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OZET

PEYNIiRALTI SUYUNDAN MIiKROBIYEL YAG URETIMIi VE URETILEN
YAGLARIN BAZI FiZiKSEL VE KIMYASAL OZELLIiKLERININ
BELIiRLENMESI

Muammer DEMIR

Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Zafer ALPKENT
Agustos 2010, 295 Sayfa

Bu ¢aligmada iilkemizde yaygin olarak iiretimi gerceklestirilen peynirin yapimi
sirasinda yan iirlin olarak agiga ¢ikan ve hemen hemen hi¢ degerlendirilmeden atilan
peyniralti suyunun mikrobiyel yag iiretimi amaciyla gergeklestirilen fermentasyonlarda
substrat olarak kullanimi aragtirillmistir. Cevre kirliligine sebep olan atik durumundaki
peyniraltt suyunun degerlendirilmesi ile ¢evreci bir fayda saglanmasinin yani sira saglik
lizerine ¢ok biiyiik yararlar1 nedeniyle diinya capinda gittikge talebi artan, ekonomik
bakimdan degerli bir iirlin olan mikrobiyel yag tretimi gergeklestirilmis olacaktir.
Peyniralti suyu kullanilarak mikrobiyel yag tiretiminin {lilke ekonomisine katkis1 hem
elde edilen {iirlinlin bizzat kendi degeri, hem peyniralti suyunun ihtiva ettigi 6nemli
besin elementlerinin kaybinin énlenmesi, hem de peyniralti suyunun atilmasiyla ¢evre
kirlenmesinin ortaya ¢ikardigi olumsuzluklardan kaynaklanan ekonomik kayiplarin

Oniine gec¢ilmesi ile saglanmis olacaktir.

Peyniraltt suyu tozu ile rekonstitiite peyniralti sular1 hazirlanmis, daha sonra
hazirlanan bu rekonstitiite peyniralti sularina 1si1l islem uygulanarak proteinleri
coktiirliliip filtrasyonla uzaklastirilarak mikrobiyel yag iiretiminde substrat olarak
kullanilmak iizere deproteinize-peyniralti suyu permeatlari (DP-PSP) elde edilmistir.
Substrat olarak kullanilan peyniraltt suyunun konsantrasyon diizeyinin elde edilen
mikrobiyel yaglarin 6zellikleri {izerine etkilerini belirlemek amaciyla normal bilesime

sahip ve 3 farkli konsantrasyon diizeyinde olmak iizere toplam 4 farkli kurumadde



icerigine sahip (%4.5, %8, %12 ve %16 laktoz igerigine sahip) DP-PSP’ler
hazirlanmistir. DP-PSP’lerin kurumadde  Daha sonra bunlar da iki gruba ayrilmis,
gruplardan birine laktaz enzimi uygulanarak icerdikleri laktoz kismen hidrolize edilip,
glikoz ve galaktoz agiga ¢ikarilmistir. Sonugta elde edilen 8 farkli bilesime sahip olan
DP-PSP’ler de iki gruba ayrilmis ve gruplardan biri Mortierella isabellina, digeri ise
Mortierella ramanniana ile asilanarak fermentasyonlar gerceklestirilmistir. Ayni
kiiflerle %3 glikoz igeren besi ortamina da asilamalar yapilarak yiiriitiilen
fermentasyonlar ise calismanin kontrol grubunu olusturmustur. Gergeklestirilen 9
giinlik fermentasyonlar siiresince her giin tretilen biyokiitle ve mikrobiyel yag
miktarlar ile besi ortaminda kullanilmadan kalan sekerlerin diizeyleri tespit edilmis,
ayni zamanda iiretilen mikrobiyel yaglardaki yag asidi kompozisyonundaki degisimler
belirlenmistir. Fermentasyonlar sonunda fermentasyonlara ait kinetik parametreler
hesaplanmis, iiretilen mikrobiyel yagda bazi fiziksel ve kimyasal Ozellikler analiz

edilmistir.

Mortierella isabellina ile gerceklestirilen fermentasyonlarda laktaz enzimi
uygulanmamig grupta iiretilen biyokiitle ve mikrobiyel yag miktarina ait degerlerin DP-
PSP’lerin baslangi¢ kurumadde diizeylerinden etkilenmedigi, ancak enzim uygulanmis
grupta s6z konusu degerlerin DP-PSP’lerin baslangic kurumadde diizeylerinin artmasi
ile paralel olarak yiikselme gosterdigi belirlenmistir. Laktaz enzimi uygulanmis grupta
bu degerler daha yiliksek bulunmustur. En diisiik yag icerigi, %8 laktoz icerigine sahip
DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda 3.26 g/kg olarak belirlenirken; en yiiksek yag
miktar1 ise %16 laktoz igeren laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’nin fermentasyonu
sonunda 18.21 g/kg olarak saptanmistir. Yag asitlerine ait istatistiksel degerlendirme
sonucunda en yiiksek y-linolenik asit oranina %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’lerin
fermentasyonunda ulasilmis (%5.28), laktaz enzimi uygulanmamis grubun daha yiiksek

v-linolenik asit oran1 verdigi (%5.53) gortilmiistiir.

Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyonlarda laktaz enzimi
uygulanmamis grupta DP-PSP’lerin baslangi¢ kurumadde diizeylerinin artisi ile birlikte
tiretilen mikrobiyel yag miktarina ait degerlerin azalma gdsterdigi; enzim uygulanmis

grupta ise %8 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonunda degerlerde
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ylukselme oldugu ve baslangic kurumadde diizeyindeki artis ile mikrobiyel yag
miktarinin azaldig1 belirlenmistir. Laktaz enzimi uygulanmis grupta biyokiitle ve
mikrobiyel yag miktarlarina ait degerler daha yiiksek seviyelerde bulunmustur. En
diisiik yag icerigi, %16 laktoz icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda
0.92 g/kg olarak belirlenirken; en yiiksek yag miktari ise %8 laktoz igeren laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP’nin fermentasyonu sonunda 10.61 g/kg olarak saptanmistir. Yag
asitlerine ait istatistiksel degerlendirme sonucunda en yiiksek y-linolenik asit oranina
%8 laktoz icerigine sahip DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ulasilmis (%5.24),
laktaz enzimi uygulanmamis grubun daha yliksek y-linolenik asit oran1 verdigi (%5.17)

gorilmiistiir.

Mortierella isabellina ile DP-PSP’lerde gergeklestirilen fermentasyonlarda
tiretilen mikrobiyel yag miktarlarinin, Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen
fermentasyonlarda iiretilen yag miktarlarindan daha yiiksek seviyelerde oldugu; elde
edilen yaglarda y-linolenik asit oranlarinin benzer degerler ortaya koydugu ve bu
yiizden Mortierella isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonlarin daha basarili

oldugu sonucuna varilmstir.
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ABSTRACT

PRODUCTION OF SINGLE CELL OIL FROM WHEY AND
DETERMINATION OF SOME PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES
OF PRODUCED OILS

Muammer DEMIR

Ph. D. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Zafer ALPKENT
August 2010, 295 pages

In this study using of whey as a substrate in the microbial oil fermentation which
is residual during cheese production that most common produced dairy product in our
country was researched. By the using of whey which regarded a waste as a substrate in
microbial oil fermentation will be provided some benefits as means preventing
environmental polution and production of a valuable product which have increasing
demand in the world markets for its health benefits. The additive value to country
economy of production of microbial oil would be provided by means of individual

product value and also reuse of valuable whey contituents.

For this purpose with using of whey powder, reconstitute whey was prepared
then by heat treatment and filtration processes denaturated proteins were removed so
finally deproteinized whet permeate (DP-WP) was obtained. By regarding of their
lactose content DP-WP’s were prepared at 4 different initial dry matter contents. And
then by dividing these DP-WP’s in two groups, one of them was applied lactase enzyme
and partially hydrolised lactose to glucose and galactose. Finally obtained DP-WP’s
which have 8 different contents were divided in two groups again, and one of them
inoculated with Mortierella isabellina and another one inoculated with Mortierella
ramanniana, and fermentations were performed. With using same fungus inoculation
was carrying out to growth medium contain %3 glucose and then fermentations were

performed. These fermentations were the control groups of this study. The biomass and
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microbial oil amounts and the residual sugar levels that not used in the growth medium
were determined during the 9 days of fermentation performed. By the way the
chaninging in fatty acid contents of the microbial oils obtained were also determined. At
the end of the fermentations the kinetic parameters belonging to fermentations and some

physical and chemical properties of final product were determined.

The biomass and microbial oil values were not affected by the initial dry matter
in which the fermentations performed with Mortierella isabellina that the groups
enzyme un-applied. But at the groups applied enzyme, by the increasing of initial dry
matter the biomass and microbial oil levels were also increased. At the groups applied
lactase enzyme these values were higher. The lowest oil content was obtained as 3.26
g/kg by fermentating of DP-WP which has %8 lactose content. The highest oil content
was obtained as 18.21 g/kg by fermentating of DP-WP which has %16 lactose content
and enzyme applied. By the statistical evaluation of fatty acid composition the highest
y-linolenic acid value (%5.28) was achieved by the fermenting of DP-WP’s having %16
lactose contents. The lactose un-applied groups were execute the highest y-linolenic

acid values (%5.53).

The biomass and microbial oil values were affected by the initial dry matter in
which the fermentations performed with Mortierella ramanniana that the groups
enzyme un-applied and these values get lower by increasing the initial dry matter. At
the enzyme applied groups the biomass and microbial oil values were the highest by
fermentating of DP-WP which has %8 lactose content but further increase in initial dry
matter of DP-WP’s cause get lower these values. At the groups applied lactase enzyme
theese values were higher. The lowest oil content was obtained as 0.92 g/kg by
fermentating of DP-WP which has %16 lactose content. The highest oil content was
obtained as 10.61 g/kg by fermentating of DP-WP which has %8 lactose content and
enzyme applied. By the statistical evaluation of fatty acid composition the highest y-
linolenic acid value (%5.24) was achieved by the fermenting of DP-WP’s having %8
lactose contents. The lactase un-applied groups were execute the highest y-linolenic acid

values (%5.17).



The microbial oil values at the fermentations performed with Mortierella
isabellina were higher than that of performed with Mortierella ramanniana. But the y-
linolenic acid values of the obtained microbial oils were resemble to each other. So it
was concluded that the fermentations performed with Mortierella isabellina were more

successful.

KEYWORDS: Single Cell Oil, Microbial Oil, Whey, Mortierella ramanniana,

Mortierella isabellina.
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ONSOZz

Coklu doymamuis yag asitleri, 6zellikle bebeklerin ve ¢ocuklarin beslenmesinde
beyin ve retinal dokularin gelisimindeki fonksiyonlar1 nedeniyle ¢ok biiyiik 6neme
sahiptir. Cocuklarin beslenmesindeki dneminin yaninda ¢coklu doymamis yag asitlerine
yetiskin insanlarin gilinliikk beslenmelerinde de ihtiya¢ duyulmaktadir. Genel olarak
coklu doymamis yag asitlerinin eksikliginde ciltte, sinir sisteminde, kardiyovaskiilar
sistemde, bobreklerde, solunum sisteminde ve iireme sisteminde anormallikler ortaya
cikmaktadir. Memeliler viicutlarinda coklu doymamis yag asitlerini sentezleme
yetenegine sahip olmadiklarindan, bu yag asitlerinin besinlerle disaridan alinmasi
gerekmektedir. C18’in iizerindeki c¢oklu doymamis yag asitleri yiiksek bitkilerde,
gerekli enzimlerin noksanligindan dolayr 6nemli miktarlarda sentezlenememektedir.
Saglik tizerine etkilerinden dolay1 ¢oklu doymamais yag asitlerine, ®-3 ve -6 esansiyel
yag asitlerinin dietsel kaynaklarina olan ilgi gittik¢e artmaktadir. m-6 serisinden olan y-
linolenik asit’in Ozellikle ekzema tedavisinde ve diger birgok hastaliklarin
tyilestirilmesinde kullanimi tavsiye edilmektedir. Giiniimiizde hem regetesiz suplement
olarak hem de doktor tavsiyesi ile receteli olarak kullanilan bu yag asitlerini i¢eren
preparatlarin hazirlanmasi biiylik bir endiistri kolu haline gelmistir. y-linolenik asit’in
bazi cilt hastaliklar1 ve diabet gibi kimi hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli rol oynadigi
ileri stiriilmekte, bundan bagka yiiksek tansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser,
enflamatuar hastaliklar, sikleroz, alerji, adet donemi rahatsizliklarda, osteoporoz ve
sizofreni gibi bir¢ok hastalik {izerinde, bunlarin yamisira LDL (diisiikk yogunluklu
lipoprotein) kolesterol ve serum trigliserid seviyesini diistirmede, HDL (yiiksek
yogunluklu lipoprotein) kolesterolii yiikseltmede, damarlarda plak olusumunu 6nlemede
olumlu etkilerinin oldugu bir¢ok arastirici tarafindan bildirilmektedir. Ayni zamanda -
linolenik asit, beynin gri dokusunda ve retinanin yapisinda yer alan ve bulunduklar
dokularda bu dokulara ait hiicrelerin haberlesmesinde, ikinci haberci olarak fonksiyonu

olan arasidonik asit’in viicutta sentezinde kullanilmaktadir.

Maya, kif, bakteri ve alg gibi mikroorganizmalarin uygun kosullarda yag
tiretebilecekleri bildirilmekte ve bu yolla ticari yag iiretim olanaklari iizerine yogun

arastirmalar yapilmaktadir. Ozellikle gevre kirlenmesi sorunu yaratan bir¢ok tarimsal ve

vil



endiistriyel artiklarin substrat olarak kullanildiklari, bakteri, maya ve kiifler ile
yapilmakta olan ¢alismalar olumlu sonuglar vermistir. Funguslardan 6zellikle baz1 yagh
Zygomycetes tiirleri yukarida bahsedildigi iizere medikal ve dietetik agidan ilgi goren -
linolenik asit, dihomo-y-linolenik asit, aragidonik asit ya da dokozahekzaenoik asit gibi

¢oklu doymamis yag asitlerince zengin lipitlerin tiretiminde kullanilmaktadir.

Diinya’da yeterince degerlendirilemeyen bir¢ok tarimsal {iriin, gida isleyen
fabrikalarin atiklar1 ve yiiksek karbonhidrat ve polisakkaritleri igeren diger atiklar
fermentasyon yoluyla yeni ve degerli {iriin iiretiminde kullanilmaktadir. Bu amagcla
bircok organik asit, vitamin, amino asit, alkol, antibiyotik ve antibodi gibi ekonomik
degeri yiiksek iirlinler fermentasyon yoluyla iiretilmektedir. Bu {irlinlerin tiretiminde
yiiksek saflikta kimyasallar kullanildig1 gibi icerigi uygun tarimsal iiriinler veya atiklar
da kullanilmaktadir. Saf kimyasallarla iiretimin ¢ok pahali olmasi ve ayrica tarimsal
tirtinlerin organik atiklarinin degerlendirilmesi gibi ekonomik ve ¢evreci yaklasimlar
alternatif olarak dogal yetisen iirlinleri hammadde olarak kullanmaya olan ilgiyi
artirmigtir. Bu alanda seker pancari, melas, seker kamisi ve misir gibi bir¢ok bitkisel
iriin yaygin olarak kullanilmaktadir. Zengin besin igerigine sahip ve iiretim sonunda
fazla miktarda arta kalan peyniralti suyu, yiiksek maliyeti sebebiyle biiyiik bir kismi
degerlendirilmeyip atik olarak cevreye birakilmaktadir. Bu zengin siitciiliikk artigi
icerdigi mineral maddeler ve laktoz ile protein ve yag gibi mikroorganizmalar
tarafindan biyolojik olarak pargalanabilen organik maddelerden dolay: biiyiik Olciide
kirlenme kaynagidir. Akarsulara, gollere ve denizlere atildiginda, ortamin oksijenini
tilkettigi icin yasami olumsuz etkilemekte ve cevre kirlenmesine yol a¢maktadir.
Icerdigi bu organik maddeleri pargalayabilmek icin mikroorganizmalarin sudaki
¢cOziinmiis oksijeni kullanmasiyla birlikte suda yasayan canlilar yasamlari i¢in gerekli

oksijeni bulamamakta ve 6lmektedir.

Bitkisel ve hayvansal kaynakli ¢oklu doymamis yag asitlerini iceren yaglara
alternatif olarak bazi avantajlarindan dolay1 bu yag asitlerini fazlaca igeren mikrobiyel
yag lretimine olan ilgi artmaktadir. Bu arastirmada iilkemizde ¢ok fazla degerlendirme
alan1 olmayan peyniralti suyunun mikrobiyel yag iiretiminde substrat olarak kullanimi

arastirilmistir.  Isil islem ve filtrasyonla proteinleri c¢oktiiriilerek uzaklastirilan
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deproteinize-peyniraltt suyu permeatinin (DP-PSP) farkli kuru madde diizeylerinin ve
laktaz enzimi uygulamasi ile laktozunun kismen hidrolizi durumunda elde edilen
biyokiitle ve mikrobiyel yag miktarlar1 ile yag asitleri bilesimine etkisi belirlenmistir.
Farkli kurumadde diizeylerinde (%4.5, %8, %12 ve %16 laktoz icerigine sahip) ve
laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’ler kullanilarak Mortierella isabellina ve Mortierella
ramanniana kiifleri ile fermentasyonlar gergeklestirilmis, fermentasyon siiresince
biyokiitle ve mikrobiyel yag miktarlar1 ile elde edilen yaglarda yag asidi
kompozisyonlarindaki degisimler belirlenmistir. Ayrica fermentasyonda kullanilmadan
kalan seker diizeyleri de tespit edilmistir. Fermentasyonlar sonucunda elde edilen
mikrobiyel yag miktari, fermentasyona ait kinetik parametreler ve vy-linolenik asit
oranlar1 dikkate almmarak en uygun DP-PSP bilesimi belirlenmeye ¢alisiimistir.
Peyniralti suyunun c¢oklu doymamis yag asitlerinden y-linolenik asit ihtiva eden
mikrobiyel yag iiretiminde substrat olarak basarili bir sekilde kullanilabilecegi
goriilmiis, mikrobiyel yaglarda y-linolenik asit oraninin artirilmasi konusunda ilave

calismalarin yapilmasi gerektigi anlasilmistir.

Bu calismanin gerceklesmesinde her tiirlii yardimi ve destegi esirgemeyen
saymn hocam Yrd. Dog. Dr. Zafer Alpkent’e oncelikle tesekkiir ederim. Ayrica higbir
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maddi ve manevi desteginden dolayr boliim hocalarimizdan saym Dog¢. Dr. Ahmet
Kiiciikgetin’e tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Bunun yaninda yine higbir fedakarligi
esirgemeyen boliim hocalarimizdan sayin Yrd. Dog. Dr. Irfan Turhan’a tesekkiirlerimi
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Gor. Nedim Tetik’e ve bana her zaman inanan saym Dog¢. Dr. Ayhan Topuz’a ¢ok

tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Diinyadaki yetersiz gida sorununa yanit arama calismalarinda, insan ve hayvan
beslenmesinin temel 6gelerini tegkil eden protein, lipid, karbonhidrat ve vitaminleri
basit organik maddelerden hizli bir sekilde sentezleyebilen mikroorganizmalar giderek
onem kazanmaktadir (Karapinar 1984, Ratledge 1993, 2004). Bircok iilkede yeterince
degerlendirilemeyen ¢ogu tarimsal iirlin, gida isleyen fabrikalarin artiklart ve yiiksek
oranda karbonhidrat ve polisakkarit iceren cesitli artiklar fermentasyon yoluyla yeni ve

degerli iirlin tiretiminde kullanilmaktadir (Karapinar 1984).

Endiistriyel iiretim c¢er¢evesinde bircok maddeden biyodoniisiimle yeni
bilesiklerin olusturulmasinda mikroorganizmalarin biyokimyasal reaksiyonlarindan
faydalanma anlamina da gelen fermentasyon teknolojisi ¢esitli alanlarda yaygin olarak
uygulanmaktadir (King ve Cheetham 1987). Ornegin bir¢ok organik asit, vitamin,
aminoasit, alkol, antibiyotik ve antibodi gibi ekonomik degeri yliksek olan firiinler
fermentasyon yoluyla iiretilmektedir. Bu {iriinlerin iiretiminde substrat olarak saf
kimyasallar kullanildig1 gibi icerigi uygun olan tarimsal {iiriinler veya artiklar da ayni
amacla degerlendirilmektedir. Saf kimyasallarla {iretimin ¢ok pahali olmas1 ve ayrica
tarimsal Urlinlerin organik artiklarinin degerlendirilmesi gibi ekonomik ve gevreci
yaklagimlar, dogal sartlarda yetisen {iriinleri de alternatif hammadde olarak kullanmaya
olan ilgiyi arttirmistir. Bu amagcla seker pancari, melas, seker kamigi ve misir gibi bircok
bitkisel {irlin yaygin olarak kullanilmaktadir (Karapmnar 1984, Tunail 2009).
Mikroorganizmalar1 kullanarak metabolit iliretimi veya hiicre gelisimi i¢in kullanilacak
fermentasyon ortami, gelistirilecek olan mikroorganizma igin uygun formda ve
miktardaki tiim bilesikleri i¢ermelidir. Bu maksatla laboratuarda mikroorganizmalar
kullanilarak yapilan kimi iiretimlerde genellikle saf kimyasallarla hazirlanan besi
ortamlarinin kullanimi zorunludur. Fakat endiistriyel fermentasyonlarda ise ekonomik
nedenlerden dolay1 farkli kompozisyonlardaki artik maddelerin kullanimi tercih

edilmektedir (Brock 1984, Madigan ve Martinko 2006).

Tarimsal artik maddelerle ilgili yapilan c¢aligmalar daha ¢ok soya fasulyesi,
narenciye, patates ve bira sanayi artiklari ile zeytin kara suyu (zeytinlerden yag

alindiktan sonra geride kalan s1v1) ve peyniralt1 suyu iizerinde yogunlasmistir. Ozellikle



Fransa, Almanya ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD) gibi ililkelerde peyniralti
suyundan biyokiitle iiretimi yaygin dl¢iide yapilmaktadir (Ugiincii 2004b).

Gida endiistrisi acisindan mikrobiyel biyokiitle {iretiminin iki temel amact
vardir. Birincisi hizla artan gida talebini karsilamak, ikincisi tarimsal ve endiistriyel
artiklar1 substrat olarak kullanmak suretiyle ¢evre kirlenmesi sorununa ¢6zliim getirirken
sonucta ekonomik degeri olan bir {iriin elde etmektir (Karapinar 1984). Bu baglamda
ozellikle cevre kirliligine neden olan bircok tarimsal ve endiistriyel artigin substrat
olarak kullanildigi, bakteri, maya ve kiifler ile yapilmakta olan calismalar olumlu
sonuglar vermistir. Bu c¢alismalar tarimsal ve endiistriyel artiklarin mikrobiyel
faaliyetlerle yikimu ile sindirimlerinin kolaylastirilmasini, mikrobiyel ¢evrim ile protein,
yag, vitamin ve aminoasit gibi besin elementlerinin liretimini kapsar (Karapinar 1984,
Hsiao vd 1994). Ornegin fermentasyon yoluyla lisin, treonin, izoldsin ve histidin gibi
aminoasitler basariyla tiretilmektedir (Hsiao vd 1994, Hiruta vd 1996b, Kumar ve
Gomes 2004). Yine fermentasyon yoluyla enzim iiretimi konusu da endiistriyel agidan
onem arz etmektedir. Bunlardan amilaz, glukoamilaz, proteaz, seliilaz, ligninaz,
pektinaz ve ksilenaz basariyla {iiretilen enzimlerdendir (Goniil 2001, Jang ve Yang
2008). Kiiflerden endiistriyel olarak pektik enzim iiretiminin yaygin oldugu, bu amacla
ozellikle Aspergillus niger’in siklikla kullanildigi bildirilmektedir (Goniil 2001).
Bundan bagka mikrobiyel polisakkaritlerin (ksantanlar, pullulanlar vs.) ve glikolipitlerin

(nemlendirici ajanlar olarak) tiretimi de bilinmektedir (Ratledge 1993).

Bunun yaninda biiyiik 6l¢ekli endiistriyel islemlerle mikrobiyel teknolojinin
basarili bir sekilde uygulanmasimna en iyi Orneklerden biri de steroid ilaglarin ve

hormonlarin tiretimidir (Fernandes vd 2003).

Endiistriyel artiklar iizerinde mikroorganizmalarin iiretilmesine iligskin ¢ok c¢esitli
calismalar ve uygulamalar vardir. Bu ¢aligsmalar, 6zellikle 1. ve II. Diinya Savas1 yillari
gibi gida agiklarmin biiyiikk oldugu donemlerde uygulama alanina sokulmustur. Bazi
mikroorganizmalar c¢esitli endiistriyel artiklar1 karbon kaynagi olarak kullanmakta,
yasamlar1 i¢in gerekli enerjiyi ve besini saglamakta ve bu arada protein igerigi yiiksek

bir biyokiitleyi hizli bir sekilde sentezleyebilmektedir. Bu amacla bu dénemlerde odun



hidrolizatlar1 ve petrolden yararlanarak mikrobiyel protein iireten tesisler kurulmustur.
Ozellikle 1970’1i yillarda Ingiltere, Fransa, italya, Romanya ve eski Sovyet Sosyalist
Cumhuriyetler Birligi (SSCB) gibi iilkelerde petrolden biiytik 6l¢iide mikrobiyel protein
tiretimi gergeklestirilmistir. Hidrokarbonlardan kazanilan bu proteinler hayvan yemi
olarak degerlendirilmis ve hayvanlara herhangi bir zararmin olmadigi saptanmistir

(Ugiincii 2004b).

Fermentasyon  yoluyla yag veya protein iretiminde  kullanilan
mikroorganizmalardan elde edilen proteine “Tek Hiicre Proteini” (THP) (Karapinar
1984, Ratledge 1993, Ugiincii 2004b), yaga ise “Tek Hiicre Yagr” (THY) adi
verilmektedir (Karapmar 1984, Ratledge 1993, Nojima vd 1995, Wynn ve Ratledge
2000, Papanikolaou vd 2004, Ratledge 2004). Her iki iiretimde de bilesiminde protein,
yag, vitamin, karbonhidrat ve mineral madde gibi besin elementlerini iceren mikrobiyel
kiitle elde edilmektedir (Karapmar 1984). Ancak iireme kosullarinda yapilan
degisikliklerle mikroorganizmanin bu besin 6gelerinden birisini daha fazla sentezlemesi
ve bunu yiiksek miktarlarda hiicre icerisinde depolamasi saglanmaktadir. Karbon/azot
oran1 (C/N) yiiksek tutulan besiyerlerinde iiretilen mikroorganizmalar yag icerigi
ylksek biyokiitle verirken (Karapinar 1984, Ratledge 1993, Hsiao vd 1994, Akpinar
Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004, Papanikolaou 2004, Aidil vd 2005), karbon/azot orani
diisiik besiyerlerinde iiretilenler protein igerigi yiiksek biyokiitle vermektedir (Karapinar

1984, Akpmar Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004, Ugiincii 2004b).

Cesitli tarimsal ve endiistriyel atik ve artiklarin substrat olarak kullanilmalarini
esas alan mikrobiyel protein iiretimi c¢aligmalarinda peyniralti suyu yaygin olarak
kullanilmakta ve degerlendirilmektedir. Bu amagla peyniralti suyu ile yapilan
calismalarda Kluyveromyces fragilis’in (ATCC 8582) genis pH degerleri ve laktoz
konsantrasyonlar1 aralifinda gelisme gosterebilmesi nedeniyle en verimli sus oldugu
belirtilmektedir. Fransa’nin Vandome kentinde BEL-Sirketi tesislerinde Kluyveromyces
lactis ve Kluyveromyces fragilis kullanilarak 40 yildan beri tek hiicre proteini
iiretilmekte ve glinde 300 ton peyniralti suyundan 7.5 ton mikrobiyel protein ve 300 kg
aminoasit kazanilmaktadir. Elde edilen iiriinler, hayvan yemi olarak kullanilmasinin

yani sira bebek ve c¢ocuk gidalarinin  ve c¢orbalarin hazirlanmasinda da



degerlendirilmektedir. Aynmi sekilde ABD’de Denver yakinlarinda Wacon sirketi
tesislerinde peyniralti suyundan mikrobiyel protein iiretilmekte ve hayvan yemi olarak

kullanilmaktadir (Ugiincii 2004b).

Mikrobiyel yag konusu iizerindeki c¢aligmalar ise II. Diinya Savasi yillarinda
hizlanmis, fakat savas sonrasinda azalmistir (Denli ve Tekin 2000, Akpinar Bayizit ve
Ozcan Yilsay 2004). Esas olarak bu konudaki ilk ciddi ¢aligmalar 1914-1918 yillart
arasinda, Almanya’da Linder adinda bir arastirici tarafindan Endomyces vernalis
kullanilarak gerceklestirilmis, fakat o yillarda mikrobiyel yag {iiretiminin ekonomik
fayda saglayacagi hi¢ diisiiniilmemistir (Denli ve Tekin 2000). Bununla birlikte daha
sonraki yillarda yag iireten mikroorganizmalarin ticari anlamda gelistirilmis ve bu
mikroorganizmalarin kendilerine has spesifik karakteristiklerinin daha iyi anlagilmis
olmasindan dolay1 finansal ve diyetsel anlamda bir ilgi potansiyeli olusmustur (Kimura
vd 2004, Papanikolaou vd 2004, Ratledge 2004). Maya, kiif, bakteri ve alg gibi bazi
mikroorganizmalarin uygun kosullarda yag iiretebilecekleri bildirilmekte ve bu yolla
ticari anlamda yag tiretim olanaklarinin gelistirilmesi {izerine yogun arastirmalar
yapilmaktadir (Ratledge 1993, Denli ve Tekin 2000). Mikrobiyel yag iiretiminde
kullanilabilecek birgok mikroorganizma tiirii bulunmaktadir. Genel olarak okaryot
mikroorganizmalarin yag liretme yetenegi prokaryot mikroorganizmalara gore daha

fazladir (Ratledge 1993, Denli ve Tekin 2000, Ratledge 2004).

Yag iiretebilen ve bu yag1 biyokiitlelerinde depolayabilen mikroorganizmalara
“yaglt  mikroorganizma”  (oleaginous  microorganism)  denilmektedir.  Bir
mikroorganizmanin “yagli” olarak nitelendirilebilmesi i¢in kuru biyokiitlesinin en az
%20 (w/w) oraninda yag igermesi gerekmektedir (Denli ve Tekin 2000, Akpinar Bayizit
ve Ozcan Yilsay 2004). Candida, Lipomyces, Rhodotorula, Trichosporon, Fusarium ve
Mucor gibi tiirler yagli mikroorganizmalara 6rnek olarak verilebilir (Hsiao vd 1994,
Nojima vd 1995, Denli ve Tekin 2000, Akpmar Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004, Aidil vd
2005). Bazi maya tiirlerinde, kuru biyokiitle agirliginin %50’sinden fazlasini yag
olusturabilmektedir (Hsiao vd 1994, Nojima vd 1995, Denli ve Tekin 2000, Akpinar
Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004, Kimura vd 2004). Kiiflerden Mortierella alpina’nin kuru

biyokiitlede %40 (w/w) diizeyine kadar yag iiretebildigi ve iirettigi yagda uzun zincir



yapisina sahip c¢oklu doymamis yag asitlerinden (LCPUFA) aragidonik asit (ARA)
miktarinin %40 seviyelerine kadar ulasabildigi bildirilmektedir. Yine bu kiifiin,
karbonhidrat (glikoz) kaynaklarinin yanisira, ekonomik degeri daha diisiik olan yaglari
da (aycicegi yag1 gibi) biyotransformasyonla daha degerli olan ARA’ya c¢evirebildigi
belirtilmistir (Wynn ve Ratledge 2000). Apiotrichum curvatum (Candida curvata)
mayasinin laktozu kullanabilme kabiliyetinin yiiksek oldugu ve bu sebeple de peyniralti
suyu permeatindan tek hiicre yagi iretebilme potansiyeline sahip oldugu
bildirilmektedir. Bu mayadan elde edilen yagin ozellikle kakao yagi benzeri yag
tiretiminde kullaniminin uygun oldugu belirtilmistir (Ratledge 1993).

Endiistriyel anlamda mikrobiyel bir iirlinlin ekonomik olmasi ancak substrat
maliyetinin ucuz ve temin edilebilirliginin siirekli oldugu bir fermentasyon ile
miimkiindiir. Mikrobiyel yag iiretiminin ekonomik olabilmesi i¢in ise bu sartlarin
yaninda, elde edilecek olan yagin tarimsal yontemlerle kolayca iiretilemiyor olmasi,
degerli ve pahali bir yag olmasi gerekir (Certik ve Shimizu 1999, Ratledge 2004). Bu
gereksinimler de daha ¢ok uzun zincir yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
tiretimiyle saglanabilmektedir (Papanikolaou vd 2004, Ratledge 2004). Uzun zincir
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini bitkisel yaglardan elde etmek miimkiin
degildir. S6z konusu yaglar, tek hiicre yag1 iiretim proseslerinin gelistirilmesinden once
de sadece deniz orijinli hayvansal kaynaklardan elde edilebilmistir (Ratledge 2004).
Mikrobiyel lipofilik bilesikler bu spesifik 6zellikleri nedeniyle son yillarda endiistriyel
ve finansal potansiyele sahip olma bakimindan ilgi ¢ekmektedir (Papanikolaou vd 2004,
Jang ve Yang 2008). Bu tiir {irlinler, bazi1 bakteri, fungus ve mikroalgler tarafindan diger

yaglara alternatif olarak tiretilebilmektedir (Alonso ve Maroto 2000).

Coklu doymamis yag asitleri, yeni dogmus bebeklerin ve annelerinin
beslenmesinde ¢ok Onemli bir yer tutmakta ve dolayisiyla bu yag asitlerini iceren
{iriinler diinya ¢apinda 6nemli bir pazar imkam bulabilmektedir. Ozellikle 1980’lerin
sonlar1 ile 1990’larin baglarinda ¢oklu doymamis yag asitlerinin beslenmede kullanimi
giderek biiyiiyen bir ilgi odagi halini almistir (Ratledge 2004). Baz1 saglik kurumlar1 ve
uzmanlar, bebek mamalarinin dokozahekzaenoik asit (DHA) ve ARA ile

giiclendirilmesini tavsiye etmektedir (Wibert vd 1997, Alonso ve Maroto 2000,



Bigogno vd 2002). Avrupa Toplulugu Pediatrik Gastroentoloji ve Beslenme
Komitesinin (ESPGAN Committee on Nutrition 1991) ve ABD’de Gida ve Tarim
Organizasyonu ile birlikte Diinya Saglik Orgiitii’niin (FAO/WHO 1994) de iginde
bulundugu pek ¢ok otorite bebek mamalarina anne siitiinde bulunan seviyelerde ®-3 yag
asidi DHA ve ®-6 yag asidi ARA eklenmesini dnermistir. Bununla birlikte bebek
mamalaria eklenmesi i¢in uygun DHA ve ARA kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
S6z konusu yag asitleri algal ve fungal kaynaklardan son yillarda ticari olarak
tiretilmektedir. Bebek beslenmesi dikkate alindiginda, bu tek hiicre yaglari, yiiksek
konsantrasyonlarda DHA ve ARA icermeleri ve ayn1 zamanda kontrollii fermentasyon
kosullarinda iiretilebilmeleri nedeniyle daha cazip olarak degerlendirilmektedir (Wibert

vd 1997, Burns vd 1999).

Siitiin  ¢esitli mamullere islenmesinde Onemli sayilacak miktar ve Ozellikte
stitciiliik artiklart meydana gelmektedir. Bunlarin ¢ok biiyiik bir ¢ogunlugunu tereyagi
ve peynircilik artiklart olusturmaktadir. Siit tirlinleri tiretimimizin biiylik ¢ogunlugunun
ilkel sartlarda, her tiirlii teknolojik bilgiden yoksun olarak gerceklestirilmesi, alet ve
ekipman yetersizliginden dolayi, artiklarla kayiplar daha da artmaktadir (Ugiincii
2004b).

Siitiin peynire islenmesi sirasinda artakalan yesilimsi sar1 renkli sivi, “peynir
suyu” ya da “peyniralti suyu” olarak adlandirilmaktadir. Peynir yapiminda kullanilan
siitiin yaklasik %70-80 kadar1 peyniralti suyu olarak arta kalmaktadir. Ulkemizde son
yillara kadar atik olarak hesap edilen ve higbir sekilde degerlendirilmeyen peyniralti
suyu, besin degeri bakimindan ¢ok zengin olmakla birlikte atik olmasi dururmunda
cevreyi kirletmektedir. Peyniralti suyunun bilesimi, peynir yapiminda uygulanan
yonteme ve Ozellikle de siitiin pihtilastirilmasinda kullanilan pihtilastiric1 ajanin asit
veya enzim olusuna gore degismektedir. Ancak genel olarak yagsiz siit kurumaddesinin
yaklasik 2/3’tinii ve bu baglamda laktoz, peyniraltt suyu proteinleri, suda ¢dziinen
vitaminler ve mineraller gibi beslenme fizyolojisi bakimindan degerli maddeleri
icermektedir. Nitekim peynir iiretimi sirasinda siit bilesenlerinden yag ve kazein
peynirde kalmakta; oysa siit sekeri (laktoz), peyniralti suyu proteinleri ve mineral

maddeler peyniralti suyuna gecmektedir (Ugiincii 2004b).



Genelde “eksi peyniralt1 suyu” ve “tatli peyniralti suyu” olmak iizere iki cesit
peyniralti suyu bulunmaktadir. Siitiin laktik asit bakterisi igeren kiiltiirler yardimiyla
asitlendirilmesi veya siite organik asit katilmasi yontemiyle peynir yapiminda agiga
cikan peyniraltt suyu, “eksi peyniralti suyu” ya da “asit peyniralti suyu” olarak
bilinmektedir. Buna kargin peynir iiretiminde pihtilagtiric1 ajan olarak peynir mayasinin
(rennet enzimi) kullanilmasi durumunda ortaya ¢ikan yan lriin ise, “tatli peyniralti
suyu” yahut “maya peyniralti suyu” olarak tanimlanir. Bunlarin gerek bilesimleri

gerekse Ozellikleri oldukca farklidir (Sienkiewicz ve Riedel 1990, Uciincii 2004b).

Ulkemizde, boylesi zengin besin igeriine sahip ve iiretim sonunda fazla
miktarda artakalan bu yan iirlinlin biiylik bir kism1 nisbeten yiiksek maliyet sebebiyle
degerlendirilmeyip atik olarak diisiiniilmektedir. Bu zengin siit¢iiliikk artiginin igerdigi
mineral maddeler ve laktoz ile protein ve yag gibi mikroorganizmalar tarafindan
biyolojik olarak pargalanabilen organik maddelerden dolay:1 biiyiik Olgiide c¢evreyi
kirletme kaynagi oldugu bilinmektedir. Su kaynaklarina atildiginda; akarsularda,
gollerde ve hatta denizlerde, ortamin oksijenini tiikettigi icin yasami olumsuz
etkilemekte ve ¢evre kirlenmesine yol agmaktadir (Sienkiewicz ve Riedel 1990, Ozrenk
vd 2003, Uciincii 2004b). Ciinkii peyniralti suyunun igerdigi organik maddeleri
pargalayabilmek i¢in mikroorganizmalar sudaki c¢oziinmiis oksijeni kullanmakta,
dolayisiyla suda yasayan canlilar hayatta kalabilmek i¢in gerekli oksijeni bulamamakta
ve yasamlarini yitirmeye baslamaktadir. Oysa sudaki yasam i¢in en az 5 mg/L (O2/su)
oraninda ¢Ozlinmiis oksijen gereklidir. Sudaki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu bu
degerin altina diistiiglinde, sudaki canlilarin yasami tehlikeye girmektedir. Peyniralti
suyunun 1 litresinin dogrudan atik sulara karigmasiyla olusan kirlilik miktari, yaklagik 1
kisinin bir giinde iirettigi kirlilige esdegerdir. Ornegin giinde 10 ton siitii peynire isleyen
ve artakalan peyniralti suyunu (yaklasik 8 ton) degerlendirmeden cevreye atan bir
isletme, 8000 niifuslu bir yerlesim biriminin yol agtig1r diizeyde cevre kirlenmesine

sebep olmaktadir (Ugiincii 2004b).

Ulkemizde 1999 verilerine gdre 200000 ton beyaz peynir iiretildigi bildirilmistir.
Bu saymin ise 2000 yilinda 220000 ton oldugu tahmin edilmektedir (Demirbas vd
2002). 2002 yilinda istatistiklere girmis olan siit {liretim miktar1 8408566 tondur



(Anonim 2004). Bunun yaklasik %20’sinin peynire islendigi hesaba alindiginda islenen
siit miktar1 yaklasik olarak 1681713 tondur. Beyaz peynir iiretiminde randimanin
ortalama 1/5 oldugu g6z oniine alindiginda 1681713 ton siitiin peynire islenmesi ile
1345370 ton peyniralti suyunun agiga ¢iktig1 goriilmektedir. Bu miktarin ne kadarinin
islenerek degerlendirildigi tam olarak bilinmemekle birlikte isletmelerin ¢ogunun
peyniralti suyu isleme tesislerinin olmadig1 ortadadir. Bu nedenle peyniralti suyunun
biiylik kisminin degerlendirilmeden atildigi hesaba alindiginda gevre kirliligi ve besin
degeri yiiksek bir yan {riiniin kaybi1 agisindan biiyiik problemlerin ortaya ¢iktig

goriilmektedir.

Yapilan bu tez caligmasinda ®-6 yag asidi y-linolenik asit (GLA) igerikli
mikrobiyel yag iireten Mortierella isabellina ve Mortierella ramanniana kiifleri ile
gergeklestirilen fermentasyonlarda peyniraltt suyunun substrat olarak kullanimi
aragtiritlmistir. Peyniralti suyunun farkli kurumadde diizeylerinin ve peyniralti suyuna
laktaz enzimi uygulamasinin biyokiitle {iretimi, yag verimi ve elde edilen yaglardaki yag
asidi kompozisyonu tiizerine etkileri belirlenmistir. Ayrica elde edilen yaglarla yapilan

bazi fiziksel ve kimyasal analizlerle bu 6zelliklere ait parametreler saptanmustir.



2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Mikrobiyel Fermentasyon Teknolojisi

Tek hiicre organizmalar1 karbonhidrat ve azot kaynagi bakimindan zengin olan
meyve ve sebzeleri, gida fabrikalar1 ve tarimsal drlinlerin atik ve artiklarini

kullanabilme yetenegine sahiptir (Imrie 1973, Sekeri-Pataryas vd 1973).

Endiistriyel {iretim c¢ercevesinde bir¢gok maddeden biyodoniisiimle yeni
bilesiklerin olusturulmasinda mikroorganizmalarin biyokimyasal reaksiyonlarindan
faydalanma anlamina da gelen fermentasyon teknolojisi ¢esitli alanlarda yaygin olarak
uygulanmaktadir (King ve Cheetham 1987). Fermentasyonun en Onemli uygulama

alanlar;

e Mikrobiyel hiicre (biomass) iiretimi,
e Mikrobiyel enzim iiretimi,
e Mikrobiyel metabolit iiretimi,

e Fermentasyona eklenen bilesiklerin degisimi

olarak kabaca siniflandirilabilmektedir (Stanbury ve Whitaker 1984). Endiistriyel olarak

tiretilen fermentasyon tiriinleri Cizelge 2.1’ de verilmistir.

Mikroorganizmalar1 kullanarak metabolit iiretme veya hiicre gelisimi igin
kullanilacak olan fermentasyon ortami uygun formdaki tiim bilesikleri yeterli miktarda
icermelidir. Bu amagla laboratuarda mikroorganizmalar kullanilarak yapilan iiretimlerde
genellikle saf kimyasallar kullanilirken, endiistriyel fermentasyonlarda ise ekonomik
nedenlerden dolay1 farkli kompozisyonlardaki artik maddeler kullanilmaktadir (Brock

1984, Madigan ve Martinko 2006).



Cizelge 2.1. Endiistriyel olarak iiretilen fermentasyon iiriinleri (Smith 2004)

Sektdr Uriinler

Kimya

Organik (Dékme) Etanol, aseton, biitanol, organik asitler (sitrik asit, itakonik asit)
Organik (Saf) Enzimler, parfiimler, polimerler (¢ogunlukla polisakkaritler)
Inorganik Metallerle zenginlestirme, ayrigtirma

Eczacilik Antibiyotikler

Tanimlayict kimyasallar (enzimler, antibodiler)

Enzim inhibitérleri, steroidler, agilar

Enerji Etanol
Metan (biyogaz)
Biyokiitle
Gida Siit iirtinleri (peynir, yogurt)

Icecekler (alkollii icecekler, cay ve kahve)

Ekmek mayasi

Gida katkilar (antioksidanlar, renklendiriciler, lezzet vericiler)
Mantar tirtinleri, aminoasitler ve vitaminler

Nisasta {iriinleri, glikoz ve yiiksek-fruktozlu suruplar

Proteinlerin fonksiyonel modifikasyonlart ve pektinler

Tarim Hayvan yemleri
Veterinerlik agilart
Silaj ve kompost islemleri

Mikrobiyel pestisitler

2.1.1. Mikroorganizmalar i¢in gerekli hammaddeler

Fermentasyonda kullanilan kiiltlir ortamlarinin hiicre bilesenlerinin sentezi ve
metabolik iirlinlerin iiretimine imkan verecek biitlin bilesikleri igermesi gerekmektedir.
Mikroorganizmalarla gerceklestirilen laboratuar c¢aligmalarinda kiiltiir ortaminda
kullanilan kimyasallar oldukca saftir, fakat endiistriyel 6l¢ekli liretimlerde ise ekonomik
olmasi nedeniyle daha kompleks bilesikleri igeren, maliyeti diisiik substratlar
kullanilmaktadir (Cizelge 2.2). Ancak bu tip liretimlerde mikroorganizma gelisimi ve
fermentasyon ortaminin kontrol altinda tutulabilmesi amaciyla kiiltiir ortamina kritik

bilesiklerden katki yapilmali, 6n denemelerle biyolojik uyumluluk saglanmali ve
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ortamda iiriiniin olugabilmesi yaninda iiriiniin fermentasyon ortamindan ayrilmasi gibi

islemler de g6z oniinde bulundurulmalidir (Tunail 2009).

Cizelge 2.2. Fermentasyonlarda kullanilan yan tiriinler (Smith 2004)

Tarimsal Yan Uriinler Orman Yan Uriinleri Endiistriyel Yan Uriinler
- Saman - Odun atiklarmin hidrolizatlar1 - Melas
- Kiispe - Siilfit pulp likorii - Icki fabrikas1 atiklart
- Misir kogani - Kabuk, talas, dal ve saplar - Peyniralti suyu
- Kahve, kakao ve hindistan - Kagit atiklari ve seliiloz - QGida endiistrisinin siv1 atiklari (zeytin,
cevizi kabuklari - Lifler palm yagi, patates, turunggiller)
- Meyve kabuk ve yapraklari - Yikama sular1 (mandira, konserve
- Cay yapraklari fabrikasi, meyve suyu fabrikasi, firin,
- Aycicegi tablasi seker fabrikast)
- Pamuk atiklar - Balik atik sulari ve atiklari
- Bugday kepegi - Etyan tirlinleri
- Pulp (domates, kahve, muz, - Evsel ¢opler ve atiklar
ananas, turunggiller, zeytin vb.) - Lagim suyu
- Hayvansal atiklar - Mezbaha atiklar1

Mikroorganizmalar, canliliklarini siirdiirebilmeleri, istenilen biyoddniisiimleri
yapabilmeleri ve yeni {irlinler olusturabilmeleri i¢in uygun gelisme sartlarina ihtiyac
duymaktadir. Bu sartlarin basinda mikroorganizmalarin substrat istekleri gelmektedir.
Mikroorganizmalar kendilerini ¢evreleyen ortamdan besin maddelerini alabilmek ve
metabolizma sonucu olusturduklar1 primer veya sekonder metabolitlerini hiicre disina
cikarabilmek icin de suya gereksinim duymaktadir. Suda ¢oziinmiis olarak aldiklari
besin maddelerini hem enerji iiretiminde hem de hiicre organellerini (hiicre duvari,
membran, ribozom, genom, sitoplazma) insa etmek icin makro molekiillerin
(polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler, fosfolipitler, enzim ve koenzimler)

sentezinde kullanmaktadir (Waites vd 2001, Tunail 2009).

Mikroorganizmalar, bulunduklar1 dogal ortam kosullarina gore hiicresel
donanimlarint gelistirerek kendi fizyolojilerini olusturmus ve bulunduklar1 yerlere
adapte olmuslardir. Dolayisiyla degisik mikroorganizma gruplarinin ortamdan talep
ettigi besinler ve kosullar farklidir. Herhangi bir tiiriin izole edilip kiiltiire alinmasinda,

tiriin beslenme tipine bagli olarak beslenme isteklerinin ve gelisme kosullarinin
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bilinmesi biliyiilk onem tagimaktadir. O nedenle 6ncelikle mikroorganizmalarda besin
olarak alinan bilesiklerin hangi amaglarla kullanildiginin, gelisme faktorlerinin hangi
metabolizmalara hizmet ettiginin ve temel beslenme tiplerinin incelenmesi

gerekmektedir (Smith 2004, Ray ve Bhunia 2007).
2.1.1.1. Besin olarak alinan bilesikler

Mikrobiyel beslenme, mikrobiyel fizyoloji yoniinden monomerlerin destegi veya
saglanmasi ile ilgilidir. Hiicreler, makromolekiiller, su ve makromolekiilleri olusturan
monomer adi verilen kiigiik birimlerden olusurlar. Hiicreler i¢in gerekli olan tiim bu
maddeler besin olarak adlandirilmaktadir. Farkli mikroorganizmalarin farkli besin
gereksinimleri  bulunmakta ve birinden digerine spesifik olarak degisiklik
gostermektedir. Bazi besinler biiylik miktarlarda kullanilirken (makromolekiiller)
bazilar1 daha az veya eser miktarlarda kullanilir ki bunlar da mikrobesinler olarak
adlandirilmaktadir (Brock 1984, Madigan ve Martinko 2006). Yapilan ¢alismalarda
hiicre kuru agirliginin %95’in lizerinde az sayida temel elementlerden olustugu
goriilmiistiir. Bunlar; karbon, oksijen, hidrojen, azot, kiikiirt, fosfor, potasyum, sodyum,
kalsiyum, magnezyum, demir elementleri olup biitiin mikroorganizmalarda

bulunmaktadir (Heritage 1999, El-Mansi 2007, Tunail 2009).

Makro elementler olarak adlandirilan gruptan ilk dérdiiniin (C, O, H ve N) tiim
organizmalarda, diger elementlerle kiyaslandiginda daha biiyiik bir orana sahip oldugu
goriilmektedir (C: %50-60, O: %25-30, H: %8-10, N: %3-4). Bu dort element S ve P ile
beraber karbonhidratlari, lipitleri, proteinleri ve niikleik asitleri olusturmaktadir. Makro
clementlerden geri kalanlar mikroorganizma hiicrelerinde katyonlar (K*, Na*, Ca™,
Mg*2, Fe*? ve Fe*®) halinde bulunmaktadir. Bircok enzimin katalitik etkisini maksimum
diizeyde gosterebilmesi ortamdaki K* iyonlarmin varligma baghidir. Ca*? iyonlar1 spor
olusumu sirasinda Ca-dipikolonat olusturmakta ve sporlarin 1siya karsi direngli olmala-
rinda rol oynamaktadir. Fe*?> ve Fe™ iyonlari, elektron transport sisteminde (ETS)
bulunan Fe-S proteinlerinin ve sitokrom enzimlerinin bilesenleri olup oksidasyon ve
rediiksiyon  olaylarinda  6nemli  gérevler iistlenmektedir. Mg™  iyonlar
Cyanobacter’lerin ve fototrofik bakterilerin anten pigmentlerinde ve fotoreaksiyon

merkezlerinde bulunan klorofil ve diger bakteriyoklorofillerin yapisinda yer almakta,
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ayrica ribozomlarin ve hiicre membraninin stabilizasyonunda rol oynamaktadir (Tunail
2009). Makro elementlerden ilk altis1 (C, O, H, N, S ve P) cogu durumda besiyerine
organik bilesikler (seker, pepton, tripton vb.), fosfatlar, siilfatlar ve amonyum tuzlari
halinde katilmakta ve g/L diizeyinde belirtilmektedir. Major elementler de denilen bu
temel elementlere karsilik, diger makro elementler mg/L diizeyinde gereksinilen ele-
mentler oldugundan minér elementler olarak adlandirilmaktadir. Bir¢ok bakteri makro
elementlerden sodyuma (Na") fazlaca ihtiyag gostermez. Buna karsilik basta halofiller
olmak flizere tuzlalarda, tuz gollerinde ve okyanuslarda yasayan bakteriler, Na*
iyonlari yiiksek konsantrasyonda ihtiyag duymaktadir (Madigan ve Martinko 2006,
Glazer ve Nikaido 2007).

Cizelge 2.3. Bazi mikro elementlerin biyolojik islevleri (Madigan ve Martinko 2006)

Element Biyolojik islevler

Cu Mitokondriyal oksidaz’in bileseni

Co Kobalaminin (Vitamin Bi2’nin) bileseni

Mo N2 fiksasyonunu gergeklestiren Nitrogenaz’in bileseni

Se Glutasyon peroksidaz’in bilesenidir

Zn Dehidrogenaz’larin kofaktoriidiir

Mn Arjinaz’1n, 6zellikle fosfat grubu tasiyan enzimlerin kofaktoriidiir

Mg Fotosentezde Su dehidrogenaz enziminin, fotosentezin kofaktoriidiir
\% Nitrat rediiktaz enziminin kofaktoriidiir

Ni Ureaz enziminin kofaktoriidiir

Fe Sitokromlarda ve Fe-S proteinlerinde elektron tastyicisidir

Biitiin mikroorganizmalar mikro elementlerden (eser elementler) birkagina veya
daha fazlasina ihtiyag duymaktadir (Cizelge 2.3). Farkli metabolik olaylarda farkli
mikro elementler 6nem kazanmaktadir. Mangan, molibden, ¢inko, bakir, kobalt, nikel,
vanadyum, bor, klor, selenit, silisyum ve volfram olarak siralanabilecek mikro
elementlerden ilk altis1 daha fazla sayida mikroorganizma tarafindan talep edilmektedir.
Mikro elementlerin ¢ogu, enzimlerin bilesenleri veya kofaktorleri olarak is gérmekte,
enzimatik reaksiyonlarda katalitik aktivitenin iist diizeyde siirmesine yardimci olmakta
veya enzim protein yapilarinin korunmasini saglamaktadir. Makro elementlerin aksine

eser elementler gelisme ortaminda pg/L diizeyinde gereklidir. Bir¢ok mikro elementin

13



ng/L diizeyindeki konsantrasyonlar1 dahi toksik etkilidir (Madigan ve Martinko 2006,
Tunail 2009).

2.1.2. Fermentasyonda kullanilan mikroorganizmalarin 6zellikleri

Fermentasyon teknolojisinde daha yiiksek verim elde edilmesi, fermentasyonun
daha ekonomik olmasi ve ¢evre kirliligine neden olmamasi agisindan fermentasyon i¢in
kullanilacak mikroorganizmalarin belli 6zelliklere sahip olmasi gerekir. S6z konusu bu
mikroorganizmalar, ¢ok sayida substratla kullanilabilme 06zelligine sahip olmali,
kontaminasyondan arinmis olmali, fermentasyon ortamindan kolayca ayrilabilmeli,
genetik degisiklige direngli olmali, yiiksek karbon-biyokiitle doniisiimii saglamali, genis
pH araliginda iireyebilmeli ve ayrica iirettikleri son iriin toksik olmamali, yiiksek
oranda sindirilebilmeli, bitki, hayvan ve insanlar {izerinde patojen etkiye sahip

olmamalidir (Brown 2003).

2.2. Mikrobiyel Yag Uretimi

Diinyadaki gida sorununa yanit arama c¢alismalarinda, insan ve hayvan
beslenmesinin temel 6gelerini teskil eden protein, lipid, karbonhidrat ve vitaminleri
basit organik maddelerden hizli bir sekilde sentezleyebilen mikroorganizmalar giderek
onem kazanmaktadir (Karapmar 1984, Ratledge 1993). Maya, kiif, bakteri ve alg gibi
mikroorganizmalarin uygun kosullarda yag iiretebilecekleri bildirilmekte ve bu yolla
ticari yag tretim olanaklar1 iizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir (Ratledge 1993,
Denli ve Tekin 2000). Ozellikle ¢evre kirlenmesi sorunu yaratan bir¢ok tarimsal ve
endistriyel artiklarin substrat olarak kullanildiklari, bakteri, maya ve kiifler ile
yapilmakta olan ¢alismalar olumlu sonuglar vermistir. Bu c¢alismalar tarimsal ve
endiistriyel artiklarin mikrobiyel yikim ile sindirimlerinin kolaylastirilmasini, bunlardan
mikrobiyel ¢evirim yoluyla protein, yag, vitamin ve aminoasit iretimlerini
kapsamaktadir (Karapmar 1984, Hsiao vd 1994). Fermentasyon yoluyla lisin, treonin,
1zolosin ve histidin gibi aminoasitler basari ile iiretilmektedir (Hsiao vd 1994, Hiruta vd
1996b, Kumar ve Gomes 2004). Bunlardan baska mikrobiyel polisakkaritlerin

(ksantanlar, pullulanlar vs.) ve glikolipitlerin (nemlendirici ajanlar olarak) iiretimi de
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bilinmektedir (Ratledge 1993). Yine fermentasyon yoluyla enzim {iretimi konusu da
endiistriyel acidan 6nem arz etmektedir. Bunlardan amilaz, glukoaamilaz, proteaz,
seliilaz, ligninaz, pektinaz ve ksilenaz basartyla iiretilen enzimlerdendir (Goniil 2001,
Jang ve Yang 2008). Ayrica biiyiik Olcekli endiistriyel islemlerle mikrobiyel
teknolojinin basarili bir sekilde uygulanmasma en iyi Orneklerden biri de steroid

ilaglarin ve hormonlarin iiretimidir (Fernandes vd 2003).

Mikrobiyel biyokiitle iiretiminin iki temel amaci vardir. Birincisi hizla artan gida
talebini karsilamak, ikincisi tarimsal ve endiistriyel artiklari substrat olarak kullanmak
suretiyle ¢evre kirlenmesi sorununa ¢oziim getirirken sonugta ekonomik degeri olan bir

iiriin elde etmektir (Karapinar 1984).

Yag veya protein eldesi amaci ile liretilen mikroorganizmalardan elde edilen
proteine “Tek Hiicre Proteini” (THP) (Karapinar 1984, Ratledge 1993), yaga ise “Tek
Hiicre Yag” (THY) adi verilmektedir (Karapinar 1984, Ratledge 1993, Nojima vd
1995, Wynn ve Ratledge 2000, Papanikolaou vd 2004, Ratledge 2004). Her iki iiretim
yonteminde de bilesiminde protein, yag, vitamin, karbonhidrat ve mineral madde gibi
besin maddelerini igeren mikrobiyel kiitle elde edilmektedir (Karapinar 1984). Ancak
iireme kosullarinda yapilan degisiklerle mikroorganizmanin bu besin maddelerinden
birisini daha fazla sentezlenmesi ve bunu yiiksek miktarlarda hiicre igerisinde
depolamasi saglanmaktadir. Karbon/azot orani (C/N) yiiksek tutulan besiyerlerinde
iireyen mikroorganizmalar yag icerigi yiiksek biyokiitle verirken (Karapmar 1984,
Ratledge 1993, Hsiao vd 1994, Akpinar Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004, Papanikolaou
2004, Aidil vd 2005), karbon/azot orani diigiik besiyerlerinde iiretilenler, protein icerigi
yiiksek biyokiitle vermektedir (Karapinar 1984, Akpiar Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004).

Bir mikroorganizmanin “yagh” (oleaginous) olarak nitelendirilebilmesi i¢in en
az %20 oraninda yag icermesi gerekmektedir. Mikrobiyel bir iirliniin ekonomik olmasi
ancak substrat maliyetinin ucuz ve siirekli oldugu bir fermentasyon ile miimkiindiir.
(Fidler vd 1999, Denli ve Tekin 2000, Akpinar Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004). Bunun
yaninda mikrobiyel yag iiretiminin ekonomik olabilmesi i¢in elde edilecek olan yagin,

tarimsal yontemlerle kolayca fliretilemiyor olmasi, degerli ve pahali bir yag olmasi
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gerekmektedir (Certik ve Shimizu 1999, Ratledge 2004). Bu gereksinimler daha c¢ok
uzun zincir yapisindaki coklu doymamis yag asitleri (LCPUFA) {iretimiyle
saglanabilmektedir (Papanikolaou vd 2004, Ratledge 2004). Uzun zincir yapisindaki
coklu doymamis yag asitlerini bitkisel kaynaklardan elde etmek miimkiin degildir. Tek
hiicre yagi iiretim proseslerinin gelistirilmesinden 6nce de sadece deniz kaynakl
hayvansal yaglardan elde edilebilmistir (Ratledge 2004). Mikrobiyel lipofilik bilesikler
bu spesifik 6zellikleri nedeniyle son yillarda endiistriyel ve finansal potansiyelleri
bakimindan yogun ilgi ¢ekmektedir (Nojima vd 1995, Papanikolaou vd 2004, Jang ve
Yang 2008). Bu tiir iirlinler, baz1 bakteriler, funguslar ve mikroalgler tarafindan diger
yaglara alternatif olarak {iretilebilmektedir (Alonso ve Maroto 2000). Uzun zincir
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitleri yeni dogmus bebeklerin ve annelerinin
beslenmesinde ¢ok onemli bir yer tutmaktadir. Dolayisiyla Diinya ¢apinda bir pazar
imkam bulabilmektedir. Ozellikle 1980’lerin sonlar1 ile 1990’larin baslarin1 kapsayan
donemde, ¢oklu doymamis yag asitlerinin beslenmedeki éneminden dolay1 bunlara olan
ilgi giderek artmistir. Ozellikle yeni dogmus bebeklerin beslenmesinde oldukga dnemli

bir yer kazanmistir (Ratledge 2004).

Mikrobiyel yag konusu {izerindeki c¢alismalar II. Diinya Savasi sirasinda
hizlanmis olmasina ragmen savas sonrasinda olduk¢a azalmigtir (Denli ve Tekin 2000,
Akpinar Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004). Esas olarak bu konudaki ilk ciddi ¢alisma
1914-1918 yillar1 arasinda, Almanya’da “Linder” adinda bir arastirict tarafindan
Endomyces vernalis kullanilarak gerceklestirilmis; fakat o siralarda islemin ekonomik
fayda saglayacagi hi¢ diistinlilmemistir (Denli ve Tekin 2000). Ancak, son yillarda
mikroorganizmalarin endiistriyel Olgekli {iretim proseslerinin gelistirilmesiyle ticari
anlamda biiyiik potansiyele sahip oldugu goriilmiis ve ilgi artmistir (Kimura vd 2004,
Ratledge 2004).

1980°1i yillarin ortalarinda mikrobiyel yag iiretimi farkli amaglarla ve farklh
ihtiyaglara cevap vermek lizere bazi iilkelerde degisik sirketlerce ticari anlamda hayata
gecirilmis; ancak iiretilen yagin piyasadaki diger benzer yag kaynaklari ile rekabetinde
bazi sorunlar yasanmustir. Ticari olarak mikrobiyel yag iiretimin ilk hedeflerinden birisi

¢oklu doymamis yag asitlerinden (PUFA) yiiksek fiyata sahip, y-linolenik asitin (GLA),
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dogadaki diger ticari tek kaynagi olan ¢uha ¢igegi (Oenothera biennis) bitkisinin tohum
yagina alternatif olarak iiretimidir. Bu amagla arastiricilarin laboratuvarlarinda ilk
olarak yaptiklari, diger bircok bitki ve mikroorganizmada daha c¢ok bulunan o-
izomerinden ziyade y-linolenik asidi iirettigi bilinen Mucorale sinifina ait ¢ok sayida
ipliksi kiiflerden bir tarama gergeklestirmek olmustur. Fazla miktarlarda yag iireten
bircok sus olmasina ragmen, bu suslarin irettigi yaglarin GLA igerigi diisiik olma
egilimi gostermistir. Buna zit olarak GLA igerigi yiliksek yag iireten suslarin ise yag
verimi diisiik seyretmistir. Bununla birlikte bu kiiflerden sadece Mucor circinelloides’in
kuru biyokiitlesinde %4’e varan GLA igerdigi (%20 GLA igeren %20 yag orani)
bilinmektedir (Ratledge 1993).

Bu ylizden Mucor circinelloides ile ticari iiretimler gerceklestirilmistir. Mucor
circinelloides 220 tonluk fermentdrde 96 saatten daha kisa bir siirede oldukca yiiksek
bir biyokiitle verimi ile hizli bir sekilde lireme gosterebilmistir. Gelistirmeden sonra
hiicrelerin ayrilmasi, biyokiilenin kurutulmasi, solvent ekstraksiyonu ve takip eden
rafinasyon ve saflastirma islemlerinden sonra %98’den daha fazla oranda triagilgliserol
iceren parlak altin sarisi renkte bir yag liretimi gerceklestirilmistir (Ratledge 1993,
2004). Uretilen bu yagin GLA igerigi cuha ¢icegi bitkisinden elde edilen yagin GLA
iceriginden 2 kat daha fazladir. Mikrobiyel {iriin, 1985’de endiistriyel 6lgekli {iretimin
ilk baglarinda fiyat acisindan oldukc¢a rekabet edebilir durumda olup, sonraki
donemlerde yasanan problemler tamamen mikrobiyel yagin pazarlanmas: ile ilgili
konulardan kaynaklanmaktadir. Acikca bilinmektedir ki, ¢uha ¢icegi yagi denildiginde
akla ilk olarak GLA igeren yag gelmektedir. Zaten bu bitkiden elde edilen yagin
tiretilmesindeki temel sebep yiiksek GLA igerigidir. Bu sebeple rakip olarak
diisiiniildiiginde daha ucuz olan ve GLA igerigi bakimindan da ¢ok daha {istiin olan
mikrobiyel yagin, ¢uha ¢igegi yaginin yerini almasi kolay olmamistir. Bu yiizden ilk
baslarda kiifden elde edilen bu yag, cuha ¢icegi yagma ya da diger yaglara, GLA
iceriklerini %12 diizeylerine kadar yiikseltmek maksadiyla katilmak iizere veya kiif ya
da maya yag1 oldugundan direk olarak bahsedilmeden “GLA-Forte” gibi isimler altinda
satisa sunulmustur. Fakat GLA igeren yaglarin ticari anlamda oldukga karli oldugu
goriildiikten sonra 1980’lerin sonlarinda bir¢ok ciftci ihracata yonelik olarak ¢uha ¢igegi

tiretimine yoOnelmigtir. Bunun yaninda hodan ve Frenk iiziimii ¢ekirdegi yaglar1 da
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(Frenk tiztimii ¢ekirdegi, Frenk {iziimii suyu endiistrisinin bir atik iirliniidiir) alternatif
GLA kaynaklar1 olarak bilinmeye baslamislardir. Sonug¢ olarak Avrupa Toplulugu
mevzuati ile liretime yonelik desteklerle birlikte 1984-1985 yillarinda 50-55 dolar olan
GLA-yag’in kg fiyat1 1990’l1 yillarda yar1 yariya diigmiistiir. Avrupa Toplulugunun
“gida olmayan tarim iriinleri” (non-food crops) igin yetistiricilere vermis oldugu
siibvansiyon ile birlikte vasifli ve kaliteli cuha ¢icegi ve hodan bitkilerinin iiretimi
gergeklestirilmeye baslanmistir. Diger taraftan biyoteknolojik proseslerde genellikle
substrat olarak kullanilan glikoz o yillarda Avrupa Toplulugu iilkelerinde diinya
piyasasina gore daha yiiksek fiyatlarda satilmaktadir. Sonu¢ olarak, beklendigi gibi
ticari “Mucor prosesi” ile mikrobiyel yag iiretimi, Avrupa Toplulugunda siibvansiye
edilen bitkisel kaynakli iirlinlerle rekabet edememis ve mikrobiyel yag {iretimi,
gerceklestiren firmalar tarafindan 1990’11 yillarda askiya alinmistir. Daha sonralar
Ingiltere’deki ticari “Mucor prosesi’ne benzer sekilde Japonya’da da bir sirket
tarafindan, Mucor circinelloides ile kiyaslandiginda daha diisiik GLA igerikli yag
vermesine ragmen Mortierella isabellina kullanilarak GLA-yag {lretim girisimine

baslanmigtir (Ratledge 1993).

Japonya’da Mortierella isabellina kullanilarak tiretilen GLA igeren yag, igecek,
sekerleme ve tablet formlarinda gida katkisi ya da fonksiyonel gidalar olarak
tilketilmektedir. Mikroorganizma se¢imi gz Oniline alindiginda triagilgliserollerinin
%25’1 GLA olan Mortierella ramanniana var. angulispora Ozellikle 6n plana
cikmaktadir. GLA tek hiicre yagina olan ilgiler artarak devam etmektedir. Ozellikle
%090 saflikta GLA {iretimi i¢in baslangi¢c materyali olarak mikrobiyel kaynakli liriinler
cok daha avantajli olmaktadir (Ratledge 1993).

Yine 1980’lerde mikrobiyel yag iiretiminin bir diger amaci ise 6zellikle mayalar
kullanilarak kakao benzeri tek hiicre yagi (Single Cell Oil-Cacao Butter Equivalent/
SCO-CBE) firetimi olmustur. Ancak kakao yagmin diinya piyasasindaki fiyati ¢ok
yiikselmedigi siirece mayalar vasitasiyla kakao benzeri tek hiicre yagi liretiminin ticari
hayata ge¢irilmesi miimkiin degildir. Sonucta tek hiicre yag: liretiminde esas amag ¢oklu
doymamis yag asitlerinin iiretimi iizerine yogunlasmaktadir. Medikal ya da medikal

benzeri gereksinimler temel ¢oklu doymamis yag asitlerinin gelecekteki talebini
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dolayisiyla fiyatin1 da belirleyecektir. GLA, arasidonik asit (ARA), eikozapentaenoik
asit (EPA) ve dokozahekzaenoik asit (DHA) gibi ¢coklu doymamis yag asitlerinin elde
edilmesi mikrobiyel yag iiretiminin temel hedefini olusturmakta ve biitiin bu yaglarin
tiretimi de bakteri, fungi ve algler tarafindan saglanabilmektedir. Mikrobiyel
kaynaklardan elde edilen yagin, ¢coklu doymamis yag asitlerinin diger kaynaklari ile
rekabet edebilmesi daha ¢ok gereksinimi duyulan ¢oklu doymamis yag asidinin istenen
saflikta tiretilebilmesi ile ilgilidir. Mesela balik yagi, EPA ve DHA’y1 elverisli bigimde
saglayabilmekte ve yeterli olmakta ve bu agidan bakildiginda ise mikrobiyel yagin balik
yagi ile rekabet edebilmesi olasiliginin diisiik oldugu goriilmektedir. Fakat bununla
birlikte eger EPA ve DHA nin diger ¢oklu doymamis yag asitleri olmaksizin konsantre
halde bulunmalar1 istenirse, bu tiir preparatlar1 hazirlanmak ¢ok zor olabilmektedir.
Balik yagindan iiretimin imkansiz oldugu bu durumda mikrobiyel yag {iriinleri en iyi
sonucu veren dolayisiyla da en ragbet edilen kaynak olmaktadir. Belirli bir yag asidinin
verimini arttirabilmek icin kesinlikle optimum sartlarin belirlenmesi gerekmekte ve
ancak boylelikle o yag asidinin iiretimi gerceklestirilebilmektedir. Bu da bazi1 anahtar
desaturaz enzimlerin bloke edildigi mutantlarin iiretimi ile saglanabilmektedir.
Mikroorganizmada {iretilen yag miktarinin arttirilabimesi de miimkiindiir. Ciinkii artik
bu tiir mikroorganizmalarin yag metabolizmasina ait bazi detaylar daha 1iyi

bilinmektedir (Ratledge 1993).

Tek hiicre yagi tiretiminin gelismesi hi¢ siiphesiz konvensiyonel yontemlerle
iiretilen tarimsal kaynakli olan kakao yagi benzeri yaglar veya GLA-yag1 ile hayvansal
kaynakl1 olan balik yag1 veya hayvan cigerinden ekstraksiyonla elde edilen EPA, DHA
ve ARA yaglarindan daha ucuz maliyetli yag iiretimi ile saglanacaktir. Karbonhidrat
icerikli atik maddelerin degerlendirilmesi anlaminda diisiiniildiigiinde tek hiicre yagi
iiretiminin tek hiicre proteini iiretimine alternatif olmasi ihtimali diistiktiir. Tek hiicre
yag1 lretiminde mikrobiyel yagin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi islemleri tek hiicre
proteini {retimi ile kiyaslandiginda daha karmasik teknolojilerin kullanilmasini
gerektirdiginden ve pazarlama maliyetlerinden dolay1 tek hiicre yagi iiretimi caydirici
olmustur. Fakat elbette ki tek hiicre yag1 iiretiminde ucuz ya da sifir maliyetli substrat
maddelerin kullanilmasinin fizibil olmayacagi anlamina gelmemelidir. Bununla birlikte

mikrobiyel yag liretiminin gelismesinde atik maddelerin degerlendirilmesinden ¢ok,
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bizzat iiriinlin kendi degerinin géz Oniine alinmasi1 esas amag¢ olarak hedeflenmelidir

(Ratledge 1993).

2.2.1. Mikrobiyel yag iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar

Tunail’in (2009) bildirdigine gore Whittaker canlilar1 bes alem sistemi icerisinde

su seklilde siniflandirmustir:

e Monera veya Procaryotae alemi (prokaryotik hiicre)
e Protista alemi

e Plantae alemi

e Animalia alemi

e Mycobiota veya Myceteae dlemi (Fungi alemi)

Bu alemlerden Monera veya Procaryotae alemi prokaryotik hiicre yapisina

sahipken diger alemler 6karyotik hiicreye sahiptir (Tunail 2009).

Prokaryotlarda (Procaryotae); bakteriler, Cyanobacteria, Rickettsia ve
Chlamydia gibi hiicre i¢i parazitler, bakteri olmakla birlikte ger¢ek bakterilerden
(6bakteriler) sekil, form ve hareket bicimiyle ayrilan heterojen gruplar yerini almistir.
Okaryotlar (Eucaryotae) i¢inde ise protozoan’lar, algler ve funguslar toplanmistir
(Tayar ve Dokuzlu 2007, Tunail 2009). Genel olarak bitki ve memeli hiicresini andiran
hiicreler dkaryotik hiicre; (alg, protozoan, mantar, maya) daha ilkel yapidaki hiicreler ise
prokaryotik hiicre olarak tanimlanmaktadir. Prokaryot ve Okaryotlar arasindaki farklar

Cizelge 2.4’de 6zetlenmistir (Tayar ve Dokuzlu 2007).
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Cizelge 2.4. Prokaryot ve 0karyotlar arasindaki farklar (Tayar ve Dokuzlu 2007)

Ozellik Prokaryot Okaryot

Organizma Bakteriler ve siyanobakterler Protistler, ger¢ek mantarlar, bitkiler ve hayvanlar
Hiicre Boyutlart Kiigiik genellikle 1-10pm Biiyiik genellikle 10-100 um

Metabolizma Oksijenli veya oksijensiz Oksijenli

Hiicre Duvarlari Ozel seker veya peptidler Seliiloz veya kitin, ancak hayvanlarda yok

Ureme Ikiye boliinme Mitoz veya mayoz

Hiicresel Orgiitlenme Cogunlukla tek hiicreler Genellikle ¢ok hiicreli, hiicre farklilagsmasi gozlenir.

Mycobiota veya Fungi (Funguslar) alemi igerisinde temel olarak {i¢ grup;
Zygomycota (Zygomycetes), Ascomycota (Ascomycetes), Basidiomycota
(Basidiomycetes) bulunur (Tunail 2009).

Mikrobiyel yag iiretiminde kullanilabilecek bir¢ok yagli mikroorganizma tiirii
bulunmaktadir. Genel olarak oOkaryot mikroorganizmalarin yag iiretme yetenegi
prokaryot mikroorganizmalara gore daha fazladir. Bununla birlikte biitiin dkaryot
mikroorganizmalar yag liretme yetenegine sahip degildir (Ratledge 1993, Denli ve

Tekin 2000, Ratledge 2004).

Funguslar 10 karbondan 24 karbona kadar doymus ve doymamis diiz zincirli yag
asitlerini sentezleyebilmektedir (Pinkart vd 1998, Denli ve Tekin 2000, Aidil vd 2005).
Palmitik asit en fazla bulunan doymus yag asidi iken, en ¢ok bulunan monoen yag asidi
oleik asittir. Linoleik asit ise en yaygin ¢oklu doymamis yag asididir. Bunun yaninda
kiifler ozellikle ®-3 ve -6 doymamus yag asitlerini iiretebilmektedir. Kiiflerden bir
kism1 ALA iiretirken, bazilari ise ticari 6neme sahip GLA iiretebilmektedir (Hiruta vd
1996a, Hiruta vd 1996b, Denli ve Tekin 2000, Aidil vd 2005). Mucor sp. tiiriine ait
kiifler toplam yag asitleri icerisinde %20 ila %30 oranlarinda, ytliksek diizeylerde GLA
tiretmektedir. Mortierella sp. tirleri ise yiiksek seker diizeylerinde (200 g/L)
gelisebilmekte ve oldukca fazla yag olusumu gerceklestirmektedir (30 g/L). Urettikleri
yagda ise GLA diizeyi %6 ila %8 arasinda degismektedir (Hiruta vd 1996a). Mortierella
alpina kuru biyokiitlede %40 (w/w) oranina kadar yag iiretebilmekte, lirettigi yagda ise
ARA diizeyi %40 seviyelerine kadar ulasabilmektedir. Yine bu kiif karbonhidrat
(glikoz) kaynaklarmi oldugu kadar diisiik degerli (aycicegi yagi gibi) yaglari da
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biyotransformasyonla daha degerli olan ARA’ya ¢evirebilmektedir (Wynn ve Ratledge
2000). ARA iireten bir fungus olan Mortierella alpina 1S-4’in de ayn1 zamanda ticari
olarak ©neme sahip dihomo-y-linolenik asit (DHGLA), ARA ve EPA gibi ¢oklu
doymamis yag asitlerini iirettigi de bildirilmektedir (Takeno vd 2005). Funguslarda
trigliserid oran1 tiim lipitlerin %80 civarinda bolimiinii teskil etmektedir (Pillai vd

1998).

Genel olarak bakildiginda mayalarin kimyasal bilesimi, cinslerine ve kiiltiir
sartlarina gore degisebilmekle birlikte yaklasik olarak %4647 protein, %1-2 yag,
%35-36 karbonhidrat ve %1617 kiil, seliiloz vb. icermektedir. Yagli mayalar ise gerek
yag asidi profili, gerekse yag asitlerinin gliseritlerdeki dagilimlar1 acisindan bitki
lipitlerine ¢ok benzemektedir (Denli ve Tekin 2000). Bazi maya tiirleri kuru
maddelerinin %50’sinden fazlasin1 yag olarak depolayabilmektedir (Hsiao vd 1994,
Nojima vd 1995, Denli ve Tekin 2000, Akpmar Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004, Kimura
vd 2004). Candida, Lipomyces, Rhodotorula, Trichosporon, Fusarium ve Mucor gibi
tiirler bunlara 6rnek olarak verilebilir (Hsiao vd 1994, Nojima vd 1995, Denli ve Tekin
2000, Akpinar Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004, Aidil vd 2005). Ozellikle Rhodotorula
glutinis gibi mayalarin %70’ler civarinda yag iiretebilmesi (Hatzinikolaou vd 1999),
mayalarin yemeklik yag iiretimine olduk¢ca uygun mikroorganizmalar oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan, maya lipitlerinin linolenik asit igerigi de oldukca
diistiktiir (Denli ve Tekin 2000). Yagli mayalarda, oleik asit (18:1) ve linoleik asit
(18:2), palmitik (16:0) ya da palmitoleik (16:1) asitle birlikte en sik bulunan yag
asitleridir. 18:3 n-3 izomer miktar1 %10’dan daha azdir. Sadece fungi ve mikroalglerde
coklu doymamis yag asitlerinin orani %20’nin {izerine ¢ikmaktadir. Ticari iiretim goz
online alindiginda istenen ¢oklu doymamis yag asitlerini fazla miktarlarda igeren
triagilgliserolleri iireten fungi ve mikroalgler bu yiizden daha ¢ok ilgi ¢cekmistir (Hiruta
vd 1996b, Ratledge 2004). Yapilan calismalar mayalarin yag iiretiminin 6zellikle C/N
oranina bagl oldugunu gostermistir (Karapinar 1984, Hsiao vd 1994, Denli ve Tekin

2000, Muniglia vd 2004, Aidil vd 2005).

Yapilan calismalarda arzulanan coklu doymamis yag asidini zenginlestirme

cabalarinin, daima toplam yag oranlarini diistirdiigii belirlenmistir (Denli ve Tekin
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2000, Papanikolaou vd 2004). Genel bir oOzellik olarak yaglh algak funguslarin
(Zygomycetes) GLA igerigi yiiksek lipit lireten suslariin tirettikleri toplam yag miktari
diistik, disiik GLA igerigine sahip lipit iiretenlerin ise lrettikleri toplam yag miktar

yiiksek olmaktadir (Papanikolaou vd 2004).

