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Bu tez ¢alismasinda, Rhodotorula glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun p-karoten
iretimi  lizerine ¢esitli fermantasyon parametrelerinin etkileri incelenmistir.
Arastirmada, tiim fermantasyon deneyleri Kesikli sistemde, sicaklig1 ve ¢alkalama hizi
kontrol edilebilen su banyolarinda gergeklestirilmistir. Calismada ilk olarak,
Rhodotorula cinsine ait on farkli susun PB-karoten tretimleri karsilastirilmali olarak
incelenmistir. incelenen suslar arasindan en yiiksek p-karoten iiretimi (3.68 mg/L), R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu ile elde edilmistir. Daha sonra segilen bu susun
farklh karbon ve azot kaynaklari igeren fermantasyon ortamlarinda -karoten tiretimleri
arastirilmigtir. Karbon kaynagi olarak glukoz, fruktoz, galaktoz, maltoz ve sakkarozun
etkilerinin incelendigi deneylerde, en yliksek B-karoten {iretimi sirasiyla; galaktoz (5.57
mg/L) ve fruktoz (3.88 mg/L) ile ¢alisildiginda elde edilmis, ¢alismaya daha ucuz bir
substrat olan fruktoz ile devam edilmesine karar verilmistir. inorganik azot kaynaklari
olarak; amonyum siilfat, sodyum nitrat ve amonyum kloriir, organik azot kaynaklari
olarak; et, kazein, soya kaynakli pepton ve maya Oziitiiniin ¢esitli kombinasyonlarinin
etkilerinin incelendigi deneylerde calisilan sus ile en yliksek B-karoten {iretimi (6.84
mg/L), kazein kaynakli pepton ile amonyum siilfat karigimi kullanildiginda elde

edilmistir.



Bu tez ¢alismasinda daha sonra, yanit ylizey yontemi kullanilarak R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susu ile B-karoten iiretiminin optimizasyonu gergeklestirilmistir.
Bu amagla, kullanilan programda yer alan; doniisiimlii merkezi karma tasarim yontemi
kullanilarak olusturulan, merkezde 6 tekrarli, toplam 30 deneysel noktadan olusan, bir
deney tasarim plan1 kullanilmigtir. Tasarimda bagimsiz degiskenler olarak;
fermantasyon ortaminin fruktoz ve pepton baslangic derisimleri, baslangic pH’1 ve
sicaklik secilirken, bagimli degiskenler; en yiiksek B-karoten derisimi, R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125’in 6zgiil iireme hizi ve iiriin olusum hizi olarak belirlenmislerdir.
Tasarim planinda verilen kosullarda gergeklestirilen deneylerden elde edilen sonuglara,
coklu regresyon analizi uygulanarak, bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenler
tizerine etkilerini gdsteren model esitlikler tliretilmis ve tiiretilen bu esitliklerin
uygunluklari, varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmigtir. Optimizasyon,
programda yer alan istenen hedefe ulagsma orani kullanilarak, niimerik olarak
gerceklestirilmistir. Program tarafindan olusturulan 100 ¢6zlimden, istenen hedefe
ulagsma oraninin; 1.000, fermantasyon ortaminin fruktoz ve pepton baslangi¢ derisimleri
ile baslangic pH’1 ve sicakligin sirasiyla; 49.459 g/L, 8.371 g/L, 3.815 ve 27.402°C
oldugu bir ¢oziim se¢ilmistir. Secilen kosullarda gerceklestirilen deneyde, maksimum [3-
karoten derigimi; 7.18 mg/L, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125’in 6zgiil iireme hizi,
0.025 sa! ve maksimum B-karoten iiretim hiz1; 0.031 mg B-karoten/(L.sa) olarak elde
edilmistir.  Optimum  kosullarda  gergeklestirilen bu  deneylerin  sonuglari
degerlendirildiginde, tim deneysel sonuclarin kabul edilebilir sinirlar igerisinde ve

optimum kosullarin %95 giiven araliginda oldugu dogrulanmustir.

Bu tez caligmasinda, ¢esitli dogal substrat kaynaklarinin, dogrudan fermantasyon ortami
olarak veya sentetik fermantasyon ortaminda karbon kaynagi yerine kullanilmalarinin,
R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun [-karoten iretimine etkileri de
arastirilmistir. Calismada dogal substrat kaynaklari olarak; seker pancari kiispesi, liziim,
elma ve armut posasi oziitleri, kestane ve findik kabugu ile yer elmasi1 hidrolizatlar1 ve
{iziim suyu denenmistir. incelenen sus ile en yiiksek P-karoten derisimi (8.46 mg/L),
fermantasyon ortaminda karbon kaynagi yerine elma posasi 6ziitii kullanildiginda elde
edilmistir. Dogal substratlarin dogrudan fermantasyon ortami olarak kullanildig:
deneylerde ise, en yiiksek B-karoten derisimi (5.48 mg/L) yer elmasi hidrolizat1 ile
calisildiginda elde edilmistir.



Bu tez ¢alismasinda incelenen sus tarafindan iiretilen baz1 B-karoten 6rneklerinin, FT-IR
spektrometresiyle molekiiler yapi analizleri de gergeklestirilmis ve elde edilen
spektrumlarin, saf B-karoten ornegi ile uyumlu karakteristik pikler igerdikleri tespit

edilmistir.

Anahtar kelimeler: Rhodotorula glutinis, p-karoten, fermantasyon, yanit ylizey

yontemi, optimizasyon, dogal substrat



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BETA-CAROTENE
PRODUCTIONS OF SOME YEAST SPECIES
THAT BELONG TO Rhodotorula GENUS

Fazilet MIDIK

Doctor of Philosophy, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Z. Yesim OZBAS
August 2021, 252 pages

In this thesis, the effects of various fermentation parameters on -carotene production
by the Rhodotorula glutinis var. glutinis NBRC 1125 strain were studied. All batch
fermentations were carried out in water baths with controlled temperature and agitation
speed. B-carotene production by each of ten different strains belonging to the genus
Rhodotorula was quantitatively assessed. Among the strains examined, the highest -
carotene production (3.68 mg/L) was obtained in the Rhodotorula glutinis var. glutinis
NBRC 1125 strain. Thus, p-carotene production by this strain was investigated using
different fermentation media containing various carbon and nitrogen sources. In
experiments using glucose, fructose, galactose, maltose, or sucrose were used as carbon
source, the highest B-carotene production was obtained with galactose (5.57 mg/L)
followed by fructose (3.88 mg/L). Further studies were conducted using fructose (the
cheaper of these 2 substrates). In experiments in which ammonium sulfate, sodium
nitrate, and ammonium chloride were used as inorganic nitrogen sources, and meat,
casein, soy-based peptone, and yeast extract were used as organic nitrogen sources, the
highest B-carotene yield (6.84 mg/L) was obtained in medium containing a mixture of

casein-based peptone and ammonium sulfate.

Vi



To optimize the B-carotene production of the R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 strain,
it was subjected to response surface methodology. Using a rotatable central composite
design method, an experimental plan consisting of 30 experiments with six replicates at
the center point was adopted. Initial fructose and peptone concentrations in the
fermentation media, and initial pH and temperature of fermentation medium were
selected as independent variables. The dependent variables were [-carotene
concentrations, specific growth rates of R. glutinis var. glutinis NBRC 1125, and
product formation rate. Multiple regression analysis was applied to the results of all
experiments, and equations were derived to model the effects of independent variables
on dependent variables. Performance of the derived equations was evaluated using
analysis of variance (ANOVA). Optimization was performed numerically using the
program’s desirability function. Among the 100 solutions derived from the program, the
one having a desirability value of 1.000 was selected for further experiments. In this
solution initial fructose and peptone concentrations, initial pH, and temperature of the
fermentation medium were 49.459 g/L, 8.371 g/L, 3.815 ve 27.402°C, respectively.
These conditions were selected for further experiments. Experiments performed under
these selected conditions yielded a maximum [-carotene concentration was found as
7.18 mg/L, the specific growth rate of R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 was 0.025 h-
! and the maximum P-carotene production rate was 0.031 mg B-carotene/(L.h).
Statistical analyses of these experiments performed under optimum conditions verified
that all experimental results were within acceptable limits, and optimum conditions

were confirmed to be within 95% confidence intervals.

This thesis also reported the effects of the direct usage of various natural substrates as
fermentation media or usage of natural substrates as carbon source in synthetic
fermentation medium on B-carotene production by R. glutinis var. glutinis NBRC 1125.
In this study, sugar beet pulp, grape, apple, and pear pulp extracts, chestnut and hazelnut
shells, Jerusalem artichoke hydrolysates, and grape juice were used as natural
substrates. The highest B-carotene concentration (8.46 mg/L) was obtained using apple
pulp extract as carbon source in fermentation medium. In the experiments in which
natural substrates were used directly as fermentation media, the highest -carotene

concentration (5.48 mg/L) was obtained with Jerusalem artichoke hydrolysate.
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The molecular structures of some p-carotene samples produced by the studied strain
were analyzed using FT-IR spectrometer. The spectra of all analyzed samples were

consistent with the characteristic peaks of pure $-carotene.

Keywords: Rhodotorula glutinis, p-carotene, fermentation, response surface
methodology, optimization, natural substrate
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1. GIRIS

Karotenoidler ¢esitli bitkiler, algler, fotosentetik bakteriler, kiifler ve mayalar tarafindan
tiretilen tetraterpenoid yapida organik pigmentlerdir (Ramesh ve Muthuraman, 2018).
Giliniimiizde yaklasik 750 kadar dogal karotenoid tanimlanmis olup bunlardan 50 tanesi;
insanlar tarafindan tiiketilen bazi gidalarda ve 20’si ise; insan kani ve dokularinda
bulunmaktadir (Arathi ve ark., 2015; Kot ve ark., 2018). Genellikle karotenoidler;
sadece karbon ve hidrojenden olusan f-karoten ve likopen gibi karotenler (hidrokarbon
karotenoidler) ve epoksi (viyolaksantin, neoksantin, fuksoksantin), hidroksi (lutein ve
zeaksantin), keto (astaksantin, kantaksantin) ve metoksi (spirilloksantin) fonksiyonel
gruplarimi igeren ksantofiller (oksijen igeren karotenler) olarak siniflandirilmaktadir.
Beslenme acisindan karotenoidler onemli biyoaktif bilesikler olarak kabul edilmekte
olup, insanlar ve hayvanlarin gereksinimlerini karsilayabilmelerinin tek yolunun;
sindirim yoluyla besin kaynaklarindan alim oldugu belirtilmektedir (Arathi ve ark.,
2015).

Karotenoidler; kimya, gida, ilag ve kozmetik gibi farkli endiistri dallarinda kullanim
alanlar1 olan onemli molekiiller arasinda kabul edilmektedirler. Karotenoidler, kiimes
hayvanlari ve deniz canlilarinin yemlerinde de oOnemli bir bilesen olarak

kullanilmaktadir (Sanchez ve ark., 2013; Kirti ve ark., 2014; Kot ve ark., 2018).

Karotenoidlerin, viicudun immiin sistemini tekrar harekete gecirdigi, yaralarin
iyilesmesini hizlandirdigi ifade edilmektedir. Karotenoid takviyelerinin genel olarak,
ultraviole radyasyona kars1 cildi koruyan ajanlar olarak kullanildiklar1 bilinmektedir. Bu
molekiillerin; reaktif oksijen tiirlerinin yani sira serbest radikallere kars1 antioksidan etki
gosteren Ozelliklerine bagli olarak; insan saghgini destekleyici aktivite de gosterdikleri
bildirilmektedir. Insan viicudunun bu bilesikleri sentezleyememesi nedeniyle

karotenoidlerin, gidalara takviye olarak eklenmesi gerektigi ifade edilmektedir.

Karotenoidlerden; B-karoten, astaksantin, lutein, zeaksantin ve kantaksantinin oldukca
yiiksek, endiistriyel 6neme sahip olduklari ifade edilmektedir (Kot ve ark., 2018). a-
karoten, [-karoten ve [-kriptoksantin; A vitamininin Oncli maddeleri olarak

bilinmektedirler. Bunun yanisira, bu molekiillerin bazilarinin; renklendirici olarak



kullanildiklar1, antioksidan ozellikler tasidiklar1 ve saglik iizerinde olumlu etkileri

bulundugu da rapor edilmektedir.

Cok sayida epidemiyolojik ve klinik ¢alismanin; karotenoidlerin beslenme yoluyla
tiiketilmesi ile A vitamini eksikligi, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar (CVD) ve yasa
bagli makiila dejenarasyonu (AMD) gibi hastaliklarin azalmasinda, etkili oldugunu
gosterdigi  bildirilmektedir (Arathi ve ark., 2015). Provitamin A olmayan
karotenoidlerden; likopene olan ilginin de giderek arttig1 ve pek ¢ok arastirmada likopen
tilkketimiyle, prostat kanserinin azalmasi arasinda dogrudan bir korelasyonun gosterildigi

bildirilmektedir.

Lutein ve zeaksantinin; retinanin merkez bolgesinde yer alan elzem makiiler pigmentler
olarak kabul edildikleri ve yiiksek enerjili mavi 1s18a karsi filtre, tekli oksijen
yakalayicist ve zincir kirici antioksidan gorevlerini istlenerek, gozde olusabilecek
fototoksik hasarlar1 indirgedikleri  belirtilmektedir. Astaksantin, fuksoksantin,
sifonaksantin ise biyoaktif molekiiller olarak, saglikla ilgili faydalariyla, diyabet ve
obeziteye karsi miicadelede gelecek vaat eden deniz karotenoidleri olarak
tanimlanmaktadirlar (Arathi ve ark., 2015).

Karotenoidlerin kimyasal sentezlerinin zor ve pahali oldugu bilinmektedir. Bitkilerden
karotenoid eldesinde ise; hammadde uygunlugu, mevsimsel ve cografik degisimler,
proses giigliigii, genis iiretim alan1 ihtiyaci gibi nedenlerle prosesin ekonomik olmadigi
ve ayrica bitkiden pigment ekstraksiyonunun da smirli kalabildigi rapor edilmektedir
(Frengova, Simova ve Beshkova, 2006; Frengova ve Beshkova, 2009; Sanchez ve ark.,
2013). Bu nedenle son yillarda mikrobiyel fermantasyon ile dogal karatenoid iiretimine
olan ilginin giderek arttig1 da belirtilmektedir. Kimyasal metotlar ile karsilastirildiginda
karotenoidlerin mikrobiyel yolla iiretimlerinin, ¢evre dostu sistemler olduklar1 kabul
edilmektedir. Bunun yan sira, tim diinyada tiiketicilerin dogal yolla iiretilen riinlere
olan egilimindeki artisa paralel olarak da, mikrobiyel karotenoid iiretiminde, giderek

artan bir ilginin olustugu rapor edilmektedir (Sanchez ve ark., 2013).



Karotenoidler meyve ve sebze, yumurta saris1 ve somon gibi baz1 balik tiirleri olmak
iizere pek ¢ok gidaya sari, turuncu, kirmizi rengini veren dogal pigmentler olarak da
bilinmektedirler (Maldonade, Scamparini ve Rodriguez-Amaya, 2007). Bu grupta yer
alan ve 6nemli bir karotenoid olan B-karotenin gida endiistrisinde margarin, sosis gibi et
iirlinleri, alkolsiiz i¢ecekler ve firincilik tiriinlerinde renklendirici ve besin destegi olarak

kullaniminin, her gegen giin arttig1 bildirilmektedir (Valduga ve ark., 2014).

B-karoten; tetraterpenoid yapisina sahip karoten grubunda yer alan, lipofilik 6zellikte ve
sari-turuncu renkte dogal pigmentlerden birisidir (Liaaen-Jensen, 2004; Erdal ve
Okmen, 2013). p-karoten, bitkiler ve mikroorganizmalarda yaygin olarak
bulunmaktadir. p-karoten sentezleyemeyen hayvanlar ise, bu bitkilere ihtiyag
duymaktadirlar. Beslenme ile ilgili calismalarda B-karotenin, antioksidan ve A vitamini
onciilii olma ozellikleri sayesinde, pek cok kanser ve diger hastalik tiirleriyle
miicadelede faydali oldugu bildirmektedir (Bhosale ve Gadre, 2001a). A vitamini, 6nciil
maddesi olmadan viicut tarafindan sentezlenemedigi i¢in, insanlar ve tiim memeli
hayvanlar i¢in disaridan alinmasi zorunlu bir vitamin olarak bilinmektedir. Bu vitaminin
eksikliginin; viicut gelisimini, hiicrenin yenilenmesini ve viicudun enfeksiyonlara karsi
olan direncini olumsuz yonde etkiledigi belirtilmektedir (Otles ve Ath, 1997). En
yiiksek provitamin A aktivitesine, -karotenin sahip oldugu bildirilmektedir (Kot ve
ark., 2016).

Biyoaktivitesi ve renklendirici 6zelligi ile B-karotenin; gida, kozmetik ve farmasotik
sanayiinde, endiistriyel 6neme sahip oldugu rapor edilmektedir. Gida endiistrisinde; 1s1l
islem uygulanmamus alkolsiiz igecekler, yenilebilir yaglar, peynir, pastane lriinleri ve
dondurma olmak tizere pek cok iiriinde B-karotenin kirmizi turuncu pigment olarak
kullanildigr belirtilmektedir (Bogacz-Radomska ve Harasym, 2018). Karotenoid
piyasasinda en bliylik pazar payma sahip oldugu belirtilen B-karotenin gida
endiistrisinde renklendirici, antioksidan, A vitamini Onciili olarak kullanildig1
bilinmektedir (Sanchez ve ark., 2013). Karotenoid ve B-karoten ig¢in 2007 yilindaki
kiiresel pazar degerlerinin sirasiyla; 766 ve 247 milyon dolar oldugu belirtilmistir (Kirti
ve ark., 2014). 2015 yili igin 6ngoriilen pazar rakamlari ise o tarihte sirasiyla; % 2.3,

%1.8 yillik biiylime hiz1 ile; 919 ve 285 milyon dolar olarak bildirilmistir. 2018 icin



pazar biiylikligiinlin; %?2.3 biiylime hiz1 ile; 1.4 milyon dolar1 asabilecegi rapor

edilmistir (Ogbodo ve Ugwuanyi, 2017).

B-karotenin, gidalarda ve besin takviyelerinde renklendirici olarak yaygin kullanilan, en
cok tercih edilen karotenoid ¢esidi oldugu rapor edilmektedir. Son yillarda yapay
renklendiricilerin insan saghgi ile ilgili olumsuz etkileri iizerine, artan bir tiiketici
farkindaligi bulunmaktadir (Kot ve ark., 2016). Yapay renklendiricilerin tabiatinda var
olan mutajenik, karsinojenik ve teratojenik, olasi yan etkilerinden dolayi; bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalardan elde edilen dogal (biyolojik) renklendiricilerin,
gida tretim siireglerinde tercih edildigi belirtilmektedir. Mikrobiyel kaynakli gida
renklendiricilerinin; renk cesitlilikleri, 1s18a kars1 kararliliklar1 ve 1siya karsi toleranslari
ile diger biyolojik renklendiricilere kiyasla gida katkis1 olarak daha ¢ok ilgi gordiigi
bildirilmektedir. Ayrica mikrobiyel renklendirici tiretimlerinin; sus gelisimi ile kontrol
edilebilmesinin yanisira, iiretimin mevsimsel degisim ve cografik konumdan bagimsiz
olmas1 nedeniyle Ongoriilebilir yiiksek verimde gerceklestirilebildigi de ifade
edilmektedir. Mikrobiyel pigmentlerin; dogal karakterleri, potansiyel tedavi edici
ozellikleri, besin degeri ve kullanim giivenligi nedenleriyle tercih edildikleri de
bildirilmektedir (Ogbodo ve Ugwuanyi, 2017). Yirmi y1l 6ncesine kadar, fermantasyon
ile iretilen pigmentlerin gidalarda kullanilabilirligi ve basarili  bir sekilde
ticarilestirilmesi hakkinda stipheler oldugu ifade edilmistir. Fermantasyon ile iiretilen
herhangi bir pigmentin bagarisinin; tiiketiciler tarafindan kabuliine, diizenleyici kurulus
onayina ve Uriinii piyasaya siirmek i¢in gereken sermaye yatirnmina bagli oldugu
belirtilmektedir. Fermantasyon tesisleri icin yliksek sermaye yatirimi ve diizenleyici
kuruluglar tarafindan ise, kapsamli ve uzun toksisite c¢alismalarinin yapilmasinin
gerektigi belirtilmektedir (Aruldass, Dufossé ve Ahmad, 2018). Yirmi yil dncesinden bu
yana c¢ok sayida girisimin, bu smiftaki {irlinlerin pazar gorliniimiinii stirekli olarak
lyilestirmeyi amaclayan pek c¢ok ilerlemenin gerceklestigi bildirilmektedir. Buna
ragmen; sus Uretkenligi, yiiksek iriin verimi ve diisiik maliyet saglayan substrat
formiilasyonlari ile pigment renk cesitliligi gibi alanlarda iyilestirmelere olan ihtiyacin

halen siirdiigii ifade edilmektedir (Ogbodo ve Ugwuanyi, 2017).

Dogal renklendirici piyasasinin biiyiikligii hakkinda, resmi istatistiksel veri

bulunmamasina ragmen, Diinya ¢apinda 940 milyon dolar civarinda bir deger tahmini



yapilmaktadir. Bunun yanisira, renklendirici piyasasinin yaklasik %7 yillik biiylime
hiziyla, 2020 yilinda; 7.79 milyar dolara ulasmasinin beklendigi de ifade edilmektedir.
Bu pazarin %27’sinin; dogal renkler, % 20’sinin; dogala 6zdes renklere ait olacagi
ongoriiliirken, %41’inin de; yapay renklere ait olacagi belirtilmektedir. Dogal gida
renklendiricileri endiistrisinde, talep ve biiylimedeki artisin ise; yillik % 10-15 olacagi
tahmin edilmektedir. 2013-2014 yillar1 arasinda gida endistrisindeki dogal
renklendiricilerin tiiketiminde; %4.25 artisin goriildiigii bildirilmistir. Dogala 6zdes
renklerden olan sentetik B-karotenin; Avrupa renk pazarinin %40’1n1, Diinya pazarinin
ise %17’sini olusturdugu ifade edilmektedir (Dikshit ve Tallapragada, 2018).

Diinya genelinde, 2006’daki B-karoten iiretiminin yalnizca %2’sinin dogal kaynaklardan
yapildig1 rapor edilmektedir (Ogbodo ve Ugwuanyi, 2017). Halen ticari [-karoten
tretiminin %90°dan fazlasmin kimyasal sentez yolu ile gerceklestirildigi ifade
edilmektedir (Vachali, Bhosale ve Bernstein, 2012; Ogbodo ve Ugwuanyi, 2017).
Mikrobiyel yolla B-karoten iiretiminin esas olarak mikroalgler, kiifler ve mayalar
tarafindan gergeklestirildigi, bunun yani sira bazi bakteri ve liken tiirlerinin de B-karoten
uretebildikleri bilinmektedir. Mayalar, tek hiicreli olmalar1 ve diisiikk maliyetli
fermantasyon ortamlarinda nispeten yiliksek hizda iiremeleri nedeniyle, B-karoten
iretiminde alg, kiif ve bakterilerle karsilastirildiklarinda daha avantajli kabul
edilmektedirler (Malisorn ve Suntornsuk, 2008; Sanchez ve ark., 2013). Mayalar
icerisinde Rhodotorula tiirlerinin basta [-karoten olmak iizere bir¢ok karotenoid
pigmentini yiiksek verimde iiretebildikleri ve bu amagla ¢esitli bilimsel ¢alismalarda -
karoten iiretimi amaciyla tercih edildikleri bilinmektedir (Banzatto, Freita ve Mutton,
2013; Korumilli ve Mishra, 2014). Rhodotorula cinsine ait mayalar kullanilarak,
ozellikle PB-karoten {iretim maliyetini diisiirmeye yonelik, giiniimiizde de yogun

caligmalarin yapildigi ifade edilmektedir (Korumilli, 2014).

Rhodotorula glutinis’in, B-karoten iiretimi amaciyla endiistriyel uygulamalar igin
yilksek potansiyele sahip oldugu belirtilmektedir. Bitkilerin yetistirilmesi ile
karsilastirildiginda R. glutinis’in tiretilmesinin, iklimden ve mevsimden bagimsiz ve
daha kisa bir siirecte gergeklesebildigi ifade edilmektedir. Bunun yanisira, R. glutinis’in
farkli karbon ve azot kaynaklarini metabolize edebildigi ve bu nedenle B-karoten

iiretimi amaciyla, fermantasyon ortamlarinda ¢esitli biyoatiklarin kiiltiir ortami1 bileseni



olarak kullanilmasinin da miimkiin olabildigi belirtilmektedir. Ortamda, biyolojik olarak
parcalanabilen endiistriyel atiklarin/artiklarin kullanilmasiyla zengin besin elementi
iceren maya biyokdtlesinin iiretilmesinin de saglandigi bildirilmektedir (Kot ve ark.,
2016). Yapilan bazi ¢alismalarda incelenen mayalar arasindan Rhodotorula tiirlerinin,
basta B-karoten olmak iizere bircok karotenoid pigmentini yiiksek verimde iiretmeleri
nedeniyle, tercih edildikleri bildirilmektedir (Banzatto, Freita ve Mutton, 2013;
Korumilli ve Mishra, 2014). Literatirde genel olarak mikrobiyel karotenoidlerin
ekonomik tiretimi i¢in; yeni mikroorganizmalar izole edilmesi, daha {istliin 6zelliklere
sahip mikroorganizmalarin gelistirilmesi ve T{retim proseslerinin 1iyilestirilmesi
kapsaminda bir dizi g¢alismaya ihtiyag duyuldugu bildirilmektedir (Ogbodo ve
Ugwuanyi, 2017). Rhodotorula tiirleri ile B-karoten iiretimi iizerine yapilan giincel
arastirmalarin, f-karoten iretimini artirmak ig¢in gerekli optimum fermantasyon
kosullarinin belirlenmesi amaciyla yapilan optimizasyon c¢alismalari ile, B-karoten
iretiminin maliyetini diisiirmek amaciyla gida ve tarim atiklarinin dogal subtrat kaynagi

olarak kullanilmalar1 tizerine yogunlastig1 goriilmektedir.

Bu tez arastirmasinda ilk olarak; laboratuvarimizda onceki g¢alismalarimizda farkli
gidalardan izole edilerek tanimlanmis olan gesitli yerel R. glutinis suslar ile, yabanci
kiiltiir koleksiyonlarindan saglanmis olan; bazi R. glutinis ve R. mucilaginosa suslarinin,
B-karoten tretimleri ag¢isindan karsilastirmali incelenmesi ve en yiiksek [B-karoten
iretimini saglayan susun belirlenmesi amaglanmistir. Daha Sonra calismada, segilen
susun iireme ve [-karoten iiretimi iizerine gesitli fermantasyon parametrelerinin etkileri
incelenmis ve bir istatiksel tasarim yontemi olan; yanmit yiizey yontemi kullanilarak,

optimizasyon ger¢eklestirilmistir.

Bu calismada ayrica, incelenen susun [-karoten {iretimini artirmak ve substrat
maliyetini diisirmek amaciyla cesitli dogal substratlar ile tarimsal kokenli atik ve
artiklarin fermantasyon ortamlar1 olarak ve sentetik fermantasyon ortaminda karbon

kaynagi olarak kullanilabilirlikleri de aragtirilmigtir.

Tez ¢alismasi gergevesinde ayrica, ¢alisilan sus tarafindan tretilen [-karotenin

molekiiler yap1 analizi de, FT-IR spektroskopisi yontemi ile ortaya konulmustur.



2. LITERATUR OZETIi

Renklerin gegmisten gliniimiize insanlig1 daima etkiledigi ve basta gida olmak iizere pek
cok tirliniin kabul edilebilirliginde belirleyici en onemli kriterlerden biri oldugu
bilinmektedir (Joshi, Sharma ve Girdher, 2013). Benzer sckilde dogal boyalarin gok
eski zamanlardan bu yana gidalara eklendigi de ifade edilmektedir (Joshi, Sharma ve
Girdher, 2013). Renklendiricilerin kullaniminin sadece gidalar ile sinirli olmayip
farmasotikler, nutrasotikler ve kozmetikleri de kapsadigi bilinmektedir. Renklendirici
maddeler dogal ve yapay olmak iizere iki ana grupta simiflandirilmaktadir. Gidalara
yapay renklendiricilerin ilave edilmesinin, dogal renklendiricilere gore daha yeni bir
uygulama oldugu bildirilmektedir (Ramesh ve Muthuraman, 2018). Zaman igerisinde
renklendiricilere olan talebin giderek artmasi ve karsilanamamasi sebebiyle, dogal
boyalarin yanisira sentetik boyalarin da gidalarda yaygin olarak kullanilmaya baslandig1
bilinmektedir (Joshi, Sharma ve Girdher, 2013). Dogal renklendiricilerin ¢ogu durumda
yapay olanlardan daha saglikli ve giivenilir oldugu belirtilmektedir. Buna ragmen,
iiretim maliyetlerinin daha yiiksek olmasinin, kiiciik Olgekli sanayii igin, dogal
kaynaklardan renklendirici tiretimini zorlagtirdigi da belirtilmektedir. Bunun &tesinde,
gidalarin {iretimlerinde dogal renklerin kullanilmasinin iiretimi karmasiklastirdigi ve bu
nedenle endiistride kullanimlari ¢ok daha kolay olan; yapay renklendiricilerin tercih
edildigi bildirilmektedir. Yapay renklendirici maddeler ucuz, duyusal olarak cezbedici,
uzun siire kararl1 ve bitki hasat mevsimlerinin tarimsal dongiisiinden bagimsiz olarak
tanimlanmaktadirlar. Buna ragmen, yapay katki maddelerinin potansiyel saglik riskleri
hakkindaki farkindaligin ve bu konudaki sorularin gittik¢e arttig1 da ifade edilmektedir
(Ramesh ve Muthuraman, 2018).

Dogal renk maddeleri olarak tanimlanan boyalar, pigmentler veya diger bilesikler;
cesitli sebzeler, meyveler, tohumlar, algler, bocekler, hayvanlar veya minerallerden elde
edilmektedirler. Bu dogal maddelerin, petrol bazli iiriin i¢ermedikleri belirtilmektedir.
Safran, kirmizibiber (paprika), zerdecal, pancar 0zii ve yapraklari dogal

renklendiricilere 6rnek olarak verilmektedir (Ramesh ve Muthuraman, 2018).

Dogal boyalarin c¢esitli amaglarla kullanilmasi ile ilgili ilk yazili belgelerin, milattan

2600 y1l 6nce Cin’de bulundugu rapor edilmektedir. Aztek ve Maya Kkiiltiirlerinde, ayni
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isimli bir bocekten elde edilen kosineal boyasinin yaygin olarak kullanildig:, Incil’de
safrandan bahsedildigi, Japonya’da ise 8.yy’a ait kaynaklarda dogal pigmentlerin soya
ve adzuki keki gibi baz1 gidalarda kullanildig: ifade edilmektedir. Sentetik pigmentlerin
ortaya ¢ikmasindan Once, mevcut tek renk kaynaginin dogal pigmentler oldugu,
bunlarin yaygin olarak kullanildiklar1 ve 6nemli bir pazar olusturdugu bildirilmektedir.
Dogal pigmentlerin; dogal liflerin (yiin, pamuk, ipek), kirk ve derinin
renklendirilmesinin yanisira bazi kozmetik iiriinlerin renklendirilmesinde ve miirekkep,
suluboya ve yagl boyalarin iretimlerinde kullanildiklar1 bilinmektedir. Sentetik bir
pigment olan “mauvine”in ilk kez 1856 yilinda Perkin tarafindan kesfedildigi, daha
sonra ucuz ve kullanish bir¢ok sentetik boya ¢esidinin daha bulunmasiyla dogal
boyalarin kullanimlarmin giderek azaldig: belirtilmektedir (Biiytiksirit, 2011; Venil,
Zakaria ve Ahmad, 2013; Rao, Xiao ve Li, 2017).

Renk maddeleri; dogal renk maddeleri, dogala 6zdes renk maddeleri ve yapay renk
maddeleri olarak siniflandirilmaktadirlar (Saldamli ve Uygun, 2014; Carocho, Morales
ve Ferreira, 2015; Ramesh ve Muthuraman, 2018). Gida endiistrisinde renk
maddelerinin  kullanimlarmin yaygin olmasi nedeniyle, bunlarla ilgili yasal
diizenlemelerde, tiim diinyada olduk¢a hassas yaklagimlarin bulundugu ve bir renk
maddesinin gida endiistrisinde kullanilan miktarinin; higbir sekilde toksik etki
yaratmayacak diizeyde olmasi gerektigi ifade edilmektedir. Yapay renk maddelerinin
asirt tiikketiminin olas1 toksik etkileri nedeniyle; alerjik reaksiyonlar, kanser, astim,
karm agrisi, mide bulantisi, karaciger ve bobrek hasarlar1 gibi ciddi saglik tehditleri
olusturabildigi belirtilmektedir (Cardoso, Kanno ve Karp, 2017). Mutajenite ve
potansiyel karsinojenite dahil olmak fiizere, istenmeyen toksik etkileri nedeniyle
kullanimina izin verilen sentetik renklendirici sayisindaki azalmadan dolayi, dogal
kaynaklardan elde edilmis ve gidalarda kullanilabilecek g¢esitli pigmentlerin tiretilmeleri
konusunda ¢alismalarin arttig1 bildirilmektedir (Cardoso ve ark., 2017). Giiniimiizde
kimyasal olarak sentezlenen renk maddelerine, olasi toksikolojik etkilerinden dolayi,
ilgili diizenleyici kuruluslar tarafindan bazi kisitlamalar getirilmektedir. Bu nedenle de,
gida endiistrisinde ve tiiketicilerde, daha giivenilir olarak kabul edilen dogal renk
maddelerine olan ilginin giderek arttig1 rapor edilmektedir (Tiirkkan, 2007; Chandi ve
Gill, 2011). Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan bazi dogal renk maddeleri,
Cizelge 2.1°de verilmektedir (Saldamli ve Uygun, 2014).



Cizelge 2.1. Gida endiistrisinde kullanilan bazi dogal renk maddeleri

Renk maddeleri Sinirlama

Anatto ekstrakti Yok

B-karoten Yok

Pancar tozu Yok
[-apo-8-karotenal 15 mg/lb
Kantaksantin 66 mg/lb

Karamel Yok

Kosineal ekstrakti, karmin Yok

Havug yagi Yok

Pamuk tohum unu, kavrulmus Yok

Demir glukonat Siyah zeytinlerin boyanmasinda
Meyve, sebze sulari Yok

Uziim kabugu ekstrakt1 (enosiyanin) Alkolsiiz igecekler
Paprika, paprika oleoresini Yok

Riboflavin Yok

Safran Yok

Titanyum dioksit % 1 maksimum
Turmerik (zerdecal), turmerik oleoresini Yok

Dogal pigmentlerin; ¢esitli bitkiler, bocekler ve mikroorganizmalar gibi kaynaklardan
elde edildigi bildirilmektedir. Dogada yaygin olarak bulunan alg, mikroalg, bakteri, kiif
ve mayalarin; violasein, fikosiyanin, monaskinler, flavinler, kinonlar ve karotenoidler
gibi farkli renk spektrumlarinda yer alan dogal renk pigmentlerini fiiretebildikleri
bilinmektedir. Karotenoidlerin; dogal pigmentlerin en dnemlilerinden birini temsil ettigi
ve cesitli bitkilerin, hayvanlarin ve mikroorganizmalarin sari, turuncu, kirmizi ve mor
renklerinden sorumlu oldugu ifade edilmektedir (Cardoso ve ark., 2017). Karotenoidler
dogal olarak olusan, genel olarak yagda ¢oziinebilen pigmentler olup, yiiksek miktarda
doymamis izopren tiirevlerini igeren tetraterpenoidler olarak tanimlanmaktadirlar
(Petrik ve ark., 2013; Mata-Gomez ve ark., 2014). Karotenoidler sekiz izopren
iinitesinden olusan, kirk karbon atomlu bir hidrokarbon iskeleti i¢ermektedirler.
Karotenoidlerin iskeletini olusturan uzun asiklik CsoHse yapisinda, konjuge cift baglar

bulundugu belirtilmektedir (Sekil 2.1). Tiim karotenoidlerin; bu zincir yapisinin



hidrojenasyon, dechidrojenasyon, siklizasyon, oksidasyon reaksiyonlari, bunlarin
kombinasyonlar1 ya da bu temel karbon iskelet yapisinin parcalanmasiyla veya bu

yapilarin biraraya gelmesiyle olustugu ifade edilmektedir (Pfander, 1992).

Sekil 2.1. Karotenoid olusumunda yer alan temel asiklik C4oHse yapisi

Karotenoidler genel olarak, sadece hidrokarbon yapisinda olan karotenler (likopen, -
karoten ve a-karoten) ve bunlarin oksijenlenmis tlirevleri olan ksantofiller (zeaksantin,
spirilloksantin, myxoksantofil, anteroksantin ve torularhodin) olarak
siniflandirilmaktadirlar (Goodwin, 1980). Ayrica tek ve c¢ift baglar1 ayni yonde
hizalanmis olanlarin; retrokarotenoidler (zeaksantin, spirilloksantin, myxoksantofil,
anteroksantin ve torularhodin), karbon atomu kaybi1 olmadan oksidatif olarak
pargalananlarin; secokarotenoidler, oksidatif par¢alanmayla karbon iskelet yapisi
kisalanlarin ise; apokarotenoidler olarak smiflandirildiklar bildirilmektedir. Sekil
2.2’de gidalarda renklendirici olarak kullanilan bazi karotenoidlerin agik formiilleri

verilmektedir (Dufosse, 2008).

\\\\\\\\\ \\\\\\\\\\\\

B-carotene Torulene

Torularhodin

Sekil 2.2. Bazi1 6nemli karotenoidlerin acik kimyasal formiilleri

Karotenoidlerdeki polien zincir yapisinda (CaoHse) yer alan cift baglarin, insan goziiniin
algiladig1 renklerden sorumlu oldugu belirtilmektedir (Hernandez-Almanza ve ark.,
2014). Karotenoid yapisindaki kromoforu olusturan uzun zincir yapisindaki konjuge cift
baglarin, goriiniir 151k spektrumunun belirli kisimlarini (400-500 nm) absorblamasi
sonucu sari, portakal rengi ve kirmizi gibi farkli renkteki pigmentlerin olustugu

bildirilmektedir (Acar ve G6kmen, 2014; Alcaino, Baeza ve Cifuentes, 2016). Cogu
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karotenoidin, goriliniir 151k spektrumunun mordan yesile kadar olan bdlgesinde
maksimum 151k absorbsiyonu gosterdigi, bu nedenle de bu pigmentlerin; insan gozii
tarafindan 15181n absorblanamadigi bolgede yer alan, kirmizidan sariya degisen

renklerde pigmentler olarak algilandiklar1 belirtilmektedir (Cardoso ve ark., 2017).

Baz1 ¢igeklerin, meyve ve sebzelerin saridan kirmiziya degisen renklerinden
karotenoidlerin sorumlu oldugu ifade edilmektedir (Mapelli, Franzén ve Olsson, 2013).
Karotenoidlerin bitkisel dokularda klorofiller ile birlikte kloroplast igerisinde, kristal
veya amorf yapida serbest halde veya yagl ortamda ¢oziinmiis olarak bulunabildikleri
belirtilmektedir. Ayn1 zamanda karotenoid yapilarinin yag asitleriyle ester halinde veya
sekerlerle ve proteinlerle birlesmis halde bulunabildigi ve karotenoidlerin bu sekilde
olusturdugu bilesiklerle, renklerinin degisebildigi de bildirilmektedir (Acar ve G6kmen,
2014). Cogu kus ve deniz canlisinin; karotenoid iceren besinlerle beslendikleri ve
dokularinda karotenoidlerin birikmesi sonucunda bu canlilarin, kendilerine 6zgi
karakteristik renklerinin olustugu bilinmektedir. Deniz canlilarindaki karotenoidlerin
renk skalalarinin, yaygin olarak proteinlerle kompleks olusturduklari i¢in, yesil, mavi ve
mora kadar degisebilen renklerde olduklar1 belirtilmektedir. Karotenoidlerin; bitkiler,
algler ve fototrofik bakterilerde spesifik pigment-protein kompleksi olarak bulunduklari
ve fotosentez sirasinda 15181 toplamaktan sorumlu alict pigment olarak ¢alistiklar1 ifade
edilmektedir. Bunun yanisira karotenoidlerin, yogun 1s1k stresi altinda enerji fazlaligin
sontiimleyerek, 1s18a karsi koruyucu olarak gorev yaptiklart da belirtilmektedir.
Meyveler ve cicekler, bocekler ve hayvanlar igin; bitkilerin tozlagsmalarinda ve
tohumlariin dagilmasinda etkili bir sinyal olan renklerini veren karotenoidlerin; can
alict bir ekolojik role sahip oldugu da bildirilmektedir (Alcaino, Baeza ve Cifuentes,

2016).

Karotenoid pigmenti varliginin, ilk kez Guibort tarafindan, 1827 yilinda, yesil
yapraklarda belirlendigi, daha sonra ise Wackenroder’in, 1831 yilinda, havugtan izole
ettigi kristal sar1 pigmente karoten adin1 verdigi ifade edilmektedir (Bauernfeind, 1981;
Nelis ve De Leenheer, 1989; Pfander, 1992; Frank ve ark., 2006; Otles ve Cagindi,
2008). Daha sonra yapilan gesitli ¢alismalarda ise sirasiyla; Willstatter ve Mieg isimli
arastirmacilarin  karotenoidin temel yapisini; izoprenoid tlirevi bir bilesik olarak

belirledikleri, Zeichmeister adl1 aragtirmaci tarafindan polien kavraminin gelistirildigi
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ve Kuhn tarafindan ise; karotenoidlerde renk olusumu i¢in ¢ift bag zincirlerindeki
konjugasyon olusumunun gerekli oldugunun, spektroskopik yolla belirlendigi rapor

edilmektedir (Isler, 1971).

Karotenoidlerin iiretiminde kimyasal sentezin, 1950 yilindan beri kullanildig
belirtilmektedir (Isler, 1971; Bogacz-Radomska ve Harasym, 2018). Bu tarihten 4 yil
sonra ise sentetik f3,B-karotenin endiistriyel olgekte iiretildigi, yem ve gida boyasi olarak
kullanildig1r bildirilmektedir. Dogal karotenoidler igerisinden yalnizca birkaginin
endiistriyel boyutta sentezlenebildigi ve bunlardan bazilarnin; likopen, kantaksantin,
astaksantin, B,B-karoten, B-apo-8-karotenal, -apo-8'-karoten ve sitranaksantin oldugu
ifade edilmektedir (Bogacz-Radomska ve Harasym, 2018). Karotenoidlerin kimyasal
sentezinde Wittig reaksiyonunun ve Grignard bilesiklerinin kullanildig1 ifade
edilmektedir. Wittig reaksiyonunun, aldehit veya ketonlardan aldehitler irettigi ve
trifenilfosfinin 6zel tiirevlerinin bu reaksiyonda anahtar rol oynadigi belirtilmektedir.
Wittig reaksiyonunda karotenoid elde edilmesinde bir yontemin; 15 karbon atomu
iceren iki fosfonyum tuzu ve 10 karbon atomu igeren bir dialdehid molekiiliiniin
birlestirilmesi oldugu bildirilmektedir. Daha sonra reaksiyon iriinlerinin, j,3-karoten,
likopen veya astaksantin igeren 40 karbon atomundan olusan simetrik bilesikleri
meydana getiren bir izomerizasyon reaksiyonuna tabi tutuldugu ifade edilmektedir
(Bogacz-Ramska ve Harasym, 2018). Karotenoidlerin kimyasal olarak sentezlerinin
cevreye zarar veren atiklar olusturmasi nedeniyle tiiketici tepkisini ¢ektigi ifade

edilmektedir (Cardoso ve ark., 2017).

Dogada; yiiksek bitkilerde, alglerde ve fototrofik bakterilerde karotenoidlerin olustugu
bilinmektedir. Karotenoidlerin, bitkilerde kloroplast ve kromoplastlarin zarlarinda
gomiilii oldugu, bu pigmentlerin renklerinin klorofille maskelendigi, yine de
karotenoidlerin ¢ok sayida ¢igek ve meyvenin parlak renklerinden sorumlu olduklart
belirtilmektedir. Genel olarak hayvanlarda bulunan karotenoidlerin, onlarin
beslenmeleri ile ilgili oldugu ifade edilmektedir. Somon gibi deniz canlilarmin ve
flamingo gibi bazi kuslarin renklerinin, algler veya karotenoidlerce zengin diyetleri
nedeniyle olustugu belirtilmektedir (Cardoso ve ark., 2017). Karotenoid kaynagi olarak
kabul edilen, ¢esitli bitkisel ve hayvansal gidalar arasinda havug, 1spanak gibi yesil

yaprakli sebzeler ile portakal, domates, dana cigeri, siit, tereyag, cedar peyniri ve
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yumurta yer almaktadir (Furr ve Clark, 2003; Otles ve Cagindi, 2008; Sliwka, Partali ve
Lockwood, 2010; Kirti ve ark., 2014). Dogada karotenoidlerin, hem bitkisel ve hem de
hayvansal yapilarda bulunabildigi, karotenoidlerin dogal olarak sentezlerinin ise sadece
mikroorganizmalarin ~ ve fotosentetik  bitkilerin  sahip  olduklar1 enzimlerle

gerceklesebildigi belirtilmektedir (Kahyaoglu, 1999).

Dogal kaynaklardan karotenoid iiretiminin endiistriyel olarak; bitkilerden kati-sivi
ekstraksiyonu ve/veya kiif, alg, maya ve bakterilerin kullanildig1 biyoteknolojik
proseslerle gerceklestirildigi belirtilmektedir (Mata-Gomez ve ark., 2014). Karotenoid
tretimi i¢in gelistirilen metotlarin; fizyokimyasal, kimyasal ve biyoteknolojik olarak
simiflandirilmaktadir. Bitki hiicrelerinde karotenoidlerin, kloroplast organeli olan
tilakoid membranlarda bulundugu bildirilmektedir.  Bitkisel — materyallerden
ekstraksiyonun, karotenoidlerin eldesinde fizyokimyasal yonteme dayanan, bilinen en
eski yontem oldugu belirtilmektedir. Bitkiler arasindaki en yaygin B-karoten kaynagi;
havug olarak bilinmektedir. Farkli basamaklardan olusan proses basamaklari; temizleme
ve dilimleme, havu¢ suyu eldesi, protein ¢oktliirme, sedimentasyon, santrifiigasyon,
organik ¢oziicii ile ekstraksiyon, filtrasyon, deodorizasyon, evaporizasyon ve
kristalizasyon olarak siralanmaktadir. Bazi durumlarda, karotenoid ekstraksiyonunun
etkinligini artirmak i¢in ham maddenin fermantasyona, kurutmaya veya tekrar
parcalama islemlerine tabi tutuldugu da ifade edilmektedir. Bu tip {iretimde, bir kag
gram karotenoid elde etmek icin kilogramlarca bitkisel materyalin islenmesinin
gerektigi de belirtilmektedir. 50 kg havugtan sadece 2 g kristal formda o ve p-karoten
elde edilebildigi bildirilmektedir. Bu nedenle bitkilerdeki karotenoid biyosentezinin
etkinligini artirmak ile ilgili genetik modifikasyonlar iizerine biiylik ¢aba sarfedildigi de
vurgulanmaktadir (Bogacz-Radomska ve Harasym, 2018). Bitkilerden ekstraksiyon
yolu ile dogal karotenoid firetiminde ve pazarlamasinda, mevsimsel ve cografi
ozelliklere de bagimli kalindigi i¢in, mikrobiyel fermantasyon yoluyla dogal karotenoid
tiretiminin bir ¢ok agidan avantajli oldugu ifade edilmektedir (Frengova, Simova ve
Beshkova, 2006; Thakur ve Azmi, 2013; Hernandez-Almanza ve ark., 2014).

Karotenoidlerin biyoteknolojik iiretimlerinin; dogadaki mikroorganizma c¢esitliligine,
cok sayida ve cesitte substrat ve tarimsal-endiistriyel atigin degerlendirilebilme

olanagina, ayrica; pH, sicaklik, ¢6ziinmiis oksijen ve 151k yogunlugu gibi islem
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parametrelerinin  kontrol edilebilmesine ve bunun yanisira; farkli biyoproseslerde
kullanildiktan ~ sonra  biyokiitlenin  karotenoid  ekstraksiyonu igin  tekrar
degerlendirilebilmesine dayanan bir¢ok avantaja sahip oldugu bildirilmektedir (Cardoso
ve ark., 2017).

Pigment iiretimi i¢in ideal bir mikroorganizmanin &zellikleri arasinda; c¢ok c¢esitli
karbon ve azot kaynaklarin1 kullanabilme, genis pH ve sicaklik araliklarinda
gelisebilme, ¢esitli minerallere toleransli olma, pigment iiretim miktarmin iyi olmasi,
toksik madde iiretmeme, patojen olmama ve iiretilen pigmentin biyokiitleden kolay
ayrilabilmesi sayilmaktadir (Kirti ve ark., 2014). Mevcut ve iizerinde halen galisilan
ticari mikrobiyel karotenoid iiretim proseslerinde; bakteriler, algler, kiifler ve
mayalardan yararlanildigi belirtilmektedir (Dufosse, 2009a). Bazi pigment iireten
mikroorganizmalara ornek olarak; Flavobacterium multivorum, Rhodobacter
sphaeroides, Rhodotorula mucilaginosa, Sphingomonas sp., Dunaliella sp., Blakeslea
trispora, Phycomyces blakesleeanus, Mucor circinelloides, Fusarium sporotrichioides,
Agrobacterium aurantiacum, Paracoccus carotinifaciens, Gordonia jacobea,
Sporidiobolus salmonicolor, Rhodosporium paludigenum ve Rhodotorula glutinis
verilmektedir (Rao, Xiao ve Li, 2017). Cesitli karotenoid tiirlerinin {iretimlerinde
kullanilan mikroorganizmalardan bazilar ise; Cizelge 2.2’de verilmektedir (Dufosse,
2009b; Tiirkcan ve Okmen, 2012; Petrik ve ark., 2013; Sanchez ve ark., 2013;
Hernandez-Almanza ve ark., 2014; Kirti ve ark., 2014, Mata-Gomez ve ark., 2014;
Cardoso ve ark., 2017).

Karotenoidler arasinda en 6nemli olanlarin; a-karoten, [3-karoten, kriptoksantin, lutein,

likopen, violaksantin, neoksantin, zeaksantin ve kantaksantin oldugu bildirilmektedir

(Rao, Xiao ve Li, 2017).

B-karoten, astaksantin, kantaksantin, likopen ve luteinin; en ¢ok talep edilen ve en

degerli karotenoidler olduklar1 ve gida, yem ve kozmetik endiistrisi tarafindan, yaygin

olarak kullanildiklar1 belirtilmektedir (Cardoso ve ark., 2017).
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Cizelge 2.2. Cesitli karotenoidlerin iiretimlerinde kullanilan bazi bakteri, fungus ve

mikroalgler
Karotenoid Bakteri Fungus Mikroalg
B-karoten Erythrobacter longus Rhodotorula Dunaliella salina
Brevibacterium sp. glutinis Coelastrella
Mycobacterium Blakeslea trispora  striolata var.
marinum Fusarium multistriata
Streptomyces griseus sporotrichioides Scenedesmus
Mucor almeriensis
circinelloides Coccomyxa
Phycomyces onubensis
blakesleeanus
Sporobolomyces
roseus
Likopen Pantoea agglomerans  Blakeslea trispora
Corynebacterium Fusarium Chlorella sp.
glutamicum sporotrichioides
Chlorobium limicola
Astaksantin Agrobacterium Phaffia Coelastrella
aurantiacum rhodozyma striolata var.
Pseudomonas sp. multistriata
SD-212 Haematococcus
Paracoccus sp. pluvialis
Brevibacterium sp. 103
Kantaksantin ~ Paracoccus Cantharellus Haematococcus
carotinifaciens cinnabarinus pluvialis
Bradyrhizobium spp. Chlorella sp.
Brevibacterium sp. Clamydomonas sp.
Micrococcus roseus Coelastrella
Dietzia natronolimnae striolata

Cizelge 2.3°de, Gida katkist olarak kullanilan bazi karotenoid kaynaklar1 verilmistir
(Mortensen, 2006; Cardoso ve ark., 2017; Dikshit ve Tallapragada, 2018; Ramesh ve
Muthuraman, 2018).

Giintimiizde; Xanthophyllomyces dendrorhous’dan elde edilen astaksantin ve Blakeslea
trispora ile tretilen B-karoten gibi bazi pigmentlerin, FDA tarafindan renklendirici
olarak gidalarda kullanim1 giivenilir kabul edilmis ve satigina onay verilmistir. Gida

endiistrisinde kullanilmak {izere onaylanmis renklendirici sayisinin kisitli oldugu, bazi
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onayli

gida renklendiricilerinin kimyasal isimleri

(kantaksantin)

ile bilinirken,

digerlerinin elde edildigi kaynaklarin (meyve suyu veya sebze suyu) isimleri ile
anildiklar belirtilmektedir (Venil, Zakaria ve Ahmad, 2013).

Cizelge 2.3. Gida katkis1 olarak kullanilan bazi karotenoid kaynaklari

Dogal renk maddesi

Renk

Kaynak

Kurkuminoidler (E100)

Karmin (E120)

Klorofiller (E140)

Klorofillerin bakir
kompleksleri (E141)

Karamel renkleri (E150a-
d)

B-karoten (E160a)
Safran (E160a)

Annatto, Biksin, Norbiksin
(E160b)

Paprika, kapsantin,
kapsorubin (E160c)

Likopen (E160d)

Lutein (E161b)

Betanin (E162)

Antosiyaninler (E163)

Sar1

Turuncu kirmizi& pembe
kirmizi

Yesil/Zeytin rengi
Mavimsi yesil

Soluk saridan koyu
kahveye

Sar1/turuncu
Altin sarist

Kirmizimsi-turuncu

Kirmizimsi turuncu

Turuncumsu kirmizi

Altm sarist

Pembe/Kirmiza

Kirmizi-mor-mavi

Curcuma longa

Disi kosineal bocegi

Chlorella

Cimen, 1sirganotu,

yonca

Karamelize seker

Palm yag1
Crocus sativus

Annatto tohumu (Bixa
orellana)

Capsicum annum L.

Domates tiirleri
(Lycopersicum
esculentum)

Aynisafa cicegi Tagetas
erecta

Pancar kokii
Miirver, siyah tiziim

kabugu, siyah havug,
kirmizi lahana

Gida endiistrisinde; onemli bir miktar1 dogal ve dogala 6zdes olmak {iizere, bazilari

halihazirda kullanimima izin verilmis ve yasal olarak onaylanmis, ¢ok sayida gida
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renklendiricisinin bulundugu belirtilmektedir. Bunlardan, Annatto (E160b), Bixa
Orellana L. agacindan ekstrakte edilmis, yasal izinli, dogal bir gida renklendiricisidir.
Annatto karigiminin ana bilesenlerinin; saridan turuncuya degisen renkte, bixin ve
norbixin karotenoidleri oldugu ifade edilmektedir. Cok sayida gida iirliniinde
annattonun kullanildig1 ve bu triinlerden bazilarinin; kekler (250-1000 mg/kg hamur),
biskiiviler, piring, siit tiriinleri, un, balik, alkolsiiz i¢ecekler, atigtirmaliklar ve et {irinleri

oldugu bildirilmektedir.

Paprika’nin, Avrupa Birligi (AB) tarafindan onayl (E160c) ve turuncudan kirmiziya
degisen renk gosteren diger iki karotenoid olan; kapsantin ve kapsorubin karigimi
oldugu belirtilmektedir. Gidalarda kullanilan diger karotenoidlerin; B-karoten, lutein,
violaksantin, neoksantin, beta-kriptoksantin, fuksoksantin, likopen ve astaksantin
oldugu rapor edilmektedir. Bunlarin alglerden, bitkilerden ve ayrica bdceklerden
ekstrakte edildigi ve gida endiistrisinde genis bir renk spektrumunu temsil ettigi
bildirilmektedir. Karotenoidlerin kullanildiklar1 gidalar arasinda soslar, marineler,
baharat karisimlari, igecekler, kaplamalar ve siit iriinleri yer almaktadir (Carocho,

Morales ve Ferreira, 2015).

Pigment tretimi i¢in kiifler yerine bakterilerin kullanilmalarinin, daha kisa yasam
dongiisii ve kolay genetik modifikasyon gibi listiinliiklere sahip oldugu belirtilmektedir.
Buna ragmen kiif pigmentleriyle kiyaslandiginda, bakteri pigmentlerinin ¢ogunun hala
arastirma ve gelistirme asamasinda oldugu da bildirilmektedir. Dogada pigment iireten
bakterilerin yaygin oldugu ve bunlarin gesitli ekolojik alanlarda bulunabildikleri, farkl
sicakliklara sahip ve/veya yiiksek miktarda tuz iceren ortamlarda yasayabildikleri ifade
edilmektedir. Aktinobakterilerde, diger bakteri gruplarina nazaran pigment iiretiminin
daha ¢ok goriildiigii belirtilmektedir. Diger bakteri gruplari ile karsilastirildiginda
pigment lretiminin daha ¢ok goriildiigii aktinobakterlerden; Streptomyces, Nocardia,
Micromonospora, Thermomonospora, Actinoplanes, Microbispora, Streptosporangium,
Actinomadura, Rhodococcus ve Kitasatospora gibi cinslerin g¢esitli pigmentleri
drettikleri bildirilmektedir. Kiiflere benzer olarak bakterilerin de; karotenoidler,
melanin, violasein, prodigiosin, fikosiyanin, aktinorhodin ve zeaksantin gibi ¢esitli

pigmentleri tirettikleri ifade edilmektedir (Rao, Xiao ve Li, 2017).
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Baz1 bakteriler ve kiifler gibi fotosentetik olmayan bazi organizmalarda, 151k ve bol
oksijenin bulundugu gelisme kosullarinda, fotooksidatif hasara karsi koruyucu olarak
karotenoidlerin bulundugu ifade edilmektedir. Bakteriler baslica kantaksantin iireticisi
olarak rapor edilirlerken, kiifler tarafindan iretilen ana karotenoidler ise; p-karoten,
torulen ve torularhodin olarak bildirilmektedir. Mikroalglerin ise; lutein, B-karoten ve

astaksantin tireticisi olduklar1 belirtilmektedir (Cardoso ve ark., 2017).

