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OZET

MORTIERELLA RAMANNIANA KUFUNUN pB-KAROTEN URETIMINDE
KULLANILACAK BESIYERI BILESIMININ VE FERMENTASYON
PARAMETRELERININ OPTIMIZASYONU

Hatice Kiibra KIZILAY
Yiiksek lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Muammer DEMIR

Temmuz 2020; 83 sayfa

Karotenoidler yagda ¢oziinen pigmenlerdir. Saridan kirmiziya degisen aralikta
renklere sahiptir. Temel yapisinda konjuge ¢ift bag serisi bulunan tetraterpenden olusur.
Karotenoidler dogal boya 6zelligine sahip olup gida, farmasdotik, kozmetik, yem sanayi
gibi farkli alanlarda kullanimi oldukca genistir. Insan ve hayvan saghgina olan yararl
etkilerinden dolay1 son zamanlarda karotenoidlere olan ilgi artmistir. Dogal yollardan
karotenoid elde edilmesinde hayvansal ve bitkisel kaynaklardan faydalanilmaktadir.
Ancak cografi, iklim, mevsim, ¢esit vs gibi kisitlayici sebeplerden dolay1 olusan kaynak
kithgi, arastirmacilart karotenoidleri mikrobiyal yollardan tiretime yonlendirmistir.
Ozellikle son zamanlarda mikrobiyal yolla B-karoten ve okside olmus tiirevlerinin
iretimine odaklanilmistir. Biyoteknolojik olarak iiretilen p-karotein miktarinin
arttirtlmast i¢in kritik faktorlerin belirlenip cesitli istatistik dizayn programlar ile
optimizasyonu yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu sayede endiistriyel ¢apta yeterli
miktarda Giretimi yapilabilmekte, boylece gida, yem ve farmasotik sanayi sahalarindaki
yeri giderek genislemektedir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda Mortierellacea ailesinin bir iiyesi olan Mortierella
ramanniana kiifii kullanilarak p-karoten {iretiminin optimizasyonu c¢alisilmistir.
Optimizasyonun ilk asamasina gegmeden Once besiyerinin temel iki bileseni olan karbon
ve azot kaynagiin belirlenmesi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in karbon kaynagi olarak 9
farkli seker (mannoz, laktoz, sukroz, ksiloz, maltoz, glukoz, galaktoz, arabinoz, fruktoz)
kullanilmis, bunlarin arasindan laktoz, maltoz ve glukoz secilmistir. Sonrasinda segilen
bu sekerler ile 6 farkli azot ((NH4)2SO4, (NH4).HPO4, KNO3, Ure, Glisin, Asparajin)
kaynagi kullanilarak tiretimler yapilmigtir. Elde edilen sonuglara gore besiyeri
optimizasyonu i¢in karbon kaynagi olarak laktoz, azot kaynagi olarak ise KNOs
secilmistir. Ardindan Plackett-Burman tasarimi 8 faktorle (laktoz, KNOs, KH2POsa,
Na;HPO4, MgS04.7H20, CaCl2.2H,0O, maya, mineraller) olusturulmustur. Deneysel
veriler alindiktan sonra yapilan ¢oklu regresyon ve varyans analizi (ANOVA) sonuglari
degerlendirildiginde, azot kaynagi olan KNOs ve maya ekstraktinin B-karoten tiretiminde
cok kritik oldugu belirlenmistir.

Optimizasyonun ikinci asamasinda ise Plackett-Burman sonuglarinda etkili olan
azot kaynaginin, besiyerinde karbon kaynagi ile olan oraninin (C:N), karbon kaynagi



olarak laktoz konsantrasyonunun ve fermentasyon kosullarindan olan ¢alkalama hizinin,
B-karoten ve biyokiitle iiretimine olan etkileri Yanit Yiizey Yontemlerinden olan Box
Behnken deneme deseni kullanilarak incelenmistir. Tasarimin Onerdigi deneyler
sonucunda bagimsiz degiskenlerin yanitlar iizerine olan etkilerini ifade eden modeller
olusturulmus olup modellerin uygunlugu varyasyon analizleri (ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler sonucunda optimum olarak belirlenen kosullar;
laktoz konsantrasyonu, 32.42 g/L; C:N oran1 20:1, calkalama hiz1 ise 130 rpm olarak
tespit edilmistir. Bu sartlar altinda -Karoten tiretimi 1.141 mg/L ve biyokiitle tiretimi ise
13.14 g/L olarak saptanmistir. Elde edilen bu sonuglarin, istenen hedefe ulasma
fonksiyonuna ait degeri 0.925 olarak bulunmustur. Kontrol besiyeri ile
karsilastirildiginda, B-karoten iiretimi 564.3 pg/L’den 1141 pg/L’e, biyokiitle tiretimi ise
10.01g/L’den 13.14 g/L’ye ¢ikarilmistir. Optimizasyon c¢alismasi sonucu [B-karoten
tiretimi iki katina, biyokiitle tiretimi ise 1.3 katina ¢ikarilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: B-karoten, Karbon:Azot orani, Mortierella ramanniana
Plackett-Burman, Yanit yiizey metodu
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Carotenoids are lipid soluble pigments that have yellow to red colour. Also They
have conjugated double bond in their backbonds forming tetraterpenes. Carotenoids are
vital natural grade dyes that have wide range of areas used in as food, pharmaceutics,
cosmetics, feed industry. The undersatnding of having beneficial effects of carotenoids
on human and animal health have caused growing attention on carotenoids recently. Most
of the carotenoid productions are synthesized chemically but a few of them are
synthesized by natural ways as plants. However, the source scarcity results from season,
climate, location dependent plant growing leads reseachers to obtain carotenoids from
other sources as biotechnologically. Especially last decade, researcher have focused on
production of B-carotene and its oxidized derivatives.. It can be done that critical factors
are determined during optimization study to increase in production rate of -carotene.
Thus, B-carotene production can be produced suffient amount in terms of industrial scale.
So the utility of the compound with incresing rate can be involved in food, feed and
pharmaceutical areas of industry.

In this study, Mortierella ramanniana, one of a members of Mortierellacea family,
is used in B-carotene production and optimization of the production is the main topic of
this study. Prior to the first stage of optimization, two main compounds found in the
medium were assessed. 9 different carbon sources and 6 different nitrogen sources were
tried to produce maximum amount of f3-carotene. First trial resulted in lactose, maltose
and glucose selection as a best source of B-carotene production. After that six nitrogen
sources were assayed with these three carbon sources. As a result of these trials lactose
was selected as the best carbon source and KNO3 as nitrogen source. In the firt step of
optimization Plackett-Burman design was used with 8 factors for optimizing the medium
ingredients. Multiple regression and variance analysis of experimental data were assesed
after Placket-Burman runs had been done. As a result, It was determined that nitrojen
sources KNOgz and yeast extract were statistically important for Mortierella ramanniana
while producing -carotene.

In the second stage of optimization, Box-Behnken design was used which is one
of the response surface methods. In this step, effects of C:N ratio, lactose concentration
and agitation rate on P-caroten production and biomass accumulation were studied.
Following the runs proposed by the Box Behnken design were done, the models which



are express that the effects of independent variable on responce were acquired. The
selected model sufficiency was controlled by checking variance analysis (ANOVA) and
multiple regression analysis results. After optimization process, the optimum contition
were determined as lactose concentration of 32.42 g/L, C:N 20:1 and agitation rate 130
rpm. Under these conditions, (-carotene production was 1141 pg/LL and biomass
accumulation was 13.14 g/L. It is stated that B-carotene production was increased two
times and biomass accumulation was increased 1.3 times as a compared to the control
medium.

KEYWORDS: B-carotene, Mortierella ramanniana, Carbon:Nitrogen ratio, Plackett-
Burman design, responce surface methods.
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ONSOZ

Tez c¢alismasi kapsaminda Mortierella ramanniana kullanilarak [-karoten
tretilmesi ve kullanilan besiyeri bilesimi ile fermentasyon parametrelerinin
optimizasyonu ¢alisilmistir. Mikroorganizma kaynakl ticari tiretimi bitkisel kaynaklara
gore oldukea verimli olan B-karotenin elde edilmesi, iklim ve cografi sartlardan bagimsiz
oldugu i¢in gerekli biyoteknolojik prosesin de yonetilmesi oldukga kolaydir. Ayrica, B-
karotenin karotenoidler arasinda farmakolojik olarak etkilerinin olduk¢a fazla olmasi
dolaysiyla kolay ve yliksek miktarda elde edilmesi 6nem kazanmustir.

Tez galismam sirasinda degerli bilgilerini ve tecriibesini benime paylasip destek
olan kiymetli hocam Dr. Ogr. Uyesi Muammer DEMIR’e, ilgisini ve Onerilerini
gdstermekten kaginmayan Dog. Dr. irfan TURHAN a tesekkiirii bir borg¢ bilirim. Tez
siiresi boyunca desteklerini esirgemeyen Prof. Dr. Ahmet KUCUKCETIN’e ve Prof. Dr.
Mehmet INAN’a, degerli fikirleri ile tezime katki saglayip bilgi birikimime bir¢ok sey
katan Dr. Ogr. Uyesi Firuze ERGIN’e tesekkiirlerimi bir bor¢ bilirim. Calismalarim
boyunca laboratuvar ortamini paylastigim arkadaslarim Aysen Giiher GUNDES, Merve
AL ve Cigdem HOKELEKLIye ve ¢aligmalarima laboratuvarda kolaylik saglayan Ars.
Gor. Fatma ERSOZ’e ve Ars. Gor. Aybige CAKMAK ’a tesekkiir ederim.

Tez c¢aligmasim mali ydnden destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederim.

Son olarak, hayatimin her aninda oldugu gibi ¢alismalarim sirasinda da yanimda
hissettigim degerli ailem, arkadaslarim ve sevgili yol arkadasim Ars. Gor. Yunus Emre
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1. GIRIS

Tek hiicre yagi olarak da bilinen mikrobiyel yaglarin {iretimi, yagli olarak
nitelendirilen mikroorganizmalar kullanilarak 1870’lerin ortalarindan beri yapilabilmekle
birlikte ticari olarak iiretime baslamasi son 30 seneyi bulmustur (Ratledge 2013). Tek
hiicre yagi iiretimi ile dnemli ¢oklu doymamis yag asitleri igeren katma degeri yliksek
yaglar elde etmek miimkiin olabilmektedir (Ratledge ve Wynn 2002). Saglik i¢in 6nemli
olan bu yag asitlerinin tiretimi yaninda, mikrobiyal yag liretimi proseslerinin tarimsal ve
endiistriyel atiklarin substrat olarak degerlendirilmesi ile ¢evre kirliligi sorununu bir
nebze olsun azaltmak ve biyodizel iiretilerek katma deger kazandirmak gibi avantajlart
da vardir (Ochsenreither 2016). Biinyesinde kuru biyokiitlesinin %20 sinden daha fazla
lipid biriktirebilen mikroorganizmalara yag veren tiirler denilmektedir. intraseliiler olarak
tiretilen yag sadece mikrrorganizmanin aglik durumunda kullanilmayip depo materyali
olarak da degerlendirilmektedir (Shahidi 2005). Triagilgliserolleri de igeren yagin
depolanabilmesini tetikleyen etmenlerin arasinda karbon kaynagi fazlalig1 ve sinirlayici
bir besinin gerekliligi vardir. Genel olarak sinirlayici besin azot olmaktadir. Mikrobiyal
yag liretimi ¢aligmalarinda asil amag, fermentasyon sonucu elde edilen {iriiniin, insan
gidast olarak kullanilan bitkisel ve hayvansal yaglarin yerine kullanilabilecek nitelikte
olmasidir (Darcan ve Sarigiil 2016). Ayrica tek hiicre yagi tiretiminin; yiiksek biyokiitle
ve lipid verimi, mevsimsel ve iklime bagli degisikliklere hassasiyet gostermemesi
acisindan bitki ve hayvanlardan elde edilen yaglarin tiretimine gore olduk¢a avantajhdir.
Kiltiir kosullarmin modifiye edilmesi ve optimizasyonu ile alinan yag verimi de
yiikselebilmektedir. Bununla beraber genetik modifikasyon metotlar1 kullanilarak da
daha hizli ve kolay iiretim saglanabilmektedir. Bu sebeplerden dolay1 mikrobiyal yaglar
ve diger tek hiicre metabolitleri son zamanlarin oldukga ilgi ¢eken konulardandir (Saygiin
2017).

Mikrobiyal yag iiretiminde bir diger dnemli nokta ise yagda ¢dziinen fonksiyonel
bilesiklerdir. Bir¢ok kiif ve fotosentetik olmayan bakteriler tarafindan iiretilebilen bu
bilesiklerden bir kismi da karotenoidlerdir. (Avalos ve Carmen Limoén 2015).
Karotenoidler, meyvelere ve ¢iceklere parlak rengini veren énemli pigment gruplarini
(konjuge ¢ift bag serisi) icerir (Papp 2015). Gida endiistrisinde, farmasdtik sanayinde ve
kozmetik amagli olarak oldukca sik kullanilan karotenoidler, insan ve hayvan sagligina
olan oOnemli etkilerinden dolayr olduk¢a dikkat c¢ekmektedir (Papp ~ 2015).
Karotenoidlerin A vitamininin 6ncii maddesi olmasmin yaninda, dejeneratif yonii olan
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, makiiler dejenerasyon ve katarakt gibi hastaliklarin
riskini azaltan biyoaktif 6zellikleri de vardir (Mata-Gomez vd. 2014). Karotenoidler,
DNA’ya zarar verdigi bilinen ve mutajenik olabilen tekli oksijenin enerjisini karotenoid
zincirinin  igerisine absorplama gorevi goriirler. Bdylece karotenoid molekiilii
parcalanarak diger molekiillerin hasardan korunmasini saglamaktadir. Ayrica
karotenoidler, ¢oklu doymamis yag asitleri yikimi iizerinden baglayan serbest radikal
zincir reaksiyonunun baslamasina engel olabilmektedir. Bu da lipid membranlarinin
yapisinin korunmasini saglamaktadir. Bu sekilde yaglanma siirecini yavaglatabilmektedir
(Echavarri-Erasun ve Johnson 2001). Bir¢ok hayvansal dokunun karotenoidleri
tiretemedigi, ancak onlara ihtiyaglarinin oldugu bilinmektedir (Hernandez-Almanza vd.
2017). Bu nedenle dis kaynaklardan almmasi zorunludur. Insan ve hayvan
beslenmesinde kullanilan karotenoidler, bitkisel kaynaklardan veya kimyasal sentez yolu
ile elde edilmektedir. Karotenoidlerden; B-karoten, astaksanthin, lutein ve likopenin, lipid
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fazinda oldukga etkili antioksidan bilesiklerden olduklar1 bilinmektedir. Bu nedenle
kullanim alanlar1 da genis olmaktadir. Gida endiistrisinde; besin takviyesi, dogal gida
boyasi, yem katkisi olarak kullanilmakla beraber farmasotik endiistrisinde; antioksidan,
antikanserojen, immiino- modiilatérler olarak ve kozmetik sanayinde de cilt koruyucu
tiriinlerde, tirag sonrast losyonlarda, dus {riinlerinde, sag¢ {riinlerinde, giines
koruyucularinda kullanilmaktadir (Klein ve Buchholz 2013).

Kiiresel pazarda karotenoidlere olan talebin yillik %3.5 oraninda artis gostermesi ve
2014 senesinde 1.5 milyar dolar olan degerinin 2020 senesinde 1.8 milyar dolar olmasi
beklenmektedir. Ayrica karotenoid pazarinda -karoten i¢in ayrilmig pay digerlerine gore
olduke¢a fazladir ve bu payin 2026 senesinde %4.2’lik artis gostermesi beklenmektedir
(Anonymous 1). Nutrasotik bilesiklerden olan karotenoidlere talebin boylesi ¢ok olmast,
karotenoidlerin ekonomik bir sekilde iiretilmesi i¢in yapilan g¢alismalarin artmasini
saglamistir (Klein ve Buchholz 2013). Karotenoidlerin bir iiyesi olan (3-karotenin, 1980
yilindan beri ticari olarak iiretimi, Cin, Meksika, Amerika Birlesik Devletleri, israil gibi
tilkelerde tek hiicreli bir mikroalg olan Duaniella kullanilarak yapilmaktadir. Bitkisel
kaynaklara kiyasla mikroorganizmalardan ticari olarak olduk¢a verimli iretilen [-
karotenin, iklim ve cografi sartlardan bagimsiz olmasiyla biyoteknolojik prosesinin de
yonetilmesi oldukga kolaylagsmaktadir (Dufossé vd. 2005). Ayrica maliyeti diisiik olan
karbonhidrat kaynaklar1 kullanildiginda mikrobiyal proses olduk¢a ekonomik avantaj
saglamaktadir (Abdelhafez vd. 2016). Literatiir verilerine gore; bakteri ve bitkilerden elde
edilen endiistriyel olarak onemli bazi karotenoidlerin (biksin ve onun tlirevi olan
karotenoidler, lutein vb) kiifler tarafindan iiretilmedigi bilinmektedir. Ancak genetik
caligmalar sayesinde, kiiflerin heterolog konak¢1 olmasiyla bu karotenoidleri, bakteriler,
arkeobakteriler ve bitkilere gore oldukca yiiksek seviyede iiretebildikleri bildirilmistir
(Echavarri-Erasun ve Johnson 2001)). Zygomycetes kiif alt sinifi iiyelerinin karotenoid
tiretimine bakildiginda, B-karoten tiretiminin olduk¢a yaygin oldugu goriilmektedir (Papp
vd. 2015). Yapilan ¢alismalara gére; Phycomyces blakesleeanus (Almeida ve Cerda-
Olmedo 2008), Blakeslea trispora, Mucor circinelloides (Avalos ve Carmen Limon
2015), Mortierella ramanniana var. ramanniana M29 (Attwood 1971) gibi kiiflerin -
karoten irettigi ifade edilmektedir. Chlorophyceae smifi algler karotenoid iretimi
acisindan birincil derecede endiistriyel ilgi odagi olmaktadir. Bu smf igerisinde
Dunaliella, Chlorococcum ve  Haematococcus’un yiiksek seviyede [-Karoten,
kantaksantin ve astaksantin tirettigi tespit edilmistir (Echavarri-Erasun ve Johnson 2001).
Fungal tiirlerden elde edilen karotenoidlerin ikincil metabolizma firtinleri oldugu,
bunlarin da mevalonate (MVA) metabolik yolu kullanilarak tiretiminin gerceklestirildigi
bilinmektedir (Echavarri-Erasun ve Johnson 2001). 3-karotenin, eksponansiyel biiyiime
fazinin sonlaria dogru {iretildigi gézlemlenmistir. B-karoten iiretimi, besiyerinde azot
kaynaginin tiikkenmesi ile orantili olarak baglamakta ve artmaktadir. (Attwood 1971)

Bu tez galismasi kapsaminda, Mortierella ramanniana (DSM 62752) kiifii f-karoten
dretiminde kullanilmistir. P-karoten iiretiminin optimizasyonuna gecilmeden oOnce
besiyerinin iki temel bileseni olan karbon ve azot kaynaklarinin tespit edilmesi amaciyla,
oncelikle saf sekerler tercih edilmis, ardindan da secilen karbon kaynaklari ile azot
kaynaginin belirlenmesi asamasma gegilmistir. Uretilen biyokiitle ve p-karoten
miktarnin arttirilmasi i¢in iki basamakli optimizasyon yapilmistir. Bunun i¢in ilk basta
Plackett-Burman deneme deseni (PBD) kullanilmis olup desen Minitab® 16.0.0 deneme
stirimii ile olusturulmustur. Ardindan yanit yiizey metotlarindan olan Box-Behnken
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denemesi Design Expert® 11.0.0 (Stat-Ease Inc., Mineapolis, ABD) kullanilarak
olusturulmus ve optimizasyon tamamlanmistir. Daha sonra dogrulama denemeleri ile 3-
karoten iiretiminin ileride reaktdrlerle daha biiylik ¢apta iiretimini saglamak amaciyla
kinetik parametreler hesaplanmistir. Literatiire bakildiginda, B-karoten {iiretiminin
optimizasyonu amactyla yapilan bir¢cok ¢aligma mevcut olmakla birlikte, yapilan bu
arastirmada kullanilan mikroorganizma ile B-karoten iiretiminin optimizasyonuna dair
veriye ve herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Yapilan ¢alisma sayesinde ilgili
mikroorganizmanin f-karoten iiretim potansiyeli aydinlatilmis olmaktadir. Tezde
kullanilan saf sekerler ile iiretilen P-karoten maliyetinin diigliriilmesi i¢in ileriki
asamalarda bu sekerleri iceren ¢evresel atiklar kullanilarak yapilacak olan ¢alismalar ile
katma degeri yliksek iiriin elde edilebilecegi diigiiniilmektedir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Karotenoidlerin ortaya ¢ikisi ilk olarak 1831 senesinde, Wackenroder’in havugtan
turuncu pigment izole edip, Latince olan carota kelimesinden esinlenerek karoten ismini,
buldugu pigmente vermesine dayanmaktadir. Ardindan Berzelius’un 1837 senesinde
sonbahar yapraklarindaki sari pigmentlere ksantofil ismini vermesi ile karotenoid
calismalarina zemin hazirlanmistir (Chidambara Murthy 2005). Karotenoid terimi,
yapisal olarak yagda ¢dziinen pigment grubunu temsil etmektedir. Ozellikle, yapisinda
15181 absorbe edebilen konjuge cift bag bulunduran karakteristik polien zincirini igeren
Cao izoprenoid bilesiklerine karotenoid denilmektedir ( Echavarri-Erasun ve Johnson
2001; Avalos ve Carmen Limoén 2015). Cao iskeletinin biyosentezi iki ara molekiil olan
C20 (geranilgeranil difosfat)’den gergeklesirken, tiim karotenoidlerin 6nciil bilesigi olan
fitoen bilesigi olusur. Bu bilesik iizerinden seri halde desatlirasyon reaksiyonlari
gerceklestigi zaman, pigment yapisindan sorumlu kromofor gruplar1 (konjuge ¢ift bag
serisi) olusmakta ve ilerleyen siklizasyon, hidroksilasyon ve oksidasyon reaksiyonlari
meydana gelerek karotenoid yapisi g¢esitlenmektedir (Hurst 2007). Yapisal olarak
karotenoidler asiklik olabilecegi (6rn; likopen) gibi, molekiiliin basinda veya iki ucunda
bulunabilen, 5-6 karbondan olusan halkay1 igeren bisiklik (6rn; B-karoten) yapida da
olabilmektedir.  Hidrokarbonlar (karotenler) ve bunlarin okside olmus tiirevleri
(ksantofiller) olmak {iizere iki ana gruptan meydana gelen karotenoidler, 600°den fazla
dogal bilesigi temsil etmektedir (Echavarri-Erasun ve Johnson 2001). Baska bir
smiflandirma sekli ise provitamin A aktivitesine sahip olan ve olmayan ayrimina
dayanmaktadir. Bilindigi gibi yapisinda B-iyonon halkasi bulundurmayan karotenoidler
provitamin A aktivitesi gostermemektedir (Bogacz-Radomska ve Harasym 2018). Buna
gore; provitamin A aktivitesine sahip karotenoidler olarak B-karoten, -kriptoksantin ve
mutatokrom gosterilebilir. Provitamin A aktivitesi olmayan, yani viicutta retinale
dontstiiriilemeyen karotenoidlere lutein ve likopen 6rnek verilebilir (Saini ve Keum
2018). Dogada bulunan karoten bilesiklerinin yarisindan fazlasin1 [-karoten
olusturmaktadir (Chidambara Murthy 2005). B-karotenin, fitoen yapisindan olusmasi igin
4 adet dehidrojenasyon sonrasinda kirmizi likopene doniisiip, ardindan 2 adet B-
siklizasyon reaksiyonu gecirmesi gerekmektedir (Avalos ve Carmen Limoén 2015). Her
karotenin yaklasik olarak 282 adet geometrik izomeri vardir. Karotenoid bilesigi
kesfedildikten sonra, ilk hangi kaynaktan bulundu ise, geleneksel olarak onu temsil
edebilecek yerel isimler verilmektedir. Ornek olarak; misirda (zea mays) elde edilen
zeaksantin, domatesten (Lycopersicon esculentum) elde edilen likopen verilebilir. Bu
sistem, bilesik hakkinda yapisal olarak bilgi vermedigi i¢in, [IUPAC tarafindan da kabul
edilen isimlendirme sistemi olusturulmustur. Karotenoidlerde bulunabilecek ug¢ grubun
adlandirilmas: yapilirken Yunan harfleri kullanilmaktadir. Ug¢ grubu olmayan
karotenoidler ise apokarotenoid olarak isimlendirilmektedir (Hurst 2007).

Dogal renk maddesi olarak da bilinen karotenoidler, goriiniir spektrumda maksimum
absorpsiyonu violet-yesil bolgede vermektedir. Buna gore bu bilesikler bulundugu ortama
kendine has sari, turuncu ve kirmizi renk vermeleri ile de bilinmektedir. Sar1 renk
olusumunun gozlenmesi i¢in yapisinda en az 7 adet konjuge cift bagin bulunmasi
gerekmektedir. Cift bag sayisinin artmasi da baskin absorpsiyon bandini daha yiiksek
dalga boylarina kaydirmaktadir (Sorour vd. 2017). Dogadaki tiim kaynaklarindan iiretilen
toplam karotenoid miktarmin senelik olarak 100 milyon ton oldugu tahmin edilmektedir.
Bitkiler aleminin bir¢ok iiyesinde, fotosentetik olan mantar, bakteri ve hayvan
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dokularinda bulunmaktadir. Bitkiler arasindaki karotenoid igerigi ve gesit dagilimi,
kloroplast varligi ile yakindan ilintilidir. Bitkilerde en baskin goriilen gesit B-karoten
olmakla beraber, bunu sirasiyla ksantofil, lutein, vioksantin, neoksantin takip etmektedir.
Zeaksantin, y-karoten, [-kriptoksantin, anteraksantin ise ¢ok az miktarlarda
bulunmaktadir. Ote yandan meyvelerde ise ksantofiller oldukc¢a fazla miktarlarda
bulunmaktadir (Hurst 2007). Nergis, kaliforniya gelincigi gibi ¢icekler ile ananas,
domates citrus meyveleri ve mangoda yogun olarak bulunmaktadir. (Chidambara Murthy
2005) Hayvanlarda ise karotenoidler beslenme yoluyla alinip farkli dokularda
depolanarak flemingo, somon balig1, kabuklu deniz canlilar1 gibi baz tiirlerin spesifik
renginden sorumlu olmaktadir. Karotenoid pigmentlerine bakteri, alg, maya ve kiif tiirleri
gibi oldukca cesitli mikroorganizmalarda da rastlanilmaktadir. Mikrobiyal kaynakli
karotenoidlerin tiretimi, bunlarin bitkilerden ekstraksiyon ile elde edilmesi ve kimyasal
olarak sentezlenmesine kiyasla mevsimsel ve liretimde cografi ¢esitlilige bagli olmamasi
nedeniyle daha avantajli olabilmektedir (Cardoso vd. 2017).