Yag kaynagi olarak algler ve bakteriler de kullanilmaktadir. Algler alginat ve
kaeregenan gibi polisakkaritleri {iiretebilmeleri nedeniyle gida kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Diger mikroorganizmalar gibi, biyokiitlelerinden yiiksek yag elde
edilebilmesine ragmen kolaylikla kontamine olabildiklerinden, alglerle steril sartlar
altinda ¢alisilmas1 oldukga giictlir. Algler tarafindan {iiretilen lipitler oldukca cesitlilik
gostermektedir (Denli ve Tekin 2000). Bununla birlikte alg lipitlerinin 6zellikle ¢coklu
doymamis yag asitlerince zengin olduklar bilinmektedir (Denli ve Tekin 2000, Bigogno
vd 2002). Tath su alglerinin yag asidi dagilimlari, genel olarak bitki lipitlerininkine
benzemektedir. Bu tiirlerde 16 karbonlu yag asidi orani yiiksek, 18 karbonlu yag asidi
orani ise diisiiktiir. Ayrica, 20 karbonlu yag asidi sadece baz alg tiirlerinde iz miktarda
bulunmaktadir. Buna karsilik deniz algleri 20 karbonlu yag asitlerince zengindir. Olii
deniz gibi yliksek oranda tuz igeren ortamlarda yasayan deniz alglerinin lipitlerinde

ARA ve EPA en yaygin yag asitleri olarak tespit edilmislerdir (Denli ve Tekin 2000).

Bakteriler en basit ve en kiiclik mikrobiyel hiicrelerdir (Denli ve Tekin 2000).
Yag dretimleri diisik olan bakterilerin ¢ok az1 arzulanan oranda trigliserid
sentezleyebilmektedir (Ratledge 1993, Ratledge 2004, Wiltermann ve Steinbiichel
2000). Bugiine kadar bu durumun gozlendigi, Mycobacterium, Streptomyces,
Acinetobacter, Nocardia ve Rhodococcus cinslerine ait olan az sayida bakteri tiirii

tanimlanmistir (Wiltermann ve Steinbiichel 2000).

Genis bir aralikta yer alan coklu doymamis yag asitleri mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenebilmektedir. Konu ile ilgili yapilan pek c¢ok calismada kiifler
baskin olarak kullanilmaktadir. Fakat algler de dnemli bir potansiyele sahiptir. Hatta
bazi bakteriler bile ¢oklu doymamis yag asitleri iireticisi olarak kullanilmaktadir.
Sadece mayalar ¢coklu doymamus yag asitlerini iiretme bakimindan bir potansiyele sahip

degildir (Ratledge 1993).
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2.2.2. Mikrobiyel yag iiretiminde uygun substrat secimi

Mikroorganizmalarin iireme ve gelismelerinde ilk ve en 6nemli kosul ortamda
kullanilabilir karbon ve azot kaynaginin bulunmasidir. Karbon kaynagi, yeni hiicresel
maddelerin olusumu i¢in gerekli enerjiyi ve karbon iskeletlerinin olusmasini saglarken;
azot, protein, niikleik asit ve enzimlerin temel tasini olusturmaktadir (Karapiar 1984,
Akpinar Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004). Karbon kaynagi olarak genellikle glikoz
kullanilmasina ragmen, pentoz ve laktozun da bu amag¢ i¢in uygun olabilecegi
bildirilmektedir (Denli ve Tekin 2000, Ratledge 2004). Tek Hiicre Proteini ve Tek
Hiicre Yag {iretiminde kullanilan substratlar genel olarak karbonhidratlar,
hidrokarbonlar ve kisa zincirli alkollerden olusmaktadir. Hububat sap ve samanlari ile
hububat kepekleri, seker melast ve kiispesi, meyve ve sebze artiklari, siilfit likori,
peyniralti suyu, nisasta artiklari ve yag sanayi artiklart gibi tarimsal ve gida endiistrisi
artiklar1 veya yan iriinleri karbonhidrat icerikli substratlar1 olusturmaktadir (Karapinar
1984, Hsiao vd 1994, Akpmar Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004, Papanikolaou vd 2004).
Bundan bagka ucuz ve bol bulunan piring kepegi, tathi patates artiklari, misir kogani
icindeki nigasta ve seliilozik maddeler de bu anlamda mikroorganizma gelisimi ve

metabolitlerinin iiretimi i¢in kullanilan yeni kaynaklardandir (Jang ve Yang 2008).

2.2.3. Mikrobiyel yag iiretiminde hiicre metabolizmasi

Mikroorganizmalarda yag sentezlenmesi sirasinda gozlenen olaylar su sekilde

gerceklemektedir:

e Hiicre i¢inde, maksimum oksijen istegine ulagsmadan ve kullanilabilir azot
bitmeden dnce ¢ok az yag olugmaktadir,

e Yag asidi kompozisyonu zaman i¢inde degismektedir,

e Kullanilabilir karbon kaynagi zamana bagli olarak lineer sekilde azalmaktadir,

e Maksimum oksijen istegine kullanilabilir azot bitmeden hemen Once
ulagilmaktadir. Bu noktada CO: iiretiminde azalma gozlenmektedir (Akpinar

Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004).
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Esasen mikrobiyel yag iiretimi iki asamali bir islemdir. Birinci asamada
hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli biitiin besin elementleri ortamda bulundugu i¢in, dengeli
bir gelisme s6z konusudur. Ortamda segilen besin elementi tiikendigi zaman bu asama
sona ermekte ve yag liretim agamasi veya “lipogenik faz” baslamaktadir. Bu satha, ya
ortamda bulunan karbon kaynag: tiikeninceye veya yag iiretimi i¢in gerekli diger besin
elementleri hiicreler tarafindan tamamen kullanilincaya kadar devam etmektedir. Eger
bu besin elementleri ortama tekrar ilave edilirse, lipogenik faz tekrar baglamakta ve
kiitleden oldukga yiiksek yag verimi elde edilebilmektedir. Baz1 durumlarda maya ve
kiif biyokiitlelerinden bu yolla %70’in iizerinde yag elde edilebilecegi belirtilmistir
(Ratledge 1993, Denli ve Tekin 2000).

Besin elementleri igerisinde 6nem sirasi itibariyle karbondan sonra gelen azot,
canli yagaminin temel tasini olusturan proteinlerin, niikleik asitlerin ve enzimlerin
yapisindaki temel elementtir (Karapmar 1984). Substratta bulunan karbon/azot oraninin
(C/N) yiikselmesiyle birlikte metabolizma yag sentezine yonelir. Mikroorganizmalarda
yag birikimi, tireme durduktan sonra ve karbon disinda bir elementin, 6zellikle azotun
bazen de fosfor veya magnezyumun tiiketilip sinirlanmasiyla gergeklesmektedir
(Karapinar 1984, Certik ve Shimizu 1999, Wiltermann ve Steinbiichel 2000, Ratledge
2004, Aidil vd 2005). Kisacast yagli mikroorganizmalarda lipit {iretiminin baslamasi
icin gelisme ortaminda bulunan primer besin elementlerinin tilkenmesi gerekmektedir.
Bu durum 6zellikle ortamda, NH™* durumunda bulunan azotun bitmesiyle iliskilidir
(Denli ve Tekin 2000, Ratledge 2004). Protein ve niikleik asit sentezi i¢in esansiyel olan
azotun ortamda tlikenmesi; hiicre gelisimini sinirlayacak, buna karsilik ortamda bulunan
karbon, hiicreler tarafindan asimile edilmeye devam edilecektir. Hiicreler, alinan bu
karbonu Once yag asitlerine, daha sonra da trigliseritlere sentezleyebilmektedir (Denli
ve Tekin 2000, Ratledge 2004). Bunlarin yaninda substrat i¢inde yer alan iigiincii grup
besin elementi mineral maddelerdir. Bu grup; potasyum, kiikiirt, fosfor, magnezyum,
kalsiyum, demir gibi makroelementler ile ¢inko, bakir, kobalt, manganez ve molibden
gibi iz elementlerden olugsmaktadir. Mineral maddelerin biiyiikk bir bolimii ya enzim
aktivatorii olarak islev gormekte, ya da hiicre enzimlerinin veya hiicrenin bizzat
yapisinda bulunmaktadir (Karapmar 1984). Metal iyonlar1 da ¢esitli enzimler ig¢in

kofaktorlerdir. Karbon ve azot kaynaklarma ilaveten mineraller ve metal iyonlarinin
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fermentasyonda bulunmasi hayati rol oynamaktadir (Kumar ve Gomes 2004).

2.2.3.1. Mikroorganizmalarda yag asitlerinin sentezi

Mikroorganizmalarda uzun zincirli yag asitlerinin sentezini Asil-CoA sintitaz
multi-enzim-kompleksi (mEnzK) gerceklestirmektedir. Sentezin giris maddesi,
glukolitik yolda piruvattan Piruvat dehidrogenaz multi-enzim-kompleksi tarafindan
olusturulan asetil-CoA’dir. Asetil-CoA Oncelikle Asetil-CoA karboksilaz enzimi ile
malonil-CoA’ya doniismektedir. Enzim ATP enerjisini kullanarak koenzimi olan
karboksi-biotinin yardimiyla CO2’1 asetat kokiine eklemekte ve malonil-CoA’da karbon
sayisint 3’e cikarmaktadir. Asil-CoA sintitaz multi-enzim-kompleksi ¢ok sayida alt
tiniteden olusmustur ve iki adet tiyol (—SH) grubuna sahiptir. —SH gruplarindan birisi
kondansasyon (yogunlagsma) enzimi olarak bilinen bir protein alt {initesinin sisteinine ait
yan gruptur. Digeri ise merkezi tiyol grubu olarak anilan ve bagka bir proteinin prostetik

grubu olan fosfopanteteine aittir (Tunail 2009).

Reaksiyon asetil-CoA’da bulunan asetil kokiiniin, kondansasyon enziminin
icerdigi sistein yan zincirinde bulunan —SH grubu iizerine taginmasi ile baslamaktadir.
Malonil kokii de enzime bagli fosfopanteteine ait olan ve merkezi tiyol grubu iizerine
taginmaktadir. Malonil kokteki dekarboksilasyonla birlikte, asetil kokiiniin merkez1 tiyol
grubunda yer alan malonil kokiiniin reaksiyonca ¢ok aktif olan —CH2 grubuna taginmasi
(kondansasyonu) sonucu [-ketoasidi meydana gelmektedir. Boylece merkezi tiyol
grubundaki C sayist iki birim uzamaktadir. Bundan sonra ardisik iki rediiksiyon
gerceklesmektedir. NADPH’1n hidrojenlerini iizerine alan B-ketoasidi, B-hidroksibiitiril
kokiine doniismekte ve 1 mol H20 ¢ikisiyla krotonil kék haline ¢evrilmektedir. Ikinci
bir indirgenme ile biitiril kokiine doniisen bilesik hala enzim kompleksi lizerindedir.
Birinci dongiinlin tamamlanmasiyla uzayan asil kokii (biitiril kdk) sonunda mEnzK’nin
ilk tiyol grubuna geri tasinmakta ve merkezi tiyol grubu serbest kalarak tekrar bir mol
malonil koki {izerine almaktadir. Reaksiyonlar yeniden baslayarak devam etmekte ve
her dongliden sonra merkezi tiyol grubu lizerindeki yag asidi 2 C iinitesi uzamayi
stirdiirmektedir. Sonunda zincir uzunlugu 16 veya 18 C’a ulastiginda uzun zincirli asil

kokii CoA—SH fizerine taginmakta ve aktif yag asidi serbest hale ge¢mektedir (Tunail

26



2009).

Uzun zincirli yag asitlerinin sentezinde hem enerjiye hem de fazla miktarda
indirgeyici glice (NADPH) gereksinilir.  Sentezde ard arda gerceklesen
indirgenmelerden ilkinde NADPH, ikincisinde FMNH: kullanilmaktadir. Ancak
FMN’in rediiksiyonu i¢in de 1 mol NADPH gorev yaptigindan PP yolunda iiretilen ve
B-oksidasyon dongiisiine hizmet eden NADPH’larin 6nemi daha iyi anlasilir. Notral
yaglarda daha fazla palmitik asit ve stearik asidin yer almasinin nedeni, -oksidasyon
yolunda daha fazla uzun zincirli yag asitlerinin ortaya ¢ikmasindandir. Yag asitlerinin
sentezinde biitiin reaksiyonlar multi-enzim kompleksi tizerinde gerceklesmekte ve yag
asidi sentezleri, enzim iizerinde asetat koklerinin indirgenmeleri ve kondansasyonlari

olarak ozetlenebilmektedir (Tunail 2009).

2.2.3.2. Mikroorganizmalarda lipitlerin sentezi

Bakterilerde bulunan ve 6nem tasiyan kompleks lipitler, membranin yapisina
giren fosfolipitlerdir. Ayrica mikroorganizmalarin bir kismui lipitleri depo maddesi
olarak da biriktirmektedir. Fosfolipitlerde en fazla rastlanan yag asitleri miristik asit
(Ci14H23C2), palmitik (CicH3202), stearik (CisH3602) asitler olup bunlar doymus yag
asitleridir. Ender olarak da oleik asit (CisH3402) gibi az doymamis yag asitlerine
rastlanmaktadir. Aktif yag asitleri dogrudan gliserol ile birlesememekte, gliseroliin
fosfatlanmis formu gerekmektedir. Katabolizmada olusan dihidroksiasetonfosfatin
rediiksiyonu ile olusan 3-P-gliserol, 1. C atomundan bir mol aktif yag asidi ile
reaksiyona girebilecegi gibi 1. ve 2. C atomlarindan iki mol yag asidine baglanarak
sirastyla monoasil-gliserolfosfat ve diasil-gliserolfosfat (monogliserit ve digliserit) gibi
lipitleri  olusturmaktadir. Monoasil veya diasil-gliserol-fosfat, fosfat {iizerinden
etanolaminle esterlesirse prokaryotlarda en sik rastlanan fosfolipit (fosfatidil-etanolamin
veya kolamin-kefalin) meydana gelmektedir. Fosfatin gliserole karsit tarafindan baska
bilesiklerle (inozit, serin, gliserol vb.) ester bagi olusturmasi, baska fosfolipitlerin
(fosfatitlerin) sentezini olanakli kilmaktadir. Digliserit-fosfat, Fosfataz enzimi ile
defosforilize olur ve tekrar bir mol asil-CoA ile reaksiyona girerse noétral yaglar

olugsmakta ve bunlar hiicrede depo yaglari olarak bulunmaktadir (Tunail 2009).
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2.2.3.3. Yagh mikroorganizmalarda yag asitlerinin sentezi

Tek Hiicre Yagi liretim proseslerinin gelistirilebilmesi i¢in mikroorganizmalarin
yag asitlerini nasil sentezledigi ve nasil bu kadar fazla miktarda yag tiretebildiklerinin
iyl anlasilmast kritik bir konudur. Kimi mikroorganizmalarda kuru biyokiitlede yag
miktart %70’in {lizerine ¢ikabilmektedir. Bunun yaninda iiretilen yag bitkilerde oldugu
gibi neredeyse her zaman triagilgliserol formundadir. Bu bakimdan yag asitleri
sentezinde ve birikiminde etkisi olan anahtar enzimlere ait genetik kodlarin
tanimlanmas1 gerekmektedir. Bu da, mikroorganizmalarin iirettikleri yag miktarinin
ve/veya Onemli c¢oklu doymamis yag asitleri igeriginin arttirilmast yoOniinde
diizenlemeler yapilabilmesine olanak saglamaktadir. Giiniimiizde artik mikrobiyel yagin
coklu doymamis yag iiretimi ile ilgili olarak degeri anlasilmis olsa da, bu yag asitlerini
bitkisel kaynaklardan daha ucuz yollarla elde etmenin yolu Onlimiizdeki siirecte
muhtemelen bulunabilecektir. Bununla birlikte heniiz hicbir bitki 18 karbondan (C18)
daha uzun zincir yapisina sahip ¢oklu doymamis yag asidini liretme yetenegine sahip
degildir. Bu nedenle bitkilerde bu amaca ulasabilmek i¢in genetik manipiilasyon sarttir.
Fakat genetik olarak diizenlenmis bitkilere karsi olan tiiketici tepkisinin; ilerde
iiretilebilecegi varsayilan, genetik modifiye (GM) yaglara da gosterilebilmesi kuvvetle

muhtemel goriinmektedir (Ratledge 2004).

Biitlin canli organizmalarin hiicre membranlarinin, minimum diizeylerde de olsa
bircok yapisal ve fonksiyonel rollerinden dolay:r lipit sentezlemeleri gerekmektedir.
Fakat nispeten az sayida mikroorganizma tiirii kuru hiicre agirliklarinin %20’sinden
fazlasin1 teskil eden oranlarda, fonksiyonu rezerve depo materyali olan lipit
biriktirebilmektedir. Bakteriler genel olarak triagilgliserol liretememekte; fakat bunun
yerine depo polimerleri olarak poli-B-hidroksi-biitiratlar1 ve -alkanaoatlar1 tiretmektedir.
Yag biriktirilmesi sadece, “yagh tiirler” olarak adlandirilan baz1 mayalar ve funguslar

ile az sayida alglerde meydana gelmektedir (Ratledge 2004, Ward ve Singh 2005).
Yag asidi sentezi, asetil-CoA ve malonil-CoA prekiirsorlerinden “yag asidi

sintitaz” (FAS) olarak adlandirilan enzim sisteminin  etkisi  sayesinde

gerceklestirilmektedir. Yag asidi sentez asamasi lipogenezis prosesinin en énemli kismi

28



olup glikolizis ile birlikte canli organizmalarda kan sekerinden yag olusturulmasinin

arkasindaki 6nemli metabolik olaylardir.

Ik bakista yag asidi biyosentetik yolu birgok yagli mikroorganizmada, yagh
olmayan tiirlerle ayn1 goriinmektedir. Ancak bununla birlikte yagh ve yagli olmayan

mikroorganizmalar arasinda kritik bazi farkliliklar bulunmaktadir (Ratledge 2004).

Bir mikroorganizmada lipit birikiminin gerceklesebilmesi icin karbon
substratinin asir1 fazla ve azotun da (bazen diger besin elementleri de kisitlanabilmekle
birlikte genellikle azot alisilagelmis olanidir) siirli miktarda oldugu besi ortaminda
gelismesi gerekmektedir. Boylece organizma gelisirken, azot miktarin1 hizli bir sekilde
azaltmakta; fakat karbon kaynagini (genellikle glikoz ya da farkli bir alternatif
karbonhidrat kaynagi) sindirmeye devam etmektedir. Bu sekilde daha sonra hiicre
metabolizmasi direk olarak lipit sentezi icine kanalize edilerek hiicre igerisinde
birbirinden ayr1 yag damlaciklar1 seklinde triagilgliserol olusumu gdzlenmektedir.
Hiicre icinde yag birikimi kimi mikroorganizmalarda %70 diizeylerine kadar
cikabilmekle birlikte her yagli mikroorganizma igin bu gecerli degildir. Yagl olmayan
tiirlerde ise hi¢ yag birikimi gerceklestirilmez. Yaglh olmayan mikroorganizmalar
sinirlanmis azot olan aymi besi ortaminda gelistirildiklerinde ya daha fazla hiicre
cogalmasini durdurma egilimine girerler ya da eger kullanilabilir mevcut karbonhidrat
substratin1 sindirmeye devam edebiliyorlarsa bu defa bu karbonhidrati glikojen ve
degisik glukanlar, mannanlar, vb. iceren degisik farkli karbonhidratlara ¢evirmektedir.
Yag birikimi ¢ok diisiik bir diizeyin (genellikle biyokiitlenin %10’undan az) iistiine
cikamaz (Fidler vd 1999, Ratledge 2004).

Bir mikroorganizmanin biiylik miktarlarda yag biriktirme yetenegine sahip
olmas1 i¢in bilinen yag asidi biyosentez mekanizmasinin disinda farkliliklarinin olmasi

gerekmektedir. Bir mikroorganizmanin yagli olmasinin iki ana sebebi vardir:
e Yag asidi sintitaz enzim sisteminde gerekli baslangi¢ prekiirsorii olan asetil-

CoA’nin direk olarak hiicre sitozolii i¢inde ve siirekli iiretiminin saglanabilmesi

yetenegi,
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e Yag asidi biyosentezinde kullanilan temel indirgeyici olarak NADPH’nin yeterli

iiretiminin saglanabilmesi yetenegi (Ratledge 2004).

Yaglh mikroorganizmalarda asetil-CoA’nin siirekli {iretimi, yagli olmayan
tirlerde genel olarak bulunmayan, ATP:sitrat liyaz (ACL, reaksiyon 2.1) varligina

dayandirilmaktadir:

Sitrat + CoA + ATP—asetil-CoA + okzaloasetat + ADP + Pi (2.1)

Substratlarin efektif bir sekilde isletilebilmesi i¢in sitrik asit yag asidi sentezinin
gercgeklestigi hiicre sitozoliinde siirekli hazir bulunmalidir (Fidler vd 1999, Kavadia vd
2001, Ratledge 2004).

Sitrik asit hiicre mitokondrisi igerisinde trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin
parcasi olarak sentezlenir. Yagli mikroorganizmalarda benzersiz olan 6zellik, sitrik asit
birikimine imkan veren, TCA c¢evriminin bir bileseni olarak izositrat dehidrogenaz
aktivitesinin ~ varligidir. Bu da AMP varligmma baghdir. Yagh olmayan
mikroorganizmalardaki enzimlerde bdyle bir bagimlilik yoktur. AMP konsantrasyonu,

AMP deaminaz aktivitesiyle kendiliginden diizenlenmektedir (reaksiyon 2.2):
AMP—inosine 5" — monophosphate +NH3 (2.2)
Yagli mikroorganizmalarda besi ortamindaki azotun sinirlanmaya baglamasiyla

bu enzimin aktivitesi yiikseltilerek yeniden diizenlenmekte ve bu yolla hiicre ici

materyallerden ige yarar durumdaki ilave amonyum iyonlarimi toplamaya calismaktadir

(Ratledge 2004).

Yaglh mikroorganizmalarin gelistirilmelerinde azotun tiikenmeye baglamasi

asetil-CoA olusumuna yol agan bir¢ok reaksiyonlar dizisini indiiklemektedir. Bunlar:

e Azotun tikenmeye bagladigi anda yagl hiicreler AMP deaminaz aktivitesinde
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bir artig gostermektedir. Hiicrelerdeki bu artig, azotun sinirlanmasindan 6nceki
diizeyinden 5 kat daha fazladir.

e Artinlmis AMP deaminaz aktivitesi, mitokondri icerisindeki AMP igerigini de
kapsayan tiim hiicre ici AMP igerigini azaltmaktadir.

e Mitokondrideki azaltilmis AMP icerigi yagli mikroorganizmalar c¢alisirken
izositrat dehidrogenazi durdurmaktadir. Bu enzim aktivitesi kesin olarak
AMP’ye baghdir.

e Sonug olarak izositrat metabolize olamamakta, dolayis: ile birikmekte ve sonra
sitrik asit ile hemen dengelenmekte (azonitaz iizerinden) ve sitrat mitokondride
birikmektedir.

e Mitokondri membraninda sitrat1 disar1 tagimak i¢in yeterli bir sitrat akis sistemi
mevcuttur (malat’a karsilik olarak).

e Sitrat sitozolden igeri girmekte ve ACL vasitasiyla boliiniirerek asetil-CoA ve
okzaloasetat vermektedir.

e Asetil-CoA da yag asidi biyosentezi i¢in kullanilmaktadir.

e Okzaloasetat, malat dehidrogenaz vasitasiyla malat’a ¢evrilmektedir. Daha sonra
bu da, sitrat akis sisteminde konteryon (counterion) olarak kullanilmaktadir

(Ratledge 2004).

Glikozun, asetil-CoA’ya dogru olan bu metabolizmasi, sinirlanmis azot
sartlarinda karbon substratinin yag asidi biyosentezine bu sekilde doniistimiiniin kismen
agiklamasi olsa da, metabolizmanin tamaminin aciklanmasi daha karmasik
reaksiyonlarla  olabilmektedir. Bazi  mikroorganizmalar  hiicrelerinde  lipit
biriktirememelerine karsin ACL aktivitesinde bulunmaktadir. Ancak yag biriktirebilen
hi¢bir mikroorganizmanin ACL aktivitesine sahip olmadig1 heniiz bildirilmemistir. Lipit
birikiminin saglanmasi i¢in baz1 diger enzimler de gereklidir (Ratledge 2004, Ward ve

Singh 2005).

Yag asitleri yiikksek diizeyde indirgenmis materyaller olup sentezlerinin
gerceklesebilmesi icin NADPH gibi bir indirgenin hazir bulunmasi ve siirekli
tedarikinin saglanmasi1 sarttir. 1 mol CI18 sentezlenmesi i¢in 16 mol NADPH

gerekmektedir. Daha sonradan zincir uzatma dongiisline girecek olan doymus yag agil
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zinciri olusumunda standart yag asidi sintitaz kompleksinin pargasi olarak asetil-CoA
ile malonil-CoA’nin her yogunlagsma reaksiyonundan sonra ortaya ¢ikan her bir 3-keto-
yagacili (3-keto-fattyacyl) grubunun indirgenmesi i¢in 2 mol NADPH gerekmektedir
(Ratledge 2004, Ward ve Singh 2005).

Sekil 2.1’de yagli mikroorganizmalarda “sitrat/malat” cevrimi ve sitozolik
“transhidrogenaz” ¢evriminin lipogenezis i¢in gerekli olan asetil-CoA ve NADPH
prekiirsorlerini yeterli diizeylerde nasil sagladiklarini gosteren bir semasi verilmektedir.
Cevrimlerde kullanilan enzimler rakamlarla gosterilmistir. Bu enzimler: 1, piruvat
dekarboksilaz; 2, malat dehidrogenaz; 3, malik enzim; 4, piruvat dehidrogenaz; 5, sitrat

sintaz; 6, ATP:sitrat liyaz; 7, sitrat/malat translokazdir.

Net karbon balansi:

piruvat — asetil-CoA + CO2 (2.3)

NADPH iirerimi i¢in net reaksiyon:

NADH + NADP" +ATP — NAD" + NADPH + P; (2.4)

Transhidrogenaz c¢evrimi mitakondri igindeki sitrattan sitozol igindeki asetil-
CoA’ya olan karbon akisini bagimsiz olarak isletebilmekte ve netice olarak hem yag
asidi biyosentezi hem de yag asitlerinin zincir uzatma ve desaturasyon reaksiyonlarinda

gerekli olan biitlin NADPH’yi saglayabilmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Mikroorganizmalarda “transhidrogenaz” ve “sitrat/malat” ¢evrimleri

Yag asidi biyosentezi i¢in NADPH nin major saglayicist olarak malik enzimin

rol oynadig1 belirtilmektedir (reaksiyon 2.5).

Malate + NADP"—pyruvate + CO2 + NADPH (2.5)

Malik enzim aktivitesi, ¢ogu yagli mikroorganizmada bulunmaktadir. Malik
enzimin, asetil-CoA’nin direk olarak, daha sonradan gliserolle triagilgliserollere
esterlesen yag asitlerinin sentezine kanalize olmasin1 ve olusan yag asitlerinin
endoplazmik rektikulum araciligiyla yag asidi damlaciklar1 i¢ine katilimini saglamak
icin, ACL ve yag asidi sintitaz ile kombine olarak bir entegre metabolon kompleksi

olusturdugu ileri stiriilmektedir (Ratledge 2004, Ward ve Singh 2005).

Bununla birlikte malik enzim aktivitesi biitiin yagli mikroorganizma tiirlerinde
her zaman bulunmamaktadir (Lipomyces sp. ve baz1 Candida sp. tiirlerini kapsayan kimi

yagli mayalarda bulunmayabilir). Yag asidi metabolonu ile ilgili olarak islevsel
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bakimdan hemen hemen malik enzimle ayni sekilde, yag asidi biyosentezinde gorevi
olan izositrat dehidrogenaz gibi bagka bir sitozolik NADPH-bagimli alternatif NADPH-
iiretici (enzim bulunmasi1 muhtemeldir. Ayn1 sekilde baska enzimlerin olma olasilig1 da
muhtemeldir. Genel yaklasim yagli mikroorganizmalarda ¢ok sayida enzim tarafindan
tiretilen NADPH nin genel bir havuzu olmadigidir. Bunun yerine yag asidi biyosentezi
icin, yag asidi sentez mekanizmasi ile NADPH {iretimine ait olan sistemin (6rnegin
malik enzim) bir entegrasyonunun oldugu ileri siiriilmektedir. Sadece bu yolla kararl
bir triagilgliserol birikimine ulasilabilinecegi bildirilmektedir (Ratledge 2004, Ward ve
Singh 2005).

2.2.3.4. Yagh mikroorganizmalarda ¢coklu doymamis yag asitlerinin sentezi

Yag asidi biyosentezi hemen hemen biitiin organizmalarda C16 ya da C18
doymus yag asitlerinin olusumuyla nihayetlenir. Bu yag asitleri de sonradan bir dizi
desaturaz ve elongaz enzimleri vasitasiyla modifiye edilmekte ve bdylece genis bir
doymamis ve ¢oklu doymamis yag asitleri silsilesi iiretilmektedir (Sekil 2.2). Uretilen
yag asitlerinin biiylik miktarlarda olmasi, tiirlerin bireysel olarak genetik

yapilanmalarina baghdir (Fidler vd 1999, Ratledge 2004, Ward ve Singh 2005).

Giliniimiizde gergeklestirilen mikrobiyel yag {retiminde hangi teknoloji
kullanilirsa kullanilsin her durumda degisik ¢oklu doymamis yag asitlerini igeren yaglar
triagilgliserol formundadir. Bu triagilgliseroller fosfatik asit yoluyla yag asitlerinden,
miiteakip defosforilasyonla bir diagilgliserole ve bunu takip eden nihai bir agilasyon

basamag1 sonucu olusurlar (Ratledge 2004, Ward ve Singh 2005).

Sekil 2.2’de yag asitlerinin asetil-CoA ve malonil-CoA’dan (asetil-CoA’nin
karboksilaz yolu ile asetil-CoA’dan olusur) FAS (Fatty Acid Synthase) enzimler
kompleksini kullanarak sentezi ve meydana gelen doymus yag asidi olan stearik asitten
ard arda gelen bir seri desaturasyon ve zincir uzatma reaksiyonlar1 sayesinde degisik
coklu doymamis yag asitlerinin olusumu goriilmektedir. Yine, coklu doymamis yag
asitlerine ait, metil grubunun oldugu uca en yakin en son ¢ift bagin pozisyonuna baglh

olarak n-3 ve n-6 olmak tlizere iki kategoriye ayrilan serileri goriilmektedir. ARA
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tiretiminde kullanilan Mortierella alpina belirli sartlar altinda EPA olusturabilen A17
(n-3) desaturaza sahiptir. Dokozapentaenoik asit (DPA) (n-6) iireten bazi
organizmalarda da n-3 desaturaza benzer bir enzim bulunabilmesi miimkiindiir. Bu

enzimle DPA, DHAya doniistiiriiliir (Ratledge 2004, Ward ve Singh 2005).

7 x Malonil-CoA

B elongaz
16:.0 —» 18:0
Asetil-CoA ,—"" (Palmitik asit) (Stearik asit)
A9 desaturaz
A15 desaturaz A12 desaturaz
18:3(9,12,15) < 18:2(9,12) = 18:1(9)
(a-Linoleik asit) (Linoleik asit) (Oleik asit)
l" == == A6 desaturaz e _’l
18:4(6,9,12,15) 18:3(6,9,12)
(y-Linolenik asit)
4 - === Elongaz/lar —===4 $
v
20:4(8,11,14,17) 20:3(8,11,14)
*---- A5 desaturaz = = = = l
v

20:5(5,8,11,14,17) 4— 20:4(5,8,11,14)

n-3 desaturaz

(Eikozapentaenoik asit) (Arasidonik asit)
l“ “““ Elongaz/lar === = '"Pl
22:5(7,10,13,16,19) 22:4(7,10,13,16)
l.‘ _____ ~ Addesaturaz = - l
22:6 (4,7,10,13,16,19) 22:5(4,7,10,13,16)
(Dokozahekzaenoik asit) (Dokozapentaenoik asit)
n-3 serileri n-6 serileri

Sekil 2.2. Mikroorganizmalarda konvansiyonel yag asidi sintitaz (fatty acid synthase-
FAS) yolu kullanilarak ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) olusum
mekanizmasi (Ratledge 2004)
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2.2.4. Mikrobiyel biyokiitle ve/veya yag iiretimini etkileyen faktorler

Mikrobiyel yag liretiminde bazi fermentasyon sartlari iiretilen yag miktar1 ve yag
asidi komposizyonunu etkileyebilmektedir (Jang ve Yang 2008). Bu faktorler
fermentasyon pH’si, gelisme sicakligi, fermentasyon siiresi ve c¢oziinmiis oksijen
miktar1 olarak siralanabilmektedir. Fermentasyon pH’s1 ve gelisme sicakligi, Tek Hiicre
Proteini ve Tek Hiicre Yagi iiretimlerinde, mikroorganizmanin iiremesini etkileyen
kontrolii zorunlu iki faktordiir (Karapinar 1984, Denli ve Tekin 2000). Bunun yaninda
ozmotik basing ve su aktivitesi (aw) ile CO2 konsantrasyonu ve basing da genel anlamda

mikrobiyel gelismeyi etkileyen faktorlerdendir.

2.2.4.1. Fermentasyon pH’s1

Mikroorganizmalar gelismeleri i¢in farkli pH derecelerini talep etmektedir.
Mikroorganizmalar, gelistikleri pH araligma bakilarak 3-4 grup icinde
toplanabilmektedir. Optimum gelismelerini; 1.0-5.5 pH arasinda gergeklestirenler
asidofiller, pH 5.5-8.0 arasinda siirdiirenler nétrofiller olarak adlandirilmaktadir.
Yiiksek pH derecelerini (pH 8.5-10.0) tercih edenler alkalofiller, gelismeleri i¢in daha
da yiiksek pH derecelerini (pH 10.0-11.5) talep edenler ise ekstrem alkalofiller olarak
isimlendirilmektedir (Tunail 2009).

Lactobacillus tirlerinin, Enterobacter’lerin ve bircok Pseudomonas’in kendi
yasamlarini tehlikeye atacak diizeyde asitlik gelistirdikleri bilinmektedir. Bu nedenle
besiyerlerine tampon maddeler ilave edilerek asir1 asitligin veya alkaliligin Oniine
gecilmeye calisilmaktadir. Tampon madde olarak en fazla fosfatlarin zayif asitleri ve

tuzlar1 kullanilmaktadir (Madigan ve Martinko 2006).
Bakterilerin ¢ogu notr veya alkali ortamda iyi gelisme gosterirken maya ve

kiiflerin ¢ogu hafif asit ortamlarda (pH 4.5-6.0) en iyi sekilde gelisebilmektedir
(Karapinar 1984).
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2.2.4.2. Gelisme sicakhigi

Mikroorganizmalarin sicaklik istekleri ¢cok farkli olmakla birlikte genel olarak
optimum gelisme i¢in 0-55°C arasinda degisen sicakliklarin uygun oldugu
bildirilmektedir. Mikroorganizmalar1 optimum gelisme sicakliklarina gore psikrofil
veya Kriyofil, mezofil, termofil, ekstrem termofil, hiper termofil olarak
gruplandirmak miimkiindiir (Sekil 2.3). Genel olarak prokaryotlar okaryotlara oranla
daha yiiksek sicakliklarda gelisebilmektedir (Shuler ve Kargi 2008).

Altemaria, Trichomonas vaginalis, Cyanidium caldarium, Thermodiscus,
Fusarium, Clostridium, Mucor pusiilus, Synechococcus eximus,
Penicilfium, Baciflus, Thermobacteroides, Sulfolobus acidocaldarius,
Leptothrix, Alcaligenes, Thermoactinomyces, Methanothermus,
Gallionella, Pseudomonas, B. stearothermophilus, Desulfurococcus,
Alcaligenes, £ cofi, Methanococcus Thermoproteus
Achromabacter, E. faecalis,
Flavobacterium, 5. aureus
Pseudomonas

0 10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100 110

Sicaklik (°C)

«mm Ekstrem Kriyofiller I I Hiper Termofiller mmp I
Okaryotik algler, Staphylothermus,
Micrococcus cryophilus, Pyrodictium occultum,
Bacillus psychrophilus Pyrococcuts,

Pyrobaculum,
Pyrodictium brokii,

Sekil 2.3.  Cesitli mikroorganizmalarin gelistigi sicaklik araliklar1 (Tunail 2009)

Mikroorganizmalarin gelisimleri ile ilgili minimum ve maksimum sicaklik
degerleri arasindaki araligin, kaba bir genelleme ile 30°C civarindadir. Bununla beraber
bazi tiirler daha dar, bazilar1 ise daha genis bir aralikta gelisim gostermektedir (Sekil
2.3). Dar araliga sahip mikroorganizmalar stenotermal, genis araliga sahip olanlar ise

oritermal olarak adlandirilmaktadir (Ertugay ve Certel 1995, Tunail 2009).

Tek Hiicre Yagi tretimi agisindan sicaklifin yag sentezi lizerine olan etkisi
konusunda yapilan calismalar gostermistir ki sicaklik, biyokiitle lipit kompozisyonunu
etkileyen en 6nemli fiziksel faktordiir (Karapinar 1984, Hiruta vd 1996a, Denli ve Tekin
2000, Aidil vd 2005). Funguslar optimum gelisme sicakliklarina gore mezofilik,

psikrofilik, termofilik ve termo-tolerant olmak iizere dort gruba ayrilmaktadir. Yag
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tiretimi bakimindan bu dort grup arasinda bir fark yoktur. Ancak mezofilik fungiler
doymamis yag asitlerince, termofiliklere gore daha zengindir. Ayrica sicaklik diistiikge
doymamisghgin arttigr belirtilmistir (Hiruta vd 1996a, Denli ve Tekin 2000, Aidil vd
2005). Diistik sicaklikta doymamishigin artmasina gerekge olarak, mikroorganizmanin
diisiik sicaklik kosullarina adapte olma c¢abasindan kaynaklandigi belirtilmektedir.
Ornegin Mortierella alpina 1S-41 kiifiiniin diisiik sicakliklarda inkiibasyonu sonucu,
ARA’dan EPA firetiminde fonksiyonu olan Al5-desaturaz enziminin indiiklendigi
belirtilmistir. Bu sayede hiicre membran lipitlerinin doymamisliini, dolayisiyla
akigkanligin1 da yiikselterek disiik sicakliklara adapte olma egilimi gostermektedir

(Hiruta vd 1996a).

2.2.4.3. Fermentasyon siiresi

Fermentasyon siiresinin de olusan mikrobiyel lipitlerin yag asitleri
kompozisyonu iizerine etkisi bulunmaktadir. Kimi tiirlerde hiicresel lipidin yag asidi
kompozisyonu fermentasyon siiresine bagli olarak Onemli Olglide degisme

gostermektedir (Papanikolaou vd 2004).

2.2.4.4. Coziinmiis oksijen miktari

Bazi1 mikroorganizmalar gelisebilmeleri i¢in havanin oksijenine ihtiya¢ duyarken
(aerob mikroorganizmalar), bir kism1 da ortamda oksijenin bulunmamasini ister
(anaerob mikroorganizmalar). Aerob olanlarin bir boliimii mutlak olarak O2’ye
gereksinir. Obligat veya zorunlu aerob olarak tanimlanan bu mikroorganizmalar
O2’nin bulunmamast durumunda yasamlarini siirdiiremezler. Bazi aeroblar ise oksi-
jensiz ortamda iireyebilseler de O: varliginda daha iyi bir gelisme gosterirler ve

fakiiltatif anaerob olarak tanimlanirlar (Doran 1995, Madigan ve Martinko 2006).

Mikroorganizmalarin gelisimlerine oksijenin ¢ok 6nemli etkisi nedeniyle aerob
ve anaerob mikroorganizmalarla caligilirken onlarin idiretim tekniklerinde farkhi
uygulamalara dikkat etmek gerekir. Aerob mikroorganizmalarin yiiksek hacimli

kiiltiirlerinde havanin besiyeri icine difiize olabilmesi i¢in kiiltiiriin manyetik karistirici
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ile karistirilmas1 veya calkalamali inkiibatorlerde calkalanarak gelistirilmesi Onerilir.
Alternatif bir yOntem ise havanin Kkiiltiir kabina steril bir filtreden gecirilerek
verilmesidir. Bu yontemde iceriye giren havanin besiyerinde homojen dagilimi yine

mekanik karistiricilar ile saglanir (Glazer ve Nikaido 2007, Shuler ve Kargi 2008).

Anaeroblarin gelistirilmesinde ise ortamdan oksijenin uzaklastirilmasi gerekir.
Eger iiretilecek anaerob kiiltiir az miktarda ise sivi veya kati besiyerine indirgeyici

ajanlar (tiyoglikolat, sistein) katilarak oksijenin uzaklastirilmasi saglanir (Tunail 2009).

Aerobik mikroorganizmalarin mevcut karbon kaynagimi tam olarak
kullanabilmeleri i¢in ortamda yeterli miktarda oksijenin bulunmas: sarttir. Ortamdaki
oksijen konsantrasyonu hiicre yapisina, biyokiitle verimine biiyiik 6l¢iide etkili oldugu
icin Tek Hiicre Proteini ve Tek Hiicre Yag iiretimlerinde fermentasyon boyunca ortama
yeterli oksijenin saglanmasi iiretimin basarisi yoniinden ¢ok dnemlidir (Karapinar 1984,
Hiruta vd 1996b). Hiicre gelisimi biyokiitle 60 g/l diizeyinin iizerine ¢iktiginda, oldukca
yavaglar, 100 g/I’nin lizerinde ise hemen hemen imkansiz hale gelir. Buna karsilik, lipit
biyosentezi biiylikk oranda oksijene bagimli degildir ve lipit iiretebilen mayalar,
kontrollii kosullarda 150 g/l yogunluguna kadar gelisebilirler. Bu nedenle oksijen de bir
besin elementi olarak diisliniilmeli ve hiicre 6liimlerini 6nlemek icin fermentdre yeterli

diizeyde oksijen verilmelidir (Denli ve Tekin 2000).

2.2.4.5. Ozmotik basing¢ ve su aktivitesi

Mikroorganizmalarin ~ fermentasyon ortaminda optimum faaliyeti ve
biyodoniigimii  gerceklestirebilmesi  igin, ortamin ozmotik basinct ve iyon
konsantrasyonu oOnemli olup, farkli mikroorganizma suslari i¢in optimum iyon
konsantrasyonu ve ozmotik basing farklilik gostermektedir. Mikroorganizmalarin
bulunduklar1 ortamin ozmotik basinci degeri hiicre i¢i ozmotik basing degerinden
yiiksek (hipertonik c¢ozeltiler), diisiik (hipotonik ¢ozeltiler) veya esdeger (izotonik
cozeltiler) olabilmektedir. Eger mikroorganizma izotonik ortamda ise, gelismesini diger
kosullarin elverdigi 6l¢iide siirdiirebilmektedir. Ancak hipotonik ortamlarda hiicre i¢ine

dogru suyun akisi Onlenemez ise hiicre sismeye baslamakta ve sonunda patlayarak
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dagilabilmektedir. Ayni sekilde hiicre hipertonik ortamda suyun hiicreden kagisini
engelleyemiyorsa plazmoliz meydana gelmekte ve dehidrasyona dayanamayan hiicrede
membran zarar gorebilecegi gibi, hiicreler de metabolik olarak durma noktasina
geldiklerinden gelisme engellenmektedir. Bununla beraber ¢esitli mikroorganizmalarda
hiicreyi ozmotik basing etkisinden koruyan mekanizmalarin varligi ve gerektiginde
bunlarin devreye girdigi bilinmektedir. Hipotonik ¢ozeltiler hiicre duvari bulunmayan
bakteriler veya protoplastlar i¢in ciddi tehlike olusturup ozmotik soka neden olurken,

cogu bakteri, fungus ve alg saglam hiicre duvari yapisina sahiptir (Tunail 2009).

Bazi mikroorganizmalar ozmotik soktan korunma davranist olarak kati
ylizeylere adsorbsiyonu gelistirmis olup bu yolla hiicre i¢ine giren suyun miktari
azaltilmaktadir. Biitiin mikroorganizmalarin suya ihtiyaci olmakla beraber suya olan
gereksinimleri farklidir. Bir ¢ozeltide veya kati ortamda (kat1 besiyeri, ¢esitli substrat
veya gida maddelerinde) bulunan suyun orant mikroorganizmanin gelisebilmesi
acisindan genel bir bilgi sunsa da, 6nemli olan ortamdaki serbest suyun miktaridir.
Ortamdaki bagli olmayan suyu ifade etmek ve ortamlari kiyaslayabilmek igin su

aktivitesi (aw) degerinden yararlanilmaktadir (Ertugay ve Certel 1995).

Genel olarak mikroorganizmalar 0.988-0.600 arasindaki aw degerlerinde
gelisebilirler. Bakterilerin optimum olarak gelisebildikleri su aktivite degerleri

(aw=0.98) oldukea yiiksektir.

Funguslar bakterilerle kiyaslandiklarinda daha diisik aw degerlerinde
gelisebilmektedir. Birgok fungus optimum gelismesi i¢in daha yiiksek aw degerini talep
etse de, aw=0.80-0.85 degerlerinde de rahatlikla spor c¢imlenmesi ve gelisme
gosterebilmektedir. Ozmotolerant bir maya olan Saccharomyces rouxii seker
konsantrasyonu oldukc¢a yiiksek olan ¢oOzelti, surup ve marmelatlarda (aw=0.60)
gelisebilir. Diisiik aw degerine sahip ortamda mikroorganizmanin gelisebilmesi ¢ok fazla
efor sarf etmesini gerektirmektedir. Bunun nedeni suyu hiicreden kagirmamak igin,
icerideki ozmotik basinci yiikseltebilmek amaciyla ¢esitli maddeler sentezlemeye
mecbur olmasidir. Bunu Dbasarabilen mikroorganizmalar ozmotolerant olarak

tanimlanmaktadir. Bunlar aw siirlar1 genis bir aralikta gelisme yetenegi gostermektedir.
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Bakterilerden de halofil veya ekstrem halofil karakterli olanlar aw=0.75 degerlerinde
rahatlikla gelisebilmektedir. Ancak ¢ogu bakteri bunu basaramamaktadir (Ertugay ve
Certel 1995, Tunail 2009).

2.2.4.6. Karbondioksit

Biitlin mikroorganizmalarin az veya ¢ok CO2’e gereksinimleri bulunmaktadir.
Kiiltiirtin bulundugu gaz atmosferindeki CO2, KOH ile tutularak ortamdan cekildigi
zaman hemen hemen biitiin bakterilerin gelisiminde inhibisyon goriilmektedir. Ototrof
mikroorganizmalar C asimilasyonu i¢in yalnizca havanin CO2’inden yararlandiklar1 i¢in
CO2’e ¢ok fazla ihtiyag duymakta, CO: fiksasyonunu ribuloz-bi-fosfat (RuBP) yolu
tizerinden gergeklestirmektedir. Bu nedenle karbondioksitle zenginlestirilmis hava veya
gaz karisgimlar1 (hacim olarak %10 CO2) gelisme ortamina siirekli verilerek bu
bakterilerin gelisimleri saglanmaktadir. Ototrofik bakterilerin besiyerlerine ayrica
sodyum bikarbonat (NaHCO3) ilave edilmektedir. Besiyerine katilan NaHCO3’1n yani
sira besiyerinden bu gaz siirekli gecirilmektedir (Tunail 2009).

2.2.4.7. Basing

Mikroorganizmalar yerkiirede habitatlarina gore farkli atmosfer basinci altinda
bulunmaktadir. Toprakta veya suyun yiizeyinde yasayanlar 1 atmosfer basing altinda
yasamlarimi siirdiiriirken, okyanusun veya denizlerin derinliklerinde bulunanlar hem
sogukta (2-3°C) hem de su katmanlarinin etkisiyle yiiksek hidrostatik basing altinda
yasayabilmektedir. Derin sularda yasayan amfipodlar (yengec vb.) ile denizhiyar1 gibi
omurgasiz canlilarin sindirim sistemlerinde yerlesik bazi bakteriler gercek barofilik
bakteriler olarak adlandirilmakta ve gelisebilmek icin yiiksek atmosfer basincina

ihtiya¢ duymaktadir (Tunail 2009).

2.2.5. Mikrobiyel yag iiretiminde yag verimi ve yag bilesimi

Mikrobiyel yag iiretiminde elde edilen yag ve yag asitleri ile ilgili olarak sozii

edilmesi gereken ii¢ onemli kriter bulunmaktadir. Bunlar; iiretkenlik (productivity:P),
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verimlilik (yield:Y) ve kompozisyondur (composition:Co).

[hiicre i¢i lipitler] [hiicre i¢i lipitlerdeki karbon] [doymamis yag asitleri]
P= , Y= , Co=
[toplam biyokiitle] x zaman [toplam tiiketilen karbon] [toplam yag asitleri]

Fermentasyonun son noktasinin belirlenmesinde bu hesaplamalar kullanilmakta
ve istenilen kritere gore P ya da Co degeri maksimum diizeye ulastiginda fermentasyona

son verilmektedir (Muniglia vd 2004).

Optimal sartlar altinda bir fermentérde, mikroorganizmalar 1 kg triagilgliserid tipinde
yag lretebilmek i¢in 5 kg fermente olabilir substrata gereksinim duymaktadirlar (Certik ve
Shimizu 1999). Yapilan ¢alismalarda, endiistriyel anlamda tek hiicre yagi iiretiminde
fermentasyon igleminin uygulanabilir olmasinin 6n kosulu olarak, mikrobiyal hiicrelerin
icinde onemli miktarda rezerv lipid birikimi (en az %30, w/w) yapabilen, 30 g/I’den
fazla olacak sekilde biyokiitle verimi saglanmasinin dikkate alinmasi gerektigi
onerilmektedir. Ayrica, cesitli sekerler, polisakkaritler ve polialkoller karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanildiginda, gram substrat karbon tiiketimine karsilik sentezlenen
lipid miktariin 0.18 g ve 0.22 g arasinda olmasi, tiim yagli mikroorganizma ve kiiltiir
tipleri i¢in optimum kosul olarak goz onilinde bulundurulmaktadir (Papanikolaou vd

2004).

Mikrobiyel yagin besin degerini, o yagin trigliserid orani ile yag asidi dagilimi
tayin etmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, mikrobiyel yaglardaki trigliserid oranlarinin
tirlere bagli olarak %30-90 arasinda degistigi bildirilmistir. Yenebilir yaglarda
trigliserid oraninin yiiksek olmast (%90’1n iizerinde) istendiginden en yiiksek orani
saglayan mikrobiyel yaglar, besin degeri en iyi olan kaynagi olusturmaktadir. Genelde
mayalarin trigliserid oranlari, kiiflere gore daha yiiksek ise de yag asitleri dagilimlari
yoniinden kiiflerin daha dengeli bir dagilim gosterdikleri belirtilmistir. Mikrobiyel
yaglarin yag asitleri dagilimi {izerinde yapilan ¢alismalar bunlarin bitkisel yaglarla
mukayese edilebilir durumda olduklarini, hidroksi ve metil dalli yag asitlerini
icermediklerini ortaya koymustur (Karapinar 1984). Bununla birlikte mikrobiyel yaglar
bitkisel ve hayvansal yaglarla kiyaslandiginda essiz bir 6zellik gostermekte ve diger

yaglardan ayrilmaktadir. Bitkisel ve hayvansal yaglarin igerdigi doymus ya da
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doymamis yag asitleri belirli bir sinirin i¢inde kalmaktadir. Coklu doymamis yag
asitlerine  beslenme  bakimindan  duyulan  ihtiyag¢ = mikrobiyel  yaglarca
karsilanabilmektedir (Wynn ve Ratledge 2000, Ratledge 2004). Diger taraftan
mikroorganizmalarin gelisme kosullar1 (sicaklik, pH, verilen oksijen miktar1) tiretilen

yagin cesit ve bilesimini ve yag asitleri dagilimini etkilemektedir (Denli ve Tekin 2000).

Mikroorganizmalar gelisme ortaminda olusabilecek herhangi bir degisime
oldukg¢a hizl1 reaksiyon vermektedir. Bu durum mikroorganizmalarin sadece gelisme ve
tiretimlerini degil, ayn1 zamanda tretilecek lipitlerin bilesimlerini de etkilemektedir

(Denli ve Tekin 2000, Jang ve Yang 2008).

Maya ve kiiflerin kuru biyokiitlede %70-80 diizeylerinde (w/w) yag
tiretebilecekleri bildirilmektedir (Ratledge 1993). Maya ve kiif lipitleri ve yag asidi
kompozisyonlar1 arastiricilar tarafindan olduk¢a yogun bir sekilde calisiimistir.
Funguslarda yag iceriklerinin, tiire ve 6zellikle gelisme ortami kosullarina baglh oldugu
belirtilmistir (Pillai vd 1998, Denli ve Tekin 2000, Jang ve Yang 2008). Ortam kosullari
olarak, sicaklik, pH, karbon kaynagi, inorganik besin maddeleri ve havalandirma
sayilabilmektedir (Denli ve Tekin 2000). Bunun disinda bazi funguslar gelisme ve lipit
sentezi i¢in belirli vitamin ve amino asitlere de ihtiya¢ duymaktadirlar. Genel olarak
vitamin eksikligi lipit igerigini azaltmaktadir (Denli ve Tekin 2000). Maya ve kiifler
biinyelerindeki lipit cisimcikleri (lipid bodies) ya da bununla ilgili organellerle lipit
sentezini gerceklestirmektedir (Kamisaka vd 1999). Hiicre i¢inde biriken trigliserid ve
diger lipitler, lipit cisimcikleri, yag cisimcikleri (oil bodies) ya da lipit graniilleri (lipit

graniiles) denilen organellerde depolanmaktadir (Pillai vd 1998, Kamisaka vd 1999).
2.2.6. Mikrobiyel yag iiretiminin avantajlar

Gegmiste yag sanayinde mikrobiyel lipitlerin dnemi dikkate alinmayip, ihmal
edilirken gilinlimiizde artik bir¢ok sebep mikrobiyel yag iiretimini daha avantajli hale

getirmekte ve umut vermektedir. Mikrobiyel yag iiretminin diger yag kaynaklarina gore

avantajlari su sekilde siralanabilir:
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Mikrobiyel ¢oklu doymamis yag asitleri, daha ucuz olan soya yagi, palm yagi ve
aycicegi yagi gibi ticari yag benzerlerinden daha yiiksek degere sahip yaglardir,
Bu mikroorganizmalarin ¢ok ¢esitli substratlarda yiiksek oranda gelisme
gosterebilmesi, diisiik maliyetle ya da hi¢ masrafsiz kullanabilmelerine olanak
saglamaktadir,

Yag iiretimi biitiin bir y1l boyunca devam ettirilebilmekte, mevsime ya da iklime
bagimlilik géstermemektedir,

Mikrobiyel kaynaklar diger kaynaklarla kiyaslandiginda eczacilik safliginda
konsantre ¢oklu doymamus yag asitleri saglayabilmektedir. Uretilen yag
kalitesinin kontrol edilebilmesine olanak saglamaktadir,

Yagli mikroorganizmalar bir¢ok transformasyon (oksidasyon, desaturasyon ve
hidrojenasyon gibi) reaksiyonunu gerceklestirme kabiliyetine sahiptir. Boylece
coklu doymamis yag asitlerinin yapilari gelistirilebilmekte ve eszamanli olarak
lipit ve diger tiriinlerin olusumu gergeklestirilebilmektedir,

Spesifik enzimlerdeki (desaturazlar gibi) ¢ok sayidaki mutant degisimler,
istenilen kompozisyona sahip yaglarin iiretilebilmesine imkan vermektedir,
Yagli mikroorganizmalar, diger sivi ya da kati yag kaynaklarinda hig
bulunmayan, istenen yag asitlerinin liretimi i¢in yabanci genlerin (bitki ya da
hayvan) klonlanabilecegi uygun konakgilar olarak diisiiniilebilir,
Mikroorganizmalar lipid biyokimyas1 ¢aligmalar1 i¢in kullanish modeller
olabilirler. Yine metabolik kontrol ve fonksiyonlarinin belirlenmesi
calismalarinda kullanilabilir. Cilinkii hiicrelerindeki az sayidaki organel
bolimleri, diger organizmalarin ¢ok hiicreli kompleks sistemleri ile
kiyaslandiginda anahtar metabolik ve biyokimyasal sorulara daha ¢abuk ve daha
kolay cevap saglayabilmektedir,

Mikrobiyel metabolik diizenlemelerinin basitliginden dolayi, besinsel rejimle
birlikte kontrollii sartlar altinda kolayca gelisebilmekte ve bu sayede serbest yag
asidi olusumunun anahtar adimlarimi stimiile edebilmekte ya da
baskilayabilmekte ve lipit veriminin ve profilinin istenilen sekilde degistirilip
diizenlenmesine imkan saglamaktadir,

Mikroorganizmalar proteince, iz elementlerce, vitaminlerce, antioksidanlarca

v.s. zengindir. Boylece diger makro ve mikro besinleri de karsilayabilmektedir

44



(Certik ve Shimizu 1999).

2.2.7. Coklu doymamis yag asitleri ve mikrobiyel yag iiretimi

Mikrobiyel yag {iretiminin en Onemli avantajlarindan biri dogada smirh
kaynaklarda bulunan uzun zincir yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini igeren yag

elde edilmesidir.

2.2.7.1. Coklu doymamis yag asitleri

Diyetteki yaglarin ¢ok biiylik kismini trigliseridler olusturmaktadir. Her
trigliserid molekiiliinde {i¢ yag asidi ve bir gliserol bulunmaktadir. Hemen hemen tiim
lipidlerin temel yapisinda yer alan yag asitleri zincir uzunlugu ve satiirasyon durumuna
gore isimlendirilmektedir. Trigliseridler diyetteki temel yaglar olmakla birlikte, kalan
%2’lik kismimi ise fosfolipidler, serbest yag asitleri, mono- ve di-gliseridler
olusturmaktadir. Lipidler temel enerji deposudur. Ornegin, kalp enerji gereksiniminin

%350-80’ini yag oksidasyonu ile karsilanmaktadir (Aksit 2009).

Gida olarak tiiketilen yemeklik yaglarda bulunan yag asitlerinin tamamina
yakini, yapisinda cift sayida karbon atomu igeren, degisik zincir uzunlugu ve yapisi
gosterebilen, ¢ogunlukla diiz zincirli olan mono bazik organik asitlerdir (Kayahan
2002). Farkli karbon zinciri uzunlugunda olan yag asitleri (alifatik asitler) bir ucunda
karboksilik asit (-COOH) grubuna (A ucu) ve diger ucunda ise metil (-CH3) grubuna (n
ya da o ucu) sahiptir. Yag asitleri doymus ya da doymamis olabilmektedir. Dogal
doymus (alkanoik) asitlerin ¢ogu, her bir tarafinda ikiser tane H atomu olan, cis (ya da
7) formunda cift bag icermektedir. Yag asitlerinin yapilar1 basit bir numerik sistem
kullanilarak gosterilebilmektedir. Mesela, stearik asit (doymus) “18:0” olarak
gosterilebilmektedir. Burada 18 toplam karbon atomu sayisini, 0 ise ¢ift bag
icermedigini gostermektedir. Oleik asit (doymamuis) ise “18:1” ya da “18:1(9)” seklinde
gosterilmektedir. Yine burada yag asidi molekiiliiniin 18 karbon atomu igerdigini, 1 ¢ift
baga sahip oldugunu ve bu ¢ift bagin “A” ucundan itibaren 9. karbonda bulundugunu

gostermektedir. Bu durum ¢oklu doymamis yag asitleri oldugunda ise sadece “n” ucuna
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en yakin olan en son ¢ift bagin pozisyonunu gostermek siklikla daha yaygindir. Bu da
“n-3”, “n—6” ve “n—9” serileri olarak bilinen yag asitleri grublarinin olusmasina sebep
olmustur (Ratledge 1993). Bir baska deyisle coklu doymamis yag asitleri metil (CHs)
kokiinden baglamak {izere ¢ift bagin bulundugu ilk karbona gore gruplandirilmaktadir.
Mesela n—3 yag asitlerinde ilk ¢ift bag iiclincli karbonda iken, n—6 yag asitlerinde ilk ¢ift
bag altinci karbonda yer almaktadir. n—6 serisi ¢oklu doymamis yag asitlerinin temel
yag asidi linoleik asittir (LA). Bu yag asidi viicutta ARA’ya doniisebilmektedir. n—3
coklu doymamis yag asitlerinin temel yag asidi ise a-linolenik asit (ALA) olup viicutta
EPA’ya ve DHA’ya doniisebilmektedir (Gibson ve Makrides 2000, Whalley vd 2004,
Aksit 2009).

Gliserolle esterlesen yag acil gruplarinin gliserol {izerindeki pozisyonunu
gostermek i¢in de (ister mono- olsun, ister di- ya da tri- acilgliseroller olsun)
“stereospesifik numaralandirma” (sn-) sistemi kullanilmaktadir. Bu yolla iki pro-¢iral
(pro-chiral) pozisyon, “sn-1" ve “sn-3” olarak birbirinden ayirt edilebilmektedir (Sekil

2.4).

'CH20-CO-R'

R"-OC-O-CH

3CH20-CO-R""
Sekil 2.4. Triagilgliserol (Ratledge 1993).

2.2.7.2. Coklu doymamis yag asitlerinin saghk iizerine etkileri

Coklu doymamis yag asitleri; prostaglandinler (prostaglandins), tromboksanlar
(thromboxanes) ve Iokotrienler’i (leukotrienes) iceren, signaling molekiillerinin
eikosanoidlerinin habercisi (precursor) olarak Onemli rol oynamaktadir. Biitiin
memeliler eikosanoidleri sentezlemektedir. Eikosaniodler viiciidun enflammatuvar
tepkilerinde, lireme fonksiyonlarinda, immiin sistemin tepkilerinde ve kan basincinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Ratledge 1993, Takeno vd 2005). ®—3 ve ®—6 yag
asitlerinin metabolizmalarinin bu kadar 6nemli olmasi, onlarin hem organ yapilarinda

yer almas1 hem de s6zii gecen eikosanoidler, tromboksanlar, 16kotrienler gibi hormonal
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aktivite  gosteren bu  metabolitlerin  olusmasinda  prekiirsér  olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Bu metabolitler viicutta bir¢ok noktada anahtar rol oynamaktadir
(Gibson ve Makrides 2000, Whalley vd 2004, Aksit 2009). Uzun zincirli ¢oklu
doymamis yag asitleri, viicuttaki biitlin dokularin membran fosfolipidlerinin temel
yapisal bileseni olup membranin gecirgenligini ve iyon transferini etkilemektedir
(Gibson ve Makrides 2000, Whalley vd 2004, Takeno vd 2005, Aksit 2009). Bu yag
asitlerinden uzun zincirli ®-3 ¢oklu doymamis yag asitleri 6zellikle, miyokard, retina,
beyin ve spermatozoada bol miktarda bulunur ve bu dokularin gelismesi, dogru ve tam
calismasi ve diizenleyicisi olduklar1 bir¢cok fizyolojik siirecin islemesi i¢in gereklidir.
Genel olarak w—3 yag asitleri (ALA, EPA, DHA) bu islevlerine bagl olarak, kalp ve
damar hastaliklari, romatoid artrit, kanser, astim, Alzheimer gibi bir¢ok hastaligin
Onlenmesi ve tedavisinde; ayrica bebeklerde hem prenatal hem de postnatal donemde
retina ve santral sinir sisteminin gelisiminde etkin rol oynamaktadir (Aksit 2009).
Ayrica -3 yag asitlerinin serum trigliserid seviyesini diisiirdiigli de bildirilmektedir

(Harris ve Bulchandani, 2006).

Ozellikle bebeklerin ve gocuklarin beslenmesindeki &neminin yaninda ¢oklu
doymamis yag asitlerine yetiskin insanlarin giinliik beslenmelerinde de ihtiyag
duyulmaktadir (Wibert vd 1997, Ratledge 2004). Genel olarak ¢oklu doymamis yag
asitlerinin eksikliginde ciltte, sinir sisteminde, kardiyovaskiilar sistemde, bobreklerde,
solunum sisteminde ve lireme sisteminde anormallikler ortaya ¢ikarmaktadir. Memeliler
viicutlarinda ¢oklu doymamis yag asitlerini sentezleme yetenegine sahip
olmadiklarindan, bu yag asitlerinin besinlerle disaridan alinmasi1 gerekmektedir. C18’in
tizerindeki ¢oklu doymamis yag asitleri yiiksek bitkilerde, gerekli enzimlerin
noksanligindan dolayr énemli miktarlarda sentezlenememektedir (Certik ve Shimizu

1999).

Bir¢ok ¢oklu doymamus yag asitleri “esansiyel yag asitleri” olarak beslenmeyle
iligkili hastaliklarin 6nlenmesinde normal giinlik diet i¢inde bulundurulmalidir.
Bunlardan en 6nemlileri linoleik asit, GLA, ALA ve ARA’dir. Bunlarin yaninda diger
baz1 ¢goklu doymamis yag asitlerinden oktadekatetraenoik asit (OTA), DHGLA, EPA ve

DHA’nin insan sagligi {lizerine etkileri halen yogun arastirilmalarin konusunu
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olusturmaktadir (Alonso ve Maroto 2000, Papanikolaou vd 2004, Jang ve Yang 2008).
Saglik lizerine etkilerinden dolay1 ¢oklu doymamis yag asitlerine, ®-3 ve -6 esansiyel
yag asitlerinin dietsel kaynaklarina olan ilgi gittik¢e artmaktadir. ®-3 serisinin yiiksek
oranda doymamis yag asitlerinden olan EPA ve DHA kalp hastaliklarinin 6nlenmesinde
diet takviyesi olarak tavsiye edilmektedir (Ratledge 1993). Ozellikle DHA bakimindan
zenginlestirilmis yaglar, koroner kalp hastaliklarinin 6nlenmesinde yardimei1 olmaktadir.
Giinde 250 mg ®-3 (EPA ve DHA) alinmasinin koroner kalp hastalig: riskini azalttig
bildirilmektedir (McCann ve Ames 2005, Jang ve Yang 2008). Son zamanlarda
Alzheimer hastaligi gibi dejeneratif hastaliklarin baslangicinda hastaligi 6nlemede
DHA’ca zenginlestirilmis diyetlerin kullanilmas1 6nerilmektedir. Ayni zamanda
cocuklarda dikkat dagilmasi (konsantrasyon bozuklugu) sendromunun 6nlenmesinde de
yararli olabilmektedir (Ratledge 2004, Jang ve Yang 2008). ®-3 yag asitlerinin (-
linolenik asit ve onun uzun zincirli metaboliti olan DHA) eksikliginde sinir sistemine ait
problemlerin olusma riski bulunmaktadir (Wibert vd 1997). DHA sinir sistemi ve retina
gelisiminde rol oynamaktadir. EPA’nin kan dolasim sisteminin fonksiyonlar1 iizerinde
olumlu etkisi 30 yildan beri bilinmekte, giiniimiizde de bu fonksiyonu ile ilgili olarak
cok sayida arastirmalar yapilmakta ve bu 6zelligi kuvvetli verilerle desteklenmektedir.
Bu ylizden baz1 kanserlerde ve diger bazi hastaliklardaki olumlu etkilerinden dolay1
EPA {izerine de gittik¢e artan bir ilgi meydana gelmektedir (Alonso ve Maroto 2000).
Sonug olarak EPA ve DHA’nin beyin ve retina hiicre zar1 yapisinda bulunarak, organ ve
hiicre gelisimine destek vererek, kolesterol ve trigliserit seviyesini diisiirerek ve
damarlarda pihti olusumunu azaltarak insan sagligi iizerine olumlu etkiler gdsterdigi
belirtilmektedir (Connor ve Connor 1997, Kroes vd 2003, Medina vd 2003, Meza vd
2003, Miiftiioglu 2003). Yapilan pek ¢cok ¢alisma DHA’nin sinir sistemi gelisimi i¢in
cok Onemli oldugunu gostermistir. Beyinde DHA’nin azalmasi 6grenme kapasitesini
olumsuz etkilemektedir (Aksit 2009). Calismalarda ®-3 yag asidi yetersizliginin 1s18a
karsi retinal yamitt azaltti§i, gorme keskinliginde yetersizlik yarattigit ve bazi
caligmalarda da karanliga adaptasyon siiresinde gecikmeye neden oldugu gosterilmistir

(Aksit 2009).

Diger yandan -6 serisinden olan GLA’nin &zellikle ekzema tedavisinde ve

diger bir¢ok hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanimi tavsiye edilmektedir. Glinlimiizde
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hem recgetesiz suplement olarak hem de doktor tavsiyesi ile regeteli olarak kullanilan bu
yag asitlerini igeren preparatlarin hazirlanmasi biiyiik bir endiistri kolu haline gelmistir.
Ingiltere’de cuha ¢igegi yagi GLA kaynag olarak kullamlmakta ve cesitli ekzema
tiplerinin, 6zellikle de ¢ocuklarda goriilen ekzema tiplerinin tedavisinde doktorlarca
recetelere yazilmaktadir (Ratledge 1993). GLA, linoleik asitten A6-desaturaz aktivitesi
ile olusturulan iirtin olup, alindiktan sonra viicutta hizla DHGLA’ya doniismektedir.
DHGLA, prostaglandin E1 (PGE1) ve 15-OH DGLA gibi, bagisiklik saglayan ve
enflamatuar hastaliklar1 6nleyici hormonlarin onciisii olan bir yag asididir. DHGLA,
A5-desaturaz enzimi ile ARA’ya doniismektedir (Sahin Yesilgubuk ve Karaali 2008).
GLA’nin bazi cilt hastaliklar1 ve diabet gibi kimi hastaliklarin 6nlenmesinde onemli rol
oynadig: ileri siiriilmekte, bundan bagka yiiksek tansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser, enflamatuar hastaliklar, sikleroz, alerji, adet donemi rahatsizliklarda, osteoporoz
ve sizofreni gibi bir¢ok hastalik {izerinde, bunlarin yanisira LDL (diisiik yogunluklu
lipoprotein) kolesterol ve serum trigliserid seviyesini diisiirmede, HDL (yiiksek
yogunluklu lipoprotein) kolesterolii yiikseltmede, damarlarda plak olusumunu 6nlemede
olumlu etkilerinin oldugu bir¢ok arastirici tarafindan bildirilmektedir (Engler vd 1992,
Wibert vd 1997, Elliot vd 1998, Senanayake ve Shahidi 1999, Clough 2001, Aidil vd
2005, Lumor ve Akoh 2005, Jang ve Yang 2008). Ayni1 zamanda GLA, beynin gri
dokusunda ve retinanin yapisinda yer alan ve bulunduklari1 dokularda bu dokulara ait
hiicrelerin haberlesmesinde, ikinci haberci olarak fonksiyonu olan ARA’nin viicutta
sentezinde kullanilmaktadir (Wainwright vd 2001). -6 linoleik asit ve onun daha uzun
zincirli tiirevi olan ARA eksikliginde, deride doku bozuklugu ve yara gelisimi gibi
belirtiler goriilmektedir (Wibert vd 1997). Yine ARA da, DHA ile birlikte sinir

sisteminin gelisiminde etkili olmaktadir (Alonso ve Maroto 2000).

-9 serisi yag asitlerinden olan eikozatrienoik asit’in (ETA) 1950’1i yillardan
beri bilinmesine karsin, bu seri yag asitlerinin beslenme {izerindeki etkileri ise tam
olarak anlagilamamistir (Ratledge 1993).

2.2.7.3. Coklu doymamis yag asitleri ve mikrobiyel yag iiretimi

Funguslardan 6zellikle baz1 yagh Zygomycetes (al¢ak funguslar) tiirleri yukarida
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bahsedildigi tizere medikal ve dietetik acidan ilgi géoren GLA, DHGLA, ARA ya da
DHA gibi ¢oklu doymamis yag asitlerince zengin lipitlerin tiretiminde kullanilmaktadir

(Papanikolaou vd 2004).

Bunlardan ®-3 ¢oklu doymamis yag asitleri serisinden EPA ve DHA dietetik
acidan en cok dikkat cekenlerindendir. Funguslarda EPA, dogada yaygin olarak
bulunmayan essiz bir enzim olan A-17 desaturazin, ®-6 serisi yag asitlerinden ARA
lizerine etki etmesiyle olusmaktadir. Kiifler ele alindiginda her ne kadar bazi
Mortierella ve Pythium tiirlerinde EPA, toplam yag asitlerinin %20’sine varan bir
kismini olustursa da, yine de bu yag asidinin muhtemelen en iyi kaynaklar alglerdir.
Mesela Porphyridium cruentum, hiicrelerinde az miktarda yag depolamasina karsin
(%6’dan daha diisiik diizeylerde), yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen klonlarinda
trettigi yagdaki EPA verimi toplam yag asitlerinin %40’tan ¢ogunu teskil edecek
sekilde artirilmistir. ABD’de bir sirket (Martek Corp.) alglerden EPA ve DHA f{ireterek
bu konuda oOnciilik etmistir. Yag {lretiminde kullandiklar1 organizmalardan biri
MKS8908 yiiksek oranda yag tiretmekte; ancak {iirettigi yagdaki EPA orani toplam yag
asitlerinin ancak %35’ini teskil etmektedir. Diger bir alg MK8805 ise diisiik miktarlarda
yag lretmesine ragmen toplam yag asitleri igerisindeki DHA oran1 %30’lara kadar
cikmaktadir. Bu organizmalarda sadece belirli ¢oklu doymamis yag asitlerinin orani
yiiksek olup, bu agidan diger ¢oklu doymamis yag asitlerinin yoklugu her iki yag
asidinin saflastirilmasini kismen kolaylastirdigi i¢in biiylik avantaj saglamaktadir

(Ratledge 1993).

DHA ayn1 zamanda bazi deniz kiifleri tarafindan da iiretilebilmektedir.
Bunlardan Thraustochytrium aureum en basarili yag iiretenidir. Urettii yagda DHA
orani toplam yag asitleri icerisinde %350’lere varmaktadir. Fakat maalesef bu kiifiin
tirettigi yag miktar1 %10-15 (w/w) diizeylerini gegmemekte, hiicreler ¢ok uzun siirelerde
gelisme gostermekte ve biyokiitle verimi de diisiik olmaktadir. Bu sebeplerden dolay1
bu organizma ile bir iiretim prosesi gelistirilmesi olduk¢a zordur. Fakat gerekli sartlar
saglandig1 takdirde iiretiminin imkansiz olmadigi belirtilmistir. Bununla birlikte bu
organizmada EPA iretiminin olmamasi yiliksek saflikta DHA elde edilmesini

kolaylastirmaktadir (Ratledge 1993).
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DHGLA yag asidi normal sartlarda sadece bir kisim kiifler tarafindan
iiretilebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada susam tohumu yaginin mindr bir bileseni olan
sesaminin, A-5 desaturaz enziminin spesifik inhibitorii oldugu saptanmistir. Sesamin,
dogal olarak ARA iireten Mortierella alpina kiiltiiriine eklendiginde A-5 desaturaz
enziminin aktivitesini engellediginden, DHGLA ARA’ya doniistiiriilememekte ve
DHGLA birikerek verimi 2.3 g/I’ye kadar yiikselmektedir. A-5 desaturaz {izerine
yapilan bir¢ok calisma ile bu enzimin mutasyonla silindigi suslar da diretilmistir

(Ratledge 1993).

ARA Mortierella alpina kiifiiniin baz1 suslarinca toplam yag asitlerinin %65’ini
teskil edecek diizeylerde iiretilebilmektedir. Bu organizma ile ARA verimini artirmak
tizere yapilan ¢aligmalar sonucu iiretiminde optimum strateji gelistirilmistir. Buna gore,
ilk dnce organizma 10 giin siire ile 28°C sicaklikda gelistirilip daha sonra 18°C ya da
daha diisiik bir sicaklikta 6 giin daha gelisme ortaminda bekletilerek, toplam yag
asitlerinin %70’1 ARA olan, %40 yag oranina (kuru biyokiitlesinde) sahip hiicreler elde
edilmistir (Ratledge 1993).

Ender olarak bulunan ETA c¢oklu doymamis yag asidi, Mortierella alpina
kiifiiniin, A-12 desaturaz enzim aktivitesi eksik olan bir mutantinca nispeten diisiik
oranlarda tretilebilmektedir. Enzim aktivitesinin diisiik olmasindan dolay1 oleik asit,
linoleik aside doniistiiriilememekte, sonug olarak biriken oleik asit ®-9 serisi lizerinden
metabolize olup ETA’ya ¢evrilmektedir. Bu da fosfolipit fraksiyonu i¢indeki toplam
yag asitlerinin %15’ini olusturmaktadir (Ratledge 1993).

Bakteriler ise uzun siire ¢oklu doymamis yag asitlerinden yoksun olarak
bilinmislerdir. Fakat bu organizmalarin da bir¢ok coklu doymamis yag asitlerini
iiretebilecekleri bildirilmistir. Ozellikle bakterilerin EPA iiretimi ilgi cekmektedir. EPA
tireten bakteriler daha ¢ok deniz ve tath su kaynaklarindan izole edilmektedir. Bu tiirler
arasinda Altermonas, Shewanella, Flexibacter ve Vibrio tirlerinin yer aldig
belirtilmektedir. Ozellikle ticari iiretim olanaklari diisiiniildiigiinde yeni bir izolat olan
Shewanella putrefaciens’in EPA {iretiminde fizibil olabilecegi bildirilmistir. Bu

bakterinin 12—18 saatlik bir gelisme siiresinden sonra litre substrat bagina 15-18 g kuru
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biyokiitle verimi sagladigi, bu biyokiitlenin %10-15 diizeylerinde yag icerdigi, elde
edilen yagda ise EPA oraninin %25-40 oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte biitiin
EPA igerigi fosfolipit membranlarindadir ve yag asitleri sadece total esterifikasyonla ya
da sabunlagma yoluyla serbest birakilabilirler. Diger ¢oklu doymamis yag asitlerinin

olmayisi, %80 safliginda EPA iiretimini saglayabilmektedir (Ratledge 1993).

2.2.8. Mikrobiyel yagin bebek mamalarinda kullanimi

Anne siitlinde bulunan uzun zincir yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitleri
diizeylerinin yeterli miktarlarda olmasinin hem pretemature hem de normal bebekler
acisindan 6nemli oldugu gorme keskinligi ve gelisimsel testlerle gdsterilmis olmasina
karsin, bunun sadece uzun zincir yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitleri diizeylerine
bagli olup olmadig1 (emzirmenin olumlu etkilerine de bagli olabilecegi) tam acikliga
kavugsmamustir (Gibson ve Makrides 2000, Whalley vd 2004, Aksit 2009). Uzun zincir
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin bugiin i¢in ¢ocuklar acisindan bilinen

yararlart sOyle siralanabilir:

e Beyin gelisimini desteklemektedir,

e 1Q lizerine olumlu etkileri saptanmustir,

e Ogrenme ve konsantrasyonu olumlu yénde etkilemektedir,
e Problem ¢ozme yetenegini arttirmaktadir,

o Dikkat eksikligi ve hiperaktitivite bozuklugunun tedavisini desteklemektedir

(Aksit 2009).

Klinik bilimsel ¢aligsmalar yeni dogan bebeklerin beslenmesinde bilhassa DHA
ve ARA’nin 6nemini defalarca kez vurgulamistir (Burns vd 1999, Alonso ve Maroto
2000, Wynn ve Ratledge 2000, Ratledge 2004, Jang ve Yang 2008). Bu yag asitlerinin
Oonemi beyin dokusunun olusumunda gorev almalarindan kaynaklanmaktadir (Ratledge
2004). ARA ve DHA, beyin hiicresi fosfolipidlerinin baglica ¢oklu doymamis yag
asitleri olup bebek gelisimini desteklemektedir (Bigogno vd 2002). Bunlar, anne
siitlinde bulunmalarina karsin inek siitiinde bulunmamaktadir (Wibert vd 1997, Ratledge

2004). Anne siitiiniin yerini alan bebek mamalari inek siitiinden yapildig: i¢in bu yag
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asitleri mamalarda bulunmaz (Ratledge 2004). Bu nedenle son yillarda yeni dogan
bebeklerin 6zellikle de erken dogan bebeklerin mamalarina bu yag asitlerinin eklenmesi
tavsiye edilmektedir (Wibert vd 1997, Bigogno vd 2002). insanda sinir sisteminin ve
retinanin gelisiminde gebeligin son {i¢ aylik bdliimiiniin sonlari ile dogumdan sonraki
erken donem oldukca Onemli oldugundan, DHA eksikliginden kaynaklanabilecek
sorunlar bakimindan bebekler en yiiksek risk grubu i¢indedirler. Ayrica, beyin ve retinal
gelisim icin bu zaman periyodunun 6nemli olmasindan dolay1 bu dénemde olusabilecek
hasarlar kalic1 olabilmektedir. Erken noronal gelisim genellikle, DHA ve onun
prekursorii ®-3 yag asitlerinin anneden rahim i¢indeki fetiise plesenta yoluyla gegerek
veya dogumdan sonra anne siitii vasitasiyla saglanmaktadir. Erken dogan bebekler bu
bakimdan 0Ozellikle hassas olabilmektedirler. Ciinkii bu bebekler -linolenik asidi
DHA'’ya uzatmak ve desature etmek icin gereken enzimlere sahip olmalarina karsin,
biiyiime ihtiyaclarini karsilayacak diizeylerde DHA depolamasini saglayabilecek, yeterli
miktarda enzimden ve/veya dokudan yoksun olabilmektedirler. Ozellikle diisiik agirlikta
dogan veya prematiire bebeklerde, normal beyin ve retinal gelisme ile diyetten saglanan
DHA arasinda iliski oldugu yapilan ¢ok sayida calismayla ortaya konulmustur (Wibert
vd 1997). Coklu doymamis yag asitleri ayn1 zamanda normal bebeklerin noral ve retinal
fonksiyonlarinin gelismesinde de etkili oldugundan bebeklerin hafiza ve gérme giiciiniin
diizgiin sekilde gelisebilmesi i¢in son derece Onemlidir (Alonso ve Maroto 2000,
Ratledge 2004). Fakat besinlerle alinan ¢oklu doymamis yag asitlerinin orani yeterli
olmayabilmekte, bu da 6nemli bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ratledge 2004).
Genel olarak bu yag asitlerini i¢ceren kaynaklar (balik yagi, yumurta saris1 yaglari), ayni
zamanda diger yag asitlerini de gereginden fazla igerdiklerinden bebekler icin uygun
olmamaktadir (Wibert vd 1997, Jang ve Yang 2008). Ote yandan balik yagi sahip
oldugu C20 ve C22 -3 yag asitleri igerigi nedeniyle yararli etkiye sahip olmakla
birlikte (Wibert vd 1997, Certik ve Shimizu 1999, Jang ve Yang 2008) bunun takviye
olarak verilmesi, insanlardan kaynaklanan cevre problemleri nedeniyle dioksinler,
PCB’ler ve civa bilesikleri gibi agir metal artiklarindan olusan kirliliklerin baliklarin
ozellikle karacigerinde ve baska organlarinda konsantre halde birikmesinden dolay1 bazi
stipheler ve kuskularin meydana gelmesine sebep olmaktadir (Wibert vd 1997, Ratledge
2004). Bu sebeplerden dolayr ABD’de ve diger bazi1 gelismis iilkelerde bebeklere ve

kiiciik cocuklara bu yaglarin verilmesini engelleyen ciddi yasaklar getirilmistir
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(Ratledge 2004). Bunun yaninda balik yaginin kabul edilebilir duyusal 6zelliklere sahip
olmamasi yine kullaniminmi1 zorlagtirmaktdir. Balik yaglarinin tatmin edici bir sekilde
kullanimi, ancak kolesteroliin ve potansiyel kirliliklerin uzaklastirilmasiyla miimkiindiir.
Ayni zamanda balik yagmin kalitesinde varyasyonlar olmakta ve antagonistik yag
asitlerinin varlig1 da bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Istenen yag asitlerinin
toplam miktar1 da mevsime ve bolgeye oldukca baghdir. Balik etinin yag icerigi biiylik
cesitlilik gostermektedir. Sadece balik tiirline gdre degil, ayn1 balik tiirii icinde
mevsimsel kosullar, beslenme 6zellikleri, suyun tuz orani ve diger ¢esitli faktorler balik
etinin icerdigi yag miktarin1 biiyiik dlciide degistirebilmektedir (Imre ve Saglik 1998,
Certik ve Shimizu 1999, Jang ve Yang 2008). Bunun yaninda ®-3 ¢oklu doymamis yag
asitlerinin  hastaliklardan koruyucu (propilaktik) ilaglar olarak kullaniminin
yayginlasmasindan dolayr balik yagi tiretimi diinya ¢apinda talebi karsilayamayacak

duruma gelecektir (Certik ve Shimizu 1999, Alonso ve Maroto 2000).