Termofilik halofilik bakteri tiirleri olan; Halococcus morrhuae ve Halobacterium
salinarum’un, kirmizi turuncu pigmentli koloniler olusturabildikleri ve H.
salinarum’un, bakterioruberin ve astaksantin karotenoidlerini {iretebildikleri rapor
edilmistir (Vandamme, 2011; Cardoso, Kanno ve Karp, 2017). Bunun yanisira bazi
Flavobacterium tiirlerinin; zeaksantin, Haloferax alecandrinus’un ise; kantaksantin
tireticisi  olduklar1 bildirilmektedir. Fotosentetik olmayan bakterilerde karotenoid
liretiminin; besiyerinin kompozisyonunun yanisira sicaklik, karigtirma hizi ve
havalandirmadan etkilendigi belirtilmektedir. Fermantasyon ortamindaki karbon ve azot
kaynaklarinin, inorganik tuzlarin, kimyasal ajanlarin ve metal iyonlarinin karotenoid
tiretimini olumlu veya olumsuz etkileyebildigi ifade edilmektedir (Cardoso, Kanno ve
Karp, 2017).

Flavobacterium’dan elde edilen zeaksantinin, kiimes hayvanlarinin derisinin sar1 rengini
artirmak veya yumurtalarinin sar1 rengini belirginlestirmek i¢in, yemlerinde katki olarak
kullanildig1 belirtilmektedir. Karides ve sazan gibi baliklar ve bazi kabuklularin,
zeaksantin pigmentini kirmizi renkli bir pigment olan; astaksantine doniistiirdiikleri
rapor edilmektedir. Bu sarimsi turuncu pigmentlerin, FDA tarafindan giivenilir kabul
edilip onaylanmasinin, sadece insan sagligma fayda saglamakla kalmayip, ayni
zamanda iiretimi sirasinda ¢evreye toksik kimyasallarin salinmasina neden olan sentetik
renklendiricilerin kisitlanmasi sonucu, dogadaki biyolojik ¢esitliligin de korunmasina

fayda saglayacagi bildirilmektedir (Aruldass, Dufossé ve Ahmad, 2018).

Mikroalglerin kolay ve hizli gelistirilebilmeleri, yiiksek miktarda karotenoid
tiretebilmeleri, biyoyararliliklarinin  ve biyokullanilabilirliklerinin  yiiksek olmasi
nedeniyle karotenoidlerin iretimlerinde, sikg¢a kullanildiklar1 ifade edilmektedir.

Endiistriyel anlamda, mikroalglerden karotenoid iiretiminin, basta Hindistan olmak
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iizere sirasityla; Avustralya, ABD ve Cin tarafindan gerceklestirildigi bildirilmektedir
(Cardoso ve ark., 2017). Mikroalglerden; Dunaliella salina, D. bardawil ve
Haematococcus pluvialis’in, ticari olarak karotenoid iiretiminde yaygin olarak
kullanildiklar1 rapor edilmektedir. D. salina’nin kuru hiicre agirliginin % 3’ oraninda
karotenoid icerdigi, toplam karotenoid igeriginin % 86.5’nin B-karoten oldugu, bunun
yanisira hiicrenin a-karoten, lutein ve likopen de igerdigi bildirilmektedir (Tiirkcan ve
Okmen, 2012). Mikroalglerin, belirli stres kosullarinda karotenoid iiretebildikleri,
karotenoid kompozisyonu ve verimi iizerine; kiiltiir ortaminin besin igerigi ve tuz
derisimi gibi baz1 ¢evresel kosullarin etkili olduklar1 belirtilmektedir. Prokaryotik bir
mikroalg olan ve siyanobakter olarak da tanimlanan Spirulina’nin, yiiksek miktarda -
karoten, kriptoksantin ve zeaksantin lirettigi bildirilmektedir (Sujatha ve Nagarajan,
2013). Japonya’da gelencksel olarak yetistirilen Chlorella’nin, endiistriyel olarak
Spirulina’dan daha yiiksek verimde karotenoid iiretebilmesi nedeniyle son yillarda
onem kazandigi, iiretilen mikroalg biyokiitlelerinin, piiskiirtmeli yontemle kurutularak,
ticari karotenoid kaynaklar1 olarak toz, tablet veya kapsiil formlarinda pazarlandiklar

belirtilmektedir (Cardoso ve ark., 2017).

Asya tllkelerinde ticari olarak iiretilen bircok gidada, karotenoid kullaniminin yaygin
oldugu bilinmektedir. Asya’da red koji {iretiminin, yiizlerce yildir siirdiigii ve tipik
kirmizimsi rengin Uretimi i¢in; Monascus cinsi bazi kiif tiirleri tarafindan pirincin
fermentasyonunun kullanildig: bildirilmektedir. Monascus tiirleri tarafindan iiretilen bu
kirmiz1 pigmentin; sarap, kirmizi soya peyniri, et, et ve balik tiirevi iirlinler i¢in gida
renklendiricisi olarak kullanildigi da belirtilmektedir (Cardoso ve ark., 2017). Gidalarda
Monascus pigmentinin kullanilmasiyla ilgili 50°’den fazla patent yayinlandigi ifade
edilmektedir. Bunun yanisira, yiizyillardir kullanilmasina ragmen ¢ogu mikrobiyel
pigmentin, bir¢ok {iilkede halen yasak oldugu da rapor edilmektedir. Yiizyillardir
Asya’da gida renklendiricisi olarak kullanilan Monascus pigmentinin mikotoksin varligi
nedeniyle Avrupa ve ABD’de yasak olmasinin, buna en iyi Ornek oldugu
belirtilmektedir (Rao, Xiao ve Li, 2017).

Blakeslea trispora’nin, Avrupa {ilkelerinde p-karoten ve likopenin endiistriyel

tretimlerinde kullanildigir bildirilmektedir. B. trispora’dan elde edilen B-karoten
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acisindan zengin kif misellerinden, hayvan yemi olarak yararlanildigi da

belirtilmektedir.

Karotenoid pigmenti iireten kiifler arasinda; Gibberella fujikuroi’nin de yer aldigi, bu
kiifiin ortamda 1s1k oldugunda turuncu karotenoidleri iiretebildigi ancak karanlikta
karotenoid tiretemedigi rapor edilmektedir (Vandamme, 2011; Cardoso, Kanno ve Karp,
2017). Literatiirde ¢ok sayida kiif pigmenti rapor edilmesine ragmen, bu pigmentlerin;
toksisite, yasal izin, stabilite ile ilgili cok sayida kriteri saglamasi ve petriden pazara
getirilebilmesi i¢in biiyiik ¢apli bir yatirnmin gerektigi belirtilmektedir (Rao, Xiao ve Li,
2017).

Bu durumlarin yanisira asagida belirtilen baz1 nedenlerden dolay1, mayalarin karotenoid
tiretiminde genellikle tercih edildikleri bildirilmektedir.

. Biiyiik olcekli ticari iiretimlerde mayalar, tek hiicreli olmalar1 ve daha yiiksek
gelisme hizlar1 nedeniyle alg ve kiiflere gore daha elverisli kabul edilmektedirler
(Frengova ve Beshkova, 2009).

. Klasik fermentdrlerde maya hiicreleri, istenen hiicre yogunlugunda ve biiyiik
miktarlarda tiretilebilmektedirler (Bhosale, 2001).

. Alg ve bakterilere kiyasla maya hiicrelerinin, diisiik maliyetli besiyerlerinde
daha yiiksek iireme hizina sahip olduklar1 belirtilmektedir (Malisorn ve Suntornsuk,
2008).

. Kuru biyokiitle formundaki maya hiicrelerinin, karotenoid kaynaklar1 olarak,
cesitli farmasoétik iirtinlerde ve yem katkis1 olarak kullanilabildikleri bildirilmektedir

(Bhosale, 2001).

Karasal, tatli su ve deniz habitatlarinda diinya capinda dagilimi ve ¢ok g¢esitli
substratlarda kolonize olabilme yetenegi sayesinde karotenojenik mayalarin yaygin
oldugu disiiniilmektedir. Phaffia rhodoyzma, Rhodotorula sp., Sporobolomyces roseus,
Rhodosporidium sp., Sporidiobolus ve Candida utilis tiirlerinin, karotenoid

iretebildikleri rapor edilmektedir (Manimala ve Murugesan, 2017).

1960’1 yillarda maya ekolojisi lizerine yaptig1 ¢alismalar sirasinda, Herman Phaff

tarafindan, onceden P. rhodozyma olarak bilinen, kirmizi bir maya olan; Xhantamonas
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dendrorhous’un izole edildigi belirtilmektedir. Bu mayanin sentezledigi ana pigmentin,
ticari olarak Onemli bir Kkarotenoid olan astaksantin olmasi nedeniyle X.
dendrorhous’un, biyoteknolojik agidan onemli bir tiir oldugu ifade edilmektedir. X.
dendrorhous’un, astaksantin sentezleyebilen tek kirmizi maya oldugu ve iirettigi toplam
karotenoidin; %80-90’min1 astaksantinin olusturdugu rapor edilmektedir. Bu 6zelligin,
ilgili mayanin biyolojisi ile ilgili arastirmalar1 oldugu kadar, fermantasyonla astaksantin
tiretimi icin endistriyel bir mikroorganizma olarak gelistirilmesini de tesvik ettigi
bildirilmektedir (Manimala ve Murugesan, 2017). Phaffia rhodozyma’nin 1970’li
yillarda, bildircin ve tavuklarin yumurta sarilarina istenen karakteristik 6zelliklerin
yanisira renk vermesi amactyla ve ayrica somon, 1stakoz gibi hayvanlarin beslenmesi
icin, ticari agidan onemli bir pigment kaynagi olarak onerildigi belirtilmistir (Heer ve

Sharma, 2017).

Diger bir maya; Sporobolomyces tiirlerinde baslica iiretilen pigmentin, 3-karoten oldugu
belirtilmektedir. Bazi oksitlenmis karotenoid tiirevlerinin, Sporobolomyces cinsine ait
suslar tarafindan da tretilebildigi bildirilmektedir. Sporobolomyces cinsinin yaklasik 20
tiriiniin bulundugu ve bunlardan en bilinenlerinin; S. roseus ve S. salmonicolor
olduklart ifade edilmektedir. S. roseus’un torulen ve torularhodin gibi diger bazi
karotenoid pigmentlerini de tretebildigi belirtilmektedir (Manimala ve Murugesan,
2017).

Mayalardan karotenoid tiretimi ile ilgili ilk ¢aligmalarin 1950’1i yillarda bagladig1 ve
bugiine kadar ¢ok sayida maya cinsinde karotenoid sentezinin tespit edildigi rapor
edilmektedir (Moliné ve ark., 2014). Cogu maya cinsi i¢in karotenoid iiretiminin;
logaritmik evrenin sonunda baslayarak duraklama evresinde de devam ettigi
bildirilmektedir. Rhodotorula cinsi dahil olmak iizere mayalar tarafindan
gerceklestirilen karotenoid biyosentezi yol izi, Sekil 2.3’de gosterilmektedir (Frengova
ve Beshkova, 2009; Kot ve ark., 2016).

Karotenoidlerin, diger bazi ikincil metabolitler; sesquiterpenoidler ve steroidlerde
oldugu gibi, genel olarak geranil-geranil difosfat ve farnesil difosfat yap: taglarindan
tiretildigi bildirilmektedir (Cardoso ve ark., 2017). Simpson ve arkadaslarinin 1964

yilinda, karotenoid biyosentezi ig¢in, biyosentetik bir yol izi tanimladiklari, daha
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sonrasinda ise; Goodwin’in, mayalar tarafindan karotenoid biyosentezi i¢in genel yol
izini tekrar revize ettigi ve s6z konusu biyosentezin; ii¢ temel basamaktan olustugunu

ifade ettigi bildirilmektedir.

Asetoasetil-CoA + Asetil-CoA
hidroksimetilglutaril-CoA sentaz
3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA)
hidroksimetilglutaril-CoA sentaz
Mevalonik asit (MVA)
Mevalonat mevalonat kinaz
Yol izi Mevalonat fosfat (MVP)
fosfomevalonat kinaz
Mevalonat pirofosfat (MVPP)
difosfomevalonat dekarboksilaz
Isopentil pirofosfat (IPP)
izomerizasyon
Dimetilallil pirofosfat (DMAPP)
izopren Biyosentezi IPP — prenil transferaz
Geranil pirofosfat (GPP)
IPP — l prenil transferaz
Farnesil-pirofosfat (FPP)
IPP — l prenil transferaz
| Geranilgeranil pirofosfat (GGPP)
B GGPP — l fitoen sentaz

Fitoen
fitoen desaturaz
Neurosporen
fitoen desaturaz / \ S-likopen siklaz

Likopen [-zeakaroten

siklizasyon\ ﬁehidrojenasyon
Karotojenik y-karoten

Yol izi S-likopen siklaz/ \ fitoen desaturaz

B-karoten Torulen

lhidroksilasyon
Torularhodin alkol

loksidasyon
Torularhodinaldehit

oksidasyon

Torularhodin

Sekil 2.3. Rhodotorula tiirlerinde karotenoid biyosentezi
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Mayalarda, karotenoidlerin mevalonik asit yoluyla sentezlendigi bildirilmektedir. Bu ilk
asamada 6nce Asetil-CoA’nin, 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA)’ya, HMG-
CoA sentazin kataliziyle doniistiigli, daha sonra HMG-CoA nin terpenoid biyosentetik
yolunun ilk spesifik onciilii olan; C6 bilesiginin, mevalonik asite (MVA) doniistigi
belirtilmektedir. Daha sonra mevalonik asitin, mevalonat kinaz enzimi ile
fosforilasyonunu takip eden dekarboksilasyon reaksiyonunun sonucunda isopentenil

pirofosfata (IPP) ¢evrildigi bildirilmektedir.

Ikinci basamakta IPP, dimetilallil pirofosfata (DMAPP) izomerize olduktan sonra,
DMAPP’ye ii¢ IPP molekiiliiniin prenil transferaz enziminin katalizi ile ardisik olarak
eklenmesiyle, 20 C atomlu geranil geranil pirofosfat (GGPP) bilesiginin olustugu ifade
edilmektedir. Bu asamada, iki GGPP molekiiliiniin kondensasyonu ile metabolik
yoldaki C40 bilesigi, fitoen olustugu da belirtilmektedir. Karotenoid sentezinin {igiincii
basamaginda; fitoenin birinci veya ikinci ¢ift bagmin desatiirasyonu ile likopenin
olustugu belirtilmektedir. Likopenin, bir¢ok siklik karotenoidin olusumunda onciil
madde olarak rol aldig: ifade edilmektedir. Pigment iireten tiim mayalar i¢in likopen
molekiiliiniin bir ucunda siklizasyon olusumu sonucunda ilk olarak y-karotenin olustugu
bildirilmektedir. y-karotenin asiklik son grubunun siklizasyonu ile B-karoten olustugu,
3', 4' pozisyonlarindaki iki hidrojen atomunun uzaklastirilarak desatiirasyonu ile
torulenin olustugu ifade edilmektedir. Torulenin hidroksilasyonu ve oksidasyonu
sonucunda ise, torularhodinin olustugu belirtilmektedir (Frengova ve Beshkova, 2009;
Moliné ve ark., 2014; Cardoso ve ark., 2017).

B-karoten iiretiminde biyosentez kadar 6nemli bir diger basamagin iirlin ayirma prosesi
oldugu ifade edilmektedir. Hiicre zarinin parcalanmasi ve hiicre i¢indeki bilesigin
ayrilmast olan B-karotenin ekstraksiyonu isleminde, uygulanacak en uygun yontemin
belirlenmesinin, tiretim prosesinin gelistirilmesindeki en Onemli basamak oldugu
belirtilmektedir. --karotenin endiistriyel 6lgekte liretiminin, B. trispora ve D. salina ile
gerceklestirildigi  bildirilmektedir. Prosesin; Kkiiltiirlerden inokiilum hazirlanmasi,
biyokiitle sentezi ve karotenoid ekstraksiyonu olmak {izere li¢ ana basamaktan olustugu
belirtilmektedir. Biyokiitleye uygulanacak teknolojik islemlerin, $-karotenin istenen son

iriin yapisina bagli olarak belirlendigi bildirilmektedir. Sekil 2.4’de; mikrobiyel
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kaynakl1 B-karoten iiretimi i¢in kullanilan prosese ait 6zet akim semas1 verilmektedir

(Bogacz-Radomska ve Harasym, 2018).

Kaiiltir

!

Inokuliim hazirlanmasi

!

Biyokiitle eldesi
Santrifiijleme
Kurutma Ekstraksiyon
! !
Presleme Filtrasyon
! !
Karotenoid i¢eren preslenmis maya/alg Deodorizasyon
!
Evaporasyon

Kristalizasyon

!

Kristal karotenoid eldesi

Sekil 2.4. Mikrobiyel yolla karotenoid tiretimi

Karotenoidler, bitki ve mikroorganizma hiicreleri igerisinde biriken nonpolar molekiiller
olarak da tanimlanmaktadir. Bu nedenle genellikle iretimin; karotenoidlerin
cozlinmesini artirmak amaciyla biyokiitleye uygulanan Onislemler ve izleyen; diisiik
polariteli uygun ¢oziiciiler ile kati sivi ekstraksiyonu basamaklarini igerdigi
belirtilmektedir. Bu asamadan sonra, elde edilen ¢ozeltinin kullanim amacina gore; son
iirtin olabilecegi, ¢oziicliniin uzaklastirilabilecegi veya ek bir saflagtirma islemi

uygulanabilecegi bildirilmektedir (Cardoso ve ark., 2017).
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Karotenoid iiretimindeki ilk adimin; genellikle kurutma ve 6glitme yoluyla biyokiitleye
bir 6n islem uygulanmasi oldugu ifade edilmektedir. Kurutmanin, isleme girecek
materyalin hacmini azalttig1, biyokiitleye ¢oziiciiniin niifuzunu kolaylastirdig1 ve ¢oziicii
ile su misellerinde ¢oziinmiis kontaminantlar1 azalttig1 i¢in, yaygin olarak tercih edidigi
rapor edilmektedir. Ogiitme basamagnin ise; biyokiitle matriksinin yiizey alanim
artirdig1 ve ¢oziiciiyle temasi kolaylastirdig icin 6nemli oldugu belirtilmektedir. Kalin
hiicre duvarli organizmalar s6z konusu oldugunda; hiicrenin kimyasal ve mekanik
parcalanmasinin, kurutma igleminden dnce yapilabilecegi ¢iinkii genellikle biyokiitlenin

once kurutuldugunda iyi pargalanamayacagi bildirilmektedir (Cardoso ve ark., 2017).

Konsantre edilen ekstraktin saflastirma isleminin, kullanim amacina bagli olarak
yapilabilecegi ifade edilmektedir. Ornegin A vitamini &nciill maddesi olarak
kullanilacak olan B-karotenin saflagtirilmasi gerekirken, bir karotenoid karigimi olan
paprika oleoresininin, renk ve tad katkisi olarak kullanildigi ve ileri saflastirilmaya
gereksinim duyulmadigr bildirilmektedir. Genel olarak; renk katkis1 olarak kullanilan
karotenoidler igin, ekstraktin konsantre edilmesinin yeterli olacagi belirtilmektedir.
Bunun nedenleri olarak da; molekiiliin boyama giiciiniin yiiksek olmasi ve bu nedenle
formiile edilen iiriine diisiik konsantrasyonda ilave edilecek olmasi, kullanilan
kaynaklarin genel olarak gilivenilir (GRAS) olmalar1 ve kullanilan konsantrede,
karotenoidler ile birlikte ekstrakte edilen molekiillerin de zararsiz olmasi sayilmaktadir

(Cardoso ve ark., 2017).

Mikrobiyel pigmentler sentetik pigmentlerle karsilastirildiginda; daha diisiik verimle ve
daha yiliksek maliyetle iiretildiklerinden ekonomik olmadiklar1 ifade edilmektedir.
Endiistriyel talebi karsilamak ve mikrobiyel pigment iiretim verimini artirmak icin
cesitli gelistirmelerin yapilmasit gerektigi bildirilmektedir (Aruldass, Dufossé¢ ve
Ahmad, 2018). Mikrobiyel iiretimde, daha ucuz substrat kaynaklarini kullanmaya
yonelik ¢esitli aragtirmalarin yapildigi rapor edilmektedir (Kosseva, 2009; Korumilli ve
Mishra, 2014; Cheng ve Yang, 2016; Aruldass, Dufossé ve Ahmad, 2018).

Bunun yanisira fermantasyon ortamlarina karbon ve azot kaynaklar1 takviyelerinin de,
mikroorganizmalarin gelisimini ve pigment iiretimini arttirdig1 ifade edilmektedir.

Mayalar tarafindan karotenoid iiretiminin, diisiik maliyetli tarimsal kokenli cesitli
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artiklarin karbon kaynagi olarak kullanilmasi ve kiiltiir kosullarinin optimize edilmesi

sayesinde, endiistriyel olarak uygulanilabilir hale gelebilecegi ifade edilmektedir

(Buzzini, 2000; Buzzini, 2001; Libkind ve van Broock, 2006).

Fermantasyon ortami kompozisyonu ve ¢esitli fiziksel faktorlerin maya hiicre gelisimini
ve karotenoid {iretimini etkileyen Onemli faktorler oldugu vurgulanmaktadir.
Karotenoid biyosentezine etki eden ¢esitli faktorler 1sik, sicaklik, havalandirma gibi
ortam kosullar1 ile fermantasyon ortamindaki karbon ve azot kaynaklari ile metal
iyonlar1 ve tuzlar, coziiciiler ve g¢esitli dogal ve kimyasal ajanlar olarak rapor
edilmektedir (Squina ve ark., 2002). Bunlarin yanisira karotenoid sentezinin, hiicreyi
strese sokan veya hiicre gelisimini inhibe eden bazi kosullarda da gergeklestigi
belirtilmektedir. Bu kosullara 6rnek olarak; yiiksek 151k yogunlugu, yiiksek tuz derisimi,
besin yetersizligi (0zellikle azot ve fosfor eksikligi) ve ortamdaki inhibitorler

verilmektedir (Sanchez ve ark., 2013).

Mikrobiyel karotenoid kaynaklar1 arasinda Basidiomycota sinifindaki mayalarin,
karotenoid arastirmacilarinin 6zel olarak ilgisini ¢ektigi bildirilmektedir. Karotenoid
biyosentezi; Rhodotorula, Rhodosporidium ve Phaffia cinslerinin spesifik bir 6zelligi
olarak rapor edilmektedir (Maldonade, Rodriguez-Amaya ve Scamparini, 2008; Chandi
ve Gill, 2011; Nasrabadi ve Razavi, 2011). Bunlarin igerisinde de Rhodotorula cinsinin
hizl1 gelisme 6zelligine sahip oldugu ve yiiksek miktarda karotenoid iiretebildigi ifade
edilmektedir (Bhosale, 2001; Frengova ve Beshkova, 2009; Moliné, Libkind ve van
Broock, 2012). Rhodotorula tiirlerinin B-karoten, torulen ve torularhodin sentezi
yapabilen, baslica karotenoid ireticileri olduklari bildirilmektedir (Frengova ve
Beshkova, 2009). Onceden Torula, Mycotorula, Torulopsis, Cryptococcus ve hatta
Saccharomyces olarak adlandirilan Rhodotorula cinsinin ilk kez 1928 yilinda, yoresel
peynirlerde bulunan mayalarla ¢alisan Kanadali bir mikrobiyolog olan; Francis Charles
Harrison tarafindan kesfedildigi ve askospor iiretmeyen kirmizi pigmentli mayalar
olarak; Rhodotorula ismiyle tanimlandigi bildirilmektedir (Kot ve ark., 2016).
Basidiomycota iiyesi ve mutlak bir aerob olan bu cinsin 6nemli bir tiirii olan;
Rhodotorula glutinis ise ilk kez, Georg Fresenius tarafindan 1850 yilinda, eksi
kremadan izole edildigi ve o donemde; Cry. glutinis olarak tanimlandigi
belirtilmektedir. Rhodotorula tiyelerinin fermantasyon yeteneklerinin olmadigi, oval

veya eliptik morfolojide olabildikleri, polar veya multilateral tomurcuklanma ile
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cogaldiklari, yalanc1 veya gercek hif olusturabildikleri, mutlak aerob olduklar1 ve sari
veya kirmizi pigment liretebildikleri belirtilmektedir. Rhodotorula cinsine ait tiirlerin
cevrede yaygin olarak bulunabildikleri; sudan, topraktan, bitkilerden ve hayvanlardan
izole edilebildikleri bildirilmektedir (Albertyn, Pohl ve Viljoen, 2014; Kot ve ark.,
2016). Rhodotorula cinsine ait ¢ogu tiiriin, inositolii genellikle asimile edemedikleri,
inositolden yararlanabilenlerin ise, D-glukoronati asimile edemedikleri rapor
edilmektedir. Ayrica bu cinsin, nigasta benzeri yapilar1 sentezleyemedikleri, diazonyum
blue B ve iireaz reaksiyonlarinin ise, pozitif oldugu belirtilmektedir (Fell ve Statzell-
Tallman, 1998). Bunlarin yanisira Rhodotorula cinsinin, koenzim Q-9 veya Q-10
tirettigi, hiicre hidrolizatinda ksiloz bulunmadig: ifade edilmektedir (Boekhout, 1998).
Rhodotorula cinsinin en diisiik gelisebilme sicakliginin; 0.5-5°C, en yiiksek gelisebilme
sicakligiin ise; 35°C oldugu, bunun yanisira 0°C’nin altinda ve 62.5°C’de kisa siireli
canli kalabildigi de rapor edilmektedir (Albertyn, Pohl ve Viljoen, 2014). Bu cinse ait
bazi tiirlerin gelisebildikleri minimum su aktivitesi(aw) degeri; 0.92 olarak bildirilirken,
ortamda bulunan HCI ve organik asitlerin varliginda gelisebildikleri en diisiik pH

degerinin ise; 2.2 oldugu belirtilmektedir (Albertyn, Pohl ve Viljoen, 2014).

Rhodotorula cinsi igerisinde; R. glutinis ve R. mucilaginosa nin, karotenoid iiretiminde
en ¢ok calisilan iki tiir olduklar belirtilmektedir (Chattopadhyay, Chatterjee ve Sen,
2008; Mata-Gomez ve ark., 2014). Bunlarin yanisira Rhodotorula gracilis, Rhodotorula
rubra, Rhodotorula graminis, Rhodotorula minuta, Rhodotorula acheniorum gibi
tiirlerle de, karotenoid iiretimi ile ilgili baz1 ¢calismalarin yapildigi rapor edilmektedir
(Dufosse, 2009b; Mata-Gomez ve ark., 2014). R. glutinis ve R. mucilaginosa tiirlerinin
bazi meyveler (elma, ¢ilek, iiziim, liziimsii ve tropik meyveler), alkollii icecekler (sira,
sarap), tahillar (musir, arpa), firincilik iirtinleri (bugday unu, ekmek mayasi, hamur) ve
et tirlinleri (beyaz et, sosis, domuz eti, balik ve diger deniz iiriinleri) olmak iizere ¢esitli

gidalardan izole edilebildikleri rapor edilmektedir (Deak ve Beuchat, 1996).

Mayalarda karotenoid sentezinin, logaritmik evrenin sonunda basladig1 ve iiretimin,
ortamdaki karbon kaynagina bagli olarak duraklama evresinde de devam edebildigi
ifade edilmektedir (Mata-Gomez ve ark., 2014). Karotenoid iiretiminin, genelde hiicre
gelisiminin kisitlandigr veya durdugu kosullarda artis gosterdigi rapor edilmektedir.

Literatiirde, kirmiz1 renkli mayalar tarafindan iiretilen karotenoid derisimi araligi; 50-
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800 pg/(g kuru hiicre agirligi) olarak belirtilmektedir (Sanchez ve ark., 2013).
Rhodotorula cinsinin karotenoid iiretiminin diisiik (<100 ug g*), orta (101-505 pg g?)
ve yiiksek (>500 ug g?) olarak simflandirilabildigi de belirtilmektedir (Dufossé, 2006;
Mata-Gomez ve ark., 2014).

Rhodotorula cinsine ait tiirlerin; B-karoten, torulen ve torularhodin gibi g¢esitli
karotenoid tiirlerini, farkli oranlarda sentezleyebildikleri bilinmektedir. Bu cinse ait
olup, B-karoten irettigi bilinen ve arastirmalarda en ¢ok calisilan tiirler arasinda; R.
glutinis, R. mucilaginosa, R. graminis, R. minuta ve R. acheniorum’un yer aldigi
bildirilmektedir. Yabani R. glutinis suslar1 ile B-karoten iiretiminin artirtlmasi amaciyla
yapilan bazi arastirmalarda; tiirtin gelistirilmesi, mutasyona ugratilmasi, besiyeri
optimizasyonu ile sicaklik, pH, havalandirma ve karbon/azot orani gibi ¢esitli ortam
parametrelerinin denendigi ifade edilmektedir. Bu galismalar sonucunda; [-karoten

derisiminin yaklasik 70 mg/L’ye kadar arttirilabildigi belirtilmistir (Dufosse, 2009Db).

B-karotenin, karotenoidlerin biiyiik bir kisminin yer aldig1 sekiz izopren iinitesinden
olusan tetraterpen yapilarinin tipik bir 6rnegi oldugu ve dogada en ¢ok trans yapida
bulundugu belirtilmektedir (Liaaen-Jensen, 2004). Kimyasal formiilii C4oHse, molekiil
agirhigi; 536.9 olarak belirtilen B-karotenin suda ve etil alkolde ¢oziinmedigi, bitkisel
yaglarda ise c¢Oziiniirliigliniin ¢ok 1iyi olmadigr bilinmektedir. Bu maddenin
kloroformdaki ¢ozeltisinin maksimum spektrofotometrik absorbsiyonunun; 466 ile 496
nm arasinda oldugu belirtilmektedir (Otles ve Cagindi, 2008). B-karotenin genellikle
havug ve yesil yaprakli bitkilerde bulunan agik sar1 veya turuncu renkte bir pigment
oldugu bilinmektedir (Kahyaoglu ve Kivang, 2007). B-karoten igerigi yiiksek bazi
sebzeler sirasiyla; ebegiimeci, maydanoz, dereotu, 1spanak, 1sirgan, turuncu havug, nane

ve karalahana olarak verilmektedir (Anonim, 2021).

Kristal yapidaki karotenin yliksek A vitamini aktivitesine sahip oldugu ilk kez 1928
yilinda; von Euler tarafindan saptanmis olup, Moore isimli bir aragtirmaci tarafindan,
1930'da farelerle yapilan bir ¢calismada ise; karotenin A vitaminine metabolize edildigi
ve karacigerde depolandigi belirlenmistir (Isler, 1971). Giiniimiizde 750 karotenoid
tanimlandigi, bunlardan insanlar tarafindan da tiiketilen 50’sinin A vitamini Onciilii

oldugu rapor edilmistir (Kot ve ark., 2017; Manimala ve Murugesan, 2017).
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Karotenoidler igerisinde B-karotenin, en yliksek provitamin A aktivitesine sahip oldugu
bilinmektedir. Bunun nedeninin; diger karotenoidlerden farkli olarak, 3-karotenin zincir
yapisinin her iki ucunda da B-iyonon halkasimin bulunmasinin oldugu belirtilmektedir
(Tiirkcan ve Okmen, 2012). B-iyonon halkas1 bulunmayan karotenoidlerin, provitamin
aktivitesi Ozelligi gostermedikleri ifade edilmektedir (Bogacz-Radomska ve Harasym,
2018).

Kimyasal yolla sentetik B-karoten iiretiminin, Karrer ve Inhoffen isimli arastirmacilar
ile es zamanli olarak Roche firmasi tarafindan, 1950 yilinda gerceklestirildigi ve 1954
yilinda ise ilk kez Roche firmasinin, sentetik kristal B-karoteni gida boyasi olarak
piyasaya sundugu belirtilmigtir (Isler, 1971). Gida dreticilerinin, sunset yellow,
tartrazine ve quinoline yellow gibi siklikla kullanilan baz1 yapay gida renklendiricilerine
alternatifler arama g¢abalarimin giderek arttig1 ifade edilmektedir (Venil, Zakaria ve
Ahmad, 2013). Dogal boyalarin giderek artan bir hizda sentetik olanlarin yerini
alabilecegi ¢ilinkii yapay boya katkilarmin tiiketimine bagl olarak gidalarda istenmeyen
lezzet olusumu ve ayrica tiiketicilerde; alerjik ve intolerans reaksiyonlar1 gibi, saglik

tizerinde olumsuz etkiler rapor edildigi bildirilmektedir (Heer ve Sharma, 2017).

Renklendirici pazarimin hacmiyle ilgili yaymlanmis giivenilir bir istatistik olmadigi,
buna ragmen kiiresel endiistri analistlerine gore; organik pigmentler ve boyalar igin
piyasa talebinin 2017 yilinda; 10 milyon ton civarinda oldugu belirtilmektedir (Rao,
Xiao ve Li, 2017). Kiiresel karotenoid pazarinin 2017°de 1.5 milyar dolara ulastigi ve
2017-2022 donemi i¢in yillik %5,7°lik bir bilesik bliylime hiziyla (CAGR) 2022’ye
kadar 2 milyar dolara ulasmasinin beklendigi bildirilmistir (Elfeky ve ark., 2019).
Kiiresel pazar anketlerinin (2018-2024), gida ve icecek, ilag, kozmetik, hayvan yemi ve
diyet takviyelerindeki karotenoidlerin pazar paylarinin sirastyla; %26.1, %9.2, %6.5,
%34.8 ve %?23.5 olacagi tahmin edilmektedir. Su anda, mevcut karotenoid arzinin
yaklasik %80-90"in1n, kimyasal sentez ile karsilandig1 ve dogal karotenoidlerin pazar
paymin, yiiksek satis fiyatlar1 nedeniyle sentetik karotenoidlere (%76) kiyasla ¢ok daha
az oldugu (%24) rapor edilmektedir (Ram ve ark., 2020). Kiiresel karotenoid pazarinda
biiytikliklerine gore ilk sirada p-karotenin geldigi, bunu sirasiyla; luteinin ve
astaksantinin izledigi rapor edilmistir (Alcaino, Baeza ve Cifuentes, 2016). 2016 yilinda

B-karoten, lutein, astaksantin, zeaksantin, kantaksantin, kapsantin, likopen, Annatto ve
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[-apo-8-karotenalin yillik piyasa degerlerinin 22.5 ile 285 milyon dolar arasinda
degistigi bildirilmektedir (Ram ve ark., 2020). Karotenoid pazarinin sadece %37.9’unun
dogal kaynaklardan elde edilen B-karotenlerden olustugu ifade edilmistir (Machado ve
ark., 2019). Sar1 veya turuncu renk veren sentetik ve dogal pigmentlerin kg fiyatlari
karsilastirildiginda; 1 kg sentetik FD&C Yellow No. 5 (Tartrazine, E 102) fiyati; 500
dolar, 1 kg safranin fiyati ise; 1400 dolar olarak rapor edilmektedir (Venil, Zakaria ve
Ahmad, 2013). Mikrobiyel olarak iiretilen B-karotenin; kilogram fiyatinin yaklasik
olarak; 1000 dolar oldugu belirtilmektedir (Aruldass, Dufoss¢ ve Ahmad, 2018).
Mikrobiyel pigmentlerin pahali olmasina ragmen, dogal ve giivenilir olmalari nedeniyle,
sentetik boyalarla rekabet edebildigi bildirilmektedir. Uretimde, diisik maliyetli
substratlarin kullanilmasi veya sus gelistirilmesi ile mikrobiyel pigmentlerin iiretim

maliyetlerinin diistiriilmesi ile ilgili artan bir ¢aba oldugu da belirtilmektedir (Rao, Xiao
ve Li, 2017).

Dogal karotenoidlerin endiistriyel iiretimlerinin iki sekilde yapildigi belirtilmektedir.
Bunlar; kiif, maya, bakteriler veya mikroalglerin kullanildig1 biyoteknolojik prosesler ve
bitkilerden kati-siv1 ekstraksiyon yontemi olarak bildirilmektedir (Mata-Gomez ve ark.,
2014). Diinyadaki B-karoten {iretiminin sadece %?2’sinin dogal kaynaklardan
gergeklestirildigi, bu oranin son yillarda giderek artis gosterdigi ifade edilmektedir. -
karoten iiretiminin, ¢ok farkli alanlarda yaygin olarak kullanilmasi nedeni ile, giderek
artis gosterdigi de ifade edilmektedir. Diinya ¢apinda 2010 yilinda 261 milyon dolarlik
pazar payina sahip oldugu ve 2018’de 334 milyon dolar degerine ulasacagi dngoriilen -
karotenin, en ¢ok tiiketilen karotenoid oldugu rapor edilmektedir (Sanchez ve ark.,
2013; Mata-Gomez ve ark., 2014; Rodrigues ve ark., 2019). Cizelge 2.4’de; ticari bazi

B-karoten iireticileri ve kaynaklar1 verilmektedir (Dufosse, 2009b).

Mayalarin tek hiicreli olmalar1 ve diisiik maliyetli besin ortamlarinda alg, kiif ve
bakterilere gore daha hizli {ireyebilmeleri nedeniyle, mikrobiyel yolla karotenoid
tiretiminde diger mikroorganizmalara kiyasla tercih edildikleri bildirilmektedir
(Malisorn ve Suntornsuk, 2008; Taskin ve Erdal, 2011; Thakur ve Azmi, 2013).
Mayalarin kullanildigi, B-karoten iiretimi ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalar, Cizelge

2.5°de verilmektedir.
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Cizelge 2.4. Cesitli kaynaklardan elde edilen ticari bazi B-karoten iiriinleri ve markalari

Marka Uretici Firma Kaynak

AL CARC 9004 Diana Naturals Havug

Altratene Allied Industrial Corp. Kimyasal sentez
Betanat Vitatene Blakeslea trispora
Betatene Cognis Nutrition & Health Dunaliella salina
CaroPure DSM Kimyasal sentez
CaroPure DSM B. trispora
Caroxan Pot au Pin Havug

Lucarotin BASF Kimyasal sentez

Karotenoid karisimlari

Global Palm Products

Palm yag1

Cizelge 2.5. Bazi mayalarin kullanildig1 B-karoten sentezi ile ilgili yapilan ¢alismalar

Maya

Referans

Rhodotorula acheniorum, Rhodotorula
aurantiaca, Rhodotorula bacarum
Rhodotorula rubra

Rhodotorula glutinis
Rhodotorula gracilis
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula rubra
Sporidiobolus salmonicolor
Rhodotorula rubra
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula graminis

Rhodotorula glutinis
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula acheniorum
Sporobolomyces shibatanus
Rhodotorula rubra
Rhodotorula glutinis
Sporidiobolus pararoseus
Rhodotorula glutinis

(Perrier, Dubreucq ve Galzy, 1995)

(Shih ve Hang, 1996)

(Buzzini, 2000)

(Somashekar ve Joseph, 2000)
(Bhosale ve Gadre, 2001a)

(Squina ve ark., 2002)

(Marova ve ark., 2004)

(Frengova, Simova ve Beshkova, 2006)
(Aksu ve Eren, 2007)

(Maldonade, Rodriguez-Amaya ve
Scamparini, 2008)
(Malisorn ve Suntornsuk, 2009)

(Latha ve Jeevaratnam, 2010)
(Nasrabadi ve Razavi, 2011)
(Marova ve ark., 2012)

(Banzatto, Freita ve Mutton, 2013)
(Schneider ve ark., 2013)
(Valduga ve ark., 2014)

(Bagy ve ark., 2016)
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B-karoten iiretebilen mayalardan Rhodotorula cinsine ait tiirlerin gelismelerinin iissel ve
duraklama evrelerinde, glikojen ve karotenoid iiretme kapasitesi gibi 6zel metabolik
karaktere sahip olduklar1 belirtilmektedir (Hernandez-Almanza ve ark., 2014).
Rhodotorula cinsine ait tiirlerde; karotenoid iiretimi ve kompozisyonunun susa, kiiltiir
kosullarina ve karbon kaynagina baglh olarak degisebildigi bildirilmektedir. Bir
mayanin ticari bir pigment kaynagi olarak kullanilabilmesi i¢in; ucuz karbon
kaynaklarmin ve kiiltlir ortamlarinin belirlenmesi, liretimi artirmak i¢in uygun fizyolojik
ve cevresel kosullarinin saptanmasinin gerektigi belirtilmektedir (Alcaino, Baeza ve

Cifuentes, 2016).

Rhodotorula tiirlerinde karotenoid iiretiminin; fermantasyon ortamlarinda kullanilan
karbon ve azot kaynaklarinin tiir ve derigimleri ile ortamda bulunan mineral ve
vitaminler, metal iyonlar1 ve tuzlari, pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi, 151k, havalandirma,
bazi stres faktorleri, 1ginlama, c¢alkalama, ¢oziiciiler ve bazi kimyasal bilesikler gibi
cesitli faktorlerden etkilendigi rapor edilmektedir (Bhosale, 2004; Frengova ve
Beshkova, 2009; Hernandez-Almanza ve ark., 2014).

Fermantasyon ortaminin bilesiminde bulunan karbon kaynaginin, mayalar tarafindan
karotenoid iretiminde rol oynayan en Onemli faktorlerden birisi oldugu ifade
edilmektedir. Genel olarak mayalarin glukoz, ksiloz, sellobiyoz, sakkaroz, gliserol,
sorbitol, riboz, arabinoz, maltoz, laktoz gibi ¢esitli karbon kaynaklarini iceren sentetik
besiyerlerinde gelisebildikleri ve karotenoid sentezleyebildikleri belirtilmektedir (Latha
ve ark., 2005; Frengova ve Beshkova, 2009; Nasrabadi ve Razavi, 2011; Marova ve
ark., 2012; Bonadio, Freita ve Mutton, 2018). Ortamda bulunan karbon kaynag tiiriiniin
ve igeriginin, karotenoid iiretimini etkiledigi ve bu parametrenin, karotenoid iiretimini
artirmak icin aragtirmalarda iizerinde en c¢ok c¢aligilan faktorlerden birisi oldugu

bildirilmektedir (Mata-Gomez ve ark., 2014; Kot ve ark., 2018).

Bu konuda yapilan bir ¢alismada; incelenen R. glutinis DFR-PDY susunun karotenoid
iiretimi tlizerine glukoz, fruktoz, galaktoz, sakkaroz, maltoz, ksiloz, riboz ve arabinoz
gibi farkli karbon kaynaklarinin etkileri incelenmis ve en yiiksek karotenoid iiretiminin,
kullanilan monosakkaritler i¢in sirasiyla; fruktoz, glukoz, galaktoz; disakkaritler igin

ise; sakkaroz olarak belirlendigi rapor edilmistir (Latha ve ark., 2005). Anilan
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calismada; fermantasyon ortaminda galaktoz kullanildiginda fruktoz ve sakkaroza
oranla, daha yiiksek hiicre gelisimi gézlemlendigi belirtilmistir. Denenen disakkaritler
icerisinde en yiiksek hiicre gelisiminin sakkaroz kullanildiginda, en diisiik hiicre

derigiminin ise; maltoz kullanildiginda elde edildigi ifade edilmistir.

Karoten ftretimi i¢in kiiltiir kosullarinin optimizasyonu iizerine yapilan bir diger
caligmada; R. mucilaginosa 16 mutant susuyla karoten iiretiminde, ortamda karbon
kaynag1 olarak glukoz, ksiloz, etanol, gliserol ve D-mannitol’in kullanildig1 ve

bunlardan glukozun, karotenoid {iretimi i¢in (4.59 mg/L), en iyi karbon kaynag1 olarak

belirlendigi bildirilmistir (Aksan, 2005).

Aksu ve Eren (2005) tarafindan, bir R. mucilaginosa susu ile yapilan ¢alismada ise;
ortamda karbon kaynagi olarak glukoz, melas ve peynir alti suyunun denendigi
belirtilmistir. Denemelerin sonucunda; karotenoid iiretimi i¢in en iyi sonucun; 89 mg/L
olarak, melas kullanildiginda elde edildigi ifade edilmistir. Anilan c¢alismada, aymi
substratlar kaynaklar1 kullanilarak bir R. glutinis susu ile ¢alisildiginda ise; yine en
yiikksek karotenoid {iiretiminin (125 mg/L) melas kullanildiginda elde edildigi
belirtilmistir (Aksu ve Eren, 2007).

Alakraa (2014) tarafindan yapilan bir calismada ise, Rhodosporidium toruloides
Y27012 susunun karotenoid iiretimine glukoz, ksiloz ve gliseroliin etkilerinin
incelendigi ve en yiiksek karotenoid iiretiminin (31.24 mg/L), fermantasyon ortaminda

glukoz kullanildiginda elde edildigi rapor edilmistir.

Voaides ve Dima (2011) tarafindan Rhodotorula cinsine ait oldugu belirlenen ve Rd 1,
Rd 2 ve Rd 3 olarak kodlanmis olan suslar ile yapilan bir baska ¢alismada ise; glukoz,
sakkaroz, gliserol ve fruktoz gibi farkli karbon kaynaklarmin bu suslarin hiicre
gelisimine ve karotenoid iiretimine etkilerinin incelendigi bildirilmistir. Calisilan suslar
tarafindan tretilen en yliksek karotenoid derisimlerinin, sakkaroz igeren bir ortamda;
488 ng/L ve 526 ug/L olarak sirasiyla; Rd 1 ve Rd 2 suslar ile, gliserol bulunan bir
ortamda ise; Rd3 susu ile (198 pg/L) elde edildigi bulgulanmustir.

33



Mayalarin karotenoid iiretimi iizerine, karbon kaynag: tiirii kadar derisiminin de etkili
oldugu ifade edilmektedir. Klasik siirekli fermantasyonda, besiyerinde baslangigta
yiiksek miktarda seker bulunmasinin “Crabtree” etkisini artirarak pigment ve biyokiitle
miktarlarinda azalmaya neden oldugu ve bu sorunun kesikli fermantasyon yontemi

uygulanarak ¢oziilebildigi bildirilmistir (Frengova ve Beshkova, 2009).

Govindaswamy, Vasudevan ve Divakar (1999) tarafindan, bir Rhodotorula gracilis susu
ile yapilan bir calismada; glukoz derisimleri %2, %6 ve %10 olarak ayarlanan
ortamlarda, ilgili susun maksimum karotenoid {iiretimlerinin incelendigi ve en iyi

sonucun %10 (w/v) glukoz derisiminde elde edildigi bildirilmistir.

Karotenoid iiretimi i¢in ortamdaki énemli bir diger bilesenin de azot kaynagi oldugu
belirtilmektedir (Mihalcea ve ark., 2011; Zeni ve ark., 2011; Voaides ve Dima, 2012).
Genel olarak maya hiicrelerinde, azot kaynagi yetersizligi sonucunda, hiicre gelisimi

durduktan sonra, karotenoid tiretiminin gerceklestigi ifade edilmektedir (Sanchez ve
ark., 2013).

Yapilan bir arastirmada; R. glutinis DFR-PDY susunun karotenoid iiretimi iizerine
cesitli azot kaynaklarmin etkileri arastirilmis ve bu amagla ¢alismada sodyum nitrat,
amonyum nitrat, amonyum tartarat, iire, kazein, pepton ve maya 6ziitii gibi farkli azot
kaynaklarinin denendigi ifade edilmistir (Latha ve ark., 2005). Adi gegen ¢aligmada; en
yiiksek karotenoid iiretiminin (3.3 mg/L) sodyum nitratin azot kaynagi olarak

kullanildig1 ortamda elde edildigi bildirilmistir.

Rhodotorula rubra L18 susu ile yapilan; seker kamisi suyu, melast ve surubunun ayri
ayr1 fermantasyon ortamlar1 olarak kullanildig1 bir diger ¢alismada ise, iire ve ticari bir
azot kaynagi (nitrofos KL) kullaniminin, ¢alisilan susun toplam karotenoid iiretimine ve
biyokiitle olusumuna etkileri incelenmistir. Yapilan bu ¢alismada; iirenin azot kaynagi
olarak kullanildig1 seker kamisi melas1 ortaminda, biyokiitle miktarin arttig1 fakat
karotenoid iiretiminde énemli bir degisiklik gézlenmedigi, ancak iirenin, artan biyokiitle
miktarina olumlu etkisinin dolayli olarak toplam hacimsel karotenoid iiretiminde bir

miktar artig sagladig1 da rapor edilmistir (Banzatto, Freita ve Mutton, 2013).
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Alakraa (2014) tarafindan, R. toruloides Y27012 susu kullanilarak karotenoid ve tek
hiicre yag iiretimi iizerine gerceklestirilen bir tez calismasinda da; azot kaynagi olarak
maya Oziitli, pepton ve amonyum siilfatin denendigi ve arastirmada en yliksek
karotenoid tiretimlerinin ise, kullanilan azot kaynaklar icin sirastyla; 31.24 mg/L, 24.48

mg/L ve 11.72 mg/L olarak elde edildigi rapor edilmistir.

Karotenoid iiretimi tizerine azot kaynagi ¢esidi kadar etkili bir diger faktoriin de; azot
kaynagi derisimi oldugu belirtilmektedir (Unver, 2010; Marova, Certik ve Breierova,
2011; Joshi, Sharma ve Girdher, 2013). R. mucilaginosa NRLL-2502 susu ve R.
mucilaginosa izolatt ile B-karoten iiretimi {iizerine yapilan bir ¢aligmada, farkli
amonyum siilfat derigimlerinin (0.5-5 g/L) karotenoid iiretimine etkilerinin incelendigi
bildirilmistir (Aksu ve Eren, 2005). Calismada; amonyum siilfat derisiminin 2 g/L’ye
kadar arttirilmasinin, calisilan her iki susun 6zgiil lireme ve iirlin olusum hizlarmi
arttirdig1l, amonyum siilfat derisiminin daha fazla artmasinin ise; degerlerde 6nemli bir

degisime yol agmadig belirtilmistir.

Bu konuyla ilgili olarak, lahana tursusundan izole edilmis olan ve Rhodotorula cinsine
ait oldugu belirlenen bir sus ile yapilan bir diger ¢calismada; dogal substrat kaynagi
olarak, 40 g/L elma posasimin kullanildig1 bir ortamda azot kaynagi olarak besiyerine;
farkli derisimlerde lire ve demir amonyum siilfatin eklendigi ve bunlarin karotenoid
tiretimi tizerine etkilerinin incelendigi belirtilmektedir (Joshi, Sharma ve Girdher,
2013). Bu calismada; fermantasyon ortaminda demir amonyum siilfatin; (%) 0.1-0.5
derisim araliinda kullanildigt ve en yiliksek karotenoid derisiminin ise (46.42
mg/100g), ortamda kullanilan demir amonyum siilfat derisiminin; %0.5 oldugunda elde
edildigi belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada denenen tirenin farkli derigimlerinin (%0.1-%0.5)
ise, karotenoid iiretimine 6nemli bir etkisinin olmadig1 da rapor edilmistir. Adi1 gecen
calismada, demir amonyum siilfatin yiiksek derisimlerinin, azotun yanisira demir ve
kiiklirt minerallerini de saglayarak maya hiicresinde pigment iiretimini desteklemis

olabilecegi ifade edilmistir.

R. glutinis MT-5 susuyla gergeklestirilen bir diger ¢alismada ise, tavuk tiiylerinden elde
edilmis dogal bir pepton kaynagi ile ticari tripton ve balik peptonunun, karotenoid

tretimine etkilerinin karsilagtirildigr ifade edilmektedir (Taskin ve ark., 2011).

35



Arastirmada; peptonun besiyerlerinde kullanilan en pahali bilesiklerden birisi oldugu ve
dogal pepton kullanimu ile karotenoid iiretiminde maliyetin diisiliriilmesinin amaglandigi
belirtilmektedir. Anilan ¢alismada sonug olarak; tavuk tiiylinden elde edilen peptonun
biyokiitle tiretimini (14.2 g/L) ve karotenoid iiretimini (92 mg/L) sadece maya
ekstraktinin bulundugu kontrol ortamindakine gore sirasiyla; %53 ve %36 oraninda

artirdig1 bildirilmistir.

Besiyeri bilesimindeki karbon (C) ve azot (N) kaynaklarimin karotenoid {iretimini
lizerine olan etkilerinin yanisira, ortamdaki C/N oranmin da, karotenoid iiretimi
tizerinde etkili bir diger faktor oldugu belirtilmektedir (Alakraa, 2014; Hernandez-
Almanza ve ark., 2014). Fermantasyon ortamindaki C/N oraninin, Rhodotorula glutinis
(ATCC 15125) susunun biyokiitle, lipid ve karotenoid iiretimine etkilerinin arastirildigi
bir calismada; farkli glukoz/amonyum siilfat oranlarinin denendigi bildirilmistir
(Braunwald ve ark., 2013). Bahsedilen ¢alismada; C/N oran1 70:1 olan ortam kontrol
ornegi olacak sekilde; glukoz ve azot miktarlari, biri sabitken digeri degistirilerek, C/N
oranlar; 20:1 ve 120:1 C/N olacak sekilde elde edilen toplam dort besiyerinde,
deneylerin gerceklestirildigi belirtilmistir. Yapilan deneylerden elde edilen sonuclara
gore, genel olarak kontrol ortaminda en yiiksek karotenoid derisimlerinin belirlendigi
bildirilmistir. Denenen ortamlardan kontrol ortamina gore daha yiiksek karotenoid
derisiminin sadece; amonyum siilfat derisimi sabit tutulurken, glukoz derisiminin
artirtlmasiyla C/N oraninin; 120:1 oldugu ortamda ve fermantasyonun 216. saatinde

hesaplandigi rapor edilmistir.

R. gracilis CFR-1AU susunun karotenoid ve lipid olusumuna, kullanilan fermantasyon
ortamindaki, C/N oranmin etkisinin arastirildigir bir bagka c¢aligmada; disiik C/N
oraninda daha yiiksek karotenoid elde edildigi ifade edilmistir. Bu ¢alismada; 10:1 C/N
oranina sahip fermantasyon ortaminda firetilen karotenoid miktarinin, 160:1 C/N
oranina sahip fermantasyon ortaminda tretilenden yaklasik; 15 kat daha fazla oldugu
ifade edilmistir (Somashekar ve Joseph, 2000). R. toruloides Y27012 susu ile yapilan
bir calismada farkli C/N oranlarinin karotenoid iiretimi {izerine -etkilerinin de
incelendigi ve 20:1, 40:1 ve 60:1 olmak iizere farkli C/N oranlarmin denendigi rapor

edilmistir. Bu calismada, karbon kaynagi olarak glukoz kullanildig1 ve C/N oranin 20:1
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oldugu fermantasyon ortaminda, 31.24 mg/L ile en yiiksek karotenoid iiretiminin elde

edildigi rapor edilmistir (Alakraa, 2014).

Karotenoid iiretimini etkileyen bir diger 6nemli parametrenin de, sicaklik oldugu ifade
edilmektedir. Sicakligin, karotenoid sentezinde yer alan enzimlerin derigimlerini
etkileyerek, mikroorganizma tarafindan {iretilen karotenoid derigimini kontrol ettigi
bildirilmektedir. Inkiibasyon sicakliginin, mikroorganizma tiirine bagl olarak,
sentezlenen karotenoid derisimini ve tiirlinii etkiledigi belirtilmektedir. Yapilan bazi
calismalarda; R. glutinis tiirii i¢in diisiik sicakliklarda elde edilen B-karoten derisimi
daha yiiksek olarak belirtilirken, yiiksek inkiibasyon sicakliklarinda ise, iiretilen torulen
derisiminin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Bhosale, 2004; Frengova ve
Beshkova, 2009).

Rhodotorula cinsine ait mayalarin, 5-26°C gibi genis bir sicaklik araliginda
gelisebildikleri bilinmektedir. R. glutinis DFR-PDY susunun karotenoid tiretimi iizerine
farkli sicakliklarin (15°C, 29-32°C/oda sicakligi, 37°C ve 42°C) etkilerinin incelendigi
bir ¢calismada; en yiiksek karotenoid derigiminin, oda sicakliginda (29-32°C); 3.5 mg/L
olarak, elde edildigi bildirilmistir (Latha ve ark., 2005). Yiiksek miktarda B-karoten
tireten R. glutinis 32 mutant susuyla yapilan bir ¢alismada; sicakligin ve 1s181in susun
gelisimine ve karotenoid iiretimine etkileri incelenmistir. Caligmada kullanilan sus i¢in
en iyi ireme ve karotenoid iretiminin gorildigi sicakliklarin sirasiyla; 30°C ve
20°C’ler olarak bulundugu belirtilmistir. Ayn1 arastirmada toplam karotenoid miktari
icerisindeki B-karoten oraninin; 30°C sicaklikta; %66 (125 mg/L), 20°C sicaklikta ise;
%92 (250 mg/L) olarak belirlendigi vurgulanmistir (Bhosale ve Gadre, 2002). R.
glutinis ve R. muciliginosa suslart ile B-karoten iiretimi iizerine yapilan bir diger
calismada ise; karoten iiretimi i¢in en uygun sicakligin ¢alisilan her iki sus i¢in de; 30°C
olarak belirlendigi ifade edilmistir (Aksu ve Eren, 2007). Bir baska ¢alismada ise, bir R.
glutinis izolatinin denenen farkli sicakliklarda (20°C, 25°C, 30°C, 35°C) biyokiitle ve
karotenoid derigimleri incelendiginde en yiiksek biyokiitle (11.4 g/L) ve karotenoid
derisimlerinin (5.79 mg/L), 25°C sicaklikta belirlendigi ifade edilmistir (Unver, 2010).