2.1. p-karoten Yapisi ve Farmakolojik Etkileri

B-karoten, biyolojik aktivitesi ve en yaygin olarak {iretilen karotenoid olmasi
dolayisiyla oldukg¢a 6nemli bir bilesendir. f-karoten dogal olarak all-trans p-karoten ve
9-cis B- karoten yapisinda olmakla beraber az miktarda da olsa 13-cis -karoten olarak da
iiretilmektedir (Chidambara Murthy 2005). Insan plazmasinda sirkiile olan B-karotenin
biiytik bir kismi all-trans B-karotendir. Ancak az da olsa kanda 13-cis ve 9-cis 3-karoten
formlar1 da mevcuttur. (Perera ve Yen 2007)

Sekil 2.1. B-karotenin kimyasal yapist (Borowitzka 1992)

Giin gectikce karotenoidlerin saglik lizerine olan etkileri, yapilan calismalar ile
aciga cikmaktadir. Tanimlanan 600’den fazla karotenoid bilesiginin yaklagik 30-50
kadarmin provitamin A aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir. Karotenoidler,
provitamin A ve provitamin A olmayan bilesiklerine doniisebilmektedir. Diyetle alinan
baglica provitamin A karotenoidi B-karoten’dir. A vitamini; biiylime, embriyo gelisimi ve
gorme fonksiyonlarin1 diizenleme gibi bircok Onemli asamada rol almaktadir.
Memelilerde A; vitamini (retinol), diyetle alinan B-karoten’in oksidatif metabolizmasi ile
elde edilmektedir. B-karoten’in boliinmesi O2’e baglh dioksijenaz ile katalizlenmektedir.
A vitamini (dehidroretinol), siklohekzadien halka sistemi tagiyan ve retinole gore bir
fazla cift bag1 bulunan bir retinol analogudur. Retinol ve tiirevleri sadece hayvansal
iirtinlerde bulunmaktadir. Provitamin A aktivitesi, karotenoidlerin olduk¢a fazla ¢calisma
ile kanitlanmig bir fonksiyonudur. -karoten, zeaksantin ve B-kriptoksantin gibi terminal
B-halka gruplar1 iceren kisith sayida karotenoid bu etkiden sorumlu olarak goriilmektedir.
Amerikan Ilag Endiistrisi’nin verilerine gore, B-karotenin retinol aktivitesi esdegerliginin,
enterositin kisitlayici absorpsiyonundan dolayi, 12 pg B-karotenin 1 pg retinol
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aktivitesine denk oldugu bildirilmistir (Hurst 2007). Diger provitamin A aktivitesi
gosteren karotenoidler icin ise bu oran 1:24 olmaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalara gore,
bu bilesiklerin provitamin A aktivitesi gostermesinin yaninda antioksidan fonksiyonu

tagimasi sebebiyle, baslama sathasinda olan bir¢ok hastaligi onleyebildigi bildirilmistir
(Barredo 2009).

A Vitamininin giinliik olarak besinlerle birlikte alimi, yetiskin bireyler igin 800
ng, cocuklar icin 375-700 pg aralifinda ve siit veren anneler i¢in ise 1300 pg olarak
Onerilmistir. B-karoten cinsinden giinliik gereksinim ise yetiskinler igin 4.8 mg, siit veren
anneler i¢in 7.8 mg ve ¢ocuklar i¢in 2.25-4.2 mg olarak belirlenmistir. Glinliikk miktarin
alinmasinda gidalarin yetersiz kalmasi ile takviye edici olarak yeni ve siirdiiriilebilir
kaynaklarin bulunmasi gerekmektedir (Chidambara Murthy 2005).

2.1.1. p-karotenin antioksidan etkisi

Karotenoidlerin belki de en ¢ok tartisilan etkilerinden biri, oldukga zararli olan
zincir reaksiyonlarin baglamasina sebep olan serbest radikaller ile olan iliskileridir (Edge
vd.1997, Bast vd. 1998). Coklu doymamis yag asitlerinden olusan biyomembranlarin
hidrofobik kisimlar1 aktif oksijen tiirlerinin en ¢ok saldirdigi kisimlardir. Lipid
peroksidasyonu diisliniildiigiinde, ortaya ¢ikan peroksil radikalleri ile karotenoidler
tepkimeye girerek bu zincirleme reaksiyonun kirilmasina neden olmaktadir. Bu da
karotenoidlerin antioksidan karakterlerinin en giiglii kanit1 olmaktadir (Certik vd. 2009)

Genel olarak, serbest radikallerin karotenoidler ile olan iliskisi 3 mekanizma ile
aciklanmaktadir. 1) ortama radikal ilavesi, 2) karotenoidlerden hidrojen ayrilmasi, 3)
elektron transfer reaksiyonu. Karotenoidlerin antioksidan o6zelliginden prooksidan
ozelligine kaymasinda etkili olan faktorler; dihidrojenin kismi basmct (pO2) ve
karotenoid konsantrasyonudur. Bazi ¢alismalar karotenoidlerin prooksidan dzelliklerinin
varhigim1 gostermektedir. Buna gore B-karoten, lipid peroksidasyonu siirecinde yiiksek
karotenoid konsantrasyonu ve yiiksek oksijen basincinda prooksidan  gibi
davranabilmektedir (Certik vd. 2009).

2.1.2. p-karotenin antikanser etkisi

In vitro hiicre kiiltiirii c¢aligmalar1 gostermektedir ki; karotenoidler, hiicre
proliferasyonunu, transformasyonunu ve mikro ¢ekirdek olusumunu inhibe etmektedir.
Bu ozellik karsinojeneze karsi koruyucu etkiden sorumlu olarak goriilmektedir.
Karsinojenezin en 6nemli nedenlerinden birinin gap baglanti iletisimin azalmasi oldugu
ongoriilmektedir. Gap baglantilari ile hiicreler arasi iletisimin artirilmasi, karotenoidler
ve retinoidler sayesinde gerceklesmektedir ve kimyasal olarak yap1 degistirmis hiicrelerin
biiylimesinin inhibisyonu s6z konusudur. Karotenoid tiirevlerinin antikanser aktiviteleri
retinoid reseptdrlerin aktivasyonu ile de iligkilidir. Ayn1 zamanda likopen ve -karoten’in
pargalanma tiriinleri de bu aktiviteden sorumlu olarak goriilmektedir. Likopen; meme,
endometrial, akciger ve diger baz1 kanser hiicrelerinin poliferasyonunu ¢ok kuvvetli bir
sekilde inhibe etmektedir (Gokbulut ve Sarer 2008).

Karsinojenez ¢ok fazli bir sistem olup; baglangig, gelisim ve ilerleme asamasindan
olugsmaktadir. Normal bir hiicrenin malin bir fenotipi olan bir hiicreye doniistiiriilmesine
iliskin mekanizmalar hentiz tam olarak anlagilamamistir. Tiimor baglangici spontan veya
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kanserojen kaynakli genetik hasar nedeniyle olmaktadir. Onemli kanser dnciileri arasinda
mutajenler, genotoksik prooksidanlar ve radyasyon bulunmaktadir. Bu asamada, B-
karoten, DNA ile reaksiyona giren aktif ara maddeleri detoksifiye ederek, sondiirerek
veya yakalayarak koruyucu etki gosterebilir (Perera ve Yen 2007)

Perera ve Yen (2007)’nin bildirdigine gore, 160 meme kanseri hastasi ve 226
saglikli kadmn ile yapilan bir c¢alismada, c¢esitli antioksidanlarin kandaki yiiksek
seviyelerinin diisiik meme kanseri riski ile gliglii bir iliskiye sahip oldugu bulunmustur.
Menepoz 6ncesi donem kadinlarinda yiiksek diizeyde B-karoten, lutein, zeaksantin ve A
vitamini igerigi, meme kanseri riskinde sirastyla %67, % 87 ve % 85 oraninda azalma ile
iliskilendirilmistir.

2.1.3. p-karotenin kardiyovaskiiler sistem iizerine etkisi

Koroner kalp hastaliklar1 yillardir 6liim sebeplerinin basinda gelmektedir.
Oksidatif olarak modifiye olmus diisiik yogunluklu lipoproteinin (LDL), aterosklerozu
tetikleyici bir unsur oldugu kanitlanmistir. Serbest radikallerin LDL oksidasyonuna neden
olmasi sonucu anormal hiicre ¢ogalmasi da aterojenezin sebebi olarak diigtiniilmektedir.
Bu ylizden, antioksidanlarin LDL oksidasyonunu onleyici etkileri nedeniyle insan
koroner kalp hastaliklarina kars1 koruma saglayacag diistincesi glindeme gelmistir. LDL
oksidasyonunun ve plak olusumundaki oksidatif stresin engellenmesi antioksidanlarin en
onemli etkinligi olarak goriilmektedir. B-karoten ve likopen birincil olarak LDL’ye
tagindiklar1 igin; bu karotenoidler LDL’yi oksidasyondan koruyabilecek en Onemli
unsurlar olarak goriilmektedir (Thakur ve Azmi 2013).

2.1.4. B-karotenin cilt koruyucu etkisi

Hayatin devami i¢in giines, gerekli olan enerjiyi saglamakta ve saglanan enerjinin
spektrumu igerisinde gama, x-ray, ultraviole, goriiniir 1s1k, infrared ve mikrodalga 1s1nimi
yer almaktadir. Foto-oksidatif stresin olusumu ve 1s1k maruziyeti ile olusan hastaliklarin
sorumlusu UV (UVB, 280-315 nm; UVA, 315-380 nm) ve goriniir (380—750 nm)
radyasyondur. UV 151k, direkt olarak canli organizmalara zarar vermektedir. Goriiniir 151k
ise fotosentezi uyarmasinin yaninda fizikokimyasal proseslerin sonucu hasar
olusturmakta ve sonu¢ olarak 1s18a maruz kalan dokularda aktif oksijen tiirlerinin
olusumuna neden olmaktadir. Biyolojik olarak 6nemli molekiillerin, foto-oksidatif
reaksiyonlardaki modifikasyonu, 1s1ga maruz kalan dokularin cesitli hastaliklarin
gelisimindeki patolojik siiregleri ile iliskilendirilmistir (Perera ve Yen 2007). Isiga
maruziyet sonucu olugan hasarlar, hiicre lipidlerini, proteinlerini ve DNA’y1 etkilemekle
beraber; eritema, erken yaslanma, fotodermatoz ve cilt kanseri gibi olusumlara neden
olmaktadir. Karotenoidlerin oksijeni iyi yakalayic tiirler olduklar1 bilinmektedir. Bazi
hayvan deneylerinde karotenoidlerin tokoferollerle beraber UV 1sinlardan kaynakli cilt
lezyonlarinin olusumunu engelledigi ve kansere karsi koruyucu oldugunu gostermistir.
Koruyucu etkinin antioksidan 6zellikten ileri geldigi diisiiniilmektedir (Perera ve Yen
2007).

2.1.5. B-karotenin gida endiistrisindeki rolii

Avrupa’nin mikrobiyal pigment iiretimi konusunda basarili oldugu alanlardan biri
Blakeslea kiifiinden ticari olarak p-karoten iiretmesidir. Bu yeni dogal kaynak ilk kez
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1995°de Gida ve igecek katkilari (FIE) platformunda tanitilmistir. Avrupa Birligi Saglik
ve Tiketiciyi Koruma Dairesi, bu yolla elde edilen B-karoteni kimyasal yollarla iiretilen
versiyonuna esdeger kabul etmis ve bu nedenle renklendirici olarak kullanimina izin
vermistir (Dufossé vd. 2005). Elde edilen B-karoten, Avrupa Birligi’nin gidalarda
kullanimina izin verdigi katki maddeleri listesinde E160a resmi adiyla bulunmaktadir.
Avrupa Birligi’nin renk katki maddesi yonetmeligi, dogal ve yapay terimlerinin ayrimini
aciklamamaktadir. Bu terimlerin gida etiketlerinde bulunmasi da zorunlu tutulmamistir
(Carle ve Schweiggert 2016).

Gidalarda ilk bakista algilanan ozellik renk oldugu i¢in, pigmentler gida
endiistrisinde onemli olan yerini korumaktadir. Pigmentlerin dogal kaynaklardan elde
edilmesinin ihtiyaci, sentetik olan boya ve renklendiricilerin toksik etkilerinin anlagilmasi
ile daha da artmistir. Dogal kaynak olarak pigmentler; meyveler, sebzeler ve
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Yapilan bu teze de konu olan B-karotenin
tiretimi, endistriyel olarak Ozellikle bir alg olan Dunaliella salina ve bir kiif olan
Blakeslea trispora’dan elde edilmektedir (Carle ve Schweiggert 2016). Diinyada gida
renklendiricisi olarak bu kadar ilgi goren B-karoten bir¢ok firlinde kullanim alani
bulmustur. Margarin, peynir, meyve sulari, firinlanmis iiriinler, siit iirinleri, konserveler,
sekerlemeler ve soslarda kullanimi, iirlinlerdeki goriiniimii gelistirdigi i¢in tiiketici
talebini arttirmaktadir (Coma 1991). Yeni kullanim alani olarak; islenmis et iriinleri,
deniz tiriinleri (balik ezmesi, surimi) ve ketgap olarak gosterilebilir (McNeil vd. 2013;
Dufossé vd. 2005). Ayrica, siitiin igerisindeki provitamin A aktivitesinin arttirilmasi igin
biiyiikbas hayvanlarin yemlerine de B-karoten katildigi bilinmektedir (Hurst 2007).
Ozellikle p-karoten, gida renklendiricisi olarak 2-50 ppm konsantrasyon araliginda
kullanilmaktadir. O nedenle iiriine katkist sari-turuncu arasinda degismektedir (Thakur
ve Azmi 2013). ilk secenek olarak vanilya igerikli iiriinlerde kullanimi denenmis,
Ozellikle pigmentin 1s1ya kars1 hassas olmasindan dolay1 dondurmada kullaniminin uygun
olacag: diisiiniilmiistiir. Renk stabilitesinin saglanmasi amaciyla ise antioksidan olarak
tokoferol veya askorbil palmitatin uygun olacagi diistiniilmektedir (Carle ve Schweiggert
2016).

Piyasada satilan, Dunaliella’dan tiretilen B-karoten tiriinlerini ti¢ kategori altinda
toplamak dogru bir yaklagim olacaktir. f-karoten ekstraktlari, Dunaliella biyokiitlesinin
tozu ve yemler i¢in kurutulmus Dunaliella. B-karoten ekstraktlari saflastirilmis halde
genel olarak yemeklik yaglar icerisinde oram1 %1 ila %20 olacak sekilde satilmaktadir.
Saflastirilmig  B-karoten igerisinde az da olsa (%15) diger karotenoidlerden de
bulunmaktadir. Bu nedenle piyasaya karotenoid karigimi olarak siirtilmektedir (Dufossé
vd. 2005). Karotenoidlerin elde edildigi mikroorganizmanin direkt olarak biyokiitlesinin,
saflagtirma yapilmadan kullanim1 gida giivenligi agisindan bir sorun teskil edip etmedigi
tartisilmaktadir. Ancak bir¢ok arastirma Dunaliella’nin biyokiitlesinin direkt olarak gida
formiilasyonlarda kullaniminin giivenli oldugu yoniindedir (Dufossé vd. 2005).

2.2. p-karoten Uretim Prosesleri
2.2.1. Yapay yollarla p-karoten iiretimi

Yapay olarak karotenoid sentezi 1950’lerden bu yana Karrer, Eugster, Inhoffean,
ve Milas gibi aragtirmacilar tarafindan yapilmaktadir. Sentetik B-karotenin endiistriyel
Olgekte tiretimi, ise bu arastirmacilardan bes sene sonra baglamistir (Bogacz-Radomska
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ve Harasym 2018). Roche (F. Hoffmann-La Roche, Ltd.) 1954 ve BASF (Badische
Anilin- & Soda-Fabrik) 1960°dan itibaren sentetik B-karoten iiretimine baslamistir
(Ribeiro vd. 2011). Ticari B-karotenin %85’inden fazlasi yapay sentez yolu ile
iretilmektedir (Azmi ve Thakur 2013). Bunun yaninda 700°¢ yakin karotenoid
icerisinden sadece birkaginin endiistriyel olarak iiretimi yapilmistir. Likopen,
kantaksantin, astaksantin, [-karotenin, [-apo-8'-karotenal, [-apo-8'-karoten ve
sitranaksantin endistriyel Olgekte {retimi yapilabilen karotenoidlerdendir. Wittig
kondensasyon veya Grignard reaksiyonlari, karotenoid {retimi i¢in uygulanan
yontemlerdendir (Bogacz-Radomska ve Harasym 2018). Sentetik [3-karoten iiretimi igin
her firma farkli metodlar kullanmaktadir. Ancak hepsi ayn1 hammaddeye yani B-iyonon
bilesigine ihtiyag duymaktadir. B-iyonon, sitral ile asetonun kondensasyon reaksiyonu
sonucu olusmaktadir. Roche’nin yontemi ile sentezlenen B-karoten verimi %65 iken,
BASEF ile verim %85’lere ¢ikmaktadir (Ribeiro vd. 2011).

2.2.2. Dogal kaynaklardan B-karoten elde edilmesi

Bitkilerden karotenoid elde etmenin en eski ve fizikokimyasal prosesler igeren
yolu ekstraksiyondur. Karotenoidler bitkilerin yesil kisimlarindan, ciceklerinden,
meyvelerinden, tohumlarindan ve koklerinden elde edilebilmektedir. Bitki hiicresi
icerisinde karotenoidler tilakoid membranlar olarak isimlendirilen kloroplastin
organelleri i¢erisinde yer almaktadir (Bogacz-Radomska ve Harasym 2018).

B-karotenin en popiiler kaynagi ise havugtur. Ekstraksiyon prosesi havug¢ icin
farkli birka¢ basamaktan olugmaktadir (saflastirma, materyal kesme, sivi presleme,
protein koagiilasyonu, sedimentasyon, santrifiijleme, organik ¢ozeltiler ile ektsraksiyon,
filtrasyon, deodorizasyon, evaporasyon, kristalizasyon). Bazi durumlarda islenmemis
havu¢ fermentasyona tabi tutulur, ardindan ya direkt kurutulur ya da ekstraksiyonu
kolaylastirmak i¢in boyut kiigiiltmesi saglanir. Bitkilerden karotenoid elde edilmesinin en
bliyiik dezavantaji yiiksek maliyet, cografi kisitlama ve mevsime bagli olmasidir. Birkag
gram karotenoid iiretebilmek i¢in kilolarca bitki islenmesi gerekmektedir. Yaklasik 50 kg
havugtan sadece kristal formda 2 g a-karoten ve P-karoten elde edilebilmektedir. O
nedenle karotenoid biyosentezi i¢in oldukca fazla miktarda genetik ve biyoteknolojik
caligmalar yapilmaktadir (Bogacz-Radomska ve Harasym 2018).

2.2.3. Biyoteknolojik yollarla p-karoten elde edilmesi

B-karoten elde edilmesinde kullanilan metotlar arasinda mikrobiyel biyosentez
son zamanlarda ilgi odagi olmustur. B-karoten igeren dogal pigmentlerin ticari olarak
tiretilme gereksinimi bu alanda ¢alismalarin hizlanmasina yol agmistir. Cizelge 2.1°de B-
karoten {retiminde kullanilan mikroorganizmalarin gosterildigi ¢alismalar yer
almaktadir. (Bogacz-Radomska ve Harasym 2018). Biyoteknolojik olarak filamentli
kiifler, mayalar, bakteriler ve mikroalglerden elde edilen B-karoten de dogal yollarla elde
edilmis sayilmaktadir.

Mikroalgler, farkli pigmentleri de igeren bir¢ok degerli bilesigin en biiylik kaynag:
haline gelmistir. Bu nedenle B-karoten iiretiminde mikroalg biyoneknolojisi ¢alismalari
da 6nem kazanmistir. Dunaliella salina, Dunaliella bardawil, Dunaliella tertiolecta,
Erythrotrichia carnea, Laurencia obtuse, Prochloron sp. B-karoten iirettigi bilinen
alglerdir (Bogacz-Radomska ve Harasym, 2018). Ozellikle kuru kiitlesinin %14’iine
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kadar B-karoten tretebildigi bilinen Dunaliella salina, ¢alismalarin ilgi odagi haline
gelmistir. Dunaliella’nin tirettigi B-karoten kompozisyonunun %50’sinden fazlasini 9-
cis-B-karoten olusturmaktadir (Raja vd. 2007). Kloroplastlarinda B-karoten depolayabilen
Dunaliella salina’nin B-karoten iiretebilmesi igin Kkiiltiir sartlar1 arasinda yiiksek
tuzluluk (%27’den fazla NaCl) gerckmektedir. Ayrica 1sima stresinin de karoten
iiretimine etkisinin oldugu bilinmektedir. Isima stresi, fotosentez i¢in gerekli olan 15181n
fazlasinin gelmesi durumunda olusmaktadir. Dunaliella 1s1ma stresine girdigi zaman ise
daha fazla B-karoten tiretmeye baslamaktadir (Raja vd. 2007).

Potansiyel B-karoten {ireticisi olarak, bakteriler diger mikroorganizmalara goére
diisiik iiretim kapasitelerinden dolay1 daha az ilgi ¢ekmektedir. Ancak gen teknolojisi
sayesinde rekombinant olan tiirlerin, karotenoid liretimini 3 kat arttirabildigi belirtilmistir
(Azmi ve Thakur 2013). Buna goére yapilan bir ¢alismada Van Keulen vd. (2010)
tarafindan Erwinia uredovora, Erwinia herbicola, Rhodomicrobium vannielai,
Protaminobacter rubber, halofilik bakteriler ve Mycobacteria tiirlerinin de karoten
trettigi  bildirilmistir. Bundan baska, Flavobacterium’da oldugu gibi, karoten
iiretebilmesi i¢cin merkezi metabolizmasinin inorganik tuzlar veya iire ile inhibe edilmesi
gerekmektedir. Yoon vd. (2009) yaptiklar1 ¢aligmalarinda, Streptococcus pneumoniae ve
Enterecoccus fecalis’in genlerinin E. coli’ ye aktarilmasi ve bu rekombinant bakterinin
%?2’lik gliserol igeren besiyeri ortaminda inkiibasyonu ile 120 saat sonunda 465 mg/L f-
karoten tiretilmistir.

Wang vd. (2012) Serratia marcescens RB3’ii izole edip; fizyolojik, biyokimyasal
testler ve 16S rDNA dizin analizinden gegirdikten sonra HPLC ile bu bakterinin iirettigi
B-karotenin tanimlanmasi yapmislardir. Ardindan B-karoten {iretimi i¢in optimizasyon
yapilip, %2.0 laktoz, %2.0 pepton, % 0.3 et ekstrakt1, %1.0 NaCl, % 0.05 Fe?* ile takviye
edilmis, pH 6.0 ve 30°C sartlar1 altinda optimum olarak 2.45 pg/mL B-karoten {iretimi
gerceklestirilmistir.

Zhao vd. (2013) galigmalarinda, genetik miihendislik uygulamalar ile E.
coli’nin B-karoten tiretimini gergeklestirmesini saglamislardir. Boylelikle B-karoten gibi
terpenoid bilesiklerinin {iretimi i¢in gerekli iki 6énemli kofaktér olan ATP ve NADPH
miktarmin arttirilmasini saglayan metabolizma diizenlenmistir. B-karoten sentezi 5
modiile ayrilmistir. 2-C-metil-derythritol-4-phosphate (MEP) yolunun genetik olarak
islenmesi ile B-karoten verimi 3.5 kat arttirilmistir. ATP sentezi, pentoz fosfat, TCA
moduliiniin tek genleri diizenlendiginde B-karoten verimi sirasiyla %21, %17, %39
oranlarinda arttirilmagtir.

B-karoten iiretiminde biyosentez sonrasinda uygulanacak alt islem basamaklari
onemlidir. Uygun bir ekstraksiyon metodu secimi, hiicre membraninin parcalandiktan
sonra PB-karotenin hiicreler igerisinden elde edilmesi prosesin devami igin Onemlidir
(Kaiser 2009; Thakur ve Azmi 2013).
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Cizelge 2.1. f-karoten iiretimi i¢in kullanilan mikroorganizmalar (Azmi ve Thakur 2013)

Mikroorganizma

Referanslar

Alg

Dunaliella salina

Dunaliella bardawil

Haematococcus sp.

Murielopsis sp.
Kiif

Blakeslea trispora

Phycomyces blakesleanus

Mucor circinelloides
Neurospora crassa
Phycomyces nitens

Mortierella ramanniana M29

Maya
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula glutinis DBVPG
3853

Rhodotorula glutinis DM28

Rhodotorula graminis

Gercia-gonzalez vd. 2005; Venkatesh vd. 2005; Zhu
ve Jian 2008, Ben Amotz 2004

Mogedas vd. 2009
Lorenz ve Cysewsk 2000

DelCampo vd. 2007

Ciegler vd. 1959; Jeong vd. 1999; Mantzouridou vd.
2002; Roukas vd. 2003; Goksungur vd. 2004; Xu vd.
2007; Chaudhary ve Singhal, 2008; Filotheou vd.
2010

Mehta vd. 1997; Cerda-Olmedo 2001; Papp vd. 2009
Iturriaga

Iturriaga vd. 2005; Papp vd. 2009
Hansmann ve Sandmann 2000
Kivanc ve Kahyaglu 2008

Attwood 1971

Roadjanakamolson ve Suntornsuk 2010; Bhosale ve
Gadre 2001; Kim vd. 2004; Wang vd. 2008

Buzzini vd. 2000
Malisorn ve Suntornsuk 2008; Malisorn ve
Suntornsuk 2009
Buzzini vd. 2005

(Devami Arkada)
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Cizelge 2.1.’in devami

Rhodotorula rubra

Xanthophyllomyces
dendorhous

Rhodotorula mucilaginosa
Sporobolomyces roseus
Rhodospiridium babjevae
Bakteri
Sphingomonas jaspsi
Mycobacterium kansasii
Flavobacterium multivorum
Flavobacterium sp.

Micrococcus sp.

Simova vd. 2003

An vd. 1991

Juckyoung vd. 2009
Maldonade vd. 2008

Sperstad vd. 2006

Asker vd. 2007; Silva vd. 2004
David 1974

Bhosale ve Bernstein 2004
Krubasik ve Sandmann 2000

Salah ve Ibrahim 2008
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Sekil 2.2. B-karotenin hiicre igerisindeki yeri (Sorour vd. 2017)

Karotenoidler hidrofobik molekiiller oldugundan dolay1, hiicre igerisindeki yerleri
hidrofobik alanlara kisitlanmis olup, hiicre membranlari i¢erisinde bulunmaktadir. Ancak
protein ile kombinasyon halinde olanlar ise hiicrede diger sulu ortamlarda
bulunabilmektedir (Butnariu 2016).

