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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MIKROBIYAL YOLLA SITRIiK ASIT, ETiL ALKOL, POLISAKKARIT ve
PiGMENT URETIMINDE BAKLAVA ATIKLARININ DEGERLENDIRILMESI

Mehmet Akif OMEROGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Mikrobiyoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Mikroorganizmalar organik asitler, enzimler, biyoyakitlar, rekombinant proteinler,
pigmentler ve polisakakritler dahil endiistriyel, biyoteknolojik ve tibbi 6neme sahip olan
bir ¢cok maddenin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyal iirtinlerin
tiretiminde ise besiyeri bilesimine giren azot ve karbon kaynaklarinin yiiksek maliyeti
bliyiik problem olarak kabul edilmektedir. Besiyeri maliyetininin azaltilmasi i¢in, melas,
peynir alt1 suyu, narenciye atiklari, meyve kabuklar1 ve ¢ekirdekleri gibi tarimsal atiklar
ya da bunlarin yan iiriinleri besiyerinde susbtrat olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
iilkemizdeki baklava isletmelerinin bir atig1 olarak ortaya g¢ikan serbetin mikrobiyal
fermantasyon g¢alismalarinda substrat olarak kullanimina yonelik literatiirde bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ylizden mevcut ¢alismada, atik serbetin sitrik asit, levan, pigment
ve etil alkol iiretiminde substrat olarak kullanilabilme potansiyeli aragtirilmistir. Atik
serbetin seker ve protein igerikleri sirasiyla 870 g/L ve 3,4 g/L olarak belirlenmistir. Sitrik
asit tiretimi i¢in Aspergillus niger, etil alkol iiretimi i¢in Saccharomyces cerevisiae, levan
tiretimi i¢in ise Zymomonas mobilis ve pigment {iretimi i¢in Monascus purpureus test
mikroorganizmalar1 olarak se¢ilmistir. Sitrik asit ve levan {liretimi i¢in en uygun serbet
konsantrasyonu 200 mL/L olarak belirlenmistir. Etil alkol {iretimi i¢in en uygun serbet
konsantrasyonu 250 ml/L, pigment iiretimi i¢in ise 30 mL/L olarak tespit edilmistir.
Optimal serbet konsantrasyonunda sitrik asit, etil alkol ve levan verimleri sirasiyla; 0,22
g/g, 0,47 g/g ve 0,16 g/g olarak hesaplanmistir. Optimal serbet konsantrasyonunda
tiretilen esas Monascus pigmentinin, kirmizi oldugu belirlenmistir.

2020, 73 sayfa

Anahtar Kelimeler: Sitrik asit, etil alkol, levan, pigment, serbet



ABSTRACT

Master Thesis

UTILISATION of BAKLAVA WASTES IN THE MICROBIAL PRODUCTION
of CITRIC ACID, ETHYL ALCOHOL, POLYSACCHARIDE and PIGMENT

Mehmet Akif OMEROGLU

Atatiirk University
Faculty of Science Graduate School
Departmant of Molecular Biology and Genetic
Microbiology Sciences

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Microorganisms are widely used in the production of many substances which would have
industrial, biotechnological and medical importance, including organic acids, enzymes,
biofuels, recombinant proteins, pigments and polysaccharides. In the production of
microbial substances, the high cost of nitrogen and carbon sources entering the medium
composition is considered as a major problem. In order to reduce the cost of the medium,
agricultural wastes or by-products such as molasses, whey, citrus wastes, fruit peels and
seeds are utilised as fermentation substrate. However, there is no study in the literature
on the use as a substrate in microbial fermentation studies of sherbet, which would be
regarded as a waste of baklava industry in our country. Therefore, in the present study,
the potential usage of waste sherbet as a substrate for the microbial production of citric
acid, ethyl alcohol, levan and pigment was investigated. Sugar and protein contents of
waste sherbet were determined as 870 g/L and 3.4 g/L, respectively. Aspergillus niger for
citric acid production, Saccharomyces cerevisiae for ethyl alcohol production,
Zymomonas mobilis for levan production and Monascus purpureus for pigment
production were selected as test microorganisms. The most favorable sherbet
concentration for citric acid and levan production was determined as 200 mL/L while the
optimal sherbet concentration for ethyl alcohol and pigment production was 250 ml/L and
30 ml/L, respectively. The yields of citric acid, ethyl alcohol and levan were calculated
as 0.22 g/g, 0.47 g/g and 0.16 g/g at the optimum sherbet concentration, respectively. The
main Monascus pigment, which was produced at optimal sherbet concentration, was
determined as red pigment.

2020, 73 pages

Keywords: Citric acid, ethyl alcohol, levan, pigment, sherbet
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1. GIRIS

Ismini latince bir kelimeden (citrus) alan sitrik asit (C¢HsOz7, 2-hidroksi-propan-1,2,3-
trikarboksilik asit) dogada yaygin olarak bulunan ve karbonhidratlarin karbon dioksite
oksitlenmesi sirasinda sitrik asit dongiistinde bir ara madde olarak yer alan organik bir
bilesiktir. Narenciye, ananas, armut ve incir gibi pek ¢cok meyvede az miktarlarda bulunan
saf sitrik asit renksiz olup, suda ve alkoldeki ¢oziiniirliik seviyesi de iyidir. Oda
sicakliginda kat1 halde bulunan sitrik asidin erime sicakligi, 153°C olup, yiiksek sicaklik
degerlerinde de farkl: iiriinlere ayrismaktadir (Rajoka et al. 1998).

Sitrik asit ilk olarak limon suyundan izole edilerek 1784 yilinda Carl Scheele (Tsay and
To 1987) tarafindan kalsiyum sitrat olarak kristallestirilmistir. Bununla beraber, 1880
yilinda sitrik asit sentezi, Grimoux ve Adams tarafindan 6nce gliserolden ve daha sonra
simetrik dikloroasetondan gergeklestirilmistir. Sitrik asit eldesi i¢in farkli baslangic
materyalleri kullanilan birgok kimyasal sentetik yontem tanimlanmistir (Kristiansen et al.
1999). Wehmer, 1893 yilinda, Penicillium glaucum’un seker ve inorganik tuzlar igeren
bir kiiltiir ortaminda sitrik asit biriktirdigini tespit etmistir. 1917 yilinda James Currie
tarafindan yapilan deneyde ise, farkli Aspergillus niger suslarinin, 2,5-3,5 baglangi¢ pH
araliginda, yiiksek konsantrasyonda seker ve mineral tuzlari igeren bir besiyerinde
cogaltildiklarinda, bu sugslarin biiyiik miktarda sitrik asit irettigi gozlemlenmistir.
Arastirma sirasinda Currie; pH degerlerini diisiik seviyelerde tutarak, A. niger’in hem
oksalik hem de glukonik asit olusturma potansiyelini baskilamistir. Currie'nin bu kesfi,
1923'te Amerika Birlesik Devletleri'nde Pfizer tarafindan kurulan fermantasyon yoluyla

endiistriyel sitrik asit iiretiminin de temelini olusturmustur (Dashen et al. 2014).
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Sekil 1.1. Sitrik asidin molekiiler yapisi (Kubicek and Karaffa 2010)

Gegmiste sitrik asit sentezi ¢aligmalari fungus, bakteri ve mayalar gibi ¢ok ¢esitli
mikroorganizmalar {izerinde yapilmistir. Organik maddelerden mikrobiyal sitrik asit
sentezi, dikkatli kontrol ve iyi tasarlanmis proses kosullari gerektiren karmasik bir
biyokimyasal reaksiyondur. Fermantasyon prosesini etkileyen faktorler arasinda; karbon
kaynagimmin konsantrasyonu ve tipi, fermantasyon ortaminin pH'l, fosfat ve azot
siirlamalari, havalandirma, sitrik asit iireten mikroorganizmalarin morfolojisi ve iz
elementlerin konsantrasyonlari yer almaktadir. Manganez, fosfat ve azot gibi iz
elementler yalnizca belirli degerler altinda fermantasyon prosesini olumlu yonde etkiler.
Bununla birlikte, oksijen ve seker gibi diger bilesenlerin ise belirli miktarlarin iistiinde
olmasi gerekmektedir (Soccol et al. 2002; Max et al. 2010).

Mikroorganizmalar kullanilarak gergeklestirilen sitrik asit biyosentezi, ticari ve akademik
yonden olduk¢a oOnemli bir arastirma konusu olmustur (Mattey 1992). Bacillus
licheniformis, B. subtilis, Corynebacterium spp, Aspergillus niger, A. awamori, A.
foetidus, Yarrowia lipolytica, Penicillum restrictum, Candida lipolytica, C. intermedia ve
Sacchromyces cerevisiae gibi mikroorganizmalar biyoteknolojik sitrik asit {iretimi igin
cesitli calismalarda kullanilmistir. Filamentli bir kiif olan A. Niger kullanim kolayligi,
cesitli ucuz hammaddeleri fermente etme kabiliyeti ve yiiksek {irin verimi yoniiyle, sitrik
asit Uretimi agisindan en uygun mikroorganizma olarak belirlenmistir (Raja Rao and
Kruthi Reddy 2013).

Bir¢ok fungusda oldugu gibi Aspergillus'un taksonomisi, genellikle bakterileri
simiflandirmak i¢in kullanilan fizyolojik, biyokimyasal ve genetik 6zelliklerden ziyade
morfolojik temellere dayanir. Vejetatif yapisi septat filamentlerinden olusan A. niger’in

hiicre duvari temel olarak kitinden olusur. Bununla beraber bu organizmanin hiicre duvari



amino sekerler, proteinler, mannoz, glukoz ve yiizey enzimleri gibi diger bilesikleri de
igerir. A. niger grubunun tiyeleri olduk¢a fazla tiirden olusan, ¢ok cesitli substratlar
tizerinde gelisebilen, 6nemli gida bozucu funguslar olup, diinya {iizerinde farkl
lokasyonlarda genis bir dagilim gosterirler (Raper and Fennell 1965; Pitt and Hocking
1997).

A. niger'de sitrik asit tiretiminin biyokimyas1 arastirmalarda oldukg¢a fazla yer bulmus ve
bu organizma sitrik asit iiretimi ¢alismalarinin odak noktasi olmustur (Tsao et al. 1999).
Ciinkii diger tiirlerin aksine, A. niger’in bir¢ok susu minumum diizeyde istenmeyen
toksik yan {irin olusumu ile, yiiksek seviyede sitrik asit tiretme kabiliyetine sahiptir

(Schuster et al. 2002).

Asetil - CoA
Oksaloasetat ? > Sitrat
NADH (9) ) \HZO
NAD* v
Malat cis-Akonitrat
H.0 (8) (3) | —H0
v
Fumarat Izositrat
(4)| NAD*
FADH co~—"| ¥
(7 NADH
FAD il
Siksinat 2-Oksoglutarat
(6) CoA
CoA
GTP
GDP
Siksinil-CoA

Sekil 1.2. Sitrik Asit Dongiisii (Ratledge 2001)

1937'de Krebs tarafindan one siiriilen trikarboksilik asit dongiisii (TCA), orijinal baglik
altinda "sitrik asit dongiisii" olarak adlandirilabilir (Krebs and Johnson 1937). TCA
dongiisii, aerobik organizmalarin mitokondrilerinde evrensel olusum reaksiyonlarinin

dongiisel bir dizisidir. Bu dongii Asetil Koenzim A'y1 yakit olarak kabul edip, CO> ve



hidrojen atomlarini elde eden ¢ok enzimli bir sistem tarafindan katalize edilir (Jaklitsch
et al. 1991). Bir TCA dongiisii iginde her doniiste, bir asetik asit molekiilii (iki karbon
atomlu), asetil-Ko enzimi olarak reaksiyona girer ve alt1 karbonlu bilesik olan sitrik asit
olusturmak i¢in dort karbonlu bilesik olan oksalo-asetik asit molekiili ile
yogunlasir..Sitrik asit daha sonra iki molekiil CO2 ag¢iga ¢ikaran ve dort karbon oksalo-
asetik asidi yeniden iireten bir reaksiyon dizisi ile degrade edilir. Dongiiniin diger bir
kismi oksalo-asetik asidin baska bir asetil-KoA molekiilii ile reaksiyona girmesiyle
baslayabilir. Béylece, dongiiniin her bir turunda bir asetik asit molekiilii devreye girer, iki
ATP ve bir CO2 molekiilii olusur. Boylece sitrik asit olusturmak i¢in bir oksalo asetik asit

molekiilii kullanilmis olur (Papagianni et al. 1999; Prescott and Dunn 2001).

Sitrik asit sentezinde, fermantasyon yolu olduk¢a ekonomik olup, diinya genelinde
tiretilen sitrik asidin %90"1ndan fazlasi bu yolla elde edilmektedir. Bu yontemin en 6nemli
avantajlar1 arasinda; iiretim tesislerinin ve proseslerin genellikle daha az karmasik olmast,
tesislerde daha az kompleks kontrol sistemlerine ihtiya¢ duyulmasi, daha az is giicli ve

enerji tiiketimi gerektirmesi sayilabilir (Soccol et al. 2006).

Fermantasyonla sitrik asit tretimi; hammaddenin hazirlanmasi1 ve mikroorganizma
inokiilasyonu, fermantasyon ve {irliniin geri kazanilmas: asamalarindan olusurken,
endiistriyel sitrik asit fermantasyonu ise; Batik Kiltir Fermantasyonu, Yiizey
Fermantasyonu ve Kat1 Hal Fermantasyonu (Koji Prosesi) olmak iizere ti¢ farkli sekilde
gerceklesir (Vandenberghe et al. 2004). Bol miktarda serbest su bulunan ortamlarda,
mikroorganizmalarin gelisimi ve Karbonhidratlarin bunlar tarafindan ayristirilmasi
(aerobik veya anaerobik olarak) batik kiiltiir fermantasyonu olarak tanimlanabilir (Ray
and Ward, 2006). Batik kiiltiir fermantasyonu; fermantasyon modellemesi, biyoreaktor
tasarimi ve proses kontrolii gibi ¢ok iyi bilinen 6zellikleri nedeniyle, sitrik asit iiretimi
icin yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Diinya genelinde sitrik asit {iretiminin biiyiik
bir c¢ogunlugunun, batik kiiltiir fermantasyonu kullanilarak gerceklestirildigi
distiniilmektedir (Vandenberghe 2000; Soccol and Vandenberghe 2003). Yiizey
fermantasyonu ise; genellikle filamentli funguslar kullanilarak gergeklestirilen sitrik asit

iretim yontemidir. Yiizey fermantasyonu teknigi kurulum, isletme ve enerji maliyeti



acisindan daha az ¢aba gerektirmesi nedeniyle kiigiik ve orta 6lgekli endiistrilerde daha
stk kullanilmaktadir. Fakat bu yontem yogun is giicii gerektirdigi igin, besiyeri
kompozisyonundaki degisikliklere kars1 oldukg¢a hassastir (Benghazi et al. 2014). Koji
prosesi olarak da bilinen kati hal fermantasyonu; hem fiziksel destek hem de besin
kaynag1 olarak gorev yapan, ¢ozliinmeyen bir materyal iizerinde ve diisiik su aktiviteli bir
ortamda mikroorganizmalarin gelisimi olarak tanimlanabilir (Castilho et al. 2009). Bu
fermantasyon tekniginin diisiik maliyet, gelistirilmis tirtin 6zellikleri, yiiksek tiriin verimi,
kolay {riin geri kazanimi ve disiik enerji gereksinimi gibi cesitli avantajlari
bulunmaktadir (Berovic and Legisa 2007). Bunun yaninda, yiiksek nitrojen ve fosfor
gereksinimi olan mikrobiyal suslar, kat1 hal prosesinde diisiik su aktivitesinde meydana
gelen besin ve metabolitlerin diisiik diflizyon oranlarindan dolayi, kati kiiltiir i¢in ideal

mikroorganizmalar degildir.

