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ENDUSTRIYEL ATIK MADDELERDEN
MIKROBIYAL YOLLA B-KAROTEN URETIMI

MUSTAFA KAHYAOGLU

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii -
Biyoloji Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Merih KIVANC
1999, Sayfa 52

Biyoteknolojideki gelismelere bagli olarak son yillarda endistriyel
fermentasyonla B-karoten iiretimi konusunda galigmalarda artmugtir. Aragtirmamizda
hem endiistriyel atik maddelerin gevreye zarar vermeden degerlendirilmesi hemde besin
ve ilag endiistrisinde provitamin A olarak kullanilan B-karoten Gretilmesi amaglanmustir.
Endiistriyel atik maddelerden olan melas,slempe ve peynir alti suyu dogal besiortami
olarak kullanilarak mikrobiyolojik yolla B-karoten tretilmigtir.

Fermentasyon deneylerinde sentetik besiyeri olarak YPK buyyon, Malt
ekstrakt buyyon, dogal ortam olarakta gseker sanayinin yan irinii olan seker pancari
melas'l ve glempesi, gida sanayinin atik ‘maddesi olan peynir alt1 suyu kullanilmugtir.
Melas, slempe ve peynir alt1 suyu kullanilmadan 6nce 6n iglemlerden gegirilmistir.

Fermentasyonda kullanilan mikroorganizmalar yapilarinda B-karoten olusturan
ve Ozellikle biyoteknolojik aragtirmalarda sik¢a kullamlan Phycomyces blakesleeanus
ve Phycomyces nitens, Blakesleea trispora suslan ile Mucor mucedo suglandir. Yapilan
calismalarda Phycomyces blakesleeanus ve Phycomyces nitens suslar1 20°C'de Patates
dekstroz agar'da ve Blakesleea trispora, Mucor mucedo suslart ise wort Agar'da gelistigi
gorilmiigtiir. -

Denemeler sonunda B-karoten miktarn1 YPK buyyon'da 1,8-12,1 mg/lt, malt
ekstrakt buyyon'da 7,9-27 mg/lt, melas'ta 6,1-43,3 mg/lt, slempe'de 3-9,9 mg/lt, peynir
altt suyunda 4,4-12,5 mg/lt arasida degigmistir. En yiiksek B-karoten miktan ise genelde
B.trispora susundan elde edilmistir.

Sonug olarak, mikrobiyal yolla B-karoten tiretimi, kullanilan mikroorganizmaya,
fermentasyon ortamina, ilave edilen maddelere, aydinlatmanin uygulamp
uygulanmamasina goére bilyiik olgide degismistir. Melas, slempe, peynir alt1 suyu gibi
endiistriyel atik maddelerin B-karoten iiretiminde kullamilabilecegi gorilmistir.

Anahtar Kelimeler: Beta karoten, Phycomyces blakesleeanus, Blakeslea.trispora,
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B-CAROTENE PRODUCTION BY
MEANS OF FERMENTATION
FROM INDUSTRIAL WASTE

MUSTAFA KAHYAOGLU
Anadolu University

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology: Major Biology

Supervisor: Prof. Merih KIVANC
1999, Page 52

Nowadays, Studies of B-carotene production by means of fermentation was
increased depending on development in biotechnology.

In our study the goal was to use waste substrate, before it damages the
enviroment; and also to produce 3-carotene which is used as provitamin A.in food and
medicine industry.

Sugar beet molasses and whey, which were from industrial waste, used as
natural in growth substrate and B-carotene was produced by microbiology way.

In our experiments YPK buyyon, Malt Ekstract were used as the synthetic
substrate, sugar bett molasses and whey were used as the natural substrate. The later
substrates were pretreated before using .

Microorganisms that were used for B-carotene production were Phycomyces
blakesleeanus, Blakesleea trispora, Phycomyces nitens, Mucor mucedo, our study
showed that the optimum condition for these fungia at 20- 27°C on patoto dextrose agar
and Wort agar Fermentation was done in 250 ml Flaks with 50 ml growth substrate an
the Orbital Incubator SI 50 shaker incubatr, at 27°C.

It was seen that amount of B-carotene is 7,9-27 mg/lt in Malt extract broht, 1,8-
12 mg/lt in YPK Buyyon, 6,1-43,3 mg/lt in Molas, 4,4-12,5 in Whey. The highest
production yield was the one produced by Blaksleea trispora

As a result beside these waste substrate other waste substrate may give similar
production. It will be a good subject to study on that for future research.

Keywords: Beta Carotene, Phycomyces blakesleeanus, Blakesleea trispora,
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1. GIRIS

Son yillarda gerek gevre kirliligini ortadan kaldiracak gerekse de canlilarin
yasami i¢in yararh trinlerin elde edilmesini saglayan bir aragtirma alam geligmigtir.
Biyoteknoloji adi verilen bu aragtirma alam, mikroorganizmalar yolu ile atik maddelerin
pargalanmasi ve yeni urinlerin elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Biyoteknoloji;
canlt hiicreler (mikroorganizmalar, bitki-hayvan hiicreleri ve dokulart), ve/veya
hiicrelerden elde edilen enzimler tarafindan gergeklestirilen biyolojik reaksiyonlarla
ilgilenmektedir. Bu biyolojik reaksiyonlar kullanilarak mikroorganizmalardan
maddelerin iiretimi, yikimi, atik sularin biyolojik aritimi, atiklarin degerlendirilmesi,
¢evre'nin korunmasi, protein iiretimi, insan ve hayvan sagligint koruyucu bilesiklerin
liretilmesi, bulasic1 ve salgin hastaliklarla savag biyoteknoloji'nin ana konularimi
olusturmaktadir [1].

Atiklarin gevreden uzaklastirilmasi ve/veya onlardan yeni Urinlerin elde
edilmesi insan ve hayvan saghig: igin oldugu kadar ekonomik agidan da onem
tastmaktadir. Bazi tarimsal iiriinlerin, 6rnegin tahil trinlerinin % 604, yagli tohum
tiriinlerinin % 85", seker dretiminin % 90" kullanilmayan madde olarak g¢evreye
atilmaktadir. Biyoteknolojik galismalarla bu atik maddelerin buyiik bir kismi tekrar
kazanilabilmektedir [2].

Vitamin Bz, antibiyotik, gibi sekonder metabolitler ve mikrobiyal
transformasyonlarla elde edilen birgok iriin 6rnegin steroidler ve dogum kontrol
haplarinin aktif maddeleri yanliz biyoteknolojik yollarla elde edilmektedir [1].

Insan ve hayvanlarin yasamlarim saglikli bir bigimde siirdirebilmesi igin
aldiklart besinlerde az miktarlarda vitaminlere ihtiyag duymaktadirlar. Bunlardan bir
tanesi de A vitaminidir [3].

Diinya pazarinda vitaminler 5 milyar dolarlik bir pazara sahiptir. Diinyadaki
insanlarin 13 milyon'dan fazlasinda A vitamini eksikliginin neden oldugu korlik
olayinin goriildiigii bildirilmigtir. A vitaminin 6nciil maddesi olan B-karoten'in iiretimi

de biyoteknoloji'nin uygulama alanlari iginde yer almaktadir [4].



A vitamini; CyH300, akserofitol veya retinol formunda, uzun zincirli bir
alkolden olusmaktadir. Aslinda dogada, yag asidi esterleri formunda bulunmaktadir [4].

Ik defa A vitamini McCollum ve Davis tarafindan 1913-1914 yillar1 arasinda,
yumurta sansindan ve tereyagindan izole edilmistir. Daha sonra 1931 yilinda Von
Wackenroder tarafindan havug'dan kristal halde elde edilmigtir. 1946 yilinda ise Karrer
kimyasal yapisim agiklamustir [4].

Siklohekzen tiirevi olan A vitamini sari renkli ve kristal halinde bulunmaktadir.
Organik ¢oziicii ve yaglarda ¢oziinmektedir. Istya dayananiksizdir [5].

Et, karaciger, balik eti, sit, tereyag, yumurta gibi hayvansal besinlerde ve
havug, domates, elma, kayisi, seftali gibi sari, kirmizt renkli meyveler ve bazi yesil
yaprakli sebzelerde A vitamini bulunmaktadir. A vitamini bitkilerde karotenoidler,
hayvansal besinlerde ise retinol esterleri halinde bulunmaktadir. Bitkisel besinlerin
kaynatilmas: veya kizartilmasi ile A vitamini inaktive olmaktadir. Bitkisel yaglarda ve
onlarin hidrojenlenmesi suretiyle elde edilen margarinlerde ise A vitamini
bulunmamaktadir [6].

Ulkemizde bazi margarinlere A ve D vitamini katilarak zenginlestirilmektedir.
Baz iilkelerde bu vitaminler siitte de katilmaktadir. A vitamini balik ve memeli gibi
hayvanlarin ciger yaglarindan dogal olarak elde edilmektedir. Fakat giiniimiizde ilag
endiistrisinde tedavi amac ile kullanilan A vitamin'in hemen hepsi sentetik yollardan
elde edilmektedir [4].

1955 ve 1970 yillan1 arasinda endiistriyel fermentasyonla karotenoid iiretimi
konusunda bir ¢ok aragturmalar yaptlmigtir. Karotenoidlerin bir ¢esidi olan B-karoten
bilindigi gibi A vitamininin provitaminidir. Margarin, yumurta ve peSrnir urtinlerine
katilmaktadir. Kanatli hayvanlarin yemlerine ve bazen de etin ve yumurta sarisinin
rengini iyilestirme de kullanilmaktadir. Bu nedenle besin endustrisinde biiyilkk onem
tasimaktadir. B-karoten'in mikrobiyolojik yolla elde edilmesi tizerindeki galigmalar
cesitli Glkelerde halen devam etmektedir [4].

Caligmamizda endiistriyel atik maddelerin ekonomik olarak degerlendirilmesi

distincesiyle seker sanayi'nin yan {iriinii olan melas, glempe ve siit sanayi'nin atik



maddelerinden olan peynir alti suyu kullanilarak fermentasyon yoluyla B-karoten

tiretilmesi amaglanmigtir.
1.1. A Vitamin'nin Saghk Agismdan Onemi

A vitamini eksikliginde genellikle gozde retinal ve rodopsin diizeyi diigerken,
buna ilave olarak rodopsin'in rejenerasyonu da yavaglamaktadir. Karanlikta gormenin
bozulmast (gece korlugu, niktalopi) A vitamini eksikliginde ilk ortaya gikan
belirtilerdir. Epitel dokunun normal durumda kalmasinda A vitamin'nin 6nemli katkisi
bulunmaktadir [7]. A vitamini eksikligine en duyarli olan hiicreler, goz yas1 bezleri ve
kornea'nin epitel hticreleridir. Bu vitaminin eksikliginde adi gegen hiicreler kuruyarak
keratitlesmektedir. Sonugta kseroftalmi ve daha ileri donemde kornea'nin yumugamasi
(keratomalasi) nedeniyle delinme goriilmektedir. Kurumus epitel hiicreleri enfeksiyona
elverigli durumda olduklar: igin keratit gelismektedir. Bu sayilan durumlar genellikle
korlikle sonuglanmaktadir [8].

A vitamini eksikligi; mukozalarda enfeksiyon olugsmasina neden olmaktadir.
Cildin epidermis tabakasinda keratinizasyon artmakta ve ter bezleri atrofiye
ugramaktadir. Cilt kurumakta ve killarin diplerinde paptiller olugmaktadir [6].

Bag dokusunun temel maddesini olugturan mukopolisakkarit metabolizmasinin
normal bir yekilde devam edebilmesi igin A vitamin'nin gerekliligi deney hayvanlarinda
gosterilmistir. Bu vitaminin eksikliginde 6nce kemik ve sonra da yumusak dokularin
gelisimi durmaktadir [6].

Deney hayvanlarinda bu vitaminin epitel hiicrelerin yaninda diger hiicrelerin de
normal bilyiimesinde ve farklilagmasinda rol oynadiklari bunun yaminda kimyasal
etkenlere, radyasyona veya virislere bagli olarak olusturulan deneysel kanserleri
onledikleri bildirilmistir[6].

Hayvansal besinlerde bulunan retinol bagirsaklardan tamamiyle absorbe
edilirken bitkisel besinler i¢inde bulunan karotenoidlerlerin yaklagik 1/3'ine esit bir

miktann absorbe edilmektedir. Besin iginde bulunan B-karoten'in kismen absorbe



edilmesi ve wviicutta kismen retinolle doniigmesi nedeniyle vitamin olarak
yararlanilmaktadir [7].
B-karoten barsak epitelinde A vitaminine donigmekte ve daha sonra

karacigerde oncelikle palmitat esteri olarak depolanmaktadir. Bu doniigiim safhasinda,
bir B-karoten molekiilii 15,15' bolgesinden, oksigenaz enzimi ile kesilerek, 2 retinal
molekiiliine ayrilmaktadir. Retinal'in retinole dénigiimii ise daha 6nce 1948'de Clover

ve arkadaglan tarafindan agiklanmgtir (Sekil.1.1) [4].