Rhodotorula cinsine ait tiirlerin karotenoid tiretimlerini etkileyen bir diger onemli

parametrenin; ortamin baslangic pH’1 oldugu ve en yliksek karotenoid iiretimi igin

37



optimum baslangic pH’iin, tiire bagh olarak degisebildigi ifade edilmektedir.
Literattirde, R. gracilis tiiriiniin karotenoid tiretimi i¢in optimum pH degerleri; 5.0-5.6
araliginda verilirken, R. lactis’in peynir alti suyu ortaminda karotenoid iiretimi igin
optimum pH’m ise; 7.0 oldugu rapor edilmistir (Goodwin, 1980). Rhodotorula cinsine
ait tiirlerin gelisebildigi ve pigment olusturabildigi baslangi¢ pH degerlerinin genellikle;
2.5-9.0 arasinda degistigi bildirilmektedir. R. glutinis DFR-PDY susunun karotenoid
iretimine etki eden parametrelerin incelendigi bir ¢alismada, sentetik bir besiyerinde en
yiiksek karotenoid iiretiminin, baslangic pH degeri 5.5 oldugunda elde edildigi
belirtilmistir (Latha ve ark., 2005).

Shih ve Hang (1996) tarafindan bir R. rubra susu ile, fermantasyon ortami olarak lahana
tursusu salamurasinin kullanildig1 ve 30°C’de gergeklestirilen bir ¢alismada ise, ortam
baslangic pH degeri 5.0 oldugunda, 48 saatlik fermantasyon sonunda, en yiiksek [3-
karoten derisiminin; 1041 pg/L ve biyokiitle derisiminin ise; 7.97 g/L olarak elde
edildigi belirtilmistir. Rhodotorula cinsinin iki farkl: tiirii R. glutinis ve R. mucilaginosa
suslar1 ile B-karoten {iretimi tizerine yapilan bir baska ¢alismada ise; optimum B-karoten
tiretimi i¢in baslangi¢ pH degerlerinin; R. glutinis i¢in 6.0, R. mucilaginosa igin ise; 7.0
olarak belirlendigi bildirilmistir (Eren, 2003).

Aksan (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, R. mucilaginosa 16 mutant susunun
karotenoid iiretimini artirmak i¢in kiiltiir kosullarinin optimizasyonu da incelenmis ve
bu amacla, 4.5-6.5 araliginda 8 farkl baslangic pH degeri ile ¢alisildigi bildirilmistir.
Denenen degerler arasinda en yiiksek karotenoid iiretimlerinin (3.83 mg/L ve 3.81

mg/L) sirastyla; pH 5.5 ve pH 6.0°da elde edildigi rapor edilmistir.

Unver (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise; ko¢ boynuzu peptonu ve melas
iceren bir fermantasyon ortaminda, 30°C sicaklik, 200 rpm ¢alkalama hizinda, kesikli
bir sistemde, R. glutinis YU-14 izolatinin karotenoid iiretimine 8 farkli baslangi¢ pH
degerlerinin (pH 4.5-7.5) etkilerinin incelendigi belirtilmistir. Bu ¢alismada; en yiiksek
biyokiitle (11.4 g/L) ve karotenoid derisimlerinin (5.79 mg/L), baslangi¢ pH’1 5.5 olan

ortamda elde edildigi rapor edilmistir.
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Son yillarda, karoten tiretiminde dogal substrat kaynaklarimin ve/veya tarimsal atik ve
artiklarin fermantasyon ortami olarak kullanildigi ¢alismalarda artis goriilmektedir
(Marova, Certik ve Breierova, 2011; Joshi, Sharma ve Girdher, 2013; Thakur ve Azmi,
2013; Valduga ve ark., 2014; Panesar, Kaur ve Panesar, 2015; Ghilardi ve ark., 2020;
Kot ve ark., 2020; Liang, Yang ve Du, 2021; Martins ve ark., 2021). Diisiik maliyetli
dogal substratlarin kullanilmasiyla, dogal pigment iiretim proseslerinin daha ekonomik
olarak gerceklestirilmesi amaglanmaktadir (Frengova ve Beshkova, 2009; Albertyn,
Pohl ve Viljoen, 2014). Karotenoid iiretiminde dogal substrat kaynaklarinin
kullanilmasi ile ayn1 zamanda, dolayli olarak, sanayi atiklar1 ile tarimsal artiklarin da
giderilmesine ve ¢evre kirliliginin ortadan kaldirilmasina katkida bulunulacagi da
belirtilmektedir (Frengova, Simova ve Beshkova, 2006; Frengova ve Beshkova, 2009;
Sanchez ve ark., 2013). Karoten iiretimi i¢in, fermantasyon ortaminda alternatif karbon
kaynag1 olarak denenen dogal substratlar arasinda iiziim suyu, iizlim cibresi, hurma
suyu, seker kamist ve pancar1 melasi, seker kamisi suyu, misir surubu, misir hidrolizati,
peynir alt1 suyu, mas fasiilyesi unu hidrolizati, okaliptus agacindan elde edilen seliilozik
hidrolizatlar yer almaktadir (Bhosale ve Gadre, 2001b; Aksu ve Eren, 2005; Tinoi,
Rakariyatham ve Deming, 2005; Marova ve ark., 2012; Panesar ve Kennedy, 2012;
Korumilli ve Mishra, 2014). Mayalarin kullanildiklar1 proseslerde, karoten iiretimi

amaciyla kullanilan bazi dogal substratlar, Cizelge 2.6’da verilmektedir.

Tinoi ve ark. (2005) tarafindan, azot kaynagi olarak; hidrolize mas fasulyesi atik
ununun, karbon kaynagi olarak ise; tatlh patates ekstraktinin kullanildigr bir
fermantasyon ortaminda incelenen R. glutinis TISTR susunun iiremesi ve karotenoid
iretimi tizerine etkili baz1 deneysel parametrelerin optimizasyonu ile ilgili bir ¢alisma
yapildig1 belirtilmistir. Gergeklestirilen ¢alismada; belirlenen optimum kosullar altinda,
fermantasyonun yaklasik 95. saatinde, incelenen susun biyokiitle derisiminin; 10.35 g/L
ve sus tarafindan liretilen karotenoid derisiminin ise; 3.48 mg/L olarak hesaplandig:

rapor edilmistir.

Libkind ve Broock (2006) tarafindan gerceklestirilen bir c¢alismada ise; Patagonya
habitatindan izole edilmis yerel Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces,
Sporidiobolus, Cryptococcus ve Cystofilobasidium cinslerine ait tiirler arasindan ilk
olarak, en yiiksek karotenoid iireten ii¢ maya susunun secildigi ve daha sonra ise;

sec¢ilen bu maya suslarinin, misir surubu, seker kamisi melas1 ve malt 6ziitiinilin, karbon
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kaynag1 olarak kullanildig1 yari-sentetik besiyerlerinde karotenoid {retimlerinin

incelendigi bildirilmistir.

Cizelge 2.6. Mayalar ile karoten tiretiminde kullanilan bazi1 dogal substrat kaynaklari

Maya

Dogal substrat

Referans

R. glutinis

R. glutinis-Debaryomyces
castellii (karigik kiiltiir)

R. glutinis mutant 32

R. rubra, R. glutinis

R. rubra+yogurt
bakterileri (karisik kiiltiir)

R.mucilaginosa,
Cryptococcus sp.

R. glutinis DM28
R. glutinis DFR-PDY

R. glutinis MT-5
R. glutinis

R. rubra
R. glutinis

R. glutinis,
R.mucilaginosa,
Cystofilobasidium
capitatum, S. roseus

Uziim sirasi, glukoz surubu, seker
pancar1 melasi, soya fasulyesi unu
Ozitii, misir unu Oziitii

Misir surubu

Seker kamis1 melasi

Seker kamist suyu

Peynir alt1 suyu filtrati

Seker kamist melasi, misir surubu,
ham malt 6ziiti

Fermente kirmizi1 turp salamurasi

Peynir alt1 suyu, mango posasi

Yenidiinya ¢ekirdegi

Patates, marul, meyve suyu isleme
tesisleri atik sular1

Seker kamis1 suyu, melasi, surubu

Bira prosesi atik suyu

Ogiitiilmiis kahve atig1

(Buzzini ve Martini,
1999)

(Buzzini, 2000)

(Bhosale ve Gadre,
2001b)
(Squina
2002)

ve ark.,

(Simova, Frengova
ve Beshkova, 2004)

(Libkind ve wvan
Broock, 2006)
(Malisorn ve

Suntornsuk, 2009)

(Latha ve
Jeevaratnam, 2010)
(Taskin ve Erdal,
2011)

(Schneider ve ark.,
2012)

(Banzatto, Freita ve
Mutton, 2013)

(Schneider ve ark.,
2013)

(Petrik ve ark., 2014)
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Bu calismada; en yiiksek karotenoid derisiminin 301 ug/g olarak, R. mucilaginosa
CRUB 0195 susu ile calisildiginda ve karbon kaynagi olarak da fermantasyon

ortaminda; misir surubu kullanildiginda elde edildigi rapor edilmistir.

Elma posasinin farkli derisimlerinin dogal substrat kaynagi olarak fermantasyon
ortaminda kullanildig1 bir baska c¢alismada ise, lahana tursusundan izole edilmis,
Rhodotorula cinsine ait oldugu belirlenen bir sus ile karotenoid tiretimi incelenmistir
(Joshi, Sharma ve Girdher, 2013). Anilan arastirmada sonug¢ olarak; elma posasinin,
calisilan sus ile karoten iiretiminde kullanilabilecegi belirtilmis ve ¢caligmada elde edilen
en yliksek karoten derisiminin, fermantasyon ortaminda 40 g/L derisiminde elma posasi

kullanildiginda; 46.42 mg/100 g olarak belirlendigi ifade edilmistir.

Dogal substratlarin B-karoten iiretimi i¢in fermantasyon ortamlarinda kullanildigi bir
diger arastirmada; fermantasyonda seker kamisi suyu, melasi ve surubunu igeren
ortamlarin  kullanildig1  belirtilmistir (Banzatto, Freita ve Mutton, 2013). Bu
fermantasyon ortamlarimin hazirlanmasinda; seker kamis1i melasinin ve seker kamisi
surubunun seyreltilip hidrolize edildigi ve seker kamist suyunun ise dogrudan hidrolize
edilerek kullanildig1 bildirilmistir. Bu ¢alismada; iire ve Nitrofos KL olarak
isimlendirilen ticari bir azot kaynagi ile desteklenerek hazirlandig: bildirilen ortamlarda,
R. rubra L18 susunun biyokiitle ve karotenoid derisimlerinin incelendigi de
belirtilmistir. En yiiksek karotenoid iiretiminin, herhangi bir destek bileseni olmayan,
melas ortaminda; 2.74 mg/L olarak belirlendigi, melasin iire ve nitrofos KL ile
desteklendigi durumda ise sirasiyla; 2.55 ve 2.32 mg/L olarak hesaplandigi rapor

edilmistir.

Kahyaoglu (1999) tarafindan, Phycomycetes blakesleeanus, Phycomycetes nitens,
Blakeslea trispora ve Mucor mucedo suslar1 kullanilarak, B-karoten iiretimi i¢in melas,
slempe ve peynir alt1 suyu gibi bazi endiistriyel atiklarin degerlendirilmesi amaciyla
yapilmis olan bir tez ¢alismasinda; en yliksek B-karoten iiretiminin melas ortaminda, B.
trispora susu ile elde edildigi bildirilmistir. Anilan ¢alismada; kullanilan s6z konusu
substratlarin B-karoten tiretimi i¢in endiistriyel olarak degerlendirilebilir nitelikte

olduklar1 da ifade edilmistir.
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Seker endiistrisi artig1 olan ve yiiksek derisimde sakkaroz iceren melasin ve bir siit
endiistrisi artig1 olan, yiiksek derisimde laktoz i¢eren peynir alti suyunun, R. glutinis ve
R. mucilaginosa tiirlerine ait iki sus ile P-karoten iiretiminde substrat olarak
degerlendirilmesine yonelik bir diger ¢aligmada ise; fermantasyon ortamlarinda farkli
derisimlerde melas ve peynir altt suyu tozunun kullanildigi ifade edilmistir (Eren,
2003). Yapilan calismada melasin ortamda; 2.5-20 g/L derisim araliginda, peynir alti
suyu tozunun ise; 3.3-13.2 g/L araliginda kullanildiklar1 rapor edilmistir. Bu ¢alismada;
incelenen R. glutinis susu i¢in melas derigsiminin 12.5 g/L’ye kadar artmasiyla 6zgiil
iireme hizinin arttig1, daha yiiksek melas derisimlerinde ise, substrat inhibisyonundan
dolay1 6zgiil iireme hizinin azaldig1 belirtilirken, tirin (B-karoten) olusum hizinin ise
arttig1 bildirilmistir. Denenen R. mucilaginosa susu i¢in ise; peynir alti suyu derigimi
degistirildiginde, diisiik derisimlerin B-karoten iiretimini artirdigi, yiiksek derisimlerin

ise B-karoten iiretimini inhibe ettigi ifade edilmistir.

Unver (2010) tarafindan yapilan bir calismada; besiyeri bilesenleri olarak kogboynuzu
peptonunun ve melasin farkli derisimlerinin, R. glutinis YU-14 susu ile karotenoid
tiretimi icin denendii ve en yiiksek karotenoid iiretiminin; belirlenen optimum
fermantasyon ortami kosullar1 altinda, %0.5 (w/v) ko¢ boynuzu peptonu ve %3 (w/v)

melas iceren ortaminda; 5.79 mg/L olarak belirlendigi rapor edilmistir.

Korumilli ve Mishra (2014) tarafindan, bir R. rubra susu ile ananas, nar ve portakal
atiklarindan elde edilen; meyve atig1 ekstraktinin fermantasyon ortami olarak
kullanildig1 bir aragtirmada, karotenoid tiretimi i¢in pH, sicaklik ve ¢alkalama hizinin
optimizasyonu {lizerine bir ¢alisma yapilmistir. Sozkonusu calismada; incelenen R.
rubra susu ile karotenoid iiretiminde, hazirlanan meyve atig1 ekstraktinin, karbon
kaynagi olarak tek basma kullanilabilecegi rapor edilmistir. Adi gecen c¢alismada,
incelenen sus tarafindan en yiiksek karotenoid derigiminin; 2.77 mg/L olarak, baglangic
pH’mnin 7, ortam sicakliginin; 30°C ve calkalama hizinin; 120 rpm oldugu kosullarda

tiretildigi bildirilmistir.

R. glutinis suslar1 tarafindan iretilen B-karoten, torulen ve torularhodin oranlarinin
kullanilan susun disinda, kiiltiir kosullarina da bagli oldugu belirtilmektedir. Yabani R.

glutinis suslarinin B-karoten iiretimlerinin genellikle ¢ok diisiik oldugu, iiretilen torulen
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ve torularhodinin ise B-karotene gore ticari 6neminin daha az oldugu ifade edilmektedir.
Bu nedenlerle suslarin gelistirilmesi, besiyeri igeriginin optimizasyonu ve kiiltiir
kosullarinin manipiilasyonu ile yabani R. glutinis suslarinin B-karoten iiretimlerinin
artirllmaya calisilmasi igin bir¢ok calisma yapildigi rapor edilmektedir (Nasrabadi ve
Razavi, 2011).

2.1. Kesikli Olarak Cahsan Fermantasyon Sistemlerinde Incelenen Parametreler
ve Kullanilan Bazi Esitlikler

2.1.1. Mikroorganizma Ozgiil Ureme Hiz1

Endiistriyel mikrobiyolojik iiretimlerde; iiretilecek mikroorganizmanin veya olusacak
iiriin miktarinin 6nceden planlanmasi istenmektedir. Bakteriler, kiif ve mayalar i¢in
farkli ¢ogalma modellerinin oldugu ve bunlar kullanilarak hiicre sayilar1 ve {iriin
miktarlarinin belirlenebildigi belirtilmektedir. Bakteriler, mayalar ve bircok kiif gibi
mikroorganizmalarin ¢ogalmasi birbirini izleyen gelisim asamalarindan olusmaktadir.
Mikroorganizma gelisiminin ilk asamas1 lag-faz; inokulasyondan itibaren ilk hiicre
boliinmesine kadar gecen siire olarak tanimlanmaktadir. Bu evreyi uyum yani hizlanma
faz1 izleyip, hemen ardindan log faz yani eksponensiyel cogalma faz1 gelmektedir. Ussel
tireme bolgesi de denilen bu bolgedeki mikroorganizma g¢ogalma hizi, sabit ve
maksimuma ulasmis olarak ifade edilmektedir (Dénmez, 2017). Ussel iireme bdlgesinde
mikroorganizma 6zgiil tireme hiz1 ile ilgili baginti, Es. 2.1°de verilmektedir.

x
dt 2.1)

Bu c¢alisma kapsaminda gerceklestirilen her bir deney i¢cin maya susunun {issel lireme
bolgesindeki 6zgiil iireme hizi, p (sat), Esitlik 2.1 yardimiyla, InX degerlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler kullanilarak hesaplanmustir. Esitlikte verilen X; kuru
agirlik cinsinden (g mo.L) olarak mikroorganizma derisimini ve t (sa) ise; zamani

gostermektedir.

2.1.2. Mikroorganizma Ozgiil Uriin Olusum Hiz1

Kesikli bir fermantasyon sisteminde, 0Ozgiil {iriin olusum hizi degeri biyokiitle
derisimine bagli bir fonksiyon olarak Esitlik 2.2’de verilen Kkinetik bagmti ile
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agiklanmaktadir (Doran, 2013). Ozgiil iiriin olusum hiz1; fermantasyonun herhangi bir

zamaninda, iirlin olusum hiz1 ve biyokiitle derisimine bagli olarak degisebilmektedir.

1dP

"= Xar

(2.2)

Bu tez calismasinda, 0Ozgiil B-karoten iiretim hizlari; B-karoten ve Dbiyokiitle
derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden yararlanarak hesaplanmistir.
Bu amagla once; B-karoten derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren egrilerden
belirli zamanlara karsi gelen egim degerleri hesaplanarak iiriin olusum hizlari, dP/dt
(mg B-karoten/L.sa) hesaplanmigtir. Daha sonra ise, biyokiitle derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafiklerden, hesaplanan her bir iiriin olusum hiz ile ilgili zaman
degerine karsi gelen mikroorganizma derisimleri de okunarak, Esitlik 2.2 yardimiyla;

0zgil B-karoten iiretim hizlari, y (mg B-karoten/g mo.sa) hesaplanmistir.

Bu c¢alismada ayrica, her deney i¢in farkli zamanlarda hesaplanan 6zgiil B-karoten
tiretim hiz1 degerleri de karsilastirilarak, s6z konusu deneydeki en yiiksek ozgiil -

karoten iiretim hiz1 degeri de (ym, mg B-karoten/g mo.sa) belirlenmistir.

2.2. Deney Tasarim Yontemi ve Fermantasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Gida miihendisliginde optimizasyon, proseslerde islem verimi ve iriin kabuliiniin
yiiksek olmasi icin kullanilan 6nemli bir ara¢ olarak ifade edilmektedir. Bu aracglardan
biri olarak yanit yiizey yOnteminin, optimizasyonu da iceren istatistiksel bir teknik

oldugu bildirilmektedir (Ko¢ ve Kaymak-Ertekin, 2010).

Faktoriyel dizaynlar1 ve varyans analizleri yontemiyle deney tasariminin, ilk kez Fisher
tarafindan 1930’lu yillarda, tarim ve biyoloji arastirmalart i¢in gelistirildigi
bildirilmektedir (Makela, 2017). Literatiirde, bir kerede sadece bir faktoriin degerinin
degistirilerek diger degiskenlerin degerlerinin sabit tutuldugu geleneksel optimizasyon
yontemlerinin; istenen sonuca ulasabilmek i¢in daha uzun siire ve daha fazla isgiicii
gerektirdigi belirtilmektedir. Ayrica bu yontemler ile ¢alisildiginda, degiskenler

arasindaki interaksiyonlarin da gozardi edildigi ifade edilmistir. Bunlarin sonucu olarak
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bu yontemlerle, istenen sonu¢ i¢in gerekli optimum kosullarin belirlenemeyecegi
bildirilmistir (Maldonade, Rodriguez-Amaya ve Scamparini, 2012; Thakur ve Azmi,
2014; Bagy ve ark., 2016). Entegre modelleme ve optimizasyon yontemi olan Yanit
Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology-RSM) ise, ¢oklu degiskenlerin veya
faktorlerin verilen bir prosesteki etkilerinin hizli ve en az sayida deney ile analiz
edildigi ve elde edilen sonuclarin da istatiksel olarak yiiksek derecede Onemli
bulundugu, etkili bir arag olarak ifade edilmektedir (Dhaliwal ve Chandra, 2015). Yanit
yiizey yonteminin ise, ilk kez 1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan tanimlanarak

gelistirildigi bilinmektedir (Turan ve Altundogan, 2011).

Yanit ylizey yontemi; deneylerin dizayn edilmesi, faktorlerin etkilerinin
degerlendirilmesi, daha az deney ile bagimli degisken ve faktorler arasindaki
etkilesimlerin belirlenmesi ve istenen yanitlarin elde edilmesi i¢in; faktérlerin optimum
kosullarinin arastirilmasinda kullanilan, giincel bir istatiksel ve matematiksel teknik
olarak aciklanmaktadir. Mikrobiyel fermantasyonla metabolitlerin {iretiminde, yanit
yiizey ydntemi ile deney dizaynimin, etkili bir yaklasim oldugu bildirilmektedir. Ikinci
dereceden polinoma uygun en yaygin kullanilan yanit yiizey yontemi modelinin ise;
Merkezi Karma Tasarim (MKT) yontemi (Central Composite Design) oldugu rapor
edilmektedir (Bagy ve ark., 2016).

Yanit ylizey yonteminde MKT’nin, ayni anda c¢ok sayida farkli parametrenin
denenmesi, her bir faktoriin roliinlin ayr1 ayr1 ve ayni1 zamanda kiimiilatif etkilerinin
degerlendirilmesinin istendigi deney prosediirlerinin tasarlanmasinda kullanildig1 ifade
edilmektedir. Bu durum, tam ve kismi faktoriyel yontemleri gibi diger deneysel tasarim
tirleri ile ortak bir 6zellik gosterirken, MKT’nin bu yontemlerden farkinin; deney
sayisinin azaltilmis olmasi oldugu belirtilmektedir (Said ve Amin, 2015). Kimyasal ve
biyokimyasal proseslerde ¢ok sayida parametrenin etkili oldugu ve bu ydntemde
yalnizca en oOnemli etkisi olanlarin, bagimsiz degiskenler olarak seg¢ildigi
belirtilmektedir. Onemli parametrelerin tanimlanmasindan sonra ise, faktorlerin yani
parametrelerin seviyelerinin belirlendigi ifade edilmektedir (Bas ve Boyaci, 2007). S6z

konusu bu tasarim olusturulurken bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri; X olarak

gosterilmekte ve Esitlik 2.3 kullanilarak hesaplanmaktadir (Said ve Amin, 2015).
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Xi= (Xi-Xo) / AX; (2.3)

Esitlik 2.3’de yer alan X sembolii, bagimsiz degiskene ait gergek degeri, Xo sembolii
bagimsiz degiskenin merkez noktasindaki degerini ve AXi sembolii ise Xi ve Xo

degerlerinin bulunduklar1 diizeylerin arasindaki fark: ifade etmektedir.

Ayn1 zamanda “Circumscribed Design” olarak da gegen, merkezi karma tasarim
yontemi; Gida Miihendisligi Bilimi alaninda en c¢ok kullanilan dizayn olarak
bilinmektedir. MKT nin; yanitin egilimi hakkinda iyi bir tahmin saglamak i¢in, merkez
nokta ve yildiz noktalarini iceren bazi kombinasyonlarin da eklenmis oldugu, her faktor
icin 5 farkl seviyeyi kapsayan bir faktoryel dizayni igerdigi bildirilmektedir. MKT de
her faktor icin; merkezden faktdriyel noktaya olan uzakligin £1 birim, merkezden yildiz
noktasina uzakligin ise a>1 olmak {izere +o kadar oldugu ve a’nin kesin degerinin,
tasarim i¢in istenen belirli 6zelliklere ve ilgili faktorlerin sayisina bagli bulundugu
belirtilmektedir. Eger dizayn “rotatable” ise; o degerinin Esitlik 2.4 ile
hesaplanabilecegi bildirilmektedir (Bevilacqua, Corbo ve Sinigaglia, 2010).

o= [24¥ (2.4)

Esitlik 2.4°de, k; deney tasariminda yer alan faktorlerin sayisi olarak tanimlanmakta
olup yani bagimsiz degisken sayisini sembolize etmektedir. Ornegin; o’nmn 2 oldugu

durum, 4 faktorlii deney tasarimini ifade etmektedir.

Tasarimdaki deney noktalarin sayisi ise, program tarafindan; Esitlik 2.5’de yer alan
formiil kullanilarak hesaplanmaktadir (Khuri, 2017). Bu esitlikte N degeri; tasarimda
gergeklestirilecek tiim deney sayisini, k degeri; incelenen faktor sayisini belirtirken, no

degeri ise; merkez noktada tekrar edilecek deney sayisini ifade etmektedir.
N = 2K+ 2k + ng (2.5)
Merkezi karma tasarimin yonteminin, ikinci dereceden tasarimlar arasinda en ¢ok tercih

edilen oldugu bildirilmektedir. Bu tasarim yonteminin ilk olarak 3% tam faktoriyel
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dizaynlarinin deney sayisini azaltmak amaciyla ortaya ¢iktigi belirtilmektedir (Sekil

2.5). Bu tasarim ile gergeklestirilen 3% tam faktoriyel deney dizayninin, ii¢ farkli

yaklasim ile yapilandirildig: ifade edilmektedir. ikinci dereceden tasarima bir 6rnek

olan bu dizayn yapis1 (Es 2.5) ti¢ kisim olarak asagida agiklanmistir (Khuri, 2017).

1. Faktor seviyelerinin -1, 1 olarak kodlandigi, tam (veya kismi) 2k faktoriyel

2.

3.

tasarimi, tasarimin faktoriyel kismu.

Her kontrol degiskeninin ekseni {izerinde tasarim merkezinden o mesafesi
uzaklikta iki nokta secilecek sekilde diizenlenmis, 2k noktadan olusan eksensel

(axial) kisim.

Tasarim merkezinde belirli sayida tekrardan olugan merkez nokta kismu.

Merkezi karma tasarim kullanimi olduk¢a kolay bir yontem olarak tanimlanmakta ve

temel agamalar1 asagida verilmektedir (Bevilacqua, Corbo ve Sinigaglia, 2010).

1.

2.

3.

Bagimsiz degiskenlerin yani, faktorlerin tanimlanmasi.

Faktorlerin seviyelerinin belirlenmesi. Bu asamada, her faktor i¢in; minimum ve
maksimum degerleri sirasiyla; -2 ve +2 olarak kodlanarak, bir deger araligi
belirlenmektedir. Daha sonra bu degerlerin ortalamasi; 0 olarak kodlanan deger,
araligin merkez noktas: olarak kabul edilmektedir. Son olarak; -2 ile 0’in

ortalamasi -1 degeri ve +2 ile 0’1n ortalamasi1 +1 degeri olarak belirlenmektedir.

Dizaynin kombinasyon sayisinin belirlenmesi. Farkli sayida faktoriin
kombinasyonu ile olusturulan tasarimlarda elde edilen deney sayisi, Es. 2.5 deki
denklem kullanilarak hesaplanmaktadir. Bu esitlik kullanilarak elde edilen en az
deney kombinasyon sayisinin merkez noktada deney tekrari yapilmadan tek bir
deney yapildiginda hesaplandig bildirilmektedir. Bu sekilde, 3 faktorlii tasarim
icin en az; 15 kombinasyon gerekirken, 4 faktorli tasarim icin en az; 25

kombinasyona ihtiya¢ oldugu belirtilmektedir.
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4. Kose, yildiz ve merkez noktalar1 bir araya getirilerek tiim kombinasyonun

yazilmasi.

3 faktorlii, bir merkezi karma tasarim, bir kiipe benzetilerek aciklanmaktadir. Kiipiin
koseleri, “kose noktalar1” olarak da ifade edilebilirken, kiipiin merkezinin de tasarimin
“merkez noktas1” olarak kabul edilmektedir. Kiipiin bir kiire i¢ine teget olacak sekilde
yerlestirildigi farz edildiginde, kiipiin “yildiz noktalar1” kiirenin merkezinden gegen

1s1nin sinirlari olarak bildirilmektedir (Bevilacqua, Corbo ve Sinigaglia, 2010).

Kiipe ait kdse noktalari; tiim faktorlerin -1 veya +1 seviyelerinde oldugu ve birbirini
takip eden ikili islem kombinasyonlar1 olarak tanimlanmaktadir. Merkez nokta ise; tiim
faktorlerin araliktaki ortalama degerlerine ayarlanmasi nedeniyle, MKT’nin tekrar
edilebilirliginin bir nevi kontrolii olarak kabul edilmektedir. Yildiz noktalari; bir
faktoriin minumum veya maksimum degerinde iken digerlerinin merkez nokta
degerinde tutuldugu kombinasyonlardir. 3 faktorlii bir Merkezi Karma Tasarim (CCD)
modeli; Sekil 2.5°de verilmektedir (Bevilacqua, Corbo ve Sinigaglia, 2010)

: H \'® » Kose noktasi

Faktor 3 «—— o

| Merkez nokta

. : o=
Faktor 1 / @ » Yildiz noktasi

Sekil 2.5. Ug faktorlii bir merkezi karma tasarim modeli

Yanit ylizey yontemi; yanit ve bagimsiz degisken arasindaki fonksiyonun matematiksel
formunun tahminlenmesine dayanmaktadir. Yanit, bagimsiz degiskenin bir lineer

fonksiyonuna uyumlu ise, birinci dereceden polinomiyal bir denklemle bir model
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olusturulabilecegi belirtilmektedir. Yanit yiizeyinde egrilik varsa, ikinci derece veya
daha yiiksek dereceli polinomiyal denklemlerin model olarak kullanilacag:
bildirilmektedir. ikinci dereceden polinomiyal denklemlerin en kiigiik kareler yontemi
ile tahminlenebildigi ve optimum noktanin belirlenebildigi belirtilmektedir (Kog ve
Kaymak-Ertekin, 2010). Modelleme; bir cevabin ger¢ek davranisina yaklasma amacina
dayanmaktadir (Makela, 2017).

Bu deneysel metodla olusturulan matematiksel model; bagimsiz degiskenlerin tek
baslarina ve birlikte etkilerini tanimlamaktadir. Yanit ve girdiler arasindaki bu iliski

Esitlik 2.6’da verilmistir (Bas ve Boyaci, 2007).

y =1 (X1, Xo, =+, X&) + € (2.6)

Esitlik 2.6’da, y: bagimli yanit degiskeni, f: bagimsiz degiskenler olan X1, X2, «++, Xi’nin
fonksiyonunu, k: bagimsiz degisken sayisimi ve ¢ f fonksiyonu tarafindan hesap

edilemeyen istatiksel hata terimini belirtmektedir (Turan ve Altundogan, 2011).

Deneyler sonucunda elde edilen yanitlar ise, daha sonra herbir yaniti polinomiyal
modele uydurmaya igeren regresyon metodu kullanilarak analiz edilmektedir (Said ve
Amin, 2015). Yaygin olarak kullanilan lineer regresyon analizinin, bagimli degisken
(yanit) ile bir veya daha fazla bagimsiz degisken arasindaki iliskiyi fonksiyonel olarak
inceleyen istatistiksel bir teknik oldugu belirtilmektedir. Polinomiyal modeller de lineer
olan herhangi bir model gibi olusturdugu yanit yiizeyin sekli ne olursa olsun lineer
regresyon modeli olarak tanimlanmaktadir. Coklu lineer regresyon modelinde,
regresyon katsayilarinin tahminlenmesinde en kiigiik kareler yonteminin kullanildigi
bildirilmektedir. En kiigiik kareler yontemi uygulanirken; se¢ilen modelin matematiksel
formunun uygun oldugu, dolayisiyla gergek ortalama yaniti temsil edebildigi, dene-
melerde rastgele hatanin (¢) birbirinden bagimsiz normal dagilis gosterdigi ve
varyansinin sabit oldugu varsayilmaktadir. Rastgele hatanin birbirinden bagimsiz olmasi
ve varyansinin sabit olmasi ile en iyi tahminleyici modellerin elde edilmesinin
saglanacagi Dbelirtilmektedir (Ko¢ ve Kaymak-Ertekin, 2010). Yanit yiizeyin
tahminlenmesinde kullanilan en kiiclik kareler yonteminin uygulandig: ikinci dereceden

polinomiyal bir denklem, Esitlik 2.7’de verilmektedir (Makela, 2017).
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y=LotZkiz1 BiXi+ZXYic1ZN=ir1 By XiXj+ENi=1fuX? +€ (2.7)

y’nin bagimli degiskeni yani yaniti; So, Bi, fii Ve fij’nin sirastyla; y degerinin ortalamasi
ile linear, ikili etkilesim ve karesel katsayilarini, €’nun ise model kalintisini temsil ettigi
bildirilmektedir (Makela, 2017). Modelin giivenilirli§inin testi igin; R? katsayis1 ile
modelin uygunlugunun ve ayrica F-testi ile de uyumsuzlugunun degerlendirildigi,
varyans analizi (ANOVA) uygulanmasi gerektigi belirtilmektedir (Said ve Amin, 2015).
Bir faktoriin tek basina veya diger faktorlerle etkilesimi ile yanit lizerine etkisinin 6nem
derecesinin, regresyon katsayilariin yardimiyla belirlendigi ifade edilmektedir. Deney
sonuglarmin regresyon analizi ile degerlendirilmesinin yanisira bu sonuglarin
gorsellestirilerek; lic boyutlu yanit yiizey ve kontur grafikleri olarak da ifade edilebildigi
belirtilmektedir. Olusturulan bu grafiklerin yardimiyla, faktorlerin gercekte test
edilmemis olan degerlerine ait kombinasyonlarinda elde edilebilecek yanitlar hakkinda
da tahmin yapilabilecegi bildirilmektedir. Faktorlerin yanit {izerine etkilerinin
arastirildigt bu deneylerin sonucunda elde edilen yanit yiizey desenleri kullanilarak,
istenen yanit degerleri icin; faktorlerin optimum degerlerinin bulunabilecegi de rapor

edilmektedir (Turan ve Altundogan, 2011).

Bir iiriiniin piyasada rekabet edebilir olmasi i¢in iirliniin {iretiminde optimizasyon teorisi
ve tekniklerinin kullanilmasinin gerektigi belirtilmektedir. Optimizasyon ile iriiniin;
dretimi ve Kalitesi iyilestirilirken, maliyetinin minimize edilmesi sayesinde proses
tasarimlarinin verimli hale getirilmesinde kullanildig1 belirtilmektedir (Kog¢ ve Kaymak-
Ertekin, 2010). Fermantasyon isleminin gerceklestirilmesinde istatistiksel deneysel
tasarim tekniklerinin uygulanmasinin; iyilestirilmis ve birbirine daha uyumlu ikt
yanitlari, daha az proses degiskenligi, daha kisa fermantasyon siiresi ve daha az maliyet
ile sonuglanabilecegi ifade edilmistir (Venil, Zakaria ve Ahmad, 2013). Yiiksek
miktarda pigment {iretiminin  saglanmasi i¢in  fermantasyon siire¢lerinde
optimizasyonunun 6nemli bir strateji olarak siniflandirildigi bildirilmektedir (Aruldass,
Dufossé ve Ahmad, 2018). Pigment iiretiminde, besiyeri ve proses optimizasyonunda
yanit ylizey yontemi yaklasgiminin giin gegtikce dnem kazandigi ve prosesi optimize
etmek icin gereken klasik yontemlerden, daha az zahmetli ve kestirme bir yontem

oldugu ifade edilmektedir. Yanit yiizey yonteminin; daha az sayida deney ile besiyeri
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bilesenlerinin ve fermantasyon kosullarinin optimizasyonunda basar1 ile uygulanildig
belirtilmektedir. Bunun yanisira {iretim siirecindeki degiskenlerin aralarindaki
etkilesimlerinin ve karesel etkilerinin arastirilmasi i¢in de kullanildigi bildirilmektedir
(Venil, Zakaria ve Ahmad, 2013).

Yanit yiizey yOnteminin literatiirde, mikrobiyel karotenoid iiretimi iizerine
gerceklestirilen pek cok arastirmada istatistiksel yaklasim olarak yaygin bir sekilde
kullanildig1 belirtilmektedir. Bu arastirmalardan yanit yilizey yontemi ile karotenoid
tiretimlerinin optimizasyonlarmin ¢aligildigi mayalardan bazilari; R. rubra, R. glutinis
ve S. salmonicolor olarak rapor edilmektedir (Buzzini, 2000; Buzzini ve ark., 2005;
Malisorn ve Suntornsuk, 2008; Chandi ve ark., 2010; Maldonade, Rodriguez-Amaya ve
Scamparini, 2012; Valduga ve ark., 2014).

Buzzini (2000) tarafindan, ana karbonhidrat kaynagi olarak; konsantre {izim sirasi
kullanilarak R. glutinis DBVPG 3853 ile karotenoid iiretiminin optimizasyonunun
yapildig1 bir calismada; Oncelikle faktoriyel dizayn ile karbonhidrat kaynagi, maya
oziitli, tuz konsantrasyonlar1 ve pH olmak iizere farkli deneysel parametrelerin 2
seviyede (-1,+1) denendigi ve bunlardan en 6énemli ikisinin; pH ve maya 0ziitii olarak
belirlendigi bildirilmistir. Daha sonra pH ve maya 06ziitliniin bagimsiz degiskenler
olarak kabul edildigi ve ikinci dereceden polinomiyal bir modelin elde edildigi merkezi

karma tasarim ile olusturulan deneylerin gergeklestirildigi rapor edilmistir.

Chandi ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, R. glutinis 1151 susu ile
yiiksek miktarda karotenoid tiretimi i¢in, domates atig1 esaslt bir besiyerine yanit ylizey
yonteminin uygulandig: bildirilmistir. Bu ¢alismada; yanit yiizey yontemi kullanilarak,
domates ekstrakti, malt ekstrakti, pepton ve glukozun bagimsiz degiskenler olarak
belirlendigi ve her birinin 5 farkli seviyede degistirilerek toplam 32 farkli

kombinasyonunun denendigi belirtilmistir.

R. glutinis KU550702 ile yapilan bir calismada; c¢alisilan susun B-karoten iiretimi

tizerine sicaklik, inkiibasyon siiresi, farkli fermantasyon yontemleri ve islem gérmemis

sogan atigi, KH2PO4 ve L-asparajin gibi ¢esitli fermantasyon ortami bilesenlerinin,

etkilerinin incelendigi bildirilmistir (Bagy ve ark., 2016). Bu g¢alismada s6z konusu
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parametrelerin incelenen susun B-karoten iiretimi iizerine tek tek etkilerinin; Plackett-
Burman dizayn1 kullanilarak belirlendigi, daha sonra bu parametrelerin karsilikli
etkilesimlerinin ve optimum seviyelerinin ise; yanit ylizey ydntemi uygulanarak

arastirildig1 rapor edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Maya Kiiltiirleri

Bu arastirmada, laboratuvarimizda daha once yapilan g¢alismalarda cesitli gidalardan
izole edilerek tanimlanmis olan 7 adet yerel/endojen R. glutinis susu ile, yabanc1 kiiltiir
koleksiyonlarindan saglanmis olan; 2 adet R. mucilaginosa ve bir adet R. glutinis susu
olmak iizere toplam; 10 adet maya susu kullanilmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan
maya suslar1 ve izole edildikleri kaynaklar, Cizelge 3.1°de verilmektedir. Tim kiiltiirler,
kullanilincaya kadar, -70°C’de, bir derin dondurucuda, gliserin iceren bir ortamda

kriyoviallerde muhafaza edilmislerdir.

Cizelge 3.1. B-karoten iiretiminde kullanilan maya suslar1 ve izolasyon kaynaklari

Maya Susu Izolasyon Kaynag
Rhodotorula glutinis AF0-2 Zeytin
Rhodotorula glutinis AF1-4 Zeytin
Rhodotorula glutinis C23 Meyveli yogurt
Rhodotorula glutinis 13 Kuru kayisi
Rhodotorula glutinis 37.1 Bal
Rhodotorula glutinis 37.2 Bal
Rhodotorula glutinis 12.0 Rafine seker
Rhodotorula glutinis var. glutinis NBRC 1125 Hava
Rhodotorula mucilaginosa NBRC 0870 Uziim siras1
Rhodotorula mucilaginosa NCAIM Y 01318 Gida/bilinmiyor

3.1.2. Besiyerleri

Bu tez calismasinda gergeklestirilen deneyler sirasinda kullanilan maya suslarmin
aktiflestirilmeleri ve stok kiiltiir olarak saklanmalari amaciyla; Yeast Extract Malt
Extract (YM) sivi ve kati besiyerlerinden yararlanilmistir. YM broth besiyerinin

bilesimi (g/L); glukoz; 10, maya 0ziitii; 3, malt Oziitii; 3 ve pepton; 5 olacak sekilde



bilesenlerinden hazirlanirken, YM agar besiyerinde ise bu bilesime agar (15 g/L)

eklenmistir.

Tez calismasi deneylerinde, kiiltiir ortam1 ve ana fermantasyon ortami olarak bilesimi
(g/L); glukoz; 15, maya oziitii; 2.5, malt oziitli; 2, (NH4)2SOs; 1, KH2PO4; 1 ve
MgS0O4.7H20; 0.25 olan bir besiyerinden yararlanilmistir (Aksu ve Eren, 2005).

3.1.3. Dogal Substrat Kaynaklari

Bu tez galismasinin bazi deneylerinde, c¢alisilan sus ile B-karoten iiretimi amacryla,
cesitli dogal substrat kaynaklar1 ve bunlardan hazirlanan ortamlardan yararlanilmistir.
Deneylerde, gida endiistrisi artiklar1 olarak; seker pancar1 kiispesi ve iiziim posasindan
hazirlanan oziitler ile kestane kabuklarindan elde edilen hidrolizat, tarimsal kaynakli
dogal substratlar olarak; armut ve elma posalari ile yer elmasindan hazirlanan 6ziitler ve
laboratuvarda elde edilen iiziim suyu, tarimsal artik olarak ise; findik kabuklarindan

elde edilen hidrolizat kullanilmustir.

Calismada kullanilan seker pancari kiispesi, Corum ilinde bulunan Safi Kat1 Yakit San.
ve Ticaret A.S’e (kiispenin saglandig1 donemde; Tiirkiye Seker Fabrikalar1 A.S.) ait
seker fabrikasindan temin edilmistir. Bu tez ¢alismasinda bazi deneylerde kullanilan
beyaz iizlim posast ise; Ankara Kavaklidere Saraplari A.S’nin Akyurt’da bulunan

fabrikasindan saglanmstir.

Deneylerde kullanilan findik ve kestane kabugu hidrolizatlari; Bolu Abant izzet Baysal
Universitesi (BAIBU), Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Béliimii’nden,
hazirlanmis olarak temin edilmislerdir. Hidrolizatlarin hazirlanmasinda kullanilmis olan
findik kabuklarmin, Diizce’deki yerel lireticilerden, kestane kabuklarinin ise; Bursa’da
bulunan Kafkas Pasta Sekerleme Sanayi ve Ticaret A.S’ ye ait isletmeden saglandigi

bilinmektedir.

Bu caligmada, bazi deneylerde fermantasyon ortami hazirlanmasinda kullanilan armut,

iizlim, elma ve yer elmasi1 6rnekleri ise, Ankara piyasasindan satin alinmiglardir.
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3.1.4. Deney Diizenegi

Bu arastirmada, kesikli sistemde gerceklestirilen fermantasyon ¢alismalari, sicakligin ve
calkama hizinin kontrol edilebildigi su banyolarinda, 300 mL’lik erlenlerde, 100 mL
calisma hacminde, 100 vuru/dak sabit g¢alkalama hizinda yapilmistir. Calismalar;
laboratuvarimizda bulunan, Grant SS40-D (Birlesik Krallik), Niive ST-402 (Tiirkiye) ve
Haake SWB 20 (Almanya) modellere ait c¢alkalamali su banyolarinda
gergeklestirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Fermantasyon Ortamu I¢in Inokiilim Hazirlanmas: ve Inokiiliim Baslangic

Derisiminin Belirlenmesi

Deneyler sirasinda fermantasyon ortamlar1 i¢in inokiiliim (ast kiiltiirii) hazirlanmasi
amactyla; YM sivi besiyerinde 28°C’da 24-48 saat gelistirilen taze kiiltiirlerden, YM
agar besiyerlerine inokiilasyonlar yapilmis ve asilanan ortamlar, 28°C’da, 72 saat
inkiibe edilerek aktiflestirilmislerdir. Gelistirilen kiiltiirler daha sonra, standart ¢apli bir
0ze kullanilarak, 2 6ze dolusu olacak sekilde bilesimi daha once; Bolim 3.1.2°de
verilen, 50 mL hacmindeki kiiltiir ortamlarina ayr1 ayr1 inokiile edilmislerdir. Ortamlar,
calkalamali bir su banyosunda 28°C sicaklikta, 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda 48
saat inkilibasyona birakilmiglardir (Sekil EK 1.1). Siire sonunda gelistirilen kiiltiirlerden,
300 mL’lik erlenlerde bulunan 100 mL hacmindeki fermantasyon ortamlarina, ortamin
mL’sinde yaklasik 1x107 hiicre olacak sekilde, %5 (v/v) oraninda inokiilasyonlar

gerceklestirilmistir.

Fermantasyon deneylerinde, inokulasyon baslangi¢ derisiminin belirlenebilmesi
amaciyla ilk olarak Kkiiltiir ortamindan alinan 6rnegin, %0.85’lik (v/v) steril serum
fizyolojik icerisinde seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Daha sonra uygun diliisyonlardan,
petri kutularindaki YM agar besiyerlerine, yiizeye yayma yontemi ile ekimler
yapilmistir. Petrilerin, 28°C’da 72 saat inkiibasyonunun ardindan, olusan kiiltiirlerde
koloni sayimlar1 yapilarak, fermantasyon ortamlarina asilanan suslara ait inokiilasyon

baslangi¢ derisimleri; kob/mL cinsinden hesaplanmustir.
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3.2.2. B-Karoten Derisiminin Tayini

Bu tez calismasinda, fermantasyon ortaminda {retilen [-karoten derisiminin
belirlenmesinde, aseton ekstraksiyonunu temel alan bir yontem kullanilmistir (Perrier ve
ark. 1995; Eren, 2003). Bu amagla ilk olarak, fermantasyon ortamindan belirli zaman
araliklarinda 5 mL kiiltiir 6rnegi alinarak 6rnege, 5000 rpm’de 20 dakika santrifiijleme
islemi uygulanmistir (Sekil EK 1.1, Sekil EK 1.2). Daha sonra istte kalan siv1 kisim
ayrilarak, kalan peletin lizerine iki damla, % 37’lik HCI asit ¢ozeltisi eklenmis ve
vortekste kisa siire kuvvetli sekilde karigtirilmistir (Sekil EK 1.3). Bir sonraki agamada;
hazirlanan bu hiicre peleti {izerine, 2.5 mL saf aseton ilave edilerek vorteks ile
karistirma islemi yaklagik 15 sn siirecek sekilde tekrarlanmistir. Daha sonra 6rnek oda
sicakliginda, karanlik bir ortamda yaklagik 24 saat bekletilmistir. Aseton ekstraksiyonu
isleminin sonunda, tiipler santrifiijlenerek, istte kalan renkli siipernatant kismi (Sekil
EK 1.4a/b) temiz bir tiipe ayrilmis ve siipernatantin absorbans degeri bir
spektrofotometrede (Boeco S-30, Almanya), 455 nm dalga boyunda, saf aseton olan
kore karsi dl¢iilmiistiir (Delgado-Vargas ve Paredes-Lopez, 2003). Ornekteki p-karoten
derisiminin hesaplanabilmesi amaciyla; o6nceden hazirlanmis olan; bir calisma
dogrusundan yararlanilmistir (Sekil EK 2). Bu ¢alisma dogrusunun olusturulmasinda

ise; saf bir B-karoten (Sigma-Aldrich Inc., ABD) drneginden yararlanilmistir.

3.2.3. Biyokiitle Derisiminin Tayini

Bu tez caligmasinda, deneylerde kullanilan maya susunun biyokiitle derisiminin
belirlenmesi;  spektrofotometrik  bir  yolla, kuru hiicre agirlhigi {izerinden
gerceklestirilmistir (Rodrigues ve ark., 2019). Bu amacla 6nceden olusturulmus;
absorbans-yas agirlik (Xy) ve yas agirlik-kuru agirlik (X) calisma dogrularindan
yararlanilmigtir (Sekil EK 3.1, Sekil EK 3.2). Biyokiitle derisiminin tayininde,
fermantasyon ortamlarindan yaklasik 24 saatte bir 5’er mL Ornekler alinarak bu 6rnekler
5000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmislerdir. Santrifiij sonras1 elde edilen silipernatant,
seker derisiminin tayini amaciyla ayrilirken, kalan pelette -karoten (bkz. Bolim 3.2.2)
ve biyokiitle tayinleri  gergeklestirilmistir.  Hiicre peletinden  B-karotenin
ekstraksiyonundan sonra kalan pelet, saf su ile uygun derisimlere seyreltilmis ve
absorbansi, saf suya karsi, bir spektrofotometrede (Boeco, Almanya), 600 nm dalga

boyunda Olciilmiistiir. Elde edilen veriler, onceden hazirlanmis olan c¢alisma
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dogrularindan  yararlanilarak, biyokiitle derisimlerinin (g/L) hesaplanmasinda

kullanilmislardir.

Dogal substrat kaynaklarinin fermantasyon ortamlarinda ya da fermantasyon ortami
olarak kullanildig1 deneylerde, biyokiitle derisimlerinin tayini; kuru hiicre agirliginin
(g/L) olgiilmesi ile gergeklestirilmistir. Bu amagla; fermantasyon ortamlarindan,
yaklagik 24 saate bir alinan 5 mL kiiltiir 6rneginde B-karoten tayini i¢in gerekli islemler
(bkz. Bolim 3.2.2) yapildiktan sonra kalan pelet, sicakligi 80°C’ye ayarlanmis bir
etlivde, sabit tartima gelinceye kadar kurutulmustur. Daha sonra kurutulan pelet
tartilarak, incelenen ornekteki biyokiitle derisimi, kuru hiicre agirlig1 (g/L) cinsinden
hesaplanmistir. Tez c¢alismasmnin dogal substrat kaynaklari ile gergeklestirilen
fermantasyon deneylerinde, ortamdan gelebilecek pelet miktarinin belirlenmesi
amactyla; hazirlanan her bir fermantasyon ortamindan 5 mL ornek alinarak, kiiltiir
inokulasyonu yapilmadan once, ayni1 kosullarda santrifiigasyon iglemi uygulanmis ve
elde edilen peletler, 80°C’deki sabit sicaklikta, sabit tartima gelinceye kadar
kurutulmuslardir. Hesaplamalar sirasinda, denenen her bir fermantasyon ortami igin

bulunan pelet miktari, hesaplanan biyokiitle miktarindan diistilmiistiir.

3.2.4. Seker Derisimi Tayinleri

Bu tez caligmasinda, fermantasyon deneylerinde ortamdaki ve aragtirmada kullanilan
farkli dogal substrat kaynaklarindaki bazi sekerlerin derisimleri, ¢esitli yontemler
kullanilarak tespit edilmistir. Seker derisimlerinin tayinlerinde, 6nceden hazirlanmig
olan; glukoz, fruktoz, galaktoz ve sakkaroz ¢alisma dogrularindan (Sekil EK 4.1-4.4)

yararlanilmigtir.

Deneylerde, substrat kaynagi olarak sakkarozun kullanildigi ortamlarda, toplam seker
derisiminin tayininde; fenol-siilfiirik asit yontemi (EK 5), glukoz, fruktoz, galaktoz ve
maltoz derisimlerinin tayinlerinde ise; dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi (EK 6)
kullanilmistir (Dubois ve ark., 1956; Miller, 1959). Deneylerde ortamdaki maltoz
derisiminin  hesaplanmasinda, glukoz i¢in hazirlanan c¢alisma dogrusundan

yararlanilmastir.
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Bu arastirmada, fermantasyon ortami olarak dogal substrat kaynaklarindan yararlanilan
deneylerde seker derisimleri, incelenen sekere 0Ozgii, uygun enzimatik test kitleri
(Megazyme-irlanda) kullanilarak  gerceklestirilmistir. S6z konusu deneylerde
fermantasyon ortamlarinin glukoz derigimleri; D-glukoz enzimatik test kiti, fruktoz
derisimleri; D-glukoz/D-fruktoz enzimatik test Kiti ve ksiloz derisimleri ise; D-ksiloz
enzimatik test kiti yardimiyla, spektrofotometrik yontem kullanilarak oOl¢lilmiistiir.
Seker derisimlerinin enzimatik yolla analizlerinde; spektrofotometrik dl¢timler 340 nm
dalga boyunda olacak sekilde, kit protokoliinde verilen yontem ile kitte bulunan tampon

ve diger ¢ozeltiler kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.5. pH ol¢iimii

Bu tez ¢alismasinda, deneyler sirasindaki pH &lgiimleri; Hanna HI 221 model (talya)
bir pH metre kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.6. Molekiiler Yap1 Analizi

Bu tez ¢alismasinda, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen -
karoten Orneklerinin molekiiler yap1 analizi, Boliimiimiizde bulunan bir Fourier
Transform Infrared (FT-IR) spektrometresi (Shimadzu FT-IR-8101, Japonya)
kullanilarak gerceklestirilmistir. FT-IR analizinde, potasyum bromiir (KBr) disk (pelet)
yontemi ¢aligmamiza uyarlanarak kullanilmistir (Saha ve ark., 2015). Analizde ilk
asamada; 100 mg KBr hidrolik bir pres (Shimadzu, Japonya) yardimiyla sikistirilarak
pelet haline getirilmistir. Elde edilen KBr peleti iizerine P-karoten iceren Ornek
ekstraktindan 1-2 damla damlatilip, ardindan FT-IR spektrometresindeki okumanin
yapildig1 hazneye yerlestirilmistir. Spektrometredeki taramalar; 4000-400 cm™ dalga
boyu araliginda, 4 cm? ¢oziiniirliikte ve 40 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Bu
deneyler sirasinda; kontrol amacli olarak, saf bir B-karoten Ornegi (Sigma, C9750)
kullanilmustir. Elde edilen sonuglar, saf B-karoten ile elde edilen spektrum ve benzer
konudaki literatiirde yer alan bazi calismalardaki veriler ile de karsilastirilarak
degerlendirilmistir (Moh ve ark., 1999; Latha ve Jeevaratnam, 2010; Korumilli ve
Mishra, 2014; Masek ve ark., 2015).
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3.2.7. p-Karoten Uretiminde Kullamlacak Olan Maya Susunun Belirlenmesi

Bu tez arastirmasinda kullanilacak olan maya susunun se¢imi amaciyla ilk olarak,
laboratuvarimizda daha oOnce yapilmis olan calismalarda, c¢esitli gidalardan izole
edilerek tanimlanmis olan 7 adet yerel/endojen Rhodotorula glutinis susu ile, yabanci
kiiltiir koleksiyonlarindan saglanmis olan; 2 adet Rhodotorula mucilaginosa ve bir adet
R. glutinis susu olmak tizere toplam 10 adet susun (bkz. Cizelge 3.1), B-karoten iiretim
kapasiteleri, bir deney planmi yapilarak, karsilastirmali olarak incelenmistir Deneyler
kesikli fermantasyon sisteminde; sicakligin ve calkalama hizinin kontrol edilebildigi
calkalamali su banyolarinda, uygun hacimdeki erlenler kullanilarak gerceklestirilmistir.
Fermantasyon ortamlari i¢in as1 kiiltiirlerinin hazirlanmasi; daha 6nce Boliim 3.2.1°de
aciklandig1 sekilde yapilmistir. Gelistirilen her bir kiiltiirden, 300 mL’lik erlenlerde
bulunan ve bilesimi 6nceden Bolim 3.1.2°de verilmis olan 100 mL’lik fermantasyon
ortamlarina, %5 (v/v) oraninda inokiilasyonlar yapilmistir. Inokiile edilen erlenler 100
vuru/dak sabit calkalama hizinda ve 28°C’da inkiibasyona birakilmiglardir. Bu agsamada
incelenen her bir sus igin, baslangi¢ inokiilasyon derisimleri de belirlenmistir (bkz.
Bolim 3.2.1).

Fermantasyon siiresince belirli zaman araliklarinda, fermantasyon ortamlarindan 5
mL’lik ornekler alinarak, B-karoten ve biyokiitle derisimleri analiz edilmis, bunun
yanisira, fermantasyon ortamindaki substrat derisimi de tayin edilmistir. Calismanin bu
kisminda daha sonra; incelenen her bir sus i¢in hesaplanmis olan B-karoten, biyokiitle
ve substrat derigimlerinin fermantasyon siiresince degisimlerini gdsteren grafikler
(Excel 2016, Microsoft Corporation, Redmond-USA) ¢izilmistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirilerek, ¢alisilan kosullarda en yiiksek B-karoten iiretiminin belirlendigi sus,

bu tez caligmasinin sonraki deneylerinde kullanilmak iizere se¢ilmistir.

