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OZET

Son zamanlarda biyoteknolojideki gelismelere bagl olarak fermantasyonla
beta karoten tretimi {izerine c¢aligmalar artmigtir. Caligmamizda seker
fabrikasi atik maddesi olan melas ve silempe ile siit fabrikasinin atik
maddesi olan peynir alti suyu ayrica sentetik besiortami olarak da malt
ekstrakt broth ve YPK broth kullanilarak A vitaminin én maddesi olan beta
karotenin mikrobiyal yolla elde edilmesi amaglanmustir.

Aragtirmalarimizda Phycomyces nitens NRRL 2245 ve Mucor mucedo
NRRL 3654 funguslar1 kullanilmigtir. Deneysel ¢alismalar sonucunda beta
karoten miktar1 3,3-30,7 mg/lt arasinda degistigi goriilmiistir. En yiiksek
beta karoten miktar: melas besi ortaminda 5. giinde Phycomyces nitens

fungusunda elde edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Beta karoten, Mucor mucedo, Phycomyces nitens

BETA CAROTENE PRODUCTION BY MEANS OF
FERMENTATION FROM PHYCOMYCES NITENS AND MUCOR
MUCEDO

ABSTRACT

Nowadays, studies of beta carotene production by means of fermentation
was increased depending on development in biotechnology. The aim of this
study was use malt extract broth and YPK broth as substrate to produce
beta carotene which is use as provitamin A in food and medicine industry.

Microorganisms that were used for beta caroten production were
Phycomyces nitens NRRL 2245 and Mucor mucedo NRRL 3654. In
experiments the amount of obtained beta carotene is charged from 3,3- 30,7
mg/lIt. The highest production yield was the one produced by Phycomyces
nitens in mollasses medium
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GIRIS

Son yillarda gevre kirliligini ortadan kaldiracak ve canlhilarm yasami igin
yararli iirtinler elde edilmesini saglayacak arastirma alanlari gelismistir. Bu
arastirma  alan1  mikroorganizmalar  yolu ile attk maddelerin
transformasyonu ve yeni tiriinlerin elde edilmesi esasina dayanmaktadir.

Yapisinda beta karoten sentezleyen bir ¢ok bakteri, alg, ipliksi fungus ve
maya bulunmaktadir. Karotenoidlerin ¢ogu bitki ve hayvanlarin yapisinda
bulunsalar da sadece mikroorganizmalarin ve bitkilerin sahip oldugu
enzimler tarafindan sentezlenmektedir. Beta karoten karotenoidler
icerisinde yer alip A vitaminin 6n maddesidir. Havu¢ maddesi olarak da
bilinmektedir. Molekiiler yapisinda iki ucunda iki ¢ift siklohekzan halkas:
bulunmaktadir. Fotosentezin yardimct pigment maddelerindendir.
Fotokoruma aktivitesi, antioksidan, kansere karsi koruma, immiin cevabi
artirma ve muhtemelen tiimor gelisimini inhibe ozelligide gostermektedir
[1,2,3,4].
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Sekil 1. Beta karoten’nin molekiiler yapisi
Y

Phycmyces blakesleeanus ve Blaesleea trispora gibi ipliksi funguslarda
beta karoten iiretimi {izerine bir ¢ok arastirma yapilmistir. Bunun yanina
Ustilago violaceae, Neurospora crassa, Fusarium aquaedum, Penicllum
sclerotium gibi funguslarda ve Rhodotorula gibi mayalarin da karotenoid
olusturdugu belirtilmistir [5].

Phycomyces tiirlerinde sporangia uzun, metalik parlak renkte, dik ve
oksitlenmis celik teli gibi goriilmektedir. Phycomyces nitens’in
sporangioforlart 20 cm’den daha uzundur. Yagsh misellerde sporangia siyah
renkte goriilmektedir. Toprakta, giibre yigmlarinda ve yag varillerinde
gelismektedir. Sentetik besiyerlerinde gelisebilmesi i¢in tiamine ihtiyag
duymaktadir. Sporangioforlar fototropiktir [6, 7].