B-karoten
H3C\ SHa (;'HS 9H3 H3c\ SCHs
Hzc’c\c—-(CH=CH—C=CH)2-;-CH=CH—(CH=C—CH=CH)2—(I:l’ \CIH"
|
H,C( .C—CHs H3C—C\C/CH1
¢ 2(0] i
H, Hay
HaC_ CHa CHz O o CH3 HaC CHa

] I T i SCs
H,cjgjc—(CH=CH—c=cH),,—C-H +H=C=(CH=C—CH=CH),~C{'¢ Scl:H"

HCL 3. /C—CHz HaC—C{§}CHz
| H
Hy Retinal (2 mol ) 2

Sekil.1.1. B-karoten'in vitamin A'ya déniigimii (Tiiziin, 1996)

Retinol ince bagirsak epitel hiicrelerinde kolaylagtirilmig diftizyonla absorbe
edilirken, bu olayda bir yag asidi veya retinol baglayan protein rol oynamaktadir.
Karotenoidler ise basit diflizyonla absorbe edilmektedir. B-karoten ince bagirsak epitel
hiicrelerinde pargalanarak kismen retinole doniistirilmektedir. Yagh besinlerin
absorbsiyonunun bozuldugu hallerde A vitaminnin absorbsiyonu azalmaktadir.
Karotenoidlerin yeteri derecede absorbsiyonu igin diyette yag bulunmasi gerekmektedir.
Yagca fakir diyetle beslenen kigilerde B-karoten absorbsiyonu azalmaktadir. Besinsel

yaglar B-karoten absorbsiyonunu artirmaktadir [6].



Erigkinlerde ortalama giinliik A vitamini rasyonu, uluslararas: tnite 6lgiisiiyle
3350 tinitedir. Dengeli bir diyet iginde alinan giinlilk A vitamin'in agirlik iizerinden

yaklagtk 1/3'i retinol ve 2/3'ii B-karoten'den olugmaktadir [6].
1.2. Karotenoidler

Bakteriler, funguslar, algler, bitkiler tarafindan sentezlenen B-karoten,
karotenoidlerin bir ¢esidi olup ¢ogu canli sistemlerde bulunmaktadir [9]. Karotenoidler
dogada genis yayilim alani olan sari, kirmizi ve turuncu renkli pigmentlerden
olugmaktadir [10]. Safran, kirmiz:1 biber gibi bitki preparasyonlarinda zengin karotenoid
pigmentleri bulunmaktadir. Ticari olarak kullanilan saf karotenoidler genelde kimyasal
yolla sentezlenmektedir. Astaksantin ve pB-karoten ozellikle endiistride ©nem
tagimaktadir. Astaksantin, som balifi, istakoz ve bazi balik tiirlerinin rerklerinin
olusmasindan gorev almaktadir [9].

Karotenoid pigmentlerinin kimyasal yapisina bakildiginda terpenoidler i¢inde
yer almaktadir. Genellikle bitkilerde bulunmaktadir. Kigiik molekiilli olanlari, bitki
yaprak, petal ve meyva kabuklarinin segkin kokularim olusturmaktadir. Omegin, mentol
nane yapraklarinda, geranyol gul petallerinde, sitronellol ise limon kabugunda en ¢ok
bulunan ve onlarin bilinen kokularini olugturan bilesiklerdir. Daha buyiik molekilla
terpenlerden olan B-karoten, havug ve yesil yapraklarda bulunmaktadir [12].

Mass spektrometre, spektrofotometre ve HPLC gibi tekniklerle yeni karotenoid
pigmentleri ve bunlarin kimyasal yapilari agiklanmustir. Bugin 500'den daha fazla
karotenoid molekiilleri tanimlanmagtir [13].

Karotenoidler iki ana gruba ayrilmaktadur.

1) C-ihtiva eden karotenoidler:

2) O-ihtiva eden karotenoidler: Zeaksantin

C-ihtiva eden karotenoidler ii¢ gruba ayrilmaktadir;

1) Asiklik yapili karotenoidler: Likopen

2) Monosiklik yapil1 karotenoidler: A-karoten, d-karoten, y-karoten

3) Bisiklik yapili karotenoidler: a-karoten ve B-karoten



Karotenoidlerin temel asiklik yapilar;; hidrojenasyon, dehidrojenasyon,
siklizasyon ve oksidasyon reaksiyonlarina gore degismektedir. 45 karbonlu, 50 karbonlu
ve simetrik 30 karbonlu karotenoidlerde bu degisiklikler daha fazla olugmaktadir [14].

40 karbon ve daha az sayida karbon molekiiliine sahip karotenoidlerin yapisi,
daha uzun zincirli karotenoidlerin yapisindan daha iyii bilinmektedir. 40 karbonlu
onemli belli bash karotenoid pigmentleri temelde asiklik veya siklik yapidadir, bunlar
da cis-trans konfligrasyon veya oksijenasyon (ksantofiller) seklinde organize
olmuglardir. 200 kadar fungal tiirlerde karoten bulundugu bildirilmigtir [13].

Genellikle karotenler havug maddeleri olarak bilinmekte ve havug'un portakal
rengini olugturmaktadir. B-karoten, a-karoten, y-karoten olmak tizere Gg tiirleri vardir.
Sekil.1.2.'de gosterilmistir. Bunlardan B-karoten hepsinin % 80 'nini olusturmaktadur. -
karoten ve a-karoten molekiillerinin iki ucunda da altii halka yapisi, y-karoten'de ise
sadece bir ugunda halka yapist bulunmaktadir. Fotosentezin  yardimci
pigmentlerindendir, fotosentez etkinligini yesil 1513a kadar genisletmektedir [11].

Karotenoidler yiiksek bitkilerde fotosentez sirasinda zararli 15182 karst
fotokoruma aktivitesi de gostermektedir [14]. Ozellikle B-karoten'in antioksidan 6zelligi
de bulunmaktadir. Ayrica toksik oksijen radikallerinden singlet oksijeni, inaktif Oz'ne
indirgemektedir [9]. Kansere kargi koruma, immiin cevabi artirma ve muhtemelen
timor geligimini-inhibe o6zelligi de gostermektedir [16]. Bazi ¢aligmalarda bu gibi

pigmentlerin taksonomik amaglarla da kullanilabilecegi bildirilmigtir [11].
A vitaminine bélinme yeri
A A A A i N N 5.- Karoten (Molekilun iki weunda iki
= siklohekzen halkast, 11 gift bag korjige)

A A AN AL n « - Karoten (Molekolun iki ucund‘a”iki
= = siklohekzen halkasi, 10 gift bag konjige)

- R ,
¥ - Karoten (Molekiiin bir ucunda bir tane
ORI ™A \XP siklohekzen halkasi, 11 gift bag konjoge)

~

Sekil.1.2. B-karoten, oi-karoten ve y-karoten'in kimyasal yapisi (Tiiziin, 1996)



B-karoten molekili genellikle biiytik yapili bir pigmenttir.

Ozellikle

Basidomycetes ve Deutreomycetes grubu fungusiarda bulunmaktadir. Cizeige 1.1'de

¢esitli mikroorganizmalar

gosterilmektedir [13].

tarafindan olusturulan karotenoidler ve

verimleri

Cizelge.1.1. Cesitli karotenoidleri iireten mikroorganizmalar ve gerekli kosullar

(Ekmekgi, 1987)

Ureten Ortamin Fermentasyon | Verim
Karotenoidler | mikroorganizma Igerigi stiresi (gtin) | (mgr/lt)
B-karoten Blakeslea trispora - 8 3000
karigik kiltiirleri
Streptomyces Nigasta, soya unu
chrestomyceticus | (NH4)2804, 6 500
subsp.rubescens
Likopen
Pamuk tohumu unu,
Blakeslea trispora | misir  unu, soya
kangik kiiltiirleri | fasulyesi yagi, 5 400
Triethylamin 48 saat
sonra ilave edilir.
Glukoz, musir 1sitma
Zeaksanthin Flavobacterium sp. | sivis1, palmitatester, - 335
metionin, pyridoxin,
Fe*? tuzlan
Mycobacterium | Seker pancari .
phlei melast, lire 7 300
Cesitli Streptomycetes Glukoz, maya
Karotenoidler | chrestomyceticus | ekstrakti 5 500
Mayalar Seker, etanol veya - 5

parafin

Kimyasal yolla ve hipersaline mikroalglerden

Dunalinella bardawill'in ekstraksiyonuyla her yil 100 ton

Dunalinella salina ve

B-karoten iiretilmektedir.

T TS ORI KURTT
- o AARRAS YO BalT s

IS,
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kullamlmaktadir. Farkl: iki seksuel strainin karigik kiiltiiriine B-ionin ve iproniazid gibi
aktivatorler eklendiginde B-karoten maksimum 3,2 gr/lt verim alindig bildirilmigtir. -
Blakeslea trispora bitin yagamini multinuklear olarak siirdiirmektedir. Bu yiizden
strainlerin gelistirilmesi gok zor olmaktadir [3].

Buglin genel egilim kimyasal sentezleme yerine biyolojik sentezlenmenin
desteklenmesi yoniindedir. Endustriyel proseslerle Blakeslea trispora'dan B-karoten
retimi igin gesitli besiortamlar1 ve kiltir sartlar1 lizerine aragtirmalar yapiimaktadr.
Mikrobiyolojik yolla B-karoten tiretimi, kimyasal yolla B-karoten iiretimine gore daha

zor olmasi nedeniyle ekonomik rekabeti sinirli olmaktadir [9].
1.3. B-Karoten'nin Biyosentezi

B-karoten'in biyosentez yolu Porter ve Anderson (1962) tarafindan ortaya
¢ikarilmugtir. Daha sonra 1983'de de Goodwin tarafindan dogrulanmustir. [4].

Butiin karotenoidler diger lipidler gibi Asetil-CoA'dan sentezlenmektedir. 2
Asetil-CoA molekiiliiniin kondensasyonuyla asetoasetil-CoA meydana gelmektedir.
Asetoasetil-CoA elektrofil ve nukleofil vererek B-metil-B-hidroksiglutaril-CoA
oluymaktadir. Bunun enzimatik indirgenmesiyle de mevalonik asit meydana
gelmektedir [11].

Benzer karotenoidler mevalonik asit'in bas ve kuyruklarindaki iki izopren
izomerlerinin yogunlasmasiyla sentezlenmektedir. Mevalonik asit kinaz enzimleriyle
fosfatlanip eleminasyonu sonunda izopentenilpirofosfat ve bunun izomerinden
dimetilallilpirofosfat meydana gelmektedir. Izopentenilpirofosfat dimetilallilpirofosfat'a
pirofosfat ayrilarak baglanmakta ve geranilpirofosfat meydana gelmektedir. Aym
sekilde geranilpirofosfattan, farnezilpirofosfat ve geranilgeranilpirofosfat olugmaktadir.
Iki molekiil karbon 20 karotenoid'i geranilgeranilpirofosfatin kuyruk kuyruga
baglanmalartyla prefitonpirofosfata, prefitonpirofosfat da fiton'a dontigmektedir [13].

Porter Lincoln'e gore fiton birbirini izleyen doért dehidrogenasyon
basamaklanyla likopen'i vermektedir. Fiton fungide genellikle 15-cis konfigrasyonunda

bulunmaktadir. Fitofluen muhtemelen izomerizasyon reaksiyonlarinin trans



konfigrasyonundan meydana gelmekte ve trans karotenoidlerden 7,8,11,12-
tetrahidrolikopen'i ve {-karoten'i olusmaktadir [13].

Siklizasyon reaksiyonlariyla B-zincirlerinden doymamus asiklik karotenoidler
olugmaktadir. Neurosporene molekiiliinden asiklik likopen ve siklik B-zeakaroten
olugmaktadir. Bu yollarin her ikiside ¢ogu fungusda galigmaktadir. Daha sonra da vy-
karoten'den B-karoten olugsmaktadir (Sekil.1.4.) [13].

Bu reaksiyonda yer alan dehidrojenasyon ve siklizasyon enzimleri hakkinda
¢ok az bilgi bulunmaktadir. Fakat bazi funguslardan elde edilen serbest hicre
ekstraktlarindan biyosentez sirasinda belli reaksiyonlarda gorev alan enzimler

agiklanmigtir [13].
1.4. B-Karoten Miktarini Artimasini Saghyan Faktorler

Son yillarda biyoteknoloji'de yapilan aragtirmalarla bazi kimyasal bilesiklerin
karotenoid tiretimini artirict etkiye sahip oldugu ve son iriniin yapisina katimadigi
ortaya ¢ikmigtir [13]. Karotenoid olusturan funguslarda B-ionin'nin karotenoid
olusumuna pozitif etki yaptig1 [13] ve biyosentez sirasinda gerekli enzimleri aktive
ettigi bildirilmigtir [4]. Yine, Ciegler (1965) Blakeslea trispora'da karotenoid
biyosentezine B-ionin'nin etkisini gostermistir. Lee ve arkadaslari benzer etkiyi
Phycomyces blakesleeanus'da gostermistir [17].

