu nedenle yapilan bu arastirmanin

baslangicinda en yliksek miktarda karotenoid iireten sus belirlenmistir.
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5.3. Melasin R. glutinis YU-14 Tarafindan Karotenoid Uretimi icin En Uygun
Konsantrasyonun Belirlenmesi, On Muamele ve Hidroliz Islemlerine iliskin Deney

Sonuc¢lariin Degerlendirilmesi

Bilindigi gibi kiltiir ortamina eklenen besin maddelerinin basinda karbon ve azot
kaynaklar1 gelmektedir. Melas, ¢esitli fermentasyonlarda substrat olarak kullanilan
yalniz seker bakimindan degil, icerdigi seker disi maddeler yoniinden de degerli bir
triindiir. Calismamizda tek karbon kaynagi olarak kullanilan melasin farkl
konsantrasyonlarinin karotenoid ve biyomas iiretimi lizerine etkileri arastirilmis ve en
1yi tiretimin %3 konsantrasyonda oldugu tespit edilmistir. %3 konsantrasyondan sonra
karotenoid ve biyomas {liretiminde azalmanin meydana geldigi gozlenmistir. Bunun
nedeninin melasin igerdigi toksik madde ve agir metallerin (demir, bakir, ¢inko,
manganez, magnezyum ve  kalsiyum vb.)  yiksek  konsantrasyonunun
mikroorganizmanin tiiremesini inhibe etmesi ve karotenoid biyosentezinde gorevli

enzimleri inaktive etmesi ile ilgili oldugu diistintilmektedir.

Calismamizda yukarida bahsedilen, karotenoid ve biyomas iiretiminde inhibisyona
neden olan toksik madde ve agir metalleri uzaklastirmak ayrica iiriin verimini artirmak
amaciyla melasa ¢esitli on muamele islemleri (H,SO4, EDTA ve potasyumferrosiyanid)
uygulanmistir. Uygulanan bu islemler ile melasta bulunan tortu ve renk maddeleri ile
fermentasyonda olumsuz etkiler meydana getirebilecek toksik maddelerin ayrilmasi
veya inaktif hale getirilmesi hedeflenmistir. Nitekim Roukas (1998), Aureobasidium
pullulans tarafindan gergeklestirilen pullulan verimini artirmak amaciyla melasa 6n
muamele islemleri uygulamis verim artisinda H,SO4 muamelesinin en etkili muamele
oldugunu bildirmistir. Liu et al. (2008), Actinobacillus succinogenes ile siiksinik asit
tiretiminde melasa H,SO4 muamelesi uygulayarak Valduga et al.(2008a), Sporidiobolus
salmonicolor ile karotenoid iiretiminde melasa siilfirik ve fosforik asit muamelesi
uygulayarak  fermentasyon  ortamindaki  toksik  maddeleri  uzaklagtirmayi
hedeflemislerdir. Ayn1 sekilde Goksungur et al. (1998), Blakeslea trispora tarafindan
gerceklestirilen P-karoten {retiminde melastaki toksik maddeleri uzaklastirmak

amaciyla ¢esitli 6n muamele islemleri uygulamiglardir. Yapilan bu calismada melasa



61

uygulanan 6n muamele islemlerinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Bu sonuglara gore, R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen
karotenoid tiretimi lizerine H,SO4 muamelesi olumlu etki gostermistir. Biyomas iiretimi
lizerine ise her ii¢ muamelenin de gostermis oldugu etkiler arasinda 6nemli bir fark

bulunmamustir.

Karotenoid iiretiminde 6zellikle glukoz ve sukroz tercih edilen karbon kaynaklaridir.
Melasin igerdigi baslica seker sukrozdur, seker pancar1 melasinda indirgen seker olarak
glukoz ve fruktoz %1’den daha azdir (Goksungur 1998). Cesitli fermentasyonlarda
sukrozun indirgen sekerlere doniisiimii icin melasa c¢esitli hidroliz islemleri
uygulanmaktadir. Calismamizda H,SO4 muamelesi ile toksik maddelerden arindirilmis
olan melas, hidroklorik asit (HCl) kullanilarak hidroliz edilmis ve bu sekilde hazirlanan
fermentasyon ortaminda karotenoid liretiminin 6nemli dlglide arttigr goriilmiistiir. Bu
ylizden bundan sonraki calismalarda H,SO4 ile muamele edilen melas soliisyonu
hidroliz edilerek diger maddelerin de ilave edilmesiyle besiyeri ortami olarak

kullanilmistir.