3.2.8. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 Susunun B-karoten Uretimi Uzerine

Farklh Karbon Kaynaklarinin Etkilerinin Incelenmesi

Tez ¢aligmasinin bu boliimiinde; fermantasyon ortaminda temel substrat kaynagi olarak
farkli karbonhidrat kaynaklarinin kullanilmasmin, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125
susunun, B-karoten liretimi iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu amagla; glukoz, fruktoz,

galaktoz, maltoz ve sakkaroz kullanilmistir. Deneylerde; bilesimi daha 6nce Bolim
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3.1.2°de verilen ana fermantasyon ortamindaki glukoz, baslangi¢ derigimi (15 g/L) sabit

kalacak sekilde, etkisi incelenecek olan karbonhidrat ile degistirilmistir.

Deneylerde, ilk olarak R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun as1 kiiltiirli, daha
once Bolim 3.2.1°de verildigi sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan bu kiiltiirden; farkl
karbonhidrat tiiri iceren; fermantasyon ortamlarina, R. glutinis var. glutinis NBRC
1125’in baslangi¢ asilama derisimi; yaklasik 2.0x107 kob/mL olacak sekilde, %5 (v/v)
oraninda ayr1 ayri inokiilasyonlar yapilmistir. Fermantasyon ortamlart 28°C’da, 100
vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda inkiibasyona birakilmiglardir. Fermantasyon siiresince
kiiltiirlerden yaklasik olarak 24 saatte bir, 5 mL’lik 6rnekler alinarak bu 6rneklerdeki -
karoten, biyokiitle ve substrat derisimleri tayin edilmistir. Elde edilen veriler
kullanilarak, B-karoten, biyokiitle ve substrat derisimlerinin zamanla degigsimlerini
gosteren grafikler ¢izilmis ve bu grafiklerden yararlanilarak denenen her bir
fermantasyon ortamui i¢in en yiiksek B-karoten derisimi, maya 6zgiil iireme (pn) ve 6zgiil
iriin  olusum hizlar1 (y) hesaplanmistir. Bu asamada elde edilen sonuglar
degerlendirilerek, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun B-karoten {iretiminin en
yiiksek oldugu karbonhidrat tiirii belirlenmistir. Calismanin daha sonraki asamalarinda

yapilan deneylerde, bu karbonhidrat kaynagi kullanilmstir.

3.2.9. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 Susunun p-karoten Uretimi Uzerine

Farkh Azot Kaynaklarmn Etkilerinin incelenmesi

Tez ¢alismasmin bu bdliimiinde, toplam sekiz farkli azot kaynaginin, incelenen maya
susunun B-karoten {iretimi lizerindeki etkileri incelenmistir. Bu amagla denenen organik
azot kaynaklari; maya oziitii, ti¢ farkli pepton tiirii (et kaynakli pepton; Pepton M,
kazein kaynakli pepton; Pepton C, soya kaynakli pepton; Pepton S) ve iire, inorganik
azot kaynaklari ise; amonyum siilfat [(NH4)2SO4], sodyum nitrat (NaNO3) ve amonyum
kloriirdir (NH4Cl). Calismanin bu asamasinda kullanilan azot kaynaklar1 ve

bilesimlerindeki azot yiizdeleri Cizelge 3.2’de verilmektedir.

Calismada; organik azot kaynaklarmin etkilerinin incelendigi deneylerde, ana
fermantasyon ortamindaki (bkz. Boliim 3.1.2) amonyum siilfat derisimi sabit tutularak,

secilen her bir organik azot kaynagi, fermantasyon ortamindaki maya Oziitiiniin yerine
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ilave edilirken, inorganik azot kaynaklarmin etkilerinin incelendigi deneylerde ise,
fermantasyon ortamindaki maya Oziitiiniin derisimi sabit tutularak, inorganik azot

kaynaklarmin her biri amonyum siilfat ile yer degistirilmistir.

Cizelge 3.2. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu ile B-karoten iiretiminde
kullanilan fermantasyon ortamlarinda denenen g¢esitli organik ve

inorganik azot kaynaklari ile azot igerikleri

Azot Kaynagi Azot Icerigi, %o (W/w)
Maya Oziitii 10.50
Pepton M 14.00
Pepton C 13.00
Pepton S 8.00
Ure 46.20
(NH4)2S04 21.19
NaNOs 16.47
NH4CI 26.17

Fermantasyon ortamlarinda denenen farkli organik azot kaynaklar1 amonyum siilfat ile,
farkli inorganik azot kaynaklar1 ise maya 06ziitii ile birlikte kullanilmislardir. Farkli azot
kaynaklarmin fermantasyon ortamina eklenmesinde, ana fermantasyon ortamindaki azot
kaynaklarmin [maya Oziitii (2.5 g/L) ve amonyum siilfat (1 g/L)] toplam azot igerigi
olan 0.474 g/L. degeri temel alinarak hesaplamalar yapilmis ve elde edilen sonuglara

gore ortama eklenecek olan her bir azot kaynaginin derisimi hesaplanmaistir.

Fermantasyon ortamindaki maya Oziitiiniin baslangi¢ derisimi sabit tutuldugunda,
ortama eklenen inorganik azot kaynaklarinin ve benzer sekilde ortamdaki amonyum
siilfatin  baglangi¢ derisimi sabit tutuldugunda, ortama eklenen organik azot

kaynaklarinin baslangi¢ derisimleri; Cizelge 3.3’de verilmistir.
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Cizelge 3.3. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu ile B-karoten iiretiminde
kullanilan ~ fermantasyon  ortamlarinda  denenen  azot kaynagi

kombinasyonlar1 ve ortamdaki baslangi¢ derisimleri

Fermantasyon Organik Baslangic Inorganik  Baslangic
ortamindaki  azot derisimi  azot derisimi
azot kaynagi kaynag (o/L) kaynagi (g/L)

kombinasyonu

A Maya 6ziitii 2.50 (NH4)2SO04 1.00
B Et kaynakl1 pepton 2.10 (NH4)2S04 1.00
C Kazein kaynakli pepton 2.02 (NH4)2S04 1.00
D Soya kaynakli pepton 3.28 (NH4)2S04 1.00
E Ure 0.57 (NH4)2S04 1.00
F Maya oziitii 2.50 NaNOs 1.29
G Maya Oziitii 2.50 NH4CI 0.81

Farkli azot kaynaklarmin R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun B-karoten tiretimi
tizerindeki etkilerinin incelendigi deneylerde ilk olarak, daha 6nce Bolim 3.2.1°de
anlatildig: sekilde inokiiliim hazirlanmistir. Gelistirilen sus, fermantasyon ortamindaki
diger bilesenlerin tiir ve derisimlerinin sabit oldugu, substrat olarak; 15 g/L fruktoz
iceren ve denenen farkli azot kaynaklarinin bulundugu 100 mL hacmindeki
fermantasyon ortamlarina ayr1 ayr, baslangi¢ asilama derisimi yaklasik 1.0x107 kob/ml
olacak sekilde, %5 (v/v) oraninda inokiile edilmistir. Daha sonra erlenler, 28°C’da, 100
vuru/dak sabit karigtirma hizinda, calkalamali su banyolarinda inkiibasyona
birakilmiglardir. Fermantasyon siiresince kiiltiirlerden yaklasik 24 saatte bir 6rnekler
alinarak, Orneklerdeki PB-karoten, biyokiitle ve substrat derigimleri tespit edilmis ve

bunlarin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ¢izilmistir.

Elde edilen verilerden yararlanarak, incelenen maya susu igin en yiiksek [-karoten
derigimleri, 6zgil tireme ve 0zgiil {iriin olusum hizlar1 hesaplanmis ve bulunan sonuglar
degerlendirilerek, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun B-karoten iiretimi igin,
fermantasyon ortaminda kullanilacak olan en uygun azot kaynagi karigimiin sec¢imi
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gerceklestirilmistir. Tez ¢alismasinin daha sonraki asamalarinda, segilen azot kaynagi

kombinasyonu fermantasyon ortamlarinda kullanilmistir.

3.2.10. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 Susu ile p-karoten Uretimi Uzerine Baz
Bagimsiz Degiskenlerin Etkilerinin Incelenmesi Amaciyla Deney Tasarim Plam

Olusturulmasi

Tez caligmasinin bu kisminda, bazi fermantasyon parametrelerinin R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susu ile B-karoten iiretimine etkilerinin belirlenebilmesi igin,
istatistiksel bir tasarim yontemi olan; yanit yiizey yonteminden (Response Surface
Methodology; RSM) yararlanilarak, bir deney tasarim plan1 olusturulmustur.
Olusturulan deney tasarimi, merkezi karma tasarim yoOntemine (CCD; Central
Composite Design) gore gerceklestirilmis olup bu amagla, Design Expert® 10.0.6 (Stat-
Ease Inc., Minneapolis, USA) programimin deneme siiriimii kullanilmistir. Deney
tasarimi; -2, -1, 0, +1, +2 olarak kodlanmis bes farkli diizeyde gerceklestirilerek,
merkezde alt1 tekrarl, 24 farkli kombinasyona sahip toplam 30 deneysel noktadan
olugsmustur. Tasarimdaki yildiz (star) noktasi olan a degeri, islem aralifinin genisligini
ifade etmektedir. o degeri, Bolim 2.2°de verilen Esitlik 2.4’e gore hesaplanirken,
tasarimdaki deney noktalari hesaplanan o degerine gore bes diizeyde kodlanarak
olusturulmustur. Tasarimdaki deney noktalarinin sayis1 (N) ise, program tarafindan;

Esitlik 2.5°de (bkz. Boliim 2.2) yer alan formiil kullanilarak hesaplanmaistir.

Tasarimdaki bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri (xi), bagimsiz degiskene ait
gercek degerler (Xi), bagimsiz degiskenin merkez noktasindaki degerler (Xo) ve
diizeyler arasindaki farklar (AX) kullanilarak; Esitlik 2.3’e (bkz. Bolim 2.2) gore

hesaplanmislardir.

Deney tasariminda, fermantasyon ortaminin baslangi¢ fruktoz (X1) ve kazein peptonu
(X2) derigimleri ile baslangic pH’1 (X3) ve ortam sicakligi (Xs), bagimsiz degiskenler
olarak belirlenmislerdir. Deneylerde, azot kaynagi olarak fermantasyon ortaminda
yalnizca kazein peptonunun derisimi degistirilmis, ortamdaki amonyum  siilfatin

derisimi ise; 1 g/L olacak sekilde sabit tutulmustur.
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Deney tasariminda kullanilan bagimsiz  degiskenler ve c¢alisma araliklarinin
belirlenmesinde, literatiirde benzer konuda yapilan ¢esitli aragtirmalarin sonucglarinda
elde edilen veriler dikkate alinmis olup, her bir bagimsiz degisken i¢in bes farkli
diizeyde calisilmigtir. S6z konusu bagimsiz degiskenler ve segilen ¢aligma araliklari

Cizelge 3.4’de gosterilmistir

Cizelge 3.4. Deney tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenler ve seviyeleri

Bagimsiz degiskenler Simge Degisken seviyeleri

2 -1 0 +1 +2
Fruktoz baglangic derisimi (g/L) X1 10 30 50 70 90
Kazein peptonu baslangig¢ derisimi (g/L) Xz 0 2.5 5 75 10
Baslangi¢ pH degeri X3 3 4.5 6 75 9
Ortam sicaklig1 (°C) X4 24 26 28 30 32

Bu tez caligmasinda, kullanilan deney tasarim planina gore gergeklestirilen her bir
deney i¢in, bagimli degiskenler (yanitlar) olarak; maksimum B-karoten derisimi, maya
Ozgiil tUreme hizi ve maksimum [-karoten Uretim hiz1 degerleri hesaplanmistir.
Aragtirmada; bagimsiz degiskenlerin, yanitlar iizerindeki etkilerini gdsteren model

esitliklerin tiiretilmesi i¢in se¢ilen bagimli degiskenler Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5. Deney tasariminda kullanilan bagimli degiskenler ve simgeleri

Bagimh degiskenler Simge
Maksimum B-karoten derisimi (mg/L) Y1
Maya 6zgiil iireme hiz1 (sa?) Y2
Maksimum B-karoten tiretim hiz1 [mg -karoten/(L.sa)] Y3

Tez ¢alismasinin bu asamasinda, yanit ylizey yontemi igin kullanilan program (Design
Expert® 10.0.6) kullanilarak elde edilen deney tasarim planindaki her bir deney verilen

isletme kosullarma gore gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen her bir deneyde,
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fermantasyon siiresince, belirli zaman araliklarinda fermantasyon ortamlarindan
ornekler alinarak, bu orneklerdeki; B-karoten, biyokiitle ve substrat derisimleri analiz
edilmistir. Her deney icin; B-karoten, biyokiitle ve substrat derisimlerinin zamana karsi

degisimlerini gosteren grafikler olusturulmustur.

Elde edilen bu verilerden ve grafiklerden yararlanilarak, incelenen sus igin, her bir
deney kosulundaki en yiiksek B-karoten derigimi (Y1), 6zgiil tireme hiz1 (Y2), en yiiksek
B-karoten olusum hiz1 (Y3) belirlenmistir. Incelenen susa ait iissel {ireme bdlgesindeki
ozgil tireme hizi, Y2, p, In X degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler
kullanilarak Boliim 2.1°de verilen Esitlik 2.1 kullanilarak hesaplanmistir. Caligilan susa
ait p-karoten olusum hizi degeri, Y3, P-karoten derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren egride belirli zamanlara kars1 gelen egim degerlerinin belirlenmesiyle hesap
edilmistir. Calismada ayrica Boliim 2.1°deki Esitlik 2.2 yardimiyla y, 6zgiil p-karoten

iiretim hizlar1 da hesaplanmustir.

3.2.11. Cahsmada Secilen Bagimh Degiskenlerin Yamt Yiizey Yontemi ile

Modellenmeleri

Aragtirmanin bu asamasinda, Design Expert® 10.0.6 (Stat-Ease Inc., Mineapolis, USA)
programi kullanilarak, g¢oklu regresyon analizi yardimiyla, ¢aligmadaki bagimsiz
degiskenlerin bagimli degiskenler iizerindeki etkilerini gdsteren karesel model esitlikler
tiiretilmiglerdir. S6z konusu esitliklerin tiiretilebilmesi amaciyla, bu c¢alismada en
yiiksek B-karoten derigimi (Y1), 6zgiil ireme hizi (Y2) Ve en yiiksek B-karoten olusum

hiz1 (Y3) bagimli degiskenler (yanitlar) olarak secilmistir.

Bu aragtirmada, bagimsiz degiskenler olarak secilen; fermantasyon ortaminin fruktoz
baslangi¢ derisimi (X1), pepton baslangic derisimi (X2), baslangic pH’1 (X3) ve
sicakligin  (X4), her bir bagimli degisken iizerindeki etkilerini gosteren model
denklemlerin tiliretilebilmeleri i¢in ¢oklu regresyon analizi yapilmistir. Esitliklerin
tiretilmesinde, s6z konusu program tarafindan Onerilen ikinci dereceden (quadratic-
karesel) bir model denklem kullanilmigtir. Daha sonra ise gergeklestirilen her bir
modelleme c¢aligsmasi i¢in ayni program yardimiyla, varyans (ANOVA) analizleri de

yapilmistir. Modellerin gercek cevaplara uygunluklarina ise; her bir modelin % 95
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giiven araliginda 6nemli (p<0.05) bulunmasi, uyum eksikliginin 6nemsiz (p>0.05)
olmas: ve ilgili modele ait belirtme katsayis1 degerinin (R?) ise; 0.75’den biiyiik olmasi
durumu dikkate alinarak, yapilan bir inceleme sonucunda karar verilmistir. Tiim yanitlar
icin uyumlu bulunan, en yiiksek belirtme katsayilarinin elde edildigi, tiiretilen karesel

denklem modeli; Esitlik 3.1°de verilmistir.

y=BotZXi=1 BiX it K Liz1ZN=ie1 BiyXiXj+ZKi=1 fuX (3.2

Es. 3.1°de, y; yanit, X ve Xj; bagimsiz degiskenler, Bo; sabit katsay1, Si, Bij ve Bii ise
sirayla; lineer, ikili etkilesim ve karesel etkilerini gosteren regresyon katsayilarini temsil

etmektedir (Makela, 2017).

Bu asamada ayrica, degiskenlerin yanitlar tizerinde karesel, tek tek ve ikili etkileri de
varyans analizi ile incelenerek, degiskenlerin 6nemli olup olmadiklarma karar
verilmistir. Bu nedenle program ile olusturulan ANOVA tablosu kullanilarak %95
giiven diizeyinde, p degerlerinin 0.05°den kiigiik olarak belirlendigi katsayilar

(dogrusal-Bi, karesel-Bii ve Bij-ikili etkilesim) 6nemli olarak belirlenmistir.

Bu calismada, varyans analizlerinin tamamlanmasindan sonra; her bir yanit i¢in elde
edilen deneysel sonuglarm, s6z konusu program yardimiyla, model esitlikler
kullanilarak hesaplanan tahminsel degerleri ile karsilastirildiklar: grafikler cizilmistir.
Bunun yanisira, segilen dort bagimsiz degiskenin her bir yanit lizerindeki etkilerini
gosteren li¢ boyutlu yanit ylizey ve kontur grafikleri de, kullanilan program yardimiyla

olusturulmustur.

3.2.12. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 Susu ile p-karoten Uretiminin
Optimizasyonu

R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu ile B-karoten iiretiminin optimizasyonunda
Design Expert® 10.0.6 (Stat-Ease Inc., Mineapolis, USA) programinda yer alan;
nlimerik optimizasyon uygulamasindan yararlanilmistir. Bu amagla ilk olarak, ¢alisma
icin seg¢ilen bagimli ve bagimsiz degiskenler ile bu degiskenlerin minumum ve

maksimum degerleri tanimlanmistir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. Optimizasyonda kullanilan bagimsiz (X) ve bagimh (Y) degiskenler igin

belirlenen hedefler ile minumum ve maksimum degerler

Degisken Simge Hedef Minumum  Maksimum
deger deger

Fruktoz baglangic X1 Calisilan aralikta 10 90

derisimi (g/L)

Pepton baslangic X2 Calisilan aralikta 0 10

derisimi (g/L)

Baslangic pH’1 X3 Calisilan aralikta 3 9

Sicaklik (°C) X4 Calisilan aralikta 24 32

Maksimum B-karoten Y1 Maksimum 1.75 5.50

derigimi (mg/L)

Maya 06zgiil tireme hizi Y2 Belirtilmedi 0.020 0.070

(sa?)

Maksimum  B-karoten Y3 Belirtilmedi 0.017 0.036

uretim hiz1

[mg B-karoten/(L.sa)]

Arastirmada kullanilan bagimsiz degiskenler i¢cin minimum ve maksimum degerler;
deney tasarim planinda kullanilan ilgili degiskene ait en diisiik ve yiliksek degerler
secilerek, hedef ise; calisilan aralikta (bes diizeyde kodlanmis deger aralii) olarak

belirlenmistir.

Bagimli degiskenler i¢cin minimum ve maksimum degerler ise; maya 6zgiil lireme hiz1
(Y2) ve maksimum B-karoten iiretim hizi (Y3) i¢in hedef belirtmeksizin, deney tasarim
plan1 kapsaminda gergeklestirilen toplam 30 deney sonucunda elde edilen, ilgili
degiskene ait en yiikksek ve en diisiik degerler secilerek olusturulmustur. Bagiml
degiskenlerden; maksimum B-karoten derisimi (Y1) ig¢in en diisiik deger, deneyler
sonucu elde edilen deger olarak tanimlanirken, en yiiksek deger ise, hedef maksimum
olarak se¢ilerek, deneyler sirasinda elde edilen degerin bir miktar {izerinde bir deger

olarak tanimlanmistir (bkz. Cizelge 3.6).
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Gergeklestirilen niimerik optimizasyonda, calisma icin secilen bagimli ve bagimsiz
degiskenler ile bu degiskenlerin minumum ve maksimum degerleri yukarida anlatildigi
sekilde tanimlandiktan sonra, kullanilan program tarafindan hesaplanan ve her bir
bagimli ve bagimsiz verinin degerini igeren farkli ¢oziim (solutions) onerileri ile her
¢Ozlime ait istenen hedefe ulagsma oranlar (desirability) elde edilmistir (Cizelge Ek 9)
Calismanin bu asamasinda daha sonra, kullanilan optimizasyon programi tarafindan
tiretilen ¢Ozlimler icerisinden istenen hedefe ulagsma orani en yiiksek olanlardan
(desirability; 1.000) uygun bir tanesi segilerek (bkz. Cizelge Ek 9), ¢oziimde verilen
isletme kosullarinda (bagimsiz degisken degerleri), paralel olarak bir deney
gerceklestirilmistir. S6z konusu deney; optimum olarak belirtilen kosullarda, 100
mL’lik ¢aligma hacminde, 300 mL’lik erlenlerde ve sabit ¢alkalama hizindaki (100
vuru/dak) bir su banyosunda gerceklestirilmistir. Optimizasyon deneyi sirasinda,
yaklasik 24 saatte bir fermantasyon ortamlarindan 5 mL’lik 6rnekler alinarak, kiiltiir
ortamlarindaki B-karoten, biyokiitle ve substrat derisimleri Ol¢iilmiistiir. Daha sonra,
elde edilen verilerden hesaplanan degerlerin zamana karst degisimlerini gdsteren
grafikler ¢izilmis (Excel 2016, Microsoft Corporation, Redmond, USA) ve istenen
yanitlarin optimum kosullarda elde edilen deneysel degerleri belirlenmistir. Calismanin
optimizasyon asamasinda daha sonra, elde edilen bu deneysel degerler, programdaki
ileri analiz (post analysis) sekmesinin igerisinde bulunan tabloya girilmistir.
Programdaki dogrulama (confirmation) meniisiiniin yardimiyla, elde edilen deneysel
degerlerin, programin hesaplamis oldugu %95 giivenilirlik araligindaki; maksimum ve
minumum degerler arasinda olup olmadigi belirlenmistir. Bu asamada, niimerik
optimizasyon sekmesi kullanilarak, her bir yanit icin, istenen hedefe ulagsma orani

grafikleri de elde edilmistir.

3.2.13. Cesitli Dogal Substrat Kaynaklarimin R. glutinis var. glutinis NBRC 1125

Susunun B-karoten Uretimi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Tez calismasinin bu asamasinda, cesitli dogal substrat kaynaklarinin fermantasyon
ortaminda veya fermantasyon ortami olarak kullanilmalarinin, incelenen R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susunun, [-karoten iiretimi {izerine etkileri arastirilmistir. Bu
deneylerde, gida endistrisi artiklarindan olan; seker pancart kiispesi ve iiziim
posasindan hazirlanan Oziitler ile kestane kabuklarindan elde edilmis olan hidrolizat;

armut ve elma posalari ile yer elmasindan hazirlanan oziitler ve {iziim suyu, tarimsal
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artik olarak ise; findik kabuklarindan elde edilen hidrolizat kullanilmistir. Calismada,
her bir dogal substrat kaynagi yapisina uygun olarak bazi 6n islemlerden gegcirilerek
fermantasyon ortamlar1 hazirlanmigtir. Aragtirmanin  bu asamasinda deneyler,
optimizasyon ¢aligmasi sonucunda elde edilen; optimum fermantasyon kosullarinda (pH
3.82; 27.4°C) gergeklestirilmistir. Kesikli sistemde gergeklestirilen fermantasyon
caligmalari, sicakligin ve calkama hizinin kontrol edilebildigi su banyolarinda, 250
mL’lik erlenlerde 100 mL calisma hacminde, 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda
sirdiiriilmiistiir. Deneylerde, fermantasyon ortamlarindan, yaklasik 24 saatte bir
ornekler alinarak; P-karoten, biyokiitle ve seker derisimleri Olg¢lilmiis ve bunlarin
zamanla degisimlerini gosteren grafikler c¢izilmistir. Calismada, dogal substratlarin
kullanildig1 deneylerde biyokiitle derisimi; kuru agirlik iizerinden tayin edilerek (bkz
Bolim 3.2.3) hesaplanmistir. Elde edilen verilerinden yararlanilarak ¢izilen
grafiklerden, incelenen her bir dogal substrat kaynagi igin, en yiiksek B-karoten
derigimi, mikroorganizma 6zgil iireme, iiriin olusum ve 6zgil {iriin olusum hizlari

belirlenmistir.

3.2.13.1. Seker Pancari Kiispesi Oziitiiniin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan seker pancari kiispesi oziitiiniin (SPKO) hazirlanmasinda,
Israilides ve ark. (1998) tarafindan kullanilan yontem c¢aligmamiza uyarlanarak
kullanilmustir. Oziitiin hazirlanmasinda; seker pancari kiispesine, kiispe:saf su orani; 3:1
(w/v) olacak sekilde 70°C’ye 1sitilmis olan saf su ilave edilerek karistirilmis, 30 dk
bekletilmis ve ardindan bir blender (Isolab, Tiirkiye) yardimiyla parcalama islemi
yapilmistir. Daha sonra kiispe, temiz bir tiilbent yardimiyla sikilarak siiziilmiis, elde
edilen siiziintli, 4100 rpm’de 20 dk santrifiijlenmis ve siipernatant kismi tekrar tiilbent

yardimuyla siiziilerek, 6ziit elde edilmistir.

Hazirlanan seker pancari kiispesi Oziitiinden, deneylerde kullanilmak iizere iki farkli
fermantasyon ortami hazirlanmustir. {1k ortam, &ziit igerisine herhangi bir baska bilesen
eklemeden hazirlanirken; ikinci ortam ise; Oziite ana fermantasyon ortaminda (bkz.
Bolim 3.1.2) kullamilan fruktoz disindaki diger besiyeri bilesenleri eklenerek
hazirlanmistir. Aciklandig sekilde hazirlanan her iki ortam da; otoklavda 121°C’de 15

dakika sterilize edilmis ve baslangi¢ pH’lar1 3.82°¢ ayarlanmistir. Seker pancar kiispesi

69



Oziitiiniin  kullanildigt bu deneylerde, fermantasyon ortamlarmin toplam seker

derisimlerinin saptanmasinda; fenol siilflirik asit yontemi kullanilmistir (EK 5).

3.2.13.2. Uziim Posasi Oziitiiniin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan beyaz iiziim posasi, Chardonnay cinsine ait iizimlerin beyaz
saraba islenmeleri sirasinda ¢ikan bir artiktir. Deneylerde kullanilacak olan beyaz iiziim
posasi dziitiiniin (UPO) hazirlanmasinda, daha énce SPKO’niin hazirlanmasinda izlenen
yontemden yararlanilmistir (Israilides ve ark., 1998). Oziitiin hazirlanmasinda, iiziim
posast:saf su oran1 2:1 (w/v) olacak sekilde ¢alisilmistir. Bilesenli ve bilesensiz olarak
iki sekilde hazirlanan UPQ, otoklav sterilizasyonundan sonra, baslangi¢c pH degerleri,
3.82 olacak sekilde ayarlanmistir. UPO fermantasyon ortamlarindaki glukoz ve fruktoz
derisimlerinin  belirlenmesinde;  D-glukoz/D-fruktoz ~ enzimatik  test  kitinden

(Megazyme-Irlanda) yararlanilmistir (bkz. Boliim 3.2.4).

3.2.13.3. Findik ve Kestane Kabugu Hidrolizatlarinin Hazirlanmasi

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan findik (FKH) ve kestane (KKH) kabugu hidrolizatlari,
Bolu, Abant izzet Baysal Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinden, hazirlanmis

olarak temin edilmislerdir. Bu hidrolizatlarin hazirlanislar1 Ek 7°de verilmistir.

FKH ve KKH, iki farkli sekilde hazirlanarak, deneylerde fermantasyon ortamlari olarak
kullanilmiglardir. Birincisinde; hidrolizatlara bagka bir bilesen ilave edilmezken; ikinci
ortamin hazirlanmasinda ise, hidrolizatlara ana fermantasyon ortamindaki (bkz. Boliim
3.1.2) fruktoz disinda yer alan diger bilesenler eklenmislerdir. Hazirlanan tiim ortamlar
otoklavda, 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra, baslangi¢c pH degerleri 3.82’ye
ayarlanmig ve fermantasyon deneylerinde kullanilmislardir. FKH ve KKH
hidrolizatlarinin  ksiloz derisimlerinin tayinlerinde; D-ksiloz enzimatik test Kiti
(Megazyme-irlanda) kullanilirken, glukoz derisimlerinin analizinde ise; D-glukoz
(Megazyme-irlanda) enzimatik test kitinden yararlamilmistir. Ayrica findik kabugu
hidrolizatinda, EK 6’da verilen; dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi ile indirgen seker

derigimi de tayin edilmistir.
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3.2.13.4. Armut ve Elma Posas1 Oziitlerinin Hazirlanmalar

Bu tez calismasinda, Ankara piyasasindan saglanan Deveci ¢esidi armutlar ile Fuji
¢esidi elmalarin posalarindan hazirlanan armut (APO) ve elma posasi éziitleri de (EPO),
fermantasyon ortamlar1 olarak kullanilmiglardir. Oziitlerin hazirlanmasinda literatiirdeki
baz1 yontemlerden yararlanilmistir (Tinoi, Rakariyatham ve Deming, 2005; Korumilli
ve Mishra, 2014). Ayr1 ayr her iki 6ziitiin hazirlanmasinda ilk olarak, yikanan meyveler
kesilip sap ve ¢ekirdek kisimlar1 ayrilmig ve daha sonra, laboratuvarimizda bulunan bir
katt meyve sikacagindan (Bosch-Vitajuice2 MES25A0, Cin Halk Cumbhuriyeti)
gecirilerek, elde edilen meyve suyu ayrilmis ve meyvelerin posalari elde edilmistir.
Daha sonra elde edilen bu posalar, yaklagik 90°C’ye 1sitilmis saf su ile, 2:1 (w/v)
oraninda olacak sekilde karistirilarak, 30 dk bekletilmislerdir. Ardindan posalar temiz
bir tiilbentle siiziildiikten sonra elde edilen siiziintiiye, 4100 rpm’de 15 dk bir
santrifiijleme islemi uygulanmistir. Deneylerde armut ve elma posasi 6ziitleri, dogrudan
ve igerisine ana fermantasyon ortaminda yer alan fruktoz disindaki diger bilesenler
eklenerek hazirlanmis ve kullanilmiglardir. Hazirlanan bu fermantasyon ortamlari
otoklavda, 121°C’de 15 dakika tutularak sterilize edilmisler ve baslangic pH degerleri
3.82’ye ayarlanmistir. Armut ve elma posalarindan hazirlanan oziitlerin glukoz ve
fruktoz derisimlerinin belirlenmesinde; D-glukoz/D-fruktoz enzimatik test kitinden
(Megazyme-irlanda) yararlanilmistir. Elma posasi oziitiiniin indirgen seker derisimi

tayini ise; DNS yontemi ile gerceklestirilmistir (EK 6).

3.2.13.5. Uziim Suyunun Hazirlanmasi

Bu arastirmada kullanilan {iziim suyunun (US) hazirlanmasinda, Ankara piyasasindan
saglanan Izmir gesidi {iziimler kullanilmistir. Bu amagcla ilk olarak, yikanan iiziimlerin
taneleri saplarindan ayrilarak ayiklanmiglar ve taneler, laboratuvarimizda bulunan bir
kati meyve sikacagindan gecirilmislerdir. Elde edilen iiziim suyu, daha sonra 4100
rpm’de 15 dk santrifiijlenmistir. Deneylerde iiziim suyu, dogrudan ve igerisine ana
fermantasyon ortaminda yer alan fruktoz disindaki diger bilesenler eklenmis sekilde iki
ayr1 fermantasyon ortami olarak kullanilmigtir. Hazirlanan ortamlar otoklavda,
115°C’de 10 dakika sterilize edildikten sonra baslangic pH degerleri, daha 6nce tespit

edilmis olan; optimum degere ayarlanmistir. Uziim suyu kullanilan fermantasyon
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ortamlarindaki glukoz ve fruktoz derisimleri; D-glukoz/D-fruktoz enzimatik test

kitinden (Megazyme-irlanda) yararlanilarak tespit edilmistir.

3.2.13.6. Yer Elmas1 Hidrolizatinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan yer elmasi Ornekleri Ankara piyasasindan saglanmistir. Yer
elmasi hidrolizatinin (YEH) hazirlanmasinda, literatiirden alinan bir yontem, modifiye
edilerek kullanilmistir (Chekroun ve ark., 1996; Karasu-Yal¢in, 2007). Calismada ilk
olarak yer elmalar1 soyularak rendelendikten sonra, 1:2 (w/v) oraninda olacak sekilde
saf su eklenerek etiivde 90°C’de, zaman zaman karistirilarak 1 saat bekletilmislerdir.
Daha sonra bu karigim, bir tiilbent yardimiyla siizilmiistiir. Elde edilen yer elmasi
Oziitiiniin igerisine, 1 N H2SO4 (10 mL/100 mL) eklendikten sonra tekrar ayni
sicakliktaki etiivde, 1 saat tutularak hidrolizat elde edilmistir. Hazirlanan YEH ortamu
bilesensiz olarak ve icerisine ana fermantasyon ortamindaki karbon kaynagi disindaki
diger bilesenlerin eklenmesi ile hazirlanarak, otoklavda, 115°C’de 10 dakika tutularak
sterilize edilmislerdir. Daha sonra, fermantasyon ortamlarinin baslangic pH’lar1; 3.82’ye
ayarlanmistir. Yer elmasi hidrolizati ile ¢alisilan deneylerde, fermantasyon ortamlarinin

indirgen seker derisimleri; DNS yonteminden yararlanilarak tayin edilmislerdir (EK 6).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. p-karoten Uretiminde Kullanilacak Olan Maya Susunun Secilmesi Deneylerine

fliskin Sonuglar

Bu tez calismasinda, [-karoten iretiminde kullanilacak olan maya susunun
secilebilmesi amaciyla; uygun kosullarda aktiflestirilen Rhodotorula cinsine ait toplam
10 sus (bkz. Cizelge 3.1), bilesimi daha 6nce verilmis olan fermantasyon ortami ve
kosullarinda (bkz. Bolim 3) ayr1 ayri gelistirilerek, P-karoten iiretimleri agisindan
incelenmislerdir. Arastirilan suslar igerisinde B-karoten tiretimi yiiksek olan bir susun
saptanabilmesi amaciyla yapilan deneylerde, maya suslar1 tarafindan iretilen B-karoten
derisimlerinin fermantasyon siiresince degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.1°de
verilmistir. Bu suglara ait baslangic inokiilasyon derisimleri ile ana fermantasyon

ortaminda elde edilen en yiiksek -karoten derigimleri ise; Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.

4.0 4.0
OR gltinis AF0-2 * R glutinis var. ghitinis NBRC 1125
33 3.5 [|MR gluinis 13
R.ghttinis AF1-4 .
30 U R glutinis 12.0
_ 301 + R ghtinis 37.1 3 ) X R mucilaginosa NBRC 0870 *
%ﬁ 25 | OR ghttinis 37.2 Eﬁ 2.5 H*R glumnis ¢23
é XR. mucilaginosaNCAIMY01318 ~
= g 20
@
& 3
2 L5+
3 2
EY S0t
T %
0.5 N
83X *+
00 ﬂ-/\‘ L L L L L L L L L L
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312
t (sa) t(sa)
(@) (b)

Sekil 4.1. Rhodotorula cinsine ait gesitli maya suslari ile yapilan ¢alismalarda p-karoten

derigimlerinin zamanla degisimleri

Soz konusu grafikler incelendiginde, -karoten iiretimleri arastirilan 10 sus arasinda, -
karoten iiretimi en yiiksek olan susun; R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu oldugu
belirlenmistir. Bu sus tarafindan iretilen en yiiksek PB-karoten derisimi; 2.88 mg/L
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1.b). R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun (-
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karoten tretiminin 168. saate kadar hizla arttigi, 168. saatten sonra ise ¢ok fazla
degismedigi ve en yiiksek B-karoten iiretimine (2.88 mg/L) ise; 263. saatte ulasildigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Yiiksek B-karoten iiretimine sahip susun se¢imi amaciyla yapilan deneyde
incelenen maya suslarmin  baslangic inokiilasyon derisimleri Ve

fermantasyon sirasinda belirlenen en yiiksek [-karoten derisimleri

Sus Baslangic inokiilasyon  En yiiksek p-karoten
derisimi (kob/mL) derisimi (mg/L)

R. glutinis AFQ-2 6.3x107 1.93

R. glutinis AF1-4 7.3x107 1.19

R. glutinis 37.1 6.0x10’ 1.54

R. glutinis 37.2 5.3x107 1.01

R. glutinis 13 9.2x107 1.94

R. glutinis 12.0 9.2x107 1.59

R. glutinis C23 6.3x10° 1.57

R. glutinis var. glutinis NBRC 1.7x107 2.88

1125

R. mucilaginosa NBRC 0870 1.4x108 1.62

R. mucilaginosa NCAIM Y 1.0x108 1.12

01318

Bu deneylerde, R. glutinis 13 ve R. glutinis AF0-2 suslarinin da digerleri ile
karsilastirildiklarinda nispeten daha yiiksek miktarda B-karoten iiretebildikleri
belirlenmis ve bu suslarm en yiiksek B-karoten iiretimleri sirasiyla; 1.94 ve 1.93 mg/L
olarak, fermantasyonun 143. ve 192. saatlerinde tespit edilmistir. R. glutinis 13 susunun
B-karoten iiretiminin; en yiiksek olarak tespit edildigi 143. saatten sonra, azalarak
nispeten sabitlendigi belirlenmistir. R. glutinis AF0-2 susunda ise B-karoten tiretiminin,

fermantasyonun 243. saatinden sonra giderek azaldig: tespit edilmistir.
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Bu c¢alismada denenen diger iki sus olan; R. mucilaginosa NBRC 0870 ve R. glutinis
12.0 suslarinin en yiiksek B-karoten tiretimleri 167. saatte sirasiyla; 1.62 ve 1.59 mg/L
olarak belirlenmistir. R. glutinis C23 susu ile elde edilen en yiiksek B-karoten derigimi
ise 240. saatte; 1.57 mg/L olarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada kullanilan diger suslar
olan; R. glutinis 37.1, R. glutinis 37.2, R. glutinis AF1-4 ve R. mucilaginosa NCAIM
YO01318’in denenen diger suslara gore nispeten daha az p-karoten iiretebildikleri
belirlenmistir. S6z konusu suslar ile elde edilen en yiiksek B-karoten derisimleri ise

sirasiyla; 1.54, 1.01, 1.19 ve 1.12 mg/L olarak saptanmustir.

Tez ¢aligmasinin bu boliimiinde sonraki asamada, B-karoten iiretimi en yiiksek bulunan
sus olan R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 ile, birbirlerine nispeten yakin degerlerde
sonuglar veren 5 susun (R. glutinis 13, R. glutinis 12.0, R. mucilaginosa NBRC 0870, R.
glutinis C23, R. glutinis AF0-2) B-karoten iiretimleri agisindan ayni deney seti i¢erisinde
bir kez daha degerlendirilmelerine karar verilmistir. Bu denemeye ait, incelenen suslarin
B-karoten derisimlerinin zamanla degisimlerini gdsteren grafik; Sekil 4.2°de, suslarin
baslangi¢ inokiilasyon derisimleri ve fermantasyon siiresince elde edilen en yiiksek p-

karoten derisimleri ise; Cizelge 4.2’de verilmistir.

7.0

* R. glutinis var. glutinis NBRC 1125
60 | |MR. gluiinis 13
R. glutinis 12.0
X R. mucilaginosa NBRC 0870
+ R. glutinis C23
OR. glutinis AF0-2

B -karoten (mg/L)

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312
t (sa)

Sekil 4.2. Segilen bazi maya suslar ile yapilan ¢aligmalarda, B-karoten derisimlerinin

zamanla degisimleri
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Cizelge 4.2. B-karoten iiretimi yiiksek suslar ile gergeklestirilen deneylerde kullanilan
suslarin baslangi¢ inokiilasyon derisimleri ve bu suslar ile elde edilen en

yiiksek B-karoten derigimleri

Baslangic En yiiksek
Sus inokiilasyon derisimi f-karoten derisimi
(kob/mL) (mg/L)
R. glutinis 13 9.6x10’ 2.00
R. glutinis 12.0 4.4x107 2.01
R. glutinis C23 3.7x10° 1.74
R. glutinis AFQ-2 5.6x10’ 1.11
R.mucilaginosa NBRC 0870 4.1x107 2.04
R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 1.2x107 3.68

Yapilan bu denemenin sonucunda da; en yiiksek p-karoten derisimi (3.68 mg/L) R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu ile ¢alisildiginda elde edilmistir (Sekil 4.2). Bu
susun B-karoten tiretiminin fermantasyonun 144. saatine kadar arttig1 daha sonra ise ¢ok
fazla degismedigi belirlenmistir. R. mucilaginosa NBRC 0870, R. glutinis 12.0 ve R.
glutinis 13 suslarinin en yiiksek [-karoten derigimleri ise; sirasiyla 2.04 mg/L, 2.01
mg/L ve 2.00 mg/L olarak tespit edilmistir. R. glutinis C23 susu i¢in ise bu deger; 1.74

mg/L B-karoten olarak tayin edilmistir.

Yapilan bu deneyde fermantasyon siiresince en diisiik f-karoten tiretimi, AF0-2 susu ile
elde edilmistir. AF0-2 susu ile en yiiksek p-karoten iiretimine (1.11 mg/L)
fermantasyonun 144. saatinde ulasildigi ve daha sonra ise, susun B-karoten iiretiminin
cok fazla degismedigi belirlenmistir. Arastirmanin bu asamasinda yapilan deneylerde,
en yiiksek PB-karoten iiretiminin, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu ile
calisildiginda elde edildigi belirlenmis ve tez ¢alismasinin ilerleyen deneylerinin, bu sus

ile yliriitiilmesine karar verilmistir.
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4.2. Farkh Karbon Kaynaklarmmn R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 Susunun f-
karoten Uretimi Uzerine Etkilerinin Arastirllmasina fliskin Sonuglar

Fermantasyon ortaminda kullanilacak olan en uygun karbon kaynagmin belirlenmesi
amaciyla, farkli karbonhidrat kaynaklarinin R. glutinis var. glutinis NBRC 1125
susunun B-karoten iiretimi iizerine etkilerinin incelendigi deneylerde; fermantasyon
ortamlarinda substrat olarak glukoz, fruktoz, galaktoz, maltoz ve sakkaroz olmak {izere
bes farkli karbonhidrat kullanilmistir. Bu deneylerde, R. glutinis var. glutinis NBRC

1125 susunun baslangi¢ asilama derisimi; 2.0x107 kob/mL olarak belirlenmistir.

Farkli karbonhidratlarin substrat olarak kullanildigi fermantasyon ortamlarinda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun B-karoten derisimlerinin zamanla degisimleri,

Sekil 4.3°de gosterilmistir.

6.0
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40 |
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1.0
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Sekil 4.3. Farkli karbonhidratlarin substrat olarak kullanildigi fermantasyon
ortamlarinda, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen -

karoten derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.3’deki sonuglar incelendiginde; farkli karbonhidratlar igeren fermantasyon
ortamlarinda, fermantasyon siiresince en diisiik B-karoten {iiretiminin; substrat olarak

maltoz iceren ortamda elde edildigi tespit edilmistir. S6z konusu fermantasyon
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ortaminda; R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen en yiiksek f-
karoten derisimi; 336. saatte, 2.82 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.3).

Substrat olarak glukoz igeren fermantasyon ortamindaki B-karoten iiretiminin zamanla
degisimi incelendiginde; B-karoten iiretiminin zamanla arttig1 ve en yiiksek derisimine

(3.83 mg/L), 312. saatte ulastig1 belirlenmistir.

Fruktoz igeren ortamda ise; B-karoten iiretiminin 192. saate kadar hizla arttigi, daha
sonra ise ¢ok fazla degismedigi saptanmistir. Bu ortamda elde edilen en yiiksek (-
karoten derisimi 312. saatte 3.88 mg/L olarak tayin edilmistir. Substrat olarak galaktoz
veya sakkaroz igeren fermantasyon ortamlarindaki B-karoten iiretimlerinin ise; 192.
saate kadar benzer bir egilimde devam ettigi, bu saatten sonra ise galaktoz igeren
ortamdaki iretimin artmaya devam ederken, sakkaroz igeren ortamda ise B-karoten
derisiminin ¢ok fazla degismedigi tespit edilmistir. Bu deneylerde, R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susu tarafindan tiretilen en yiiksek B-karoten derisimi; 5.57 mg/L
olarak, bilesiminde galaktoz bulunan fermantasyon ortaminda, 312. saatte elde
edilmistir. Sakkarozun substrat olarak kullanildigi fermantasyon ortaminda elde edilen
en yiiksek pB-karoten derisimi ise; 3.60 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.3).

Farkli karbonhidratlarin substrat olarak kullanildigi fermantasyon ortamlarinda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri,
Sekil 4.4’de verilmistir. Bu calismada denenen tiim substrat tiirleri i¢in biyokiitle
derisimlerinin zamanla degisimlerinin, birbirlerine benzer bir egilim gdsterdikleri

bulunmustur.

Galaktoz ve maltozun substrat olarak kullanildig1 ortamlarda, biyokiitle derisimlerindeki
artisin, 192. saate kadar devam ettigi, daha sonra ise c¢ok fazla degismedigi
belirlenmistir. Biyokiitle derisimindeki artisin; fruktozun kullanildig1 ortamda 216.,
glukozun bulundugu ortamda 288. ve sakkarozun bulundugu ortamda ise 264. saate
kadar devam ettigi daha sonra ise, ¢cok fazla degismedigi saptanmistir. Substrat olarak
galaktoz, maltoz, sakkaroz, glukoz ve fruktozun kullanildig1 fermantasyon ortamlarinda
elde edilen en yiiksek biyokiitle derisimleri sirasiyla; 3.98, 3.87, 3.80, 3.60 ve 3.35 g/L
olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Farkli karbonhidratlarin substrat olarak kullanildigi fermantasyon
ortamlarinda, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle

derigimlerinin zamanla degisimleri

Tez ¢alismasmnin bu asamasinda ayrica, farkli karbonhidratlarin substrat olarak
kullanildig1 fermantasyon ortamlarinda gerceklestirilen deneylerden elde edilen kuru
hiicre agirliklarindan yararlanilarak InX degerleri hesaplanmistir. Daha sonra,
hesaplanan InX degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler olusturulmus ve
bu grafiklerden yararlanilarak, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun farkl
substratlar iceren fermantasyon ortamlarindaki Ozgiil iireme hizlari, p (sa™d),

bulunmustur (Sekil 4.5 a-e).

Her deney i¢in maya susunun iissel iireme bolgesindeki 6zgiil lireme hizi, p (sa™l),
Boliim 2.1°de verilen Esitlik 2.1’in yardimiyla, InX degerlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore R. glutinis
var. glutinis NBRC 1125 susunun iissel tireme bolgesindeki 6zgiil iireme hizlar1 (p);
substrat olarak glukoz, fruktoz, galaktoz, maltoz ve sakkaroz iceren fermantasyon
ortamlari i¢in sirastyla; 0.013, 0.016, 0.009, 0.013 ve 0.015 sa! olarak belirlenmistir. Bu
degerler dikkate alindiginda goriilebilecegi gibi; en yiiksek maya 6zgil lireme hizi,

fermantasyon ortaminda substrat olarak fruktoz kullanildiginda elde edilmistir.
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Sekil 4.5. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun farkli karbonhidratlar iceren

fermantasyon ortamlarindaki biyokiitle derisimlerinin

In  degerlerinin

zamanla degisimleri. (a): Glukoz, (b): Fruktoz, (c): Galaktoz, (d): Maltoz,

(e): Sakkaroz

80



Bu calismada, fermantasyon ortamlarinda fruktoz, sakkaroz, glukoz, maltoz ve
galaktozun substrat olarak kullanildigi deneylerde, calisilan susa ait en yiiksek 6zgiil
trtin olusum hizlart (ym) sirasiyla; 0.0460, 0.0216, 0.0204, 0.0149 ve 0.0114 mg pB-
karoten/(g mo.sa) olarak hesaplanmistir. Bu degerlerin hesaplanmasi, daha 6nce Bolim
2.1’de verildigi sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore denenen
substratlar igerisinde en yiiksek 6zgiil B-karoten olusum hizinin, fruktozun substrat
olarak kullanildig1 ortamda elde edildigi saptanmustir. En yiiksek 6zgiil iiriin olusum
hizlar1; fruktoz ve maltoz icin 24. saatte, sakkaroz i¢in 72. saatte, glukoz ve galaktoz
icin ise; 96. saatte belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, R. glutinis var. glutinis NBRC
1125 susu tarafindan B-karoten tiretim hizi agisindan da, fruktozun en uygun substrat

oldugunu dogrular nitelikte bulunmustur.

Bu caligsmada, denenen tiim substratlar dikkate alindiginda, fermantasyonun 192. saatine
kadar, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan tiretilen en yiiksek p-karoten
derisiminin ve iriin olusum hizinin, bilesiminde fruktoz bulunan fermantasyon
ortaminda elde edildigi belirlenmistir (bkz. Sekil 4.3). Fermantasyon ortaminda substrat
olarak; galaktoz igeren ortamda, 192. saatten sonra P-karoten {iretiminde bir artig
goriilmekle birlikte, bu artisin ge¢ baslamasi ve bu saate kadar olan iiretim hizinin da

diger substratlara gore daha yavas olmasi, bir dezavantaj olarak diistiniilmiistiir.

Fermantasyon ortaminda substrat olarak kullanilacak olan karbonhidrat kaynaginin
se¢iminde, bu arastirma kapsaminda incelenen tiim karbonhidratlarin birim fiyatlar
iizerinden de bir karsilastirma yapilmistir. Ornegin; deneylerde calisilan sus igin en
yiikksek p-karoten derisimlerinin elde edildigi galaktoz ve fruktozun birim satis
fiyatlarinin sirasiyla; 4963 ve 735 TL/Kg oldugu belirlenmistir. Buna gore, galaktozun
hammadde olarak maliyeti fruktozun maliyetinin yaklasik olarak 5 katidir. Hammadde
birim fiyatinin daha diisiik olmasi ve yukarida kinetik analiz sonuglarinda da agiklandigi
gibi fruktozun bu ¢alismada incelenen tiim substratlar icerisinde en iyi sonuglari
vermesi, daha sonraki ¢alismalar i¢in temel substrat olarak secilmesinde 6nemli bir

tercih nedeni olmustur.

Arastirmanin bu boliimiinde ayrica, fermantasyon boyunca belirli zaman araliklarinda

alinan orneklerde, fermantasyon ortaminda kalan substrat derisimleri de belirlenmistir.
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Bu deneyler igin, ortamda kalan substrat derisimlerinin zamanla degisimleri; Sekil
4.6’da  gosterilmistir.  Fermantasyon  ortamindaki  substrat  derisimlerinin

belirlenmesinde, daha 6nce Boliim 3.2.4°de agiklanan yontemlerden yararlanilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli karbonhidratlarin kullanildigi fermantasyon ortamlarindaki substrat

derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.6 incelendiginde; ortamdaki fruktoz ve glukozun yaklasik olarak;
fermantasyonun 240. saatinde, galaktoz ve maltozun fermantasyonun 288. saatinde ve
sakkarozun ise; fermantasyonun 312. saatinde tamamen tiiketildikleri goriilmektedir.
Fermantasyonun ilk 4 giinti dikkate alindiginda en hizli tiiketilen substratin sakkaroz
oldugu, 4. giinden sonra ise fruktoz tiikketiminin diger substratlar ile karsilastirildiginda
olduk¢a hizli oldugu belirlenmistir. Arastirmada kullanilan maya susu i¢in en uygun
substrat kaynaginin fruktoz olarak belirlenmesinden sonra, ¢alismanmn bundan sonra
gerceklestirilecek olan deneylerinde, fermantasyon ortamlarinda substrat olarak fruktoz

kullanilmustir.

Literatiirde, Rhodotorula cinsine ait maya tiirlerinin karotenoid tiretimine fermantasyon
ortamindaki farkli karbonhidrat kaynaklarinin etkisi ile ilgili olarak yapilan gesitli
caligmalar bulunmaktadir (Aksan, 2005; Latha ve ark., 2005; Selim ve ark., 2013;
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Alakraa, 2014). R. glutinis DFR-PDY susunun farkli karbon kaynaklar1 iceren
fermantasyon ortamlarinda karotenoid tiretimi tizerine Latha ve ark. (2005) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, en yiiksek karotenoid iiretimlerinin sirasiyla; fruktoz, glukoz,
galaktoz, ksiloz monosakkaritleri ve sakkaroz ile maltoz disakkaritlerini igeren
ortamlarda belirlendigi bildirilmistir. Ayni1 ¢alismada incelenen susa ait en yiiksek
biyokiitle derisimlerinin ilk olarak galaktoz daha sonra ise sirasiyla; sakkaroz, glukoz,
fruktoz, ksiloz ve maltoz igeren fermantasyon ortamlarinda elde edildigi rapor
edilmistir. Gergeklestirdigimiz tez ¢alismasinda farkli karbon kaynaklar1 igeren
fermantasyon ortamlarinda, ¢alisilan sus ile elde edilen en yiiksek B-karoten derisimleri
acisindan en iyi karbon kaynaklari sirasiyla; galaktoz, fruktoz, glukoz, sakkaroz ve
maltoz olarak belirlenmistir. Incelenen bu sus ile elde edilen en yiiksek biyokiitle
derisimleri ise sirasiyla;, galaktoz, maltoz, sakkaroz, glukoz ve fruktoz igeren
fermantasyon ortamlarinda tespit edilmistir. R. glutinis DFR-PDY susu ile
gerceklestirilen s6z konusu calisma ve yaptigimiz tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar
karsilagtirildiginda, en yiiksek karotenoid iiretimleri agisindan; galaktoz ve en yiiksek
biyokiitle derisimleri ag¢isindan ise; maltoz igeren ortamlarin disinda, sonug

siralamalarmin paralellik gosterdigi sdylenebilir.

Benzer konuda yapilan bir bagka c¢alismada, fermantasyon ortaminda karbon kaynagi
olarak glukoz, ksiloz, etanol, gliserol ve D-mannitol’tin kullanildig1 ve glukozun; R.
mucilaginosa 16 mutant susuyla karotenoid iiretiminde (4.59 mg/L) en iyi karbon
kaynag1 olarak belirlendigi bildirilmistir (Aksan, 2005). Rhodosporidium toruloides
Y27012 susunun karotenoid iiretimine glukoz, ksiloz ve gliseroliin etkilerinin
incelendigi bir baska c¢alismada da, en yiiksek karotenoid {iretimlerinin sirasiyla
bilesimlerinde; ksiloz (32.96 mg/L), glukoz (31.24 mg/L) ve gliserol (12.76 mg/L)
bulunan fermantasyon ortamlarinda elde edildigi rapor edilmistir (Alakraa, 2014).

Rhodotorula cinsine ait bazi maya suslarinin karotenoid iiretimleri iizerine, bazi
sekerlerin ve tarim enddistrisi iiriinlerinin etkilerinin incelendigi bir ¢alismada; o6ncelikle
glukoz baslangi¢ derisimi 25 g/L olan bir ortamda, suslarin karotenoid iiretimlerinin
karsilagtirildigi ve en yiiksek karotenoid iiretiminin (2.33 mg/L) bir Rhodotorula
glutinis susu ile elde edildigi bildirilmistir. Bu ¢alismada daha sonra, segilen R. glutinis

susunun, glukozun yerine sakkaroz, laktoz, maltoz ve fruktoz ilave edilen farkli
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ortamlarda, calkalamali bir su banyosunda 30°C’de 6 giin boyunca inkiibe edildigi ve
karotenoid tiretimlerinin incelendigi belirtilmistir (Selim ve ark., 2013). Bu ortamlarda
elde edilen en yiiksek karotenoid derisimleri incelendiginde; en yiiksek degerin 2.17
mg/L olarak fruktoz bulunan ortamda tespit edildigi ve bu degeri 1.70, 0.73 ve 0.49
mg/L ile sirasiyla; maltoz, sakkaroz ve laktoz bulunan ortamlarin takip ettigi rapor

edilmistir.

Ayrica bahsedilen bu ortamlarda calisilan sus ile elde edilen en yiiksek biyokiitle
derisiminin de (11.96 g¢/L), karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigi ortamda
belirlendigi ifade edilmistir. Fruktoz, maltoz, sakkaroz ve laktozun karbon kaynagi
olarak kullanildig1 ortamlarda ise, en yiiksek biyokiitle derisimlerinin sirasiyla; 11.71,
10.06, 5.80 ve 3.37 g/L olarak belirlendigi bildirilmistir. Bu arastirmada laktoz
haricinde ortamlardaki tiim substratlarin fermantasyonun 144. saatinde neredeyse
tamamen tiiketildigi de rapor edilmistir. Literatiirdeki bu ¢alisma ile gergeklestirdigimiz
tez calismasi sonuglar1 karsilagtirildiginda, tez ¢alismasinda farkli substrat iceren tiim
fermantasyon ortamlarinda ¢alisilan sus ile daha az substrat tiikketimine ragmen daha

yiiksek B-karoten derisimlerine ulasildigi bulgulanmistir.

