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GLIiSERININ BiYOKIMYASAL YOLLARLA URETIiMI VE SARAP
FERMENTASYONLARINDAKI ONEMIi

PRODUCTION OF GLYCEROL BY BIOCHEMICAL ROUTES AND ITS
IMPORTANCE IN WINE FERMENTATIONS

Seda KARASU YALCIN, Z. Yegim OZBAS
Hacettepa Universitesi, Gida MOhendisligi BStdma, Bayteps, 068532, Ankara

OZET: Gliserin, gida endiistrisi ve dijer bir gok endiistride farkl amaglarla kullanilabilen &nerili bir polialkotdilr. Gliserinin ayrica, alkolli
igkilerde fermentasyon sirasinda olugan bir yan driin oldufju ve &zellikie garabin duyusal &zelliklerini olumlu ybnde etkiledi§i de belirtiimektedir,
Kimyasa! sentez yoluyla iretilmesinin yani sira, gliserinin mikreorganizmalann kullanildig biyokimyasal prosesle de Gretildii bilinmektedir.
Son yillarda dzellikle czmofilik mayalar tarafindan gliserin tiretimi konusundaki caligmalar artmighr. Saccharomyces cerevisiag mn garapla
Kullarilan suglan ile yapilan ¢aligmalarin ise daha gok, yiksek miktarda gliserin dratebilen suglarin eldesine yonelik genetik uygulamalar
oldugu bildiriimektedir. Bu derlemede, mikrobiyal gliserin iiretim yéntemleri tizerinde durulmug, ayrica gliserinin alkolll: igkilerdeki nemine ve
bu kenudaki son geligmetera yer verilmigtir.

ABSTRACT: Glycerol is an important polyalcohol which can be used for different purposes in feod industry and other many industries. it
is determined that glycero! is formed as a by-product during the fermantation process in alcoholic beverages, making positive effect especially
on wine's sensory properties. Besides production by chemical synthesis, glycerol is also known to be produced by biochemical processes, in
which microorganisms are used. Studies espacially on production of glyceral by osmophilic yeasts have widely increased in recent years. It is
reported that studies on wina strains of Saccharomyces cerevisiae have been moslly about genetic applications ylelding high glycerol
producing strains. In this review, microbial routes of glyceral production are introduced; importance of glycerol in alcoholic beverages and
recent developments on this subject are also pointed out.

GiRis

il olarak 1779'da Scheele tarafindan kegfedilen gliserin, kimyasal olarak 1,2,3 propantriol olup, kapalr
formiilil C3HgO4 olarak ifade edilmektedir. Berrak, kokusuz, higroskopik ve tath bir madde olan gliserinin erime
noktasi 18.17°C, kaynama noktasi 290°C'dir. Giiserin, su ve alkolde kolaylikla ¢dziinebilen bir polialkeldir
(KIRK ve OTHMER, 1967; AGARWAL, 1990; KAYAHAN, 1998). Gliserin, biitin hayvansal ve bitkisel yaglar-
da ortak yapitag: olarak, goguniukla yad asitleri ile esterlesmig halde trigliserid formunda bulunmaktadir {(KA-
YAHAN, 1998). Gliserin ilag, Kozmetik, dig macunu, sentetik regineler, dericilik ve gida endiistrisi gibi pek gok
alanda yaygin kullarmmi olan bir maddedir (KIRK ve OTHMER, 1967; AGARWAL, 1990; ZHUGE ve ark.,
2001). Gliserinin, bir gok alkollil igkinin yapisinda aromaya katkida bulunan bir madde oldugu belirtilmektedir.
(SCANES ve ark., 1998; REMIZE ve ark., 2000).