Sitrik asit iiretiminde nigasta veya siikroz bazli substratlarin yani sira, tarimsal (manyok
ve seker kamis1 kiispesi gibi), meyve ve sebze atiklar1 da (elma ve iiziim g¢ekirdegi gibi)
yaygin olarak kullanilmaktadir (Vandenberghe 2000; Soccol et al. 2006). Yiiksek oranda
(%40-55), siikroz, glukoz ve fruktoz sekerlerini igeren melas, diisiik maliyetinden dolay1
mikrobiyal sitrik asit tiretimi i¢in oldukg¢a fazla tercih edilmektedir (Grewal and Kalra
1995). Melas bir seker rafinasyon yan {iriinii oldugu icin, kalite agisindan da oldukca
degiskenlik gostermektedir. Bu yiizden, melasin bazi tipleri sitrik asit {iretimi i¢in uygun
degildir. Melas bilesimi, pancar ve kamis cesitliligi, yetistirme yontemleri, saklama ve
kullanma kosullarina bagli olarak (tasima 6zellikleri ve sicaklik degisimleri) degisiklik
gostermektedir. Hem pancar hem de kamis melaslar sitrik asit iiretimi i¢in uygundur.
Ancak pancar melaslar1 kamis melaslara goére daha az miktarda iz elementleri igermesi
nedeniyle daha ¢ok tercih edilir. Boylece, daha yiiksek seviyelerde {iriin verimi

saglanabilir (Berovic and Legisa 2007).

Kamis melasi, genellikle sitrik asit sentezini inhibe eden bazi elementleri (demir,
kalsiyum, magnezyum, manganez ve ¢inko) igerir ve bu elementlerin indirgenmesi i¢in
bir 6n islem gerekmektedir. Pancar melas: inkiibasyonunun ilk asamalarinda fitat

eklenmesi sitrik asit birikiminde yaklasik 3 kat artisa neden olur (Lu et al. 1998).



Ayrica, manyok kiispesi, kahve kabugu, bugday kepegi, elma ve {iziim posasi, ananas
at1g1, kivi kabugu ve narenciye atiklart gibi gesitli tarimsal endiistri atiklarinin da kati
kiltir fermantasyonuyla sitrik asit tretimi igin substrat olarak kullanilabilme
potansiyelleri arastirllmistir (Vandenberghe et al. 1999; Vandenberghe 2000). Bu
substratlar kiispe olarak yaygin bir sekilde kullanilirlar. Ciinkii kiispe ortam
nemlendirildikten sonra, aglomerasyon gostermediginden ve fermantasyon sirasinda da
daha iyi 1s1 ve kiitle transferi sagladigindan, daha yiiksek verimli {iriin eldesine olanak

saglar (Kumar and Jain 2008).

Pancar veya seker kamisi suruplari, batik kiiltiir fermantasyonu ile sitrik asit sentezi igin
temel substrat olarak kullanilmaktadir. Bu substratlarin en bilyiik avantaji safligidir. Fakat
suruplarin kalitesi depolama sirasinda hizli bir sekilde bozulabilmektedir. Bununla
beraber nisastanin enzimatik hidrolizi ile elde edilen dekstroz surubu kullanilarak da
yiiksek verimli sitrik asit tiretimi gergeklestirilmistir. Bu yontem endiistriyel proseslerde

de yaygin olarak kullanilmaktadir (Soccol et al. 2006).

Fosil yakitlarin gevre lizerindeki olumsuz etkileri, kiiresel 1sinma, artan enerji talebi,
diinyadaki enerji ihtiyacinin 6nemli Olglide azalmasi ve petrol pazarindaki negatif
durumlar (1970 yilindaki petrol Krizi) gibi nedenler diinya genelinde alternatif yakitlara
olan ilgiyi artirmaktadir (Himmel et al. 2007; Solomon et al. 2007). Alternatif yakitlarin,
sera gazi emisyonlarmi 6nemli dl¢lide azaltmasi, diinya ¢apinda hammadde ihtiyacini
karsilamasi ve yenilenebilir hammadde kaynaklarindan iretilebilme gibi 6zellikleri, bu
tip yakitlar1 cazip hale getirmektedir (Hahn-Hagerdal et al. 2006). Bu alternatif
yakitlardan biri olan biyoyakitlar; tarimsal atiklar, kereste atiklari, lignoseliilozik kentsel
ve endiistriyel atiklar gibi ¢esitli kaynaklarin substrat olarak kullanilmasiyla iiretilir
(Gupta et al. 2014; Sims et al. 2010). Biyoetanol, biyometanol, biyodizel, biyogaz, biyo-
sentetik gaz ve biyohidrojen gibi alternatif yakit formlar1 biyoyakitlara 6rnek olarak

verilebilir.

Diizenli bir yakit formu olan biyoetanol en yaygin olarak kullanilan yakit ¢esididir. Cesitli

hammadde kaynaklar1 kullanilarak tiretilen biyoetanol, yakit karisimlarinda veya tek
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yakit olarak kullanilabilir. Ayrica geleneksel fosil yakitlara karsi iyi bir alternatiftir.
Kimyasal formiilii C2HsOH olan etil alkol; yanici, berrak, renksiz ve hafif toksik olan bir
kimyasal bilesiktir. Etil alkol, asit katalizorlii eten hidrasyonuyla petrokimyasal
hammaddelerden veya fermantasyon yoluyla ¢esitli hammaddelerden iiretilebilir. Kiiresel
olarak sentetik etanol iiretimi, toplam iiretimin yaklasik %3-4"linii olustururken geri

kalani ise fermantasyon yoluyla gerceklestirilir (Licht 2006).

Biyoetanol iiretiminin temeli fermantasyon prosesine dayanir. Fermantasyon bilinen en
eski biyokimyasal islemlerden biridir. Bu islem, karbonhidratlarin mikrobiyal enzimlerle
alkollere ve kisa zincirli yag asitlerine doniisiimii olarak tanimlanabilir (Silva et al. 2008;
Yuan et al. 2008). Bu tip prosesler, bakteri, maya ve filamentli funguslar gibi
mikroorganizmalarin kullanimi ile gergeklesir (Huang and Tang 2007; Fortman et al.
2008). Biyoteknolojik gazlarin ve kimyasallarin tiretiminin konvansiyonel yontemlere
kiyasla fermantasyon yontemiyle yapilmasi daha avantajlidir (Das and Veziroglu 2001).
Ciinkii fermantasyon prosesi daha az enerji gerektirir ve ¢evre dostudur (Wu et al. 2007).
Fermantasyon prosesinin verimi, kullanilan besiyeri ortami ve proses kosullart gibi

fiziksel ve kimyasal faktorlere bagli olarak degisiklik gosterir (Huang and Tang 2007).

Fermantasyon prosesleri genellikle aerobik veya anaerobik olarak siniflandirilmaktadir
(Huang and Tang 2007). Aerobik fermantasyon, hammadde olarak bir oksijen kaynagina
ihtiyag duyar (Ward 1992). Oksijenin sudaki ¢oziintirligii disik oldugundan dolayi
oksijen konsantrasyonu igin bazi smirlamalar vardir (Huang and Tang 2007). Oksijen,
mikrobiyal biliylimeyi ve aktiviteyi etkiledigi i¢in, proses sirasinda oksijen seviyesi
mimkiin oldugu kadar yiikksek tutulmalidir. Aerobik fermantasyon prosesleri,
antibiyotikler ve organik asitler gibi yiiksek biyoteknolojik 6neme sahip iiriinlerin
iiretiminde yaygin olarak kullanilan ydntemlerdir (Enzminger and Asenjo, 1986). Ote
yandan, anaerobik fermantasyon, oksijen yoklugunda ve ¢ok daha uzun siirelerde
gerceklesen bir prosestir (Huang and Tang 2007). Zorunlu anaerobik mikroorganizmalar
oksijene kars1 oldukga hassastir. Bu nedenle, bu tip proseslerin gergeklesecegi ortamlari
olabildigince oksijensiz tutmak gereklidir. Biyoreaktdrlerde, anaerobik kosullarin

devamliliginin saglanabilmesi icin genellikle reaktorden azot gazi (N2) gegirilir.



Anaerobik fermantasyon, ¢ogunlukla glukozun substrat olarak kullanildig1 Hz iiretimi i¢in
sik¢a tercih edilen bir yontemdir (Ren et al. 2006; Wu et al. 2010). Bunlara ilaveten,
fermantasyon islemi kesikli, kesiksiz ve yari-Kesikli olarak gerceklestirilebilir (Stanbury
and Whitaker 1984; Olsson and Hahn-Hagerdal 1996; Palmqvist and Hahn-Hégerdal
2000). Uygulanacak fermantasyon tipi, prosesin ekonomisine ve kullanilan
mikroorganizmalarin 6zelliklerine bagli olarak degisir (Olsson and Hahn-Hégerdal,
1996). Fermantasyon konfigilirasyonu, iiriin verimi ve proses maliyeti gibi parametreler
dikkate alinarak, {irlin veriminin minimum ekipman maliyeti ile maksimum seviyede

olmasini gerektirmektedir (Palmqvist and Hahn-Hégerdal 2000).

Fermantasyon proseslerinde kullanilan mikroorganizmalar, ¢esitli substratlardan degerli
iiriinlerin sentezlenmesinde (endiistriyel kimyasallar ve yakitlar gibi) énemli rol oynar.
Mikroorganizmalarin fermantasyon basarisi, genetik yapilariyla iligkilidir. Bu
mikroorganizmalar, substratlari metabolize edebilen 6zel enzimlere sahip olup enzimler
vasitasiyla, 1s1 ve gazlarin birlikte liretilmesiyle sonuglanan gesitli substratlar1 farkl
metabolitlere ayirma islemini gergeklestirebilir. Giiniimiizde bakteriler ve funguslar
endiistriyel proseslerde etanol, asetik asit, metan ve Hz gibi biyoteknolojik dneme sahip
Kimyasallar ve gazlarin iiretim proseslerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Huang and
Tang 2007).

Hem mayalar hem de bakteriler, fermantasyon prosesleriyle sekerleri verimli bir sekilde
etanole doniistiirmektedirler. Etanol endiistrisinin gelismesi i¢in daha yiiksek aktivite
gosterebilecek mikroorganizma se¢imi ve daha iyi proses tasarimlart gerekmektedir.
Etanol {iretimi bir¢ok bakteri tarafindan gergeklestirebilir. Gram negatif bir bakteri olan
Zymomonas mobilis, biyoetanol iiretimi agisindan kapsamli olarak arastirilmis bir
bakteridir. Bu bakteri yabanil tip Saccharomyces cerevisiae mayasiyla
karsilastirildiginda, yiikksek etanol konsantrasyonlarina daha fazla tolerans
gostermektedir. Bundan dolay1, Z. mobilis etanol iiretimi i¢in uygundur. Ancak bu
bakterinin dezavantaji, yalnizca glukoz, fruktoz ve siikrozu substrat olarak kullanarak
fermantasyon prosesini gergeklestirmesidir (Ruanglek et al. 2006). S. cerevisiae manipiile

ve kiiltiire edilmesi kolay olan bir mikroorganizma oldugu i¢in, ¢calismalarda siklikla



kullanilan okaryotik bir model organizmadir. Ayrica bu maya bira, sarap ve ekmek

tiretimi gibi ¢esitli endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilir.

Inkiibasyon sicakligi, pH, ¢alkalama hiz1 ve katki maddeleri gibi gesitli fizikokimyasal
parametreler etanol iiretimini biliyiik 6l¢iide etkiler. Sicaklik hiicrelerin biiyiimesini ve
verimliligini de etkiler. S. cerevisiae 30°C olan optimum biiylime sicakligina
yaklastiginda, biiyiime hizi her 10°C’de bir yaklasik iki katina ¢ikar. Optimum biiylime
sicakligindan sonra ise, biiylime hizi yavaglar. Maya hiicreleri, pek ¢ok organizmaya
nazaran daha asidik ortamlarda aktivite gostermektedir. Bu hiicrelerin aktiviteleri sonucu
azot kaynaklar tiiketildiginden, ortamin pH degerini disiiren hidrojen iyonlar1 ortama
salinir. Bu durumlarda tamponlar, ortami istenen pH araliginda tutmak igin siklikla
kullanilir. Fermantasyon ortaminda ¢6ziinmiis oksijen miktarinin, mayada meydana gelen
reaksiyonlar i¢in 6nemli etkileri vardir. Oksijen mevcut oldugu zaman basit sekerleri,
hiicre biyomasi, karbondioksit ve suya doniistiiren solunum islemi meydana gelir. Baz1
kosullar altinda etanol, maya hiicreleri tarafindan tiiketilmektedir. Bununla beraber maya
hiicreleri, uygun kosullar altinda yiiksek etanol konsantrasyonlarint da tolere edebilir.
Sicaklik, mayanin etanol konsantrasyonuna duyarliligini, biiytime hizini ve fermantasyon
hizimi etkilemektedir. Maya hiicrelerinin, sekeri karbondioksit ve alkole doniistiirme
kabiliyeti enzimler tarafindan kontrol edilir. Prosesin her asamasinda ¢esitli enzimler yer
alir. Yiiksek alkol konsantrasyonlari enzimleri inhibe ederek maya hiicrelerini 6ldiirebilir.
Farkli maya suslarinin, ¢esitli konsantrasyonlardaki alkollere karsi toleransi
organizmadan organizmaya degiskenlik gosterebilir. Bira mayasi, konsantrasyonu %5-
6’dan daha fazla olan alkole dayanamazken, sarap mayasi ise %10-15 arasinda olan alkol
oranlarini iyi tolere edebilir. Bununla beraber uygun besiyeri ortaminda gelistirilen maya
suslar1 %21 alkol seviyesine kadar dayaniklilik gosterebilir (Karhumma et al. 2006; Chu
and Le 2007; Ban et al. 2008).
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Osmotik Basing
Seker %25 (w/v) Etanol Stresi
Siilfit %15 (V/v)
>100 mg/L
\’5’:” 3 .-,-..,___'/
s o
Laktik Asit & Mava Hicresi Sicaklik
: : aya Hiicresi " -
> %0,8 (W/V) ) y e 35-38°C
w ~;
Asetik Asit : pH <35
> %0,05 (w/v) Sodyum Iyonu
>500 mg/L

Sekil 1.3. Etanol tiretimi sirasinda bazi faktorlerin Saccharomyces cerevisiae iizerinde
etkisi (Bai et al. 2008)

Mikroorganizmalarda, yasamin devamliligi i¢in enerji gereklidir. Bu nedenle, organik
maddelerin parcalanmasi sirasinda elektronlar, Adenozin Trifosfat (ATP) formunda bir
dizi elektron tasiyicisi vasitasiyla oksijenden ekstrakte edilir ve aktarilir. Bu islem
oksidatif fosforilasyon olarak adlandirilir (Brock et al. 1984). Bir¢ok organizmanin,
enerjinin serbest birakilmasiyla fermantasyon olarak adlandirilan dengelenmis redoks
reaksiyonunu gergeklestirdigi bilinmektedir. Ancak organik bilesiklerdeki karbon
atomlari, sadece kismen oksitlendigi ve digerleri ise indirgendigi igin, bu kosullar altinda
yalnizca sinirli miktarda enerji agiga ¢ikarir. Bu redoks reaksiyonlariin sonucunda CO>
ve etanol tiretimi gergeklesir. Glukoz, fruktoz ve siikroz gibi etanol sekerleri mikrobiyal
fermantasyonla hiicresel enerjiye donistiriiliir. Béylece metabolik iiriinler olarak, etanol
ve karbondioksit iiretilir. Endiistriyel 6lgekte gerceklestirilen etanol iiretiminde tercih
edilen mikroorganizmalar mayalar olup, tiretim oksijen yoklugunda gergeklestigi igin, bu
prosese anaerobik fermantasyon denir (Madigan and Martinko 2006). Hammaddelerin
bilesimine bagli olarak yontemde hangi maya tiiriniin kullanilacagi belirlenir. S.
cerevisiae geleneksel olarak heksoz sekeri fermantasyonunda kullanilirken,

Kluyveromyces fragilis veya Candida sp. ise laktoz veya pentozlari fermente etmek igin
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kullanilir. Etanol iiretimi aslinda bir anaerobik proses olmasina ragmen, maya tarafindan
lipit biyosentezi ve hiicresel proseslerin devamliligi i¢in de, eser miktarda oksijene
gereksinim duyulmaktadir (Shuler and Kargi 2002).