4.3. Farkh Azot Kaynaklarmm R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 Susunun -
karoten Uretimi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasina Iliskin Sonuclar

Farkli azot kaynag1 kombinasyonlarinin, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun
B-karoten liretimi ilizerine etkilerinin arastirildigi deneylerde, organik ve inorganik
olmak iizere toplam sekiz c¢esit azot kaynagi kullanilmistir. Tez caligmasinin bu
boliimiinde kullanilan organik ve inorganik azot kaynaklari ile azot icerikleri daha 6nce
Bolim 3.2.9, Cizelge 3.2°de verilmistir. Bu deneyler i¢cin fermantasyon ortamlarinin
hazirlanislar1 Bolim 3.2.9°da anlatilmig, bu ortamlarda denenen azot kaynagi

kombinasyonlar1 ve ortamdaki baglangi¢ derisimleri ise, Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Bu deneylerde R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun baslangi¢ asilama derisimi;
1.3x107 kob/mL olarak tespit edilmistir. Fermantasyon ortaminda farkli azot kaynagi
kombinasyonlarmim kullanildig1 deneylerde, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu
tarafindan {retilen [-karoten derisimlerinin zamanla degisimleri, Sekil 4.7’de

gosterilmigtir. Deneylerde, en yiiksek P-karoten derisimi (6.84 mg/L) fermantasyon
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ortaminda kazein kaynakli pepton ile (NH4)2SO4 birlikte kullanildiginda, 220. saatte

elde edilmistir.
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Sekil 4.7. Farkli azot kaynagi karisimlarinin kullanildig: fermantasyon ortamlarinda, R.

glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen [-karoten

derisimlerinin zamanla degisimleri

Azot kaynagi karigimlari olarak; soya kaynakli pepton ve (NH4)2SOas, maya 0ziitii ve
NH4Cl, et kaynakli pepton ve (NH4)2SOs karisimlarmin bulundugu fermantasyon
ortamlarinda en yiiksek PB-karoten derisimleri ise sirasiyla; 4.36, 4.23 ve 4.06 mg/L
olarak elde edilmistir. En yiiksek B-karoten derisimleri; fermantasyon ortamlarinda azot
kaynagi karisimlart olarak maya oziitii ve NH4Cl (4.23 mg/L), et kaynakli pepton ve
(NH4)2S04 karigimlari (4.06 mg/L) kullanildiginda 200. saatte, soya kaynakli pepton ve
(NH4)2SO4 karisimi (4.36 mg/L) kullanildiginda ise; 180. saatte tayin edilmistir.

Maya oziiti ve (NH4)2SO4’in azot kaynagi karisimi olarak birlikte kullanildigi
caligmada elde edilen en yiiksek B-karoten derigsimi ise; 240. saatte, 3.59 mg/L olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismadaki en diisiik B-karoten derisimleri ise; bilesimlerinde azot

kaynagi karigimlari olarak; iire ve (NH4)2SOs ile maya oOziiti ve NaNOs igeren
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fermantasyon ortamlar1 kullanildiginda elde edilmistir (Sekil 4.7). Bu azot kaynagi
kombinasyonlari i¢in elde edilmis olan en yiiksek P-karoten derisimleri ise sirasiyla;
160. ve 120. saatlerde 1.85 ve 1.99 mg/L olarak belirlenmistir.

Fermantasyon ortamlarinda farkli azot kaynagi karigimlarinin kullanildigi deneylerde,
R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimleri; Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Farkli azot kaynagi karigimlarinin kullanildigi fermantasyon ortamlarinda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimleri

Farkli azot kaynagi karisimlarinin kullanildigi fermantasyon ortamlari incelendiginde;
en yiiksek biyokiitle derisiminin (4.98 g/L) kazein kaynakli pepton ile (NH4)2SO4’1n
birlikte kullanildigi fermantasyon ortaminda, fermantasyonun 140. saatinde elde
edildigi belirlenmistir. Et kaynakli pepton ve (NH4)2SOs i¢eren fermantasyon ortaminda
en yliksek biyokiitle derisimi 240. saatte, 4.41 g/L olarak elde edilmistir. Maya 6ziitli
ve NH4Cl’iin birlikte kullanildig1 ortamdaki en yiiksek biyokiitle derisimi ise; 4.12 g/L
olarak 200. saatte tayin edilmistir.
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Ayrica, maya oziitii ve NaNOs, maya 06ziitii ve (NH4)2SOs ile, soya kaynakli pepton ve
(NH4)2SO4’1n kullanildig1 fermantasyon ortamlarinda elde edilen en yiiksek biyokiitle
derisimleri ise sirasiyla; 3.63 g/L, 3.03 g/L ve 2.08 g/L olarak bulunmustur. Ure ve
(NH4)2SO4’1n azot kaynagi olarak birlikte kullanildigi fermantasyon ortaminda ise,

biyokiitle derisiminde zamanla énemli bir degisiklik olmadig1 saptanmustir.

Calismada fermantasyon ortamindaki azot kaynagi karisimlarmin R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susunun 6zgiil iireme hizina etkisini incelemek amaciyla, elde
edilen biyokiitle derisimlerinin In degerleri hesaplanarak bu degerlerin zamanla
degisimini gosteren grafikler (Sekil 4.9) cizilmis ve mayanin iissel ireme bdlgesindeki

0zgil tireme hizlar1 hesaplanmustir.

R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun 6zgiil iireme hiz1 (u), kazein kaynakli
pepton ve (NH4)2SO4 karisim iceren fermantasyon ortaminda; 0.050 sa® olarak
hesaplanmistir. Fermantasyon ortaminda amonyum siilfat ile birlikte kullanilan organik
azot kaynaklari ile elde edilen 6zgiil ireme hizlari, et kaynakli pepton igin; 0.033 sa™,
soya kaynakli pepton icin; 0.018 sa’ ve maya oziitii icin; 0.016 sa' olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.9. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun farkli azot karisimlar1 igeren

fermantasyon ortamlarindaki biyokiitle derisimlerinin In degerlerinin
zamanla degisimleri. (a): et kaynakli pepton + (NH4)2SOs, (b): kazein
kaynakli pepton + (NH4)2SOs, (¢): soya kaynakli pepton + (NH4)2SOa4, (d):
Ure + (NH4)2S0q, (): maya oziitii + NaNOs, (f): maya 6ziitii + NH4Cl, (g):
maya ozttt + (NH4)2SO4
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Organik azot kaynag1 maya 06ziitli ile denenen inorganik azot kaynaklar ile elde edilen
ozgiil iireme hizlar1 ise, NaNOs i¢in; 0.030, NH4Cl i¢in; 0.020 ve (NH4)2SO4 igin; 0.016
sal olarak hesaplanmigtir. Bu degerler incelendiginde; en yiiksek ozgiil ireme hizinin
bilesiminde organik azot kaynagi olarak; kazein kaynakli pepton, inorganik azot
kaynag olarak ise; (NH4)2SO4’1n oldugu ortamda elde edildigi tespit edilmistir. Ussel
tireme bolgesindeki en diisiik 6zgiil iireme hiz1 ise; iire ve (NH4)2SO4’in birlikte

kullanildig1 fermantasyon ortaminda; 0.005 sa™* olarak bulunmustur.

Calismanin bu boliimiinde ayrica, incelenen maya susu i¢in, farkli azot karigimlarinin
kullan1g1 fermantasyon ortamlarinda, 6zgiil {iriin olusum hizlar1 da belirlenmistir. Bu
amagla; B-karoten derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden (Sekil
4.7), farkli zamanlara ait egim degerleri hesaplanmistir. Daha sonra, zamana karsi
biyokiitle derisimlerinin ¢izildigi grafiklerden, ayni zamana karsi gelen biyokiitle
derisimleri tespit edilmistir. Ozgiil {iriin olusum hizlar1, y (mg p-karoten/g mo.sa), elde
edilen egim degerlerinin ayn1 zamana kars1 gelen biyokiitle derisimlerine boliinmesi ile,
bulunmustur. B-karoten lretimi i¢in belirlenen en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hizlar
(ym); maya ozitli ve NH4Cl, soya kaynakli pepton ve (NH4)2SOs, kazein kaynakli
pepton ve (NH4)2SO4, maya oziitli ve (NH4)2SOs, et kaynakli pepton ve (NH4)2SOs, iire
ve (NH4)2SO4 ve maya oziitli ve NaNOgz azot karigimlari igin sirasiyla; 0.056, 0.048,
0.047, 0.046, 0.041, 0.030 ve 0.027 mg B-karoten/(g mo.sa) olarak hesaplanmustir.

Cesitli azot kaynagi karigimlarini iceren fermantasyon ortamlarinda yapilan deneylerde,
R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun B-karoten iiretimi sirasinda, kullanilan
ortamlardaki fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri de incelenmistir (Sekil 4.10.).
Sekil 4.10’a gore; fermantasyon ortamindaki fruktozun, ortamda azot kaynagi olarak
maya 0ziitii ve NaNOs karigimi kullanildiginda; fermantasyonun 100. saatinde, kazein
kaynakli pepton ile (NH4)2SOs ve et kaynakli pepton ile (NH4)2SOs4 karisimlari
kullanildiklarinda ise; 120. saatinde tamamen tiikkendigi belirlenmistir. Ortam
bilesiminde azot kombinasyonlar1 olarak; soya kaynakli pepton ve (NH4)>SO4, maya
oziti ve NH4Cl ile maya 6ziiti ve (NH4)2SOs bulundugunda ise; fermantasyonun

yaklasik 160. saatinde fruktozun tamamen tiikendigi saptanmaistir.
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Sekil 4.10. Farkli azot kaynagi karigimlarinin kullanildigi fermantasyon ortamlarindaki

fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri

Azot kaynagi olarak fermantasyon ortaminda tire ve (NH4)2SO4 karisimi kullanildiginda
ise; ortamdaki fruktozun yaklasik yarisinin 80. saate kadar tiiketildigi, daha sonra ise

maya tarafindan tiikketilmedigi belirlenmistir.

Farkli azot kaynagi karigimlarinin, fermantasyon ortamlarinda kullanilmalarmin, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun p-karoten iiretimi tizerine etkilerinin

incelendigi deneylerde elde edilen bazi sonuglar, Cizelge 4.3’ de verilmistir.

Cizelge 4.3’de goriilebilecegi gibi; bu calismada elde edilen en yiiksek (-karoten ve
biyokiitle derigimleri ile 6zgiill Greme hizi degerleri; kazein kaynakli pepton ile
amonyum siilfat karistminin birlikte kullandigi ortamlarda sirasiyla; 6.84 mg/L, 4.98
g/L ve 0.050 sa? olarak belirlenmistir. Ayrica galisilan susa ait belirlenen en yiiksek
ozgiil iiriin olusum hiz1 ise; 0.048 sa* olarak, soya kaynakli pepton ile amonyum siilfat

karisiminin birlikte kullanildigi fermantasyon ortaminda elde edilmistir.
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Cizelge 4.3. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun B-karoten iiretimi tizerine
farkli azot kaynagi karigimlarinin etkilerinin incelendigi deneylerde elde
edilen en yiiksek B-karoten ve biyokiitle derisimleri ile mikroorganizma

Ozgil iireme ve 0zgiil iirlin olusum hiz1 degerleri
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Et kaynakli pepton + (NH4)2SO4 4.06 441 0.033 0.041
Kazein kaynakli pepton +(NH4)2SOs  6.84 4,98 0.050 0.047
Soya kaynakli pepton + (NH4)2SO4 4.36 2.08 0.018 0.048
Ure + (NH4)2S04 1.85 0.56 0.005 0.030
Maya 6ziitii + NaNO3 1.99 3.63 0.030 0.027
Maya 6ziitii + NH4Cl 4.23 4.12 0.020 0.056
Maya 6ziitii + (NH4)2SO4 3.59 3.03 0.016 0.046

Bu bolimde gergeklestirilmis ¢alismanin sonucunda; en yiiksek B-karoten derisimi,
biyokiitle derisimi ve maya 6zgiil tireme hizinin elde edildigi kazein kaynakli pepton ve
(NH4)2SO4 karistminin, bundan sonraki calismalarda fermantasyon ortaminda azot

kaynagi olarak kullanilmasina karar verilmistir.
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Literatiirde, cesitli azot kaynaklarinin, Rhodotorula cinsine ait maya tiirlerinin
karotenoid iiretimi {izerine etkilerinin incelendigi bazi arastirmalar yer almaktadir
(Latha ve ark., 2005; Chandi ve Gill, 2011; Ferrao ve Garg, 2011; Voaides ve Dima,
2012; Elfeky ve ark., 2019).

R. glutinis DFR-PDY susunun, karotenoid iiretimi tizerine farkli azot kaynaklarinin
etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada; inorganik; sodyum nitrat, amonyum nitrat,
amonyum tartarat ve organik; lire, kazein, pepton ve maya Oziitiiniin, azot kaynagi
olarak kullanildig1 belirtilmistir. Ad1 gecen sus ile elde edilen en yiiksek karotenoid
derisimlerinin sodyum nitrat, kazein asit hidrolizati, {ire ve maya Oziitii bulunan
ortamlarda sirasiyla; 3.3, 2.4, 2.2 ve 2.1 (mg/L) olarak elde edildigi bildirilmistir (Latha
ve ark., 2005). S6z konusu ¢alisma ile karsilagtirildiginda, tez ¢alismamizdaki benzer
deneylerde, bilesiminde kazein kaynakli pepton ve amonyum siilfat karisimi bulunan

ortamda; daha yiiksek B-karoten derisimi (6.84 mg/L) elde edilmistir.

Voaides ve Dima (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Rhodotorula sp. ile
karotenoid iiretimine, farkli inorganik azot kaynaklarinin ve aminoasitlerle desteklenmis
karisimlarinin etkileri incelenmistir Amonyum nitratin kontrol olarak kullanildigi bu
calismada; amonyum kloriir, amonyum siilfat, % 0.1 treonin eklenmis amonyum nitrat
ve % 0.1 glutamik asit eklenmis amonyum nitrat bulunan farkli ortamlarin Rd1, Rd2 ve
Rd3 olarak isimlendirilen suslarin, karotenoid iiretimleri tizerindeki etKileri
karsilagtirilmistir. Denenen tiim ortamlar igerisinde en yiiksek karotenoid derisiminin
Rd3 susu ile elde edildigi belirtilmistir. Rd3 susu ile elde edilen en yiiksek karotenoid
derigimlerinin ise; amonyum kloriir, % 0.1 glutamik asit eklenmis amonyum nitrat, %
0.1 treonin eklenmis amonyum nitrat, amonyum siilfat ve amonyum nitrat bulunan
ortamlar olarak siralanmistir. Rd3 susu ile yapilan deneylerde, inorganik azot kaynaklari
arasinda en yiiksek karotenoid derisiminin amonyum kloriir bulunan ortamda elde
edildigi bildirilmistir. Rd1 ve Rd2 suslar1 ile elde edilen en vyiiksek karotenoid
derisimlerinin ise; 6ncelikle % 0.1 treonin eklenmis amonyum nitrat, daha sonra % 0.1
glutamik asit eklenmis amonyum nitrat ortaminda bulundugu rapor edilmistir.
Sonuglara Rd1 ve Rd2 suslari agisindan yaklasildiginda ise, amonyum nitrat bulunan

ortamlarin aminoasitle desteklenmesiyle daha yiiksek karotenoid derigimleri elde
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edildigi bulgulanmistir. Tez ¢calismamizda yiiksek karotenoid derisimi eldesi i¢in en iyi
inorganik azot kaynagi olarak secilmis olan amonyum siilfat, bu ¢alismada 3. sirada yer

almustir.

Yapilan bir baska arastirmada, R. glutinis (AS 2.703) susu ile lipid ve karotenoid
tiretimi tlizerine bilesiminde 60 g/L glukoz bulunan fermantasyon ortamlarinda; farkli
azot kaynaklari ile farkli C/N ve C/S oranlarinin etkileri incelenmistir (Elfeky ve ark.,
2019). Bu arastirmada denenen tim C/N oranlarinda, en yiiksek karotenoid
derisimlerinin bilesimlerinde sirasiyla; amonyum siilfat, maya 6ziitii ve pepton bulunan
ortamlarda belirlendigi rapor edilmistir. Ayrica tim azot kaynaklari igin; C/N orani
diistiikge, daha yiiksek karotenoid derisimlerinin elde edildigi de belirtilmistir. Bunun
yanisira bu c¢alismada, lipit ve karotenoid iiretimlerinin birlikte optimize edilmek
istendigi ifade edilmistir. Bu amacla; besiyerinde yiiksek glukoz konsantrasyonunda,
ozellikle azot ve siilfir derisiminin sinirlandirilmasiyla, incelenen susun lipit
birikiminin arttig1 bildirilmistir. Bu sus ile karotenoid {iretiminin aksine, lipit iiretiminin
yilksek C/N oraninda gergeklestigi belirtilmistir. Lipogenezis ve Kkarotogenezis
paylasilmasi bu iki maddenin iiretimindeki rekabetin nedeni olarak ifade edilmektedir.
Bu ¢alismada lipit tiretiminin yiiksek oldugu yiiksek C/N oraninda karotenoid tiretimini
de artirmak amaciyla farkli C/S oranlarimin da denendigi belirtilmektedir. En yiiksek
pigment derisiminin (0.947 mg/L), amonyum siilfatin azot kaynagi ve C/N ile C/S
oranlarmin sirastyla; 146 ve 120 oldugu ortamda elde edildigi bildirilmistir. Yiiksek
C/N oranlarinda C/S oranlarindan bagimsiz olarak fermantasyonun 3. giiniinden itibaren
ortamdaki karotenoid sentezinin azalirken lipid sentezinin 6. giine kadar artmaya devam
ettigi ifade edilmistir. Bu ¢alismada son olarak optimum bulunan besiyerine Alx(SO4)3
ilave edilmesinin, icerigindeki torulen miktar1 %98 olacak sekilde toplam pigment
derisiminin 2.2 mg/L’ye yiikseldigi ve lipit derisiminin ise %50 azaldig1 rapor edilmistir
(Elfeky ve ark., 2019).

Rhodotorula graminis RC04 susu ile B-karoten iiretimine besiyeri bilesenlerinin
etkilerinin incelendigi bir calismada ise; farkli inorganik tuzlar, organik azot kaynaklari
ve aminoasitlerin denendigi ifade edilmistir (Ferrao ve Garg, 2011). Bu calismada

inorganik tuzlar olarak; amonyum kloriir, amonyum nitrat, amonyum siilfat, sodyum
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nitrat, sodyum nitrit, potasyum nitrat ve kalsiyum nitrat, organik azot kaynagi olarak
ise; pepton, tripton, et kaynakli pepton, maya 6ziitii, jelatin ve iire, aminoasitler olarak
da; glisin, lisin, serin, tirozin, histidin ve treoin kullanildig1 belirtilmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda, izolatin gelismesi ve [-karoten {iretimi agisindan en iyi substratlarin
kompleks yani organik azot kaynaklar1 oldugu ve bunlarin arasindan maya 6ziitiiniin en
iyl oldugu bildirilmistir. Bunlara ilaveten, izolatin en iyi gelistigi ve en yiiksek [-
karoten {retiminin belirlendigi inorganik tuzun; potasyum nitrat oldugu ve
aminoasitlerin ilavesinin B-karoten iiretimini desteklemesine ragmen, aminoasitler ile

yapilan denemelerde en diisiik verimlerin saptandigi bildirilmistir.

4.4. Deney Tasarim Planinin Olusturulmasina iliskin Sonuclar

Tez ¢alismasinin bu asamasinda, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun -karoten
iretimine, baz1 fermantasyon parametrelerinin etkilerinin incelenerek fermantasyon igin
optimum kosullarin belirlenebilmesi amaciyla, Design Expert 10.0.6 (Stat-Ease Inc.,
Minneapolis, USA) programi kullanilarak, merkezi karma tasarim yontemine gore bir

deney tasarim plani olusturulmustur.

Deney tasariminda bagimsiz degiskenler olarak kullanilan fermantasyon parametreleri
ve bu degiskenler i¢in belirlenen bes farkli seviyedeki degerleri; Bolim 3.2.10°da
bulunan, Cizelge 3.4’de sunulmustur. Merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak
olusturulan deney tasarim planinda, bagimsiz degiskenlerin bes farkli seviyedeki
degerlerinin ¢esitli kombinasyonlariyla olusturulan deneysel kosullar ve bu kosullardaki
bagimsiz degiskenlere ait ger¢ek ve kodlanmis degerler sirasiyla; Cizelge 4.4 ve 4.5°de

verilmistir.

Olusturulan tasarima goére deneyler, merkez noktada ayni kosullari igeren 6 tekrarli
deney, yildiz ve faktoriyel noktalarda ise (bkz. Sekil 2.5); 24 farkli kombinasyon deneyi
olmak iizere; toplam 30 deney olarak gergeklestirilmistir. Kullanilan program tarafindan
olusturulan deney tasarim planina gore gergeklestirilen deneylerde, R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susunun fermantasyon ortamlarindaki baslangi¢ inokiilasyon

derisimi ortalama 1.2x107 kob/mL olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak planlanan deneylerde, secilen

bagimsiz degiskenlerin gercek degerleri

Deney No X1 (g/L) X2 (g/L) X3 X4 (°C)
1 30 2.5 4.5 26
2 70 2.5 4.5 26
3 30 7.5 4.5 26
4 70 7.5 4.5 26
5 30 2.5 7.5 26
6 70 2.5 7.5 26
7 30 7.5 7.5 26
8 70 7.5 7.5 26
9 30 2.5 4.5 30

10 70 2.5 4.5 30
11 30 7.5 4.5 30
12 70 7.5 4.5 30
13 30 2.5 7.5 30
14 70 2.5 7.5 30
15 30 7.5 7.5 30
16 70 7.5 7.5 30
17 10 5 6 28
18 90 5 6 28
19 50 0 6 28
20 50 10 6 28
21 50 5 3 28
22 50 5 9 28
23 50 5 6 24
24 50 5 6 32
25 50 5 6 28
26 50 5 6 28
27 50 5 6 28
28 50 5 6 28
29 50 5 6 28
30 50 5 6 28

Xi1: Fruktoz baglangi¢ derisimi, X2: Kazein peptonu baslangic derisimi, Xz: pH, Xa:
Sicaklik
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Cizelge 4.5. Merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak planlanan deneylerde, segilen

bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri

Deney No X1 (g/L) X2 (g/L) X3 X4 (°C)
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1

10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 -2 0
18 +2 0
19 0 -2 0
20 0 +2 0
21 0 0 -2 0
22 0 0 +2 0
23 0 0 0 -2
24 0 0 0 +2
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0
28 0 0 0 0
29 0 0 0 0
30 0 0 0 0

X1: Fruktoz baslangi¢ derisimi, X2: Kazein peptonu baslangi¢ derisimi, Xsz: pH, Xj:
Sicaklik
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Bu deneylerde; fermantasyon ortamlarinin segilen azot kaynagi ve substrat baslangic
derigimleri sirasiyla, kazein kaynakli pepton igin; 0-10 g/L ve fruktoz i¢in; 10-90 g/L
araliginda degistirilirken, baslangic pH degeri; 3-9 ve ortam sicakligi ise; 24-32°C
araliginda degistirilmistir. Gergeklestirilen deneylerde, fermantasyon siiresince belirli
zaman araliklarinda 6rnekler alinarak; B-karoten, biyokiitle ve substrat derisimleri analiz
edilmis ve her birinin zamana kars1 degisimlerini gosteren grafikler olusturulmustur.
Olusturulan bu grafiklerden yararlanilarak, her bir deney i¢in yanitlar; en yiiksek B-
karoten ve biyokiitle derisimleri ile, en yiiksek 6zgiil ireme hiz1 ve B-karoten olusum

hiz1 degerleri hesaplanmustir.

Tez caligmasmin bu asamasinda ilk olarak Cizelge 4.3’de yer alan 1-8 numarali
deneyler gergeklestirilmistir. Bu deneyler, baslangi¢ fruktoz derisimleri; 30 ve 70 g/L,
baslangi¢ kazein peptonu (Cp) derisimleri; 2.5 ve 7.5 g/L ve baslangic pH’lari; 4.5 ve
7.5 olacak sekilde hazirlanan fermantasyon ortamlarinda, 26°C’da gerceklestirilmistir.
Deneylerde; fermantasyon ortamlarina asilanan R. glutinis var. glutinis NBRC 1125
susunun baslangi¢ inokiilasyon derisiminin; 1.4x108 kob/mL oldugu tespit edilmistir. 1-
8 numarali deneylerde, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan tiretilen -
karoten derigimlerinin zamanla degisimleri Sekil 4.11°de gosterilmistir. Bu deneylerde,
incelenen sus tarafindan tretilen en yiiksek p-karoten derisimi; 287. saatte, 3 numarali
deneyde; 5.09 mg/L olarak elde edilmistir. Bu ¢alismada 3, 7 ve 8 numarali deneylerde
incelenen sus tarafindan [-karoten {iretiminin 165. saate kadar hizla arttig1

belirlenmistir.

7 ve 8 numarali deneylerde en yiiksek B-karoten iiretimleri sirasiyla; 4.57 ve 4.41 mg/L
olarak, 165. saatte belirlenmistir. Digerleri ile karsilastirildiginda daha yiiksek
miktarlarda p-karoten iretimlerinin gozlendigi 3, 7 ve 8 numarali deneylerdeki ortak

fermantasyon parametresi; baslangi¢ kazein peptonu derisimi olup bu deger, 7.5 g/L’dir.

S6z konusu bu deneylerde B-karoten i¢in en yiiksek derisim 3 numarali deneyde
saptanmig olmakla birlikte, 7 ve 8 numarali deneylerdeki en yiiksek derisimlere,
fermantasyon siirecinde daha kisa siirede ulasildigi gorilmistiir (Sekil 4.11). Disiik
derisimde B-karoten iiretiminin gozlendigi 2 ve 6 numarali deneylerde, kazein peptonu

baslangi¢ derisiminin; 2.5 g/L oldugu goriilmektedir. Bu deneylerde R. glutinis var.
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glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen en yiiksek B-karoten derisimleri sirasiyla;

2.14 ve 3.04 mg/L olarak tespit edilmislerdir.

6.0
55 L|* Deney No.1
T A Deney No.2
50 F Deney No.3
+Deney No 4
45T | m Deney No.5
40 F Deney No.6
® Deney No.7
35 r|e Deney No.8
3.0

25
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

p-karoten (mg/L)

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360
t (sa)

Sekil 4.11. 26°C’da gergeklestirilen 1-8 numarali deneylerde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susu tarafindan firetilen B-karoten derisimlerinin zamanla

degisimleri

26°C’de, fruktoz derisimleri disindaki diger fermantasyon parametrelerinin ayni oldugu
deneylerde, diisiik karbon kaynagi derisimlerinde (30 g/L) nispeten daha yiiksek -
karoten derisimleri elde edildigi bulgulanmigtir. Bu durumun tersine, kullanilan azot
kaynagi (kazein peptonu) disindaki fermantasyon parametrelerinin ayni oldugu
deneylerde ise, daha yiiksek azot kaynagi derisimlerinin (7.5 gL), B-karoten derisimini
de artirdig1 belirlenmistir. pH disinda diger fermantasyon parametreleri ayni olan 1-5, 2-
6 ve 4-8 nolu deneylerde, pH’1in 4.5’dan 7.5’a artmasiyla, f-karoten derisimlerinin
arttig1 gozlemlenmistir. Bu 8 deney igerisinde bu durumun tersi sadece diisiik karbon
derisimi (30 g/L) ve yiiksek azot derisimine (7.5) sahip olan 3 ve 7 nolu deneylerde
belirlenmis ve diisiik pH degerine sahip 3 numarali deneyde daha yiiksek B-karoten
derisimi elde edilmistir. Aym1 fruktoz derisimine sahip ortamlardan, baslangic kazein
peptonu derisimi ve pH degerlerinin ikisinin de diisiik oldugu 1 ve 2 numarali deney

ortamlarinda, en diisiik B-karoten derisimleri belirlenmistir. 30 g/L baslangi¢ fruktoz
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derisimi bulunan ortamlar arasinda en yiiksek B-karoten derisimi, baslangic kazein
peptonu derisiminin 7.5 g/L, baslangi¢ pH’inin 4.5 oldugu ortamda elde edilirken
baslangi¢ pH’inin artmasiyla bu degerin distiigii tespit edilmistir. Baslangi¢ fruktoz
derisimi 30 g/L ve baglangic kazein peptonu derisimi 2.5 g/L olan ortamlardan
baslangi¢ pH’1 7.5 olan ortamda daha yiiksek B-karoten derisimi hesaplanmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda; incelenen sus tarafindan 26°C’de yiiksek B-karoten iiretimi
icin; diisiik karbon kaynagi derisimi (30 g/L), yiiksek azot kaynagi derisimi (7.5 g/L) ve
disiik (pH 4.5) pH degerlerinin daha uygun oldugu ve ideal ortam kosullarina 6rnek

gosterdigi sdylenebilir.

26°C’da gergeklestirilen deneylerde elde edilen biyokiitle derisimlerinin zamanla
degisimleri ise; Sekil 4.12 gosterilmistir. Bu deneylerde, R. glutinis var. glutinis NBRC
1125 susuna ait en yliksek biyokiitle derisimi 15.63 g/L olarak, 8 numarali deneyde
belirlenmistir. Biyokiitle derisiminin nispeten yiiksek olarak saptandigi bir diger deney
olan; 7 numarali deneydeki en yiiksek biyokiitle derisimi ise; 10.45 g/L olarak tespit

edilmistir.
18
# Deney No.l
16 | | ADeneyNo2
Deney No.3
14 F + Deney No.4
B Deney No.5 o
Deney No.6
12 ® Deney No.7 (o]
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Sekil 4.12. 26°C’da gergeklestirilen 1-8 numarali deneylerde, R. glutinis var. glutinis

NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri

99



Fermantasyon boyunca, en diisiik pB-karoten derisimlerinin elde edildigi 2 numarali
deneydeki biyokiitle derisimlerinin de, diger deneyler ile karsilastirildiginda, yine daha
diisiik degerlerde olduklar1 belirlenmistir. 1 ve 2 numarali deneylerde kullanilan
fermantasyon parametrelerinden; ortamdaki baslangi¢ fruktoz ve kazein peptonu
derisimlerinin sirasiyla; 30 ve 2.5 g/L olarak, deney planinda denenen nispeten diisiik
degerlerinde olmalarinin, diisiik biyokiitle derisimi degerleri igin agiklayici olabilecegi

distintiilmektedir.

Calismanin bu doneminde ayrica, her deney icin elde edilen kuru hiicre agirliklarindan
hesaplanan InX degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler hazirlanmis ve bu
grafiklerden yararlanilarak, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun 6zgiil tireme
hizlar1 da bulunmustur (Sekil 4.13a-h).

InX
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Sekil 4.13. 26°C’da gergeklestirilen 1-8 numarali (a-h) deneylerde, R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin InX degerlerinin

zamanla degisimleri

26°C’da gergeklestirilen 1-8 numarali deneyler i¢in, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125
susunun {issel lireme bolgesindeki 6zgiil tireme hizlar1 (p) sirasiyla; 0.044, 0.025, 0.055,
0.021, 0.038, 0.050, 0.033 ve 0.038 sa* olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara
gore, 26°C’daki en yiiksek 6zgiil iireme hiz1 (0.055 sal), fermantasyon ortamindaki
fruktoz ve pepton baslangic derisimlerinin sirasiyla; 30 ve 7.5 (g/L), pH’1n ise 4.5
oldugu, 3 numarali deneyde elde edilmistir. Bu ¢alismada ayrica, p-karoten ve biyokiitle
derigimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden yararlanarak, maksimum
ozgiil B-karoten tiretim hizlar1 da hesaplanmistir. 1-8 numarali deneyler i¢in en yiiksek
Ozgiil tirtin olusum hizlar1 (ym) sirastyla; 0.024, 0.021, 0.033, 0.027, 0.022, 0.023, 0.032

ve 0.031 mg B-karoten/(g mo.sa) olarak hesaplanmistir. 26°C’da elde edilen sonuglara
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gore en yiiksek ozgiil B-karoten olusum hizinin 3 numarali deneyde elde edildigi tespit
edilmistir. 26°C’da gergeklestirilen deneylerde, fermantasyon ortamlarindaki fruktoz

derisimlerinin zamanla degisimleri Sekil 4.14°de verilmistir.
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Sekil 4.14. 26°C’da gergeklestirilen 1-8 numarali deneylerde, fermantasyon

ortamlarindaki fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri

Baslangi¢ fruktoz derisiminin 30 g/L oldugu deneylerde, 7.5 g/L baslangi¢ kazein
peptonu derisimine sahip olan deney 3 ve 7’deki fruktozun, 2.5 g/L baslangi¢ kazein
peptonu derisimine sahip olan deney 1 ve 5’¢ oranla, ¢ok daha kisa siirede tiiketildikleri
belirlenmistir. Bu grupta, hem baslangi¢ pH degeri (pH 4.5) ve hem de baslangi¢ kazein
peptonu derisimi diisiik (2.5 g/L) olan deney 1°de, ortamdaki fruktozun fermantasyon
boyunca tamamen tiiketilemedigi de belirlenmistir. Baslangi¢ fruktoz derisiminin 70
g/L oldugu 2, 4, 6 ve 8 numarali deneyler birbirleri ile karsilastirildiklarinda ise,
baslangi¢ pH’1 (4.5) ve kazein peptonu derisimi (2.5 g/L) olan deney 2’de; ortamdaki
substratin ¢ok az tiiketilebildigi belirlenmistir (Sekil 4.14). Bu deneyde fermantasyon
sonunda ortamda kalan fruktoz derisimi; 53.1 g/L olarak tayin edilmistir. Her iki
substrat derisiminde de, baslangi¢ pH’1 (4.5) ve kazein peptonu derisiminin (2.5 g/L)

diisiik oldugu ortamlarda daha az fruktoz harcandigi belirlenmistir. Baslangi¢ fruktoz
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derisiminin 70 g/L oldugu deneylerde en hizli substrat tiikketimi; baslangic pH’1 7.5 ve
baglangic kazein peptonu derisiminin; 7.5 olarak, denenen en yiiksek degerlerinde
oldugu, deney 8’de belirlenmistir. Deney 8’de fermantasyon siiresince ortamdaki
substratin hizla azalarak, tamamen tiiketildigi de bulunmustur. Deney 4 ve 6’daki
isletme kosullarinin, substrat tiiketimlerini olumsuz etkiledigi ve fermantasyon
sliresince ortamdaki substratin yavas tiiketildigi ve sonunda ise, ortamda kullanilmadan

kalan fruktoz derisimlerinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

30°C’da gergeklestirilen 9-16 numarali deneylerde fermantasyon ortamindaki fruktoz
baslangi¢ derisiminin; 30 ve 70 g/L, kazein peptonu baslangi¢ derisiminin; 2.5 ve 7.5
g/L. ve baslangi¢ pH’larinin ise; 4.5 ve 7.5 olacak sekilde degistigi goriilmektedir
(Cizelge 4.4). Deneylerde; fermantasyon ortamlarina asilanan R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susunun baslangi¢ inokiilasyon derisimi; 6x10° kob/mL olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada da, fermantasyon ortamlarindaki B-karoten, biyokiitle ve

substrat derisimleri tayin edilmis ve her birinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler

olusturulmustur.

Ortam sicakligi 30°C olan 9-16 numarali deneyler i¢in B-karoten derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.15’de verilmektedir. 30°C’da R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susu tarafindan ftiretilen en yiiksek B-karoten derisimleri; 5.26
mg/L olarak 12 ve 16 numarali deneylerde sirasiyla; fermantasyonun 264. ve 216.
saatlerinde elde edilmistir. S6z konusu deneylerde, baslangi¢ fruktoz ve kazein peptonu
derigimleri ayn1 olup sirasiyla; 70 g/L ve 7.5 g/L’dir (bkz. Cizelge 4.4). Baslangig
fruktoz ve pepton derisimleri sirasiyla; 30 ve 7.5 g/L, baslangic pH’1 4.5 olan deney
11°de tayin edilen en yiiksek B-karoten derisimi; 4.59 mg/L olarak fermantasyonun 264.
saatinde belirlenmistir. Deney 12’den farkli olarak daha diisiik fruktoz baslangic
derisimine (30 g/L) sahip olan deney 11°de daha diisiik B-karoten derisimi (4.59 mg/L)
elde edilmistir. Baslangi¢c kazein peptonu derisimleri; 2.5 g/L, pH’lar1; 7.5 ve fruktoz
derisimleri ise sirasiyla; 30 ve 70 g/L olan 13 ve 14 numarali deneylerde, -karoten
tiretimlerinin fermantasyon boyunca degisimlerinin benzer olduklar1 goriilmis, en
yiiksek B-karoten derisimleri 13. ve 14. deneyler i¢in sirasiyla; 3.93 ve 4.50 mg/L olarak
tayin edilmistir.
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Sekil 4.15. 30°C’da gergeklestirilen 9-16 numarali deneylerde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen B-karoten derisimlerinin zamanla

degisimleri

30°C’da gergeklestirilen deneylerde nispeten en diisiik f-karoten derigimlerinin; 9 ve 10
numarali deneylerde, baslangi¢ kazein peptonu derisiminin 2.5 g/L ve baslangi¢ pH’mnin

ise 4.5 oldugu fermantasyon ortamlarinda elde edildigi belirlenmistir.

Farkli bilesimlerdeki fermantasyon ortamlarinda, 30°C’da gergeklestirilen deneylerde
incelenen susun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri ise; Sekil 4.16’da
gosterilmistir. 30°C’daki en yiiksek biyokiitle derisimi, 16 numarali deneyde, 16.50 g/L
olarak 336. saatte elde edilmistir. 11 ve 12 numarali deneylerdeki en yiiksek biyokiitle
derisimleri 312. saatte sirasiyla; 8.99 ve 7.71 g/L olarak tespit edilmistir. 13 ve 14
numarali deneylerdeki biyokiitle derisimlerinin fermantasyon siiresince birbirlerine
benzer sekilde degistikleri ve en yiiksek degerlerine (6.45 g/L), fermantasyonun

sonunda ulastiklar1 belirlenmistir.
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Sekil 4.16. 30°C’da gergeklestirilen 9-16 numarali deneylerde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu calismadaki nispeten diisiik biyokiitle derisimlerinin; 9 ve 10 numarali deneylerde
elde edildikleri ve fermantasyonun sonunda bu deneylerde elde edilen biyokiitle

derigimlerinin sirasiyla; 2.28 ve 2.85 g/L oldugu tespit edilmistir.

R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun 6zgiil iireme hizlari, InX degerlerinin
zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden hesaplanmistir (Sekil 4.17a-h). 30°C’da, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun iissel tireme bolgesindeki 6zgiil tireme hizlari
(W); 9-16 numarali deneyler i¢in sirasiyla; 0.028, 0.028, 0.050, 0.030, 0.020, 0.056,
0.038 ve 0.070 sa! olarak hesaplanmustir. Bu degerlere gore, 30°C’daki en yiiksek 6zgiil

ireme hiz1 16 numarali deneyde elde edilmistir.

Bu calismada ayrica, B-karoten ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafiklerden yararlanarak, maksimum 6zgiil f-karoten iiretim hizlar1 da (ym)
hesaplanmistir. 9-16 numarali deneyler i¢in ym degerleri sirasiyla; 0.021, 0.017, 0.023,
0.027, 0.026, 0.028, 0.026 ve 0.036 mg B-karoten/(g mo.sa) olarak bulunmustur.
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Sekil 4.17. 30°C’da gergeklestirilen 9-16 (a-h) numarali deneylerde, R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin InX degerlerinin

zamanla degisimleri

30°C’da elde edilen sonuglara gore en yiiksek ozgiil B-karoten olusum hizinin; 16

numarali deneyde elde edildigi tespit edilmistir.

30°C’da yapilan deneylerde, fermantasyon ortamlarinda bulunan fruktoz derisimlerinin
zamanla degisimleri, Sekil 4.18’de verilmistir. lgili grafik incelendiginde, ortamdaki
fruktozun 13, 11 ve 16 numarali deneylerde sirasiyla; 240, 264 ve 336. saatlerde

tamamen tiikendigi belirlenmistir.

Baslangi¢ fruktoz derisimi; 70 g/L olan, 10 numarali deneyde, fermantasyon sonunda
ortamda tiiketilmeden kalan fruktoz derigiminin; 39.7 g/L oldugu tespit edilmistir.
Baslangi¢ fruktoz derisimi; 30 g/L olan, 15 numarali deneyde ise bu deger, 21.4 g/L

olarak belirlenmistir.

Deneme planindaki, 28°C’da gergeklestirilen; 17-22 numarali deneylerde, fermantasyon
ortami1 fruktoz baslangi¢ derisimleri; 10, 50 ve 90 g/L, kazein peptonu baslangi¢
derisimleri; 0, 5 ve 10 g/l ve baslangic pH’lar1 ise; 3, 6 ve 9 degerleri arasinda
degismektedir (Cizelge 4.3). Bu deneylerde; R. glutinis var. glutinis NBRC 1125
susunun fermantasyon ortamlarindaki baslangic inokiilasyon derisiminin; 1.3x107

kob/mL oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.18. 30°C’da gergeklestirilen 9-16 numarali deneylerde fermantasyon

ortamlarindaki fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.19’da, ortam sicakligi 28°C olan 17-22 numarali deneyler igin, B-karoten
derisimlerinin zamanla degisimleri verilmektedir. Sekil 4.19 incelendiginde, 28°C’da, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen en yiiksek [-karoten
derisiminin; 5.24 mg/L olarak fermantasyonun 242. saatinde, 20 numarali deneyde elde
edildigi gorilmektedir. S6z konusu deneyde, fermantasyon ortami bilesimindeki kazein
peptonu derisimi; 10 g/L’dir. 28°C sicaklikta gerceklestirilen bu ¢alismada, 22, 21 ve 18
numarali deneyler i¢in tespit edilen en yiiksek B-karoten derisimleri ise sirasiyla; 5.07
mg/L, 4.20 mg/L ve 3.02 mg/L olarak, fermantasyonun 246., 217. ve 264. saatlerinde
belirlenmistir. Deneme planinda, 10 g/L olarak; incelenen en diisiik fruktoz derisimini
iceren fermantasyon ortaminda yapilan 17 numarali deneyde, 28°C’da elde edilen en
yiiksek B-karoten derisimi; 2.80 mg/L olarak tespit edilmistir. Ayni sicaklikta, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan fermantasyon boyunca iiretilen en
diistik B-karoten derisimleri ise; kazein peptonunun fermantasyon ortamina katilmadigi;
19 numarali deneyde tayin edilmistir. Bu deney i¢in fermantasyon siiresince tayin edilen
en yiiksek B-karoten derisimi; 1.75 mg/L, en diisik p-karoten derisimi ise; 0.84
mg/L’dir.
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Sekil 4.19. 28°C’da gergeklestirilen, 17-22 numarali deneylerde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen B-karoten derisimlerinin zamanla

degisimleri

Genel olarak bu gruptaki her bir deneyde degiskenlerden {igii merkez nokta degerinde
tutulurken diger bir parametre iginse c¢alisma arahigindaki ug¢ degerlerin se¢ildigi
goriilmektedir. Calismadaki merkez nokta degerleri baslangig¢ fruktoz ve kazein peptonu
derisimleri, baslangic pH ve sicaklik i¢in sirastyla; 50 g/L, 5 g/L, pH 6 ve 28°C olarak
belirlenmistir. 17 ve 18 numarali deneyler karsilastirildiginda sirasiyla; 10 g/L ve 90 g/L
fruktoz derisimlerinde, 2.80 ve 3.02 mg/L en yiiksek B-karoten derisimleri ile birbirine
yakin degerler belirlenmistir. Bu sonuca gore; diger parametrelerin merkez nokta
degerlerinde iken fruktoz derisiminin B-karoten derigimi {izerinde pek etkili olmadigi
seklinde yorumlanabilir. Hi¢ pepton ilave edilmemis deney 19 ve segilen aralik igin, en
yiiksek derisimde pepton ilave edilmis deney 20 ortamlarinda elde edilen en yiiksek B-
karoten derigimleri sirasiyla; 1.75 ve 5.24 mg/L olarak bulunmustur. Bu sonuca bagl
olarak; ortamdaki yiiksek pepton derisiminin [B-karoten {iretimini destekledigi

bulgulanmastir.
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21 ve 22 numarali deneylerde sadece baslangi¢ pH’lar1 farklidir. Fermantasyon ortami
pH’1 3 olan 21 numarali deney ile pH’in 9 oldugu 22 numarali deneyde elde edilen en
yiiksek B-karoten derisimleri sirasiyla; 4.20 ve 5.07 mg/L olarak belirlenmistir. Diger
parametrelerin merkez nokta degerlerinde oldugu bu durumda, baslangic pH’indaki

artigin ¢alisilan susun p-karoten tiretimini bir miktar destekledigi ongoriilmektedir.

28°C’da gergeklestirilen deneylerde biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri; Sekil

4.20’de gosterilmistir.
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Sekil 4.20. 28°C’da gergeklestirilen 17-22 numarali deneylerde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu grup icerisinde gergeklestirilen deneylerde en yiiksek biyokiitle derisimi, en yiiksek
B-karoten derisiminin de elde edildigi; 20 numarali deneyde, 12.64 g/L olarak 264.
saatte elde edilmistir. 22 numarali deneyde elde edilen en yiiksek biyokiitle derisimi ise;

11.03 g/L olarak tayin edilmistir.

Bu calismada, 18, 17 ve 21 numarali deneylerde, fermantasyon boyunca saptanan

biyokiitle derisimlerinin birbirlerine yakin olduklar1 ve en yiiksek derisimlerin ise
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sirasiyla; 4.59, 4.04 ve 3.97 g/L oldugu tespit edilmistir. Bu deneylerde fermantasyon
boyunca en diisiik biyokiitle derisimlerinin, ortam bilesiminde peptonun bulunmadigi;
19 numarali deneyde elde edildigi saptanmistir (bkz. Sekil 4.20). Bu deney i¢in en

yiiksek biyokiitle derigimi; 1.01 g/L olarak fermantasyonun sonunda tayin edilmistir.

Bu deneylerde, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun 6zgiil ireme hizlari, InX
degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden hesaplanmustir (Sekil 4.21a-f).
R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun {iissel iireme bolgesindeki 6zgiil tireme
hizlar1 (p); 17-22 numarali deneyler icin sirasiyla; 0.040, 0.048, 0.035, 0.033, 0.029 ve
0.045 sal olarak hesaplanmistir. En yiiksek ozgiil iireme hizi, bu grupta yapilan

deneylerde, 18 numarali deneyde belirlenmistir.
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Sekil 4.21. 28°C’da gergeklestirilen 17-22 (a-f) numarali deneylerde, R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin InX degerlerinin

zamanla degisimleri

Bu ¢alismada ayrica, B-karoten ve biyokiitle derigimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafiklerden yararlanarak, iriin olusum hizlar1 ve ozgiil B-karoten iiretim
hizlar1 da hesaplanmistir. 17-22 numarali deneyler igin, en yiiksek iiriin olusum hizlari
sirastyla; 0.021, 0.025, 0.018, 0.027, 0.026 ve 0.028 mg p-karoten/L.sa olarak

belirlenmistir.

Bunun yanisira ayni grafiklerden yararlanilarak en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hizlari
(ym) sirastyla; 0.0306, 0.1487, 0.0634, 0.0401, 0.0441 ve 0.3487 mg B-karoten/(g mo.sa)
olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore en yiiksek iriin olusum [0.028 (mg B-
karoten/(L.sa)] ve en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hizlarinin [0.3487 mg B-karoten/(g
mo.sa)] 22 numarali deneyde, fermantasyonun 22. saatinde elde edildigi tespit

edilmistir.

Bu grupta yapilan deneyler igin fermantasyon ortamlarinda bulunan fruktoz

derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafik, Sekil 4.22’de verilmistir.
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Sekil 4.22. 28°C’da gergeklestirilen 17-22 numarali deneylerde, fermantasyon

ortamlarindaki fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.22 incelendiginde en kisa siirede gerceklesen substrat tiiketiminin, fermantasyon
ortamindaki fruktoz baslangi¢ derisiminin 10 g/L oldugu 17 numarali deneyde oldugu
belirlenmistir. Bu deneyde; fermantasyonun 144. saatinde ortamdaki substratin
tamamen tiiketildigi saptanmigtir. Ortam bilesimindeki fruktoz baslangi¢ derisiminin 50
g/L oldugu; 20 ve 22 numarali deney kosullarinda da substratin, fermantasyonun 264.

saatinde tamamen tiiketildigi tespit edilmistir.

Bu gruptaki deneylerde, ortam bilesimindeki fruktoz baslangi¢ derisiminin en yiiksek
(90 g/L) oldugu 18 numarali deney kosullarinda ise; fermantasyon sonunda ortamdaki
fruktozun buytik bir kismmin (53.1 g/L) tiiketilmeden kaldigi belirlenmistir. 21
numarali deneyde ise; fermantasyon sonunda ortamda tiiketilmeden kalan fruktoz
derisiminin, 16.7 g/L oldugu tespit edilmistir. Fermantasyon ortami bilesiminde
peptonun yer almadigi, 19 numarali deney kosullarinda, ortamdaki fruktozun nerdeyse

hig tiiketilemedigi belirlenmistir.
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Deney tasarim planinda yer alan; 23 ve 24 numarali deneylerde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susunun baslangi¢ inokiilasyon derisimi; 2.1x107 kob/mL olarak tespit
edilmistir. Ortam sicakliginin 24°C oldugu, 23 numarali deneyde, fermantasyon
ortaminin fruktoz baslangic derisimi; 50 g/L, pepton baslangi¢c derisimi; 5 g/L ve
baslangig pH’1 6.0’dir (Cizelge 4.3). Bu deneyde, fermantasyon parametrelerinin
incelenen calisma araliklarindaki, sicaklik i¢in en diisiik olan degeri kullanilmistir.
24°C’da gergeklestirilen bu deneyde c¢alisilan sus tarafindan {iretilen [-karoten

derisiminin zamanla degisimi, Sekil 4.23’de gosterilmistir.

5.0

4.5

¢ Deney No. 23

4.0
3.5
3.0
2.5
2.0

p-karoten (mg/L)

1.5
1.0
0.5

00 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
t (sa)

Sekil 4.23. 24°C’da gergeklestirilen 23 numarali deneyde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susu tarafindan firetilen [-karoten derisiminin zamanla

degisimi

Sekil 4.23 incelendiginde, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan tiretilen
B-karoten derisiminin, yaklasik fermantasyonun 216. saatine kadar arttigi, daha sonra
ise ¢ok fazla degismedigi belirlenmistir. S6z konusu deneyde incelenen sus tarafindan

tiretilen en yiiksek p-karoten derisiminin 4.55 mg/L oldugu tespit edilmistir.
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Bu deneyde, incelenen susun biyokiitle derisiminin zamanla degisimini gdsteren grafik
ise; Sekil 4.24°de verilmistir. S6z konusu grafik incelendiginde; calisilan susa ait
biyokiitle derisiminin fermantasyon siiresince arttig1 ve en yliksek biyokiitle derisiminin

ise; 6.51 g/L oldugu belirlenmistir

4 Deney No. 23

X (g/L)
w IS

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384
t (sa)

Sekil 4.24. 24°C’da gergeklestirilen 23 numarali deneyde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susunun biyokiitle derisiminin zamanla degisimi

Incelenen susa ait dzgiil iireme hizlari, InX degerlerinin zamanla degisimini gdsteren
grafikten hesaplanmistir (Sekil 4.25). 24°C’da, bu susa ait lssel tireme bolgesindeki

maksimum 6zgiil iireme hiz1 (p); 0.029 sa? olarak hesaplanmustir.

Bu calismada ayrica, P-karoten ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafiklerden yararlanilarak, en yiiksek iiriin olusum ve 6zgiil iriin olusum
hizlar1 (ym) da hesaplanmistir. 23 numarali deney i¢in en yiiksek iriin olusum hizi;
0.025 mg B-karoten/(L.sa) olarak bulunmus ve en yiiksek 6zgiil {iriin olusum hiz1 ise;

fermantasyonun 24. saatinde; 0.059 mg (-karoten/(g mo.sa) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.25. 24°C’da gergeklestirilen 23 numarali deneyde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susunun biyokiitle derisiminin InX degerlerinin zamanla

degisimi

Bu deneyde, fermantasyon ortaminda bulunan fruktoz derisiminin zamanla degisimini
gosteren grafik, Sekil 4.26’da verilmistir. S6z konusu grafik incelendiginde, ortamdaki
fruktozun fermantasyon siiresince tiiketildigi ve fermantasyonun sonunda ortamda kalan

fruktoz derisiminin ise; 9.2 g/L oldugu belirlenmistir.

Deney tasarim planinda yer alan 24 numarali deney 32°C’da, fruktoz baslangi¢ derisimi;
50 g/L, pepton baslangi¢ derigimi; 5 g/L ve baglangi¢c pH’1 6.0 olan bir fermantasyon
ortaminda gerceklestirilmistir. 24 numarali deneyde, incelenen fermantasyon

parametrelerinden sicaklik; secilen aralikta en yliksek degeri olan 32°C’dir.
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Sekil 4.26. 24°C’da gergeklestirilen 23 numarali deneyde, fermantasyon ortamindaki

fruktoz derisiminin zamanla degisimi

S6z konusu kosullarda yapilan deney igin, B-karoten derisiminin zamanla degisimini
gosteren grafik; Sekil 4.27°de verilmistir. Bu deneyde, en yiiksek B-karoten derisimi,
2.35 mg/L olarak fermantasyonun 49. saatinde elde edilmistir. Bu saatten sonra ise -
karoten derisiminde bir azalma oldugu ve daha sonra ise; derisimin ¢ok fazla

degismedigi tespit edilmistir.

Sicaklik disinda diger parametrelerin merkez nokta degerlerinde oldugu 23 ve 24
numarali deneyler karsilastirildiginda, calisilan susun B-karoten iiretiminin disik

sicaklikta (24°C) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

32°C’da gergeklestirilen bu deneyde, biyokiitle derisiminin zamanla degisimini gésteren
grafik; Sekil 4.28’de sunulmustur. S6z konusu sekil incelendiginde, ¢alisilan sus igin en
yiiksek biyokiitle derisimine (0.26 g/L), fermantasyonun 22. saatinde ulasildigi
gorlilmektedir. Bu deneyde, biyokiitle derisiminin diisiik olmasinin, caligilan ortam
sicakliginin  (32°C) maya gelisimini olumsuz etkilemesinden kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.
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Sekil 4.27. 32°C’da gergeklestirilen 24 numarali deneyde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susu tarafindan firetilen [-karoten derisiminin zamanla

degisimi
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Sekil 4.28. 32°C’da gergeklestirilen 24 numarali deneyde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susunun biyokiitle derisiminin zamanla degisimi
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Bu deneyde de, incelenen susun ozgiil iireme hizinin hesaplanabilmesi igin, InX
degerlerinin zamanla degisimini gosteren bir grafik ¢izilmistir (Sekil 4.29). R. glutinis
var. glutinis NBRC 1125 susu i¢in iissel tireme bdlgesindeki en yiiksek 6zgiil tireme hizi
(un); 0.052 sa! olarak hesaplanmustir.

Bu calismada ayrica, B-karoten ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafiklerden yararlanarak en yiiksek {irlin olusum ve 6zgiil B-karoten iiretim
hizlar1 da hesaplanmistir. 24 numarali deney igin en yiiksek iriin olusum hizi
fermantasyonun 22. saatinde 0.021 mg B-karoten/(L.sa) olarak belirlenirken, 6zgiil tiriin

olusum hiz1 (ym) ise; 0.1885 mg B-karoten/(g mo.sa) olarak elde edilmistir.

0.0

0.5 F m Deney No. 24

InX

_40 L 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

t (sa)

Sekil 4.29. 32°C’da gergeklestirilen 24 numarali deneyde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susunun biyokiitle derigsiminin InX degerlerinin zamanla

degisimi

32°C’da gergeklestirilen bu deneyde, fermantasyon ortamindaki fruktoz derigiminin
zamanla degisimini gosteren grafik ise; Sekil 4.30°da verilmistir. S6z konusu grafik
incelendiginde, ortamdaki fruktozun, fermantasyon siiresince ¢ok az tiiketildigi

belirlenmistir. Baslangi¢ fruktoz derisimi 50 g/L olan ortamda, fermantasyon sonunda
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tiketilmeden kalan seker derisimi; 41 g/L olarak tespit edilmistir. Deneme planinda
incelenen en yiiksek sicaklik olan 32°C’nin, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125

susunun tireme Ve substrat kullanma kapasitesini olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir.
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0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264
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Sekil 4.30. 32°C’da gergeklestirilen 24 numarali deneyde, fermantasyon ortamindaki

fruktoz derisiminin zamanla degisimi

Cizelge 4.4°de verilmis olan deney tasarim planindaki 25-30 numarali olarak sunulan
deneyler, merkez nokta olarak adlandirilan kosullarda yapilan deneylerdir. Bu deneyler,
fruktoz baslangic derisimi; 50 g/L, pepton baslangi¢ derisimi; 5 g/L ve baslangic pH’1 6
ve ortam sicakligt 28°C olan fermantasyon kosullarinda, alti tekrarli olarak
gerceklestirilmislerdir. 25-30 numarali deneylerde; R. glutinis var. glutinis NBRC 1125
susunun fermantasyon ortamlarindaki baslangi¢ inokiilasyon derisimi; 2.6 x107 kob/mL

olarak tespit edilmistir.

Bu deneylerde, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan tiretilen p-karoten
derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafik Sekil 4.31°de sunulmustur. Sekil

4.31 incelendiginde, merkez noktada gergeklestirilen 6 deneyde elde edilen -karoten
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derisimlerinin, fermantasyonun yaklasik 288. saatine kadar arttiklar1, daha sonra ise bir
miktar azaldiklar1 belirlenmistir. S6z konusu deneylerde, R. glutinis var. glutinis NBRC
1125 susu tarafindan firetilen en yiiksek [-karoten derisimi, fermantasyonun 285.

saatinde 5.08 mg/L olarak tayin edilmistir.
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Sekil 4.31. 28°C’da gergeklestirilen 25-30 numarali deneylerde, R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen B-karoten derisimlerinin zamanla

degisimleri

25-30 numarali deneyler igin, biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren
grafik; Sekil 4.32’de sunulmustur. Merkez nokta kosullarinda yapilan bu deneylerde R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susuna ait en yiiksek biyokiitle derisimlerinin; 6.33-
7.17 g/L arasinda degistikleri tespit edilmistir.