Mucor mucedo Mucoraceae ailesi icerinde yer almaktadir. Miselleri pamuk
gibi beyaz veya sari renkte goriinmektedir. Kolonileri hizli biiylir ve
zygospor olusturur. Toprak veya 6lii organik artiklarda bulunmaktadir.
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Bu ¢alismamizda karbon kaynagi olarak YPK broth ve malt ekstrakt broth
gibi sentetik besiortamlar ile seker ve siit fabrikasi atik maddeleri olan
melas, silempe ve peyniralti suyu kullanilarak Phycomyces nitens ve
Mucor mucedo funguslarindan mikrobiyal yolla besin ve ila¢ endiistrisinde
kullanilan ve A vitaminin 6n maddesi olan beta karoten iiretilmesi
amaclanmistir.

MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismada kullanilan mikroorganizmalar; Phycomyces nites (NRRL
2245) ve Mucor mucedo (NRRL 3654) funguslart United States of
Agriculture Research Ilinois 61604 ABD’den temin edilmistir.

Fermantasyonda Kullanilan Besiortamlar:

Sentetik besiortami olarak malt ekstrakt broth ve 5 g/l pepton, 2 g/l yeast
ekstrakt, 20 g/l glukoz, 5g/l KH,PO, ve 1 mg/l tiamin’den olusan YPK
broth ve endiistriyel atik maddeler olarak seker fabrikast atik maddeleri
olan melas, silempe ile siit fabrikasi atik maddesi olan peyniraltt suyu
kullanilmigtir. Melas ve silempe Eskisehir seker fabrikasindan temin
edilmis ve igerdigi bazi koloidal bilesikler ve agir metalleri (Cu,Fe, Pb vb.)
uzaklastirmak i¢in 6n islemlerden gegirilmistir.

Bunun i¢in; 170 gr melas 300 ml distile su i¢inde ¢6ziindiiriildiikten sonra
tizerine 50 ml distile suda ¢oziinen 0,30 gr potasyum trisiyat ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Tim ¢ozelti distile suyla 500 ml’ye tamamlanmis ve 5 gr
diotome topragi ilave edilerek iyice karistirilmigstir. Bir gece + 4 °C’de
bekletilen melas ¢ozeltisi bu stire sonunda 0,2 pl’lik selluloz nitrat filtre
kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen melas ¢6zeltisinin toplam seker icerigi
yaklasik %51 olup fermantasyon ortami hazirlanirken %5°e seyreltilmistir.
Fermantasyon ortamlarmim pH’s1 1 N NaOH ile pH 5.5’e ayarlanmistir.
Ayni islemler silempe i¢inde gerceklestirilmistir [5].

Peynir alt1 suyuda 6n iglemlerden gecirilmistir. Bunun icin 15 dk 121°C’de
1,1 atm’de otoklavlanmis ve 5 gr diotome topragi ilave edilerek iyice
karistirilmistir. Bir gece +4°C’de bekletilen peynir altt suyu bu siire
sonunda 0,2 pl’lik selluloz nitrat filtre kagidindan stiziilmiistiir. Ayrica beta
karoten verimini artirmak i¢in fermentasyon ortamlarina %2 oraninda
aycicek yagi ve soya yag ilave edilmistir. Bunun yaninda Fermantasyon
stiresi boyunca besiortamlarina bir giin karanhik dért gin isiklandirma
uygulanmistir.
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Kullanilan Cozgenler: Fermantasyon sonunda funguslarin olusturdugu
misellerin ekstraksiyonu i¢in %99,8’lik metanol (merck) ve %99’luk
hekzan (merck) kullanilmistir.

inokulum ve Fermantasyon: Patates Dekstroz Agar (PDA) iizerinde
gelisen funguslar 0,9 cm capindaki steril kokpor yardimiyla steril
kosullarda iki adet agar diskler alinarak fermantasyon ortamlarina inokule
edilmis ve 27°C’de 150 rpm’de calkalamah etiivde 3, 5 ve 8 giin siire ile
fermantasyona birakildi.