2 ADP + 2P
2 ATF

Glikoz " % 2 Pirlivik asit
CICICICICIC Glikoliz CICIC

: 2C0;
2 NADH
+2H
2 Etl alkol
CIC CIC
2 Asetaldehit

Sekil 1.4. Saccharomyces cerevisiae’da etanol fermantasyon reaksiyonu (Bai et al. 2008)

Fermantasyon yoluyla ger¢eklestirilen etanol {iretiminin ekonomik anlamda 6nemli bir
uygulama olabilmesi i¢in, ucuz substratlar kullanilmali ve substrat kullanimi1 maksimize
edilmelidir. Etanol iretimi seker, nisasta ve seliilozik malzemelerin hammadde kaynagi
olarak kullanilmasiyla gergeklestirilmektedir. Seker kamisi, seker pancarlari, melas ve
cesitli meyveler gibi substratlarin  igerisindeki sekerler, dogrudan etanole
donustiirtilebilir. Patateslerden, kok bitkilerinden, bugday ve musir gibi tahillardan elde
edilen nisastanin, etanole doniistiiriilmeden once, a-amilaz ve glukoamilaz enzimleri
tarafindan fermente edilebilir sekerlere hidroliz edilmesi gerekir (Lee et al. 1995). Seker
ve nisasta, etanol tiretimi i¢in ana kaynaklar olarak tercih edilse de, seliilozik maddelerin
de birtakim islemlerden gegirildikten sonra etil alkol iiretiminde substrat olarak
kullanilmaktadir. Odun atiklarindan, kentsel kat1 atiklardan ve tarimsal {iriin atiklarindan
elde edilen seliilozik materyaller dogada en ¢ok bulunan hammadde kaynaklar1 olarak

gosterilebilir (Lin and Tanaka 2006).

Biyopolimerler (yenilenebilir polimerler olarak da adlandirilan), biyolojik sistemler

tarafindan iiretilen polimerler veya kimyasal olarak sentezlenmeyen ve amino asitler,
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sekerler ve dogal yaglar gibi biyolojik baslangi¢ materyallerinden tiiretilen polimerlerdir
(Tang et al. 2012). Biyopolimerler sentetik veya dogal polimerler olarak siniflandirilir
(Vroman and Tighzert 2009). Biyouyumluluk, biyobozunurluk ve ¢evre dostu olmasi gibi

Ozelliklerinden dolay1 petrokimyasal tlirevli polimerlere nazaran daha avantajlidir.

Giiniimiizde bircok mikroorganizma, mikrobiyal biyopolimer iiretiminde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu polimerler, hiicre ylizeyine bagl halde veya fermantasyon ortamindan
ekstrakte edilmis olarak bulunmaktadir. Bakteriler, bu mikrobiyal biyopolimerleri, belirli
cevresel kosullara karsi depolama malzemesi olarak kullanir (Sanchez-Garcia et al.
2010). Biyolojik fonksiyonlarina bagli olarak, mikrobiyal polisakkaritler; intraseliiler
depolama polisakkaritleri (glikojen), kapsiiler polisakkaritler (K30 O-Antigen) ve
ekstraseliiler bakteriyel polisakkaritler (levan, ksantan ve seliiloz) olmak tizere tige ayrilir
(Schmid and Sieber 2015).

Mikroorganizmalar tarafindan {retilen ve hiicre tarafindan salgilanan mikrobiyal
polisakkaritler, ekzopolisakkaritler (EPS) olarak tanimlanir. Hiicrenin korunmasinda,
bakteriyel yiizeylerin yapismasinda ve hiicre-hiicre etkilesimlerinde 6nemli rol oynarlar
(Nicolaus et al. 2010). EPS’ler, gida, ilag, kimya ve diger birgok endiistriyel uygulamada
kullanilan hidrokolloidler i¢in &nemli kaynaklardir (Ahmad et al. 2015). Birgok
fizikokimyasal ve reolojik 6zelliginden dolayr mikrobiyal EPS'ler, yeni biyomateryaller
olarak islev gdrmekte ve tekstil, deterjan, yapistirici, atik su aritimi, saflagtirma prosesleri,
kozmetik ve farmakoloji gibi bircok endiistri dalinda genis bir uygulama alan
bulmaktadir (Rithmann et al. 2015). Ozellikle levan, ksantan, dekstran ve pullulan

polisakkaritleri, genis bir uygulama alanina sahip mikrobiyal polisakkaritlerdendir.

Mikrobiyal biyopolimerler, yedek materyal veya koruyucu bir mekanizmanin pargasi
olarak islev gordiigii icin biyopolimer iireten mikroorganizmalar, farkli ¢evresel kosullara
kars1 daha dayaniklidir (Rehm 2010). i1k teshis edilen bakteriyel polimer olan “dekstran”
Pasteur (1861) tarafindan sarap igerisinde bulunan mikrobiyal bir {irtin olarak
kesfedilmistir. Leuconostoc mesenteriodes mikroorganizmasi ise, dekstran iireticisi

olarak Van Tieghem (1878) tarafindan tanimlanmustir.



13

EPS iireten bakterilerin cogu homopolisakkarit veya heteropolisakarit {iretirken (Kumar
et al. 2007), bir kismu (Serratia marcescens ve Aeromonas salmonicida) ise her ikisini
de aymi anda iretebilmektedir (Kwon et al. 1994). Homopolisakkaritler tek tip
monosakkarit nitelerinin  polimerlesmesi ile olusan polisakkaritlerdir. Bazi
homopolisakkaritler, monosakkaritlerin depo sekli olarak gorev yaparlar. Nisasta,
seliiloz, kitin ve glikojen bu tip homopolisakkaritlere 6rnek olarak verilebilir (Nelson et
al. 2005). Heteropolisakkaritler ise iki ya da daha fazla ¢esitteki monosakkarit
tinitelerinin ~ polimerlesmesi  ile  meydana gelen  polisakkarit  ¢esitleridir.
Heteropolisakkaritler, hayvansal dokularda hiicre dis1 destek saglar ve hiicreleri bir arada
tutarak, koruma ve sekil verme konusunda yardimci olur. Heteropolisakkaritlere drnek
olarak, bakteriyel hiicre duvarinda bulunan ve N-asetil muramik asit ile N- asetil
glukozamin’den olusan peptidoglikan yapilar1 verilebilir. Homopolisakkaritler ve
heteropolisakkaritler sentez bakimindan farklidir. Homopolisakkaritlerin biyosentezi
stikroz gibi spesifik substratlarin varligin1 gerektirir, buna karsin heteropolisakkarit

kalintilar1 intraseliiler olarak tiretilir (Nwodo et al. 2012).

EPS’ler biyotik stres, abiyotik stres, sicaklik, 151k yogunlugu ve pH gibi farkli stres
kosullar1 altinda hiicreleri antibiyotiklerin, antimikrobiyal maddelerin, antikorlarin ve
bakteriyofajlarin etkisinden korur (Kumar et al. 2007). Mikroorganizmalar siklikla
hiicresel yogunlugu yiiksek olan bir biyofilm tabakasi ile baglanir ve
mikroorganizmalarin stabilitesi polisakkarit zincirleri arasindaki etkilesimler yoluyla
EPS'ler tarafindan kontrol edilir. Ayrica mikrobiyal ¢esitlilik, EPS tarafindan biyolojik
olarak desteklenir. Biyofilm olusumu, hem adhezyon hem de bakterilerin ¢evresel

fizikokimyasal kosullara adaptasyonunda dnemli bir rol oynar (Donot et al. 2012).

Cevresel faktorler, pH, sicaklik, karbon-azot orani, oksijenlenme miktar1 ve karbon
kaynaklar1 gibi spesifik kiiltiir kosullar1, EPS iiretimini etkileyebilir. EPS kompozisyonu
kosullara gore degisiklik gdsterebilir. Ornegin, karbon kaynagindan dolay1, Lactobacillus
casel tarafindan tiretilen EPS'nin kimyasal kompozisyonunun degistigi gézlemlenmistir

(Staudt et al. 2012). Ayrica biyoreaktorlerde gergeklestirilen mikrobiyal EPS iiretim
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proseslerinde, genetik miithendisligi ¢aligmalari ile mikrobiyal biiylime ve {iriin verimleri

optimize edilebilir (Delbarre-Ladrat et al. 2014).

Bakteriyel EPS'ler, genellikle intraseliiler olarak sentezlenir ve substrati polimere
doniistiiren enzimlerin salgilanmasiyla, dekstran, levan ve mutan gibi homopolisakaritler

ekstraseliiler olarak ortama verilir (Kumar et al. 2007).

Onemli bir ekzopolisakkarit ¢esidi olan levan, fruktoz iinitelerinin B-2-6 ve B-2-1
baglariyla baglanmasiyla olusan dogal bir polimerdir. Levan sentezi siikrozu dogrudan
polimere doniistiiren levansiikraz enziminin aktivitesi ile gergeklesir (Han and Clarke,
1990). Yagda ve suda yiiksek ¢oziiniirliik, giiclii yapiskanlik, iyi biyouyumluluk ve
biyofilm olusturma kabiliyeti gibi bir¢ok ayirt edici 6zellige sahip bir homopolisakkarit
olan levanin; gida, kozmetik, farmasoétik ve kimya endiistrisinde énemli bir uygulama
alan1 bulunmaktadir. Mikrobiyal levan tiretimi sakkaroz igeren iiretim ortamlarinda,
Bacillus subtilis, B. polymyxa, Aerobacter levanicum, Streptococcus sp., Pseudomonas
sp., Corynebacterium laevaniformans ve Zymomonas mobilis gibi ¢esitli
mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilmektedir (Bergey et al. 1989). Biyoteknolojik
sentez islemlerinde, substrat maliyeti, uygun fermantasyon yontemi ve mikroorganizma
se¢imi, proseslerin ekonomik olarak ger¢eklesmesi agisindan 6nemli parametrelerdir
(Borsari et al. 2006). Z. mobilis levan iiretim proseslerinde yaygin olarak kullanilan
onemli bir mikroorganizmadir (Oliveira et al. 2007). Bu mikroorganizma, fakiiltatif
anaerob ve Gram negatif bir bakteridir. Sakkaroz i¢eren iiretim ortamlarinda levan ve

fruktooligosakkarit iiretimini gergeklestirmektedir.

Latince kokenli olan pigment kelimesi ilk olarak renk anlaminda kullanilmigtir. Fakat
sonraki zamanlarda tanimi renklendirilmis nesne olarak degistirilen bu terim, Orta Cag
zamanlarinda 6zellikle besin renklendirme amaciyla kullanilan farkli bitki ve sebze
ekstraktlarini tanimlamak i¢in tercih edilmistir. Biyolojik terminolojide pigment terimi,
hayvanlarda ya da bitkilerde bulunan, viicut sivisinda kimi zaman siispanse halde olan
kimi zaman da dokuda birikintiler olarak bulunan, hiicre i¢indeki graniillerde veya hiicre

membraninda yer alan renkli maddeler olarak tanimlanir. (Buxbaum 1998). Kimyasal
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anlamda pigmentler ise; goriiniir bolgenin belirli dalga boyu araliginda, 15181 absorbe eden

bilesikler olarak tanimlanmaktadir.

Yasamin her basamaginda yaygin olarak yer alan pigmentler insanlarda deride ve gozde,
agac yapraklarinda, meyvelerde, sebzelerde ve bunlara ilaveten mikroorganizmalarda
bulunmaktadir (Frick and Meggos 1988). Pigmentler gida endiistrisinde katki maddesi,
antioksidan ve renk yogunlastirict olarak sikga tercih edilmektedir (Tibor 2007). Ayrica
besin maddelerini, tekstil ve farmosotik tirtinleri ticari acidan daha cazip hale getirmek

amaciyla da kullanilmaktadir.

Pigmentler temel olarak dogal ve sentetik olarak iiretilen pigmentler olmak tizere iki
grupta incelenir. Sentetik pigmentler de, organik ve inorganik olarak iki sinifa ayrilir.
Inorganik pigmentler; krom ve kadmiyum gibi metal elementlerden olusurken, organik
pigmentler; benzen, anilin ve naftalin gibi organik bilesikleri igeren genis ve karmagik
kimyasal yapilardan koken alir. Daha parlak, berrak ve zengin renkten olusan organik
pigmentlerin sicakliga, giines 1s181na ve kimyasal bozulmaya kars1 hassasiyeti fazladir.
Ayrica organik pigmentler inorganik olanlara nazaran oldukc¢a maliyetlidir (Fabre et al.

1993).

Mikroorganizmalar ve bitkiler dogal pigmentlerin 6nemli kaynagidir. Bitkilerden elde
edilen dogal pigmentlerin baz1 dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlar; sicaklik, 151k, dar
pH araliklarinda kararli olma ve sudaki diisiik ¢oziiniirliiktiir. Bu nedenlerden dolayz,
mikrobiyal pigmentler daha fazla tercih edilmektedir (Raisainen et al. 2002). Bununla
beraber, mikrobiyal pigment liretimi kimyasal pigment iiretimi ile kiyaslandiginda,
maliyet agisindan daha verimli ve ¢evre dostu bir prosestir. Clinkii mikroorganizmalar

maliyeti diisiik olan kiiltiir ortamlarinda kolayca iiretilebilmektedir (Dufosse 2009).

Bakterilerin ve funguslarin ¢ogu, antikanser oOzelliklere sahip gida renklendirici
pigmentlere sahip olduklarindan dolayi, ilgiyi siirekli {lizerlerinde toplamislardir. Bu
metabolitler, pro-A vitamini igermekte olup, 1518a, sicakliga ve pH'a karsi stabilite gibi

onemli dzelliklere sahiptir (Joshi et al. 2003). Ozellikle, gida endiistrisininde bunlarin
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yaygin kullanilmasiyla beraber, sentetik renklendiricilerin kullaniminin 6niine gegilmis
ve bu da insan sagligina olan olumsuz etkilerin engellenmesini ortaya ¢ikarmis, ayni
zamanda dolayl olarak biyolojik ¢esitliligin korunmasina da katki saglamistir. Bu dogal
renklendiriciler bebek mamasinda, kahvaltilik gevreklerde, makarnalarda, soslarda,
islenmis peynirlerde, meyve igeceklerinde, vitamin bakimindan zenginlestirilmis siit
tiriinlerinde ve bazi enerji iceceklerinde kullanilmaktadir. Bu nedenle, ¢evre dostu
olmasmin yani sira dogal pigmentler; hem gida triinlerinde gorsel olarak cezbedici
renkler olusturmakta hem de probiyotik 6zelliklerinden dolay1 saglik agisindan oldukga
yararl etki gostermektedirler (Nagpal et al. 2011).

Melanin, riboflavin ve karoteonid gibi pigmentler mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen ve yaygin olarak bilinen pigmentlerdir (Dufosse 2009). Antioksidan 6zelligi
olan melanin pigmenti, Cryptococcus neoformans mayasi tarafindan tretilirken (Wang
and Casadevall 1994), Rhodotorula glutinis karotenoid pigmenti (Simova et al. 2004),
Candida guilliermundii ve Debaryomyces subglobosus mikroorganizmalari ise yiiksek

oranlarda sar1 renkli riboflavin pigmenti iiretmektedir (Santos et al. 2005).

Diinya genelinde yiiksek ekonomik degeri olan Monascus tarafindan fermente edilen
dogal pigmentler, renklendirme ajan1 olarak oldukg¢a cezbedici olup, yaygin olarak tercih
edilmektedir. 1884 yilinda Fransiz bilim adami Van Tieghem tarafindan siniflandirilan
ve isimlendirilen Monascus cinsi; Eumycota subesi, Ascomycotina alt subesi,
Plectomycetes sinifi, Monascaceae ailesi olup, Monascus floridanus, M. pallens, M.
pilosus, M. purpureus, M. ruber, M. sanguineus, M. eremophilus, M. lunisporas ve M.

argentinensis mikroorganizmalarindan olusan dokuz tiir icermektedir (Shao et al. 2011).