2.2.4. Kiiflere 6zgii karotenojenik mevalonat metabolik yolu

Diger terponoidler gibi kiif karotenoidleri de mevalonik asit (MVA) biyosentetik
metabolik yolu ile asetil-CoA ve hidroksimetilglutaril-CoA.z. (HMG-A)’den
iretilmektedir (Bennett 2002). Tiim izoprenoid bilesiklerinde biyosentez iz yolunun ilk
basamaginda, iki molekiil geranilgeranil difosfat (GGDP) molekiiliinden prefitoen
difosfat (PPDP) araciligiyla 40 karbonlu bir hidrokarbon olan fitoen olusmaktadir. Ug
konjuge cift bag iceren ve renksiz olan fitoen, daha sonra her enzimatik basamakta
molekiile yeni bir ¢ift bag eklenmek suretiyle bir dizi dehidrojenasyon reaksiyonu
gecirdikten sonra 13 tane ¢ift bag igeren simetrik bir molekiil olan likopen olugmaktadir.
Likopenden sonraki basamak ise, u¢ gruplarda halka olusumudur (siklizasyon). Bunun
sonucunda da monosiklik (y-karoten, &-karoten) ve bisiklik (a-karoten, B-karoten)
yapidaki karotenoidler olusmaktadir. Ayrica a-karoten ve B-karotenin hidroksilasyonu
sonucunda da lutein ve zeaksantin gibi ksantofiller meydana gelmektedir (Ata 2013).
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Sekil 2.3. Karotenoid biyosentez izyolu (Cardoso vd. 2017)

2.2.5. Mikrobiyal karotenoid iiretiminde genel alt islem basamaklar:

Apolar karakterli karotenoidler interseliiler olarak bitkilerin dokularinda ve
mikroorganizmalarda bulunmaktadir. O nedenle iiretim asamasi hiicrelerin 6n isleme tabii
tutulmasin1 gerektirmekte ve bu molekiillerin ¢ozlintirliiliigiinii hizlandirmak igin ise
diisiik polaritede uygun bir c¢oziicii ile liging (ekstraksiyon, leaching) prosesi

uygulanmaktadir.
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Sekil 2.4. Karotenoid iiretiminin genel alt islem basamaklari1 (Cardoso vd. 2017)

[k asamada ham biyokiitle kurutulur, bu sayede biyokiitleye ¢dziiciiniin ulasmasi
daha kolay olmakta ve sudan kaynaklanacak c¢ozme direnci engellenebilmektedir.
Ardindan 6gilitme iglemine gecilir. Bu islem, biyokiitle matriksinin yiizey alanim
arttirarak ¢oziicli ile temasin kolaylagsmasina yardimci olmaktadir. Eger hiicre duvar
kalin mikroorganizma ile calisiliyorsa mutlaka kimyasal ya da mekanik parcalama
mekanizmalar1 kurutma oncesinde yapilmalidir. Kurutulmus biyokiitle uygun bir apolar
coziicli ile ekstrakte edilir. Coziiclinliin miktari, ¢6zme yeterliligini etkilediginden bu
asamada 6nem kazanmaktadir. Ekstraksiyon sonrasinda, karotenoid igeren soliisyondan
¢oziicli uzaklastirilmalidir. Konsantre edilen karotenoid eger istenirse kullanima bagh
olarak daha ileri bir islem olan saflastirma basamagina tabi tutulabilir (Cardoso vd. 2017).

2.3. p-karoten Uretimini Etkileyen Parametreler

Hiicre tipi onemli olmaksizin, karotenoid sentezi hiicre gelismesini inhibe eden
veya besin yetersizligi, yiiksek 1s1ik siddeti, yiiksek tuzluluk ortami gibi stres yaratan
kosullarda daha iyi ger¢eklesmektedir (Guevara-Gonzalez vd. 2010). Daha 6nce de
bahsedildigi gibi yesil mikroalgler, kiifler, bakteriler gibi bircok mikroorganizma [3-
karoten iireticisidir. Bu mikroorganizmalarin biyosentez etkinliginin artirilmasi ile
karotenoid tiretiminin de arttig1 bildirilmistir (Sorour vd. 2017). Basit ve etkili karotenoid
tiretimi gerceklestirmek i¢in besiyeri ortami ve kiiltiir kosullarinin ayn1 zamanda modifiye
edilmesinin basarili oldugu bildirilmektedir (Sorour vd. 2017).
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2.3.1. Fermentasyon ortami sicakhi@inin etkisi

Sicaklik mikroorganizmada karotenoid iretimini diizenleyen enzimlerin
aktivitelerinin degisimini, bu enzimlerin konsantrasyonlarini ve mikroorganizma
gelisimini kontrol etmektedir. (Certik vd. 2009; Sorour vd. 2017). Bunun yanisira, bilinen
en Oonemli ticari B-karoten kaynagi olan mikroalg kaynaklarinindan Dunaliella sp.
halophile flagellate, Heamatococcus pluvialis gibi mikroorganizmalar i¢in sicaklik,
gelisimi kontrol ettigi igin kritik bir etmen olarak kabul edilmektedir. Genel olarak
alglerin 1000 umol foton/m?-s civarinda 151k yayiliminda ve diisiik sicakliklarda B-
karoten trettigi bildirilmektedir. Dunaliella'nin B-karoten igerigindeki degisiklikler,
cesitli ¢evresel faktorlere ve aymi zamanda hiicre boliinmesi siirecinde maruz kalinan
15181n miktarina bagli olmaktadir. Sabit 151k yayiliminda ve diisiik sicakliklarda boliinme
yavaslamakta ve bu da yiiksek B-karoten iiretimi ile sonuglanmaktadir. Bu durumun
Dunaliella bardawil mikroalgi icin 1s18a karst olan korunma sistemi olarak
degerlendirildigi bildirilmektedir. Rhodotorula cinsinde de diistik sicakliklarda B-karoten
tiretiminin yiiksek oldugu, aksine yiiksek sicakliklarda ise daha fazla torulen bilesiginin
tiretildigi bildirilmistir (Sorour vd. 2017).

Bir diger calisma ise y-karotenin diger karotenoidlerin iiretiminde bir dallanma
noktasi olarak davrandigini ortaya konulmustur. Bunu takip eden hidrojenasyon ve de
karboksilasyon tepkimeleri ise torulen {iiretimi ile sonu¢lanmaktadir. Bu durumun
sicakliga bagl olarak degistigi diisiiniilmektedir. Ciinkii diisiik sicakliklarda, torulen
tretimini saglayan enzimlerin aktivitelerinin B-karoten tiretiminde etkili olan enzim
aktivitelerinden diisik oldugu saptanmistir. Bu bilgi Rhodotorula glutinis igin
gegerliligini  tasimaktadir. Ciinkii bu calismaya gore hiicrelerin 5°C’de 21 giin
depolanmasi ile torulen ve torularhodin {iretiminin baskilandigi ve B-karoten sintaz
aktivitesinin ise arttig1 belirlenmistir (Sorour vd. 2017).

Ben-Amotz (1996), fermentasyon ortami sicakligmmin 30°C’den 10°C’ye
diigiiriildiigiinde 9-cis/all-trans-B-karoten oraninin 4 kat artigini gézlemlemistir. Gomez
ve Gonzale (2005)’e gore, sicaklik 26°C’dan 15°C’ye diisiiriildiigiinde bu oranin
degismedigi ancak diisiik sicakliklardaki akiimiilasyonun yiiksek 1simadan (1.000
pmol/m?s) etkilendigi belirtilmistir (Sorour vd. 2017).

2.3.2. Isigin etkisi

Karotenoid sentezinin fotoregiilasyonunun cogu fotosentetik
mikroorganizmalarda ve kiiflerde bulundugu bildirilmistir. Is1gin; hiicrede bulunan
oksijen, 1518a hassas molekiillerden olan protoporfirin IX, hem ve diger bilesikler ile
interaksiyonu ile reaktif oksijen tiirleri olugmaktadir. Isik uyarisinin karotegenesis
tizerindeki regililasyonu, ortamda olusan reaktif oksijen tiirlerinin araciligi ile
saglanmaktadir (Guevara-Gonzalez vd. 2010; McNeil vd. 2013).

Genel olarak, bakteri, kiif, maya ve alg kaynakli karotenoidler {iretilirken beyaz
151k aydinlatmast gerektigi bildirilmistir. Ancak tiretilen miktar, beyaz 15181n siddeti ve
mikroorganizma cinsine gore degisebilmektedir. Ek olarak, karotenoid pigmentlerinin
profili, mikrobiyal yasam dongiisii sirasinda 1s18a maruz kalma siiresine baglidir (Certik
vd. 2009). Bunlarin disinda 151k stimulasyonunun aciklanmasinda iKi teori gecerlidir. i1k
olarak karotenoid miktarinin, mikroorganizmanin optimum gelisimi ile direkt ilgili
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olmasi, ikinci olarak da karotenoid birikiminin karetogenesisi saglayan enzimatik
aktiviteyi arttirmasiyla aciklanmaktadir. Isik siddetinin 501250 pmol photon/m?-s
olarak kademeli arttirilmasi B-karoten miktarini arttiracagi bildirilmistir (Mushir vd.
2014). Mutant Rhodotorula glutinis’in beyaz 1sik altinda gelisiminin eksponansiyel
fazinin sonunda P-karoten iiretimini %58 arttirdigi belirlenmis olup bu c¢alisma
endiistriyel agidan dikkat edilmesi gereken sonuglari ortaya koymaktadir (Chan vd.
2013).

Rhodotorula tiirleri ve suslari tizerinde yapilan ¢alismalara gore 1s1k yogunluguna
gosterilen direng farklidir. Rhodotorula minuta'nin 5000 lux'e kadar direng gosterdigi
gbzlenmistir (Yadav ve Prabha 2014). Rhodotorula glutinis 1000 lux'te zayif bir biiylime
gostermektedir (Chan vd. 2013). Yapilan bir ¢alismada, Rhodotoru minuta'nin 1s1k altinda
karotenoid biyosentezinde aktif olan enzimlerin roliinii incelemek i¢in HMG-CoA
rediiktazin giiclii bir rekabet¢i inhibitoérii olan mevinolinin bir kombinasyonunu
kullanilmistir. Calismanin sonuglarina gére mevinolin kullanildiginda 1s1k ile karotenoid
tiretiminin uyarilmasi kontrol edilebilmektedir. Karotenoid iiretimini durdurmak igin
inhibe edici konsantrasyona ulagsmak tamamen hiicrelere yayilan 1s1ga baghdir. Isigin
miktar1 ve yogunlugunun yani sira, mevinolin konsantrasyonu ve inhibisyon arasinda
onemli bir korelasyon oldugu bildirilmistir. Bu sonu¢lar HMG-CoA olusumunda yer alan
enzimlerin aktivitesinin 1siktan etkilenmeyebilecegini diislindiirmektedir. Kiltiir
ortamina yeterli miktarda mevalonat ilave edildiginde, karotenoid miktar1 mevinolin
yoklugunda oldugu gibidir. Bu sonug¢ sunu gosterir: Mevalonatin karotenoid tiretiminde
HMG CoA rediiktaz gibi 151k uyarma kapasitesine sahip enzimler bulunabilir.

Zigomisete aerobik miselyum vahsi tiirlerinden biri olan Mucor rouxii ile yapilan
bir ¢alismada, siirekli 1g1k altinda gelisim safhasinda iken karanlik ortama gore [3-karoten
birikiminin on kat daha fazla oldugu saptanmistir. Bu durumda B-karoten iiretimi
cogunlukla direkt olarak hiicreye gelen 1s1k miktarina baglantilidir. Ancak spesifik olarak
aerobik olan misellerde iiretimin gozlendigi, anaerobik olanlarda saptanmadigi da
bildirilmektedir Bu bulgu, Mucor rouxii igin oksijenin de karotenoid iiretimindeki roliinii
gostermektdir (Sorour vd. 2017).

2.3.3. Havalandirmanin etkisi

Karotenoidler, 1s18in zararh etkilerini engellemesi ve fotokoruyucu islevi
nedeniyle fotosentetik organizmalar i¢in oldukca kritiktir. Fotosentetik olmayan
mikroorganizmalarda ise karotenoidler etkili birer reaktif oksijen yakalayici olarak goérev
almaktadir (Guevara-Gonzalez vd. 2010). Tiim karotenojenik mikroorganizmalarda,
oksijenin karotenoid biyosentezi i¢in Onemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Ciinkii
molekiiler oksijen, karotenoid biyosentesindeki desatiirasyon mekanizmasinda goérev
almaktadir (Certik vd. 2009). Oksijen kullanilabilirliginin, tiretilen pigment miktarinda
ve profilinde baskin bir etkiye sahip oldugu genel olarak kabul edilmistir. Kif
kiiltirlerinde, ¢oziinmiis oksijen stresinin %15-20 hava doygunlugunda olmas1 Kkritik
seviyedir ve etkili karotenoid sentezi igin yeterli olmaktadir (Guevara-Gonzalez vd.
2010). Ayrica mikroorganizmalarin morfolojik formlar1 aerasyona bagl olarak
degisebilmektedir. Blakeslea trispora nin zigospor formunun kritik oksijen seviyelerinde
olustugu ve B-karoten iiretiminden sorumlu oldugu bilinmektedir (Certik vd. 2009).
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2.3.4. Calkalama hiza

Calkalama hizi, besi ortaminin yeterli oranda karismasi, kiitle ve 1s1 transferinin
gerceklesmesi icin Onemlidir. Calkalama sadece besi ortaminda bulunan farkli fazlar
arasindaki kiitle transferini desteklemekle kalmaz, ayn1 zamanda kimyasal ve fiziksel
kosullarin homojen olmasi siirekli karistirma ile saglanmaktadir. Calkalama, besi
ortaminda kayma kuvveti olusturarak mikroorganizmalar1 birka¢ yonde etkilemektedir.
Bunlar arasinda mikroorganizma morfolojisinde olusan degisimler, gelisim ve iiriin
olusturmada goriilen degisimler, hiicre yapisinda olusan hasar vardir. Hiicre morfolojisi
iriin olusumu tizerinde oldukc¢a etkili oldugundan dolay1 besi ortaminin reolojisi ve
bunun vasitasiyla besi ortaminin kiitle ve 1s1 transfer kapasitesi oldukca 6nem arz
etmektedir (Mantzouridou vd. 2002; Borba vd. 2018).

2.3.5. Karbon:Azot oraninin (C:N) etkisi

Karbon bilindigi iizere en 6nemli besiyeri bilesenidir. Mikroorganizmalara enerji
kaynagi olmakla beraber, hem gelisim hem de primer ve sekonder metabolitlerin
tiretilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Singh vd. 2017). Karbon kaynaginin sekonder
metabolit olan pigmente ¢evrilmesi igin verim arttirma gabalar1 oldukga genis bir
yelpazede siirdiirtilmektedir. Cesitli hekzoz ve pentoz kaynaklari, gesitli disakkaritler,
gliserol, etanol, metanol, yaglar, n-alkanlar veya cesitli tarimsal iiretim atiklar1 (melas,
muz, nisasta atiklari, seker kamisi kiispesi, peyniraltt suyu, torf ve odun pargalari,
hindistan cevizi siitii, bitkisel yaglar1) potansiyel karbon kaynagi olarak goriilmiis olup,
biyoteknolojik karotenoid tiretimi igin kullanilmaktadir (Certik vd. 2009).

Ureme ortamindaki azotun kimyasal kompozisyonu ve konsantrasyonunun,
pigmentin fizyolojik olarak kontrol edilmesinde ve metabolizmasinin ydnetiminde rolii
biiytiktiir (Certik vd. 2009). Azot, bakteri ve kiiflerde kuru kiitlenin %8-14 {inii olusturur.
Mikroorganizmalara gerekli azot, organik ve inorganik bir¢ok bilesikten saglanmaktadir.
(Sorour vd. 2017).

Karotenoid bilesiklerinin hiicre i¢inde depolanmasi, ¢ogu mikroorganizmada tipik
olarak iiremenin son sathalarinda meydana gelmektedir. Biiylimenin yavaglamas: ile
beraber ortamda besin tiilkenmesi sonucunda karotenogenesis olusumu gdézlenmektedir.
Yapilan bir ¢alismada, ortamda azot kitligi durumunda, X. dendrorhous’un irettigi
toplam karotenoid ve astaksantin miktarinda artig goriildigi  bildirilmistir.
Mikroorganizmada goriilen diisiik protein sentez hizi ve diisiik gelisim hiz1 ise
karotenogenesis ile iliskilendirilmektedir. Azot kithiginin ¢ogu diger kiif tiirlerinde de
karotenoid sentezini arttirdigi bilinmektedir. Bu organizmalarda karotenoid sentezinin,
azot kitlig1 olustugunda gelisim ve protein sentezi i¢in kullanilamayan fazla karbon ve
enerjinin kullanilmasi i¢in mikroorganizmanin verdigi bir tepki olarak kabul edilebilir
(McNeil vd. 2013).

Genelde kiiltiir ortamlarinda yiiksek C:N oraninin kullanilmasi karotenoid
birikimi agisindan onem arz etmektedir (Guevara-Gonzalez vd. 2010). Bu hipotezi
destekleyen birgok ¢alisma olmakla beraber, ancak bazi ¢alismalara gore ortamda diisiik
C:N oran1 bulunmasinin, hiicrenin lipid iiretimini azaltarak metabolizmanin karotenoid
tiretimine dogru kaymasina neden oldugunu gostermektedir (Somashekar ve Joseph
2000; Elfeky vd. 2019).
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2.3.6. Karbon katabolit represyonu

Enzim indiiksiyonu gibi, besiyerinde karbon kaynagi yonetimi de diger bir adiyla
karbon katabolit baskilanmasi, mikroorganizmayi koruyucu bir mekanizma olmakla
beraber hiicrenin protein sentez sistemlerininin  yOnetilerek ziyan olmasini
engellemektedir. Hiicreler karbon kaynaginin asimilasyonu i¢in enzim iiretirken diger
substratlarin yikimi i¢in gerekli olan enzim iiretimi Onciil substrat bitene kadar
baskilanmaktadir. Baskilanan enzimler genel olarak uyarilabilmektektedir (Sanchez
2007).

Mayalarda ve diger mikroorganizmalarda oldugu gibi mevalonat yolunun genel
kontrolii, izoprenoid sentezinin ilk asamalarinda, 6zellikle mevalonat olusumundan
sorumlu enzim seviyesinde, hidroksimetilglutaril-CoA rediiktazda gergeklesir. Bu enzim
katabolit represyonu ve ¢oziinmiis oksijen stres mekanizmasi tarafindan yonetilmektedir
(McNeil vd. 2013).

2.3.7. pH etkisi

Aragtirmacilarin ¢alismalarina gore mikroorganizmalar ¢ogunlukla en fazla
karotenoid iiretimini pH 6-7 araliginda gerceklestirmektedir. pH degisimini asitten alkali
ortama degistirmek, kesikli besleme uygulanan metotlarda kiiltiirii aktif etmek igin
kullanilmaktadir. Bu yontem ile X. dendrorhous kiiltiiriinde en yiiksek astaksantin 23.810
pg/L tiretimi ve biyokiitle gelisimi 39 g/L olarak saglanmistir. Bununla birlikte, deniz
suyunda yasayan R. juglutinis tarafindan p-karoten tiretimi pH 6 civarinda en yiiksek, pH
10 civarinda en diigiik iiretimini gergeklestirmistir. Damitilmis suya kiyasla, optimum
pH 6°da B-karoten iceriginde 2 kat ve torulen iiretiminde ise 2.3 kat artis gozlenmistir
(Sorour vd. 2017).

2.3.8. Katki maddelerinin etKisi

Hizli ve fazla karotenoid iretimi igin ¢esitli ajanlar kiiltiir besiyerine
eklenebilmektedir. Bu gelistiricilerin bir grubu, aerobik kosullar altinda metabolik
reaksiyonlarda 6nemli bir rol oynayan trikarboksilik asit dongiisiiniin ara maddeleridir.
Bu maddeler karotenoid ve lipid biyosentezi igin gerekli karbon iskeletini
olusturmaktadir. Bu bilesiklerin kiiltiir ortamina eklenme siiresi de stimiilasyon derecesini
belirlemektedir. Ayrica protein sentezinin azalmasi ile de pigment iiretiminin artmasi
paralellik gostermektedir. Ciinkii protein {iretiminin kisitlanmasi, karbon akiginin
pigment biyosentezine kaydirilmasinda onemli bir adimdir. Bunlara ek olarak, fazla
solunum ve trikarboksilik asit dongiisii aktivitesinin, yiliksek miktarda reaktif tiirlin
tretimi ile iliskili oldugu ve bunlarin karotenoid tiretimini arttirdig: bilinmektedir (Certik
vd. 2009).

Birgok kimyasal ajanin karotenoid iireten mikroorganizmayr etkiledigi
bilinmektedir. Bu bilesiklerden terpenler, iyononlar, aminler, alkoloidler, antibiyotikler,
izopropanol, etilen glikol, fenol, hidrojenperoksit, ¢igit ve organik [2jasitlerin karotenoid
tiretimi tizerine etkileri ¢alisilmistir (Avalos ve Carmen Limoén 2015). Bu ¢alismalardan
birinde, 2-4-klorofeniltio trietilamin (CPTA) inhibitoriiniin likopen birikimini uyardigi ve
beraberinde y-karoten miktarinda artisa neden oldugu bildirmektedir. Yiiksek miktarda
CPTA ile hiicrelerin yikanmasinin; y-karoten, likopen ve ayrica B-karoten miktarinda
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eszamanli artist sagladigi bildirilmistir. 100 mg CPTA ile muamele edilen P.
blakesleeanus tiiriinde B-karoten iiretiminin %75 artis gosterdigi saptanmuistir.

Veratrol ve dimetilfitalat gibi fenol bilesiklerinin kimyasal stimulasyona neden
olan ve B-karoten iiretimini arttiran kimyasal bilesiklerden oldugu bildirilmistir. Bazi
mikroorganizmalarin ise fenolli metabolizmasinda kullandig1 bildirilmektedir. Buna gore
Rhodotorula cinsi arastirildiginda, R. rubra tiiriiniin katekol (renksiz fenol bilesigi)
olusturmadan 6nce fenolii hidroksilledigi ve ardindan okside ederek cis,cis-mukonik
aside doniistiirdiigii bilinmektedir. Bu gbzlenen fenol yikimmin R. glutinis ve R. rubra
icin ayn1 oldugu bildirilmistir. R. glutinis gelisimi sirasinda fenoliin iiretilen B-karoten
orant lizerinde uyaric1 etkileri gozlemlenmistir. Ayrica eklenen fenoliin iiretilen
karotenoid bilesiginin degismesine neden oldugu bilinmektedir. 500 ppm fenoliin kiiltiire
katilmasi ile B-karoten miktarinda %35 oraninda artis olmustur. N,N-dietilalkilaminin
stv1 kiiltiire eklenmesi (1000 mg/L), likopen birikiminin artmasina; ancak diisiik amin
konsantrasyonu ise  [p-karotenin artisina neden olmaktadir. Buna  gore;
mikroorganizmalardaki karotenoid biyosentezi normalde B-karoten iiretiminini uyararak
kimyasal inhibitorler ile gizlenmistir. Bu 6nerinin kontrolii nihai tiriin olan [-karoten
vasitast ile yapilir (Sorour vd. 2017).

Arastirmacilar karotenoid iiretimini anlamak i¢in kimyasal uyaricilari, 6zellikle
de aminleri incelemislerdir. Bu kimyasallarin gogunun yapisinin trisporik aside benzerligi
ortaya c¢ikmigtir. Vitamin A, askorbik asit, B-iyonon, a-iyonon bilesiklerinin
trimetilsiklohegzil halkasina sahip oldugu goriilmiistir. Tim bu faktorlerin kiiflerde
karotenoid tiretimini uyarabilecegi bildirilmistir (Sorour vd. 2017).

B. trispora’nin 24 saatlik gelismis kiiltiiriine (1 mg/L) penisilin eklenmesinin,
toplam proteini etkilemeden karotenoid {iiretimini %50 oraninda arttirdigi
gbzlemlenmistir. Uyaran faktor olarak penisilinin, erken evrelerde izopren sentezine etki
ettii ve mevalonat kinaz aktivitesinin penisilin varliginda iki katina c¢iktig1 tespit
edilmistir. R. mucilaginosa igin ise Kloramfenikol (1000 mg/L) antibiyotiginin toplam
karotenoid iiretimi iizerine pozitif etkilerinin oldugu bildirilmistir.

Etanol, metanol ve etilen glikol gibi ¢6ziiciilerin ortama eklenmesinin mikrobiyal
karotenoid Uretimini uyardig bildirilmistir. Ayrica, etanol (%2, v/v) kullanilmas: R.
glutinis'te B-karoten iretimini ve torulen olusumunu uyardigi, ancak torularhordin
olusumunu durdurdugu bilinmektedir. Bu baglamda %3.6 oraninda etanol, ortamda
karbon ve enerji kaynagi olarak gorev almakta, ayrica R. glutinis igin f-Karoten tiretimi
icin destekleyici etki etmektedir. Etanoliin torulen oksidasyonuna olan dolayli inhibitor
etkisine, karotenoid yapisinin son halkasinin metabolizmasinda istenen degisimlerin
olusmasiyla P-karoten miktarindaki artisin eslik ettigi bildirilmektedir. Diger bir
caligmaya gore X. dendrorhous kiiltiiriine %0.2 (v/v) etanol eklenmesiyle karoten
tiretiminin artacagi 6nerilmektedir. Bu ¢aligmalarin sonuglarina gore; etanol, HMG-CoA
rediiktaz1 uyarip, oksidasyon metabolizmasini aktive ederek karotenoid iiretimini
arttirmaktadir (Sorour vd. 2017).

2.3.9. Mikrobiyal morfolojinin B-karoten iiretimine etkisi

Flamentli mikroorganizmalarin metabolit {iretiminde makromorfolojilerinin
etkileri de atlanmamalidir. Bilindigi {lizere kiiflerin makromorfolojisi, sivi kiiltiir
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icerisinde kiiltiir kosullar1 ve fermentasyon kosullarina bagl olarak pellet olusumu ve
dispers halde tireme seklinde olmaktadir (Park vd. 2006). Gelisim sirasinda morfolojinin
besin tliketiminden, oksijen tiiketim hizindan, inokiilasyon miktari, inokiilasyon yasi,
besiyeri viskozitesi, sicaklik, basing gibi etkenlerden etkilendigi bilinmektedir
(Papagianni 2004). Ayrica gelisim sirasinda olusan formlarin, besi ortamlarinin
reolojisini etkiledigi bildirilmektedir. Dispers gelisim olduk¢a viskoz, non-newtonian
akisa sahip s1v1 besiyerlerinin olusumuna neden olurken, bundan dolay da kiitle transferi,
Ozellikle sivi-gaz arasi gergeklesen kiitle transferine diren¢ artmaktadir. Tam tersine
pellet morfolojisi ise newtonian akis saglamakla beraber, kolay karigsma sagladigi i¢in
besiyerinde kiitle transferini kolaylastirmaktadir. Ancak, kritik ¢ap degerini asan
pelletlerin yogun cekirdek kisimlarinda substrat kisitlanmasi gerceklesmesi nedeniyle
gelisim de kisitlanmaktadir. Hatta o kisimlarda otoliz bile olabilmektedir (Hamanaka vd.
2001; Papagianni 2004). Bu kisitlanma sonucu gerceklesen otoliz, hiicresel
metabolizmayr ve {riin olusumunu etkilemektedir. Sivi Kkiiltiiriin  reolojisinin
degistirilmesi ile 1s1 ve kiitle transferi degisiminin ger¢eklesmesi sonucunda biyokiitle
sisteminin icerisindeki metabolizmanin da degistigi diisiiniilmektedir. Pellet halinin
olusumunda ortaya ¢ikan besin kisitlanmasi ile 6zellikle pellet ¢cekirdeginde olan hiicresel
degisimin biyokimyasal farklilagmalar1 tetikledigi diisiiniilmektedir. Bu olusan
biyokimyasal farklilagmanin genel metabolizmayi, sekonder metabolizmaya kaydirdig:
diisiiniilmektedir. Buna gore pellet halinde gelisimin, metabolizmanin sekonder
metabolizmaya kaymasi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Cleirigh 2005). Bu sebeple
gelisim sirasinda kiigiik pelletlerin olusumu, fungal fermentasyonlarda arzu edilen yapidir
(Papagianni 2004).