Yapisal olarak B-ionin molekiilii B-karoten'e benzer, fakat P-ionin molekiili
irine  baglanmaz.  Enzim  aktivitesini  diizenleyerek = 5-fosfomevalonat'
dimetilalilpirofosfat'a doniistiirmektedir. P-ionin ve trisporik asiti'n, B-karoten
biyosentezinde genlerin hassas bolgelerinde birbirleriyle rekabet ettigi bildirilmistir.
Blakeslea trispora'da B-ioninle birlikte dimetilformid, suksimid veya isonikotilhidrazin
gibi bazi kimyasal bilegiklerinde B-karoten iretimini 2-3 kat arttirdif bildirilmigtir
(gizelge 1.2.) [13].
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Asdtil-CoA Asdtil-CoA
Asetii ——p Asetoasetil-CoA ———»p -Metil-B-hidroksi-glutaril-CoA
CoA-Suf ctoa © CoA-Suef B © B ICros-glu
INADPH ——p | —» 3NADP
—pp CoA-SH
ATP
Mevalonik asit-5-pirofostat 4——:.;—'— Mevalonik asit
ATP —— ) ) ADP
‘ H;PO,
CO,ILO
v
n-Dimetilallilpirofostat ¢————p Izopentenil-5-piroposfat
(DMAPP) (IPP)
DMAPP —p | —p PP

v PP
Geranilpirofosfat —W——P Farnesilpirofosfat

P - | > PP

~ GGPP
Fiton 4 prefitonpirofosfat o Geranilgeranil

¢ pirofosfat
2PP

Fitofluen

"\

&-Karoten 7,8,11,12 tetrahidrolikopen

~a

Neurosporene

Likopen -zeakroten

Y

v-karoten ——» [(-Karoten

Sekil.1.3. $-Karoten biyosentez yolu (Margalith, 1992)
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B-ionin'e ey degerde 2,6,6-trimetil-1-asetil-sikloheksan bilesigi'de aktivator
olarak kullamimaktadir. Bunlara ilave olarak uygun etkiye sahip suksinamid, izoniazid
ve iproniazid de benzer etki gostermektedir [4].

Ninet ve arkadaglarn 1969'da yaptiklari arastirmalarda izonikotilhidrazin'in
gesitli tirevlerinin karotenoid fragsiyonundaki bilegimi ve iiriin {zerine etkisini

gostermisler ve funguslarda karotenoid olusumunu artiric1 ¢aligmalarla ilgili yayinlar

yapmuglardir [17].

Cizelge.1.2. B-karoten liretiminde B-ionin'in verime etkisi (Pekin, 1983)

.. Olusan B-Karoten
Fermentasyon Ortamina Katilan B-ioninin
(ugr/100 ml)
(ugr/100 mi)
0 10000
9,4 10050
94 11025
940 ~ 19750
9400 29400
94000 36820

Bazi bilesikler karoten biyosentezi'nin g¢esitli basamaklarinda yer alan
siklizasyon ve dehidrogenasyon reaksiyonlarina spesifik inhibitor etkisi gosterdigi
bildirilmigtir. Omnegin difenilamin (DPA), dehidrogenasyon basamagini inhibe edip
ortamda doymug fiton'un birikmesini sagladigi saptanmigtir. Bu durum ise 3-karoten
(son iiriin) sentezinde rol oynadigini ve karotenoidlerin total miktarinin artmasina neden
oldugu bildirilmigtir [17].

Fermentasyon ortaminda yiiksek konsantrasyonda bulunan karbonhidrat, lipid

ve proteinler yiiksek viskoziteye sahip oldugu zaman (-karoten miktarimin arttig

bulunmustur [4].
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Distilasyon atig1 yiiksek fosfot igermesi nedeniyle avantajli olacagi Dholakio
ve Modi (1984) 'nin ¢aligmalariyla gosterilmigtir. Karotenoidlerin olusumu igin fosfot'in
onemli oldugu vurgulanmustir [4].

Fermentasyon ortamina karosen'nin katilmasiyla B-karoten olusumunun artti§1
gozlenmigtir. Karosen funguslardaki 6zel lipit metabolizmasinin ilerlemesini ve lipit
substratlarinin eriyebilirligini kolaylagtirmaktadir. B-karoten gok g¢abuk oksitlenen bir
bilegik oldugu igin, olugan B-karoten'in oksidasyonunun énlenmesi gerekmektedir. Bu
nedenle oftama Ethoksikuin (2,2,4-trimetil-6-ethoksil-1, 2-dihidrokuinolin) veya
santokuin gibi antioksidanlarn ilave edilmesi B-karoten verimini artirdi: belirtilmigtir.
[41.

Fermentasyon ortamina iyonik olmayan deterjanlarin, bitkisel yaglarin ve yag
asitlerinin katilmas:1 [B-karoten verimini artirdigy bildirilmigticr [18]. Ciegler ve
arkadaglar1 a-ionin ve §-metilionin ile bunlarin kangimlarinin da verimi artirdigimi
gozlemislerdir. Bitkisel yaglar, antioksidanlar (2,6-dietersiyer butil-4-metilfenol gibi),
terpenoidler, izonikotinolhidrazin ve karosen gibi bazi hidrokarbonlarin da verimi

artiran maddeler arasinda oldugu bildirilmigtir [18].

Cizelge.1.3. Besiortamina katilan bitkisel yaglarin B-karoten verimine etkisi (Pekin,
1983)

Katilan bitkisel yag Olusan 3-Karoten (ugr/100 ml)
Kontrol 155

Soya Yag1 31350

Pamuk Yagi 33800

Karotenoidlerin olusumunda 15131n B-karoten tiretimini artiric1 etki yaptigi ve
i5ikli  ortamda biiyiiyen P.blakesleeanus fungusunun misellerinin  karanlik
ortamdakinden daha sari renkli oldugu goriilmigtir. Isikli ortamda miselledeki B-
karoten miktarinin artig1 bulunmusgtur. Isik; kangik kiltir, trisporik asit, besin igerigi
gibi faktorlere gore karotenoid olugumunda daha etkili oldugu saptanmugtir [13]. 13 tane

fungal tirde 1181 uyarict etkisi tamumlanmugtir. Istk karotenoid sentezinde operonu
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etkilememektedir. Fakat bazen 15ikli ortamlardaki kiiltiirlerde karotenoid birikiminin
azaldif gozlenmistir. Karotenoidlerin 151k tarafindan yikimi daha aydinlatiiamamigtir
[13].

Guntmiizde yeni bilesiklerin karotenoid fermentasyonunu artirici ve friinii
yonlendirmedeki etkileri aragtiriimaktadir. Bunun yaninda aromatik bilegikleri biiyiime
ortamina eklenerek B-karoten olugumu lizerine etkileri de incelenmektedir [17].

Bu konuyla ilgili mevcut literatiirlerde bilgiler yeterli degildir. P.blakesleeanus
susunda karotenoid olusumuyla ilgili genetik aragtirmalar yapilmaktadir. Bu
caligmalarda karotenoid sentezinin genetik kontrol mekanizmasi agiga g¢ikarilmaya

cahigilmaktadir,
1.5. B-karoten Olusturan Mikroorganizmalar

Yapisinda [-karoten olusturan bir g¢ok alg, ipliksi fungus ve maya
bulunmaktadir. Karotenoidlerin gogu bitki ve hayvanlarin yapilarinda bulunsa da sadece
mikroorganizma ve bitkilerin sahip oldugu enzimlerle sentezlenmektedir. Karotenoid
olusturan funguslarin biiyiimesi ve gelismesi tizerinde bir gok aragtirma yapilmigtir [16].

Bunlar iizerinde en ¢ok g¢alisilan P.blakesleeanus (Mucoraceae) ve Blakeslea
trispora (Choanopheraceae) funguslaridir, Bunlarin gesitli substratlarda B-karoten
olusturdugu gosterilmigtir [13].

Diger fungal tirlerden Mucor mucedo, Ustilago violaceae, Neurospora crassa
Fusarium aquaeductum, Penicillum sclerotium ozelikle Mucorales ordosundan
Choanophoraceae familyasindaki Choanophora cucurbitarum'da ve mayalardan
Rhodotorula’da karotenoid olusumu goériilmektedir. Fakat bunlar disik verimleri
nedeniyle endistriyel kullamm icin uygun degildir. Bununla beraber son yillarda
genetik manipiilasyon teknigi ile yiikksek verim gosteren P.blakesleeanus’un strainleri
uretilmigtir. (25 mgr. B-karoten/gr. kuru hiicre) [4].

1955 wyillarinda dikkatler P.blakesleanus’a benzer bir mikroorganizma olan

Blakeslea trispora iizerinde yogunlagmigtir. Bu fungusun iki seksiel formu (+) ve (-)
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strainler eit miktarlarda ayni kiltiir iginde geligtirilmis ve B-karoten tiretiminde goze
garpar bir artisin oldugunu gorillmigtir [4].

Agik san renkli B-karoten ireten P.blakesleeanus, Mucorales ordosunda
zycomycetes smifinda heterotallik bir fungustur [19). Yine Blakesleeanus trispora'da
heterotallik karotenojenik bir fungusdur [20].

Phycomyces  tiirlerinde  sporangioforlar  karakteristiktir ve kolayca
tanimlanmaktadir. Sporangioforlar uzun, dik, metalik parlak renkte ve oksitlenmis gelik
teli gibi gorinmektedir. P.nitens'in sporangioforlan 20 cm'den daha uzundur, yagh
misellerde sporangia siyah renkli goriinmekte ve ¢ap1 500 um'dur. Sporlan ortalama
25x11 um ve elipsoidir. Toprakta, giibre yiginlarinda ve yad varillerinde gelismektedir.
P.blakesleeanus, P.nitens'den farkli olarak sporangia daha bilyiiktiir. Sporangia ¢apt
1000 pm'dan uzundur. Sporlari daha kiigiik 12x8 um'dir. Wort agarda ve bitki
ozutiinden yapilmig bazi besiyerlerinde iyi geligmektedir. Sentetik besiyerlerinde
gelismemekte ve gelismesi igin tiamine ihtiyag duymaktadir. Sporangioforlart
fototropiktir [21].

Phycomyces sp. sporlari uygun ¢evre kosullarinda g¢imlenmekte ve hifler
birleserek miselleri olugmaktadir. Eger yasam dongiisiinde biyokimyasal ve morfolojik
olarak kompleks karsit hifler bir araya gelip birlesirse bu bolgede zigosporlar
olugsmaktadir ($ekil 1.4). Uzun dormansi déneminden sonra zygosporlar gimlenmekte,
spor yeniden sporangium formuna gegmekte ve vejetatif dongii  yeniden
tekrarlanmaktadir [13].

Kargit hifler birlesmeden 6nce prohormon denilen maddeleri iretmektedir.
(+)prohormon ve (-)prohormon'un her biri digerine dogru biyiimeyi stimiile etmekte ve
hifler eriyerek zygosporlari olusturmaktadir. Bu prohormonlarin zygosporlarin
buytimesinde ve yonlendirilmesinde kemotropik bir etkisi vardir. Her bir hifin
birlesmesi, zygospor gelisimi ve morfogenetik olaylarin hormonlarin kontroliiniin
altinda gergeklestigi belirtilmektedir (gekil 1.5.) [13].

(+) Miselin tretigi, (+) prohormon ve (-) miselin uretigi () prohormon
kimyasal olarak ¢ok benzerdir, her biri uygun molekiillerin biyokimyasal olarak

birlesmesi sonucu, son hormon olan trisporik asiti olugturmaktadir [13].
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Trisporik asit'in yapisina bakildiginda karotenoidlere benzer oldugu ve
deneylerle trisporik asitten P-karoten tretildigi gosterilmistir. Bu funguslar seksiiel
uremeleri sirasinda trisporik asite ihtiyag duyarlar ve daha sonra trisporik asit retinol
yoluyla [f-karoten'es transforme olmaktadir. Karotenoid olugturmayan mutant
P.blakesleeanus funguslarinda trisporik asit dretimi digmektedir. Renksiz albino
mutantlarinda ise seksiiel Gireme azalmaktadir. (+) ve (-) strainlerin kanigik kiltiirlerinde
B-karoten konsantrasyonu tekli kiltirlerden gok daha yiiksektir. Kangik olmayan
kultirlere trisporik asit'in eklenmesiyle de benzer sonuglar alinmigtir. B-karoten'in

biyosentezinde trisporik asit oluyumu stimiilandir ve onun prekirsoridir [13].