Baz1 saglik kuruluslari ve uzmanlar bebek mamalarinin DHA ve ARA ile
giiclendirilmesini tavsiye etmektedir (Wibert vd 1997, Alonso ve Maroto 2000,
Bigogno vd 2002). Avrupa Toplulugu Pediatrik Gastroentoloji ve Beslenme
Komitesinin (ESPGAN Committee on Nutrition) ve ABD’de Gida ve Tarim
Organizasyonu ile birlikte Diinya Saglik Orgiitiiniin (FAO/WHO) de iginde bulundugu
pek cok otorite bebek mamalarina anne siitiinde bulunan seviyelerde -3 yag asidi DHA
ve ®-6 yag asidi ARA eklenmesini 6nermistir. Bebek mamalarina eklenmesi i¢in uygun
DHA ve ARA kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir. S6z konusu yag asitlerinin algal ve
fungal yag kaynaklar1 piyasada bulunmaktadir. Bebek beslenmesi dikkate alindiginda,
bu tek hiicre yaglari, yiiksek konsantrasyonlarda DHA ve ARA igerikleri ve ayni
zamanda kontrollii fermentasyon kosullarinda iiretilebilmeleri nedeniyle cazip
olmaktadir (Wibert vd 1997, Burns vd 1999). Kisa donemli yiiriitiilen ¢aligmalar, bu
yaglar ile DHA:ARA oran1 1:2 olacak sekilde, yani anne siitiindekine benzer oranda
hazirlanan kombinasyonlarinin, 4 hafta siiresince farelere verildiginde veya yetiskin
insanlar tarafindan 2 hafta boyunca tiiketildiginde herhangi bir yan etkiye neden
olmadigini gostermistir (Burns vd 1999). Bir baska calismada, algal ve fungal yag
karistminin DHA ve ARA kaynagi olarak giivenli oldugu ve bebeklerin alabilecegi
tahmini degerden 22 kat daha fazla diizeylerde (dozlarda), 4 hafta siireyle farelere
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uygulandiginda hi¢bir yan etki olusturmadigi goriilmiistiir (Wibert vd 1997). Bu amagla
bebek mamasi formiilasyonlarinda tek hiicre yagindan elde edilen arasidonik asit
(ARASCO) ve dokosahekzaenoik asit (DHASCO) 2:1 oraninda karistirilip “Formulaid”
ticari ad1 altinda satilmaktadir (Fidler vd 1999, Ratledge 2004).

GLA viicuda alindiginda hizla DHGLA’ya ardindan da ARA’ya
doniistiiriilmektedir. GLA, ARA ile kiyaslandiginda hem daha giivenli ve ucuz, hem de
tiretimi daha kolaydir. Bu sebeple ARA’ya alternatif olarak bebek mamalarinda
kullanimi1 Onerildigi icin GLA iceren yaglarin bebek mamasi formiilasyonlarina
eklenmesi de son yillarda 6nem kazanmistir. (Redden vd 1998, Shimada vd 1999,
Kawashima vd 2002, Fewtrell vd 2004). Lipaz katalizorliiglinde gerceklesen enzimatik
interesterifikasyon reaksiyonlar ile fiziksel karigim hazirligina gerek kalmadan, GLA
ile zenginlestirilmis anne siiti yagina benzer yapilandirilmig yaglarin iiretilmeleri
miimkiin olmaktadir. Bu iiriinler A6-desaturaz enziminin yetersiz oldugu durumlarda da

yararli olmaktadir (Sahin Yesilgubuk ve Karaali 2008).

Bundan baska palmitik asitin de bebeklerin beslenmesinde olduk¢a 6nemli bir
yeri bulunmaktadir. Palmitik asit anne siitlinde de biiyiik oranda bulunmakta ve bebek
icin oldukca Onemli fonksiyonel Ozellikler gostermektedir. Anne siitli, yeni dogan
bebeklerin hiicreleri i¢in gerekli olan yapisal komponentleri ve enerjiyi saglayan tek
dogal besin kaynagidir. Bu nedenle, bebek beslenmesi ve gelisimi acisindan anne
siitliniin son derece dnemli oldugu bilinmektedir. Anne siitii yaklasik olarak %3-5
oraninda yag icermektedir. Anne siitiiniin en Onemli bileseni olan yagin gliserol
molekiiliindeki 0zgiin yag asidi dizilimi bitkisel ve hayvansal yaglardan oldukca
farklidir. Anne siitii bilesimi beslenme, laktasyon (emzirme) devresi, 1k, genetik
Ozellikler ve mevsim gibi bir¢cok faktore bagh olarak degisim gosterse de genel olarak
oleik (%30-35), palmitik (%20-30), ve linoleik asitce (%7-14) zengin triagilgliserol
(TAG) karisimidir. Anne siitiinde bulunan triagilgliseroller, anne siitiiniin toplam yag
asitlerinin  %20-25’ini olusturan palmitik asidi (C16:0) %60-70 oraninda gliserol
molekiiliiniin sn—2 pozisyonunda, uzun zincirli doymus veya doymamis yag asitlerini
ise sn—1,3 pozisyonlarinda bulundurmaktadirlar. Bu 06zgiin yap1 sadece anne siitii

yaginda goriilmektedir (Sahin Yesilcubuk ve Karaali 2008). Yaglarin bagirsaklarda
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sindirimi sirasinda 1,3 spesifik enzim olan pankreaz enzimi rol almaktadir. Sindirim
esnasinda bu lipaz enzimi beslenme yoluyla alinan triagilgliserol molekiillerinin 1. ve 3.
pozisyonlarinda yer alan yag asitlerini hidroliz etmekte ve bu hidroliz sonucunda 2-
monoagcilgliseroller (2-MAGQG) ve triagilgliseroliin 1. ve 3. pozisyonundan ayrilan yag
asitleri karisimi olugmaktadir (Hamam ve Shahidi 2004, Sahin Yesilgubuk ve Karaali
2008). Agiga cikan yag asitlerinin biiylik bir kismu siitte bulunan kalsiyum iyonlar ile
sabun olusturarak atilmaktadir. Bu durum bebeklerde hem enerji kaybina hem de iskelet
sisteminin gelisimi i¢in gerekli olan kalsiyum gibi minerallerin kaybina neden
olmaktadir. Oysa anne siitiinde sn—2 pozisyonunda yer alan palmitik asit sindirim
sirasinda korunmakta ve 2-monoagilgliserol olarak absorplanmakta oldugu igin, anne
siitli ile beslenen bebeklerde kalsiyum sabunu olusumu hemen hi¢ gozlenmemektedir.
Geleneksel ticari bebek mamalarinda kullanilan bitkisel kaynakli yaglarda, palmitik
asidin %80’inden fazlasi triagilgliserollerin 1. ve 3. pozisyonunda yer almakta ve
bebegin mamay1 sindirimi sirasinda, palmitik asit ve stearik asit gibi serbest yag asitleri
ile ¢ozlinmeyen kalsiyum sabunlari1 olusturmaktadir. Oysa anne siitii ile beslenemeyen
bebeklerin mamalarinda kullanilan yaglarin yapisinda, anne siitii yagina benzer sekilde,
2. pozisyonunda palmitik asit yiizdesi yiiksek triagilgliseroller bulunmasi durumunda
kalsiyum absorpsiyonu artmaktadir. Palmitik asidi yiiksek miktarlarda iceren ve
triacilgliserol molekiiliindeki pozisyonu spesifik olarak belirtilmeyen formiillerle
beslenen yeni dogmus bebeklerde kalsiyum absorpsiyonu alinan miktarin sadece %6’s1
kadar gergeklesirken, anne siitiiyle beslenen bebeklerde bu oran %51°e yiikselmistir. Bu
nedenle anne siitli yaginin 6zgiin yag asidi dizilimi bebek beslenmesi ve gelisimi
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Sahin Yesilcubuk ve Karaali 2008). Funguslardan
elde edilen yagda palmitik asit en fazla bulunan doymus yag asididir (Denli ve Tekin
2000). Fakat maya ve kiiflerden elde edilen mikrobiyel yaglarda da bitkisel yaglara
benzer sekilde doymus yag asitlerinin gliseroliin 2. pozisyonunda neredeyse hig
bulunmadig: bildirilmektedir. Coklu doymamis yag asitlerini ihtiva etmesi durumunda
ise gliserol istiindeki yag asitleri yerlesimi balik yagina benzerlik gdstermektedir
(Ratledge 1993). Bu nedenle funguslardan elde edilen mikrobiyel yagin, anne siitiine
benzer yapilandirilmis yag iiretiminde icerdigi palmitik asit ve diger coklu doymamis

yag asitleri nedeniyle 6nemli bir kaynak olarak diisiiniilebilecegi goriilmektedir.
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Son yillarda “yapilandirilmis yaglar” (YY) olarak tanimlanan enzimatik
interesterifikasyonla modifikasyona ugratilmis yaglar konusunda ¢aligsmalar
yapilmaktadir. Yapilandirilmis yaglar, gliserol molekiiliiniin yag asitlerinin dogal
pozisyonu degistirilmis ya da uzun zincirli ¢oklu doymamis veya orta zincirli yag
asitlerinin spesifik olarak yerlestirilmesi suretiyle yag asidi profili degistirilmis
triagilgliseroller veya yeni triagilgliserol eldesi i¢in sentezlenen triagilgliseroller olarak
tanimlanmaktadir (Hamam ve Shahidi 2004, Sahin Yesilgubuk ve Karaali 2008, Zhang
vd 2009). Enzimlerin katalizorliiglinde gergeklesen enzimatik interesterifikasyon
modifikasyonlar ile kakao yagi ikameleri, anne siitii yagina benzer yapilandirimis
triagilgliseroller, kismi agilgliseroller, zenginlestirilmis yaglar, kalorisi azaltilmig yaglar
ve ¢esitli lipit iirlinlerinin {iretimi miimkiin olabilmektedir (Sahin vd 2003, Zhang vd
2009). Bunun yaninda yapilandirilmis yaglarin; serum triagilgliserol, LDL kolesterol ve
toplam kolesteroliin diisiiriilmesi, immiin sistemin fonksiyonlarmin iyilestirilmesi ve
kalp veya damarda kan pihtilagsmasina (thrombosis) karst korunmasi, protein
bozulmasinin azaltilmasi, diger kati yaglarin absorpsiyonunun diizeltilmesi, diisiik
kalori ve retikiiloendotelyal sistem (immiin sistemin bir pargasi) fonksiyonlarinin
korunmasi, azot dengesinin korunmasi ve kanser riskinin azaltilmasi gibi ¢ok 6nemli
potansiyel biyolojik fonksiyonlar1 ve besleyici 6zelliklerinden dolay: ilgi artmaktadir

(Hamam ve Shahidi 2004, Zhang vd 2009).

Orta zincir uzunlugundaki yag asitleri (MCFA) karbon zincir uzunlugu 6-12
arasinda degisen doymus yag asitleridir. Konvensiyonel olarak bu yag asitleri hindistan
cevizi ve palm cekirdegi yagi gibi tropik meyve yaglarindan hazirlanmaktadir. Orta
zincir uzunlugundaki triagilgliseroller (MCT) essiz bir yapisal ve fizyolojik 6zellik
gostermektedir. Viicutta kolaylikla absorblanip, glikoz kadar hizli metabolize edilmekte
ve kandan kolaylikla temizlenebilmektedir. Bu bakimdan esansiyel ya da spesifik bir
yag asidini i¢eren yapilandirilmis yag hazirlanmasi oldukc¢a gerekli goriilmektedir. ARA
tek hiicre yagi, ARA’nin zengin bir kaynagidir (%40-50 ARA). ARA tek hiicre yaginin
bir mikrofungus olan Mortierella alpina tarafindan iiretildigi bilinmektedir. Hizl1 enerji
saglamasi i¢in orta zincir uzunlugundaki yag asitleri ile sarth olarak esansiyel yag asidi
kaynag1 olarak uzun zincirli yag asidi ARA’nin karisimini igeren yapilandirilmis yag

hazirlanmasinin, malabsorpsiyon sendromlarinin hafifletilmesinde yararli olabildigi
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bildirilmistir. Bu sekilde hazirlanmis, ARA ile zenginlestirilmis monoagilgliserollerin

(MAG) tamamen sindirilebildikleri ileri siiriilmektedir (Hamam ve Shahidi 2004).

2.2.9. Endiistriyel olceklerde mikrobiyel yag iiretimi ve ekonomik degeri

Tek Hiicre Yagi liretim proseslerinde dikkat edilmesi gereken 6nemli bir husus,
kullanilan mikroorganizmanin istenen yag asidini yiiksek miktarlarda ana bilesen olarak
tiretmesidir. Fakat hi¢bir yagli mikroorganizma yalnizca tek bir ¢coklu doymamis yag
asidini igeren yag tUretmez. Mesela ticari ‘“Martek Prosesi’nde kullanilan
Crypthecodinium cohnii DHA oran1 toplam yag asitleri igerisinde %40-50 arasinda
degerlere ulasan triacilgliserol formunda yag iiretmektedir. Bununla birlikte {iretilen tek
yag asidi bu degildir, diger yag asitlerini de icermektedir. Bu yagda diger yag
asitlerinden oleik asit kismi olarak oldukc¢a diisik miktarlarda bulunmaktadir.
Icerdikleri yag asitleri bakimindan essiz bir karaktere sahip olan bu yaglar, ne
bitkilerden ne de hayvansal kaynaklardan elde edilen yaglara hi¢ benzememektedir.
Bitkisel ve hayvansal kaynakli yaglarda doymus ve doymamis yag asitleri igerik olarak
daima belirli bir sinir i¢erisinde bulunmaktadir. Bu yilizden belirli bir yag asidini yiiksek
oranda igeren yag liretilemez. Dolayisiyla spesifik olarak tek bir ¢oklu doymamis yag
asidine olan diyetsel ihtiya¢ sadece mikrobiyel kaynaklardan karsilanabilmektedir. Son
20 sene igerisinde Tek Hiicre Yagi iiretimine olan ilgi bilimsel arastirmalardan ¢ok ticari
alanlara da yonelerek bu alanda endiistriyel iiretimlere baglanmis, bebeklerin beslenmesi
icin gerekli olan anahtar ¢oklu doymamis yag asitlerinin temel kaynaklari haline
dontigmiistiir. Ayn1 zamanda bu mikrobiyel iiriinlere yetiskin insanlarin diyet katkilari
olarak da artan biiyiikk bir ilgi meydana gelmistir. Bunlardan ozellikle DHA igerigi
zengin yaglarin koroner kalp rahatsizliklarinin ve Alzheimer hastaligi gibi dejeneratif
hastaliklarin baslangicinin 6nlenmesinde diyetsel katki olarak son zamanlarda
Onerilmesiyle birlikte kullanimina olan ilgi de her gegcen giin artis gostermektedir

(Ratledge 2004).

Biitiin bu ilgiler neticesinde DHA yag asidine olan talep, artig gosterirken
ozellikle bazi ticari sirketler konunun 6nemini kavramis ve endiistriyel 6lgekli liretimler

gergeklestirmislerdir. Mesela ABD’de bir ticari firma alg lipitlerini kullanarak DHA
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icerigi yiiksek yag iiretmektedir. Bunun gibi biiylik endiistriyel ol¢eklerde gelisme
gosterebilecek benzer organizmalar konusunda ¢esitli arastirmalar yapilmis ve bunlarin
muhtemel DHA kaynaklar1 olarak endiistriyel tiretimlerde kullanilmak iizere potansiyele
sahip olabilecekleri belirtilmistir. ABD’de gerceklestirilen iiretimle es zamanli olarak
1980’lerin sonlarma dogru Japonya’da ARA iiretimi {izerine ¢aligmalar yapilmis ve
Mortierella alpina lipitlerinin temel c¢oklu doymamis yag asidi kaynagi olarak

endiistriyel olceklerde iiretimi gergeklestirilmistir (Ratledge 2004).

DHA iiretimi i¢in farkli mikroorganizmalarin kullanildig1 bilinen en az 3 farklh
endiistriyel iiretim prosesi mevcuttur. ARA iiretiminde ise Mortierella alpina’nin
degisik suslarmin  kullanildigt  Avrupa, Cin ve Japonya’da farkli prosesler
uygulanmaktadir. Bebek mamalarina katilan ARASCO™ ve DHASCO™, 2:1 oraninda
karistiritlip “Formulaid” ticari markasi adi altinda satilmaktadir. 2003 yili rakamlarina
gore bu karisimdan diinya ¢apinda 700 ton iiretildigi, 60’dan fazla {ilkede bebek mamasi
preparatlarinda kullanildig1 ve iiretim miktarinin 2004 yilinda tahmini olarak 1000

tonun iistiinde oldugu bildirilmistir (Ratledge 2004).

Tek Hiicre Yagmin ticari olarak iiretiminde degisik {ilkelerde farkli ticari

firmalarin gelistirdikleri baz1 endiistriyel iiretim prosesleri mevcuttur:

e DSM Prosesi:
ftalya’da 1000 m*’liikk fermentdrler kullanilarak gergeklestirilen “DSM” prosesi
ile Mortierella alpina kullanilarak ARA-SCO iretimi gerceklestirilmektedir. Bu
prosesde hiicrelerdeki yag icerigi %40 (w/w) diizeyindedir. Uretilen bu yag ozellikle
Martek Biosciences Sirketine satilmakta ve 2:1 (v/v) oramnda DHASCO™ ile
karistirtlip “Formiilaid™ ticari adi altinda bebek mamalarina katilmaktadir. 2003 yili

rakamlarina gore bu yagin tiretim miktar1 480 tondur.

e Wuhan Alking Prosesi:
Wuhan Alking Miihendislik Sirketi tarafindan Cin’in Wuhan sehrinde
uygulanmaktadir. 50-100 m® kapasiteli fermentdrlerde Mortierella alpina kullanilarak

ARA-SCO iiretimi gerceklestirilmektedir.
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Amerikan tarim ve gida sirketi olan Cargill’de 2004 yilindan itibaren ARA-SCO

tiretimi gergeklestirecegini ve bunu ABD ve Avrupa disina satacagini da bildirmistir.

e Martek Prosesi:

Crypthecodinium cohnii kulanilarak %40’1in {izerinde yag diizeyine sahip
biyokiitle tliretimi gergeklestirilmektedir. Martek Bioscience Sirketi tarafindan 100
m?’liik fermentdrler kullanilarak iiretim gerceklestirilmektedir. Uretilen DHA-SCO,
ARA ile birlikte Ozellikle bebek mamalar1 tiretimi i¢in kullanilmaktadir. 2003

rakamlarina gore liretilen yag miktart 240 tondur.

e Omega-Tech Prosesi:

Schizochytruim spp. kullanilarak DHA-SCO {iretimi gerceklestirilmektedir.
OmegaTech Inc., Boulder, CO sirketi tarafindan tiretilmekte ve “DHAGold” ismi ile de
bilinmektedir. Biyokiitlede iiretilen yag miktar1 %40 diizeylerindedir. Onceleri 6zellikle
basta hindi olmak {izere baz1 hayvan yemlerinin zenginlestirilmesi amaciyla iiretilirken,
daha sonradan yetiskin insanlarin besin takviyesi olarak iiretim hedefini degistirmistir.

2003 yili itibariyle bu yagin iiretim miktar1 10 ton’dur.

e Nutri-nova prosesi:
Ulkenia spp. kullanilarak 80 m®liik fermentorlerde DHA-SCO iiretimi
gergeklestirilmektedir. Nutrinova GmbH sirketi tarafindan Almanya’nin Frankfurt
sehrinde tiretilmekte ve “DHActive” ticari ad1 altinda satilmaktadir (Ratledge 2004).

Funguslardan elde edilen GLA’nin ticari amagh {iretimi i¢in bir¢ok tesebbiis ve
caba vardir. GLA i¢in pazar talebi diinya ¢apinda 2000 ton iizerinde oldugu tahmin
edilmektedir. GLA’nin satis fiyatinin yaklasik olarak 100 dolar/kg ham yag oldugu
diisiiniiliirse ekonomik agidan oldukc¢a biiyiik bir degere sahip oldugu goriilmektedir.
Diger bir yag asidi EPA ise sadece Japonya’da 125 ton civarinda talep almakta ve bu da
600 dolar/kg saf EPA iizerinden satilmaktadir (Alonso ve Maroto 2000).
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2.3.  Peyniralt1 Suyu

Dogal niteliklerini kisa bir siirede kaybeden siitiin degerlendirilmesi bakimindan
onemli bir siit iiriinii olan peynir, hayvansal protein gereksiniminin karsilanmasinda
baslica besin kaynaklarindandir. Siit bilesenlerinin sadece bir kismini kullanabilen
peynir endiistrisinde, yan {iriinler i¢erisinde peyniralti suyu ilk sirada yer almaktadir
(Kurt 1990, Sienkiewicz ve Riedel 1990, Akpmar Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004,
Uciincii  2004b). Siitiin peynir mayas1 (rennet enzimi) veya organik asitle
pihtilagtirilmasindan ve peynirin esasint olusturan pihtinin alinmasindan sonra, geri
kalan yesilimsi sar1 renkteki protein (toplam proteinlerin %20’si) (Kurt 1990,
Sienkiewicz ve Riedel 1990, Metin 1998, Demirci vd 2000, Uciincii 2004a, Ugiincii
2004b, Atra vd 2005), laktoz, mineral maddeler ve vitaminlerce zengin sivi kisim,
peyniralti suyudur (Ugiincii 2004b). Zengin besin igerifine sahip peyniralti suyu
ortalama olarak %6 kuru madde, %0.05-1 yag, %0.55-1.80 protein, %3.8-4.9 laktoz ve
%0.191-0.5 mineral madde igcermektedir (Demirci vd 2000). Kisacasi siitiin rennet
enzimi ya da asitle coktiirilemeyen, suda ¢Oziniir formdaki tiim bilesenelerini

icermektedir (Sienkiewicz ve Riedel 1990).

Siit endiistrisinden kaynaklanan atik sularda en biiytik kirlilik kaynagini, peynir
iretimi sonucu olusan ve kirletici vasfi yiiksek olan peyniraltt sular1 olusturmaktadir.
Kabaca, peynir icin islenen 100 kg siitten, yaklasitk 90 kg peyniralti suyu ortaya
ctkmaktadir (Brown 2003).

Toplam siit kuru maddesinin %50’si peyniralti suyunda yer almaktadir (Akpinar
Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004, Atra vd 2005). Bilesimi, peynir yapiminda uygulanan
yonteme ve 6zellikle de siitiin pihtilagtirilmasinda kullanilan maddenin asit veya maya
enzimi olusuna gére degismektedir (Ugiincii 2004b). Bu kurumaddede bulunan 63eler
besin degerini arttirmakla birlikte, 6zellikle laktoz, protein ve mineral madde bilesimi
ile peyniraltt suyu fermentasyon endiistrisi i¢in uygun bir hammadde &zelligi
tasimaktadir (Uciincii 2004a). Bu nedenlerle peyniralt1 suyundaki bilesenlerin, dzellikle
de laktozun degerlendirilmesinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir (Akpimar Bayizit ve
Ozcan Yilsay 2004).
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Kazein ve peynir iiretimi sirasinda elde edilen peyniralti suyu elde edilme
yontemine bagli olarak “maya peyniralti suyu”, “asit peyniralti suyu” ya da “teknik
peyniralti suyu” olarak isimlendirilmektedir (Sienkiewicz ve Riedel 1990, Ugiincii
2004b). Siitiin laktik asit bakteri kiiltiirleri yardimiyla asitlendirilmesi veya siite organik
asit katilmas1 yontemiyle peynir yapiminda agiga ¢ikan peyniraltt suyu, “eksi peyniralti
suyu” ya da “asit peyniralti suyu” olarak bilinmektedir. Buna karsin peynir iiretiminde
pihtilastirict ajan peynir mayast enzimi (rennet) kullanilmasi durumunda ortaya ¢ikan
yan {irlin ise, “tath peyniralti suyu”, “maya peyniralti suyu” ya da “rennet
peyniralti suyu” olarak adlandirilmaktadir. Bunlarin gerek bilesenleri gerekse
ozellikleri birbirlerinden olduk¢a farklidir (Sienkiewicz ve Riedel 1990, Ugiincii
2004b). Sienkiewicz ve Riedel (1990) tarafindan bildirildigine gére Demmler, Hargrove
ve Webb maya ve asit peyniralti suyunun bilesimini su sekilde vermislerdir (Cizelge

2.5).

Cizelge 2.5. Maya ve asit peyniralt: suyunun bilesimi

Bilesen, Maya Peyniralti Asit Peyniralti Asit Peyniralti
Parametre Suyu (Cheddar) Suyu (Taze Peynir) Suyu (Kazein)
Su (%) 93.3 95.58 94.0-95.0
Kurumadde (%) 6.7 6.42 5.4-6.0
Yogunluk (15°C’de) 1.026 1.024-1.025 1.024-1.025
Protein (%) 0.60 0.53 0.90
Toplam Azot (mg/g) 1.30 1.19 -

Protein Olmayan Azot (mg/g) 0.34 0.34 -

Protein Azot (mg/g) 0.95 0.85 -
Coziinilir Azot (mg/g) 1.30 1.18 -

Protein Olmayan Azot (% N) 26.20 28.60 -

Laktoz (%) 5.00 4.40 3.80—4.20
Kiil (%) 0.52 0.60 0.70-0.80
Laktik Asit (%) 0.14 0.47 <0.80

Sitrik Asit (%) 0.10 - 0.10
Kalsiyum (%) 0.05 - 0.10-0.13
Asitlik (°SH) 8.00 - 12

pH 6.10 4.70 4.50-4.70

Rennet enzimi etkisi ile elde kalan peyniralti suyu yiiksek oranda laktoz

icermekte ve bu nedenle daha ¢ok laktoz iiretiminde kullanilmaktadir. Peyniralti suyu
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¢cok uzun siirelerde depolanamaz. Hatta 48 saat sonra igerisinde kalan laktik asit
bakterilerinin faaliyeti sonucu laktoz tiretimi i¢in kullanilamaz hale bile gelmektedir.
Asitlik degerindeki artigla birlikte laktoz igeriginde azalma olmaktadir. Genel olarak
taze maya peyniraltt suyu ve asit peyniraltt suyu 5 giline kadar 5 ila 10°C’de

depolanabilmektedir (Sienkiewicz ve Riedel 1990).

2.3.1. Peyniralti suyunu degerlendirme yontemleri

Peyniralti suyunun tam olarak degerlendirilebilmesi 6nemli bir husustur.

Peyniralt1 suyunun degerlendirilmesi ile;

e Peynir isleyen fabrikalarin atik sularindan kaynaklanan kirliliklerin azaltilmasi,

e Peyniralti1 suyu proteini, peyniralti suyu kremasi, laktoz ve siit mineralleri gibi
tipik peyniralt1 suyu iirlinleri ile ekonomik agidan yeni pazar olusturulmast,

¢ Yeni peyniralti suyu {iriinlerinin gelistirilmesi (laktitol vs.)

saglanmis olacaktir (Sienkiewicz ve Riedel 1990).

Diinya genelinde bazi gelismis {iilkelerde peyniraltt suyunun genis kullanim

alanlar1 mevcuttur. Bu alanlar genel olarak soyle siralanabilmektedir:

1. Hayvan beslenmesinde;

e Gevis getiren hayvanlarin beslenmesinde (sivi peyniralti suyu, koyulastirilmig
peyniraltt suyu ve peyniraltt suyu tozu),

e Domuz ve kiimes hayvanlarinin beslenmesinde (sivi peyniralti suyu,
koyulastirilmig peyniralti suyu ve peyniralti suyu tozu),

e Diger baz1 hayvan yemlerinin hazirlanmasinda (peyniralti suyu tozu katilarak
silaj tretimi, peyniralti suyunun siit ikamelerinde kullanimi, peyniralti suyu

protein konsantreleri ve permeatlari)

2. Kurutulmus peyniralti suyu ve peyniralti suyu iirlinlerinin eldesinde;
e Peyniralt1 suyu tozu,

e Peyniralt1 suyu proteini ve peyniralti suyu protein konsantresi,
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e Laktoz tretimi,

3. Peyniraltt suyunun ve peyniralti suyu bilesenlerinin insan gidasi1 olarak
kullaniminda;

e Peyniralt1 suyu igecekleri (alkolsiiz peyniralti1 suyu igecekleri, alkollii peyniraltt
suyu icecekleri, peyniralti suyu proteini katilmis icecekler ve siit benzeri
igecekler),

e Peyniralt1 suyu kremasi, tereyagi ve peyniraltt suyu peyniri,

e Jel halindeki peyniraltt suyu iiriinleri,

e Firincilik ve makarna iirtinlerinde kullanima,

e Sekerleme sanayinde kullanimi (koyulastirilmis peyniralti suyu, peyniralti suyu
tozu ve peyniralt1 suyu protein konsantreleri),

e Dondurulmus iirtinlerde kullanima,

4. Peyniralti suyunun fermentasyonlarda kullanimi;

e Maya fermentasyonunda (biyokiitle iiretimi),

o Laktik asit bakterileri ve kefir mayalari ile biyokiitle iiretimi,

e Kiifler ya da bakteriler ile biyokiitle tiretimi,

e Laktaz enzimi iiretimi,

o Etil alkol ve organik asitlerin tiretimi (etil alkol, asetik asit, laktik asit ve laktat,
laktobiyonik asit, sitrik asit ve glukonik asit),

e Vitamin iiretimi (kobalaminler, riboflavin ve n-biitanol),

e Fermente peyniralti suyu icecekleri,

e Biyogaz gibi diger baz1 fermentasyon {irlinleri tiretimi.

Yaklagik olarak %4.8 laktoz igerigine sahip peyniralti suyu kullanilabilir karbon
acisindan olduk¢a zengindir. Bununla birlikte peyniralti suyunda kullanilabilir azot
miktarmin diisiik oldugu bildirilmektedir. Mayalarla yapilan calismalarda (peyniralti
suyundan maya tretiminde) peyniralti suyundaki amonyum azotunun %350’sinin ve
organik azotun ise yaklagik yarisinin kullanilabildigi belirtilmistir. Bu anlamda
peyniralti suyunda bulunan azot kaynaklar1 proteoz pepton, amino asit ve diger

bilesikler olarak siralanmakta fakat peyniralti suyu proteinlerinin bu gruba girmedigi
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belirtilmektedir. Fosfor kaynagimin o6zellikle maya iiretimi i¢in yeterli oldugu, suda
¢Oziinilir vitaminler bakimindan da yine yeterli oldugu, ilave vitamin eklenmesine gerek
duyulmadigi; fakat vitamin ihtiyacinin fermentasyonda kullanilan mikroorganizma
tirtine gore degisiklik gosterebilecegi bildirilmektedir. Mikrobiyel protein iiretimi
amactyla Waldhof fermentorii ile yaklasik 60 yil once Saccharomyces ve Torula
mayalar1 kullanilarak maya biyokiitlesi iiretimi gerceklestirilmistir. Peyniraltt suyu
kullanilarak gergeklestirilen bu liretimde 100 I peyniralt1 suyundan yaklasik 14 kg maya
kuru biyokiitlesi {iretilmigtir. Bu biyokiitlenin %59 oraninda protein igerdigi
bildirilmistir. Yine kullanilan peyniraltt suyundan da 1sil yontemle 1.2 kg koagule
peyniralt1 suyu proteini elde edildigi de ifade edilmistir. (Sienkiewicz ve Riedel 1990).

Peyniralti suyunun gida olarak kullanilabilecek bazi kiif tiirleri i¢in de uygun
besi ortami olusturabilecegi, bu amagla Qospora (Geotricum), Candida, Penicillium ve
Rhizopus kiiflerinin kullanildig1 bildirilmektedir. Belirli kiiflerin misellerinin peyniralti
suyunda gelistirildikten sonra kimi et {iriinlerinin hazirlanmasinda kullanildig:
belirtilmektedir. Ozellikle bakterilerle karisik kiiltiirleri {izerinde calismalar yapilmistir.
Bu amagla ilk dnce bakterilerin (6zellikle E. Coli) gelistirilmesinin, kiif gelisim orani
lizerine stimiile edici bir etki gosterdigi bildirilmistir. Boylece ayni besi ortaminda
(peyniraltt suyu) daha sonra Penicillium roqueforti, Rhizopus oligosporus ve
Geotrichum candidum gelistirilmektedir. Bu sekilde 100 ml peyniralti suyundan 0.97 ila
1.79 g arasinda biyokiitle proteini elde edilebildigi belirtilmektedir. Bakteriler olmadan
bu protein veriminin 0.64 ila 0.80 arasinda degistigi ifade edilmektedir. Bakterilerle
hazirlanan kanisik kiiltiirlerden elde edilen proteinin 6zellikle lisin ve metionin gibi
esansiyel amino asit igerigi bakimindan bakteriler olmadan elde edilenden ¢ok daha

zengin oldugu belirtilmistir (Sienkiewicz ve Riedel 1990).

Yapilan baska bir ¢calismada ise deproteinize peyniraltt suyu, mineral tuzlar ile
zenginlestirilmis ve nisasta (patates) ile karistirildiktan sonra elde edilen bu besi
ortamina kiif kiiltlirleri inokiile edilmistir. 3—4 giin havalandirmali fermentasyondan
sonra kurutulmus besi ortaminin %16.5 ile %24.0 arasinda azot bilesiklerini igerdigi ve
yagsiz siit tozu ile karigtirlldiginda kiimes hayvanlari i¢in {stiin nitelikli bir besin

oldugu bildirilmistir (Sienkiewicz ve Riedel 1990).
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Aspergillus oryzae kiiltiirii (insan gidasi olarak dnceden denenmis olan bir kiif)
asilanan peyniralti suyu permeatinin fermentasyonu sonucunda, iyi bir amino asit
profiline, ayn1 zamanda diisiik niikleik asit ve diisiik yag icerigine sahip, biyokiitlesinde
%40 protein iceren Ustlin kaliteli bir iiriin elde edildigi belirtilmistir. Aspergillus
oryzae kiltliriiniin optimum kosullar altinda yaklasik %3 laktozu 3 saat igerisinde
fermente edebildigi, kullanmilmis atik peyniralti suyunda ise BOD degerinin %95
oraninda azaldig1 bildirilmistir. Bu fermentasyon islemi ile ilgili olarak ekonomik
degerlendirmeler yapilmig, 300000 ABD dolar1 yatirim ve 108000 ABD dolar1 yillik
isletim maliyetinin oldugu, buna karsilik vergiler hari¢ gelirinin 1500000 ABD

dolarindan fazla olacaginin hesaplandigi ifade edilmistir (Sienkiewicz ve Riedel 1990).

Yukarida bahsedildigi gibi endiistriyel anlamda peyniraltt suyu tozu, laktoz,
protein, mikrobiyel protein (tek hiicre proteini), peyniraltt suyu surubu, peyniralti suyu
icecekleri, alkol, laktik asit, asetik asit, sitrik asit, mikrobiyel yag (tek hiicre yagi),
amonyum laktat ve biyogaz tiretimleri gibi alanlarda degerlendirilebilen peyniralt1 suyu
(Ugiincii 2004b, Panesar vd 2007), insan gidasi olarak direk kullamlmaz. Esansiyel
aminoasitler acisindan fakir olan ekmek ve diger hububat mamullerinin
zenginlestirilmesi amaciyla ve sekerleme sanayinde peyniralti suyu tozu yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ulkemizde basit bir yontemle, peynir suyu 1sitilarak serum
proteinlerinin ¢okmesi saglanmakta ve bu yolla, “lor” adi verilen bir {iriin elde
edilmektedir (Metin 1998). Cevre sorunlarina ve doganin korunmasina bilingli olarak
egilen ve siit endiistrisi gelismis olan iilkelerde peyniralti suyundan ¢ok daha fazla
sayida iirlin (ila¢ sanayi, etil alkol {iretimi, yem sanayi, laktoz iiretimi v.s.) eldesinde
yararlanilmaktadir (Demirci vd 2000, Ozrenk vd 2003). Bunun yani sira peyniralti
suyunun bitki besin maddesi olarak da bir degerinin bulundugu ve 6zellikle giibreleme
amaciyla kullanildiginda topraga olumlu katkilarinin oldugu bildirilmektedir

(Sienkiewicz ve Riedel 1990, Ozrenk vd 2003).

2.3.2. Peyniralti suyundan kaynaklanan ¢evre sorunlari

Bilindigi gibi organik maddelerin biyokimyasal oksidasyonu havali (aerobik) ve

havasiz (anaerobik) olmak iizere iki sekilde gerceklesmektedir. Aerobik organizmalarin
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neden oldugu olaylarda organik maddeler, oksijenle yiikseltgenerek (oksitlenerek) enerji
diizeyleri diisiik iriinlere doniismektedir. Azotlu maddeler ise nitrit ve nitrata
yiikseltgenerek “nitrifikasyon” olaylari meydana gelmektedir. Dogada biyolojik
indirgenme ve ylikseltgenmelerin birlikte olustugu bu olaylara “aerobik ¢evrim” adi

verilmektedir (Ugiincii 2004b).

Havasiz ortamda bekletilen maddeler ise anaerobik mikroorganizmalar araciligi
ile ayristirilmaktadir. Anaerobik bozunma iki asamada gerceklesmektedir. ilk asamada,
karmasik yapidaki organik maddeler daha basit organik asitlere; ikinci agamada ise,
organik asitler metan ve karbondioksite doniistiiriilmektedir. Bu olaylar “anaerobik

cevrim” olarak adlandirilmaktadir (Ugiincii 2004b).

Suda bulunan organik kirleticilerin saptanabilmesinde, “oksijen parametre
yontemleri” ve “karbon parametre yontemleri” gibi cesitli analitik yontemler
kullanilmaktadir. Bunlardan 6zellikle kimyasal ve biyokimyasal oksijen gereksiniminin
belirlenmesi biliyllk 6nem tasimaktadir. Organik maddelerin mikroorganizmalar
tarafindan parcalanmasi ortamdaki oksijenin tiiketimine neden oldugundan, kirli sularin
durumu i¢in indikatér (belirteg) olarak oksijen istemi ya da gereksinimi dikkate

almmalidir (Ugiincii 2004b).

e Kimyasal oksijen istemi (COD):

Kimyasal oksijen istemini ifade eden COD degeri, mikroorganizmalarin aracilig1
olmadan atik bir suyun oksijen ile beslenen kisimlarinin oksijen harcamasi, yani organik
maddelerin yalnizca kimyasal oksidasyonu i¢in gerekli oksijen miktaridir. Su halde
kimyasal oksijen gereksinimi, atik sudaki organik maddelerin kuvvetli bir kimyasal
oksitleyici tarafindan oksidasyonu sonucu harcanan oksijen miktarina esdegerdir.
Oksitleyici madde olarak genellikle potasyum permanganat veya potasyum bikromat
kullanilmaktadir (Ugiincii 2004b). Yani belirli bir atik siv1 ele alindiginda COD degeri,
bu atik sivinin yiikledigi organik yiik anlamina gelmektedir. COD degeri biyokimyasal
oksijen istemi degerinden daha yiiksektir. Cilinkii COD degerinin potasyum dikromat ile

oksidasyonuyla tayininde biyolojik olarak ayrigmaya maruz kalmayan maddeler de
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hesaba katilmaktadir (Sienkiewicz ve Riedel 1990).

e Biyokimyasal oksijen istemi (BOD):

Atik sulardaki organik maddelerin 20°C’de 5 giin icinde oksidatif olarak
pargalanabilmeleri i¢in mikroorganizmalar (ayn1 zamanda ¢ogalabilmek i¢in) tarafindan
tiikketilen oksijen miktar1 olup litrede mg olarak ifade edilmektedir (Sienkiewicz ve

Riedel 1990, Ugiincii 2004b).

Yukarida da belirtildigi gibi, atik sularin aritilmasinda 6nem tastyan {i¢ tiirlii
organik madde grubu vardir. Bunlardan karbonhidrath ve yagli bilesikler C, H ve O
elementlerini icerdiginden havali (aerobik) oksidasyon sonunda ne kadar oksijen
harcanacagi kolayca hesaplanabilmektedir. Ancak, protein gibi azot i¢ceren maddelerde
nitrifikasyon olaylar1 da oldugu igin gerekli oksijen hesaplamasi ¢ok karmasiktir.
Kiikiirt ve fosfor gibi elementler i¢eren organik maddelerde bu hesaplamalar, ¢ok daha
karmasik olmakta ve bu duruma gore atitk suda bulunan organik maddelerin
biyokimyasal oksijen gereksinimlerini kuramsal olarak hesaplayabilmek icin suda
bulunan tiim organik maddelerin belirlenmesi gerekmektedir. Bu ise zor ve zaman alici,
¢ok uzun bir islemdir. Bu nedenle konu ile ilgili kuruluslar tarafindan BOD

parametresinin kullanilmasi &nerilmistir (Ugiincii 2004b).

Haval1 (aerobik) kosullar altinda ayrisabilen tiim organik maddelerin biyolojik
oksidasyonu sirasinda mikroorganizmalarca kullanilan oksijen miktar1 BOD olarak
adlandirilmaktadir. Arastirmalar, siit sanayi atiklarinin parcalanmasi ig¢in gerekli
biyokimyasal oksijen gereksiniminin c¢ok yiiksek degerlere ulastigini gostermistir.
Peyniralti suyunun biyokimyasal oksijen gereksinimi 35-50 g/l degerlerine
ulasabilmektedir (Uciincii 2004b). 1 kg BOD siit iiriinlerindeki yaklasik 1 kg organik
kurumaddeye, 1 kg COD ise siit iirlinlerindeki yaklasik olarak 0.65 kg organik
kurumaddeye karsilik gelmektedir (Sienkiewicz ve Riedel 1990).

Biyokimyasal oksijen gereksinimi, kisi basma diisen kirletme miktarini

belirtmek i¢in de kullanilmaktadir. Yasam standardinin ve dolayisiyla su tiiketiminin ve
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bu baglamda ¢ok fazla atigin olustugu iilkelerde, kisi bagina giinde ortalama 100 litre su
ve yaklasik 54 g biyokimyasal oksijen gereksinimi hesaplanmaktadir. 1 litre peyniralti
suyunun dogrudan atik sulara karismasiyla olusan kirlilik miktar1, yaklasik 1 kisinin bir
giinde {irettigi kirlilige esdegerdir. Ornegin giinde 10 ton siitii peynire isleyen ve
artakalan yaklagik 8 ton peyniralti suyunu degerlendirmeden doken bir igletme, 8000
niifuslu bir yerlesim biriminin yol a¢tig1 diizeyde ¢evre kirlenmesine neden olmaktadir.
Su halde peyniralt1 suyu, islenmeden 6zellikle protein ve siit sekerinden arindirilmadan
cevreye verilmemelidir. Isletmelerin biyolojik ve kimyasal aritma ydntemlerini

uygulamalar gerekir (Ugiincii 2004b).

Zengin besin igerigine sahip ve iiretim sonunda fazla miktarda arta kalan
peyniraltt suyu, yiiksek maliyeti sebebiyle biiylik bir kismi degerlendirilmeyip atik
olarak ¢evreye birakilmaktadir. Bu zengin siit¢iiliikk artig1 icerdigi mineral maddeler ve
laktoz ile protein ve yag gibi mikroorganizmalar tarafindan biyolojik olarak
parcalanabilen organik maddelerden dolay1 biiyiik 06lgiide kirlenme kaynagidir.
Akarsulara, gollere ve hatta denizlere atildiginda, ortamin oksijenini tiikettigi igin
yasami olumsuz etkilemekte ve ¢evre kirlenmesine yol agmaktadir (Sienkiewicz ve
Riedel 1990, Ozrenk vd 2003, Ugiincii 2004b). Icerdigi bu organik maddeleri
pargalayabilmek i¢in mikroorganizmalarin sudaki ¢6ziinmiis oksijeni kullanmasiyla
birlikte suda yasayan canlilar yasamlar1 igin gerekli oksijeni bulamamakta ve
Olmektedir. Sudaki yasam i¢in en az 5 mg/L miktarinda ¢oziinmiis oksijen gereklidir.
Bu miktarin altina inildiginde, sudaki canlilarin yasam tehlikeye girer (Ugiincii 2004b).
Yapilan bir ¢aligmada kanalizasyon sebekesine 3800 1 peyniralti suyunun yiiklenmesi
ile birlikte 1800 kisinin giinlik kisisel ev ihtiyaglar1 kullaniminda ortaya c¢ikardig:
kirlilige esdeger diizeyde kirlilik olustugu belirlenmistir. Benzer konu iizerinde yapilan
bir bagka calismada 50000 mg/1 laktoz, 9000 mg/1 protein, 150 mg/l fosfor, 1500 mg/I
azot icerigine ve yaklasik olarak 32000 mg/l BOD degerine ve 60000 mg/l COD
degerine sahip peyniralti suyunun 40-45 kisinin olusturdugu atik sudaki kirlilige
esdeger kirlilik olusturdugu bildirilmektedir (Sienkiewicz ve Riedel 1990).

Diinyada siit iiretiminde 6nemli baz1 iilkelerde peynir tiretimi 2008 yil1 itibariyle

AB15’de 7145000 ton, AB 25’de 8147000, AB 27°de 8276000, ABD’de 4793000 ton,
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Arjantin’de 491000 ton, Avustralya’da 348000 ton, Brezilya’da 630000 ton, Kanada’da
396000 ton, Isvigre ‘de 179000 ton, Rusya’da 429000 ton ve Yeni Zelanda’da 345000
ton olarak verilmistir (Anonymous 2009). Ulkemizde ise 1999 verilerine gére 200000
ton beyaz peynir {iretildigi bildirilmektedir. Bu sayimnin ise 2000 yilinda 220000 ton
oldugu tahmin edilmektedir (Demirbas vd 2002). 2002 yilinda istatistiklere girmis olan
stit tiretim miktar1 8408566 tondur (Anonim 2004). Bunun yaklasik %20’sinin peynire
islendigi kabul edilirse islenen siit miktar1 yaklasik olarak 1681713 tondur. Beyaz
peynir liretiminde randimanin ortalama 1/5 oldugu goz Oniine alindiginda iilkemizde
sadece 1681713 ton siitliin beyaz peynire islenmesi ile 1345370 ton peyniralti suyunun
aciga ciktigr goriilmektedir. Bu miktarin ne kadarimin islendigi tam olarak
bilinmemekte; fakat isletmelerin cogunda peyniralti suyu isleme tesislerinin olmadigi
bilinmektedir. Peyniralti suyunun biylik bir kismmin degerlendirilmeden atildigi
diistintiliirse, cevre kirliligi ve besin degeri yliksek bir yan iiriiniin kaybi agisindan

bliyiik problemler olusturdugu goriilmektedir.

2.3.3. Peyniralti suyundan mikrobiyel yag iiretimi

Apiotrichum curvatum’un (Candida curvata) laktozu kullanma egilimi oldugu
ve bu sebeple de peyniralti suyu permeatindan tek hiicre yagi iiretiminde potansiyele
sahip oldugu belirtilmektedir. Elde edilen bu yagin 6zellikle kakao yagi benzeri yag
tiretiminde kullanilmak {izere uygun oldugu bildirilmistir (Ratledge 1993).

Peyniralti suyundan mikrobiyel yag {iretimi sirasinda izlenen islem
basamaklarini genel olarak 1s1l islem, fermentasyon, hiicrelerin kosantrasyonu, kurutma,
hiicre duvarlariin pargalanmasi, ekstraksiyon, yag/cozgen fazindan hiicre kalintisinin
ayrilmasi ve yagsiz hiicrelerin tagsinmasi olarak gruplayabiliriz (Ratledge 1993, Akpinar

Bayizit ve Ozcan Yilsay 2004, Ratledge 2004).
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Sekil 2.5.  Peyniralt1 suyundan mikrobiyel yag iiretim basamaklar1 (Akpinar Bayizit ve
Ozcan Yilsay 2004).

2.4. Mikrobiyel Fermentasyon ve Peyniralti Suyu ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Yapilan bir calismada p-karotenin Mortierella ramanniana var. ramannaiana

kiif kiiltiirtinde bulunan tek pigment oldugu bildirilmistir (Attwood 1970).

Yaghh mayalarin, karbon disinda diger bir besin kaynaginin tiikenmesi
durumunda hiicre i¢inde kuru biyokiitlenin %70 diizeylerine kadar yag biriktirdigi
bildirilmektedir. Bu mayalarda lipit biriktirilmesi biyokimyasal ve nitel anlamda iyi
bilinmektedir. Diisiik diliisyon oranlarinda siirekli yetistirme, kesikli yetistirmede
oldugu gibi lipit birikimi ile sonuglanmaktadir. Bununla birlikte, bu konudaki nicel ve
kinetik analizlerin sinirli oldugu belirtilmistir. Yapilan ¢alismada numune mayasi olarak
Rhodotorula glutinis’de lipit birkiminin kinetik ve enerjik analizleri daha nicel olarak
gerceklestirilmistir. Bu analizlerin kisith olmayan sartlar altinda Cryptococcus
terricolus’un anormal lipit birikimini agiklayabileceginin diisiiniildiigii ifade edilmistir

(Pan ve Rhee 1986).
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Turcotte ve Kosaric (1988) Rhodosporidium toruloides ATCC 10788 yagh
mayasinda lipit birikiminin tetiklenebilmesi i¢in besi ortaminda azotun kisitlanmasinin
gerektigini belirtmislerdir. Kesikli kiiltiir sartlarinda yapilan ¢alismada eksponensiyel
fazin ortasindaki hiicreler yikanmis, 35 g L' glikoz ve mineralleri igeren besi ortaminda
102 M ve 10 M azot diizeylerinde gelistirilmislerdir. Veriler, lipit birikiminin daima
azot diizeyi 3x10° M degerine ulastiginda basladigim1 ve baslangi¢ spesifik lipit
veriminin sabit oldugunu gdstermistir. Bundan bagka hiicreler sicaklik ve pH
parametrelerinin 9 farkli kombinasyonuna (25°C, pH 4.5’ten 35°C, pH 7.5’¢) tabii
tutulmustur. Her bir besi ortamina 0.5 g L' oraninda maya ekstrakti, 1 g 1! (NH4)2SO4
ve mineral maddeler ilave edilmistir. Beklendigi sekilde 25°C’de gelistirilen hiicreler
yiiksek lipit icerigi vermistir. Ayrica pH 6.0-7.5 civarlarinda diisiik sicakligin etkisi
hafifce artmistir. pH ayni zamanda azotunun tiikkenmesinden Once iiretilen yaglarda
zamana bagli olarak yag asidi profillerinin degisimi {izerine de etki ederken azotun
tilkkenmesinden sonra lretilen yaglarda ise biitiin sicaklik ve pH kombinasyonlarinda

onemli diizeyde bir degisiklik meydana getirmemistir.

Yagl bir maya olan Apiotricum curvatum’un peyniralti suyu permeatinda lipit
liretimi arastirilmig ve bu besi ortaminda optimum c¢alisma kosullar1 belirlenmistir.
Siirekli fermentasyonda besi ortaminin C/N oranmin lipit iiretimine etkileri lizerine
yapilan calismalar, peyniraltt suyu permeatindaki hiicrelerin lipit igeriklerinin, C/N
oran1 yaklasik 25’e yiikseltilene kadar degismedigini ve kuru hiicre agirliginin %22
diizeyinde sabit kaldigin1 gostermistir. Fazla azotlu peyniralti suyu permeatinda biitiin
laktozun tiiketildigi maksimum diliisyon orani 0.073 h™! olarak bulunmustur. C/N orani
25-30’dan yiiksek oldugunda lipit igerigi kademeli olarak artmis ve C/N oranit 70’de
yaklagik %50 diizeylerine c¢ikmigtir. C/N oraninin 70°de maksimum saglanabilir
diliisyon oran1 0.02 h'’ye diismiistiir. Bu verilerden peyniralti suyu permeatinda
maksimum lipit tiretiminin, C/N oraninin 30-35 olmasi durumunda elde edilebilecegi
sonucuna varilmistir. Normal olarak peyniralti suyu permeatinda C/N oraninin 70 ile
101 arasinda bir degere sahip oldugu, lipit liretim oranini optimize etmek i¢in ilave azot
katilmas1 gerektigi belirtilmistir. Peyniraltt suyu permeatinda 4. curvatumun lipit
tiretim oran1 dort farkli gelistirme yonteminde (kesikli, beslemeli-kesikli, siirekli ve

kismi yeniden kullanimli) karsilastirilmistir. En yiiksek hiicre densitesi veren gelistirme
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yotemlerinde en yiiksek lipit iiretim oranlarina ulasilmistir. Kismi yeniden kullanimli
kiiltiirde yaklasik 1 g/L/h lipit iiretim oranina ulasilmistir. Bu gelistirme teknigi
kullanilarak oksijen takviyesinin optimize edilebilmesi durumunda lipit tiretim oraninin

2.9 g/L/h degerine ulasabilecegi hesaplanmistir (Ykema vd 1988).

Candida curvata D’nin degisik pH, sicaklik ve karbon kaynaklarinda
gelistirilmesi durumunda yag sentezleme kapasitesinin belirlendigi bir c¢alismada,
tiretilen mikrobiyel yagin Ci2’den Cax2’ye uzanan genis bir araliktaki yag asitlerini
icerdigi belirlenmistir. Hiicrelerin yag asitleri kompozisyonunda oldugu gibi lipit
fraksiyonlarinin birbirine oranlar1 da sicaklik, pH ve besi ortaminin igerigine bagl
olarak degisim goOstermistir. Biitlin sartlarda calisilan yaglar; oktadekenoik, stearik ve

linoleik asit¢ce zengin bulunmustur (Leman vd 1990).

Peyniralt1 suyunun ve siitiin ultrafiltrasyonundan elde edilen permeatinin alkollii
icecek tiretiminde kullanimi iizerine yapilan bir arastirmada permeat ve peyniraltt suyu
%350 oraninda {iziim suyu ve %20 oraninda da glikoz surubu ile karistirilip substrat
olarak kullanilmistir. Biitlin substratlar Kluyveromyces fragilis, Saccharomyces
cerevisiae ve Saccharomyces boyanus ile fermente edilmistir. Fermentasyondan sonra
alkollii icecekte %4.4-%12.2 diizeylerinde alkol belirlenmistir. Elde edilen alkollii
icecekler 6 ay siire ile depolanmis ve lezzet ve dogalligi bakimindan duyusal
degerlendirmeye tabii tutulmustur. Ozellikle %50 oraninda iiziim suyu karistirilmis olan
substratla iiretilmis ve lezzetlendirilmis alkollii i¢ceceklerin duyusal olarak digerlerinden

daha iyi oldugu belirlenmistir (Akbulut vd 1991).

Yapilan bir ¢calisma ile 5(Z), 11(Z), 14(Z)-eikozatrienoik asit (20:345) ve 5(Z),
11(2), 14(Z), 17(Z)-eikozatetraenoik asit (20:445) yag asitlerinin Mortierella alpina
1S-4’nin A%-desaturaz-defektif mutantinda bulundugu belirlenmistir. 20:445, sadece
24°C’den daha diisiik sicaklikta gelistirildiginde ya da gelisme ortamina a-linolenik asit
veya 11(Z), 14(Z), 17(Z)-eikozatrienoik asitten birinin ilave edilmesi durumunda tespit
edilmistir. 20:345, 12-28°C’lerde gelistirildiginde bulunmustur. 20:345 miktar1 20°C’de
gelistirilenlerde en yiiksek diizeyde (27 mg g! kuru misel) belirlenmistir. Bu da miselin

toplam yag asitleri igerisinde yaklasik %7 (wt) oranina denk gelmektedir. 20:445
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birikimi i¢in (6.4 mg 20:445/g kuru misel) optimum sicaklik 12°C olarak bulunmustur.
Bu iki yag asidinin ¢ogunun (mol olarak %75’den fazlasi) triagilgliserol fraksiyonunda

bulundugu bildirilmistir (Jareonkitmongkol vd 1993).

Farkli bir calismada, fermentasyon prosesinde kullanilan su miktarinda tasarruf
edilmesi amaglanmistir. Arastiricilar fermentasyon islemini, fazla miktarlarda sivi besi
ortaminin atildig1 ve asir1 suyun kullanildig: bir islem olarak karakterize etmekte ve bu
durumun Oniine gecilmesi gerektigini bildirmektedirler. Fermentasyondan sonra geriye
kalan kullanilmig sivi atiklarin minimize edilerek tretilen {iriiniin kullanilan siviya
oraninin artirilmasi gerektigi ifade edilmistir. Calismada, kiiltlir olarak yagli bir maya
olan Apiotrichum curvatum kullanilmig olup fermentasyonda kullanilan besi sivisinin
sonraki fermentasyonlarda tekrar kullanilma durumu arastirilmistir. Belirli  bir
kompozisyona sahip kullanilmis sivi besi ortaminin, sonraki fermentasyonlarda tekrar
kullanilmastyla gerekli su ve mineral maddenin %75 oraninda bu yolla tekrar
saglanabilecegi bildirilmistir. Bu sekilde kullanilmis besi sivisinin sonraki kesikli
fermentasyon islemlerinde tekrar kullaniminin hiicre kiitlesinde ve iiretilen yag
iceriginde degisiklik olmadan 7 ardisik prosese kadar tekrarlanabildigi belirtilmistir. Bu
anlamda %64’e varan oranlarda su tasarrufunun saglandigini, bununla birlikte peyniralti
suyu permeatinin besi ortami olarak kullanildig1 durumlarda ise kullanilan besi sivisinin
%50 oraninda (taze besi s1visi ile karistirilmasi) ii¢ kere, %75 ve %100 oranlarinda da
iki kere ardisik kullanimi1 durumunda yag iiretiminde azalma goriildiigii ifade edilmistir.
Bu inhibisyon etkisinin besi sivisindaki iyon birikiminden kaynaklandigi, bir iyon
degistirici asama ile iyon birikiminin Oniine gegilebilecegi ve fermentasyon

performansinin diizeltilebilecegi bildirilmistir (Hsiao vd 1994).

Nojima vd (1995), Trichosporon sp. mayasinin diisiik hiicre yogunluklu
mutantlarindan trigliserid salgilayan bir sus olan L-12’yi kullanarak bir calisma
gerceklestirmigler ve bu mutant susun orijinal suslarina gore glikozdan ekstraselliiler
trigliserid tiretiminde c¢ok tistlinliik gosterdigini tespit etmislerdir. Calismada trigliserid

birikiminin %75’in iizerinde oldugunu belirlenmistir.

Hiruta vd’nin (1996a) yaptiklar1 c¢alismada Mortierella ramanniana’nin bir
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mutanti elde edilmis ve yiiksek dilizeylerde GLA iretimi saglanmistir. Diistik
sicakliklarda gelismenin baz alindigi, ¢cok sayidaki denemeler sonucunda yiiksek oranda
GLA dretebilen Mortierella ramanniana mutant MMI15-1 elde edilmistir.
Erlenmayerlerde gergeklestirilen gelistirme denemelerinden elde edilen sonuglara gore
mutant MM15-1 tarafindan {iretilen toplam lipit orani, kendisine akraba sus olan
Mortierella ramanniana 1FO 8187 ye gbre %14 oraninda daha diisiik olmasina ragmen,
lipitteki GLA igerigi bakimindan kiyaslandiginda %16.5 GLA igerigi ile bu akraba
susdan yaklasik 2 kat daha fazla artis gosterdigi belirlenmistir. MM 15-1 mutant susunun
bilhassa fosfolipit fraksiyonlarindaki GLA oraninda 6nemli diizeyde artis belirlenmistir.
Ayrica, MM15-1 mutant susunun fosfolipitlerinin TLC (ince tabaka kromotografisi) ile
fraksiyonlarina ayrilmasindan sonra lipit komposizyonunun analiz sonuglari,
fosfatidiletanolamin (PE) (phosphatidylethanolamine) ve fosfatidilinositol (PI)
(phosphatidylinositol) fraksiyonlarindaki GLA oranlarinda onemli diizeyde artis
oldugunu gostermistir. Calismada MMI15-1 mutant susunun 600 L fermentorde
gelistirilmesi durumunda, %18.3 GLA igeren lipit trettigi belirlenmistir. Bu da aym
kosullar altinda iiretimi gergeklestirilen akraba susun lipitlerindeki GLA diizeyinin 2
kat1 oldugu belirtilmistir.

Yiiksek GLA igerikli lipit liretimi amaciyla Mortierella ramanniana mutant
MMI15-1’in optimum gelisme kosullarinin arastirildig1 bir calisma yapilmis ve baslangic
glikoz konsantrasyon diizeyi i¢in optimum deger 300 g/l, pH degeri igin ise 4.0 olarak
belirlenmistir. Gelistirme siiresince bu mutant susun hem topak (pellet) hem de ipliksi
(filamentous) formlarinin olusumu gozlenis, topak formlarinin ipliksi formlarina gore
daha yiiksek oranda GLA igerikli lipit birikimi gosterdigi saptanmustir. Bu sebeple
kiiltiir kosullarinin topak formlarinin olusumu iizerine etkisi 30-1 jar fermentor
kullamilarak arastirilmistir. Sonuglar, 5.0x10%/ml spor igeren asilama oraninin ve 800
rpm karnistirma hizinin, 0.15-0.5 mm g¢apinda topaklanma olusumu sagladigini
gostermistir. Sonugta tretilen lipitlerdeki GLA igerigi %18.3 gibi oldukca yliksek
degerlere ¢ikmistir. Bunun yaninda bu prosesin 10-kl fermentorde gerceklestirilmesi
durumunda hem topak olusumunun hem de GLA igerigi ile lipit iiretiminin 30-1
fermentordeki degerlerle ayni sekilde tutarlilik gosterdigi bildirilmistir (Hiruta vd
1996b).
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Kawashima vd’nin (1996) bildirdigine gore antioksidan olarak bilinen alkil
gallat, deney farelerinin karaciger mikzomlarinda ve ARA iireten fungus, Mortierella
alpina 1S-4’te yogun bir sekilde 45 ve 46 desaturasyonunu inhibe etmektedir. Deney
farelerinin karacigerlerindeki mikromozal 45 ve 46 desaturazlarin farkli sayida karbona
sahip alkollerle esterlesmis gallik asit tarafindan inhibe edilmesi, esterlesmis bir alkolde
inhibisyon icin gerekli yapmin ¢ok rijit olmadigin1 6ne siirmektedir. Gallik asitte ii¢
hidroksi grup arasinda, m-hidroksi grubun gerekli yapt oldugu goriilmiistiir. Kinetik
analizler propil gallatin, 45 desaturaz (Ki=2.6-10° M) ve 46 desaturaz’mn (Ki=1.7-10"*
M) rakipsiz inhibitorii oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu veriler alkil gallatin yeni bir tip
desaturaz inhibitérii oldugunu ve sesamin ve hint safram1 gibi bilinen dogal

inhibitorlerden farkli oldugunu gostermistir.

DHA ve ARA insan siitiinde bulunmakta (salgilanarak {iiretilmekte) ve yeni
dogan bebeklerin emzirilmesi ile bu yag asitlerine olan ihtiyaglar1 karsilanabilmektedir.
Fakat bu yag asitleri ABD’de halen mevcut olan bebek mamalarinda bulunmamaktadir.
Bebek mamalarinina DHA ve ARA ilave edilerek kuvvetlendirilmesi bilhassa
premature bebekler i¢in daha da onemlidir. Premature bebeklerde uterusta bu yag
asitlerinin alimi normal bebeklere goére daha az oranda gergeklesmistir. Bazi
arastirmalar sonucunda DHA ve ARA yag asitlerinin bebek mamalarina katilmasi
gerektigi Onerilmektedir. Bu yag asitlerinin yaygin kaynaklar1 (balik yaglari, yumurta
sarist yaglari v.s.) bebekler i¢in optimal degildir. Ciinkli bu kaynaklar ayn1 zamanda
diger yag asitlerini de uygun olmayan oranlarda igerir. Yapilan bu c¢alismada 4 hafta
stireyle yliksek diizeyde algal DHA ve yiiksek diizeyde fungal ARA yaginin giivenligi
aragtirtlmistir. Bu yag asitleri, DHA:ARA orani anne siitiindeki orana yaklasik olarak
benzetilerek karistirilip harmanlanmistir. Deney farelerine bu harmanlanmis karigim,
bebeklere uygulanmasi diisiiniilenden 3, 11 ve 22 kat daha fazla miktarlarda verilmistir.
Kontrol fareleri de ya yliksek yagli dietle (%13,1, w/w; uygulama grubunun yag
icerigine denk) ya da diisiik yagh diyetle (%5, w/w) beslenmislerdir. Farelerin viicut
agirliklarinda, besin aliminda, organ agirliginda, hematoloji ve klinik kimyasinda
uygulamalara bagli bir degisiklik gozlenmemistir. Boylece bu c¢alisma ile DHA ve
ARA’nin giivenli kaynaklar olarak algal ve fungal yaglarin harmanlanmas ile elde

edilen karisimin {iretilebilecegi ve bu karisimin farelere 4 hafta siireyle bebeklere
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verilmesi diisiiniilen dozdan 22 kat daha fazlasinin verilmesinin bile bir yan etki

olusturmadigi gosterilmistir (Wibert vd 1997).

Certik ve Shimizu (1999) ¢oklu doymamis yag asitlerinin degisik alanlarda
uygulamalarina yonelik artan ilgi ile saglik ve dietetik gereksinimler tizerindeki
oneminden dolay1 bu bilesiklerin uygun kaynaklarinin saglanmasi yoniinde dikkatlerin
yogunlastigini bildirmislerdir. Yiiksek diizeylerde verimli yagli mikroorganizmalarin
izolasyonu, fermentasyon tekniklerinin tarimsal ve hayvansal proseslere alternatif
olarak gelismesine neden olmustur. Bilhassa ¢oklu doymamis yag asitlerinin sentezinde
aktif olan Zygomycetes fungi ve belirli mikroalgler daha one ¢ikmistir. Diger
kaynaklarla rekabet edebilmek icin tatminkar diizeyde verim saglayarak mikrobiyel
coklu doymamis yag asitlerinin regiile edebilmesine imkan verecek yeni biyoteknolojik
stratejilerin uygulamaya konulmasiyla (mutasyon teknikleri, molekiiler miithendislik ve
biyotransformasyon v.s.) iirlin degerinin artirilmasi tizerinde vurgu yapilmistir. Fungal
coklu doymamis yag asitlerinin iiretiminin diger kaynaklarla kiyaslandiginda basarili
olmasi, bunlarin yiliksek-degerli yaglarin sentezlenmesinde mikrobiyel potansiyelinin
oldugunu gosterdigi ve uygulama alanlarinin artirilmasinda tesvik edici oldugu

bildirilmektedir.

Laktik asit mayalariin peyniralt1 suyunda gelistirilmeleri durumunda biyokiitle
ile birlikte ayn1 zamanda baz1 hiicre dig1t metabolitler de iiretebildikleri bildirilmistir.
Karisik kiiltiirler birka¢ degisik karbon kaynagini ayni anda kullanabilmektedir. Bu
ylizden karigik maya kiiltiirlerinin kullanim1 peyniraltt suyunun COD degerinin
azaltilmasinda ve biyokiitle veriminin artirilmasinda Onerilmektedir. Karigik maya
kiiltiirlerinin test edilmesinde en yiiksek biyokiitle verimi, Torulopsis cremoris ve
Candida utilis ile saglanmistir. C. utilis’in, T. cremoris tarafindan fretilen bazi
metabolik yan irilinleri tiikettigi bildirilmektedir. C. utilis ve T. cremoris’in, deZisken
hacimlerde isletilebilecek sekilde dizayn edilmis havalandirmali bir biyoreaktorde
gergeklestirilen tekrarlanan beslemeli-kesikli (fed-batch) {iretimlerinde peyniralti
suyunun islenmesinde yiiksek verimle biyokiitle iiretebildigi (0.75 g biyokiitle/g laktoz)
i¢in potansiyel bir alternatif oldugu ve COD degerinin azaltilmasinda literatiirde genel

olarak bildirilenden (%95.8) daha etkili oldugu belirtilmistir (Cristiani-Urbina vd 2000).
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Lewis vd (2000), lipit iireten iki farkli mikroheterotrofun dondurularak
kurutulmus (freze-dried) biyokiitlelerinden yag asitlerinin ayrilmasinda farkhi
ekstraksyon tekniklerinin etkisini aragtirmislardir. Bu amagla iki farkli prosediir
uygulanmistir. Bunlardan birinci yontemde biyokiitleden lipitlerin ekstraksiyonu ve
bunu takiben yag asitlerinin transesterifikasyonu (ekstraksiyon-transesterifikasyon)
gergeklestirilmistir. ikinci ydntemde ise yag asitleri metil esterlerinin iiretilmesi icin
(baslangic ekstraksiyon asamasi olmadan) biyokiitlenin direk transesterifikasyonu
saglanmistir.  Ekstraksiyon-transesterifikasyon denemesinde degisken faktorler;
orneklere eklenen solventler, metanoliin solvent i¢indeki bagil miktar1 ve solvent
karisimi i¢inde biyokiitlenin sonikasyonu olarak siralanmistir. Direk transesterifikasyon
denemesinde ise degisken faktorler; drnek boyutlari ve reaksiyon siiresidir. Istatiksel

degerlendirme sonuglarina gore:

(1) Yiiksek polarite gosteren solventlerin eklenmesi durumunda toplam yag
asitlerinin transesterifikasyon o©ncesi ekstraksiyonu o©Onemli diizeyde daha etkili
bulunmustur,

(i) Ne sonikasyon ne de ekstraksyion solventlerinde metanol oraninin
artirilmasi, transesterifikasyon oncesi yag asitlerinin ekstraksiyonunu énemli diizeyde
etkilemistir,

(ii1) Yag asitlerinin direk transesterifikasyon etkinligi reaksiyon siiresiyle 6nemli
diizeyde artis gostermistir,

(iv) Yag asitlerinin direk transesterifikasyon etkinligi 6rnek boyutundan 6nemli
diizeyde etkilenmemistir,

(v) Transesterifikasyon oncesi yag asitlerinin ektraksiyonu icin en etkili metot,
en etkili direk transesterifikasyon metodundan onemli diizeyde daha az yag asitleri

kazanim verimi gostermistir.

Baska bir calismada, ticari olarak ARA (20:4n-6) iiretiminde kullanilan
Mortierella alpina’nin, lipid bazli karbon kaynaklarinda gelistirilmesi durumunda,
bunun yag asitleri biyosentezinde ve/veya yag asidi desaturasyon ve elongasyon (zincir
uzatma) reaksiyonlarinda bir degisime (enzimleri baskilamaya) sebep olup olmadigi

arastirllmistic.  Mortierella alpina, yag asidi bazli (Tween) karbon kaynaginda
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yetistirildiginde, ATP : sitrat liyaz, izositrat liyaz, karnitin asetiltransferaz, malik enzim,
glikoz-6-fosfat dehidrogenaz ve piruvat kinaz aktivitelerindeki degisimlerin asagidaki

durumlarla tutarlilik gosterdigi goriilmiistir;

(i) hiicreler substratin yag agil kisimlarii tek karbon kaynagi olarak
kullanmuslardir, (i1) piruvat kinaz bu iiretim kosullarinda biyosentez i¢in piruvat kaynagi
olmustur, (iii)) malik enzimin major fonksiyonu, lipid biyosentezi i¢cin NADPH
saglayicisi seklindedir. Hiicreler tweenler iizerinde gelistiginde yag asidi sentez
aktivitesinin ortadan kalkmasi, bu {iiretim kosullari altinda yeni bastan yag asidi
biyosentezinin durdugunu gostermektedir. Tween 20, 40 ve 80 {lizerinde gelisen
funguslarda sentezlenen lipidlerin yag acil kompozisyonlari, onlarin substrat
lipidlerinden desaturasyon ve elongasyonla meydana geldigini gostermektedir. Tweende
gelismis olan hiicrelerce sentezlenen ARA’nin mutlak miktar1 glikozda gelismis olan
hiicrelerle ayn1  bulunmustur.  20:4(n-6)’ya  doniistliriilen  yag  asitlerinin
transformasyonunda 18:3(n-6)’nin, 20:3(n-6)’ya uzatilmasi asamasi baskilanmis ve
dolayistyla her durumda Tweende gelisen hiicrelerin 18:1, 18:2 ve 18:3(n-6) miktarlari
artmistir. Bu veriler; yag asidi sentezinin, yag asidi desaturasyon/elangasyonundan ayri
olarak regiile edildigini ilk kez gostermektedir. Sonraki reaksiyonlar fungusun basit yag
asitleri ortaminda gelistirilmesinden dolay1 baskilanmamaktadir. Ayrica c¢alisma
sonucunda Mortierella alpina’nin ARA biyosentezinde, 18:3(n-6)’nin 20:3(n-6)’ya
elongasyonunun sinirlayict adim oldugunu kuvvetle vurgulamaktadir (Wynn ve

Ratledge 2000).

Hidrokarbonlar1 degrade edebilen yagli bir bakteri susu Rhodococcus opacus
PD630 iizerine bir calisma yapilmis ve calismada sterkulik asit metil esterinin
triagilgliserol yag asitleri {lizerine in vivo etkileri arastirilmistir. Sterkulik asit bir
siklopropen yag asidi olup stearoil-CoA desaturaz sistemin bir inhibitoriidiir. Kiiltiir
ortamina eklendiginde monoenik yag asitlerinin, 16 karbon atomundan fazla karbon
iceren doymus yag asitlerinin ve tek sayili karbon atomu iceren yag asitlerinin sentezini
kuvvetle inhibe etmektedir. Buna ilave olarak uzun =zincirli yag asitlerinin
desaturasyonlar1 c¢cok ya da az zayiflatilmis olan kimyasal mutagenezislerin ve

zenginlestirilmis penisilin teknigi uygulamasi ile saglanan mutantlarin sterkulik asit
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metil esteri varliginda bazi durumlarda orijinal tipteki suslariyla benzer yag asidi

kompozisyonu gosterebildigi belirtilmistir (Waltermann ve Steinbiichel 2000).

Wiltermann vd (2000), triagilgliserol biriktirebilen ve hidrokarbonlari
parcalayabilen bir bakteri olan Rhodococcus opacus PD630 susu ile bu sustan kimyasal
olarak indiiklenerek tiiretilmis olan yag birikimi yapamayan mutant susu {izerine
calisma yapmislardir. Calismada kisith azot sartlarinda gelistirmede bu iki susun
sitoplazmalarinda depo lipit birikim kabiliyetlerini arastirilmistir. Caligma sonunda
glukonatta gelistirilmis hiicrelerde Onemli diizeyde tek sayili, 13-19 arasi1 karbon
atomlarini igeren degisik gliserollerde yag asitleri bulundugu ve bunlarin kuru hiicresel
agirhgin - %76’sin1  olusturdugu  belirlenmistir.  Ayrica yag asitlerinin  gliserol
omurgasinin ii¢ pozisyonu iizerinde rastgele dizilmedigi tespit edilmistir. Uzun ve
yiiksek derecede doymamis yag asitlerini gliseroliin 2. pozisyonunda agirlikli olarak
iceren yaygin bitkisel yaglarla kiyaslandiginda R. opacus PD630 bu pozisyonda sadece
kisa zincirli ve doymus yag asitlerini bulundurdugu saptanmistir. Arastirma bu
bakterinin tiragilgliserolleri en az iki farkli yolla sentezleme yetenegine sahip oldugunu

gostermistir.

Kavadia vd (2001) yaptiklar1 bir ¢alisma ile Zygorhynchus, Mortierella,
Rhizopus, Mucor ve Cunninghamella cinslerine ait Zygomycetes suslarinin glikoz
iceren besi ortaminda gelistirilmeleri durumunda 6nemli miktarlarda GLA irettigini
ortaya koymuslardir. Kiiltiir ortaminda azotun tilkenmesiyle birlikte biitiin suslar %10
ile %28 oranlarinda (kuru biyokiitlede) yag birikimi gostermislerdir. Bununla birlikte
baz1 suslarda kiiltiir ortaminda karbon kaynaginin (glikoz) bitmesiyle birlikte hiicre
icinde biriken yagin kullanilarak yagsiz hiicre materyalinin sentezlendigi goriilmiistiir.
Miseller icerisinde fazla miktarda yag birikmesi, diisiik GLA igerikli yag iiretimi ile
sonuclanmistir. Bir bagka ifade ile yag iiretimi arttikca yagin GLA igerigi diismiistiir.
Calismada kullanilan Rhizopus stolonifer susu LGAM 1 ve Cunninghamella sp. susu
LGAM 2 suglari, kuru biyokiitlelerinde 30 mg’dan fazla GLA iretmistir.
Cunninghamella sp. %11.9 GLA igeren %28.1 oraninda (kuru biyokiitle) yag birikimi

gostermistir. Kiiltlir ortaminin litresinde 260 mg GLA {iretimi saglanmigtir.
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Ipliksi (filamentous fungi) funguslarda bir anahtar lipojenik enzim olan malik
enzimin yaglh fungus Mucor circinelloides’de en az 6 farkli izoformunun bulundugu
bildirilmistir. Sadece bir izoformunun (izoform IV) lipit birikimi ile ilgili oldugu,
glikozda gelistirilen hiicrelerde ortamda azotun sinirlanmasiyla (lipit birikimi i¢in 6n
kosul) ortaya ¢iktigi belirlenmistir. I, II, V ve VI izoformlarinin anaerobik gelisme
sartlariyla ilgili oldugu ve sadece limitli O altinda ortaya ¢iktigi saptanmistir. III
izoformu temel izoform olarak ortaya cikar ve aktif gelisme (dengelenmis) sartlarinda
olusur ve bu yiizden temel metabolizmada kritik bir rol oynar. Hiicrelerin asetatta
gelistirilmesi M. circinelloides tarafindan biriktirilen hiicre lipitlerinin miktarin
arttirmis (glikozda gelisen hiicrelerde %25-27 iken asetatta gelisenlerde %37-38’e
yiikselmistir) ve bu, kiiltiir ortaminda azotun tiikenmesinden 6nce malik enzimin IV
izoformunun ortaya ¢ikmasi ile birlikte gerceklesmistir. III ve IV izoformunun
aminoasit dizilimi analizi sonucunda bu iki malik enzimin tekil bir gen tarafindan
kodlanmis olabilecegi ve IV izoformunun, azotun tiikenmesiyle (karbon kaynagi olarak
sadece glikoz kullanildiginda) ya da karbon kaynagi olarak sadece asetatin kullanildig:
ortamda gelistirilmesi durumunda baglatilan post-translasyonal modifikasyonla III

izoformundan tiiremis olabilecegi ileri stiriilmiistiir (Song vd 2001).

Gonzéalez-Martinez vd (2002), peyniraltt suyunun laktoz, kalsiyum, siit
proteinleri ve ¢ozlinebilir vitaminlerin 6nemli bir kaynagi olmasi bakimindan
fonksiyonel gida olarak kabul gordiigiinii ve degerli besinlerin kaynagi oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilarin  gergeklestirdigi ¢alismada, yogurt {iretiminde siitlin
kurumaddesinin arttirilmasinda siittozu yerine kismi olarak peyniraltt suyu tozu
kullanilmistir. Uretim bes farkli formiilasyonla iiretilmis ve 5°C’de gergeklestirilen
depolamanin 1, 15 ve 28. giinlerinde asitlik, pH, jel konsistensi ve mikroyap1 ve akis
davranislari, renk (CIE L, a, b) ve sineresiz indeksi analiz edilmistir. 15 giin
depolamadan sonra duyusal 6zellikler degerlendirilmistir. Sonuglar peyniralti suyu tozu
kullantminin hafif sarimsi1 bir goriiniise donen yogurdun yavas asitlenme orani
gosterdigini ortaya koymustur. Ayni zamanda bu lriinler daha iyi akis 6zellikleri ve
yagsiz siit tozu ile iretilen iirlinlere gore daha biiylik sinerezis gostermistir. Yiiksek
oranda peyniralti suyu tozu katilarak (%3.64-5.20) iiretilen yogurt 6rnekleri duyusal

panel tarafindan tercih edilmislerdir.
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Yapilan bir ¢alismada Schizochytrium limacinum SR21 ve Thraustochytrium sp.
KK17-3’1 igeren thraustochytridlerden elde edilen iki g¢esit tek hiicre yagi, DHA
bakimindan zengin agilgliseroller hazirlamak i¢in Candida rugosa lipazi ile hidroliz
edilmistir. Lipaz diizeyi 800 {iinite/g-yag oldugunda ve SR21 yagi 24 saat siireyle
37°C’de hidrolize tabi tutuldugunda gliseridler fraksiyonundaki DHA igerigi siirfaktan
yoklugunda bile %67.3 diizeyine kadar yiikselmistir. Bu da orijinal yagdaki degerinden
(%40.5) yiiksektir. Ozellikle monoagilgliserollerde DHA igerigi %85.6 diizeylerine
kadar ulagsmustir. Serbest yag asitlerinin uzaklastirilmasindan sonra DHA igeriklerini
%81.3 diizeylerine kadar gelistirmek ic¢in gliserit fraksiyonlarinin hidrolizine devam
edilmistir. Triton X-100 ya da deoksigolat eklenmesi (fakat Tween 20 eklenmeden)
DHA’ca zengin monoagilgliseroliin hizli bir sekilde {iretimini kolaylastirmis olsa da
bunun birikim seviyesini onemli diizeyde yiikseltmemistir. Kullanilan bu lipaz; KK17-3
yaginin (%30.7), gliserit fraksiyonlarinda DHA igeriginin (%63.0) zenginlestirilmesinde
de etkili olmustur. Bu yagda bulunan EPA ve ARA gliseritlerden hidrolizle DPA ve
DHA’ya gore daha kolaylikla ayrilmistir. SR21 ve KK17-3 yaglarinda bulunan ¢oklu
doymamis yag asitleri ve palmitik asitten olusan hakim ester baglarinin hidrolize karsi
gosterdikleri direncin biiyiikten kii¢iige siralamasi, DHA>>DPA>EPA>ARA>palmitik
asit seklindedir. Thraustochytrid yaglarmin DHA’ca zengin gliseritlerin, 6zellikle de
monogliseritlerin  hazirlanmasinda uygun kaynaklar olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir (Huang vd 2002).