Pellet morfolojisinin getirdigi bir durum olarak pellet halinde gelisime neden olan
kiiltiir kosullarinda, genelde duragan fazda tiretilmesi beklenen sekonder metabolitlerden
B-karotenin biiyiime fazinda bile iiretimi oldugu bilinmektedir. Bunun sebebi olarak
biiylime agamasinda morfolojinin pellet halinde gelisimi ile oksidatif strese kars1 iyi bir
savuma hali olusurken, pelletin merkez kisimlarina besin gitmemesi ile besin yetersizligi
olusmakta, bunun sonucunda ise kitinaz enzimi tetiklenmekte ve artan kitinaz aktivitesi
ile erken fazda, yani biiylime fazinda bile bu kisimlarda otoliz baglamaktadir (Emri vd.
2004). Erken fazda otoliz olmaya baglayan hiicrede ROS (reaktif oksijen tiirleri) birikimi
olmakta ve bunun sonucunda oksidatif strese giren hiicrenin savunma
mekanizmalarindan olan antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz ve katalaz
aktivitesinin artisiyla beraber eger hiicrenin karakteristiginde varsa enzimatik olamayan
diger bir savunma mekanizmasi olan karotenoid iiretiminin de arttig1 bildirilmektedir
(Bai vd. 2003; Nanou vd. 2007; Roukas 2016).

2.4. Optimizasyon
2.4.1. Plackett-Burman tasarimi

Mikrobiyel yolla iiriin elde edilmesinde mikroorganizmanin gelisebilmesi ve
istenilen Uirtinli maksimum verimlilikte iiretebilmesi i¢in baz1 kiiltivasyon
parametrelerinin ve fermentasyon kosullarinin optimize edilmesi gerekmektedir. Bir
mikrobiyal iirliniin Giretiminin optimize edilebilmesi geleneksel veya istatistiksel yolla
gerceklestirilebilmektedir. Geleneksel yontem arastirmanin her asamasinda sadece bir

21



KAYNAK TARAMASI H. K. KIZILAY

faktoriin degistirilmesi ve diger faktorlerin sabit bir degerde tutulmasi ile (her defasinda
bir faktér yontemi) uygulanmaktadir. Bu da olduk¢a fazla sayida deney yapilmasina
neden olmaktadir. Buna karsin istatistiksel deney tasarimlart ¢ok sayida faktdriin ayni
zamanda calisilmasini miimkiin kilmaktadir. Bu nedenle kisa zamanda ve daha giivenilir
sonug¢ elde edebilme, {iiriin iizerine etki eden faktorlerin etkilesimini belirleyebilme,
uygulanan deney sayisinda azalma gibi avantajlara sahiptir. Bu nedenlerle, istatistiksel
deney tasarim yontemleri her yonden daha ekonomik olan yontemlerdir. Yapilmis olan
bu tez calismasinda iki asamali optimizasyon gerceklestirilmistir. ilk olarak Plackett-
Burman tasarimi kullanilarak besiyeri bilesiminde, B-karoten iiretimi lizerine en etkili
olan faktorlerin bulunmasi saglanmistir. Hadamard matris deseni olarak da bilinen
Plackett-Burman tasarimi iki seviyeli kismi faktoriyel deney tasarimidir. Bu matrisin en
onemli 6zelliklerinden biri -1 ve +1’lerden olusan nxn boyutlarinda kare matris olmasidir
(Seberry ve Yamada 1992). Bahsi gegen deneme tasarimi “n” sayida degiskenin/faktoriin
irtin elde edilmesi lizerine etkisinin “n+1” sayida deneme ile belirlenmesine olanak
tantyan bir deney tasarim yontemidir. Ancak n+1 sayidaki denemeler 4’iin katlar1 olmak
zorundadir. Bunu saglayabilmek i¢in ise dummy faktor olarak gegen, rastgele hatayi
azaltan etkisiz faktorler eklenmektedir. Ornek vermek gerekirse, 4 faktorlii bir calismada
5 deneme olmasi beklenir, ancak 5, 4’tin kat1 olmadig1 igin 4 faktorlii calismaya 3 adet
etkisiz faktor eklenerek faktor sayisi 7°ye ¢ikarilir. Boylece 4’iin kat1 olan 8 denemeye
cikarilarak PBD deseni i¢in gereklilik saglanmis olur (Briefs 2013).

Plackett-Burman deneme deseni iki seviyeli tam faktoriyelin (2¥) ¢oziiniirliik ITT
tasarimi oldugu ve sadece dogrusal modeller iizerinde galisilabildigi ig¢in 1. dereceden
polinom modeli kullanilir:

Y = po+EBi X 1)

Burada Y, bagimli degisken olarak adlandirilir, Bo model kesisim noktasi, i lineer
katsay1, Xjise bagimsiz degisken olarak ifade edilir. Bu model ikili faktorlerin etkilesimi
hakkinda bilgi vermemektedir. Sadece dnemli faktorlerin ortaya ¢ikmasinda ve cevap
tizerinde olusturabilecegi etkinin hesaplanmasinda kullanilir. Bulunan katsayilarin
negatif ya da pozitif olmas1 etkinin yoniinii belirler. Katsayinin sifira yakin olmasi ile cok
kiiciik veya hig etkinin bulunmamasindan soz edilebilir (Manowattana vd. 2012).

Daha once de belirtildigi gibi burada etkili olan faktdrlerin birbirleri ile olan
iligkilerinden ziyade sadece hedef iizerinde olan etkileri belirlenmektedir. Her bir
faktoriin etkisinin (E(y)) belirlenmesi asagidaki formiil ile hesaplanir:

E(y)=2[X2G@+) -2y —)IN (2.2)

Burada y+ ve y— olarak belirtilen ifadeler, secilen faktoriin minimum ve
maksimum
degerleridir. N ise yapilan denemelerin sayisini ifade etmektedir. Her faktoriin 6nem
derecesinin bulunmasi i¢in ise basit ANOVA yaklasimi yapilarak, gercek faktorlerin
onemleri degerlendirilir.

Deneysel hata, eklenen etkisiz faktorlerin varyanslarinin asagidaki gibi
hesaplanmasi ile bulunmaktadir.
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Ver=2(Eq)? /n (2.3)

Burada Vet faktorlerin etkilerinin varyansi, Eq etkisiz faktorlerin (dummy
variable) etkisi, n ise etkisiz faktorlerin sayisidir. Faktor etkilerinin standart hatasi ise
(SE) bir etkinin varyansinin karekdkiinii alarak bulunabilir. Her bir etkinin 6nem seviyesi
(p-degeri) ise T-testi uygulanarak bulunmaktadir (Joshi vd. 2007).

Deneme deseni sonuglarinin grafiksel olarak temsil edilmesi, sonuglari
yorumlama noktasinda daha elverisli olabilmektedir. Belirli bir sayida faktor iceren
herhangi bir modelin kabul edilmesinden 6nce, kalint1 degerleri (residual values), yani
gozlenen ve tahminlenen degerin arasindaki farkin (y’-y) dagilimi kontrol edilmelidir.
Bunun i¢in x ekseninde gercek kalint1 degerlerini gosteren, y ekseninde ilgili degerler i¢in
beklenen normal degerleri gosteren grafik olusturulmalidir. Tiim degerler diiz ¢izgi
tizerinde diiserse, kalinti degerlerinin normal dagildigi sGylenebilmektedir (Vanaja ve
Rani 2007).

Plackett—Burman tasarimi, test sayisin1 azaltan ve objektif faktorlerin
degerlendirilmesini saglayan bir tarama metodudur. Yanit iizerine olumlu etkileri olan en
etkili faktorler, optimizasyonun bir sonraki adimi i¢in kullanilabilir ve daha az 6nemli
olan ya da yamt iizerinde olumsuz etkileri olan diger faktorler bir sonraki testlerde
atlanabilir. PBD metodu besiyeri optimizasyonunda veya ¢ok kombinasyonlu
formiilasyonlarda bir basamak olarak kullanilabilir (Singh vd. 2017).

2.4.2. Yanit yiizey yontemi

Mikroorganizmalardan karotenoid {iretimi, besiyeri bilesimi ve fermentasyon
kosullarina ait bircok faktdre baghidir. Istatistiksel test desenleri ve veri analizlerinin
kullanimi, 6nemli faktorleri saptamada ve faktdr seviyelerini optimize etme agisindan
“her defasinda bir faktoér” yaklagimindan daha kullanish ve etkilidir (Sorour vd. 2017).
Genel olarak, kiiltiir sartlar1 “her defasinda bir faktor” yaklasimi ile optimize edilebilir.
Bu yaklasimda, 6nemli bilinen faktoriin seviyesi degistirilerek diger faktorler sabit
tutulur. Metodun gayet agik ve basit olmasinin yaninda istatistiksel degerlendirmeye
gerek kalmaz. Ancak yapilan test sayisinin fazlalig1 ve faktorler arasinda etkilesimin géz
ardi edilebilmesi, yontemin dezavantajlari1 arasindadir. Tam tersine; istatistiksel testler,
desenlerin sonuglarinin agiklanmasi agisindan oldukga etkilidir. Ayrica bu testler ile farkli
degiskenlerin arasindaki etkilesimlerin tahmin edilmesi olasidir. Bu metotlar, besiyeri
bilesimlerini ve fermentasyon kosullarini optimize etmek i¢in caligsmalarda cokca
kullanilmaktadir. Bu metotlardan biri olan yanit ylizey metodu; testlerin tasarlanmasi,
modellerin olusturulmasi, faktor etkilerinin degerlendirilmesi ve istenen yanitlar igin
optimum kosullarin arastirilmast igin bir dizi spesifik istatistiksel yontemdir (Malisorn ve
Suntornsuk, 2008; Ravaghi vd. 2016). Bu nedenle yanit yiizey metodu; besiyeri
bilesiminin, fermentasyon kosullarinin, son yillarda da endiistriyel proseslerin optimize
edilmesi i¢in sik¢a kullanilmaktadir (Sorour vd. 2017).

Yanit ylizey yontemi, “Denemelerin Optimum Kosullara Ulagmas1” ismi ile 1951

yilinda Box ve Wilson tarafindan gelistirilmis ve tanimlanmustir. Ilk olarak kimya
endiistrisine uygulanmigtir. Myers, Montgomery ve Anderson-Cook yanit yiizey
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yontemini, proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonu igin gerekli istatistiksel ve
matematiksel tekniklerin birlikte kullanildig1 bir yontem olarak tanimlamistir. Yanit
ylizey yoOntemi, proses degiskenlerinin deneysel uzayini arastirmak igin deneysel
stratejileri, sistemin yanit1 ve {izerinde etkili olan bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiyi
belirlemek icin kullanilan empirik modelleme tekniklerini ve proses degiskenlerinin
sistemin yanitinda arzu edilen etkiyi gosterdigi seviyelerin bulunmasi i¢in kullanilan
optimizasyon tekniklerini igermektedir. Genel olarak yanit yiizey yontemi {i¢ asamadan
(eleme denemeleri, bolge arastirmasi ve islemin veya {riinlin optimizasyonu)
olusmaktadir. Eleme denemeleri, daha az sayida ve daha verimli esas denemelerin
yapilmasina olanak saglamaktadir. Tkinci asama olan bdlge arastirmasinda amag, eleme
denemeleri ile belirlenen bagimsiz degiskenlerin, sistemin yanitinda olusturduklar
degerlerin, optimum noktaya yakin sonuglar verip vermedigini belirlemektir. Yanit ylizey
yonteminin ticlincli asamasi, islem optimum noktaya yaklasildiginda baslar. Gergek yanit
fonksiyonu optimum nokta etrafinda 6nemli bir egrilik gostermektedir. Bu egriligin
tahminlenmesinde lineer olmayan modeller (genellikle ikinci dereceden polinomiyal
modeller, tissel modeller veya eksponensiyel modeller) kullanilir. Uygun bir model elde
edildikten sonra, bu model optimum noktanin arastirilmasinda kullanilir.

En yaygin olarak kullanilan {i¢ diizeyli faktorler igeren baslica deneme diizenleri;,
Merkezi karma tasarim ve Box Behnken deneme diizenleridir (Tekindal 2009). Box ve
Behnken tarafindan 1960 yilinda ortaya konan bu deneme diizenleri ikinci dereceden
yanit yiizeyleri modeli olusturmak i¢in etkili bir yontemdir. Dengeli tamamlanmamis
blok denemelerinin iizerine kurulmus bir yontemdir. Modelde yer alacak faktorlerin en
az li¢ diizeyli olmasi gerekir (Tekindal 2009).

l .
|
+I__ .'I'
L »
| o
[ 1 | .
- > — — +
- % .Iz
ad / 8
-1L . 71
I | x,
-1 +1

Sekil 2.5. Box-Behnken tasarimi

Sekil 2.5°de 3 degiskenli bir Box Behnken deseni goriilmektedir. Bu desende tiim
noktalarin, yarigapinin V2 olan bir kiirenin iizerine diistiigii unutulmamalidir. Tim
degerlerin maksimum ve minimum noktalari kiibik alanin digina ¢gikmamaktadir (Myers,
Montgomery ve Andersen-Cook 1997). Box-Behnken tasarimlari, ikinci dereceden
modellerin tahminine, ardisik (sequential) tasarimlarin kurulumuna, modelin giiven
eksikliginin analizine ve bloklara izin verdigi i¢in kullanilan bir yanit yiizey tasarimidir
(Bas 2010).

Yanit yiizey yonteminde elde edilen modeller ¢oklu lineer regresyon sonucu
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olusturulurlar. Elde edilen modellerde faktdrlerin, yanit tizerine etkileri asagidaki gibi bir
denklem ile hesaplanmaktadir.

y = o+ Xi1Bjx + i1 Bijxf + LXEja Bijxixj + ¢ (2.4)

2

Bu esitlikte “y” yamit degigskeni, “f” regresyon katsayilari, “x” bagimsiz
degiskenleri, “c” ise hata terimini ifade etmektedir. Istatistiksel deney tasariminda etkileri
incelenen faktorlerin yanit degiskeni lizerine olan etkisi dogrusal oldugu zaman regresyon
modeli 1. dereceden olacaktir (Sekil 2.6. (I)). Etkinin karesel olmasi (Sekil 2.6. (I1)) igin
faktorlerin en az ti¢ farkli seviyede deneylerinin gerceklestirilmesi gerekmektedir. Faktor
etkilerinin kiibik (Sekil 2.6. (III)) olarak tanimlanmasi i¢in ise faktdriin en az 4 seviyede
denenmis olmasi1 gerekmektedir (Sagol 2015).

PN

(1) () (1)
y=a+bx y = a+ bx + cx? y =a+ hx +cx? + dx3

Sekil 2.6. Lineer (I), polinomiyal (II) ve kiibik (IIT) modeller

“Model fitting” olarak da bilinen verileri egriye uydurma ile elde edilen
modellerin deneysel verileri ne 6l¢iide karsiladiklarinin test edilmesine gegmeden once,
modelin gercek degerlere daha uyumlu ve istatistik i¢in gerekli olan yanit degerlerinin
normal dagilimli olmasini saglamak i¢in yanitlarin doniisiimii yapilmasi gerekiyorsa, onu
saglamak gerekmektedir. Yanit degerlerinin en biiylik degerinin en kiicliik degerine
oraninin 10’dan fazla olmasi durumunda doniigiim uygulamak gerekmektedir. Doniistim,
yanit degiskenlerinin bir fonksiyon siizgecinden gecirilip, regresyonun elde edilen
degerle yapilmasindan ibarettir. Genellikle kuvvet fonksiyonu veya logaritma fonksiyonu
kullanilmaktadir (Serdar ve Koéro 2007). Ardindan, olusturulan modelin istatistiksel
parametreleri olan regresyon katsayis1 (R?), diizeltilmis regresyon katsayisi (RZj),
varyasyon katsayisi, regresyon i¢in uygulanan varyans analizi (ANOVA), yani F-testleri
ve model uygunsuzlugu testi (lack of fit) incelenmelidir. Bu sayede modelde bulunmasi
gereken lineer, interaksiyon ve quadratik etkilerin 6nemi belirlenmis olur. Burada varyans
analizi yapilirken elde edilen deneysel verilerin kurulan modele uygunluk seviyesi, belirli
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giiven araliklarinda belirlenmelidir. Bu amagcla siklikla kullanilan giiven araliklari; 0.05
ve 0.01 olarak belirtilmektedir (Kavuncu 2010). Regresyon analizi sonucu bulunan R?
degerlerinin -1 ile 1 arasinda olduguna dikkat edilmelidir. R? degerinin 0.9 dan biiyiik
olmasi genel olarak istenmekte ve modelin deneysel veriler ile biiyiik 6l¢iide uyum
sagladigim1 gostermektedir (Granato ve Ares 2013; Akdeniz 2019). R?%gj degerinin de
kontrol edilmesi gerekmektedir. Normalde segilen modele terim eklendikge R? degerinin
artma egilimi vardir ve bu modeli yorumlamak igin yaniltici olabilir. R2%gj icin ise boyle
bir degisim s6z konusu degildir, o nedenle iki degerin beraber yorumlanmasi
gerekmektedir (Myers, Montgomery ve Andersen-Cook 1997). Uyum eksikligi testinde
ise, modelin gegerli olabilmesi i¢in kurulan hipotez testinin istatistiksel olarak 6nemsiz
kabul edilmesi gerekmektedir. Aksi halde model uyumsuz kabul edilmektedir (Myers,
Montgomery ve Andersen-Cook 1997).

Onemli olan, yanit yiizey modelinin belirlenmesinden sonra model parametreleri igin
varyans analizi sonuglart (ANOVA) ile modelin uygunlugu testi (lack of fit), PRESS
(tahminlenmis kalint1 hata kareler toplam1 ve %CV degerleri, R2, R%gj, tahminlenmis R?,
Adequate presicion (kesinlik) degerleri kontrol edilmelidir. Burada model secilimi
gergeklestikten sonra modele parametre ekleyip ¢ikartma islemi yapilabilir. Ancak bu
islem yukarida bahsedilen degerleri etkilemektedir. O nedenle modelin dogru bir sekilde
tahmin edilmesi i¢in bu degerlerin uygun aralikta olmasi, modelin yeterliligi agisindan
onem arz etmektedir. Son olarak, tim yukarida bahsedilen asamalar bittikten sonra
deneysel verilere gore bagimsiz degiskenlerin yanit tizerine etkisini ifade eden baginti,
empirik denklem ile ifade edilmelidir. Bunun i¢in se¢ilen modelde terimlerin katsayilari
en kiigiik kareler yontemi kullanilarak belirlenmektedir (Myers, Montgomery ve
Andersen-Cook 1997). Ayrica, degiskenlerin yanit tizerine etkilerinin goriildigii kontur
grafikleri ve 3D (3 boyutlu) yanit yiizey grafikleri yorumlanarak yanit degiskeninin hedef
fonksiyonunun ne olmasi isteniyorsa ona gore kosullar tespit edilebilmektedir. Ayrica
DoE (design of experiment) yaklagimini igeren popiiler paket programlarinda
optimizasyon baglhig1 icerisinde, optimum kosullarin belirlenmesi i¢in istenen hedefe
ulasma fonksiyonu (desirability function) ile de yapilabilmektedir. Buna goére bu
fonksiyonlar: maksimum, minimum, hedef deger atanmasi veya belli bir aralikta olmasi
gibi farkli istenebilirlik fonksiyonlari1 kullanmaktadir. Istenen hedefe ulasma
fonksiyonu; 0 ile 1 arasinda degisim gdstermektedir. Ozellikle istenebilirlik degerinin
0.70’in tizerinde olmasi gerekmektedir (Granato ve Ares 2013). Bu degerin 1’¢
yaklagsmasinin, belirlenen optimum kosullarda, istenilen hedefe ulasildigi anlamina
geldigi de belirtilmektedir (Akdeniz 2019).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Aragtirmada kullanilan Mortierella ramanniana (Moller) Linnemann (DSMZ
62752) kiifti Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiir Koleksiyon Enstitiisii’nden temin
edilmistir. Mortierella ramanniana, Kavadia vd’in (2001) onerdigi sekilde patates
dekstroz agar besiyeri igeren (Merck, Darmstadt, Almanya) tiipler igindeki yatik
agarlarda ikiser paralelli olarak 27°C’de 3 giin spor olusturana kadar inkiibe edildikten
sonra, kiifler kullanilincaya kadar tiipler i¢indeki yatik agarlarda (slant agar), +4°C’de
muhafaza edilmistir (Papanikolaou vd. 2004). Her 10 giinde bir +4°C’de muhafaza edilen
kif kiiltiirleri (stok kiiltiir) petriden petriye ve tiipten tiipe aktarilip asilanarak tazeligi
korunmustur.

Tez boyunca yapilan istatistiklerde, Plackett-Burman tasarimi i¢in Minitab®
16.0.0 (Pennsylvania, ABD) versiyonunun deneme siiriimii kullanilmistir. Yanit ylizey
calismalarinda ise Design Expert ® 11.0.0 deneme siirimii kullanilmistir. Grafik
cizimleri ise OriginPro® 2017 (Originlab Corporation, Northampton, ABD) programinin
deneme siirlimii kullanilarak yapilmistir.

3.1.1. Arastirmada kullanilan mikroorganizma

Mortierella cinsi kiifler taksonomik siniflandirmaya gore Zygomycota subesi,
Zygomycetes smifi, Mortierellales takimi, Mortierellacea ailesinin bir iiyesi olup
filamentli funguslardandir (Renker vd. 2005)( Tanabe vd. 2004; White vd. 2006 ). Bu
gruba giren funguslar zigospor olusturarak hem eseyli, hem de vejetatif sporlanma ile
eseysiz ireyerek karakteristik tireme dongiisiinii gostermektedirler (Streekstra 2010).

Mortierella ramanniana tiirtiniin %2’lik malt ekstrakti ve %0.5 maya ekstrakti
iceren Czapek-Dox besiyerine ekimi yapildiginda koloniler beyaza ¢alan kisimlari olan
sarap kirmizisi-kahverengi halinde goriiniir. Kadifemsi miselleri 2-3 mm boyutlarinda
olabilir. Sporangi kiiresi 18-29 um capinda ve koliimellaya sahiptir. Sporangioforlari
300-700 um uzunlugunda olup diiz veya bir ya da daha fazla dalla dallanmis olarak
bulunmaktadir. Sporlari pembe, oval veya elips seklinde ve 1.5-3 X 2.5-5.5 (~2 x 4) um
biiyiikliigiindedir. Hif ve sporangispor hiyalinleri, klamidospor ve biiyiik hiicreler
mevcuttur (Evans 1972).

3.1.2. Kiif kiiltiiriiniin gereksinimleri ve biyolojik aktivitesi

Kiiflerin ¢ogunda goriilebildigi gibi, siv1 kiiltiirde misellerin gelisiminin pellet
seklinde veya dispers oldugu bilinmektedir (Park vd. 2006). Pellet olarak tiremis
kiiltiirlerin vizkositesi istenilen sekilde diisiiktiir, ancak pelletin i¢ kismina olan kiitle
transferi zorlagsmaktadir (Hamanaka vd. 2001). Besi ortamindaki karbon kaynagi
konsantrasyonu ve spesifik amino asitlerin varlig1 gibi ¢evresel kosullara bagli olarak
kiiflerin morfolojilerinin degistigi bilinmektedir (Park vd. 2002; Park vd. 2006).
Zigomisetes misellerinin bu dogasi, kiiflerin fermentor icerisindeki kayma gerilimine
kars1 hassas olabilecegi konusunda endiselere yol agmistir. Hiicre duvarina verilen hasar
sitoplazma kaybina yol acgabilmektedir. Bu da onemli bilesiklerin mikroorganizma
igerisinde birikiminin azalmasina neden olmaktadir. Bu duruma ornek olarak, karisik bir
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pellet / dispers M. alpina kiiltiiriinde, arasidonik asit (ARA) birikiminin ¢ogunun pellet
fraksiyonunda meydana geldigi gosterilebilir (Higashiyama vd. 1999). Sonug, miselyum
parcalarinin pelletlerden kayma gerilimi ile “tras edilmesi” ve islem sirasinda hasar
gormesi seklinde yorumlanmistir (Higashiyama vd. 1999; Streekstra 2010).

3.2. Misel Siispansiyonu Hazirlanmasi

Misel stispansiyonlari, Wynn ve Ratledge (2000)’nin 6nerdigi metot modifiye
edilerek hazirlanmis olup, buna gére +4°C’de muhafaza edilen tiipler i¢indeki stok
kiltliriin tizerine aseptik kosullar altinda steril 10 adet cam boncuk (3 mm ¢apinda) ile
beraber 5 ml steril saf su ilave edildikten sonra bu tiiplerin 2000 rpm’de 5 dakika vorteks
ile karistirilmasi ile misel siispansiyou elde edilmistir.

3.3. On Kiiltiir Hazirlanmasi

On kiiltiir hazirlanmasinda kullanilan besi ortami Kavadia vd. (2001)’nin belirttigi
yontem ile su sekilde hazirlanmistir; 5 g/L glukoz, 7 g/L KH2POg4, 2 g/L Na;HPO4, 1.5
g/L MgS04.7H20, 0.1 g/L CaCl,.2H-0, 0.008 g/L FeCls.6H-0, 0.001 g/L ZnSO4.7H20,
0.0001 g/L CuS04.5H20, 0.0001 g/L Co(NOs3)..H20, 0.0001 g/L MnS0O4.5H20 ve 0.5
g/L maya ekstrakti tartilip saf su ile 1 litreye tamamlandiktan sonra besi sivisinin pH’s1
6.0’a ayarlanip, 121°C’de 20 dakika tutularak sterilize edilmistir.

Misel siispansiyonunun 6n kiiltlir besi ortamina asilanmasi islemi, Dong ve
Walker (2008) tarafindan uygulanan yontemler modifiye edilerek yapilmistir. Buna gore
100 mL steril besi ortamina aseptik kosullar altinda 1 mL misel siispansiyonu ile asilama
yapilmis olup, asilanan On kiiltlir besi ortam1 ¢alkalamali inkiibatdrde 28+1°C’de, 180
rpm’de, 2 giin silireyle 6n fermantasyona tabi tutulmustur.

3.4. Sivi Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Sivi besi ortami Kavadia vd. (2001)’nin belirttigi yonteme gore Cizelge 3.1°de
gosterilen oranlarda hazirlanmistir. Ardindan saf su ile 1 litreye tamamlandiktan sonra
besi sivisinin pH’s1 6.0’a ayarlanmistir. Farkli karbon kaynaklari ile hazirlanan bu sivi
besi ortamlarindan 95 ml’lik kisimlar ayrilip, 250 ml’lik 6zel fermentasyon erlenleri
(Sigma-Aldrich / CLS4444250 Pyrex baffled shaker flask) icerisine aktarilarak, agizlart
Ozel silikon siinger kapaklar (SIGMA-ALDRICH / C1046-10EA Silicone Sponge
Closures, Size: 38mm) ile kapatildiktan sonra sterilize edilip (121°C’de 20 dakika)
ardindan 28°C’ye sogutulmustur. Daha Onceden 2 giin siire ile 6n fermentasyona
birakilarak elde edilmis olan 6n kiiltiirden 5’er mL (%S5) alimip, 95 mL’lik besi
ortamlarina aktarilarak agsilama gergeklestirilmistir. Yanit yiizey optimizasyonu
oncesinde yapilacak tiim fermentasyonlar, Kavadia vd. (2001)’nin kullandig1 yonteme
gore 28+1°C’de, 170-180 rpm’de 10 giin calkalamali inkiibatorde fermantasyona
birakilmigtir (Evans 1972).
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Cizelge 3.1. Kontrol besiyeri bilesimi
Ad1 Miktar
1 Glukoz 30 g/L
2 (NH4)2SO4 1g/L
3 KH2PO4 79/L
4 NazHPOa, 2 g/L
5 MgSO4.7H20 1.59g/L
6 CaCl2.2H0 0.1g/L
7 FeCls.6H20 0.008 g/L
8 ZnS04.7H0 0.001 g/L
9 CuS04.5H0 0.0001 g/L
10 Co(NOs3)2.H20 0.0001 g/L
11 MnS0O4.5H20 0.0001 g/L
12 Maya ekstrakti 0.5¢g/L

3.5. Biyokiitlenin besi ortamindan ayrilmasi

Optimizasyon asamasinin sonuna kadar yapilan fermentasyonlarda, inkiibatdrden
alinan 100 mL’lik 6rnekler (besi ortami + yas biyokiitle) Papanikolaou vd. (2004) "nin
belirttigi sekilde santrifijj tiiplerine alinip 22000 g’de, 4°C’de, 20 dakika siireyle santrifiij
(VWR-Mega Star 3.0) edildikten sonra Wynn ve Ratledge (2000)’nin onerdigi gibi filtre
kagidindan (Whatman no:1) siiziilmistiir. Filtre kagidi tizerindeki yas biyokiitle birkag
kez bol distile su ile yikanip, kurutma amaciyla ayrilmistir.