Sekil.1.4. Phycomyces blakesleeanus'da zygospor olusumu (Margalith, 1992)

Karotenoidlerin Mucorales'in seksiiel sporlarinin olugmasinda onemli roli
bulunmaktadir. Ayrica diger funguslarda ve P.blakesleeanus'ta fototropik cevabin
olugmasinda karotenoidlerin roliiniin oldugu bildirilmigtir [13].

Mucoral P.blakesleeanus'un misellerinde belli gartlar altinda %41 oraninda yag
bulunmaktadir (Kuru agirhigi'nin). P.blakesleeanus’'un hafif alkali ve noétr besiyerinde
sekerleri lipide doniigtiirme orami ¢ok yiiksektir. Laboratuvarda asidik ortamlarda (pH:
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4,5) yag konsantrasyonu azalmaktadir. Yag Uretimi igin optimum sicaklik 25°C'dir.
Uygun sartlarda glukoz'un % 12'sinden daha fazlasi lipid tretiminde kullamlmaktadir.
Glukozdaki karbon atomlarinin % 20'si yaglara baglanmaktadir [9].

Yag igeriginin % 80'nini yag asitleri olusturmaktadir. Serbest veya diger
bilesiklerle birlikte bulunmaktadir. Yag asidi bilegimi; bagl yag asitlerinin serbest yag
asitlerine oranina, yasa ve dig kosullara bagli olarak degigsmektedir. Phycomyces'te oleik
asit, palmitik asit, Linoleik asit ve stearik asit bol miktarda bulunmaktadir. Farkli
simflardaki lipid ve gesitli yag asitlerinin misel ve sporangioforlarda gorevleri
benzerdir. y-linoleik asit Phycomyces'in yag asitlerinden biridir. fy-linoleik asit
Phycomyces'in sporlarinda bol miktarda bulunmaktadir. Phycomyces'deki uzun yag
asitleri Ozellikle eski kiltiirlerde bulunmakta ve sporangioforlarin vaks kiitikulasim
olusturmaktadir. Ergosterol, episterol ve kolesterolde belli miktarda bulunmaktadir.
Skualen, lanosterol ve episterol ergasterol'den sentezlenmektedir. Trigliseridier besin
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Besin yetersizliginde misellerdeki konsantrasyonu

hizla azalmaktadir [9].

OH

CO:H

Trisporic acid

Sekil.1.5. Prohormonlardan trisporik asit'in oluspumu (Margalith, 1992)

Alglerden de baz1 karotenoidler izole edilmigtir. Alglerdeki karotenoidlerin ¢ok
az1 hari¢ genelde karbon 40 tipindedir. Yiksek bitkilerde bulunan karotenoidler ve
ksantofillerin (B-karoten, lutein, epoksi karotenoidler) ¢ogu yesil alglerde de

bulunmaktadir. Son yillarda yesil alglerdeki karotenoid pigmentlerinin biyosentez
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reaksiyonlart ve pigmentlerin olusum yerleri aragtirilmaktadir. Biyosentezin ileri ki
basamaklarinda yer alan enzimler (dehidrogenaz, cis-trans izomeraz ve siklaz)
muhtemelen sitoplazmik membranda lokalize olmuslardir [13].

Genellikle karotenoidler kloroplast pigmentleri arasinda bulunmaktadir.
Ekstraplastik karotenoidler nitrojen eksikligi gibi uygun olmayan kosullardaki baz alg
kuilttirlerinde, B-karoten, keto kokenli ekhinon veya ksantofil gibi karotenoidlerin ¢ok
miktarda biriktigi ve alglerin kirmizt ve turuncu renkli goériinmesine neden oldugu
bildirilmigtir. Halotolerant Dunaliella bardawill yiiksek 1stkta ve yiksek tuz
konsantrasyonunda veya sinirli nitrojen altindaki buyimesinde (kuru aguhiginin %

10'un iistiinde) gok miktarda B-karoten biriktirdigi bildirilmigtir [13].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Fermentasyonda Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu galiymada kullanilan mikroorganizmalar

- Pycomycetes blakesleeanus NRRL 1465
- Pycomycetes nitens NRRL 2445
- Blakeslea trispora NRRL 2456
- Mucor mucedo NRRL 3654

United States of Agriculture Agricutural Research Service Area National
Center For Midwest Agriculture Utilization Researchv 1815 North University Street
Peoria Illinois 61604 USA'dan temin edilmistir. Mikroorganizma kiiltiirleri
kullamlincaya kadar + 4°C'de saklanmustr.

2.1.2. Fermentasyon Ortam

Bu galigmada fermentasyon ortami olarak 6n islemlerden gegirilmis melas,
slempe ve peynir alti suyu kullamilmigtir. Ayrica fermentasyon ortamlarma % 2
oraninda aygicek yagi ve soya yagi ilave edilmistir. Bunun yaninda suslar bir gin
karanlik, dort giin 151kl ortamda fermentasyona birakilarak olugan B-karoten miktarlar:
aragtirilmigtir [22].

Kullanilan melas ve slempe seker sanayinin bir yan tirtinii olup Eskigehir seker
fabrikésmdan, peyniralt1 suyu siit sanayinin bir atigi olup Eskisehir'deki cgesitli
mandiralardan, aygigek yag: Eskigehir Ravin Fabrikasindan, soya yagi rafinerize olarak
marketten alinmigtir. Isik kaynag: olarak 200W'lik ampul kullanilmugtir.

Melas ve slempe igerdigi baz1 kolloidal bilesik ve agir metalleri (Cu, Fe, Pb,

vb) uzaklastirmak amaciyla bir 6n iglemden gegirilmistir [4].
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Bunun igin; 170 gr melas 300 ml distile su iginde kangtinlarak
¢oziindiirildiikten sonra tizerine 50 ml distile suda ¢oziinen 0,30 gr potasyum trisiyanat
¢Ozetisi konmugtur. Tim ¢ozelti distile suyla 500 ml'ye tamamlanmig ve 5 gr diotome
toprag ilave edilerek iyice kanstirmustir. Bir gece + 4°C'de bekletilen melas ¢ozeltisi,
bu siire sonunda 0,2'lik seliiloz nitrat filtre kagidindan vakum yardimiyla stiziilmiigtiir.
Boylece istenmeyen bazi bilegiklerden arindirilmig ve berraklagmig bir melas ¢ozeltisi
elde edilmistir. Elde edilen bu melas ¢ozeltisinin toplam geker igerigi yaklasik % 51
civarinda oldugundan, Melas fermentasyon ortami olarak hazirlamirken distile su ile
%S5'e seyreltilmigtir. Ayni iglemler glempe iginde yapilmigtir [4].

Peynir alt1 suyu, igerdigi proteinlerden arindirilmak amaci ile bir 6n iglemden
gecirilmigtir. Bunun igin; peynir altt suyu 1,1 atmosfer basing altinda 121°C'de 15
dakika siire ile otoklavlanmig ve daha sonra 5 gr diotome toprag ilave edilip iyice
calkalanmustir. Bir gece + 4°C'de bekletildikten sonra ertesi giin 0,2'lik selilloz nitrat
filtre kagidindan vakum altinda siiziilerek berraklagmig bir peynir alt1 suyu ¢ozeltisi elde
edilmistir [4].

Fermentasyon ortamina % 2 oraminda katilan aygigek yagi ve soya yagi her

hahgi bir 6n iglemden gegirilmemistir.
2.1.3. Kullamlan Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

2.1.3.1. Patates Dekstroz Agar (Merck)

Patates infiisyonu 4 gr/lt
D(+) glukoz 20 gr/lt
Agar-agar 15 gr/lt

Patates Dekstroz Agar litrede 39 gr/lt olacak sekilde distile suda eritilerek
otoklavda 121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edildikten sonra

kullaniimagtir.

TC VOSEKGERET Y KR
" IANTASYON MERKEZI



2.1.3.2. Wort Agar (Oxoid)

Malt Ekstract
Pepton
Maltoz
Dektrin
Gliserol
KH,PO,
NH,CI

Agar

20

15 gr/lt
0,78 gr/lt
12,75 gr/it
2,75 gr/lt
2,35 gr/it
1 gr/lt

1 gr/lt

15 gr/lt

Wort agar litrede 50 gr/lt olacak sekilde distile suda eritilerek otoklavda
121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edildikten sonra kullanilmagtir.

2.1.3.3. YPK Broht

Bakto-pepton
Yeast extract
Glukoz
KH;PO,
Tiamin HCL

5 gr/lt
2 gr/lt
20 gr/lt
5 gr/lt
1 mg/1t

YPK Broht distile suda eritilerek, pH 1N NaOH ile 5,5 'e ayarlandiktan sonra
otoklavda 121 °C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edilmigtir. Besiyeri

otoklavlandiktan sonra glukoz 0,2'lik disposable filtre ile steril edilip besiyerine eklenip,

kanigtinldiktan sonra kullamlmustir [16].

2.1.3.4. Malt Ekstrakt Broht (Fluka)

Malt ekstrakt

Mikolojikal pepton

17 gr/lt
3 gr/lt
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Malt ekstrakt broht litrede 20 gr/lt olacak sekilde distile suda eritilerek, pH 1N
NaOH ile 5,5'e ayarlanmustir. Daha sonra otoklavda 121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15
dakika siire ile steril edildikten sonra kullanilmigtir.

2.1.3.5. Melas Ortam

% 5 oraninda seyreltilmis melas ortamina katilan;

NH,NO; 1,5 gr/lt
KH,PO4 1 gr/lt

MgSQ04. TH,0 0,5 gr/lt
Tiamin HCI 1 mg/lt

maddeleri distile suda ¢oziinlerek pH 1N NaOH ile 5,5'e ayarlandiktan sonra, otoklavda
121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edildikten sonra kullamlmustir

[4].
2.1.3.6. Slempe Ortamu

% 5 oraninda slempe ortamina katilan;

NH4NO; 1,5 gr/lt
KH;PO, 1 gr/lt

MgS04. TH,0 0,5 gr/lt
Tiamin HCI 1 mg/lt

maddeler distile suda ¢6ziinlerek pH 1N NaOH ile 5,5'e ayarlandiktan sonra, otoklavda
121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edildikten sonra kullamlmgtir

[4].
2.1.3.7. Peynir alti suyu Ortanmu

On islemlerden gegirilmis peynir altt suyuna katilan,
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(NH4),S04 4.5 grllt

KH,PO, 1 gr/lt

maddeleri distile suda eritilerek 1N NaOH ile pH 5,5 'e ayarlandiktan sonra otoklavda
121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile steril edildikten sonra kullanilmigtir

[4]
2.1.3.8. Kullamilan Cozgenler

Fermentasyon sonrast ortamdan alinan misellerin ekstraksyonu igin % 99,8 'lik
Metanol ve % 99'luk n-Hekzan kullanilmugtar.

2.1.3.9. Fermentasyon Ortamina Katilan Maddeler

Uygun sekilde hazirlanan fermentasyon ortamlarina % 2 oraminda Aygigek

yag1 ve soya yagi katilmigtir.
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2.2. METOD
2.2.1. Mikroorganizmalarin Cogaltilmas:

Fermentasyon denemelerinde, P.blakesleeanus, B.trispora, P.nitens, M.mucedo
liyofilize kiilttrleri kullamlmigtir. Liyofilize kiltiirleri canlandirmak igin dnce liyofilize
tiipleri steril kabin iginde alkollii pamukla temizlendikten sonra steril pens yardimiyla
tiiplerin agizlari agilmis ve nutrient broht tiiplerine aktanlmistir. 2-3 gin 27°C'de
inkiibasyondan sonra aktif hale gelen mikroorganizmalarin her birinden 2 ser tane
olmak tizere iginde 15-20 ml Patates dekstroz agar bulunan petrilere ekilerek etiiv'de
27°C'de 7 giin inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda geligen funguslardan birer tanesi
ileride kiilttirleri yenilemek igin + 4 °C'de saklanmistir. Fermentasyonda denemelerinde

bir haftalik mikroorganizmalar kullaniimistir.
2.2.2. Suslarmn Farkli Besiyerlerinde Degisik Sicakliklardaki Biiyiimesi

P.blakesleeanus, B.trispora, P.nitens ve M.mucedo suslar, patates dekstroz
agar ve wort agar'da her birinden ¢ift petri olmak iizere transfer ignesi ile tek nokta
ekimi yapilmistir. 20°C, 27°C, ve 37°C'de 5 giin boyunca inkiibe edilerek her giin

suslarin koloni ¢aplar 6l¢tlmiigtir.
2.2.3. Inokulum'un Hazirlanmast

Patates dekstroz agar'da gelisen suslar (P.blakesleeanus, B.trispora, P.nitens,
M.mucedo)'dan steril kokpor (mantar delici) yardimi ile alinan 9 mm ¢apindaki iki adet

agar disk 250 ml'lik erlenlerde bulunan 50 ml'lik fermentasyon ortamlarina ayri ayri

inokiile edilmigtir [4].
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2.2.4. Fermentasyon

Fermentasyon igin Orbital Incubator SI 50 calkalamali etiiv kullamlmugtir.
Fermentasyon ortami olarak YPK buyyon, malt ekstrakt broht, 6n iglemlerden
gegirilmiy melas, slempe ve peynir alti suyu uygun sekilde hazirlandiktan sonra IN
NaOH ile pH'si 5,5'e ayarlanmis ve otoklavda 121°C'de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika
sire ile steril edilmistir. 250 ml erlenler i¢ine 50ml olarak hazirlanan fermentasyon
ortamlant ¢alkalamal etiivde 27°C'de 150 (rp.m) 3, 5 ve 8 gin fermentasyona
birakilmigtir. Fermentasyon ¢ift paralel olarak aym kogullar altinda butiin besiyerleri

igin ayr1 ayri tekrarlanmigtir [4].
2.2.5. Fermentasyon Sonras1 Misellerin Almmmasi

Suglarin 3, 5 ve 8 giinliik fermentasyonlar1 sonunda olusturduklan miseller
fermentasyon ortamindan kurutma kagidi yardimiyla filtre edilerek ayrilmigtir. Ayrilan
miseller bire bir oraninda Hekzan-metanol (1:1) kangimi bulunan erlenlere konulmug ve
galkalamal etiivde 55°C'de 2 saat alkalanmigtir. Miseller kurutma kagidi yardimiyla
filtre edilerek ortamdan ayriimistir. Geriye kalan organik ¢oziicti 446 nm, 455 nm,

483nm 'deki absorbanslan spektrofotometre (UV-2101 PC UV-VIS Scannig Shimadzu )
de Olgilmustir [17].