5.4. R. glutinis YU-14 Tarafindan En Yiiksek Verimde Karotenoid Uretimi I¢in
Gereken KBP Konsantrasyonunun Belirlenmesine Iliskin Arastirma Sonuclarmin

Degerlendirilmesi

Melasta bulunan azotun ancak %40-60 kadar1 mikroorganizmalar tarafindan
kullanildigindan fermentasyon ortamina azot kaynaginin ilave edilmesinin gerektigi
bildirilmistir (Baker 1979). Arastirmamizin temelini olusturan endiistriyel atiklardan
biri olan ko¢cboynuzundan elde edilen peptonun karotenoid iiretiminde kullanilmasi ve
diger organik azot kaynaklartyla karsilagtirilmasi, maksimum karotenoid tiretimi igin
KBP’nin kiiltiir ortaminda en uygun konsantrasyonunun belirlenmesi gerektigini ortaya
cikarmistir. Bhosale (2001), R. glutinis mutant 32 ile karotenoid {iretimi i¢in melash
besiyerinde organik ve inorganik azot kaynaklarini karsilastirmis ve en iyi karotenoid

iiretiminin maya ekstrakti ile elde edildigini bildirmistir. Park et al. (2005), R. glutinis
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tarafindan gergeklestirilen karotenoid iiretiminde melasli besiyerinde azot kaynagi
olarak tirenin kullanilabilirligini arastirmis ve bu amagla tireyi farkli konsantrasyonlarda
kullanarak en uygun konsantrasyonu belirlemislerdir. Valduga et al. (2008a), seker
kamis1 melasli besiyerinde azot kaynagi olarak misir mazerasyon sivisinin (MMS)
Sporidiobolus  salmonicolor tarafindan gergeklestirilen karotenoid fiiretiminde
kullanilabilirligini aragtirmis ve bu amagla MMS’yi farkli konsantrasyonlarda
kullanarak en uygun konsantrasyonu belirlemislerdir. Ayn1 sekilde Tinoi et al. (2005),
farkli besin kaynaklarinin (tatli patates ve hidroliz edilmis mongo fasiilyesi unu) R.
glutinis tarafindan gergeklestirilen karotenoid tiretimi tizerine etkilerini arastirmistir. Bu
amagla farkli konsantrasyonlarda besin kaynaklarimi kiiltlir ortamina eklemis ve en
yiiksek karotenoid eldesinin gergeklestigi oranlari tespit etmislerdir. Bu nedenle yapilan
bu ¢alismada R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen karotenoid {iretiminin en
ylksek diizeyde olabilmesi i¢in besiyerine farkli konsantrasyonlarda KBP eklenmistir.
Elde edilen sonuglar Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3’de gosterilmistir. Bu sonuclara gore, en
diisiik karotenoid ve biyomas iiretimi sirastyla 2,94 mg/l ve 6,4 g/l olarak %0,1’lik KBP
kullanimiyla elde edilmistir. Diger taraftan, en yiiksek karotenoid ve biyomas iiretimi
sirastyla 4,24 mg/l ve 8,0 g/l olarak %0,5 oraninda KBP kullanimiyla
gerceklestirilmistir. Bu yiizden karotenoid iiretimi i¢in en uygun konsantrasyonun %0,5
olduguna karar verilmistir. %0,6 ve %0,7 KBP konsantrasyonlarinda biyomas ve
karotenoid iiretiminde 6nemli Slgiide diisiis gozlenmistir. Bunun nedeninin, melas ve
KBP’nin sahip oldugu yiiksek oranlardaki mineral madde miktarina bagli bir enzim

inhibisyonu oldugu diisiiniilmektedir.