Caligmanin bu kisminda ayrica, deneyler sonucunda elde edilen kuru hiicre
agirliklarindan yararlanilarak hesaplanan InX degerlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler de olusturulmus ve bu grafiklerden, R. glutinis var. glutinis NBRC
1125 susunun Ozgiil {reme hizlar1 hesaplanmigtir (Sekil 4.33a-f). 28°C’da
gerceklestirilen 25-30 numarali deneyler igin, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125
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susunun iissel iireme bolgesindeki 6zgiil lireme hizlar1 (p) sirasiyla; 0.025, 0.025, 0.025,
0.030, 0.030 ve 0.025 sa? olarak hesaplanmistir. Merkezdeki kosullarda yapilan bu
deneylerdeki en yiiksek ozgiil iireme hizi (n) degeri; 0.030 sa olarak, 28 ve 29

numarali deneylerde elde edilmistir.
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Sekil 4.32. 28°C’da gergeklestirilen 25-30 numarali deneylerde, R. glutinis var. glutinis

NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.33. 28°C’da gergeklestirilen 25-30 numaral1 (a-f) deneylerde, R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin InX degerlerinin zamanla

degisimleri

Bu calismada ayrica, B-karoten ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafiklerden yararlanilarak en yiiksek tiriin olusum hizlar1 (Y3) ve maksimum

ozgiil B-karoten olusum hizlar1 (ym) da hesaplanmuistir.

25-30 numarali deneyler i¢in Y3 degerleri sirasiyla; 0.023, 0.019, 0.021, 0.023, 0.022 ve
0.020 mg pB-karoten/L.sa olarak hesaplanirken maksimum 6zgiil iiriin olusum hizlari
(ym) ise sirastyla; 0.0675, 0.0675, 0.0562, 0.0427, 0.0648 ve 0.0356 mg B-karoten/(g

mo.sa) olarak belirlenmistir.
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Bu deneylere ait en yiiksek iiriin olusum ve maksimum ozgiil B-karoten olusum
hizlarinin birbirlerine olduk¢a yakin olduklar1 gézlemlenmistir. Belirlenen en yiiksek
Ozgiil B-karoten olusum hizi 25 ve 26 numarali deneylerde; 0.0675 mg B-karoten/(g

mo.sa) olarak, fermantasyonun yaklasik olarak 24. saatinde tespit edilmistir.

Fermantasyon ortamlarindaki fruktoz derisimlerinin zamanla degisimlerini gdsteren
grafik; Sekil 4.34’de verilmistir. Sekil 4.34 incelendiginde, tiim deneylerde
fermantasyon stiresince ortamdaki fruktozun tiiketildigi ve siire sonunda fermantasyon

ortamlarinda kalan fruktoz derisimlerinin ise; 3.50-12.30 g/L arasinda degistigi

belirlenmistir.
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Sekil 4.34. 28°C’da gergeklestirilen 25-30 numarali deneylerde, fermantasyon

ortamlarindaki fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri

Yapilan tim deneyler ve merkezde tekrar edilen deneyler, merkez noktasindaki
kosullarin yiiksek B-karoten derisimi i¢in uygun oldugunu kanitlar nitelikte sonuglar
vermistir. Arastirmanin sonraki kisminda, tiim bu deney sonuglarmin istatistiksel olarak
yorumlanarak anlamlandirilmasi i¢in baz1 analizler yapilarak istenen tiim yanitlar i¢in

modeller olusturulmustur.
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4.5. Cahsmada Secilen Bagimh Degiskenlerin Yamt Yiizey Yontemi Ile
Modellenmelerine Iliskin Sonuclar

Bu tez calismasinda, merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak olusturulan deney
tasarim planindaki tiim deneyler gerceklestirilerek cesitli yanit degerleri elde edilmis ve
ve elde edilen bu bagimli degiskenler (yanitlar) iizerine bagimsiz degiskenlerin
etkilerini gdsteren model esitlikler tiiretilmistir. Bu model esitliklerin tiiretilmesinde
bagimsiz degiskenler olarak; fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1),
pepton baslangi¢ derisimi (X2), baslangi¢ pH’1 (X3) ve sicaklik (Xa) segilirken, en
yiiksek B-karoten derigsimi (Y1), 6zgiil tireme hiz1 (Y2) ve en yliksek B-karoten olusum
hizi (Ys) bagimli degiskenler olarak (yanitlar) olarak belirlenmistir. Bu asamada
gerceklestirilen deneyler sonucunda elde edilen bagimli degiskenlerin degerleri, Cizelge
4.6’da sunulmustur. S6z konusu ¢izelge incelendiginde, en yiiksek [-karoten
derisimlerinin (Y1); 1.75-5.26 mg/L, 6zgiil lireme hizlarinin (Y32); 0.020-0.070 sa?! ve
maksimum (-karoten olusum hizlarinin (Y3) ise; 0.017-0.036 mg p-karoten/(L.sa)

araliginda degistikleri saptanmustir.

Secilen bagimsiz degiskenlerin her bir bagimli degisken iizerindeki etkilerini gosteren
model denklemlerin tiiretilebilmeleri igin, Design Expert 10.0.6.0 (Stat-Ease Inc.,
Minneapolis, USA) programi kullanilarak c¢oklu regresyon analizi yapilmistir. So6z
konusu esitliklerin tiiretilmesinde, ilgili program tarafindan onerilen ikinci dereceden
bir model denklem kullanilmistir. Daha sonra ise, gergeklestirilen her bir modelleme

caligsmasi i¢in ayni1 program yardimiyla, varyans (ANOVA) analizleri de yapilmistir.

Modellerin gercek cevaplara uygunluklarina ise; her bir modelin 6nemli (p<0.01)
bulunmasi, uyum eksikliginin 6énemsiz (p>0.05) olmas1 ve ilgili modele ait belirleme
katsayis1 degerinin (R?) ise; 0.75°den biiyiik olmasi durumu dikkate alinarak, yapilan bir

inceleme sonucunda karar verilmistir.

Yukarida belirtilen analizlerin tamamlanmasindan sonra ise; her bir yanit i¢in elde
edilen deneysel sonuglarin, s6z konusu program yardimiyla, model esitlikler
kullanilarak hesaplanan tahminsel degerleri ile karsilastirildiklar1 grafikler de ¢izilmistir

(Sekil 4.41, 4.48, 4.55).
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Cizelge 4.6. Merkezi karma tasarim yontemine gerceklestirilen deneylerde elde edilen
en yiiksek B-karoten derisimleri (Y1), 6zgiil tireme hizlar1 (Y2) ve en yiiksek

B-karoten olusum hizlari (Y3)

Deney No Y1 (mg/L) Y2 (sa?) Y3 [mg p-karoten/(L.sa)]
1 3.23 0.044 0.024
2 2.14 0.025 0.021
3 5.09 0.055 0.033
4 4.05 0.021 0.027
5 3.53 0.038 0.022
6 3.04 0.050 0.023
7 4,57 0.033 0.032
8 4.41 0.038 0.031
9 3.41 0.028 0.021
10 3.55 0.028 0.017
11 4.59 0.050 0.023
12 5.26 0.030 0.027
13 3.93 0.020 0.026
14 4.50 0.056 0.028
15 3.76 0.038 0.026
16 5.26 0.070 0.036
17 2.80 0.040 0.021
18 3.02 0.048 0.025
19 1.75 0.035 0.018
20 5.24 0.033 0.027
21 4.20 0.029 0.026
22 5.07 0.045 0.028
23 4.55 0.029 0.025
24 2.35 0.052 0.021
25 4.43 0.025 0.023
26 5.01 0.025 0.019
27 4.85 0.025 0.021
28 4.30 0.030 0.023
29 5.08 0.030 0.022

w
o

4.48 0.025 0.020
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Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), pepton baslangic derisimi
(X2) ve baslangig¢ pH’1 (X3) ile sicakligin (X4); en yiiksek PB-karoten derisimi (Y1)
tizerindeki etkilerini gosteren ikinci dereceden model denklem Es. 4.1°de verilmistir.
S6z konusu modelleme ¢alismast ile ilgili varyans analizi sonuglari ise; Cizelge 4.7’de

sunulmustur.

Y1=-40.81563 - 0.19746X1 + 1.84600X> + 0.070139X3 + 3.19073X4 + 2.3x10°3

X1X2 + 5.70833x103X1 X3 + 8.84375x10°X1X4 - 0.061X2X3 - 0.033750X2X4 (4.1)
- 8.33333 x 103X3X4 - 9.47917 x 10X12 - 0.037267X2% + 0.023148X3%- 0.061042X42

Cizelge 4.7°de yer alan varyans analizi sonuglari incelendiginde, bagimsiz degiskenlerin
maksimum [-karoten derisimine etkilerini gosteren model 6nemli bulunmustur. Ayrica,
maksimum p-karoten derisimi {izerine; pepton baslangi¢ derisiminin lineer etkisi ile
fruktoz baslangic derisiminin karesel etkisinin de onemli olduklari belirlenmis olup,
buna ek olarak, fruktoz baslangi¢ derisimi ile sicakligin ikili etkilesiminin de onemli
oldugu (p<0.05) tespit edilmistir. Bunlarin sonucunda, B-karoten tiretimi i¢in modeldeki

onemli terimler; Xz, X12, X1X4 olarak belirlenmistir.

Bu denkleme gore, maksimum [-karoten derisimi i¢in 6nemli bulunan; pepton
derisiminin lineer etki katsayisi ve fruktoz ile sicaklik ikili etkilesim katsayisinin

isaretleri pozitif iken, fruktozun karesel etki katsayisinin isareti negatif bulunmustur.

Segilen dort bagimsiz degiskenin, en yiiksek p-karoten derisimi (Y1) tzerindeki
etkilerini gosteren iic boyutlu yanit ylizey ve kontur grafikleri, Sekil 4.35-4.40’da
verilmistir. S6z konusu grafiklerin ¢izimi, her bir grafik lizerinde yer almayan bagimsiz

degiskenlerin merkez noktasindaki degerleri kullanilarak gerceklestirilmistir.
Baslangig pH degeri 6.0 olan fermantasyon ortamlarinda, 28°C’da, fermantasyon

ortamindaki fruktoz ve pepton baslangi¢ derisimlerinin maksimum pB-karoten derigimi

tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri, Sekil 4.35’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), pepton baslangic
derisimi (X2) ve baslangic pH’1 (X3) ile sicakligin (Xa4), en yiiksek [-karoten

derisimi (Y1) lizerindeki etkilerine iliskin varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynagi  SD KO F P

Model 14 1.59 4.31** 0.0040 Onemli
X1 1 0.012 0.033 0.8584

X2 1 11.54 31.27** <0.0001

X3 1 0.49 1.32 0.2684

Xs 1 0.002 0.005 0.9473

X1X2 1 0.21 0.57 0.4606

X1X3 1 0.47 1.27 0.2771

X1X4 1 2.00 5.43* 0.0342

X2X3 1 0.84 2.27 0.1527

XoX4 1 0.46 1.24 0.2839

X3X4 1 0.010 0.027 0.8714

X12 1 3.94 10.69** 0.0052

X2 1 1.49 4.03 0.0630

X3 1 0.074 0.20 0.6598

X4? 1 1.64 4.43 0.0525

Uyum eksikligi 10 0.50 4.59 0.0533 Onemsiz
Hata 5 0.11

Genel 29

*p<0.05, **p<0.01, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi

Sekil 4.35 a’daki yanit yilizey grafigi incelendiginde; elde edilen maksimum (-karoten
derisiminin, bilesiminde pepton bulunmayan fermantasyon ortamlarinda; fruktoz
baglangi¢ derisiminin 10 g/L’ den 50 g/L’ye artmasiyla once arttigi; 50 g/L’den daha
yiiksek olan fruktoz baslangi¢ derisimlerinde ise giderek azaldig: tespit edilmistir.

Bu calismada kullanilan fruktoz baslangig derisim araligindaki sabit bir fruktoz
baslangi¢ derisimi i¢in genel olarak, ortamdaki baslangi¢ pepton derisiminin artmasi ile
maksimum B-karoten derisiminin de arttig1 belirlenmistir.
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Y1 (mg/L)

X1 (g/L)
(a)

Y1 (mg/L)

X2 (g/L)

X1 (g/L)
(b)

Sekil 4.35. Maksimum f-karoten derisimi (Y1) lizerine; fermantasyon ortaminin fruktoz

baglangic derisimi (X1) ve pepton baslangic derisiminin (X2) etkilerini
gosteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X3 = 6.0, X4 = 28°C)
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Bu grafikten, fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi; 55.3 g/L, pepton
baslangic derisimi; 8.9 g/L ve baslangi¢ pH’1 6 oldugunda, 28°C’da, fermantasyon
sonucunda elde edilebilecek maksimum B-karoten derisiminin; 5.23 mg/L olacag tespit

edilmistir.

Sekil 4.35 b’deki kontur grafigi incelendiginde, en yiiksek B-karoten derisimlerinin,
bilesiminde, yaklasik 30-80 g/L baslangi¢ derisim araliginda fruktoz ve 6 g/L.’den daha
yiiksek baslangi¢ derisiminde pepton igeren fermantasyon ortamlarinda elde edildigi

belirlenmistir.

Peptonun baslangi¢ derisiminin 5 g/L olarak sabit tutuldugu fermantasyon ortamlarinda,
28°C’da, fruktoz baslangi¢ derisimi ve baslangic pH’min maksimum B-karoten derisimi

tizerindeki etkilerini gosteren grafikler ise Sekil 4.36°da verilmistir.

Sekil 4.36 a’daki yanit yiizey grafigi incelendiginde, baslangic pH’1t 3 olan
fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilecek olan deneylerden elde edilecek maksimum
B-karoten derisiminin, ortamin baslangi¢ fruktoz derisiminin 10 g/L’den 50 g/L’ye
kadar artmasiyla Once arttigi, 50 g/L’den daha yiiksek olan baslangic fruktoz

derisimlerinde ise azaldig1 bulunmustur.

Baglangi¢ pH’inin 9 oldugu fermantasyon ortamlarinda ise, fermantasyon sonucunda
elde edilebilecek olan maksimum p-karoten derisimlerinin, baslangic fruktoz
derisiminin 10 g/L’den 70 g/L’ye kadar artmasiyla once arttigi, daha yiiksek baslangi¢

fruktoz derisimlerinde ise azaldig: tespit edilmistir.

Fruktozun baslangi¢ derisiminin 90 g/L degerinde sabit oldugu fermantasyon
ortamlarinda tiretilebilecek olan maksimum pB-karoten derisimlerinin ise, fermantasyon
ortamlarmin baslangic pH degerinin artmasiyla arttig1 saptanmustir. Fruktoz baslangic
derisimi 10 g/L olan fermantasyon ortamlarinda, ortamin baslangic pH degerindeki
degisikliklerin, fermantasyon sonucunda elde edilebilecek olan maksimum B-karoten

miktarini ise degistirmedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.36. Maksimum f-karoten derisimi (Y1) lizerine; fermantasyon ortaminin fruktoz
baslangi¢ derisimi (X1) ve baslangic pH’inin (Xa) etkilerini gosteren (a):
yanit ylizey ve (b): kontur grafikleri (X2 =5 g/L, X4 = 28°C)
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Sekil 4.36 b’de yer alan kontur grafigi incelendiginde, baslangi¢c pH’1 yaklasik 7.8-9.0
ve baslangi¢ fruktoz derisimi ise yaklasik 43-76 g/L araliginda degisen fermantasyon
ortamlarinda elde edilebilecek maksimum B-karoten derisimlerinin de yiiksek degerlere
ulasacag tespit edilmistir. S6z konusu grafikten, fruktoz baslangi¢ derisimi 90 g/L ve
baslangi¢ pH’1 3 olan bir fermantasyon ortaminda elde edilebilecek maksimum p-

karoten derisiminin 2.46 mg/L olacagi belirlenmistir.

Fermantasyon ortami pepton baslangi¢ derisiminin 5 ¢/L, baslangic pH’inin ise 6
oldugu fermantasyon kosullarinda, fruktoz baslangi¢ derisimi ve sicakligin elde edilen
maksimum B-karoten derisimi tizerindeki etkilerini gésteren yanit yiizey ve kontur
grafikleri ise; Sekil 4.37’de sunulmustur. S6z konusu grafiklerden yanit yiizey grafigi
incelendiginde, bagimsiz degiskenlerden fruktoz baslangi¢ derisimi 90 g/L olan
fermantasyon ortamlarinda, farkli sicakliklarda yapilacak olan deneylerden elde
edilecek maksimum B-karoten derisimlerinin, sicakligin 24°C’dan 28°C’a artmasiyla

yaklagsik 3.5 ve 28°C’dan 32°C’a artmastyla ise; yaklasik 1.1 kat arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.37. Maksimum [B-karoten derisimi (Y1) lizerine; fermantasyon ortami fruktoz
baslangi¢ derisiminin (X1) ve sicakhigin (Xa) etkilerini gosteren (a): yanit
yiizey Ve (b): kontur grafikleri (X2 =5 g/L, X3 =6.0)

Ayrica, 32°C’da elde edilen maksimum pB-karoten derisimlerinin, fermantasyon
ortaminin fruktoz baslangi¢ derisiminin 10 g/L’den yaklasik 70 g/L’ye kadar artmasiyla
once arttig1, daha sonra ise, bir miktar azaldigi da belirlenmistir. Sekil 4.37 b’de sunulan
kontur grafigi incelendiginde ise, fruktoz baslangi¢ derisiminin 10 g/L oldugu
fermantasyon ortamlarinda elde edilecek maksimum B-karoten derisimlerinin, sicakligin
artmasiyla bir miktar azaldigi, fruktoz baslangi¢ derisiminin 90 g¢/L oldugu
fermantasyon ortamlarinda ise; sicakligin artmasiyla arttigi bulunmustur. S6z konusu
grafikten ayrica, 24°C’da, fermantasyon ortamindaki fruktoz baslangi¢ derisimi 85 g/L
oldugunda elde edilen maksimum p-karoten derisiminin ise 1.4 mg/L oldugu da

belirlenmistir.

Sicakligin 28°C ve fermantasyon ortamindaki fruktoz baslangi¢ derisiminin ise; 50 g/L
oldugu isletme kosullarinda, ortamin pepton baslangi¢ derisimi ile baslangic pH’inin

maksimum B-karoten derisimleri tizerindeki etkilerini gosteren grafikler, Sekil 4.38’de
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verilmistir. Sekil 4.38 a’da gosterilen yanit yilizey grafigi incelendiginde, baslangic pH’1
3 olan fermantasyon ortamlarinda, fermantasyon sonucunda elde edilebilecek
maksimum B-karoten derigiminin, ortamdaki pepton baslangi¢ derisiminin artmasiyla
arttig1 belirlenmistir. Fermantasyon ortaminin baslangic pH’min 3 ve baslangi¢ pepton
derisiminin ise; 10 g/L oldugu kosullarda, maksimum B-karoten derisiminin yiiksek ve

yaklasik 6 mg/L oldugu tespit edilmistir.

Baslangi¢ pH’1 3 olan ve bilesiminde pepton bulunmayan bir fermantasyon ortaminda
ise elde edilebilecek maksimum p-karoten derisiminin diisiik ve yaklasik 1.4 mg/L
oldugu bulunmustur (Sekil 4.38 b). Bilesiminde pepton bulunmayan fermantasyon
ortamlarinda ise, elde edilen maksimum B-karoten derisiminin baslangig pH degerinin
artmasiyla arttig1 belirlenmistir. Sekil 4.38 b’deki kontur grafigi incelendiginde, en
yiiksek B-karoten derigimlerinin, baslangic pH ve pepton derisimleri sirasiyla yaklasik,
3-6 ve 6.5-10 g/L araliklarinda degisen fermantasyon ortamlarinda elde edilebilecegi

tespit edilmistir.

Y1 (mg/L)
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Y1 (mg/L)

X3

Sekil 4.38. Maksimum f-karoten derisimi (Y1) lizerine; fermantasyon ortami pepton
baslangi¢ derisimi (X2) ve baslangic pH’min etkilerini gosteren (a): yanit
yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 = 50 g/L, X4 = 28°C)

Ayrica, pepton baslangi¢ derisimi 6.2-8.8 g/L araliginda degisen fermantasyon ortamlari
icin bu ¢alismada incelenen baslangic pH araligindaki tiim degerler i¢in elde edilecek
maksimum B-karoten derisimlerinin 5 mg/L’den yiiksek oldugu da belirlenmistir. S6z
konusu grafikten ek olarak, baslangi¢ pH degeri 3-5 araliginda degisen ve bilesiminde
pepton igermeyen fermantasyon ortamlarinda elde edilen maksimum [-karoten

derisimlerinin ise 2 mg/L’den daha diisiik olduklar1 da bulunmustur.

Fruktoz baslangic derisimi ve baslangic pH’min sabit ve merkezi noktadaki
degerlerinde olduklar1 fermantasyon ortamlarinda, pepton baslangig¢ derisiminin ve
sicakligin maksimum B-karoten derisimi tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve
kontur grafikleri Sekil 4.39°da sunulmustur. Bu ¢alismadaki en diisiik sicaklik degeri
olan 24°C’da elde edilen maximum (-karoten derisimlerinin, fermantasyon ortamindaki

peptonun baslangi¢ derisiminin artmasiyla arttigi tespit edilmistir (Sekil 4.39 a). Bu
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grafikten ayrica, baslangi¢c pepton derisimi 10 g/L degerinde sabit olan fermantasyon
ortamlarinda, tiretilen maximum B-karoten derisimlerinin, sicakligin 24°C’dan 32°C’a
artmasiyla azaldigi da belirlenmistir. Sekil 4.39 b’deki kontur grafigi incelendiginde,
24-32°C araligindaki tiim sicaklik degerlerinde, pepton baslangi¢ derisimi diisiik olan
fermantasyon ortamlarinda elde edilen maksimum B-karoten derisimlerinin de diisiik

olduklar: tespit edilmistir.

Ayrica, en yiiksek B-karoten derisimlerinin de 25-29°C sicaklik araliginda, pepton
baslangi¢ derisimi yaklasik 8.5-10 g/L araliginda degisen fermantasyon ortamlarinda
elde edildikleri de belirlenmistir. S6z konusu grafikten ek olarak, 24°C’da, bilesiminde
pepton bulunmayan bir fermantasyon ortaminda elde edilen maksimum [-karoten

derisiminin oldukga diisiik (0.77 mg/L) bir degerde oldugu da bulunmustur.

(a)
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Y1 (mg/L)

X4 (°C)

Sekil 4.39. Maksimum B-karoten derisimi (Y1) tizerine; fermantasyon ortaminin pepton
baglangi¢ derisiminin (X2) ve sicakhigin (X4) etkilerini gosteren (a): yanit
yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 =50 g/L, X3 = 6.0)

Fruktoz ve pepton baslangi¢ derisimlerinin sirasiyla; 50 ve 5 g/L oldugu fermantasyon
ortamlarinda, baslangi¢ pH’1 ve sicakligin elde edilen maksimum B-karoten derisimleri
tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise, sirasiyla Sekil 4.40 a

ve b’de sunulmustur.

Sekil 4.40 a’da yer alan yanit yilizey grafiginden, incelenen tiim ortam baslangic pH
degerlerinde elde edilen maksimum p-karoten derisimlerinin, sicakligin 24°C’dan
28°C’a artmasiyla oOnce arttiklari, 28°C’da en yiiksek degerlerine ulagtiklar1 ve bu
sicakliktan daha yiiksek olan sicakliklarda ise azaldiklari belirlenmistir. Ayrica, ¢alisilan
tim sicakliklar i¢in elde edilen maksimum B-karoten derisimlerinin, ortamin baslangi¢

pH degerinin artmasiyla arttiklar: da tespit edilmistir.
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Sekil 4.40. Maksimum p-karoten derisimi (Y1) iizerine; fermantasyon ortaminin
baslangic pH’1 (X3) ve sicakligin (Xa) etkilerini gosteren (a): yanit ylizey ve
(b): kontur grafikleri (X1 =50 g/L, X2 =5g/L)
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Buna ek olarak, baslangi¢ pH’1 9.0 olan fermantasyon ortamlarinda, ortamlarin fruktoz
ve pepton baslangi¢ derisimleri merkez noktalarindaki degerlerde sabit tutulduklarinda,
28 ve 32°C’da iiretilen en yiiksek f-karoten miktarlar1 da sirasiyla; 5.18 ve 4.11 mg/L
olarak tayin edilmistir. Sekil 4.40 b’deki kontur grafiginden, ortam baslangic pH’1 ve
sicaklik igin segilen degisim araliklarinda gerceklestirilecek fermantasyon calismalari
sonucunda elde edilebilecek maksimum p-karoten derisimleri igerisindeki en diisiik
degerin; 3.56 mg/L olarak 24°C’da, baslangic pH’1 3.0 olan fermantasyon ortaminda
elde edildigi tespit edilmistir.

So6z konusu grafikten, ayrica, 26-29°C sicaklik araliginda, baslangic pH’1 9.0 olan
fermantasyon ortamlarinda elde edilebilecek en yiiksek B-karoten derisimlerinin, 5

mg/L’den daha yiiksek olduklar1 da belirlenmistir.

En yiiksek B-karoten derisimlerinin (Y31); deneysel degerleri ile Es. 4.1’in kullanilmasi
ile hesaplanmis olan tahminsel degerlerinin karsilastirildign grafik; Sekil 4.41°de

verilmistir.

Tahminsel

Deneysel

Sekil 4.41. Maksimum B-karoten derisiminin (Y1); deneysel degerleri ile, Es. 4.1
kullanilarak hesaplanan tahminsel degerlerinin karsilastirilmas: (y = 0.8014
x +0.805, R? = 0.801)
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Ilgili sekil incelendiginde de goriilebilecegi gibi; deneysel ve tahminsel degerlerin
biiyiikk olgtide birbirlerine yakin olduklar1 saptanmistir. Bu grafik igin belirleme

katsayisi; R?=0.801 olarak hesaplanmustir.

Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢c derisimi (X1), pepton baslangi¢c derisimi
(X2), baslangic pH’1 (X3) ve sicakligin (X4); mikroorganizmanin 6zgiil tireme hiz1 (Y2)

tizerindeki etkilerini ifade eden ikinci dereceden model denklem; Es. 4.2°de verilmistir.

YYo=+ 1.22126 - 6.39271 x 103X1 - 2.0892 x 102X> - 4.6236x102X3 - 6.2354

X 102X4- 5.75 x 10°X1 X2 + 3.29167 x 104X X3+ 1.31250 x 104X1X4 (4.2)
- 2.66667 x 10X X3+8.25 x 104X2X4 + 7.08333 x 104X3X4 + 1.08854

X 10 X312+ 2.96667 x 10X2% + 1.15741 x 103X3? + 8.69792 x 104X42

Mikroorganizmanin 6zgiil tireme hiz1 (Y?>) ile ilgili modele ait varyans analizi sonuglari
ise Cizelge 4.8’de sunulmustur. Bu modele ait belirleme katsayisi, R? = 0.919 olarak
hesaplanmistir. Sozkonusu katsayisinin 1’e  yakin olmasi, esitlik ile hesaplanan
tahminsel degerler ile deneyler sonucu elde edilen gergek degerlerin birbiriyle uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.8’de yer alan varyans analizi sonuclar1 incelendiginde, tiiretilen modelin
onemli oldugu bulunmustur (p<0.01). Varyans analizi sonuglarina gore, elde edilen
modelin uyum eksikliginin ise 6nemsiz oldugu belirlenmistir (p>0.05). Cizelge 4.8’deki
sonuglar incelendiginde, 0zgiil lireme hiz1 iizerine, fermantasyon ortami baslangig
pH’min ve sicakligin lineer etkilerinin 6nemli oldugu, diger bagimsiz degiskenlerin

lineer etkilerinin ise 6nemsiz olduklar tespit edilmistir (p>0.05).

Ayrica, 6zgiil iireme hizi lizerine fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi ile
baslangi¢c pH’1nin, fruktoz baslangi¢ derisimi ile sicakligin ve pepton baslangi¢ derisimi
ile sicakligin ikili etkilesimlerinin de 6nemli olduklar1 belirlenmistir. Buna ek olarak,
fruktoz baslangic derisiminin ve sicakligin karesel etkilerinin de 6nemli olduklari

saptanmistir.
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Cizelge 4.8. Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), pepton baslangic
derisimi (X2) ve baslangic pH’1 (X3) ile sicakligin (Xa) 6zgiil tireme hizi

(Y2) tizerindeki etkilerine iligkin varyans analiz sonuglari

Varyans SD KO F P
Kaynag

Model 14 2 833x107 1223 -gpgppy  Onemli
X1 1 3.267x10° 141 0.2535
X, 1 7.350x10°° 3.17 0.0951
X3 1 3.682x10 15.90** 0.0012
X4 1 1.602x10* 6.92** 0.0189
X1X5 1 1.322x10* 5.71* 0.0304
X1X3 1 1.560x10°3 67.37**  <0.0001
X1X4 1 4.410x10 19.04** 0.0006
XoXs 1 1.600x10° 0.69 0.4189
XoXa 1 2.722x10* 11.75%* 0.0037
XX 1 7.225x10° 3.12 0.0977
X12 1 5.200x10 22.45%* 0.0003
X2 1 9.430x10°° 4.07 0.0619
X2 1 1.860x10* 8.03** 0.0126
X2 1 3.320x10* 14.33** 0.0018
Uyum 10 3.141x10° 4.71 0.0505  Onemsiz
eksikligi

Hata 5 6.667x10

Genel 29

*p<0.05, **p<0.01, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi

Bunlara ek olarak, fruktoz baslangi¢ derisiminin, baslangi¢ pH’mnin ve sicakligin karesel
etkileri de énemli olarak saptanmistir. Ozet olarak, model denklemdeki X1, X2, X2Xs,
X3Xa ve Xo? disindaki tiim terimler 6zgiil ireme hizina etkileri agisindan énemli olarak
tespit edilmistir. Bu terimlerin katsayilar1 ve isaretlerine gore, Ozgiil lireme hizina
etkileri de yorumlanabilmektedir. Bu ag¢idan, baslangi¢c pH’1 ve sicaklik degerlerinin
negatif lineer katsayr degerleri nedeniyle; ozgiil iireme hizina olumsuz etkileri

bulunurken, pozitif karesel katsay1 degerleriyle ise olumlu etkileri oldugu belirlenmistir.
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Bunun sonucunda, 6zgiil tireme hizini; belirli bir degere kadar baslangic pH’1 ve
sicakliktaki artis ile, azaldigi, belli bir esik degerinden sonra ise arttig1 diigiiniilmektedir.
Fruktoz baslangi¢c derisimi ile pepton baslangi¢ derisiminin ikili etkilesimi ile ilgili
olarak ise; negatif katsayr nedeniyle 6zgiil ireme hizina etkileri agisindan
parametrelerden biri yiiksek tutulurken digerinin disiik tutulmasmin olumlu etkisi
olabilecegi sdylenebilir. Modeldeki 6nemli bulunan terimler arasindan en biiyiik etkinin,

yiiksek katsay1 degeri nedeniyle baslangic pH’1 oldugu saptanmuistir.

Mikroorganizma 6zgiil {ireme hiz1 iizerine; fermantasyon ortaminin fruktoz ile pepton
baglangic derisimleri, baslangi¢ pH’1 ve sicakligin etkilerini gosteren yanit yiizey ve
kontur grafikleri Sekil 4.42-4.47°de sunulmustur. S6z konusu grafikler, grafikler
tizerinde belirtilmemis olan bagimsiz degiskenlerin merkez noktasindaki degerleri
kullanilarak ¢izilmislerdir. Baslangi¢ pH’1 6 olan fermantasyon ortamlarinda, 28°C’da
elde edilen mikroorganizma o6zgiil tireme hizi degerlerinin ortamdaki fruktoz ile
peptonun baslangi¢ derisimleri ile degisimlerini gosteren yanit yilizey ve kontur
grafikleri, Sekil 4.42°de gosterilmistir.
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X2 (g/L)

Sekil 4.42. Mikroorganizma ozgiil tireme hizi (Y2) {izerine; fermantasyon ortaminin
fruktoz baslangic derisimi (Xi) ve pepton baslangic derigiminin (X2)
etkilerini gosteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X3 = 6.0, X4 =
28°C)

Sekil 4.42 a’daki yanmit ylizey grafigi incelediginde, bilesiminde pepton i¢ermeyen
fermantasyon ortamlarinda, ortamdaki fruktoz baslangic derisiminin artmasiyla,
mikroorganizma 6zgiil tireme hizinin artti@i belirlenmistir. Fruktoz baslangig
derisiminin 10 g/L oldugu fermantasyon ortamlarinda, ortamdaki pepton baslangic
derisiminin artmasiyla 6zgiil iireme hizinin da arttigi tespit edilmistir. S6z konusu
grafikten ayrica, fermantasyon ortamlarindaki ¢ok yiiksek fruktoz ve pepton baslangig
derigimlerinin mikroorganizmanin 6zgiil ireme hizin1 azalttigi da gorillmistiir. Sekil
4.42 b’deki kontur grafiginde yer alan sonuglar incelendiginde, fruktoz ve pepton
baglangi¢ derigimleri sirasiyla 30-40 ve 0-4 g/L araliklarinda degisen fermantasyon
ortamlarinda, mikroorganizma ozgiil iireme hizlarimin 0.03 sa'’den daha diisiik
degerlerde olduklar1 tespit edilmistir. Ayrica, pepton icermeyen ve fruktoz baslangig
derisimi 90 g/L olan ve ek olarak pepton ile fruktoz baslangi¢ derisimlerinin esit ve 10
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g/L olan fermantasyon ortamlarinda elde edilen mikroorganizma 6zgiil iireme hizlarinin

0.06 sa'’den daha yiiksek degerde olduklar1 da bulunmustur.

Fermantasyon ortamimin fruktoz baslangi¢ derisiminin ve baslangic pH’inin,
mikroorganizma 6zgiil iireme hizi tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur
grafikleri ise sirasiyla; Sekil 4.43 a ve b’de sunulmustur. Yanit yiizey grafigi
incelendiginde, mikroorganizma 6zgiil iireme hizinin, fruktoz baslangic derigimi 90 g/L
ve baslangic pH’1 9 olan fermantasyon ortaminda en yiiksek degerine ulastigi tespit
edilmistir. Mikroorganizma o6zgiil treme hizinin, baslangig pH degeri 3.0 olan
fermantasyon ortamlarinda, ortamdaki fruktozun baslangi¢ derisiminin azalmasiyla ve
baslangic pH degeri 9.0 olan fermantasyon ortamlarinda ise ortamdaki fruktozun
baslangi¢ derisiminin artmasiyla arttigi belirlenmistir. Ayrica, mikroorganizma 6zgiil
tireme hizinin baglangig fruktoz derisimi 10 g/L olan fermantasyon ortamlarinda,
baslangic pH degerinin azalmasi ve baslangig fruktoz derisimi 90 g/L olan
fermantasyon ortamlarinda ise, baslangic pH degerinin artmasiyla arttigi da tespit

edilmistir.
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X3

Sekil 4.43. Mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 (Y2) lizerine; fermantasyon ortaminin
fruktoz baslangi¢ derisimi (X1) ve baslangi¢ pH’min (X3) etkilerini gosteren
(a): yamit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 =5 g/L, X4 = 28°C)

Mikroorganizma o6zgiil {ireme hizinin, pepton baslangic derisimi 5 g/L, fruktoz
baglangi¢ derisimi 90 g/L ve baslangic pH’1 9.0 olan fermantasyon ortaminda, 28°C’da
en yiiksek degerine ulastig1 ve bu degerin ise; 0.103 sa™* oldugu bulunmustur.

Fermantasyon ortamindaki fruktoz baslangi¢ derisiminin ve sicakligin mikroorganizma
Ozgiil ireme hiz1 lizerindeki etkilerini gosteren yanit ylizey ve kontur grafikleri; Sekil
4.44°de verilmistir. Sekil 4.44 a’daki yamit yiizey grafigi incelendiginde,
mikroorganizma o6zgiil ireme hizinin, 32°C’da fermantasyon ortamindaki fruktoz
baslangi¢ derisiminin artmasi; 24°C’da ise, fruktoz baslangi¢ derisiminin azalmasiyla
arttigi belirlenmistir. Sekil 4.44 b’deki kontur grafigi incelendiginde, en yiiksek
mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 degerlerinin, baslangi¢ sicaklik ve baslangi¢ fruktoz

derisimi yiiksek olan fermantasyon ortamlarinda elde edildigi belirlenmistir.
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Y2 (sat)

X4 (°C)

Sekil 4.44. Mikroorganizma 6zgiil tireme hiz1 (Y32) lizerine; fermantasyon ortaminin
fruktoz baslangi¢ derisiminin (X1) ve sicakligin (Xa) etkilerini gésteren (a):

yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 =5 g/L, X3 =6.0)
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S6z konusu grafikten, mikroorganizma 6zgiil iireme hizinin en yiiksek degerinin (0.086
sal), 32°C’da, fruktoz ve pepton baslangi¢ derisimleri sirasiyla; 90 ve 5 g/L ve
baslangi¢ pH’1 6.0 olan fermantasyon ortaminda elde edildigi tespit edilmistir. Ayrica,
fruktoz baslangi¢ derisimi 10-40 g/L araliginda degisen fermantasyon ortamlarinda elde
edilen mikroorganizma ozgiil treme hizinin sicakligin artmasiyla azaldigi da
belirlenmistir.  Sekil 4.44 b’de yer alan Kkontur grafigi incelendiginde ise,
mikroorganizma o6zgiil tireme hizinin, 90 g/L baslangi¢c derisiminde fruktoz igeren

ortamlarda sicakligin 24°C’dan 32°C’a artmasi ile arttig1 bulunmustur.

Fermantasyon ortamindaki pepton baslangic derisiminin ve baslangic pH’inin
mikroorganizma 6zgiil iireme hizina etkileri ile ilgili yanit yiizey ve kontur grafikleri,
Sekil 4.45°de sunulmustur. Sekil 4.45 a’da yer alan yanit yiizey grafiginden, bilesiminde
pepton bulunmayan fermantasyon ortaminda baslangic pH’iin  artmasiyla
mikroorganizma 6zgiil tireme hizinin da arttig1 belirlenmistir. Baslangic pH degeri 9.0
olan fermantasyon ortamlarinda, denenen tiim pepton baslangi¢ derisimlerinde
hesaplanan mikroorganizma 06zgiil tireme hizlarmin ¢ok fazla degismedikleri tespit

edilmistir.
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Y2 (sa?)

X3

Sekil 4.45. Mikroorganizma ozgiil tireme hizi (Y2) {izerine; fermantasyon ortaminin
pepton baslangi¢ derigimi (X2) ve baslangi¢c pH’min (X3) etkilerini gosteren
(a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 =50 g/L, X4 = 28°C)

Baslangi¢c pH’1nin 3.0 oldugu fermantasyon ortamlarinda ise, ortamin pepton baslangic
derisiminin artmasiyla mikroorganizma 0zgiil iireme hizinin da bir miktar arttig1
bulunmustur. Bu ¢alismada, 28°C’da, fruktoz ve pepton baslangi¢ derisimleri sirasiyla;
50 ve 10 g/L ve baslangic pH’1 ise 9.0 olan fermantasyon ortaminda, mikroorganizma

ozgiil iireme hizinin; 0.052 sa! oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.45 b’deki kontur grafiginden yararlanilarak 28°C’da, fruktoz baslangi¢ derisimi
50 g/L, pepton baslangi¢ derisimi 3.2 g/L ve baslangic pH’1 ise 4.6 olan bir
fermantasyon ortaminda elde edilecek mikroorganizma 6zgiil iireme hizinin; 0.024 sa
oldugu bulunmustur. S6z konusu grafikten ayrica, baglangic pH’1 9.0 olan fermantasyon
ortamlarinda, bu c¢alismada denenen tiim pepton baslangi¢ derisimlerinde elde edilen
mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 degerlerinin, 0.040 sa*’den daha yiiksek olduklar1 da

belirlenmistir.

148



Fermantasyon ortaminin pepton baslangi¢ derisiminin ve sicakligin mikroorganizma
ozgil treme hizi tizerine etkileri ise, Sekil 4.46’da verilen yanit yiizey ve kontur
grafiklerinde sunulmustur. Sekil 4.46 a’daki ti¢ boyutlu grafik incelendiginde, 32°C’da,
fermantasyon ortamindaki pepton baslangi¢ derisiminin artmasiyla mikroorganizma

Ozgiil tireme hizinin da belirgin bir sekilde artis gosterdigi saptanmustir.

Bu grafikten ayrica, pepton baslangi¢ derisimi 10 g/L olan fermantasyon ortamlarinda,
sicakligin 24°C’dan 32°C’a artmasiyla mikroorganizma 6zgiil tireme hizinin da oldukga
arttig1 tespit edilmistir. Bilesiminde pepton bulunmayan fermantasyon ortamlarinda ise,

mikroorganizma 6zgiil iireme hizinin sicakligin artmasiyla azaldigi bulunmustur.

Sekil 4.46 b’deki kontur grafigi incelendiginde, mikroorganizma 6zgiil ireme hizinin,
32°C’da, pepton ve fruktoz baslangi¢ derisimleri sirasiyla; 10 ve 50 g/L ve baslangig
pH’1 6.0 olan fermantasyon ortamlarinda en yiiksek degerine ulastigi ve bu degerin ise;

0.073 sa! oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.46. Mikroorganizma ozgiil tireme hizi (Y2) {izerine; fermantasyon ortaminin
pepton baslangi¢ derisimi (X2) ve sicakligin (X4) etkilerini gosteren (a):
yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 = 50 g/L, X3 = 6.0)

Fermantasyon ortaminin baslangic pH’inin ve sicakligin mikroorganizma 6zgil iireme
hiz1 lizerine etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise, Sekil 4.47°de
verilmistir. Sekil 4.47 a’daki yanit ylizey grafigi incelendiginde, baslangi¢c pH’1 9.0 olan
fermantasyon ortamlarindaki mikroorganizma 6zgiil iireme hizi degerlerinin, sicakligin

24°C’dan 32°C’a artmasiyla artig gosterdikleri belirlenmistir.

Ayrica, 32°C’da, fermantasyon ortamlarinin baslangic pH degerlerinin artirilmasiyla,
mikroorganizma 6zgiil ireme hizlarinin da oldukga arttig1 tespit edilmistir. S6z konusu
grafikten, en yiiksek mikroorganizma o6zgiil iireme hizinin, baslangic pH’1 9.0 olan
fermantasyon ortaminda 32°C’da elde edildigi bulunmustur. Sekil 4.47 b’deki kontur
grafiginden ise, bu kosullardaki mikroorganizma 6zgiil ireme hiz1 degerinin; 0.072 sa!

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.47. Mikroorganizma ozgiil tireme hizi (Y2) {izerine; fermantasyon ortaminin
baslangic pH’nin (X3) ve sicakligin (X4) etkilerini gosteren (a): yanit ylizey
ve (b): kontur grafikleri (X1 =50 g/L, X2 =5g/L)
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Ayrica, 27.6°C’da, fruktoz ve pepton baslangi¢ derisimleri sirasiyla; 50 ve 5 g/L olan
fermantasyon ortaminda, baslangic pH’1 4.95 oldugunda elde edilebilecek
mikroorganizma 6zgiil hizinin da; 0.025 sa? oldugu tespit edilmistir. Baslangic pH
degeri 3.0 olan fermantasyon ortamlarindaki mikroorganizma 6zgiil ireme hizlarinin

ise, 24°C ve 32°C’da sirasiyla, 0.046 ve 0.039 sa* olduklar da saptanmustir.

Mikroorganizma 6zgiil lireme hizlarinin (Y?2); Es. 4.2 kullanilarak hesaplanan degerleri
ile gergeklestirilen deneyler ile elde edilen sonug degerlerinin karsilastirildigi grafik;
Sekil 4.48’de verilmistir. Ilgili sekil incelendiginde de goriilebilecegi gibi; deneysel ve
tahminsel degerlerin birbirilerine yakin degerlerde olduklari tespit edilmistir. Bu grafik
i¢in belirleme katsayisi; R? = 0.919 olarak hesaplanmigtir. S6z konusu grafige ait
regresyon katsayisinin 1’e¢ yakin olmasi; esitlik kullanilarak hesaplanan tahminsel
degerlerin, gergeklestirilen deneylerden elde edilen sonug degerleri ile yiiksek derecede

uyumlu olduklarint gostermektedir.

0.08 —

0.07 o

0.06 —

0.05 —

Tahminsel

0.04 —

0.03

0.02 A

0.01 4

Deneysel

Sekil 4.48. Mikroorganizma 6zgiil iireme hizlarmin (Y2); deneysel degerleri ile, Es 4.2
kullanilarak hesaplanan tahminsel degerlerinin karsilastirilmas: (y = 0.9171
x +0.0031, R? =0.919)

Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), pepton baslangi¢ derisimi (X2)
ve baslangic pH’1 (X3) ile sicakligin (Xs); maksimum B-karoten iretim hizi (Y3)
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iizerindeki etkilerini gosteren ikinci dereceden modele ait denklem, Es. 4.3°de
verilmistir. Turetilen modele ait varyans analizi sonuglar ise; Cizelge 4.9°de

sunulmustur.

Y3=+0.33314 - 1.43146 x 103X1 + 4.10583 x 103X, - 0.025182X3- 0.015157 X4
+1.375 x 10°X1 X2 + 4.37500 x 10-°X1 X3+ 3.28125 x 10°X1X4 - 1.66667 (4.3)
X 105X2X3- 1.625 x 104X2X4 + 5.20833 x 10#X3X4 + 2.03125 x 100X,2 +

1.04 x 104X2% + 7.88889 x 104X3? + 1.93750 x 10 X4?

Cizelge 4.9. Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), pepton baslangic
derisimi (X2) ve baslangic pH’1 (X3) ile sicakligin (X4), maksimum pB-

karoten olusum hizi (Y3) tizerindeki etkilerine iliskin varyans analiz

sonuclari
Varyans Kaynag SD KO F P
Model 14 3523x10°  5.85%* 0.0008  Onemli
X1 1 4.507x10° 0.75 0.4004
X 1 2.100x10*  34.91** <0001
X3 1 5.104x10°  8.48* 0.0107
Xa 1 1.204x10°  2.00 0.1776
X1Xz 1 7.562x10° 126 0.2799
XX 1 2.756x10°  4.58* 0.0492
X1Xa 1 2.756x10°  4.58* 0.0492
X2X3 1 6.250x10°  0.010 0.9202
XoXa 1 1.056x10°  1.76 0.2050
X3X4 1 3.906x10°  6.49* 0.0223
X2 1 1.811x10°  3.01 0.1033
X2 1 1.159x10° 193 0.1855
X2 1 8.642x10°  14.36™* 0.0018
X2 1 1.647x10° 274 0.1188
Uyum eksikligi 10 7.693x10° 2.88 0.1269  Onemsiz
Hata 5 2.667x10°
Genel 29

*p<0.05, **p<0.01, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi
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Model esitlikle ilgili belirleme katsayis1 degeri ise; R? = 0.845 olarak hesaplanmustir.
Bu deger, modelin deneysel verilerle uyumluluk derecesini ifade etmektedir. Varyans
analizinin sonuglari incelendiginde, modelin 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.01).

Onerilen modele ait uyum eksikliginin ise, dnemsiz oldugu saptanmustir.

Bagimsiz degigkenlerin maksimum f-karoten iiretim hizi iizerindeki lineer etkileri
incelendiginde, pepton baslangi¢ derisimi ile baslangic pH’inin 6nemli, fruktoz
baslangic derisimi ve sicakligin ise Onemsiz olduklar1 bulunmustur. Ayrica,
fermantasyon ortaminin fruktoz baslangic derisimi ile baglangic pH’min, fruktoz
baslangi¢ derisimi ile sicakligin ve baslangic pH’1 ile sicakligin ikili etkilesimlerinin,
maksimum B-karoten iiretim hizi iizerindeki etkilerinin de dnemli olduklar1 saptanmistir
(p<0.05). Bunlara ek olarak, varyans analizi sonuglarina gore, fermantasyon ortami
pepton baslangic derisiminin diger tiim bagimsiz degiskenler ile olan ikili

etkilesimlerinin ise 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Ayrica baglangic pH’inin karesel etkisinin de onemli oldugu bulunmustur. Varyans
analizine gore; X2, X3, X1X3, X1X4, X3Xa ve X3? model denklemdeki énemli terimler
olarak bulunmustur. Bu terimler katsay1 isaretlerine gore degerlendirildiginde; X3’iin
lineer terimi disindaki tiim terimler pozitif oldugu igin, iriin olusum hizini artiracak
sekilde olumlu etki etmektedir. S6z konusu bu terimler katsay1r degerlerine gore
incelendiginde ise; {iriin olusum hizina en yiiksek etkili olan terim; X3 yani baslangi¢
pH’1 olarak belirlenmistir. Uriin olusum hizinin; X3 terimi yani baslangi¢ pH’min lineer
artis1 ile azalacagl ve Xs? terimi yani baslangic pH mmn karesel artis1 ile, kritik bir
pepton derisimi degerine ulastiktan sonra, bu degerin artacagi ongoriilmektedir. Ayrica
baslangic pH’imnin ayri ayr1 baslangic fruktoz derisimi ve sicaklik ile ikili etkilesimleri
ve baglangic fruktoz derisimi ve sicaklik arasindaki ikili etkilesimin pozitif katsatsay1

degerleriyle; {liriin olusum hizin1 artirmak i¢in birbirini destekler niteliktedir.

Gergeklestirilen ¢aligmada incelenen bagimsiz degiskenlerin maksimum [-karoten
iiretim hizina (Y3) etkilerini gosteren yanit ylizey ve kontur grafikleri Sekil 4.49-4.54°de
verilmistir. S6z konusu grafiklerin her biri, ilgili grafik lizerinde yer almayan bagimsiz

degiskenlerin merkez noktasindaki degerleri kullanilarak ¢izilmistir.
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Fermantasyon ortaminin fruktoz ve pepton baslangi¢c derisimlerinin ¢alisilan susun
maksimum B-karoten iliretim hizina etkilerinin gosterildigi yanit ylizey ve kontur
grafikleri Sekil 4.49°de sunulmustur. Sekil 4.49 a’da yer alan yanmit yiizey grafigi
incelendiginde, fermantasyon ortamlarinda denenen tiim fruktoz baslangig
derisimlerinde, ortamdaki pepton baslangi¢ derisiminin artmasiyla maksimum B-karoten
tiretim hizinin da arttig1 tespit edilmistir. S6z konusu grafikten, maksimum B-karoten
iretim hizi degerlerinin diisiik pepton baslangic derisimlerindeki fermantasyon
ortamlarinda, ortamin fruktoz baslangic derisiminin artmasiyla ¢ok fazla
degismedikleri, yiiksek pepton baslangic derisimlerindeki ortamlarda ise, fruktoz
baslangi¢ derisiminin artmasiyla artis gosterdikleri belirlenmistir. Bu c¢alismadaki en
yiikksek B-karoten iiretim hizi, 0.037 mg B-karoten/(L.sa) olarak, 28°C’da, fruktoz ve
pepton baslangi¢ derigimleri sirasiyla; 90 ve 10 g/L olan fermantasyon ortaminda elde

edilmistir.

Y3 [mg p-karoten/(L.sa)]

(a)
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Y3 [mg p-karoten/(L.sa)]

X2 (g/L)
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Sekil 4.49. Maksimum pB-karoten iiretim hizi (Y3) iizerine; fermantasyon ortaminin
fruktoz baslangic derisimi (X1) ve pepton baslangic derisiminin (X2)
etkilerini gosteren (2): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X3 = 6.0, X4 =
28°C)

28°C’da, baslangig pH’1 6.0 olan fermantasyon ortamlarinda, fruktoz ve pepton
baslangi¢ derisimlerinin maksimum B-karoten iiretim hizlarina etkilerini gosteren kontur
grafiginden (Sekil 4.49 b), fruktozun baslangi¢ derisiminin 90 g/L oldugu fermantasyon
ortamlarinda peptonun baslangi¢ derisiminin artmasiyla elde edilen maksimum [-

karoten iiretim hizlarinin da arttig1 tespit edilmistir.

Benzer sekilde, fruktoz baslangic derisiminin 10 g/L oldugu fermantasyon ortamlarinda
da, pepton baslangi¢ derisiminin artmasiyla maksimum [B-karoten iiretim hizlarinin da
arttigl belirlenmigtir. Maksimum [-karoten {iretim hizinin, ayni zamanda, pepton
baglangic derisimi 10 g/L olan fermantasyon ortamlarinda, fruktoz baslangi¢
derisiminin artmasiyla arttig1 da saptanmustir. Ilgili kontur grafigi incelendiginde,
pepton baslangic derisimi 7.2 g/L’den daha diisiik olan fermantasyon ortamlarinda, tim

fruktoz baslangic derisimleri i¢cin elde edilebilecek maksimum [-karoten iiretim
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hizlarinin 0.030 mg PB-karoten/(L.sa) degerinden daha diisiik olduklar1 belirlenmistir.
Tiim bagimsiz degiskenlerin, merkez noktalarindaki degerlerinde olduklar
fermantasyon ortaminda elde edilen maksimum fB-karoten {iretim hizinin ise, 0.021 mg

B-karoten/(L.sa) oldugu tespit edilmistir.

Fermantasyon ortaminin pepton baslangi¢ derisiminin ve sicakliin merkez
noktalarindaki degerlerinde olduklari fermantasyon c¢alismalarinda, fruktoz baslangic
derisimi ve baglangi¢ pH’1nin maksimum B-karoten iiretim hiz1 iizerindeki etkileri ise,
Sekil 4.50’de verilen yanit yiizey ve kontur grafiklerinde gosterilmistir. Sekil 4.50
a’daki yanit ylizey grafigi incelendiginde, en yliksek B-karoten iiretim hizinin, fruktoz
baslangi¢ derisimi 90 g/L ve baslangi¢ pH’1 9.0 olan fermantasyon ortaminda elde
edilebilecegi bulunmustur. Maksimum [-karoten iiretim hizinin, fruktoz baslangic
derisimi 90 g/L olan fermantasyon ortamlarinda, baslangic pH degerinin artmasiyla
arttigi, baslangic pH’1t 9.0 olan fermantasyon ortamlarinda da fruktoz derisiminin

artmasiyla arttig1 tespit edilmistir.

Y3 [mg p-karoten/(L.sa)]

(a)
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Y3 [mg p-karoten/(L.sa)]

X3

Sekil 4.50. Maksimum pB-karoten iiretim hizi (Y3) iizerine; fermantasyon ortaminin
fruktoz baslangic derisimi (Xi) ve baslangic pH’min (X3) etkilerini
gosteren (a): yanit ylizey ve (b): kontur grafikleri (X2 =5 g/L, X4 = 28°C)

Maksimum B-karoten iiretim hizinin, fermantasyon ortami fruktoz baslangi¢c derisiminin
10 g/L oldugu caligmalarda baslangic pH degerinin 3.0’dan yaklasik 6.0’a kadar
artmasiyla once azaldigi daha sonra ise, pH’in 6.0’dan 9.0’a artmasiyla arttig1

belirlenmistir.

Baglangic pH’inin 3.0 oldugu fermantasyon ortamlarinda ise, maksimum [-karoten
iiretim hizlarmin fruktoz baslangi¢ derisiminin azalmasiyla arttigi tespit edilmistir.
28°C’da, pepton baslangi¢ derisimi 5 g/L olan fermantasyon ortamlarinda fruktoz
baslangi¢ derisiminin ve basglangic pH’1nin maksimum [-karoten iiretim hizina etkileri
ise, Sekil 4.50 b’deki kontur grafiginde sunulmustur. Bu grafik detayli olarak
incelendiginde, en yiiksek B-karoten tiretim hiz1 [0.041 mg B-karoten/(L.sa)] fruktoz
baslangi¢ derisimi ve baslangic pH’1 sirasiyla; 90 g/ ve 9.0 olan fermantasyon

ortaminda elde edilmistir. Baslangic pH degerlerinin 5.2-5.7 arasinda degistigi

fermantasyon ortamlarinda, incelenen tiim fruktoz baslangi¢ derisimlerinde elde
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edilebilecek maksimum p-karoten tiretim hizlarmin, 0.025 mg B-karoten/(L.sa)’den

daha diisiik olduklari tespit edilmistir.

Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisiminin ve sicakligin maksimum [3-
karoten tiretim hiz1 tizerindeki etkilerini gésteren yanit yiizey ve kontur grafikleri Sekil
4.51°de sunulmustur. Ilgili yamit yiizey grafigi (Sekil 4.51 a) incelendiginde, maksimum
B-karoten {iretim hizinin, pepton ve fruktoz baslangi¢ derisimleri sirasiyla; 5 ve 90 g/L
ve baslangic pH’1 6.0 olan fermantasyon ortamlarinda, bagimsiz degiskenlerden
sicakligin artmasiyla bir miktar arttig1 tespit edilmistir. Fruktoz baslangi¢ derisiminin 10
g/l oldugu fermantasyon ortamlarinda ise, maksimum [-karoten iiretim hizinin,
sicakligin  artmasiyla azaldigr goriilmistir. 32°C’da fermantasyon ortamindaki
fruktozun baslangi¢ derisiminin artmasiyla maksimum [-karoten iiretim hizinin da
artt1g1 bulunmustur. 24°C’da ise, maksimum B-karoten iiretim hizinin ortamdaki fruktoz

baslangi¢ derisiminin artmasiyla bir miktar azaldig1 tespit edilmistir.