2.2.6. Misellerin Kuru Agirlik Miktarinin Saptanmasi

Miseller hekzan-metanol (1:1) kangiminindan huni yardimiyla kurutma
kagidindan filtre edilerek ortamdan ayrilmistir. misellerin kuru agritklarini bulmak igin

70°C'de 3 giin bekletilmis ve misellerin kuru agirlik miktarlars saptanmugtir [4].

2.2.7.Standart B-karoten Egrisinin Cizilmesi

B-karoten (B-karoten CaoHse, Merck) belli bir hacimde metanol 10 ppm 20 ppm
30 ppm olarak gozeltileri hazirlanmustir. Bu hazirlanan gozeltiler, UV-2101 PC UV-VIS
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Scannig (Shimadzu) Spektrometre'de 446 nm, 455 nm, 483 nm dalga boylarinda
absorbanslan okunmustur. Ug dalga boyu igin okunan absorbans degerlerine gore

standart B-karoten egrisi ¢izilmigtir (Sekil.5.1).

”~
g
E
[7,]
g
o ——446m
_§ —A—4551m
< —8—483nm

O 1 I | 1 1 |
0 5 10 15 20 25 30 35

Beta karoten (mg/lt)

Sekil 2.1. Standart B-karoten Egrisi

2.2.8. B-Karoten Miktarmin Standart Egri Uzerinden Saptanmasi

Fermentasyon sonunda elde edilen tiriiniin (3-karoten) spektrofotometre de 446
nm, 455 nm, 483 nm dalga boylarinda okunan absorbanslarin degerleri, daha 6nce
gizilen sekil.2.1'de gosterilen standart egriye uygulanarak miktar tayini mikrogram
cinsinden agagidaki sekilde hesaplanmistir.

Standart B-karoten grafiginden okunan ppm degeri X ¢ozgen hacmi (ml) = pgr
(mikrogram)/litre. Boylece mikrobiyolojik yolla elde edilen B-karoten miktan

saptanmugtir [4].
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3. BULGULAR

3.1. Farkh Besiyerlerinde Degisik Sicakliklarda Suslarin Biiyiimesi

Patates dekstroz agar ve wort agar'da P.blakesleeanus, B.trispora, P.nitens,
M.mucedo'nun 20°C, 27°C ve 37°Cde bes gunlik inkibasyon siiresi boyunca
olusturduklari koloni gaplan dlgtilerek sekil.3.1-3.8'de verilmigtir. Buna gore en iyi
gelismeyi P.blakeslceanus ve M.mucedo suslan 20°C'de Patates dekstroz agar'da,
B.trispora ve P.nitens suslar1 20°C'de wort agarda gostermislerdir.

Dérdiincii giinde patates dekstroz agarda olugan koloni gaplart 20°C'de
P.blakesleeanus'ta 8,5 cm, B.trispora‘da 7,4 cm, P.nitens'te 8,3 cm, M.mucedo'da 8 cm.,
27°C'de ise P.blakesleeanus'ta 8,3 cm, B.trispora'da 7,4 cm, P.nitens'te 6,1 cm ve
M.mucedo'da 7,4 cm olarak belirlenmisgtir (Sekil 3.5.-3:8). A

Wort agar'daki koloni caplan ise 20°C'de P.blakesleeanus'ta 8,7 cm,
B.trisporada 85 cm, P.nitens'te 7,8 cm, Mmucedo'da 6,5 cm. 27°C'de ise
P.blakesleeanus'ta 8,5 cm, B.trispora'da 6 cm, P.nitens'ta 7,2 cm, M.mucedo'da 6,2 cm
olarak belirlenmigtir. Patates dektroz agar ve wort agarda 37°C'de test

mikroorganizmalarinin hig biri gelismemistir.
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Sekil.3.1. P.blakesleeanus sugunun 20°C ve 27°C Patates dekstroz agarda ve wort
agardaki koloni gaplan
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Sekil.3.2. B.tripora susunun 20°C ve 27°C'de Patates dekstroz agarda ve wort agardaki

koloni ¢aplari
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Sekil.3.3. P.nitens susunun 20°C ve 27°C Patates dekstroz agarda ve wort agardaki

koloni ¢aplart
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Sekil.3.4. M. mucedo susunun 20°C ve 27°C'de Patates dekstroz agar ve wort agardaki
koloni gaplart

Sekil.3.5. Phycomyces blakesleeanus susunun genel gorintiisi
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i

Sekil.3.7. Phycomyces nitens susunun genel goriintiisi

TC. YOKSEXOGRETIM KIRULA
DOXIMANTASYON MERKEZL
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Sekil.3.7. Mucor mucedo susunun genel gortintiis

3.2. Fermentasyonla B-karoten Uretimi
3.2.1. Sentetik Besiyerlerinde f-karoten Uretimi

Fermentasyon ortami olarak YPK buyyon ve malt ekstrakt buyyon kullanlarak
yapilan denemelerde P.blakesleeanus, B.trispora, P.nitens ve M.mucedo suslar ile elde
edilen B-karoten ve misellerin kuru agirhk miktarlari gizelge 3. 1-3.6'da verilmistir.

YPK buyyon'da ii¢ ginlik fermentasyon siresinde en yiiksek p-karoten
4,8mg/lt ile P.nitens'de elde edilirken, en yiiksek kuru agirlik miktar 0,15 gr'la P.nitens
ve B.tripora'da elde edilmigtir. En disik kuru agirlik ise 0,06 gr'la M.mucedo'da
olusmustur. Bes giinliik fermentasyon denemelerinde ise suslarda hem kuru agirhk
miktari hem de B-karoten miktarlarinda artig olmustur. Besinci giinde en yiksek kuru
agirhk miktani 0,21 grlla B.trispora'da elde edilirken en yitksek B-karoten miktar

12,1mg/lt ile P.nitens susu kullamlan fermentasyondan elde edilmistir. En dusik B-
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karoten ve kuru agirlik miktant M.mucedo'da olmustur. Sekiz giinliik fermentasyonda ise
B-karoten ve kuru madde miktarlarinda bir diisiis goriilmistiir. Sekizinci giinde en
yiksek kuru agirlik miktar: 0,11 gr'lae P.nitens'de elde edilirken en yiiksek B-karoten
miktart 5,3 mg/lt ile B.frispora'da elde edilmistir. En digiik B-karoten ve kuru agirlik
miktan ise P.blakesleeanus'da olugmustur.

Fermentasyon ortamu olarak malt ekstrakt buyyon kullanildiginda ti¢ ginlik
fermentasyonda en yiiksek B-karoten miktar1 10,3 mg/It ve kuru agirlik miktan 0,28 gr
ile P.blakesleeanus'tan elde edilmistir. Bes gunlik fermentasyonda ise en yliksek -
karoten miktann 27,9 mg/lt ve en yiksek kuru agirhk miktan 0,40 gr'la
P.blakesleeanus'tan elde edilmigtir. Sekiz giinlikk fermetasyonda ise en yiiksek -
karoten miktar1 20,6 mg/lt ile B.trispora'da elde edilirken en yiiksek kuru agirhik miktar
ise 0,34 gr ile P.blakesleeanus'tan elde edilmistir. v

Malt ekstrakt buyyon kullamilarak yapilan denemelerde U¢ glnlik
fermentasyonda en digiik B-karoten miktant ve kuru agulk miktann M.mucedo'da
gorulirken bes giinlilk fermentasyonda en digiik B-karoten ve kuru madde miktan
P.nitens'de olugsmugtur. Sekiz giinlik fermentasyonda ise B-karoten ve kuru agilik
miktarlarinda bir azalma goriliirken, en diigiik B-karoten kuru madde miktar1 M.mucedo
susunda elde edilmistir.

Malt ekstrakt buyyon'da elde edilen f-karoten ve kuru agirlik miktan YPK
buyyon'a gore daha yiiksek olmustur. Malt ekstrakt buyyon'da en uygun fermentasyon

siiresi 5 giin olarak belirlenmisgtir.
3.2.2. Melas Ortaminda B-karoten Uretimi

Melas seker fabrikasmin yan iiriini olup koyu kahve renkli bir bilesiktir.
Tiirkiye'deki yillik tiretimi 380.000 tonu bulunmaktadir. Seker sanayinin caligmalart
gozden gegirildiginde bu miktarin ileri ki yillarda daha da artacag ortaya ¢ikmaktadir.
Melas bilesim zenginligi yoniinden, yurdumuzda bazi endiistriyel kollarinda kullanim
alam bulmaktadir. Melas igerisinde kompleks polisakkaritler, invert sekerler,

karbonhidrat olmayan ¢esitli bilegikler, koyu renkli azot igeren polimerik bilesikler,
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inorganik iyonlar, malik, sitrik, laktik, formik, asetik, ve propiyonik asitler gibi organik
asitler bulundurmaktadir [5]. Deneylerde kullanilan melas'in bazi kimyasal 6zellikleri
¢izelge.2.1'de verilmistir.

Melas ortamunda P.blakesleanus, P.nitens, B.trispora ve M.mucedo suglarimn
olusturduklan B-karoten ve kuru agirlik miktan cizelge 4.1-4.3'de verilmisgtir.

Melas kullanilarak yapilan denemelerde ii¢ ginliik fermentasyonda en yiiksek
B-karoten miktart 11,7 mg/lt ve en yiksek kuru agirlik miktart 0,24 gr'la B.trispora'da
elde edilmistir. Beg gtinlik fermentasyonda ise en yiiksek B-karoten miktar1 43,3 mg/It
ile B.trispora'da elde edilirken yine kuru agirlik miktan 0,25 grlla B.trispora'da elde
edilmistir. Sekiz giinliik fermentasyonda ise en yiiksek PB-karoten miktar1 28 mg/lt ile
B.trispora'da elde edilmigtir. Sekiz ginlik fermentasyonda elde edilen [B-karoten
miktari ve kuru agirhk miktarinda bir azalma goriilmustir.

Melas ortaminda ii¢ ve bes giinliik fermentasyonlarda en dusik B-karoten
miktan M.mucedo'da elde edilirken en digiik kuru agirhk miktant P.blakesleeanus'ta
olugsmustur. Sekiz giinliikk fermentasyonda ise en disuk B-karoten miktan P.nifens'te, en
diigiik kuru agirlik miktan 0,19 gr'la B.trispora ve P.blakesleeasnus'ta elde edilmistir.

Melas igin en uygun fermentasyon siiresi P.blakesleeanus, P.nitens ve

B.trispora suslarinda 5 giin, M.mucedo suslari igin ise 8 giin olarak belirlenmistir.

3.2.3. Slempe Ortaminda B-Karoten Uretimi

Slempe geker fabrikasinin yan iriinii olan melas'tan fermentasyon yoluyla alkol
iireten fabrikalarda ortaya gikan kotii kokulu, koyukahverengli sivi bir ‘atiktir. Uretilen
bir litre alkol icin yaklagik oniki litre slempe olusurmaktadir. Eskisehir seker
fabrikasinda ortaya ¢itkan slempe yaklastk 600-800 ton/glin'li bulmaktadir. $lempe
toplam azot ve fosfor bakimindan oldukga fakir, potasyum bakimindan ise oldukga
zengin bir bilesikten olugmaktadir. Yogun organik kirlilik ytikii nedeniyle slempe'nin
dogrudan dogruya araziye veya alici su ortamina verilmesi sakincalar dogurmaktadir.