Gliserin, enduistride mikrobiyal veya kimyasal sentez yoluyia Uretilebilmektedir. Mikrobiyal yolla tretim,
150 yiidan beri bilinmekle beraber, ilk kez I. Dilnya Savagl sirasinda, bu yolla ticari Gretiminin gergeklestirildi-
gi ve bu maddenin nitrogliserin bazh patiaytciiarda kullanildigr belirtiimektedir (SPENCER,1968; WANG, 2001).
Gliserinin kimyasal yolla tretimi iki ekilde gergeklestirilebilmektedir. Bunlar; yag ve sabun endistrisinden yan
iirin olarak Uretim ve propilenden sentez yoluyla Uretimdir. Gliserinin propilenden sentezinin ilk kez Il. Diéinya
Savag sirasinda gergeklegtirildigi bildiriimektedir. Ancak 1970'lerden itibaren bu ydntemin kullanimsnin azaldi-
&1, propilenin fiyatinin artrgs nedeniyle dzeliikle gelismekte olan ilkelerde biyokimyasal yolla gliserin tretimine
yénelme oldugu belirtiimektedir. Gliserinin biyokimyasal yolla Gretiminde kullanilan en 8nemli mikroorganizma-
lann mayalar oldugu bilinmektedir. Mayatar tarafindan gliserin iiretiminin slfit kontrolid proses kullanilarak, or-
tam alkali pH'da tutularak veya ozmofilik mayalar kullarilarak gergeklestirilebildigi belirtimektedir. Ticari agidan



340 GIDA YIL: 28 SAYI : 4 TEMMUZ-AGUSTOS 2003

8nemli olmamakla birlikte, bakteriler ve aiglerin de gliserin Gretebildikleri bildiriimektedir (AGARWAL, 1990;
ZHUGE ve ark., 2001). Gliserinin endstriyel bir madde olmasmin yani sira, alkolli igkiterin duyusal kalitesi
uzerindeki dnemi nedeniyle, son yillarda 6zellikle sarap mayalar ile yapiian galigmalarda, yiksek miktarda gii-
serin Oretebilen genetik suslarin eldesi galismalan dikkati gekmektedir. (SCANES ve ark., 1998; DEQUIN,
2001). .

Bu makalede mikroorganizmalar tarafindan gliserin Uretiminde kullanilan farkh yéntemler irdelenmis ve
bu konudaki son geligmelere de yer verilmigtir.

GLISERININ KULLANIM ALANLARI

Gliserin bir gok endistride genis kullanim alanlan bulan bir maddedir (Gizelge 1). Gliserinin toksik ol-
mayIp, viicutta kolaylikla sindirilebildigi bilinmektedir. Lipidlerin yapisinda bulunmasina ragmen, metabolizma-
sinin karbonhidratlarinkine benzedii belirtimektedir. Gliserinin, 1859'dan beri gida ve gida ambalajlarinda kul-
laniminin Food and Drug Administration (FDA) tarafindan givenli kabul edildigi bilinmektedir.

Cizelge 1. Gliserinin Cesitli Endistrilerdeki Kullanim Oranlari (WANG ve ark., 2001)

Kuillanmim yiizdesi

Kullamldig ABD Avrupa Japonya Cin
endiistri (160000 ton/vil) (1900000 ton/yl) (50000 ton/y1l) (80000 ton/yal)
flag 395 231 240 52
Tiititn 15.8 2.5 5.3 73
Gliserintriasetat - 14.4 - : -
Gida 14.5 5.0 - -
Polieter 10.5 13.1 116 5.2
Boya 9.2 13.1 19.5 49.0
Selofan 2.0 44 3.8 1.5
Dinamit 0.6 3t 1.9 3.1
Dig macunu - - - 16.0
Kozmetik - - - 6.3
Digerleri 79 206 23.9 72

—: 11gili veri bulunmamaksadir.

Gidalarda aroma ve renk maddeleri igin ¢6ziicl olarak yararianilabilen gliserin, nem verici veya surup-
larda tagiyic bilegen olarak da kullanilabilmektedir. Sekerli Urlinlerde sekerin kristalizasyonunu énlemektedir.
Poligliserol ve esterleri ise margarinlerde kullamimaktadir. Gidalarin hizl donduruimas: prosesinde, 11 aktarim
ortarmi olarak glisetinden yararlanilabilmektedir (KIRK ve OTHMER, 1967).

Gliserinin, gelecekte yeni endistriyel fermentasyonlar igin iyi bir substrat kaynag olacag da diiginuil-
mektedir. Acetobacter suboxidans tarafindan gliserinin dihidroksiasetona déniistirlimesi, buna 8rnek olarak
gosterilmektedir. Derin fermentasyon yéntemi ile, bu bakterinin % 5-15'lik bir gliserin gozeltisinden % 75-90 ve-
rimle dihidroksiaseton tretebildidi bildirimektedir. Dihidroksiaseton, daha sonra dihidroksiaseton kinaz enzimi
ile dihidroksiasetonfosfata gevrilebilmektedir. Dihidroksiasetonfosfat, optikge aktif seker tirevlerinin Uretiminde
bazi aldolazlar igin 6nemii bir substrat olarak kabul edilmektedir (ZHUGE ve ark., 2001).