Monascus tarafindan fermente edilen piringler Cin, Japonya ve Tayland gibi uzak dogu
Asya lilkelerinde renklendirici besin maddesi olarak kullanilmaktadir (Lin et al. 2008).
Monascus pigmentleri tip, ilag sanayi, kozmetik, gida ve tekstil endiistrisinde genis
kullanim alan1 bulmakta olup (Pattanagul 2002), gida endiistrisinde tat ve aroma artirici,

tekstil endiistrisinde renklendirme ajani olarak yaygin kullanim alanina sahiptir (Juzlova
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et al. 1996). Ayrica tip ve farmakoloji alanlarinda da gesitli hastaliklara kars1 6nlem ve

tedavi amaciyla tercih edilmektedir.

Azaphilone iskeleti ihtiva eden Monascus pigmentlerinin {iretimi ucuz substratlar
kullanilarak gerceklestirilmektedir (Campoy et al. 2006). Spesifik kosullar altinda
tiretildiginde oldukg¢a giivenilir olan pigmentlerin, suda ve etanolde ¢oziintirliikleri
oldukga iyidir (Lin and lizuka, 1982). Monascus tiirlerinin her biri poliketid kokenli
bilesene sahip olan kirmizi, sar1 ve turuncu pigment karisiminin disinda ¢esitli renksiz

metabolitler de iiretmektedir (Sweeny et al. 1981).

Monascus purpureus ve M. ruber tarafindan tarafindan tretilen ve renk yogunlugu
spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda tespit edilen turuncu pigmentler, oxo-lakton
halkasina sahip Monascorubrin ve Rubropunctatin’i igermektedir (Zhou et al. 2009).
Suda ¢oziinmeyen ve aminofil yapisi igeren turuncu pigmentler, poliketidsentaz I‘in
¢oklu enzim kompleksi tarafindan sitozolde asetil KoA‘dan sentezlenmektedir. Sicaklik
hassasiyeti yiiksek olan bu pigmentler, pH 2-10 degerleri arasinda stabil olmayip, 1518a
maruz kalma siireleri arttik¢a renklerinde de deformasyonlar olugur. Ayrica ortamda
amino grubu igeren protein, amino asit ve niikleik asitlerle reaksiyona girdikleri zaman
da kirmiz1 pigmente doniisiirler. Bu sekilde de suda ¢oziiniir hale gelirler (Wong and

Koehler 1983).

Monascorubramine and Rubropunctamine adi verilen kirmizi pigmentler, turuncu
pigmentlerin oksidasyonu sonucunda olusur. Ekstraselliiler olarak sentezlenen bu
pigmentler, toksik degildir ve genis pH araliklarinda stabilitesini korurlar (Pattanagul
2007). Suda ve alkolde ¢oziiniirliigli iyi olan bu pigmentler, 15 dk boyunca 100°C
sicakliga maruz birakildigi zaman, siyah renge doniisiirler (Pastrana et al. 1994; Blanc et
al. 1994). Turuncu pigmentlere nazaran ¢ok daha az miktarda antimikrobiyal etkisi olan
kirmiz1 pigmentler, N-biitanol gibi organik ¢oziiciilerle muamele edildigi zaman, giines

1s181inda birkag ay boyunca stabil kalabilirler (Kim et al. 2006).
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Sar1 pigmentler; Ankaflavin, Monascidin A (citrinin), Rubropunctatin, Monascin C ve
Monascorubrin igeren azofilon hekzaketid pigmentlerinin indirgenmis formlaridir
(Cheng et al. 2010). Sar1 pigment olan ankaflavin, apoptoz ile iliskili bir mekanizma ile
kanser hiicre hatlarina selektif sitotoksisite gostermekte olup, normal fibroblastlar igin
nispeten diisiik toksisite sergilerler. Bu pigmentin yapisal analogu olan monascin, higbir

hiicre hattnda sitotoksisite gostermez (Su et al. 2005).

Biyoteknolojik  proseslerde mikroorganizmalar kullanilarak, atiklarin  riinlere
dontisiimiine yonelik ¢aligmalar son yillarda ciddi artis géstermistir. Bununla birlikte, tath
ve baklava endiistrisinin atig1 olarak kabul edilen serbetin mikrobiyal ¢alismalarda

substrat olarak kullanimina yonelik literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Ozellikle iilkemizde, baklava, tel kadayif, ekmek kadayifi, kiinefe, tulumba ve lokma gibi
tathilar yaygin olarak iiretilmekte olup, bunlarin hazirlanmasi esnasinda serbet ad1 verilen
ve seker bakimindan son derece zengin olan bir sivi katilmaktadir. Tiiketimden sonra,
serbet herhangi bir amagla kullanilmamakta ve atik olarak (Ornegin 5 kg baklava igin
yaklasik 250 mL) kabul edilmektedir. Herhangi bir kullanim alani bulunmayan bu atik
serbetin organik asit, mikrobiyal lipit, Monascus pigmentleri, tek hiicre proteini ve
polisakkarit gibi degerli maddelerin {iretiminde substrat olarak kullanilabilecegi
muhtemeldir. Bu ylizden mevcut ¢alismada baklava tiiketiminden sonra aciga ¢ikan atik
serbetin; sitrik asit, etanol, levan ve pigment tiretiminde substrat olarak kullanilabilirligi

arastirilmastir.



19

2. KAYNAK OZETLERI

Mikroorganizmalar tarafindan farkli substratlarin  kullanimi ve bunlarin {irline
doniisiimiine yonelik ¢ok sayida calisma bulunmakta olup, bunlardan bazilar1 asagida

verilmistir.

Demirel et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, kalsiyum alginat ile tutuklanmig
Aspergillus niger sporlar1 ile sitrik asit tretimi arastirilmistir. Baslangig siikroz
konsantrasyonu (100-180 ¢/L), azot konsantrasyonu (0-0,3 ¢/L), metanol
konsantrasyonu (0—6 mL) ve etanol konsantrasyonu (0-5 mL) degerleri arasinda olan 100
mL besiyeri ortaminda sitrik asit iiretiminin optimum kosullari tespit edilmistir. Baglangig
stikroz konsantrasyonu (140 g/L) ve azot konsantrasyonu (0,05 g/L) optimize edilmis,
ortama 4,0 mL metanol veya 3,0 mL etanol eklendigi durumlarda ise maksimum sitrik

asit sentezinin gerceklestigi gézlemlenmistir.

Imandi et al. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, Yarrowia lipolytica mikroorganizmasi
ile ananas atiklarmin substrat olarak kullanilmasiyla kati kiiltiir fermantasyonunda
gerceklestirilen sitrik asit {iretimi i¢in optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Plackett-
Burman tasarimi kullanilarak maya 0Oziitii, substratin nem igerigi, KHe)POu) ve
Na@e)HPO@)’1n sitrik asit iiretimini 6nemli Olciide etkileyen degiskenler oldugu tespit
edilmis ve sonrasinda bu degiskenler, merkezi bir tasarim kullanilarak optimize
edilmistir. Belirlenen optimum kosullarda gerceklestirilen proseste 202,35 g/kg (iiretilen

sitrik asit/substrat olarak kullanilan ananas) tiretim gergeklestirilmistir.

Barrington et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, A. niger NRRL 567
mikroorganizmasi ve turba yosunlarini substrat olarak kullanarak sittrik asit sentezinin
optimizasyonu amaclanmistir. Yapilan deney diizeneginde havalandirma hizi, yatak
derinligi ve sicaklik parametleri aragtirilmistir. Optimum degerler havandirma hizi igin

0,84 vvm, yatak derinligi i¢in 22 cm ve sicakli igin 32°C olarak belirlenmis, bu optimum
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degerlerle gerceklestirilen sentez iglemi sonrasinda tahmini sitrik asit tiretimi 120 g/L

olarak bildirilmistir.

Yalcin et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, Y. lipolytica 57 susu ile peyniralti suyu
ve lizlim siras1 substrat olarak kullanilarak sitrik asit sentezi gerceklestirilmistir. Y.
lipolytica 57 ile gergeklestirilen sentez isleminde peyniralti suyuna fruktoz ilavesi

sonucunda 49,23 g/L ve liziim siras1 eklenmesinde ise 32,09 g/L sitrik asit elde edilmistir.

Nadeem et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, A. niger M-101 susu ile seker pancari
melast (seker konsantrasyonu 150 g/L, 30°C, pH 4 ve 200 rpm) kullanilarak
gerceklestirilen sentez isleminde 27,25 g/L sitrik asit birikimi, %1,5 metanol ve %1 etanol

ilavesi sonucunda sirasiyla 49,33 g/L ve 40,85 g/L sitrik asit eldesi gézlemlenmistir.

Majumder et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, A. niger’in 14/20 ve 79/20
mutantlar ile seker bakimindan zengin iki farkli substrat olan balkabagi ve seker kamisi
melasmin hidroliz edilmesiyle sitrik asit sentezi gerceklestirilmistir. A. niger 14/20 ile
gerceklestirilen sentezde 14,86 mg/ml ve A. niger 79/20 ile gergeklestirilen sentez

isleminde ise 14,44 mg/mL sitrik asit eldesi gézlemlenmistir.

Javed et al. (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada, UV ve kimyasal mutajenler kullanilarak
yiiksek sitrik asit iretme kabiliyetine sahip mutantlar elde edilmistir. Mutantlar ile kati
hal fermantasyonunda substrat olarak seker kamis1 melasi (%10 seker), misir kogani, muz
saplari, bugday saman1 ve bugday kepegi kullanilmigtir. Maksimum sitrik asit tiretimi,
muz saplarinin substrat olarak kullanildigi A. niger EB-3 mutanti ile 5 mL inokiiliim,

35°C’de, pH 6’da ve 72 saat sonunda 67,72 mg/mL olarak tespit edilmistir.

Acourene et al. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, A. niger ATCC 16404 susu ile
hurma surubu kullanilarak sitrik asit sentezi gergeklestirilmistir. Caligmada, vejetatif
inokiiliim kullanilmig, metanol, NH4NO3z ve optimum pH degerleri sirasi ile %3, 2,5 g/L
ve 3,5 olarak belirlenmistir. Bu optimum kosullar altinda 96 g/L sitrik asit sentezinin

gerceklestigi belirtilmistir.
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Kareem and Rahman (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada, muz kabuklar1 kullanilarak,
%1 metanol ve 10 ppm Cu ilavesi ile 30°C’de 96 saat sonunda A. niger UABN 210
susunda 82,0 g/kg (kuru agirlik) sitrik asit birikimi gozlemlenmistir.

Acourene and Ammouche (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, A. niger ATCC 16404
susu ile hurma atiklar1 kullanilarak gergeklestirilen maksimum sitrik asit tiretimi, 30°C,
150 g/L seker konsantrasyonunda, pH 3,5 ve 144 saat sonunda %3 metanol ilavesi ile
126,4 g/L olarak elde edilmistir.

Dhillon et al. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada, elma posasi ile zenginlestirilmis
sanayi atik sular1 kullanilarak gerceklestirilen sitrik asit sentezinde 30°C, pH 3,5 ve %3
metanol i¢eren ortamda 120 saat sonunda 11.34 g/L verim elde edilmistir.

Gopinadh et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, mutant A. niger MTCC 282
mikroorganizmasi ile gergeklestirilen sitrik asit sentez isleminin optimizasyon ¢alismasi
amaglanmistir. Sitrik asit iiretimi i¢in kimyasal parametrelerin optmizasyonu Box-
Behnken metodu ile gergeklestirilmistir. Optimum amonyum siilfat ((NHs)2SOs4),
magnezyum (Mg?*), etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve potasyum fosfat (KH2PO4)
miktarlar1 maksimum sitrik asit iiretimi i¢in aragtirllmistir. Bu degerler sirasiyla 0,2138
g/L, 0,1896 g/L, 0,3968 g/L ve 3 g/L olarak tespit edilmistir. pH 4 ve bu optimum
parametre degerlerinde gergeklestirilen proses sonucunda 75 g/L sitrik asit elde

edilmistir.

Khattab et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, hem taze portakallardan hem de
topraktan A. niger funguslari izole edilmis olup, bunlarin farkli kosullarda sitrik asit
tiretme kabiliyetleri arastirilmustir. Iki farkli kaynaktan izole edilem funguslarm, pH 5 ve
6 degerlerinde, 30°C’de, %1 inokiiliim miktarinda ve 168 saat inkiibasyon sonucunda

maksimum sitrik asit tirettigi belirlemistir.

Sun et al. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, kitin sentaz geninin A. niger ile sitrik asit

dretimi Uzerine etkisi arastirilmistir. Kitin sentaz geni susturulmus fungusun
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viskositesinde azalma, oksijen ve kiitle transfer verimlerinde ise artis gézlemlenmistir.
Mutant mikroorganizma %42,6 daha fazla sitrik asit sentezlemistir. Bununla beraber,
glukoz doniistiirme orani yabanil susa kiyasla mutant mikroorganizmada %3,6 oraninda

artmistir.

Papadaki and Mantzouridou (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, seker bakimindan
zenginlestirilmis olan atik sularin substrat olarak kullanilmasiyla A. niger tarafindan sitrik
asit tiretimi gergeklestirilmistir. Stvi kiiltlir ortaminda 100 g/L siikroz ve 1,1 g/L NHsNO3
ilave edilmesi sonucunda 0,56 g/g verimle 85 g/L sitrik asit birikimi gézlemlenmistir.
Ayrica, sonuglar yiiksek Ol¢eklerde yapilan deneylerle dogrulanmis olup, kimyasal
oksijen gereksinimi ve fenolik igerigin sirasiyla %78 ve %64 oraninda azalma gosterdigi

saptanmistir.

Ozdal and Kurbanoglu (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, seker pancari melasi ve tavuk
tilyii peptonu sirasiyla karbon ve nitrojen kaynagi olarak kullanilarak sitrik asit sentezi
incelenmistir. Sitrik asit verimini artirmak amaciyla A. niger MO-25 mikroorganizmasi
etidyum bromid ile muamele edilmistir. Mutant fungus ile gergeklestirilen sentez iglemi
sonrasinda maksimum sitrik asit eldesi 4 g/L tavuk tiiyii peptonu ile 168 saat sonunda
tespit edilmistir. Bununla beraber, 0,15 g/L KH2PO4 eklenmesi ile 68,8 g/L sitrik asit

iiretimi gerceklesmistir.

Ma et al. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada, steril olmayan fermantasyon ortaminda
mutfak atiklarinin  substrat olarak kullanilmas1 ile etanol fermantasyonun
gerceklestirilmesi amaglanmistir. Bu ylizden, mikroorganizma olarak aside toleranslh
Zymomonas mobilis secilmistir. Gergeklestirilen fermantasyon prosesi ile aside toleransli
mikroorganizma kullanimimin etanol verimini artirabilecegi, mutfak atiklarinin substrat

olarak kullaniminin ise etanol iiretim maliyetini azaltabilecegi sonucuna varilmistir.

Breisha (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, %30 siikroz igeren besiyeri ortaminda S.
cerevisiae mikroorganizmasi ile gergeklestirilen etanol {iretimi {izerine tiaminin etkisi

aragtirtlmistir. Fermantasyon ortamina 0,2 g/L tiamin ilave edilmesi ile 48 saat sonunda
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%74 teorik verim elde edilmis (%14 etanol konsantrasyonu) ve fermantasyon verimliligi
artirtlmistir. Daha yiiksek konsantrasyonda tiamin ilavesi (0,3 g/L) mikroorganizma
biiyiimesini ve seker tiikketimini olumlu yonde etkilemesine ragmen etanol iretimini

negatif olarak etkilemistir.

Arapoglou et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, patates kabugu substrat olarak
kullanilarak etanol {iretimi amaglanmistir. ilk olarak patates kabugu 121°C derecede 15
dakika boyunca HCI ile hidroliz edilmistir. Hidroliz isleminden sonra fermente edilebilir
seker miktar1 18,5 g/L olarak 6l¢iilmiis ve fermantasyon islemi sonrasinda ise 4,06 g/L
olarak tespit edilmistir. S. cerevisiae mikroorganizmasi kullanilarak gerceklestirilen 48
saatlik fermantasyon islemi sonrasinda maksimum etanol konsantrasyonu 6,97 g/L olarak

bildirilmistir.