Slempe'den endiistride genellikle , potasyum kaynagi, hayvan yemi ve sivi giibre olarak
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kullanilmaktadir. Deneylerde kullamlan slempe'nin bazt kimyasal 6zellikleri
gizelgé.z. 1'de verilmigtir.

Fermentasyon ortamu olarak slempe kullanilarak yapilan denemelerde
P.blakesleanus, P.nitens, B.trispora ve M.mucedo suglarinin olusturduklar1 B-karoten ve
kuru agirlik miktan gizelge 5.1-5.3'de verilmigtir.

Fermentasyon ortam: olarak slempe kullanildiginda ¢ giinliik fermentasyonda
en yiiksek B-karoten miktart 4,2 mg/lt ile P.nifens'de ve en yiiksek kuru agirhk miktari
0,12 gr'la B.trispora'da elde edilmistir. Bes gunliik fermentasyonlar da ise en yiiksek f-
karoten miktan1 11,2 mg/lt B.frispora‘da elde edilirken en ytksek kuru agirlik miktan
0,21 grile M.mucedo'da elde edilmistir. Sekiz giinliik fermentasyonda ise en yiiksek B-
karoten miktan1 4,7 mg/lt ile B.trispora'da en yiiksek kuru agirhik miktar: 0,18 grlla
M.mucedo'da olmustur. .

Slempe ortaminda ii¢ ginlik fermentasyonda en disuk B-karoten miktan
M.mucedo elde edilirken bes giinliik fermentasyonda ise en diigiik B-karoten miktar
P.nitens'te olmustur. Ug ve bes giinliik fermentasyonlarda ise en diigik kuru agirhk
miktan P.blakeseeanus elde edilirken sekiz giinliik fermentasyon denemelerinde ise en
diigiik B-karoten miktan P.blakesleeanus'ta ve en digik kuru agirlik miktarinda ise
B.trispora'da elde edilmistir. Slempe kullanilarak yapilan fermentasyon deneylerinde en

uygun fermentasyon stresi beg giin olmustur.
3.2.4. Peynir alt1 suyu Ortaminda B-karoten Uretimi

Peynir alt1 suyu siit sanayinin bir attk maddesi olup, peynir imalat1 sirasinda
stittiin peynir mayas:1 yardimiyla kazein'in ¢oktiiriilmesinden sonra arta kalan yesilimsi
sar1 renkte bir stvidir. Bilesim yoniinden g¢ok zengin olan bu madde, yurdumuzda her yil
yaklagik 800.000 ton civarinda olusmakta ve hemen hemen hi¢ degerlendirilmemektedir
[4]. Aragtirmamizda kullanilan peynir alti suyunun bazi kimyasal ozellikleri gizelge
2.1'de verilmistir. Peynir alti suyu kullanilarak yapilan fermentasyonlarda
P.blakeslecanus, P.nitens, B.trispora ve M.mucedo suglarinin B-karoten ve kuru agirhk

miktarlar gizelge.6.1- 6.3'de verilmistir.
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Peynir alt1 suyun'da ii¢ giinlik fermentasyon sonunda en yiitksek fB-karoten
miktar1 5,8 mg/lt ile P.blakesleeanus'ta elde edilirken, yine en yiiksek kuru agirlik
miktanida 0,29 gr'la P.blakesleeanus'ta olugmustur. Bes giinlitk fermentasyonda ise en
yiiksek B-karoten miktari 12,5 mg/lt ile B.trispora'da elde edilmistir. En yiiksek kuru
agirlik miktant 0,35 gr'la P.blakeslecanus'ta olugmustur. Sekiz giinlik fermentasyonda
ise en yiiksek B-karoten miktar1 5,6 mg/lt ile P.nitens'te en yiiksek kuru agirhk miktari
ise P.blakesleeanus'ta olusmustur.

Fermentasyon ortami olarak peynir alt1 suyu kullanildiginda ig, bes ve sekiz
giinlik fermentasyonlarda en diigiik B-karoten miktar1 M.mucedo susunda olugmustur.
En diisiik kuru agirlik miktan ti¢ ve bes giinliik fermentasyonlarda P.nitens'te sekizinci
giinde ise en diigiik kuru agirlik miktari M.mucedo'da olusmustur.

YPK buyyon, malt ekstrakt buyyon, melas, slempe ve peynir alti suyuyla
yapilan fermentasyon sonunda P.blakesleeanus, P.nitens ve B.trispora suslarinda en
yiksek PB-karoten miktar1 bes ginlik fermentasyonlarda melas'ta elde edilmistir.
M.mucedo'da ise en yiiksek B-karoten miktari sekizinci giinde melas'ta olugmustur.
P.blakesleeanus, B.trispora, M.mucedo igin en yiiksek kuru agirhk miktar: malt ekstrakt
buyyon'da olugmustur. P.nitens'te ise en yiiksek kuru agirlk miktan melas 'tan elde

edilmigtir.

Cizelge 2.1. Melas, slempe ve peynir alt1 suyu'nun kimyasal yapist

Analizler Melas Peynir alt1 suyu  Slempe
Kuru agirlik % 86 %5 % 65,3
Seker % 51,9 % 1,2 % 3,4
Protein % 11,2 %27 % 27,1
Yag - %0,1 % 0,5'den az
Kiil % 4 %2 %5




Cizelge.3.1. YPK broht'ta suglarin 3 giinlik fermentasyonu sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktari
apirhik
(e 446 455 483 (mg/lt)
P.blakesleeanus 0,12 0,056 0,053 0,038 2,8
P.nitens 0,15 0,115 0,110 0,080 48
B.trispora 0,15 0,024 0,023 0,016 1,8
M.mucedo 0,06 0,069 0,066 0,048 3,3

Cizelge.3.2. YPK broht'ta suglarin 5 giinlitk fermentasyonu sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru agirlik Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktar
(gr) 446 455 483 (mg/lt)
P.blakesleeanus 0,14 0,209 0,201 0,145 7.9
P.nitens 0,16 0,334 0,321 0,232 12,1
B.trispora 0,21 0,126 0,121 0,087 52
M.mucedo 0,11 0,056 0,053 0,038 2,8

Cizelge.3.3. YPK broht'ta suglarin 8 giinlik fermentasyon sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru agirhik Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktari
(g0 446 455 483 (mg/lt)
P.blakesleeanus 0,08 0,077 0,074 0,053 3,5
P.nitens 0,11 0,077 0,074 0,053 3,5
B.trispora 0,10 0,131 0,126 0,091 53
M.mucedo 0,09 0,099 0,095 0,068 4,3
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Cizelge.3.4. Malt ekstrakt broht'ta suglarin 3 giinliik fermentasyon sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru agirhk Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktar
(gr) 446 455 483 (mg/1t)
P.blakesleeanus 0,28 0,279 0,268 | 0,194 10,3
P.nitens 0,17 0,235 0226 | 0,163 8,8
B.trispora 0,22 0,209 0,201 0,145 79
M.mucedo 0,16 0,232 0,223 0,161 8,7

Cizelge.3.5. Malt ekstrakt broht'ta suglarin 5 giinlitk fermentasyon sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru agirhik Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktan
(gn) 446 455 483 (mg/lt)
P.blakesleeanus 0,40 0,799 0,578 0,557 27,9
P.nitens 0,15 0,330 0,317 0,230 12
B.trispora 0,30 0,730 0,702 0,497 25
M.mucedo 0,39 0,390 0,375 0,271 14

Cizelge.3.6. Malt ekstrakt broht'ta suglarin 8 giinliikk fermentasyon sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru agirhk Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktar
(gn) 446 455 483 (mg/lt)
P.blakesleeanus 0,34 0,370 0,356 0,258 13
P.nitens 0,30 0,439 0,422 0,305 15,6
B.trispora 0,32 0,588 0,567 0,410 20,6
M.mucedo 0,32 0,298 0,287 0,208 10,5
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Cizelge.4.1. Melas ortamin'da suglarin 3 giinliik fermentasyon sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru agihk Absorbans degerleri (nm) B-karoten mikian
(gn) 446 455 483 (mg/lt)
P.blakesleeanus 0,12 0,310 0,293 0,219 11,3
P.nitens 0,20 0,303 0,291 0,211 11,1
B.trispora 0,24 0,321 0,309 0,224 11,7
M.mucedo 0,13 0,155 0,149 0,108 6,1

Cizelge.4.2. Melas ortamun'da suglarin 5 giinliik fermentasyon sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru agirlik Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktan
(g0 446 455 4383 (mg/lt)
P.blakesleeanus 0,20 0,652 0,627 0,454 22,8
P.nitens 0,23 0,621 0,598 0,433 21,7
B.trispora 0,25 1,243 1,196 0,866 43,3
M.mucedo 0,24 0,373 0,356 0,234 13,4

Cizelge.4.3. Melas ortamin'da suglarin 8 giinliik fermentasyon sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru agirlik Absorbans degerleri (nm) B-karotcn miktari
(gr) 446 455 483 (mg/1t)
P.blakesleeanus 0,19 0,429 0,413 0,269 15,3
P.nitens 0,20 0,337 0,324 0,234 12,2
B.trispora 0,19 0,834 0,803 0,580 28
M.mucedo 020 |0471 0453 | 0327 16,7
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Cizelge.5.1. Slempe ortamin'da suslarin 3 giinlitk fermentasyonu sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktarn
agirhk
(g0 446 455 483 (mg/lt)
P.blakesleeanus 0,05 0,070 0,067 0,048 3,3
P.nitens 0,05 0,096 0,092 0,066 42
B.trispora 0,12 0,099 0,095 0,068 3,9
M.mucedo 0,05 0,068 0,065 0,047 3,2

Cizelge.5.2. Slempe ortaminda suglarin 5 giinliik fermentasyonu sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru agirhik Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktari
(g 446 455 483 (mg/lt)
P.blakesleeanus 0,05 0,268 0,258 0,186 9,9
P.nitens 0,19 0,095 0,093 0,066 4,1
B.trispora 0,07 0306 | 0293 | 0213 11,2
M.mucedo 0,21 0,114 0,113 | 0,079 4,38
\
Cizelge.5.3. Slempe ortamin'da 8 giinliik fermentasyon sonundaki verileri
Mikroorganizmalar Kuru agulik Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktart
(gr) 446 455 483 (mg/lt)
P.blakesleeanus 0,16 0,060 0,055 0,041 3,0
P.nitens 0,16 0,094 0,090 0,065 4,1
B.trispora 0,15 0,111 0,106 0,077 4,7
M.mucedo 0,18 0,075 0,072 0,052 3,5
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Cizelge.6.1. Peynir alt1 suyun'da suslarin 3 giinliitk fermentasyon sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru agulik Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktart
(gr) 446 455 483 (mg/lt)
P.blakesleecanus 0,29 0,145 0,139 0,100 5.8
P.nitens 0,10 0,114 0,109 0,079 438
B.trispora 0,16 0,137 0,131 0,095 5,5
M.mucedo 0,23 0,110 0,105 0,076 4,6

Cizelge.6.2. Peynir alt1 suyun'da suglarin 5 giinliik fermentasyon sonundaki verileri

Mikroorganizmalar Kuru agirlik Absorbans degerleri (nm) B-karoten miktar
(g0 446 455 483 (mg/1t)
P.blakesleeanus 0,35 0,328 0,315 0,228 11,9
P.nitens 0,15 0,303 0,291 0,210 11,1
B.trispora 0,23 0,345 0,332 0,240 12,5
M.mucedo 0,31 0,284 0,273 0,197 10,4

Cizelge.6.3. Peynir alt1 suyun'da suglarin 8 giinliik fermentasyon sonundaki verileri

B-karoten miktari

Mikroorganizmalar Kuru agurik Absorbans degerleri (nm)

(gn) 446 455 483 (mg/lt)
P.blakesleeanus 0,31 0,116 0,111 0,080 4.8
P.nitens 0,24 0,140 0,134 0,094 5,6
B.trispora 0,25 0,118 0,113 0,082 49
M.mucedo 0,20 0,102 0,098 0,071 44
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3.2.5. Aycicek ve Soya Yagi Katilarak Elde Edilen Fermentasyonlardaki -karoten
ve Kuru Agirhik Miktar

Fermentasyon ortami olarak kullamlan melas, slempe ve peynir altt suyuna
aycicek ve soya yagi katildiginda P.blakesleeanus, P.nitens, B.trispora ve M.mucedo
suglarimin olugturduklar1 B-karoten ve misellerinin kuru agirlik miktarlan gizelge 7.1-
7.2'de gosterilmistir.

Aygicek yag1 katilarak yapilan fermentasyonlarda en yiiksek B-karoten miktar1
melas ortaminda 22,6 mg/lt ve peynir altt suyunda ise 9,6 mg/lt ile B.trispora'da
olusurken slempe ortaminda ise 11 mg/lt ile P.blakeslecanus'ta elde edilmistir (gizelge
7.1.). En yiiksek kuru agirlik miktan ise melas'ta 0,71 gr ve peynir alt: suyunda ise
0,69gr'la B.trispora'da slempe'de ise 1,01 gr/lt ile P.bakesleeanus'ta elde edilmistir
(gizelge 7.2.)