Funguslarin Ekstraksiyonu ve Beta karoten Miktarimm Olgiilmesi:
Funguslarin 3, 5 ve 8 giinlik fermantasyonlart sonunda miseller
fermantasyon ortamindan kurutma kagidi yardimiya filtre edilerek
ayrilmistir. Ayrilan miseller hekzan:metanol (1:1) ¢ézeltisi ile 55°C’de 2
saat ekstrakte edilmis ve 446 nm’de spektrofotometrik dlglimler sonucunda
beta karoten miktar1 hesaplanmistir [1, 8, 9].

Kuru Agirhgimin Saptanmasi: Ekstrakte edilen miseller 70°C’de 3 giin
bekletilmis ve miselerin kuru agirliklar saptanmistir [5].

BULGULAR
Funguslarin Sentetik Besiortamlarindaki Beta karoten Miktarlari

Sentetik besiortamt olarak YPK broth ve malt ekstrakt broth ile yapilanan
calismalarda Phycomyces nitens YPK broth’ta elde edilen beta karoten
miktart 3,5-12,1 mg/lt, malt ekstrakt broht’ta ise §,8-15,6 mg/lt arasinda
degismistir. Kuru misel agirhigi ise YPK broth’ta 0,11-0,16 gr, malt
ekstrakt broth’ta ise 0,15 - 0,30 gr arasinda degigmistir. Sonuglar Tablo 1
ve 2°de verilmistir.

Mucor mucedo fungusu ile yapilan denemelerde ise YPK broth’ta elde
edilen beta karoten miktar: 2,8-4,3 mg/lt, malt ekstrak broht’ta ise 8,7-14
mg/lt arasinda degismistir. Kuru misel agirligi ise YPK broth’ta 0,06-0,11
gr, malt ekstrak broth’ta ise 0,16-0,39 gr arasinda degismistir.

Funguslarin Cesitli Atik Maddelerdeki Beta karoten Miktarlar

Melas; seker fabrikalarinin atik maddesi olup koyu kahverenkli kolloidal
bir bilesiktir. Igersinde komleks polisakkaritler, invert sekerler,
karbonhidrat olmayan ¢esitli bilesikler, azot igeren polimerik bilesikler,
inorganik iyonlar, malik asit, sitrik asit, formik asit, asetik asit gibi organik
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bilesikler bulunmaktadir. Silempe ise melas’tan fermantasyon yoluyla alkol
ureten fabrikalarda ortaya ¢ikan kotii kokulu koyu kahverenkli sivimsi bir
atiktir. Uretilen her bir litre alkol’den on iki litre silempe olusmaktadur.

Peynir alti suyu ise siit fabrikalarinda peynir imalati sirasinda siitten peynir
mayasi yardimiyla kazein’nin ¢oktiiriilmesi sonunda geride kalan yesilimsi
sar1 renkte bir s1vidir.

Melas ve silempe ile siit fabikasinin atitk maddesi olan peynir alt1 suyu
kullanilarak yapilan fermantasyon denemelerinde Phycomyces nitens
tarafindan elde edilen beta karoten miktar1 melas ortaminda 11,1- 21,7
mg/lt, silempe’de 4,1-4,2 mg/lt, peynir alt1 suyunda ise 4,8-11,1 mg/It
arasinda degistigi, kuru misel agirhiklarina bakildiginda ise melas
ortaminda 0,20-0,23 gr, silempe’de 0,05-0,19 gr, peynir alt1 suyunda 0,10-
0,24 gr arasinda degistigi gorilmiistiir. Mucor mucedo kullanilarak yapilan
denemelerde ise beta karoten miktar1 melas ortaminda 6,1- 16,7 mg/lt,
silempe’de 3,2-4,8 mg/lt, peyniralti suyunda 4,6-10,4 mg/lt, arasinda
degismistir. Kuru misel agirliklarma bakildiginda ise melas ortaminda
0,13-0,24 gr, silempe’de 0,05-0,21 gr, peynirali suyunda 0,23-0,31gr
arasinda degistigi gorilmustiir.