Hashem and Darwish (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, patates fabrikasindan elde
edilen nisasta atiklar1 kullanilarak etanol fermantasyonu gergeklestirilmistir. Bu islem
igin ticari sus ve y-1646 kodlu iki farkli S. cerevisiae mayasi kullanilmistir. En yiiksek
etanol konsantrasyonu y-1646 kodlu mikroorganizma kullanilarak gergeklestirilen

fermantasyon islemi sonucunda ve 35°C sicaklikta 5,52 g/L olarak elde edilmistir.

Rodriguez et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, {iziim ve seker pancari posasindan
S. cerevisiae mikroorganizmasi kullanilarak kati hal fermantasyonunda biyoetanol
tiretimi gergeklestirilmistir. Fermantasyon ortaminin pH degeri 4,5 olarak ayarlanmis ve
ortamin seker igerigi ise %16,5 olarak belirlenmistir. En yiiksek etanol veriminin 48 saat

sonunda %82 den fazla oldugu tespit edilmistir.

Linetal. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, S. cerevisiae BY 4742 mayasi kullanilarak
gerceklestirilen etanol fermantasyonuna sicaklik ve pH degerinin etkisi arastirtlmistir.
Maksimum etanol iiretimi farkli seker konsantrasyonu iceren ortamlarda 30°C ile 45 °C

sicaklik degerleri arasinda ve pH 5 degerinde gerceklesmistir.
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Togarepi et al. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, Ziziphus mauritiana meyvesinin
posasi substrat olarak kullanilarak etanol fermantasyonu gergeklestirilmistir. Bu sentez
islemi i¢in S. cerevisiae NA 33 mayasi kullanilmistir. Maya inokiilasyon orani, pH ve
sicaklik degerlerinin {iretilen etanol konsantrasyonu iizerine etkisinin arastirildigi
calismada pH 6 ve 30°C sicaklik degerlerinde 20 g meyve posasi bagina 8 gram maya
inokiile edildiginde 63 g/L ile en yiiksek etanol konsantrasyonu elde edilmistir.

Corbin etal. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, substrat olarak tiziim posasi kullanilmis
ve lizim posasinin %31-54’linlin karbonhidrattan olustugu ve bu karbonhidratin %47-
80’inin sulu ortamda ¢Oziinebildigi gozlemlenmistir. 0,5 M siilfiirik asit ile
gerceklestirilen 6n islem sonucunda glukoz miktarinda %10 artis tespit edilmistir. Uziim
posasinin substrat olarak kullanilmasiyla gergeklestirilen fermantasyon prosesi ile

tiretilen etanol miktar1 teorik olarak 400 L/t olarak elde edilmistir.

Bahry et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, kat1 halde bulunan ke¢i boynuzu atiklari
substrat olarak kullanilmis, batik kiiltiir ve kat1 hal fermantasyonlarmmin avantajli ve
dezavantajli yonleri etanol verimi bakimindan karsilastirilmistir. Keg¢i boynuzu
atiklarinin substrat olarak kullanilmasiyla gerceklestirilen fermantasyon proseslerinin
sonucunda, kati hal fermantasyonunun daha verimli ve maliyet agisindan daha uygun

oldugu tespit edilmistir.

Okamoto et al. (2019) tarafindan yapilan calismada, laktozu fermente edebilen
Neolentinus lepideus mikroorganizmasinin etanol iiretme potansiyeli arastirilmistir.
Calismada, karbon kaynag: olarak laktoz iceren peynir alt1 suyu ve son kullanma tarihi
geemis inek siitli kullanilmistir. Fermantasyon islemi sonucunda N. lepideus fungusunun

peynir alti suyundan 0,35 g etanol/g laktoz veriminde etanol iirettigi bildirilmistir.

Liu et al. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, S. cerevisiae mayasi ile gergeklestirilen
etanol fermantasyonunda daha yiiksek verimlerde iiriin elde etmek i¢in CRISPR/Cas9
sistemine bagli olarak gen susturma islemi gercgeklestirilmistir. Alkol dehidrojenaz,

gliserol-3-fosfat dehidrojenaz ve aldehit dehidrojenaz genleri ayr1 ayr1 ve kombinasyonel
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olarak susturulmustur. Bu islemler sonrasinda yabanil susa kiyasla 1,41 kat daha fazla

etanol iiretimi gergeklestirebilen suslarin elde edildigi bildirilmistir.

Hashem et al. (2019) tarafindan yapilan c¢alismada, S. cerevisiae KKUY-0301
mikroorganizmasi ile nisasta bakimindan zengin olan atiklardan biyoetanol tiretimi
gerceklestirilmistir. Teorik olarak sekerlerin etanole doniisiim hizinin %82 oldugu
calismada, 27 g sekerden 11,5 g/L etanol tiretilmistir. Maksimum etanol iiretimini tegvik
eden parametreler 4 giin inkiibasyon stiresi, pH 5, 35 °C ve %5 maya inokiiliimii olarak

belirlenmistir.

Oliveira et al. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli karbon kaynaklarmin (ticari
sakkaroz, melas ve seker pancari surubu) ve fermantasyon ortamindaki diger bilesenlerin
Z. mobilis ile gergeklestirilen levan tiretimi lizerindeki etkisini tespit etmek igin faktoryel
deney tasarimi kullanilmustir. Ticari sakkaroz ve seker pancart surubu kullanilarak
gerceklestirilen fermantasyona kiyasla melas kullanilarak gergeklestirilen proseste daha
diisiik levan konsantrasyonu elde edilmistir. Sakkaroz iceren ortamda, maya ekstrakti ve
KH2PO4’1n, seker pancar1 surubu igeren ortamda ise maya ekstrakti ve MgSO4’1n 6nemli

degiskenler oldugu sonucuna varilmistir.

Chiang et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, siirekli sistemde gergeklestirilen levan
sentezi i¢in Z. mobilis mikroorganizmasindan elde edilen levansiikraz enzimi immobilize
edilmistir. Levansiikraz enzimini kitinin baglayici kismiyla birlestirmek i¢in Escherichia
coli bakterisinden ¢oziinebilir formda hibrit protein {iretimi gergeklestirilmis ve bu sayede
hibrit proteinlerin kitin boncuklarina direk adsorpsiyonu saglanmistir. Yapilan analizler
sonucunda enzim ile kitin boncuklar1 arasindaki bagin kararli oldugu tespit edilmistir.
%20 siikroz igeren besiyeri ortaminda gergeklesen sentez igslemi sonucunda immobilize
olmayan enzimlerle karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek bir deger olan 83 g/L levan
konsantrasyonu elde edilmistir. Sonu¢ olarak, immobilize enzimler 7 kez art arda

kullanilarak toplamda 480 g/L levan iiretimi oldugu bildirilmistir.
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Jathore et al. (2012) tarafindan yapilan g¢alismada, Pseudomonas fluorescens ile
gergeklestirilen levan iiretimi i¢in optimizasyon yapilmistir. Optimize edilmis besiyeri
ortaminin kompozisyonu 60 g/L sakkaroz, 1,5 g/ amonyum kloriir, 2,0 g/L sodyum
nitrat ve 15,0 g/ kazein pepton olarak bildirilmistir. Optimize edilmis ortam ile
gerceklestirilen proses sonucunda levan tiretiminin 5,27 g/L’den 15,42 g/L’ye ¢iktigi
tespit edilmistir.

Huang et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, tuzlu sudan izole edilen Bacillus
licheniformis FRI MY-55 mikroorganizmasi ile gerceklestirilen levan iiretimine farkli
faktorlerin etkisi arastirilmistir. %50 sakkaroz iceren besiyeri ortaminda ve pH 7,0
baslangi¢ degerinde yiiksek bir levan konsantrasyonu (145.94 g/L) elde edilmistir. Levan
tretim verimliliginin 3,92 g/L/h oldugu belirlenmis ve iiretilen levanin molekiil
agirliginin artan sicaklik ve sakkaroz konsantrasyonuyla azaldigi (13,45 kDa’dan 2,96

kDa’ya) tespit edilmistir.

Santos et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, sodyum-aljinata immobilize edilmis Z.
mobilis mikroorganizmasinin levan iiretme kabiliyeti incelenmistir. %35 siikroz igeren
fermantasyon ortaminin pH degeri 5 olarak ayarlanmis ve 48 saat sonunda 22,39 g/L
levan konsantrasyonu elde edilmistir. Bununla beraber, fermantasyon siiresi boyunca
sodyum-aljinat boncuklar1 icindeki hiicre miktarinin 107 kob/ml degerinden 10° degerine
c¢ikmas1 bu mikroorganizmalarin sodyum-aljinat’a iyi bir sekilde tutunup gelisebildiginin

gostergesi oldugu bildirilmistir.

Lorenzetti et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, aljinat/PVA ile immobilize edilmis
Z. mobilis CCT 4494 mikroorganizmasinin levan iiretme potansiyeli arastirilmistir. 30°C
sicaklik, pH 7,0 baslangi¢ degeri, %30 baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonu ve 24 saat
inkiibasyon siiresi ile gergeklestirilen sentez islemi sonucunda 18,66 g/L maksimum

levan konsantrasyonu ve 1,55 g/L/h verimlilik elde edilmistir.

Srikanth et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, Acetobacter xylinum NCIM 2526

mikroorganizmas1  kullanilarak  gerceklestirilen levan iiretimi  aragtirilmistir.
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Optimizasyon galismalar1 sonucu maksimum levan konsantrasyonunun 0,54 g/L’den
13,25 g/L’ye ciktigi gbézlemlenmistir. Bununla beraber, iiretilen levanin antioksidan
aktivitesi incelenmis ve 1 mg/mL levanin ayni konsantrasyondaki askorbik asit

¢ozeltisinin %81,26’s1 kadar antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Han et al. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, Tibet kefirinden izole edilen BD 1707
kodlu sus Leuconostoc citreum olarak tanimlanmis ve bu mikroorganizmanin %15
oraninda siikroz ilave edilmis olan domates suyundaki levan iiretme potansiyeli
arastirllmistir. 30°C sicaklikta ve 96 saat boyunca gerceklesen fermantasyon islemi
sonrasinda Leuconostoc citreum BD 1707 mikroorganizmasinin 28 g/L’den fazla levan
tirettigi bildirilmistir. NMR ve FTIR gibi analizler sonucunda iiretilen levanin molekiiler

kiitlesi yaklasik olarak 4,3 x 106 Da olarak tespit edilmistir.

Hamid et al. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, Bacillus subtilis B 58 kullanilarak
gerceklestirilen levan iiretim prosesinin optimizasyonu amagclanmustir. {1k olarak levan
tretimini etkileyen temel bilesenlerin (siikroz, maya ekstrakti, KoHPOs ve
MgSO@)7H@)O) optimizasyonu kesirli ¢ok etkenli deney tasarimi yontemi ile
gerceklestirilmistir. Sonrasinda Box-Behnken metodu ile gergeklestirilen optimizasyon
sonucunda levan tiretiminin %61,4 oraninda artis gosterdigi gozlemlenmistir. Son
optimizasyon ¢alismas1 kontrol edilen ve kontrol edilmeyen pH kosullarinda yapilmas,

nihai olarak levan tiretiminin %97,4 oraninda oldugu tespit edilmistir.

Gojgic-Cvijovic et al. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, seker pancari melasi substrat
olarak kullanilarak B. licheniformis NS 032 mikroorganizmasi ile levan iretimi
gerceklestirilmistir. Yiiksek polisakkarit verimi, seyreltilmis melasa ticari siikroz ve
K2HPOy ilavesi ile elde edilmistir. Yanit ylizey yontemi ile optimize edilen parametler
sonucunda (%62,6 seker, 4,66 g/L fosfat ve pH 7,2) 532 g/L konsantrasyonda levan eldesi
saglanmistir. Bununla beraber, optimize edilmis ortamda gerceklesen fermantasyonda
daha hizli bakteri gelisimi gozlenmis ve polisakkarit liretimi daha kisa zaman araliginda

gerceklesmistir.
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Silveira et al. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, tiziim atig1 substrat olarak kullanilmis
ve Monascus purpureus tarafindan pigment {retimi gerceklestirilmistir. Proses
parametreleri faktoriyel tasarim ve yanit ylizey yontemleri kullanilarak optimize
edilmistir. Gergeklestirilen optimizasyon islemleri sonucunda, pepton
konsantrasyonunun pigment {iretimindeki en Onemli parametre oldugu sonucunda
varilmistir. Pigment tiretiminde optimum pepton konsantrasyonu 20-22,5 g/L olarak

tespit edilmistir.

Dikshit and Tallapragada (2013) tarafindan yapilan calismada, izole edilen Monascus
susu molekiiler olarak Monascus sanguineus olarak tanilanmistir. Izole edilen ve
tanilanan sus stres kosullar1 altinda kirmizi pigment iiretimi i¢in bir referans sus olan M.
purpureus MTCC 410 ile karsilastirilmistir. Her iki sus farkli sicaklik, pepton, gliserol ve
tuz konsantrasyonlari gibi stres kosullarina maruz birakilmistir. 0,5 M gliserol
konsantrasyonunda her iki sus i¢cin de maksimum pigment verimliliginin elde edildigi (M.
sanguineus i¢in 33,4 CVVU/mL, M. purpureus i¢in 36,7 CVU/mL) rapor edilmistir. Tuz
konsantrasyonu i¢in ise her iki sus %3 tuz konsantrasyonunda maksimum pigment
tiretimi gergeklestirmistir. %12 tuz konsantrasyonunda, her iki susun gelisimi ¢ok yavas
ve pigment {liretimi neredeyse hi¢ goriilmemistir. Sporlar farkli sicakliklarla muamele
edildiginde M. sanguineus’un 90°C'de muamele edilen sporlarla maksimum pigment

tiretimi gergeklestirmis fakat M. purpureus’un canliligini kaybettigi sonucuna varilmastir.

Zhao et al. (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada, Monascus pigmentlerinden biri olan
turuncu pigmentin Escherichia coli bakterisine kars1 antagonistik etkisi aragtirilmistir.
Turuncu pigment E.coli’ye karsi gii¢lii antibakteriyel etki gdstermistir. Pigmentin
bakteriye karst minimum inhibisyon konsantrasyonu 2,5 mg/mL olarak belirlenmistir.
Taramal1 elektron mikroskobu ile yapilan incelemeler sonucunda turuncu pigmentin

bakteri hiicresinin éliimiine neden oldugu anlagilmstir.

Haque et al. (2016) tarafinda yapilan ¢alismada, firin depolarindan toplanan gesitli atiklar
M. purpureus ile gerceklestirilen kat1 hal ve batik kiiltiir fermantasyonunda gida ve tekstil

endiistrilerinde kullanilabilecek pigment {retimi i¢in substrat olarak kullanilmistir.
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Fermentatif pigment iiretimi igin Aspergillus awamori ve Aspergillus oryzae
mikroorganizmalarinin hidrolitik reaksiyonlarindan elde edilen firin atig1 hidrolizatinin
fizibilitesi arastirilmistir. Baslangig konsantrasyonu olarak 5 g/L glukoz i¢eren firin atigi
hidrolizat1 ile en yiiksek pigment veriminin (yaklasik 24 U/g glukoz) elde edildigi tespit
edilmistir. 30°C inkiibasyon sicakligt ve sirasiyla %55 ve %65 baslangic nem
konsantrasyonlarinda gergeklesen kati hal fermantasyonlarinin sonucunda elde edilen
glikoamilaz ve proteazin en yiiksek aktivitesinin sirastyla 8 U/g ve 117 U/g oldugu rapor

edilmistir.

Srianta et al. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, substrat olarak piring, misir, biitiin ve
kabugu alinmis sorgum tahil kullanilarak M. purpureus mikoorganizmasi ile kati1 hal
fermantasyonunda pigment {iretimi gergeklestirilmis ve fermente iriinlerin pigment
bilesimi arastirilmistir. Pigment igerigi spektrometre ve ince tabaka kromatografisi
kullanilarak belirlenmis, pigment bilesimi ise tandem kiitle spektrometrisiyle
birlestirilmis sivi kromatografi kullanilarak analiz edilmistir. Mikroorganizmanin piring
tizerinde daha iyi gelisim gosterdigi tespit edilmis ve en iyl pigment iiretimi piringte
gozlemlenmistir. Bununla beraber, kabugu alinmis sorgum tahilin diger fermantasyon

iriinlerine nazaran daha fazla miktarda rubropunktatin igerdigi sonucuna varilmistir.