Yapilan bir ¢alismada peyniraltt suyunun yiiksek sicakliklarda alkol
fermentasyonu i¢in yeni bir sistem gelistirilmistir. Bu sistem delignifiye seliilozik
materyalde Kluyveromyces marxianus mayasiin immobilize edilmesinden olugmustur.
pH’nin, baslangi¢ laktoz konsantrasyonunun ve sicakligin laktoz igeren sentetik besi
ortaminin fermentasyonu {izerine etkileri arastirilmistir. Peynialti suyunun kesikli
fermentasyonlar1 gergeklestirilmis ve ucucu yan {rlinlerin olusumu arastirilmastir.
Yiiksek alkollerin konsantrasyonu cok diisiik diizeylerde bulunmus, bu da iiriin
kalitesinin iyilesmesine yol agmistir. Fermente peyniralti suyu, fermente olmayan
peyniralti suyu ile kiyaslandiginda daha diizgiin karakteristik bir aroma ortaya
koymustur. Calisma ile fermente peyniralti suyunun yeni, diisiik alkol igerikli

iceceklerin iiretiminde ham materyal olarak kullanim olanaklar1 aragtirilmigtir
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(Kourkoutas vd 2002).

Papanikolaou ve Aggelis (2002) tek karbon kaynagi olarak endiistriyel
gliseroliin kullanildig1 besi ortaminda Yarrowia lipolytica LGAM S(7)1’in kayda deger
boyutlarda gelisme gosterdigini belirtmiglerdir. Calismada kisitlanmig azot igeren
erlenlerde gelistirilen kiiltiirlerde hiicre dis1 sitrik asit iiretimi fazla olurken, rezerve
lipitlerin sentezi sinirli miktarlarda gerceklesmistir. Tersi olarak, yiiksek diizeylerde
havalandirilmis stirekli kiiltiirde ise fazla miktarlarda rezerve lipit birikimi (3.5 g/I'ye
kadar, %43 w/w kuru biyokiitlede lipit) meydana gelmistir. Gelisme siirecinin
tamaminda yagsiz biyokiitle verimi artarken, diisiik spesifik diliisyon oranlarinda lipit
tiretimi egilimi daha fazla olmustur. Elde edilen maksimum volumetrik tiretkenlik 0.12
g lipit/L/h olarak tespit edilmistir. Test edilen spesifik diliisyon oranlarinda lipit
komposizyonu biiyiik degisimler gdstermemis, oleat ve linoleat baskin yag asitleri

olarak belirlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada yagh bir sus olan Yarrowia lipolytica’nin doymus yag
asitlerinden olusan bir endiistriyel yagda (stearin) gelisimi arastirtlmistir. Primer
anabolik gelisme siiresince lipit birikimi pH ve inkiibasyon sicakligindan ciddi derecede
etkilenmistir. Islem kiiltiir ortamindaki azot konsantrasyonundan bagimsiz olarak
yiriitiilmiis; fakat yiiksek karbon substrat diizeyi ve diisiik havalandirma oranlar1 tercih
edilmistir. pH 6’da ve 28-33°C sicakliklarda 9-12 g/ kuru biyokiitle {iretimi
gerceklesmistir. Bu kuru biyokiitlede de 6nemli diizeylerde lipit birikimi (0.44-0.54 g
lipit/g biyokiitle) meydana gelmistir. Kiiltiir ortaminda, stearik asitce zengin olan
substrat yag1 kullanilmadan kalmasia ragmen, kullanilan susun kendi depo lipitlerini
degrade etme egilimi gosterdigi belirlenmistir. Y. lipolytica kuvvetli bir yag asidi
spesifitesi gostermistir. C12:0, C14:0 ve C16:0 yag asitleri hizla mikroorganizma
biinyesine dahil edilip temel olarak gelisme gereksinimleri i¢in kullanilirken, C18:0
daha diisiik oranlarda mikroorganizma biinyesine dahil edilmis ve daha ¢ok depo
materyali olarak kullanilmigtir. Rezerve lipitler genel olarak triagilgliserollerden
(toplam yaglarin %55’1 w/w) ve stearik asitge zengin serbest yag asitlerinden (%35
w/w) olusmus, ihmal edilebilir miktarlarda da doymamis yag asitleri tespit edilmistir.

Endiistriyel gliseroliin strearinle birlikte ko-substrat olarak kullanilmasi durumunda
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rezerve lipitlerde doymamis yag asitleri konsantrasyonu artmistir (Papanikolaou vd

2002).

Yaglarin antibiyotik iiretimi i¢in gergeklestirilen fermentasyonlarda hem
ekonomik nedenlerden hem de sonugta yiliksek antibiyotik verimi saglamalarindan
dolayr karbon kaynagi olarak kullanildig1 bildirilmektedir. Gergeklestirilen bir
aragtirmada model mikroorganizma olarak kullanilan Streptomyces lividans’in, glikoz
ve triagilgliserol trioleinin birarada oldugu substratlarda gelistirilmesi durumunda, bu
substratlarin tek olarak kullanilmalarina gore daha yiiksek hiicre yogunlugu vererek
gelisme gosterdigi ve hizli bir sekilde antibiyotik ve antinorhodin iirettigi belirlenmistir.
Triolein (oleik asitin trigliseridi) tek substrat olarak kullanildiginda, B-oksidasyon orani
maksimum diizeyde olmus ve yeni bastan yag asidi sentezlendigine dair bir delil
goriilmemistir. Glikozun tek substrat olarak kullanilmasi durumunda ise yag asidi
biyosentezi gerceklesmis ve B-oksidasyon meydana gelmemistir. Karisik substratta ise
ne B-oksidasyon ne de yag asidi biyosentezi olmamis; bu da glikozun asetat seviyesine
kadar biitiin biyokimyasal ara {iriinleri, trioleinin ise lipitler i¢indeki diiz zincir yapisina
sahip yag acil gruplarinin ¢ogunu sagladigini gostermistir. Boylece hiicreler agik bir
sekilde karsilikli olarak 6zel mekanizmalarla her iki substrati da ayni anda
kullanabilmis, dolayisiyla yiiksek gelisme ve firetkenlige ulasilmistir (Peacock vd

2003).

ARA tek hiicre yagia kaprik asit baglanmasi ile ilgili olarak yapilan bir
calismada 5 farkl ticari lipaz enzimi kullanilmis ve bu enzimler arasinda Pseudomonas
sp.’den elde edilen PS-30 lipaz enziminin en etkili enzim oldugu tespit edilmistir.
Calismada optimum kosullar; yag/kaprik asit mol orani 1/3, inkiibasyon sicakligi 45 °C,
inkiibasyon siiresi 24 saat, %4 Pseudomonas sp. lipaz1 ilavesi ve %2 (w/w) su igerigi
olarak belirlenmistir. Kaprik asit ile modifiye edilmis ARA tek hiicre yagimin gliserol
iskeleti tizerindeki yag asidi pozisyonel dizilimine bakildiginda, kaprik asidin
triagilgliserol molekiiliiniin sn-1,3 pozisyonlarinda konsantre oldugu goriilmiistiir. ARA
ise genel olarak sn-2 pozisyonunda yer almistir. Enzimatik olarak modifiye edilmis
ARA tek hiicre yagi modifiye olmamis benzeri ile kiyaslandiginda, daha yiiksek bir
konjiige dien (CD) degeri vermistir. TBARS degeri ise hem modifiye hem de modifiye
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olmayan ARA-tek hiicre yaginda depolama periyodu boyunca kademeli olarak artmis;
fakat her ikisi arasinda TBARS degerleri bakindan belirgin bir farklilik gériillmemistir.
Nitekim CD ve TBARS degerleri goz Oniine alindiginda enzim ile modifiye edilen
yagin, modifiye olmayan benzerine gore oksidasyona daha duyarli oldugu bulunmustur.
Modifikasyon sirasinda dogal antioksidanlarin uzaklastirilmasinin, enzimatik modifiye
yagin  oksidatif = bozulmasimmi  hizlandirmada  6nemli rol oynayabilecegi
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme, baslangi¢c materyallerinin herhangi bir enzim
olmadan ayni reaksiyona tabi tutulmasi durumunda, elde edilen yagin kontrol yagina

gore dnemli Ol¢iide daha az stabil olmasi ile dogrulanmigtir (Hamam ve Shahidi 2004).

Yapilan bir c¢alismada Fluoresan prob ve Nil kirmizisi kullanilarak
mikroorganizmalarin hiicre i¢i lipit iceriklerinin belirlenmesinde hizli bir yontem
gelistirilmistir. Yontem Nil kirmizist ile boyamanin optimizasyonu ve elde edilen
verilerin islenmesi ile gelistirilmistir. YOontem genis bir mikroorganizma tiliriine ve
kiiltiir sartlarina uygulanabilir sekilde dizayn edilmistir. Optimize edilen prosediirde
hiicreler tamponla seyreltilip 0.24-0.47 pg/ml Nil kirmizist ile 5 dk siire muamele
edilerek boyanmislar ve Nil kirmizisi eklenmeden onceki ve eklendikten sonraki 400-
700 nm dalga boyu araliginda fliioresan emisyon spektra degerleri alinmis, 488 nm’de
en yiiksek degeri verdigi saptanmustir. Fliloresan yogunlugu hiicrei¢i lipit miktarina
bagl olarak degisim gostermis ve buna karsilik gelen pik degerleri hesaplanmistir.
Degisik yagl fungi ve mayalarda geleneksel yontemlerle dlciilen yag igerikleri ile bu
yontemden elde edilen veriler lineer bir iliski ortaya koymustur. Bagil fliioresan
yogunluk ile birim lipit miktar1 arasindaki iliski sadece bir maya hari¢ her zaman ayni
olmustur. Misel olusturan pellet tipindeki degisik organizmalara uygulamada 5-10 dk
cam boncuklarla ¢alkalanmasi gibi basit ve kolay bir 6n islem yonteme eklenmistir.
Olusturulan bu metodun 2-5000 mg-lipit/ml-broth oraninda lipit igeren genis bir aralikta
mikroorganizma kiiltiirleri i¢in lipit igeriklerinin belirlenmesinde uygulanabilir oldugu

bildirilmistir (Kimura vd 2004).

Yapilan bir c¢alismada, Mortierella isabellina azot igerigi kisitlanmis besi
ortaminda gelistirilmis ve sonucta kayda deger miktarda (35.9 g/I’ye kadar) biyokiitle

artist gozlenmistir. Besi ortaminin baslangi¢ seker (glikoz) konsantrasyonunun yiiksek

85



olmast durumunda bile (6rnegin 100 g/l) bilyiikk oranda glikoz kullaniminin
gerceklestigi belirlenmistir. Ortamdaki azotun azalmasiyla birlikte fungal miseller
icinde 6nemli diizeyde yag birikiminin (%50-55, w/w kuru biyokiitle) oldugu, énemli
diizeylerde (18.1 g/l besi ortami) tek hiicre yag iiretildigi ifade edilmistir. Toplam kuru
biyokiitle ve lipit verimlerinin oldukc¢a yiliksek degerler (sirasiyla 0.34 ve 0.17
g/tiiketilen glikoz) oldugu belirtilmistir. Uretilen mirobiyel lipitte %3.5+1.0 (w/w) GLA
diizeyine ulasildigi, bunun da kuru mikrobiyel kiitlenin grami basina 16-19 mg GLA’ya
karsilik geldigi belirtilmigtir. Maksimum konsantrasyon olarak kiiltiir ortaminin

litresinde 0.801 g GLA {iretiminin gergeklestigi belirtilmistir (Papanikolaou vd 2004).

Aidil vd (2005), 4 farkli yagl fungus kullanarak (Cunninghamella sp. 2A1,
Absidia sp. DR, Bortrytis sp. K3 ve Geotrichum sp. SK22), substrattaki C:N
(karbon:azot) oraninin ve iretim sicakliginin lipit tiretimi ve GLA igerigi lizerine
etkilerini arastirmiglardir. Arastiricilar biitiin izolatlarda, besi ortamindaki C:N oraninin
artistyla birlikte lipit diizeylerinin de iki kata kadar artis gosterdigini belirtmislerdir.
Fakat lipit diizeylerindeki artisin GLA igeriginde (% toplam yag asitleri) azalma ile
sonucglandig belirtilmistir. Absidia sp. DR i¢in GLA igerigi, besi ortamindaki C:N orani
40:1 oldugunda %18 iken, C:N oran1 133:1 diizeyine ¢ikarildiginda %5’e diismiis; fakat
buna karsilik lipit oraninda %17’den (g/g biyokiitle) %32’ye artis oldugu belirtilmistir.
Aragtiricilar bu lipit ve GLA igeriklerindeki ters iliskinin diger ii¢ fungusda da
gozlendigini belirtmislerdir. Ayrica ¢alismada Cunninghamella sp. 2A1, Absidia sp.
DR, Bortrytis sp. K3’1in farkl sicakliklarda (15°C, 20°C, 25°C ve 30°C) gelistirilmeleri
durumunda, tiim yaghh funguslarin 25°C ve 30°C’lerde maksimum lipit {retimi
gergeklestirdigi, bununla birlikte farkli sicakliklarda gelistirmenin GLA igeriklerinde

onemli bir degisime sebep olmadigi ortaya konulmustur.

Farkli bir calismada lokal olarak izole edilmis (Perryvale, Alta., Kanada) bir
fungus tiirli olan, Mortierella ramanniana var. ramanniana’nin endiistriyel olarak GLA
liretim potansiyeli igin arastirilmistir. Uretim parametreleri (pH, sicaklik, karbon
kaynagi, azot kaynagi ve metal iyonlari ile yag ilavesi) sistematik olarak ayarlanmistir.
Calisma sonuglar1 bu sus i¢in %5 dekstroz ve %1 maya ekstrakti iceren temel gelisme

ortamina, 5 mg/L Mn?" ilave edilerek 20°C’de inkiibasyon ile GLA iiretiminin
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maksimize edilebilecegini gostermistir. Optimum gelisme kosullarinda lipit veriminin
toplam kuru biyokiitlenin %54.2°si1, elde edilen lipitteki doymamis yag asitleri i¢eriginin
ise %84.3 oldugu belirlenmistir. Gram biyokiitle basina GLA verimi toplam lipit
iceriginin %13.3’linl teskil ettigi ve bu 0Ozelligi ile tipik ¢uha c¢icegi yagimin GLA
iceriginden biraz fazla oldugu tespit edilmistir (Dyal vd 2005).

Hamam ve Shahidi’nin (2005) yaptiklar1 ¢aligmada ticari olarak OMEGA-
GOLD yag1 diye bilinen DHA ve DPA igerikleri bakimindan zengin tek hiicre yaginin
kaprik asitle (CA) lipaz destekli asidolizisi gerceklestirilmistir. Ticari olarak temin
edilen 5 farkli lipaz enziminin; yag-kaprik asit mol orami 1:3, 45°C reaksiyon sicakligi,
24 saat reaksiyon siiresi, %4 (w/w substrat) Pseudomonas sp.’den elde edilen PS-30
lipaz ve %2 (w/w substrat ve enzim) su igerigi sartlarinda taramasi gergeklestirilmistir.
Stereospesifik analizler kaprik asitin genel olarak triagilgliserol moekiillerinin sn-1,3
pozisyonlarinda bulundugunu, DHA ve DPA’nin ise ¢ogunlukla sn-2 pozisyona
esterlestiklerini gostermistir. Enzimatik olarak modifiye edilmis bu yag modifiye
olmayan benzerinden daha yiiksek (CD) ve 2-tiyobarbiitirik asit (TBA) degerleri ortaya
koymustur. Bununla birlikte herhangi bir enzim uygulamasi olmaksizin ayni reaksiyon
asamalarina maruz birakilan yagin onemli bir diizeyde daha diisiik oksidatif stabilite
ortaya koydugu belirlenmistir. Bu yilizden islem boyunca endojen antioksidanlarin
uzaklastirilmasiin ya da degistirilmesinin modifiye yagin stabilitesinin bozulmasinin

temel sebebi olabilecegi ileri siirilmiistir.

Bir yagh fungus olan Mortierella alpina 1 S-4, ARA iiretiminde ticari olarak
kullanilmaktadir. Oleik asidi (18:1n-9) linoleik asite (18:2n-6) desature eden Al2-
desaturaz, ARA biyosentez yolunda kilit bir enzimdir. Yapilan bir caligmada
Mortierella alpina 1 S-4’te, ¢ift sarmal RNA’dan RNA interferans’in (RNA1) ortaya
cikip ¢ikmadiginin belirlenebilmesi i¢in, Al2-desaturaz geni bastirilmistir. S6z konusu
genin bastirilmis oldugu susda 18:2n-9, 20:2n-9 ve 20:3n-9 (mead asit) birikimi
gbzlenmis; fakat bu yag asitlerine ne kontrol susunda ne de orjinal tip sus olan 1S-4’de
rastlanmamistir. Elde edilmis olan bu stabil transformant kiiflerin yag asidi
kompozisyonlarinin daha onceden tanimlanmis olan Al2-desaturaz-defektif mutant

kiifler ile benzerlik gosterdigi belirtilmistir. Boylece, Mortierella alpina’da RNA1’nin
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ortaya ¢ikmis oldugu belirlenmis ve bu funguslarin ticari suslariyla iiretilen yag asitleri
tiplerinin ve bunlarin bagil miktarlarinin, genetik yapilarinda herhangi bir mutagenezis
ve kalict bir degisiklik olmadan elde edilen bu yeni suslarla degistirilmesinde

kullanilabilecegi belirtilmistir (Takeno vd 2005).

Ward ve Singh (2005), ¢oklu doymamis yag asitlerinin yiiksek Okaryotlarin
temel bileseni oldugunu belirtmislerdir. Tek hiicre yaglar1 marketlerde genis Olciide
kabul gormekte; GLA, ARA, DHA ve EPA gibi ¢coklu doymamis yag asitlerinin sagliga
yararlar1 konusunda gittikce gelisen bir bilgi birikimi olugmaktadir. Diinyanin bir¢ok
bolgesinde ARA ve DHA, bebek mamalarinin zenginlestirilmesinde takviye olarak
kullanilmaktadir. Balik yaglari DHA ve EPA agisindan olduk¢a zengin kaynaklardir.
Bunun yaninda az sayida bitkinin tohum yaglar1 ¢coklu doymamis yag asitlerinin dnemli
kaynaklaridir. Thraustochytrium, Schizochytrium ve Crypthecodinium’™un tirleri gibi
deniz protistleri ve atesrengi algler (dinoflagellates) DHA acisindan, Phaeodactylum ve
Monodus gibi mikroalgler ise EPA igerigi bakimindan zengindir. Algak fungus
tiirlerinden Mortierella, lipit fraksiyonlarinda yiiksek oranda ARA biriktirebilmektedir.

Yagli bir fungus olan Cunninghamella echinulata, domates atiklar1 hidrolizati
iceren besi ortaminda gelistirilmis ve 7.8 g/l rezerve lipit birikimi saglamistir. Fakat
gelisme ortaminda karbon kaynagi tiikenirken, s6z konusu rezerve lipitlerin %44’°likk
bolimi kullanilmig ve 3.2 g/l yagsiz biyokiitle tUretilmistir. Calisma verileri lipit
fraksiyonlarinin, her bir lipit sinifinin miktarlar1 ve bagil oranlari ile yag asidi profilinin
bu donlisim sirasinda degiskenlik gosterdigini  ortaya koymustur Tercihen
triacilgliseroller kullanilmig ve yagsiz biyokiitleye karst yiizdesel oranlar1 %26.6’dan
%6.9’a (w/w) diigsmiistiir. Fakat doymamis yag asitlerini i¢eren triagilgliseroller kismen
ayirt edilmistir. Sonug olarak triacilgliserollerdeki GLA’nin bagil orant %9.2°den
(lipojenik fazin sonunda) %15.3’e (w/w) ylikselmis oysa C16:0 oran1 %?22.7°den
%15.6’ya (w/w) diismistiir. Lipitlerin kullanimi sirasinda membran polar lipit
fraksiyonlarinin sentezi bu duruma eslik etmistir. Bu ge¢is asamasinda glikolipitler ve
sifingolipitler fraksiyonu c¢oklu doymamis yag asitlerince zenginlesmis, bu artis
ozellikle GLA igeriginde olmustur. Bunun yanidan fosfolipitler fraksiyonu GLA

bakimindan zenginlesmis ancak C18:2 bakimindan zenginlesmemistir (Fakas vd 2007).
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Balik yagi ikamesi olarak DHA igerigi bakimindan zengin deniz orijinli
thraustochytrid olan tek hiicre mikro-organizmasi1 Schizochytrium sp. L’nin Atlantik
somon (Sal/mo salar) baliklarinin beslenmelerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢alisma
yapilmustir. Deneme icin %100 thraustochytrid tek hiicre yagi (TO), %100 palm yagi
(PO) ve 4:1 palm ve thraustochytrid tek hiicre yag: karisimi (MX) ile balik yagindan
(FO) olusan 4 farkli diyet hazirlanmig, 9 hafta boyunca ilk li¢ diyet FO ile
kiyaslanmistir. Diyet uygulamalar1 arasinda yem tiiketimi ya da ®-3 ya da -6 ¢oklu
doymamis yag asitlerinin = sindirilebilirligi bakimindan 6nemli bir farklilik
belirlenmemis, bu da diyetler arasinda yag asitlerinin sindirilebilirligi bakimindan fark
olmadigii gostermistir. Baliklarin gelisimi bakimindan 4 diyet uygulamasi arasinda
onemli diizeyde farklilik tespit edilmemistir. Baliklarin kas dokularindaki yag asidi
profilleri bakimindan biitiin diyet uygulamalar1 arasinda onemli diizeyde farklilik
belirlenmistir. Diger diyet uygulamalar1 ile kiyaslandiginda TO diyeti uygulamasi
baliklarin kas dokularinda 6nemli diizeyde daha yiiksek bir DHA orani vermistir. Yavru
baliklarin tuzlu deniz suyuna ilk defa gogiiyle ters olarak ilgili olan kan ozmolaritesi TO
ve FO diyetleri PO diyetinden 6nemli diizeyde daha diisiik bulunmustur. Bu c¢alisma
Atlantik somon baliklarinda denize gog¢den evvel tathi sudaki yavrularin gelisiminde
herhangi bir olumsuz etki olmaksizin thraustochytrid yagimin balik yagi yerine
kullanilabilecegini gostermistir. Balik diyetlerinde thraustochytrid yagmin kullanimi
Atlantik somonlarinda kas dokusu i¢indeki DHA oranini 6nemli diizeyde artirmis ve
somon diyetlerinde diger yaglarla harmanlanarak kullanilabilecegi bildirilmistir.
Thraustochytrid yagi deniz canlilarinin beslenmesinde 6zellikle DHA gibi temel yag

asitleri i¢in yeni bir kaynak saglayabilecegi belirtilmistir (Miller vd 2007).

Yapilan bir calisma ile %39 (w/w) DHGLA igeren tek hiicre yaginda
DHGLA’ ’nin saflastirilmas1 denenmistir. Prosesin igcerdigi asamalar: (i) serbest yag
asitlerini iceren bir karisim hazirlamak i¢in yagin selektif olmayan hidrolizi; (ii) serbest
yag asitleri karisimindan doymus yag asitlerinin uzaklasitirilmasi igin {ire
yakinlastirmali fraksiyonlastirma; ve (iii) iki tip lipaz ile elde edilen karigimin
tekrarlanan selektif esterifikasyonlaridir. ilk adimda Candida rugosa lipazinin (Meito
Sangyo Co. Ltd.’den Lipase-OF. Aichi, Japan) yagdan gelen yag asitleri preparatinin

hazirlanmasinda en etkili oldugu goriilmiis; 40°C’de 72 saatte %99’luk bir hidrolizise
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ulagilmistir. Yag asitlerinin iire yakinlastirmali fraksiyonlagtirilmas: behenik ve
lignoserik asitlerin hemen hemen tamamini uzaklagtirmis, DHGLA igerigini %39’dan
(W/w) %55’e arttirmustir. Yag asitleri C. rugosa lipazi (Amano Enzyme Inc.’den
Lipase-AY. Aichi, Japan) kulanilarak lauril (lauryl) alkol’in (LauOH) 2 mol esdegeri
ile esterlestirilmistir. Sonucta DHGLA esterlestirilmemis yag asitleri fraksiyonunda
%86 (w/w) diizeyine kadar zenginlestirilmistir. DHGLA igeriginin daha da
yiikseltilmesinde ayni lipaz kullanilarak esterifikasyon tekrarlanmistir. Bu nedenle
DHGLA igerigi %91 e yiikseltilmis fakat preparasyon %3.5 (w/w) GLA ile kontamine
olmustur. Son olarak bu kontaminasyon Pseudomonas aeruginosa lipazi kullanilarak
LauOH’un 2 mol esdegeri ile serbest yag asitlerinin selektif esterifikasyonu ile
uzaklastirilmistir. Bir seri prosediirle DHGLA %51°lik verimle tek hiicre yagindaki
baslangi¢ diizeyinden %95’e (w/w) kadar saflastirilmistir (Nagao vd 2007).

GLA f{retimi ile ilgili olarak yapilan bir ¢alismada, kanola materyali igeren
islenmis kanola pulguklar: (flake) ve kanola keklerinin (cake) hem karbon kaynagi hem
de azot kaynagi olarak ¢oklu doymamis yag asitlerini i¢eren yag liretiminde substrat
olarak kullanilabilirlikleri arastirilmistir.  Mortierella alpina kifii  kullanilarak
gerceklestirilen fermentasyon ile kanola substratlarindan gelen bitkisel yagin
biyocevrimi ile modifiye olan yeni yagin yag asidi profili degismistir. Yag profili ¢oklu
doymamis yag asitlerinden GLA (y-C18:3n6), ARA (C20:4n6) ve EPA’nin (C20:5n3)
katilimi ile genislemistir. Orijinal kanola yag ile kiyaslandiginda ¢oklu doymamis yag
asitlerinin doymus yag asitlerine orami (P/S) %50 oraninda artmustir. Pulgukta
gelistirilmis kiiltiiriin ARA verimi (20.3 mg/g pulcuk), glikozda gelistirilen kiiltiiriin
verim degeri (20.1 mg/g glikoz) benzerlik gosterirken; kekde gelisenden (12.5 mg/g
kek) daha yiiksek bulunmustur. Pulgukda gelistirilenin EPA verimi (3.3 mg/g pulguk);
kekde gelistirilenden (2.7 mg/g kek) daha yiiksek, glikozda gelistirilenden (0.3 mg/g
glikoz) ise cok daha yiliksek c¢ikmistir. Mortierella alpina ve Pythium irregulare
suslarinin karisim kiiltiirlerinin  kullanilmasinda, her ikisinin de tekli kiiltiirlerinin
kullanilmasimna gore daha yiiksek ARA ve EPA verimleri elde edildigi ortaya
konulmustur. Iki susun karisik kiiltiiriinde ARA verimleri 26 mg/g pulcuk, 23 mg/g kek
ve 38 mg/g glikoz degerlerine ulagmistir. Sirastyla pulguk ve kek i¢in P/S degerleri

tatminkar diizeylerde, 6.5 ve 8.7 olarak bulunmustur. Buna ilaveten, sindirilen kanola
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yaginin fungal yaga biyo-doniisiim oraninin hesaplandigi bir metot gelistirilmis, kanola
pulcuklar1 ve kanola kekinin substrat olarak kullanildigi bu caligmada yaklasik %50
civarinda bulunmustur (Dong ve Walker 2008).

Mortierella alpina kullanilarak piring kepegi ile kati-hal (solid-state) reaktorii
kurulmus ve bu besi ortaminda ¢oklu doymamis yag asitlerinin iiretilebilirlik potansiyeli
arastirilmistir. Bu amacla piring kepegi ile ¢coklu doymamis yag asitlerinin optimum
tiretim kosullar1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Yapilan denemeler sonucunda ¢oklu
doymamis yag asitlerinin iiretimi i¢in en iyi kosullarin; %57 baslangi¢c nem igeriginde
%3.75 (w/w) azot kaynagi ilavesi, 6-7 baslangi¢ pH degeri, 20°C’de 5 giin ve 12°C’de 7
giin havalandirmal1 inkiibasyon oldugu belirlenmistir. On iki giin sonunda kullanilan her
1 g karbon substrata karsilik verimler; 127 mg toplam ¢oklu doymamis yag asitleri, 12
mg EPA, 6 mg ARA, 5 mg ALA ve 117 mg linoleik asit olarak bulunmustur.
Havalandirmanin ARA, EPA ve toplam c¢oklu doymamis yag asitleri iretimlerini
arttirdig1 tespit edilmistir. Dordiincii giinde azot kaynagi ilavesi ve daha sonra besinci
giinde ise daha diisiik inkiibasyon sicakligina kaydirmanin EPA {iretimini arttirdig

belirtilmistir (Jang ve Yang 2008).

Biyodizel iiretim prosesinin yan {iriinii olan ham gliseroliin ¢esitli biyoteknolojik
uygulamalarda karbon substrati olarak kullanildig: bildirilmektedir. Bu amagla ii¢ farkl
mikroorganizmanin farkli fermentasyon islemlerinde gliserolii kullanma durumunun
arastirldig1 bir calisma yapilmistir. ik olarak; Clostridium butyricum F2b kullanilarak
anaerobik kesikli gelistirme sartlarinda 47.1 gL' diizeyinde 1,3-propandiol (1,3-
propanediol) iiretilmistir. Uretim sirasinda besi ortamindaki gliserol konsantrasyonunun
artirilmastyla birlikte substrat alim oraninin da (rs: gL 'h™) artti1 belirlenmistir. Siirekli
gelistirmede 1,3-propandiol eklenmesinden sonraki gegici durumda mikrobiyel davranig
incelenmis, biitirik asit ve asetik asit konsantrasyonlari artarken mikrobiyel gelismenin
yiiksek 1,3-propandiol konsantrasyonundan etkilenmedigi goriilmiistiir. iki asamali
siirekli gelistirmede 43.5 gL' 1,3-propandiol {iretilmis, toplam hacimsel iiretkenligin
1.33 gL 'h! oldugu belirlenmistir. Calismada ikinci mikroorganizma olarak kullanilan
Yarrowia lipolytica ACA-DC 50109 sinirli azot igeren aerobik gelistirme kosullarinda

ham gliserol icerisinde gelisme gostermis ve biiyiikk oranlarda biyokiitle iiretimi
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saglamistir. Bu gelismenin yliksek gliserol konsantrasyonlarinda bile gergeklesebildigi
belirlenmis; fakat gliserol konsantrasyonundaki artigla birlikte rs degerinde azalma
goriildiigii saptanmustir. Ortamda azotun azalmasiyla birlikte yiiksek diizeylerde (62.5
gL!) sitrik asit iiretilmistir. Gliserol tiiketimine kars1 verim 0.56 gg'' olarak tespit
edilmistir. Ayrica gelisme ortaminda gliserol konsantrasyonunun artirilmasi ile hiicresel
lipitlerin doymamis yag asitleri igeriginin yiikseldigi belirlenmistir. Calismada
kullanilan son mikroorganizma Mortierella isabellina ATHUM 2935, sinirh azot iceren
aerobik gelistirme kosullarinda tek karbon kaynagi olarak ham gliserol igerisinde
tatminkar diizeylerde gelisme gostermistir. Yiiksek diizeyde baslangic gliserol
iceriginde calisildiginda (100 gL™') kuru biyokiitlede %50 oranina denk gelen (wt/wt)
4.4 gL' lipit birikimi olusturmustur. Besi ortamimnda gliserol konsantrasyonunun
artmastyla birlikte rs dergerinde sabit bir azalma oldugu gézlenmistir. Her durumda besi
ortaminda dikkate deger miktarlarda gliseroliin kullanilmadan kaldigi belirlenmistir.

(Papanikolaou vd 2008)

Peng ve Chen (2008a) yaptiklar1 bir c¢alismada, yakin-kizilalti yansimali
spektroskopisi (near-infrared reflectance spectroscopy- NIRS) kullanarak kati-hal
fermente kiitledeki tek hiicre yagi igerigini belirlemek i¢in bir kalibrasyon modeli
kurmuslardir. Calisma sonucunda NIRS kalibrasyon modelinin, kati-hal fermente
kiitlelerin tek hiicre yag: igeriklerinin belirlenmesinde kullanilabilecegi ve sdz konusu
modelin kati-hal fermentasyonlarinda tek hiicre yagi iiretiminin arastirilmasinda

kolaylik saglayacagi ortaya konulmustur.

Microsphaeropsis sp. kullanilarak buharla muamele edilmis bugday samani
(SEWS) ve bugday kepeginden (WB) olusan substrattan kati-hal fermentasyonu (SSF)
ile tek hiicre yagi iiretimi gergeklestirilmistir. Selliilaz ilave edilmeden tek hiicre yagi
verimi 42 mg/g kuru substrat (gks) olarak bulunmustur. Yiiksek tek hiicre yagi verimine
ulasmak i¢in kati-hal besi ortamina sellillaz ilave edilmis ve bdylece verimin, 10
FPU/gks selliilaz yiiklemesi ile 42’den 74 mg/gks degerine yiikseldigi belirlenmistir.
Calismada 10 FPU/gks selliilaz yiiklenmis sartlarda diger kati-hal fermentasyon
parametrelerinden kuru substratta SEWS’in WB’ye orani, baslangi¢ nem igerigi ve

inkiibasyon sicakligi degerleri optimize edilmistir. BOylece optimize edilmis bu
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sartlarda tek hiicre yagi verimi 80 mg/gks ve kuru fermente kiitlenin tek hiicre yagi
icerigi ise %10.2 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile bol ve ucuz bulunan tarimsal
atiklar icinde yer alan bugday samani ve bugday kepeginden tek hiicre yagi tiretiminde

yeni bir metot ortaya konulmustur (Peng ve Chen 2008b).

Zhang ve Ratledge (2008), malik enzimin (ME) yagli mikroorganizmalarda yag
asidi biyosentezinde NADPH saglayabilen tek enzim oldugunu bildirmislerdir. Bununla
birlikte bu enzimin diger fonksiyonlarim1 da eszamanli olarak yerine getirebildigi; bu
nedenle degisik formlarda, muhtemelen degisik genler i¢in kodlanmig olarak
bulunabilecegi belirtilmistir. Mortierella alpina yagh fungusunda farkli kosullar altinda
gelistirilmis hiicrelerin ekstraktlarinin bir spesifik tesirli boyama (specific aktivity stain)
ve bunu takiben denature edici olmayan poliakrilamid jel elektroforezi (non-denaturing
polyacrylamide gel electrophoresis) (PAGE) kullanilarak en az yedi ME izoformu (A-
G) belirlenmistir. Bunlardan sadece D izoformundan tiireyen E izoformu lipit birikimi
ile bagdastirilmistir. Lipit birikimi asikar olarak besi ortaminda azotun tilkkenmesinden
sonra, belirli kosullarda gergeklesmektedir. A, B, C, F ve G izoformlarinin oksijen-
limitli iiremeyle iligkili oldugu belirlenmistir. D ve E izoformlarinin hem aerobik hem
de anaerobik gelisme sartlarinda ortaya c¢iktigi tespit edilmistir. Hiicrelerin -20°C’de
depolanmalar1 siiresince E izoformu kademeli olarak G izoformuna cevrilmis, bu
durumun da proteinlerin devam eden post-transkripsiyonal modifikasyonlarindan dolay1

olabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Besi ortami bilesenlerinin ve gelistirme kosullarinin Trichosporon fermentans’in
biyokiitle ve lipit {retimi iizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada; bu
mikroorganizma i¢in en iyi azot kaynaginin pepton, en iyi karbon kaynaginin glikoz ve
optimum C/N oraninin ise 163 oldugu belirlenmistir. Besi ortaminin en iyi baslangi¢ pH
degerinin 6.5, en iyi inkiibasyon sicaklik derecesinin ise 25°C oldugu saptanmistir.
Optimize edilmis bu sartlarda 7 giinliik gelistirmeden sonra 28.1 g/L biyokiitle liretimi
ve %62.4 lipit icerigine ulasilmistir. Bu degerler diger arastiricilarin bu mikroorganizma
icin verdigi orijinal degerlerden (19.4 g/L biyokiitle iiretimi ve %50.8 lipit igerigi) daha
yiiksektir. 7. fermentans 6n islem gormiis atik melasda iyi bir gelisme gosterebilmistir.

%15 toplam seker (w/v) igeren atik melasda pH 6.0 degerinde %12.8 g/L yag verimine
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ulagmistir. Tarimsal-endiistriyel atiklarda yagli mikroorganizmalarin gelistirilmeleri ile
ilgili olarak bu degerlerin en iyi degerler oldugu belirtilmistir. On islem gérmiis melasa
degisik sekerlerin eklenmesi, lipit birikimini etkili bir sekilde arttirmis, bu sayede %50
oranlarina kadar yiikselmistir. Bitkisel yaglara benzer sekilde elde edilen lipit temel
olarak palmitik asit, stearik asit, oleik asit ve linoleik asit icermekte, doymamis yag
asitleri miktar1 toplam yag asitlerinin %64’linli teskil etmektedir. 5.6 mg KOH/g asit
sayisina sahip mikrobiyel yag baz katalizorliigiinde serbest yag asitlerinin
uzaklastirilmasindan sonra transesterifikasyonla biyodizele doniistiiriilmiis ve %92 gibi

bir oranda yliksek metil ester verimi elde edilmistir (Zhu vd 2008).

Beopoulos vd (2009) Yarrowia lipolytica mayast ile ilgili olarak yaptiklar1 genis
kapsamli literatiir arasgtirmasit ile mayaya ait Ozellikleri ortaya koymuslardir.
Aragtiricilarin bildirdigine gore Yarrowia lipolytica, hidrofobik substratlarin yikimi ve
kullanim1 i¢in gelismis ¢ok etkili bir mekanizmaya sahiptir. S6z konusu mayanin genom
stralanisinin tamamlanmasi ve genetik manipiilasyon i¢in uygun araglarin varolusu, bu
tiiriin biyoteknolojik uygulamalarda metabolik fonksiyonlarmin kullanimini olanakli
hale getirdigi bildirilmektedir. Yapilan incelemelerde lipit metabolizmasinin yollari,
depolanmas1 ve maya i¢indeki akigkanligi, bu proseslerde fonksiyonlar1 ve rolleri olan
belirli enzim ve organeller iizerine dikkati ¢cekmektedir. Y. /ipolytica’nin hidrofobik
substratlara karsi fizyolojik tepkileri, biyosiirfaktanlarin  {retimi, sitoplazmik
membranin hidrofobizasyonu mekanizmasi ve bunun yaninda yag birikimini artiran ve
degisik biyolojik prosesler arasindaki iligskiyi belirleyen kiiltlir sartlar1 irdelenmistir. Y.
lipolytica’nin yag asitleri biyogevriminde kullanimi, tek hiicre yagi iiretimi ile substrat
degerinin artirilmasi, son olarak hidroskobik bilesiklerin hiicre igerisindeki
metabolizmasinin agiklanmasi ile ilgili son ilerlemeler, bunlarin oksidasyonu, ilerleyen

degradasyonu, hiicreigi lipit cisimciklerinin olusumu agiklanmistir.

Tibbi kuruluslarin bebek mamalarinin bilhassa uzun zincirli ¢oklu doymamis
yag asitleri (LC-PUFA) bakimindan insan siitiine olabildigince benzetilmesi gerektigini
vurguladiklar1 bildirilmektedir. Bunlardan ARA ve DHA, yeni dogan bebeklere
biyokimyasal ve fonksiyonel faydalar saglamaktadir. Bununla birlikte LC-PUFA’lar

oksidasyona kars1 ¢ok duyarli oldugundan bebek mamalarinin bilesiminin dikkatli bir
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sekilde kontrol edilmesi gerekmektedir. Yapilan bir ¢alisma ile siit esash toz formdaki
bebek mamalarina katilan iki tip LC-PUFA suplementinin 25°C ve 40°C’de 18 ay
siiresince stabiliteleri arastirilmistir. Bu suplementlerden birisi yumurta sarisi
fosfolipitlerini (IF-EPL) ve digeri ise tek hiicre yag1 (IF-SCO) tarafindan sentezlenen
triacilgliseridleri (DHA ve ARA) igermektedir. Depolama boyunca peroksit degeri,
ucucu bilesikler (propanal, pentanal ve hekzanal), yag asitleri profili ile potansiyel ve
serbest furfural icerigi (5-hydroksimetil-2-furaldehid ve 2-furaldehid) gibi parametreler
gozlenmistir. Buna ilaveten bu bebek mamalar1 egitimli panel tarafindan duyusal
degerlendirmeye tabi tutulmustur. Caligilan parametreler, iki bebek mamas1 formiiliinde
de lipit stabilitesinin kabul edilebilir diizeyde oldugunu, en iyi sonucglarin IF-EPL iceren
bebek mamasi formulasyonundan alindigini ortaya koymustur. Calisma periyodu
sonunda her iki formiil i¢in de linoleik asitte bozulma goézlenmistir. Bununla birlikte
ARA ve DHA’y1 da iceren diger yag asitlerinde belirlenen azalmanin 6énemli diizeyde
olmadig1 saptanmistir. Furfural igerigi dikkate alindiginda her iki formiil de benzer bir
artis gostermistir. Ayrica uzun siireli depolama boyunca tipik Maillard reaksiyonu

karakteristigindeki belirteg iirlinler artig gostermistir (Chavez-Servin vd 2009).

Fakas vd (2009a) yaptiklar1 ¢alismada, misel yasimmin yag asidi biyosentezi
tizerine etkilerini aragtirmiglardir. Yag asitleri ile misel yas1 arasindaki korelasyon, GLA
yag lreten yagli fungus Mortierella isabellina misellerinin yag asidi kompozisyonu
analiz edilerek belirlenmistir. Geng¢ misellerin polar lipitler (glikolipitler ayrica
sifingolipitler ve fosfolipitler) bakimindan zengin oldugu, yash misellerin ise nétral lipit
iceriginin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Gen¢ misellerde her bir polar lipit
fraksiyonunun neredeyse %40 (w/w) diizeylerinde ¢oklu doymamis yag asitlerini
icerdigi; fakat yaslhi misellerde bu igerigin %30’dan (w/w) daha diisiik oldugu
saptanmistir. Diger taraftan notral liptlerdeki coklu doymamis yag diizeyinin yasla
birlikte hafif dalgalanma gosterdigi tespit edilmistir. Sonug olarak ¢oklu doymamis yag
asitleri biyosentezinin hizli gelisme gosteren gen¢ misellerde daha fazla oldugu, yash
misellerde 6nemli diizeyde azalma gosterdigi belirlenmistir. Benzer durum tarimsal-
endiistriyel artik olan armut ezmesinde Mortierella isabellina’nin gelistirilmesinde de
gbzlenmistir. Armut ezmesinde gelistirilen Mortierella isabellina, Onemli diizeylerde

lipit verimi saglamis; verim, kuru biyokiitlede %12 (w/w) diizeylerine kadar ¢ikmustir.

95



Uretilen lipidin GLA icerigi bakimindan olduk¢a zengin oldugu saptanmistir. GLA

iceriginin ulastigi maksimum deger, kuru biyokiitlede 2.9 mg/g olarak belirlenmistir.

Mortierella isabellina ve Cunninghamella echinulata’nin biyokimyasal
davranislarini (biyokiitle tiretimi, toplam yag birikimi, substrat kullanimi, fungal yagin
yag asidi kompozisyonu) belirlemek iizere yapilan bir ¢alismada, iki Mucorales susu
Mortierella isabellina ATHUM 2935 ve Cunninghamella echinulata ATHUM 4411
kullanilmigtir. S6z konusu mikroorganizmalar sinirlanmis azot sartlarinda ksiloz, ham
gliserol ve glikoz i¢eren besi ortamlarinda gelistirilmis ve her iki mikroorganizmada da
kullanilan karbon kaynagina baglh olarak lipit birikim proseslerinde énemli farkliliklar
gbzlenmistir. Bahsi gecen farkliliklar, kullanilan substratlarin sindirimi ile ilgili
metabolik yollarin farkliliklarina baglanmistir. Bu ylizden degisik karbon kaynaklari
farkli kapsamlarda depo lipitleri ve lipit olmayan biyokiitle olusumuna sebep
olabilemktedir. Glikoz iceren besi ortamlari misel biyokiitlesi iiretiminde avantajli
olmasma ragmen (C. echinulata olmas1 durumunda 15 gL' toplam biyokiitle ve M.
isabellina olmas1 durumunda 27 gL' toplam biyokiitle), C. echinulata igin
kurumaddede lipit birikimi %46.0 ve M. isabellina igin ise %44.6 diizeyindedir. Lipit
birikimi ksiloz igeren besi ortaminda indiiklenmistir (M. isabellina kuru misel
kiitlesinde %65.5 wt/wt, C. echinulata ise %57.7 wt/wt lipit birikimi gdstermistir). Bu
sartlarda C. echinulata lipitleri, yliksek diizeylerde GLA icermektedir. C. echinulata
ksilozda gelistirildiginde 6.7 gL' Tek Hiicre Yag1 ve 1119 mgL! GLA iiretmistir. Son
olarak her iki fungusun ham gliserolde gelistirilmesi ile ksilozda gelistirilmesi
kiyaslandiginda, hem biyokiitle hem de yag iiretimi bakimindan ham gliserolde

gelistirme daha diisiik verimler ile sonu¢lanmistir (Fakas vd 2009b).

Yapilan bir c¢alisma ile siilfiirik asitle muamele edilmis piring samani
hidrolizatindan (SAPSH) Trichosporon fermentans kullanilarak mikrobiyel yag tiretimi
denenmistir. Detoksifikasyon islemi yapilmadan SAPSH ile gergeklestirilen
fermantasyonda 1.7 g/L. gibi nispeten diisiik yag verimi elde edilmistir. Bu degerin tek
karbon kaynagi olarak glikoz ya da ksilozun kullanildig1 fermentasyonlardan elde edilen
yag verimlerine (13.6 g/L ya da 9.9 g/L) gore oldukca diisiik oldugu belirlenmistir.

Detoksifikasyon 6n islermi, kiregleme, konsantrasyon ve Amberlite XAD-4 vasitasiyla
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adsorbsiyon islemlerini igermekte ve SAPSH icerisindeki inhibitor etkileri
uzaklastirarak SAPSH’yi fermente edilebilir duruma getirmektedir. Detoksifiye SAPSH
tizerinde 7. fermentans’un 8 giin gelistirilmesinden sonra %40.1 lipit igerigine sahip
(11.5 g/l lipit verimine denk gelen) toplam 28.6 g/L biyokiitle liretimi saglanmigtir.
Ayrica T. fermentans SAPSH disinda ayn1 zamanda mannoz, galaktoz ya da sellobiyozu
kullanabilmekte, tek karbon kaynagi olarak diger dogal lignoselliilozik maddelerin
hidrolizatlarinda gelisebilmekte ve yiiksek lipit verimi (en az 10.4 g/L)
gosterebilmektedir. Be nedenle bu mikroorganizmanin 06zellikle lignoselliilozik
maddeler gibi zirai-endiistriyel atiklardan mikrobiyel yag iiretimi ve boylece biyodizel

hazirlanmasinda potansiyele sahip olabilecegi belirtilmistir (Huang vd 2009).

Yapilan arastirmalar ile genis bir tarama sonucunda, ARA gibi C20 ¢oklu
doymamus yag asitlerini igeren triagilgliserollerin potansiyel iireticisi olarak ipliksi bir
fungus olan Mortierella alpina 1S-4 susu elde edilmistir. Bu bilgi, kiiltiirlerin kontrol
edilmesi ve yeni mutant suslarin gelistirilmesi konusunda metabolik, miihendislik ve
molekiiler biyoloji metotlarinin kullanilmasina rehberlik etmistir. Gliniimiizde orijinal
ve mutant suslarin degisik ¢coklu doymamis yag asitlerinin biiyiik 6l¢ekli liretimlerinde

kullanildig: belirtilmektedir (Sakuradani ve Shimizu 2009).

Farkli bir calismada ipliksi bir fungus olan Mucor circinelloides’in biyodizel
tiretiminde kullanimi  aragtirilmistir.  Bu  mikrobiyel lipitlerin yiiksek oranda
sabunlasabilen madde igerigine (%85<) sahip oldugu ve biyodizel iiretimi i¢in uygun
yag asidi profili gosterdigi belirtilmistir. Calismada iic farkli solvent sistemi ig¢in
(kloroform:metanol, kloroform:metanol:su ve n-hexane) lipit ekstraksiyon proseslerinin
etkinligi belirlenmistir. Biyodizel, asit-katalize transesterifikasyon/esterifikasyondan
sonra takip eden iki farkli yaklasimla; ekstrakte mikrobiyel lipitlerin transformasyonu
ve kuru mikrobiyel biyokiitlenin direk transformasyonu ile liretilmistir. Asit katalizorii
olarak BF3, H2SO4 ya da HCI varliginda 8 saat 65°C’de reaksiyon sonunda, direk
prosesin yag asidi metil esterlerini iki agamali prosesle olanlardan (%91.4-98.0 saflikta)
daha yiiksek saflikta (biitiin katalizérlerde %99<) iirettigi belirlenmistir. Ilave olarak asit
katalizorli  bulundugunda lipit ekstraksiyonu daha etkili oldugundan direk

transformasyonda verim 6nemli diizeyde yiiksek ¢ikmistir (Vicente vd 2009).
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André vd (2010) yaptiklar1 ¢alismada, biyodizel {iretiminde yan iirlin olarak
aciga cikan artik gliseroliin yiiksek funguslar tarafindan karbon kaynagi olarak
kullanilma durumunu arastirmislardir. ki Lentinula edodes susu sinirlanmis karbon
sartlarinda erlenlerde gelistirilmis ve disiik hizda karistirma, pH 4.0 ve 25°C
fermentasyon sicakligi sartlarinda tatminkar bir gelisme goOstermistir. Maksimum
biyokiitle tiretimi 5.2 g/L olarak bulunmustur. Temel yag asidi olarak linoleik asit
iiretilmis ve iiretim diizeyi g biyokiitle basma 0.1 g yag olarak saptanmustir. Iki
Aspergillu niger susu smirlanmis azot igeren beherlerde ve sabit baslangi¢ azot igerigi
ve iki farkli baglangi¢ gliserol konsantrasyonlarindaki besi ortaminda gelistirilmistir.
Calismada 250 ml’lik erlenlerde gelistirilen suslarin 2 litrelik erlenlerde gelistirilenlere
gore daha biiylik boyutlu pelletler olusturdugu belirlenmistir. Sinirlanmis azot sartlari,
okzalik asit salgilanmasina sebep olmus ve hiicre i¢i lipit birikimi gézlenmistir. Her
durumda ardisik olarak lipit ve okzalik asit iiretimi oldugu belirlenmistir. Baslangicta
azotun sinirlanmasi lipit birikimine yol actifi; sonrasinda, biriktirilen lipitin tekrar
tilketildigi ve besi ortamina 6nemli miktarlarda okzalik asit salgilandigi saptanmistir.
Biiyiik boyutlu pelletlerdeki hiicre i¢i lipit birikiminin fazla, okzalik asit liretiminin ise
az oldugu tespit edilmistir. Kiigiik boyutlu pelletlerde ise durum tam tersi bir sekilde
gerceklesmistir. Okzalik asitin maksimum {iretimi 20.5-21.5 g/L ve lipitin maksimum
tiretimi ise 3.1-3.5 g/L (g biyokiitlede 0.41-0.57 g yag) diizeylerine kadar yiikselmistir.

Uretilen lipit genel olarak oleik asit ve linoleik asitten olusmustur.

Tatli sorgumdan biyodizel iiretimi i¢in yari-kat1i fermentasyon (semi-solid
fermentation) prosesi iizerine bir ¢alisma yapilmis; fermentasyon mikroorganizmasi
olarak bir yaghh fungus olan, sekeri depo lipitlerine etkili bicimde doniistiirebilen
Mortierella isabellina kullanilmistir. Calismada, farkli su igerigi yiizdelerinde kinetik
parametre denemeleri yapilmistir. Fungus sorgumda bulunan sekeri ve azotu es zamanl
olarak tiiketmis, azotun azalmasiyla biyokiitle gelisimi durmus ve yag birikimi
baslamistir. Substrattaki %92 su iceriginin en yiiksek yag verimini (11 g/ 100 g kuru
substrat agirligl) sagladigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak yari-kati fermentasyon
prosesinin sivi kiiltiirler ya da kati-hal fermantasyonlar1 ile kiyaslandiginda belirli
avantajlar sagladig1 ve daha kaliteli yag icerigi sundugu ortaya konulmustur (Economou

vd 2010).
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Bir c¢esit deniz balig1 derisinin ylizeyinden izole edilen Rhodotorula
mucilaginosa TJY15a, manyok (cassava) nisastas1 hidrolizatindan biiyiik miktarlarda
yag lretebilmektedir. Kesikli yontem ile hiicrelerin gelistirilmesi sirasinda %47.9 (w/w)
diizeyinde yag birikimi gdzlenirken, beslemeli kesikli yontemle gelistirmede ise %52.9
(w/w) yag iretimi oldugu saptanmistir. Beslemeli kesikli fermentasyonun sonunda
nisastanin tamam indirgen sekere déniistiiriilmiis ve sadece 0.34 g dm™ diizeyinde
indirgen seker, fermentasyon ortaminda kullanilmadan kalmistir. Bu nedenle deniz
kaynakli Rhodotorula mucilaginosa TJY15a mayasi, Tek Hiicre Yagi iiretiminde bir
baska potansiyel mikroorganizma olarak goriinmektedir. Rhodotorula mucilaginosa
TJY15a mayasindan elde edilen yagin yag asitleri kompozisyonu, temel olarak palmitik
asit, palmitoleik asit, stearik asit, oleik asit ve linolenik asit seklinde siralanmakta ve

biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Li vd 2010).

Farkl1 bir calismada Yarrowia lipolytica’nin gliseroldeki gelisimi arastirilmastir.
Uretim siiresince ii¢ farkli gelisim fazi, yani biyokiitle iiretim fazi, lipojenik faz ve sitrik
asit Uiretim fazlar1 belirlenmistir. Her fazda maya hiicreleri morfolojik ve biyokimyasal
ozelliklerine gore karakterize edilmistir. Biyokiitle {iretim fazi siiresince yiiksek NAD"
bagimli izo-sitrik dehidrogenaz (NAD*-ICDH) aktivitesi belirlenmis olsa da, bu aktivite
lipogenezisin indiiklenmesinden sonra 6nemli diizeyde azalmistir. Sitrik asit iiretim fazi
boyunca NAD'—ICDH aktivitesinde minimal diizeylere kadar gerg¢eklesen daha fazla
diisme ve gliserol kinaz aktivitesinde azalma gozlenmistir. Sasirtic bir sekilde sitrik asit
iretimi depo lipitlerinin (ndtral) kullanimi ile beraber, dikkat c¢ekici bigimde
glikolipitlerin,  sifingolipitlerin ve fosfolipitlerin biyosentezleri ile birlikte
gerceklesmektedir. Oleik asit biitiin lipit fraksiyonlarinda en ¢ok bulunan yag asidi,
fosfatidilkolin ise ana fosfolipittir. Bu c¢alisma ile Y. [lipolytica’nin gliserolii
fosforilasyon yolu iizerinden tek hiicre yagi ve sitrik asit gibi degerli biyoteknolojik

iriinlere basarili bir sekilde ¢evirebildigi bildirilmistir (Makri vd 2010).

Peng ve Chen (2010) yaptiklar1 ¢alismada, mikrobiyel yagdan biyodizel {iretimi
konusunu arastirmislardir. Arastiricilar 6nceki calismalarinda buharla muamele edilmis
bugday samanindan kati-hal fermentasyon yontemi ile mikrobiyel yag iirettiklerini ve

bu mikrobiyel yagin biyodizel {iiretiminde kullanim potansiyelini arastirdiklarini
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bildirmislerdir. Kati-hal fermentasyon prosesi sonrasinda fermente kuru biyokiitlede yag
oranin1 %10.2 olarak tespit etmislerdir. Arastiricilar yaptiklart bu yeni caligmada;
mikrobiyel yagi biyodizele cevirmek maksadiyla elde ettikleri bu fermente kuru
biyokiitleyi, sabitlenmis yatakli reaktorde (fixed-bed reaktdr)  prolize (yliksek
sicakliklarda dekompozisyon) etmislerdir. Maksimum sivi iiriin verimi, 40°C/dk 1sitma
diizeyinde, 500°C son sicaklikta ve minimum 40 cm’ siiriikleyici gaz (N2) akist
sartlarinda %43.2 olarak tespit edilmistir. Siv1 {irlin, n-hekzan ile ekstrakte edilmis olup
n-hekzanda ¢ozilinebilir ve n-hekzanda ¢oziinemez fraksiyon olmak iizere ikiye
ayrilmistir. n-hekzanda ¢oziinemeyen fraksiyonun temel bilesenleri su, metanol, 1-
hidroksi-2-propanon, furfural ve asetik asit olarak belirlenmistir. n-hekzanda ¢6ziinebilir
fraksiyonun temel bilesenlerinin ise n-hekzadekanoik asit, hekzadekanoik asit metil
esteri, 9-oktadekenoik asit metil esteri, fenol ve 4-metil-fenol oldugu tespit edilmistir.
Hekzadekanoik asit metil ester ve 9-oktadekenoik asit metil ester ¢evrim oranlari
permutit (yapay zeolit) katalizorliigiinde prolizis ile arttirilabilmistir. Bunlardan ilki,
%20 (w/w) katalizor varliginda %6.3’den 9%30.0’a, ikincisi ise %4.2’den %10.3’e
diizeyine c¢ikmistir. Prolizis siiresince fermente kiitlenin diger bir prolizis {irlinii olan
metanol ile mikrobiyel yagin transesterifikasyonu ile yag asidi metil esterlerinin
olustugu diistiniilmektedir. Bu c¢alisma ile yagli materyallerin prolizisiyle biyodizel
tiretiminde kullanilabilecek yag asitlerinin iiretilebilecegi ilk kez ortaya konulmus,
boylelikle yag ekstraksiyonu ve transesterifikasyonu iceren geleneksel prosesin yerine

prolizisle biyodizel iiretiminin kullanilabilecegi belirtilmistir.

Zhao vd (2010) tarafindan yapilan bir calismada Rhodotorula mucilaginosa
TJY15a kullanilarak iniilin hidrolizatinda kesikli olarak gergeklestirilen gelistirmede
%48.8 (w/w) oraninda yag birkimine ve 14.8 g/L kuru biyokiitle agirligina ulasilirken,
yer elmas1 yumrusu ekstrakti hidrolizatinda kesikli gelistirmede %48.6 (w/w) yag ve
14.4 g/L kuru biyokiitleye; beslemeli kesikli gelistirmede ise %52.2 yag ve 19.5 g/L
kuru biyokiitle miktarina ulasilmistir. Beslemeli kesikli fermentasyon islemi sonunda
fermentasyon ortaminda sadece %0.04 indirgen seker ve %0.08 toplam seker kaldigi
belirlenmistir.  Yer elmasi yumrularinin = ekstraktinin  hidrolizatinda  gelistirilen
Rhodotorula mucilaginosa TJY15a’nin yag asitlerinin %87.6’sindan fazlasini palmitik

asit, oleik asit and linolenik asit (6zellikle de %54.7 oraninda oleik asit ) olusturmustur.
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Sonu¢ olarak hem iniilin hidrolizatinin hemde yer elmasi yumrularinin ekstraktinin
hidrolizatinin tek hiicre yagi iiretiminde verimli substrat materyalleri olarak

kullanilabilecegi bulunmustur.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Arastirmada kullanilan tath peyniralt1 suyu tozu Izi Siit Gida Mamiilleri Sanayi
ve Tic. A.S.’den (Konya) satin alinmistir. Asilamada kullanilan Mortirella isabellina
(DSM 1414) ve Mortierella ramanniana (DSM 62752) kif kiiltiirleri Alman
Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltlir Koleksiyon Enstitiisii’nden (Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) temin edilmistir.

3.2. Arastirmada Kullamilan Deneme Deseni

Tez caligmasinda substrat kaynagi olarak peyniralti suyu kullanilmistir.
Peyniraltt suyunun kurumadde miktarinin ve laktaz enzimi uygulamasi ile laktozun
kismen parcalanarak monosakkaritlerine ayrilmasimin biyokiitle {iretimi, biyokiitlede
yag verimi ve elde edilen yagdaki yag asidi kompozisyonu {izerine etkileri
arastirilmistir.  Calismada kullanilan tiim peyniraltt sulari, fermentasyon islemini
etkileyebilecek diger faktorleri en aza indirilebilmek i¢in yagsiz peyniralti suyu

tozundan (rekonstiite) elde edilmistir.

Bu arastirmada herhangi bir uygulamaya maruz birakilmamis normal bilesime
sahip peyniralt1 suyunun yaninda {i¢ farkl diizeyde kurumaddede igeren peyniralt1 sulari
ile birlikte kurumadde igerikleri birbirinden farkli toplam 4 peyniralti suyu elde edilmis
ve bu peyniralti sular1 iki gruba ayrilmistir. Gruplardan birine laktaz enzimi ilavesi
yapilarak laktozu kismen parcalanmigtir. Diger gruba ise herhangi bir enzim uygulamasi
yapilmamustir. Boylelikle calismada substrat kaynagi olarak kullanilmak tizere 8 farkli
peyniralt1 suyu elde edilmistir. Elde edilen farkli bilesimlere sahip peyniralti sularinin
kurumadde oranlar1 yerine, fermentasyon isleminde kullanilan substrat olmas1 nedeniyle
laktoz oranlar1 (%4.5, %8, %12 ve %16) temel alinmistir. Bundan sonraki boliimlerde
gecen “farkli laktoz oranlar” kavrami, ayn1 zamanda “farkli kurumadde oranlar1”

kavramini ifade etmektedir.
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Farkli laktoz oranlarina sahip laktaz enzimi uygulanmis ya da uygulanmamis
toplam 8 farkli peyniraltt suyu, Mortierella isabellina veya Mortierella ramanniana
kiifleri ile asilanarak fermentasyon islemine tabi tutulmustur. Ayrica her bir kiif ile
kontrol besi ortamina da ayr1 ayri asilamalar yapilmistir. Calismada, toplam 18
fermentasyon islemi sonunda 18 farkli mikrobiyel yag iiretimi gerceklestirilmistir. Bu

calismada uygulanan deneme plani Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada uygulanan deneme plani

Fermentasyonda Substrattaki seker Substrata laktaz enzimi .
Ornek kodlari
kullanilan kiifler orani uyggulamasi
%4.5 laktoz Yok 4.51
1 PAS* .
(Normal PAS™) Var 451L
Yok 81
%38 laktoz
Mortierella isabellina Var 8iL
(DSM 1414) Yok 12
%12 laktoz
Var 121
Yok 161
%16 laktoz
Var 16iL
% 3 glikoz
R ke Xi
(Kontrol Besi Ortami)
%4.5 laktoz Yok 4.5R
(Normal PAS*) Var 45RL
Yok 8R
%38 laktoz
Mortierella ramanniana Var 8RL
DSM 62752
(DSM 62752) Yok 12R
%12 laktoz
Var 12RL
Yok 16R
%16 laktoz
Var 16RL
% 3 glikoz
_____ * %
(Kontrol Besi Ortamt) KR

PAS*  : Peyniralti suyu

--—--** : Enzim muamelesi yok
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Fermentasyon siiresince her bir substratta gelisen biyokiitle miktari, biyokiitlede
yag miktar1 ve elde edilen yaglarda yag asidi komposizyonlarindaki degisimlerin ve
kullanilmig substratta kalan seker diizeylerinin izlenebilmesi i¢in giinde bir (24 saat)
substratlardan Ornek almmistir. Bu amagla her bir substrattan 250 ml’lik 10 adet
dalgakiranli (baffled) erlenlere (Sigma-Aldrich / CLS4444250 Pyrex baffled shaker
flask) 95’er ml’lik esit kisimlar aktarilarak (95 ml substrata 5 ml 6n kiiltiir agilamasiyla
toplam 100 ml’ye tamamlanmistir) agizlari, gaz gegirip rutubet gegirmeyen 6zel silikon
stingerlerle (SIGMA-ALDRICH / C1046-10EA Silicone Sponge Closures, Size: 38mm)
kapatilmistir (Sekil 3.1). Sterilizasyon iglemi ve uygun sicaklikta aseptik kosullarda
yapilan asilamalardan sonra es zamanli olarak fermentasyonlar baglatilmistir. 10 giin
siiren fermentasyon siiresince her bir substrata ait 10 adet erlenden her giin biri alinmis
(100 ml’lik 6rnek) ve bu orneklerde olusan kuru biyokiitle miktari, kuru biyokiitlede
yag miktar1 ve elde edilen mikrobiyel yaglarda yag asidi kompozisyonlar ile geriye

kalan substratlardaki laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar1 belirlenmistir.

!
5, S A e
/ \ | \
Sekil 3.1. Fermentasyonlarda kullanilan dalgakiranli erlenler ve silikon silinger
kapaklar

Ayrica her bir substratin fermentasyonu sonunda elde edilen toplam yagda,
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin tespit edilebilmesi i¢in yeterli miktarda yag tiretimi
saglamak amaciyla 1 litrelik calisma hacmi olan erlenlerde fermentasyon islemleri
gerceklestirilmistir. On giinliilk fermentasyon islemi sonunda 1’er litrelik ornekler
tamamen alinip gerekli islemler yapildiktan sonra elde edilen her bir yag érneginde 6z
agirlik, kirllma indisi, sabunlagma sayisi, asitlik, peroksit sayisi ve iyot sayisi

belirlenmistir.
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3.3. Kiiflerin Gelistirilmeleri ve Muhafazalari

Orijinal ampulii i¢indeki liyofilize kuf kiiltiirleri, gelistirme talimatinda tarif
edildigi sekilde aseptik kosullarda hazirlandiktan sonra Mortirella isabellina, Lukowska
ve Plenkiewicz’ nin (2007) belirttigi sekilde, malt ekstrakt pepton agar besi yerinde (30
g malt ekstrakt, 3 g soya peptonu ve 15 g agar 1 L distile suda ¢6ziindiiriiliir, pH 5.6’ya
ayarlanir ve 120°C’de 15 dk otoklavda sterilize edilip sogutularak kati besi yeri elde
edilir); Mortierella ramanniana ise Kavadia vd’in (2001) onerdigi sekilde patates
dekstroz agar besiyerinde (Merck, Darmstadt, Germany) petri kaplarinda ve tiipler
icindeki yatik besiyerlerinde ikiser paralelli olarak 27°C’de 3 giin (Lukowska ve
Plenkiewicz 2007) spor olusturana kadar inkiibe edilmistir. Sekil 3.2°deki 1 ve 3 no’lu
resimler Mortirella isabellina’nin, 2 ve 4 no’lu resimler ise Mortierella ramanniana’nin

petri ve yatik agardaki gelistirilmis formlarini géstermektedir.

3) 4)

Sekil 3.2. Petrilerde ve yatik agarlarda gelistirilmis mikroorganizma kiiltiirleri
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Malt ekstrakt pepton agarda gelistirilen Mortirella isabellina ve PDA’da
gelistirilen Mortierella ramanniana kiifleri 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 kiiflerin (stok kiiltiir) petriden petriye veya tiipten

tiipe aktarilip asilanmasi ile tazeligi korunmustur (Sekil 3.2).

Yapilan 6n denemelerde; gerek stok kiiltiirlerin taze yeni besiyerine asilanarak
yenilenmesinde, gerekse gelistirme ortamlarina (substratlara) asilamada yatik agar
besiyeri kullaniminin petrilerden asilamaya gore daha giivenli oldugu goriilmiis ve

biitlin asilama islemlerinde yatik agarlardaki stok kiiltiirlerin kullanimi tercih edilmistir.

Biitiin asilama islemleri steril kabin (ESCO-Class II BSC) igerisinde aseptik
kosullara uyularak gerceklestirilmigtir (Sekil 3.3). Tiipten tiipe aktarma iglemi igin
aseptik kosullarda stok kiiltiire 5 ml steril saf su ilave edilmis ve 5 dakika siireyle
dakikada 2000 devirle vortekslenmistir (VELP SCIENTIFICA-Vortex Mixer).
Vortekslenmis tiipler i¢indeki misel silispansiyonundan yeni steril yatik agarlara
asilamalar yapilmis (1-2 damla ilave edilerek) ve 3 giin stire ile 27°C’de kiif miselleri
spor olusturana kadar gelistirilerek yeni taze stok kiiltiirler elde edilmistir. Sekil 3.3’de
Beyaz renkli olanlar Mortirella isabellina, kahverengi olanlar ise Mortierella

ramanniana stok kiiltiirlerini gostermektedir.

K@l
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Sekil 3.3. Yatik agarlardaki stok kiiltiirler
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3.4. Peyniralti Suyunun Hazirlanmasi

Yapilan 6n denemelerde yagsiz peyniralti suyu tozu kullanilarak deiyonize su ile
%7, %12, %18 ve %24 oranlarinda kurumadde iceren peyniralti sular1 hazirlanmis ve
bunlara 1s1l islem uygulanarak proteinleri denature edilmistir. S6z konusu 1s1l islemde,
Sienkiewicz ve Riedel’in (1990) uyguladigr “121°C’de 10 dakika” sicaklik ve siire
normu kullanilmistir. Denature proteinleri peyniralti suyundan ayirmak i¢in iki farkh
yontem uygulanmistir. Bu amagla 1s1l igslem sonrasi peyniralt1 sulari iki gruba ayrilmas,
bir grup once kaba filtre kdgidindan sonra Rimada ve Abraham’in (2001) belirttigi gibi
filtre kagidindan (Whatman no:1) gecirilmistir. Diger grup ise 22000 g devirde +4°C’de
santrifiij edilerek (siv1 besi ortamlarindan kiif biyokiitlesinin ayrilmasinda kullanilan
devir ve sicaklik) denature proteinler c¢oktiiriiliip, daha sonra kaba fltre kagidi ve
arkasindan filtre kagidindan (Whatman no:1) gecirilmistir. Her iki yontem uygulamasi
sonucunda elde edilen deproteinize peyniraltt suyu permeatlarinda (DP-PSP) suda
¢Oziiniir kurumadde (°Bx) degerleri ve seker igerikleri belirlenmistir. Santrifiij islemi
uygulanmis grup ile sadece filtrasyon islemleri uygulanmig grup arasinda hem °Bx
degerleri hem de seker igerikleri bakimindan 6nemli diizeyde bir farklilik goriilmemistir
(santriflyj islemi uygulanmis grupta °Bx degerleri sirayla %7 kurumaddeli peyniralti
suyu i¢in 6.05, %12 i¢in 10.53, %18 icin 15.87 ve %24 i¢in 21.25, sadece filtrasyon
islemleri uygulanmis grupta bu degerler sirayla %7 igin 6.5, %12 icin 11.04, %18 i¢in
16.52 ve %24 icin 21.90 olarak belirlenmis; % seker miktarina iliskin degerler ise
santrifiij islemi uygulanmis grupta sirayla %7 i¢in 4.81, %12 icin 8.28, %18 i¢in 12.78
ve %24 i¢in 17.56, sadece filtrasyon iglemleri uygulanmis grupta bu degerler sirayla %7
icin 4.80, %12 i¢in 8.40, %18 i¢in 12.96 ve %24 icin 17.96 olarak tespit edilmistir).
Bunun yaninda kurumadde orani arttikga deproteinizasyon isleminin daha etkili oldugu
goriilmiistlir. Biitiin bu kosullar g6z oniline alindiginda en yiiksek kurumadde oraninda
(%24) peyniraltt suyu hazirlanip, 1s1l islemle proteinlerinin denaturasyonundan sonra,
once kaba filtre kagidi sonrasinda filtre kagidindan (Whatman no:1) stiziilerek DP-
PSP’lerin hazirlanmasinin, en uygun yontem oldugu belirlenmistir. Filtrasyon islemleri
85-90°C’lerde yapilmistir. Filtrasyon sicakliginin diismesi ile birlikte laktoz
kristalizasyonu goriilmekte, bu da filtrasyon isleminin yavaslamasina ve etkinliginin

azalmasia sebep olmakta ve sonucta elde edilen permeatta laktoz oraninin goreceli
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olarak diismesine neden olmaktadir. Tim bu islemler neticesinde elde edilen yiiksek
kurumaddeli DP-PSP’nin uygun oranlarda seyreltilmesiyle ¢alismada kullanilan farkli
laktoz diizeylerine sahip DP-PSP’ler hazirlanmistir. Bu amacla yiiksek kurumaddeli
DP-PSP distile su ile seyreltilerek, igerdikleri laktoz oranlarinin baz alinmasiyla, normal
bilesime sahip (%4.5 laktoz icerikli) DP-PSP ve laktoz oranlar1 %8, %12 ve %16 olacak
sekilde 3 farkli oranda kurumadde igerigine sahip toplam 4 farkli DP-PSP elde

edilmistir.

Elde edilen permeatlara herhangi bir azot ya da mineral takviyesinin
yapilmasimin gerekmedigi, kiiltiir gelisimi i¢in gerekli miktarin bulundugu bildirilmistir

(Hsiao vd 1994).

3.4.1. DP-PSP’lerin sterilizasyonu

DP-PSP’lerin sterilizasyonunda Kavadia vd (2001) ve Papanikolaou vd’nin
(2004) bildirdikleri sekilde tiim DP-PSP’ler 121°C’de 20 dakika otoklavda
(REVERBERI-Pratika, Italya) sterilize edilmis, pH’lar1 sterilizasyon sonunda 6.0+0.1
olarak ayarlanmistir. Sterilizasyon sonrasi1 6rneklerin pH ayarlamasi islemi, yapilan 6n

denemelerle saglanmistir.
3.4.2. DP-PSP’lere laktaz enzimi uygulamasi

DP-PSP’lerde laktozun enzimatik hidrolizi igin Kluyveromyces lactis’den elde
edilmis olan [-Galaktosidaz enzimi (>3000 unit/ml kuvvetinde, Sigma G3665)
kullanilmastir.

Enzim uygulamasi ile ilgili literatlirlerde Onerilen degisik yontemlere gore
yapilan 6n denemelerde farkli pH degerleri, reaksiyon sicakliklari, enzim / substrat

oranlar1 ve reaksiyon siireleri denenmistir: Yapilan 6n denemeler asagida agiklanmistir.

e 21 °Bx ¢0ziiniir kurumadde igerikli, pH degeri 6’ya ayarlanmis streril konsantre

DP-PSP’ye aseptik kosullarda %0.5 oraninda enzim ilave edilmis ve ¢alkalamali
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inkiibatorde (ZHICHENG-ZHWY-200B incubator shaker) 30°C’de 180 rpm’de
12 saat bekletilmistir.

21 °Bx ¢0ziiniir kurumadde igerikli, pH degeri ayarlanmamis (pH 5.66) streril
konsantre DP-PSP’ye aseptik kosullarda %0.25 oraninda enzim ilave edilmis ve

calkalamal1 inkiibatorde 30°C’de 180 rpm’de 12 saat bekletilmistir.

21 °Bx ¢oziinlir kurumadde igerikli, pH degeri ayarlanmamis (pH 5.66) streril
konsantre DP-PSP’ye aseptik kosullarda 9%0.25 oraninda enzim ilave edilmis ve

calkalamal1 inkiibatorde 28°C’de 180 rpm’de 12 saat bekletilmistir.

Sienkiewicz ve Riedel’in (1990) bildirdigine gore bu enzim i¢in (K. marxianus
var. lactis laktazi) i¢in optimum g¢alisma pH’s1 6.0, optimum sicaklik ise 37°C
olarak verilmistir. Arastiricilarin 6nerdigi dogrultuda yapilan 6n denemede
laktoz icerikleri ve enzim kuvveti de dikkate alinip orantisal olarak hesaplamalar
yapilmis ve buna gore enzim miktarlar1 belirlenmistir. pH degerleri 6.0’a
ayarlanmis olan steril %16 laktoz iceren konsantre DP-PSP’ye 0.260 mL/L, %12
laktoz igeren permeata 0.195 mL/L, %8 laktoz i¢ceren permeata 0.130 mL/L ve
%4.5 laktoz iceren permeata ise 0.073 mL/L miktarlarinda enzim ilaveleri

yapilarak ¢alkalamali inkiibatorde 37°C’de 180 rpm’de 12 saat bekletilmistir.

Yukarida agiklanan 6n denemelerden ilk iiglinde laktozun hidrolizi, muhtemelen

ylksek laktoz konsantrasyonundan dolay1 etkili bicimde ger¢eklesmemistir. Son

denemede ise es siireler gegmesine ragmen yine laktoz hidrolizi farkli oranlarda ve etkili

olmayan bicimde gerceklesmistir. Belirtilen enzim kuvvetine gore yapilan hesaplarla

makul siirede etkili hidrolizin gergeklesmeyecegi anlasilmis ve yeni enzim oranlari

denenmistir.

Yeni denemede, pH degerleri 6.0’a ayarlanmis olan steril %4.5 laktoz igerikli

DP-PSP ve laktoz oranlar1 %8, %12 ve %16 olan konsantre DP-PSP’lere aseptik

kosullar altinda %0.25 oraninda laktaz enzimi ilave edilmis ve 37°C’de 180 rpm’de 12

saat siire ile c¢alkalamali inkiibatérde tutulmustur. Siire sonunda HPLC ile seker
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diizeyleri tespit edilmistir. Bu denemeye gore biitin DP-PSP’lerde laktozun etkili
bigimde ve ayni oranlarda hidroliz oldugu goriilmiis ve bu sartlarin enzimatik hidrolizde

uygulanmasi kararlastirilmistir.

3.5. Kontrol Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Kontrol besi ortaminin hazirlanmasinda Kavadia vd’in (2001) belirttigi yontem
kullanilmistir. Kontrol besi ortami igin 30 g/L glikoz, 1 g/L (NH4)2SO4, 7 g/L KH2POu4,
2 g/ NaxHPOs4, 1.5 g/ MgS04.7H20, 0.1 g/L CaCl2.2H20, 0.008 g/L FeCls.6H20,
0.001 g/L ZnS04.7H20, 0.0001 g/L CuSO4.5H20, 0.0001 g/L Co(NO3)2.H20, 0.0001
g/L MnSO4.5H20 ve 0.5 g/L maya ekstrakti tartilip saf su ile 1 litreye tamamlanmis, pH
degeri 6.0’a ayarlanarak (besi ortam1 hazirlandiginda pH degeri 6.09 olarak belirlenmis,
sterilizasyon sonunda sogutulduktan sonra bu deger 6.01’e diismiistiir), 121°C’de 20
dakika siire ile sterilize edilmis ve 28°C’ye sogutularak kullanima hazir hale

getirilmistir.

3.6. On Kiiltiiriin (Preculture) Hazirlanmasi

On Kkiiltiiriin hazirlanmasindan 6nce yatik agarlarda muhafaza edilen stok

kiiltiirler kullanilarak misel slispansiyonlar1 hazirlanmistir.
3.6.1. Misel siispansiyonu hazirlanmasi

Misel siispansiyonlari, Wynn ve Ratledge’nin (2000) onerdigi metot modifiye
edilerek hazirlanmistir. Buna gore +4°C’de muhafaza edilen tiipler igindeki stok
kiiltiirlerden alinip iizerine aseptik kosullar altinda steril 10 adet cam boncuk (3 mm
capinda) ile beraber 5 ml steril saf su ilave edilmistir. Sonra bu tiipler 2000 rpm de 5
dakika vortekslenerek misel siispansiyou elde edilmistir.

3.6.2. On Kiiltiir besi ortaminn hazirlanmasi

On kiiltiir hazirlanmasinda kullanilan besi ortam1 Kavadia vd’in (2001) belirttigi
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yontem ile su sekilde hazirlanmistir; 5 g/L glikoz, 1 g/ (NH4)2SOs4, 7 g/ KH2POs4, 2
g/L Na2HPOs, 1.5 g/L MgS04.7H20, 0.1 g/L CaCl2.2H20, 0.008 g/L FeCls.6H20, 0.001
g/L ZnS04.7H20, 0.0001 g/L CuS04.5H20, 0.0001 g/L Co(NO3)2.H20, 0.0001 g/L
MnSO04.5H20 ve 0.5 g/L maya ekstrakt1 tartilip saf su ile 1 litreye tamamlandiktan sonra
besi sivisinin pH’s1 6.0’a ayarlanmis ve 121°C’de 20 dakika tutularak sterilize

edilmistir.

3.6.3. Misel siispansiyonunun on kiiltiir besi ortamina asilanmasi

Misel siispansiyonunun 6n kiiltiir besi ortamina asilanmasi islemi Hsiao vd
(1994), Hiruta vd (1996a), Papanikolaou vd (2004) ile 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 yapilmistir.
Asilanan 6n kiiltiir besi ortami ¢alkalamali inkiibatorde 28+1 °C’de, 180 rpm’de, 2 giin

siireyle Oon fermantasyona tabi tutulmustur.