GLISERININ $ARAPLARDAKI ONEMI

Gliserin, bira, sarap gibi alkolli igkilerde duyusal 8zelliklere katkida butunan bir bilesik olarak bilinmek-
tedir. Sarap mayasi olan Saccharomyces cerevisiae’ nin yilksek veya digilk miktarda gliserin tretiminin kont-
reliiniin, icki endlstrisinde garap kalitesi agisindan oldukga 8nemli oldugu kabul edilmektedir (KILIG, 1990;
SCANES ve ark., 1998; DEQUIN, 2001; WANG ve ark., 2001). Gliserin, sarapta fermentasyon sirasinda lre-
tilen bir yan Grlin olup, etanol ve karbondioksitten sonra derigimi en yiksek olan riin olarak kabul ediimekte-
dir. llk olarak Pasteur, sarapta kullanilan gekerin % 3.6'sirun gliserine ddntigtigini bulmugtur. Daha senra ya-
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pilan galigmalar maya suguna, ortam kompozisyonuna ve proses kogullarina bagl olarak, karbon kaynaginin
% 4-10'unun gliserine donligtligling gdstermistir.

Uziim suyunda gliserin konsantrasyonu gok diigiik olmasina ragmen, kiifle enfekte olmug liziimlerin kul-
lanifmasi sonucunda, maya fermentasyonundan énce gliserin {tetilmesi nedeni ile, garapta gliserin miktarinin
normalden daha fazla olabilecegi belirtimektedir. Kullanilan dzéimiin tirl ve olguniugunun da saraptaki glise-
rin miktanini etkiledigi belintiimektedir. Saraptaki gliserin miktarimin 1-15 g/L dilzeyinde ve ortalama 7 g/l oldu-
gu bildiriimektedir. NewYork, California ve Avustralya'da kirmizi garaplarin gliserin oranlarinin beyaz saraplar-
dakinden daha fazla oldudu bildiriimektedir {(EUSTACE ve THORNTON, 1987; SCANES ve ark., 1998).

Gligerinin, ugucu bir bilegik olmamas: nedeni ile garabin aromasi Gizerine dogrudan bir etkisinin olmadi-
g1 ancak tadin yumugak!ifi Uzerine etkisinin oldugu belirtimekiedir. Gliserinin, tath ve yagimsi bir madde oldu-
fu igin duyusal kaliteyi etkiledigi bildirilmektedir (KILIG, 1990). $arabin viskozitesi izerindeki dedigikligin ise,
sadece gliserin diizeyinin 25 g/L degerine ulaghidinda gergeklestigi belirtilimektedir. Bu degerlendirmeler, gli-
serinin dolaylt olarak garap kalitesi Uzerine etki ettigini ve S. cerevisiae tarafindan ylksek gliserin Gretiminin,
sarabin duyusal &zelliklerini gelistirdigini gostermektedir (SCANES ve ark,, 1898). Sarabin duyusal kalite kont-
roliinde, gérsel deferlendirme strasinda bir kriter kabul edilen dalgalanmal gériinimun, saraptaki gliserin ve
sekerin miktarina bagl cldugu bildirilmektedir. Gliserin ve seker derisimi fazla olan saraplarda daha belirgin ve
zarif gz yaglarinin olugtugu belitiimektedir (AKTAN ve KALKAN, 2000). Diger termente ickilerdeki gliserin ora-
ninin garaba benzer veya daha az oldugu bildiriimektedir. Ornegin ist fermentasyon biralarinda gliserin mikta-
rinin 1.5-2.9 g/L arasinda dedistidi belittilmektedir. Gliserin Gretiminin ozmotik stres kargisinda artmasi nedeni
ile, gliserinin yilksek konsantrasyona sahip fermentasyonlarda dnemii oldugu bildiriimektedir. Son yillarda bira
endiistrisinde de reticilerin yiiksek viskoziteli bira fermentasyonuna ydnelmeleri nedeni ile, gliserinin biradaki
dneminin de giderek artacagi diigiintimektedir (SCANES ve ark., 1998; DEQUIN, 2001).