Koli et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, antifungal madde olan flukonazoliin M.
purpureus ile iiretilen kirmizi pigment tizerine etkisi arastirilmistir. Optimize edilen
flukonazol konsantrasyonunda, 96 saat sonunda pigment iiretiminin %88 oraninda arttig1
ve 168 saate kadar sabit kaldig1 tespit edilmistir. Uretilen kirmiz1 pigmentin analizi ince
tabaka kromatografisi, UV spektroskopisi ve kiitle spektrometrik analizi yontemleri ile

yapilmugtir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Laboratuvar geregleri

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan laboratuvar geregleri

Cihazlar Marka

Otoklav HMC Hirayama
Calkalamali inkiibator ZHWY 2102C

Saf su cihazi Barnstead EASY pure UV/UF
Spektrofotometre Beckman Coulter

pH metre Schott ph-meter CG840
Hassas terazi Ohaus Pioneer

Steril kabin Telstar Bio-11-A
Magnetik karistiric Heidolph

Etiiv BINDER

Vorteks Wisemix VM-10
Santrifiij Hettich

Su banyosu CB25Q2

Buzdolab1 Beko

ICP-MS Agilent 7800 ICP-MS
Otomotik Pipet Eppendorf




3.1.2. Kimyasal maddeler

31

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Uretici Firma
Patates dekstroz agar Fluka
Patates dekstroz broth Fluka
Bakteriyolojik agar Oxoid
Bakteriyolojik pepton Oxoid
Maya ekstrakt Oxoid
Etanol Sigma
Asetik anhidrit Sigma
Piridin Sigma
Potasyum dikromat Sigma
Fenol (%80) Sigma
Coomassie Brilliant Blue G-250 Sigma
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma
H3POg4 Sigma
H2S04 Sigma
NaOH Sigma
HCI Sigma
KOH Sigma
D-(+)- Glukoz monohidrat Sigma

Sikroz

Sigma
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3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler

%96’k EtOH soliisyonu: 96 mL saf EtOH’un, 4 mL saf su ile karigtirilmasi ile elde
edildi.

%85’lik EtOH soliisyonu: 85 mL saf EtOH’un, 15 mL saf su ile karistirilmasi ile elde
edildi.

%85’lik H3POu4 soliisyonu: 85 mL saf H3PO4’in, 15 mL saf su ile karistirilmasi ile elde
edildi.

1 M HCI soliisyonu: 7,67-8 mL %36,5- 38°lik HCI’in, 100 mL saf su ile karistirilmasi
ile elde edildi.

1 M NaOH soliisyonu: 4 gr NaOH’in, 100 mL saf suda ¢o6ziilmesi ile elde edildi.

2.5N KOH soliisyonu: 250 mL saf su icerisinde 40,78 g %86 lik KOH"un, ¢dziilmesi ile
elde edildi.

Kromik Asit soliisyonu: Kromik asit soliisyonu hazirlanirken, ilk olarak 34 gram
potasyum dikromat 500 mL distile su iginde ¢oziildii. Daha sonra 325 mL HS0s,

soliisyona eklendi ve son hacim distile su ile 1000 mL'ye tamamlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Serbetin kimyasal iceriginin belirlenmesi

3.2.1.a. Toplam seker analizi

Serbetin seker analizi fenol-siilfiirik asit yontemine gore yapildi. 0,1 mL serbet 1,9 mL
saf su ile karistirildi. Uzerine 50 pl %80 (w/v) fenol eklendi ve iyice karismasi igin
vorteks islemi uygulandi. Ardindan, karisima 2,0 mL saf siilfiirik asit eklendi ve oda
sicakliginda 10 dk bekletildi. inkiibasyon sonrasinda, 490 nm dalga boyunda absorbans

degeri, spektrofotometrede tespit edildi.

Seker analizi igin standart olusturmak amactyla, farkli konsantrasyonlarda glukoz
sollisyonlar1 hazirlandi. Her bir soliisyondan 0,1 mL alinarak, ayni islemler uygulandi ve

standart grafik elde edildi.

Serbet igerisindeki toplam seker miktari, standart grafik kullanilarak belirlendi (BeMiller,
2010).

3.2.1.b. Toplam protein analizi

Serbetin protein analizi Bradford Assay yontemine gore belirlendi. ilk olarak Bradford
reaktifi hazirlandi. Bunun i¢in; 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 mL %85’lik
etanol ile karistirildi. 100 mL %85°lik H3POg, elde edilen karisgima ilave edildi ve son
hacim saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Standart hazirlamak i¢in 1 mg sigir serum alblimin (BSA), 1 mL saf su icerisinde ¢oziildi
ve ¢ozeltinin farkli konsantrasyonlart hazirlandi. Her bir karisimdan 10 pl alinarak, 90 pl
saf su ile karistirildi. Sonrasinda karisimlara 4900 ul Bradford reaktifi eklendi ve 10 dk

boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, spektrofotometrede (595
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nm) farkli konsantrasyonlardaki karigimlarin absorbans degerleri tespit edilerek, standart

grafik olusturuldu.

10 ul serbet, 90 pl saf su ile karistirildi ve ayni islemler tekrarlandi. Absorbans degeri
tespit edildikten sonra, standart grafik kullanilarak serbet igerisindeki toplam protein
miktar1 belirlendi (Bradford, 1976).

3.2.1.c. Element analizi

Serbetin element analizi indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi
(ICP-MS) yontemi ile gerceklestirildi (Sneddon and Vincent, 2008).

3.2.2. Sitrik asit sentezi

3.2.2.a. Sentez isleminde kullamlacak mikroorganizmanin aktifilestirilmesi

Sitrik asit sentezinde standart sus olarak Aspergillus niger MT-4 (Taskin et al. 2013) kiift
kullanildi. Yatik agar kiiltiiriinde saklanmakta olan A. niger mikroorganizmasindan
aktarma ignesi vasitasiyla bir miktar alinarak, Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerine
inokiile edildi. EKim yapilan besiyeri 30°C’ye ayarlanmig olan inkiibatérde 10 giin siire

ile inkiibe edilerek, kiifiin aktiflesmesi saglandi.
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Sekil 3.1. PDA besiyerindeki Aspergillus niger’in (MT-4) goriintiisii

3.2.2.b. Fermantasyon ortaminin hazirlanmasi

Farkli serbet konsantrasyonlarina sahip [%5 (5 mL serbet+95 mL saf su), 10, 15, 20, 25
ve 30 olmak iizere] besiyerleri erlenler icinde hazirlandi. 0,4 gr pepton tartilarak
besiyerlerine ilave edildi. pH metre kullanilarak, her bir besiyerinin pH degeri 6’ya
ayarlandi. Daha sonra erlenmayerler 121°C’de 15 dk boyunca otoklavlandi.

3.2.2.c. Mikroorganizma inokiilasyonu ve fermantasyon

Yatik agar igerisinde aktif hale getirilmis olan A. niger kiifiine, 10 mL steril fizyolojik su
(%0.9 NaCl) ilave edildi ve homojen karisim saglamak i¢in 5 dk boyunca vorteks islemi
uygulandi. Bu homojen karisimdan steril kosullar altinda 1 mL alinarak, bir 6nceki

basamakta hazirlanan her bir besiyerine inokiile edildi. Ardindan, erlenmayerler sitrik asit
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sentezi igin sicaklik degeri 30°C olan galkalamali inkiibatére konuldu ve bes giin boyunca

fermantasyon prosesine maruz birakildi.

3.2.2.d. Sitrik asit tayini ve kuru mikoorganizma agirhgi

Aerobik kosullarda bes giin siiren iiretim prosesi sonrasinda, sitrik asit tayini asetik
anhidrit-piridin ydéntemi kullanilarak gerceklestirildi. Ilk olarak, standart hazirlamak igin
5 gr toz halinde bulunan sitrik asit, 100 mL saf su igerisinde ¢oziildii. Daha sonra, bu
karisimin farkli konsantrasyonlar1 (%10, 30, 50, 80 ve 100) tiipler icerisinde hazirlandi.
Her bir tiipe 1,3 mL piridin ilave edildi ve vorteks islemi uygulanarak, iyi bir sekilde
karismasi saglandi. Sonrasinda, 5,7 mL asetik anhidrit her bir karisima ilave edildi ve
25°C’de 30 dk boyunca su banyosunda bekletildi. Bu islemden sonra, hazirlanan
karisgimlarin absorbans degeri 410 nm’de spektorofotometre kullanilarak belirlendi.

Boylece, sitrik asit tayini i¢in standart olusturuldu.

Daha sonra, farkli serbet konsantrasyonlarinda gelisen A. niger’in ne kadar sitrik asit
biriktirdigini tespit etmek icin her bir erlenden 0,1 mL 6rnek alinarak, etiketlenmis bos
falkon tiipler igerisinde 0,9 mL saf su ile karistirildi. Sirasiyla, 1,3 mL piridin ve 5,7 mL
asetik anhidrit her bir tiipe ilave edildi ve vorteks igslemi uygulandi. Tiipler 30 dk boyunca
su banyosunda 25°C’de inkiibe edildi ve 410 nm dalga boyuna ayarli spektrofotometre
kullanilarak, her bir 6rnek i¢in absorbans degeri belirlendi (Marier and Boulet, 1958).

Daha sonra, erlenmayerlerde bulunan 6rnekler siizgegten gegirilip, tistte kalan baloncuk
seklinde olan A. niger kiifleri kuruma islemi igin 60°C’ye ayarli inkiibatorde bir giin siire
ile bekletildi. Kuruma isleminden sonra, farkli serbet konsantrasyonlarinda gelisen A.

niger mikroorganizmalarinin kuru agirligi tespit edildi.
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3.2.3. Biyoetanol fermantasyonu

3.2.3.a. Fermantasyon isleminde kullanilacak mikroorganizmanin aktifilestirilmesi

Etanol fermantasyonunda Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126 mikroorganizmasi
standart sus olarak kullanildi. Yatik agar kiiltiiriinde saklanmakta olan S. cerevisiae
mayasindan 1 6ze dolusu alinarak Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri petrilerine
inokiile edildi ve 30°C’de 24-48 saat siire ile inkiibasyona birakildi.

Sekil 3.2. PDA besiyerindeki Saccharomyces cerevisiae’in (ATCC 4126) petri goriintiisii

3.2.3.b. Fermantasyon ortaminin hazirlanmasi

Serbet konsantrasyonu farkli olan (%5, 10, 15, 20, 25 ve 30 olmak iizere) 100 mL iiretim
ortami, 250 mL’lik erlenmayerler igerisinde hazirlandi ve her bir besiyerine protein
kaynag1 olarak 0,4 gr pepton ilave edildi. pH degeri 6 olarak ayarlanan besiyerleri
sterilizasyon islemi i¢in otoklav cihazina konuldu ve sterlizasyon sonrasinda oda

sicakliginda sogumaya birakildi.
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3.2.3.c. Mikroorganizma inokiilasyonu ve fermantasyon

PDA besiyerinde aktiflestirilmis S. cerevisiae mayasi, on kiiltiir i¢in steril kabin igerisinde
50 mL Patates Dekstroz Broth (PDB) besiyerine transfer edildi. 1 gece boyunca sivi
besiyerinde gelisen mayadan 1 mL alinarak serbet konsantrasyonu farkli olan {iretim

ortamlarina inokiilasyon gerceklestirildi.

S. cerevisiae mayasinin inokiile edildigi besiyerleri, fermantasyon prosesi igin 30°C’ye

ayarlt calkalamali inkiibatorde 150 rpm’de 48 saat siire ile fermantasyon prosesine

birakilda.

3.2.3.d. Etanol tayini ve kuru maya agirh@mn belirlenmesi

Bu anaerobik proses sonrasinda, fretilen etanol miktarmi tespit etmek igin
spektrofotometrik yontem kullanilds. Ik olarak, 34 gr potasyum dikromatin 500 mL saf
su igerisinde ¢oziilmesi ile hazirlanan ¢ozeltiye, 325 mL H>SO4 eklendi ve total hacim
saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi (Kromik asit ¢ozeltisi). Etil alkol igin standart
olusturmak maksadiyla, ticari olarak satin aliman saf etanol kullanilarak farkli
konsantrasyonlarda etil alkol soliisyonlar1 (%10, 30, 50 ve 70) hazirland1. Test tiiplerine
0,1 mL farkli konsantrasyonlarda etanol eklendi ve her tiipteki hacim saf su ile 5 mL’ye
tamamlandi. Ardindan, her bir tiipe 5 mL kromik asit ¢ozeltisi eklendi ve test tiipleri 20
dk boyunca 60°C’ye ayarli su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra, her bir 6rnek igin

absorbans degeri 584 nm’de olgiilerek etanol tayini igin standart olusturuldu.

Ardindan, serbet konsantrasyonlart farkli olan {iretim ortamlarinda gerceklesen
fermantasyon islemi sonrasinda iiretilen etil alkol miktarin1 tespit etmek igin kiiltiir
sivilari, etiketlenmis ve bos agirligr 6l¢iilmiis falkon tiiplerine aktarildi. 6500 rpm’de 15
dk boyunca santrifiij islemi uygulandi. Sonrasinda, her bir Ornek i¢in siipernatant
kisimdan 0,1 mL alinarak, test tiiplerine transfer edildi ve son hacim saf su ile 5 mL’ye

tamamlandi. Her tiipe 5 mL kromik asit ¢ozeltisi eklenerek 20 dk boyunca 60°C’ye ayarh
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su banyosunda inkiibe edildi. Ardindan, 6rneklerin absorbans degeri 584 nm’de tespit

edildi (Caputi et al. 1968).

Etil alkol miktarinin belirlenmesinden sonra, kuru maya agirligini tespit etmek amaciyla
falkon tiiplerdeki stipernatant kisimlar uzaklastirildi. Tipler kuruma islemi igin sicaklik
degeri 60°C olan etiive konuldu. Kuruma iglemi sonrasinda her bir serbet

konsantrasyonunda gelisen kuru maya agirligi belirlendi.

3.2.4. Polisakkarit sentezi

3.2.4.a. Sentez isleminde kullanilacak mikroorganizmanin aktiflestirilmesi

Zymomonas mobilis DSM 12496 bakterisi DSMZ (Almanya) firmasindan ticari olarak
satin alind1. Ardindan, igerisinde karbon kaynagi olarak siikroz iceren sivi besiyerinde
(Stikroz, 50 g/L; maya eckstrakt, 7,0 g/L; KoHPOs, 2,5 g/L; (NH4)2SO4, 1,6 g/L;
MgSO4-7H20, 1 g/L) aktiflestirilerek, siikroz kaynakli agar besiyerine inokiile edildi ve
30°C’ye ayarli inkiibatorde anaerobik kosullar saglanarak 24-48 saat siire ile inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda, saf olan kolonilerden 1 &ze dolusu alinarak,
fermantasyon prosesinde on kiiltir hazirlamak amaciyla tekrar siikkroz kaynakli sivi
besiyerine inokiile edildi. Daha sonra 30°C ve 150 rpm’e ayarli ¢alkalamali inkiibatdrde
24-48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Ayrica, aktif hiicreler sonraki ¢alismalarda

kullanilmak {izere stoga alinarak -86°C’de depolandi.
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Sekil 3.3. Siikroz kaynakli besiyerindeki Zymomonas mobilis’in (DSM 12496) petri
goruntisu

3.2.4.b. Fermantasyon ortaminin hazirlanmasi

Farkli konsantrasyon degerlerine (%5, 10, 15, 20 ve 25 olmak iizere) sahip serbet iceren
100 mL besiyeri ortamlar1 250 mL’lik erlenler igerisinde hazirlandi ve 0,4 gr pepton ile
0,4 gr maya ekstrakti ilave edildi. pH degeri 6 olarak ayarlanan besiyerlerini steril hale

getirmek i¢in erlenmayerler otoklav cihazina konularak, 121°C’de 15 dk siireyle steril
edildi.