Optimizasyonun dogrulama basamaginda ise, gilinliik periyodik olarak
inkiibatorden alinan 100 mL’lik 6rnekler (besi ortami + yas biyokiitle) Papanikolaou vd.
(2004) ’nin belirttigi sekilde santrifiij tiiplerine alinip 22000 g’de, 4°C’de, 20 dakika
stireyle santrifiij (VWR-Mega Star 3.0) edildikten sonra Wynn ve Ratledge (2000) nin
onerdigi gibi filtre kagidindan (whatman no:1) siiziilmiistiir. Filtreden gegirilen berrak
stizlintii (kullanilmis besi ortamlari) saklama tiiplerine alinip daha sonra HPLC’de seker
analizleri yapilmak iizere -20°C’de depolanmistir. Filtre kagidinin iistiinde kalan yas
biyokiitle ise birka¢ kez (tamamen kullanilmis besi ortamindan temizlenene kadar) bol
distile su ile yikanip, filtrasyonda kullanilmis olan ve daha 6nceden kurutularak darasi
alinmis olan filtre kagidi ile birlikte kurutma islemi i¢in ayrilmistir (Wynn ve Ratledge
2000, Kavadia vd. 2001, Papanikolaou vd. 2004).
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3.6. Biyokiitlenin Kurutulmasi

Filtre kdgidinda kalan yas biyokiitle, Klempova vd. (2013)’nin 6nerdigi yonteme
gore 65°C’lik etiivde 1 gece bekletilerek kurutulmustur. Kurutulan biyokiitleler filtre
kagidi ile birlikte tartilip 6nceden kaydedilmis olan kuru filtre kagidi agirligi ¢ikarilarak
kuru biyokiitle miktar1 hesaplanip kayit edilmistir. Kuru biyokiitleler, kuru ve temiz tiipler
igine alinip daha sonra biyokiitleden pigment ekstraksiyonu yapilmak iizere -20°C’de
muhafaza edilmistir.

3.7. Biyokiitleden Pigment Ekstraksiyonu

Thakur ve Azmi (2013)’nin 6nerdikleri yonteme gore; tlipler igindeki kuru
biyokiitleler, ilk once etil asetat ve hekzan (1:1, v/v) konulmus behere aktarilip
Ultraturraks (6x10° rpm) ile parcalanarak partikiil boyutlar1 kiiciiltiildiikten sonra,
ultrasonikator (Bandelin Sonopuls HD 2070, Berlin, Almanya) ile %50A, %90 atiml
kosullar altinda 10 dakika boyunca ultrasonikasyon uygulanarak pigmentin disariya
salimimi kolaylagtirllmigtir. Bu asama sonrasinda pigmentin ekstraksiyon basamagina
gecilmistir. Bunun igin; 1:1 (v/v) oraninda hekzan/etilasetat eklenmis olan biyokiitleler,
3000 g, 5°C’de, 10 dakika santrifiij edilerek ¢okeltiler ¢cdzgen icinde ¢oktiiriiliip, siizlintii
(supernatant) filtre kagidindan siiziilerek (Whatman no:1) ayrilmistir. Cézgen ve hiicre
renksiz olana kadar ekstraksiyona devam edilmistir. Daha sonra birlestirilen biitiin
stiziintiiler, 6dnceden iyice temizlenip kurutulmus ve darasi alinmis agzi silifli cam
balonlara aktarilmis ve siiziintillerdeki ¢6zgen vakum altinda 40°C’de rotary
evaporatdrde uzaklastirildiktan sonra igerisinde -karoten bulunan yag elde edilmistir.
Icerisinde yag bulunan balonlarin agirlig kayit edildikten sonra, elde edilen yag, hekzan-
aseton-etanol (2:1:1, v/v/v) igerisinde hacmi 10 ml olacak sekilde ¢oziindiiriiliip daha
sonra spektrofotometrik yontem ile kantitatif analizi yapilmistir. Tim islemler B-
karotenin hassasiyeti geregi karanlik ortamda yapilmistir.

3.8. Besi Ortaminda HPLC ile Seker Analizi

Deneyin son asamasinda Mortierella ramanniana (Méller) Linnemann kiifiniin
optimum besiyerinde karbon kaynagi kullanimi incelenmistir. Bu nedenle fermentasyon
sonrasinda Orneklerden hiicrelerin ayrilmasiyla geriye kalan kullanilmis besi
ortamlarindaki seker miktart HPLC cihazinda belirlenmistir. Bu amagla; 1 ml 6rnek alinip
balon joje igerisine aktarildiktan sonra saf su ile 20°C’de 100 mI’ye tamamlanmustir. Tyice
calkalanan balondan yeterli miktarda siringa ile g¢ekilen seyreltilmis 6rnek 0.45 pm
ayirma sinirindaki membran filtreden siiziildiikten sonra viallere doldulup HPLC cihazina
(Thermo Scientific, Massachusetts, ABD ) analiz edilmek {izere verilmistir. Standart
laktoz c¢ozeltileri hazirlanip elde edilen piklerden, orneklerdeki seker diizeyleri
belirlenmistir.

HPLC’ de analiz kosullar1 asagidaki gibi ytirtitilmistiir.
Hareketli faz : Milli-Q su, 0.6 mL/dakika
Analitik ve koruyucu kolon : Coregel- 87P (300x7.8 mm ID)

Enjeksiyon hacmi :20 uL
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Kolon firin1 sicakligi :60°C

Dedektor :RID

3.9. Biyokiitlede B-karoten Miktarinin Tayini

B-karotenin farkli ¢ozgenler igerisinde ¢Oziindiigiinde maksimum absorbans
verdigi dalga boyu degisiklik gostermekle beraber, bu ¢alismada kullanilan ¢ozgendeki
maksimum absorbans dalgaboyu 450 nm olarak belirlenmistir (Butnariu 2016). Bu
nedenle oOlgtimler, spektrofotometre kullanilarak 450 nm’de yapilmstir. B-karoten
standardi (SIGMA,C-9750), hekzan-aseton-etanol (2:1:1;v/v/v) igerisinde ¢ozdiiriilerek,
artan konsantrasyonlar halinde hazirlanmistir (0.5-2 mg/L). Kantitatif analiz i¢in standart
kalibrasyon egrisi ¢izimi, standartlarin absorbanslarinin dl¢tilmesi ile gergeklestirilmistir.
Kalibrasyon egrisinden, hekzan-aseton-etanol ¢ozeltisi i¢erisinde ¢oziinmiis standart -
karotene ait ekstinksiyon katsayist1 Elem” bulunmustur. Ekstrakte edilmis ornekler,
hacimleri hekzan-aseton-etanol (2:1:1, v/v/v) ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlandiktan
sonra absorbans degerleri kore kars1 Ol¢iiliir. Beer—Lambert yasasi geregi mg/L cinsinden
konsantrasyonlar hesaplanir. Tiim analizler B-karotenin hassasiyeti geregi karanlik
ortamda yapilmistir.

3.10. p-karoten Uretimi Icin Besiyeri Bilesenlerinin Plackett-Burman Tasarimu ile
Incelenmesi

Optimizasyonun ilk asamasi olan besiyerinde istenilen yaniti etkileyen,
birbirinden bagimsiz olan degiskenleri tespit etmek i¢in uygulanan bir metot olan
Plackett-Burman deneme deseni, 8 faktor iceren bir tasarimla denenmistir. Bu tasarima
gecmeden Once besiyerinin temel iki bileseni olan karbon ve azot kaynaklarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle 6n asama olarak bu iki bilesene karar vermek
icin Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi 9 farkl seker kaynagi denenerek sonrasinda segilen
en iyi i¢ seker kaynagi ile birlikte 6 farkli azot kaynagi denenmistir.

Azot kaynagi, bu li¢ seker kullanilarak en ¢ok B-karoten iiretimini saglayanlar
arasindan sec¢ilmistir. Ardindan kontrol besiyerinde olan diger bilesenleri de iceren
Plackett-Burman tasarimi, Minitab 16.0.0 istatistik programi kullanilarak 8 faktorle
olusturulmus ve iki tekerriir olacak sekilde uygulanmistir. Plackett-Burman tasarimai, iki
seviyeli bir tasarim oldugu icin en yiiksek ve en diisiik konsantrasyonlar literatiirdeki
degerlere gore belirlenmistir. Cizelge 3.3°de tasarimin geregi, en diisiik ve en yiiksek
konsantrasyonlar gosterilmektedir. Burada dikkat ¢ekilmesi istenen bir nokta da mineral
madde igerigidir.
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Cizelge 3.2. Belirlenen karbon ve azot kaynaklari

Seker kaynaklari Azot kaynaklari
1 Mannoz (NH4)2S04
2 Laktoz KNOs
3 Sukroz Ure
4 Ksiloz Glisin
5 Maltoz Asparajin
6 Glukoz (NH4)2HPO4
7 Galaktoz
8 Arabinoz
9 Fruktoz

Cizelge 3.3. Plackett-Burman tasariminda kullanilan degiskenlerin diisiik ve yiiksek
seviyedeki konsantrasyonlari

Sira  Faktor En diisiik miktar (-) En yiiksek miktar (+)
1 Laktoz 20 g/L 40 g/L
2 KNO3 0g/L 2.8 g/L
3 KH2PO4 1.5g/L 12.5g/L
4 NazHPOs, 1g/L 4 g/L
5 MgSQ4.7H20 0.5 g/L 2.5 g/L
6 CaCl2.2H20 0g/L 0.15¢g/L
7 Maya 0g/L 1g/L
8 Mineraller -1 1

Kontrol besiyerinde olan ve ¢ok seyreltik olan minerallerin miktarlari literatiire
gore diisiik ve yliksek konsantrasyonlari belirlenerek tek bir bilesenmis gibi kabul
edilmistir. Bunun sebebi 6nceki caligmalara gore, bilesenlerin ¢ok seyreltik olmalarindan

32



MATERYAL VE METOT H. K. KIZILAY

kaynakli olarak sistem yaniti lizerine yaniltici etkilerinin olmasindan dolayidir.

Programin Onerdigi 12 deneme neticesinde ulasilan sonuglar, beklenen ve
gbzlenen miktar agisindan karsilastirilmistir. Coklu regresyon analizi sonrasinda elde
edilen verilerin varyans analizi (ANOVA) sonuglarina bakilarak istatistiksel olarak
onemli olan faktorler belirlenmistir. Bunun yaninda, yaniti B-karoten konsantrasyonu
olan ve 8 adet besiyeri bilesimini igeren (faktorler) 1. dereceden denklemden olusan
model elde edilmistir. Elde edilen modelin R? degerlerinin uygunlugu degerlendirilip
modelin 6nem diizeyi igin F-testi uygulanmistir. Daha sonra ileri optimizasyon igin ikinci
asama olan yanit yiizey yontemine gecilip optimizasyona devam edilmistir.

3.11. Fermentasyon Ortamini Etkileyen Kosullarin Yanit Yiizey Yontemi (RSM) ile
Incelenmesi

Tezin bu kismina kadar Mortierella ramanniana’nin 3-karoten iiretiminde etkili
olan besiyeri bilesenlerinin 6nemi degerlendirilmistir. Bu agamada ise optimizasyonun
yanit yiizey yonteminin Onemli araglarindan biri olan Box-Behnken tasarimi
kullanilmistir. Calismada bagimsiz degiskenler, dnceki verilere gore secildikten sonra,
tasarim Design Expert 11® programi ile olusturulup optimizasyon gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.4. Box Behnken deneme deseninde kullanilan bagimsiz degiskenler ve bu
degiskenlerin seviyeleri

Basimsiz Seviye Kodlar:
deggisken Birim Sembol

-1 0 1
Laktoz g/L X1 15 27.5 40
C:N oram - X2 20:1 50:1 80:1
Calkalama hizi rpm X3 130 180 230

Box-Behnken tasarimi, bagimsiz degiskenlerin yanit iizerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in sadece ii¢ seviyede calisan kiiresel bir tasarimdir. 3 seviyeli 3
bagimsiz degiskenin, 2 bagiml degisken iizerindeki etkileri, merkez noktada 5 tekrarl
olmak tizere 17 farkli deney kombinasyonu ile incelenmistir. Bu tasarimda secilen
bagimsiz degiskenler, 6n ¢alismalar ve Plackett-Burman tasarimi sonucunda elde edilen
veriler 15181nda se¢ilmis olup, Cizelge 3.4’de Box-Behnken tasarimina gore degiskenler
ve degiskenlerin calisilan araliklar1 gosterilmistir. Burada C:N orani belirlenirken, laktoz
konsantrasyonunun %42’°si C (teorik) olarak alinmistir. KNO3’1n ise %14’ N (teorik)
olarak alinmistir. Ayrica kontrol besiyerinde maya ekstrakti da bulundugu i¢in bundan
gelen %11,4°1ik N miktar1 da hesaba katilarak en son elde edilen C:N oran1 ayarlanmustir.
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Yapilan denemeler sonrasinda belirlenen bagimli degiskenler ve sembolleri Cizelge
3.5°de belirtilmistir

Cizelge 3.5. Bagimli degigkenler ve sembolleri

Sembol Bagimh degisken
Y1 B-karoten derisimi (pg/L)
Y2 Biyokiitle miktar1 (g/L)

3.12. Bagimh Degiskenlerin Yamit Yiizey Yontemi ile Modellenmesi

Design Expert® programi ile olusturulan Box Behnken tasariminin 6nerdigi
denemeler iki tekerriir olarak gerceklestirilmistir. Verilerin bir modele uygunlugu
belirlenmeden oOnce yanitlarin normal dagilima uygun olmast gerekmektedir
(Montgomery 1997). Bunu saglamak i¢in Box-cox doniisiimleri, programin izin verdigi
Ol¢iide uygulanabilmektedir. Donilisimiin dogru yapilip yapilmadigi ise Box-COX
grafiginden bakilarak degerlendirilebilir. Doniisiim uygulanip uygulanmayacagina karar
verildikten sonra yanit ylizey yonteminde, yanitlar ile degiskenler arasindaki iliskiyi ifade
eden modeller kendi aralarinda coklu lineer regresyon analizi yapilarak olusturulur.
Olusturulan modellerin gecerliliginin kontrolii icin model uygunsuzlugu testi (lack of fit)
degerleri, R? degerleri ve p-degerleri analiz edilmistir.

Asagida verilen denklem, faktorlerin yanit iizerine olan kuadratik etkilerini de
iceren ikinci dereceden bir modeldir. Tezde, faktorlerin yanitlar iizerine etkisi asagidaki
gibi ikinci dereceden bir denklem ile aciklanabilmektedir.

Y=gy * By T Body T B3 £ By + BraXiXs £ B o + By X+ B3+ i (3.1)

Esitlikte Y, cevap degiskenini; X1, Xz, X3 faktorlerin ana etkilerini; X1X2, X1X3,
X2X3 faktorlerin etkilesim etkilerini; X12, Xo?, X3? faktorlerin ikinci dereceden (quadratic)
etkilerini, fo sabiti ve p1-f3 faktorlerin katsayilarini gostermektedir (Yerlikaya 2013).

Bu denklemin, modeli yeteri kadar agikladigindan emin olmak i¢in regresyon
analizi sonuglari, varyans analizi sonuglar1 ve model uyumsuzlugu testleri (lack of fit)
degerlendirilmistir. Ardindan modelde istatistiksel olarak onemli olan parametreler
kalacak sekilde model indirgenmis olup, en dogru denkleme ulagilmistir. En son elde
edilen denklemi karsilayan kontur ve 3D grafikleri de incelenmis ve yorumlanmustir.

34



MATERYAL VE METOT H. K. KIZILAY

3.13. Optimizasyon

Yanit ile bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiyi veren denklem elde edildikten
sonra, optimizasyon asamasinda istenebilirlik fonksiyonu (desirability function)
kullanilmistir. Bu amacla Design Expert® programinin optimizasyon basligi altindaki
numerik optimizasyon kismi kullanilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda, biyokiitle ve B-
karoten iiretiminin arttirtlmasina yonelik oldugu i¢in, bu iki yanit maksimum hedef olarak
belirlenmigtir. Ayrica iki hedef icin de Onem seviyeleri 5 yildiz olacak sekilde
tutulmustur. Bagimsiz degiskenler ise maksimum ve minimum smirlar arasinda
calistlmistir. Cizelge 3.6°da belirlenen hedefler ve bagimsiz degiskenlerin galisilan
araliklar1 gosterilmektedir. Hedefler bu sekilde belirlendikten sonra programin
istenebilirlik fonksiyonun c¢oziimleri arasinda 1’e en yakin ¢oziimi secilerek bu
kombinasyon ile dogrulama deneyleri yapilmistir. Dogrulama deneyi yapilirken her giin
alinmak tizere tek bir tekerriir i¢in 10 adet erlen hazirlanmig olup, 10 giinlik
fermentasyona birakilmistir. Her giin bir erlen inkiibatdrden alinarak metot kisminda
anlatilan iglemler uygulanip, analiz sathasina gec¢ilmeden, daha sonra analizleri yapilmak
tizere -20°C’de depolanmistir. Buna gore B-karoten iiretimi, biyokiitle {iretimi ve karbon
tilkketimi zamana bagli olarak optimum besiyerinde belirlenebilmistir. Buradan kinetik
parametreler hesaplanmaistir.

Cizelge 3.6. Optimizasyon asamasinda yanit i¢in kullanilan hedefler ve degiskenlerin
degerleri

Isim Birim Hedef Diisiik simir Yiiksek simir
Laktoz g/L aralikta 15 40

C:N - aralikta 20 80
Calkalama hizi1  rpm aralikta 130 230
B-karoten ng/L maksimum 380.5 1192.7
Biyokiitle g/L maksimum 3.6 16.1

3.13.1. Optimum Kkosullar1 barindiran besiyerinde Kkinetik parametrelerin
belirlenmesi

Optimize edilen besiyerinde gelisen kiiltiiriin, gelisme egrisinden yararlanilarak
kinetik parametreler hesaplanmistir. Her giin alinan erlenlerde seker, biyokiitle, 3-karoten
miktarlar1 belirlendikten sonra, elde edilen veriler dogrultusunda zamana bagli olarak
biyokiitle, B-karoten miktari ve laktoz derisimini gosteren grafik ¢izilmistir. Bu verilerle;

. Seker tiiketimi (g/L)

. B-karoten (mg/L)
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. Verim (%)

. Maksimum tiiketim oran1 (g/L/giin)

. Maksimum tiretim orani (g/L/giin)

. Spesifik gelisim oran1 (giin™)

. Canlt hiicrelerin iki katina c¢ikma siiresi (Doubling time) (giin)
belirlenmistir.

Statik bir kiiltiirde belli bir miktarda substrat (S) kullanilarak inokiilasyon ile
besiyerine dahil olan Xo hiicre kiitlesi gelismenin sonunda (durma fazinda) en yiiksek
deger olan Xmax hiicre kiitlesine, bununda yaninda baslangigtaki substrat miktar1 en diigiik
degere ve mikroorganizma faaliyeti ile liretilen iiriin (P) en yiiksek seviyeye ulasmaktadir.
Bu bilgilere gore;

X=  Xmax-Xo, poplilasyonun kiitlesi g/l olarak hesaplanmistir. (Xmax:
fermentasyonun son giiniindeki hiicre kiitlesi Xo: fermentasyon baglangicindaki hiicre
kiitlesi)

S= S1-So, seker tiikketimi gelisim sonunda g/L olarak hesaplanmistir. (Si:
fermentasyonun son giiniindeki substrat konsantrasyonu, Sp: fermentasyon
baslangicindaki substrat konsantrasyonu)

P= P1-Po, iriin miktar1 gelisim sonunda pg/L olarak hesaplanmigtir. (Pi:
fermentasyonun son giiniindeki {irtin konsantrasyonu, Po: fermentasyon baslangicindaki
iriin konsantrasyonu)

Bunun yaninda mikroorganizma kiitle verimi ve iiriin verimi;
Verim (Ypss) (%) = [B-karoten miktar1 (ug /L) / Toplam seker tiiketimi (g/L)]*100

Verim (Yxs) (%) = [Biyokiitle miktar1 (g/L) / Toplam seker tiiketimi (g/L)]*100
esitlikleri ile hesaplanmistir.

Ayrica maksimum {iretim, maksimum tiiketim, spesifik gelisme ve gelisme orani

da;
Gelisme orani (g/L/giin) = Biyokiitle egrisinin en dik kisminin egimi,
Uretme orani1 (g/L/giin) = B-karoten egrisinin en dik kismimin egimi,
Tiiketme orani (g/L/giin) = Seker egrisinin en dik kisminin egimi,

Spesifik gelisme orani (giin™) = Inx’e kars1 zaman grafiginin egimi kullanilarak
hesaplanmastir.

Mikroorganizmanin biyokiitlesinin gelisim hiz1 ve ikiye katlanma siiresi ise;
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dx

— = UX
dt H (3.2)

Esitliginden hesaplanmustir.
u : gelisme hizi katsayisi
x : hiicre kiitlesi olarak ifade edilmektedir.

Besiyeri ortamindaki mikroorganizma miktarina ait degerlerin (X) dogal
logaritmasi alindiktan sonra zamana kars1 grafik olusturuldugunda elde edilen denklemin

egimi mikroorganizmanin spesifik gelisme hizinin hesaplanmasini saglamaktadir (Demir
2010).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Farkh Karbon ve Azot Kaynaklarimn, Mortierella ramanniana ile p-karoten
Uretiminde Etkilerinin Incelenmesi

Tez c¢alismasinin amaci, Mortierella ramanniana kullanilarak besiyeri
bilesenlerinin ve fermentasyon parametrelerinin optimize edilip, -karoten iiretiminin
arttirilmasidir. Ileriki asamalarda, endiistriyel atiklarmn degerlendirilerek B-karoten
tiretiminde kullanilmasina yonelik verilerin elde edilmesi amaciyla ¢alismada 6ncelikle
saf sekerler kullanilmistir. Yapilan tez ¢alismasinin ilk asamasini olusturan ve -karoten
gibi sekonder metabolitlerin tiretimi agisindan kritik olan karbon ve azot kaynagi se¢imi
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 9 farkli karbon kaynagi kullanilarak hazirlanan
besiyerlerinde diger bilesenler sabit tutulmustur. Ilk olarak fakli sekerler ile hazirlanan
besiyerleri ¢alkalamali inkiibatérlerde 10 giinliik fermentasyona birakilmis ve alinan
sonuglara gore aralarindan secilen 3 farkli seker ile 6 farkli azot kaynagi sonraki
asamadaki iiretimlerde denenmistir. Karbon kaynagi se¢imi icin yapilan fermentasyonlar
sonucu elde edilen veriler sonuglar Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Farkli karbon kaynaklar ile yapilan fermentasyonlar sonucu elde edilen -
karoten ve biyokiitle degerleri

Seker B-karoten pg/L Biyokiitle g/L B-karoten pg/g
biyokiitle
Maltoz 720.0 9.4 76.4
Laktoz 690.0 9.2 75.0
Glukoz 564.3 10.1 60.2
Mannoz 512.6 9.6 53.4
Sukroz 505.6 10.6 47.7
Galaktoz 464.5 9.4 49.6
Ksiloz 305.2 8.6 35.6
Fruktoz 226.2 9.8 23.0
Arabinoz 140.0 53 26.6

Sonuglar incelendiginde, mikroorganizmanin en fazla P-karoten irettigi besi
ortamlart laktoz, maltoz ve glukoz igeren besi ortamlari olup, sirastyla 690 ug/L, 720
ng/L ve 564.3 pg/L olarak tespit edilmistir. En diisiik B-karoten iiretimi arabinozun
kullanildig1 besiyerinde gozlenmis olup 140 pg/L olarak belirlenmistir. Buna gore azot
kaynag1 se¢imi i¢in laktoz, maltoz ve glukoz karbon kaynaklari olarak secilmistir. Bu

38



BULGULAR VE TARTISMA H. K. KIZILAY

sekerleri igeren besiyerleri hazirlanmistir. Her bir seker i¢in 5 farkli azot i¢eren, 5 farkl
besiyeri hazirlandiktan sonra bunlar 10 giin boyunca ¢alkalamali inkiibatorlerde
fermentasyona birakilmistir. Azot kaynagi se¢imi i¢in yapilan fermentasyonlardan alinan
sonuglar Cizelge 4.2 ‘de gosterilmektedir.

Cizelge 4.2. Farkli azot kaynaklar1 ile yapilan fermentasyonlar sonucu elde edilen B-
karoten ve biyokiitle degerleri

Maltoz Laktoz Glukoz

p-karoten Biyokiitle B-karoten Biyokiitle p-karoten Biyokiitle
Azot kaynag

ng/L @) ng/L @) ng/L @

(NH4)2HPOs  555.3 0.86 483.5 0.6 411.7 1.01
KNO3 286.2 0.67 815.5 0.5 537.4 1.07
Ure 358.0 0.99 465.6 1.06 429.7 1.0
Glisin 340.0 0.92 609.1 1.07 447.6 0.99
Asparajin 430.0 0.93 7437 1.02 492.5 1.05

Sonuglara gore, laktoz icerikli besiyerlerinde en fazla B-karoten iiretiminin, azot
kaynagi olarak KNOgz kullanilanda, 815.5 pg/L olarak tespit edilmistir. Maltoz icerikli
besiyerlerinde en diisiik B-karoten iiretimi, azot kaynagi olarak KNOs kullanilanda, 286.2
ng/L olarak bulunmustur. Maltoz igerikli besiyerlerinde en fazla f-karoten iiretiminin ise
azot kaynagi olarak (NHs)2HPO4 kullanilanda, 555.3 pg/L oldugu tespit edilmistir.
Maltoz igerikli besiyerlerinde en diisiikk B-karoten iiretiminin, azot kaynagi olarak {ire
kullanilanda, 465.6 png/L oldugu tespit edilmistir. Tiim bu sonuglara dayanarak, Plackett—
Burman deneme deseni kullanilarak yapilan besiyeri optimizasyonu i¢in, karbon kaynagi
olarak laktoz, azot kaynagi olarak ise KNOs3 se¢ilmistir. Kontrol besiyerinde olan diger
tiim bilesenler Plackett-Burman deneme deseninde yer almaktadir. Ancak ¢ok seyreltik
olan bilesenlerin, yani besiyerinde bulunan iz minerallerin, daha 6nce yapilan ¢caligmalara
gore sonuglart oldukga saptirmasindan dolay1 tek bir bilesen olarak yer almasina karar
verilmigtir. Bunu i¢in mineral karisiminda bilesenlerin minimum oldugu degerleri;
FeCl3.6H2.0, 0.004g/L; 2ZnS04.7H20, 0.0005g/L; CuS04.5H20, 0.00005¢/L;
Co(NO3)2.H20, 0.000075 g/L; MnS04.5H,0, 0.00007g/L olarak, maksimum degerleri
ise; FeCls.6H.O, 0.0012g/L; ZnS04.7H.0, 0.0015g/L; CuS0s4.5H20, 0.00015¢/L;
Co(NOs3)2.H20, 0.000225 g/L; MnS04.5H20, 0.00021g/L olarak belirlenmistir.