Y3 [mg p-karoten/(L.sa)]

(a)
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Y3 [mg p-karoten/(L.sa)]

Xq (°C)

28

24
10 a0 50 70 =0

X1 (g/L)
(b)

Sekil 4.51. Maksimum p-karoten iiretim hizi (Y3) {izerine; fermantasyon ortaminin
fruktoz baslangi¢ derisiminin (X1) ve sicakligin (X4) etkilerini gosteren (a):
yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 =5 g/L, X3 =6.0)

Sekil 4.51 b’de yer alan kontur grafiginden, baslangi¢c pepton derisimi 5 g/L ve
baslangi¢ pH’1 6.0 olan fermantasyon ortamlarinda, bu c¢alismada incelenen fruktoz
baslangi¢ derisimi (10-90 g/L) ve sicaklik (24-32°C) araliklarinda elde edilebilecek
maksimum f-karoten iretim hizi degerlerinin, 0.020-0.033 mg p-karoten/(L.sa)

araliginda degistikleri bulunmusgtur.

28°C’da, fruktoz baslangi¢ derisimi 50 g/L olan fermantasyon ortamlarinda, pepton
baslangi¢ derisimi ve baglangic pH’inin maksimum [-karoten iiretim hizi lizerindeki
etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise, sirasiyla; Sekil 4.52 a ve b’de
verilmistir. Yanit ylizey grafigi incelendiginde, maksimum B-karoten iiretim hizlarinin,
tim baslangic pH degerlerinde, fermantasyon ortamindaki peptonun baslangic

derisiminin artmasiyla artti1 gortilmuistiir.
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Y3 [mg p-karoten/(L.sa)]

(a)

Y3 [mg p-karoten/(L.sa)]

X3

(b)

Sekil 4.52. Maksimum B-karoten {iiretim hiz1 (Y3) tizerine; fermantasyon ortaminin

pepton baslangi¢ derisimi (X2) ve baslangi¢ pH’1nin (X3) etkilerini gosteren
(a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 = 50 g/L, X4 = 28°C)
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Farkl1 isletme kosullar1 i¢in hesaplanan maksimum iiretim hizi degerleri igerisindeki en
yiiksek hiz degerinin, pepton baslangi¢c derisimi 10 g/l ve baslangic pH’1 9.0 olan
fermantasyon ortaminda elde edildigi bulunmustur. Maksimum f-karoten {iiretim
hizinin, bu g¢alismada incelenen derisim araligindaki tim pepton baglangic
derisimlerinde, ortamin baslangic pH’inin, pH 6.0 degerine kadar artmasiyla &nce

azaldig1; 6.0’dan daha yiiksek olan pH degerlerinde ise arttig1 tespit edilmistir.

Fruktoz baslangi¢ derisiminin ve sicaklifin merkez noktasindaki degerlerinde olduklari
kosullarda g¢izilen kontur grafiginden (Sekil 4.52 b) elde edilen en yiiksek B-karoten
tiretim hiz1 degeri; pepton baslangic derisimi 10 g/L ve baslangic pH’1 9.0 olan
fermantasyon ortaminda, 0.04 mg [-karoten/(L.sa) olarak belirlenmistir. Pepton
baslangi¢ derigiminin 10 g/L ve baslangic pH’1nin 3.0 oldugu fermantasyon ortaminda
elde edilen maksimum B-karoten iiretim hiz1 ise, 0.034 mg B-karoten/(L.sa) olarak tespit
edilmistir. Bilesiminde pepton bulunmayan ve baslangic pH’1 5.0, 7.0 ve 9.0 olan
fermantasyon ortamlarinda elde edilen bazi maksimum B-karoten iiretim hizi degerleri

ise, sirasiyla; 0.018, 0.020 ve 0.028 mg B-karoten/(L.sa) olarak hesaplanmustir.

Fruktoz baslangi¢ derisiminin 50 g/L ve baslangi¢c pH’min 6.0 oldugu fermantasyon
ortamlarinda, pepton baslangi¢ derisiminin ve sicakligin maksimum [B-karoten iiretim
hiz1 iizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise, Sekil 4.53’de
sunulmustur. Sekil 4.53 a’da sunulan yamit yiizey grafigi incelendiginde diisiik
sicakliklarda ve yiiksek pepton baslangi¢ derisimlerindeki fermantasyon ortamlarinda
maksimum [B-karoten iiretim hizlarinin da yiiksek olduklar1 goriilmiistiir. Bilesiminde
pepton bulunmayan ortamda ise, maksimum [-karoten tiiretim hizinin, sicakligin
24°C’dan 32°C’a artmasiyla c¢ok fazla degismedigi tespit edilmistir. 32°C’da,
fermantasyon ortamindaki pepton baslangi¢ derisiminin 10 g/L’ye kadar artmasi ile
maksimum [-karoten iiretim hizinin da bir miktar arttig1 belirlenmistir. Pepton baslangic
derisiminin 10 g/L oldugu fermantasyon kosullarinda ise, maksimum [-karoten iiretim

hizinin; ortam sicakligiin 24°C’dan 32°C’a artmasiyla azaldig1 saptanmustir.

Ayrica, diisik pepton baslangic derisimindeki fermantasyon ortamlarinda, tiim

sicakliklarda maksimum B-karoten {iretim hizlariin da diisiik olduklari bulunmustur.
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Y3 [mg B-karoten/(L.sa)]

Y3 [mg p-karoten/(L.sa)]

X4 (°C)

Sekil 4.53. Maksimum p-karoten iiretim hiz1 (Y3) lizerine; fermantasyon ortaminin
pepton baslangi¢ derisiminin (X2) ve sicakligin (Xs) etkilerini gosteren (a):
yanit ylizey ve (b): kontur grafikleri (X1 =50 g/L, X3 =6.0)
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Sekil 4.53 b’de sunulan kontur grafigindeki sonuglar incelendiginde ise, maksimum -
karoten tiretim hiz1 degerlerinin; 0.018-0.038 mg B-karoten/(L.sa) araliginda degistikleri
tespit edilmistir.

Fruktoz ve pepton baslangi¢ derisimleri sirasiyla; 50 ve 5 g/L olan fermantasyon
ortamlarinda, baslangi¢ pH’1 ve sicakligin maksimum B-karoten iiretim hizi iizerindeki
etkilerini gosteren yanit yilizey ve kontur grafikleri ise, Sekil 4.54’de verilmistir. Sekil
4.54 a’da verilen yanit yiizey grafigindeki degerler incelendiginde, 24°C’da, baslangig
pH’1 3.0 ve 32°C’da, baslangic pH’1 9.0 olan fermantasyon ortamlarinda maksimum (-
karoten iiretim hizlarmin da yiiksek degerlerde olduklar1 belirlenmistir. 32°C’da, elde
edilen maksimum B-karoten iiretim hizinin fermantasyon ortamlarinin baslangi¢ pH’inin
artmasiyla arttig1 saptanmustir. 24°C’da ise, maksimum p-karoten iiretim hizinin
fermantasyon ortamlarinin baslangic pH’min 3.0’dan 6.0’a kadar artmasiyla Once
azaldig1, pH 6.0’da en diisiik degerine ulastiktan sonra ise daha yiiksek pH degerlerinde
tekrar arttig1 bulunmustur. Maksimum p-karoten tiretim hizlarinin, fermantasyon ortami
baslangic pH’inin 3.0 oldugu durumda sicakligin azalmasi ve baslangic pH’mnin 9.0

oldugu durumda ise, sicakligin artmasiyla arttig1 belirlenmistir.

Y3 [mg B-karoten/(L.sa)]
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Y3 [mg B-karoten/(L.sa)]

X4 (°C)

X3

(b)

Sekil 4.54. Maksimum p-karoten iiretim hiz1 (Y3) tlizerine; fermantasyon ortaminin
baglangic pH’1nin (X3) ve sicakligin (Xa) etkilerini gosteren (a): yanit ylizey
ve (b): kontur grafikleri (X1 =50 g/L, X2 =5g/L)

Sekil 4.54 b’deki kontur grafiginde gosterilen degerler incelendiginde, 31°C’da,
baslangi¢ pH’1 4.5 olan bir fermantasyon ortaminda elde edilen en yiiksek (-karoten
tretim hizinin, 0.020 mg p-karoten/(L.sa)’dan daha diisiik oldugu belirlenmistir.
24°C’da, baglangi¢ pH’min 3 ve 32°C’da, baslangi¢ pH’min 9 oldugu fermantasyon
ortamlarinda elde edilen maksimum B-karoten tiretim hizlarmin ise, sirasiyla; 0.036 ve

0.039 mg B-karoten/(L.sa) olduklar tespit edilmistir.

Deney tasarim planina gore gerceklestirilen deneylerde elde edilen en yiiksek B-karoten
iretim hizlarinin (Y3); deneysel sonug degerleri ile Es. 4.3 kullanilarak hesaplanan
tahminsel degerlerinin karsilastirildig1 grafik; Sekil 4.55’de verilmistir. S6z konusu
grafik incelendiginde, tahminsel ve deneysel sonuglarin birbirine yaklasik degerlerde

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.55. Maksimum [-karoten iiretim hizinin (Y3); deneysel degerleri ile, Es 4.3
kullanilarak hesaplanan tahminsel degerlerinin karsilastiriimasi (y = 0.8456
X + 0.0037, R? = 0.845)

4.6. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 Susu Tarafindan B-Karoten Uretiminin
Optimizasyonuna Iliskin Sonuclar

Calismanin bir onceki asamasinda bagimli degiskenler ile yanit degerleri arasindaki
iliskinin agiklandigr model esitliklerin tiiretilmesinden sonra bu kisimda; hedeflenen
yanit degerleri elde etmek i¢in tiim bagimli degiskenlerin numerik optimizasyonu
yapilarak, optimum degerlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Optimizasyon igin, Design
Expert 10.0.6 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) programi kullanilmigtir. R. glutinis
var. glutinis NBRC 1125 susu ile B-karoten iiretiminin optimizasyonunda, tiim bagimli
degiskenler i¢in istenilen hedeflerin belirlenmesinde, kullanilan programda yer alan,
istenilen hedefe ulasma fonksiyonundan yararlanilmistir. Incelenen sus ile p-karoten
tiretimi icin istenilen hedefler dogrultusunda gerekli optimum kosullar ve bu kosullarda
elde edilecegi Ongoriilen yanit degerleri, kullanilan program tarafindan 100 farkli
optimum ¢6ziim olarak iiretilmistir. Bu ¢oziimler; Cizelge Ek 9’da sunulmustur. S6z
konusu ¢izelgede verilen optimum ¢oziimlere ait istenilen hedefe ulasma oranlarinin,

0.965 ve 1.000 araliginda degistikleri tespit edilmistir.
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Arastirmanin bu boliimiinde, farkli optimum kosullarda elde edilen ve sonuglar1 Cizelge
Ek 9’da verilen ¢oziimler igerisinden, istenilen hedefe ulasma oraninin 1.000 oldugu bir
¢coziim secilmis ve s6z konusu bu kosullarda bir fermantasyon caligmasi
gergeklestirilmistir.  Anilan ¢izelgede secilen ¢Oziime gore (¢oziim no. 70),
fermantasyon ortaminin fruktoz baslangic derisiminin; 49.459 g/L, pepton baslangic
derisiminin; 8.371 g/L, baslangic pH’inm; 3.815 ve sicakligin; 27.402°C oldugu
optimum ¢alisma kosullarinda, istenen hedefe ulasma oraninin 1.000 oldugu ve bu
kosullarda gergeklestirilecek bir fermantasyon ¢aligmasinin sonucunda; maksimum [3-
karoten derisiminin; 5.598 mg/L, mikroorganizma ozgiil lireme hizinin; 0.033 sa™ ve
maksimum p-karoten iretim hizinin ise; 0.030 mg p-karoten/(L.sa) olarak elde

edilecekleri ongoriilmiistiir.

R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu ile B-karoten iiretimi i¢in segilen optimum
kosullarda, fermantasyon ortamindaki fruktoz baslangi¢ derisimi (X1) ile sicakligin (X4)
istenilen hedefe ulagma fonksiyonu iizerindeki etkilerini gdsteren bir 6rnek grafik, Sekil

Ek 10’da sunulmustur.

Bu calismada, bagimsiz degiskenlerin segilen optimum kosullarinda, bir ¢alkalamali su
banyosunda, 100 mL c¢alisma hacminde fermantasyon ortami igeren erlenler
kullanilarak, 100 vuru/dak calkalama hizinda iki paralel deney gergeklestirilmistir.
Fermantasyon ortamlarina asilanacak olan R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun
baslangi¢ asilama derisimi; 3.9x107 kob/mL olarak tespit edilmistir. Gergeklestirilen
deneyler sonucunda, her bir yanita ait elde edilen degerlerin ortalamalar1 hesaplanmis
ve bu degerlerin zamanla degisimlerini gdsteren grafikler ¢izilmistir. Optimizasyon
caligmasinda, program tarafindan belirlenen optimum ¢alisma kosullarinda, R. glutinis
var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan firetilen B-karoten derisiminin zamanla
degisimi, Sekil 4.56’da sunulmustur. Optimum ¢alisma kosullarinda, R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen B-karoten miktarmin fermantasyon
boyunca arttigi ve en yiiksek derisimin; 7.18 mg/L olarak fermantasyonun sonunda

tayin edildigi belirlenmistir.

Optimum ¢alisma kosullarinda elde edilen biyokiitle derisiminin zamanla degisimini

gosteren grafik ise; Sekil 4.57°de verilmistir.
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Sekil 4.56. Optimum ¢alisma kosullarinda R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu

tarafindan tretilen B-karoten derisiminin zamanla degisimi

X (g/L)
.
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t (sa)

Sekil 4.57. Optimum ¢alisma kosullarinda R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun
biyokiitle derisiminin zamanla degisimi
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Grafik incelendiginde, biyokiitle derisiminin de fermantasyon boyunca arttigi
goriilmektedir. Optimum fermantasyon kosullarinda elde edilen en yiiksek biyokiitle

derisimi, fermantasyonun sonunda 7.10 g/L olarak saptanmustir.

Optimizasyon deneyinden elde edilen biyokiitle derisim sonuglarindan yararlanilarak, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun o6zgiil reme hizi da hesaplanmustir.
Optimizasyon ¢aligmasinda mikroorganizmanin 6zgiil iireme hizinin hesaplanmasi i¢in
once biyokiitle derisimlerinin InX degerlerinin zamanla degisimini gosteren bir grafik
cizilmis; daha sonra ise, iissel lireme bolgesindeki 6zgiil tireme hiz1 hesaplanmistir. R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu i¢in InX degerlerinin zamanla degisimini
gosteren grafik, Sekil 4.58’de sunulmustur. Bu ¢alismada, mikroorganizma 6zgiil lireme

hiz1 (n); 0.025 sa* olarak hesaplanmistir.

2.5

_15 1 1 1 1 1 1 1

0 48 96 144 192 240 288 336 384
t (sa)

Sekil 4.58. Optimum ¢alisma kosullarinda R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu i¢in

InX degerlerinin zamanla degisimi

Optimizasyon c¢aligmasinda ayrica, maksimum iriin olusum hizi da (Y3, deneysel)

hesaplanmistir. Bu amagla once, B-karoten derisiminin zamanla degisimini gosteren
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grafik (Sekil 4.56) kullanilarak, farkli zamanlardaki iiriin olusum hiz1 degerleri
hesaplanmis, daha sonra ise, en yiiksek iiriin olusum hiz1 [0.0313 mg B-karoten/(L.sa)]
degeri belirlenmistir. Bu ¢alismada, ek olarak, farkli zamanlardaki 6zgiil iiriin olusum
hizlar1 da hesaplanmistir. S6z konusu optimizasyon kosullarinda elde edilen en yiiksek
Ozgiil tirtin olusum hiz1 (ym) degeri ise, 0.0334 mg B-karoten/(g mo.sa) olarak tespit

edilmisgtir.

Optimum fermantasyon kosullarinda, ortamdaki fruktoz derisiminin zamanla degisimi
ise; Sekil 4.59°da gosterilmistir. Bu grafik incelendiginde, fruktoz derisiminin
fermantasyon siiresince azaldigi ve fermantasyonun sonunda da tamamen tiikendigi

belirlenmistir.

[y (%) e
[ = [ee=}
1 1 1

Fruktoz derisimi (g/L)

[
=]
T

0 1 1 1 1 1 1 :
0 18 96 144 192 240 288 336 384

t (sa)

Sekil 4.59. Optimum c¢alisma kosullarinda fermantasyon ortamindaki fruktoz

derisiminin zamanla degisimi

Optimum fermantasyon kosullarinda gergeklestirilen deneylerden elde edilen sonuglar,
optimizasyon programinin ileri analiz (post analysis) kismi yardimiyla

degerlendirilmistir. Bu degerlendirme igin, Oncelikle, s6z konusu optimizasyon
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programi kullanilarak, % 95 giiven araliginda, tiim bagimli degiskenlerin daha once
tiretilen model esitliklerinden (Es. 4.1-4.3), optimum kosullarda elde edilmesi gereken
minimum ve maximum degerleri belirlenmistir. Daha sonra ise, optimum kosullarda
gergeklestirilen deneylerden elde edilen yanitlara ait deneysel sonuglarin, bu bagimli
degiskenlerin optimizasyon programini kullanilarak belirlenen en yiiksek ve en diisiik
degerleri arasinda olup olmadiklar1 aragtirllmigtir. Yapilan analiz sonucunda, tiim
bagimli degiskenlere ait deneysel sonuclarin, her bir degisken i¢in program tarafindan
model esitliklerden yararlanilarak hesaplanan deger araliklarinda olduklar1 tespit

edilmistir.

Bu ¢aligma i¢in optimum kosullarda, her yanit i¢in kullanilan optimizasyon programinin
dogrulama meniisii kullanilarak belirlenmis olan bagimli degiskenlerin, deneysel ve
teorik degerleri ile minimum ve maksimum degerleri karsilastirmali olarak; Cizelge

4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Bagimli degiskenlerin deneysel degerleri ve optimizasyon programi

kullanilarak hesaplanan teorik degerleri ile minimum ve maksimum

degerleri

Bagimh degisken Simge Deneysel Teorik Minimum Maksimum
deger deger deger deger

Maksimum  B-karoten Y1 7.18 5.598 3.96 7.23

derisimi (mg/L)

Mikroorganizma 0zgiil Y2 0.025 0.033 0.021 0.046

tireme hiz1 (sa™)

Maksimum  fB-karoten Y3 0.031 0.030 0.023 0.036

iretim hizi [mg -

karoten/(L.sa)]

Cizelge 4.10’daki sonuglar incelendiginde, tim bagimli degiskenler i¢in elde edilen
deneysel sonuglarin kabul edilebilir sinirlar arasinda olduklar1 sonucuna ulasilmistir.

Ayrica, Design Expert 10.0.6 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) programinin
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dogrulama meniisii yardimiyla, optimum kosullarda gergeklestirilen deney sonucunda

elde edilen degerlerin, %95 giiven araliginda olduklar1 da dogrulanmustir.

Tez galismasinin bu kisminda gergeklestirilen deneyin sonucunda; istenen maksimum -
karoten derisimini elde etmek igin, segilen ¢oziimdeki parametre degerleri optimum
kosullar olarak belirlenmistir. Tez ¢alismasinin bundan sonraki deneyleri belirlenmis

olan bu optimum ¢alisma kosullarinda gergeklestirilmistir.

Park ve ark. (2005), bir Rhodotorula glutinis susu ile seker kamis1 melasinda karotenoid
tiretimini artirmak icin deney tasariminda iki kademeli bir optimizasyon stratejisi
kullanilarak bir calisma gergeklestirmislerdir. ilk asamada, bes fermantasyon
parametresinin (pH, seker kamisi melas1 derisimi, tire, KH2PO4, NaCl) karotenoid
tiretimine etkisinin, kesikli bir faktoryel tasarim kullanilarak degerlendirildigi
bildirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda denenen {i¢ parametrenin, biyokiitle ve karotenoid
{iretimi iizerinde dnemli bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Tkinci asamada, biyokiitle
verimi ve karotenoid iiretimini daha da artirmak igin, ilk asamada etkisi dnemli bulunan
tic faktorli optimize etmek icin; ylizey merkezli bir kompozit tasarim (face centered
central composite design) kullanildig1 ifade edilmistir. Bu iki asamali optimizasyon
stratejisiyle karotenoid derigiminin ortalama; 1.39 mg/L’den 3.46 mg/L’ye olacak

sekilde yaklasik; 2.5 kat artirildig: belirtilmistir.

Chandi ve ark. (2010) tarafindan bir R. glutinis susu ile maksimum karotenoid elde
etmek icin yapilan bir diger ¢aligmada ise; domates atii, malt 6ziitli, maya Oziiti,
pepton ve glukoz olmak flizere bes besiyeri bileseninin optimum derisimlerinin
belirlenmesinde; cevap ylizey yontemi kullanilmistir. Domates atig1 ve maya 0ziitiiniin
daha yiiksek derisimlerinin karotenoid tretimini destekledigi belirtilmistir. Karotenoid
sentezinin aksine yiiksek maya oOziitii derisiminin biyokiitle olusumunu olumsuz
etkilerken, besiyerindeki yliksek glukoz miktarinin biyokiitle olusumunu destekledigi
belirtilmistir. Olusturulan model ile, maksimum karotenoid derisimi i¢in ortam
bilesenlerinin optimal derisimlerinin, domates ekstrakti ile malt 6ziitli, maya 0ziitii,
pepton ve glukoz i¢in sirasiyla; 660 mL/L ile 1.5, 4.5, 7.4 ve 10 g/L olarak hesaplandigi

bildirilmistir. Bu c¢alismada belirlenen optimum besiyeri konsantrasyonlarinda elde
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edilen maksimum karotenoid derigiminin (2.92 mg/L), modelde 6ngdriilen deger (3.10

mg/L) ile korelasyon i¢inde bulundugu rapor edilmistir.

Maldonade ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir c¢alismada, bir Rhodotorula
mucilaginosa susu ile maksimum karotenoid tiretimi igin, sirali istatiksel yontemlerin
kullanildigi bildirilmistir. Bu amagla bagimsiz degisken olarak secilen pH, glukoz,
maya oOziiti, MgSO47H20 ve KHyPOs’in farkli seviyelerinin belirlenmesinde 24
faktoryel deney tasariminin kullanildigi ifade edilmistir. Bu deneylerin sonucunda
karotenoid iiretiminde en etkili degiskenin maya 6ziitii oldugu ve iiretime olumlu bir
etkisi oldugu, pH’nin ise oOnemli bir etkisi olmadigi bildirilmistir. S6z konusu
aragtirmada, KH>PO4 bileseninin karotenoid iiretimine olumsuz bir etkisi oldugu
belirlenirken, MgSO47H,0’n biyokiitle olusumu ftizerinde pozitif, karotenoid iiretimi
tizerinde ise negatif etkisi oldugu belirtilmistir. Anilan c¢aligmada; MgSO47H20 ve
KH2PO4’1n karotenoid iiretimi iizerine istatiksel olarak dnemli bir etkisinin olmadig1 da
ifade edilmistir. Ayrica, glukozun mikrobiyel gelisme i¢in gerekli olmasi nedeniyle
biyokiitle olusumu iizerine pozitif etkisi olmasina ragmen karotenoid iiretimi igin
onemli bir etkisinin tespit edilmedigi de belirtilmistir. Her iki bagimli degisken degeri
(biyokiitle ve karotenoid derisimleri) i¢in de; glukoz ve maya 6ziitii disinda bagimsiz
degiskenlerin etkilesimlerinin 6nemli bir etkisinin belirlenmedigi de bildirilmistir.
Anilan ¢alismada karotenoid lretiminin optimizasyonu amaciyla, iki faktorlii iki
seviyede bir dizayndan elde edilen tam karesel bir denklem ile acgiklanan ikinci
dereceden merkezi karma deney tasarimi kullanilarak glukoz ve maya Oziitiiniin
karotenoid tiretimi iizerine etkilerinin arastirildigi belirtilmistir. Yapilan optimizasyon
sonucunda maksimum karotenoid iiretiminin; 5 g/ maya oziiti ve 20 g/L glukoz
bulunan ortamda elde edildigi ve karotenoid olusumunun maya o6ziitii derisimindeki

degisimlere, glukoz derisiminden daha hassas oldugu da ifade edilmistir.

4.7. Cesitli Dogal Substrat Kaynaklarmin R. glutinis var. glutinis NBRC 1125

Susunun fB-karoten Uretimi Uzerine Etkilerinin incelenmesine iliskin Sonuclar

Dogal substrat kaynagi olarak, cesitli tarimsal artiklarin, fermantasyon ortami veya
fermantasyon ortamindaki temel substrat yerine kullanilmalarinin, incelenen R. glutinis
var. glutinis NBRC 1125 susunun p-karoten {iretimi iizerine etkilerini inceleyen

deneylere iligkin sonuglar asagida verilmektedir.
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4.7.1. Seker Pancan Kiispesi Oziitii ile Yapilan Calismalar

Seker pancari kiispesi 6ziitii (SPKO) ile gerceklestirilen deneylerde, bilesensiz SPKO ve
icerisine karbon kaynag1 disindaki bilesenler eklenmis SPKO ortamlarmin toplam seker
baslangi¢ derisimleri sirastyla; 12.4 ve 14.3 g/L olarak tayin edilmistir. Bu deneyler
icin, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun, baslangi¢ inokiilasyon derisimi;
1.8x10" kob/mL olarak hesaplanmustir. Bilesenli ve bilesensiz olarak hazirlanmis olan
fermantasyon ortamlarinda, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun {irettigi -

karoten derisiminin zamanla degisimlerini gosteren grafik; Sekil 4.60°da gosterilmistir.
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Sekil 4.60. Bilesenli ve bilesensiz seker pancari kiispesi Ozitiiniin kullanildigi
ortamlarda, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen -

karoten derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu calismada, elde edilen en yiiksek B-karoten derisimleri; bilesensiz SPKO
fermentasyon ortaminda; 165. saatte 1.74 mg/L olarak belirlenirken, ana fermentasyon
ortamindaki karbon kaynagi disindaki diger bilesenleri de igeren, SPKO’niin
kullanildig1 fermentasyon ortaminda ise; 312. saatte 3.42 mg/L olarak tayin edilmistir

(Sekil 4.60).
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Bu deneylerde, her iki fermantasyon ortaminda elde edilen biyokiitle derisimlerinin
zamanla degisimleri, Sekil 4.61°de verilmistir. Ilgili grafik incelendiginde, biyokiitle
derigimlerinin her iki ortamda da 6nce, fermantasyonun 194. saatine kadar arttig1, daha
sonra ise, bilesensiz SPKO ortaminda bu degerin ¢ok fazla degismedigi, bilesenli SPKO
ortaminda ise; biyokiitle derisiminin bir miktar azaldig1 saptanmistir. Her iki ortamda da
en yliksek biyokiitle derisimleri; fermantasyonun 194. saatinde belirlenmis olup, bu
degerler bilesensiz ve bilesenli SPKO ortamlar1 igin sirasiyla; 2.82 g/L ve 6.18 g/L
olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.61. Bilesenli ve bilesensiz seker pancari kiispesi Ozitiiniin kullanildigi
ortamlarda, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle

derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu deneylerde c¢alisilan susun her iki ortamdaki 6zgiil {ireme hizlarinin
hesaplanmalarinda, Sekil 4.61°deki veriler kullanilarak InX degerlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler ¢izilmis ve iissel iireme bolgesindeki mikroorganizma
ozgiil lireme hizlari hesaplanmustir. Bilesenli ve bilesensiz SPKO ortamlarinda, R.

glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu i¢in In X degerlerinin zamanla degisimlerini
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gosteren grafik, Sekil 4.62°de sunulmustur. Bilesensiz ve bilesenli SPKO ortamlarinda
gerceklestirilen deneylerde mikroorganizma 6zgiil ireme hizlar1 (p) sirastyla; 0.025 ve

0.029 sa! olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.62. Bilesenli ve bilesensiz seker pancart kiispesi Oziitiiniin kullanildigi
ortamlarda, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun In X degerlerinin

zamanla degisimleri

Seker pancar1 kiispesi Oziitii ile yapilan ¢alismada ayrica, maksimum iiriin olusum
hizlar1 da hesaplanmistir. Bu amagla 6nce, B-karoten derisiminin zamanla degisimlerini
gosteren grafik (Sekil 4.60) kullanilarak, bilesenli ve bilesensiz SPKO ortamlarinda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun farkli zamanlardaki iriin olusum hizi
degerleri hesaplanmis ve en yiiksek {iriin olusum hizlar1 ise sirasiyla; 0.0097 ve 0.0192
mg [-karoten/(L.sa) olarak elde edilmistir. Bu calismada, farkli zamanlardaki 6zgiil
tirtin olusum hiz1 degerleri de hesaplanmustir. En yiiksek 6zgiil tiriin olusum hizlar1 (ym)
bilesensiz ve bilesenli SPKO ortamlarinda sirastyla; 0.0081 ve 0.0138 mg B-karoten/(g

mo.sa) olarak elde edilmistir.
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Seker pancar1 kiispesi Oziitiiniin kullanildigi deneylerde fermantasyon ortamlarindaki
toplam seker derisimlerinin zamanla degisimleri, Sekil 4.63’de gosterilmistir. Bu
deneylerde fermantasyon ortamlarindaki toplam seker derisimleri fenol siilfiirik asit
yontemi ile tayin edilmistir. Bu amagla toplam seker analizi i¢in daha Onceden
hazirlanmis  olan sakkaroz ¢alisma dogrusundan yararlamlmustir. Ilgili  grafik
incelendiginde bilesenli SPKO igeren fermantasyon ortamindaki toplam sekerin,

bilesensiz SPKO ortamina gére, daha kisa siirede tiiketildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.63. Seker pancar1 kiispesi Oziitiiniin kullanildig1 ¢alismalarda fermantasyon

ortamlaridaki toplam seker derisimlerinin zamanla degisimleri

Ulkemizin seker pancarindan seker iiretiminde Diinya’da sayili iilkelerden biri oldugu
ve Tirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2008 verilerine gére iilkemizde yaklasik 16
milyon ton seker pancart dretildigi bildirilmektedir (Aldemir ve Karsh, 2012).
2019/2020 donemi igin verilen rakamlara gore Tiirkiye seker fabrikalarindaki toplam
melas iiretimi; 283 bin ton iken yas kiispe iiretimi ise; 2 milyon ton olarak verilmistir
(Anonim, 2020). Seker iiretimi sirasinda yiiksek miktarlarda seker kiispesi olustugu
bilinmektedir. Seker pancar1 kiispesi genel olarak hayvan yemi olarak
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degerlendirilmektedir. Caligmanin bu kisminda s6z konusu bu gida sanayii artiginin,
katma degeri yiiksek bir iirlin olan B-karoten iiretiminde degerlendirilebilirliginin

arastirilmasi da amaglanmstir.

Seker pancar1 Oziitii ile yapilan ¢alismada, [-karoten ve biyokiitle derisimleri basta
olmak tizere, 6zgiil lireme hizi, iirlin olusum ve 6zgiil iiriin olusum hizlar ile ilgili tim
sonuclar i¢in en yiiksek degerlerin; bilesenli olan ortamda elde edildigi belirlenmistir.
Incelenen sus tarafindan ortamdaki sekerin, bilesenli SPKO ortaminda daha kisa siirede

tilketildigi bulgulanmistir.

Rubio ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada kullanilan R. glutinis susunun
yiiksek seker igeren melast kullanabilecek kadar yiiksek invertaz aktivitesine sahip
oldugu rapor edilmistir. Bir Rhodotorula glutinis susu ile a-L-arabinofuranozidaz (E.C.
3.2.1.55) enzimi liretiminde, seker pancart melasi ve kiispesinin karbon kaynagi olarak
denendigi bir calismada; kiispenin 6zgil iireme hizin1 en az destekledigi belirtilmistir
(Martinez ve ark., 2006). Seliilloz ve hemiseliiloz iceren kiispede, sadece 3.7 g/L
indirgen seker bulunmasi nedeni ile susun asimile edilebilecegi karbon kaynaginin

melasa gore ¢ok daha az olmasinin, bunun nedeni oldugu ifade edilmistir.

Gergeklestirdigimiz tez ¢alismasinda fermantasyonun 192. saatinden sonra biyokiitle ve
B-karoten derigimlerinin de pek fazla degismemesinin nedeni; Sekil 4.63°da goriilecegi
lizere ortamda toplam seker derisiminin nerdeyse tiikenmesiyle ortamda asimile

edilecek karbon kaynagi kalmamasinin sonucu olarak agiklanabilir.

4.7.2. Uziim Posasi Oziitii le Yapilan Calismalar

Bu c¢alismada bir diger dogal substrat kaynagi olarak, beyaz iliziim posasindan elde
edilen &ziit kullamlmustir. Uziim posasi oziitiiniin baslangic glukoz ve fruktoz
derisimleri sirasiyla; 68.3 ve 50.2 g/L olarak tayin edilmistir. Bilesenli UPO igeren
fermantasyon ortaminin baslangic glukoz ve fruktoz derisimleri ise sirasiyla; 66.4 ve
52.5 g/L olarak bulunmustur. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun, hazirlanan
fermantasyon ortamlari igin baslangi¢ inokiilasyon derisimi ise; 1.8x107 kob/mL olarak

hesaplanmustir. Uziim posasi 6ziitii ile hazirlanan fermantasyon ortamlar1 kullanilarak
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gerceklestirilen bu deneylerde, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan

iiretilen B-karoten derisimlerinin zamanla degisimleri, Sekil 4.64’de sunulmustur.
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Sekil 4.64. Bilesenli ve bilesensiz {iziim posasi Oziitiiniin kullanildigi ortamlarda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen [-karoten

derigimlerinin zamanla degisimleri

Bilesenli UPO’niin fermantasyon ortanmu olarak kullanildigi deneylerde, diger ortama
gore daha yliksek B-karoten derisimlerinin elde edildigi ve bu ortamdaki en yiiksek f-
karoten derisiminin, fermantasyonun sonunda, 7.57 mg/L oldugu tespit edilmistir.
Yalmizca UPO igeren ortamda elde edilen en yiiksek B-karoten derisimi ise,

fermantasyonun 312. saatinde; 3.09 mg/L olarak tayin edilmistir.

Uziim posas1 6ziitii ile calisilan deneylerde, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125
susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri Sekil 4.65’deki grafikte

verilmistir.
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Sekil 4.65. Bilesenli ve bilesensiz {liziim posasi Oziitiinlin kullanildigir ortamlarda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimleri

UPO’niin fermantasyon ortami olarak kullanildig: deneyde, incelenen susun biyokiitle
derisiminin fermantasyon siliresince arttigi ve en yiliksek degerin fermantasyonun
sonunda; 15.5 g/L oldugu tespit edilmistir. Bilesenli UPO’niin kullanildig
fermantasyon ortaminda ise, ¢alisilan susun biyokiitle derisiminin fermantasyonun 216.
saatine kadar artt1g1, daha sonra ise zamanla ¢ok fazla degismedigi belirlenmistir. Uziim
posasi Oziitii ile yapilan bu deneylerde, ortama eklenen diger bilesenlerin liremeyi ve -

karoten tiretimini tesvik ettikleri belirlenmistir.

Calismada incelenen susa ait 6zgil tireme hizlari, InX degerlerinin zamanla degisimini
gosteren grafikten yararlanilarak hesaplanmistir (Sekil 4.66). Bu deneylerde, UPO ve
bilesenli UPO’niin kullanildi1 fermantasyon ortamlarinda, calisilan susa ait iissel
lireme bolgesindeki 6zgiil tireme hizlart (p) swrasiyla; 0.025 ve 0.033 sa? olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.66. Bilesenli ve bilesensiz liziim posasi Oziitiiniin kullanildigir ortamlarda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun In X degerlerinin zamanla

degisimleri

Bu deneylerde ayrica, maksimum tiriin olusum ve maksimum 6zgiil {irtin olusum hizlari
da belirlenmistir. Bu amagla once, Sekil 4.64’de verilen B-karoten derisimlerinin
zamanla degisimlerini gosteren grafik kullanilmis ve farkli zamanlardaki {iriin olusum
hiz1 degerleri hesaplanarak en yiiksek iiriin olusum hizi degerleri bulunmustur. UPO ve
bilesenli UPO’niin kullan1ldig1 fermantasyon ortamlarinda, elde edilen en yiiksek {iriin
olusum hizlar1 sirasiyla; 0.0122 ve 0.0305 mg B-karoten/(L.sa) olarak belirlenirken, en
yiiksek 0zgiil iiriin olusum hizlar1 (ym) ise sirasiyla; 0.0049 ve 0.0153 mg [-karoten/(g

mo.sa) olarak tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, UPO ve bunun bilesenli ortamindaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin
zamanla degisimleri sirasiyla; Sekil 4.67 ve Sekil 4.68’de verilmistir. Sekil 4.67°de yer
alan grafik incelendiginde, fermantasyonun ilk giinlerinde glukoz tiikketiminin fruktoza
oranla bir miktar daha fazla oldugu, daha sonra ise; fermantasyon siiresince her iki

sekerin de kullanilan maya susu tarafindan tiiketilerek giderek azaldigi belirlenmistir.
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Fermantasyon sonunda ortamda harcanmadan kalan glukoz ve fruktoz derisimlerinin

strastyla; 33.4 ve 20.1 g/L oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.67. Uziim posast Oziitiiniin kullanildig1  calismalarda  fermantasyon

ortamlarindaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri

Bilesenli iiziim posast oOziitiiniin kullanildig1 ¢alismalarda glukoz ve fruktoz
derigimlerinin zamanla degisimleri incelendiginde ise, fermantasyonun baslangicinda
her iki sekerin de kullanilmaya baslandigi, fermantasyonun ilerlemesiyle fruktozun,
ortamda bulunan glukoza gore daha fazla tiiketildigi saptanmustir (Sekil 4.68). Bu
deneylerde fermantasyonun sonunda, tiiketilmeden kalan glukoz ve fruktoz
derigimlerinin sirastyla; 42.1 ve 11.7 g/L oldugu belirlenmistir. Arastirmamizda 6nceki
deneylerimizde belirlenen; ¢alisilan R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun
fruktofilik karakterde olmasinin, ortamdaki fruktozun, glukoza kiyasla daha fazla

tiikketilmesinin nedeni oldugu diistintilmektedir.

Bunun yanisira, bilesenli UPO igeren fermantasyon ortamiin, diger UPO ortamina gore
hem iiremeyi ve hem de P-karoten {iiretimini tesvik etmesi nedeniyle de; fruktoz

tiiketiminin artt1g1 belirlenmistir.
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Sekil 4.68. Bilesenli liziim posasi Oziitiiniin kullanildig1i ¢alismalarda fermantasyon

ortamlarindaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri

Uziim meyvesinin diinya ¢apinda yaklasik olarak; 7.2 milyon hektar bir alanda, 77
milyon ton iiretim miktar1 ile en fazla iiretilen meyvelerin basinda geldigi rapor
edilmektedir. Diinya iilkeleri arasinda Tiirkiye’nin, 467 bin hektar bag alami ile 5.
sirada, yaklagik 4.2 milyon ton iiziim {iretimi ile ise 6. sirada yer aldig1 bildirilmektedir.
Tiirkiye’deki iizim iiretiminin yaklasik; 2.2 milyon tonu sofralik, 1.6 milyon tonu
kurutmalik ve 445 bin tonu saraplik olarak degerlendirildigi belirtilmektedir (Bekar,
2016). Sarap fabrikalarinda tiziimiin suyu sikilip, suyu alindiktan sonra, tiziim ¢esidine
ve iglemeye gore % 15-25 oraninda arta kalan iiziim posasina cibre denildigi ifade
edilmektedir. Ceside gore degismekle birlikte hasat edilen her ton tiziim i¢in 75-110 kg
posa elde edildigi belirtilmektedir. Elde edilen posa ya da cibrenin pek c¢ok amacla
kullanilabildigi bildirilmektedir (Citak, Sonmez ve Oktiiren, 2006). Beyaz iiziim posast;
yiiksek miktarda suda c¢oziinebilir karbonhidratlar icerirken, kirmizi {izim posasi
iceriginin; diyet lifler ve fenolik bilesiklerce zengin oldugu ifade edilmektedir. Bu
nedenle beyaz liziim posasinin mikrobiyal prosesler i¢in daha uygun bir karbon kaynagi
oldugu bildirilmistir (Bayrak ve Biiyiikkileci, 2018). Ulkemizde iiziimiin yiiksek
miktarda {iretilmesi ve saraba islenmesi ile yiiksek miktarda posa iretildigi
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bildirilmektedir (Bekar, 2016). Bu nedenle ¢alismanin bu bdéliimiinde, beyaz {iziim
posasiin dogal substrat kaynagi olarak degerlendirilebilirligi incelenmek istenmistir.
Calisilan sus ile elde edilen sonuglar incelendiginde, UPO’niin belirli bilesenler ile
desteklendiginde, B-karoten iiretimi i¢in degerlendirilebilir bir kaynak oldugu sonucuna

ulasiimustir.

4.7.3. Findik Kabugu Hidrolizati ile Yapilan Calismalar

Tez ¢alismasinin bu boliimiinde incelenen bir diger dogal substrat kaynagi ise findik
kabugu hidrolizatidir (FKH). Bu deneylerde kullanilan FKH’ nin indirgen seker, glukoz
ve ksiloz baslangi¢ derigimleri sirasiyla; 37.8, 1.03 ve 51.2 g/L olarak saptanmuistir.
Bilesenli FKH ortamindaki indirgen seker, glukoz ve ksiloz baslangi¢ derisimleri ise
sirastyla;  39.8, 0.76 ve 55.8 g/L olarak tayin edilmistir. Deneyler, daha &nce
belirlenmis olan optimal kosullarda gergeklestirilmis olup FKH ortamlar1 i¢in R. glutinis
var. glutinis NBRC 1125 susunun baslangi¢ asilama derisimi; 4.4 x 107 kob/mL olarak

belirlenmistir.

Findik kabugu hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneylerde, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun B-karoten iiretiminin fermantasyon boyunca
degisimi Sekil 4.69’da verilmektedir. Findik kabugu hidrolizatinin kullanildig:
fermantasyon ortamlarinda, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun [-karoten
tiretimlerinin olduk¢a diisiikk oldugu belirlenmistir. Bu durumun nedeninin; findik
kabugu hidrolizatinin igerdigi inhibitér maddeler olabilecegi diisiiniilmektedir (Eryasar-
Orer ve Karasu-Yalcin, 2019). Calisilan susun FKH ve bilesenli FKH ortamlarindaki en
yiiksek B-karoten iiretimleri sirastyla; 0.75 ve 0.99 mg/L olarak fermantasyonun 97. ve

72. saatlerinde tayin edilmistir.

Bu deneylerde, calisilan susun biyokiitle derisimlerinin fermantasyon siiresince
degisimleri Sekil 4.70°de gosterilmistir. Biyokiitle derisiminin, FKH nin fermantasyon
ortami olarak kullanildig1 deneyde fermantasyon siiresi boyunca azaldigi, bilesenli FKH
iceren ortamda ise biyokiitle derisiminin 72. saate kadar arttig1, daha sonra ise azaldig1

tespit edilmistir.
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Sekil 4.69. Bilesenli ve bilesensiz findik kabugu hidrolizatinin kullanildigi ortamlarda,
R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen p-karoten

derisimlerinin zamanla degisimleri

Bilesenli FKH ortaminda, en yiliksek biyokiitle derisimi; 0.38 g/L olarak tayin
edilmistir. Sekil 4.69 ve 4.70°deki grafiklerin incelenmesinden de goriilebilecegi gibi,
FKH’nin fermantasyon ortami olarak kullanilmasimin, R. glutinis var. glutinis NBRC
1125 susunun iiremesini ve P-karoten {lretimini desteklemedigi bulunmustur. Bu
nedenle de FKH'nin kullanildig1 deneylerde mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 degerleri

hesaplanmamustir.

Bilesensiz ve bilesenli FKH'min kullanildigi fermantasyon ortamlarinda, maksimum
iriin olusum hizlari sirasiyla; 0.0067 ve 0.0096 mg B-karoten/(L.sa) olarak hesaplanmus,
maksimum 06zgiil {iriin olusum hizlar1 (ym) ise sirasiyla; 0.0269 ve 0.0266 mg [-

karoten/(g mo.sa) olarak bulunmustur.
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Sekil 4.70. Bilesenli ve bilesensiz findik kabugu hidrolizatinin kullanildig:r ortamlarda,
R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derigsimlerinin

zamanla degisimleri

Bu calismada FKH ve bilesenli FKH ortamlarindaki seker derisimlerinin, fermantasyon
stiresince degisimlerini gosteren grafikler sirasiyla; Sekil 4.71 ve 4.72’de verilmistir.
Ortamlardaki baslangic glukoz derisimleri c¢ok diisiikk ¢iktig1 i¢in, fermantasyon
stiresince takip edilmemistir. S6z konusu grafikler incelendiginde; her iki ortamda da
calisilan susun ksilozu oldukga az tiikettigi tespit edilmistir. Ayrica calisilan her iki
ortamda, fermantasyonun sonunda ksilozun ¢ok fazla tiiketilemedigi de saptanmustir.
Bilesensiz ve bilesenli FKH ortamlarinda, fermantasyon sonunda tliketilmeden kalan
indirgen seker derisimleri sirasiyla; 21.8 ve 27.2 g/L, ksiloz derisimleri ise sirasiyla;

45.1 ve 45.7 g/L olarak tayin edilmistir.

Arastirmada ¢alisilan susun, fermantasyon ortami olarak findik kabugu hidrolizati ile
kullanildiginda, gerek B-karoten iiretiminin ve gerekse biyokiitle gelisiminin bundan

olumlu etkilenmedigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.71. Findik kabugu hidrolizatinin kullanildigi ¢alismalarda fermantasyon

ortamindaki indirgen seker ve ksiloz derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.72. Bilesenli findik kabugu hidrolizatinin kullanildigr  ¢alismalarda
fermantasyon ortamindaki indirgen seker ve ksiloz derisimlerinin zamanla

degisimleri
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4.7.4. Kestane Kabugu Hidrolizati ile Yapilan Calismalar

Kestane kabugu hidrolizat1 (KKH) ortamlarinin kullanildig1 deneylerde, maya baslangic
asilama derisimi; 4.4 x 107 kob/mL olarak belirlenmisti. KKH’dan hazirlanan
ortamdaki glukoz ve ksiloz baslangic seker derisimleri sirasiyla; 54.3 ve 22.8 g/L olarak
tespit edilmistir. Bilesenli KKH ortamindaki glukoz ve ksiloz baslangi¢ seker
derigimleri ise sirastyla; 54.7 ve 26 g/L olarak belirlenmistir. Kestane kabugu hidrolizati
ile hazirlanan fermantasyon ortamlarinda incelenen susun P-karoten derigimlerinin

fermantasyon siiresince degisimleri; Sekil 4.73’de verilmektedir.
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Sekil 4.73. Bilesenli ve bilesensiz kestane kabugu hidrolizatinin kullanildig: ortamlarda,
R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iretilen B-karoten

derigimlerinin zamanla degisimleri

KKH ve bilesenli KKH’ nin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneylerde, en
yiiksek B-karoten derigimi her iki ortam i¢in de 72. saate ve sirasiyla; 0.86 ve 1.46 mg/L
olarak tayin edilmistir. Elde edilen verilerden de goriilebilecegi gibi bu ortamlarin,

incelenen susun B-karoten iiretimi i¢in uygun olmadiklar1 saptanmistir.
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Bu deneylerde, incelenen susa ait biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri; Sekil
4.74°de verilmektedir. Ilgili grafikten de goriilebilecegi gibi KKH ortamlarmmn her
ikisinin de calisilan; R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun iiremesini
desteklemedigi belirlenmistir. Bu nedenle de, deneylerin bu kisminda ¢aligilan maya
susuna ait 6zgil tireme hizlar1 hesaplanmamistir. KKH ve bilesenli KKH ortamlari i¢in
hesaplanan maksimum {irin olusum hizlar1 sirasiyla; 0.0138 ve 0.0260 mg -
karoten/(L.sa) olarak hesaplanirken, ayni ortamlar i¢in maksimum 06zgiil iiriin olusum

hizlart (ym) ise sirasiyla; 0.0573 ve 0.0403 mg p-karoten/(y mo.sa) olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.74. Bilesenli ve bilesensiz kestane kabugu hidrolizatinin kullanildig: ortamlarda,
R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin

zamanla degisimleri

Sekil 4.75 ve 4.76’de, KKH ve bilesenli KKH ortami kullanilarak yapilan deneylerde

bazi sekerlerin fermantasyon siiresince degisimleri verilmektedir.
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4.75. Kestane kabugu hidrolizatinin kullanildigi g¢alismalarda fermantasyon

ortamindaki glukoz ve ksiloz derisimlerinin zamanla degisimleri
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KKH ortamindaki glukoz derisiminin, fermantasyon boyunca giderek azalmakla
birlikte, c¢alisilan R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan tamamen
tilketilemedigi ve fermantasyon sonunda ortamda kalan glukoz derisiminin; 43.2 g/L
oldugu belirlenmistir. Ayn1 ortamdaki ksiloz tliketiminin de glukoz tiiketimine benzer
bir degisim gosterdigi saptanmistir. Bu deneylerde, baslangic derisimi 22.8 g/L olan
ksilozun fermantasyon sonundaki derisimi; 13.8 g/L olarak tayin edilmistir. Bilesenli
KKH ortaminda, ortamda bulunan ksilozun ilk 24 saat igerisinde daha hizli
tilketilmesine ragmen ilerleyen siiregte ksiloz tliketiminin yavasladigi belirlenmistir.
Fermantasyon sonunda ortamda tiiketilmeden kalan ksiloz derisimi; 15.1 g/L olarak
hesaplanmistir. Bu ortamdaki glukoz tiikketiminin de fermantasyon siiresince yavas
oldugu ve fermantasyon sonunda ortamda kalan glukoz derisiminin ise; 42.5 g/L oldugu
saptanmistir. Genel olarak KKH ve bilesenli KKH ortamlari karsilastirildiginda, glukoz

ve ksiloz tiiketimleri agisindan her iki ortamda fazla bir fark olmadig1 da belirlenmistir.

4.7.5. Armut Posasi Oziitii ile Yapilan Cahsmalar

Armut posasi 6ziitii (APO) ile yapilan deneylerde, hazirlanan fermantasyon ortamlarinin
baslangic asilama derisimleri; 3.5x107 kob/mL olarak tayin edilmistir. S6z konusu
deneylerde bilesensiz APO fermantasyon ortaminda baslangic glukoz ve fruktoz
derisimleri sirasiyla; 6.6 ve 39.3 g/L olarak belirlenmistir. Bilesenli APO icin ise bu
degerler sirasiyla 8.3 ve 43.3 g/L olarak tayin edilmislerdir. Her iki ortamdaki glukoz
baslangi¢ derisimleri diisiikk bulundugu i¢in, bu deneylerde fermantasyon siiresince,
yalnizca ortamlardaki fruktoz derisimlerinin degisimleri incelenmistir. Bilesenli ve
bilesensiz APO’niin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneylerde, R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susu tarafindan {iretilen [-karoten derisimlerinin zamanla

degisimleri, Sekil 4.77°de verilmektedir.

Ilgili sekil incelendiginde; armut posasi dziitiine ana fermantasyon ortamindaki fruktoz
disindaki bilesenlerin ilave edilmesinin, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun [3-

karoten iiretimini olduk¢a olumlu etkiledigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.77. Bilesenli ve bilesensiz armut posasi 6ziitiiniin kullanildigr ortamlarda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen [-karoten

derisimlerinin zamanla degisimleri

Bilesenlerin eklenmedigi, sadece APO éziitiinden olusan ortamda elde edilen en yiiksek
B-karoten derisimi, fermantasyonun 140. saatinde, 1.85 mg/L olarak tayin edilmistir.
Bilesenli APO’niin kullanildig1 ortamda ise; calisilan sus tarafindan iiretilen p-karoten
derisiminin fermantasyonun siiresince hizla arttigi ve en yiiksek degerine; 8.07 mg/L

olarak, fermantasyonun sonunda ulastig1 saptanmustir.

Sekil 4.78°de, APO ile bilesenli APO’niin fermantasyon ortamlar1 olarak kullanildig
deneylerde, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin
zamanla degisimleri verilmektedir. Ilgili grafik incelendiginde, bilesenli ortamda
biyokiitle derisiminin 6zellikle 96. saatten sonra hizla arttif1 ve en yiiksek degerine de
(15.14 g/L) fermantasyonun sonunda ulastigi saptanmustir. APO fermantasyon ortamu
olarak kullanildiginda ise, biyokiitle derisimindeki artisin oldukga yavas oldugu ve bu
ortam i¢in tayin edilen en yiiksek biyokiitle derisiminin, fermantasyonun sonunda 4.20

g/L oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.78. Bilesenli ve bilesensiz armut posasi 6ziitiiniin kullanildigr ortamlarda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimleri

Bu deneylere ait In X grafigi, Sekil 4.79’da verilmektedir. APO ve bilesenli APO
ortamlarinda, ¢alisilan sus i¢in hesaplanan 6zgiil ireme hizlar1 sirasiyla; 0.025 ve 0.030
sa! olarak hesaplanmistir. Calismanin bu boliimiinde ayrica incelenen maya susu igin,
en yiiksek {iriin ve 6zgiil iiriin olusum hizlar1 da hesaplanmistir. APO ve bilesenli APO
ortamlarinda, en yliksek PB-karoten olusum hizlart sirasiyla; 0.0147 ve 0.0183 mg B-
karoten/(L.sa) olarak hesaplanirken, en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hizlar1 ise sirasiyla;

0.0167 ve 0.0235 mg B-karoten/(g mo.sa) olarak hesaplanmislardir.

APO’ niin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneylerde fruktoz derisimlerinin
zamanla degisimleri, Sekil 4.80°de gosterilmektedir. Ilgili grafikte, APO’ niin
kullanildig1 fermantasyon ortaminda fruktozun, bilesenli APO ortamindakine gére ¢ok

daha az tiiketildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.79. Bilesenli ve bilesensiz armut posast dziitiiniin kullanildigr ortamlarda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun In X degerlerinin zamanla

degisimleri

50
40
S
&
Z %
~
N 20
k.
=
1=
R 10 Armut posasi dziitil

B Bilesenli armut posas1 oziitii
0 1 1 1 1 1 1 1
0 48 96 144 192 240 288 336 384
t (sa)

Sekil 4.80. Bilesenli ve bilesensiz armut posasi Ozitiiniin kullanildig1 ¢alismalarda

fermantasyon ortamindaki fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri
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APO ortaminda fermantasyon sonunda tiiketilmeden kalan fruktoz miktari; 28.8 g/L
olarak belirlenirken, bilesenli ortamda ise bu deger; 4.0 g/L’ dir. APO ortaminda,
incelenen susun fruktoz tiikketiminin 188. saate kadar yavas olarak devam ettigi, daha
sonra ise ¢ok fazla degismedigi belirlenirken, bilesenli ortamda ise; fruktozun 6zellikle

112. saatten sonra hizl bir sekilde tiiketildigi saptanmustir.

4.7.6. Uziim Suyu ile Yapilan Cahsmalar

Uziim suyu (US) ile hazirlanan fermantasyon ortamlarinda ¢alisilan susun baslangic
asilama derisimleri; 3.5 x 107 kob/mL olarak tayin edilmistir. US ortamindaki glukoz ve
fruktozun baslangi¢ derisimleri sirasiyla; 112.0 ve 123.1 g/L olarak belirlenirken,
bilesenli US ortaminda ise bu degerler sirasiyla; 102.5 ve 108.7 g/L olarak tayin

edilmistir.

Uziim suyunun fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneylerde, ¢alisilan susun p-
karoten derisimlerinin zamanla degisimleri, Sekil 4.81°de verilmistir. Ilgili grafik
incelendiginde, her iki ortamda da [-karoten derisimlerinde, fermantasyonun 188.
saatine kadar, bir miktar artis oldugu, daha sonra ise bilesenli US ortamindaki p-karoten
iiretiminin fermantasyonun sonuna kadar hizla artti1, US ortaminda ise bir miktar artis
gosterdikten sonra ¢ok fazla degismedigi bulunmustur. Bilesenli US ortaminda ¢alisilan
sus tarafindan iiretilen en yliksek B-karoten derisimi; 7.37 mg/L olarak fermantasyonun
sonunda tespit edilirken, US ortaminda elde edilen en yiiksek B-karoten derisimi ise;

3.55 g/L olarak tayin edilmistir.

US ve bilesenli US ortamlarinda gergeklestirilen deneylerde, calisilan susun biyokiitle
derisimlerinin zamanla degisimleri, Sekil 4.82’de verilmektedir. Bu deneylerde her iki
ortamdaki  biyokiitle derisimlerinin fermantasyon siliresince arttigi, ancak
fermantasyonun sonunda, bilesenli US ortamindaki biyokiitle derisiminin (16.66 g/L),
US ortamindaki (9.78 g/L) ile kiyaslandiginda ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir. -
karoten {iretiminde oldugu gibi, bilesen eklenmis US ortaminin, incelenen susun

iiremesini de olumlu yonde destekledigi saptanmastir.

195



Uziim suyu

T Bilesenli iiziim suyu

pB-karoten (mg/L)
=

0 1 1 1 1 1 1 1
0 43 96 144 192 240 238 336 384

t (sa)

Sekil 4.81. Bilesenli ve bilesensiz {iziim suyunun kullanildigir ortamlarda, R. glutinis
var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan tretilen -karoten derisimlerinin

zamanla degisimleri
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Sekil 4.82. Bilesenli ve bilesensiz tiziim suyunun kullanildigir ortamlarda, R. glutinis

var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimleri
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(Calismada, deneylerden elde edilen kuru hiicre agirliklarindan yararlanilarak hesaplanan
InX degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafik Sekil 4.83’de verilmektedir. Bu
grafikten, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun {iziim suyu bulunan her iki

ortamda da 6zgiil lireme hizlar1 (n); 0.025 sa™! olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.83. Bilesenli ve bilesensiz tiziim suyunun kullanildigi ortamlarda, R. glutinis

var. glutinis NBRC 1125 susunun In X degerlerinin zamanla degisimleri

Calismanin bu asamasinda ayrica, PB-karoten ve biyokiitle derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafiklerden yararlanarak ¢alisilan sus i¢in maksimum B-karoten
iiretim ve Ozgiil B-karoten iiretim hizlar1 da hesaplanmustir. US ve bilesenli US
ortamlarinda elde edilen en yiiksek 0zgiil iirlin olusum hizlar1 sirasiyla; 0.0282 ve
0.0570 mg B-karoten/(L.sa) olarak tespit edilmistir. US ve bilesenli US ortamlari i¢in en
yiiksek 0zgiil tirin olusum hizlar1 (ym) ise sirasiyla; 0.0148 ve 0.0309 mg B-karoten/(g

mo.sa) olarak hesaplanmustir.