3.2.4.c. Mikroorganizma inokiilasyonu ve fermantasyon

Siikroz igeren s1vi besiyerinde 24 saat boyunca 30°C ve 150 rpm’de inkiibe edilen bakteri
On kiiltiirtinden 1 mL alinarak steril hale getirilmis ve oda sicakligina kadar sogutulmus
besiyerlerine transfer edildi. Daha sonra, inokiilasyon yapilmis besiyerleri 30°C ve 150
rpm’e ayarlanmig ¢alkalamali inkiibatorde 60 saat boyunca fermantasyon prosesine

maruz birakildi.
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3.2.4.d. Levan tayini ve kuru bakteri agirhginin belirlenmesi

Anaerobik kosullarda gergeklesen proses sonrasinda, tiretim ortamlar1 6500 rpm’de 15 dk
boyunca santrifiij edildi. Pellet kisimlar, kuru bakteri agirhigmin tespiti igin 60°C’de
kurutuldu. Levan ekstraksiyonu igin ise, siipernatant kisimlar hacimce 3 kat olan saf
etanol ile muamele edildi (100 mL siipernatant i¢in 300 mL etanol). Olusan karisimlar bir
gece boyunca 4°C’de bekletilerek, 6500 rpm’de 15 dk siire ile santrifiijlendi. Stipernatant
kisimlar uzaklastirilip, pellet kisimlar kuru levan agirhigini belirlemek icin 60°C’de

kurumaya birakildi (Viikari, 1984).

3.2.5. Pigment iiretimi

3.2.5.a. Pigment iiretiminde kullanilacak mikroorganizmanin aktiflestirilmesi

Pigment iiretiminde Monascus purpureus ATCC 16365 kiifii standart sus olarak
kullanildi. Yatik agar kiiltiirlinde saklanmakta olan mikroorganizmadan aktarma ignesi
vasitastyla bir miktar alinarak PDA besiyeri iceren petrilere inokiile edildi. Ekim yapilan

petri 30°C’de 10 giin boyunca inkiibasyona birakildi.

g SR
T

Sekil 3.4. PDA besiyerindeki Monascus purpureus’un (ATCC 16365) petri goriintiisii
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3.2.5.b. Fermantasyon ortaminin hazirlanmasi

250 mL’lik erlenmayerler i¢erisinde hazirlanan ve farkli serbet konsantrasyonlarina (%1,
2, 3,4, 5 ve 6 olmak iizere) sahip 100 mL besiyeri ortamlarina protein kaynagi olarak 0,4
gr pepton ilave edilerek, pH degeri 5,5’¢ ayarlandi ve 121°C’de 15 dk boyunca steril
edildi.

3.2.5.c. Mikroorganizma inokiilasyonu ve fermantasyon

PDA besiyerinde aktiflestirilen kiif miselyumu iceren kati besiyeri Steril lanset
kullanilarak esit pargalara ayrildi ve tretim ortamlarina inokiile edildi. Daha sonra,

erlenler 30°C ve 150 rpm’e ayarli ¢alkalamali inkiibatorde 6 giin boyunca inkiibasyona
birakildi.

3.2.5.d. Pigment analizi ve kuru mikroorganizma agirh@mn belirlenmesi

Fermantasyon sonrasinda, her bir iiretim ortamindan 10 mL kiiltiir stvist alinip, {izerine
20 mL etanol (%96) eklendi. Karigimlar, 180 rpm’de 30 dk boyunca inkiibe edildi. Daha
sonra, 5000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij islemine maruz birakildi. Pigment analizi i¢in
stipernatant kisimlar, Whatman kagidi ile siiziildii. Kirmizi pigment i¢in 500 nm, turuncu
pigment i¢in 470 nm ve sar1 pigment i¢in 400 nm dalga boyunda absorbans degerleri

spektrofotometre kullanilarak tespit edildi (De Santis et al. 2005).

Kuru mikroorganizma agirligini belirlemek igin sivi1 kiiltiir ortamlar1 siizgegten gegirildi,
iistte kalan miseller 60°C’ye ayarl inkiibatorde kurutuldu ve kuru agirlik degerleri tespit
edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Serbetin kimyasal icerigi

Serbetin hazirlanmasi sirasinda 1 L suya 1,5 kg siikrozun eklenmesiyle toplam hacim
yaklasik olarak 2 L olmaktadir. Dolaysiyla 2 L hacimdeki toplam seker igerigi 1,5 Kg,
litredekinin ise 750 gr civarinda oldugu diisiiniilmektedir. Mevcut ¢alismada atik baklava
serbetindeki toplam seker igeriginin 870 g/L oldugu, diisiik miktarda protein (3,4 g/L)

ihtiva ettigi ve “K” gibi mineralleri igerdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Atik serbetin kimyasal icerigi

Icerik Miktar
Protein 3,4 g/L
Seker 870 g/L
Ca 19256 ppb
Mg 3874 ppb
Na 23924 ppb
K 36877 ppb
Fe 211 ppb
Cu 50 ppb
Mn 56 ppb

Co 52 ppb

4.2. Aspergillus niger ile Fungal Biyomas ve Sitrik Asit Uretiminde Serbetin Substrat

Olarak Kullanim

Diger kiiltiir parametreleri sabit tutulup, besiyerine farkli konsantrasyonlarda (50-300
ml/L) serbet eklendiginde; 5 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda maksimum sitrik
asit tretimine (38,6 g/L) 200 mL/L serbet konsantrasyonunda ulasildigi gorilmiistiir.
Daha yiiksek serbet konsantrasyonlarinin (250 ve 300 mL/L) ise, sitrik asit iiretimini
azalttig1 tespit edilmistir. Sitrik asit iretiminin aksine 250 ve 300 mL/L’lik serbet

konsantrasyonlarinda hiicre biiyiimesinde artiglar gézlemlenmistir. Diger bir ifadeyle,
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serbetin biitiin konsantrasyonlarinin hiicre biiylimesinde siirekli artisa neden oldugu
belirlenmistir. Besiyerinde kullanilan optimal serbet konsantrasyonunun (200 mL) 174
gram seker icerdigi hesaplanmistir (1 litre atik serbet, 870 gram seker i¢ermektedir).
Dolayisiyla, 174 gram sekerden, 38,6 gram sitrik asit tiretimi gergeklestirilmistir. Sitrik
asit verimi ise 0,22 g/g seker (38,6 g:174 g) olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.2. Aspergillus niger’de sitrik asit iiretimi ve hiicre biiyiimesi {izerine serbet
konsantrasyonunun etkisi

Serbet Konsantrasyonu (mL/L) HB (g/L) SA (g/L)
50 11,8 14,9
100 14,1 22,1
150 16,7 30,6
200 18,8 38,6
250 21,1 33,6
300 23,2 26,6
40 1 25
35 -
— - 20
S 30
g 5
> 251 5 2
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Sekil 4.1. Aspergillus niger’de sitrik asit liretimi ve hiicre biiyiimesi lizerine farkli serbet
konsantrasyon degerlerinin etkisi
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Sekil 4.3. Aspergillus niger’in serbet igeren kiiltiirdeki misel peletlerinin genel goriintiisii

4.3. Saccharomyces cerevisiae ile Fungal Biyomas ve Etil Alkol Uretimi i¢in Serbetin
Substrat Olarak Kullanim

Artan serbet konsantrasyonlar1 (Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2) hiicre biyomasini artirmis ve

maksimum hiicre biyomasma (15,2 g/L) 200 mL/L serbet konsantrasyonu degerinde
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ulagilmistir. Daha yiiksek serbet konsantrasyonlarinin ise, hiicre biyomasini azalttigi
belirlenmistir. Etil alkol {iretimi de yine artan serbet konsantrasyonuna bagli olarak artig
gOstermis, ancak hiicre biyomasinin aksine maksimum etil alkol konsantrasyonuna (129
mL/L) 250 ml/L serbet konsantrasyonunda ulasilmistir. 129 mL/L olarak bulunan etil
alkol konsantrasyonu, gram cinsinden (detilaior = m/V formiiliinde d=0,789) 101,8 gr/L
olarak hesaplanmistir. Diger bir ifade ile 217,5 gr serbet sekerinden (250 mL/L serbet
igeren besiyeri yaklasik 217,5 gr seker icermektedir), 129 mL/L (101,8 g/L) etil alkol
tiretilmistir. Optimal serbet konsantrasyonunda iiretilen etil alkoliin verimi ise; 0,47 g/g

seker (101,7:217,5) olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Saccharmyces cerevisiae’da etil alkol lretimi ve hiicre biiylimesi iizerine
serbet konsantrasyonunun etkisi

Serbet Konsantrasyonu (mL/L) HB (g/L) EA (mL/L)
50 11,2 18,3

100 13,1 39,2

150 14,7 75,4

200 15,2 111,6

250 14,1 129,0

300 13,0 119,4
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Sekil 4.4. Saccharmyces cerevisiae 'da etil alkol iiretimi ve hiicre biiylimesi iizerine farkli
serbet konsantrasyon degerlerinin etkisi

Sekil 4.5. Saccharomyces cerevisiae’nin serbet i¢eren besiyerindeki 48 saatlik kiiltiiri
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4.4, Zymomonas mobilis ile Hiicre Biyomasi ve Levan Uretimi I¢cin Serbetin Substrat
Olarak Kullanim

Serbet konsantrasyonundaki artis (Sekil 4.3 ve Cizelge 4.3), Zymomonas mobilis
bakterisinin hiicre biyomasinda kademeli bir artisa neden olmus ve maksimum hiicre
biyomasina, 250 mL/L serbet konsantrasyonunda ulagilmistir. Bu bakteri ile maksimum
levan tretimi (27,3 g/L) ise, 200 ml/L serbet konsantrasyonunda gergeklestirilmistir.
Hiicre biyomasi 250 ml/L’nin, levan tretimi ise 200 mL/L’nin tizerindeki serbet
konsantrasyon degerlerinde azalma gostermistir. Bu sonuglar, 200 mL serbet iceren
besiyerinde (174 gr seker) 27,3 g/L levan iiretilebilecegini gostermistir. Dolayisiyla,

tiretilen levanin verimi; 0,16 g/g seker (27,3:174) olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.4. Zymomonas mobilis’de levan sentezi ve hiicre biiylimesi ilizerine serbet
konsantrasyonunun etkisi

Serbet Konsantrasyonu | HB (g/L) L (g/L)
(mL/L)

50 2,2 7,7
100 3,2 154
150 4,7 20,1
200 51 27,3
250 53 25,6
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Sekil 4.6. Zymomonas mobilis’de levan sentezi ve hiicre bilylimesi tizerine farkli serbet
konsantrasyon degerlerinin etkisi

Sekil 4.7. Zymomonas mobilis’in serbet i¢eren besiyerindeki 60 saatlik kiiltiirii



50

4.5. Monascus purpureus ile Hiicre Biyomasi ve Pigment Uretimi Icin Serbetin
Substrat Olarak Kullanimi

Artan serbet konsantrasyonuna (Sekil 4.4 ve Cizelge 4.4) bagli olarak M. purpureus’un
hiicre biiyliimesinde stirekli bir artis gozlemlenmistir. Pigment {iretimi ise (sar1, kirmizi ve
turuncu pigmentlerin hepsi); 30 mL/L serbet konsantrasyonuna kadar artig gostermis,
daha yiiksek konsantrasyonlarda ise azalmistir. Ornegin, 60 mL/L serbet
konsantrasyonunda elde edilen pigment absorbanslari, 10 mL/L  serbet
konsantrasyonunda elde edilen degerlere oldukg¢a yakin bulunmustur. 30 mL/L serbet
konsantrasyonunda (26,1 g/L seker) sari, turuncu ve kirmizi pigment igin elde edilen
absorbanslar sirasiyla 0,768, 0,835 ve 0,928 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde, 40
mL/L serbet konsantrasyonunda da, en fazla iiretilen pigment; kirmizi ardindan da
turuncu olmustur. Daha yiiksek serbet konsantrasyonlarinda ise; sar1 pigmente gore
kirmiz1 ve turuncu pigment konsantrasyonlarinda daha fazla diisiisler tespit edilmistir.
Ormegin, 60 mL/L serbet konsantrasyonunda sar1 pigment absorbansi1 0.438, kirmiz1 ve

turuncu pigment absorbanslari ise sirasiyla 0,375 ve 0,402 olarak 6lgtilmiistiir.

Cizelge 4.5. Monascus purpureus’da pigment sentezi ve hiicre biiyiimesi iizerine serbet
konsantrasyonunun etkisi

Serbet HB (g/L) | SP TP KP
Konsantrasyonu (400 nm) (470 nm) (500 nm)
(mL/L)

10 2,9 0,369 0,429 0,477

20 4,1 0,625 0,704 0,764

30 53 0,768 0,835 0,928

40 59 0,694 0,717 0,738

50 6,4 0,499 0,479 0,463

60 7,0 0,448 0,402 0,375
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Sekil 4.8. Monascus purpureus’da pigment sentezi ve hiicre bliylimesi lizerine farkli
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Sekil 4.10. Monascus purpureus’un serbet igeren besiyerindeki misel peletleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Giiniimiizde mikroorganizmalar ¢evre biyoteknolojisi, gida mikrobiyolojisi, farmasotik
biyoteknoloji, endiistriyel mikrobiyoloji, rekombinant DNA teknolojisi ve tarimsal
biyoteknoloji  alanlarinda  yaygin  olarak  kullanilmaktadir. Bu  baglamda,
mikroorganizmalarin; endiistriyel, biyoteknolojik veya tibbi 6neme sahip olan ¢esitli
rekombinant proteinleri, enzimleri, polisakkaritleri, etil alkol, biyodizel, propandiol ve
pigmentleri tirettigi (Adrio and Demain 2003; Pérez-Garcia et al. 2011; Satyanarayana et
al. 2013), organik asit olarak ise mikroorganizmalarin sitrik asit, glukonik asit, siiksinik
asit, laktik asit, asetik asetik, itakonik asit, propiyonik asit ve fumarik asit liretebilecegi
belirtilmektedir (Magnuson and Lasure 2004; Sauer et al. 2008; Naraian and Kumari
2017; Kareem and Banjo 2018).

Sitrik asit ve onun tuzlar1 gida endiistrisi basta olmak iizere; ilag, kimya, kozmetik ve
temizlik alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. (Lotfy et al. 2007; Dhillon et al. 2011a).
Mikrobiyal sitrik asit iiretimi esas olarak Amerika, Israil ve Cin tarafindan
gerceklestirilmekte olup (Papagianni 2007), farkli bakteri tiirleri (Arthrobacter
paraffinens, Bacillus licheniformis ve Corynebacterium sp.), mayalar (Candida
guilliermondii, C. oleophila, C. parapsilosis, Pichia anomala, Hansenula anamola,
Rhodotorula sp. ve Yarrowia lipolytica) ve kiifler (Aspergillus niger, A. aculeatus, A.
carbonarius, A. awamori ve Penicillium janthinellum) tarafindan yiiksek miktarda sitrik
asit retimi belirtilse de, bu organik asidin iiretimi esas olarak A. niger kiifii tarafindan

gerceklestirilmektedir (Soccol et al. 2006; Karasu-Yalcin et al. 2010).