4.2. Besiyeri Kompozisyonunun Plackett-Burman Tasarim ile Incelenmesi

[lk iki asamadan alinan sonuglara gore, Minitab® 16.0.0 programi kullanilarak iki
seviyeli deneme deseninde veriler olusturulmustur. Cizelge 3.3’de programa girilecek
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veriler listelenmistir. Cizelge 4.3de ise programin dnerdigi deneme deseni verilmistir. 8
faktorden olusan 12 farkli formiilasyona sahip besiyeri bilesenlerinin (-karoten tiretimi
tizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla deneme fermentasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Programa gore hazirlanan besiyerleri 180 rpm’de, 28+1°C’de ve 10 giin siireyle
fermentasyona birakilmistir. Boliim 3.2’ de anlatilan protokol izlenerek 10 giiniin sonunda
alinan erlenler igerisindeki 6rneklerin B-karoten miktarlari saptanmastir.

Cizelge 4.3. PBD deseni ve fermentasyonlar sonucu elde edilen -karoten miktarlari

Besiyeri X1 X2 X3 Xa Xs Xe X7 Xs Y1
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 86.1
2 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 206.6
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 203.4
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 6.68
5 1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 136.4
6 1 1 1 -1 1 1 1 -1 985.7
7 1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 806.5
8 -1 1 1 1 -1 1 -1 1 76.8
9 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 513.2
10 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 235.5
11 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 91.9
12 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 791.3

Xy LaktOZ, Xo: KNOg, X3: l‘(HzPOAv X4:N32HPO4, X5: MgSO47HzO y Xg: CaCIQ.ZHzo, X7 Maya, Xg: Mineral, Y. B-karoten

Cizelge 4.3’de PBD deseni uygulanan besiyerlerinde tiretilen B-karoten miktarlar
gosterilmektedir. Sonuglar incelendiginde en yiiksek B-karoten iiretiminin, 6 numarali
besiyerinde gergeklestigi ve B-karoten miktarinin 985.7 ug/L oldugu tespit edilmistir. En
diisiik B-karoten tiretiminin ise 6.68 pg/L ile 4 numarali besiyerinde oldugu saptanmustir.

Yapilan denemeler sonucunda, bagimsiz degiskenlerin, bagimli degisken olan -
karoten tiretimi {izerine etkisinin anlasilmasi ve onu temsil eden denklemin olusturulmasi
igin ¢oklu lineer regresyon analizi gergeklestirilmistir. Bilindigi tizere PBD deseni ile
sadece 1. dereceden denklemler elde edilmekte ve faktorlerin kendi aralarinda olan
etkilesimleri belirlenmemektedir. Her faktoriin etkisi Bolim 2.4.1°de anlatildigi gibi
hesaplanmistir. Ardindan her bir faktoriin 6nem seviyesinin 6l¢iilmesi igin varyans analizi
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(ANOVA) yapilmustir. Cizelge 4.4’de her bir faktoriin 3-karoten iiretimi i¢in hesaplanan
etki degerleri ve katsayilar1 gosterilmektedir. Bu sonuglara gére; Xa, Xa, Xg (KH2POg,
Na;HPOs4, mineraller) bilesenlerinin B-karoten fiiretimi iizerine negatif etkiye sahip
olduklar1 ve bu bilesenler arasindan yalnizca Xg’in (mineraller) istatistiksel 6neme sahip
oldugu (p<0.05) PBD deseni ile tespit edilmistir. Bunun yani sira, X1, X2, Xs, Xs, X7
bilesenlerinin B-karoten iiretimi {izerine pozitif etkiye sahip olduklar1 ve aralarindan X>
(KNO:s), X7 (Maya ekstrakti) bilesenlerinin B-karoten iiretimi iizerine istatistiksel olarak
onemli olduklar1 (p<0.01) tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Uretilen B-karoten igin hesaplanan etki degerleri ve katsayilar

Faktor Etki Katsayilar T p
Sabit +345.01 13.73 0.0010**

X1 64.21 +32.11 1.28 0.291

X2 295.19 +147.59 5.87 0.010**
X3 -118.45 -59.23 -2.36 0.100

X4 -122.79 -61.39 -2.44 0.092

Xs 22.39 +11.19 0.45 0.686

Xe 146.68 +73.34 2.92 0.062

Xz 489.59 +244.79 9.74 0.002**
Xs -177.2 +-88.6 -3.53 0.039*

X1: Laktoz, X2: KNO3, X3: KH2PO4, X4:Na2HPO4, Xs: MgS04.7H20, Xs: CaCl2.2H20, X7: maya, Xs: Mineral, Y1: -
karoten, R2: 0.98, Diizeltilmis R?: 0.93, Tahinlenmis R%: 0.71, **p<0.01, *p<0.05, 6nemli parametrelerin temsili

PB desenine gore yapilan ¢oklu regresyon sonunda elde edilen ve faktorlerin f3-
karoten tretimi tzerine etkilerini ifade eden 1. dereceden denklem Esitlik 4.1°de
verilmistir.

B-karoten tiretimi (ng/L)=-56.1+ 3,2 X1+ 105.4 X2—10.7 X3—40.9 X4+ 11.2 X5
+977.8 X6+489.6X7-88.6 Xs (4.2)

Mortierella ramanniana’nin B-karoten iiretiminde, PBD deseni uygulanarak elde
edilen denklemin regresyon sonuglari incelendiginde, R? degerinin 0.98 oldugu
goriilmektedir. Bu da; elde edilen modelin, sistemi %98 oraninda aciklayabildigini
gostermektedir. Diger bir deyisle, deneysel veriler ile Esitlik 4.1 kullanilarak hesaplanan
verilerin birbirlerine ¢ok yaklastig1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.5. Modelin varyans analiz (ANOVA) sonuglari

Kaynak SD KT Diiz. KT  Diiz. KO F P
Ana
8 1240411 1240411 155051 20.46 0.015*
etkenler
Artik 3 22733 22733 7578
Hata
Saf hata 3 22733 22733 7578
Toplam 11 1263143

R2: 0.98, Diizeltilmis R?: 0.93, tahminlenmis R?: 0.71, SD: serbestlik derecesi, KT: Kareler toplami; Diiz. KT:
Diizeltilmis kareler toplami, Diiz. KO: Diizeltilmis kareler ortalamasi, *p<0.05, Giiven seviyesi %95 dir.

Yukarida gosterilen Cizelge 4.5°de, elde edilen modelin varyans analiz(ANOVA)
sonuglar1 yer almaktadir. Bu sonuglara bakilarak modelin istatistiksel olarak %95
seviyesinde onemli (p=0.015 < 0.05) oldugu anlasilmaktadir. Bu sonuglarin yaninda, -
karoten iiretimi lizerine pozitif ve negatif etkiye sahip olan besiyeri bilesenlerinin ana
etkilerini ifade eden grafikler Sekil 4.1°de gosterilmektedir. Grafiklerden goriildiigi gibi,
besiyeri bilesimlerinden laktoz, KNOs, MgSOs, CaCl, ve maya ekstrakt
konsantrasyonlarinin artiginin B-karoten {iretimi iizerine pozitif etkilerinin oldugu
anlasilmaktadir. KNOz ve maya ekstraktinin etkileri istatistiksel olarak 6nemli bulunmus
olup (p<0.01), bilesenlerin egimlerinin digerlerine gore oldukga dik oldugu dikkat
¢ekmektedir. Besiyerinde bu bilesenlerin konsantrasyonlarinin artmasiyla [-karoten
tretiminin arttig1 belirlenmistir. Geriye kalan KH2POs, Na;HPOs ve mineral
konsantrasyonlarnin p-karoten {iretimi iizerine olan etkilerinin negatif oldugu
goriilebilmektedir. Bunlarin arasinda sadece minerallerin istatistiksel olarak 6nemli
oldugu (p<0.05) saptanmistir. Besiyerinde iz minerallerin konsantrasyonunun arttirilmasi
ile B-karoten iiretiminin azaldigi gézlenmektedir.
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Sekil 4.1. B-karoten iiretimi iizerine pozitif ve negatif etkiye sahip besiyeri bilesenleri
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Standartlagtirilmig Etkilerin Yari Normal Grafigi
(Yanit: p-karoten, alfa=0,05)
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Sekil 4.2. Besiyerindeki bilesenlerin B-karoten flretimine olan standartlastirilmig
etkilerinin yar1 normal grafigi

Standartlastirnimig Etkilerin Pareto Grafigi
(Yanit: -karoten, alfa=0,05)
3,18
1

Maya

KNO5

Mineraller

CacCl:

NaHPO,

Terim

KHPO,

Laktoz

MgSO, -J
I

0 2 4 6 8 10
Standart Etki

Sekil 4.3. Besiyerindeki bilesenlerin [B-karoten {iretimine olan standartlastirilmis
etkilerinin pareto grafigi

Sekil 4.2°de bilesenlerin standartlastirilmis etkilerine ait olan yar1 normal grafigi
gosterilmektedir. Bu grafige bakilarak istatistiksel olarak onemli etkileri bulunan
bilesenlerin gorsel olarak tespit imkani saglanmaktadir. Grafikte bulunan hatalarin
normal dagilim ¢izgisine en uzak olan faktorlerin yalnizca istatistiksel olarak en 6nemli
faktorler oldugu bilinmektedir. Buna gore grafikten bakildiginda varyans analizini
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(ANOVA) sonuglarini1 da hakli ¢ikaran bilgileri gérmek miimkiindiir. Maya ekstrakti,
KNO3 ve minerallerin, B-karoten iiretimi lizerine istatistiksel olarak énemli etkileri olan
bilesenler oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.3’de ise, besiyerindeki bilesenlerin [B-karoten iiretimine olan
standartlastirilmis etkilerinin Pareto grafigi gosterilmektedir. Burada varyans analizinde
belirlenen Bonferonni limitinin tistiinde kalan bilesenlerin istatistiksel olarak dneme sahip
olduklar1 bilinmektedir. Buna gore standartlastirilmig etkileri, 3.18 olan limit degerinin
istiinde olan bilesenler; Maya ekstrakti, KNOs ve mineral konsantrasyonlarinin
istatistiksel olarak 6neme sahip (p<0.05) olduklar1 belirlenmistir. Ancak bu iki grafik ile
buradan etkinin olumlu olup olmadig1 bilgisine ulagmak miimkiin degildir. Etkilerin
olumlu ya da olumsuz oldugunun anlasilmasi i¢in ise standartlastirilmis etkilerin normal
grafiklerini incelemek gerekmektedir. Sekil 4.4’de gosterilen standartlastirilmis etkilerin
normal grafigi gorlilmektedir. Grafige bakildiginda, Normal Skor Noktast olarak kabul
edilen sifir degerinin iizerinde olan KNO3 ve maya ekstrakti konsantrasyonlarinin
artiginin, P-karoten iretimini olumlu yonde etkiledigi anlasilmaktadir. Mineral
konsantrasyonunun artiginin ise normal skor degeri olan sifirin altinda yer almasindan
olay1 negatif etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Standartlastiriimis Etkilerin Normal Grafigi
(Yanit: p-karoten, alfa=0,05)

Etki tipi
® Onemsiz
m Onemli

W KNO,

Yiizde
¢

-5,0 -2,5 D,ICI 2,I5 5,0 7,5 10,0
Standart Etki

Sekil 4.4. Besiyerindeki bilesenlerin B-karoten {iretimine olan standartlastirilmis
etkilerinin normal grafigi

B-karoten iiretimini arttirmaya yonelik literatire bakildiginda yapilan bir
optimizasyon ¢alismasinda, Rhodotorula graminis RC04 mayasi kullanilmistir (Ferrao
and Garg 2012). Calismada besiyeri bilegenlerinin, B-karoten iiretimi {izerine olan etkileri
ve bilesenlerin kendi aralarinda interaksiyonu arastirilmistir. Kritik faktorlerin
belirlenmesi i¢in Plackett-Burman deseni ve yanit yiizey yontemlerinden merkezi
kompozit tasarimi kombine olarak kullanilmistir. Besiyeri bilesenlerinden mannitol,
KNOs, maya ekstrakti, KH2PO4 ve MgSOgs, PB deseni ile kritik faktorlerin belirlenmesi
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i¢in taranmugtir. Besiyeri baslangi¢ pH’sinin 5.5 olmasi, f-karoten iiretimi i¢in optimum
pH olarak bulunmustur. PBD sonuclarina goére, mannitol, maya ekstrakti, KNO3 ve
MgSOg’iin yiiksek miktarlarinin hem biyokiitle hem de B-karoten iiretimi iizerine pozitif
etkilerinin oldugu saptanmistir. Maya ekstraktinin ise hem biyokiitle hemde B-karoten
tiretimi icin kritik oldugu belirlenmistir. Ardindan etkili bulunan mannitol ve maya
ektraktinin biyokiitle ve B-karoten tiretimi iizerine olan etkilerinin ve birbirleri ile olan
iligkisinin  belirlenmesi i¢in merkezi kompozit deseni kullanilmistir. Sonuglar
incelendiginde B-karoten tiretimi i¢in maya ekstraktinin daha 6nemli oldugu saptanmustir.
Optimize edilen besiyerinde mannitol miktarinin 10-20 g/L araliginda ve maya
ekstraktinin ise 9.5-10 g/L araliginda olmasi halinde elde edilen optimum biyokiitlenin
3.8-4.3 g/L ve optimum B-karoten iceriginin 190-220 pg/L araliklarinda oldugu
bildirilmistir. Tezin bu asamasinda alinan sonuglar bahsedilen calisma ile uyum
gostermektedir.

4.3. p-karoten Uretimi Amaciyla En Uygun Fermentasyon Ortamn Se¢imi icin
Sonuclarin Degerlendirilmesi

PB deneme deseninden alinan sonuglara gore, besiyeri bilesenlerinden maya
ekstrakti ve KNOs azot kaynaklarinin B-karoten iiretimi iizerine etkisinin istatistiksel
olarak onemli oldugu tespit edilmistir. Besiyeri ortaminda karbon ile azot kaynagi
oraninin, sekonder metabolitlerin {iretimini etkiledigi bazi ¢aligsmalar ile kanitlanmistir
(Braunwald vd. 2013; Tkacova vd. 2017; Shariati vd. 2019). Ayrica karbon
konsantrasyonu da hem mikroorganizma gelisimi agisindan hem de sekonder
metabolitlerin iiretimini karbon represyonuna ugratma olasiligi goz Oniine alindiginda,
diger bir 6nemli bilesen haline gelmektedir. Bu sebeple yanit yiizey metodu ile laktoz
konsantrasyonu ve besiyerinde belli C:N oraninin, -karoten tiretimi tizerine olan etkileri
arastirilmak istenmistir. Bunlarin disinda fermentasyon ortaminda calkalama hizinin,
mikroorganizmalar iizerinde stres faktorii oldugu ve sekonder metabolitlerin iiretimini
tetikledigi bilinmektedir. Bu da 6nemli bir parametre oldugu i¢in, yanit yiizey yonteminde
diger bir bagimsiz degisken olarak secilip optimizasyona devam edilmesi uygun
goriilmistiir (Mantzouridou vd. 2002).

4.4. Arastirmada Secilen Bagimsiz Degiskenlerin Yamt Yiizey Yontemi ile
Modellenmesi

Tez calismasi kapsaminda buraya kadar PBD ile besiyeri ortaminda Onemli
bilesenler saptanmistir. Bu asamada ise B6liim 3.11°de bahsedilen bagimsiz degiskenler,
yanit yiizey metodu kullanilarak B-karoten iiretiminin arttirilmasi i¢in secilmistir. Bu
sebeple segilen parametreler ile optimizasyon yapmak icin Design Expert® 11.0.0
programi kullanilmistir. Program gergevesinde yanit yilizey metotlarindan olan Box
Behnken tasarimi kullanilarak deney tasarimi olusturulmustur. Deney tasariminda
kullanilan bagimsiz degiskenlerin araliklar tez kapsaminda daha 6nce yapilan 6n deneme
calismalar1 cergevesinde ve literatiire uyumlu olarak secilmistir. Bu tasarima gore
merkezi noktada 5 tekrarli olarak calisilmis olup, toplam 17 deneme igermektedir.
Denemeler 2 tekerriirlii olarak yapilmigtir. Bagimli degiskenler olarak firetilen 3-karoten
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ve biyokiitle miktar1 sistem yanit1 olarak secilmistir. Box Behnken tasarimi ii¢ seviyeli
tasarim oldugu i¢in, bagimsiz degiskenler ii¢ seviyede calisilmistir. Cizelge 4.6’da Box-
Behnken tasarimindaki bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri gosterilmektedir.

Cizelge 4.6. Box Behnken tasarimindaki bagimsiz degiskenlerin degerleri

Standart  Deney sirasi X1 (g/L) X2 X3 (rpm)
Sira
1 7 15 20 180
2 16 40 20 180
3 17 15 80 180
4 13 40 80 180
5 5 15 50 130
6 10 40 50 130
7 1 15 50 230
8 11 40 50 230
9 14 27.5 20 130
10 3 275 80 130
11 12 27.5 20 230
12 2 275 80 230
13* 9 275 50 180
14* 4 275 50 180
15* 8 275 50 180
16* 6 275 50 180
17* 15 27.5 50 180

Xi: Laktoz konsantrasyonu (g/L) , X2: C:N orani, X3: Calkalama hiz1 (rpm) * Merkezi noktalar1 ifade etmektedir.

Yapilan denemeler sonucunda alinan veriler, Cizelge 4.7°de yanit degiskenlerinin
deneysel ve tahminlenen degerleri seklinde gosterilmektedir. Deneysel verilere
bakildiginda, B-karoten iiretiminin 380.5 pg/L ile 1192.7 ng/L araliginda, biyokiitle

PR

miktarinin ise 3.6 g/L ile 16.1 g/L araliginda degistigi gozlenmistir. Bagimsiz
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degiskenlerin yanitlar {izerinde etkilerinin anlasilmas: i¢in kullanilan modellerin
tiiretilmesi amaciyla Design Expert® 11.0.0.0 programi kullanilarak ¢oklu regresyon her
bir yanit i¢in uygulanmistir.

Cizelge 4.7. Yanit degiskenlerinin deneysel ve tahminlenen degerleri

Deneysel Tahminlenen
Sira Yanit 1 Yanit 2 Yamt 1 Yanit 2
Y1 (ug/L) Y2(g/L) Y1 (ng/L) Y2(g/L)
1 463.3 6.1 530.7 6.5
2 718.5 14.1 676.5 14.2
3 400.9 3.6 415.1 3.3
4 638.3 10.7 560.9 10.9
5 951.6 6.2 894.9 6.0
6 1035.7 16.1 1040.8 15.7
7 380.5 4.6 355.8 4.7
8 387.3 10.2 501.6 10.2
9 1192.7 12.5 1199.4 12.5
10 1038.8 9.0 1083.8 9.2
11 730.0 9.5 660.2 9.0
12 564.2 5.9 544.6 5.8
13 607.3* 9.4* 719.5 9.6
14 732.0* 9.8* 719.5 9.6
15 750.6* 9.4* 719.5 9.6
16 787.9* 9.3* 719.5 9.6
17 681.8* 9.6* 719.5 9.6

Y1: B-karoten miktart (ug/L), Y2: Biyokiitle (g/L), * Merkezi noktalarda yapilan deneme sonuglari

. Coklu regresyon sonucunda B-karoten i¢in %99 (p=0.007<0.01), biyokiitle i¢in
%95 (p=0.018<0.05) seviyesinde onemli olan kuadratik denklemlerin kullanilmasinin
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uygun oldugu sonucuna varilmistir. Daha sonra kullanilan bu ikinci dereceden
denklemler i¢in varyans analizleri (ANOVA) uygulanmis olup, hem B-karoten hem de
biyokiitle i¢cin sonuglar sirast ile Cizelge 4.8’de ve Cizelge 4.10°da verilmistir. Her bir
bagimsiz degiskenin yanitlar iizerine olan lineer, interaksiyon ve karesel etkilerinin
istatistiksel olarak dnem seviyeleri de s6z konusu ¢izelgelerde mevcuttur. Burada etki
bilesenlerinin p-degerlerine bakilarak modelde kalip kalmamasina karar verilmistir. p-
degeri 0.05’den biiylik olan etkilerin istatistiksel olarak bir 6nemleri olmadig1 i¢in model
hiyerarsisine uygun olarak modelden ¢ikartilmistir.

Cizelge 4.8. X1, X2, X3 bagimsiz degiskenlerinin B-karoten iiretimi iizerine etkilerinin
varyans analiz (ANOVA) sonuglari

Varyans KT SD KO F-degeri p-degeri
kaynagi
Model 8.675E+05 9 96392.79 12.60 0,0015*
X1 4254454 1 42544.54 5.56 0,0505
X2 26711.70 1 26711.70 3.49 0.1039
X3 5.815E+05 1 5.815E+05 75.99 <0.0001**
X1 X2 80.31 1 80.31 0.0105 0.9213
X1 X3 1496.40 1 1496.40 0.1956 0.6717
X2 X3 35.20 1 35.20 0.0046 0.9478
X12 1.284E+05 1 1.284E+05 16.79 0.0046**
X2? 1365.35 1 1365.35 0.1784 0.6854
X3? 96681.27 1 96681.27 12.63 0.0093**
Artik hata 53563.12 7 7651.87
Uyum eksikligi  34041.51 3 11347.17 2.33 0.2164
Saf hata 19521.61 4 4880.40
Toplam 9.211E+05 16

X1: Laktoz konsantrasyonu (g/L) , X2: C:N orani, X3: Calkalama hizi (rpm), KT: Kareler ortalamasi, SD: Serbestlik
derecesi, KO: Kareler ortalamasi, **p<0.01, *p<0.05 istatistiksel olarak 6nemlidir.

Etkilerin elenmesi yapilirken elde edilen modellerin, regresyon modeli i¢in dnemli
(p<0.05) ve model uyumsuzluk (lack of fit) degerinin (p>0.05) istatistiksel olarak
onemsiz olmast durumuna dikkat edilmistir. Ayrica ilgili modele ait regresyon
katsayisinin (R?) 0.9’un iizerinde olmas1 durumu dikkate alinarak karar verilmistir. Bir
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diger parametre olarak R%gj. ve varyasyon katsayisi da kontrol edilmistir. R? ve R%yj
degerlerinin birbirlerine yakin olmasi1 modellerin istatistiksel olarak 6nemsiz terimleri
icermedigini gostermektedir (Kog 2009). Son olarak modellerin yeterli hassasiyet (Adeq.
Precision) degerleri (>4 olmali) de gozden gecirilmistir. Bu parametre, modellerin
ortamdaki giiriiltiiden etkilenip etkilenmedigi hakkinda fikir vermektedir. Daha 6nce
bahsedilen istatistiksel verilere bakilarak en dogru modelin belirlenmesinden sonra elde
edilen model denklemlerine deneysel veriler konularak hesaplama yapilmis olup, tahmini
veriler elde edilmistir. Bu verilere bakilarak deneysel verilere karsilik, tahmini verilerin
regresyon grafikleri ¢ikarilarak modelin uygunlugu test edilmistir. Model parametreleri
ise en kiigiik kareler yontemi kullanilarak bulunmustur.

Cizelge 4.8’de X1, Xz, X3 bagimsiz degiskenlerinin B-karoten {iretimi iizerine
etkilerinin varyans analiz (ANOVA) sonuglar1 gosterilmektedir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde modelin 6nemli oldugu (p<0.05), uyum eksikligi testinin (lack of fit)
istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) oldugu saptanmistir. Ayrica bir bagimsiz degiskenin
(X3), X1 ve Xzdegiskenlerinin ise karesel etkilerinin f-karoten iiretimi iizerine istatistiksel
olarak dnemli oldugu (p<0.05) saptanmustir.

Fermentasyon ortaminda bulunan laktoz konsantrasyonu (X1), C:N orami (X>) ve
fermentasyon kosullarindan galkalama hizinin (X3), B-karotenin yiiksek konsantrasyonda
tiretimi tizerinde etkilerini gosteren ikinci dereceden denklem Esitlik 4.2°de verilmistir.