MAYALAR TARAFINDAN GLISERIN DRETIMI

Mayalarin Gliserin Metabolizmasi

Gliserin, mayalarda glikoliz sirasinda olugan bir ara {riin olan dihidroksiaseton fosfattan, iki basamakli
ve sirasiyla gliseroltrifostat dehidrojenaz (Gpd} ve gliseroltrifosfataz (Gpp) enzimleri tarafindan katalizlenen bir
reaksiyon ile Uretilmektedir. Her iki enzimin de ikiger izoenzimi bulunmaktadir. Bu izoenzimlerin, ozmotik ko-
sullarda gérev yapan Gpd1p ve Gpp2p ile, normal kogullarda iglev géren Gpd2p ve Gpp1p olduklan belirtiimek-
tedir (SCANES ve ark., 1998; DEQUIN, 2001; WANG ve ark., 2001). Gliseroltrifosfat dehidrojenaz) kodlayan
GPD1 veiveya GPD2 genlerinin 8. cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Schizosaccharomyces pombe,
Candida glycerinogenes ve Zygosaccharomyces rouxiide belirlendigi bildiriimektedir. Debaryomyces hanse-
nitde de gliseroltrifosfat dehidrojenaz aktivitesine rastlandi§ belirtiimektedir. Bu veriler, gliseroitrifosfattan gli-
serin Uretiminin yalniz belli mayalar tarafindan gergeklestirilebilecegini gbstermektedir (WANG ve ark., 2001).
S. cerevisiag'da bulunan her iki enzim igerisinde, Gpd1p'nin, gliserin Gretimi igin anahtar enzim oldugu belirtil-
mektedir {DEQUIN, 2001). Mayalarda gliserin sentezi ile ilgili bagka alternatif bir yo! olup olmadigin gésteren
deneysel bir veriye rastlanmadigi belirtimektedir.

Mayalann Gliserin Disimilasyonu

Gliserin, S. cerevisiae taralindan glukozun yoklugunda karbon kaynag olarak kullanilabilmektedir. Gli-
serin disimilasyonunun, mayalarda gliserinin, gliserol-3-fosfata veya dihidroksiasetona déniigtliriimesi geklin-
de iki yolla gergeklestigi bildirimektedir. S, cerevisiae'da gliserin disimilasyonu, GUT 1 geni tarafindan kodla-
nan gliserol kinaz ve GUT 2 geni tarafindan kodlanan spesifik, FAD'ye bagl mitokondriyal gliserol-3-fosfat de-
hidrojenaz (Gut2p) enzimleri tarafindan katalizlenmektedir. GUT1 ve GUT2 genlerinden yoksun mutantlarin gli-
serini karbon kaynad olarak kultanamadiklan belintiimektedir (COSTENOBLE ve ark., 2000; WANG ve ark.,
2001). Gliserol kinaz aktivitesi sonucu olugan gliserol-3-fosfatin, lipid biyosentezinde kullanilabildigi veya dihid-
roksiasetona gevrilebildigi befirtiimektedir. Olugan dihidroksiasetonun ise TPl enzimi aracilidi ile gliseraldehit-
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3-fosfata gevrilip, metabolik yol izine katldigi veya diger metabolitierin tretilebilmesi igin bir substrat vazifesi
gordiigi bildiriimektedir. Bu yolla gliserinin karbon kaynagi olarak kullanimi ayrica D. hansenii, Z. rouxii, C.
glycerinogenes ve S. pombe'de belirlenmigtir. Dihidroksiaseton tretimi yolu ile gliserin disimilasyonunda ise;
gliserol dehidrojenaz enzimi gliserinin dihidroksiasetona okside olmasim saglamaktadir. Daha sonra da dihid-
roksiaseton kinaz enzimi tarafindan katalizlenen bir tepkime ile dihidroksiasetonfosfat olugmaktadir. 8. cerevi-

rin dneminin tam olarak belirlenemedigi bildirimektedir. (WANG ve ark., 2001).