5.5. OKUB’nin R. glutinis YU-14 Tarafindan Zamana Bagh Olarak Biyomas ve

Karotenoid Uretimine iliskin Deney Sonugclarinin Degerlendirilmesi

R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen karotenoid tiretimi i¢in gereken en uygun
fermentasyon siiresini aragtirmak amaciyla, kiiltiir ortamindan yirmi dort saatte bir
alinan numunelerdeki karotenoid, biyomas tiretimi ve seker tilketim oranlar1 belirlenmis
ve en yiiksek karotenoid ile biyomas iiretiminin sirasiyla 4,81 mg/l ve 8,4 g/l olarak 6.

glinlin sonunda elde edildigi goriilmiistiir. Sonuglar, Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4’de



63

gosterilmistir. En diisiik karotenoid ve biyomas {iretimi ise sirastyla 0,57 mg/l ve 2,8 g/l
olarak 1. giinlin sonunda gergeklesmistir. Diger yandan, 6. glinden sonra karotenoid ve
biyomas iiretiminde azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Bu azalmanin ortamda
bulunan besin kaynaklarmin tiikenmesinden (substrat sinirlamasi) ya da ortamda
ototoksik maddelerin birikmesinden (toksin smirlamasi) kaynaklandigi tahmin
edilmektedir (Stanbury et al. 1997). Ayrica mayada karotenoid toplanmasinin 3. giinde
onemli Olclide artis gosterdigi tespit edilmistir (karotenoid iiretimi bir dnceki giine gore
2,25 kat daha fazla miktarda elde edilmistir.). Karotenoid iiretiminin artirilmasi igin
yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda farkli fermentasyon siireleri bulumustur.
Tinoi et al. (2005), en uygun siirenin 108 saat, Buzzini (2000), 5 giin ve Frengova et al.
(2003) 6 giin oldugunu bildirmislerdir. En uygun inkiibasyon siiresi sonuglarinin

birbirinden farkli olmasinin, besiyeri kompozisyona bagli oldugu sanilmaktadir.

5.6. OKUB Kullanilarak R. glutinis YU-14 Tarafindan Biyomas ve Karotenoid
Uretimi I¢in En Uygun Ortam pH’simin Belirlenmesine iliskin Arastirma

Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Karotenoid sentezini gergeklestiren mayalarda fermentasyon i¢in uygun ortam pH’sinin
tiire 6zgli oldugu ve strain Ozelligine bagli olarak farklilik gosterdigi, ayrica farkhi
karbon kaynaklarini igeren substratlarda karotenoid ilireten ¢cogu maya i¢in optimum pH
degerlerinin 4,5-7,5 araliginda oldugu bildirilmistir (Martin et al. 1993; Buzzini and
Martini 1999; Bhosale and Gadre 2001). Bu nedenle yapmis oldugumuz g¢alismada
fermentasyon ortamimin pH’st 4,5-7,5 araligina ayarlanmis ve yapilan deneylerin
sonuclar1 Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5’ de gosterilmistir. Bu sonuglardan da goriildigl gibi
R. glutinis YU-14 tarafindan gerceklestirilen karotenoid ve biyomas iiretiminin kiiltiir
ortam1 baslangi¢ pH’s1 5,5 oldugunda sirasiyla 4,81 mg/l ve 8,4 g/l olarak en yiiksek,
3,40 mg/l ve 6,2 g/l olarak pH 7,5 degerinde en diisiik miktarda elde edilmistir. Sonug
olarak, bu calismada en uygun pH degerinin 5,5 oldugu tespit edilmis ve sonraki

denemelerde bu deger kullanilmustir.
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5.7. OKUB Kullanilarak R. glutinis YU-14 Tarafindan Biyomas ve Karotenoid
Uretimi Icin En Uygun Calkalama Hizimin Belirlenmesine Iliskin Arastirma