Y1=+2761.4 + 70X1—1.92 X, — 27.3X3 - 1,11X1% + 0.06X5? (4.2)

Esitlik 4.2°’de gosterilen modelden elde edilen regresyon istatistikleri Cizelge
4.9’da verilmistir. Elde edilen modelin deneysel verileri ile tahmini verilerinin uyum
icerisinde olduklar1 hem Sekil 4.5°de, hem de Cizelge 4.9°dan anlasilabilmektedir. R?
degerinin 1’e yakin olmasi, modelin biiyiik 6l¢iide sistemi temsil ettigini gostermektedir.
Ayrica Ragj? (Diiz. R?) ve R%yre (Tah. R?) degerlerinin birbirine yakin olmasi istenmektedir
(farkin 0.2°den az olmasi), bu modelin tahminleme yapilmasi agisindan giiclii oldugunu
gostermektedir. Diger bir nokta da R? ve Diiz. R? degerlerinin birbirine ¢cok yakin olmast
modelde herhangi bir gereksiz terimin olmadigimi gostermektedir. Yeterli hassasiyet
degeri elde edilen bu model i¢in 19.8 (>4) ¢ikmistir. Bu da ilgili modelin giiriiltiiden
etkilenmedigini gostermektedir. Varyasyon katsayisinin  %20’ye kadar kabul
edilebilirligi vardir ve %10’un altinda ise miikemmel bir uyum oldugu sdylenebilir
(Granato and Ares 2013). %CV’nin %10’a ¢ok yakin olmasi, modelin kabul
edilebilirligini gostermektedir.
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Sekil 4.5. B-karoten i¢in modelden (Esitlik 4.2) tahminlenen degerlere karsi deneysel
veriler

Cizelge 4.9. Esitlik 4.2°den elde edilen modelin ¢oklu regresyon istatistikleri

R? 0.9386

Diiz. R? 0.9107
Tah. R? 0.8451

Yeterli hassasiyet 19.8069
%CV 10.10

Diiz R?: Diizeltilmis R?, Tah. R?: Tahminlenmis R?
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Sekil 4.6. Laktoz konsantrasyonu (g/L) (X1) ve C:N oraninin (X>), liretilen maksimum [3-
karoten konsantrasyonu iizerine olan etkilerini gdsteren (a) yanit yiizey, (b) kontur
grafikleri (X3 =180 rpm)

Fermentasyon ortaminda bulunan laktoz konsantrasyonu (X1) ve C:N oraninin
(X2), maksimum P-karoten iiretimi {izerine olan etkilerinin gosterildigi yanit yiizey ve
kontur grafikleri Sekil 4.6’da sunulmustur. Sekil 4.6’deki grafikler incelendiginde, X3
bileseninin 180 rpm’de sabit tutuldugu g6z Oniinde bulundurularak, laktoz
konsantrasyonunun 30 g/L’de sabitlenmesi ve C:N oranmnin 20 seviyelerinde
tutulmasiyla, B-karoten konsantrasyonu maksimum 781.2 pg/L degerine ulagmistir.
Laktoz oraninin 30 g/L.’de sabit oldugu noktada C:N oraninin degistirilmesi ile elde edilen
B-karoten konsantrasyonunun 665.4 ng/L ile 781.2 pg/L degerleri arasinda degistigi
goriilmiistiir. Ancak, laktoz konsantrasyonunun 25 g/L ile 35 g/L araliginda ve C:N
oraninin 6zellikle 50:1 ile 20:1 araliginda olmas1 durumunda bundan B-karoten iiretiminin
cok az etkilendigi saptanmistir. Ayrica C:N orani 50:1°de sabit tutuldugunda, laktoz
konsantrasyonunun 30 g/L’den diisiik oldugu durumlarda, B-karoten {iretimi bariz bir
sekilde diismekte ve konsantrasyonu 463.3 ug/L ile 727.7 pg/L araliginda degismektedir.
Ayni sekilde laktoz konsantrasyonunun 30 g/L’den daha yiiksek degerlerde olmasi
durumunda, B-karoten konsantrasyonunda yine bir diisme meydana gelmekte ve tiretimi
727.7 ng/Lile 718.6 ng/L araliginda degismektedir. Ancak Sekil 4.6. (b)’den anlasilacagi
gibi bu azalma, fermentasyon ortaminda 30 g/L’den daha diisiik laktoz konsantrasyonu
oldugu durumdaki azalmadan daha fazla degildir. Grafiklerden anlasilacag: tizere, laktoz
konsantrasyonunun 25-35 g/L arasinda seg¢ilmesi ve C:N oranmin oldugunca diistik
tutulmasi ile yiiksek miktarda B-karoten elde edilebilecegi saptanmustir.
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Sekil 4.7. Laktoz konsantrasyonu (g/L) (Xi1) ve calkalama hizinin (X3), tretilen
maksimum [B-karoten miktari tizerine olan etkilerini gosteren (a) yanit ylizey ve (b) kontur
grafikleri (X2, C:N=50:1)

Fermentasyon ortaminda bulunan laktoz konsantrasyonu (X1) ve fermentasyon
kosullarindan, calkalama hizinin (X3), maksimum [-karoten iiretimi iizerine olan
etkilerinin gosterildigi yanit yiizey ve kontur grafikleri Sekil 4.7°de sunulmustur.
Grafiklerde tigiincii bilesen olan C:N (X3) orani 50:1’de sabit tutulmustur. Laktoz
konsantrasyonunun 30 g/L’de sabitlenip, calkalama hizinin 130 rpm’de tutulmasi ile en
yiiksek B-karoten miktari olan 1144 pg/L degeri elde edilmistir. Laktoz konsantrasyonun
sabit oldugu noktada calkalama hizinin arttirllmasi ile p-karoten konsantrasyonunda
onemli azalmalar oldugu tespit edilmistir. Laktoz konsantrasyonu 30 g/L’de sabit tutulup,
calkalama hizinin 130 rpm’den 230 rpm’e ¢ikarilmasi durumunda, -karoten miktarinda
1144 pg/L’den 605.1 pg/L’ye azalma goriilmiistiir. Ayrica Sekil 4.6 (b)’deki kontur
grafigi incelendiginde; c¢alkalama hizinin 190 rpm’den yukar1 olmast ve seker
konsantrasyonunun da diisiik olmas1 durumunda {iretilen B-karoten miktarinin hizl bir
sekilde azaldig: tespit edilmistir. Calkalama hizi sabit tutuldugunda ortamdaki laktoz
konsantrasyonu 15 g/L’den 30 g/L’ye arttirildig1 zaman (3-karoten miktari artmakta fakat
laktoz miktart 30 g/L’den 40 g/L’ye arttirildiginda ise {iretilen B-karoten miktarinda
azalma oldugu saptanmistir. Ornek olarak; calkalama hiz1 180 rpm’de sabitlenip, laktoz
konsantrasyonu 15 g/L ile 30 g/L degerleri arasinda degistirilirken, buna karsilik iiretilen
B-karoten miktarinin 471.4 png/L ile 734.2 pg/L arasinda degistigi, laktoz miktarinin 30
g/L ile 40 g/L arasinda degistirilmesi durumunda ise iiretilen B-karoten miktarinin 734.2
png/L ile 642.2 pg/L degerleri arasinda degistigi tespit edilmistir. Bu grafiklerden
anlagilacag1 iizere, laktoz konsantrasyonunun 25-35 g/l aralifinda tutulmasi ve
calkalama hizinin da diisiik olmasi durumunda yiiksek miktarda B-karoten iiretiminin
saglanacag1 goriilmektedir.
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Sekil 4.8. C:N oran1 (X2) ve ¢alkalama hizinin (X3) maksimum B-karoten iiretimi {izerine
olan etkilerini gosteren (a) yanit yiizey ve (b) kontur grafikleri (X1 = 27.5g/L)

Sekil 4.8’de ise fermentasyon ortaminda bulunan C:N oranmi (X2) ve calkalama
hizinin (X3), maksimum B-karoten iiretimi iizerine olan etkilerinin gosterildigi yanit
ylizey ve kontur grafikleri verilmistir. Bu grafiklerde laktoz miktar1 27.5 g/L’de sabit
tutulmustur. Grafige bakildiginda, ¢alkalama hizinin artmasi ile tretilen [-karoten
miktarinin azaldig1 gozlenmektedir. C:N oran1 50:1°de sabit tutularak calkalama hizinin
130 rpm’den 230 rpm’e yiikseltilmesi durumunda B-karoten tiretiminin 1140 pg/L ile 600
ug/L araliginda degistigi anlagilmaktadir. Maksimum (-karoten iiretiminin (1192 pg/L)
elde edildigi kosullarda ¢alkalama hizi 130 rpm ve C:N orani ise 20:1’dir. Diisiik
calkalama hizlarinda C:N oraninin degistirilmesinin, $-karoten iiretimi {izerine ¢ok biiyiik
etkisinin olmadigi, bununla beraber yiiksek calkalama hizlarinda ise, C:N oraninin
arttirillmast ile ozellikle 190 rpm’den sonra B-karoten konsantrasyonunda belirgin
azalmalar gozlenmistir. Ornegin, calkalama hiz1 130 rpm’de sabit tutulup, C:N oraniin
20:1’den 80:1’e arttirtlmast durumunda iiretilen B-karoten miktarindaki degisim 1192
pg/L ile 1082 pg/L arasinda gergceklesmektedir. Calkalama hizi 230 rpm’de sabit
tutuldugunda ise C:N oraninin 20:1’den 80:1°¢ arttirilmast ile dretilen p-karoten
miktarinin 658.6 pg/L ile 547.7 pg/L arasinda degistigi saptanmistir. Grafiklerden
anlasilacagi iizere, diislik calkalama hizlarinda ve diisiik C:N orani bulunan besiyerlerinde
maksimum p-karoten miktarinin elde edilecegi goriilmektedir.

Diger bir yanit degiskeni olan biyokiitle miktarinin optimizasyonu i¢in regresyon
analizi yapilmistir. Cizelge 4.10°da X1, X2, X3 bagimsiz degiskenlerinin biyokiitle miktari
tizerine etkilerinin varyans analiz (ANOVA) sonuglar1 verilmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde modelin (p<0.01) istatistiksel olarak onemli oldugu saptanmaistir.
Modelin uyum eksikligi testine bakildiginda (lack of fit), bu degerin istatistiksel olarak
onemli olmadig1 (p>0.05) tespit edilmistir. Tablo degerlendirildiginde; X1, X2, X3 (laktoz
konsantrasyonu, C:N oram1 ve c¢alkalama hizi) bagimsiz degiskenlerinin, Xi, Xs
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degerlerinin ikili etkileri ve X1 ile X2 degiskenlerinin ise karesel etkilerinin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Fermentasyon ortaminda bulunan laktoz konsantrasyonu (X1), C:N orani (X2) ve
calkalama hizinin (X3), maksimum biyokiitle iiretimi iizerine etkilerini gosteren ikinci
dereceden denklem, Esitlik 4.3’de gosterilmistir. Esitlik 4.3”de gosterilen modelden elde
edilen regresyon katsayilar1 Cizelge 4.11°de verilmistir. Elde edilen modelin deneysel
verileri ile tahmini verilerinin uyum igerisinde olduklart hem Sekil 4.9°den hem de
Cizelge 4.11°den anlasilabilmektedir.

Y2=-1.166 + 0.75X; — 0.0043X> + 0.013X5 — 0.0017X1X5 — 0.0026X1% —
0.00049X? (4.3)

Esitlik 4.3’den elde edilen modelin regresyon parametrelerine bakildiginda R?,
Diiz. R?, Tah. R? ve hassasiyet degerleri siras1 ile 0.99, 0.99, 0.97 ve 62.2 olarak
belirlenmistir. Modelin R? degeri 6rnek varyasyonunu %99 oraninda agikladigin
gostermektedir. Diiz. R?, degerinin bu degere yakin olmasi ise modelde gereksiz
terimlerin olmadigimi gostermektedir. Yeterli hassasiyet degerinin 62 olmasi (>4) ise
modelin tahminleme giiciliniin giiriiltiiden etkilenmedigini géstermektedir. %CV nin 3.40
olmasi modelin kabul edilebilirligini ve milkemmeliyetini gdstermektedir.

Cizelge 4.10. X1, X2, X3 bagimsiz degiskenlerinin biyokiitle iiretimi iizerine etkilerinin
varyans analiz (ANOVA) sonuglari

Varyans kaynagi KT SD KO F degeri p-degeri
Model 167.36 9 18.60 209.91 <0.0001**
X1 116.59 1 116.59 1316.02 < 0.0001**
X2 20.61 1 20.61 232.62 < 0.0001**
X3 23.60 1 23.60 266.38 <0.0001**
X1 X2 0.1980 1 0.1980 2.24 0.1785
X1 Xs 4.60 1 4.60 51.94 0.0002**
X2 X3 0.0000 1 0.0000 0.0003 0.9871
X12 0.7330 1 0.7330 8.27 0.0238*
X2? 0.8612 1 0.8612 9.72 0.0169*
(Devami Arkada)

54



BULGULAR VE TARTISMA H. K. KIZILAY

Cizelge 4.10.’un devamu

X3? 0.1564 1 0.1564 1.77 0.2256
Artik hata 0.6201 7 0.0886
Uyum eksikligi 0.4755 3 0.1585 4.38 0.0937
Saf hata 0.1447 4 0.0362
Toplam 167.98 16

Xi: Laktoz konsantrasyonu (g/L) , X2: C:N orani, X3: Calkalama hizi (rpm), KT: Kareler ortalamasi, SD: Serbestlik
derecesi, KO: Kareler ortalamasi, **p<0.01, *p<0.05 istatistiksel olarak 6nemlidir.
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Sekil 4.9. Maksimum biyokiitle iretimi i¢in modelden (Esitlik 4.3) tahminlenen
degerlere kars1 deneysel veriler
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Cizelge 4.11. Esitlik 5.3’den elde edilen modelin ¢coklu regresyon istatistikleri

R? 0.9942

Diiz. R? 0.9907

Tah. R? 0.9753

Yeterli hassasiyet 62.2586
%CV 3.40

Diiz R% Diizeltilmis R?, Tah. R% Tahminlenmis R?, Yeterli hassasiyet: Adequate presicion

Fermentasyon ortaminda bulunan laktoz konsantrasyonu (X1) ve C:N oraninin
(X2), maksimum biyokiitle {iretimi tizerine olan etkilerinin gosterildigi yanit yilizey ve
kontur grafikleri Sekil 4.10°da sunulmustur. Grafikler olusturulurken, tigiincii bilesen
olan galkalama hizi (X3) 180 rpm’de sabit tutulmustur.

Biyokiitle (g/L)
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Sekil 4.10. Laktoz konsantrasyonu (g/L) (X1) ve C:N oraninin (X2) maksimum biyokiitle
tiretimi lizerine olan etkilerini gosteren (a) yanit yiizey ve (b) kontur grafikleri (X3=180

rpm)

Laktoz konsantrasyonu 40 g/L ve C:N oram1 20:1 olarak ayarlandiginda, elde
edilen maksimum biyokiitle miktar1 14.08 g/L olmustur. Grafik incelendiginde, ortamda
yiiksek seker konsantrasyonu ve diisiik C:N oran1 varken, yliksek miktarda biyokiitle elde
edilebildigi gorilmektedir. Sekil 4.10 (b)’deki kontur grafigi incelendiginde de, laktoz
konsantrasyonunun 25-30 g/L arasinda ayarlanmasi durumda C:N orani degigiminin,
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maksimum biyokiitle iiretimi lizerine ¢ok etkili olmadigi anlagilmaktadir. Ancak laktozun
25 g/L’den diisiik konsantrasyonlarinda ise, C:N oraninin arttirilmasi ile biyokiitle iiretimi
olduke¢a diismektedir. Biyokiitle liretimindeki bu diisme miktari, 8.14 g/L.’den 3.61 g/L’ye
kadar olabilmektedir. C:N oraninin 20:1’de sabit tutulmasi ve laktoz konsantrasyonunun
15-40 g/L. degerleri arasinda arttirilmasiyla, biyokiitle iiretimindeki artisin 6.57 g/L ile
14.08 g/L degerleri arasinda degistigi anlagilmaktadir. C:N oraninin 80:1’de sabit tutulup,
laktoz konsantrasyonunun 15 g/L’den 40 g/L’ye arttirilmast durumunda ise tiretilen
biyokiitle miktarinin 3.61 g/L ile 10.7 g/L arasinda degistigi goriilmektedir. Buna gore
diistik C:N oranlarinda laktoz konsantrasyonunun arttirilmasinin maksimum biyokiitle
elde edilmesi i¢in 6nemli oldugu anlasilmaktadir.

Fermentasyon ortaminda bulunan laktoz konsantrasyonu (Xi) ve calkalama
hizinin (X3), maksimum biyokiitle iiretimi iizerine olan etkilerinin gdosterildigi yanit
yiizey ve kontur grafikleri Sekil 4.11°de sunulmustur. Grafiklerin olusturulmasinda,
lclincli bilesen olan C:N  (X3) oram1 50:1’de sabit tutulmustur. Kontur grafigi
incelendiginde, en yiiksek biyokiitle miktarinin, 40 g/L laktoz konsantrasyonu ve 130 rpm
calkalama hizinda, 16.12 g/L olarak elde edildigi anlasilmaktadir. Sonug olarak; diisiik
calkalama hizlarinda biyokiitle tiretiminin oldukg¢a fazla oldugu tespit edilmistir.

Biyokiitle (g/L)

=y 3
E) Ewn
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2 -
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= ©
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Sekil 4.11. Laktoz konsantrasyonu (g/L) (X1) ve g¢alkalama hizinin (X3) maksimum

biyokiitle liretimi lizerine olan etkilerini gosteren (a) yanit ylizey ve (b) kontur grafikleri
(X2, C:N =50:1)

Laktoz konsantrasyonu 15 g/L’de sabit tutuldugunda, c¢alkalama hizinin 230

rpm’den 130 rpm’e diisiiriilmesi ile biyokiitle miktarindaki artisin 4.56-6.24 g/L degerleri
arasinda oldugu saptanmistir. Laktoz konsantrasyonu 40 g/L’de sabit tutuldugunda ise,
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calkalama hizinin 230 rpm’den 130 rpm’e diisiiriilmesi durumunda biyokiitle
miktarindaki artigin 10.15-16.12 g/L degerleri arasinda oldugu belirlenmistir. Buna gore
yiiksek seker konsantrasyonlarinda ¢alkalama hizi, biyokiitle miktarindaki artig agisindan
daha 6nemlidir. Ayrica kontur grafigi incelendiginde, diisiik ¢alkalama hizlarinda (130
rpm) laktoz konsantrasyonunun arttirilmasiyla elde edilen biyokiitle miktarindaki
degisimin 6.24 g/L ile 16.12 g/L. degerleri arasinda oldugu anlasilmaktadir. Yiiksek
calkalama hizlarinda ise (230 rpm) s6z konusu degerlerin 4.56 g/L ile 10.15 g/L arasinda
degistigi gorilmektedir.

- Biyokiitle (g/L)

170

Biyokiitle (g/L)

Calkalama hizi (rpm)

150 4

C:N oram

Calkalama hiz1 (rpm) C:N oram

(a) (b)

Sekil 4.12. C:N oranm1 (X2) ve calkalama hizinin (X3) maksimum biyokiitle tiretimi
tizerine olan etkilerini gésteren (a) yanit yiizey ve (b) kontur grafikleri (X1 = 27.5g/L)

Sekil 4.12°de ise fermentasyon ortaminda bulunan C:N orani (X2) ve ¢alkalama
hizinin (X3), maksimum biyokiitle iiretimi {izerine olan etkilerinin gdosterildigi yanit
yiizey ve kontur grafikleri verilmistir. Ugiincii bilesen olan laktoz konsantrasyonu 27.5
g/L’de sabit tutulmustur. Grafige bakildiginda en yiiksek biyokiitle tiretiminin, 20:1 olan
C:N orant ve 130 rpm ¢alkalama hizinda 12.5 g/L oldugu goriilmektedir. Calkalama
hizinin 230 rpm’de sabit tutulmasi ve C:N oraninin 20:1°den 80:1°e arttirilmasi
durumunda biyokiitle miktarindaki azalmanin 9.45 g/L ile 5.97 g/L arasinda degistigi
saptanmistir. Calkalama hizinin 130 rpm’de sabit tutulmast ve C:N oraninin 20:1’den
80:1’e arttirilmas1 durumunda ise biyokiitle miktarindaki azalmanin 12.15 g/L ile 9.01
g/L degerleri arasinda oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, yiiksek ¢alkalama hizlarinda,
C:N oranindaki degisimin biyokiitle iiretimi iizerine daha etkili oldugu goriilmektedir.
C:N oraninin 20:1°de sabit tutulmasi ve calkalama hizinin 130 rpm’den 230 rpm’e
arttirllmas1 durumunda biyokiitle miktarindaki azalma 12.5 g/L ile 9.45 g/L degerleri
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arasinda olmaktadir. C:N oraninin 80:1’de sabit tutulmasi ve c¢alkalama hizinin 130
rpm’den 230 rpm’e arttirilmas1 durumunda ise biyokiitle miktarindaki azalmanin 9.01 g/L
ile 5.97 g/L degerleri arasinda degistigi goriilmektedir. Buna gore, besi ortaminda yiiksek
C:N oraniin bulunmasi durumunda, calkalama hizinin biyokiitle {iretimi iizerine daha
cok etkili oldugu anlasilmaktadir. Kontur grafigi incelendiginde, biiyiik bir yanit alaninin
ayn1 renkte oldugu goriilmektedir. Bu da, C:N oranmin 40:1-65:1 ve ¢alkalama hizinin
160 - 190 rpm araligina tekabiil etmektedir. Buna gore, bu bolgeler arasindaki degerler
dikkate alinarak tiretilen biyokiitle miktarinin iki bilesenden de ayni oranda etkilendigi
anlagilmaktadir

4.5. Mortierella rammniana ile Biyokiitle ve B-karoten Uretiminde Kullanilan
Besiyeri ve Fermentasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Tez ¢alismasi kapsaminda Mortierella rammniana’dan, biyokiitle ve f-karotenin
maksimum iiretimini saglamak icin, besiyeri bilesimi ve fermentasyon kosullarinin
optimizasyonu yapilirken, Design Expert® programiin niimerik optimizasyon
sekmesinde bulunan, istenilen hedefe ulasma fonksiyonu kullanilmistir. Bunun icin
bagimsiz degiskenler olarak; laktoz konsantrasyonu (X1), C:N orani (X2) ve calkalama
hizi (X3) secilmistir. Bagimli degiskenler olarak ise B-karoten (Y1) ve biyokiitle (Y2)
tiretimi secilmistir. Programin olusturdugu 44 ¢6ziim arasindan seg¢ilen optimum kosullar
Cizelge 4.12°de gosterilmektedir. Buna gore, yanitlar icin optimum kosullarin oldugu
coziimlere bakilarak, aralarinda -karoten miktarinin en yiiksek oldugu durum o6ncelikli
olarak tercih edilmistir. Bu ¢oziimiin istenebilirlik fonksiyonunun degeri 0.925°dir.
Cizelge 4.12°de gosterilen kosullar altinda fermentasyon gergeklestirildiginde, B-karoten
tretiminin 1192.5 pg/L ve biyokiitle iiretiminin ise 14.3 g/L olacagi ongoriilmiistiir.
Optimizasyon c¢alismast yapmak icin segilen bu kosullar altinda gergeklestirilen
fermentasyonlar 2 tekerriirlii olarak yapilmistir. Besiyerleri, Cizelge 4.12°deki kosullar
alunda hazirlanmig olup, kinetik parametrelerinin  hesaplanabilmesi amaciyla
inkiibatorden her giin bir erlen alinarak besiyeri icerisinde laktoz miktar1 ve tiretilen [3-
karoten ile biyokiitle miktarlar1 tayin edilmistir

Cizelge 4.12. Box-Behnken tasariminda optimize edilen fermentasyon ortaminin
istenebilirlik fonksiyonu

Degiskenler Laktoz C:N Calkalama B- Biyokiitle Istenebilirlik
(g/L) Rpm karoten iiretim
pg/L miktari
g/L
Degerler 3242 20 130 1192.5 14.3 0.925

Buna gore 10 giinlik fermentasyon boyunca her giin iretilen B-karoten ve
biyokiitle miktar ile tiiketilen laktoz miktar1 saptanmistir. Sekil 4.13’de, optimize edilen
besiyerinde kalan laktoz miktarlari (g/L) ile iiretilen B-karoten (ug/L) ve biyokiitle (g/L)
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miktarlarinin 10 giin siireyle zamana bagli olarak degisimi verilmistir.
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Sekil 4.13. Box-Behnken tasariminda optimize edilen besiyerinde kalan laktoz ile iiretilen
B-karoten ve biyokiitlenin zamana bagl degisimi

Optimum kosullarda gergeklestirilen denemelerde, fermentasyon ortaminda
bulunan laktozun ilk giinden itibaren 10 giin boyunca kullanildig1 ve 10. giiniin sonunda
ortamda 0.59 g/L laktoz kaldigi saptanmustir. B-karoten iiretiminin 96. saatten sonra
artmaya basladig1 ve 216. saatten sonra da iiretim hizinin yavasladiglr saptanmistir.
Grafige gore, biyokiitle liretim hizinin ise 120. saatten sonra yavasladigi belirlenmistir.
Sekil 4.13’e bakildiginda, gelisim hiz1 yavasladig1 zaman B-karoten iiretim hizinin arttig1
tespit edilmistir.

Cizelge 4.13°de, optimize edilen besiyerinde gergeklestirilen fermentasyona ait
Kinetik parametreler gosterilmektedir. Bu sonuglara gore, fermentasyon sonunda
mikroorganizmanin laktoz tiikketimi 31.41 g/L olarak, B-karoten iiretimi ise 1.14 mg/L
olarak saptanmustir. Kullanilan seker miktarina karsi iiretilen p-karoten veriminin
%0.0036 oldugu belirlenmistir. f-karotenin ikincil bir metabolit olmasi ve hiicre iiremesi
icin gerekli ihtiyaglarin giderilmesi oncelikli oldugundan dolay1 bu bilesiklerin {iretimi
ikincil tercih olmaktadir. Bu nedenle verim, sekonder metabolitlerin {iretiminde olduk¢a
diisiik ¢itkmaktadir.
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Cizelge 4.13. Box-Behnken tasarimi ile optimize edilen besiyerinde gerceklestirilen fer-
entasyona ait gelisim ve {liretimin kinetik parametreleri

Parametre Deger
Seker tiiketimi, (g/L) 3141
B-karoten iiretimi, (mg/L) 1.14
Verim (Yps ), (%) 0.0036
Maksimum laktoz tiiketim hizi, (-g/L/sa) 0.14
Maksimum B-karoten {iretim hizi,
0.118
(ng/L/sa)
Maksimum gelisme hizi, (dx/dt)max
16.5
(o/L/sa)
Spesifik gelisim hiz1 (sa?) 122.5
Ikiye katlanma hiz1 (t4) (sa) 0.0056

Bunun yaninda maksimum laktoz tiikketim hizi 0.14 g/L/sa ve maksimum [-
karoten iiretim hizi ise 0.118 pg/L/sa olarak saptanmistir. Mortierella rammanniana’nin
maksimum gelisme hiz1 16.5 g/L/sa, spesifik gelisim hiz1 122.5 sa™* ve ikiye katlanma
hiz1 ise 0.0056 sa olarak belirlenmistir. Bu verilerin, ileride B-karoten tiretiminin daha
bliyiik 6lgeklerde ¢alisilmasini kolaylastiracagi diisiiniilmektedir.

Bagimli degiskenlerin optimum kosullarda gercgeklestirilen denemelerden elde
edilen verileri ile Esitlik 4.5 ve 4.3 kullanilarak elde edilen teorik degerleri Cizelge
4.14°de gosterilmektedir. Optimum kosullarda yapilan denemelerin sonucunda bagimli
degiskenlerin degerleri Design Expert® programinin analiz sonrasi bagligi altinda
dogrulama boliimii kullanilarak %95 giiven seviyesinde degerlendirilmistir. Buna gore
Cizelge 4.14’de elde edilen deneysel verilerin, tabloda bahsedilen esitliklerden
hesaplanan maksimum ve minimum degerlerin arasinda yer aldigi goriilmektedir.
Verilerin sonuglarina gére dogrulama %95 giiven araliginda tamamlanmigtir
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Cizelge 4.14. Bagimli degiskenlerin optimum kosullarda gergeklestirilen deneysel
verileri ile Esitlik 4.5 ve 4.3 kullanilarak elde edilen teorik degerleri

Bagimh degisken  Sembol Teorik  Deneysel  Minimum  Maksimum

deger deger deger deger
B-karoten
konsantrasyonu Y1 1192.7 1141 1005.3 1380.24
(ng/L)
Biyokutle miktart 45 1314 13.4 15.1
(9/L)

Literatire  bakildiginda, B-karoten ftretimi ile ilgili olarak farkli
mikroorganizmalarin kullanildigi, besiyeri ortami ve fermentasyon kosullarinin optimize
edildigi caligsmalar bulunmaktadir. Ahuja vd. (2019) tarafindan yapilan bir ¢calismada; -
karoten ve 6nemli yag asitlerini tirettigi bilinen bir halotolerant mikroalg olan Dunaliella
salina kullanilarak optimizasyon ger¢eklestirilmistir. Calismanin odaginda, Box Behnken
deseni ile besiyeri bilesiminin modifiye edilerek, -karoten, biyokiitle ve yag tiretimi
veriminin arttirilmasi vardir. Bu amagla kontrol besiyerinde bulunan glukoz, KNOs, NaCl
derigimleri i¢in li¢ seviyede Box Behnken deneme deseni kullanilarak optimize edilmis,
diger bilesenler sabit tutulmustur. Buna gore, optimum besiyeri kosullar:: 13.23 g/L
glukoz, 3.145 g/L KNO3 ve 35.6 g/L NaCl olarak belirlenmistir. Kontrol besiyerindeki
yanitlar; 0.571 g/L biyokiitle, 4.18 mg/g B-karoten ve 13.2 mg/L/glin yag miktar1 olarak
bilinmektedir. Optimize edilen besiyerinde ise; 1.24 g/L biyokiitle, 6.07 mg/g B-karoten
ve 20 mg/L/giin yag miktar1 olarak belirtilmistir. Buna gore; biyokiitle miktarinda 2.17
kat artis, B-karoten miktarinda 1.45 ve yag miktarinda 1.56 kat artis oldugu bildirilmistir.