US ve bilesenli US’nun kullanildigi ortamlarda bulunan, glukoz ve fruktozun
derisimlerinin fermantasyon siiresince degisimleri sirasiyla; Sekil 4.84 ve Sekil 4.85°de

verilmistir.
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Sekil 4.84. Uziim suyunun kullanildig1 ¢alismalarda fermantasyon ortamindaki glukoz

ve fruktoz derigimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.85. Bilesenli tiziim suyunun kullanildig1 ¢aligmalarda fermantasyon ortamindaki

glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri

198



Fermantasyon sonunda US ortaminda ¢alisilan sus tarafindan tiiketilmeden kalan glukoz
ve fruktoz derisimleri sirasiyla, 92.2 ve 61.2 g/L iken, bilesenli US ortaminda ise bu
degerler sirasiyla; 90.4 ve 39.3 g/L olarak hesaplanmistir. Her iki ortamda da, fruktoz

tiiketiminin glukoz ile kiyaslandiginda daha fazla oldugu belirlenmistir.

TUIK verilerine gore iiziimiin; 3.650 bin ton ile, Tiirkiye’de karpuzdan sonra en fazla
tiretilen ikinci meyve oldugu rapor edilmistir (TC. Ekonomi Bakanligi, 2017). 2008
yilinda Tiirkiye’de meyve suyuna islenen tizim miktar1 16.9 bin ton olarak bildirilmistir
(Siiliik, Tosun ve Ekinci, 2018). 2015 yilinda ise; 1.421 ton iiziim suyunun ihrag edildigi
rapor edilmistir (TC. Ekonomi Bakanligi, 2016). Bu durumlarin yanisira Diinya
pazarinin su anda ve muhtemel gelecekteki egiliminin, tiiketilenden ¢ok daha fazla
sarap iretimi yoniinde oldugu ve bunun sonucu olarak 6zellikle Akdeniz bdlgesinde
biiyiik miktarda {iziim siras1 ihtiya¢ fazlasi iiretim oldugu belirtilmektedir (Buzzini ve
Martini, 1999). Bu ¢alismada, ihtiyag¢ fazlasi olan iiziim suyunun dogal substrat olarak

B-karoten tliretiminde degerlendirilebilirliginin de incelenmesi amaglanmagtir.

Buzzini ve Martini (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, R. glutinis DBVPG 3852
susu ile karotenoid iiretimi i¢in bazi tarim sanayii atiklarinin fermantasyon ortaminda
karbon kaynagi olarak kullanilmasi denenmistir. S6z konusu arastirmada bu amacla
konsantre {iziim sirasi, liziim sirasi, glukoz surubu, seker pancart melasi, soya fasulyesi
unu Oziitli, misir unu Ozitiiniin denendigi bildirilmistir. Anilan g¢aligmada, karbon
kaynaklarinin toplam karbonhidrat miktarinin 40 g/L olacak sekilde, KH2PO4 8 g/L,
MgSO47H20 0.5 g/L, maya oziitii 3.0 g/L olan fermantasyon ortamina ilave edilerek
denendigi ve en yiiksek karotenoid iiretiminin (5.96 mg/L), bilesiminde konsantre {iziim

strast bulunan ortamda elde edildigi rapor edilmistir.

Yan ve ark., (2012) tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada, rekombinant endiistriyel bir
sarap mayasi olarak tanimlanan Saccharomyces cerevisiae T73-63 ve FY-09 suslar1 ile
B-karoten, ergosterol ve yag asiti iretimleri icin Merlot cinsi liziim suyunun,
fermantasyon ortami olarak kullanildigi belirtilmistir. S6z konusu c¢alismada; {iziim
suyunun, bu mayalar ile yiiksek diizeyde karotenoid iiretimini saglayacak sekilde

mevalonat iz yolunun aktiflesmesine yol actig1 belirtilmistir.
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4.7.7. Elma Posasi Oziitii fle Yapilan Cahsmalar

Bu calismada bir diger dogal substrat kaynagi olarak; elma posasi 6ziitii (EPO) ile
calisilmistir. Elma posasi oziitii ile hazirlanan fermantasyon ortamlari i¢in baslangic
maya asilama derisimi; 3.5x107 kob/mL olarak belirlenmis olup deneyler, dnceden
saptanmis olan optimum fermantasyon kosullarinda gergeklestirilmistir. EPO
ortamindaki baslangi¢c glukoz, fruktoz ve indirgen derisimleri sirasiyla; 32.2, 63.8 ve
111.2 g/L olarak hesap edilmistir. Bilesenli EPO ortamindaki baslangi¢ glukoz, fruktoz

ve indirgen derigimleri ise sirasiyla; 29.0, 58.4 ve 97.2 g/L olarak tayin edilmistir.

EPO ve bilesenli EPO fermantasyon ortamlarinda, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125
susu tarafindan iretilen B-karoten derisimlerinin zamanla degisimleri, Sekil 4.86°de
verilmektedir. Ilgili grafik incelendiginde; EPO ve bilesenli EPO ortamlarinda
fermantasyonun baglangicinda, B-karoten liretimlerinin diisiik oldugu, fermantasyonun
96. saatinden sonra ise bilesenli EPO ortamindaki B-karoten iiretiminin hizl1 bir sekilde

artarken, EPO ortaminda ise iiretimin genel olarak diisiik oldugu belirlenmistir.

¢ Elma posas1 6ziitil

W Bilesenli elma posasi §ziitit

p-karoten (mg/L)

0 48 96 144 192 240 288 336 384
t (sa)

Sekil 4.86. Bilesenli ve bilesensiz elma posasi 6ziitiiniin kullanildigi ortamlarda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen p-karoten

derisimlerinin zamanla degisimleri
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EPO ve bilesenli EPO ortamlarinda R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan
iretilen en yiikksek p-karoten iiretimleri sirasiyla; 2.16 ve 8.46 mg/L olarak

hesaplanmustir.

Dogal substrat olarak EPO ile galisilan deneylerde elde edilen biyokiitle derisimlerinin
zamanla degisimleri; Sekil 4.87°de verilmistir. Ilgili grafik incelendiginde,
fermantasyonun ilk giinlerinde; 119. saate kadar EPO ve bilesenli ortamindaki biyokiitle
derisimlerinin yakin degerlerde olduklari, daha sonra ise bilesenli EPO ortamindaki
biyokiitle miktarinin hizla arttigi belirlenmistir. EPO ortaminda ise, fermantasyon
siiresince c¢alisilan susun biyokiitle derisimindeki artigin, bilesenli ortam ile
karsilastirildiginda, ¢ok yiiksek olmadigi bulunmustur EPO ve bilesenli EPO
ortamlarinda elde edilen en yiiksek biyokiitle derisimleri sirasiyla; 3.84 ve 14.44 g/L
olarak, fermantasyon sonunda belirlenmistir. Bu deneylere ait InX degerlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafik; Sekil 4.88°de verilmektedir. Ilgili grafikten yararlanilarak
iissel iireme bolgelerindeki maya 6zgiil lireme hizlar1 da (i) hesaplanmis ve bu degerler

EPO ve bilesenli EPO ortamlari i¢in sirastyla; 0.019 ve 0.025 sa™! olarak bulunmustur.

16

4 Elma posas1 ziitii

M Bilesenli elma posas1 dziitil

X (/L)

0 48 96 144 192 240 288 336 384
t (sa)

Sekil 4.87. Bilesenli ve bilesensiz elma posasi 6ziitiiniin kullanildigi ortamlarda, R.
glutinis wvar. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin

zamanla degisimleri

201



B Elma posasi oziitil

Bilesenli elma posas1 §ziitit
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Sekil 4.88. Bilesenli ve bilesensiz elma posasi 6ziitiiniin kullanildigi ortamlarda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun In X degerlerinin zamanla

degisimleri

EPO ve bilesenli EPO ortamlarinda, incelenen sus igin hesaplanan en yiiksek iiriin
olusum hizlar1 sirasiyla; 0.0217 ve 0.0669 mg B-karoten/(L.sa) olarak tespit edilirken,
en yiiksek ozgiil trtin olusum hizlar1 (ym) ise, sirasiyla; 0.0300 ve 0.0235 mg B-

karoten/(g mo.sa) olarak tayin edilmistir.

Bu deneylerde, EPO’niin kullamldig1 ortamlardaki glukoz, fruktoz ve indirgen seker
derigimlerinin fermantasyon siiresince degisimlerini gosteren grafikler, Sekil 4.89 ve
Sekil 4.90°da verilmektedir. EPO’niin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde,
ortamdaki glukoz tiiketiminin olduk¢a diisiik oldugu bulunmustur. Ayni ortam igin
fruktoz tiikketiminin ise daha fazla oldugu saptanmistir. Bununla birlikte fermantasyon
sonunda ortamda tiiketilemeden kalan fruktozun; 46.2 g/L oldugu da belirlenmistir.
Bilesenli EPO ortaminda ise glukoz tiiketimi icin bilesen katilmamis EPO
ortamindakine benzer bir egilim gdzlenirken, bu ortamdaki fruktoz tiiketiminin EPO

ortamindakine gore daha fazla oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.89. Elma posasi oziitiiniin kullanildigi ¢alismalarda, fermantasyon ortamindaki

glukoz, fruktoz ve indirgen seker derisimlerinin zamanla degisimleri

120
+ Glukoz
_ 100 Py A B Fruktoz
S AIndirgen seker
&0
g 80
g
= 60
E
-g 40 F
wn
T —
20 F
0 1 1 1 1 1 1 1
0 48 96 144 192 240 288 336 384

t (sa)

Sekil 4.90. Bilesenli elma posasi Oziitiiniin kullanildigi ¢alismalarda, fermantasyon
ortamindaki glukoz, fruktoz ve indirgen seker derisimlerinin zamanla

degisimleri
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Bilesenli EPO ortaminda, fermantasyon sonunda, ortamda tiiketilemeden kalan
fruktozun; 22.1 g/L oldugu da belirlenmistir. Her iki ortam i¢in tayin edilen indirgen
seker derisimleri incelendiginde de; bilesenli ortamdaki seker tiikketiminin, yalnizca

EPO’ niin kullanild1g1 ortama gére daha yiiksek oldugu da saptanmustir.

FAO’nun 2013 yili verilerine gore; Diinya’da 5.2 milyon hektarlik bir alanda, 80.8
milyon ton elma {iiretimi yapildigi belirtilmektedir. Tiirkiye’nin bu siralamada; 3.12
milyon ton elma iretimi ile 5. olarak yer aldigi bildirilmektedir (TC. Ekonomi
Bakanligi, 2017). Ulkemizde hazirlanmis olan Cumhurbagskanlig: Strateji ve Biitge
Bagkanligi Temel Ekonomik Gostergeler Tarim iiretimi ile ilgili tabloda yer alan
verilere gore, elma iiretiminin; 2020 yilinda 4.300 bin ton oldugu rapor edilmistir (TC.
Cumhurbaskanlig1 Strateji ve Biitce Baskanligi, 2020). Diinya genelinde, yillik islenen
elma miktar1 ise; 12 milyon ton ve tahmini yillik elma atigimin da; 3-4 milyon ton
oldugu rapor edilmektedir. Meyve suyu sanayiinin baslica hammaddelerinden biri olan
elmanin, lizimden sonra en ¢ok iiretimi yapilan meyve oldugu ifade edilmektedir.
Tirkiye’de 2008 yilinda, elma suyuna islenen elma miktarinin yaklasik; 334 bin ton
oldugu bildirilmistir (Erdogan, 2010). Meyve Suyu Endiistrisi Dernegi (MEYED)
verilerine gore meyve suyuna islenen meyve miktarinin; 958 bin ton oldugu 2015
yilinda; elmanin % 47.8 pay (458 bin ton) ile birinci sirada yer aldig1 rapor edilmektedir
(TC. Ekonomi Bakanligi, 2016). Elmanin meyve suyuna islenmesiyle, yaklasik % 25-35
civarinda posa elde edildigi rapor edilmektedir. Elma posasi1 ve kabugunun; selliiloz,
mineral ve fenolik bilesiklerce bir zengin yapt gosterdigi belirtilmektedir (Aktas,

Ozdemir ve Basmacioglu-Malayoglu, 2013).

Elma posas1 oziitiiniin, 1998 yilindan 2006 yilina kadar; ¢esitli Aspergillus, Rhizopus,
Trichoderma gibi kiif ve Kluyveromyces, Saccharomyces, Candida ve Xhantamonas
gibi maya tiirleri ile yapilan enzim, aroma bilesigi, tek hiicre yagi, heteropolisakarit ve
sitrik asit tiretimi gibi bir ¢ok biyoteknolojik uygulamada kullanilan ¢ok yonli bir
substrat oldugu bildirilmektedir (Vendruscolo ve ark., 2008).

Attri ve Joshi (2005) tarafindan bir Micrococcus sp. susu ile pigment iiretimi igin
besiyeri bilesenlerinin ve fermantasyon kosullarinin optimize edilmesi {izerine bir

calisma yapilmistir. Bu arastirmada ilk olarak, farkli oranlarda elma posasi, glukoz,
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maya 0ziitli ve pepton bilesenleri igeren besiyerlerinin denendigi daha sonra farkli pH,
sicaklik ve inkiibasyon siirelerinin incelenen sus ile karotenoid iiretimine etkilerinin
incelendigi belirtilmistir. Bu denemelerde; elma posasinin 20 g/L, glukozun 0.5 g/L,
maya Oziitliinlin 1.25 g/L ve peptonun 1.25 g/L oldugu besiyerinde, en iyi biyokiitle ve
karotenoid sonuglarinin alindigi ve bu besiyerinin optimum elma posasi besiyeri olarak
secildigi belirtilmistir. Elma posasinin 20 g/L’den daha yiiksek miktarlara ¢iktig1 ve
azot kaynaklarinin besiyerindeki konsantrasyonunun giderek azaldigi deneylerde;
biyokiitle ve dolayisiyla da karotenoid derisimlerinin giderek azaldigi rapor edilmistir.
Bu calismada daha sonra; optimum elma posasi besiyerinde farkli karbon (glukoz,
fruktoz, laktoz, maltoz), azot kaynaklari (demir amonyum siilfat, amonyum siilfat,
sodyum nitrat, pepton, potasyum nitrat) ve bunlarin farkli konsantrasyonlarinin
denendigi bildirilmistir. En yiiksek biyokiitle ve karotenoid derisimlerinin; % 0.2

fruktoz ve % 0.2 sodyum nitrat bulunan ortamlarda elde edildigi ifade edilmistir.

Gergeklestirdigimiz tez calismasinda da bu g¢alismayla uyumlu olarak sadece elma
posast bulunan ortamda daha diisiikk miktarlar biyokiitle ve B-karoten derisimleri elde
edilmistir. Bu sonucun azot kaynag yetersizliginden kaynaklandig: diisiintilmekte olup,
kazein peptonu ve amonyum siilfat iceren bilesenli elma posasi besiyeri ile tez
calismasinin bu boliimiindeki en yliksek B-karoten derisimine ulasilmasi bu diislinceyi

desteklemistir.

Elma posasi bazli bir besiyerinde, lahana tursusundan izole edilmis olan bir
Rhodotorula sp. ile karotenoid iiretimi igin farkli parametrelerin optimize edildigi bir
baska calisma, Joshi ve ark., (2013) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada elma
posasinin 10-60 g/L araliginda degistigi ve farkli konsantrasyonlarda; pepton, maya
oziiti ve dekstroz igeren besiyerlerinin denendigi ve 40 g/L elma posasi igeren

besiyerinde en yiiksek karotenoid {iretiminin elde edildigi bildirilmistir.

Bu ¢alismada 10-60 g/L araliginda degisen elma posasi besiyerlerinde, demir amonyum
stilfatin %0.1-%0.5 araliginda degisen farkli konsantrasyonlarinin karotenoid iiretimine
etkilerinin de incelendigi belirtilmistir. Bu denemelerin sonucunda elma posasi

konsantrasyonunun 20 g/L’nin lizerine artirilmasiyla biyokiitle veriminin azalirken

205



karotenoid derisiminin arttig1, 40 g/L elma posasi konsantrasyonunda demir amonyum
siilfat derisimindeki artisin karotenoid tiretimini destekledigi bildirilmistir. Bu durumun
nedeni olarak; demir amonyum siilfatta, azot ile birlikte demir ve silfiiriin
bulunmasinin, Rhodotorula cinsi maya hiicrelerinin daha yiiksek derisimde pigment

iiretmesini desteklemesi olarak ifade edilmistir.

4.7.8. Yer Elmasi Hidrolizat: ile Yapilan Calismalar

Yer elmasi hidrolizati (YEH) ile gerceklestirilen fermantasyon deneylerinde, baslangi¢
asilama derigimi; 3.5x107 kob/mL olarak belirlenmistir. YEH ortamindaki baslangig
indirgen seker, glukoz ve fruktoz derisimleri sirasiyla; 50.7, 9.2 ve 35.7 g/L olarak
hesap edilmistir. Bilesenli YEH ortamindaki baslangi¢ indirgen seker, glukoz ve fruktoz
derisimleri ise sirasiyla; 50.1, 9.2 ve 35.1 g/L olarak tayin edilmistir. Bilesensiz ve
bilesenli YEH’in kullanildigi deneylerde, incelenen susun P-karoten iiretimlerinin

zamanla degisimleri; Sekil 4.91°de verilmektedir.

8

4 Yer elmasi hidrolizat1
7 B Bilesenli yer elmasi hidrolizat: u
6

p-karoten (mg/L)
=N

0 1 1 1 1 1 1 1
0 48 96 144 192 240 288 336 384

t (sa)

Sekil 4.91. Bilesenli ve bilesensiz yer elmasi hidrolizatinin kullanildigi ortamlarda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan tretilen [-karoten

derisimlerinin zamanla degisimleri
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Ilgili grafik incelendiginde de goriilebilecegi gibi, her iki ortamdaki B-karoten iiretimleri
fermantasyon siiresince artmis, bilesensiz ve bilesenli YEH ortamlari i¢in en yiiksek -
karoten derisimleri fermantasyonun 263. saatinde, sirasiyla; 5.48 ve 7.14 mg/L olarak
tayin edilmistir. Bu saatten sonra ise; her iki ortamdaki B-karoten derisimlerinde, azalma
belirlenmistir. Yer elmasi hidrolizatinin kullanildig1 deneylerde, bilesen katilmadan
hazirlanan ortamin da, bilesenli ortam kadar incelenen susun p-karoten iretimini

destekledigi belirlenmistir.

YEH’nin denendigi fermantasyon ortamlarindaki biyokiitle derisimlerinin zamanla
degisimleri, Sekil 4.92°de verilmistir. lgili sekil incelendiginde, her iki ortamdaki
biyokiitle derisimlerinin zamanla arttiklari ve YEH ile bilesenli YEH ortamlarinda,
incelenen sus i¢in tayin edilen en yiiksek biyokiitle derigimlerinin sirasiyla; 8.96 ve

16.60 g/L’ye ulastiklar1 bulunmustur.

18

® Yer elmasi hidrolizati

M Bilesenli yer elmasi hidrolizati
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Sekil 4.92. Bilesenli ve bilesensiz yer elmasi hidrolizatinin kullanildigi ortamlarda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimleri
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YEH’nin kullanildig1 deneylerde, InX degerlerinin zamanla degisimleri; Sekil 4.93de
gosterilmektedir. Bu grafik yardimiyla, bilesensiz ve bilesenli YEH ortamlar i¢in maya

ozgiil ireme hizlar () sirasiyla; 0.029 ve 0.033 saolarak tayin edilmislerdir.

Calismanin bu kisminda ayrica, maksimum iirlin olusum ve maksimum 06zgiil iiriin
ulasim hizlar1 da belirlenmistir. YEH bilesenli YEH ortamlarinda elde edilen en yiiksek
iriin olusum hizlar sirasiyla; 0.0366 ve 0.0447 mg B-karoten/(L.sa) olarak bulunmus
olup, en yiiksek 6zgiil iirlin olusum hizlar1 (ym) ise, sirasiyla; 0.0359 ve 0.0482 mg B-

karoten/(g mo.sa) olarak hesaplanmustir.

-02 H Yer elmas1 hidrolizati
Bilesenli yer elmas1 hidrolizat1

J/..{ 1 1 1 1 1 1 1
96 144 192 240 288 336 384
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Sekil 4.93. Bilesenli ve bilesensiz yer elmasi hidrolizatinin kullanildig1 ortamlarda, R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun In X degerlerinin zamanla

degisimleri

Bu deneylerde, YEH ve bilesenli YEH ortamlarina ait glukoz, fruktoz ve indirgen seker
derisimlerinin zamanla degisimleri, Sekil 4.94 ve Sekil 4.95’de sunulmustur. YEH’ nin
tek basina ve bilesenli olarak kullanildig1 deneylerde, fermantasyon siiresince ortamdaki

glukoz tiiketiminin fruktoz tiiketimine kiyasla daha yavas oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.94. Yer elmast hidrolizatinin kullanildigi ¢alismalarda, fermantasyon

ortamindaki glukoz, fruktoz ve indirgen seker derisimlerinin zamanla

degisimleri
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Sekil 4.95. Bilesenli yer elmasi hidrolizatinin kullanildigi ¢alismalarda fermantasyon

ortamindaki glukoz, fruktoz ve indirgen seker derisimlerini
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Her iki ortam icin fermantasyon sonunda hem glukozun hem de fruktozun tamamen
tilketildikleri de bulunmustur. YEH ve bilesenli YEH ortamlarinda, indirgen seker
derisimi dikkate alindiginda, bilesenli ortamda bulunan indirgen sekerin nispeten daha

kisa siirede tiikendigi de belirlenmistir.

Literatiirde Wang ve ark., (2014) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Rhodosporidium
toruloides 2F5 susunun iniilaz irettigi ve iniilini substrat olarak kullanarak hiicre yagi
iiretebildigi bulgulanmistir ve bunun sonucunda yer elmasi gibi inulin i¢eren ucuz

karbon kaynaklarini kullanabilecegi rapor edilmistir.

Karetkin ve ark., (2016) tarafindan bazi bitkisel hammaddeler (seker pancari melast,
aycicegi kiispesi, yer elmasi kokleri) kullanilarak bir Rhodotorula rubra susunun
biyokiitle ve karotenoid iiretimleri incelenmistir. Hammaddenin c¢esidine, uygulanan

P

Onislemlere bagli olarak toplam karbonhidrat icerginin degistigi ve bu duruma gore de
elde edilen biyokiitle ve karotenoid iceriginin degistigi bildirilmistir. Bu sus tarafindan
mikrobiyel karotenoid sentezi i¢in en iyi potansiyelin sirasiyla; seker pancart melasi,
deproteinize aygicegi kiispesi ve yer elmasi koklerinin hidrolizatlar1 oldugu rapor

edilmistir.

4.7.9. Cesitli Dogal Substrat Kaynaklarimn Fermantasyon Ortam Olarak

Kullanildig1 Calismalarin Genel Degerlendirmesi

Cesitli dogal substrat kaynaklarinin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneylerde,
R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan, denenen ortamlarda tiretilen en
yiiksek B-karoten derisimleri ile biyokiitle derisimleri, mikroorganizma 6zgiil lireme

hizlari, tirin ve 6zgiil iiriin olusum hizlari, Cizelge 4.11°de verilmektedir.

Incelenen tiim dogal substrat kaynaklari dikkate alindiginda, ana fermantasyon
ortamindaki karbon kaynagi disindaki diger bilesenlerin eklenmesi ile hazirlanan
ortamlarin, dogal substratlarin tek baslarina kullanilmalari ile hazirlanan ortamlara gore
R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun [B-karoten tiretimini daha fazla tesvik

ettikleri saptanmustir.
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Cizelge 4.11. Dogal substratlarin kullanildigi ortamlarda elde edilen en yiiksek [-
karoten ve biyokiitle derisimleri ile mikroorganizma 6zgiil iireme, {iriin ve

Ozgl iiriin olusum hizlar

Dogal Ozgiil iiriin
substrat p-karoten Biyokiitle Maya 6zgiil Uriin olusum hiz1 olusum hizx
kaynagi (mg/L) derisimi iireme hizi [mg B-karoten [mg B-karoten

(g/L) (sa?) /(L.sa)] /(g mo.sa)]
Seker pancari
kiispesi Oziitil 1.52 2.82 0.025 0.0097 0.0081

Bilesenli seker
pancari kiispesi

oziiti 3.42 6.18 0.029 0.0192 0.0138
Uziim posas1

0ziitl 3.09 6.98 0.025 0.0122 0.0049
Bilesenli lizim

posast Oziitii 7.57 15.55 0.033 0.0305 0.0153
Kestane kabugu

hidrolizati 0.86 0.44 * 0.0067 *
Bilesenli kestane

kabugu hidrolizat 1.46 0.56 * 0.0096 *
Findik kabugu

hidrolizati 0.75 0.28 * 0.0138 *
Bilesenli findik

kabugu hidrolizati 0.99 0.38 * 0.0260 *
Armut posasi

0ziitl 1.49 4.04 0.025 0.0147 0.0167
Bilesenli armut

posast oziitii 8.07 15.14 0.03 0.0183 0.0235
Uziim suyu 3.55 9.78 0.025 0.0282 0.0148
Bilesenli iizim

suyu 7.37 16.66 0.025 0.0570 0.0309
Elma posas1 6ziitii 2.16 3.84 0.019 0.0217 0.0300
Bilesenli elma

posast oziitii 8.46 14.44 0.025 0.0669 0.0235
Yer elmasi

hidrolizati 5.48 8.96 0.033 0.0366 0.0359

Bilesenli yer
elmasi hidrolizat1 7.14 16.66 0.029 0.0447 0.0482

*:Incelenen sus bu ortamlarda iireyemedigi i¢in bu degerler hesaplanamamustir.

Denenen substrat kaynaklari igerisinde, ¢alisilan sus ile elde edilen en yiiksek B-karoten
derisimleri; 8.46 ve 8.07 mg/L olarak sirasiyla; bilesenli elma ve armut posas1 oziitleri

ile calisilan fermantasyon ortamlarinda belirlenmistir. Bunun yanisira, bilesen
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eklenmemis fermantasyon ortamlar1 igerisinde B-karoten derisimini (5.48 mg/L) en
fazla destekleyen dogal substrat kaynaginin ise; yer elmasi hidrolizati oldugu tespit
edilmistir. Yer elmast hidrolizat1 ile hazirlanan ortamin fruktoz baslangi¢ derisimi
yaklasik; 36 g/L olup, bu deger optimizasyon ¢alismasinda kullanilan ortamin fruktoz
baslangic derisiminden (50 mg/L) daha diistiktiir. Bu durum YEH’in tek basina bir
ortam olarak kullanilmasi agisindan umut vericidir. Calismanin bu boliimiinde, kestane
ve findik kabugu hidrolizatlarindan hazirlanan ortamlarin g¢alisilan R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susunun B-karoten iiretimini olumsuz etkiledikleri belirlenmistir.
Calisilan sus ile B-karoten {iretimi agisindan, denenen iki dogal substrat kaynagi ile

hazirlanan hidrolizat ortamlarinin uygun olmadiklar1 bulgulanmstir.

Bilesen eklenerek calisilan dogal substratlar arasindan; iiziim posasi 6ziitii (7.57 mg/L),
lizim suyu (7.37 mg/L) ve yer elmasi hidrolizat1 (7.14 mg/L) ortamlarinda da nispeten
yiiksek B-karoten derisimleri elde edilmistir. Bu arasgtirmada, sentetik fermantasyon
ortami kullanilarak gergeklestirilen optimizasyon c¢alismasi sonucunda, calisilan sus ile

elde edilen en yiiksek B-karoten derisimi; 7.18 mg/L olarak bulunmustur.

Dogal substrat kaynaklari ile yapilan deneylerde, calisilan sus ile elde edilen en yiiksek
biyokiitle derisimleri; karbon kaynagi disinda diger bilesenlerin de eklendigi yer elmasi
Oziitl, lizim suyu, lizim posast ve armut posasi Oziitlerinin kullanildig1 ortamlarda
sirastyla; 16.66, 16.66, 15.55 ve 15.14 g/L olarak elde edilmistir. Dogal substratlarla
calisildiginda, bilesenli olarak hazirlanan ortamlarin incelenen susun iiremesini, [3-
karoten iiretiminde oldugu gibi, daha fazla destekledigi saptanmistir. Bilesen ilavesinin,
yalnizca dogal substratlar ile hazirlanan ortamlarda elde edilen, en yiiksek biyokiitle
derisimlerinin belirlendigi ortamlar siralamasini ise, degistirmedigi bulgulanmstir.
Gergeklestirilen optimizasyon g¢alismasinda elde edilen en yiiksek biyokiitle derisimi
(7.10 g/L) ile karsilastirildiginda ise, bilesenli dogal substrat ortamlarinin incelenen
susun liremesini ¢ok daha fazla tesvik ettii saptanmustir. Sentetik ortamdaki fruktoz
yerine kullanilan s6z konusu bu dogal substratlarin, ¢alisilan susun gelisimini yapay
besin ortamindan daha ¢ok destekledigi saptanmistir. B-karoten iiretimindekine benzer
sekilde, kestane ve findik kabugu hidrolizatlar1 ile hazirlanan fermantasyon
ortamlariin, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun iiremesini inhibe ettigi de

belirlenmistir. Optimum kosul deneyindeki biyokiitle derisimi (7.10 g/L) ile
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karsilagtirildiginda bilesen ilave edilmeyen ortamlarda elde edilen biyokiitle
derisimlerinden; US ve YEH ortamlarinda bir miktar daha yiiksek, UPO ortaminda
yakin, diger ortamlarda ise daha diisiik degerler elde edilmistir.

Bu deneylerde, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu i¢in hesaplanan 6zgiil ireme
hizlar1 incelendiginde (bkz. Cizelge 4.11) en yiiksek degerin (0.033 sat); bilesen igeren
lizim posasi Oziitii ve bilesensiz yer elmasi dziitinden hazirlanan ortamlarda elde
edildigi tespit edilmistir. Uriin olusum hizlar1 acisindan elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde ise; en yiiksek degerlerin; bilesenli elma posasi oziitli, bilesenli
liziim suyu ve bilesenli yer elmasi hidrolizati ortamlarinda sirasiyla; 0.0570, 0.0669 ve
0.0447 mg p-karoten/(L.sa) olarak hesaplandiklari goriilmektedir. S6z konusu
degerlerin, optimizasyon ¢alismasinda elde edilenden (0.025 sa™) daha yiiksek olduklari

da bulunmustur.

4.8. p-karotenin Molekiiler Yapi Analizine iliskin Sonuglar

Bu tez ¢aligmasinda, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen bazi
B-karoten orneklerinin molekiiler yapi analizleri yapilarak, saf bir -karoten (Sigma)
ornegininki ile karsilastirmasi da gerceklestirilmistir. Bu amagla; daha once Boliim
3.2.6’da agiklanan yontem kullanilarak, Fourier Transform Infrared (FT-IR)
spektrometresi ile Ol¢limler gerceklestirilmistir. Calisilan sus tarafindan, elma posasi
oziitii ile hazirlanan fermantasyon ortaminda iiretilen B-karoten ornegi ile, saf bir -
karoten ornegine ait, FT-IR spektrometresi ile elde edilmis olan; IR spektrumlar1 EK

8’de verilmistir.

Cizelge 4.12°de FT-IR analizi sonucunda elde edilen IR spektrumlar1 sonuglar ile,
literatiirde yapilmis olan bazi ¢alismalarda, cesitli -karoten 6rnekleri icin elde edilmis;
bazi fonksiyonel gruplara 6zgii dalga boylari verilmektedir. Bu tez c¢alismasinda,
standart olarak kullanilan saf B-karoten Ornegine ait IR pikleri ile, R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susu tarafindan tretilen B-karoten ornegine ait piklerin uyumlu

olduklar1 saptanmustir.
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Cizelge 4.12. Saf B-karoten, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 ile iiretilen ve bazi

literatiir ¢alismalarindan alinan B-karoten orneklerine ait FT-IR analizi

sonugclari
Dalga Boylar1 (cm™)
— )
< -
— o
& N
Fonksiyonel = < > E 2
= £ DEg S =
Gruplar < @ a8 =X 5 -
c¥ 2> KT _S 5
§5 2% 58 54 %o B
= @ = = (72] ™ (@] E wn ~
gc FF £% Fe =T &
2y @3 358 4L Sg o
5L BS 98 w2 °n <
nZ v od G &z =N
CH2-CHs 2922- 2912- 2955- 3050- 3434  3029-
gerilmeleri 2862 2860 2920 2900 2863
C-H 1445- 1446- 1463- 1455  1457-  1453-
egilmesi 1360 1365 1377 1370 1366
C-H 1033 1021 1080 1173
gerilme
=C-H diizlem dis1 962 965 956 967
biikiilme
C-C 980- 900- 727 547 882-
gerilme 930 700 828

Latha ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, R. glutinis DFR-PDY susu
tarafindan iretilen karotenoid fraksiyonlarmm, FT-IR ve NMR spektroskopileri
kullanilarak tanimlandig1r rapor edilmistir. Raporda [-karoten oldugu belirlenen
karotenoid fraksiyonunun IR bantlarinin incelendigi ve sirasiyla alifatik CHsz ve CH:
gruplarinin asimetrik gerilmelerinin; 2955 ve 2920 cm™ bantlarina ve ayni1 gruplarin

simetrik gerilmelerinin ise; 2869 ve 2851 cm™ bantlarina neden oldugu bildirilmistir.
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CHs gruplarinin asimetrik ve simetrik egilmelerinin sirasiyla; 1463 ve 1377 cm

bantlarinda gézlendigi de belirtilmistir.

Bir bagka arastirmada, elde edilen bir meyve atig1 ekstraktinda, bir R. rubra susu ile
karotenoid tiretiminin optimizasyonu lizerinde ¢alisildig1 ifade edilmistir. S6z konusu
calismada elde edilen karotenoid 6rnegi ile, kontrol amagl olarak kullanilan saf bir -
karoten 6rneginin, FT-IR analizi ile molekiiler yap1 analizinin gergeklestirildigi ifade
edilmistir. Bu ¢alismada, saf B-karoten 6rneginde saptanan baglica piklerin; 2912 ve
2860 cm (asimetrik ve simetrik CH2 ve CHg titresimleri), 1446 cm™ (CH2), 1365 cm*
(dimetil gruplari), 1021 cm™ (diizlem i¢i -CH gruplari) ve 965 cm™ (diizlem dis1 trans
konjuge alken gruplar1) olduklar: rapor edilmistir. 700-900 cm dalga boyu arasindaki
piklerin ise C-C iskelet yapisindaki gerilme titresimleri oldugu ifade edilmistir
(Korumilli ve Mishra, 2014).

B-karotenin FT-IR spektrumunun incelendigi bir diger calismada ise; CHs ve CH>
gruplarinin asimetrik ve simetrik gerilme titresimleri i¢in; 2922 ve 2862 cm™, CH;
makaslamasi i¢in 1445 cm, dimetil grubu boliinmesi i¢in 1360 cm™, diizlem iginde CH
gruplari i¢in 1033 ¢m™ ve diizlem disinda trans konjuge alken gruplarinin deformasyon
modu i¢in; 962 cm™ dalga boyu araliginda piklerinin saptandigi bildirilmistir (Masek ve
ark., 2015).

Bu tez caligmasinda elde edilen B-karoten 6rneginin molekiiler yap1 analizi sonuglari,
yukarida verilen literatiir 6rneklerinde elde edilen sonuglar ile karsilastirildiginda da,

uyumlu bulgular i¢erdigi belirlenmistir.
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5. SONUC

Bu tez caligmasinda bazi fermantasyon parametrelerinin R. glutinis var. glutinis NBRC

1125 susunun B-karoten iiretimi tizerine etkileri incelenerek, bir optimizasyon ¢aligsmasi

yapilmistir. Ayrica s6z konusu sus ile B-karoten tiretiminde dogal substrat kaynaklarinin

fermantasyon ortami olarak degerlendirilebilirligi de incelenmistir. Gergeklestirilen

deneyler sonucunda elde edilen genel bulgular asagida 6zetlenmistir.

1.

2.

Tez c¢alismasinin ilk asamasinda, laboratuvarimizda daha once yapilan
calismalar sirasinda izole edilmis ve tanimlanmis olan R. glutinis tiirine ait 7
farkli yerel ve R. muciliginosa (2 adet) ile R. glutinis (1 adet) tiirlerine ait 3
kiiltir koleksiyonu susunun B-karoten tiretimleri, ¢alkalamali su banyolarinin
kullanildig1 kesikli sistemlerde, uygun bir fermantasyon ortaminda, sabit
sicaklik, baslangic pH’s1, calkalama hiz1 ve inokiiliim derisiminde karsilastirmali
olarak incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda incelenen suslar arasindan 3-
karoten iiretimi en yiiksek olan susun; bir kiiltiir koleksiyonu susu olan R.
glutinis var. glutinis NBRC 1125 oldugu belirlenmistir. Daha sonra, R. glutinis
var. glutinis NBRC 1125 ile, birbirlerine nispeten yakin degerlerde sonuglar
veren 5 sus fB-karoten iiretimleri agisindan tekrar ayni kosullarda deneysel olarak
karsilastirilmislardir. Gergeklestirilen bu denemenin sonucunda da en yiiksek 3-
karoten derigiminin yine, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu ile
calisgildiginda elde edildigi saptanmis ve aragtirmaya bu sus ile devam

edilmesine karar verilmistir.

Caligmada; farkli karbonhidrat kaynaklarinin segilen R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susunun [B-karoten firetimi tiizerindeki etkilerinin arastirildigi
deneylerde; glukoz, fruktoz, galaktoz, maltoz ve sakkaroz olmak iizere bes
karbonhidrat tiirli, fermantasyon ortaminda ayr1 ayri kullanilmiglardir.
Gergeklestirilen deneyler sonucunda calisilan sus ile elde edilen en yiiksek -
karoten tiretiminin, fermantasyon ortaminda karbon kaynagu tiirii olarak; fruktoz

kullanildiginda gergeklestigi belirlenmistir.
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3. Calismada bir sonraki asamada, farkli azot kaynaklarinin incelenen susun f-
karoten {iiretimi {izerine etkileri incelenerek, iiretimi en iyi destekleyen azot
kaynagmin belirlenebilmesi amaciyla, farkli organik ve inorganik azot
kaynaklar1 fermantasyon ortaminda bulunan amonyum siilfat ve maya 6ziitii ile
birlikte kullanilarak ¢esitli denemeler gercgeklestirilmistir. Gergeklestirilen
deneyler sonucunda; en yiiksek B-karoten ve biyokiitle derisimleri ile, maya
ozgiil ireme hizinin, fermantasyon ortaminda kazein kaynakli pepton ve
(NH4)2SO4 karigimi kullanildiginda elde edildigi belirlenmistir. Bu asamadan
sonra gerceklestirilecek olan deneylerde, fermantasyon ortaminda azot kaynagi

olarak s6z konusu azot karisiminin kullanilmasina karar verilmistir.

4. Tez ¢alismasinda daha sonra, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susunun f-
karoten iretimi tizerine, bazi fermantasyon parametrelerinin etkilerinin
arastirtlmas1 ve P-karoten {iretimi ig¢in optimum fermantasyon kosullarinin
saptanmas1 amaciyla cesitli deneyler yapilmis ve bir modelleme calismasi
gerceklestirilmistir. Bu asamada bagimsiz degiskenler olarak; fermantasyon
ortaminin karbon ve azot kaynagi baslangi¢ derisimleri, sicaklik ve baslangic
pH’1 segilirken, bagimli degiskenler olarak ise; maksimum p-karoten derigimi
(mg/L), ozgill iireme hizi (sal) ve maksimum iiriin olusum hizi (mg B-
karoten/L.sa) belirlenmistir. Se¢ilen bagimsiz degiskenlerin R. glutinis var.
glutinis NBRC 1125 susuna ait belirlenen bazi bagimli degiskenler lizerindeki
etkileri, Design Expert 10.0.6 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) programi
yardimiyla, yanit ylizey metodu kapsaminda, doniisiimlii merkezi karma tasarim
yontemi kullanilarak olusturulan 30 deney ¢ergevesinde arastirilmistir.
Gergeklestirilen bu deneyler sonucunda; incelenen bagimsiz degiskenlerin,
bagimli degiskenler (yanitlar) olarak belirlenen; maksimum p-karoten derisimi,
mikroorganizmanin 0zgiil lireme hizi ve maksimum [-karoten olusum hizi
degerleri tizerindeki etkilerini gosteren model esitlikler, Design Expert 10.0.6
(Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) programi yardimiyla tiretilmistir. Bu
asamada daha sonra, tiiretilen model denklemlerin ger¢ek degerler ile
uyumlulugu program yardimiyla test edilmis ve tiiretilen model denklemlerin
gergek degerler ile uyumlu olduklar: belirlenmistir. Arastirmanin bu boliimiinde

ayrica belirtilen programdan yararlanilarak, segilen bagimli degiskenlerin
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5.

belirlenen hedefler dogrultusunda saglanabilmeleri i¢in fermantasyon
kosullarinin niimerik optimizasyonu da yapilmustir. R. glutinis var. glutinis
NBRC 1125 susu ile B-karoten {iiretimi i¢in program tarafindan belirlenen
optimum kosullar ve yanitlar i¢in 6ngoriilen degerler, 100 farkli ¢6ziim olarak
bulunmustur. Bu ¢6ziimler arasindan segilen, optimum fermantasyon ortami
karbon ve azot kaynagi baslangi¢ derisimleri, baslangic pH’1 ve sicaklik
degerlerini igeren bir ¢oziim secilerek, optimum isletme kosullarinda bazi
deneyler gerceklestirilmistir. Daha sonra ise, gergeklestirilen bu deneylerden
elde edilen bagimli degiskenlerin deneysel degerleri ile, ilgili program
tarafindan hesaplanan teorik degerler karsilastirilarak, incelenen tiim bagimlh
degiskenler icin elde edilen deneysel sonuglarin, dogrulama mentisii yardimiyla
kabul edilebilir smirlar igerisinde olup olmadiklar1 incelenmistir. Yapilan
inceleme sonucunda elde edilen deneysel verilerin, kabul edilebilir sinirlar
icerisinde olduklar1 saptanmistir. Optimizasyon c¢alismasinin sonucunda elde
elden en yiiksek B-karoten degeri; 7.18 mg/L, mikroorganizma 6zgiil iireme hizi;
0.025 sa! ve en yiiksek iiriin olusum hiz1 ise; 0.031 mg B-karoten/(L.sa) olarak

tespit edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda daha sonra, gesitli dogal substratlarin sentetik fermantasyon
ortamindaki karbon kaynagi (fruktoz) yerine (bilesenli) ve dogrudan
fermantasyon ortamlari (bilesensiz) olarak kullanilmalarinin, incelenen susun -
karoten tiiretimi lizerindeki etkilerini inceleyen deneyler gerceklestirilmistir. Bu
amagla gida endiistrisi artiklar1 olarak; seker pancar1 kiispesi ve iiziim
posasindan hazirlanan 6ziitler ile kestane kabuklarindan elde edilen hidrolizat,
tarimsal kaynakli dogal substratlar olarak; armut ve elma posalar ile yer
elmasindan hazirlanan 6ziitler ve iiziim suyu, tarimsal artik olarak ise; findik
kabuklarindan elde edilen hidrolizat  kullanilmustir.  Gergeklestirilen
fermantasyon denemeleri sonucunda ¢alisilan sus ile bilesenli olarak hazirlanan
fermantasyon ortamlarinda, daha yiiksek B-karoten tiretimlerinin elde edildigi
tespit edilmistir. Bunlardan elma, armut ve iiziim posasi1 6ziitleri, {iziim suyu ve
yer elmasi hidrolizatindan hazirlanan fermantasyon ortamlarinda elde edilen en
yiiksek p-karoten derisimleri sirasiyla; 8.46, 8.07, 7.57, 7.37 ve 7.14 mg/L

olarak belirlenmistir. Gergeklestirilen bu deneyler sonucunda; R. glutinis var.
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glutinis NBRC 1125 susu ile, elma, armut, {iziim posasi oziitleri ve {iziim suyu
ile hazirlanan bilesenli fermantasyon ortamlarinda elde edilen [p-karoten
iiretimlerinin (7.37-8.46 mg/L) sentetik ortamda elde edilene (7.18 mg/L) gore
daha yiiksek olduklari bulunmustur. Yer elmasi hidrolizatindan hazirlanan
fermantasyon ortaminda elde edilen en yiiksek B-karoten derisiminin (7.14
mg/L) ise; sentetik ortamda iiretilen en yiiksek P-karoten miktarina oldukga
yakin oldugu saptanmistir. Bu kapsamda gerceklestirilen deneylerde, ortama
herhangi bir bilesen eklenmeden dogrudan dogal substrattan hazirlanan
fermantasyon ortamlarinda, incelenen sus tarafindan iretilen en yliksek [3-
karoten derisiminin; 5.48 mg/L olarak, yer elmas1 hidrolizati ile ¢alisildiginda
elde edildigi belirlenmistir. Dogal substratlarla calisildiginda elde edilen bu
sonuglar genel olarak degerlendirildiginde; bilesenli elma ve armut posasi 6ziitii
ortamlar1 ile bilesen ilave edilmemis yer elmasi hidrolizati ortami, ¢aligilan sus
ile B-karoten tiiretimini desteklenmesi agisindan umut veren fermantasyon

ortamlari olarak belirlenmistir.

6. Calismada, R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu tarafindan iiretilen -
karoten Orneginin molekiiler yap1 analizi amaciyla gerceklestirilen FT-IR
analizlerinde elde edilen spektrumlarin, saf B-karoten Grnegi ve literatiirde
yapilan bazi ¢alismalarda verilen FT-IR spektrumu degerleri ile biiyiik Olclide

uyumlu olduklar1 bulunmustur.

Sonug olarak; bu tez ¢alismasiyla kullanilan R. glutinis var. glutinis NBRC 1125
susunun sentetik ve g¢esitli dogal substratlarin  kullanildig1 fermantasyon
ortamlarinda, optimize edilmis isletme kosullarinda, iyi bir P-karoten iireticisi
oldugu ve gelecekte bu amacla yapilacak c¢esitli ¢alismalarda degerlendirilebilecegi

kapsamli bir sekilde ortaya konulmustur.
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EKLER

EK 1. DENEMELERDE KULLANILAN FARKLI Rhodotorula KULTURLERI

Sekil Ek 1.1. Rhodotorula kiiltiirleri

Sekil Ek 1.2. Fermantasyon ortamlarindan alinan kiiltiir 6rnekleri
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Sekil Ek 1.3. Farkli Rhodotorula suslar1 i¢in, santrifiijleme sonrasi elde edilen peletler

a) b)

Sekil Ek 1.4. (a): iki farkli Rhodotorula susu igin, aseton ekstraksiyonu sonrasi érnek

gortintiileri, (b): Ekstraksiyon ve santrifiij sonrasi elde edilen pelet 6rnegi
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EK 2. p-KAROTEN DERISIMININ TAYININDE KULLANILAN CALISMA
DOGRUSU

Absorbans
(]
o)

o
T
T

0 L L L
0 2 4 6 8

p-karoten (mg/L)

Sekil Ek 2.1. B-karoten ¢alisma dogrusu (A= 455 nm; y = 0.1362x - 0.0167; R? = 0.998)
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EK 3. BIYOKUTLE DERISIMININ TAYININDE KULLANILAN CALISMA
DOGRULARININ OLUSTURULMASI

Bu tez calismasinda, fermantasyon ortamindan alinan kiiltiir 6rneklerinin biyokiitle
derisimlerinin  belirlenmesinde, yas agirlik-kuru agirhk  temeline  dayali,
spektrofotometrik bir yontem kullanilmistir. Deneylerde, biyokiitle derisimlerinin kuru
agirlik iizerinden belirlenmesinde absorbans-yas agirlik (Xy) ve yas agirlik-kuru agirlik
(X) calisma dogrularindan yararlanilmistir. Bunun igin ilk olarak absorbans-yas agirlik
calisma dogrusu olusturulmustur. Bu amagla, aktiflestirilen maya susu, bilesimi Boliim
3.1.2°de verilen kiiltiir ortamina yaklasik iki 6ze dolusu asilandiktan sonra, bir su
banyosunda, 28°C’de, 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda, yaklasik 72 saat
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, bu kiiltiir ortamindan 10’ar
mL’lik Ornekler alinarak, 5000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmislerdir. Elde edilen
peletten belirli miktarlarda tartilarak, 100 mL damitik su igerisinde bir seri hiicre
stispansiyonlar1 hazirlanmis ve daha sonra bu orneklerin, bir spektrofotometrede
(Boeco, S30, Almanya), 600 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Sl¢iilmiistiir.
Tartilan peletlerin yas agirlik degerlerine karsi, hiicre siispansiyonlarinin o6l¢iilen
absorbans degerleri kullanilarak yas agirlik-absorbans c¢alisma dogrusu elde edilmistir

(bkz. Ek Sekil 3.1).

Yas agirlik-kuru agirlik ¢alisma dogrusunun olusturulmasinda ise; yukarida belirtildigi
sekilde kiiltiir ortamindan alinan 6rneklerin santrifiijlenmesi ile elde edilen peletlerden
belirli miktarlarda tartimlar yapilarak, yas agirliklari oOlclilmistiir. Yas agirliklar
belirlenen pelet ornekleri daha sonra, etiivde yaklasik 80°C’de sabit tartima gelene
kadar kurutulmuslardir. Kurutulan ornekler tartilarak, kuru agirliklari belirlenmistir.
Olgiilen yas ve kuru agirhk degerlerinden yararlanilarak, yas agirlhk-kuru agirhk

caligsma dogrusu (bkz. Ek Sekil 3.2) olusturulmustur.
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Sekil Ek 3.1. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu i¢in olusturulmus, absorbans-yas
agirlik ¢alisma dogrusu (A= 600 nm; y = 0.175x + 0.044; R? = 0.982)
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0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
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Sekil Ek 3.2. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu i¢in olusturulmus, kuru agirlik-
yas agirlik ¢aligma dogrusu (y = 0.11417x + 0.00003; R? = 0.988)
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EK 4. FERMANTASYON ORTAMLARINDAKI CESITLI SEKERLERIN
TAYINLERINDE KULLANILAN CALISMA DOGRULARI
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<
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Sekil Ek 4.1. Glukoz ¢alisma dogrusu (y = 3.0295x - 0.0429; R? = 0.993)
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Sekil Ek 4.2. Fruktoz ¢alisma dogrusu (y = 3.2676x - 0.0257; R? = 0.994)
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Sekil Ek 4.3. Galaktoz ¢alisma dogrusu (y = 3.6904x - 0.0645; R? = 0.987)
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Sekil Ek 4.4. Sakkaroz ¢alisma dogrusu (y = 7.3804x - 0.0155; R? = 0.995)
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EK 5. FENOL SULFURIK ASIT YONTEMIi

Fenol siilfiirik asit yontemi, karbonhidrat analizlerinde kullanilan kimyasal metotlardan
birisidir. Bu yontemin, tiim ¢Oziinebilir sekerlerin kolorimetrik dlglimiinde
kullanilabildigi ve farkli seker gesitlerinin bulundugu cozeltilerde; toplam ¢oziinebilir
seker miktarinin tayininde tercih edildigi belirtilmektedir (Dubois ve ark., 1956). Bu
yontemin isleyis mekanizmasi; sekerlerin, sicaklik ve konsantre siilfiirik asit (H2SO4)
ile birlikte furfural ve hidroksimetilfurfural olmak {izere furan tiirevlerine parcalanmasi
ve olusan bu maddelerin fenolik bilesikler ile kondensasyonu sonucu, karbonhidrat
derisimine baglhh olarak saridan kahveye degisen renklerin olusmasi olarak
ozetlenmektedir (Peris Tortajada, 2004; BeMiller, 2010). Toplam seker derisiminin
tayininde; uygun derisimlere seyreltilen 6rnek ¢ozeltilerinden belirli bir hacimde (2 mL)
aliarak iizerine %5’lik (w/v) fenol ¢ozeltisinden; 1 mL ve derisik siilfiirik asit
¢ozeltisinden ise; 5 mL ilave edilmistir. Hazirlanan ¢6zeltinin ara ara vortekste
karigtirilmasinin ardindan bir su banyosunda, oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir.
Kontrol olarak ornek yerine saf su igeren c¢ozeltiye aym igslemler uygulanmistir. Siire
sonunda Orneklerin absorbans okumalari, bir spektrofotometrede, 490 nm dalga

boyunda gergeklestirilmistir.

EK 6. DINITROSALISILIK ASIT YONTEMI

Dinitrosalisik asit yontemi, karbonhidrat analiz metodlarindan kimyasal yolla tespit
esasina dayanan, kolorimetrik tekniklerden birisi olarak belirtilmektedir. Bu yontem,
indirgen sekerlerin tespitinde kullanilmaktadir. Yontemin prensibinin; sekerlerin
indirgen gruplarinin, alkali ¢6zelti igerisinde 3,5-dinitosalisilatin kirmizimsi monoamin
tirevine indirgenmesine dayandigi bildirilmektedir (Peris Tortajada, 2004; BeMiller,
2010). Yontemde, DNS ¢ozeltisinin hazirlanmasinda, 6nce 50 mL saf su igerisinde 1g
DNS (Sigma) ¢oziindiiriiliip, tizerine 30 g sodyum potasyum tartarat (Merck) ve 20 mL
2N NaoH (Sigma) eklenerek bir miktar daha ¢oziinmeleri i¢in karistirilmaktadir. Daha
sonra ¢oziinen karisim, saf su ile son hacim 100 mL olacak sekilde tamamlanmaktadir.
Indirgen seker tayini yapilacak olan drnekler uygun derisimlere seyreltildikten sonra, bir
cam tiipe ImL 6rnek ve 1 mL DNS ¢o6zeltisi aktarilarak karistirilmakta ve daha sonra 5
dk kaynar su banyosunda tutulmaktadir. Sonrasinda 6rnekler, soguk bir su banyosuna

hizla alinarak sogutulmaktadir. Kontrol olarak 6rnek yerine saf su bulunan ¢ozeltiye de
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ayni1 islemler uygulanmistir. Uygulanan islemler sonunda absorbans okumalari; 540 nm

dalga boyunda, bir spektrofotometrede gerceklestirilmistir (Miller, 1959).

EK 7. FINDIK VE KESTANE KABUGU HIDROLIZATLARININ
HAZIRLANISI

Bolu Abant Izzet Baysal Gida Miihendisligi Boliimiinde hazirlanmis olan findik ve
kestane kabugu hidrolizatlarinin iiretilmesinde; modifiye bir yontem kullanildig: ifade
edilmistir. Bu yontemde, 6giitiilmiis findik ve kestane kabuklarina ayr1 ayr1 olarak 6nce
bir asit hidrolizi uygulandigi, daha sonra ise elde edilen hidrolizata, bilesiminde bulunan
bazi inhibitor bilesiklerden arindirilabilmesi amaciyla c¢esitli islemler yapildig

belirtilmistir (Eryasar ve Karasu-Yalcin, 2016; Eryasar-Orer ve Karasu-Yalcin, 2019).
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EK 8. INCELENEN SUS TARAFINDAN URETILEN B-KAROTEN ORNEGI
ILE SAF B-KAROTEN ORNEGINE AiT FT-IR SPEKTRUMLARI

13,46

406,0
o]

- 26,60

1960.0

46,00_] "

Sekil Ek 8.1. Saf ticari bir B-karoten 6rnegine ait FT-IR spektrumu
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Sekil Ek 8.2. Elma posasi oziitii ile hazirlanan fermantasyon ortaminda firetilen f-
karoten ornegine ait FT-IR spektrumu
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Ek 9. OPTIMIiZASYON CALISMASINDA BAGIMLI DEGISKENLER
(YANITLAR) ICIN BELIRLENEN HEDEFLER VE ELDE EDILEN
COZUMLER

Cizelge Ek 9. Optimizasyon calismasi sonucunda program tarafindan hesaplanan
optimum isletme kosullar1 ve bagimh degiskenlerin (yanitlarin) bu

kosullardaki teorik degerleri
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| o 62770 6540 0000 28283 5370 0081 0036 0965

A rarps 91 62553 6525 9000 28286 5370 0061 0036 0965

=] Bar Grapn e

Pop-0ut View —

92 62291 6585 9000 28224 5370 0060 0036 0.965
93 62544 6492 9000 28284 5370 0061 0036 0.965
94 62465 6479 9000 28257 5370 0061 0036 0.965
95 63272 6546 9000 28310 5370 0062 0036 0.965
96 63406 6524 9000 28287 5369 0062 0036 0.965
97 63146 6536 9000 28195 5369 0061 0036 0.965
98 63508 6483 9000 28402 5369 0063 0037 0.965
99 63473 6635 9000 28217 5369 0062 0037 0.965
100 63025 6355 9000 28302 5368 0062 0036 0.965

|__|100 Solutions found
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EK 10. OPTIMiZASYONDA ELDE EDIiLEN ORNEK BiR GRAFIK
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Sekil Ek 10. R. glutinis var. glutinis NBRC 1125 susu ile p-karoten iiretiminde, istenen
hedefe ulagsma oraninin, fermantasyon ortamindaki fruktoz baslangig
derigimi (X1) ve sicaklik (Xa) ile degisimi (X2=5 g/L, X3=6.0)
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