3.7. Hazirlanan On Kiiltirden DP-PSP’lere ve Kontrol Besi Ortamina Asilama

On kiiltirden DP-PSP’lere ve kontrol besi ortamina asilama isleminde Hsiao vd
(1994), Chartrain vd (1995) ile Dong ve Walker’in (2008) belirttigi yontemler
kullanilmigtir. Bu amagla hazirlanmis olan DP-PSP’lerden ve kontrol besi ortamindan
95 ml’lik kisimlar ayrilip 250 ml’lik 6zel fermentasyon erlenleri igerisine aktarilmais,
agizlar1 ozel silikon siinger kapaklar ile kapatildiktan sonra sterilize edilmis ve ardindan
28°C’ye sogutulmustur. Daha dnceden 2 giin siire ile 6n fermentasyona birakilarak elde
edilen 6n kiiltiirden 5’er mL (%5) asilama yapilarak 100’er mL’lik DP-PSP’ler ve

kontrol besi ortami elde edilmistir.
3.8. Gelisme Sartlan
Asilanan tiim besi ortamlar1 (DP-PSP’ler ve kontrol besi ortamlar1) Kavadia vd

(2001) ile Papanikolaou vd’nin (2004) kullandiklar1 yonteme gore 28+1°C’de, 170-180
rpm’de c¢alkalamali inkiibatdrde (Sekil 3.4) fermantasyona birakilmistir. Sekil 3.5°de
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erlenlerde gelisme sirasinda topak (pellet) olusumu goriilmektedir.

Sekil 3.4. Calkalamali inkiibatorlerde kiiflerin gelistirilmesi

Sekil 3.5. Erlenlerde gelistirilen biyokiitlelerde topak (pellet) olusumu
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3.9. Biyokiitlenin Besi Ortamlarindan (DP-PSP ve Kontrol Besi Ortam)

Ayrilmasi

Glinliik periyodik olarak inkiibatérden alinan 100 mL’lik 6rnekler (besi ortami +
yas biyokiitle) Papanikolaou vd’nin (2004) belirttigi sekilde santriflij tiiplerine alinip
(Sekil 3.6) 22000 g’de, 4°C’de, 20 dakika siireyle santrifiij (SIGMA-3K30) edildikten
sonra Wynn ve Ratledge’nin (2000) onerdigi gibi filtre kagidindan (whatman no:1)
stiziilmistiir. Filtreden gecirilen berrak siiziintii (kullanilmis besi ortami) saklama
tiplerine alinarak daha sonra HPLC’de seker analizleri yapilmak iizere -20°C’de

depolanmustir (Sekil 3.7).

Sekil 3.6. Biyokiitlenin santrifiij tiiplerine alinarak santrifiij edilmesi
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Sekil 3.7. Kalan besi ortaminin siiziilerek saklama tiiplerine alinmasi

Filtre kagidinin tstiinde kalan yas biyokiitle ise bir ka¢ kez (tamamen
kullanilmis besi ortamindan temizlenene kadar) bol distile su ile yikanip (Sekil 3.8)
filtrasyonda kullanilan 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).

114



Sekil 3.8.  Siiziilen biyokiitlenin distile su ile yitkanmasi

3.10. Biyokiitlenin Kurutulmasi

Filtre kagidinda kalan yas biyokiitle Dong ve Walker’in (2008) belirttigi yontem
ile 70°C’lik etiivde 1 gece bekletilerek kurutulmustur. Kurutulan biyokiitleler filtre
kagidi ile birlikte tartilip 6nceden kaydedilmis olan kuru filtre kagidi agirhig: ¢ikarilarak
kuru biyokiitle miktar1 hesaplanmistir. Kuru biyokiitleler, kuru ve temiz tiipler i¢ine
alimip {lizerlerine azot gazi basilarak kapaklar1 sikica kapatilmis ve yag analizlerinin

yapilacagi zamana kadar -35°C’de muhafaza edilmistir. Sekil 3.9°da tiiplere alinmis
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kuru biyokiitleler ile aym kiifiin farkli kurumadde igeriklerine sahip DP-PSP’lerde
gelistirilmesi durumunda elde edilen kuru biyokiitlenin rengi, yapisi, yag icerigi v.s.

degisiklikler goriinmektedir.
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Sekil 3.9. Kurutularak tliplere alinmis kuru biyokiitleler

3.11. Biyokiitleden Yag Ekstraksiyonu

Biyokiitleden yag ekstraksiyonu, Dong ve Walker’in (2008) onerdigi metot
gelistirilerek yapilmistir. Kurutulmug biyokiitleler santrifiij tiiplerine alinip, tizerine 20
mL hekzan ilave edilmis, homojenizer (IKA LABORTECHNIK-T25 Basic Ultra
Turrax) ile 5 dakika homojenize edildikten sonra (24000 devir/dakika) sicak su
banyosunda 55°C’de 10 dakika tutulmustur. Daha sonra 3000 rpm’de oda sicakliginda
10 dakika santrifiij edilerek ¢okeltiler ¢6zgen icinde ¢oktiiriilmiis, siiziintii (supernatant)
filtre kagidindan siiziilerek (whatman no:1) ayrilmistir. Kalan ¢okeltide 10’ar mL
hekzan kullanilarak 2 kere daha ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Siiziintiiler
birlestirilip kullanilan filtre kagidi (whatman no:1) hekzan ile iyice yikanarak filtre
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kagidinda kalabilecek lipitlerin tamamen siiziintiiye aktarilmasi saglanmistir. Daha
sonra birlestirilen biitlin siiziintiiler, onceden iyice temizlenip kurutulmus ve darasi
alimmis agz silifli cam balonlara aktarilmis ve siiziintiilerdeki ¢6zgen vakum altinda
45°C’de evaporatorde uzaklastirilarak lipidler elde edilmistir. Cozgeni uzaklastirilan
cam balon i¢indeki lipitler sabit tartim agirhigina gelinceye kadar 105°C’de etiivde
bekletilip tartima alinmis ve 6nceden kaydedilen cam balon agirliklart ¢ikarilarak lipit

miktar1 belirlenmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Ekstrakte edilen mikrobiyel yaglar

3.12. Yag Asidi Kompozisyonu Analizi

Yag asidi kompozisyonunun belirlenebilmesi i¢in elde edilen lipitler 6nce metil
esterlerine doniistiirme reaksiyonuna tabi tutulmustur. Yag asitlerinin metil esterlerine

doniistiiriilmesinde Kimura vd’nin (2004) 6nerdigi yontem kullanilmigtir. Bunun igin
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tyice yikanip kurutulmus deney tiipii igerisine yaklasik 0.01 g ekstrakte edilen lipitten
tartilmis, lizerine 2 ml %10’luk metanolik HCI (10 ml HCI, metanol ile 100 ml’ye
tamamlanir) ve 1 ml metilen klorit eklenmistir. Tiiplerin agizlar1 (vidali kapaklar ile)
sikica kapatilarak 60°C sicak su banyosunda 3 saat bekletilmistir. Daha sonra hizlica
sogutulan tiiplerin {lizerine 4 ml doymus NaCl ve 2 ml hekzan eklenerek reaksiyon
sonlandirilmistir.  Tiiplerin  agizlar1 kapatilip 2 dakika siireyle 2000 rpm de
vortekslenmis ve bir siire bekletilerek faz ayrilmasi saglanmistir. Ustte biriken yag asidi
metil esterlerini igeren hekzan fazi viallere doldurularak GC-MS’de (GCMS-QP2010S,
Shimadzu, Japan) analiz edilmistir. Kromatogram iizerinde yag asitleri metil esterlerine
ait olan piklerin tanimlanmasi NIST ve WILEY kiitiiphaneleri kullanilarak yapilmis ve
ayrica aynt analiz kosullarinda GC-MS’e enjekte edilen FAME C8-C24 karisim
standard1 kullanilarak da dogrulanmistir. Ayrica yag Orneklerine esterlesme Oncesi
internal standard olarak C17 (margarik asit) eklenmistir. GC-MS’de analiz kosullar
asagidaki gibi yiiriitilmiistiir:

Kolon :30m x 0.25mm x 0.25pum (TRB-5MS)

Firin sicaklik programi : 150°C (2 dk), sonrasinda 4°C/dk artigla 230°C’ye
yiikselme ve bu sicaklikta 3dk bekleme

Dedektor sicakligi (Interface) :250°C

Tastyici gaz : He, Viineer= 34.0cm/s

Enjeksiyon blogu sicaklig1 :250°C

Split orani : 25

Enjeksiyon modu : split; Split ratio= 25

Iyonlastiric kaynak : EI, uyarilma (excitation) enerjisi 70 eV

Kiitle aralig1 : m/z=40-400

Tarama hizi : 714 kiitle/s

Yag oOrneklerinin  yag asiti  kompozisyonu GC-MS’de elde edilen

kromatogramlar tizerindeki esdeger piklerinin % alan dagilimi seklinde verilmistir.
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Sekil 3.11. Vortekslenen tiiplerde yag asidi metil esterlerini iceren hekzan fazinin (iist
faz) ayrilmasi

3.13. DP-PSP’lerde Yapilan Analizler

Arastirmada substrat kaynagi olarak kullanilan DP-PSP’lerin baz1 fiziksel ve

kimyasal 6zellikler belirlenmistir.

3.13.1. Kurumadde miktari

DP-PSP’lerin kurumadde miktar1 AOAC Official Method 990.20°de verilen

gravimetrik yontemle belirlenmistir (Anonymous 2000).

3.13.2. Siit yag1 miktar1

DP-PSP’lerin siit yag1 miktar1 Gerber yontemi ile tespit edilmistir (Marshall
1992).

3.13.3. Azotlu madde miktari

DP-PSP’lerin azot miktar1t AOAC Official Method 991.20°de verilen Kjeldahl
yontemine gore belirlenmistir (Anonymous 2000).
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3.13.4. Laktoz miktari

DP-PSP’lerdeki laktoz miktari, HPLC ile boliim 3.14’te aciklandigi sekilde
yapilmigtir.

3.13.5. Mineral maddeler

DP-PSP’lerde mineral madde icerigi, yas yakma yontemi ile yakilan 6rneklerin
atomik absorpsiyon spektrofotometresinde uygun lamba ve dalga boylarinda

absorbansinin okunmasi ile belirlenmistir (Kacar 1972, Kacar ve Kovanci 1982).

3.13.6. Kiil miktari

DP-PSP’lerde kiil miktarinin belirlenmesi gravimetrik olarak AOAC Official
Method 945.46’ya gore yapilmistir (Anonymous 2000).

3.14. Fermentasyon Siiresince DP-PSP’lerde ve Kontrol Besi Ortamlarinda

Yapilan Analizler

Fermentasyon siiresince gilinde bir periyodik olarak alinan Orneklerden
hiicrelerin ayrilmasiyla geriye kalan kullanilmis besi ortamlarinda laktoz, glikoz ve

galaktoz miktarlar1 HPLC cihazinda gergeklestirilmistir.

1 ml 6rnek alinip balon joje igerisine aktarilmis ve saf su ile 20°C’de 100 ml’ye
tamamlanmistir. lyice calkalanan balondan yeterli miktarda siringa ile cekilen
seyreltilmis ornek 0.45 pm ayirma sinirindaki membran filtreden siiziildiikten sonra
viallere doldulup HPLC cihazina (SHIMADZU, LC 20A Serisi) analiz edilmek {izere
verilmigtir. Standart seker ¢ozeltileri (SIGMA-CAR 10 Carbohydrates Kit) hazirlanip
elde edilen piklerden orneklerdeki seker diizeyleri belirlenmistir. HPLC’de analiz
kosullar1 asagidaki gibi yiirtitiilmiistiir:

Hareketli faz : Milli-Q su, 0.6 mL/dakika
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Analitik ve koruyucu kolon : Nucleogel 87P (300x7.8 mm ID, 20x4.0 mm ID)

Enjeksiyon hacmi : 20 pL (6rneklerdeki seker diizeylerine gore 40, 80 ve 120
uL olarak degistirilmistir)

Kolon firin1 sicakligi : 85°C

Dedektor : RID

Hiicre sicakligi : 60°C

3.15. Uretilen Mikrobiyel Yaglarda Yapilan Analizler

Fermentasyon sonunda elde edilen en son iiriin olan mikrobiyel yag 6rneklerinde

asagida belirtilen analizler yapilmistir

3.15.1. Oz agirhik degerlerinin belirlenmesi

20°C’de mikropipetle belirli hacimde alinan 6rneklerin hassas terazide tartilip

elde edilen agirlik degerlerinin hacim degerlerine boliinmesiyle bulunmustur.

3.15.2. Kirllma indisi

Yag orneklerinin kirilma indisi 20°C’de (20°C’de s1v1 halde bulunan yaglarda bu
sicaklikda, daha tizeri sicaklik degerlerinde sivi halde bulunan yaglar i¢in ise erime
derecesine gore 40, 60 ve 80°C’lerde tayin edilebilir. Bu sicaklik derecelerinden biri
belirlendikten sonra, azami 2°C tolerans dahilinde bulunan ti sicakliginda degerler
okunabilir. Ancak bu takdirde deney sonuglarinin asagida verilen denklemlere gore
diizeltilmesi gerekir) Abbe refraktometresi (ATAGO Model: NAR-1T, Japonya)
kullanilarak belirlenmistir. Onceden 20°C’de saf su kullanilarak kalibre edilmis olan
refraktometreye bagli termostatli su banyosu calistirilarak sicakligi ayarlanmistir.
Refraktometrenin iki prizmasi arasimna Ornek konmus ve sicakligin en az 5 dakika
degismemesi saglanmistir. Sonra kirilma indisi virgiilden sonra dordiincii haneye kadar
okunarak kaydi alinmistir. Okumanin yapildig1 sicakligin, standart sicakliktan degisik

olmasi durumunda asagidaki denklemlere gore diizeltmeler yapilmistir.
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n'=n'1 + (ti-t)*F 0))
n'=n'1 + (t-t1)*F (10

Eger t1 degeri t’den biiyiik ise (I) numarali formiil, aksi halde (II) numarali

formiil diizeltmede kullanilmistir. Bu formiillerdeki;

t=Standart sicaklik (20°C),
ti=Okumanin yapildig sicaklik (°C),
n'=Standart sicakliktaki kir1lma indisi,

n'i=Okunan kirilma indisini ifade etmektedir,

F=20°C igin 0.00035, 40°C i¢in ise 0.00036 olarak alinmistir (Nas vd 2001).

3.15.3. Sabunlasma sayisi

Yaklasik 2 g yag ornegi 250-300 ml’lik balon igerisine 0.001 g duyarlilikta
tartilip tizerine 25 ml 0.5 N etanollii KOH konulmustur. Balon geri sogutucuya baglanip
zaman zaman karistirilarak yavas bir sekilde 60 dakika siireyle kaynatilmistir. Bu siire
sonunda, geri sogutucunun iistiinden bir pipet yardimiyla geri sogutucunun i¢i balona
dogru yikanmistir. 4-5 damla fenolftalein (%1°lik olarak %96°lik alkolde hazirlanmis)
ilave edilip, 0.5 N HCI ¢ozeltisi ile renksiz nokta yakalanincaya kadar titre edilmistir.
Ayni islemler, bir de sahit deneme i¢in de gerceklestirilmistir. Hesaplama sonucunda,
sabunlagsma sayisi belirlenmistir. Hesaplama asagidaki formiil kullanilarak yapilmistir

(Nas vd 2001).
Sabunlasma Sayisi= (V2-V1)*28.05/m (mg KOH/g yag)
V1=Ornek i¢in harcanan 0.5 N HCI ¢ozeltisi (ml)

V2=Sahit i¢in harcanan 0.5 N HCI ¢ozeltisi (ml)

m=Alinan 6rnek miktari (g).
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3.15.4. Serbest yag asitleri miktari

5 g yag ornegi 0.01 g duyarlilikla erlenmayer igine tartilip iizerine 50 ml etil
alkol-dietil eter karisimi (hacimsel olarak 1°¢ 1 oraninda karisirilmis, her ikisi de
karistirilmadan Once fenolftalein varliginda nétrlenmis) eklenmistir. Birkag damla
fenolftalein (%1°lik olarak %96’lik alkolde hazirlanmis) ilave edilip, 0.1 N etanollii
KOH ile renk hafif pembe oluncaya kadar titre edilmistir (15 saniye renk degismeden).
Harcanan 0.1 N KOH miktar1 ml cinsinden kaydedilip asagidaki denklemde yerine

konularak %asitlik, oleik asit cinsinden bulunmustur (Nas vd 2001).

Serbest Yag asitleri= V+2.8/m (% oleik asit olarak)
V=Harcanan 0.1 N etanollii KOH ¢d6zeltisi (ml)
m= Yag miktar1 (g)

3.15.5. Peroksit sayisi

Beklenen peroksit sayisina gore (yontemde verilen cetvele gore) belirli miktar
ornek 0.001 g duyarlilikla erlenmayer igerisine tartilip, tizerine 10 ml kloroform ilave
edilerek hizla galkalamak suretiyle yag ¢ozlindiiriilmiistiir. Sira ile 15 ml asetik asit
(glasiyel) ve 1 ml potasyum iyodiir (doygun) ilave edilerek agz1 kapatilmis ve 1 dakika
stire ile ¢alkalanmigtir. 5-10 dakika karanlik bir ortamda bekletilip siire sonunda 75 ml
saf su, 1 ml nisasta ¢ozeltisi (%1°lik) ilave edilmistir. Yag 6rneginin beklenen peroksit
sayist 12.5°den az ise 0.002 N, 12.5 veya daha yiiksek ise 0.01 N sodyum tiyosiilfat
¢ozeltisi ile titre edilmistir. Ornek konmaksizin yapilan sahit deney sonucunda, serbest

iyot eseri bulunmamalidir. Hesaplama asagidaki formiillerle yapilir.

Peroksit Say1s1=V+2.8/m (meqg O2/kg yag) D

Peroksit Say1s1=V+10/m (meqg O2/kg yag) (I1)

V= Harcanan sodyum tiyosiilfat miktar1 (ml)

m= Ornek miktari (g)
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(I) Numarali esitlik 0.002 N, (II) numarali esitlik 0.01 N sodyum tiyosiilfat
kullanilmas1 durmunda gegerlidir (Nas vd 2001).

3.15.6. Iyot sayisi

Beklenen iyot sayisina gore (yontemde verilen cetvele gore) uygun miktarda
ornek erlenmayer icerisine 0.001 g duyarlilikla tartilip yagin ¢oziinmesi i¢in 15 ml
karbontetrakloriir konulup ve iyice ¢alkalanmustir. Uzerine Wijs ¢ozeltisi ilave edilip
erlenmayerin cam kapagi kapatilarak yavasga calkalanmistir. Daha sonra 1 saat (Eger
iyot sayisi 150°nin altinda ise 1 saat, iyot sayis1 150’nin iizerinde ve polimerize veya
okside yaglarda ise 2 saat) karanlik bir ortamda bekletilmistir. Bu siire sonunda 20 ml
potasyum iyodiir ¢ozeltisi (%10’luk) ve 150 ml saf su konulmustur. 1 ml nisasta
cozeltisi (%1°lik taze hazirlanmis) ilave edilerek 0.1 N sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi ile
titre edilmistir. Titrasyon iselmine sivi, renksiz hale gelinceye kadar devam edilmistir.
Ayni iglemler bir de sahit deneme i¢in gergeklestirilmistir. Hesaplama asagidaki

formiile gore yapilmistir (Nas vd 2001).
Iyot Say1s1=(V2-V1) *1.269/m
V2=Sahit i¢in harcanan 0.1 N sodyum tiyosiilfat ¢dzeltisi (ml)
V1=Ornek i¢in harcanan 0.1 N sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi (ml)
m=Ornek agirlig1 (g)

3.16. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin gelisme kurvelerinden yararlanilarak kinetik parametreler
hesaplanmistir. Erlenlerden alinan Orneklerde seker, biyokiitle, yag miktarlar

belirlendikten sonra elde edilen veriler dogrultusunda;
e Seker tiiketimi (g/L)

e Yag liretimi (g/L)
e Verim (%)
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e Maksimum tiiketim orani (g/L/giin)
e Maksimum {iretim orani (g/L/giin)
e Spesifik gelisim orani (1/giin)
e Canli hiicrelerin iki katina ¢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
diisiik degere ve mikroorganizma faaliyeti ile tiretilen iiriin (product) en yiiksek
seviyeye ulasmaktadir. Bunun sonucunda,
Gelismenin sonunda popiilasyonun artan kiitlesi;
X = Xmax — Xo olup gram kuru agirlik olarak ifade edilmistir.
Seker tiiketimi, gelismenin sonunda;
S =3S1—So olup g/L olarak ifade edilmistir.
Uriin miktar1, gelismenin sonunda;
P =P1—Po olup g/L olarak hesaplanmuigtir.
Bunun yaninda mikroorganizma kiitle verimi ve iiriin verimi;

Verim (Ypss) (%) = [Yag miktar1 (g/L) / Toplam seker tiiketimi (g/L)]*100

Verim (Yxss) (%) = [Biyokitle miktari (g/L) / Toplam seker tiiketimi (g/L)]*100

esitliklerinden faydalanilarak saptanmaistir.

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

da;

125



Gelisme orani (g/L/giin) = Biyokiitle kurvesinin en dik kisminin egimi,
Uretme oran1 (g/L/giin) = Yag kurvesinin en dik kismimin egimi,
Tiikketme oran1 (g/L/giin) = Seker kurvesinin en dik kisminin egimi,

Spesifik gelisme orani (giin) = Inx’e kars1 zaman grafiginin egimi

kullanilarak hesaplanmustir.

Bir mikroorganizma popiilasyonda sabit zaman araliklartyla boliniir veya sabit
bir bolinme hiziyla gogalir. Mikroorganizma kiitlesinin (x) gelisme hizi da gelisme
katsayisina (p) bagli olarak artar. Gelisme kinetigi ¢aligmalarinda mikroorganizma
kiitlesi denilince hiicre sayisi ile absorbe edilen besinlerle saglanan hiicre materyali
toplam1 anlasilir. x biyiikligiindeki degisim hizi, x’in her anindaki biyiikliigii ile

orantilidir.

dx

ac

u : gelisme hizi katsayisi

X : hiicre kiitlesi olarak ifade edilmektedir.

Burada;

_ ut C e . .
X =Xp€ , yani X’in iki katina ulagmasi i¢in,

_ t
2Xg = X0€" (lur, esitlik sadelestirildiginde;

In2 = uts elde edilmektedir.
Buradan kiitlenin iki katina ¢ikma siiresi (td) hesaplanmistir.
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Buradan kiitlenin iki katina ¢ikma siiresi (tq) hesaplanmistir.

Besiyeri ortamindaki mikroorganizma miktarina ait degerlerin (X) dogal
logaritmas1 alindiktan sonra zamana karsi grafik olusturuldugunda elde edilen
denklemin egimi mikroorganizmanin spesifik gelisme hizinin hesaplanmasini

saglamaktadir (Shuler ve Kargi 2008).

3.17. istatistiksel Analizler

Deneme “faktoriyel diizende {i¢ faktorlii (laktoz orami x laktaz enzimi
uygulamas1 x mikroorganizma c¢esidi) tesadiif parselleri deneme plani”na gore
kurulmustur. Biitiin 6rneklerde analizler iki paralelli yapilmi ve denemeler ti¢ tekerriirlii
yiritiilmiistir. Denemede elde edilen sonuglara varyans analizi uygulanmis, farkli ¢ikan
uygulamalar Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile karsilastirilmiglardir (Diizgilines vd

1987).
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. DP-PSP’lerin Kompozisyonu

Tez c¢alismasinda substrat kaynagi olarak  kullanilan DP-PSP’lerin
kompozisyonu Cizelge 4.1’de verilmistir. Laktaz enzimi uygulamasi yapilmig DP-

PSP’ler de seker bilesimleri hari¢ ayn1 kompozisyona sahiptir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan DP-PSP’lerin kompozisyonu

%4.5 laktoz igeren %8 laktoz igeren %12 laktoz igeren %16 laktoz igeren

Kurumadde (%) 5.59 9.80 14.70 19.47
Kiil (%) 0.46 0.82 1.22 1.63
Yag (%) 0 0 0 0
Azot (mg/100ml) 42.00 74.54 112.33 149.74
Ca (mg/100ml) 25.59 4525 67.96 90.42
Na (mg/100ml) 35.18 62.65 94.38 125.18
K (mg/100ml) 109.17 193.33 290.78 386.89
Mg (mg/100ml) 8.52 15.23 22.65 30.68
P (mg/100ml) 42.62 75.32 113.94 151.33

4.2. Mortierella isabellina Kiif Kiiltiirii Kullamilarak Gergeklestirilen

Fermentasyonlarda Biyokiitle ve Yag Uretimi

Mikrobiyel yag tiretimi amaciyla Mortierella isabellina kiifui ile gergeklestirilen
fermentasyonlarda substrat kaynagi olarak kullanilan DP-PSP’lerin farkli kurumadde
igeriginin (%4.5, %8, %12 ve %16 baslangi¢ laktoz diizeylerinin) ve laktaz enzimi
uygulamasinin fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle miktar1 ve yag miktar1 ile DP-
PSP’lerde kalan laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar1 iizerine etkileri belirlenmistir.
Ayrica Mortierella isabellina kiifii ile kontrol besi ortaminda da gergeklestirilen
tiretimde, fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle miktar1 ve yag miktar1 ile kontrol

besi ortaminda kalan glikoz miktar1 belirlenmistir.
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4.2.1. Laktoz icerigi %4.5 olan DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince iiretilen

biyokiitle ve yag miktarlari ile DP-PSP’de kalan laktoz miktari

Laktoz igerigi %4.5 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresinin tiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile
DP-PSP’de kalan laktoz miktar1 ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilastirma testi
sonuclart Cizelge 4.2°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktari
fermentasyon isleminin 9. giiniinde en yiiksek diizeye (10.45 g/kg), fermentasyon
sonucunda elde edilen yag da yine 9. giinde en yiiksek seviyeye (4.16 g/kg) ulasmistir.
Fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de bir miktar laktoz (% 1.07) kiif hiicreleri
tarafindan tiikketilmeden kalmistir. Bunun da kiifiin iireme egrisinde duragan faza girmis
olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Baslangigta %4.5 olan laktoz orani
fermentasyon sonunda %1.07’ye diismiis olup fermentasyon boyunca %3.43 oraninda
laktoz tiliketilmistir. Bu da toplam laktozun yaklasik %76’sina denk gelmektedir. Bir
baska deyisle fermentasyon sonunda laktozun yaklasik %24’°liik kismi tiikketilmeden DP-
PSP’de kalmistir. Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag orani artis gdstermis;
fakat 6, 7, 8 ve 9. giinlerde birbirine yakin degerler verirken en yiiksek diizeye 8. giinde
(%39.28) ulasilmistir. Biyokiitleye kars1 tiretilen yag 9. giinde daha diisiik bulunmustur.

%4.5 oraninda laktoz iceren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince, DP-PSP’de
kalan ortalama laktoz miktarinin azaldigi ve %4.50 ile %1.07 arasinda degistigi tespit
edilmistir. Ancak laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun 2. ile 3., 6. ile 7., 7.
ile 8. ve 8. ile 9. giinleri arasinda 6nemli olmadig1 (P>0.05) belirlenmistir. %4.5
oraninda laktoz igeren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince olusan ortalama biyokiitle
miktariin arttigt ve 0.21-10.45 g/kg arasinda degistigi saptanmistir. Olusan biyokiitle
miktarindaki artisin fermentasyonun sadece 1. ile 2. ve 5. ile 6. giinleri arasinda 6nemli
diizeyde oldugu (P<0.05) tespit edilmistir. %4.5 oraninda laktoz i¢eren DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince olusan ortalama yag miktar1 0.00-4.16 g/kg arasinda
degismistir. Fermentasyon islemi siliresince olusan yag miktarmin arttigi; ancak bu

artisin fermentasyonun 0. ile 1., 2. ile 3. ve 6. ile 7. giinleri arasinda énemli olmadig1

(P>0.05) bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Laktoz icerigi %4.5 olan DP-PSP’de Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen fermentasyonda iiretilen ortalama biyokiitle ve yag
miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz degerleri (X+SD) ve bu degerlere ait
Duncan c¢oklu karsilagtirma testi sonuclari

Siire (giin) Laktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 4.50%+0.00 0.218+0.07 0.00&+0.00
1 3.90°+0.07 0.938+0.55 0.088+0.04
2 3.15£0.48 3.78%1.83 0.61%£0.37
3 2.81°£0.46 4.87°+£1.88 0.97t£0.46
4 2.319£0.65 6.62°4+2 .42 1.86°+£0.84
5 2.05°+£0.56 7.524+1.92 2.659+0.72
6 1.70%0.71 8.66°+2.33 3.40°¢1.10
7 1.41%+0.62 9.15b+2.68 3.38%¢1.15
8 1.228+0.57 9.79%2+2 87 3.91%+1.35
9 1.070+0.55 10.45%+2.85 4.16%£1.16

Ay siitunda farkl: harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( £<0.05)
X£SD: ortlamaztstandart sapma

Sekil 4.1’de  %4.5 laktozlu DP-PSP’de Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli olarak biyokiitle
ve yag miktarlari ile laktoz oranlarindaki degisim goriilmektedir. Sekil incelendiginde
fermentasyon siiresince biyokiitle gelisimi ve yag olusumuna ait degerlerin paralellik
arzettigi goriilmektedir. Bu paralellik mikroorganizmanin, gelisimini stirdiiriirken bir
yandan da yag {iretimini gergeklestirdigini ortaya koymaktadir. Orneklerde
fermentasyonun ilk giiniinden itibaren yag olusumunun meydana geldigi goriilmektedir.
Fermentasyonun 6. giiniine kadar gecen siirede kuru biyokiitlede yag oraninin artis
diizeyinin fermentasyonun sonraki donemlerindeki artis diizeyine gore yiliksek oldugu
belirlenmigtir. Bunun, kiif hiicrelerinin toplam 10 giinliik fermentasyon isleminin
sonlarina dogru duragan faza girmeye baslamis olmasindan kaynaklanabilecegi
degerlendirilmektedir. Ayrica sekildeki laktoz tiiketimine ait degerler incelendiginde

laktozun biyokiitle ve yag olusumuna kars1 hizli bir sekilde tliketildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Laktoz igerigi %4.5 olan DP-PSP’de Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari
ile DP-PSP’de kalan laktoz miktarindaki degisim

4.2.2. Laktoz icerigi %4.5 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlar: ile DP-PSP’de

kalan laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar

Laktoz igerigi %4.5 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP kullanilarak
Mortierella isabellina ile gergeklestirilen liretimde fermentasyon siiresinin iiretilen
ortalama biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktarinin fermentasyon isleminin 7. giiniinde en
yiiksek diizeye (14.97 g/kg) ulastigi; fermentasyon siiresince elde edilen yag miktarinin
ise 6. giinde en yiiksek seviyede (9.39 g/kg) oldugu belirlenmistir. Fermentasyon islemi
sonucunda DP-PSP’de bir miktar laktoz (9%0.68) ve galaktoz (%0.17) kullanilmadan
kalirken, glikoz ise 5. giinde kiif hiicreleri tarafindan tamamen tiiketilmistir. Laktoz ve

galaktozun kullanilmadan kalmasimin kiifiin gelisme egrisinde duragan faza girmis
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olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Kiif hiicrelerinin gelisme egrisinde duragan
faza girmeden Once glikozu tamamen tiikettigi, laktoz ve galaktozu ise tamamen
tiketemedigi i¢in bu sekerlerin ortamda kullanilamadan kalmis oldugu
degerlendirilmektedir. Baslangicta %0.99 olan laktoz oram1 fermentasyon sonunda
%0.68’¢ diigmiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri tarafindan toplam %0.31
oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam laktozun yaklasik %31’ine denk
gelmektedir. Farkli bir ifade ile fermentasyon sonunda laktozun yaklasik %69’luk kismi
tilkketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Baslangigta %1.99 olan glikozun ise fermentasyon
islemi sonucunda tamamen tiiketildigi tespit edilmistir. Baglangicta %1.85 olan galaktoz
oran1 fermentasyon sonunda %0.17°ye diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif
hiicreleri tarafindan toplam 9%1.68 oraninda galaktoz tiiketilmistir. Bunun da toplam
galaktozun yaklasik %91’ini olusturdugu, fermentasyon sonunda galaktozun yaklasik
%9.2°1ik kisminin tiiketilmeden DP-PSP’de kaldigi belirlenmistir. Her {i¢ sekerin de
bulundugu DP-PSP ortaminda seker tiiketim tercihi ele alindiginda, ilk sirada glikoz,
sonra galaktoz en son olarak da laktozun geldigi goriilmektedir. Fermentasyon siiresince
kuru biyokiitlede yag orani artis gostermis ve fermentasyonun 6. giiniinde en yiiksek

diizeye (%64.36) ulagsmis olmakla birlikte, 7, 8 ve 9. gilinlerde giderek azalmistir.

%4.5 oraninda laktoz iceren laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda, DP-PSP’de kalan ortalama laktoz miktarinin %0.99 ile
%0.68 arasinda degistigi ve fermentasyon siiresince azaldigi belirlenmistir. Ayrica
laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun 7. ile 8. ve 8. ile 9. giinleri arasinda
onemli diizeyde oldugu (P<0.05) tespit edilmistir. DP-PSP’de kalan ortalama glikoz
miktarinin %1.99 ile %0.00 arasinda degistigi, fermentasyon siiresince azaldigi ve
fermentasyonun 5. gilinlinde tamamen tiikendigi belirlenmistir. Glikoz miktarindaki
azalmanin fermentasyonun yalnizca 0. ile 1. giinlerinde 6nemli diizeyde olmadigi
(P>0.05) saptanmistir. DP-PSP’de kalan ortalama galaktoz miktarlarina bakildiginda,
fermentasyon siiresince %1.85 ile % 0.17 arasinda degistigi ve giderek azaldig1 tespit
edilmistir. Ayrica bu azalmanin fermentasyonun 4. ile 5. ve 5. ile 6. giinleri arasinda
onemli diizeyde oldugu (P<0.05) belirlenmistir. %4.5 oraninda laktoz iceren laktaz
enzimi uygulanmig DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan ortalama biyokiitle

PR

miktarinin 0.14-14.79 g/kg arasinda degistigi ve fermentasyonun 7. giiniine kadar
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arttig1; ancak bu artisin fermentasyonun 0. ile 1. giinlerinde 6nemli diizeyde olmadigi
(P>0.05) tespit edilmistir. Biyokiitle miktarinda fermentasyonun 8. giiniinde azalma
oldugu 9. giiniinde tekrar artis gosterdigi; ancak fermentasyonun 8. ile 9. giinleri
arasindaki farkin da 6nemli diizeyde olmadig1 (P>0.05) belirlenmistir. %4.5 oraninda
laktoz igeren laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan
ortalama yag miktar1 0.00-7.57 g/kg arasinda degismistir. Olusan yag miktarinin
fermentasyon isleminin 6. giiniine kadar artis gosterdigi ancak daha sonra giderek
azaldig1 saptanmistir. Bununla birlikte s6z konusu azalmanin fermentasyonun 7. ile 8.

giinleri arasinda 6nemli diizeyde olmadigi1 (P>0.05) bulunmustur.

Cizelge 4.3. Laktoz icerigi %4.5 olan laktaz enzimi uygulannig DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonda iiretilen ortalama biyokiitle
ve yag miktarlar ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz degerleri
(X£SD) ve bu degerlere ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

Siire (giin) Laktoz (%) Glikoz (%) Galaktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 0.992+0.01 1.99°4+0.02 1.85%+0.01 0.148+0.01 0.00+0.00
1 0.93%+0.03 1.90%+0.01 1.79%+0.01 0.292+£0.06 0.03"+0.00
2 0.9122+0.03 1.43%+0.10 1.68°+0.02 3.65%0.22 1.092+0.13
3 0.902°+0.02 1.17°+0.05 1.60*°+0.06 5.23°+0.37 1.76%£0.31
4 0.90°+0.02 0.65%0.08 1.44°+0.11 7.869+0.58 3.07°+0.32
5 0.882+0.01 0.00°+0.00 0.819+£0.06 10.69°+£0.24 5.889+0.08
6 0.85°+0.03 0.00°+0.00 0.30°+0.08 14.59+0.16 9.393+0.40
7 0.83%+0.04 0.00°+0.00 0.22°+0.02 14.97°+0.05 8.73+0.25
8 0.79°+0.04 0.00°+0.00 0.20°£0.03 14.55%+0.70 8.29+0.37
9 0.684+0.11 0.00°£0.00 0.17%0.02 14.79%+0.65 7.57°£0.390

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
X£SD: ortlama+standart sapma

Sekil 4.2°de %4.5 laktozlu laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagl
olarak biyokiitle ve yag miktarlar ile laktoz, glikoz ve galaktoz oranlarindaki degisim
goriilmektedir. Sekil incelendiginde fermentasyon siiresince biyokiitle gelisimi ve yag
olusumuna ait degerlerin paralellik gosterdigi anlagilmaktadir. Bu durum

mikroorganizmanin, gelisimini  siirdiirlirken bir yandan da yag {retimini
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gerceklestirdigini ortaya koymaktadir. Orneklerde fermentasyonun ilk giiniinden
itibaren yag olusumunun meydana geldigi goriilmektedir. Fermentasyonun 6. giiniinde
yag miktarinin en yiiksek diizeye eristigi goriilmektedir. Fakat daha sonra yag miktari
azalma gostermektedir. Ayni sekilde kuru biyokiitlede yag miktarina ait degerlerde de
benzer sonu¢ mevcuttur. Sekil incelendiginde kiif hiicrelerinin gelisme egrisinde 6.
glinde duragan faza girdigi, glikozun duragan faza girmeden onceki giin tilkendigi ve
duragan faza giren hiicrelerin ortamda karbon kaynagi olarak galaktoz ve laktoz
olmasina ragmen rezerve lipitlerini tiikketmeye basladig1 goriilmektedir. Yine de duragan
faza girilmeden onceki doneme bakildiginda seker tiiketiminde birinci sirada glikozu,

daha sonra galaktozu ve en son olarak laktozu tercih ettigi goriilmektedir.
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Sekil 4.2. Laktoz igerigi %4.5 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gergeklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve
yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarindaki degisim

134



4.2.3. Laktoz icerigi %8 olan DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince iiretilen

biyokiitle ve yag miktarlari ile DP-PSP’de kalan laktoz miktari

Laktoz igerigi %8 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresinin tiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile
DP-PSP’de kalan laktoz miktar1 ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilastirma testi
sonuclart Cizelge 4.4’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktar
fermentasyon isleminin 9. giiniinde en yiiksek diizeye (9.33 g/kg), fermentasyon
sonucunda elde edilen yag ise 8. giinde en yiiksek seviyeye (3.31 g/kg) ulasmustir.
Fermentasyon islemi sonucunda laktozun bir kismi (% 4.75) DP-PSP’de kiif hiicreleri
tarafindan tliketilmeden kalmistir. Bunun da fermentasyon siiresinin heniiz
tamamlanmamis olmasindan, fakat ayni1 zamanda kiifiin {ireme egrisinde duragan faza
girmis olmasindan da kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Baslangicta %8 olan laktoz
oran1 fermentasyon sonunda % 4.75’ye diismiis olup fermentasyon boyunca %3.25
oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam laktozun yaklasitk %41’ine denk
gelmektedir. Bir baska deyisle fermentasyon sonunda laktozun yaklagik %59’luk kismi
tiiketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag orani
artis gostermis; en yliksek diizeye 8. giinde (%36.13) ulasilmistir. Biyokiitleye karsi
tiretilen yag 9. giinde daha diisiik bulunmustur.

%8 oraninda laktoz igeren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince, DP-PSP’de
kalan ortalama laktoz miktarinin azaldigi ve %8 ile %4.75 arasinda degistigi tespit
edilmistir. Laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun 0. ile 1., 4. ile 5. ve 5. ile
6. glinleri arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) belirlenmistir. %8 oraninda laktoz
iceren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince olusan ortalama biyokiitle miktarinin
arttig1 ve 0.23-9.33 g/kg arasinda degistigi saptanmistir. Olusan biyokiitle miktarindaki
artisgin fermentasyonun sadece 8. ile 9. giinleri arasinda onemli diizeyde olmadigi
(P>0.05) tespit edilmistir. %8 oraninda laktoz igeren DP-PSP’nin fermentasyonu
siiresince olusan ortalama yag miktar1 0.00-3.26 g/kg arasinda degismistir.
Fermentasyon islemi siiresince olusan yag miktarmin arttigi; ancak bu artisin da
biyokiitle miktarindaki artista oldugu gibi fermentasyonun sadece 8. ile 9. giinleri

arasinda onemli diizeyde olmadigi (P>0.05) belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Laktoz igerigi %8 olan DP-PSP’de Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen fermentasyonda iiretilen ortalama biyokiitle ve yag
miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz degerleri (X+SD) ve bu degerlere ait
Duncan c¢oklu karsilagtirma testi sonuclari

Stire (giin) Laktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 8.002+£0.00 0.23'+0.04 0.00+£0.00
1 7.04°+0.07 1.207+0.05 0.20"+0.05
2 6.20%+0.13 4.168+£0.46 0.738+0.17
3 5.71°+0.16 5.82f+0.28 1.23£0.21
4 5.574+0.23 6.60°£0.12 1.94°+£0.04
5 5.35°+£0.20 7.404+0.14 2.484+£0.08
6 5.14%£0.07 7.94°¢0.20 2.79+0.09
7 4.92¢+0.01 8.620+0.11 3.09°+0.10
8 4.798+0.05 9.17%+0.38 3.31440.15
9 4.75¢0.03 9.332+0.48 3.26*+0.05

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
X+£SD: ortlama+standart sapma

Sekil 4.3°de %8 laktozlu DP-PSP’de Mortierella isabellina ile gerceklestirilen
fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli olarak biyokiitle ve yag miktarlari
ile laktoz oranlarindaki degisim goriilmektedir. Sekil incelendiginde fermentasyon
stiresince biyokiitle gelisimi ve yag olusumuna ait degerlerin paralellik ortaya koydugu
goriilmektedir. Bu paralellik mikroorganizmanin, gelisimini siirdiiriirken bir yandan da
yag iiretimini gerceklestirdigini ortaya koymaktadir. Orneklerde fermentasyonun ilk
giinlinden itibaren yag olusumunun meydana geldigi goriilmektedir. Fakat 9. giinde
biyokiitle artis1 devam etmesine karsin iiretilen yag miktarinda azalma goriilmektedir.
Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag oraninin da artis gosterdigi fakat 9. giinde
azalma gozlenmistir. Bunun, kiif hiicrelerinin toplam 9 giinliik fermentasyon igsleminin
sonlarina dogru duragan faza girmeye baslamis olmasindan kaynaklanabilecegi
degerlendirilmektedir. Fakat bu azalmanin sadece 9. giinde olmasi rezerve lipitlerin
tiketilmeye basladigini gostermeyecegi disiiniilmektedir. Ayrica sekildeki laktoz
tikketimine ait degerler incelendiginde laktozun biyokiitle ve yag olusumuna karsi hizl
bir sekilde tiiketildigi goriilmektedir. Ancak 3. giine kadar hizli olan tiiketim yavaslamis

ve 8. ile 9. giinler arasinda 6nemsiz hale gelmistir.
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Sekil 4.3. Laktoz icerigi %8 olan DP-PSP’de Mortierella isabellina ile gergeklestirilen
fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de
kalan laktoz miktarindaki degisim

4.2.4. Laktoz icerigi %8 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile DP-PSP’de

kalan laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlarn

Laktoz icerigi %8 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak
Mortierella isabellina ile gergeklestirilen liretimde fermentasyon siiresinin iiretilen
ortalama biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.5’de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktarinin fermentasyon isleminin 9. giiniinde en
yuksek diizeye (22.46 g/kg) ulastig1; fermentasyon siiresince elde edilen yag miktarinin
ise 8. giinde en yiiksek seviyede (11.93 g/kg) oldugu belirlenmistir. Fermentasyon
islemi sonucunda DP-PSP’de laktoz (%1.16) ve bir miktar galaktoz (%0.18)

kullanilmadan kalirken, glikoz ise 8. giinde kiif hiicreleri tarafindan tamamen
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tiikketilmistir. Laktoz ve galaktozun kullanilmadan kalmasinin kiifiin gelisme egrisinde
duragan faza girmis olmasindan kaynaklandig1 degerlendirilmektedir. Kiif hiicrelerinin
gelisme egrisinde duragan faza girmeden Once glikozu tamamen tiikettigi, laktoz ve
galaktozu ise tamamen tiilketemedigi i¢cin bu sekerlerin ortamda kullanilamadan kalmis
oldugu diisiiniilmektedir. Baslangicta %1.74 olan laktoz orami fermentasyon sonunda
%1.16’ya diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri tarafindan toplam %0.58
oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam laktozun yaklasik %33’line denk
gelmektedir. Farkl bir ifade ile fermentasyon sonunda laktozun yaklasik %67°1ik kismi
tiiketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Baglangigta %3.20 olan glikozun ise fermentasyon
islemi sirasinda tamamen tiiketildigi tespit edilmistir. Baslangicta %2.82 olan galaktoz
orani fermentasyon sonunda %0.18’e diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri
tarafindan toplam %2.64 oraninda galaktoz tiiketilmistir. Bunun da toplam galaktozun
yaklagik %94’Unii olusturdugu, fermentasyon sonunda galaktozun yaklasik %6’lik
kisminin tiiketilmeden DP-PSP’de kaldig1 belirlenmistir. Her ii¢ sekerin de bulundugu
DP-PSP ortaminda seker tiiketim tercihi ele alindiginda, ilk sirada glikoz, sonra
galaktoz en son olarak da laktozun geldigi goriilmektedir. Fermentasyon siiresince kuru
biyokiitlede yag orani artis gostermis ve fermentasyonun 7. giiniinde en yiiksek diizeye

(%57.72) ulasmis olmakla birlikte, 8 ve 9. glinlerde giderek azalmstir.

%38 oraninda laktoz igeren laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda, DP-PSP’de kalan ortalama laktoz miktarinin %1.74 ile %1.16 arasinda
degistigi ve fermentasyon siiresince azaldigi belirlenmistir. Ancak laktoz miktarindaki
bu azalmanin fermentasyonun 5. ile 6. ve 7. ile 8. giinleri arasinda énemli diizeyde
oldugu (P<0.05) tespit edilmistir. DP-PSP’de kalan ortalama glikoz miktarmin %3.20
ile %0.00 arasinda degistigi, fermentasyon siiresince azaldig1 ve fermentasyonun 8.
glinlinde tamamen tikendigi belirlenmistir. Glikoz miktarindaki azalmanin
fermentasyonun sadece 0. ile 1. ve 2. ile 3. giinlerinde 6nemli diizeyde olmadigi
(P>0.05) saptanmistir. DP-PSP’de kalan ortalama galaktoz miktarlarina bakildiginda,
fermentasyon siiresince %2.82 ile % 0.18 arasinda degistigi ve giderek azaldigi tespit
edilmistir. Ayrica bu azalmanin fermentasyonun 5. ile 6., 6. ile 7., 7. ile 8. ve 8. ile 9.

giinleri arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) belirlenmistir. %8 oraninda laktoz

iceren laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan
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ortalama biyokiitle miktarinin 0.24-22.46 g/kg arasinda degistigi ve fermentasyon
siiresince arttifi; bu artisin fermentasyonun biitiin giinleri arasinda 6nemli diizeyde
oldugu (P<0.05) tespit edilmistir. %8 oraninda laktoz igeren laktaz enzimi uygulanmis
DP-PSP’nin fermentasyonu sliresince olusan ortalama yag miktar1 0.00-11.12 g/kg
arasinda degismistir. Olusan yag miktarinin fermentasyon igleminin 8. giliniine kadar
artis gosterdigi, bu artisin biitiin giinler arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05),
ancak daha sonra 9. giinde azalma gosterdigi saptanmistir. Bununla birlikte
fermentasyonun 8. ile 9. giinleri arasindaki s6z konusu azalmanin 6nemli diizeyde

olmadig1 (P>0.05) belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Laktoz igerigi %8 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonda iiretilen ortalama biyokiitle
ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz degerleri
(X+£SD) ve bu degerlere ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Stire (giin) Laktoz (%) Glikoz (%) Galaktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 1.74%+0.00 3.20°+0.00 2.82%+0.00 0.24i+0.01 0.00+0.00
1 1.64%+0.12 3.12°+0.05 2.728+0.03 0.58+0.11 0.07'+0.01
2 1.58%0+0.13 2.66*+0.05 2.56%+0.05 2.68M+0.18 0.472+0.03
3 1.50%+0.07 2.07°4+0.05 2.40%+0.02 6.948+£0.53 2.380.09
4 1.48°+0.05 1.76°+0.03 2.34%+0.06 8.631+0.53 3.69°+0.11
5 1.45°+£0.05 1.204£0.01 2.25°+0.07 11.10°+0.06 5.459£0.09
6 1.39°40.02 0.59°+0.02 1.92°+0.05 15.429+0.55 8.73°+0.46
7 1.32°+0.01 0.01%£0.01 0.939+0.09 18.89°+0.08 10.91%+0.36
8 1.184£0.10 0.002+£0.00 0.37°+0.04 21.61°+0.86 11.933£0.47
9 1.169+£0.09 0.00&+£0.00 0.18%0.11 22.46%+3.56 11.122°+1.76

Ay siitunda farklr harfleri tagiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
X£SD: ortlama+tstandart sapma
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Sekil 4.4. Laktoz icerigi %8 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gergeklestirilen fermentasyon siiresince tiretilen biyokiitle ve
yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarindaki degisim

Sekil 4.4°te %8 laktozlu laktaz enzimi uygulanmigs DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli
olarak biyokiitle ve yag miktarlar ile laktoz, glikoz ve galaktoz oranlarindaki degisim
goriilmektedir. Sekil incelendiginde fermentasyon siiresince biyokiitle gelisimi ve yag
olusumuna ait degerlerin paralellik ortaya koydugu goriilmektedir. Bu durum
mikroorganizmanin, gelisimini  siirdiiriircken bir yandan da yag {retimini
gergeklestirdigini gdstermektedir. Orneklerde fermentasyonun ilk giiniinden itibaren yag
olusumunun meydana geldigi goriilmektedir. Fermentasyonun 8. giinlinde yag
miktarinin en yiiksek diizeye eristigi goriilmektedir. Fakat daha sonra yag miktar1 9.
giinde azalma gostermektedir. Yine kuru biyokiitlede yag miktara ait degerlerin de
fermentasyonun 7. gliniinde en yiiksek diizeye ulastig1 ancak 8. ve 9. giinlerde azalma
gosterdigi belirlenmistir. Sekil incelendiginde kiif hiicrelerinin gelisme egrisinde 9.

giinde duragan faza girdigi, glikozun duragan faza girmeden onceki giin tiikkendigi ve

140



duragan faza giren hiicrelerin ortamda karbon kaynagi olarak galaktoz ve laktoz
olmasma ragmen rezerve lipitlerini tiikketmeye basladigi goriilmektedir. Glikozun
tilkenmesinden sonraki gilinlerde galaktoz tiiketiminin devam ettigi ancak bu tiiketimde
bir azalmanin ortaya ¢iktig1, ayn1 durumun laktoz i¢in de gecerli oldugu goriilmektedir.
Fakat galaktoz ve laktoz i¢in bu durumun kiifiin iireme egrisinde duragan faza
girmesiyle ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Fermentasyon siirecinin geneline bakildiginda
seker tiikketiminde birinci sirada glikozun, daha sonra galaktoz ve son olarak laktozun

tercih edildigi acikca gortilmektedir.

4.2.5. Laktoz icerigi %12 olan DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince iiretilen

biyokiitle ve yag miktarlari ile DP-PSP’de kalan laktoz miktari

Laktoz igerigi %12 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen liretimde fermentasyon siiresinin iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile
DP-PSP’de kalan laktoz miktar1 ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuclart Cizelge 4.6’da verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktar
fermentasyon isleminin 9. giiniinde en yiiksek diizeye (13.27 g/kg), fermentasyon
sonucunda elde edilen yag da yine 9. giinde en yiiksek seviyeye (3.84 g/kg) ulagsmstir.
Fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de biiyiikk miktarda laktoz (% 8.00) kif
hiicreleri tarafindan tiiketilmeden kalmistir. Bunun sebebinin de kiifiin gelisme
egrisinde logaritmik iireme doneminde (log fazi) bulunmasindan ve heniiz duragan faza
girilmeden  fermentasyonun  sonlandirilmis  olmasindan  kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Baslangicta %12.00 olan laktoz orani fermentasyon sonunda %8.00’a
diismiis olup fermentasyon boyunca %4.00 oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam
laktozun yaklasik %33’iine denk gelmektedir. Yani fermentasyon sonunda laktozun
yaklasik %67’ye tekabiil eden biiyiik bir kismi tiiketilmeden DP-PSP’de kalmistir.
Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag oranmi artig gostermis; en yiiksek diizeye
8. ginde (%29.77) ulasilmistir. Kuru biyokiitlede yag orani 9. gilinde azalma

gostermistir.
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Cizelge 4.6. Laktoz igerigi %12 olan DP-PSP’de Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen fermentasyonda iiretilen ortalama biyokiitle ve yag
miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz degerleri (X+SD) ve bu degerlere ait
Duncan c¢oklu karsilagtirma testi sonuclari

Stire (giin) Laktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 12.00%:0.00 0.241+0.03 0.00+0.00
1 11.40°+0.31 0.85+0.06 0.05'+0.02
2 10.92¢+0.19 2.380+0.79 0.25"+0.06
3 10.519+0.53 3.528+1.12 0.648+0.17
4 9.96°+£0.35 4.96+0.68 0.98%0.11
5 9.460.03 6.72¢+0.21 1.53¢+0.10
6 9.228+0.08 7.949+0.26 2.129+0.09
7 8.96"+0.21 9.47°+0.46 2.62°+0.18
8 8.14'+0.14 11.35°+0.62 3.38%+0.20
9 8.00'+0.05 13.27+0.81 3.84%+0.23

Ayni stitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark énemlidir ( P<0.05)
X+£SD: ortlama+standart sapma

%12 oraninda laktoz igeren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince, DP-PSP’de
kalan ortalama laktoz miktarinin azaldig1 ve %12.00 ile %8.00 arasinda degistigi, laktoz
miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun sadece 8. ile 9. giinleri arasinda 6nemli
diizeyde olmadig1 (P>0.05) diger giinler arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05)
saptanmistir. %12 oraninda laktoz iceren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince olusan
ortalama biyokiitle miktarinin arttig1 ve 0.24-13.27 g/kg arasinda degistigi saptanmistir.
Olusan biyokiitle miktarindaki artigin fermentasyonun biitiin giinleri arasinda 6nemli
diizeyde oldugu (P<0.05) tespit edilmistir. %12 oraninda laktoz iceren DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince olusan ortalama yag miktar1 0.00-3.84 g/kg arasinda
degismistir. Fermentasyon islemi siiresince olusan yag miktarinin arttigi; bu artisin
fermentasyonun sadece 0. ile 1. giinleri arasinda onemli olmadigr (P>0.05)
bulunmustur. Bu durumun DP-PSP’nin baslangi¢ kurumaddesinin i¢erdigi azotun heniiz
tikenmediginden kaynaklanabilecegi degerlendirilmektedir. Bilindigi iizere yagh
mikroorganizmalar ortamda azotun kisitlanmaya baglamasiyla yag {iretimine

yonelmektedir.
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Sekil 4.5. Laktoz igerigi %12 olan DP-PSP’de Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari
ile DP-PSP’de kalan laktoz miktarindaki degisim

Sekil 4.5’de %12 laktozlu DP-PSP’de Mortierella isabellina ile
gergeklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli olarak biyokiitle
ve yag miktarlari ile laktoz oranlarindaki degisim goriilmektedir. Sekil incelendiginde
fermentasyon siiresince biyokiitle gelisimi ve yag olusumuna ait degerlerin paralellik
arzettigi goriilmektedir. Bu paralellik mikroorganizmanin, gelisimini siirdiiriirken bir
yandan da yag iretimini gergeklestirdigini ortaya koymaktadir. Ancak Onceki
fermentasyonlara gore iiretilen yag miktar1 diisiik seyretmektedir. Orneklerde
fermentasyonun ilk gliniinden itibaren yag olusumunun meydana geldigi goriilmektedir.
Fermentasyonun 8. giinline kadar gecen siirede kuru biyokiitlede yag oraninin siirekli
artig gosterdigi ancak 9. giinde azalma ortaya koydugu saptanmistir. Ayrica sekildeki
laktoz tiiketimine ait degerler incelendiginde laktozun biyokiitle ve yag olusumuna karsi
hizli bir sekilde tiiketildigi goriilmektedir. Laktozun biiylik oranlarda tiiketilmeden
kalmasi, tiikketim hizinda bir degisiklik olmamasi ve biyokiitle ve yag miktarlarinda da

artisin devam etmesi kiifiin gelisme egrisinde log fazda bulundugunu ve duragan faza
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gecmedigini gostermektedir. DP-PSP’nin bu yiiksek kurumadde diizeyinde bile kiif
hiicrelerinin gelismeye devam edebildigi, herhangi bir inhibitér unsurun olusmadigi
anlagilmaktadir. Dolayisiyla bu fermentasyon isleminde substrat kullanimi ve yag
tiretimi baz alindifinda fermentasyon siiresinin yeterli olmadigi, islemin devam

ettirilmesi gerektigi goriilmektedir.

4.2.6. Laktoz icerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile DP-PSP’de

kalan laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar

Laktoz igerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak
Mortierella isabellina ile gergeklestirilen liretimde fermentasyon siiresinin iiretilen
ortalama biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktarinin fermentasyon isleminin 9. giiniinde en
yiiksek diizeye (23.83 g/kg) ulastigi; fermentasyon siiresince elde edilen yag miktarinin
ise 8. giinde en yiiksek seviyede (13.91 g/kg) oldugu belirlenmistir. Fermentasyon
isleminin sonunda DP-PSP’de bir miktar laktoz (%2.05) kullanilmadan kalmistir.
Glikoz ise ¢ok diigiik miktarlara (%0.01) kadar kullanilirken galaktoz fermentasyonun
8. giiniinde tamamen tiiketilmistir. Uretilen biyokiitle ve yag miktarlarmin
fermentasyonun 8. ve 9. gilinlerinde azalmig olmasi ve bu giinler arasinda istatiksel
olarak fark bulunmamasi kiif hiicrelerinin duragan faza girdigini gostermektedir. Bu
nedenle laktoz ve hatta glikozun kullanilmadan kalmasinin kiifiin gelisme egrisinde
duragan faza girmis olmasindan kaynaklanabilecegini ortaya koymaktadir. Kiif
hiicrelerinin gelisme egrisinde duragan faza girmeden oOnce galaktozu ve glikozu
tiikkettigi, ancak laktozu tiiketemedigi icin ortamda kullanilamadan kalmis oldugu
degerlendirilmektedir. Baslangicta %3.00 olan laktoz oram1 fermentasyon sonunda
%2.05’e diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri tarafindan toplam %0.95
oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam laktozun yaklasik %32’sine denk
gelmektedir. Farkli bir ifade ile fermentasyon sonunda laktozun yaklasik %68’lik kismi
tiiketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Baglangigta %4.89 olan glikoz orani fermentasyon

sonunda %0.01’e diigmiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri tarafindan toplam
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%4.88 oraninda glikoz tiiketilmistir. Bunun da toplam glikozun yaklasik %99.8’ini
olusturdugu, fermentasyon sonunda glikozun yaklasik %0.2°lik kisminin tiiketilmeden
DP-PSP’de kaldig1 belirlenmistir. Baslangigta %4.08 olan galaktozun ise fermentasyon
islemi sonucunda tamamen tiiketildigi tespit edilmistir. Her ii¢ sekerin de bulundugu
DP-PSP ortaminda seker tiiketim tercihi ele alindiginda, galaktoz ve glikozun oncelikli
olarak tercih edildigi, laktozun ise c¢ok fazla tercih edilmedigi goriilmektedir.
Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag orani artig gostermis ve fermentasyonun

8. gliniinde en yiiksek diizeye (%59.48) ulasmis, 9. glinde azalma gostermistir.

%12 oraninda laktoz iceren laktaz enzimi wuygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda, DP-PSP’de kalan ortalama laktoz miktarinin %3.00 ile
%2.05 arasinda degistigi ve fermentasyon siiresince azaldigi belirlenmistir. Ancak
laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun sadece 7. ile 8. ve 8. ile 9. giinleri
arasinda onemli diizeyde oldugu (P<0.05) saptanmustir. DP-PSP’de kalan ortalama
glikoz miktarinin %4.89 ile %0.01 arasinda degistigi, fermentasyon siiresince azaldig1
ve bu azalmanin fermentasyonun basinda 0. ile 1., 1. ile 2., ve 2. ile 3. giinleri arasinda
onemli diizeyde olmadigi (P>0.05) belirlenmistir. DP-PSP’de kalan ortalama galaktoz
miktarlarina bakildiginda, fermentasyon siiresince %4.08 ile % 0.00 arasinda degistigi
ve giderek azaldig tespit edilmistir. Bu azalmanin fermentasyonun 5. ile 6., 6. ile 7. ve
7. ile 8. giinleri arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) ve galaktozun 8. gilinde
tamamen tiiketildigi belirlenmistir. %12 oraninda laktoz igceren laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan ortalama biyokiitle
miktarmin 0.13-23.83 g/kg arasinda degistigi ve fermentasyonun 9. giinline kadar
arttig1; bu artisin fermentasyonun sadece 8. ile 9. giinlerinde 6nemli diizeyde olmadig:
(P>0.05) tespit edilmistir. %12 oraninda laktoz igeren laktaz enzimi uygulanmig DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan ortalama yag miktar1 0.00-13.61 g/kg
arasinda degismistir. Olusan yag miktarinin fermentasyon igleminin 8. giinline kadar
artis gosterdigi ancak daha sonra 9. giinde azaldigi saptanmigtir. Bununla birlikte

fermentasyonun 8. ile 9. giinleri arasindaki s6z konusu azalmanin 6nemli diizeyde

olmadig1 (P>0.05) belirlenmistir.
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Cizelge 4.7. Laktoz igerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonda iiretilen ortalama biyokiitle
ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz degerleri
(X+£SD) ve bu degerlere ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Siire (giin) Laktoz (%) Glikoz (%) Galaktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 3.00°+£0.00 4.89°+0.00 4.08%+0.00 0.13+0.02 0.00+0.00
1 2.89%+0.03 4.79+0.08 3.98%+£0.01 0.26"+0.05 0.01r+0.00
2 2.832+0.02 4.58%0+0.08 3.87%+0.06 1.858+0.52 0.148+0.11
3 2.77%+0.02 4.34+0.13 3.8120+0.05 5.36+1.02 1.12%+0.15
4 2.712+0.01 3.9840.16 3.69°+0.13 6.81°+0.53 2.59%+0.19
5 2.65%+0.04 2.919+0.48 3.56+0.20 11.239£0.74 5.269+0.53
6 2.56+0.05 1.88°+0.37 3.10°¢0.19 13.82¢40.82 7.92°+0.50
7 2.49°+0.02 0.57t+0.46 0.809+0.77 21.73+1.98 11.61°+1.27
8 2.25+0.03 0.028+0.02 0.00°+0.00 23.39%+0.55 13.91%+0.62
9 2.059+0.09 0.01"+0.02 0.00°+0.00 23.832+0.60 13.612+£0.47

Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark énemlidir ( £<0.05)
X+£SD: ortlama+standart sapma

Sekil 4.6’da %12 laktozlu laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagl
olarak biyokiitle ve yag miktarlar ile laktoz, glikoz ve galaktoz oranlarindaki degisim
goriilmektedir. Sekil incelendiginde fermentasyon siiresince biyokiitle gelisimi ve yag
olusumuna ait degerlerin paralellik gosterdigi anlagilmaktadir. Bu durum
mikroorganizmanin, gelisimini  siirdiirlirken bir yandan da yag {retimini
gergeklestirdigini ortaya koymaktadir. Orneklerde fermentasyonun ilk giiniinden
itibaren yag olusumunun meydana geldigi ancak ilk giinlerde diisiik diizeylerde kaldig:
goriilmektedir. Fermentasyonun 8. giiniinde yag miktarinin en yiiksek diizeye eristigi
fakat 9. giinde azaldig1 anlasilmaktadir. Kuru biyokiitlede yag miktarina ait degerlere
bakildiginda 6. giine kadar yiikseldigi sonra 7. giinde azalma gosterdigi, 8. giinde en
yiiksek diizeyine ulasip 9. giinde tekrar azalma gosterdigi ortaya c¢ikmaktadir.
Fermentasyon siirecinin basinda biyokiitle ve yag miktarlarindaki artigin yavas
seyrettigi goriilmektedir. Bu durum DP-PSP’nin baslangic kurumaddesinin yiiksek
olmasindan dolay1 kiifiin ortam sartlarina adaptasyon donemi gecirdigi seklinde

degerlendirilmektedir.
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Sekil 4.6. Laktoz igerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gergeklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve
yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarindaki degisim

Sekil incelendiginde kiif hiicrelerinin gelisme egrisinde 7. glinde duragan faza
girdigi, duragan faza girdikten sonra glikoz ve galaktoz tilketim hizinda yavaslama
oldugu ancak yine de her ikisinin 8. glinde ya tamamen ya da diisiik seviyelere kadar
tilketilebildigi goriilmektedir. Fakat laktoz i¢in durumun tam tersi olarak gelistigi, yani
duragan faza girilmesiyle birlikte tiiketim hizinda bir artisin meydana geldigi
anlagilmaktadir. Fermantasyon basinda en fazla olan glikoz miktarinin, galaktoz miktari
ile esitlenmesinden sonra galaktozun tiiketim hizinda bir artisin, ayn1 sekilde galaktoz
miktarinin da laktoz miktari ile esitlenmesinden sonra da laktoz tiiketiminde bir artigin
ortaya konuldugu goriilmektedir. Kiif hiicreleri tarafindan 6ncelikli olarak tercih edilen
sekerin oraninin bir sonraki tercih edilen sekerin orani ile esitlenmesinden sonra bir
sonraki tercih edilen seker tiikketiminde artisin oldugu anlagilmaktadir. Bagka bir
yaklagimla kiif hiicreleri tarafindan oncelikli olarak tercih edilen sekerin tiikenmesi

beklenmeden sonraki tercih  edilen sekerin  tiiketim hizimin  artirildigi
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degerlendirilmektedir. Dikkati ¢eken bir diger unsur da 8. glinden sonra rezerve
lipitlerin de tiiketilmeye baslanmis olmasidir. Kiif hiicrelerinin karbon kaynagi olarak
glikoz ve galaktozun tiikenmesiyle birlikte laktoz kullanimini artirmis olmasina ragmen
ayrica rezerve lipit kaynaklarin1 da kullanmaya gegctigi ve iiretilen yag miktarinda
azalmanin oldugu goriilmektedir. Bu fermentasyon isleminde de ilk sirada glikoz
kullantminin tercih edildigi, daha sonra galaktoz kullannomi ve bunu da laktoz

kullaniminin takip ettigi goriilmektedir.

4.2.7. Laktoz icerigi %16 olan DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince iiretilen

biyokiitle ve yag miktarlari ile DP-PSP’de kalan laktoz miktar

Laktoz igerigi %16 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen liretimde fermentasyon siiresinin iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile
DP-PSP’de kalan laktoz miktar1 ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilastirma testi
sonuclart Cizelge 4.8’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktar
fermentasyon isleminin 9. giiniinde en yiiksek diizeye (12.60 g/kg), fermentasyon
sonucunda elde edilen yag da yine 9. giinde en yiiksek seviyeye (3.88 g/kg) ulasmistir.
Fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de fazla miktarda laktoz (% 12.60) kif
hiicreleri tarafindan tiiketilmeden kalmistir. Bunun sebebinin de kiifiin gelisme
egrisinde logaritmik lireme fazinda bulunmasindan ve heniiz duragan faza girilmeden
fermentasyonun sonlandirilmig olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Baslangicta %16.00 olan laktoz orani fermentasyon sonunda %12.60’a diismiis olup
fermentasyon boyunca %3.40 oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam laktozun
yaklasik %21’ine denk gelmektedir. Yani fermentasyon sonunda laktozun yaklasik
%79’a tekabiil eden biiyiik bir kismi tiiketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Fermentasyon
siiresince kuru biyokiitlede yag orani artis gostermis; en yliksek diizeye 8. gilinde
(%30.96) ulasgilmigtir. Kuru biyokiitlede yag oram1 9. gilinde bir miktar azalma

gdstermistir.

148



Cizelge 4.8. Laktoz igerigi %16 olan DP-PSP’de Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen fermentasyonda iiretilen ortalama biyokiitle ve yag
miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz degerleri (X+SD) ve bu degerlere ait
Duncan c¢oklu karsilagtirma testi sonuclari

Stire (giin) Laktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 16.00°+0.00 0.201+£0.00 0.00"+0.00
1 15.94%+0.12 1.17'+0.04 0.05"+£0.01
2 15.50°+£0.45 2.50"+0.07 0.14"+0.02
3 15.33%+£0.50 4.5180.10 0.328+0.03
4 14.88%+0.62 5.40%£0.10 0.53%0.02
5 13.91°40.66 7.27°+0.06 1.22¢+0.06
6 13.44%£0.36 8.739+0.15 1.824+0.06
7 13.048+0.22 9.26°+0.17 2.33°£0.09
8 12.852"+0.36 10.59°+0.70 3.29+0.44
9 12.60"+0.42 12.60°+0.69 3.88%+0.43

Ayni stitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
X+£SD: ortlama+standart sapma

%16 oraninda laktoz igeren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince, DP-PSP’de
kalan ortalama laktoz miktarinin azaldigi ve %16.00 ile %12.60 arasinda degistigi tespit
edilmistir. Laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun 2. ile 3., 3. ile 4., 7. ile 8.
ve 8. ile 9. giinleri arasinda Onemli diizeyde olmadigi (P>0.05) saptanmistir. %16
oraninda laktoz iceren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince olusan ortalama biyokiitle
miktarinin arttig1 ve 0.20-12.60 g/kg arasinda degistigi belirlenmistir. Olusan biyokiitle
miktarindaki artisin fermentasyonun biitiin giinleri arasinda 6nemli diizeyde oldugu
(P<0.05) tespit edilmistir. %16 oraninda laktoz iceren DP-PSP’nin fermentasyonu
siiresince olugsan ortalama yag miktart 0.00-3.88 g/kg arasinda degismistir.
Fermentasyon islemi siiresince olusan yag miktarinin arttigi; bu artisin fermentasyonun
sadece 0. ile 1. ve 1. ile 2. giinleri arasinda 6nemli olmadigi (P>0.05) bulunmustur.
Biyokiitle artisinin fermentasyonun ilk giinlerinden itibaren yiiksek diizeylerde
gerceklesmis olmasi ve artisin fermentasyonun biitiin giinleri arasinda 6nemli diizeyde
bulunmus olmasi, buna karsilik yag miktarindaki artisin fermentasyonun ilk giinlerinde
diisiik seyretmesi ve ilk giinler arasinda farkin 6nemli diizeyde olmamast DP-PSP’nin

baslangi¢  kurumaddesinin igerdigi azotun heniiz tilkkenmemis olmasindan
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kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bilindigi lizere yagli mikroorganizmalar ancak

ortamda azotun kisitlanmaya baglamasiyla yag iiretimine yonelmektedir.
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Sekil 4.7. Laktoz igerigi %16 olan DP-PSP’de Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlar
ile DP-PSP’de kalan laktoz miktarindaki degisim

Sekil 4.7°de %16 laktozlu DP-PSP’de Mortierella isabellina ile
gergeklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli olarak biyokiitle
ve yag miktarlari ile laktoz oranlarindaki degisim goriilmektedir. Sekil incelendiginde
orneklerde fermentasyonun ilk giinlinden itibaren yag olusumunun meydana geldigi
ancak {retilen yag miktarinin fermentasyonun ilk dort giiniinde oldukg¢a diisiik
seyrettigi, fermentasyon siiresince mikroorganizmanin, gelisimini siirdiirlirken bir
yandan da yag iiretimini gergeklestirdigi fakat yag iiretiminin dordiincii giinden sonra
artmaya basladigr goriilmektedir. Bu durumun yagli mikroorganizmalarin ortamda
kullanilabilir azotun tiiketmeye baslamasiyla biiylikk oranlarda yag birikimine

yonelmelerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. %16 laktoz iceren DP-PSP’nin
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baslangi¢c kurumadde diizeyi oldukga yiiksektir. Dolayisiyla azot miktar1 da diger DP-
PSP’lere gore daha fazladir. Ancak bu yiiksek laktoz diizeyinde de kullanilan kiiftin
biliylik oranlarda biyokiitle olusumu sagladigi ve yag iiretebildigi ortadadir.
Fermentasyonun 8. giinline kadar gecen siirede kuru biyokiitlede yag oraninin siirekli
artig gosterdigi ancak 9. giinde azalma ortaya koydugu saptanmistir. Ayrica sekildeki
laktoz tiiketimine ait degerler incelendiginde laktozun biyokiitle ve yag olusumuna karsi
hizli bir sekilde tiiketildigi goriilmektedir. Laktoz tiikketiminin duraksamadan devam
etmesi ve fermentasyon sonunda biiylik oranlarda tiiketilmeden kalmasi, biyokiitle ve
yag miktarlarindaki artisin da devam etmesi kiifiin gelisme egrisinde logaritmik geligme
fazinda bulundugunu ve duragan faza gegmemis oldugunu ortaya koymaktadir . DP-
PSP’nin bu yiiksek kurumadde diizeyinde bile kiif hiicrelerinin gelismeye devam
edebildigi, herhangi bir inhibitér unsurun olusmadigi anlasilmaktadir. Dolayisiyla bu
fermentasyon isleminde substrat kullanim1 ve yag tiretimi baz alindiginda fermentasyon

stiresinin yeterli olmadigi, islemin devam ettirilmesi gerektigi goriilmektedir.

4.2.8. Laktoz icerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlar: ile DP-PSP’de

kalan laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlan

Laktoz igerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak
Mortierella isabellina ile gergeklestirilen liretimde fermentasyon siiresinin iiretilen
ortalama biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.9°da verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktarinin fermentasyon isleminin 9. giiniinde en
yuksek diizeye (28.34 g/kg) ulastigi; fermentasyon siiresince elde edilen yag miktarinin
ise 9. giinde en yiiksek seviyede (18.21 g/kg) oldugu belirlenmistir. Fermentasyon
isleminin sonunda DP-PSP’de biiylik miktarda laktoz (%2.70) kullanilmadan kalmus,
glikoz ise ¢ok diisiik miktarlara (%0.52) kadar kullanilirken galaktoz da fazla miktarda
(%2.38) kullanilmadan kalmistir. Uretilen biyokiitle ve yag miktarlarina bakildiginda
kiif hiicrelerinin duragan faza girmedigini, heniiz logaritmik gelisme fazinda oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle laktoz, glikoz ve galaktozun tamami kullanilamadan

fermentasyonun sonlandirildigi anlagilmaktadir. Baslangigta %3.87 olan laktoz orani

151



fermentasyon sonunda %2.70’e diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri
tarafindan toplam %1.17 oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam laktozun yaklasik
%30’una denk gelmektedir. Bagka bir ifade ile fermentasyon sonunda laktozun yaklasik
%60’l1ik kismu tiiketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Baslangigta %6.10 olan glikoz orani
fermentasyon sonunda %0.52’ye diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri
tarafindan toplam %35.58 oraninda glikoz tiiketilmistir. Bunun da toplam glikozun
yaklasik %91’ini olusturdugu, fermentasyon sonunda glikozun yaklagik %9’luk
kisminin tliketilmeden DP-PSP’de kaldigi belirlenmistir. Baslangigta %4.98 olan
galaktoz orani fermentasyon sonunda %2.38’e diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif
hiicreleri tarafindan toplam %?2.60 oraninda galaktoz tiiketilmistir. Bunun da toplam
galaktozun yaklasik %52’sini olusturdugu, fermentasyon sonunda galaktozun yaklasik
%48’lik kisminin tiiketilmeden DP-PSP’de kaldig1 belirlenmistir. Her ii¢ sekerin de
bulundugu DP-PSP ortaminda seker tiikketim tercihi ele alindiginda, ilk sirada glikoz
sonra galaktoz ve en son olarak laktozun tercih edildigi goriilmektedir. Fermentasyon
stiresince kuru biyokiitlede yag orani artis gostermis ve fermentasyonun 8. giinlinde en

yiiksek diizeye (%69.20) ulasmis 9. giinde azalma gostermistir.

%16 oraninda laktoz iceren laktaz enzimi wuygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda, DP-PSP’de kalan ortalama laktoz miktarinin %3.87 ile
%2.70 arasinda degistigi ve fermentasyon sliresince azaldigi belirlenmistir. Ancak
laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun sadece 8. ile 9. giinleri arasinda
onemli diizeyde oldugu (P<0.05) saptanmistir. DP-PSP’de kalan ortalama glikoz
miktarinin %6.10 ile 9%0.52 arasinda degistigi, fermentasyon siiresince azaldigir ve bu
azalmanin fermentasyonun 3. ile 4., 6. ile 7., 7. ile 8. ve 8. ile 9. giinleri arasinda énemli
diizeyde oldugu (P<0.05) tespit edilmistir. DP-PSP’de kalan ortalama galaktoz
miktarlarina bakildiginda, fermentasyon siiresince %4.98 ile % 2.38 arasinda degistigi
ve giderek azaldigi, bu azalmanin fermentasyonun 6. ile 7., 7. ile 8. ve 8. ile 9. giinleri
arasinda 6nemli diizeyde olmadig1 (P>0.05) belirlenmistir. %16 oraninda laktoz i¢eren
laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan ortalama
biyokiitle miktariin 0.07-28.34 g/kg arasinda degistigi ve fermentasyonun 9. giiniine

kadar arttig1; bu artisin fermentasyonun sadece 4. ile 5. giinlerinde 6nemli diizeyde

olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir. %16 oraninda laktoz igeren laktaz enzimi
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uygulanmigs DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan ortalama yag miktar1 0.00-
18.21 g/kg arasinda degismistir. Olusan yag miktariin fermentasyon isleminin 9.
giiniine kadar siirekli artis gosterdigi ve bu artisin fermentasyonun biitliin giinleri

arasinda onemli diizeyde oldugu (P<0.05) belirlenmistir.

Cizelge 4.9. Laktoz igerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonda iiretilen ortalama biyokiitle
ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz degerleri
(X+£SD) ve bu degerlere ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Siire (giin) Laktoz (%) Glikoz (%) Galaktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 3.87°40.00 6.10%+0.00 4.98*+0.00 0.071+£0.02 0.00/+0.00
1 3.7640.10 6.00%+0.04 4.88%+0.21 0.11'+0.02 0.003'+0.00
2 3.69%°+0.08 5.942°+0.09 4.728+0.11 1.00"+0.06 0.04'+0.00
3 3.425+0.08 5.54°4+0.03 4.65°+0.10 2.99¢+0.13 0.3284+0.03
4 3.28b+0.11 4.80°+0.11 4.49%°£0.18 5.35¢+0.68 1.32£:0.27
5 3.12%40.03 4.59°4+£0.01 4.37°+0.12 7.66°£0.13 2.71°£0.02
6 3.06°+0.03 4.054£0.12 4.33°40.11 10.50+0.79 5.049+0.45
7 2.99¢4+0.02 3.14°+0.46 4.024£0.16 16.92¢+0.33 11.50°+£0.69
8 2.899+0.02 2.11£0.86 3.46°+£0.50 22.96+0.26 15.89%+0.46
9 2.70°+0.05 0.528+0.20 2.38%£0.99 28.34°+0.69 18.212+0.60

Ay siitunda farklr harfleri tagiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
X+SD: ortlama+standart sapma

Sekil 4.8’de %16 laktozlu laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gergeklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagh
olarak biyokiitle ve yag miktarlar1 ile laktoz, glikoz ve galaktoz oranlarindaki degisim
goriilmektedir. Sekil incelendiginde fermentasyon siiresince biyokiitle gelisimi ve yag
olusumuna ait degerlerin paralellik gosterdigi anlasilmaktadir. Bu durum
mikroorganizmanin, gelisimini  silirdliriitken bir yandan da yag {retimini
gerceklestirdigini ortaya koymaktadir. Orneklerde fermentasyonun ilk giiniinden
itibaren yag olusumunun meydana geldigi, ancak iiretilen yag miktarinin olduk¢a diigiik
oldugu goriilmektedir. Yiiksek kuru madde igeren bu DP-PSP’de iiretilen biyokiitle ve
yag miktarlarinin fermentasyonun ilk giinlerinde sonraki giinlere gore daha diisiik
diizeylerde seyretmesi kiiflin ortam sartlarina uyum saglayabilmek i¢in bir adaptasyon

donemi gegirdigi seklinde degerlendirilmektdir. Fakat daha sonra biyokiitle miktarinda
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hizli bir artis gozlenmis buna karsi iiretilen yag miktar1 daha diisiik kalmistir.
Biyokiitleye karsi yag miktarinin diisiik diizeylerde kalmasi ortamdaki azotun heniiz
tilkenmediginden kaynaklanabilecegi diislinilmektedir. Fermentasyonun 9. giiniinde
yag miktarmin en yiiksek diizeye eristigi saptanmaktadir. Ancak kuru biyokiitlede yag
miktarina ait degerlere bakildiginda ise 8. giinde en yiiksek diizeyine ulasip, 9. giinde
azalma gosterdigi anlagilmaktadir. Fermentasyon sonunda oldukga yiiksek diizeylerde

biyokiitle ve yag liretiminin saglandig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Laktoz igerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
isabellina ile gergeklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve
yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarindaki degisim

Sekil incelendiginde kiif hiicrelerinin gelisme egrisinde adaptasyon
déneminden sonra logaritmik gelisme fazina gectigi ve bu fazda fermentasyon isleminin
devam ettigi goriilmektedir. Kiif hiicreleri logaritmik gelisme fazina gectikten sonra

hizli bir sekilde glikozu tiikketmis, fermentasyon sonuna kadar bu tiiketim artarak devam
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etmistir. Glikoz miktarinin galaktoz miktarina esit olmasindan sonra galaktoz
kullaniminin arttigi goriilmektedir. Bu asamadan sonra galaktoz tiiketimi hizla artis
gostermistir. Kiif hiicreleri tarafindan oncelikli olarak tercih edilen glikozun tiikenmesi
beklenmeden sonraki tercih edilen galaktoz tiiketim hizinin artirildigr goriilmektedir.
Kiif hiicreleri tarafindan tercih edilen karbon kaynagmin tiikenmesi beklenmeden,
hiicrelerin alternatif karbon kaynagimi kullanma mekanizmasini harekete gecirdigi
diisiiniilmektedir. Bu fermentasyon isleminde laktoz igerigi %12 olan DP-PSP’de
oldugu gibi rezerve lipit tiikketimine gidilmedigi goriilmektedir. Fakat karbon kaynagi
olarak heniiz glikoz ve galaktozun ortamda tilkenmemis olmasi, tercih edilecek sonraki
karbon kaynaginin laktoz ile birlikte rezerve lipitlerin olabilecegi agik degildir. Ciinkii
fermentasyon isleminin logaritmik fazda gelismeye devam ettigi ve ortamda
kullanilabilir karbon kaynaklarinin bulundugu ve fermentasyon isleminin erken

sonlandirildig1 anlagilmaktadir.