Soya yag1 katilarak yapilan denemelerde ise en yiiksek B-karoten miktar1 melas
ortaminda 24,1 mg/lt ile P.blakesleeanus'ta slempe ortaminda 16,3 mg/lt ve peynir alti
suyunda ise 18,8 mg/lt ile B.trispora'dan olusmustur. (gizelge 7.1). En yiiksek kuru
agirhik miktan ise melas'ta 0,75 gr, slempe'de 1,01gr ve peynir alt1 suyunda ise 0,95 gr
ile P.blakesleeanus'ta elde edilmigtir (gizelge 7.2.).

Cizelge.7.1. Fermentasyon ortamlarina aygigek yagi ve soya yag katilarak geligen
suslarin olusturduklan B-karoten miktarlar1 (mg/lt)

Kullamlan ~ Ortamiar P.blakesleeanus | B.trispora P.nitens M. mucedo
Mclas 18,7 22,6 17,3 8,3
Aygicek Slempe 11,0 6,25 5,5 7,5
Yagi'da | Peynir altt suyu 8.4 9.6 8,2 43
Mclas 24,1 20,8 16 13,8
Soya Slempe 13,2 16,3 8,1 4,0
Yagin'da | Peynir altt suyu 7.8 18,8 6,6 4.4
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Cizelge.7.2. Fermentasyon ortamlarina aygigek yagi ve soya yag ilave edilerek geligen
suglarin olusturduklar: kuru misel miktan (gr)

Kullanilan  Ortamlar P.blakesleeanus | B.trispora P.nitens M.mucedo
Melas 0,73 0,76 0,71 0,47
Ayeicek Slempe 1,01 0,63 0,55 0,68
Yaginda | Peynir alti suyu 0,56 0,61 0,58 0,39
Melas 0,65 0,57 0,53 0,48
Soya Slempe 0,41 0,46 0.39 0,27
Yagmda | Peynir alts suyu 0,95 0,48 0,40 0,35

3.2.6. Isxkh Ortamlardaki Fermentasyonlarda Elde Edilen p-Karoten ve Kuru
Agirlik Miktari

Isikli ortamda melas, slempe ve peynir alt1 suyu'da geligen P.blakesleeanus,
P.nitens, B.trispora ve M.mucedo suslarimn olusturduklar1 B-karoten ve kuru agirlik
miktarlarina gizelge 8.1-8.2'de verilmigtir.

Fermentasyon ortami olarak kullarulan melas'ta en yiiksek B-karoten miktar
41,7 mg/lt ile B.trispora'da yine slempe'de 23,4 mg/lt B.trispora'da ve peynir alti
suyunda ise en yiiksek P-karoten miktar1 ise 23 mg/lt ile P.blakesleeanus'ta elde
edilmigtir (¢izelge 8.1). |

En yiksek kuru afirlhlk miktan ise melas ortaminda 0,25 gr/it ile
P.blakesleeanus'ta peynir alt1 suyun'da 0,75 gr ile P.nitens susunda ve glempe ortaminda
ise 0,09 gt/lt ile P.blakesleeanus susunda elde edilmistir (gizelge 8.2.)

Bir giin karanlik, dort giin 1giklilandirilarak yapilan fermentasyon denemeleri sonunda
P.blakesleeanus susu en yiksek B-karoten miktarini 27,3 mg/lt melas ortaminda,

B.trispora susu 41,7 mg/lt ile melas ortaminda ve P.nitens susu ise 30,7 mg/lt ile yine



melas ortaminda olusturmugtur. M.mucedo susu ise en yiiksek B-karoten miktarini 7,09

mg/1t ile peynir alt1 suyu ortaminda olugturmugtur.

Cizelge 8.1. Isikli ortamda melas, slempe ve peynir at1 suyunda olugturduklar1 B-karoten

miktarlari (mg/1t)

Fermentasyon Ortamu | Melas Ortamu Slempe Ortam: Peynir alt1 suyu
Ortami

P.blakesleeanus 27,3 7,4 23,0

B.trispora 41,7 234 16,5

P.nitens 30,7 18,3 19,5

M.mucedo 1,6 2,5 7,09

Isikl1 ortamda melasta elde edilen B-karoten miktari, 1giklandirilmadan elde
eldilen B-karoten miktarina gore B.frispora susunda hemen hemen ayn: miktarda elde
edilirken P.blakesleeanus, P.nitens'te artiy, M.mucedo'da azalma olmustur. $lempe'de
ise yine P.blakesleeanus biraz, M.mucedo'da yan yariya azalma olurken B.trispora'da
iki katlik, P.nitens'te dort kathik bir artig gorilmistir. Peynir alt1 suyunda ise B-karoten
miktar1 P.blakesleeanus, B.trispora, P.nitenste attiy M.mucedo'da ise azalma
gorilmugtiir.

Cizelge 8.2. Isikli ortamda melas, slempe ve peynir at1 suyunda olusan kuru agirlik
miktan (gr/lt)

Fermentasyon Ortami | Melas Ortami Slempe Ortam1 Peynir alt1 suyu
Ortami
P.blakesleeanus 0,25 0,09 0,74
B.trispora 0,24 0,06 0,52
P.nitens 0,18 0,07 0,75
M.mucedo 0,17 0,08 0,66
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4.SONUCLAR, YORUM VE ONERILER

Biyoteknolojideki geligmelere bagli olarak son yillarda fermentasyonla B-
karoten iiretimi konusunda galigmalar artmugtir. Ulkemizde ise B-karoten iiretimi iizerine
¢ok az aragtirma yapilmugtir [4].

Aragtrmamizda hem endistriyel atik maddelerin g¢evreye zarar vermeden
degerlendirilmesi hem de besin ilag endiistrisinde provitamin a olarak kullanilan B-
karoten'in tretilmesi amaglanmigtir. Bu amag i¢in seker fabrikasimin yan iriinti olan
melas, slempe ve siit sanayinin atik maddesi olan peynir alt1 suyu dogal besiortami
olarak kullamlmgtir. Sentek besiortami olarakta malt ekstrakt broht ve YPK broht'tan
fermentasyon yoluyla B-karoten iiretilmeye galigilmigtir.

Yaptigimiz ¢aligymada patates dekstroz agar ve wort agar'da P.blakesleeanus,
P.nitens, B.trispora, ve M.mucedo suglarinin bitytime miktarlan 6lgtilmistir. Buna gore
P.blakesleeanus, ve P.nitens suglari 20°C'de patates dekstroz agar'da B.trispora ve
M.mucedo suglan ise 20°C'de wort agar'da en iyi biiyiimeyi gosterdigi gorillmiigtiir.
Ancak, c¢aliymamizda kullandigimiz ¢alkalamali etiv sogutmali olmadigindan
fermentasyon iglemleri gok biiyiik fark olmadig1 igin 27°C'de yirutiilmiistiir.

Gerek YPK broht ve malt ekstrakt broht gibi sentetik besiyerlerinde ve gerekse
melas, slempe ve peynir alt1 suyu gibi dogal besiyerlerinde maksimum [-karoten
miktar1 beginci giinde elde edilmigtir. Sekizinci giinde ise B-karoten miktarinda bir
azalma oldugu gorulmiigtir. Bunun sebebinin ise B-karoten'nin oksidasyona ugramasi
olabilir [4]. Aragtiricilar, ortama antioksidan maddelerin ilavesinin B-karoten veriminin
artirdigim bildirmigtir [4].

Sentetik besiyeri olarak kullamlan YPK broht ile yapilan fermentasyon
denemelerinde B-karoten miktar:1 1,8-12,1 mg/lt arasinda degigmistir. En yiiksek -
karoten besinci giinde P.nitens ¢ giinlik fermentasyonlarda elde edilen B-karoten'e
gore P.blakesleeanus ve B.trispora'da g kat, P.nitens'te iki buguk kat ve M.mucedo'da

ise hemen hemen ayni kaldig: goériilmiistiir.
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Malt ekstrak broht'ta yapilan denemeler sonunda B-karoten miktan 7,9-
27,9mg/lt arasinda degigmistir. En yiiksek B-karoten P.blakesleeanus'ta elde edilmisgtir.
Malt ekstrakt broht'ta ise beg ginliik fermentasyonlarda elde edilen B-karoten miktar1 Gig
gunliik fermentasyonda elde edilen B-karoten miktarina gore yaklagik olarak B.#rispora
'da u¢ kat, P.blakesleenaus'ta iki kathik bir artig diger suslarda ise ¢ok az bir fark
gorilmiigtiir. Malt ekstrakt broht'ta elde edilen B-karoten miktari YPK broht'ta oranla
daha fazla olustugu gértlmiigtir.

Melas kullanilarak yapilan fermentasyon denemelerin ise B-karoten miktan
6,1-43,3 mg/lt arasinda degigmistir. En yiiksek B-karoten besinci gunde B.trispora
susunda elde edilmigtir. Beg giinliik melasin fermentasyonundan elde edilen B-karoten
miktanina goére P.blakesleeanus, P.nitens ve M.mucedo iki kat, B.trispora'da li¢ kat
artif1 gorilmiigtiir.

Slempe ile yapilan fermentasyon denemelerinde ise B-karoten miktar1 3 ile
11,2 mg/lt arasinda degigmigtir. En yiiksek B-karoten miktan B.trispora susunda elde
edilmigtir. Bes ginliikk glempe ortaminda elde edilen B-karoten miktani ¢ giinlik
fermentasyonda hemen hemen aymi oldugu gorilmusgtiir.

Peynir altt suyu ile yapilan fermentasyon denemelerinde ise B-karoten miktari
44.-12,5 mg/lt arasinda degigmigtir. En yiiksek sonu¢ besinci giinde B.frispora
susundan elde edilmigtir. Peynir alt1 suyunda P.blakesleeanus, B.trispora, P.nitens ve
M.mucedo suglarinda beg giinliikk fermentasyonla elde edilen B-karoten miktarindan iki
kat fazla oldugu gorilmiigtiir.

Melas, slempe ve peynir alt1 suyu gibi dogal besiortamlan iginde en iyi
fermentasyon ortaminin melas oldugu saptanmugtir. Melas kullamlarak yapilan
calismalarda B.trispora'da (43,3 mg/lt) maksimum iirin elde edilmigtir. Melas'ta en
diigik B-karoten ise M.mucedo'da (13,4 mg/lit) susunda olmugtur. Sentetik besiortami
olan YPK broht'ta ise en diigilk B-karoten miktan elde edilmigtir. Siit sanayinin atik

uiriinii olan peynir alt1 suyunda ise en yiiksek f8-karoten verimi B.frispora susunda elde
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edilmistir. $lempe ortaminda B-karoten veriminin melas ve peynir alt1 suyuna gére daha
az miktarda oldugu goérilmiigtiir.

Ekmekgi [4] tarafindan, benzer olarak mikrobiyal yolla B-karoten iiretimi
lizerine yapilan bir galigmada; fermentasyon ortam olarak malt ekstrakt broht
kullamldiginda B-karoten miktarimin 3,6-8 ugr/lt arasinda degistigini, peynir alt1 suyu
kullanildiginda ise P-karoten miktariin 136,4-165,5 pgr/lt arasinda degistigini
saptamugtir. Arastirici, peynir alt1 suyunun malt ekstrakt broht'ta gore yaklagik 40 kat
verim artigina neden oldugunu bildirmistir.

Cabiymamizda ise verim artiglan1 bu kadar yiiksek olmamistir. Bunun nedeni
kullamlan dogal besiortamlarinin bilesimlerinin farkl: olmasi olabilecegi gibi kullanilan
mikroorganizmalarin farkli olmasindan da olabilir. Aragtiricilar B-karoten biyosentezine
biiylime ortaminin bilegiminin biiyiik 6lgiide etkili oldugunu bildirmislerdir [8].

Phycomyces'lerin Choanephoracea familyas: ve bu familyamn P.blakesleeanus,
B.trispora suslarinda B-karoten uretimi tizerine bir gok aragturma yapilmugtir [16,17].
Bununla birlikte M.mucedo ve P.nitens suglarinda B-karoten bulunmaktadir. Bu nedenle
arastrmamizda bu  suslar  kullamlmigtir.  Yapilan galigmalar  kullamlan
mikroorganizmalara gore B-karoten veriminin degistigini gostermektedir [16,17].

Ayrica aragtincilar funguslarin (+) ve (-) suslan ile yapilan fermentasyon
denemelerinde B-karoten miktarinin degigtigini bildirmiglerdir [4].

Kim Won-Seon vd [19] B.trispora(+) ATCC 14271 straininde 4 mg/lt ve
B.trispora(-) ATCC 14272 straininde 52 mg/lt B-karoten olustuBunu fakat B.#rispora'nin
kangik kiiltiirlerinde ise 150 mg//lt B-karoten elde edildigini saptamislardir.