Sonuc¢lariin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada R. glutinis YU-14 farkli ¢alkalama hizlarinda inkiibasyona birakilmis ve
elde edilen sonuclar Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir. Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6’
dan da goriildiigii gibi ¢alkalama hizi R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen
karotenoid ve biyomas iiretimi iizerine istatistiksel olarak Onemli derecede etki
yapmistir (p<0,05). En yiiksek karotenoid ve biyomas miktar1 sirastyla 5,22 mg/l ve
10,1 g/l olarak 250 rpm’lik hiza sahip olan calkalamali kiiltirde gerceklesmistir. En
diisiik karotenoid ve biyomas miktar1 ise sirastyla 2,83 mg/l ve 4,4 g/l olarak 100 rpm
calkalama hizinda elde edilmistir. 100 rpm’de meydana gelen diisliik miktardaki hiicre
tiremesinin, bireysel hiicre yiizeylerinin besin maddeleriyle zayif temasindan
kaynaklandig1 diisiiniilebilir. 100 rpm’den 250 rpm’ye kadar kiiltiir ortaminin
calkalanmasi1 sonucunda karotenoid ve biyomas iiretiminde 6nemli bir artis meydana
gelmis olmasina ragmen bu degerden sonraki hizlarda iiretimde azalma oldugu
gozlenmistir. R. glutinis obligat acrob oldugundan muhtemelen en iyi biyomas ve
karotenoid {iretimini saglayan oksijen transferi 250 rpm calkalama hizinda saglanmistir.
250 rpm tizerindeki ¢alkalama hizinin R. glutinis’in hiicre membraninin yikimina neden
olarak ya da mikroorganizmanin strese girmesinden dolay1r biyomas ve karotenoid
tiretiminde azalmaya yol agtigi distinilmektedir. Bu nedenle R. glutinis YU-14
tarafindan gerceklestirilen karotenoid tretimi igin gerekli olan optimum ¢alkalama

hizinin 250 rpm oldugu kabul edilmistir.

5.8. OKUB Kullanilarak R. glutinis YU-14 Tarafindan Biyomas ve Karotenoid
Uretimi I¢in En Uygun Sicakhgin Belirlenmesine ilisgkin Arastirma Sonuglarinin

Degerlendirilmesi

Karotenoid sentezini gerceklestiren mayalarda fermentasyon i¢in uygun ortam pH’
sinda oldugu gibi sicakliginda tiire 6zgii oldugu ve strain 6zelligine bagh olarak farklilik

gosterdigi ayrica farkli karbon kaynaklarini igeren substratlarda karotenoid tireten ¢ogu
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maya igin optimum sicaklik degerlerinin 20-30°C araliginda oldugu bildirilmistir
(Martin et al. 1993; Buzzini and Martini 1999; Bhosale and Gadre 2001). Bu nedenle
yapmis oldugumuz ¢alismada fermentasyon ortamimin sicakhigi 20-35°C araligina
ayarlanmig ve yapilan deneylerin sonuglar1 Cizelge 4.8 ve Sekil 4.7’de gosterilmistir.
Cizelge 4.8 ve Sekil 4.7°den de goriildiigii gibi calkalama hizinda oldugu gibi sicaklik ta
R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen karotenoid ve biyomas iiretimi {izerine
istatistiksel olarak Onemli derecede etki yapmustir (p<0,05). Bu sonuglardan da
goriildiigii gibi R. glutinis YU-14 tarafindan gergeklestirilen karotenoid ve biyomas
liretiminin kiiltiir ortami sicakligi 25°C oldugunda sirasiyla 5,79 mg/l ve 11,4 g/ olarak
en yiiksek, 3,10 mg/l ve 6,8 g/l olarak 35°C ortam sicakliginda en diisiik miktarda elde
edilmistir. Sonug olarak bu galismada en uygun ortam sicakliginin 25°C oldugu tespit

edilmis ve sonraki denemelerde bu deger kullanilmistir.

5.9. Optimum Fermentasyon Sartlar1 Altinda R. glutinis YU-14 Tarafindan
Biyomas ve Karotenoid Uretimi Uzerine Farkli Azot Kaynaklarimin Etkilerinin