4.2.9. Kontrol besi ortaminin fermentasyonu siiresince iiretilen biyokiitle ve yag

miktarlari ile besi ortaminda kalan glikoz miktari

Kontrol besi ortaminda yiiriitiilen fermentasyon Kavadia vd’nin (2001)
yaptiklar1 caligma esas alinarak, model sistem olarak gergeklestirilmistir. Glikoz igerigi
%3 olan kontrol besi ortami kullanilarak Mortierella isabellina ile gergeklestirilen
iiretimde fermentasyon siiresinin iiretilen biyokiitle ve yag miktarlar1 ile kontrol besi
ortaminda kalan glikoz miktar1 ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilagtirma testi
sonuclar1 Cizelge 4.10°da verilmistir. Elde edilen sonuclara gore, biyokiitle miktar
fermentasyon isleminin 6. giiniinde en yiiksek diizeye (10.97 g/kg), fermentasyon
sonucunda elde edilen yag da yine 6. giinde en yiiksek seviyeye (6.29 g/kg) ulagsmstir.
Fermentasyon islemi sonucunda kontrol besi ortaminda glikoz kiif hiicreleri tarafindan
tamamen tiiketilmistir. Bir baska ifade ile baslangicta besi ortaminda bulunan toplam
glikozun %100’ tiiketilmistir. Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag orani artig
gostermis; en yliksek diizeye 5. giinde (%57.59) ulasilmistir. Kuru biyokiitlede yag

orani 5. giinden sonra giderek azalma gostermistir.
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Cizelge 4.10. Kontrol besi ortaminda Mortierella isabellina ile gergeklestirilen
fermentasyonda ortalama biyokiitle ve yag iiretimi ile glikoz tiiketim
degerleri (X£SD) ve bu degerlere ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi

sonuclari
Siire (giin) Glikoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 3.00°+£0.00 0.292+0.02 0.00+0.00
1 2.56+0.10 1.9640.25 0.158£0.05
2 1.68°+0.21 5.08°£0.66 1.41%:0.44
3 0.719+0.15 7.814:0.40 3.67°+0.26
4 0.16°¢0.13 9.83°+£0.87 5.63°+0.80
5 0.00%:0.00 10.74+0.41 6.19%+£0.37
6 0.00%0.00 10.97°+0.16 6.29°+0.11
7 0.00%0.00 10.51°+0.17 5.149+0.44
8 0.00%:0.00 10.57°+0.26 5.41°+0.18
9 0.00%0.00 10.41%+0.16 5.029+0.21

Ayni stitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
X+£SD: ortlama+standart sapma

%3 oraninda glikoz iceren kontrol besi ortamimin fermentasyonu siiresince,
kontrol besi ortaminda kalan ortalama glikoz miktarinin azaldigi ve %3.00 ile 9%0.00
arasinda degistigi tespit edilmistir. Bu azalmanin glikoz tlikeninceye kadar
fermentasyonun biitiin gilinleri arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) belirlenmistir.
%3 oraninda glikoz igeren kontrol besi ortaminin fermentasyonu siiresince olusan
ortalama biyokiitle miktarinin 6. giine kadar arttig1 daha sonra azalma gosterdigi ve
0.29-10.41 g/kg arasinda degistigi saptanmistir. Olusan biyokiitle miktarinda artigin
gbzlendigi fermentasyonun 6. giiniine kadar olan kisminda s6z konusu artigin biitiin
giinler arasinda Onemli diizeyde (P<0.05) oldugu, 6. giiniinden sonraki azalmanin
gerceklestigi kisminda ise bu azalmanin sadece 6. ile 7. giinleri arasinda 6nemli diizeyde
oldugu (P<0.05) belirlenmistir. %3 oraninda glikoz igeren kontrol besi ortaminin
fermentasyonu siiresince olusan ortalama yag miktar1 6. giine kadar artis géstermis daha
sonra azalmig ve 0.00-5.02 g/kg arasinda degismistir. Ortalama yag miktarinda artisin
gozlendigi fermentasyonun 6. giinline kadar olan kisminda s6z konusu artigin 0. ile 1. ve
5. ile 6. giinleri arasinda 6nemli diizeyde olmadigi (P>0.05) , fermentasyonun 6.

giinlinden sonraki kisimda ise 7. giinde azalmanin, 8. giinde artigin ve 9. giinde tekrar
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azalmanin gerceklestigi belirlenmis, 6. ile 7., 7. ile 8. ve 8. ile 9. giinleri arasindaki bu

degisimlerin 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. Kontrol besi ortaminda Mortierella isabellina ile gergeklestirilen
fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de
kalan glikoz miktarindaki degisim

Sekil 4.9’da %3 glikozlu kontrol besi ortaminda Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli olarak biyokiitle
ve yag miktarlar1 ile glikoz oranlarindaki degisim goriilmektedir. Sekil incelendiginde
fermentasyon siiresince biyokiitle gelisimi ve yag olusumuna ait degerlerin paralellik
ortaya koydugu goriilmektedir. Bu paralellik mikroorganizmanin, gelisimini
siirdiiriirken bir yandan da yag iiretimini gergeklestirdigini gdstermektedir. Orneklerde
fermentasyonun ilk giiniinden itibaren yag olusumunun meydana geldigi goriilmektedir.
Bu iiretimde tipik bir mikroorganizma gelisme egrisi goriilmektedir. Fermentasyonda
karbon kaynagi olarak glikoz hizla kullanilmaya baslanmis ve tamamen tliketilmistir.
Buna karsilik yiiksek miktarlarda biyokiitle ve yag olusumu gerceklesmistir. Ancak

ortamda kullanilabilir tek karbon kaynagi olarak glikozun tiikkenmesinden sonra kiif
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hiicreleri duragan faza girmistir. Devam eden giinlerde karbon kaynagi olarak rezerve
lipitler kullanilmis ve biyokiitle miktar1 sabit bir diizeyde korunmaya c¢alisilmistir. Bu
fermentasyon islemi i¢in biyokiitle ve yag miktarlar1 g6z oniline alindiginda 6. giinde

islemin tamamlandig1 anlagilmaktadir.

4.3. Mortierella ramanniana Kiif Kiiltiirii Kullanilarak Gergeklestirilen

Fermentasyonlarda Biyokiitle ve Yag Uretimi

Mikrobiyel yag {retimi amaciyla Mortierella ramanniana kifi ile
gerceklestirilen fermentasyonlarda substrat kaynagi olarak kullanilan DP-PSP’lerin
farkli kurumadde igeriginin (%4.5, %8, %12 ve %16 baslangic laktoz diizeylerinin) ve
laktaz enzimi uygulamasinin fermentasyon siiresince tretilen biyokiitle miktar1 ve yag
miktar1 ile DP-PSP’lerde kalan laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar1 {izerine etkileri
belirlenmistir. Ayrica Mortierella ramanniana kiifii ile kontrol besi ortaminda da
gergeklestirilen iiretimde, fermentasyon siiresince lretilen biyokiitle miktar1 ve yag

miktari ile kontrol besi ortaminda kalan glikoz miktar1 belirlenmistir.

4.3.1. Laktoz icerigi %4.5 olan DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince iiretilen

biyokiitle ve yag miktarlari ile DP-PSP’de kalan laktoz miktar

Laktoz igerigi %4.5 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen liretimde fermentasyon siiresinin iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile
DP-PSP’de kalan laktoz miktar1 ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuclar1 Cizelge 4.11°de verilmistir. Elde edilen sonuclara gore, biyokiitle miktar
fermentasyon isleminin 9. giiniinde en yiiksek diizeye (12.78 g/kg), fermentasyon
sonucunda elde edilen yag da yine 9. giinde en yiiksek seviyeye (5.52 g/kg) ulagsmustir.
Fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de bir miktar laktoz (% 1.07) kiif hiicreleri
tarafindan tiiketilmeden kalmigtir. Bunun da fermentasyon isleminin laktozun
tilkketilmesinden once kesildiginden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ciinkii kiifiin
tireme egrisinde henliz duragan faza girmedigi anlasilmaktadir. Baslangigta %4.5 olan
laktoz orani fermentasyon sonunda %1.07°ye diismiis olup fermentasyon boyunca

%3.43 oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam laktozun yaklasik %76’sma denk
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gelmektedir. Bir baska deyisle fermentasyon sonunda laktozun yaklasik %24’liik kismi
tikketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag orani

artis gostermis; en yliksek diizeye 9. giinde (%43.21) ulasilmistir.

Cizelge 4.11. Laktoz igerigi %4.5 olan DP-PSP’de Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen fermentasyonda iretilen ortalama biyokiitle ve yag
miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz degerleri (X£SD) ve bu degerlere
ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

Siire (giin) Laktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 4.50%+0.00 0.218+£0.06 0.002+£0.00
1 4.01°+0.05 0.342+0.01 0.062+£0.01
2 3.45°+0.10 3.47%0.05 0.70%£0,05
3 3.23°4£0.04 4.81°0.19 1.04%£0,02
4 2.934+0.30 5.44%41£0.54 1.36°+0.11
5 2.39°+0.01 6.439+0.62 1.814£0.29
6 1.860.14 9.31°4£0.07 2.9540.15
7 1.79%+0.13 9.83%£0.40 2.96°:0.20
8 1.448+0.03 10.97°%+£0.20 3.88%+0.27
9 1.07&0.07 12.78°40.18 5.52%+0.15

Ayni siitunda farkl harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( £<0.05)
X+£SD: ortlamatstandart sapma

%4.5 oraninda laktoz iceren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince, DP-PSP’de
kalan ortalama laktoz miktarinin azaldigi ve %4.50 ile %1.07 arasinda degistigi tespit
edilmistir. Ancak laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun 2. ile 3., 6. ile 7., 7.
ile 8. ve 8. ile 9. giinleri arasinda 6nemli olmadig1 (P>0.05) belirlenmistir. %4.5
oraninda laktoz iceren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince olusan ortalama biyokiitle
miktarinin arttig1 ve 0.21-12.78 g/kg arasinda degistigi saptanmistir. Olusan biyokiitle
miktarindaki artisin fermentasyonun sadece 1. ile 2. ve 5. ile 6. giinleri arasinda 6nemli
diizeyde oldugu (P<0.05) tespit edilmistir. %4.5 oraninda laktoz igeren DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince olusan ortalama yag miktar1 0.00-5.52 g/kg arasinda
degismistir. Fermentasyon islemi siliresince olusan yag miktarinin arttigi; ancak bu
artisin fermentasyonun 0. ile 1., 2. ile 3. ve 6. ile 7. giinleri arasinda énemli olmadig1

(P>0.05) bulunmustur.
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Sekil 4.10. Laktoz igerigi %4.5 olan DP-PSP’de Mortierella ramanniana ile

gerceklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari
ile DP-PSP’de kalan laktoz miktarindaki degisim

Sekil 4.10’da  %4.5 laktozlu DP-PSP’de Mortierella ramanniana ile
gergeklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli olarak biyokiitle
ve yag miktarlari ile laktoz oranlarindaki degisim goriilmektedir. Sekil incelendiginde
fermentasyon siiresince biyokiitle gelisimi ve yag olusumuna ait degerlerin paralellik
ortaya koydugu goriilmektedir. Bu paralellik mikroorganizmanin, gelisimini
siirdliriirken bir yandan da yag iiretimini gergeklestirdigini ortaya koymaktadir.
Orneklerde fermentasyonun ilk giiniinden itibaren yag olusumunun meydana geldigi,
ancak ilk giinde adaptasyon siirecinin gergeklestigi goriilmektedir. Fermentasyon
stiresince kuru biyokiitlede yag oraninin artig gosterdigi, sadece 7. giinde bir azalmanin
oldugu belirlenmistir. Ayrica sekildeki laktoz tiiketimine ait degerler incelendiginde
laktozun biyokiitle ve yag olusumuna karsi hizli bir sekilde tiiketildigi goriilmektedir.
yag

gerceklestirilmistir. Fermentasyon siireci incelendiginde kiif hiicrelerinin hentiz duragan

Laktoz tiiketimine karsti yiliksek diizeylerde biyokiitle ve olusumu
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faza girmedigi dolayisiyla biyokiitle ve yag iiretiminin devam ettigi bu nedenle

fermentasyonun erken sonlandirildigi anlasilmaktadir.

4.3.2. Laktoz icerigi %4.5 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlar: ile DP-PSP’de

kalan laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar

Laktoz igerigi %4.5 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP kullanilarak
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde fermentasyon siiresinin iiretilen
ortalama biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktarinin fermentasyon isleminin 9. giintinde en
yiiksek diizeye (15.89 g/kg) ulastigi; fermentasyon siiresince elde edilen yag miktarinin
da yine 9. giinde en yiiksek seviyede (6.62 g/kg) oldugu belirlenmistir. Fermentasyon
islemi sonucunda DP-PSP’de bir miktar laktoz (%0.73) ve galaktoz (%0.15)
kullanilmadan kalirken, glikoz ise 7. giinde kiif hiicreleri tarafindan tamamen
tilketilmigtir. Baglangicta %1.07 olan laktoz oram1 fermentasyon sonunda %0.73’e
diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri tarafindan toplam %0.34 oraninda
laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam laktozun yaklasik %32’sine denk gelmektedir. Farkli
bir ifade ile fermentasyon sonunda laktozun yaklasik %68’lik kismu tiiketilmeden DP-
PSP’de kalmistir. Baslangigta %1.99 olan glikozun ise fermentasyon islemi sonucunda
tamamen tiiketildigi tespit edilmistir. Baslangicta %1.97 olan galaktoz orani
fermentasyon sonunda %0.15’e diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri
tarafindan toplam %1.82 oraninda galaktoz tiiketilmistir. Bunun da toplam galaktozun
yaklagik %92’sini olusturdugu, fermentasyon sonunda galaktozun yaklasik %8’lik
kisminin tiiketilmeden DP-PSP’de kaldig1 belirlenmistir. Her ii¢ sekerin de bulundugu
DP-PSP ortaminda seker tiiketim tercihi ele alindiginda, ilk sirada glikoz, sonra
galaktoz en son olarak da laktozun geldigi goriilmektedir. Fermentasyon siiresince kuru
biyokiitlede yag orani artis gostermis ve fermentasyonun 9. giiniinde en yliksek diizeye

(%41.69) ulasmistr.
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Cizelge 4.12. Laktoz igerigi %4.5 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’de
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyonda iiretilen
ortalama biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz
ve galaktoz degerleri (X+SD) ve bu degerlere ait Duncan c¢oklu
karsilastirma testi sonuglari

Siire (giin) Laktoz (%) Glikoz (%) Galaktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 1.07°+£0.00 1.992+0.00 1.97°+0.00 0.28+0.04 0.00"+£0.00
1 0.97*+0.01 1.894+0.01 1.87%+0.01 0.86M+0.04 0.032+£0.00
2 0.96*+0.01 1.61°+0.03 1.75°¢0.04 2.438£0.05 0.340.04
3 0.95%+0.01 1.324+0.02 1.669£0.05 4.63%+0.14 0.99°+0.02
4 0.932+0.02 0.89°+0.03 1.40°+0.03 8.31°+0.15 2.679£0.12
5 0.9220+0.03 0.40%0.01 1.06%0.05 11.46%+0.27 4.28°+0.34
6 0.88°+0.05 0.065+0.09 0.68:+0.12 11.949+0.59 4.48%+0.34
7 0.79%+0.01 0.00"+0.00 0.217+0.03 12.99¢40.03 5.10°+0.08
8 0.77°+0.03 0.00"+0.00 0.19'+0.01 14.56°+1.06 5.77%+0.43
9 0.73°+0.02 0.00"+0.00 0.15'+0.05 15.89+0.57 6.62%+0.18

Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
X+£SD: ortlama+standart sapma

%4.5 oraninda laktoz iceren laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda, DP-PSP’de kalan ortalama laktoz miktarinin %1.07 ile
%0.73 arasinda degistigi ve fermentasyon siiresince azaldigi belirlenmistir. Ancak
laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun biitiin giinleri arasinda 6nemli
diizeyde olmadigi (P>0.05) tespit edilmistir. DP-PSP’de kalan ortalama glikoz
miktarinin %1.99 ile %0.00 arasinda degistigi, fermentasyon siiresince azaldigi ve
fermentasyonun 7. giinlinde tamamen tiikendigi belirlenmistir. Glikoz miktarindaki
azalmanin fermentasyon siiresince glikozun tiikendigi 7. giine kadar olan bdliimiinde
biitiin gilinler arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) saptanmistir. DP-PSP’de kalan
ortalama galaktoz miktarlarina bakildiginda, fermentasyon siiresince %1.97 ile % 0.15
arasinda degistigi ve giderek azaldig1 tespit edilmistir. Bu azalmanin fermentasyonun 8.
ile 9. giinleri arasinda 6nemli diizeyde olmadig1r (P>0.05) diger biitiin giinlerde ise
onemli diizeyde oldugu (P<0.05) belirlenmistir. %4.5 oraninda laktoz igeren laktaz
enzimi uygulanmig DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan ortalama biyokiitle
miktarmin 0.28-15.89 g/kg arasinda degistigi ve fermentasyon siiresince arttigi; bu

artisin fermentasyonun sadece 5. ile 6. gilinlerinde 6nemli diizeyde olmadig1 (P>0.05)
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tespit edilmistir. %4.5 oraninda laktoz iceren laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda olusan ortalama yag miktar1 0.00-6.62 g/kg arasinda
degismistir. Olusan yag miktarinin fermentasyon siiresince artis gosterdigi, bununla
birlikte s6z konusu artisin fermentasyonun 5. ile 6., 6. ile 7., 7. ile 8. ve 8. ile 9. giinleri

arasinda 6nemli diizeyde olmadig1 (P>0.05) belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Laktoz igerigi %4.5 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle
ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarindaki degisim

Sekil 4.11°de %4.5 laktozlu laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
ramanniana ile gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli
olarak biyokiitle ve yag miktarlar1 ile laktoz, glikoz ve galaktoz oranlarindaki degisim
goriilmektedir. Sekil incelendiginde fermentasyon siiresince biyokiitle gelisimi ve yag
olusumuna ait degerlerin birbirlerine paralel ilerledikleri goriilmektedir. Yani
mikroorganizma  gelisimini  siirdliriitken aynm1  zamanda yag iretimini de

gergeklestirmektedir. Orneklerde fermentasyonun ilk giiniinden itibaren yag
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olusumunun meydana geldigi ancak kiif hiicrelerinin fermentasyonun ilk giinlerinde
adaptasyon asamasi gecirdigi, bu nedenle 1. ve 2. giinlerde yag lretiminin disik
diizeylerde seyrettigi goriilmektedir. Ayn1 sekilde kuru biyokiitlede yag miktarina ait
degerlerde de benzer sonu¢ mevcuttur. Sekil incelendiginde kiif hiicrelerinin gelisme
egrisinde 5. glinde duragan faza girdigi, ancak daha sonra tekrar logaritmik gelisme fazi
gosterdigi dikkati ¢ekmektedir. Glikozun 7. giinde tamamen tiiketildigi, glikozun
tikenmesinden sonra gerek galaktoz tiikketiminde gerekse laktoz tiiketiminde bir
azalmanin oldugu, fakat rezerve lipitlerin tiiketilmedigi goriilmektedir. Burada da
onceki fermentasyonlarin bazilarinda gortildigi gibi glikoz diizeyi galaktoz diizeyi ile
esitlendikten sonra galaktoz tliketim hizi artmis, galaktoz diizeyi laktoz diizeyi ile
esitlendikten sonra da laktoz tiiketim hizi artmis ancak her ikisinin de tiiketim hizlar1
glikozun ortamda tamamen tiikkenmesiyle azalmistir. Fermentasyonun geneline
bakildiginda karbon kaynagi olarak tercih siralamasinda glikoz ilk sirada yer almus,

daha sonra galaktoz ve en son olarak da laktoz tercih edilmistir.

4.3.3. Laktoz icerigi %8 olan DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince iiretilen

biyokiitle ve yag miktarlar ile DP-PSP’de kalan laktoz miktar:

Laktoz igerigi %8 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresinin tiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile
DP-PSP’de kalan laktoz miktar1 ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuglart Cizelge 4.13°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktari
fermentasyon isleminin 9. giiniinde en yiiksek diizeye (15.85 g/kg), fermentasyon
sonucunda elde edilen yag ise 8. giinde en yiiksek seviyeye (5.46 g/kg) ulasmustir.
Fermentasyon islemi sonucunda laktozun bir kismi (% 3.38) DP-PSP’de kiif hiicreleri
tarafindan tiikketilmeden kalmistir. Bunun da fermentasyon gerceklesirken kiif
hiicrelerinin ~ gelisme  egrisinde  duragan faza girmelerinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Baslangigta %8 olan laktoz orani fermentasyon sonunda % 3.38’e
diismiis olup fermentasyon boyunca %4.62 oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam
laktozun yaklasik %58’ine denk gelmektedir. Bir bagka deyisle fermentasyon sonunda
laktozun yaklasik %42°lik kismu tiiketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Fermentasyon
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siiresince kuru biyokiitlede yag orani artis gostermis; en yliksek diizeye 8. gilinde

(%35.13) ulasilmistir. Biyokiitleye kars1 tiretilen yag 9. giinde daha diisiik bulunmustur.

Cizelge 4.13. Laktoz igerigi %8 olan DP-PSP’de Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen fermentasyonda iiretilen ortalama biyokiitle ve yag
miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz degerleri (X+SD) ve bu degerlere
ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Siire (giin) Laktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 8.00°+0.00 0.23'+0.04 0.00+0.00
1 6.94°+0.04 1.14"+0.02 0.13"+0.01
2 6.61°+0.06 4.39¢+0.84 0.765+0.10
3 6.43%+0.09 5.420.42 1.31%0.15
4 5.82°4+0.08 7.81°£0.57 2.02°+£0.22
5 4.994+0.02 9.68+£0.98 2.709£0.30
6 4.32°4+0.09 12.95%1.12 4.20°+0.20
7 3.77t0.33 14.84°+0.56 4.67°+0.03
8 3.38%£0.54 15.53%+0.14 5.46*+0.01
9 3.38%£0.55 15.85%+0.47 5.352+0.21

Ay siitunda farkl harfleri tagtyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( £<0.05)
X£SD: ortlama+standart sapma

%8 oraninda laktoz igeren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince, DP-PSP’de
kalan ortalama laktoz miktarmin azaldig1 ve %8 ile %3.38 degerleri arasinda degistigi
tespit edilmistir. Laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun 0. ile 1., 5. ile 6. ve
6. ile 7. giinleri arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) belirlenmistir. %8 oraninda
laktoz iceren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince olusan ortalama biyokiitle
miktariin arttig1 ve 0.23-15.85 g/kg arasinda degistigi saptanmistir. Olusan biyokiitle
miktarindaki artisin fermentasyonun sadece 8. ile 9. giinleri arasinda énemli diizeyde
olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir. %8 oraninda laktoz igeren DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince olusan ortalama yag miktar1 0.00-5.35 g/kg arasinda
degismistir. Fermentasyon islemi siiresince olusan yag miktarin 8. giine kadar arttig
daha sonra 9. giinde azaldigi; ancak fermentasyonun 8. ile 9. giinleri arasinda
gerceklesen bu azalmanin 6nemli diizeyde olmadigi (P>0.05) belirlenmistir. 8. giine
kadar olan artig ise fermentasyonun biitiin giinleri arasinda 6nemli diizeyde (P<0.05)

bulunmustur.
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Sekil 4.12. Laktoz igerigi %8 olan DP-PSP’de Mortierella ramanniana ile

gergeklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari
ile DP-PSP’de kalan laktoz miktarindaki degisim

Sekil 4.12°de %8 laktozlu DP-PSP’de Mortierella ramanniana ile
gergeklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli olarak biyokiitle
ve yag miktarlar ile laktoz oranlarindaki degisim goriilmektedir. Sekil incelendiginde
fermentasyonun ilk giiniinde biyokiitle ve yag {iretimi yavas seyrederken 2. giinden
sonra iiretim artmigtir. Ancak yine de drneklerde fermentasyonun ilk giiniinden itibaren
yag olusumunun meydana geldigi goriilmektedir Fermentasyonun ilerleyen glinlerinde
biyokiitle iiretimi ile yag tiretimi birlikte devam etmistir. Kif hiicreleri biyokiitle
olusumu yaninda yag iiretimi de gerceklestirmistir. Fakat 9. giinde biyokiitle artisi
devam etmesine karsin liretilen yag miktarinda azalma goriilmektedir. Fermentasyon
stiresince kuru biyokiitlede yag oraninin da artis gosterdigi fakat 9. glinde azalma ortaya
koydugu gozlenmistir. Bunun, kiif hiicrelerinin toplam 9 giinliik fermentasyon isleminin
sonlarina dogru duragan faza girmeye baslamis olmasindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu asamada laktoz kullanimi durmus, rezerve lipitlerin kullanimina

gecilmigtir. Fermentasyon isleminin bu agamasinda karbon kaynagi olarak laktoz yerine
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rezerve lipitlerin tiiketimi kif hiicrelerinin duragan fazda laktozu kullanamadigin
ortaya koymaktadir. Fermentasyon isleminin 8. giinline kadar olan siirede laktozun
biyokiitle ve yag olusumuna kars1 hizli bir sekilde tiiketildigi ancak 9. giinde tiikketimin

tamamen durdugu goriilmektedir.

4.3.4. Laktoz icerigi %38 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile DP-PSP’de

kalan laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar

Laktoz icerigi %8 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP kullanilarak
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde fermentasyon siiresinin iiretilen
ortalama biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarina ait Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.14’te verilmistir.
Elde edilen sonuclara gore, biyokiitle miktarinin fermentasyon isleminin 9. giiniinde en
yiiksek diizeye (19.54 g/kg) ulastigi; fermentasyon siiresince elde edilen yag miktarinin
da yine 9. giinde en yliksek seviyede (10.61 g/kg) oldugu belirlenmistir. Fermentasyon
islemi sonucunda DP-PSP’de laktozun bir kismi1 (%1.22) ve bir miktar galaktoz (%0.14)
kullanilmadan kalirken, glikoz ise 9. giinde kiif hiicreleri tarafindan tamamen
tilketilmigtir. Kuf hiicreleri gelisme egrisinde heniliz duragan faza ge¢cmemistir.
Logaritmik gelisme fazinda gelismeye devam etmekte oldugundan, glikozu ve
galaktozu hizla tiikketmigtir. Fermentasyon sonunda ortamda glikoz ve galaktozun
azalmasiyla birlikte laktoz kullanim1 artmistir. Fermentasyon isleminin baginda ortamda
en fazla bulunan glikozun miktar1 galaktoz miktarinin altina diistiigiinde galaktoz
kullanim hiz1 artmig, ayni sekilde galaktoz miktar1 da laktoz miktarinin altina
distiginde laktoz kullanim hizi artmistir. Baslangigta %1.67 olan laktoz orani
fermentasyon sonunda %]1.22°ye diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri
tarafindan toplam %0.45 oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam laktozun yaklagik
%?27’sini olugturmaktadir. Diger bir ifade ile fermentasyon sonunda laktozun yaklasik
%731 tiiketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Baglangigta %3.07 olan glikozun ise
fermentasyon islemi sirasinda tamamen tiiketildigi tespit edilmistir. Dolayisiyla toplam
glikozun %100’1 tiiketilmistir. Baglangigta %2.87 olan galaktoz orani fermentasyon

sonunda %0.14’e diigmiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri tarafindan toplam
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%2.73 oraninda galaktoz tiiketilmistir. Bunun da toplam galaktozun yaklasik %95’ini
olusturdugu, fermentasyon sonunda galaktozun yaklasik %5’lik kisminin tiiketilmeden
DP-PSP’de kaldig1 belirlenmistir. Her ii¢ sekerin de bulundugu DP-PSP ortaminda
seker tiikketim tercihi ele alindiginda, ilk sirada glikoz, sonra galaktoz en son olarak da
laktozun geldigi goriilmektedir. Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag orani

artis géstermis ve fermentasyonun 9. giiniinde en yiiksek diizeye (%54.23) ulagmustir.

Cizelge 4.14. Laktoz icerigi %8 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’de Mortierella
ramanniana 1ile gerceklestirilen fermentasyonda {iretilen ortalama
biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve
galaktoz degerleri (X+SD) ve bu degerlere ait Duncan c¢oklu
karsilastirma testi sonuglari

Stire (giin) Laktoz (%) Glikoz (%) Galaktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 1.67%+0.00 3.07%+0.00 2.87%+0.00 0.26/+0.03 0.00i+0.00
1 1.57°+0.03 2.9720+0.02 2.77%+0.11 0.65'+0.07 0.02'+0.00
2 1.51%+0.08 2.89°+0.01 2.722+0.07 1.917+0.07 0.23h+0.05
3 1.47°°+0.07 2.47°+0.08 2.56°+0.03 4.278+0.28 1.382+£0.12
4 1.45°40.06 2.04°+0.13 2.36*+0.05 6.970.62 3.13+0.34
5 1.44°+0.05 1.584+0.17 2.17°+0.04 9.15°+£0.29 4.28°+0.09
6 1.44°+0.05 1.23°+0.18 1.96°+0.01 11.609+0.43 5.714£0.31
7 1.40°+0.02 0.812:0.12 1.579:0.08 15.06°+0.21 6.92°+0.33
8 1.359+0.02 0.462+£0.08 1.09°+0.14 17.71%+0.49 9.20°+0.55
9 1.22¢+0.06 0.00"+0.00 0.14%0.04 19.54*+0.70 10.612+0.89

Ayni siitunda farkl harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( £<0.05)
X+£SD: ortlama+standart sapma

%38 oraninda laktoz igeren laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda, DP-PSP’de kalan ortalama laktoz miktarinin %1.67 ile %1.22 arasinda
degistigi ve fermentasyon siiresince azaldigi belirlenmistir. Laktoz miktarindaki bu
azalmanin fermentasyonun sadece 0. ile 1. ve 8. ile 9. giinleri arasinda 6nemli diizeyde
oldugu (P<0.05) tespit edilmistir. DP-PSP’de kalan ortalama glikoz miktarinin %3.07
ile %0.00 arasinda degistigi, fermentasyon siiresince azaldigi ve fermentasyonun 9.
giiniinde tamamen tiikendigi belirlenmistir. Ancak glikoz miktarindaki azalmanin
fermentasyonun 0. ile 1., 1. ile 2., 2. ile 3. ve 3. ile 4. giinleri arasinda 6nemli diizeyde

olmadig1 (P>0.05) saptanmistir. DP-PSP’de kalan ortalama galaktoz miktarlarina
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bakildiginda, fermentasyon siiresince %2.87 ile % 0.14 arasinda degistigi ve giderek
azaldig1 tespit edilmistir. Ancak bu azalmanin fermentasyonun sadece 7. ile 8. ve 8. ile
9. giinleri arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) belirlenmistir. %8 oraninda laktoz
iceren laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan
ortalama biyokiitle miktarinin 0.26-19.54 g/kg arasinda degistigi ve fermentasyon
siiresince arttif1; bu artisin fermentasyonun biitiin giinleri arasinda 6nemli diizeyde
oldugu (P<0.05) tespit edilmistir. %8 oraninda laktoz igeren laktaz enzimi uygulanmig
DP-PSP’nin fermentasyonu sliresince olusan ortalama yag miktar1 0.00-10.61 g/kg
arasinda degismistir. Olusan yag miktarindaki artigin fermentasyonun biitiin giinleri

arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. Laktoz icerigi %8 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle
ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarindaki degisim

Sekil 4.13’te %8 laktozlu laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella

ramanniana ile gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagl
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olarak biyokiitle ve yag miktarlar ile laktoz, glikoz ve galaktoz oranlarindaki degisim
goriilmektedir. Sekil incelendiginde fermentasyon siiresince biyokiitle gelisimi ve yag
olusumunun birbirine paralel olarak arttig1, kiif hiicrelerinin gelisimini siirdiiriirken bir
yandan da yag iiretimini gergeklestirdigi goriilmektedir. Orneklerde fermentasyonun ilk
giiniinden itibaren yag olusumu meydana gelmis, ancak ilk giinlerde artig yavas
olmustur. Sekil incelendiginde kiif hiicrelerinin gelisme egrisinde duragan faza
girmedigi, logaritmik gelisme fazinda iiremeye devam ettigi, glikozu ve galaktozu hizla
tiikettigi, fermentasyonun son giiniinde laktoz kullanimima yoneldigi goriilmektedir.
Duragan faza girmemis olan kiif hiicrelerinin rezerve lipitlerini kullanmadigi, tam tersi
yag miktarinin arttigi ortadadir. Fermentasyon siirecinin geneline bakildiginda seker
tilketiminde birinci sirada glikozun, daha sonra galaktoz ve son olarak laktozun tercih

edildigi acikg¢a goriilmektedir.

4.3.5. Laktoz icerigi %12 olan DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince iiretilen

biyokiitle ve yag miktarlari ile DP-PSP’de kalan laktoz miktari

Laktoz igerigi %12 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen liretimde fermentasyon siiresinin iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile
DP-PSP’de kalan laktoz miktar1 ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuclar1 Cizelge 4.15°de verilmistir. Elde edilen sonuclara gore, biyokiitle miktar
fermentasyon isleminin 9. giiniinde en yiiksek diizeye (12.25 g/kg), fermentasyon
sonucunda elde edilen yag da yine 9. giinde en yiiksek seviyeye (3.97 g/kg) ulagsmustir.
Fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de biiyiikk miktarda laktoz (% 8.97) kif
hiicreleri tarafindan tiiketilmeden kalmistir. Bunun sebebinin de kiifiin gelisme
egrisinde logaritmik tiireme doneminde bulunmasindan ve heniiz duragan faza
girilmeden  fermentasyonun  sonlandirilmis  olmasindan  kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Baslangigta %12.00 olan laktoz oran1 fermentasyon sonunda
%8.97’ye diismiis olup fermentasyon boyunca %3.03 oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu
da toplam laktozun yaklasik %25’ine karsilik gelmektedir. Yani fermentasyon sonunda
laktozun yaklasik %75’lik biiylik bir kismui tiiketilmeden DP-PSP’de kalmstir.
Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag orani artig gostermis; en yiiksek diizeye

9. giinde (%32.40) ulagilmistir.
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Cizelge 4.15. Laktoz igerigi %12 olan DP-PSP’de Mortierella ramanniana ile
gergeklestirilen fermentasyonda iiretilen ortalama biyokiitle ve yag
miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz degerleri (X+SD) ve bu degerlere
ait Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Siire (giin) Laktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 12.00%+0.00 0.24'+0.03 0.00+£0.00
1 11.09°+0.16 0.98"+0.05 0.04'+0.00
2 11.00°+0.12 3.418+0.16 0.27'+0.02
3 10.744+0.07 4.33%£0.35 0.412+0.06
4 10.56°+£0.15 6.40°+£0.40 0.750.07
5 10.09%0.25 7.599+0.21 1.23°£0.08
6 9.738+0.21 10.30°+0.45 2.579+0.23
7 9.47"+0.07 10.94¢+0.54 2.83°£0.29
8 9.13'+0.12 11.56+0.23 3.40°+0.15
9 8.97'+0.10 12.25°+0.23 3.97°+0.24

Ayni siitunda farkl: harfleri tagiyan degerler arasindaki fark énemlidir ( £<0.05)
X+£SD: ortlama+standart sapma

%12 oraninda laktoz igeren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince, DP-PSP’de
kalan ortalama laktoz miktarinin azaldigi ve %12.00 ile %8.97 arasinda degistigi, laktoz
miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun sadece 8. ile 9. giinleri arasinda 6nemli
diizeyde olmadig1 (P>0.05) diger giinler arasinda ise énemli diizeyde oldugu (P<0.05)
saptanmistir. %12 oraninda laktoz iceren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince olusan
ortalama biyokiitle miktarinin arttig1 ve 0.24-12.25 g/kg arasinda degistigi saptanmistir.
Olusan biyokiitle miktarindaki artisin fermentasyonun sadece 6. ile 7. giinleri arasinda
arasinda Onemli diizeyde olmadigi (P>0.05) tespit edilmistir. %12 oraninda laktoz
iceren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince olusan ortalama yag miktar1 0.00-3.97 g/kg
arasinda degismistir. Fermentasyon islemi siiresince olusan yag miktariin arttigi; bu
artisgin fermentasyonun sadece 0. ile 1. giinleri arasinda onemli olmadig1 (P>0.05)
bulunmustur. Bu durum DP-PSP’nin baglangi¢c kurumaddesinin igerdigi azotun heniiz

tilkenmemis olmasindan kaynaklanabilecegi seklinde degerlendirilmektedir.
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Sekil 4.14. Laktoz igerigi %12 olan DP-PSP’de Mortierella ramanniana ile

gerceklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlar
ile DP-PSP’de kalan laktoz miktarindaki degisim

Sekil 4.14°te laktozlu DP-PSP’de Mortierella ramanniana ile

gergeklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli olarak biyokiitle
Orneklerde

%12

ve yag miktarlar1 ile laktoz oranlarindaki degisim goriilmektedir.
fermentasyonun ilk gliniinden itibaren yag olusumunun meydana geldigi goriilmektedir.
Fermentasyon siiresince biyokiitle olusumu silirerken ayni zamanda yag iiretimi de
gergeklestirilmistir. Ancak Onceki fermentasyonlara gore iiretilen yag miktar1 daha
diisiik bulunmustur. Ozellikle ilk dért giinde yag {iretiminin nispeten diisiik seyrettigi
goriilmektedir. Laktoz tiiketimine kars1 yiiksek miktarlarda biyokiitle olusumu
gerceklesmistir. Bunun yaninda iiretilen yag miktar1 da tatminkar diizeydedir. Kuru
biyokiitlede yag miktarina ait degerler ise fermentasyon sonuna kadar artis
gostermektedir. Laktozun biiyiik oranlarda tiiketilmeden kalmasi, tiikketim hizinda bir
degisiklik olmamas1 ve biyokiitle ve yag miktarlarinda da artisin devam etmesi kiifiin

gelisme egrisinde logaritmik fazda bulundugunu ve duragan faza ge¢medigini

gostermektedir. DP-PSP’nin bu yiiksek kurumadde diizeyinde bile kiif hiicrelerinin
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gelismeye devam edebildigi, herhangi bir inhibitér unsurun olusmadig1 anlagilmaktadir.
Dolayisiyla bu fermentasyon isleminde substrat kullanimi ve yag fiiretimi baz
alindiginda fermentasyon siiresinin yeterli olmadigi, islemin devam ettirilmesi gerektigi

goriilmektedir.

4.3.6. Laktoz icerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile DP-PSP’de

kalan laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar

Laktoz icerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP kullanilarak
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde fermentasyon siiresinin iiretilen
ortalama biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglar1 Cizelge 4.16’da verilmistir.
Elde edilen sonuclara gore, biyokiitle miktarinin fermentasyon isleminin 9. giiniinde en
yiiksek diizeye (13.93 g/kg) ulastigi; fermentasyon siiresince elde edilen yag miktarinin
da yine 9. giinde en yiiksek seviyede (6.58 g/kg) oldugu belirlenmistir. Fermentasyon
isleminin sonunda DP-PSP’de fazla miktarlarda laktoz (%2.23), glikoz (%2.38) ve
galaktoz (%2.89) kullanilmadan kalmistir. Kiif hiicrelerinin logaritmik gelisme fazinda
oldugu, heniiz daha duragan faza girilmeden fermentasyonun sonlandirildig:
anlagilmaktadir. Bu yiizden ortamda fazla miktarda laktoz, glikoz ve galaktoz
kullanilmadan kalmistir. Baslangigta %2.67 olan laktoz orani fermentasyon sonunda
%2.23’e diigmiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri tarafindan toplam %0.44
oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam laktozun yaklasik %16’smna denk
gelmektedir. Farkli bir ifade ile fermentasyon sonunda laktozun yaklasik %84 liik kismi
tiiketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Baglangigta %4.64 olan glikoz orani fermentasyon
sonunda %?2.38’e diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri tarafindan toplam
%?2.26 oraninda glikoz tiiketilmistir. Bunun da toplam glikozun yaklasik %49 unu
olusturdugu, fermentasyon sonunda glikozun yaklasik %51°lik kisminin tiiketilmeden
DP-PSP’de kaldig1 belirlenmistir. Baglangigta %4.06 olan galaktoz orani fermentasyon
sonunda %?2.89’a diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri tarafindan toplam
%1.17 oraninda galaktoz tiiketilmistir. Sonug¢ta fermentasyon sonunda toplam

galaktozun yaklasik %29’u tiikketilmis, ancak yaklasik %71°lik kismu tiiketilmeden DP-
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PSP’de kalmistir. Her {i¢ sekerin de bulundugu DP-PSP ortaminda seker tiiketim tercihi
ele alindiginda, ilk sirada glikozun geldigi, bunu galaktozun izledigi ve son olarak da
laktozun yer aldig1 goriilmektedir. Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag oram

artis géstermis ve fermentasyonun 9. giiniinde en yiiksek diizeye (%47.25) ulagmustir.

Cizelge 4.16. Laktoz igerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyonda iiretilen
ortalama biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz
ve galaktoz degerleri (X+SD) ve bu degerlere ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuclari

Siire (giin) Laktoz (%) Glikoz (%) Galaktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 2.67%+0.00 4.64*+0.00 4.06*+0.00 0.31'+0.06 0.00/£0.00
1 2.57%+0.08 4.54%+0.03 3.962°+0.07 0.517+0.13 0.02'+0.01
2 2.52%40.08 4.48+0.03 3.94°+0.07 0.811+0.33 0.10"+0.05
3 2.50*+0.06 4.310°+0.07 3.88%+0.11 2.3580.79 0.458+0.13
4 2.46+0.04 3.899+0.10 3.85°¢0.08 5.05%£0.58 1.57%+0.22
5 2.44°+0.02 3.50°+0.07 3.714+0.11 7.18°£0.54 3.01°+0.33
6 2.40°+0.02 3.15%0.10 3.52¢40.07 8.619+0.19 3.669£0.20
7 2.36%+0.01 2.898+0.10 3.29¢+0.12 10.62¢+0.21 4.20°+0.29
8 2.299:0.06 2.61&£0.10 3.040.16 12.45°+0.14 5.50°+0.18
9 2.239+0.04 2.38M+£0.06 2.898+0.16 13.932+0.14 6.58%+0.26

Ayni siitunda farkl harfleri tasiyan degerler arasindaki fark énemlidir ( P<0.05)
X£SD: ortlama+standart sapma

%12 oraninda laktoz igeren laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda, DP-PSP’de kalan ortalama laktoz miktarinin %2.67 ile
%?2.23 arasinda degistiZi ve fermentasyon siiresince azaldigi belirlenmistir. Ancak
laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun giinleri arasinda 6nemli diizeyde
olmadigi (P>0.05) saptanmistir. DP-PSP’de kalan ortalama glikoz miktarinin %4.64 ile
%2.38 arasinda degistigi, fermentasyon siliresince azaldigi ve bu azalmanin
fermentasyonun 0. ile 1., 1. ile 2., ve 7. ile 8. glinleri arasinda 6nemli diizeyde olmadig1
(P>0.05) belirlenmigtir. DP-PSP’de kalan ortalama galaktoz miktarlarina bakildiginda,
fermentasyon siiresince %4.06 ile % 2.89 arasinda degistigi ve giderek azaldigi tespit
edilmistir. Bu azalmanin fermentasyonun 4. ile 5., 5. ile 6. ve 8. ile 9. giinleri arasinda

onemli diizeyde oldugu (P<0.05) ve belirlenmistir. %12 oraninda laktoz iceren laktaz

174



enzimi uygulanmis DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan ortalama biyokiitle
miktarinin 0.31-13.93 g/kg arasinda degistigi ve fermentasyonun 9. giliniine kadar
arttig1; bu artisin fermentasyonun sadece 0. ile 1. ve 1. ile 2. giinleri arasinda énemli
diizeyde olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir. %12 oraninda laktoz igeren laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan ortalama yag miktar1 0.00-
6.58 g/kg arasinda degismistir. Olusan yag miktarinin fermentasyon isleminin sonuna

kadar her giin artis gosterdigi ve bu artisin fermentasyonun biitiin giinleri arasinda

onemli diizeyde oldugu (P<0.05) saptanmustir.

5,0 | 16,0
o v N

< . —< A 140 _
£ &b
g 40 T — — &5
k- - M 120 B
E 35 > [
S v / 100 2
: ] o E
= \ > Y
25— —3 9 —9p—— 80 &
e
A >
g 2,0 N | 6,0 2
= A =
w LS =
N i 40 2

)J 035 ‘k B 2,0

0,0 ! a3 . . 0,0

0 2 4 6 8 10
Siire (giin)
¥-Laktoz -9-Glikoz ~<¥~-Galaktoz -##=Biyokiitle -A-Yag

Sekil 4.15. Laktoz igerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle
ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarindaki degisim

Sekil 4.15°de %12 laktozlu laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
ramanniana ile gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli

olarak biyokiitle ve yag miktarlar ile laktoz, glikoz ve galaktoz oranlarindaki degisim
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goriilmektedir. Sekil incelendiginde fermentasyonun ilk giinlerinde biyokiitle ve yag
olusumunun diisiik diizeylerde seyrettigi ancak 2. giinden sonra artarak devam ettigi
goriilmektedir. Biyokiitle ve yag olusumunun birlikte meydana geldigi yani kif
hiicrelerinin gelisimini siirdiiriirken lipit birikimini de gerceklestirdigi anlagilmaktadir.
Fermentasyonun ilk giinlerindeki yavas iretim hizlar1 kiif hiicrelerinin DP-PSP’nin
baslangic kurumaddesinin yiliksek olmasindan dolay1r ortam sartlarina adaptasyon
donemi  gegirdigi  seklinde  degerlendirilmektedir.  Uretilen yag miktariimn
fermentasyonun 9. giiniinde en yiiksek diizeye eristigi goriilmektedir. Kuru biyokiitlede
yag miktarina ait degerlere bakildiginda 7. giinde azalma goriilmiis ancak diger biitiin

giinlerde artis meydana gelmistir.

Sekil incelendiginde kiif hiicrelerinin fermentasyonun ilk giinlerinde
adaptasyon donemi gecirdigi, daha sonra logaritmik gelisme fazinda ¢ogalmaya devam
ettigi goriilmektedir. Fermentasyon sonlandirilana kadar hiicreler duragan faza
gecmemistir. Fermentasyonun baslarindaki adaptasyon doneminde glikoz, galaktoz ve
laktozun tiiketim hizlar1 diisikk seyretmis, iiretilen biyokiitle ve yag miktarlar1 da
nispeten diisiik kalmistir. Ancak fermentasyonun 3. giiniinden sonra kiif hiicrelerinin
logaritmik gelisme fazina gegmesiyle birlikte 6nce glikozun tiiketim hizinda daha sonra
glikoz oraninin, galaktoz diizeyinin altina diigmesiyle birlikte galaktozun tiiketim
hizinda artis meydana gelmistir. Fakat laktozun tiiketim hizinda ise fermentasyonun
sonuna kadar onemli bir degisiklik olmamistir. Bu fermentasyon iglerimin ¢ok erken
sonlandirildigi, laktoz, glikoz ve galaktozun her birisinin de ortamda en az yarisinin
kullanilmadan kaldig1 anlasilmaktadir. Mortierella ramanniana kifiiniin yiiksek
kurumadde igeren bu DP-PSP’de hizli bir gelisim gosteremedigi diistiniilmektedir.
Ozellikle fermentasyonun basindaki adaptasyon dénemi, 9 giinliik fermentasyon
siiresinin ~ yeterli olmamasindaki sebeplerden biri olarak yorumlanabilir. Bu
fermentasyon isleminde de ilk sirada glikoz kullaniminin tercih edildigi, daha sonra

galaktoz kullanimi1 ve bunu da laktoz kullaniminin takip ettigi gortilmektedir.
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4.3.7. Laktoz icerigi %16 olan DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince iiretilen

biyokiitle ve yag miktarlari ile DP-PSP’de kalan laktoz miktari

Laktoz igerigi %16 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresinin tiretilen biyokiitle ve yag miktarlari ile
DP-PSP’de kalan laktoz miktar1 ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilastirma testi
sonuclar1 Cizelge 4.17°de verilmistir. Elde edilen sonuclara gore, biyokiitle miktar
fermentasyon isleminin 9. giiniinde en yiiksek diizeye (6.81 g/kg), fermentasyon
sonucunda elde edilen yag da yine 9. giinde en yiiksek seviyeye (0.92 g/kg) ulasmistir.
Fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de fazla miktarda laktoz (% 14.46) kif
hiicreleri tarafindan tiiketilmeden kalmistir. Bunun sebebinin de kiifiin gelisme
egrisinde logaritmik lireme fazinda bulunmasindan ve heniiz duragan faza girilmeden
fermentasyonun sonlandirilmig olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Baslangicta %16.00 olan laktoz orani fermentasyon sonunda %14.46’a diismiis olup
fermentasyon boyunca %1.54 oraninda laktoz tiiketilmistir. Bu da toplam laktozun
yaklasik %10’unu olusturmaktadir. Yani fermentasyon sonunda laktozun yaklasik
%90’lik biiyiik bir kismi tiiketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Fermentasyon siiresince
kuru biyokiitlede yag orani artis gostermis; en yiiksek diizeye 8. giinde (%13.83)

ulagilmistir. Kuru biyokiitlede yag orani 9. giinde bir miktar azalma gostermistir.

%16 oraninda laktoz igeren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince, DP-PSP’de
kalan ortalama laktoz miktarinin azaldigi ve 9%16.00 ile %14.46 arasinda degistigi tespit
edilmistir. Ancak laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun sadece 0. ile 1.
giinleri arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) saptanmistir. %16 oraninda laktoz
iceren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince olusan ortalama biyokiitle miktarinin
arttig1 ve 0.20-6.81 g/kg arasinda degistigi belirlenmistir. Olusan biyokiitle miktarindaki
artisin fermentasyonun biitlin gilinleri arasinda 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) tespit
edilmistir. %16 oraninda laktoz iceren DP-PSP’nin fermentasyonu siiresince olusan
ortalama yag miktar1 0.00-0.92 g/kg arasinda degismistir. Fermentasyon islemi
siiresince olugsan yag miktarmin arttifi; bu artisin fermentasyonun sadece 0. ile 1.
giinleri arasinda 6nemli olmadigi (P>0.05) bulunmustur. Mortierella ramanniana ile

gergeklestirilen %16 oraninda laktoz iceren DP-PSP’nin bu fermentasyonunda
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biyokiitle artisinin fermentasyonun ilk giinlerinden itibaren yiiksek diizeylerde
gerceklesmis ve bu artisin fermentasyonun biitiin gilinleri arasinda 6nemli diizeyde
bulunmus olmasina ragmen iiretilen yag miktar1 diisiik diizeylerde ger¢eklesmistir. DP-
PSP’nin baslangi¢c kurumaddesinin yiiksek olusu kullanilan Mortierella ramanniana’nin

yag Uretimini sinirladig: diisintilmektedir.

Cizelge 4.17. Laktoz igerigi %16 olan DP-PSP’de Mortierella ramanniana 1ile
gerceklestirilen fermentasyonda iiretilen ortalama biyokiitle ve yag
miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz degerleri (X+SD) ve bu degerlere
ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Siire (giin) Laktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 16.00°+0.00 0.201+0.00 0.00+0.00
1 14.98+0.03 0.67'+0.10 0.02+0.00
2 14.89°+0.07 1.590+0.31 0.10"+0.03
3 14.84°+0.10 2.268+0.12 0.218+0.05
4 14.79°+0.11 2.97%0.06 0.31%£0.07
5 14.74%+£0.14 3.63°+0.21 0.43°+0.06
6 14.67°£0.13 4.619£0.26 0.609£0.05
7 14.56°+0.13 5.67°+0.21 0.78°+0.05
8 14.48%+0.12 6.26*+0.25 0.87°+0.07
9 14.46£0.13 6.81°+0.15 0.922+0.06

Ayni siitunda farkl harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( £<0.05)
X+£SD: ortlamatstandart sapma

Sekil 4.16’da %16 laktozlu DP-PSP’de Mortierella ramanniana ile
gergeklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli olarak biyokiitle
ve yag miktarlari ile laktoz oranlarindaki degisim goriilmektedir. Sekil incelendiginde
fermentasyon siiresince mikroorganizmanin, gelisimini siirdiiriirken bir yandan da yag
tretimini gerceklestirdigi, orneklerde fermentasyonun ilk giiniinden itibaren yag
olusumunun saglandig1 ancak iiretilen yag miktarinin fermentasyon siiresince oldukca
diisiik seyrettigi goriilmektedir. Kuru biyokiitlede yag oranlarma ait degerlere
bakildiginda, bu degerlerin de oldukca diisiik oldugu, 8. giinde en yliksek degeri olan
%13.83’e ulasip sonra 9. giinde azaldig1 anlasilmaktadir. Kuru biyokiitledeki %13.83
yag orani, gergeklestirilen biitiin fermentasyonlar i¢inde en diisiik degerdir. Laktoz

kullanimina bakildiginda biitiin laktozun yaklagik %10’nun kullanilabildigi, ortamda
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bliyiik miktarlarda laktozun kullanilmadan kaldigi, fermentasyon isleminin ¢ok yavas
ilerledigi goriilmektedir. Ancak laktoz tiiketiminin duraksamadan devam etmesi ve
fermentasyon sonunda biiylik oranlarda tiiketilmeden kalmasi, biyokiitle ve yag
miktarlarindaki artisin da devam etmesi kiifiin gelisme egrisinde logaritmik gelisme
fazinda bulundugunu ve duragan faza ge¢memis oldugunu ortaya koymaktadir.

Dolayisiyla bu fermentasyon isleminin de erken sonlandirilmis oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.16. Laktoz igerigi %16 olan DP-PSP’de Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlari
ile DP-PSP’de kalan laktoz miktarindaki degisim

4.3.8. Laktoz icerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlar: ile DP-PSP’de

kalan laktoz, glikoz ve galaktoz miktarlar

Laktoz igerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde fermentasyon siiresinin iiretilen

ortalama biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
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miktarlarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.18’de verilmistir.
Elde edilen sonuclara gore, biyokiitle miktarinin fermentasyon isleminin 9. giiniinde en
yiiksek diizeye (11.75 g/kg) ulastigi; fermentasyon siiresince elde edilen yag miktarinin
da yine 9. giinde en yiiksek seviyede (5.65 g/kg) oldugu belirlenmistir. Fermentasyon
isleminin sonunda DP-PSP’de biiylik miktarlarda laktoz (%2.82), glikoz (%4.06) ve
galaktoz (%3.84) kullamlmadan kalmustir. Uretilen biyokiitle ve yag miktarlarna
bakildiginda kiif hiicrelerinin duragan faza girme egilimi gosterdigi anlasilmaktadir. Bu
nedenle laktoz, glikoz ve galaktozun tamami kullanilamadan fermentasyonun
sonlandirildigi  anlasilmaktadir. DP-PSP’nin  yiiksek kurumadde diizeylerinde
gerceklestirilen bu fermentasyon isleminde Mortierella ramanniana hiicrelerinin ortam
sartlarina adaptasyonda zorlandig1 goriilmektedir. Baslangicta %3.25 olan laktoz orani
fermentasyon sonunda %?2.82’ye diismiis, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri
tarafindan toplam %0.43 oraninda laktoz tiiketilmistir. Tiiketilen bu miktar toplam
laktozun yaklasik %13’linli olusturmaktadir. Fermentasyon sonunda laktozun yaklasik
%87’lik kismu tiiketilmeden DP-PSP’de kalmistir. Baslangicta %5.93 olan glikoz orani
fermentasyon sonunda %@4.06’ya diigsmiis olup, fermentasyon boyunca kiif hiicreleri
tarafindan toplam %1.87 oraninda glikoz tiiketilmistir. Bunun da toplam glikozun
yaklagik %32’sini olusturdugu, fermentasyon sonunda glikozun yaklasik %68’lik
kisminin tliketilmeden DP-PSP’de kaldigi belirlenmistir. Baslangicta %4.91 olan
galaktoz oran1 fermentasyon sonunda %3.84’e diismiis olup, fermentasyon boyunca kiif
hiicreleri tarafindan toplam %1.07 oraninda galaktoz tiiketilmistir. Bunun da toplam
galaktozun yaklasik %22’sini olusturdugu, fermentasyon sonunda galaktozun yaklasik
%781k kismimin tiiketilmeden DP-PSP’de kaldigi belirlenmistir. Fermentasyon
sonunda DP-PSP’de bulunan sekerlerin baslangic miktarlarina gore tliketim oranlari
dikkate alindiginda, ilk sirada glikozun, sonra galaktozun ve en son olarak da laktozun
tercih edildigi goriilmektedir. Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag orani artis

gdstermis ve fermentasyonun 9. giiniinde en yliksek diizeye (%48.09) ulagsmustir.
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Cizelge 4.18. Laktoz icerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’de
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyonda iiretilen
ortalama biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz
ve galaktoz degerleri (X+SD) ve bu degerlere ait Duncan c¢oklu
karsilastirma testi sonuglari

Siire (giin) Laktoz (%) Glikoz (%) Galaktoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 3.25%+0.00 5.932+0.00 4.912+0.00 0.242+0.03 0.00'+0.00
1 3.15%+0.04 5.83%+0.06 4.81°+£0.05 0.362£0.05 0.01'+0.00
2 3.11%+0.01 5.82°+0.05 4.74°+0.05 0.458£0.13 0.07"+0.07
3 3.07°+0.02 5.71¢¢0.07 4.73°+£0.05 1.11%£0.04 0.202+0.01
4 3.05%+0.02 5.569+0.05 4.70°+£0.04 3.10°+0.38 0.82t£0.12
5 3.03°+£0.01 5.34°40.03 4.624£0.03 4.30%:0.07 1.31°+0.06
6 3.01¢+0.01 4.73%£0.05 4.41°+0.11 7.50°+0.61 2.724+0.26
7 2.979+0.03 4.262+£0.06 4.05%0.03 9.69*+0.13 3.95°+0.12
8 2.90%+0.01 4.11+0.10 3.858+0.06 10.85%+0.72 4.75+0.33
9 2.82¢+0.06 4.06M+0.11 3.842+0.07 11.752+0.13 5.65%+0.20

Ay siitunda farkl: harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
X+£SD: ortlama+standart sapma

%16 oraninda laktoz igeren laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda, DP-PSP’de kalan ortalama laktoz miktarinin %3.25 ile
%2.82 arasinda degistigi ve fermentasyon siiresince azaldigi belirlenmigtir. Ancak
laktoz miktarindaki bu azalmanin fermentasyonun giinleri arasinda onemli diizeyde
olmadig1 (P>0.05) saptanmistir. DP-PSP’de kalan ortalama glikoz miktarinin %5.93 ile
%4.06 arasinda degistigi, fermentasyon siiresince azaldigt ve bu azalmanin
fermentasyonun sadece 0. ile 1., 1. ile 2., ve 8. ile 9. giinleri arasinda 6nemli diizeyde
olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir. DP-PSP’de kalan ortalama galaktoz miktarlarina
bakildiginda, fermentasyon siiresince %4.91 ile % 3.84 arasinda degistigi ve giderek
azaldigi, bu azalmanin fermentasyonun 2. ile 3., 3. ile 4. ve 8. ile 9. giinleri arasinda
onemli diizeyde olmadigi (P>0.05) belirlenmistir. Fermentasyon igleminin basinda ve
sonunda ortamda kalan glikoz ve galaktoz miktarlar1 bakimindan giinler arasinda
farklilik olmamasi, fermentasyon basinda adaptasyon doneminin ve fermentasyon
sonunda da duragan faz doneminin gerceklestigi seklinde degerlendirilmektedir. %16
oraninda laktoz iceren laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda

olusan ortalama biyokiitle miktarinin 0.24-11.75 g/kg arasinda degistigi ve
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fermentasyonun 9. giliniine kadar arttigi; bu artisin fermentasyonun 0. ile 1., 1. ile 2., 7.
ile 8. ve 8. ile 9. giinleri arasinda 6nemli diizeyde olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir.
Glikoz ve galaktoz tiiketim miktarina benzer sekilde biyokiitle olusum miktarinda da
fermentasyon isleminin basinda ve sonunda giinler arasinda farklilik olmamast,
fermentasyon basinda adaptasyon doneminin ve fermentasyon sonunda da duragan faz
doneminin olugmasindan kaynaklandig1 seklinde degerlendirilmektedir. %16 oraninda
laktoz iceren laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda olusan
ortalama yag miktar1 0.00-5.65 g/kg arasinda degismistir. Olusan yag miktarinin
fermentasyon isleminin 9. giiniine kadar siirekli artig gosterdigi ve bu artisin

fermentasyonun sadece 1. ile 2. giinleri arasinda 6nemli diizeyde olmadigi (P>0.05)

belirlenmistir.
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Sekil 4.17. Laktoz igerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
ramanniana ile gerceklestirilen fermentasyon siiresince tiretilen biyokiitle
ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de kalan laktoz, glikoz ve galaktoz
miktarlarindaki degisim
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Sekil 4.17°de %16 laktozlu laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’de Mortierella
ramanniana ile gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli
olarak biyokiitle ve yag miktarlar ile laktoz, glikoz ve galaktoz oranlarindaki degisim
goriilmektedir. Sekil incelendiginde fermentasyon siiresince biyokiitle gelisimi ve yag
olusumuna ait degerlerin paralellik gosterdigi, kiif hiicrelerinin gelisimini siirdiiriirken
yag Uretimini de gergeklestirdigi goriilmektedir. Ancak hiicrelerin fermentasyonun ilk
giinlerinde ortam sartlarina adaptasyon donemi gegirdigi, gerek biyokiitle olusum
hizinin gerekse laktoz, glikoz ve galaktoz tiikketim hizlarinin oldukca diisiik seyrettigi
goriilmektedir. DP-PSP’nin yiiksek baslangi¢ kuru madde diizeyinin Mortierella
ramanniana’nin gelisimi igin zorlayici bir etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Orneklerde
fermentasyonun ilk giiniinden itibaren yag olusumunun meydana geldigi, ancak tiretilen
yag miktariin oldukga diisiik oldugu goriilmektedir. Kuru biyokiitlede yag miktarina ait
degerlere bakildiginda ise 9. giinde en yiiksek diizeyine ulastigi anlasilmaktadir.
Fermentasyon sonunda iiretilen biyokiitle ve yag miktarlarinin tatminkar diizeylerde
oldugu goriilmektedir. Kiif hiicrelerinin nispeten uzun siiren adaptasyon déneminden
sonra logaritmik gelisme fazina gectigi, fakat diger fermentasyon islemlerine gore kisa
stirdigiic. ve fermentasyonun 7. gilinlinden itibaren duragan faza yoneldigi
gozlenmektedir. Bu nedenle glikoz ve galaktoz tiiketim hizlari ile biyokiitle iiretim hizi
da buna paralel olarak 5. ile 7. gilinler arasinda en yiiksek diizeye erismis, sonraki
giinlerde azalma ortaya koymustur. Duragan faza yonelmenin neticesinde ortamda fazla
miktarda laktoz, glikoz ve galaktoz kullanilmadan kalmistir. Bu asamada rezerve
lipitlerin tiiketilmedigi goriilmektedir. Fermentasyon isleminin duragan faza girmekte
oldugu bu nedenle de ortamda kullanilmadan kalan fazla miktarlarda laktoz, glikoz ve
galaktozun  bulunmasmin  bu fermentasyon isleminin karbon kaynaklarinin

kullanilabilirligi bakimindan verimli olmadig: diistiniilmektedir.

4.3.9. Kontrol besi ortaminin fermentasyonu siiresince iiretilen biyokiitle ve yag

miktarlari ile besi ortaminda kalan glikoz miktari
Kontrol besi ortaminda yiirtitiilen fermentasyon Kavadia vd’nin (2001) yaptiklari

calisma esas alinarak, model sistem olarak gerceklestirilmistir. Glikoz igerigi %3 olan

kontrol besi ortami kullanilarak Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde
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fermentasyon siiresinin {iretilen biyokiitle ve yag miktarlar1 ile kontrol besi ortaminda
kalan glikoz miktar1 ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonuglari
Cizelge 4.19°da verilmistir. Elde edilen sonuclara gore, biyokiitle miktar1 fermentasyon
isleminin 7. giiniinde en yiiksek diizeye (10.60 g/kg), fermentasyon sonucunda elde
edilen yag da yine 7. glinde en yiiksek seviyeye (4.82 g/kg) ulasmistir. Fermentasyon
islemi sonucunda kontrol besi ortaminda glikoz, kiif hiicreleri tarafindan tamamen
tilketilmigtir. Bir bagka ifade ile baslangicta besi ortaminda bulunan toplam glikozun
%100’0 tiiketilmistir. Fermentasyon siiresince kuru biyokiitlede yag orani artig
gostermis; en yliksek diizeye 7. giinde (%45.48) ulagilmistir. Kuru biyokiitlede yag

orani 7. giinden sonra giderek azalma gdstermistir.

Cizelge 4.19. Kontrol besi ortaminda Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen
fermentasyonda ortalama biyokiitle ve yag iiretimi ile glikoz tiiketim
degerleri (X£SD) ve bu degerlere ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi

sonugclar1
Siire (giin) Glikoz (%) Biyokiitle (g/kg) Yag (g/kg)
0 3.00°+0.00 0.29&+0.02 0.00"+0.00
1 2.72+0.05 1.05%:0.02 0.068+0.01
2 2.19°£0.10 3.82¢40.18 0.56+0.10
3 1.669+0.21 5.014£0.70 1.08°£0.30
4 0.78°£0.10 7.64°£0.36 2.679+0.24
5 0.41%0.01 8.71°+£0.27 3.46°£0.13
6 0.11&£0.06 9.732£0.23 4.325+0.19
7 0.00"+0.00 10.60°£0.39 4.82240.21
8 0.00"+0.00 10.232+0.55 4.33+0.28
9 0.00"+0.00 10.07£0.30 3.91°+0.20

Ay siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
X+£SD: ortlama+standart sapma

%3 oraninda glikoz iceren kontrol besi ortamimin fermentasyonu siiresince,
kontrol besi ortaminda kalan ortalama glikoz miktarinin azaldigi ve %3.00 ile %0.00
arasinda degistigi tespit edilmistir. Bu azalmanin, glikozun tiikendigi gline kadar olan
boliimiinde fermentasyonun biitiin giinleri arasinda énemli diizeyde oldugu (P<0.05)
belirlenmistir. %3 oraninda glikoz igeren kontrol besi ortaminin fermentasyonu

stiresince olusan ortalama biyokiitle miktarinin 7. giine kadar arttig1 daha sonra azalma
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gosterdigi ve 0.29-10.07 g/kg arasinda degistigi saptanmustir. Olusan biyokiitle
miktarinda artisin gozlendigi fermentasyonun 7. giiniine kadar olan kisminda soz
konusu artigin 6. ile 7. glinler arasi harig, biitiin gilinler arasinda 6nemli diizeyde
(P<0.05) oldugu, 7. giiniinden sonraki azalmanin gerceklestigi kisminda ise bu
azalmanin giinler arasinda o6nemli diizeyde olmadigi (P>0.05) belirlenmistir. %3
oraninda glikoz igeren kontrol besi ortaminin fermentasyonu siiresince olusan ortalama
yag miktar1 7. giine kadar artis géstermis daha sonra azalmis ve 0.00-3.91 g/kg arasinda
degismistir. Ortalama yag miktarinda artisin gozlendigi fermentasyonun 7. giiniine
kadar olan kisminda s6z konusu artisin bu giinler arasinda 6nemli diizeyde oldugu
(P<0.05), fermentasyonun 7. giiniinden sonraki kisimda ise s6z konusu azalmanin bu

giinler arasinda yine 6nemli diizeyde oldugu (P<0.05) tespit edilmistir.
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Sekil 4.18. Kontrol besi ortaminda Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen
fermentasyon siiresince iiretilen biyokiitle ve yag miktarlar1 ile DP-PSP’de
kalan glikoz miktarindaki degisim

Sekil 4.18’de %3 glikozlu kontrol besi ortaminda Mortierella ramanniana ile

gergeklestirilen fermentasyon sonucunda fermentasyon siiresine bagli olarak biyokiitle
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ve yag miktarlar1 ile glikoz oranlarindaki degisim gorilmektedir. Sekilde
fermentasyonun ilk giinlerinden itibaren biyokiitle ve yag olusumunun meydana geldigi,
olusumun es zamanl olarak birlikte gergeklestigi goriilmektedir. Bu tiretimde tipik bir
mikroorganizma gelisme egrisi goriilmektedir. Kiif hiicreleri 6n kiiltiirde 2 giinliik bir
on fermentasyon islemine tabi tutularak besi ortamina agilanmisg, bu yiizden adaptasyon
donemi olmadan direk olarak logaritmik {ireme fazinda gelismeleri devam etmis, son
olarak ortamda glikozun tiikenmesi ile duragan faza girmistir. Glikoz tiikkenmeden
onceki periyotta ise glikoz tliketimine karsi biiyiikk miktarlarda biyokiitle ve yag
olusumu gozlenmistir. Duragan faza girilmesi ile birlikte hem biyokiitle miktarinda hem
de yag miktarinda azalma goriilmiistiir. Kuru biyokiitlede yag oraninin da bu giinlerde
azalma gostermesi rezerve lipitlerin tiiketildigini gostermektedir. Ortamda kullanilabilir
karbon kaynaginin tiikenmesi ile birlikte kiif hiicreleri karbon kaynagi olarak
hiicrelerinde biriktirdigi lipitleri kullanmaya baglamigtir. Bu fermentasyon islemi igin
biyokiitle ve yag miktarlar1 g6z Oniine alindiginda 7. gilinde islemin tamamlandigi

anlasilmaktadir.

4.4. Mikrobiyel Yag Uretiminde Gergeklestirilen Fermentasyonlara Ait Kinetik

Parametrelerin Karsilastirilmasi

Mikrobiyel yag tiretimi amaciyla gergeklestirilen fermentasyonlara ait kinetik

parametreler belirlenmis ve bu parametrelere ait degerler karsilastirilmistir.

4.4.1. Mortierella isabellina ile gerceklestirilen fermentasyonlara ait Kinetik

parametreler

Mikrobiyel yag iiretimi amaciyla Mortierella isabellina kiifii ile gerceklestirilen
fermentasyonlarda substrat kaynagi olarak kullanilan DP-PSP’lerin farkli kurumadde
iceriginin (%4.5, %8, %12 ve %16 baslangi¢ laktoz diizeylerinin) ve laktaz enzimi
uygulamasinin fermentasyonlara ait kinetik parametreler lizerine etkileri ve ayrica
Mortierella isabellina kiifii ile kontrol besi ortaminda gergeklestirilen iiretimdeki
fermentasyona ait kinetik parametreler belirlenmistir. Bu kinetik parametrelere ait

degerler Cizelge 4.20’de verilmistir.
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Elde edilen sonuclara gore laktoz icerigi %4.5 olan DP-PSP kullanilarak
Mortierella isabellina ile gergeklestirilen iiretimde toplam seker tiiketimi 34.32 g/L, yag
tretimi 4.16 g/L, verim %]12.11, laktozun maksimum tiikketim hiz1 3.52 g/L/giin,
maksimum iiretim hiz1 0.81 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 1.23 g/L/giin, spesifik
gelisme hiz1 0.19 giin’!, ikiye katlanma siiresi 3.74 giin olarak bulunmustur. Laktoz
icerigi %#4.5 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina
ile gergeklestirilen iiretimde toplam seker tiikketimi 39.86 g/L, yag iiretimi 9.39 g/L,
verim %?23.56, laktozun maksimum tiikketim hiz1 0.15 g/L/giin, glikozun maksimum
titketim hiz1 3.99 g/L/giin, galaktozun maksimum tiiketim hiz1 3.55 g/L/gilin, maksimum
tretim hiz1 3.16 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 3.09 g/L/giin, spesifik gelisme hizi

0.34 giin!, ikiye katlanma siiresi 2.05 giin olarak belirlenmistir.

Laktoz igerigi %8 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen iiretimde toplam seker tiikketimi 32.49 g/L, yag iiretimi 3.26 g/L, verim
%10.02, laktozun maksimum tiiketim hiz1 2.03 g/L/giin, maksimum iiretim hiz1 0.52
g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 0.91 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.15 giin’!, ikiye
katlanma stiresi 4.52 giin olarak saptanmistir. Laktoz igerigi %8 olan laktaz enzimi
uygulanmig DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile gergeklestirilen iiretimde
toplam seker tiikketimi 64.30 g/L, yag tiretimi 11.93 g/L, verim %]18.56, laktozun
maksimum tiiketim hiz1 0.46 g/L/giin, glikozun maksimum tiiketim hiz1 5.02 g/L/giin,
galaktozun maksimum tiiketim hiz1 3.36 g/L/gilin, maksimum tiretim hiz1 2.49 g/L/giin,
maksimum gelisme hiz1 3.38 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.24 giin!, ikiye katlanma

stiresi 2.93 giin olarak tespit edilmistir.

Laktoz igerigi %12 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen iiretimde toplam seker tiikketimi 40.05 g/L, yag iiretimi 3.84 g/L, verim
%09.58, laktozun maksimum tiiketim hiz1 4.96 g/L/giin, maksimum iiretim hiz1 0.55
g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 1.43 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.31 giin’!, ikiye
katlanma siiresi 2.27 giin olarak bulunmustur. Laktoz igerigi %12 olan laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile gergeklestirilen iiretimde
toplam seker tiikketimi 99.00 g/L, yag tiretimi 13.91 g/L, verim %14.05, laktozun

maksimum tiiketim hiz1 0.72 g/L/giin, glikozun maksimum tiiketim hiz1 8.15 g/L/giin,
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galaktozun maksimum tiiketim hiz1 6.60 g/L/gilin, maksimum iiretim hiz1 2.90 g/L/giin,
maksimum gelisme hiz1 2.98 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.33 giin!, ikiye katlanma

stiresi 2.08 giin olarak belirlenmistir.

Laktoz igerigi %16 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen iiretimde toplam seker tiikketimi 33.96 g/L, yag iiretimi 3.88 g/L, verim
%11.42, laktozun maksimum tiiketim hiz1 6.64 g/L/giin, maksimum iiretim hiz1 0.60
g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 1.52 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.30 giin’!, ikiye
katlanma stiresi 2.33 giin olarak tespit edilmistir. Laktoz icerigi %16 olan laktaz enzimi
uygulanmig DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile gergeklestirilen iiretimde
toplam seker tiikketimi 93.40 g/L, yag tretimi 18.21 g/L, verim %19.49, laktozun
maksimum tiiketim hiz1 1.08 g/L/giin, glikozun maksimum tiiketim hiz1 6.48 g/L/giin,
galaktozun maksimum tiiketim hiz1 1.43 g/L/gilin, maksimum tiretim hiz1 4.60 g/L/giin,
maksimum gelisme hiz1 3.75 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.38 giin!, ikiye katlanma

stiresi 1.84 giin olarak saptanmustir.

Kontrol besi ortami kullanilarak Mortierella isabellina ile gerceklestirilen
tretimde toplam seker tiikketimi 30.00 g/L, yag iiretimi 6.29 g/L, verim %20.95,
glikozun maksimum tiikketim hiz1 0.82 g/L/gilin, maksimum {iretim hiz1 2.11 g/L/giin,
maksimum gelisme hiz1 2.63 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.53 giin’!, ikiye katlanma

stiresi 1.32 giin olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.20°ye bakildiginda Mortierella isabellina ile gerceklestirilen
fermentasyonlarda, farkli kurumadde igerigine sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi
uygulamasinin toplam seker tliketimini arttirdigi anlagilmaktadir. Toplam seker tiiketim
degerleri bakimindan farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamis
DP-PSP’ler arasinda farklarin biiyiik olmadigt; ancak laktaz enzimi uygulanmis DP-
PSP’ler arasinda bu farkliliklarin biiyiik oldugu belirlenmistir. Farkli kurumadde
iceriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamig DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda
en bliylik degeri (40.05 g/L) %12 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger
(3249 g/L) %16 DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilmistir. Farkli

kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin fermentasyonu
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sonucunda ise en yiiksek degeri (99.00 g/L) yine %12 laktoz igerigine sahip DP-PSP
alirken, en diisiik deger (39.86 g/L) %4.5 laktoz igerikli DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda alimmistir. Enzim uygulamasina bakilmaksizin %12 laktoz igerigine sahip
DP-PSP en yiiksek degerleri vermistir. Laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerde
baslangi¢ kurumadde igeriginin artmasmin toplam seker tiiketiminde artisa sebep
oldugu belirlenmistir. Kontrol besi ortaminda bu deger 30.00 g/L olarak belirlenmistir.
DP-PSP’lere ait en yiiksek ve en diisiik degerlerin kontrol besi ortamina ait degerden

daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.20 incelendiginde Mortierella isabellina ile gergeklestirilen
fermentasyonlarda, farkli kurumadde igerigine sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi
uygulamasinin yag tiretimini arttirdig1 goriilmektedir. Yag tiretimi degerleri bakimindan
farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmanuis DP-PSP’ler arasinda
farklarin biiylik olmadigi, ancak laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’ler arasinda bu
farkliliklarin ¢ok biiylik oldugu gozlenmektedir. Laktaz enzimi uygulanmig DP-
PSP’lerde baslangi¢c kurumadde igeriginin artmasinin yag iiretimi degerlerinin artmasina
sebep oldugu gozlenmektedir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi
uygulanmamig DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda en biiyiik degeri (4.16 g/L)
%¢4.5 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (3.26 g/L) %8 DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda elde edilmistir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz
enzimi uygulanmis DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ise en yiiksek degeri (18.21
g/L) %16 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (9.39 g/L) %4.5 laktoz
icerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda alinmistir. Kontrol besi ortaminda bu
deger 6.29 g/L olarak belirlenmistir. DP-PSP’lere ait degerlere bakildiginda laktaz
enzimi uygulamasinin kontrol besi ortamina ait degerden daha yiiksek degerler elde

edilmesine neden oldugu goriilmektedir.

Yag iretimi ile ilgili olarak verim degerlerine bakildiginda Mortierella
isabellina ile gerceklestirilen fermentasyonlarda, farkli kurumadde igerigine sahip DP-
PSP’lere laktaz enzimi uygulamasinin verimi arttirdigi anlagilmaktadir. Verim degerleri
bakimindan farkli kurumadde iceriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamis DP-

PSP’lere bakildiginda %4.5 laktoz icerigine sahip DP-PSP’den itibaren sirayla %8 ve
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%12 laktoz igerigine sahip DP-PSP’ye kadar azalma oldugu, ancak %16 laktoz icerigine
sahip DP-PSP’de yeniden artisin oldugu, aynit durumun laktaz enzimi uygulanmig DP-
PSP’lerde de benzer sekilde gerceklestigi goriilmektedir. %12 laktoz igerigine sahip
DP-PSP her durumda en diisiik verim degerlerini ortaya koymustur. Farkli kurumadde
iceriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamig DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda
en biiyiik degeri (%12.11) %4.5 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger
(9.58 g/L) %12 DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilmistir. Farkli
kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin fermentasyonu
sonucunda ise en yiiksek degeri (%23.56) yine %4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP
alirken, en diisiik deger de (%14.05) yine %12 laktoz igerikli DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda alimustir. Kontrol besi ortaminda bu deger %20.95 olarak
belirlenmistir. %4.5 laktoz igerikli laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’ye ait verim
degerinin kontrol besi ortamina ait degerden daha yiiksek oldugu anlagilmaktadir

(Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20°de verilen laktozun maksimum tiikketim hiz1 ile ilgili degerlere
bakildiginda, Mortierella isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonlarda, farkl
kurumadde icerigine sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi uygulamasinin laktozun
maksimum tiiketim hizin1 oldukca azalttig1 goriilmektedir. Laktozun maksimum tiiketim
hiz1 bakimindan farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamis DP-
PSP’lere bakildiginda %4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP’den %8 laktoz igerigine
sahip DP-PSP’ye azalma, daha sonra sirayla %12 ve %16 laktoz igerigine sahip DP-
PSP’ye kadar artma oldugu goriilmektedir. Laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerde
sirayla %4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP’den %16 laktoz icerigine sahip DP-PSP’ye
kadar artis gosterdigi anlagilmaktadir. Bir bagka ifade ile laktaz enzimi uygulanmis DP-
PSP’lerin kurumadde iceriklerinin artmasi laktozun maksimum tiiketim hizinin
artmasina neden olmaktadir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi
uygulanmamis DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda en biiylik degeri (6.64 g/L/giin)
%16 laktoz igerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (2.03 g/L/giin) %8 DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilmistir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip

laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ise en yiiksek degeri
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(1.08 g/L/glin) yine %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (0.15

g/L/giin) %4.5 laktoz i¢erikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda alinmustir.