Tablo.1. Phycomyces nitens ve Mucor mucedo funguslarinda 3, 5 ve 8 giinliik beta
karoten miktarlar

Phycomyces nitens Mucor mucedo
Besiortamlari Beta karoten miktar: | Beta karoten miktari (mg/lt)

(mg/lt

3 Sgiin | 8 giin 3 giin 5 giin 8 giin

giin
YPK Broth 4,8 12,1 3,5 3,3 4,3 2,8
Malt Ekstakt 8,8 15,6 12 8,7 14 10,5
Melas 11,1 | 21,7 12,2 6,1 16,7 13,4
Silempe 4,2 4,1 4.1 3,2 4.8 3.5
Peynir alti suyu 4,8 11,1 5,6 4,6 10,4 4,4
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Tablo.2. Phycomyces nitens ve Mucor mucedo funguslarinda 3, 5 ve 8 giinliik
kuru misel agirlig

Phycomyces nitens Mucor mucedo
Besiortamlari Kuru misel agirhgi (gr) Kuru misel agirh@ (gr)

3 giin 5 giin § giin 3 giin 5 giin 8 giin
YPK Broth 0,15 0,16 0,11 0,06 0,11 0,09
Malt Ekstakt 0,17 0,30 0,15 0,16 0,39 0,32
Melas 0,20 0,23 0,20 0,13 0,24 0,20
Silempe 0,05 0,19 0,16 0,05 0,21 0,18
Peynir alti suyu | 0,10 0,24 0,15 0,23 0,31 0,20

Tablo.3. Phycomyces nitens ve Mucor mucedo funguslarmnda 5 giinliik
fermantasyonda aycicek, soya yagi ve isiklandirmanin beta karoten miktarina
etkisi

Phycomyces nitens Mucor mucedo
Besi ortamlan Beta karoten miktar: (mg/lt) | Beta karoten miktar1 (mg/lt)
Aycicek | Soya Istk Aygicek Soya yagr | Isik
yagi yagi yagi
Melas 17,3 16 30,7 8,3 13,8 1,6
Silempe 5,5 8,1 18,3 7,5 4,0 2,5
Peyniralt: suyu 8,2 6,6 19,5 4,8 4,4 7,0

Karbon kaynagi olarak kullanilan atik maddelerde beta karoten miktarimi
artirmak i¢in fermantasyon ortamlarina %2 oraninda aycigek yagi, soya
yag ile 1siklandirma uygulandiginda en yiiksek beta karoten miktar: 30,7
mg/lt ile P.nitens’te melas ortaminda oldugu gortilmiigtiir.

TARTISMA VE SONUC

Arastirmamizda hem endiistriyel atik maddelerin ¢evreye zarar vermeden
degerlendirilmesi hem de besin ve ilag endiistrisinde provitamin A olarak
kullanilan beta karoten’nin iiretilmesi amac¢lanmigtir. Bu amag i¢in seker
fabrikasinin attk maddesi olan melas, silempe ve siit fabrikasinin atik
maddesi olan peynir alti suyu karbon kaynaklar1 olarak kullamlmustir.
Sentetik besiortami olarakta malt ekstrak broth ve YPK broth’tan
fermantasyon yoluyla beta karoten tiretilmeye ¢alisilmistir.