Margalith [23] P.blakesleeanus(-) NRRL 1555 ile yapmis oldugu caligmada 72
saat sonra B-karoten miktarin1 560 mg/gr olarak elde ettigini bildirmistir.

Feofilova vd [24] tarafindan yapilan bir caliymada 72 saat sonra B.#rispora (+)
701 straininde 61,8 pg/gr ve B.trispora (-) 987 strainide 276,5ugr/gr B-karoten elde
ettigini 18 saatlik kultiirlerde ise B-karoten olugsmadigim bildirmigtir.

Yaptifimiz galigmada kuru misel agirlifn YPK buyyonda 0,08-2,1 gr arasinda
degismig ve en yiiksek misel agirlig1 B.trispora sugunda elde edilmistir. Malt ekstrakt
buyyonda ise kuru misel aguligi 0,15-0,40 gr arasinda degigmis ve en yiiksek
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P.blakesleeanus'ta olusmugtur. Melas'ta ise kuru misel agirligt 0,12-0,25 gr arasinda
degismis en yiiksek kuru misel agirhg B.trispora sugunda elde edilmistir. Slempe
ortaminda kuru misel agirlig 0,05-0,21 gr arasinda degigmis ve en yiiksek misel agirhig
M.mucedo'da elde edilmistir. Peynir alt1 suyunda kuru misel agirlig: 0,1-0,35 gr arasinda
degismig ve en yiiksek misel agirlig1 P.blakesleeanus.susunda elde edilmistir.

Genelde en diisiik kuru misel agirlifinin slempe hari¢ diger besi ortamlarunda
M.mucedo susunda oldugu gorilmiigtiir.

B-karoten olusumu ile kuru misel agirhif: arasinda bir iligkinin oldugu, besinci
giinde kuru misel agirliginin artigina paralel olarak B-karoten miktarinda da bir artigin
oldugu ve sekinci ginde kuru misel agirhfimin azaligina baglh olarak [B-karoten
miktarinda da bir azalma oldugu goriilmiigtiir. Benzer olarak yapilan bir galigmada
Ekmekgi [4]; malt ekstrakt broht'ta en az kuru misel agirlig1 4,6 gr/1,5 litre oldugunda
B-karoten veriminin 3,6 pgr/1,5 litre oldugunu, 5,15 gi/1,5 litre2de ise P-karoten
verimin 8 pgr/1,5 litre olduunu, peynir alt1 suyunda ise kuru misel aguhiginin 3,7 gr/lt
oldugunda B-karoten veriminin 136,4 pgr/lt oldugunu, kuru agwhk 4,9 gr/litre
oldugunda ise verimin 165,6ugr/litre oldugunu bildirmistir. Yine Shlomai ve arkadaglar
tarafindan yapilan bir galigmada P.blakesleeanus'un kuru madde miktaninin artmasina
bagl olarak B-karoten miktarinin arttigim bildirmislerdir [22].

Caligmamizda melas, slempe, peynir alt1 suyundan B-karoten verimini artirmak
icin besiortamina aygicek yag1i ve soya yagi ilavesinde aygigek yafi katilan
besiortamlarinda B-karoten miktar 4,8 ile 22,6 mg/lIt arasinda degigmigtir. En yiiksek -
karoten verimi B.trispora'da oldudu griilmiigtiir. Soya yag: katilan besiortamlarinda ise
B-karoten miktart 4,0-24,1 mg/lt arasinda degigmistir. En yiiksek verim ise B.frispora
susunda elde edilmigtir. Yapilan benzer ¢aligmalarda soya yafimn fermentasyon
ortamina ilavesinin B-karoten verimini artirdigs bildirilmigtir [4].

Isiklandirma yapilan fermentasyon denemelerimizde ise B-karoten miktar: melas
ortaminda 1,6 -41,7 mg/lt arasinda, slempe ortaminda 2,5-23,4 mg/lt arasinda ve peynir
alti suyu ortaminda ise 7,09-23 mg/lt arasinda degigmistir. Igiklandirma yapilan
fermentasyon denemelerinde B-karoten miktan P.blakesleeanus susu ile melas'ta ve

peynir altt suyunda artmus, slempe'de ise azalmigtwr. B.frispora susu ile yapilan
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fermentasyonda ise B-karoten miktar1 melasta aym kalmig slempe ve peynir alt1 suynda
artmugtir. P.nitens sugunun kullamildigi fermentasyonlarda B-karoten miktar1 her g
ortamda da artig gostermigtir. M. mucedo susunda ise B-karoten miktar1 her ii¢ ortamda
da azalnma gostermistir.

Isiklandirma P.blakesleeanus, P.nitens, B.trispora'da B-karoten miktarinda
onemli bir artiga neden olmustur. Benzer olarak yapilan ¢aligmalarda da aragtirmacilar
1g181n karotenoidlerin biyosentezini diizenledigini bildirmiglerdir [12].

Bejerano vd., [22] tarafindan yapilan bir ¢aliymada P.blakesleeanus susunda
karanlikta dort giinlik inkiibasyon sonunda 60 pgr/gr B-karoten elde edildigini
bildirmistir. Yine P.blakesleeanus susunda 1gikli ortamda dort giinkik inkiibasyon
sonunda ise B-karoten miktarimin 712 pgr/gr'a ¢iktifi bildirilmigtir. Yanhz kiilttirlerin
siirekli aydinlatiimasinda karotenoid olusumunun devamli artmadig: gozlenmistir. Iki
gun karanlik iki giin aydinlikta B-karoten miktar1 690 pgr/gr , bir gin karanhk ii¢ giin
aydinlikta 757 pgr/gr oldugu bildirilmigtir.

Cesitli faktorler dikkate alindiginda en yiiksek B-karoten miktan B.frispora'da
elde edilmigtir. Bunu P.nifens sugu takip etmigtir.

P.blakesleeanus ile elde edilen B-karoten miktar1 melasa soya yag ilavesi verimi
artinirken aygicek yaginda ayni verim artigt olmamigtir. Slempe igeren ortama ise gerek
aycigek yaginin ilavesi ve gerekse soya yaginin ilavesi verim artigina neden olmustur.
Isik uygulanmas: hem melasta hem de peynir alt1 suyunda B-karoten miktarinda artiga
neden olmugtur.

P.nitens igin de melas iyi bir fermentasyon ortami olmugtur. Her ii¢ dogal besi
ortaminda da 1giklandirma B-karoten miktarniinda artisa neden olmugtur . Aygigek yagi
veya soya yag1 ilavesi B-karoten veriminde melas ve peynir alt1 suyu ortamlarinda bir
artiga neden olmazken, slempe ortaminda bir artiy gérilmiigtiir.

B.trispora'nin kullanildigi fermentasyonlarda en yiiksek B-karoten veriminin
yine melasta elde edilmistir. Slempe ve peynir alt1 suyunun kullanildig1 ortamlarda $-
karoten miktar1 1giklandirma ile artmmgtir. Soya-yagi igeren peynir alti suyunda
B.trispora'da artiy olurken, aygigek yafi ve soya yagi katilan diger fermentasyon

ortamlarinda B-karoten verimini diiglirmiigtiir.
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M.mucedo ile yapilan fermentasyonlarda B-karoten verimi diger funguslara gore
cok diigiik olmugtur. M.mucedo susunda ise melas ve peynir alt1 suyuna aygigek yaginin
katilmas: B-karoten miktarinda bir artiga neden olmamistir. Ancak glempe'ye aygigek
yag katilarak kullamilan fermentasyon ortaminda M.mucedo susunda (4,8 mg/lt'den 7,5
mg/lt'ye) verim artigt olmugtur. Isiklandirma M.mucedo susunda B-karoten miktarinda
bir azalmaya neden olmustur.

Sonug olarak; mikrobiyal yolla B-karoten iiretimi, kullanilan mikroorganizmaya,
fermentasyon ortamina, ilave edilen maddelere, aydinlatmanin uygulamp
uygulanmamasina gore biiyiik olgiide degismektedir. Melas, slempe ve peynir alti suyu
gibi endiistriyel atik maddelerin B-karoten iiretiminde kullamlabilecegi goériilmiigtiir.
Bunlardan 6zellikle melasin kullamldig: fermentasyonlarda diger dogal ortamlara ve
sentetik besiyerlerine goére daha yiksek miktarda B-karoten elde edilmigtir.
B.trispora'min kullanildig: fermentasyonlarda ise melasin en uygun fermentasyon ortami
oldugu géralmigtiir.

Melas, slempe ve peynir alti suyundan endiistriyel gapta B-karoten tiretimi igin
ilave galigmalara gereksinim vardir. B-karoten verimini etkileyen faktorler aragtirilarak
en uygun fermentasyon kosullar1 saptanmalidir.

Cesitli aragtincilar tarafindan besiyeri bilegimi, ortamin pH'si, sicaklik,
havalandirma, ortama ilave edilen retinol, dimetil fitolal gibi kimyasal bilegiklerin B-
karoten verimini etkiledigi, fermentasyon sirasinda vizkozite kontroliiniin ve uygun bir
karnigtirmanin yapilmas: gerektigini ve karotenoid olusumu igin fosfatin 6nemli oldugu
vurgulanmugtir [4,8,12].

Caliymalanmiz galkalamali inkiibatorde yiiriitildiagi igin pH kontroli
yapilamamigtir. Yapilan c¢aligmalar gostermigtir ki B-karoten biyosentezi strasinda
ortamin pH'sinda bir diigme meydana gelmektedir. pH'mn degismesiyle B-karoten
uretiminde sapmalarin olabilecegi bildirilmigtir [22].

Kullanilan fermentasyon ortamlarina goére P-karoten miktan 6nemli olgiide
degigmigtir. Dogal besiortamlarindan melas en iyi besiortami olarak goriilmektedir.
Gerek slempe gerekse peynir alti suyunun kullanilabilmesi igin B-karoten verimini

arttirici ilave galigmalara gereksinim vardir [22,24].
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Ayrica gesitli kimyasal bilegikler denenerek verimin arttirilmas: igin galigmalar
yapilmalidir. Margalith [23]; Aspergillus sp metabolitlerinin B-karoten verimine etkili
oldugunu bildirmigtir. Seon-Won [19] tarafindan yapilan galismada iyonik olmayan
span 20 gibi siirfektanin B-karoten verimini 10 kat arttirdigini bildirilmigtir.

Ortama ilave ettigimiz aygigek ve soya yag B-karoten verimini bekledigimiz
olgiide arttirmamigtir. Bu nedenle karosen, B-ionin gibi diger kimyasallarin denenmesi
faydal olabilir. Ayrica iyonik olmayan deterjanlar, pamuk tohumu, pamuk yag: gibi
bitkisel yaglar da denenebilir.

Buna ilave olarak f-karoten oksidasyonunu oOnlemek igin Ethoksikuin,
Santokuin gibi antioksidanlar ilave edilerek deneyler yapilmahidir. B-karoten
biyosentezi lipit metabolizmasiyla yakindan iliskilidir. Bu nedenle funguslarin lipit
metabolizmasim gelistirmek igin ¢aligmalar yapilmalidir.

Ayrica seksiiel interaksiyon B-karoten verimini arttirmaktadir. Heteroseksiiel
funguslarda (+) ve (-) suslar bir arada kullamlarak deneyler yapilmalidir. B.trispora'da
da benzer g¢aligmalar yapilmugtir. Bu fungusun iki seksiiel formu belli oranlarda
kangtinlarak, aym kultir iginde gelistirilerek B-karoten diretiminde artiy oldugu
bildirilmigtir. Ortamda (+) ve (-) formlarin bir arada bulunmas: trisporik asit gibi bazi
hormonal maddelerin sentezine neden olmaktadir. Trisporik asit ise [-karoten
olusumunu tegvik etmektedir [12,19].

Siper triin veren mutant suglar elde edilerekcaligmalar tekrarlanmalidir.
P.blakesleeanus'un genetik manipulasyon teknikleri ile yiiksek miktarda f-karoten
tireten suslar elde edilmigtir. Bu suglar interseksiiel heterokaryonlarin MNNG (N-metil-
N-Nitro-N-Nitrosoguaridin) ile muamelesiyle elde edilmigtir [4].

Melas, slempe, peynir alt1 suyu gibi endiistriyel atik maddeler fermentasyon
ortami olarak B-karoten iiretiminde kullanilabilecefi goériilmiigtiir. Ancak endiistriyel
boyutta iretimin yapilabilmesi i¢in optimum kogullarin ve mikroorganizmalarin
belirlenmesi gerekmektedir. Bunun yamnda difer endiistriyel atik maddeler de
denenmelidir. B-karoten'in endiistriyel boyutta tiretimine gegilmeden 6nce fermentor

deneyleri yapilarak en akonomik sonuglar elde edilmelidir.
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