Cizelge 4.20’deki glikozun maksimum tiikketim hiz1 ile ilgili degerler ele
alindiginda, Mortierella isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonlarda, laktaz enzimi
uygulamasi olmayan DP-PSP’lerde glikoz bulunmadigi i¢in sadece laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP’lerin baglangi¢c kurumadde igeriklerinin, glikozun maksimum
tiketim hiz1 lizerine etkisinden s6z etmek gerekmektedir. DP-PSP’lerin baslangic
kurumadde diizeylerindeki artisin glikozun maksimum tiiketim hizinin yiikselmesine
sebep oldugu goriilmektedir. Dolayistyla glikozun maksimum tiiketim hizina ait en
diisiik degerin (3.99 g/L/glin) %4.5 laktoz igerikli DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda elde edildigi, en yiiksek degerin (6.48 g/L/giin) ise %16 laktoz igerikli DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda ortaya c¢iktigi gozlenmektedir. Kontrol besi
ortaminda bu deger 0.82 g/L/gilin olarak belirlenmistir. DP-PSP’lere ait degerlerin
kontrol besi ortamina ait degerden ¢ok yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.20).

Ayni sekilde galaktozun maksimum tiikketim hizi ile ilgili degerler ele
alindiginda da, Mortierella isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonlarda, laktaz
enzimi uygulamas1 olmayan DP-PSP’lerde galaktoz bulunmadig: i¢in sadece laktaz
enzimi uygulanmigs DP-PSP’lerin baslangi¢ kurumadde igeriklerinin, galaktozun
maksimum tiiketim hizi {izerine etkisinden s6z etmek gerekmektedir. DP-PSP’lerin
baslangi¢c kurumadde diizeylerindeki artisin galaktozun maksimum tiiketim hizina ait
degerlerde dalgalanmalara neden oldugu goriilmektedir. %4.5 laktoz igerikli DP-
PSP’den %8 laktoz igerikli DP-PSP’ye gecildiginde azalma, %12 igerikliye
gecildiginde artma, %16’ya gecildiginde tekrar azalma goriilmektedir. Galaktozun
maksimum tiikketim hizina ait en diisiik degerin (1.43 g/L/giin) %16 laktoz icerikli DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edildigi, en yiiksek degerin (6.60 g/L/giin) ise
%12 laktoz icerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ortaya ¢iktig1 goriilmektedir.

(Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20 incelendiginde Mortierella isabellina ile gergeklestirilen

fermentasyonlarda, farkli kurumadde igerigine sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi
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uygulamasinin maksimum {retim hizin1 arttirdigi anlagilmaktadir. Laktaz enzimi
uygulanmis ve uygulanmamis DP-PSP’lerin her iki grubunda da %4.5 ve %16 laktoz
igerigine sahip DP-PSP’lerin %8 ve %12 laktoz igerigine sahip DP-PSP’lerden daha
biiylik degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz
enzimi uygulanmamis DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda en biiylik degeri (0.81
g/L/gilin) %4.5 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (0.52 g/L/giin) %8
DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilmistir. Farkli kurumadde igeriklerine
sahip laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ise en yiiksek
degeri (4.60 g/L/giin) %16 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (2.49
g/L/giin) %8 laktoz igerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda alinmistir. Kontrol
besi ortaminda bu deger 2.11 g/L/giin olarak belirlenmistir. DP-PSP’lere laktaz enzimi
uygulamasi sonucunda elde edilen maksimum {iiretim hizina ait degerlerin kontrol besi

ortamina ait degerden daha yiiksek oldugu anlasilmaktadir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20°de verilen maksimum gelisme hizina ait degerlere bakildiginda
Mortierella isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonlarda, farkli kurumadde icerigine
sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi uygulamasinin maksimum gelisme hizini arttirdigi
anlasilmaktadir. Farkli kurumadde iceriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamis DP-
PSP’lerin fermentasyonu sonucunda en biiyiik degeri (1.52 g/L/giin) %16 laktoz
icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (0.91 g/L/giin) %8 laktoz icerigine
sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda alinmistir. Farkli kurumadde igeriklerine
sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ise en yiiksek
degeri (3.75 g/L/giin) yine %16 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger
(2.98 g/L/giin) %12 laktoz igerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde
edilmistir. Laktaz enzimi uygulamasinin maksimum gelisme hizina etkisi en ¢ok %8
laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonlarinda goriilmiistiir. Bu kurumadde
diizeyinde DP-PSP’de laktaz enzimi uygulamasina ait maksimum gelisme hizina ait
degerler enzim uygulamasi yapilmamis olanlara gore daha yiiksek bulunmustur. Kontrol
besi ortaminda bu deger 2.63 g/L/giin olarak belirlenmistir. DP-PSP’lere laktaz enzimi
uygulamasi sonucunda elde edilen maksimum gelisme hizina ait degerlerin kontrol besi

ortamina ait degerden daha yliksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.20).
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Mortierella isabellina ile gerceklestirilen fermentasyonlarda, farkli kurumadde
icerigine sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi uygulamasinin spesifik gelisme hizini
arttirdig belirlenmistir. Ancak bu artis %4.5 ile %8 laktoz igerigine sahip DP-PSP’lerde
%12 ile %16 laktoz iceren DP-PSP’lere gore daha fazla bulunmustur. Bu kurumadde
diizeylerinde spesifik gelisme hiz1 lizerine enzim etkisi daha belirgin olmustur.
Kurumadde diizeyinin artis1 ile enzim uygulamasiin etkisi de azalmistir. Farkli
kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamig DP-PSP’lerin fermentasyonu
sonucunda en biiyiik degeri (0.31 giin™') %12 laktoz igerigine sahip DP-PSP alirken, en
diisik deger (0.15 giin') %8 laktoz icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda elde edilmistir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ise en yiiksek degeri (0.38 giin™)
%16 laktoz igerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (0.24 giin!) %8 laktoz
icerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda belirlenmistir. Kontrol besi ortaminda bu
deger 0.53 giin!' olarak belirlenmistir. DP-PSP’lere ait biitiin degerlerin kontrol besi
ortamina ait degerden daha diislik oldugu anlasilmaktadir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20’de verilen ikiye katlanma siirelerine bakildiginda Mortierella
isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonlarda, farkli kurumadde igerigine sahip DP-
PSP’lere laktaz enzimi uygulamasinin ikiye katlanma siiresini azalttig1 goriilmektedir.
Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamis DP-PSP’lerin
fermentasyonu sonucunda ikiye katlanma siiresine ait en biiylik degeri (4.52 giin) %8
laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (2.27 giin) %12 laktoz icerigine
sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda belirlenmistir. Farkli kurumadde
iceriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ise
en yliksek degeri (2.93 giin) yine %8 laktoz igerigine sahip DP-PSP alirken, en diigiik
degeri (1.84 giin) %16 laktoz igerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda tespit
edilmistir. Kontrol besi ortaminda bu deger 1.32 giin olarak belirlenmistir. DP-PSP’lere
ait biitlin degerlerin kontrol besi ortamima ait degerden daha yiiksek oldugu

goriilmektedir (Cizelge 4.20).
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4.4.2. Mortierella ramanniana ile gerceklestirilen fermentasyonlara ait Kinetik

parametreler

Mikrobiyel yag {retimi amaciyla Mortierella ramanniana kifi ile
gerceklestirilen fermentasyonlarda substrat kaynagi olarak kullanilan DP-PSP’lerin
farkli kurumadde igeriginin (%4.5, %8, %12 ve %16 baslangi¢ laktoz diizeylerinin) ve
laktaz enzimi uygulamasinin fermentasyonlara ait kinetik parametreler iizerine etkileri
ve ayrica Mortierella ramanniana kiifi ile kontrol besi ortaminda gerceklestirilen
tiretimde fermentasyona ait kinetik parametreler belirlenmistir. Bu kinetik parametrelere

ait degerler Cizelge 4.21°de verilmistir.

Elde edilen sonuclara gore laktoz icerigi %4.5 olan DP-PSP kullanilarak
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde toplam seker tiiketimi 34.32 g/L,
yag tiiretimi 5.52 g/L, verim %16.09, laktozun maksimum tiiketim hiz1 3.70 g/L/giin,
maksimum iiretim hiz1 0.62 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 1.45 g/L/giin, spesifik
gelisme hiz1 0.21 giin™!, ikiye katlanma siiresi 3.23 giin olarak bulunmustur. Laktoz
icerigi %4.5 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP kullanilarak Mortierella
ramanniana ile gerceklestirilen liretimde toplam seker tiiketimi 41.45 g/L, yag iiretimi
6.62 g/L, verim %15.97, laktozun maksimum tiiketim hiz1 0.21 g/L/giin, glikozun
maksimum tiiketim hiz1 4.04 g/L/giin, galaktozun maksimum tiiketim hiz1 3.26 g/L/giin,
maksimum iiretim hizi1 0.75 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 2.51 g/L/giin, spesifik
gelisme hiz1 0.32 giin™!, ikiye katlanma siiresi 2.19 giin olarak belirlenmistir (Cizelge

4.21).
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Laktoz icerigi %8 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde toplam seker tiikketimi 46.16 g/L, yag iiretimi 5.46 g/L, verim
%11.82, laktozun maksimum tiiketim hiz1 6.81 g/L/giin, maksimum iiretim hiz1 0.89
g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 2.40 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.25 giin’!, ikiye
katlanma siiresi 2.75 giin olarak saptanmugtir. Laktoz igerigi %8 olan laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde
toplam seker tiikketimi 62.46 g/L, yag tiretimi 10.61 g/L, verim %16.99, laktozun
maksimum tiiketim hiz1 0.17 g/L/giin, glikozun maksimum tiiketim hiz1 4.11 g/L/giin,
galaktozun maksimum tiiketim hiz1 2.39 g/L/giin, maksimum tiretim hiz1 1.28 g/L/giin,
maksimum gelisme hiz1 2.62 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.30 giin!, ikiye katlanma

stiresi 2.29 giin olarak tespit edilmistir.

Laktoz igerigi %12 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde toplam seker tiikketimi 30.32 g/L, yag iiretimi 3.97 g/L, verim
%13.10, laktozun maksimum tiiketim hiz1 3.37 g/L/giin, maksimum iiretim hiz1 0.69
g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 1.71 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.23 giin’!, ikiye
katlanma siiresi 2.98 giin olarak bulunmustur. Laktoz icerigi %12 olan laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde
toplam seker tiikketimi 38.72 g/L, yag iiretimi 6.58 g/L, verim %17.00, laktozun
maksimum tiiketim hiz1 0.34 g/L/giin, glikozun maksimum tiiketim hiz1 3.57 g/L/giin,
galaktozun maksimum tiiketim hiz1 1.51 g/L/gilin, maksimum tiretim hiz1 0.91 g/L/giin,
maksimum gelisme hiz1 2.01 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.35 giin!, ikiye katlanma

stiresi 1.95 giin olarak belirlenmistir.

Laktoz igerigi %16 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde toplam seker tiikketimi 15.43 g/L, yag tiretimi 0.92 g/L, verim
%S5.95, laktozun maksimum tiiketim hiz1 0.63 g/L/gilin, maksimum iiretim hiz1 0.16
g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 0.85 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.23 giin’!, ikiye
katlanma siiresi 3.04 giin olarak tespit edilmistir. Laktoz igerigi %16 olan laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde
toplam seker tiikketimi 33.63 g/L, yag iiretimi 5.65 g/L, verim %16.81, laktozun
maksimum tiiketim hiz1 0.25 g/L/giin, glikozun maksimum tiiketim hiz1 3.74 g/L/giin,
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galaktozun maksimum tiiketim hiz1 1.64 g/L/gilin, maksimum iiretim hiz1 1.08 g/L/glin,
maksimum gelisme hiz1 2.30 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.40 giin!, ikiye katlanma

stiresi 1.74 giin olarak saptanmustir.

Kontrol besi ortami kullanilarak Mortierella ramanniana ile gerceklestirilen
tretimde toplam seker tiikketimi 30.00 g/L, yag iiretimi 4.82 g/L, verim %16.07,
glikozun maksimum tiikketim hiz1 0.62 g/L/glin, maksimum iiretim hiz1 0.91 g/L/giin,
maksimum gelisme hiz1 1.73 g/L/giin, spesifik gelisme hiz1 0.29 giin’!, ikiye katlanma

stiresi 2.40 giin olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.21°e bakildiginda Mortierella ramanniana ile gerceklestirilen
fermentasyonlarda, farkli kurumadde igerigine sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi
uygulamasinin toplam seker tliketimini arttirdigi anlagilmaktadir. Gerek laktaz enzimi
uygulanmis gerekse enzim uygulanmamis biitiin DP-PSP’ler arasinda seker tiikketimine
ait en yiksek degerler %8 laktoz igeren DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda
almmistir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamis DP-
PSP’lerin fermentasyonu sonucunda en biiyiik degeri (46.16 g/L) %8 laktoz igerigine
sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (15.43 g/L) %16 DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda elde edilmistir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ise en yiiksek degeri (62.46 g/L)
yine %8 laktoz igerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger de yine (15.43 g/L) %16
laktoz igerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda alinmistir. Goriildiigl iizere biitiin
DP-PSP’ler arasinda seker tiiketimine ait en diisiik degerler %16 laktoz iceren DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda alinmistir. Kontrol besi ortaminda bu deger 30.00
g/l olarak belirlenmistir. Sadece %16 laktoz icerigine sahip laktaz enzimi
uygulanmamig DP-PSP’ye ait deger kontrol besi ortamina ait degerden daha diisiik
bulunmus, diger biitiin DP-PSP’lere ait degerlerin tamami kontrol besi ortamina ait

degerden daha yiiksek olarak tespit edilmistir.
Cizelge 4.21 incelendiginde Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen

fermentasyonlarda, farkli kurumadde igerigine sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi

uygulamasinin yag {retimini arttirdigi goriilmektedir. Laktaz enzimi uygulanmis ve
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uygulanmamus biitlin DP-PSP’ler dikkate alindiginda en diisiik degerlerin %16 laktoz
iceren DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda alindi§i anlasilmaktadir. Farkli
kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamig DP-PSP’lerin fermentasyonu
sonucunda en biiylik degeri (5.52 g/L) %4.5 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en
diisiik deger (0.92 g/L) %16 DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilmistir.
Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin
fermentasyonu sonucunda ise en yiiksek degeri (10.61 g/L) %8 laktoz igerigine sahip
DP-PSP alirken, en diisiik deger (5.65 g/L) %16 laktoz igerikli DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda alinmistir. Laktaz enzimi uygulamasinin, en fazla %16 laktoz
icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda yag iiretiminde artisa sebep
oldugu anlasilmakta, bu DP-PSP’de yag iiretimine ait degerin 0.92 g/L’den, laktaz
enzimi uygulamasi ile birlikte 5.65 g/L’ye yiikseldigi goriilmektedir. Kontrol besi
ortaminda bu deger 4.82 g/L olarak belirlenmistir. %12 ve %16 laktoz igerigine sahip
laktaz enzimi uygulanmamis DP-PSP’lere ait degerlerin kontrol besi ortamina ait
degerden daha diisiik oldugu goriilmektedir. Kontrol besi ortaminda bu deger 4.82 g/L
olarak belirlenmistir. %12 ve %16 laktoz igerigine sahip laktaz enzimi uygulanmamis
DP-PSP’lere ait degerler kontrol besi ortamina ait degerden daha diisiik bulunmus, diger
DP-PSP’lere ait degerler ise kontrol besi ortamina ait degerden daha yiiksek olarak

belirlenmistir.

Yag dretimi ile ilgili olarak verim degerlerine bakildiginda Mortierella
ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyonlarda, farkli kurumadde igerigine sahip
DP-PSP’lere laktaz enzimi uygulamasinin, %4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP haric
verimi arttirdig1 anlasgilmaktadir. Ancak %4.5 laktoz iceren DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda laktaz enzimi uygulanmasinin verimi azalttigi saptanmistir. Farkli
kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamis DP-PSP’lerin fermentasyonu
sonucunda en biiylik degeri (%16.09) %4.5 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en
diisiik deger (5.95 g/L) %16 DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilmistir.
Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin
fermentasyonu sonucunda ise en yiiksek degeri (%17.00) %12 laktoz icerigine sahip
DP-PSP alirken, en diisiikk deger (%14.05) yine %16 laktoz igerikli DP-PSP’nin

fermentasyonu sonucunda alinmustir. Kontrol besi ortaminda bu deger %16.07 olarak
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belirlenmistir. %8, %12 ve %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’lerde laktaz enzimi
uygulamasi verim degerlerinin kontrol besi ortamina ait verim degerinden daha yiiksek
sonuclar ortaya ¢ikmasina neden olurken, %4.5 laktozlu DP-PSP’de ise laktaz enzimi
uygulamasi tam tersi olarak verim degerinde kontrol besi ortamina gore daha diisiik

deger ortaya koymustur (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21°de verilen laktozun maksimum tiikketim hiz1 ile ilgili degerlere
bakildiginda, Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyonlarda, farkl
kurumadde igerigine sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi uygulamasimin laktozun
maksimum tiiketim hizini oldukca azalttig1 goriilmektedir. Ancak bu azalma %16 laktoz
iceren DP-PSP’de belirgin degildir. Laktozun maksimum tiiketim hiz1 bakimindan farkl
kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamig DP-PSP’lere bakildiginda
%4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP’den, %8 laktoz igerigine sahip DP-PSP’ye artma
goriiliirken, daha sonra sirayla %12 ve %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’ye dogru
azalmanin gergeklestigi saptanmistir. Farkli kurumadde iceriklerine sahip laktaz enzimi
uygulanmamis DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda en biiyiik degeri (6.81 g/L/giin)
%8 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (0.63 g/L/giin) %16 DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilmistir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip
laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ise en yiiksek degeri
(0.34 g/L/giin) %12 laktoz igerigine sahip DP-PSP alirken, en diigiik deger (0.17

g/L/gilin) %8 laktoz igerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda alinmistir.

Cizelge 4.21°deki glikozun maksimum tiiketim hiz1 ile ilgili degerler ele
alindiginda, Mortierella ramanniana ile gerceklestirilen fermentasyonlarda, laktaz
enzimi uygulamasi olmayan DP-PSP’lerde glikoz bulunmadigi i¢in sadece laktaz
enzimi uygulanmis DP-PSP’lerin baglangi¢ kurumadde igeriklerinin, glikozun
maksimum tiiketim hiz1 {izerine etkisinden s6z etmek gerekmektedir. Fakat bu etkinin
de kurumadde diizeyindeki artisla ilgili olmadig1 goriilmektedir. Glikozun maksimum
tiketim hizina ait en diisiik degerin (3.57 g/L/giin) %12 laktoz igerikli DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda elde edildigi, en yliksek degerin (4.11 g/L/giin) ise %8 laktoz
igerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ortaya ¢iktig1 anlagilmaktadir. Kontrol

besi ortaminda bu deger 0.62 g/L/giin olarak belirlenmistir. Glikozun maksimum
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tikketim hiz1 biitiin DP-PSP’lerde kontrol besi ortamina ait deg§erden ¢ok yliksek olarak

tespit edilmistir.

Ayni sekilde galaktozun maksimum tiiketim hizi ile ilgili degerlerde de,
Mortierella ramanniana ile gerceklestirilen fermentasyonlarda, laktaz enzimi
uygulamasi olmayan DP-PSP’lerde galaktoz bulunmadigi i¢in sadece laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP’lerin baslangic kurumadde igeriklerinin, galaktozun maksimum
tiketim hiz1 lizerine etkisinden s6z etmek gerekmektedir. DP-PSP’lerin baslangic
kurumadde diizeylerinde, %12 laktoz icerikli DP-PSP’ye kadar olan artisin galaktozun
maksimum tiiketim hizina ait degerlerde azalmaya neden oldugu, ancak %16 laktoz
iceren DP-PSP’de tekrar artig goriildiigli saptanmaktadir. Galaktozun maksimum
tilketim hizina ait en diigiik degerin (1.51 g/L/giin) %12 laktoz igerikli DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda elde edildigi, en yiiksek degerin (3.26 g/L/giin) ise %4.5
laktoz icerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ortaya c¢iktig1 goriilmektedir

(Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21 incelendiginde Mortierella ramanniana ile gerceklestirilen
fermentasyonlarda, farkli kurumadde igerigine sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi
uygulamasinin maksimum iiretim hizinda artisa sebep oldugu goriilmektedir. Laktaz
enzimi uygulanmis ve uygulanmamis DP-PSP’lerin her iki grubunda da %8 laktoz
icerigine sahip DP-PSP’nin en biiyiik degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Farkli
kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamis DP-PSP’lerin fermentasyonu
sonucunda en biiylik degeri (0.89 g/L/giin) %8 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken,
en diisiik deger (0.16 g/L/giin) %16 DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde
edilmistir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin
fermentasyonu sonucunda ise en yiiksek degeri (1.28 g/L/giin) yine %8 laktoz icerigine
sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (0.75 g/L/giin) %4.5 laktoz igerikli DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda alinmistir. Kontrol besi ortaminda bu deger 0.91 g/L/giin
olarak belirlenmistir. Laktaz enzimi uygulanmamis DP-PSP’lerde maksimum {iretim
hiz1 degerleri kontrol besi ortamina ait degerden diisiik bulunmus, enzim uygulanmis

DP-PSP’lerden %12 laktoz igerigine sahip DP-PSP, kontrol besi ortamina ait deger ile
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ayni, %8 ve %16 laktoz icerigine sahip DP-PSP’ler ise kontrol besi ortamina ait

degerden daha yiiksek deger ortaya koymustur.

Mortierella  ramanniana ile  gergeklestirilen fermentasyonlarda, farkli
kurumadde icerigine sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi uygulamasinin maksimum
gelisme hizimi arttirdigi anlasilmaktadir. Laktaz enzimi uygulanmis ve uygulanmamis
DP-PSP’lerin her iki grubunda da %8 laktoz icerigine sahip DP-PSP’nin en biiyiik
degerleri aldig1 goriilmektedir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi
uygulanmamis DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda en biiylik degeri (2.40 g/L/giin)
%8 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (0.85 g/L/giin) %16 laktoz
igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilmistir. Farkli kurumadde
iceriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ise
en yiiksek degeri (2.62 g/L/giin) yine %8 laktoz igerigine sahip DP-PSP alirken, en
diisiik deger (2.01 g/L/giin) %12 laktoz igerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda
alimmustir. Kontrol besi ortaminda bu deger 1.73 g/L/giin olarak belirlenmistir. Laktaz
enzimi uygulanmig DP-PSP’lerde maksimum gelisme hiz1 degerleri kontrol besi
ortamina ait degerden biiyiikk bulunmus, enzim uygulanmamis DP-PSP’lerden %8 laktoz
icerigine sahip DP-PSP kontrol besi ortamina ait degerden daha biiyiik, diger DP-
PSP’ler ise daha diisiik degerler ortaya koymustur (Cizelge 4.21).

Mortierella  ramanniana ile gerceklestirilen fermentasyonlarda, farkl
kurumadde igerigine sahip DP-PSP’lere laktaz enzimi uygulamasinin spesifik gelisme
hizim1 arttirdigr belirlenmistir. Farkli kurumadde iceriklerine sahip laktaz enzimi
uygulanmamis DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda en biiyiik degeri (0.25 giin™)
%8 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (0.21 giin') %4.5 laktoz
igcerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilmistir. Farkli kurumadde
igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ise
en yiiksek degeri (0.40 giin) %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik
deger (0.30 giin') %8 laktoz icerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda
belirlenmistir. Kontrol besi ortaminda bu deger 0.29 giin™! olarak belirlenmistir. Laktaz

enzimi uygulanmig DP-PSP’lerde bu deger kontrol besi ortamina ait degerden daha
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ylksek bulunmus, laktoz enzimi uygulanmamis DP-PSP’lerde ise daha diisiik olarak

tespit edilmistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21°de verilen ikiye katlanma siirelerine bakildiginda Mortierella
ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyonlarda, farkli kurumadde igerigine sahip
DP-PSP’lere laktaz enzimi uygulamasinin ikiye katlanma siliresini azalttig1
goriilmektedir. Farkli kurumadde igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmamis DP-
PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ikiye katlanma siiresine ait en biiyiik degeri (3.23
giin) %4.5 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik deger (2.75 giin) %8 laktoz
igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda belirlenmistir. Farkli kurumadde
igeriklerine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda ise
en yiiksek degeri (2.29 giin) %8 laktoz icerigine sahip DP-PSP alirken, en diisiik degeri
(1.74 giin) %16 laktoz igerikli DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda tespit edilmistir.
Fermentasyon sonunda belirlenen ikiye katlanma siiresi {izerine laktaz enzimi
uygulamasinin etkisi en az %8 laktoz iceren DP-PSP’de goriilmistiir. Laktaz enzimi
uygulamasinin bu DP-PSP’de cok etkili olmadig1 goriilmektedir. Diger DP-PSP’lerde
ise birbirlerine benzer farkliliklarin olustugu anlasilmaktadir. Kontrol besi ortaminda bu
deger 2.40 giin olarak belirlenmistir. Laktaz enzimi uygulanmamis DP-PSP’lerde bu
deger kontrol besi ortamina ait degerden daha yiiksek bulunmus, laktoz enzimi

uygulanmis DP-PSP’lerde ise daha diisiik olarak tespit edilmistir

4.4.3. Mortierella isabellina ve Mortierella ramanniana ile gerceklestirilen

fermentasyonlara ait degerlerin karsilastirilmasi

Sonug olarak, Mortierella isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonlarda %4.5
laktoz icerigine sahip DP-PSP kullanilan iiretimde biyokiitle miktar1 (10.45 g/kg) ve
mikrobiyel yag miktar1 (4.16 g/kg) fermentasyon isleminin 9. giiniinde en yiiksek
seviyeye ulagmig, fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de %1.07 laktoz
kullanilmadan kalmus, laktozun yaklasik %76’s1 kullanilabilmistir. Seker tiiketimi 34.32
g/L, maksimum tretim hizi 0.81 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 ise 1.23 g/L/gilin
olarak bulunmustur. Laktoz igerigi %4.5 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP

kullanilan iiretimde biyokiitle miktar1 (14.97 g/kg) fermentasyon isleminin 7. giiniinde,
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mikrobiyel yag miktar1 (9.39 g/kg) ise 6. gliniinde en yiiksek seviyeye ulasmis,
fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de %0.68 laktoz ve 9%0.17 galaktoz
kullanilmadan kalmis, glikoz ise 5. giinde tamamen tiiketilmistir. Laktozun yaklasik
%31°1, galaktozun da %91°1 kullanilabilmistir. Her ii¢ seker dikkate alindiginda toplam
sekerin yaklasik %74’ tinlin kullanilabildigi goriilmektedir. Seker tiikketimi 39.86 g/L,
maksimum {iiretim hiz1 3.16 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 ise 3.09 g/L/giin olarak

belirlenmistir.

%8 laktoz igerigine sahip DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen tliretimde biyokiitle miktar1 (9.33 g/kg) fermentasyon isleminin 9.
giiniinde, mikrobiyel yag miktar1 (3.31 g/kg) 8. giiniinde en yliksek seviyeye ulagmis,
fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de %@4.75 laktoz kullanilmadan kalmis,
laktozun yaklasik %41°1 kullanilabilmistir. Seker tiiketimi 32.49 g/L, maksimum iiretim
hiz1 0.52 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 ise 0.91 g/L/giin olarak saptanmistir. Laktoz
igerigi %8 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilan iiretimde biyokiitle miktar
(22.46 g/kg) fermentasyon isleminin 9. giiniinde, mikrobiyel yag miktar1 (11.93 g/kg) 8.
giiniinde en yiiksek seviyeye ulagsmis, fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de
%1.16 laktoz ve %0.18 galaktoz kullanilmadan kalmis, glikoz ise 8. glinde tamamen
tilketilmigtir. Laktozun yaklasik %331, galaktozun da %941 kullanilabilmistir. Her ii¢
seker dikkate alindiginda toplam sekerin yaklagik %76’smin  kullanilabildigi
goriilmektedir. Seker tiketimi 64.30 g/L, maksimum iiretim hizi 2.49 g/L/giin,

maksimum gelisme hizi ise 3.38 g/L/giin olarak belirlenmistir.

%12 laktoz igerigine sahip DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen iiretimde biyokiitle miktar1 (13.27 g/kg) fermentasyon isleminin 9.
giinlinde, mikrobiyel yag miktar1 da (3.84 g/kg) yine 9. giiniinde en yiiksek seviyeye
ulagmig, fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de %§8.00 laktoz kullanilmadan
kalmig, laktozun yaklasik %33’ kullanilabilmistir. Seker tiiketimi 40.05 g/L,
maksimum tiretim hiz1 0.55 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 ise 1.43 g/L/glin olarak
saptanmistir. Laktoz icerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmug DP-PSP kullanilan
tiretimde biyokiitle miktar1 (23.83 g/kg) fermentasyon isleminin 9. giiniinde, mikrobiyel

yag miktar1 (13.91 g/kg) 8. giinlinde en yiiksek seviyeye ulagsmig, fermentasyon iglemi
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sonucunda DP-PSP’de %2.05 laktoz ve 9%0.01 glikoz kullanilmadan kalmis, galaktoz
ise 8. giinde tamamen tiiketilmistir. Laktozun yaklasik %32’si, glikozun da %99.8°1
kullanilabilmistir. Her {i¢ seker dikkate alindiginda toplam sekerin yaklasik %77 sinin
kullanilabildigi goriilmektedir. Seker tiikketimi 99.00 g/L, maksimum firetim hiz1 2.90
g/L/glin, maksimum gelisme hiz1 ise 2.98 g/L/glin olarak tespit edilmistir.

%16 laktoz igerigine sahip DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen iiretimde biyokiitle miktar1 (12.60 g/kg) fermentasyon isleminin 9.
giiniinde, mikrobiyel yag miktar1 da (3.88 g/kg) yine 9. giiniinde en yiiksek seviyeye
ulagmig, fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de %12.60 laktoz kullanilmadan
kalmis, laktozun yaklasik %21°1 kullanilabilmistir. Seker tiikketimi 33.96 g/L,
maksimum tiretim hiz1 0.60 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 ise 1.52 g/L/giin olarak
belirlenmistir. Laktoz igerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP kullanilan
tiretimde biyokiitle miktar1 (28.34 g/kg) fermentasyon isleminin 9. giiniinde, mikrobiyel
yag miktar1 da (18.21 g/kg) yine 9. giinlinde en yiiksek seviyeye ulasmis, fermentasyon
islemi sonucunda DP-PSP’de %?2.70 laktoz, %?2.38 galaktoz ve %0.52 glikoz
kullanilmadan kalmistir. Laktozun yaklasik %30’u, galaktozun %52’si, glikozun da
%91°1 kullanilabilmistir. Her {i¢ seker dikkate alindiginda toplam sekerin yaklasik
%58’1inin kullanilabildigi goriilmektedir. Seker tiiketimi 93.40 g/L, maksimum {iretim
hiz1 4.60 g/L/gilin, maksimum gelisme hiz1 ise 3.75 g/L/giin olarak saptanmustir.

Kontrol besi ortaminda Mortierella isabellina ile ylriitiilen liretimde biyokiitle
miktar1 (10.97 g/kg) fermentasyon isleminin 6. giinlinde, mikrobiyel yag miktar1 da
(6.29 g/kg) yine 6. giiniinde en yiiksek seviyeye ulasmistir. Fermentasyonun 5. giinlinde
glikoz tamamen tiiketilmistir. Seker tiikketimi 30.00 g/ maksimum iiretim hiz1 2.11

g/L/giin, maksimum gelisme hizi ise 2.63 g/L/giin olarak saptanmustir.

Mortierella ramanniana ile gercgeklestirilen fermentasyonlar sonucunda %4.5
laktoz igerigine sahip DP-PSP kullanilan tiretimde biyokiitle miktar1 (12.78 g/kg) ve
mikrobiyel yag miktar1 (5.52 g/kg) fermentasyon isleminin 9. giliniinde en yliksek
seviyeye ulasmis, fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de %1.07 laktoz

kullanilmadan kalmus, laktozun yaklasik %76’s1 kullanilabilmistir. Seker tiiketimi 34.32
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g/L, maksimum iiretim hizi 0.62 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 ise 1.45 g/L/glin
olarak bulunmustur. Laktoz icerigi %4.5 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP
kullanilan iiretimde biyokiitle miktar1 (15.89 g/kg) fermentasyon isleminin 9. giiniinde,
mikrobiyel yag miktar1 da (6.62 g/kg) yine 9. giiniinde en yiiksek seviyeye ulasmus,
fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de %0.73 laktoz ve 9%0.15 galaktoz
kullanilmadan kalmis, glikoz ise 7. giinde tamamen tiiketilmistir. Laktozun yaklasik
%32’s1, galaktozun da %92’si kullanilabilmistir. Her ii¢ seker dikkate alindiginda
toplam sekerin yaklasik %75’inin kullanilabildigi goriilmektedir. Seker tiiketimi 41.45
g/L, maksimum tiretim hiz1 0.75 g/L/glin, maksimum gelisme hiz1 ise 2.51 g/L/giin

olarak belirlenmistir.

%8 laktoz igerigine sahip DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde biyokiitle miktar1 (15.85 g/kg) fermentasyon isleminin 9.
gilinlinde, mikrobiyel yag miktar1 (5.46 g/kg) 8. giinlinde en yiiksek seviyeye ulasmis,
fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de % 3.38 laktoz kullanilmadan kalmus,
laktozun yaklasik %58’1 kullanilabilmistir. Seker tiiketimi 46.16 g/L, maksimum iiretim
hiz1 0.89 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 ise 2.40 g/L/giin olarak bulunmustur. Laktoz
icerigi %8 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP kullanilan iiretimde biyokiitle miktari
(19.54 g/kg) fermentasyon igleminin 9. giiniinde, mikrobiyel yag miktar1 da (10.61 g/kg)
9. giinlinde en yiiksek seviyeye ulagsmis, fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de
%1.22 laktoz ve %0.14 galaktoz kullanilmadan kalmis, glikoz ise 9. glinde tamamen
tiikketilmistir. Laktozun yaklasik %27’si, galaktozun da %95’ kullanilabilmistir. Her
tic seker dikkate alindiginda toplam sekerin yaklasik %74’liniin kullanilabildigi
goriilmektedir. Seker tiketimi 62.46 g/L, maksimum iiretim hizi 1.28 g/L/giin,

maksimum gelisme hiz1 ise 2.62 g/L/giin olarak belirlenmistir.

%12 laktoz igerigine sahip DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde biyokiitle miktar1 (12.25 g/kg) fermentasyon isleminin 9.
giiniinde, mikrobiyel yag miktar1 da (3.97 g/kg) yine 9. giiniinde en yiiksek seviyeye
ulagmig, fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de %8.97 laktoz kullanilmadan
kalmis, laktozun yaklasik %25°1 kullanilabilmistir. Seker tiikketimi 30.32 g/L,

maksimum tretim hiz1 0.69 g/L/gilin, maksimum gelisme hiz1 ise 1.71 g/L/giin olarak
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saptanmistir. Laktoz icerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmug DP-PSP kullanilan
tiretimde biyokiitle miktar1 (13.93 g/kg) fermentasyon isleminin 9. giiniinde, mikrobiyel
yag miktar1 da (6.58 g/kg) 9. giinlinde en yiiksek seviyeye ulagmis, fermentasyon islemi
sonucunda DP-PSP’de %2.23 laktoz ve 9%2.38 glikoz ve %2.89 galaktoz kullanilmadan
kalmistir. Laktozun yaklasik %16’s1, glikozun %49°u, galaktozun da %29’u
kullanilabilmistir. Her {i¢ seker dikkate alindiginda toplam sekerin yaklasik %31’inin
kullanilabildigi goriilmektedir. Seker tiiketimi 30.32 g/L, maksimum {iretim hiz1 0.69

g/L/glin, maksimum gelisme hizi ise 1.71 g/L/giin olarak belirlenmistir.

%16 laktoz icerigine sahip DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde biyokiitle miktar1 (6.81 g/kg) fermentasyon isleminin 9.
giiniinde, mikrobiyel yag miktar1 da (0.92 g/kg) yine 9. giiniinde en yiiksek seviyeye
ulagmig, fermentasyon islemi sonucunda DP-PSP’de %14.46 laktoz kullanilmadan
kalmis, laktozun yaklasik %10’u kullanilabilmistir. Seker tiiketimi 15.43 g/L,
maksimum {iiretim hiz1 0.16 g/L/giin, maksimum gelisme hiz1 ise 0.85 g/L/glin olarak
bulunmustur. Laktoz igerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilan
tiretimde biyokiitle miktar1 (11.75 g/kg) fermentasyon isleminin 9. giiniinde, mikrobiyel
yag miktar1 da (5.65 g/kg) yine 9. giinlinde en yliksek seviyeye ulagsmis, fermentasyon
islemi sonucunda DP-PSP’de 9%2.82 laktoz, %4.06 glikoz ve %3.84 galaktoz
kullanilmadan kalmistir. Laktozun yaklasik %13’#, glikozun %32’si, galaktozun da
%22’si kullanilabilmigtir. Her li¢ seker dikkate alindiginda toplam sekerin yaklasik
%22’sinin kullanilabildigi goriilmektedir. Seker tiiketimi 33.63 g/L, maksimum iiretim

hiz1 1.08 g/L/gilin, maksimum gelisme hiz1 ise 2.30 g/L/giin olarak tespit edilmistir.

Kontrol besi ortaminda Mortierella ramanniana ile yiriitiillen liretimde biyokiitle
miktar1 (10.60 g/kg) fermentasyon isleminin 7. giliniinde, mikrobiyel yag miktar1 da
(4.82 g/kg) yine 7. giiniinde en yiiksek seviyeye ulasmistir. Fermentasyonun 7. giinlinde
glikoz tamamen tiiketilmistir. Seker tiiketimi 30.00 g/L maksimum tiretim hiz1 0.91

g/L/glin, maksimum gelisme hiz1 ise 1.73 g/L/giin olarak saptanmustir.

Hiruta vd’nin (1996a) ger¢eklestirdigi calismada Mortierella ramanniana var.

angulispora IFO 8187’nin farkl sicakliklarda gelistirilmesi (100 g glikoz igeren 400 ml
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besi ortaminda 5 giin siire ile ¢alkalamal1 inkiibatérde) durumunda iiretilen biyokiitle ve
lipit miktar1 ile yag asitleri kompozisyonu belirlenmistir. 20°Cde gelistirilen kiiltiirlerde
kuru biyokiitle miktar1 1.6 g/L, yag miktar1 0.96 g/L, kuru biyokiitlede yag orant %60;
25 °C’de gelistirilenlerde kuru biyokiitle miktar1 8.2 g/L, yag miktar1 3.9 g/L, kuru
biyokiitlede yag oram1 %47.5; 30°C’de gelistirilenlerde ise kuru biyokiitle miktar1 9.8
g/L, yag miktar1 4.1 g/L, kuru biyokiitlede yag oram1 %41.8 olarak tespit edilmistir.
Arastiricilarin ayni ¢alismasinda Mortierella ramanniana var. angulispora IFO 8187 ve
Mortierella ramanniana mutant MM 15-1’in (mutant bir susu) 30°C’de sirayla 5 ve 6
giinliik fermentasyonlar1 sonucunda Mortierella ramanniana var. angulispora IFO 8187
icin kuru biyokiitle agirligi 9.7 g/L, mikrobiyel yag miktar1 4.2 g/L; Mortierella
ramanniana mutant MM 15-1 i¢in kuru biyokiitle agirligi 10.1 g/L, mikrobiyel yag
miktar1 3.6 g/L olarak tespit edilmistir. Arastirma bulgular1 ile tez g¢alismasinda
kullanilan Mortierella ramanniana (DSM 62752) ile gerceklestirilen iiretimler
kiyaslandiginda %16 laktoz igeren DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda diisiik
biyokiitle (6.81 g/kg) ve yag miktart (0.92 g/kg) elde edildigi goriilmektedir. Diger

tiretimlerde yiiksek biyokiitle ve yag miktarlarina ulagilmistir.

Hiruta vd’nin (1996b) Mortierella ramanniana mutant MM 15-1 ile yaptiklari
calismada y-linolenik asit diizeyinin artirilmast amaclanmis ve iiretim i¢in optimum
kosullar belirlenmistir. Buna gore 30 L’lik fermentorde gerceklestirilen iiretimde
optimum baslangi¢c glikoz iceriginin 300 g/L, optimum baglangic pH degerinin 4.0
oldugu belirlenmistir. Hiicre konsantrasyonunun 62 ile 66 g/L arasinda degistigini, yag
miktarmin ise 30 g/L oldugu belirtilmistir. Fermentasyon sicakliginin etkisi incelenmis,
en yliksek lipit icerigine (31.4 g/L) 30 °C sicaklikta ulagildigi belirtilmis, asilamada
kullanilan spor konsantrasyonunun 2.7x10% olmasi durumunda en yiiksek biyokiitle
miktarina (81.2 g/L) ve mikrobiyel yag miktara (42.1 g/L) ulasildigi, 250 rpm
karistirma hizinda en yiiksek biyokiitle (72.2 g/L) ve mikrobiyel yag miktara (37 g/L)
ulagildig1 belirtilmistir. Arastirmada kullanilan mikroorganizma mutant bir sus oldugu
icin elde edilen biyokiitle ve yag miktarlar1 olduk¢a yiiksek bulunmustur. Tez
calismasinda elde edilen bulgulara gore biyiikiitle ve yag miktarina ait degerler mutant

susa gore daha diisiik diizeylerdedir.
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Wynn ve Ratledge’nin (2000) yaptig1 ¢alismada ticari olarak ARA {iretiminde
kullanilan Mortierella alpina ile glikoz (30 g/L), Tween 20 (16 g/L), Tween 40 (16 g/L)
ve Tween 80 (16 g/L) igeren 200 ml’lik besi ortaminin bulundugu erlenlerde
calkalamali  inkiibatorde (30°C’de, 145 rpm’de 4 giin) fermentasyonlar
gergeklestirilmistir. Bu fermentasyonlar sonucunda glikozda yapilan iiretimde kuru
biyokiitle miktar1 3.1 g/L, Tween 20°’de 0.3 g/L, Tween 40°da 0.6 g/L ve Tween 80°de
yapilan iiretimde ise 0.7 g/L; kuru biyokiitlede yag oranlar1 (w/w) ise sirayla % 19.3,
%32.5, %35.5 ve %39.4 olarak bulunmustur. Calisma sonugclar ile tez ¢alismasindan
elde edilen sonuglar kiyaslandiginda, tez ¢alismasinda daha yiiksek biyokiitle ve yag

oranlarina ulasildig1 goriilmektedir.

Kavadia vd (2001) Zygorhynchus moelleri BPIC 1703, Zygorhynchus molleri
MUCL 1430, Mortierella ramanniana AHUM 2922, Mortierella isabellina ATHUM
2935, Rhizopus stolonifer LGAM (9)1, Rhizopus stolonifer BPIC 1676, Mucor
rouxianus CBS 120-08 ve Cunninghamella sp. LGAM (9)2 ile 30 g/L glikoz i¢eren 50
ml besi ortaminda (180 rpm, 28°C’de) GLA igeren mikrobiyel yag iiretimi amaciyla
fermentasyonlar gergeklestimislerdir. Mortierella ramanniana AHUM 2922 ile
gerceklestirilen iiretimde 166 saatlik fermentasyon sonunda kuru biyokiitle miktar1 6.1
g/L, yag miktar1 1.19 g/L ve kuru biyokiitlede yag oran1 %19.5 olarak tespit edilmistir.
Mortierella isabellina ATHUM 2935 ile gergeklestirilen iiretimde 140 saatlik
fermentasyon sonunda kuru biyokiitle miktar1 10.5 g/L, yag miktar1 2.94 g/L, kuru
biyokiitlede yag orani %28.1 olarak tespit edilmistir. Tez calismasinda kontrol besi
ortaminda yliriitilen fermentasyonda Kavadia vd’nin (2001) yaptiklar1 c¢alisma esas
almmigtir. Fakat tez c¢alismasinda Mortierella isabellina ATHUM 2935 yerine
Mortirella isabellina (DSM 1414), Mortierella ramanniana AHUM 2922 yerine de
Mortierella ramanniana (DSM 62752) kullanildig1 i¢in ayni sartlarda farkli sonuglar
ortaya konulmustur. Tez calismasinda elde edilen sonuclara gore Mortirella isabellina
(DSM 1414)’nin biyokiitle ve yag miktarlarina ait degerlerin aragtiricilarin sonuglart ile
benzerlik ortaya koydugu, Mortierella ramanniana (DSM 62752)’nin biyokiitle ve yag

miktarina ait degerlerin ise daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Papanikolaou ve Aggelis’in (2002) yaptig1 calismada saf gliserol ve endiistriyel
gliserolle fermentasyonlar gergeklestirilmis ve Yarrowia lipolytica ile mikrobiyel yag
tretilmistir. Konik erlenlerde calkalamali inkiibatérde simirlanmis azot ortaminda
gergeklestirilen calismada baslangic substrat orani 30 g/L olarak ayarlanmis (C/N orani
100), fermentasyon sonunda maksimum spesifik gelisme hizi umax= 0.21 h™!' olarak
bulunmustur. Daha yiiksek baslangi¢ substrat oranlarinda (45, 80 ve 120 g/L) biyokiitle
olusumunun 6.0 ile 7.5 g/l arasinda degistigi belirtilmistir. Fakat erlenlerde
gerceklestirilen bu iiretimlerde kuru biyokiitlede yag oranmin diisiik oldugunu (0.05-
0.10 g/g) saptamislardir. Bunun da sitrik asit olusumundan kaynaklandigi, fermentasyon
isleminin siirekli sistemde gerceklestirilmesi durumunda biyokiitle miktarinin 8.1 g/L ve
yag miktariin da 3.5 g/L’ye kadar yiikseldigini belirlemislerdir. Tez ¢alismasindan elde

edilen bulgulara gdre tez ¢aligmasindaki biyokiitle ve yag miktarina ait degerler daha

yiiksektir.

Papanikolaou vd’nin (2002) yaptikler1 ¢alismada substrat olarak doymus yag
asitlerinden (stearin) olusan endistriyel bir yagda Yarrowia lipolytica ile
gergeklestirdikleri fermentasyonda, fermentasyon ortaminin farkli baslangi¢ stearin
konsantrasyonlarinin olusan biyokiitle, yag ve yag asitleri lizerine etkileri belirlenmistir.
Baglangig pH degerinin 6, sicakligin 28 °C, stearin/amonyum siilfat oranimin 20 g/g,
oldugu sartlarda 65-85 saat inkiibasyon sonunda, farkli baslangic stearin
konsantrasyonlarinda (4 g/L, 10 g/L, 14 g/L, 15 g/L, 16 g/L ve 20 g/L) kuru biyokiitle
miktar1 sirayla 3.8 g/L, 8.7 g/L, 11.3 g/L, 12.5 g/L, 10.2 g/L ve 10.3 g/L olarak
belirlenmis, fementasyon siiresi i¢cinde en yiiksek mikrobiyel yag oranlar ise sirayla 1.0
g/L, 3.8 g/L, 5.7 g/L, 6.8 g/L, 5.0 g/L ve 5.1 g/L olarak saptanmistir. Besi ortaminda
substrat olarak kullanilan strearin kalintis1 sirayla 0.4 g/L, 1.0 g/L, 3.2 g/L, 4.5 g/L., 5.0
g/ ve 9.9 g/l olarak tespit edilmistir. Yapilan calisma ile kiyaslandiginda tez
calismasinda elde edilen biyokiitle ve yag miktarlarina ait degerlerin daha yiiksek

oldugu goriilmektedir.
Papanikolaou vd’nin (2004) Mortierella isabellina (ATHUM 2935) ile

gerceklestirdikleri calismada fermentasyon ortaminin baslangi¢ seker

konsantrasyonunun (45.0 g/L, 50.2 g/L, 60.5 g/L, 71.0 g/L ve 101.9 g/L) olusan
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biyokiitle, mikrobiyel yag ve yag asitleri iizerine etkileri belirlenmistir. Arastirmacilar
250 saatlik fermentasyon siiresi sonunda baslangic seker konsantrasyonuna gore
biyokiitle miktarini sirasiyla 14.9 g/L, 17.2 g/L, 23.1 g/L, 24.1 g/L ve 35.9 g/L olarak,
yag miktari ise sirayla 8.2 g/L, 9.1 g/L, 11.9 g/L, 13.0 g/L ve 18.1 g/L olarak
bulmuslardir. Kuru biyokiitlede yag oranini sirayla 0.55 g/g, 0.53 g/g, 0.52 g/g, 054 g/g
ve 0.50 g/g olarak saptamislardir. Fermentasyon sonun da kullanilmadan kalan seker
miktarm sirayla 1.5 g/L, 1.8 g/L,1.5 g/L, 1.1 g/L, 0.0 g/L olarak belirlemislerdir.
Aragstiricilarin - Mortierella isabellina (ATHUM 2935) icin buldugu sonuglar tez
calismasinda Morteierella isabellina (DSM 1414) kullanilarak yapilan iiretimlere ait
sonuglarla benzerlik gostermektedir. Laktaz enzimi uygulanmis, glikoz igceren DP-
PSP’lerde baslangi¢ kuru maddesinin artisi ile birlikte hem biyokiitle miktarinda hem de
yag miktarinda artis gozlenmektedir. Arastiricilarin 45.0 g/L glikoz igeren besi
ortaminda gerceklestirdigi {iretimlere ait sonuglari ile tez caligmasinda %4.5 (45 g/L)
laktoz igeren laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP ile ger¢eklestirilen iiretimlerden elde

edilen sonuclar birbirine olduk¢a benzerlik goéstermektedir.

Dong ve Walker’in (2008) yaptigi ¢aligmada islenmis kanola pulguklar1 ve
kekinin hem karbon hem de azot kaynagi olarak degerlendirilebilecegi belirtilmis ve 1.5
g kanola pulguklari, 1.5 g kanola keki ve 1.5 g glikoz i¢eren (kontrol besi ortami) ii¢
ayr1 besi ortaminda (50 ml erlenlerde) Mortierella alpina ve Pythium irregulare ile ayri
ayr1 ve bunlarin karisik kiiltiirleri ile gerceklestirilen fermentasyonlar sonunda (20°C’de
150 rpm’de 7 giin) Mortierella alpina’nin yiiksek yag iiretimi sagladigi, 1.5 g kanola
pulgugu iceren substratta 128.5 mg, kek iceren substratta 84.5 mg lipit {iirettigi
saptanmustir. Tez ¢caligmasindan elde edilen bulgularda biyokiitle ve yag miktarinin daha

yiiksek oldugu anlasilmaktadir.
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4.5. Uretilen Mikrobiyel Yaglarin Yag Asidi Kompozisyonlar

Fermentasyonlarda {iretilen biyokiitlelerden ekstrakte edilen mikrobiyel yaglarin
yag asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki % alan degerleri belirlenmis
ve bu degerler lizerine DP-PSP’lerin baglangi¢ kurumadde diizeylerinin, laktaz enzimi

uygulamasinin ve fermentasyon siiresinin etkileri saptanmistir.

4.5.1. Mortierella isabellina ile gerceklestirilen fermentasyonlarda elde edilen

mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlari

Laktoz igerigi %4.5 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde edilen mikrobiyel yaglarin yag
asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami tizerindeki % alan degerlerine ait ortalama
sonuglart Cizelge 4.22°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, miristik asit ve
eikosanoid (arasidik) asit degerlerinin biitlin yag asitleri i¢inde % 1’in altinda oldugu
tespit edilmistir. Palmitoleik asit fermentasyonun 1. giiniinde en diisiik degeri (%1.58)
verirken, 5. gilinlinde en yiiksek diizeye (%3.22) ulagmigtir. Palmitik asitin
fermentasyonun 1. giiniinde en diislik degeri (%20.03) verdigi, 6. giinlinde ise en yiiksek
degeri (%27.34) gosterdigi tespit edilmistir. Coklu doymamis yag asitlerinden olan vy-
linolenik asitin fermentasyonun 1. giiniinde en yiiksek degeri (%10.01) gosterdigi,
fermentasyon siiresince olusan yag miktarinin artmasi ile birlikte azalarak 9. giiniinde en
diisiik degeri (%2.18) ortaya koydugu belirlenmistir. Linoleik asitin fermentasyonun 2.
giiniinde (%14.58) en diisiik diizeyinde iken, 1. giiniinde en yiiksek degeri (%18.58)
verdigi saptanmistir. Fermentasyonun 1. giiniinden sonra azalma gosteren linoleik asitin
fermantasyon sonlarina dogru tekrar artisa gectigi goriilmektedir. Biitlin yag asitleri
icerisinde en fazla bulunan oleik asitin, fermentasyonun 1. giiniinde en diisiik (%43.18)
diizeyde oldugu, 2. giiniinde en yiiksek (%49.15) diizeyine ulastig1, diger giinlerde ise
cok degisiklik gostermedigi saptanmustir. Stearik asitin fermntasyonun 1. gilinliinde en
yiiksek diizeyde (%5.63) bulundugu, daha sonra giderek azaldigi ve 8. giiniinde en
diisiik diizeyde (%3.06) oldugu belirlenmistir. Fermentasyon siiresince palmitoleik asit
ve oleik asitin artis gosterdigi, y-linolenik asit ve stearik asitin ise azalma ortaya

koydugu goriilmektedir.
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Laktoz icerigi %@4.5 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak
Mortierella isabellina ile gerceklestirilen liretimde fermentasyon siiresince elde edilen
mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki % alan
degerlerine ait ortalama sonuglar1 Cizelge 4.23’de verilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, miristik asitin fermentasyonun 1. giinii hari¢ diger giinlerinde ve eikosanoid asitin
fermentasyonun biitiin gilinlerinde, % 1’in altinda degerler verdigi tespit edilmistir.
Palmitoleik asit degerinin fermentasyonun 2. giiniinde en diisiik (%0.84) diizeyde
oldugu, 1. giiniinde en yiiksek seviyeye (%2.57) ulastig1 saptanmistir. Palmitoleik asit
degerlerinin fermentasyon sonlarinda artis gosterdigi anlagilmaktadir. Bu artisin kiif
hiicrelerinin gelisme egrisinde duragan faza girmesiyle birlikte fermentasyonda iiretilen
rezerve lipitlerin tiiketilmeye baslanmas: ile paralellik ortaya koydugu goriilmektedir.
Palmitik asit degerinin fermentasyonun 2. giiniinde en diisiik seviyede (%20.93) oldugu,
5. gilinlinde ise en yiiksek diizeye (%26.02) ulastig1 tespit edilmistir. Fermentasyonun 7.
glinlinden sonraki duragan fazda palmitik asit diizeylerinde azalma oldugu
goriilmektedir. Coklu doymamis yag asitlerinden olan vy-linolenik asit degerinin
fermentasyonun 2. giiniinde en yiiksek seviyede (%10.22, 9. giinlinde ise en diisiik
(%3.23) diizeyde oldugu belirlenmistir. Linoleik asit degerinin fermentasyonun 3.
giintinde (%14.20) en diisiik diizeyinde iken, 7. giiniinde en yiiksek (%20.60) seviyeyi
ortaya koydugu saptanmistir. Fermentasyonun duragan fazinda linoleik asit degerlerinde
artisin oldugu dikkati gekmektedir. Biitiin yag asitleri i¢erisinde en fazla oranda bulunan
oleik asitin, fermentasyonun 1. gilinlinde en diisikk (%41.31) diizeyde oldugu, 3.
giiniinde en yiiksek (%46.46) seviyeye ulastigi belirlenmistir. Stearik asit degerinin
fermentasyonun 1. giiniinde en yiiksek diizeyde (%11.80) bulundugu, 9. giiniinde en
diisiik diizeyde (%4.39) oldugu belirlenmistir. Fermentasyonun duragan fazinda stearik
asite ait degerlerin azalma ortaya koydugu anlasilmaktadir. Fermentasyon siiresince
palmitoleik asit ve linoleik asitin duragan fazda artis gosterdigi, palmitik asit ve stearik

asitin ise azalma ortaya koydugu goriilmektedir.
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Laktoz icerigi %8 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde edilen mikrobiyel yaglarin yag
asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami tizerindeki % alan degerlerine ait ortalama
sonuclart Cizelge 4.24’de verilmistir. Elde edilen sonuglara goére, miristik asit ve
eikosanoid asit degerlerinin biitiin yag asitleri i¢inde % 1’in altinda oldugu saptanmustir.
Palmitoleik asitin fermentasyonun 2. giiniinde (%0.23) en diisiik degeri verdigi, 7.
giiniinde (%2.50) ise en yliksek diizeye ulastig1 belirlenmistir. Palmitik asit degerinin
fermentasyonun 2. giiniinde (%20.94) en diisiik diizeyde oldugu, 1. giiniinde (%28.77)
ise en yiiksek seviyede bulundugu tespit edilmistir. Coklu doymamis yag asitlerinden
olan y-linolenik asit degerinin, fermentasyonun 1. giiniinde en diisiik seviyede (%1.10)
bulundugu, 2. ve 3. giiniinde artig gdstererek 3. gilinlinde en yiiksek diizeyine (%4.60)
ulastig1 ve fermentasyon siiresince olusan yag miktarinin artmasi ile birlikte azalma
gosterdigi belirlenmistir. Linoleik asit degeri fermentasyonun 1. giiniinde (%11.02) en
diisiik diizeyinde iken, 5. giiniinde en yliksek seviyeye (%22.13) ulastig1 saptanmustir.
Biitiin yag asitleri igerisinde en fazla bulunan oleik asitin, fermentasyonun 4. giiniinde
en diistik (%44.34), 1. giinlinde ise en yiiksek (%52.37) diizeyde oldugu saptanmustir.
Stearik asitin fermntasyonun 1. giiniinde en yiiksek diizeyde (%5.86) bulundugu, 4.

giinlinde en diisiik diizeyde (9%3.92) oldugu belirlenmistir.
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Laktoz icerigi %8 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak
Mortierella isabellina ile gerceklestirilen liretimde fermentasyon siiresince elde edilen
mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki % alan
degerlerine ait ortalama sonuglar1 Cizelge 4.25’de verilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, miristik asit degeri fermentasyonun 4. giiniinde en diisiik diizeyinde (%0.81) iken,
1. giiniinde en yiiksek seviyesinde (%1.54) bulunmustur. Palmitoleik asit degerinin
fermentasyonun 8. giiniinde en diisiik (%1.06), 1. giiniinde ise en yiiksek seviyede
(%1.64) oldugu saptanmistir. Palmitik asit degerinin fermentasyonun 1. giliniinde en
diisiik seviyede (%18.01) oldugu, 9. giiniinde ise en yiiksek diizeye (%28.90) ulastig1
tespit edilmistir. Coklu doymamis yag asitlerinden olan y-linolenik asite ait degerin
fermentasyonun 7. giinlinde en diisiik (%0.28), 1. giinlinde ise en yliksek (%11.94)
diizeyde oldugu belirlenmistir. y-Linolenik asit degerinin, ozellikle duragan faz
baslangict olan 8. ve 9. giinlerde artis gosterdigi dikkati ¢ekmektedir. Linoleik asit
degerinin fermentasyonun 7. giiniinde (%4.00) en diisiik diizeyinde iken, 1. giiniinde en
yiiksek (%17.94) seviyeyi ortaya koydugu saptanmistir. Linoleik asit degerinin de,
Ozellikle duragan faz baslangict olan 8. ve 9. giinlerde artis gosterdigi dikkati
cekmektedir. En fazla oranda bulunan oleik asitin, fermentasyonun 1. giiniinde en diisiik
(%42.95) diizeyde oldugu, 6. giiniinde en yiiksek (%56.17) seviyeye ulastigi
belirlenmigtir. Fermentasyonun duragan faz baslangici olan 8. ve 9. giinlerde oleik asit
degerinde azalma oldugu goriilmektedir. Stearik asit degerinin fermentasyonun 2.
giiniinde en yiiksek diizeyde (%9.28) bulundugu, 1. giinlinde ise en diisiik diizeyde
(%5.84) oldugu belirlenmistir. Oleik asit degerlerine benzer sekilde stearik asit
degerlerinde de fermentasyonun 8. ve 9. giinlerinde azalma oldugu goriilmektedir.
Eikosanoid asit degerinin en diisiik diizeyi (% 0.43) fermentasyonun 6. giiniinde ortaya

konulurken, 2. giiniinde en yiiksek seviyesine (%1.80) ulasilmistir.
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Laktoz igerigi %12 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde edilen mikrobiyel yaglarin yag
asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami tizerindeki % alan degerlerine ait ortalama
sonuclar1 Cizelge 4.26’da verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, miristik asit degerinin
fermentasyonun 6. giiniinde en diisiik (%0.48), 1. gliniinde en yiiksek (%1.24) seviyede
oldugu tespit edilmistir. Palmitoleik asit degeri fermentasyonun 4. giiniinde en diisiik
(%0.99), 8. giiniinde ise en yiiksek diizeye (%1.75) ulagmistir. Palmitik asitin,
fermentasyonun 1. giiniinde en diisiik (%17.78), 8. giiniinde ise en yiiksek degeri
(%23.10) gosterdigi tespit edilmistir. Palmitik asitin fermentasyonun sonlarinda daha
yuksek degerler verdigi goriilmektedir. y-Linolenik asitin fermentasyonun 1. giiniinde
en yliksek degeri (%9.80) gosterdigi, fermentasyon siiresince olusan yag miktarinin
artmasi ile birlikte azalarak 9. giiniinde en diisiik degeri (%4.41) ortaya koydugu
belirlenmistir. Linoleik asit degerinin fermentasyonun 1. giiniinde (%20.15) en diisiik
diizeyde iken, 5. giinlinde en yiiksek seviyeye (%23.48) ulastig1 saptanmistir. Biitlin yag
asitleri icerisinde en fazla bulunan oleik asitin, fermentasyonun 5. giiniinde en diisiik
(%38.96), 6. giiniinde ise en yiiksek (%43.68) diizeyde oldugu saptanmistir. Stearik
asitin, fermentasyonun 4. giiniinde en yiiksek (%7.84), 9. giiniinde ise en diisiik diizeyde
(%5.59) oldugu belirlenmistir. Eikosanoid asit degerinin fermentasyonun 9. giiniinde en

yiiksek (%0.22), 1. giiniinde ise en diisiik diizeyde (%1.75) oldugu belirlenmistir.
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Laktoz igerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak
Mortierella isabellina ile gerceklestirilen liretimde fermentasyon siiresince elde edilen
mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki % alan
degerlerine ait ortalama sonuglar1 Cizelge 4.27°de verilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, miristik asit degeri fermentasyonun 7. gilinlinde en yiiksek diizeyde (%1.04)
bulunmus, diger giinlerinde ise %]1’in altinda seviyelerde tespit edilmistir. Palmitoleik
asit degerinin fermentasyonun 2. giiniinde en diisiik (%0.70), 1. giinlinde ise en yliksek
seviyede (%2.08) oldugu saptanmistir. Palmitik asit degerinin fermentasyonun 2.
giininde en diisikk seviyede (%19.69) oldugu, 4. giinlinde ise en yiiksek diizeye
(%28.50) ulastig1 tespit edilmistir. y-Linolenik asite ait degerin fermentasyonun 6.
giiniinde en diisiik (%0.54), 2. giinlinde ise en yliksek (%6.75) diizeyde oldugu
belirlenmistir. Fermentasyonda 7. giinden itibaren duragan faza girilmesiyle yag
tiretiminde azalmanin meydana geldigi, 6zellikle 9. giinde rezerve lipitlerin tiiketildigi
goriilmiistlir. S6z konusu duragan fazda y-linolenik asit degerlerinde biiyiik oranda artig
oldugu dikkati ¢ekmektedir. Linoleik asit degerinin fermentasyonun 6. giiniinde en
diisiik (%5.81) diizeyinde iken, 1. giiniinde en yiiksek (%14.27) seviyeyi ortaya
koydugu saptanmustir. Linoleik asit degerinin de, 6zellikle duragan fazda dikkate deger
bir artis gosterdigi anlagilmaktadir. Biitiin yag asitleri i¢erisinde en fazla oranda bulunan
oleik asitin, fermentasyonun 7. giiniinde en diisiik (%43.18), 1. giiniinde ise en yliksek
(%53.28) seviyede oldugu belirlenmistir. Fermentasyonun duragan fazinda oleik asit
degerinde azalma oldugu goriilmektedir. Stearik asit degerinin fermentasyonun 3.
giiniinde en yiiksek diizeyde (%13.46) bulundugu, 1. giinlinde ise en diisiik diizeyde
(%3.80) oldugu belirlenmistir. Oleik asit degerlerine benzer sekilde stearik asit
degerlerinde de fermentasyonun 7., 8. ve 9. giinlerinde azalma oldugu goriilmektedir.
Eikosanoid asit degerlerinin fermentasyonun biitlin giinlerinde %1’in altinda diizeylerde

bulundugu saptanmustir.
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Laktoz igerigi %16 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella isabellina ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde edilen mikrobiyel yaglarin yag
asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami tizerindeki % alan degerlerine ait ortalama
sonuclar1 Cizelge 4.28’de verilmistir. Elde edilen sonuclara gore, miristik asit degerinin
fermentasyonun 1. giiniinde en yiiksek (%1.11), 4. giiniinde ise en diisiik diizeyde
(%0.54) oldugu tespit edilmistir. Palmitoleik asit degerinin fermentasyonun 4. giiniinde
en diisiik (%0.41), 3. giiniinde ise en yiiksek seviyede (%0.95) oldugu saptanmuistir.
Palmitik asit degerinin fermentasyonun 2. giiniinde en diisiik seviyede (%18.93) oldugu,
7. glinlinde ise en yliksek diizeye (%23.68) ulastig1 tespit edilmistir. Palmitik asite ait
degerlerin fermentasyon siiresince artis gosterdigi belirlenmistir. y-Linolenik asite ait
degerin fermentasyonun 9. giiniinde en diisiik (%5.48), 2. giiniinde ise en yliksek
(%13.85) diizeyde oldugu belirlenmistir. Fermentasyon siiresince yag miktarindaki
artisa karsi y-linolenik asit degerlerine azalma goriilmiistiir. Linoleik asit degerinin
fermentasyonun 1. giinlinde en diisiik (%17.40) diizeyde oldugu, 8. giiniinde ise en
yiiksek (%22.86) seviyeye ulastigi saptanmustir. Biitiin yag asitleri igerisinde en fazla
oranda bulunan oleik asitin, fermentasyonun 3. giiniinde en diisiik (%36.14), 1. giiniinde
ise en yiksek (%44.04) seviyede oldugu belirlenmigtir. Stearik asit degerinin
fermentasyonun 5. giinlinde en yiiksek (%10.67), 2. giiniinde ise en diisiik diizeyde
(%7.99) oldugu belirlenmistir. Stearik asit degerinin fermentasyonun 5. giiniinden sonra
artis gosterdigi dikkati ¢ekmektedir. Eikosanoid asit degerinin fermentasyonun 4.
giininde en yiiksek diizeyde (%1.05) oldugu, diger biitiin giinlerinde %1’in altinda

seviyelerde bulundugu saptanmustir.
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Laktoz igerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak
Mortierella isabellina ile gerceklestirilen liretimde fermentasyon siiresince elde edilen
mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki % alan
degerlerine ait ortalama sonuglar1 Cizelge 4.29°da verilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, miristik asit degeri fermentasyonun 1. gilinlinde en yiiksek diizeyde (%1.81)
bulunmus, diger giinlerinde ise %]1’in altinda seviyelerde tespit edilmistir. Palmitoleik
asit degerinin fermentasyonun 6. giiniinde en diisiik (%0.35), 1. giinlinde ise en yliksek
seviyede (%2.77) oldugu saptanmistir. Palmitik asit degerinin fermentasyonun 2.
giininde en diisikk seviyede (%18.34) oldugu, 9. giinlinde ise en yiiksek diizeye
(%25.30) ulastig1 tespit edilmistir. y-Linolenik asite ait degerin fermentasyonun 6.
giiniinde en diisiik (%0.19), 2. giinlinde ise en yliksek (%7.57) diizeyde oldugu
belirlenmistir. Fermentasyonun 1., 2. ve 3. giinlerinde {iiretilen yag miktarinin diisiik
seviyelerde oldugu, 5., 6. ve 7. giinlerinde ise yag iiretim hizinda artisin meydana
geldigi; bu donemlerin y-linolenik asit degerleri iizerine etkilerinin oldugu gézlenmistir.
Yag miktarmin diisiik oldugu donemde v-linolenik asit degerlerine bakildiginda,
degisken olmakla birlikte ytliksek diizeylerde seyrettigi, daha sonra oldukga azaldigi, yag
tiretim hizinda yiikselmenin meydana geldigi 5., 6. ve 7. giinlerinde ise tekrar artis
gosterdigi anlagilmakta ve oldukga dikkat ¢ekici olarak degerlendirilmektedir. Linoleik
asit degerinin fermentasyonun 6. giiniinde en diisiik (%2.05) diizeyinde iken, 7. giiniinde
en yiiksek (%16.78) seviyeye ulagtigi saptanmistir. Linoleik asit degerlerinin de y-
linolenik asit degerlerine benzer sekilde gelisme gdsterdigi anlagilmaktadir. Uretilen yag
miktarinin az oldugu fermentasyonun 1., 2. ve 3. giinlerinde linoleik asit degerlerine
bakildiginda, yiiksek olmakla birlikte ilerleyen giinlerde giderek azaldigi, yag liretim
hizinda yiikselmenin meydana geldigi 5., 6. ve 7. giinlerinde ise tekrar artis gosterdigi
goriilmekte ve oldukea dikkat gekici olarak yorumlanmaktadir. En fazla oranda bulunan
oleik asitin, fermentasyonun 9. giiniinde en diisiik (%43.11), 3. giiniinde ise en yiiksek
(%52.78) seviyede oldugu belirlenmistir. Oleik asit degerlerinin iiretilen yag miktarinin
az oldugu fermentasyonun 1., 2. ve 3. giinlerinde yiiksek diizeyde iken giderek azalma
gosterdigi ve bu azalmanin yag iiretim hizinda yiikselmenin meydana geldigi 5., 6. ve 7.
giinlerinde olduk¢a belirgin hale geldigi goriilmektedir. Stearik asit degerinin
fermentasyonun 6. giiniinde en yiiksek diizeyde (%23.45) bulundugu, 8. giiniinde ise en

diisiik diizeyde (9%8.98) oldugu belirlenmistir. Stearik asite ait degerlerin de iiretilen yag
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miktarinin az oldugu fermentasyonun 1., 2. ve 3. giinlerinde diisiik seyrettigi, daha sonra
artis gosterdigi ve yag iretim hizinda yilikselmenin meydana geldigi 5., 6. ve 7.
giinlerinde tekrar azalarak oldukca diisiik seviyelere indigi goriilmektedir. Eikosanoid
asit degerlerinin fermentasyonun biitlin giinlerinde %1 in altinda diizeylerde bulundugu,

fermentasyon siiresince artig gosterdigi saptanmuistir.
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Kontrol besi ortami kullanilarak Mortierella isabellina ile gerceklestirilen
iretimde fermentasyon siliresince elde edilen mikrobiyel yaglarin yag asidi
kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki % alan degerlerine ait ortalama
sonuclar1 Cizelge 4.30’da verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, miristik asit degeri
fermentasyonun 1. giinlinde en yiiksek diizeyde (%1.02) bulunmus, diger giinlerinde ise
%1’1n altinda seviyelerde tespit edilmistir. Palmitoleik asit degerinin fermentasyonun 1.
giiniinde en diisiik (%1.15), 7. giiniinde ise en yiiksek seviyede (%3.06) oldugu
saptanmustir. Palmitik asit degerinin fermentasyonun 1. giinlinde en diisiik seviyede
(%22.04) oldugu, 3. giinlinde ise en yiiksek diizeye (%26.85) ulastig1 tespit edilmistir. y-
Linolenik asit degerinin fermentasyonun 4. giiniinde en diisiik (%1.77), 1. giiniinde ise
en yiiksek (%8.69) diizeyde oldugu belirlenmistir. y-Linolenik asit degerlerinin
fermentasyonun logaritmik lireme fazinin sonu olan 4. giiniine kadar azalma ortaya
koydugu, 4. giiniinden sonra duragan faza girilmesiyle birlikte giderek artig gosterdigi
tespit edilmistir. Linoleik asit degerinin fermentasyonun 2. giiniinde en diisiik (%10.49)
diizeyinde iken, 8. giiniinde en yiiksek (%16.71) seviyeye ulastig1 saptanmistir. Linoleik
asit degerlerinin fermentasyonun duragan fazinda artig ortaya koydugu goriilmektedir.
En fazla oranda bulunan oleik asitin, fermentasyonun 7. giinlinde en diisiik (%48.64), 5.
giinlinde ise en yliksek (%51.54) seviyede oldugu belirlenmistir. Stearik asit degerinin
fermentasyonun 1. giiniinde en yiiksek diizeyde (%6.37) bulundugu, 6. giiniinde ise en
diisik diizeyde (%3.20) oldugu belirlenmistir. Eikosanoid asit degerlerinin

fermentasyonun biitiin giinlerinde %1 in altinda diizeylerde bulundugu saptanmustir.
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Mortierella isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda elde edilen
mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlarinin GC kromatogramu tizerindeki % alan
degerlerine ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.31°de verilmistir. Tiim ana faktorlerin
(DP-PSP’lerin baglangic kurumadde diizeyleri, laktaz enzimi uygulamast ve
fermentasyon siiresi) ve bunlarin interaksiyonlarinin, 6érneklerin yag asidi bilesenleri

tizerine etkisi dnemli (P<0.01) bulunmustur.
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Farkl1 bilesimlere sahip DP-PSP’lerde Mortierella isabellina ile gergeklestirilen
fermentasyonlar sonucunda elde edilen mikrobiyel yaglarin @ yag asidi
kompozisyonlarinin GC kromatogrami {izerindeki % alan degerleri ortalamalarina ait
Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari Cizelge 4.32°de verilmistir. Buna gore
miristik asit degerleri %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda
en yliksek (%0.860), %4.5 laktoz icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda
ise en diisiik (%0.783) diizeyde bulunmustur. %12 laktoz igerigine sahip DP-PSP ile
%16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonlart sonucunda elde edilen miristik
asit degerleri arasinda farkin 6nemli diizeyde olmadig1 (P>0.05), diger DP-PSP’lerin
fermentasyonlar1 sonucunda elde edilen degerler arasinda ise dnemli diizeyde oldugu
(P<0.05) bulunmustur. Laktaz enzimi uygulamasinin miristik asite ait degerler arasinda
onemli diizeyde (P<0.05) fark olusturdugu, enzim uygulanmis 6rneklerin daha yiiksek
deger (%0.910) ortaya koydugu saptanmistir. Miristik asite ait degerlerin
fermentasyonun bazi giinleri arasinda énemli diizeyde (P<0.05) farkliliklar gosterdigi,
1. glinlinde en yiiksek (%1.159), 4. giiniinde ise en diisiik seviyede (%0.698) oldugu
belirlenmistir. DP-PSP’lerin baslangi¢ kuru madde diizeylerinin palmitoleik asit
degerleri iizerine etkileri dnemli diizeyde (P<0.05) bulunmustur. Palmitoleik asit
degerleri %4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda en yiiksek
(%2.238), %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en
diisiik diizeyde (%0.724) belirlenmistir. Laktaz enzimi uygulamasinin palmitoleik asit
degerleri iizerine Onemli diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu, enzim uygulanmisg
orneklerde degerin azalma (%1.228) gosterdigi tespit edilmistir. Palmitoleik asite ait
degerlerin fermentasyonun bazi giinleri arasinda 6nemli diizeyde (P<0.05) farkliliklar
gosterdigi, 1. giiniinde en yiiksek (%1.699), 2. giiniinde ise en diisiik seviyede (%0.963)
oldugu belirlenmistir. DP-PSP’lerin baslangi¢ kuru madde diizeylerinin palmitik asit
degerleri tlizerine 6nemli diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu belirlenmistir. Palmitik
asit degerlerinin %8 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda en
yiiksek (%25.128), %16 laktoz icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda
ise en diisiik diizeyde (%22.311) oldugu belirlenmistir. Laktaz enzimi uygulamasinin
palmitik asit degerleri lizerine 6nemli diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu, enzim
uygulanmis Orneklere ait degerin artis gosterdigi (%24.982) tespit edilmistir. Palmitik

asite ait degerlerin fermentasyonun bazi giinleri arasinda 6nemli diizeyde (P<0.05)
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farkliliklar gosterdigi, 7. giliniinde en yiiksek (%24.969), 2. giinlinde ise en diisiik
(%20.996) seviyede oldugu belirlenmistir. DP-PSP’lerin baslangic kuru madde
diizeylerinin vy-linolenik asit degerleri {izerine Onemli diizeyde (P<0.05) etkide
bulundugu belirlenmistir. y-Linolenik asit degerlerinin %16 laktoz igerigine sahip DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda en yiiksek (%5.280), %8 laktoz icerigine sahip DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en diisiik (%3.128) diizeyde oldugu saptanmustir.
Laktaz enzimi uygulamasinin 7y-linolenik asit degerleri iizerine Onemli diizeyde
(P<0.05) etkide bulundugu, enzim uygulamasi ile degerin azalma (%3.196) gosterdigi
tespit edilmistir. y-Linolenik asite ait degerlerin fermentasyonun bazi giinleri arasinda
onemli diizeyde (P<0.05) farkliliklar gbsterdigi, 7. giinlinde en yiiksek (%3.418), 2.
giiniinde ise en diisiik (%7.477) seviyede oldugu belirlenmistir. DP-PSP’lerin baslangic
kuru madde diizeylerinin linoleik asite ait degerler iizerine 6nemli diizeyde (P<0.05)
etkide bulundugu tespit edilmistir. Linoleik asit degerlerinin %4.5 laktoz igerigine sahip
DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda en yiiksek (%16.664), %8 laktoz igerigine sahip
DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en diisiik (%13.373) diizeyde oldugu
saptanmistir. Laktaz enzimi uygulamasinin linoleik asit degerleri iizerine Onemli
diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu, enzim uygulamasinin degerin azalmasina
(%11.509) neden oldugu belirlenmistir. Linoleik asite ait degerlerin fermentasyonun
biitiin glinleri arasinda énemli diizeyde (P<0.05) farkliliklar gdsterdigi, 8. gilinlinde en
yiiksek (9%18.554), 6. giiniinde ise en diisiik (%12.678) seviyede oldugu belirlenmistir.
DP-PSP’lerin baslangi¢c kuru madde diizeylerinin biitlin yag asitleri igerisinde en fazla
oranda bulunan oleik asit degerleri iizerine 6nemli diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu
saptanmistir.  Oleik asit degerlerinin %8 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda en yiiksek (%49.170), %16 laktoz igerigine sahip DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en disik (%42.955) diizeyde oldugu
belirlenmistir. Laktaz enzimi uygulamasinin oleik asit degerleri lizerine 6nemli diizeyde
(P<0.05) etkide bulundugu, enzim uygulamasi ile degerin yiikseldigi (%47.946) tespit
edilmistir. Oleik asite ait degerlerin fermentasyonun bazi giinleri arasinda Onemli
diizeyde (P<0.05) farkliliklar gosterdigi, 2. giiniinde en yiiksek (%48.756), 9. giliniinde
ise en disiik (%44.353) seviyede oldugu belirlenmistir. DP-PSP’lerin baslangic kuru
madde igeriklerinin, stearik asit degerleri {lizerine etkilerinin (P<0.05) énemli diizeyde

oldugu saptanmustir. Stearik asit degerlerinin %16 laktoz icerigine sahip DP-PSP’nin
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fermentasyonu sonucunda en yiiksek (%11.954), %4.5 laktoz igerigine sahip DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en diisiik (%5.567) diizeyde oldugu saptanmustir.
Laktaz enzimi uygulamasinin stearik asite ait degerler iizerine 6nemli diizeyde (P<0.05)
etkide bulundugu, enzim uygulamasinin degerin yiikselmesine (%9.736) neden oldugu
tespit edilmistir. Stearik asite ait degerlerin fermentasyonun bazi giinleri arasinda
onemli diizeyde (P<0.05) farkliliklar gbsterdigi, 5. giinlinde en yiiksek (%9.612), 9.
giiniinde ise en diisiik (%6.566) seviyede oldugu belirlenmistir. DP-PSP’lerin baslangic
kuru madde igeriklerinin, eikosanoid asit degerleri lizerine etkide bulundugu, ancak %8
ve %12 laktoz igerigine sahip DP-PSP’lerin fermentasyonlar1 sonucunda elde edilen
eikosanoid asit degerleri arasindaki farkin 6nemli diizeyde olmadigi (P>0.05) tespit
edilmigtir. Diger DP-PSP’lerin fermentasyonlar1 sonucunda elde edilen eikosanoid asit
degerleri arasindaki farkin ise Onemli diizeyde (P<0.05) oldugu saptanmistir.
Eikosanoid asit degerlerinin %8 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda en yiiksek (%0.720), %4.5 laktoz icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda ise en disliik (%0.311) diizeyde oldugu belirlenmistir. Laktaz enzimi
uygulamasinin eikosanoid asite ait degerler {lizerine 6nemli diizeyde (P<0.05) etkide
bulundugu, enzim uygulamasinin degerin diismesine (%0.493) neden oldugu tespit
edilmistir. Eikosanoid asite ait degerlerin fermentasyonun sadece 2. giiniinde diger
giinlerinden 6nemli diizeyde (P<0.05) farkli oldugu saptanmis, fermentasyonun 2.
giiniinde en yiiksek (%1.337), 3. giinliinde ise en diisiikk (%0.366) seviyede oldugu
belirlenmistir. Ancak fermentasyonun 2. giinii hari¢ diger giinlerinde eikosanoid

degerleri arasinda farkliliklarin 6nemli diizeyde olmadigi (P>0.05) dikkati ¢ekmektedir.

Sonug olarak palmitik, oleik ve eikosanoid asit i¢cin en yiiksek degerlere %8
laktozlu DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ulasilirken, palmitoleik ve linoleik asit
icin en yiiksek degerler %4.5 laktozlu DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde
edilmistir. Miristik, y-linolenik ve stearik asitler icin ise en yiiksek degerlere %16
laktozlu DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ulasilmistir. Enzim uygulamasi ile
orneklerin miristik, palmitik, oleik ve stearik asit miktarlar1 artmis, ancak palmitoleik, y-
linolenik, linoleik ve eikosanoid asit miktarlar1 azalma gdstermistir. Fermentasyon
siresine bagli olarak da yag asitleri degerlerinde 6nemli Sl¢iide (P<0.05) degisimler

meydana gelmistir. y-Linolenik, oleik ve eikosanoid asit miktarlar1 fermentasyonun 2.
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giinlinde en yiiksek diizeyde bulunmustur. Fermentasyonun ilerleyen asamalarinda bu
yag asitlerinin diizeylerinde azalma goriilmistiir. Linoleik asit ve palmitoleik asitlerin
fermentasyonun son ii¢ giinlinde artis gosterdigi, oleik asit ve stearik asitlerin ise azalma

ortaya koydugu saptanmustir.