Yaptigimiz ¢alismalarda en yiiksek beta karoten miktar1 besinci giinde
P.nitens’te melas ortaminda elde edilmistir. Mucor mucedo gerek malt
ekstrakt broth’ta gerekse YPK broth’ta beta karoten miktar P.nitens’e gore
daha az oldugu goriilmiistiir. Sekizinci giinde beta karoten miktarinda bir
azalmanin oldugu goériilmiistiir. Bunun sebebi beta karoten’nin oksidasyona
ugramasi olabilir. Pek ¢ok aragtirmaci ortama antioksidan maddelerin
ilavesinin beta karoten miktarini artirdigini bildirmislerdir [5].
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Sentetik besiortami olarak kullanilan YPK broth ve malt ekstrakt broth ile
yapilan denemelerde beta karoten miktan 2,8- 15,6 mg/lt arasinda
degismistir. Melas silempe ve peynir altt suyu kullanilarak yapilan
denemelerde beta karoten miktar1 3,2 — 21,7 mg/lt arasinda degismistir.
Melas silempe ve peynir alti suyu gibi besiortamlar1 iginde en iyi
fermentasyon ortammin melas oldugu saptanmistir. Melas kullanilarak
yapilan ¢alismalarda P.nitens’te en fazla iiriin elde edilmistir. En diigik
beta karoten miktart Mucor mucedo fungusunda YPK broth’ta elde
edilmistir.
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Sekil 2. Phycomyces nitens (NRRL 2245) fungusunda A: beta karoten miktari, B:

kuru misel agirhg, C: aygicek yagi, soya yagi ve 1518 beta karoten miktarina
etkisi.
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Sekil 3. Mucor mucedo (NRRL 3654) fungusunda A: beta karoten miktar1, B: kuru
misel agirhig, C: aygigek yagi, soya yagi ve 1s181n beta karoten miktarna etkisi.

Ekmekgi S., tarafindan Blakesleea trispora fungusunda mikrobiyal yolla
beta karoten {iiretimi {izerine yaptig1 bir ¢aligmada; malt ekstrak broth’ta
3,6-8 ugr/lt, peynir alt1 suyunda ise 136,4-165,5 pgr/lt arasinda degistigini
bildirmistir [S].

Calismamizda melas silempe ve peynir alti suyunda bet karoten verimini
artirmak igin besiortamina ayg¢icek yagi, soya yagi ilavesinde beta karoten
miktar1 4,0 —17,3 mg/It arasinda degismistir. En yiiksek beta karoten verimi
P.nitens fungusunda oldugu goriilmiigtiir. Yapilan benzer ¢aligmalarda
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soya yagmm fermentasyon ortamina ilavesinin beta karoten verimini
artirdigini bildirmislerdir 5, 11].

Isiklandirma uygulanilarak yapilan denemelerde ise beta karoten miktari
P.nitens’te melas ortaminda 30,7 mg/lIt en yiiksek olmustur.

Margaliht P., ve ark; Aspergillus sp. metabolitlerinin beta karoten verimini
artirdigim  bildirmiglerdir. Seon-Won K. ve ark tarafindan yapilan
calismalarda iyonik olmayan span 20 gibi siirfaktanlarin beta karoten
verimini 10 kat artirdigy bildirilmigtir. Ayrica yapilan gesitli aragtirmalarin
151810 beta karoten miktarini artirdigini bildirilmislerdir [8, 9, 10, 12].
Sonug olarak melas, silempe ve peynir alti suyu gibi endiistriyel atik
maddelerin P.nitens ve M.mucedo gibi funguslar tarafindan karbon kaynagi
olarak kullanilarak beta karoten iiretilebilecegi goriilmiistiir. Fakat
endiistriyel capta beta karoten iiretimini yapmak igin ilave ¢aligmalara
gereksinim vardir. beta karoten verimini etkileyen faktorler aragtirilarak en
uygun fermentasyon kogullart ve mikroorganizmalara saptanmalidir.
Bunun yaninda diger endiistriyel atik maddelerde denenmeli ve en
ekonomik kaynaklar tesbit edilmelidir.
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