Literatiirde; Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Clostridium thermocellum, C.
thermohydrosulfuricum ve Zymomonas mobilis gibi bakterilerin yanisira Fusarium,
Monilia, Mucor, Neurospora ve Paecilomyces gibi ¢cok sayida fungus tarafindan etil alkol
tiretilebilecegi ortaya konulsa da, endiistriyel 6lgekte etil alkol liretiminin esas olarak S.
cerevisiae ile gergeklestigi belirtilmektedir (Ng et al. 1981; Singh et al. 1992; Dien et al.
2003; Watanabe et al. 2007; Ma et al. 2009; Buaban et al. 2010). Levan, Bacillus subtilis,

B. polymxa, Aerobacter lavanicum, Pseudomonas sp., Streptococcus sp. ve Zymomonas
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mobilis tarafindan tiretilen bir polisakkarittir. Gida, kozmetik ve medikal endiistrilerinde
yaygin olarak kullanilan bu polisakkaritin {iretimi esas olarak; Z. mobilis bakterisi
tarafindan gerceklestirilmektedir (Han 1989; Han and Clarke 1990; Shih et al. 2005; Kim
et al. 2005; de Oliveira et al. 2007; Poli et al. 2009; Kucukasik et al. 2011). Monascus
purpureus kiifii etil alkol, laktik asit, monokolin, antibiyotik, organik asit ve v-
aminobiitirik asidin yanisira sari, turuncu ve kirmizi renklerde pigment tiretmekte olup
(Hajjaj et al. 2000; Pengnoi et al. 2017), Monascus pigmentlerinden 6zellikle sar1 ve
kirmiz1 renkli olanlar, gida sanayinde dogal renklendirici olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Renklendirme o6zelliklerinin yanisira bu pigmentlerin antikanser,
antimikrobiyal, antidiyabetik, antihipertansiyon ve antiobezite oOzellik tasidigi da
belirtilmektedir (Mukherjee and Singh 2011; Lee and Pan 2012; Feng et al. 2012;
Vendruscolo et al. 2014).

Sitrik asit, etil allkol, levan ve pigment gibi mikrobiyal iiriinlerin iiretiminde besiyeri
bilesenleri 6zellikle de karbon (siikroz, glukoz vb) ve azot kaynaklar1 (maya ekstrakti,
pepton vb) yiiksek maliyet olusturmaktadir. Bu yiizden arastirmacilar, besiyeri maliyetini
diisirmek i¢in besiyerinde melas, peynir alt1 suyu, patates ve muz kabuklari, narenciye
atiklari, meyve (kivi, elma, kayist vb) posasi, meyve c¢ekirdekleri, bira atiklari, gliserol ve
parafin gibi ucuz organik atiklar1 ya da tarimsal yan {riinleri substrat olarak kullanma
yoluna gitmektedir (Soccol et al. 2006; Patle and Lal 2007; Karthikeyan and Sivakumar
2010; Sarkar et al. 2012; Angumeenal and Venkappayya 2013). Bu atik ya da yan
uriinlerin kat1 6zellikte olanlar1 kimyasal (asit yada baz hidrolizi) ve/veya enzimatik
hidrolize tabi tutularak, hidrolizat formuna donistiirilmekte ve elde edilen bu
hidrolizatlar, besiyerinde substrat olarak kullanilmaktadir (Tewari et al. 1986; Olsson and
Hahn-Héagerdal 1996; Carta et al. 1999; Mourya and Jauhri 2000; Rivas et al. 2008;
Cheng et al. 2008; Khawla et al. 2014). Ancak hidroliz islemlerinde uzun siirelere, pahali
kimyasallara, enzimlere ve ilave enerji tiiketimine ihtiyag duyulmasi gibi sebepler, sitrik
asit liretimi icin hidrolizat hazirlamay1 sinirlandirmaktadir. Bu ylizden arastirmacilar,
melas, peynir alti suyu ve gliserol gibi sivi formundaki materyalleri hi¢ bir hidroliz
islemine tabi tutmadan dogrudan substrat olarak kullanma yoluna gitmektedir (Ali et al.

2002; de Oliveira et al. 2007; Rywinska and Rymowicz 2010; Kucukasik et al. 2011;
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Arslan et al. 2016). Bu sekilde de hidrolizat hazirlanmasi sirasinda yukarida bahsedilen

eksikliklerin oniine gecilebilecegi belirtilmektedir.

Serbet baklava endiistrisinin bir atig1 olarak kabul edilmekte olup, tiiketilen baklava
miktarina bagli olarak tepsilerde farkli miktarlarda (5 kg baklava igin yaklasik olarak 250
mL) serbet birikmektedir (250 mL atik serbette ise; yaklasik olarak 217 gr seker
bulunmaktadir). Baklavalar i¢in hazirlanan serbette (1 litre su igerisinde 1,5 kg seker
¢Oziinerek hazirlanmaktadir) yaklasik olarak 750 g/L seker bulunmasina karsin, mevcut
caligmada atik serbetin seker iceriginin baslangi¢ serbetinkinden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durum, baklavanin serbetten su ¢ekmesine ve dolayisiyla serbetteki
seker oraninin artmasina baglanmistir. Tirkiye’de her yil biliyiik miktarlarda baklava
tiretilmekte ve dolayisiyla biiyiik miktarda da serbet agiga ¢ikmaktadir. Agiga ¢ikan bu
serbet ise, llkemizde herhangi bir kullanim alani bulmamakta ve atik olarak kabul
edilmektedir. Serbet icerisinde yine diisiik miktarda da olsa proteine ve minerallere
rastlanmis olup, bu durum serbetin baklava ile temas ettigi siirece baklava icerisindeki

proteinli bilesiklerin veya minerallerin serbet icerisine gegmesine baglanmaistir.

Mikrobiyal fermantasyon isleminde organik atiklarin kullaniminin besiyeri maliyetini
azaltmasi agisindan ¢ok 6nemli bir yaklasim olarak kabul edildiginden, atik serbet gibi
atiklarin bu prosesde kullanim potansiyelini artirmaktadir. Bu da serbetin; sitrik asit,
levan ve etil alkol iiretimi i¢in iyi bir substrat olabilecegi diisiiniilmektedir. Ciinkii
literatiirde sitrik asit, levan ve etil alkol iiretimi i¢in yiiksek miktarlarda karbon kaynagina
ihtiyag duyuldugu belirtilmektedir (Xu et al. 1989; Borsari et al. 2006; Shafaghat et al.
2011; Show et al. 2015; Azhar et al. 2017). Bu maddeler kadar olmasa da, Monascus
pigmentlerinin iretimi i¢inde; 20-30 g/L seviyesinde karbon kaynagma ihtiyag
duyuldugu aciklanmaktadir (Lee et al. 2001). Yine, atik serbetin hig bir hidroliz iglemine
tabi tutulmadan substrat olarak kullanilabilirligi ve igerisindeki siikroz sekerinin suda
kolaylikla ¢6ziinebilir olmas1 da, serbeti sitrik asit, etil alkol, pigment ve levan tiretimi
icin ideal bir substrat haline getirmektedir. Dahasi, atiklardan ya da tarimsal yan
tirlinlerden hazirlanan hidrolizatlarin, mikrobiyal biiylimeyi ve fermantasyon verimini

olumsuz etkileyen fenolik 6zellige sahip maddeler igerdigi de belirtilmektedir (Sun and
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Cheng 2002; Panagiotou and Olsson 2007; Jonsson and Martin 2016). Serbet ise; hi¢ bir
hidroliz iglemine tabi tutulmadigi icin, bu tarz inhibitor bilesikleri icerme olasiliginin
oldukga diistik oldugu diistiniilmektedir. Bu durum da, serbeti ideal bir fermantasyon
substrati yapmaktadir. Serbetin agik renkli olmasi, fermantasyonun ve biiyiimenin daha
kolay takip edilebilmesinin 6niinii agmaktadir. Ornegin, koyu renkli melasin aksine agik
ve seffaf renkli olan serbet ortaminda Monascus pigmentlerinin olusumu, hem daha kolay
takip edilebilecek hem de pigmentlerin spesifik izolasyonu daha kolay olacaktir. Bu
sebeplerden dolayi, mevcut calismada alternatif bir substrat arayisina gidilmis ve bu
dogrultuda da Monascus pigmentlerinin, etil alkoliin, levanin ve sitrik asidin tiretimi i¢in
kirlilik icermeyen, agik renkli olan, ucuz atik Ozelliginde kabul edilen serbet,

fermantasyon susbtrati olarak degerlendirilmistir.

Literatiirde, A. niger’in hiicre biiylimesini ve sitrik asit tiretme performansini; pH, sicaklik
ve inkiibasyon gibi kiiltiir parametrelerinin yani sira, besiyerinde kullanilan azot, karbon
ve mineral konsantrasyonunun da etkiledigi belirtilmektedir (Xu et al. 1989;
Vandenberghe et al. 1999; Soccol et al. 2006). Bu yiizden, mevcut deneylerde temel
karbon kaynagi olarak serbetin farkli konsantrasyonlari kullanilmigtir. Arastirma
bulgularinda belirtildigi gibi serbetin biitiin konsantrasyonlari A. niger’de hem hiicre
bliyiimesini, hem de sitrik asit sentezini desteklemistir. Test edilen biitiin
konsantrasyonlarda hiicre biiylimesinde siirekli bir artis tespit edilmistir. Hiicre
biiylimesini destekleyerek ¢ok yiiksek miktarlarda hiicre biyomas: elde edilmesi, atik
serbetin A. niger ile tek hiicre proteini iiretiminde substrat olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Tek hiicre proteinlerinin 6zellikle hayvan yemlerine katki maddesi olarak
katildigr bilgisi (Ravindra 2001) g6z Oniine alindiginda, serbetin onemi daha da
artmaktadir. Literatiirde, A. niger’in ayrica oksalik asit ve glukonik asit irettigi de
belirtilmektedir (Schrickx et al. 1995). Bu yiizden, serbetin bu iki organik asidin
iiretiminde de substrat olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Calismada, serbetin
biitiin konsantrasyonlarinin sitrik asit tiretimini tesvik ettigi sonucuna ulasilsa da, 200
ml/L serbet konsantrasyonunun sitrik asit tiretimi i¢in daha elverisli oldugu, daha yiiksek
konsantrasyonlarinin ise sitrik asit {iretimini inhibe ettigi belirlenmistir. Bu durum 6nceki

calismalarda da belirtildigi gibi (Dixon-Hardy et al. 1998; Anastassiadis et al. 2005)
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besiyerinin C/N oranina baglanabilir. Bu serbet konsantrasyonunda serbetin icerisindeki
seker miktar1 174 g/L olarak belirlendiginden dolayi, sitrik asit verimi 0,22 g/g seker
olarak hesaplanmistir. Sitrik asit i¢in elde edilen bu verim miktar1 6nceki ¢alismalarda
(Nadeem et al. 2010; Guc and Erkmen 2017) belirtilen verimlere yakin bulunmustur.
Dahasi, pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi gibi parametrelerin optimize edilmesi

sayesinde bu verimin daha da artirilabilecegi diistiniilmektedir.

S. cerevisiae’nin hiicre biiylimesi ve etil alkol iiretme potansiyeli iizerine atik serbetin
konsantrasyonu test edildiginde ise, 250 mL/L serbet konsantrasyonunda etil alkol, 200
mL/L serbet konsantrasyonunda ise, hiicre biiylimesinin maksimum degere ulastigi
goriilmiistiir. Daha diisiikk veya daha yiiksek serbet konsantrasyon degerlerinin ise hem
hiicre hem de etil alkol konsantrasyonunda diisiise neden oldugu tespit edilmistir. Serbet
konsantrasyonunun hiicre biiyiimesi ve/veya etil alkol sentezi lizerindeki etkisi de yine
daha onceki ¢aligmalarda (Manikandan and Viruthagiri 2010; El-Metwally et al. 2017)
belirtildigi gibi kiiltlir ortaminin karbon/azot oranina baglanmistir. Literatiirde, S.
cerevisiae biyomasinin hamur mayasi, gida katki maddesi (tek hiicre proteini) ve
glutatyon kaynagi olarak kullanildig: belirtilmektedir (Taskin 2013; Lasztity 2017). Bu
yiizden, S. cerevisiae biyomasinin iiretimi i¢in serbet atiginin kullanimi yine gida

endiistrisi ve biyoteknolojik uygulamalar agisindan 6nem arz edecektir.

Mevcut deneyler sonucunda, Z. mobilis bakterisinde levan iretiminin ve hiicre
biiylimesinin besiyerine katilan serbetin konsantrasyonundan etkilendigi ortaya
cikarilmistir. Ozellikle yiiksek serbet konsantrasyonlarmin, hiicre bilyiimesi ve levan
iiretimi i¢in ¢ok daha 1yi sonuglar sagladigi tespit edilmistir. Bu sonuglarda yine, dnceki
caligmalarda belirtilen sonuglarla benzerlik gostermektedir. Cilinkii literatiirde karbon
kaynagimin yiiksek konsantrasyonlarinin Z. mobilis bakterisinde hem hiicre biiylimesini,
hem de levan tiretimini artirdig1 belirtilse de, ¢ok yiiksek konsantrasyonlarinin inhibisyon
etkisi yaptig1 agiklanmaktadir (Borsari et al. 2006; Silbir et al. 2014). Mevcut ¢alismada,
elde edilen 0,16 g/g levan verimi, onceki ¢alismalarda belirtilen maksimum levan
verimlerine yakin bulunmustur (Beker et al. 1990; He et al. 2014; Santos and Cruz 2016).

Bu bulgu, siikroz bakimindan zengin olan serbetin, levan iiretimi i¢in 1yi bir substrat
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oldugunu isaret etmektedir. Literatiirde, Z. mobilis’in etil alkol iiretme kapasitesine sahip
oldugu ve etil alkol iiretimi i¢in de siikrozun iyi bir karbon kaynagi oldugu
belirtilmektedir (Doelle and Greenfield 1985). Dolayisiyla siikroz bakimindan zengin
olan atik baklava serbetinin, bu bakteri ile etil alkol iiretiminde substrat olarak
kullanilabilecegi muhtemeldir. Bununla birlikte, bu varsayimi desteklemek icin yeni

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mevcut deneyler sonucunda, M. purpureus ile pigment iiretiminde serbetin substrat
olarak kulanilabilecegi de gosterilmis ve pigment iiretiminin ve hiicre bliyiimesinin serbet
konsantrasyonundan etkilendigi belirlenmistir. Her {i¢ pigment i¢in optimal serbet
konsantrasyonu 30 mL/L (26,1 g seker) olarak belirlenmisken, hiicre biiylimesinin artan
serbet konsantrasyonuna bagl olarak siirekli artis gosterdigi gozlemlenmistir. Diger bir
ifade ile diisiik seker konsantrasyonlarinin pigment iiretimi ig¢in, yiliksek serbet
konsantrasyonlarinin ise hiicre biiylimesi i¢in daha elverisli oldugu tespit edilmistir. Bu
da M. purpureus suslari ile pigment {iiretiminde karbon kaynaklarinin diisiik
konsantrasyonlarinin, diger bir ifade ile diisiik karbon, fakat yiiksek azot
konsantrasyonlarinin daha elverigli oldugunu gosteren dnceki ¢aligmalardaki sonuglar ile
uyumluluk géstermektedir (Said et al. 2014; Hajjaj et al. 2015; Hamdiyati et al. 2016).
Literatiirde, M. purpureus’un dogal pigmentlerin yani sira, etil alkol ve laktik asit iirettigi
de belirtilmektedir (Hajjaj et al. 2000; Pengnoi et al. 2017). Bu yiizden, gelecek
caligmalarda serbetin M. purpureus ile etil alkol ve laktik asit iiretiminde de susbtrat

olarak kullanilabilirligi olas1 goriinmektedir.

Sonug olarak;

v Butez ¢alismasinda, baklava endiistrisinin atig1 olarak kabul edilen serbetin; yliksek
miktarda sekerin yani sira, diisiik miktarda protein ve kiil (mineral maddeler) igerdigi
tespit edilmistir.

v" Al niger ile sitrik asit, S.cerevisiae ile etil alkol, Z. mobilis ile levan ve M. purpureus
ile pigment ve hiicre biyomas tiretimi i¢in, serbetin susbtrat olarak (esas olarak karbon

kaynagi) kullanilabilecegi ortaya konulmustur.
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v Bu maddelerin iiretimini ve hiicre biiyiimesini, serbet konsantrasyonunun etkiledigi
belirlenmistir.

v' Gelecek calismalarda, atik serbet; lipit, laktik asit, asetik asit, propandiol, kitin ve
kitosan, glutatyon ve dekstran gibi biyoteknolojik veya endiistriyel 6neme sahip diger
maddelerin  iiretiminde mikroorganizmalarin  kiiltir ortamima substrat olarak
katilabilecegi goriilmiistiir.

v Serbetin bu maddelerin iiretimi i¢in susbtrat olarak kullanilmas: sayesinde de; hem

besiyeri maliyeti azaltilabilir, hem de ¢evre kirligi probleminin 6niine gegilebilir.
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