236



"19pa dpeyI YI[I[3j1e] dPUISAAIALS GO'0>d JoJIey N1S15o

€90°0 F o6¥1°0 299°0 ¥,995°9 09L°0 F £5E° ¥ 878°0 F 495781 0STOFoLLY'E 9950 F oqe€9L 7T TITOF SEQT £00°0 F (P80 6
LS00 F 4TEV0 69°0 F,#09'9 L88°0 F ;6681 Pb8°0 F 7S5 8T 8T0 F526Y°E 8€S°0 7 ,T0S 7T VTTOF WLGT 820°0 ¥ 528L°0 8
050°0 F (950 ¥29°0 ¥ :956'9 6T 1 F 0PT'Sh POV T oT6T°LT LEVO Fo8THE 16t°0 F .696'v2 0£T°0 F8T9'T 9€0°0 F (9180 gl
€90°0 F 41250 8671 FTtr'6 8TE'T T (£9T'8Y 0L8'1 ¥ 8L9°CT TLS0 T ,9887T 12L°0 F g:bS8'72 020 7,60€'T €00°0 F2L5L°0 9
170°0 F 48570 LIV 1 ¥:2196 OVE'T F 86797 911'T 7,180'HT 1690 FoTTH'E 02L°0 F T65 VT 9070 ¥ 565€'T 820°0 F 6720 S Gﬂ%
€90°0 F (8150 80T'1 9206 €90°T F ,G25°9 128'1 F o£6V 7T 069'0 Fp29.°€ €SL°0F ,TTT W S61°0F pp2T'T T50°0 F 4869°0 ¥ )
9€0°0 F 499€°0 898°0 F ,109°8 PST1F,TTY Oy YLST F69L8'ET LLL'OF5TTT'S 169°0 7 V68'€Z PP1°0 7,50 T 9€0°0 7 42280 3
€510 F oLEET 029°0 ¥ ,828'L POI'T ¥ 95,8 T61°1 ¥ 60Z°E€T L68°0 FolLtrL 165°0 F 6966'02 0ST°0 F 4£96°0 090°0 ¥ 40£8°0 i
$81°0 F 46070 8LS'0 F,82T'L SETT F L6807 L89°0 F 50G7°9T SII'T 746829 916'0 F ,LE5'TZ T61°0 7 669'T T01°0 F 65T'T 1
8€0°0 F €670 815°0 ¥ +95L'6 TTS'0 F9V6'LY $L9°0 F 4605 TT 8TE'0 Fo96T'E 85€°0 F +286'7C 6L0°0 F ¢822'T 0£0°0 T 0760 Tep (2¢L=N)
Y1170 F £909°0 YLT0 FqTTT9 PES'0 F 48Y8'YY Y9€°0 F 52€E 6T THE'0 Fo2€S'S 8670 F (77922 LOT'0 ¥ :695'T TTO0F4LVL0  OA wizu3
0S0°0 ¥ 49850 $8L°0 F o¥S6'TT 0%6'0 F 556°ZF 9VT'1 F,8LE°ST ¥29°0 70825 6LE0F,TTEZT 680°0 F 472L0 950°0 7 :098°0 9T
€80°0 ¥ :0£9°0 6270 F 4S6T'8 185°0 FoZbL'LY LEO'T F4892°9T 99Y°0 F469L 7 7950 F.ELE€T LLOOFoLVT'T 1€0°0 ¥ .£58°0 4 (98=N)
120 F:02L°0 TIE0Fo8LT'9 8¥L°0 ¥ 0LT'6 €60'T F pELEET 197°0 F,82T'€ €95°0 ¥ +821'SZ S60°0 F (S8Y'T LY0'0 F 6180 8 Sppew M
120°0 F5TTE0 9L£°0 F pL95°G 79€°0 ¥ ,02L°SY SYE0 F+799°0T 8TV'0 FolLTY TTE0 F VY vT TE1'0 F:8E2°C 0£0°0 F €820 Sy

Jise plouesoy13 Jse LIea)s use B0 Jse xjisjoul use juajour-A Jse yniwed use isjonuled usensUIN

UQ[IPd 9P[d BPUNONUOS JIB[UOASBIUSWLIOJ] US[LINSI5193 o[ eul||ages! B||a481ON P9 dSd-dd diyes aroqwissqiq Ipped 7¢'+ 93[9z1)

(@SFX) werdnuos 1153y euLse[isiey nyod
uBOUN(] }I8 BULIB[BWE[EIIO LID[IZOP UB[E 9, IOPULIdZN IueISojewion] D) uruLe[uoAsizodwoy ipise §ek uue[geA [oA1qoniu

237



Wynn ve Ratledge’nin (2000) yaptig1 ¢alismada ticari olarak ARA {iretiminde
kullanilan Mortierella alpina ile glikoz (30 g/L), Tween 20 (16 g/L), Tween 40 (16 g/L)
ve Tween 80 (16 g/L) igeren 200 ml’lik besi ortaminin bulundugu erlenlerde
calkalamali  inkiibatorde (30°C’de, 145 rpm’de 4 giin) fermentasyonlar
gergeklestirilmistir. Bu fermentasyonlar sonucunda glikozda yapilan iiretimde elde
edilen mikrobiyel yagda %]1.8 miristik asit, %15.9 palmitik asit, %13.1 stearik asit,
%24.2 oleik asit, %7.6 linoleik asit, %4 y-linolenik asit, %3 dihomo-y-linolenik asit ve
%18.2 aragidonik asit bulundugu tespit edilmistir. Mikroorganizma c¢esidinin farkl
olmasindan dolay1 yag asidi bilesiminin tez ¢alismasina ait bulgulardan farklilik ortaya
koydugu goriilmektedir. Mortierella alpina’nin daha ¢ok ARA ihtiva eden yag

tiretiminde kullanildig: bildirilmektedir.

Kavadia vd’nin (2001) 30 g/L glikoz i¢eren 50 ml besi ortaminda (180 rpm,
28°C’de) GLA igeren mikrobiyel yag iiretimi amaciyla Mortierella isabellina ATHUM
2935 ile yaptig1 fermentasyonda elde edilen mikrobiyel yagda GLA igerigi %4.3 olarak
tespit edilmistir. Arastirmacilarin ¢alisma sonuglart ile tez caligmasinda elde edilen

GLA igerine ati degerler benzerlik gostermektedir.

Papanikolaou vd’nin (2002) yaptigi c¢alismada substrat olarak endiistriyel
gliserol-stearin  karisimindan olugsan besi ortaminda Yarrowia lipolytica ile
gergeklestirdikleri fermentasyonda 140 saat sonunda elde edilen mikrobiyel yagin yag
asidi kompozisyonunu %17 palmitik asit, %76 stearik asit, %4.5 oleik asit, %1 linoleik
asit olarak saptamislardir. Gortildiigli gibi mayalarla iiretilen mikrobiyel yagin yag asidi

kompozisyonu kiiflerle iiretilen yagdan oldukca farklilik gostermektedir.

Papanikolaou vd’nin (2004) Mortierella isabellina (ATHUM 2935) ile
gerceklestirdigi ¢alismada fermentasyon ortaminin baslangic seker konsantrasyonunun
(45.0 g/L, 50.2 g/L, 60.5 g/L, 71.0 g/L ve 101.9 g/L) olusan biyokiitle, mikrobiyel yag
ve yag asitleri iizerine etkisini belirlemislerdir. 250 saatlik fermentasyon siiresi sonunda
baslangi¢c seker konsantrasyonuna gore elde edilen mikrobiyel yaglardaki yag asidi
kompozisyonlar1 saptanmistir. Baslangi¢c glikoz diizeyi ve fermentasyon siiresinden

etkilenmeksizin yag asidi kompozisyonlarinin benzer sonuglar ortaya koydugu tespit
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edilmistir. Elde edilen bulgulara gbre yag asitleri igerisinde yaklasik %50 diizeylerinde
olan oleik asitin en fazla oranda bulunan yag asidi oldugu, bunu yaklasik %22 orani ile
palmitik asitin takip ettigi, yaklasik %15 diizeylerinde linoleik asit, %3 dolaylarinda
palmitoleik asit, %3.5 y-linolenik asit ve yaklasik %1.5 diizeylerinde stearik asitin yer
aldig1 saptanmistir. Arastiricilarin Mortierella isabellina (ATHUM 2935) i¢in buldugu
sonuglar tez calismasinda Morteierella isabellina (DSM 1414) kullanilarak yapilan
tiretimlere ait sonuclarla benzerlik gostermektedir. Tez c¢alismasinda tespit edilen
palmitoleik asit diizeylerinin arastiricilarin degerlerinden daha diisiik, stearik asit
degerlerinin ise daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Baslangi¢ laktoz diizeyleri dikkate
alindiginda %4.5, %12 ve %16 laktoz icerigine sahip DP-PSP’lere ait 6rnekler ile laktaz
enzimi uygulanmamis gruba ait 6rneklerin y-linolenik asit diizeylerinin arastiricilarin vy-
linolenik asite ait bulgularindan daha yiiksek oldugu anlasilmaktadir. Ayrica
arastirmacilarin bildirdigine gore degisik caligmalarda farkli besi ortamlarinda ve farkl
mikroorganizmalarla yiiriitiilen liretimler sonucunda farkli y-linolenik asit degerlerine
ulagildig1 ifade edilmistir. Konu ile ilgili olarak yapilan iiretimlerde; kesikli kiiltiirde
glikoz kullanilarak gelistirilmis M. circinelloides ile iretilen yagda y-linolenik asit
oraninin %4.8, kesikli kiiltirde glikoz kullanilarak gelistirimis M. ramanniana ile
tiretilen yagda y-linolenik asit oraninin %12.0, siirekli kiiltiirde glikoz kullanilarak
gelistirilmis M. rouxii ile Uiretilen yagda y-linolenik asit oraninin %32.4, kesikli kiiltiirde
nisasta kullanilarak gelistirilmis C. echinulata ile iiretilen yagda y-linolenik asit oraninin
%12.1, kesikli kiiltirde glikoz ve yag kullanilarak gelistirilmis M. mucedo ile iiretilen
yagda y-linolenik asit oranmin %3.4, kesikli kiiltiirde glikoz ve yag kullanilarak
gelistirimis C. echinulata ile tretilen yagda y-linolenik asit oraminin %3.8, kesikli
kiiltiirde nisasta kullanilarak gelistirilmis C. echinulata ile iiretilen yagda y-linolenik asit
oraninin %11.7, geri beslemeli kesikli kiiltirde glikoz kullanilarak gelistirilmis M.
ramanniana ile tretilen yagda y-linolenik asit oraninin %17.6, geri beslemeli kesikli
kiiltiirde asetik asit kullamilarak gelistirilmis M. circinelloides ile iiretilen yagda vy-
linolenik asit oraninin %19.4, kesikli kiiltiirde glikoz kullanilarak gelistirilmis Z.
moelleri ile lretilen yagda y-linolenik asit oranmin %15.1, kesikli kiiltiirde glikoz
kullanilarak gelistirilmis C. echinulata ile iiretilen yagda y-linolenik asit oraninin %16.4
ve kesikli kiiltiirde glikoz kullanilarak gelistirilmis M. isabellina ile iiretilen yagda y-

linolenik asit oraninin %4.4 oldugu bildirilmistir.
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Dong ve Walker’in (2008) yaptig1 calismada islenmis kanola pulcuklar1 ve
kekinin hem karbon hem de azot kaynagi olarak degerlendirilebilecegi belirtilmis ve 1.5
g kanola pulguklari, 1.5 g kanola keki ve 1.5 g glikoz i¢eren (kontrol besi ortami) ii¢
ayr1 besi ortaminda (50 ml erlenlerde) Mortierella alpina ve Pythium irregulare ile ayri
ayri ve bunlarin karisik kiiltiirleri ile gerceklestirilen fermentasyonlar sonunda (20°C’de
150 rpm’de 7 giin) Mortierella alpina’nin yiiksek yag iiretimi sagladigi, 1.5 g kanola
pulgugu igeren substratta gelistirilen 6rnekte %20.3 ARA ve %3.3 EPA, 1.5 g kanola
keki iceren substratta gelistirilen ornekte %12.5 ARA ve %2.7 EPA ve glikoz iceren
substratta gelistirilen orneklerde %20.1 ARA ve %0.3 EPA saptanmistir. Mortierella
alpina’nin 6zellikle ARA ve EPA bakimindan zengin bir yag {irettigi goriilmektedir.
Ayn1 mikroorganizma ile DP-PSP’de iiretimlerin denenmesi dikkat g¢ekici sonuglarin

elde edilmesini saglayabilir.

4.5.2. Mortierella ramanniana ile gerceklestirilen fermentasyonlarda elde edilen

mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlari

Laktoz icerigi %4.5 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde edilen mikrobiyel yaglarin yag
asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami tizerindeki % alan degerlerine ait ortalama
sonuclar1 Cizelge 4.33’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, miristik asit degeri
fermentasyonun 5. giiniinde en yiiksek diizeyi (%1.48) verirken, 9. giinlinde en diisiik
seviyede (%0.17) saptanmustir. Palmitoleik asit fermentasyonun 1. giiniinde en yiiksek
degeri (%1.02) verirken, diger glinlerinde ise hi¢ (%0.00) tespit edilememistir. Palmitik
asitin fermentasyonun 9. giiniinde en diistik (%19.29), 1. giiniinde ise en yiiksek degeri
(%27.80) ortaya koydugu tespit edilmistir. Fermentasyon sirasinda biyokiitle ve yag
iretim hizinda artisin gozlendigi 2., 6. ve 9. giinlerde palmitik asit degerlerinde
azalmanin olmas1 dikkati ¢ekmektedir. Coklu doymamis yag asitlerinden olan -
linolenik asitin fermentasyonun 4. giiniinde en yiiksek degerine (%3.72) ulastigi, 8.
giiniinde ise en diisiik seviyede (%1.88) oldugu, fermentasyon siiresince yag iiretim
hizinin diisiik oldugu 3., 4. ve 5. giinlerde yiiksek degerler verdigi goriilmektedir.
Linoleik asit degerinin fermentasyonun 1. giiniinde (%8.27) en diisiik diizeyinde iken,

fermentasyon siiresince artis gostererek 9. giliniinde en yiiksek seviyeye (%20.62)
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ulastig1 saptanmistir. Fermentasyon sirasinda biyokiitle ve yag iiretim hizinda artisin
gozlendigi 2., 6. ve 9. giinlerde linoleik asit degerlerinde artisin oldugu dikkati
cekmektedir. Biitlin yag asitleri icerisinde en fazla oranda bulunan oleik asitin,
fermentasyonun 5. giiniinde en diisiik (%47.84) seviyede oldugu, 2. giiniinde ise en
yiiksek (%57.91) diizeyine ulastig1 saptanmistir. Stearik asitin fermentasyonun 5.
giinlinde en yiiksek diizeyde (%8.47) bulundugu, 2. giinlinde en diisiik diizeyde (%2.87)
oldugu belirlenmistir. Fermentasyon sirasinda biyokiitle ve yag iiretim hizinda artisin
gozlendigi 2., 6. ve 9. giinlerde stearik asit degerlerinde azalmalarin meydana geldigi
goriilmektedir. Eikosanoid (aragidik) asite ait degerin fermentasyonun 2. giiniinde en
yiiksek diizeyde (%1.82), 3. ve 5. giinlerinde ise en diisiik seviyede (%0.13) oldugu

belirlenmistir.
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Laktoz icerigi %@4.5 olan laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP kullanilarak
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde
edilen mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki
% alan degerlerine ait ortalama sonuglar1 Cizelge 4.34’de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, miristik asit degeri fermentasyonun 1. giliniinde en yiiksek diizeyi
(%1.90) verirken, 9. giinlinde en diisiik seviyede (%0.59) belirlenmistir. Palmitoleik asit
degerinin fermentasyonun 3. giiniinde en diisiik (%0.14) diizeyde, 1. giiniinde en yiiksek
seviyede (%3.13) oldugu saptanmustir. Palmitik asit degerinin fermentasyonun 9.
giiniinde en diisiik seviyede (%20.84), 1. giinlinde ise en yliksek diizeyde (%27.49)
oldugu tespit edilmistir. Palmitik asit degerlerinin fermentasyon siiresince azalma
gosterdigi anlasilmaktadir. Coklu doymamis yag asitlerinden olan y-linolenik asit
degerinin fermentasyonun 2. giiniinde en yiiksek seviyede (%8.56), 7. gliniinde ise en
diisiik (%4.49) diizeyde oldugu belirlenmistir. Fermentasyon siiresince y-linolenik asite
ait degerlerin en yliksek ve en diisiik oldugu giinler hari¢ fazla degisiklik gostermedigi,
ancak fermentasyon sirasinda glikozun tiilkenmis oldugu 7. giinde en diisiik seviyede
olmas1 dikkat c¢ekmektedir. Linoleik asit degerinin fermentasyonun 7. giliniinde
(%15.53) en diislik diizeyinde iken, 9. giiniinde en yliksek (%18.46) seviyeyi ortaya
koydugu saptanmistir. Fermentasyon sirasinda biyokiitle ve yag liretim hizinin en fazla
oldugu 5. giinde linoleik asite ait degerin artis gosterdigi anlasilmaktadir. Biitiin yag
asitleri igerisinde en fazla oranda bulunan oleik asitin, fermentasyonun 1. giiniinde en
diisiik (%38.99) diizeyde oldugu, 8. giiniinde en yiiksek (%46.94) seviyeye ulastigi
belirlenmistir. Stearik asit degerinin fermentasyonun 7. giiniinde en yiiksek diizeyde
(%10.81) bulundugu, 1. giiniinde ise en diisiik diizeyde (%6.03) oldugu belirlenmistir.
Fermentasyon sirasinda 6. ve 7. giinler arasinda glikozun tiikkendigi, s6z konusu bu
giinlerde stearik asit degerlerinin yiikseldigi gbze carpmaktadir. Eikosanoid asit degeri
fermentasyonun 9. giiniinde en yiiksek diizeye (%1.04) ulasmistir. Fermentasyonun 1.

giiniinde eikosanoid asit tespit edilememistir (%0.00).
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Laktoz icerigi %8 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde edilen mikrobiyel yaglarin yag
asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami tizerindeki % alan degerlerine ait ortalama
sonuclar1 Cizelge 4.35’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, miristik asit degeri
fermentasyonun 1. giiniinde en yiiksek diizeyi (%1.45) verirken, 6. giinlinde en diigiik
seviyede (%0.61) belirlenmistir. Palmitoleik asitin fermentasyonun 2., 3., 5. ve 8.
giinlerinde en diisiik degeri (%0.23) verdigi, 1. giiniinde ise en yiiksek diizeyde (%1.08)
oldugu belirlenmistir. Palmitik asit degerinin fermentasyonun 7. giiniinde en diisiik
diizeyde (%19.06) oldugu, 1. giiniinde ise en yliksek seviyede (%22.62) bulundugu
tespit edilmistir. Coklu doymamis yag asitlerinden olan y-linolenik asit degerinin,
fermentasyonun 5. giinlinde en diisiik seviyede (%4.42) bulundugu, 1. giiniinde en
yiiksek diizeyde (%11.21) oldugu belirlenmistir. Linoleik asit degerinin fermentasyonun
5. gliniinde (%14.49) en diisiik diizeyde iken, 1. giinlinde en yiiksek seviyede (%19.87)
oldugu saptanmustir. Biitiin yag asitleri i¢erisinde en fazla oranda bulunan oleik asite ait
degerin, fermentasyonun 1. giiniinde en diisiik (%37.37), 5. giinlinde ise en yliksek
(%47.94) diizeyine ulastig1 saptanmistir. Stearik asitin fermentasyonun 4. giiniinde en
yiiksek diizeyde (%9.81) bulundugu, 1. giiniinde en diisiikk diizeyde (%6.31) oldugu
belirlenmistir. Eikosanoid asit degerinin fermentasyonun 1. giinlinde en diislik
seviyesinde (%0.11) iken fermentasyon siiresince artis gosterdigi ve 9. giiniinde en

yiiksek diizeye (%1.91) ulastig1 belirlenmistir.
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Laktoz icerigi %8 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde
edilen mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki
% alan degerlerine ait ortalama sonuglar1 Cizelge 4.36’da verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, miristik asit degeri fermentasyonun 1. giiniinde en yiiksek seviyesinde
(%1.26) iken, azalarak 9. giiniinde en diisiik diizeyine (9%0.42) gerilemistir. Palmitoleik
asit degerinin fermentasyonun 1. giinlinde en yiiksek (%1.20), 8. giinlinde ise en diisiik
(%0.06) seviyede oldugu saptanmistir. Palmitik asit degerinin fermentasyonun 1.
giininde en yiiksek seviyede (%25.47) iken, fermentasyon siiresince azalarak 9.
giiniinde en diisiik diizeye (%17.11) indigi tespit edilmistir. Coklu doymamis yag
asitlerinden olan y-linolenik asite ait degerin fermentasyonun 6. giiniinde en diisiik
(%3.00), 2. giinlinde ise en yiiksek (%9.72) diizeyde oldugu belirlenmistir. Linoleik asit
degerinin fermentasyonun 5. giiniinde (%14.16) en diisiik diizeyinde iken, 2. giliniinde
en yliksek (%20.25) seviyeyi ortaya koydugu saptanmistir. Fermentasyonun ilk iki glinii
ile son iki giinlerinde linoleik asit degerlerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. En fazla
oranda bulunan oleik asitin, fermentasyonun 2. giiniinde en diisiik (%37.71) diizeyde
oldugu, 7. giiniinde ise en yiiksek (%49.89) seviyeye ulastig1 belirlenmistir. Uretilen yag
miktarinin diisiik oldugu fermentasyonun 1. ve 2. giinlerinde oleik asite ait degerlerin
daha diisiik oldugu goriilmektedir. Stearik asit degerinin fermentasyonun 6. giinlinde en
yiiksek diizeyde (%13.53) bulundugu, 8. giiniinde ise en diisiik diizeyde (%8.65) oldugu
belirlenmistir. Oleik asit degerlerine benzer sekilde stearik asit degerlerinde de
fermentasyonun 1. ve 2. giinlerinde azalma oldugu goriilmektedir. Stearik asit
degerlerinde ayrica fermentasyonun 8. ve 9. giinlerinde de azalma goze ¢arpmaktadir.
Eikosanoid asit degerlerinin fermentasyonun 9. giinii hari¢ (%1.13) diger giinlerinde

%1’in altinda diizeylerde oldugu goriilmektedir.
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Laktoz icerigi %12 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde edilen mikrobiyel yaglarin yag
asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami tizerindeki % alan degerlerine ait ortalama
sonuclar1 Cizelge 4.37°de verilmistir. Elde edilen sonuclara gore, miristik asit degerinin
fermentasyonun 2. giinii hari¢ (%]1.15) diger giinlerinde %1’in altinda diizeylerde
bulundugu saptanmistir. Palmitoleik asit degerlerinin fermentasyonun biitiin giinlerinde
%1’in altinda seviyelerde bulundugu belirlenmistir. Palmitik asitin, fermentasyonun 6.
giintinde en diisiik (%20.06), 3. giiniinde ise en yiiksek degeri (%21.38) gosterdigi tespit
edilmistir. y-Linolenik asitin fermentasyonun 2. giiniinde en yliksek degeri (%9.64)
gosterdigi, 5. giinlinde ise en diisiik degeri (%3.33) ortaya koydugu belirlenmistir.
Linoleik asit degerinin fermentasyonun 5. giiniinde en diisiik diizeyde (%18.89) iken, 9.
giiniinde en yiiksek seviyeye (%21.74) ulastigi saptanmistir. Biitlin yag asitleri
icerisinde en fazla oranda bulunan oleik asitin, fermentasyonun 2. giiniinde en diisiik
(%39.61), 5. giiniinde ise en yliksek (%49.68) diizeyde oldugu saptanmstir. Stearik asit
degerinin, fermentasyonun 4. giiniinde en yiiksek (%7.51) diizeye ulastigi, sonraki
giinlerde azalma gostererek 9. giiniinde en diisiik diizeye (%5.32) indigi belirlenmistir.
Eikosanoid asit degerinin fermentasyonun 6. giiniinden sonra artig gostererek 9.
giiniinde en yiiksek diizeye ulastigi (%]1.14), diger giinlerinde ise %]1’in altinda

seviyelerde kaldig1 belirlenmistir.
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Laktoz igerigi %12 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde
edilen mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki
% alan degerlerine ait ortalama sonuglar1 Cizelge 4.38’de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, miristik asit degeri fermentasyonun 2. giinlinde en yiiksek (%1.65), 8.
ve 9. glinlerinde en diisiik seviyede (%0.46) bulunmustur. Miristik asit degerleri
fermentasyonun ilk iki giliniinde yiiksek iken fermentasyon siiresince siirekli azalma
gostermistir. Palmitoleik asit degerinin fermentasyonun 1. giiniinde en yiiksek (%1.27)
diizeyde bulundugu, diger giinlerinde ise %1’in altinda seviyelerde kaldigi tespit
edilmistir. Palmitik asit degerinin fermentasyonun 1. giliniinde en yiiksek seviyede
(%22.23) oldugu, fermentasyon siiresince azalarak 9. giiniinde en diisiik diizeye
(%16.98) indigi tespit edilmistir. y-Linolenik asite ait degerin fermentasyonun 6.
giininde en disik (%2.44), 2. gilinlinde ise en yiiksek (%7.02) diizeyde oldugu
belirlenmistir. y-Linolenik asite ait degerlerin iiretilen yag miktarinin oldukga diisiik
oldugu fermentasyonun ilk ii¢ giliniinde yiiksek diizeyde oldugu, daha sonra azalma
gosterdigi, fermentasyonun son iki gilinlinde ise tekrar artig ortaya koydugu
goriilmektedir. Linoleik asit degerinin fermentasyonun 5. giiniinde en diistik (%13.23)
diizeyinde iken, 9. giiniinde en yiiksek (%21.92) seviyeyi ortaya koydugu saptanmustir.
Linoleik asit degerlerinin de fermentasyon ortalarinda azalma gosterdigi, fakat son iki
giinde artig ortaya koydugu goriilmektedir. Biitiin yag asitleri igerisinde en fazla oranda
bulunan oleik asitin, fermentasyonun 2. giiniinde en diisiik (%39.97), 7. giinlinde ise en
yiiksek (%48.20) seviyede oldugu belirlenmistir. Oleik asit degerlerinin fermentasyonun
son iki giiniinde diisiik diizeylerde oldugu gozlenmektedir. Stearik asit degerinin
fermentasyonun 6. giinlinde en yliksek diizeyde (%17.85) bulundugu, 1. giiniinde ise en
diisiik diizeyde (%7.01) oldugu belirlenmistir. Stearik asit degerlerinin fermentasyonun
ortalarinda artis gosterdigi, son iki giiniinde azalma ortaya koydugu goriilmektedir.
Eikosanoid asit degerlerinin fermentasyonun biitlin giinlerinde %1’in altinda diizeylerde

bulundugu saptanmastir.
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Laktoz icerigi %16 olan DP-PSP kullanilarak Mortierella ramanniana ile
gerceklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde edilen mikrobiyel yaglarin yag
asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami tizerindeki % alan degerlerine ait ortalama
sonuclar1 Cizelge 4.39’da verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, miristik asit degerinin
fermentasyonun 3. giiniinde en yiiksek (%2.04), 8. giiniinde ise en diisiik diizeyde
(%0.39) oldugu tespit edilmistir. Miristik asite ait degerlerin fermentasyonun son {i¢
giinliinde azalma gosterdigi belirlenmistir. Palmitoleik asit fermentasyonun 1. giiniinde
tespit edilememis (%0.00), 3. giiniinde ise degerinin en yiiksek seviyede (%1.75) oldugu
saptanmigstir. Palmitik asit degerinin fermentasyonun 1. giinlinde en yiiksek seviyede
(%28.72) oldugu, fermentasyon sliresince azalarak 9. giinlinde en diisiik diizeye
(%18.51) indigi tespit edilmistir. y-Linolenik asite ait degerin fermentasyonun 1.
giiniinde en diisik (%1.47), 4. gilinlinde ise en yiiksek (%9.62) diizeyde oldugu
belirlenmistir. Uretilen yag miktarmim ¢ok diisiik diizeylerde oldugu bu fermentasyon
isleminde y-linolenik asit degerlerinin fermentasyonun biitiin giinlerinde yiiksek
seviyelerde olmasi dikkat c¢ekmektedir. Bilindigi gibi fermentasyonda iiretilen yag
miktarinin diigiik olmasi vy-linolenik asit oranmnin artmasina sebep olmaktadir.
Fermentasyon isleminin ortalarinda y-linolenik asit degerlerinin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Linoleik asit degerinin fermentasyonun 1. giiniinde en diisiik (%18.39)
diizeyde oldugu, 4. giiniinde ise en yiiksek (%24.45) seviyeye ulastig1 saptanmistir.
Fermentasyon isleminin ortalarinda linoleik asit degerlerinin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Biitlin yag asitleri icerisinde en fazla oranda bulunan oleik asitin,
fermentasyonun 4. giinlinde en diisiik (%34.25), 9. giiniinde ise en yiiksek (%47.01)
seviyede oldugu belirlenmistir. Oleik asit degerleri fermentasyon isleminin ilk {i¢
giiniinde yiliksek iken azalma gostermis, sonra tekrar son {i¢ gilinlinde artig ortaya
koyarak en yiiksek diizeyine ulagsmistir. Stearik asit degerinin fermentasyonun 7.
giinlinde en yiiksek (%9.80), 8. ve 9. giinlerinde ise en diisiik diizeyde (%5.09) oldugu
belirlenmistir. Stearik asit degerlerinin fermentasyonun 8. ve 9. giinlerinde azalma
gosterdigi dikkati ¢ekmektedir. Eikosanoid asit degerlerinin fermentasyonun biitiin
giinlerinde %1’in altinda diizeylerde bulundugu, son iki giiniinde artig gosterdigi

belirlenmistir.
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Laktoz igerigi %16 olan laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP kullanilarak
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen iiretimde fermentasyon siiresince elde
edilen mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki
% alan degerlerine ait ortalama sonuglar1 Cizelge 4.40°da verilmistir. Elde edilen
sonucglara gore, miristik asit degeri fermentasyonun 1. giiniinde en yiiksek diizeyde
(%3.21) iken, fermentasyon siiresince azalma gostererek 8. giinde en diisiik seviyeye
(%0.51) inmistir. Palmitoleik asit degerinin fermentasyonun 2. giiniinde en yiiksek
diizeyde (%6.51) oldugu bulunmustur. Palmitoleik asit, fermentasyonun kalan
giinlerinde hizla azalma gostermis, 8. ve 9. gilinlerinde tespit edilememistir (%0.00).
Palmitik asit degerinin fermentasyonun 1. giiniinde en yiiksek seviyesinde (%31.20)
iken, fermentasyon siiresince azalarak 9. giiniinde en diisiik diizeye (%17.50) indigi
tespit edilmistir. Palmitik asit degerlerinin fermentasyonun 6. giiniinden sonra kif
hiicrelerinin duragan faza girmeye baslamasi ile birlikte azalma gosterdigi dikkati
cekmektedir. Fermentasyonun 1. giiniinde y-linolenik asit tespit edilememistir (%0.00).
v-Linolenik asite ait degerin fermentasyonun 3. giiniinde en yliksek (%5.47) diizeyde
oldugu bulunmustur. y-Linolenik asit degerleri fermentasyonun 6. giiniinden sonra kiif
hiicrelerinin duragan faza girmeye baslamasi ile birlikte azalma gostermistir. Linoleik
asit degerinin fermentasyonun 1. giiniinde en diisiik (%9.97) diizeyinde iken, artig
gosterdigi, bu artisin fermentasyonun 6. giiniinden sonra kiif hiicrelerinin duragan faza
girmeye baglamasi ile birlikte hizlandigi ve 9. giinlinde en yliksek (%20.48) seviyeye
ulastig1 saptanmistir. En fazla oranda bulunan oleik asitin, fermentasyonun 3. giiniinde
en diisiik (%35.75), 1. gilinlinde ise en yiiksek (%45.46) seviyede oldugu belirlenmistir.
Oleik asit degerlerinin fermentasyonun duragan faza yoneldigi 7., 8. ve 9. giinlerinde
azalma gosterdigi tespit edilmistir. Stearik asit degerinin fermentasyonun 1. giiniinde en
diisiik diizeyde (%6.96) bulundugu, fermentasyon siiresince artis gostererek 8. giiniinde
en ylksek diizeye (%18.90) ulastig1r belirlenmistir. Eikosanoid asit degerlerinin
fermentasyonun biitlin giinlerinde %1’in altinda diizeylerde bulundugu, fermentasyon

stiresince artig gosterdigi saptanmustir.
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Kontrol besi ortami kullanilarak Mortierella ramanniana ile gerceklestirilen
iretimde fermentasyon siliresince elde edilen mikrobiyel yaglarin yag asidi
kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki % alan degerlerine ait ortalama
sonuclar1 Cizelge 4.41°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, miristik asit degeri
fermentasyonun 1. giinlinde en yiiksek diizeyde (%1.21) bulunmus, diger giinlerinde ise
%1’1n altinda seviyelerde tespit edilmistir. Palmitoleik asit degerinin fermentasyonun 1.
giiniinde en yiiksek diizeyde (%1.38), diger giinlerinde ise %1’in altinda seviyelerde
oldugu belirlenmistir. Palmitik asit degerinin fermentasyonun 1. giiniinde en yliksek
seviyede (%26.39), 7. glinlinde ise en diisiik diizeyde (%18.51) oldugu tespit edilmistir.
Palmititk asit degerlerinin fermentasyon siiresince azalma ortaya koydugu ancak
fermentasyonun duragan fazi olan 7., 8. ve 9. giinlerinde bir miktar yiikseldigi
goriilmektedir. y-Linolenik asit degerinin fermentasyonun 6. giiniinde en diisiik
(%6.18), 2. giiniinde ise en yliksek (%9.86) diizeyde oldugu belirlenmistir. y-Linolenik
asit degerlerinin fermentasyonun 1., 2. ve 3. gilinlerinde yiiksek oldugu, 4., 5. ve 6.
giinlerinde azalma gosterdigi, fermentasyonun duragan faza girdigi 7., 8. ve 9.
giinlerinde tekrar arttigi, duragan fazdaki bu artisin, 6zellikle glikozun tiikendigi ve
karbon kaynag1 olarak rezerve lipitlerin kullanilmaya baglandig1 8. ve 9. gilinlerde daha
ylksek oldugu dikkati ¢ekmektedir. Linoleik asit degerinin fermentasyonun 3. giiniinde
en diisiik (%16.61) diizeyde oldugu, 7. gilinlinde en yiiksek (%21.60) seviyeye ulastig
saptanmistir. Linoleik asit degerlerinin fermentasyonun duragan fazinda artis ortaya
koydugu goriilmektedir. En fazla oranda bulunan oleik asitin, fermentasyonun 1.
giiniinde en diisiikk (%35.97), 3. giinlinde ise en yiiksek (%47.23) seviyede oldugu
belirlenmistir. Stearik asit degerinin fermentasyonun 2. giiniinde en yiiksek diizeyde
(%7.17) bulundugu, 8. giiniinde ise en diisiik diizeyde (%5.01) oldugu saptanmustir.
Fermentasyonun duragan fazinda stearik asit degerlerinde azalma oldugu goriilmektedir.
Eikosanoid asit degerlerinin fermentasyonun biitlin giinlerinde %1’in altinda diizeylerde
bulundugu saptanmistir. Eikosanoid asit degerlerinin fermentasyonun duragan fazinda

daha diisiik seviyelere diistiigii goriilmektedir.
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Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda elde
edilen mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlarinin GC kromatogrami iizerindeki
% alan degerlerine ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.42°de verilmistir. Tiim ana
faktorlerin (DP-PSP’lerin baslangi¢ kurumadde diizeyleri, laktaz enzimi uygulamasi ve
fermentasyon siiresi) ve bunlarin interaksiyonlarinin, oérneklerin yag asidi bilesenleri

tizerine etkisi onemli (P<0.01) bulunmustur.
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Farkli  bilesimlere sahip DP-PSP’lerde Mortierella ramanniana 1ile
gerceklestirilen fermentasyonlar sonucunda elde edilen mikrobiyel yaglarin yag asidi
kompozisyonlarinin GC kromatogrami {izerindeki % alan degerleri ortalamalarina ait
Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari Cizelge 4.43°de verilmistir. Buna gore
miristik asit degerleri %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda
en yiiksek (%1.287), %12 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda
ise en diistik (%0.711) diizeyde bulunmustur. Ancak %4.5 laktoz igerigine sahip DP-
PSP ile %12 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonlar1 sonucunda elde edilen
miristik asit degerleri arasinda farkin 6nemli diizeyde olmadigi (P>0.05), diger DP-
PSP’lerin fermentasyonlar1 sonucunda elde edilen degerler arasinda ise onemli diizeyde
oldugu (P<0.05) bulunmustur. Laktaz enzimi uygulamasinin miristik asite ait degerler
arasinda onemli diizeyde (P<0.05) fark olusturdugu, enzim uygulanmis 6rneklerin daha
yiiksek deger (%0.940) ortaya koydugu saptanmistir. Miristik asite ait degerlerin
fermentasyonun bazi giinleri arasinda énemli diizeyde (P<0.05) farkliliklar gosterdigi,
1. glinlinde en yiiksek (%1.531), 9. giiniinde ise en diisiik seviyede (%0.456) oldugu
belirlenmigtir. DP-PSP’lerin baslangic kuru madde igeriklerinin palmitoleik asit
degerleri iizerine etkide bulundugu, fakat %4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP ile %8
laktoz icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonlar1 sonucunda elde edilen palmitoleik
asit degerleri arasinda farkin 6nemli diizeyde olmadigi (P>0.05), diger DP-PSP’lerin
fermentasyonlar1 sonucunda elde edilen degerler arasinda ise onemli diizeyde oldugu
(P<0.05) saptanmistir. Palmitoleik asit degerleri %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda en yiiksek (%1.238), %12 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda ise en diisiik diizeyde (%0.196) belirlenmistir. Laktaz enzimi
uygulamasinin palmitoleik asit degerleri iizerine O6nemli diizeyde (P<0.05) etkide
bulundugu, enzim uygulanmis oOrneklerde degerin artis (%0.714) gosterdigi tespit
edilmistir. Palmitoleik asite ait degerlerin fermentasyonun bazi giinleri arasinda énemli
diizeyde (P<0.05) farkliliklar gosterdigi, 2. giiniinde en yiiksek (%1.621), 9. giiniinde
ise en disiik seviyede (%0.113) oldugu belirlenmistir. DP-PSP’lerin baslangi¢ kuru
madde diizeylerinin palmitik asit degerleri iizerine dnemli diizeyde (P<0.05) etkide
bulundugu belirlenmistir. Palmitik asit degerlerinin %16 laktoz icerigine sahip DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda en yiiksek (%22.112), %12 laktoz igerigine sahip
DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en diisiik diizeyde (%20.095) oldugu
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belirlenmistir. Laktaz enzimi uygulamasinin palmitik asit degerleri iizerine Onemli
diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu, enzim uygulanmis 6rneklere ait degerin azalma
gosterdigi (%20.807) tespit edilmistir. Palmitik asite ait degerlerin fermentasyonun bazi
giinleri arasinda 6nemli diizeyde (P<0.05) farkliliklar gosterdigi, 1. glinlinde en yiiksek
(%26.009), 9. giinlinde ise en disik (%18.609) seviyede oldugu belirlenmistir.
Fermentasyon siiresince degerlerin azalma gosterdigi anlagilmaktadir. DP-PSP’lerin
baslangi¢ kuru madde igeriklerinin y-linolenik asit degerleri iizerine 6nemli diizeyde
(P<0.05) etkide bulundugu belirlenmistir. y-Linolenik asit degerlerinin %8 laktoz
icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda en yiiksek (%5.241), %4.5 laktoz
icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en diisiik (%4.151) diizeyde
oldugu saptanmustir. Laktaz enzimi uygulamasinin y-linolenik asit degerleri {lizerine
onemli diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu, enzim uygulamasi ile degerin azalma
(%4.424) gosterdigi tespit edilmistir. y-Linolenik asite ait degerlerin fermentasyonun
bazi giinleri arasinda onemli diizeyde (P<0.05) farkliliklar gosterdigi, 2. giinlinde en
yiiksek (%6.210), 1. giiniinde ise en diisiik (%4.124) seviyede oldugu belirlenmistir.
DP-PSP’lerin baslangi¢ kuru madde diizeylerinin linoleik asite ait degerler {izerine
onemli diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu tespit edilmistir. Linoleik asit degerlerinin
%16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda en yiiksek
(%19.750), %4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en
diisiik (%15.853) diizeyde oldugu saptanmustir. Laktaz enzimi uygulamasinin linoleik
asit degerleri lizerine 6nemli diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu, enzim uygulamasinin
degerin azalmasina (%17.091) neden oldugu belirlenmistir. Linoleik asite ait degerlerin
fermentasyonun bazi giinleri arasinda dnemli diizeyde (P<0.05) farkliliklar gosterdigi,
9. giiniinde en yiiksek (%20.392), 1. giiniinde ise en diisiik (%16.089) seviyede oldugu
belirlenmistir. DP-PSP’lerin baslangic kuru madde diizeylerinin biitiin yag asitleri
icerisinde en fazla oranda bulunan oleik asit degerleri iizerine 6nemli diizeyde (P<0.05)
etkide bulundugu saptanmistir. Oleik asit degerlerinin %4.5 laktoz igerigine sahip DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda en yiiksek (%48.839), %16 laktoz icerigine sahip
DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en diisik (%39.140) diizeyde oldugu
belirlenmistir. Laktaz enzimi uygulamasinin oleik asit degerleri {izerine 6nemli diizeyde
(P<0.05) etkide bulundugu, enzim uygulamasi ile degerin azaldig1 (%43.530) tespit

edilmistir. Oleik asite ait degerlerin fermentasyonun bazi giinleri arasinda Onemli
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diizeyde (P<0.05) farkliliklar gosterdigi, 8. giinlinde en yiiksek (%46.146), 2. giiniinde
ise en disiik (%41.994) seviyede oldugu belirlenmistir. DP-PSP’lerin baslangic kuru
madde iceriklerinin, stearik asit degerleri lizerine etkilerinin (P<0.05) énemli diizeyde
oldugu saptanmustir. Stearik asit degerlerinin %12 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda en yiiksek (%18.658), %4.5 laktoz igerigine sahip DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en diisiik (%7.410) diizeyde oldugu saptanmustir.
Laktaz enzimi uygulamasinin stearik asite ait degerler iizerine 6nemli diizeyde (P<0.05)
etkide bulundugu, enzim uygulamasinin degerin yiikselmesine (%11.973) neden oldugu
tespit edilmistir. Stearik asite ait degerlerin fermentasyonun bazi giinleri arasinda
onemli diizeyde (P<0.05) farklhiliklar gosterdigi, 6. giiniinde en yiiksek (%15.904), 1.
giiniinde ise en diisiik (%6.894) seviyede oldugu belirlenmistir. DP-PSP’lerin baslangic
kuru madde igeriklerinin, eikosanoid asit degerleri iizerine etkilerinin (P<0.05) 6nemli
diizeyde oldugu saptanmustir. Eikosanoid asit degerlerinin %8 laktoz igerigine sahip
DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda en yiiksek (9%0.801), %16 laktoz igerigine sahip
DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en diisik (%0.315) diizeyde oldugu
belirlenmistir. Laktaz enzimi uygulamasinin eikosanoid asite ait degerler iizerine dnemli
diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu, enzim uygulamasinin degerin diismesine (%0.520)
neden oldugu tespit edilmistir. Eikosanoid asite ait degerlerin fermentasyonun bazi
giinleri arasinda 6nemli diizeyde (P<0.05) farkliliklar gosterdigi, 9. giiniinde en yiiksek
(%0.938), 1. giiniinde ise en diisiik (%0.134) seviyede oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak y-linolenik asit ve eikosanoid asit i¢in en yliksek degerlere %8
laktozlu DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ulasilirken, oleik asit i¢in en yliksek
degerler %4.5 laktozlu DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilmistir. Miristik,
palmitoleik, palmitik ve linoleik asitler igin ise en yiiksek degerlere %16 laktozlu DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda ulasilmistir. Enzim uygulamasi ile orneklerin
miristik, palmitoleik ve stearik asit degerleri artmis, ancak palmitik, y-linolenik,
linoleik, oleik ve eikosanoid asit miktarlar1 azalma gdstermistir. Fermentasyon siiresine
bagl olarak da yag asitleri degerlerinde 6nemli olglide (P<0.05) degisimler meydana
gelmistir. Palmitoleik ve y-linolenik asit degerleri fermentasyonun 2. giinlinde en
yiiksek diizeyde bulunmustur. Linoleik ve eikosanoid asitlerin fermentasyonun son ii¢

giiniinde artis gosterdigi saptanmistir.
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Hiruta vd’nin (1996a) gerceklestirdigi ¢alismada Mortierella ramanniana var.
angulispora IFO 8187’°nin farkli sicakliklarda gelistirilmesi (100 g glikoz igeren 400 ml
besi ortaminda 5 giin siire ile ¢alkalamali inkiibatérde) durumunda iiretilen biyokiitle ve
lipit miktar ile yag asitleri kompozisyonu belirlenmistir. 20°C’de gelistirilen kiiltiirlerde
elde edilen mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonu %27.0 palmitik asit (C16:0),
%4.1 stearik asit (C18:0), %39.6 oleik asit (C:18:1), %15.3 linoleik asit (C18:2) ve
%12.7 vy-linolenik asit (C18:3); 25 °C’de gelistirilenlerde %24.0 palmitik asit (C16:0),
%4.8 stearik asit (C18:0), %48.5 oleik asit (C:18:1), %12.0 linoleik asit (C18:2) ve
%09.6 y-linolenik asit (C18:3); 30°C’de gelistirilenlerde ise %23.2 palmitik asit (C16:0),
%S5.1 stearik asit (C18:0), %53.0 oleik asit (C:18:1), %10.5 linoleik asit (C18:2) ve
%7.2 y-linolenik asit (C18:3) olarak tespit edilmistir. Arastiricilarin ayni ¢aligmasinda
Mortierella ramanniana var. angulispora 1IFO 8187 ve Mortierella ramanniana mutant
MM 15-1’in (mutant bir susu) 30°C’de sirayla 5 ve 6 giinlik fermentasyonlari
sonucunda Mortierella ramanniana var. angulispora IFO 8187 i¢in elde edilen
mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonu %24.5 palmitik asit (C16:0), %3.6 stearik
asit (C18:0), %51.0 oleik asit (C:18:1), %10.2 linoleik asit (C18:2) ve %7.0 y-linolenik
asit (C18:3); Mortierella ramanniana mutant MM 15-1 i¢in %26.5 palmitik asit
(C16:0), %4.8 stearik asit (C18:0), %39.0 oleik asit (C:18:1), %13.4 linoleik asit
(C18:2) ve %13.9 y-linolenik asit (C18:3) olarak tespit edilmistir. Arastiricilarin
bulgulari ile tez ¢alismasinda Mortierella ramanniana (DSM 62752) ile gerceklestirilen
tiretimlerden elde edilen mikrobiyel yaglarin yag asidi kompozisyonlar1 ortalamalarina
ait Duncan coklu karsilagtirma testi sonuglar1 kiyaslandiginda (Cizelge 4.43), tez
calismasinda saptanan palmitik asit degerlerinin, fermentasyonun 1. giiniine ait olanlar
disinda arastiricilarin tespit ettigi palmitik asit degerlerinden daha diisiik diizeylerde
oldugu goriilmektedir. Tez ¢alismasinda tespit edilen stearik asit degerlerinin daha
ylksek oldugu anlasilmaktadir. Oleik asit degerlerine bakildiginda, arastiricilarin
20°C’de Mortierella ramanniana var. angulispora IFO 8187 ile gergeklestirdigi liretime
ait ornek ile 30°C’de Mortierella ramanniana mutant MM 15-1 ile ger¢eklestirdikleri
tiretime ait Ornegin tez c¢alismasindaki %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’lerde
gergeklestirilen tliretimlere ait Orneklerin degeri ile benzerlik gosterdigi (~%39), tez
calismasindaki diger orneklere ait degerlerin arastiricilarin tespit ettigi degerlerden daha

diisiik diizeylerde oldugu gozlenmektedir. Linoleik asit degerleri bakimindan
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aragtircilarin  20°C’de Mortierella ramanniana var. angulispora 1FO 8187 ile
gerceklestirdigi liretime ait ornek ile tez ¢alismasindaki %4.5 laktoz igerigine sahip DP-
PSP’lerden elde edilen 6rneklerle benzerlik gosterdigi (~%15), tez ¢alismasindaki diger
orneklerin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Tez calismasindaki y-linolenik asit

degerlerinin arastircilarin bulgularina gore daha diisiik oldugu anlagilmaktadir.

Hiruta vd’nin (1996b) Mortierella ramanniana mutant MM 15-1 ile yaptiklari
calismada y-linolenik asit diizeyinin artirilmast amaclanmis ve iiretim i¢in optimum
kosullar belirlenmistir. Calismada fermentasyon sicakliginin etkisi incelenmis, en
yiiksek vy-linolenik asit igerigine (%17.6) 20 °C sicaklikta ulasildigi ifade edilmis,
asilamada kullanilan spor konsantrasyonunun 1x10° olmasi durumunda pellet
formundaki misellerden en yiiksek y-linolenik asit miktarina (%18.9) ulasildigi, 320
rpm karistirma hizinda en yiiksek y-linolenik asit miktarinin (%18.1) elde edildigi
belirtilmistir. Bu karistirma hizinda yag asitleri bilesimi; %0.5 miristik asit, %29.4
palmitik asit, %2.9 palmitoleik asit, %2.1 stearik asit, %32.6 oleik asit %13.2 linoleik
asit ve %18.1 v-linolenik asit olarak belirlenmistir. Aragtirmada kullanilan
mikroorganizma mutant bir sus oldugu i¢in elde edilen mikrobiyel yagdaki y-linolenik
asit degeri oldukca yiiksek diizeylerde bulunmustur. Tez calismasinda kullanilan
Mortierella ramanniana (DSM 62752) ile gergeklestirilen fermentasyonlardan elde
edilen mikrobiyel yaglarin y-linolenik asit iceriginden yaklasik 4 kat daha yliksek
diizeyde oldugu goriilmektedir. Tez ¢alismasinda elde edilen miristik asit, stearik asit,
oleik asit ve linoleik asit degerlerinin arastiricilarin elde ettigi degerlerden daha ytiiksek
oldugu, palmitik asit ve palmitolek asit degerlerinin daha diislik, y-linolenik asit

degerlerinin ise oldukca diisiik seviyelerde oldugu anlasilmaktadir.

Kavadia vd’nin (2001) 30 g/L glikoz igeren 50 ml besi ortaminda (180 rpm,
28°C’de) GLA igeren mikrobiyel yag iiretimi amaciyla Mortierella ramanniana
ATHUM 2922 ile yaptig1 fermentasyonda elde edilen mikrobiyel yagda GLA igerigi
%9.7 olarak tespit edilmistir. Tez ¢alismasinda kontrol besi ortaminda Mortierella
ramanniana (DSM 62752) ile yapilan fermentasyonla arastiricilarin sonuglar1 benzerlik
gostermektedir. Ancak DP-PSP’lerde gerceklestirilen fermentasyonlarda GLA igerigi

daha diisiik bulunmustur.
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Papanikolaou vd’nin (2004) bildirdigine gore degisik calismalarda farkli besi
ortamlarinda ve farkli mikroorganizmalarla yiiriitiilen iiretimler sonucunda farkli y-
linolenik asit degerlerine ulasildig1 ifade edilmistir. Konu ile ilgili olarak yapilan
tiretimlerde; kesikli kiiltiirde glikoz kullanilarak gelistirilmis M. circinelloides ile
tiretilen yagda y-linolenik asit oraninin %4.8, kesikli kiiltiirde glikoz kullanilarak
gelistirimis M. ramanniana ile iretilen yagda y-linolenik asit oraninin %12.0, siirekli
kiiltiirde glikoz kullanilarak gelistirilmis M. rouxii ile iiretilen yagda y-linolenik asit
oraninin %32.4, kesikli kiiltiirde nisasta kullanilarak gelistirilmis C. echinulata ile
tiretilen yagda y-linolenik asit oranmmin %12.1, kesikli kiiltiirde glikoz ve yag
kullanilarak gelistirilmis M. mucedo ile iiretilen yagda y-linolenik asit oraninin %3.4,
kesikli kiiltiirde glikoz ve yag kullanilarak gelistirimis C. echinulata ile iiretilen yagda
v-linolenik asit oraninin %3.8, kesikli kiiltlirde nigasta kullanilarak gelistirilmis C.
echinulata ile iretilen yagda y-linolenik asit oranmin %11.7, geri beslemeli kesikli
kiiltiirde glikoz kullanilarak gelistirilmis M. ramanniana ile iretilen yagda y-linolenik
asit oranmin %17.6, geri beslemeli kesikli kiiltiirde asetik asit kullanilarak gelistirilmis
M. circinelloides ile tretilen yagda y-linolenik asit oraninin %19.4, kesikli kiiltiirde
glikoz kullanilarak gelistirilmis Z. moelleri ile iiretilen yagda y-linolenik asit oraninin
%15.1, kesikli kiiltiirde glikoz kullanilarak gelistirilmis C. echinulata ile iiretilen yagda
y-linolenik asit oraninin %16.4 ve kesikli kiiltiirde glikoz kullanilarak gelistirilmis M.

isabellina ile iiretilen yagda y-linolenik asit oraninin %4.4 oldugu bildirilmistir.

4.6.  Uretilen Mikrobiyel Yaglarin Baz Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Mikrobiyel yag iiretimi amaciyla gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda

elde edilen mikrobiyel yaglara ait bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikler belirlenmis ve bu

ozelliklere ait degerler karsilastirilmistir.

4.6.1. Mortierella isabellina ile gerceklestirilen fermentasyonlar sonucunda elde

edilen mikrobiyel yaglarin baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Mortierella isabellina ile gerceklestirilen fermentasyonlar sonucunda elde edilen

mikrobiyel yaglarin bazi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine ait degerlerin ortalama
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sonuglart Cizelge 4.44’de verilmistir. Elde edilen sonucglara goére mikrobiyel yag
orneklerine ait 6z agirlik degerinin %12 laktozlu laktaz enzimi uygulanmis DP-PDP’nin
fermentasyonu sonucunda elde edilende en yiiksek diizeyde (0.896 g/ml), %16 laktoz
icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilende ise en diigiik
seviyede (0.812 g/ml) oldugu saptanmistir. Bu degerlerin kontrol besi ortaminin
fermentasyonu sonucunda elde edilen 6rnege ait deger (0.838 g/ml) ile yakin oldugu
belirlenmigtir. Laktaz enzimi uygulanmis Orneklere ait degerlerin yiliksek oldugu

goriilmiistiir.

Kirilma indisine ait degerlerin %12 ve %16 laktoz iceren DP-PSP’lerin
fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag 6rneklerinde en yliksek diizeyde
(1.471), % 8 laktozlu laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda
elde edilen mikrobiyel yag Orneginde ise en diisiik diizeyde (1.468) oldugu tespit
edilmistir. Bu degerlerin kontrol besi ortamiin fermentasyonu sonucunda elde edilen

mikrobiyel yag drnegine ait deger ile paralellik gosterdigi anlasilmaktadir.

Sabunlagsma sayisina ait degerin %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag orneginde en yiiksek diizeyde
(187), %8 ve %12 laktozlu DP-PSP ile %8 laktozlu laktaz enzimi uygulannmis DP-
PSP’lerin fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag Orneklerinde ise en
diisiik diizeyde (184) oldugu tespit edilmistir. Bu degerlerin kontrol besi ortaminin
fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag oOrnegine ait deger (186) ile
paralellik gosterdigi anlagilmaktadir. %8 laktoz igerigine sahip laktaz enzimi
uygulanmis ve uygulanmamis DP-PSP’lere ait degerlerin diger 6érneklerden daha diistik,
%16 laktoz icerigine sahip laktaz enzimi uygulanmis ve uygulanmamis DP-PSP’lere ait

olanlarda ise daha yiiksek diizeyde oldugu goriilmektedir.

Serbest yag asitleri miktarinin %4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag orneginde en yiiksek diizeyde
(%1.61), %16 laktozlu laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda elde edilen mikrobiyel yag drneginde ise en diisiik diizeyde (%1.20) oldugu

belirlenmistir. Orneklere ait serbest yag asitleri miktarinin kontrol besi ortaminin
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fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag Orneginin serbest yag miktari
(%1.38) ile benzer degerler ortaya koydugu goriilmektedir. %12 laktoz igerigine sahip
DP-PSP’ye ait yag ornekleri hari¢ diger orneklerde laktaz enzimi uygulanmis olanlarin

daha diisiik degerler ortaya koydugu anlagilmaktadir.

Peroksit sayisinin %4.5 laktoz icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda elde edilen mikrobiyel yag drneginde en yliksek diizeyde (20.99), %8 laktoz
icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag
orneginde ise en diisik diizeyde (15.30) oldugu belirlenmistir. DP-PSP’lerin
fermenatasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag orneklerine ait peroksit sayisi
degerlerinin kontrol besi ortaminin fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel
yag Orneginin peroksit sayist degerine (14.18) gore daha yiiksek seviyelerde oldugu
dikkati ¢ekmektedir. Ayrica %4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP’ye ait mikrobiyel yag
ornekleri hari¢ diger orneklerde laktaz enzimi uygulamasinin peroksit sayisinda artig

ortaya koydugu anlagilmaktadir.

%8 laktoz icerigine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda elde edilen mikrobiyel yag orneginde iyot sayisinin en yiiksek (85), %16
laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag
Oorneginde ise en diigik diizeyde (80) oldugu belirlenmistir. DP-PSP’lerin
fermenatasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag Orneklerine ait iyot sayisi
degerlerinin kontrol besi ortaminin fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel
yag Orneginin iyot sayisit degeri (82) ile benzerlik ortaya koydugu goriilmektedir. %16
laktoz icerigine sahip laktaz enzimi uygulanmis ve uygulanmamig DP-PSP’lerin
fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag 6rneklerinde iyot sayisinin diger

orneklere gore daha diisiik oldugu goriilmektedir.
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Mortierella isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda elde edilen
mikrobiyel yaglarin bazi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin degerlerine ait varyans analizi
sonuclar1 Cizelge 4.45°de verilmistir. DP-PSP’lerin baslangi¢ kuru madde diizeylerinin,
laktaz enzimi uygulanmasmin ve bunlarin interaksiyonunun oOrneklerin 6z agirlik
degerleri iizerine etkisi onemli (P<0.01) bulunmustur. DP-PSP’lere laktaz enzimi
uygulamasinin 6rneklerin kirilma indisi degerleri iizerine etkisinin dnemli (P<0.01)
oldugu saptanmistir. Bu parametrelerin, orneklerin diger kimyasal 6zellikleri lizerine

etkisinin 6nemli diizeyde olmadig1 (P>0.01) belirlenmistir.

Farkl1 bilesimlere sahip DP-PSP’lerde Mortierella isabellina ile gerceklestirilen
fermentasyonlar sonucunda elde edilen mikrobiyel yaglarin baz1 fiziksel ve kimyasal
ozelliklerin degerlerinin ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilagtirma testi sonuglari
Cizelge 4.46’da verilmistir. Buna gore 6z agirlik degerleri %16 laktoz igerigine sahip
DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda en yiiksek (0.857 g/ml), %12 laktoz icerigine
sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda ise en diisikk (0.830 g/ml) diizeyde
bulunmugstur. DP-PSP’lerin baglangi¢ kurumadde diizeylerinin 6z agirlik degerleri
tizerine etkide bulundugu ancak bu etkinin %12 ile %16 laktoz igerigine sahip DP-
PSP’ler, %16 ile %4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP’ler ve %4.5 ile %8 laktoz
icerigine sahip DP-PSP’ler arasinda 6nemli diizeyde olmadig1 (P>0.05) belirlenmistir.
DP-PSP’lere laktaz enzimi uygulamasinin elde edilen mikrobiyel yag orneklerinin 6z
agirlik degerleri tizerine 6nemli diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu, enzim uygulanmis
orneklerde bu degerlerin daha yiiksek (0.870g/ml) bulundugu belirlenmistir. DP-
PSP’lere laktaz enzimi uygulanmasinin 6rneklerin kirilma indisine ait degerler iizerine
onemli diizeyde (P<0.05) etkide bulundugu, enzim uygulanmis Orneklerde bu
degerlerin daha diisiik diizeyde (1.469) oldugu saptanmistir. DP-PSP’lerin baslangig
kurumadde igeriklerinin Orneklerin kirilma indisi degerleri iizerine etkisinin 6nemli
diizeyde olmadigi (P>0.05) belirlenmistir. Bunun disinda DP-PSP’lerin baslangic
kurumadde diizeylerinin ve DP-PSP’lere laktazn enzimi uygulamasmin orneklerin
sabunlagsma sayisi, serbest yag asitleri, peroksit sayisi ve iyot sayisi degerleri {izerine

etkisinin 6nemli olmadig1 (P>0.05) goriilmektedir.
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4.6.2. Mortierella ramanniana ile gercgeklestirilen fermentasyonlar sonucunda elde

edilen mikrobiyel yaglarin baz fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda elde
edilen mikrobiyel yaglarin bazi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine ait degerlerin ortalama
sonuglart Cizelge 4.47°de verilmistir. Elde edilen sonucglara goére mikrobiyel yag
orneklerine ait 6z agirlik degerinin %12 laktozlu laktaz enzimi uygulanmig DP-PDP’nin
fermentasyonu sonucunda elde edilende en yiiksek diizeyde (0.855 g/ml), %12 laktoz
icerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilende ise en diisiik
seviyede (0.813 g/ml) oldugu saptanmistir. Bu degerlerin kontrol besi ortaminin
fermentasyonu sonucunda elde edilen 6rnege ait deger (0.828 g/ml) ile yakin oldugu
belirlenmistir. Laktaz enzimi uygulamasinin DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda
elde edilen biitiin mikrobiyel yag orneklerinde 6z agirlik degerlerinde artisa neden

oldugu goriilmektedir.

Kirilma indisine ait degerlerin %12 ve %16 laktoz iceren DP-PSP’ler ile %4.5,
%8 ve %12 laktoz igerigine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin
fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag orneklerinde en yiiksek diizeyde
(1.471), %4.5 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilen
mikrobiyel yag Orneginde ise en diisiik diizeyde (1.468) oldugu tespit edilmistir. Bu
degerlerin kontrol besi ortaminin fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag

ornegine ait deger (1.471) ile paralellik gosterdigi anlasilmaktadir.

Sabunlagsma sayisina ait degerin %8 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin
fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag orneginde en yiiksek diizeyde
(187), %12 ve %16 laktozlu laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’lerin fermentasyonu
sonucunda elde edilen mikrobiyel yag 6rneklerinde ise en diisiik diizeyde (183) oldugu
tespit edilmistir. Bu degerlerin kontrol besi ortaminin fermentasyonu sonucunda elde
edilen mikrobiyel yag ornegine ait degerden (189) daha diisiik oldugu goriilmektedir.
Laktaz enzimi uygulanmis Orneklerde sabunlagsma sayisina ait degerlerin daha diistik

bulundugu goriilmektedir.
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Serbest yag asitleri miktarinin %16 laktoz icerigine sahip laktaz enzimi
uygulanmis DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag
orneginde en yiiksek diizeyde (%1.39), %8 laktozlu DP-PSP’nin fermentasyonu
sonucunda elde edilen mikrobiyel yag 6rneginde ise en diisiik diizeyde (%1.26) oldugu
belirlenmistir. DP-PSP’lere ait drneklerin serbest yag asidi miktarlarinin kontrol besi
ortaminin fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag 6rneginin serbest yag

asidi miktarindan (%1.26) yiiksek degerler ortaya koydugu goriilmektedir.

Peroksit sayisinin %8 laktoz igerigine sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-
PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag orneginde en yliksek
diizeyde (21.18), %8 laktoz igerigine sahip DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde
edilen mikrobiyel yag orneginde ise en diisiik diizeyde (14.65) oldugu belirlenmistir.
DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag oOrneklerine ait
peroksit sayis1 degerleri kontrol besi ortaminin fermentasyonu sonucunda elde edilen
mikrobiyel yag orneginin peroksit sayisi1 degeri (14.18) ile benzerlik gostermektedir.
Ayrica %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’ye ait mikrobiyel yag ornekleri hari¢ diger
orneklerde laktaz enzimi uygulamasinin peroksit sayisinda artis ortaya koydugu

anlasilmaktadir.

%16 laktoz icerigine sahip DP-PSP ile %4.5, %8, %12 ve %16 laktoz igerigine
sahip laktaz enzimi uygulanmig DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda elde edilen
mikrobiyel yag drneklerinde iyot sayisinin en yiiksek (85), %4.5 laktoz icerigine sahip
DP-PSP’nin fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag Orneginde ise en
diisiik diizeyde (80) oldugu belirlenmistir. DP-PSP’lerin fermentasyonu sonucunda elde
edilen mikrobiyel yag Orneklerine ait iyot sayisi degerlerinin kontrol besi ortaminin
fermentasyonu sonucunda elde edilen mikrobiyel yag 6rneginin iyot sayisi degeri (85)

ile benzerlik ortaya koydugu goriilmektedir
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Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda elde
edilen mikrobiyel yaglarin baz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin degerlerine ait varyans
analizi sonuclar1  Cizelge 4.48’de verilmistir. DP-PSP’lere laktaz enzimi
uygulanmasinin orneklerin 6z agirlik degerleri iizerine etkisi 6nemli (P<0.01)
bulunmustur. DP-PSP’lerin baslangic kuru madde diizeyleri ile laktaz enzimi
uygulanmasi interaksiyonunun Orneklerin kirilma indisi degerleri iizerine etkisinin
onemli (P<0.01) oldugu saptanmistir. Bu parametrelerin, orneklerin diger kimyasal

ozellikleri lizerine etkisinin 6nemli diizeyde olmadigi (P>0.01) belirlenmistir.

Farkli bilesimlere sahip DP-PSP’lerde Mortierella ramanniana ile
gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda elde edilen mikrobiyel yaglarin bazi fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerin degerlerinin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuglar1 Cizelge 4.49°da verilmistir. Buna gore laktaz enzimi uygulanmig DP-
PSP’lerin fermentasyonlar1 sonucunda elde edilen mikrobiyel yaglarin 6z agirlik
degerleri daha yiiksek diizeyde (0.851 g/ml) bulunmustur. DP-PSP’lerin baslangic
kurumadde diizeylerinin orneklerin kirilma indisi degerleri iizerine etkili oldugu, bu
etkinin %12 ile %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’ler ve %4.5 ile %12 laktoz i¢eren
DP-PSP’lere ait ornekler arasinda onemli diizeyde (P<0.05) oldugu diger durumlarda
onemli diizeyde olmadigi (P>0.05) saptanmistir. Laktaz enzimi uygulanmasinin
orneklerin iyot sayisi lizerine dnemli diizeyde (P<0.05) etkili oldugu, enzim uygulanmis
orneklerde degerlerin daha yiiksek (85) bulundugu tespit edilmistir. Bunun disinda DP-
PSP’lerin baslangic kurumadde diizeylerinin ve DP-PSP’lere laktaz enzimi
uygulamasinin O6rneklerin sabunlagma sayisi, serbest yag asitleri ve peroksit sayisi

degerleri lizerine etkisinin 6nemli olmadig1 (P>0.05) goriilmektedir.
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4.6.3. Mortierella isabellina ve Mortieralla ramanniana ile gerceklestirilen
fermentasyonlar sonucunda elde edilen mikrobiyel yaglarin baz fiziksel ve

kimyasal ozelliklerinin kiyaslanmasi

Cizelge 4.44 ve Cizelge 4.47 incelendiginde Mortierrella isabellina ve
Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen fermentasyonlar sonucunda elde edilen
mikrobiyel yaglarin bazi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine ait degerler Nas vd’in (2001)
bildirdigi bitkisel kaynakli kimi yaglarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine ait degerler
ile kiyaslandiginda; elde edilen mikrobiyel yaglarin 6z agirlik degerlerinin palm
cekirdegi yag1 (0.863-0.873) ve palm yaginin (891) 6zgiil agirlik degerleri ile; kirilma
indisi degerlerinin pamuk tohum yagi (1.468-1.472), yer fistig1 yag1 (1.467-1.470) ve
zeytin yagi (1.469-1.470) degerleri ile; sabunlagsma sayist degerlerinin yer fistig1 yagi
(188-195), zeytin yag1 (188-195), aycicegi yag1 (188-194), susam yag1 (188-195), misir
yag1 (187-193), aspir yag1 (186-197) ve kolza tohumu yagi1 (170-180) degerleri ile; iyot
sayisina ait degerlerin zeytin yagi (80-88) degeri ile benzerlik ortaya koydugu

goriilmektedir.

TSE “Yemeklik Zeytinyaginin Saflik Ozellikleri (TS 341)” (Anonim 1982)
standardinda “Natiirel” zeytinyag1 icin peroksit sayisi en ¢ok 20, Natiirel Extra-Extra”
zeytinyag1 igin serbest yag asitleri miktar1 en ¢ok %1.5 olarak (oleik asit cinsinden)
verilmigtir. Tez ¢aligmasinda elde edilen mikrobiyel yaglarin serbest yag asitleri ve
peroksit sayisina ait degerlerin standartta verilen degerlere yakin oldugu

anlasilmaktadir.
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5. SONUC

Coklu doymamis yag asitlerini iceren tek hiicre yaglarinin diger bitkisel ve
hayvansal kaynakli yaglara gore bazi avantajlar1 vardir. Bitkisel yaglarda bulunmayan
ve beslenmede biiyilk Onem tasiyan coklu doymamis yag asitlerini iceren yag
tiretiminde yaglh mikroorganizmalar kullanilarak nitelik ve nicelik bakimdan tatmin
edici bir diizeyde yag iiretilebilmekte, {iretime biitin bir yil boyunca devam
edilebilmekte, mevsime ya da iklime bagimlilik gosterilmemektedir. Spesifik
enzimlerdeki (desaturazlar gibi) mutant degisimler, istenilen ozellikteki yaglarin
iiretilmesine imkan vermektedir. Ayrica liretim sartlarindaki degisiklerle, lipit veriminin

ve profilinin istenilen sekilde degistirilip diizenlenmesi miimkiin olabilmektedir.

Yapilan ¢alismalarda mikrobiyel yag tiretiminde daha ¢ok glikoz, nisasta ya da
yag sanayi artiklari (gliserol, stearin vs.) gibi karbon kaynaklarinin substrat olarak
kullanildig1 goriilmektedir. Peyniralti suyunun substrat olarak diisliniildiigii, 6zellikle
kiiflerle yapilan ¢alismaya rastlanilmamistir. Oysaki peyniralti suyu icerdigi organik
maddeler nedeniyle Onemli bir ¢evre kirliligine yol agmakta ve mikrobiyel yag
tiretiminde degerlendirilebilmesi oldukg¢a cazip goriilmektedir. Peyniralti suyunun 1
litresinin dogrudan atik sulara karismasiyla ortaya ¢ikan kirliligin, ortalama bir kisinin
bir giinde olusturdugu kirlilige esdeger oldugu ifade edilmektedir. Ulkemizde yaklasik
220.000 ton beyaz peynir iiretimi sirasinda ortaya ¢ikan yaklasik 880.000 ton peyniralti

suyunun ne kadar biiyiik bir ¢evre kirliligine yol agtig1 goriilmektedir.

Ulkemizde en fazla iiretilen siit {iriinlerinden birisi olan peynirin iiretimi
sirasinda agiga ¢ikan peyniralti suyunun degerlendirilerek ekonomik degeri yiiksek bir
iirlin elde edilmesi amacglanan arastirmada, peyniralti suyunun igerdigi azot, mineral
madde, vitaminler ve 6zellikle laktoz bakimindan son derece zengin bir {iriin oldugu,
mikrobiyel yag iiretimi i¢in uygun bir substrat olabilecegi goriilmiistiir. Diinya ¢apinda
y-linolenik asit talebinin 2000 tonun tlizerinde oldugu ve bu yag asidinin de 1 kg satig
fiyatinin yaklasik 100 $ oldugu disiiniildiigiinde ekonomik agidan ne kadar onemli
oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeple bircok iilkede mikrobiyel kaynakli yag iiretimine

ilgi giderek artmaktadir. Ulkemizde ise ticari anlamda boyle bir girisim yoktur. Bu
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calisma ile atik konumda olan peyniralti suyu degerlendirilerek ¢cok degerli ve besleme

degeri son derece yiiksek olan bir {iriiniin ekonomiye kazandirilmasi amag¢lanmaistir.

Arastirmada kullanilan peyniraltt suyunun 1s1l islem ile proteinleri ¢oktiiriilmiis
ve filtrasyonla ayrilarak deproteinize peyniralti suyu permeati (DP-PSP) elde edilmistir.
DP-PSP’nin igerdigi kurumadde diizeyinin ve laktaz enzimi uygulamasi ile ihtiva ettigi
laktozun kismen hidroliz edilmesinin, gergeklestirilen fermentasyonlar siiresince
tiretilen biyokiitle ve mikrobiyel yag miktarlari ile elde edilen mikrobiyel yaglarda yag
asidi kompozisyonu iizerine etkileri belirlenmistir. Ayrica fermentasyonlarin verimi ve
maliyeti acisindan kullanilmadan kalan seker diizeyleri de tespit edilmistir.
Fermentasyon siiresince seker kullanimina karsi {iretilen biyokiitle ve mikrobiyel yag
diizeyleri ile yag asidi kompozisyonlari karsilagtirilmistir. Bu amagla yiiksek oranlarda
GLA iirettigi bilinen iki ayr1 kif ile iiretimler yapilmistir. Ayrica iiretilen mikrobiyel
yaglarda son olarak bazi fiziksel ve kimyasal ozellikler belirlenmistir. Arastirma

sonunda elde edilen sonuglar su sekilde 6zetlenmistir:

1. Mortierella isabellina kiifii ile gerceklestirilen fermentasyonlarda DP-
PSP’lerin baslangi¢ kurumadde diizeylerinin {iretilen biyokiitle ve yag miktarlar
tizerine ¢ok etkili olmadigi ancak enzim uygulanmig DP-PSP’lerde enzim
uygulanmamig olanlara gore degerlerin ¢ok yiiksek oldugu ve enzim uygulanmig DP-
PSP’lerde baslangic kurumadde diizeyinin artis1 ile birlikte biyokiitle ve yag
miktarlarinin da yiikselme gosterdigi bulunmustur. Seker tiiketimine ait degerlerde de
benzer bir egilimin oldugu belirlenmistir. Fermentasyonlara ait verim, maksimum
tiretim ve maksimum gelisme hizlarinin da enzim uygulanmis DP-PSP’lerde yiiksek
degerler ortaya koydugu anlasilmistir. Enzim ugulanmis DP-PSP’lerde gergeklestirilen
fermentasyonlarda glikozun tiikenmesi ile duragan faza girildigi ve bu asamada rezerve
lipitlerin tiiketildigi bulunmustur. Enzim uygulanmamis DP-PSP’lerde gerceklestirilen
fermentasyonlarda ortamdaki laktoz kullanimi yiiksek iken enzim uygulannuis DP-
PSP’lerde laktoz kullanimi ¢ok diigmiistiir. Fermentasyon siiresince enzim uygulanmis
DP-PSP’lerde glikoz ve galaktoz tamamen tiikkense bile kiif hiicreleri laktozu
kullanamamis, hatta rezerve lipitleri kullanmaya yonelmistir. Istatiksel olarak en yiiksek

GLA oranina %16 laktoz igerigine sahip DP-PSP’lerin fermentasyonu sonunda
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ulasilirken, enzim uygulanmamis DP-PSP’lerin fermentasyonunda GLA igerikleri daha

ylksek bulunmustur. Enzim uygulamasi GLA oraninin diismesine sebep olmustur.

2. Mortierella ramanniana kifi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda DP-
PSP’lerin baslangi¢ kurumadde diizeylerinin {iretilen biyokiitle ve yag miktarlar
tizerine etkili oldugu, %8 baslangi¢ laktoz diizeyine kadar biyokiitle ve mikrobiyel yag
miktarinda artisin oldugu ancak baslangic kurumadde diizeyindeki daha fazla artigin
biyokiitle ve mikrobiyel yag degerlerinin azalmasina sebep oldugu goriilmektedir.
Laktaz enzimi uygulanmis DP-PSP’lerde de benzer egilim goriilmektedir. Bunun
disinda enzim uygulanmig DP-PSP’lerde iiretilen biyokiitle ve mikrobiyel yag miktarlar
enzim uygulanmamis olanlardan daha yiiksek diizeylerde bulunmustur. Seker
tiiketimine ait degerlere bakildiginda da yine enzim uygulanmis ve uygulanmamis %8
laktoz igerigine sahip DP-PSP’lerin fermentasyonu sonunda degerlerin en yiiksek
seviyede oldugu anlagilmistir. Fermentasyonlara ait verim, maksimum iiretim ve
maksimum gelisme hizlariin da enzim uygulanmis DP-PSP’lerde yiiksek degerler
ortaya koydugu goriilmiistiir. %8 laktoz icerigine sahip laktaz enzimi uygulanmamis
DP-PSP’nin fermentasyonu sirasinda duragan faza girilmis ve sadece bu
fermentasyonda rezerve lipitler tiiketilmeye baslanmistir. Enzim uygulanmis DP-
PSP’lerin fermentasyonunda laktoz kullanimi azalmigtir. Mikroorganizma diger
sekerleri kullanmaya adapte olmustur. Istatiksel olarak en yiiksek GLA oranina %8
laktoz igerigine sahip DP-PSP’lerin fermentasyonu sonunda ulasilirken, enzim
uygulanmamig DP-PSP’lerin GLA igerikleri daha yiiksek bulunmustur. Enzim
uygulamas1 GLA oranimin diismesine sebep olmustur. Mortierella ramanniana igin en
basarili fermentasyonlar enzim uygulanmis ve uygulanmamis %8 baslangi¢c laktoz
icerigine sahip DP-PSP’lerde ger¢eklesmistir. Kurumadde diizeyindeki daha fazla artiga

mikroorganizma adapte olamamuistir.

3. Mortierella isabellina ile DP-PSP’lerde gerceklestirilen fermentasyonlara
bakildiginda enzim uygulanmis grubun kontrol besi ortamina gore daha basarili oldugu
anlasilmaktadir. Laktaz enzimi uygulanamasi Mortierella isabellina
fermentasyonlarinin basarisin1 artirmistir. Mortierella ramanniana ile gergeklestirilen

fermentasyonlarda laktaz enzimi uygulamasi olmayan %12 ve %16 laktoz igerigine
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sahip DP-PSP’lerin basaris1 kontrol besi ortaminda gerceklestirilen fermentasyonlara
gore daha disiiktir. DP-PSP’lerde gerceklestirilen fermentasyonlarin  glikozda
gerceklestirilen fermentasyonlar ile biyokiitle ve yag miktarlar1 bakimindan rekabet
edebilir durumda oldugu ancak GLA igerikleri bakimindan nispeten daha diisiik
degerler ortaya koydugu anlagilmistir. Fakat peyniralti suyunun maliyeti géz Oniine

alindiginda yine de daha avatajli oldugu diisiiniilebilir.

4. Duragan faza girilmeyen fermentasyonlarin siirelerinin yetersiz oldugu
anlagilmistir. Bu fermentasyonlarin siirelerinin uzatilmasinin gerektigi goriilmektedir.
Duragan faza girilen fermentasyonlarda ise kalan sekerlerin kullanilabilmesi {izerine

arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

5. DP-PSP’lere asilama yapilmadan Once 6n kiiltiirde gelistirme asamasinda 6n
kiiltlir besi ortaminin igerigindeki glikoz yerine asilamanin yapilacagi besi ortaminda
bulunan sekerlerin olmasinin adaptasyon siirelerinin kisalmasini saglayacagi tahmin
edilmektedir. Ozellikle Mortierella ramannina’da adaptasyon déneminin uzun siirdiigii

dikkati cekmekte, bu sekilde bu siirecin kisaltilabilecegi diistiniilmektedir.

6. Mortierella isabellina ile gergeklestirilen fermentasyonlarin verim, seker
kullanimi, biyokiitle ve yag tiretimleri bakimindan Mortierella ramanniana’dan daha
basarili oldugu, GLA igerigi bakimindan ise birbirine yakin degerler ortaya koydugu
anlasilmistir. Mortierella ramanniana’nin fermentasyonlarda daha uzun siirelere ihtiyag

duydugu diisiiniilmektedir.

7. Sonug olarak en yiiksek biyokiitle ve yag miktarina %16 laktoz icerigine sahip
laktaz uygulanmis DP-PSP’nin Mortierella isabellina ile fermentasyonu sonucunda
ulagilmig, en diisiik biyokiitle ve yag miktarlar1 ise %16 laktoz icerigine sahip laktaz
enzimi uygulanmamis DP-PSP’nin Mortierella ramanniana ile fermentasyonu sonunda
elde edilmistir. Ancak %16 laktoz icerigine sahip laktaz uygulanmigs DP-PSP’nin
Mortierella isabellina ile fermentasyonunda en diisilk GLA igerikleri ortaya konulurken
%16 laktoz igerigine sahip laktaz enzimi uygulanmamis DP-PSP’nin Mortierella

ramanniana ile fermentasyonunda yiiksek GLA igeriklerine ulagilmistir. Genel bir kaide
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olarak yag miktarmn artmasi ile GLA igeriginin azaldig1 dogrulanmistir. Ornekler tek
tek incelendiginde yag miktar1 yiliksek olanlarin GLA bakimindan diisiik icerige sahip
oldugu dikkati ¢ekmektedir.

Sonug olarak peyniralti suyu kullanilarak Mortierella isabellina ve Mortierella

ramanniana kiifleri ile basarili bir sekilde mikrobiyel yag iirebilecegi goriilmiistiir.
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