Abdelhafez vd. (2016) yaptiklar1 optimizasyon ¢aligmasinda, tarim sinai ve yan
uriinlerini bilesen olarak secip PB deseni ve yanit yiizey metodunun kombine
kullanilmastyla B-karoten iiretiminin arttirilmasini saglamuslardir. ilk olarak, Serratia
marcescens ATTC 27117 susunun, bu yan frlnlerin p-karoten firetimi igin
kullanilabilirliginin smanmasini i¢cermektedir. Piring kepegi, seker kamis1 kiispesi ve
melas, B-karoten tiretimi agisindan test edilmistir. Karanlik ortamda 30°C’de 150 rpm’de
2 giinliik inkiibasyon sonrasinda; melas, B-karoten iiretimi igin en etkili kaynak olarak
belirlenmistir. Ardindan, siikroz, laktoz, pepton, et ekstrakti, NaCl, MgSO4, KH2PO4, pH,
inokiilasyon miktari, ¢alkalama hizi PBD deseninde melas substrat olacak sekilde
denenmistir. Sonug olarak; siikroz, pepton, pH, B-karoten iiretimi iizerine istatistiksel
olarak pozitif etki gdstermistir. Istatistiksel olarak dnemli bulunan ii¢ bilesen 5 seviyeli
merkezi kompozit tasarimi ile ileri optimizasyona tabi tutulmustur. Optimum iiretim icin
besiyeri 2.5 g/L siikroz, 7.8 g/L pepton ve 6.7 pH olarak optimize edilip 2.24 mg/L B-
karoten tiretimi gozlemistir.
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B-karoten iiretiminde yanit yiizey yonteminin kullanildig1 bir diger ¢alisma ise
Thakur ve Azmi (2014) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu c¢alismaya gore Mucor
azygosporus MTCC 414 kullanilarak B-karoten iretimi gerceklestirismis, oncelikle
gelisim i¢in gerekli fiziko kimyasal parametreler belirlendikten sonra, ‘her defasinda bir
faktor’ yaklasimi ile karbon ve azot kaynaklart secilmistir. Ardindan merkezi kompozit
tasarimi kullanilarak inkiibasyon sicakligi, pH, nisasta konsantrasyonu, malt ekstrakti
konsantrasyonu ve tripton konsantrasyonu B-karoten iiretimi i¢in optimize edilmistir.
Buna gore 25°C’de, pH 6°da, 7.5 g/L nisasta, 7.5 g/LL malt ekstrakt1 ve 7.5 g/L tripton
konsantrasyonunda optimum noktaya ulasilmistir. Maksimum [-karoten miktar1 bu
kosullarda 3.4 mg/L olarak elde edilmistir.

B-karoten iiretimi igin Blakeslea trispora kullanilarak besiyeri optimizasyonu
yapilan bir ¢alismaya goére (Choudhari ve Singhal 2008), calkalamali inkiibatorler
kullanilarak karbon, azot, siilfat gibi besiyeri bilesenlerinin ve proses degiskenlerinden
pH ve inokiilasyon miktarinin B-karoten {iretimi iizerine olan etkileri ‘her defasinda bir
faktor’ yontemi ile arastirilmistir. Ardindan proses degiskenlerinin optimum degerleri
maksimum B-karoten iiretimi i¢in yanit yiizey yontemi kullanilarak belirlenmistir. ‘Her
defasinda bir faktér’ yontemi denemeleri sonucunda maksimum [-karoten iiretimini
saglayan degiskenlerden, karbon kaynagi olarak glukoz, azot kaynagi olarak maya
ekstrakt1, alkali pH (6-7) ve inokiilasyon miktar1 olarak 10° spor/mL (5% v/v) optimum
kosullar olarak secilmistir. Ardindan glukoz, maya ekstrakti, asparajin, KH2PO4 ve
MgSO4 miktarlarinin optimizasyonu i¢in merkezi kompozit tasarimi kullanilmigtir. Bu
bagimsiz degiskenler i¢in optimum bulunan konsantrasyonlar sirasi ile 59.4 g/L, 1.42 g/L
2.12 g/L, 1.26 g/L ve 0.4 g/L’dir. Uretilen maksimum B-karoten miktar1 ise 139 mg/L’dir.

Ozdal vd. (2017)’nin ¢alismalarina gore, ucuz karbon kaynagi kullanilarak
Arthrobacter agilis A17 tarafindan B-karoten iiretiminin optimizasyonu galisilmistir.
Yanit yiizey yontemlerinden Box Behnken deseni tek basina kullanilarak {i¢ bagimsiz
degisken olarak melas, maya ekstrakti ve KH2POs segilip, optimum seviyeleri ve
birbirleri ile olan etkilesimleri incelenmistir. Istatistiksel analizler sonucu optimize edilen
besiyeri bilesimi 70 g/L melas, 25 g/l maya ekstrakti ve 0.96 g/L. KH2PO4 olarak
belirlenmistir. Bu besiyerinde iiretilen B-karoten miktarinin kontrol besiyerine gore 2.5
kat arttirilabildigi ve bu miktarin yaklasik 100 mg/L oldugu bildirilmistir. Kullanilan
istatistiksel optimizasyon ile ucuz bir karbon kaynagindan 6nemli miktarda p-karoten
tiretiminin gergeklestigi bildirilmistir.

Mantzouridou vd. (2002)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada, oksijenlenme hiz1 ve
calkalama hizinin Blekeslea trispora’nin karistirmali tank reaktérde B-karoten tiretimi ve
mikroorganizmanin morfolojisi lizerine olan etkilerini incelemislerdir. Zigospor
formunun daha yiiksek B-karoten iiretimi i¢in gerekli form oldugu bildirilmistir. Hem
oksijenlenme hizi hem de ¢alkalama hizinin B-karoten konsantrasyonu, hiicre gelisimi,
biyokiitle iiretimi ve kiitle transferi acisindan etkileri tartisilmistir. Deney planlamasi,
merkezi karma tasarima gore yapilmis, ¢alkalama hizi ve oksijenlenme hizi gibi 6nemli
parametrelerin proses lizerine olan etkileri agiklanmaya ¢alisilmistir. En yiiksek B-karoten
konsantrasyonu (1.5 kg/m®) ve en yiiksek B-karoten iiretim hizinin (0.08 kg/m3giin),
diisiik c¢alkalama (150 rpm) ve yiiksek oksijenlenme hizinda (1.5 vvm) oldugu
bildirilmistir. Bunlarm yaninda, maksimum B-karoten iiretim hiz1 (0.008 kg/m3giin) ve
elde edilen kuru biyokiitle agirigmin (26.4 kg/m®), yiiksek calkalama (500 rpm) ve
ortalama oksijenleme hizinda (1.0 vvm) elde edildigi bildirilmistir. Tam tersine, en
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yiiksek kiitle transfer katsayis1 Kia (0.33 s, yiiksek calkalama ve yiiksek oksijenlenme
hizinda (1.5 vvm) elde edilmistir. Kiitle transferi katsayisi iizerine olan etkinin yiiksek
calkalama hizindan kaynaklandigi, oksijenlenme hizinin etkisinin ise ¢ok az oldugu
saptanmistir.

Mucor azygosporus kullanilarak peyniralti suyu filtrat atiklarindan karigtirmali
tank reaktorde B-karoten iiretimi yapilarak, ¢alkalama ve oksijenlenme hizinin etkilesimli
olarak B-karoten tiretimi tizerine olan etkileri arastirtlmistir (Azmi vd. 2015). Maksimum
B-karoten tiretimi (1045 u/g kuru biyokiitle), 72 saat inkiibasyon sonrasi diisiik calkalama
hiz1 (150 rpm) ve ortalama oksijenlenme hizinda (1.0 vvm) bulunmustur. Calkalama
hizinin ve oksijenlenmenin kiiltiir ortaminda homojenligi iyi saglayarak, besin ve oksijen
kullanilabilirliginin artmasi ile B-karoten iiretimini daha 6nceki yapilan ¢alismalara gore
iiretilen B-karoten miktarindan 2.8 kat daha arttirdig1 saptanmistir. Bahsedilen ¢alismalar
ile bu tez kapsaminda ¢alkalama hizinin B-karoten {iretimi iizerine olan etkileri
kiyaslandiginda, Mortierella ramanniana’nin diisiik ¢alkalama hizlarinda (130 rpm) daha
fazla B-karoten iirettigi tespit edilmis ve bu ¢alismalar ile uyumlu oldugu belirlenmistir.
Yiiksek calkalama hizlarinda besi ortaminda olusan kayma geriliminin kiif hiicrelerine
zarar vererek intraseliiler olan -karotenin kaybina neden oldugu diisiiniilmekte ve yiiksek
hizdan dolay1 kiifiin gelisen morfolojisinin B-karoten iiretimini desteklemedigi, bu
nedenle yiiksek hizlarda iiretimin daha diisiik oldugu degerlendirilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26 kirmizi mayasi
kullanilarak, hiicre gelisimi, lipid ve p-karoten {iretiminin kinetik parametreleri
belirlenmistir (Tkacova vd. 2017). Calismada kullanilan mikroorganizmanin iyi bir lipid
ve B-karoten iireticisi oldugu bilinmektedir. Calisma, 4 farkli C:N oran1 bulunan (20:1,
50:1, 70:1, 100:1) besiyerlerinde gelisen mayanin lipogenesis ve karotenoid pigmenti
tiretimine odaklanmistir. Hiicreler igerisinde toplam yag asidi tiretimi maksimum %48
oraninda ve 8.9 g yag asidi/L olarak besiyerinde 70:1 C:N orani sartlarinda
gerceklesmistir. Tam tersine, en fazla pigmen birikimi ise (1268 pg/g hiicre), C:N
oraninin 20:1 oldugu besiyerinde elde edilmistir. En fazla karotenoid verimi (¢ogunlukla
B-karoten) 12.7 mg/L olarak C:N oraninin 50:1 oldugu besiyerinde elde edilmistir.
Calismaya gore, besiyerinde diisiik C:N oranlarinda 5 g/L’den az glukoz kaldiginda, pB-
karoten tretimi tetiklenerek, iiretimin hizlandig1 bildirilmistir. Metabolitlerin kinetik
parametrelerinin hesaplanmasi ile glukoz tiiketiminin, lipogenesisin ve karotenoid
biyosentezinin aralarindaki korelasyon anlagilmigtir. Buna gore, ortamda glukoz
tilkenmesi ile hiicre gelisiminde ve lipid tiretiminde azalma meydana geldigi goriilmiistiir.
Ardindan yag asitlerinin, 6zellikle palmitik ve oleik asitin hiicrelerde depolanmasi ile yag
asitlerinin f-oksidasyonuna ugramaya baslamasiyla ortamda asetil-CoA olusumu
meydana gelmektedir ki B-karoten biyosentezi diisiiniildiigiinde bu bilesen baslangic
uriinii olarak kullanilmaktadir. Boylece yag yikim prosesinin, karotenoid biyosentezini
arttirdig1 diigiiniilmektedir. Calismanin sonucuna gore, glukozun tiikkenmesi ile palmitik
ve oleik asitlerin yikimi sonucu elde edilen asetil-CoA, metabolizmay: karotenoid
iretimine yoneltmektedir.

Rhodotorula gracilis mayasimin besiyerinde farkli C:N oranlar1 kullanilarak
karotenoid {iiretimi ve lipid birikimi iligkisinin incelendigi bir ¢alismaya goére en fazla
karotenoid tiretimi 26 mg/L ile 10:1 C:N iceren besiyerinde olmustur. Bu miktar, 160:1
oraninda C:N igeren besiyerinden elde edilen miktara gore 15 kat daha fazladir. Buna
gore; bu yiiksek C:N oraninda maya %55 oraninda lipid biriktirebilirken, diisiik C:N
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oraninda %20’ye kadar lipid biriktirebilmektedir. Bunlar ile beraber karotenoid ve lipid
tiretiminin hiicre gelisimi ile ilgili olmadig: tespit edilmistir (Somashekar ve Joseph
2000). Bu sonuglar ile tez kapsaminda alinan sonuglar karsilastirildiginda Mortierella
ramanniana kiifiiniin iyi bir yag {ireticisi oldugu bilinmekle beraber diisik C:N
oranlarinda (20:1) daha fazla B-karoten iirettigi tespit edilmis olup, sonuglar bu caligmalar
ile paralellik gostermektedir.

Calismalarin ¢ogunda, yagli (Oleaginous) mikroorganizmalarin genel olarak
kiltiir kosullart degistiginde tepki olarak onlarin da kendi metabolizmalarini degistirme
yoluna gidebildigi bildirilmistir (Somashekar and Joseph 2000). Ornegin, azot kithginda
kendi biyokiitlelerinin %65’ini yag ile depolamalar kiiltiir kosullarina olan bir tepkidir.
Bilindigi iizere lipid depolayan mikroorganizmalarin bazilart karotenoid de
iiretebilmektedir. Ve bu iki biyokimyasal proses ayni anda hiicrede gerceklesebilmektedir
ve ayni onciil bilesen olan asetil-CoA kullanilmaktadir. Ancak kiiltiir kosullarindan C:N
oraninin etkisi bu iki prosesi farkli etkilemektedir. Yiiksek C:N oranlarinda ortamda
yeterli asetil-CoA yoklugundan lipid tiretim prosesi karotenoid tiretiminin dniine gegerek
karotenoid tiretiminin diismesine neden olmaktadir (Tkacova vd. 2017). Ayrica yiiksek
C:N oranlarinda yine lipid liretimi yaninda karotenoid {iretimi de olmakta, ancak baskin
olarak {iretilen karotenoidin torulene yoneldigini bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir
(Han vd. 2016). Diisiik C:N oranlarinda ise ortamda karbon kaynagi erken tiikkendigi igin,
mikroorganizma kendi depoladig: lipidleri ikincil karbon kaynagi olarak kullanmaya
basladigindan dolayi, metabolizmanin mevalonat izyoluna yonelmesi ile karotenoid
iiretimi tetiklenmekte ve daha fazla karotenoid iiretiminin saglandigi bildirilmektedir
(Somashekar ve Joseph 2000; Han vd. 2016; Tkac¢ova vd. 2017). Bu ¢alismalar, Ruiz vd.
(2010)’nin “ortamda kolay asimile edilen karbon kaynagi bittiginde ve ikincil karbon
kaynagi kullanilmaya baslandiginda genellikle sekonder metabolit iiretimi gerceklesmeye
baslamaktadir” savini desteklemektedir. Diisitk C:N oranmin B-karoten iizerine olan
pozitif etkisinin bir diger sebebi ise, karbon katabolit represyonunun etkisinin erken
ortadan kalkmas1 ile sekonder metabolit {iretim yolunun agilmas: olabilecegi
degerlendirilmektedir. Onceki ¢alismalar calismalar ile karsilastirildiginda, yapilan bu tez
calismasinda da diisiik C:N oranlarinda daha fazla -karoten iiretiminin elde edildigi gz
onilinde bulundurularak, erken karbon kitlig1 sebebiyle mikrooganizmanin depoladig:
lipidlerin oksidayonu sonucu agiga ¢ikan asetil-CoA’nin kullanilarak metabolizmanin f3-
karoten iiretimine yoneldigi savi desteklenmektedir.

Cogu calismada farkli mikroorganizmalarin karotenoid ve lipid iiretiminde
yiiksek C:N oraninin etkili oldugu bulunmustur (Braunwald vd. 2013; Shariati vd. 2019).
Bu iki mekanizmanin paralel olarak yiiriidiigii diistiniilmekle beraber, diisiik C:N oraninin
da karotenoid iiretimini artirmak i¢in kullanilabilecegi géz onilinde bulundurulmalidir.
Uzun zamandir bilindigi gibi besin limitasyonu, 6zellikle azot ve siilfiiriin kisitlanmasi
lipid tiretimini arttirmaktadir. Ancak bunun tersine, yiiksek miktarda karotenoid tiretimi
icin diisiik C:N oranlarinin etkili oldugu caligmalar da bulunmaktadir. Karotenogenesis
ve lipogenesis, bu iki mekanizma ayni Onciil bilesigi (asetil CoA) kullansa da son
zamanlarda aralarinda ters iliski oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir
(Somashekar ve Joseph 2000; Tkacova vd. 2017; Elfeky vd. 2019)(Alakraa 2014).
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Calkalama hizinin B-karoten {izerine etkilerini arastiran ¢alismalarda da disiik
calkalama hizlarinda B-karoten iiretiminin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bunun
sebebinin, ¢alkalamanin kiif gelisimi sirasinda morfolojik yapisinin etkilenerek -karoten
olusturmasina elverisli duruma getirmesi ile degerlendirilmektedir. Bunun yaninda, diger
bir goriis ise ¢alkalama hizinin yiiksek olmasinin, besiyeri ortaminda bir kayma gerilimi
olusturmasi ile bu kuvvetin hiicrelere zarar vererek B-karotenin disar1 salinmasi ve
pigmentin okside olmas1 seklindedir (Mantzouridou vd. 2002; Yan vd. 2013; Azmi vd.
2015). Ayrica burada, seker konsantrasyonun belli bir miktarin {izerine ¢ikmasi ile -
karoten lretiminin diismesine neden olan etkinin de, karbon katabolit baskilanmasi
sonucu olabilecegi degerlendirilmektedir (Ruiz vd. 2010; Chandi ve Gill 2011; Shariati
vd. 2019). Ortamda yiiksek miktarda karbon bulunmasi, solunumu ve mitokondriyal
aktiviteleri baskiladigi i¢in, gelisim sirasinda ATP miktar1 diismekte ve dolayl1 olarak bu
olay sekonder metabolitlerin {iretimi i¢in gerekli olan enzimlerin iiretilmesini baskiladig:
icin belli karbon konsantrasyonunun {lizerinde ¢alismanin -karoten {iretimini i¢in gerekli
olmadig diisiniilmektedir.
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5. SONUCLAR

Karotenoidlerin insan sagligina olan etkilerinin 6nemi uzun zamandir bilinmekle
beraber bir¢ok endiistri tarafindan teknolojik olarak kullanilmasi da, tiim bu alanlara
yetecek kadar karotenoid Tlretim kapasitesinin olmasi ig¢in birgok kaynaktan
yararlanilmasini gerekli kilmaktadir. Yapay olarak sentezlenen karotenoidlerin son
zamanlarda toksik etkilerinin anlasilmasiyla dogal yollardan elde edilmesine olan
yonelim ile birlikte arastirmacilarin ilgisi de karotenoidlerin biyoteknolojik olarak
iiretimine yonelmistir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda da Mortierella ramanniana kullanilarak p-karoten
iiretimi  gerceklestirilmistir. Istatistiksel analiz yontemleri yardimiyla da B-karoten
tiretiminin arttirtlmas1 hedeflenmistir. Bu kapsamda izlenen yol, oncelikle iki temel
besiyeri bileseni olan karbon ve azot kaynaginin belirlenmesi olmustur. Bunun ardindan,
Plackett-Burman tasarimi kullanilarak diger besiyeri bilesenleri ile beraber karbon ve azot
konsantrasyonlarinin B-karoten iiretimine olan etkileri belirlenmistir. Ardindan, Plackett-
Burman tasarimina gore istatistiksel olarak en etkili oldugu sonucuna varilan besiyeri
bileseni ve calkalama hizinin B-karoten tliretimi iizerine etkileri diger bir asama olan yanit
ylizey yontemi kullanilarak belirlenmistir. Birinci asamadan elde edilen sonuglara gore,
besiyerinde B-karoten iiretimini tesvik eden 6nemli karbon kaynaklari olarak; laktoz,
maltoz ve glukoz tespit edilmis, bunlari igeren besi ortamlarindan sirasiyla 690 pg/L, 720
ug/L ve 564.3 ng/L miktarlarinda B-karoten {iretimi saglanmistir. B-karoten tiretimi igin
en iyi azot kaynagmin tespit edilmesi amaciyla yapilan denemeler sonucunda, laktoz
kullanilarak hazirlanan besiyerlerinde en fazla B-karoten iiretiminin KNO3’1 igeren
besiyerinde 815.5 ug/L oldugu tespit edilmistir. Buna gore ileride optimizasyon igin
laktoz ve KNO3 kombinasyonu temel bilesenler olarak segilmistir.

Diger bir asamada; laktoz, KNOs ve diger besiyeri bilesenlerinin, Plackett-
Burman tasarimi kullanilarak B-karoten iiretimi {izerine olan etkileri izlenmistir. Bunun
sonuglarina bakildiginda, KNO3z ve maya ekstraktinin -karoten iiretimi tizerine olumlu
ve istatistiksel olarak onemli (p<0.01) etkilerinin oldugu goriilmiistiir. Minerallerin, -
karoten iiretimi tizerine negatif ve istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) etkilerinin oldugu
tespit edilmistir.

Son asamada ise; yanit ylizey yontemi kullanilarak laktoz konsantrasyonu, C:N
orant ve c¢alkalama hizinin, biyokiitle ve B-karoten iretimi iizerine olan etkileri
incelenmistir. Bu parametreler, sekonder metabolit iiretimi {lizerine olan etkilerinin
oldukga kritik oldugu bilindiginden dolay1 biyokiitle ve B-karoten liretimini hangi yonde
etkilediklerini gormek amaciyla tez kapsamina dahil edilmistir. Yanit yilizey sonuglarina
gore; biyokiitle ve B-karotenin maksimum {iretimi i¢in kuadratik etkileri igeren model
denklemleri elde edilmistir (R?=0.938, R?=0.994). Modellerin varyans (ANOVA) analiz
sonuglart ve kontur grafikleri incelendiginde; laktoz konsantrasyonunun 25-35 g/L
arasinda se¢ilmesi ve C:N oraninin oldugunca diisiik tutulmasi (20:1) ile yliksek miktarda
B-karoten elde edilebilecegi saptanmistir. Calismadan ¢ikarilan diger bir sonug ise, diisiik
calkalama hizlarinda ve diigiikk C:N orani bulunan besiyerlerinde p-karoten iiretiminin
maksimum degere ulasabileceginin miimkiin oldugudur. Uretilen biyokiitle miktarmin
maksimum degere ulasabilmesi i¢in yapilan denemeler sonucunda ise; laktoz
konsantrasyonunun 25-30 g/L araliginda se¢ilmesinin etkili oldugu fakat bu aralikta C:N
oraninin degismesinin biyokiitle liretimi {izerine etkili olmadig1 belirlenmistir. Ancak
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laktozun 25 g/L’den diisiik konsantrasyonlarinda ise C:N oraninin arttirilmasinin
biyokiitle iiretimini oldukca diislirdiigii gozlenmistir. Kontur grafikleri incelendiginde,
diisiik ¢alkalama hizlarinda biyokiitle tiretiminin olduk¢a fazla oldugu tespit edilmistir.
Bu sonuglar neticesinde, optimizasyon igin Design Expert® programinin niimerik
optimizasyon sekmesinde bulunan, istenilen hedefe ulasma fonksiyonu kullanilmaistir.
Optimum kosullar; 32.42 g/L oraninda laktoz, 20:1 C:N orani ve 130 rpm ¢alkalama hizi
olarak belirlenmis ve istenebilirlik fonksiyonu degeri de 0.925 olarak saptanmuistir.
Optimum kosullar altinda gergeklestirilen dogrulama denemeleri sonucunda, 13.14 g/L
biyokiitle ve 1.14 mg/L B-karoten iiretimi saglanmistir. Fermentasyon siiresine bagli
olarak biyokiitle ve B-karoten iiretimine ait kinetik parametrelere bakildiginda, B-karoten
veriminin %0.0036 oldugu goriilmiistiir. B-karotenin ikincil bir metabolit olmasi ve hiicre
tiremesi i¢in gerekli ihtiyaglarin giderilmesinin 6ncelikli ama¢ olmasindan dolay1 bu
bilesiklerin tiretimi ikincil tercih olmaktadir. O nedenle verim, sekonder metabolitlerin
tiretiminde oldukca diislik ¢ikmaktadir. Bunun yaninda maksimum laktoz tiiketim hizi
0.14 g/L/sa ve maksimum [-karoten iiretim hizi da 0.118 pg/L/sa olarak saptanmuistir.

Alinan sonuglara gore; Mortierella ramanniana’nin B-karoten tiretim potansiyeli
belirlenmis olup, ileride yapilacak olan ¢aligmalara 151k tutacak veriler elde edilmistir.
Ozellikle, C:N oranmin p-karoten iiretimi iizerine olan tartigmali etkisinin aydinlatiimaya
calisildigi bu tez calismasinda, liretime ait kinetik parametreler belirlenmistir. Bu sayede
tiretimlerin reaktor dlgeklerine yiikseltilebilmesi icin degerli verilerin ortaya konuldugu
distiniilmektedir.
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7. EKLER

Ek.1. B-karoten analizinde kullanilan standart B-karoten grafigi
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EKk.2. Cizelge (1) a B-karoten Uretimine Ait Varyans Analiz Tablosu

Cizelge (1) a 1. B-karoten Uretimine Ait Ardisik Model Kareler Toplami
Varyasyon  Kareler SD KO F-degeri p-degeri
kayna@ Toplam
Ortalama 8.559E+06 1 8.559E+06
Lineer 6.508E+05 3 2.169E+05  10.43 0.0009
2F1 1611.90 3 537.30 0.0200 0.9959
Kuadratik  2.152E+05 3 71723.74 9.37 0.0076
Kiibik 3404151 3 11347.17 2.33 0.2164
Kalint1 19521.61 4 4880.40
Toplam 9.480E+06 17 5.576E+05

Cizelge (1) a 2. B-karoten Uretimine Ait Model Uygunsuzlugu Testi
Varyasyon  Kareler SD KO F-degeri p-degeri
kaynag Toplamm
Lineer 2.508E+05 9 27869.40 5.71 0.0544
2F1 2.492E+05 6 41535.45 8.51 0.0287
Kuadratik ~ 34041.51 3 11347.17 2.33 0.2164
Saf Hata 19521.61 4 4880.40

Cizelge (1) a 3. B-karoten Uretimine Ait Model Istatistikleri
Varyasyon  Standart R? Adj. R? Pred. R? PRESS
Kayna@ hata
Lineer 144.21 0.7065 0.6388 0.4061 5.470E+05
2F1 163.93 0.7082 0.5332 -0.4139 1.302E+06
Kuadratik  87.47 0.9418 0.8671 0.3756 5.752E+05
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Ek.3. Cizelge (1) b Biyokiitle iiretimine ait Varyans Analiz tablosu

Cizelge (1) b 1. Biyokiitle iiretimine ait Ardisik Model Kareler Toplami

Varyasyon  Kareler SD KO F-degeri p-degeri
kayna@ Toplamm
Ortalama 14.32 1 14.32
Lineer 1.61 3 0.5370 97.17 <0.0001
2F1 0.0481 3 0.0160 6.75 0.0091
Kuadratik  0.0177 3 0.0059 6.80 0.0176
Kiibik 0.0047 3 0.0016 4.38 0.0937
Kalinti 0.0014 4 0.0004
Toplam 16.00 17 0.9412

Cizelge (1) b. 2. Biyokiitle iiretimine ait Model Uygunsuzlugu Testi
Varyasyon  Kareler SD KO F-degeri p-degeri
kaynag Toplamm
Lineer 0.0704 9 0.0078 22.10 0.0046
2FI 0.0223 6 0.0037 10.52 0.0197
Kuadratik  0.0047 3 0.0016 4.38 0.0937
Saf Hata 0.0014 4 0.0004

Cizelge (1) b. 3 Biyokiitle iiretimine ait Model Istatistikleri
Varyasyon  Standart R? Adj. R? Pred. R? PRESS
Kayna@ hata
Lineer 0.0743 0.9573 0.9475 0.9142 0.1443
2F1 0.0487 0.9859 0.9774 0.9425 0.0968
Kuadratik  0.0295 0.9964 0.9918 0.9544 0.0767
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Ek.4. B-karoten iiretimine ait % normal olasilik grafigi
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Ek.5.
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Ek.6. Mortierella ramanniana’nin mikroskop goriintiisii
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Ek.7. Kif gelisimi

Ek.8. Biyokiitlenin toplanmasi, santrifiijlenmesi
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EK.9. Hiicre par¢alama ve -karoten elde edilmesi

Ek.10. Elde edilen mikrobiyal B-karoten
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