Belirlenmesine Iliskin Arastirma Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Optimum fermentasyon sartlari altinda farkli organik azot kaynaklarmin R. glutinis
YU-14 tarafindan gerceklestirilen karotenoid ve biyomas iiretimlerine iliskin arastirma
sonuclarina gore, en yiiksek karotenoid iiretimi (5,79 mg/l) KBP kullanimi ile ve en
diisiik karotenoid ve biyomas iiretimi (sirastyla 4,31 mg/l ve 10,6 g/l) bakto pepton
kullanimu ile tespit edilmistir. En fazla biyomas ise (11,8 g/l) maya ekstraktinin
kullanimiyla elde edilmistir. Karotenoid iiretiminde KBP ile diger azot kaynaklar
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmus (p<0,05) dolayisiyla, melasla
birlikte atik maddeden elde edilen KBP’nin kullanimiyla, ticari olarak kullanilan diger
peptonlardan daha yiliksek miktarda karotenoid retimi  gerceklestirilmistir.
Aragtirmacilar karotenoid iiretiminin optimizasyon ¢alismalar1 sirasinda farkli azot
kaynaklarinin karotenoid iiretimi iizerine etkilerini tespit etmislerdir. Elde edilen
sonuclara gore amonyum klorid ve {irenin iyi bir inorganik azot kaynagi oldugu, diger
taraftan da maya ekstrakti, soya peptonu ve misir mazerasyon sivisinin (MMS) da iyi

birer organik azot kaynagi olduklar1 tespit edilmistir (Park et al. 2005; Bhosale 2001).
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5.10. Optimum Fermentasyon Sartlar1 Altinda R. glutinis YU-14 Tarafindan
Biyomas ve Karotenoid Uretimi Uzerine Farkh Karbon Kaynaklarimin Etkilerinin

Belirlenmesine Iliskin Arastirma Sonuclar

Karotenoid iiretiminde ozellikle glukoz ve sukroz tercih edilen ticari karbon
kaynaklaridir. Bunlarin yanisira, melas ve peyniralt1 suyu gibi endiistriyel yan {iriinler
alternatif karbon kaynagi olarak kullanilabilmektedir (Valduga et al. 2008a). Yapmis
oldugumuz ¢alismada karotenoid iiretiminde tek karbon kaynagi olarak kullandigimiz
melas, ticari karbon kaynaklar1 (glukoz, sukroz ve fruktoz) ile karsilastirilmis ve
sonuglar Cizelge 4.10 ve Sekil 4.9°da gosterilmistir. Cizelge 4.10 ve Sekil 4.9’da da
goriildiigii gibi en yiiksek karotenoid ile biyomas {iretimi sirastyla 5,79 mg/l ve 11,4 g/l
olarak melas ve KBP iceren fermentasyon ortamindan elde edilirken en diisiik
karotenoid ve biyomas iiretimi ise sirastyla 3,86 mg/l ve 8,0 g/l olarak fruktoz ve KBP
iceren fermentasyon ortamindan elde edilmistir. Karsilastirilan ticari karbon kaynaklari
arasinda en yliksek karotenoid ve biyomas iiretimi ise glukozdan elde edilmistir (4,22
mg/l ve 8,6 g/l). Bu sonuglara gore, melas ile igerigindeki es deger karbonhidrat miktarina
gore fazla miktarda karotenoid iiretimi gerceklestirilmistir. Ayn1 sekilde Bhosale (2001),
hidroliz ettigi melas ve maya ekstrakti ile hazirladigi besiyerinde R. glutinis mutant 32
ile karotenoid iiretimini gerceklestirmis ve melasi ticari karbon kaynaklar1 (glukoz,
sukroz ve fruktoz) ile karsilastirdiginda en iyi verimi melas ve maya ekstrakth
fermentasyon ortamindan elde etmistir. Ayrica karsilastirilan ticari karbon kaynaklari

arasinda en yiiksek karotenoid ve biyomas iiretimini glukozdan elde etmistir.

Sonu¢ olarak; bu arastirma, atik madde olarak degerlendirilen melasin ve kog
boynuzundan elde edilen peptonun mikrobiyal olarak karotenoid {iretiminde
kullanimlarinin uygunluk gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Diger taraftan, her iki atik
maddenin de degerlendirilmesiyle, hem karotenoid iiretimi i¢in uygun bir besiyeri
formiilasyonu elde etmede ekonomik bir avantaj saglanmis hem de atik maddelerin
meydana getirecegi ¢evre kirliligi azaltilmis olacaktir. Verim artigin1 saglamak amaciyla

daha fazla ¢alismalara gerek duyulmaktadir.
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