Gliserinin Hiicre Metabolizmasindaki Onemi

Gliserin sentezinin, ozmotik kogullara uyum ve redoks dengesinin sajlanmasi agisindan maya hiicre
* metabolizmasina faydah oldugu bildiriimektedir. Gliserin, mayalarda ozmotik kogullar altinda yarisgil goziinen
olarak iglev gérmektedir. Hiicre digi su aktivitesinin digmesi ile birlikte S. cerevisiae'nin gliserin Gretimini art-
tirdig belirienmigtir (PETROVSKA ve ark., 1999; ZHUGE, 2001). Ozmotik gokla birlikte gliseroltrifosfat dehid-
rojenaz (Gpdip)'a bagl sitoplazmik NAD* seviyesinde énemli bir artig gdzlendigi bildirilmektedir. Gpd1p’nin
ozmotik indiksiyonu, GPD1'i regiile eden bir &zgiil sinyal transduksiyon yol izi (HOG yol izi; yiksek ozmolari-
te gliserin yanit yol izi} il€, transkripsiyonel seviyede gerceklesmekte ve gliserin iretiminin artig ile sonuglan-
maktadir. S. cerevisiag'da gliserinin hiicre iginde biriktiriimesinin, Fps1p-protein kanal araciligi ile kontrol edil-
digi belirtiimektedir. Hiperozmotik stres kogullarinda bu kanalin kapandii, gliserin hiicrede biriktigi ve dig or-
tamla hiicre arasinda ozmotik dengenin sadiandigi bildirilmektedir. Hiperozmotik stres yoklugunda ise kanalin
agik oldugu ve gliserinin hilcreden digan ¢ikabildigi beliflenmigtir (WANG ve ark,, 2001).

Glukozun alkole fermentasyonu sirasinda 8. cerevisiae tarafindan gliserin dretilmesinin bir nedeni de;
hicrenin redoks dengesinin saglanmasi olarak agiklanmaktadir (SCANES ve ark., 1998). GPD2 ve GPP1 gen-
lerinin hiicredeki redoks dengesinin saglanmasindaki snemieri, bu genlerin ortadan kaldinimasiyla anlagiimig-
tir. Bu genlerden yoksun olan mutantlarin oksijen yoklugunda geligemedikleri gdrilmigttir. GPD1'in agin ifade-
siile 8. cerevisiae'min gliserin Uretimini arttirmak igin yapilan galigmalarin, hiicrenin redoks dengesini bozdugu
bildirilmektedir. Bunun sonucunda hiicrenin, redoks dengesini sadlamak igin piruvat, asetat, asetoin, 2,3- bii-
tandiol ve suksinat gibi yan Oriinlerin Gretimini arttirma yoluna gittigi belirtimektedir. Gliserin Gretimi sirasinda
NADH, NAD*'ya okside olmakta, bu da aerobik kosullarda NAD+/NADH dengesini saglamaktadir. Aerobik ko-
gullarda glukozlu ortamda, fermentasyon ve solunum sirasinda gliserin olusumunun devam ettigi bildirimekte-
dir. Bu da, glukoz ve oksijenin tikenmesiyle birlikte, hiicrenin redoks dengesini saglamak igin gliserin Gretimi-
ne ihtiyag duyulduunu gostermektedir. Gliserin Uretiminde gliserol-3-fosfatin defosforilasyonu sirasinda, yik-
sek miktarda fosfat iyonu serbest kalmaktadir. Bu yolla sitoplazmik fosfat dizeyleri kontrol edilmektedir. Glu-
koz hiicreye fosforilasyona ugramamig formda alindiginda, bu fosfatin daha sonraki agamada serbest kalma-
sinin gerektigi, yoksa hiicrede bir fosfat dengesizligi olacad belirtilmigtir. Bu agidan gliserin dretiminin, inorga-
nik fosfat dénglisiinde de 6nemii oidudu bildirimigtir. Gliserin lretiminin, ayni zamanda sitoplazmik oksijen ra-
dikallerine kargi bir koruyucu gorevi oldugu da diigtnilmektedir (COSTENOBLE ve ark., 2000).

Mayalardan Gliserin Uretiimesi Amaciyla Kullanilan Prosesler

Salfit/Alkali Kontrollli Proses: Gliserin retimde bilinen en eski yéntemlerden biri silfit kontrolli pro-
ses olup, |. Dinya Savag! sirasinda sikga kullamimighir. Stilfit kontrolli proses, S. cerevisiag'min kulianildigs,
heksozlarin anaerobik glikolizini igéren bir proses olarak belirtimektedir (VIJAIKISHORE ve KARANTH, 1984;
VIJAIKISHORE ve KARANTH, 1987, SAHOO ve AGARWAL, 2001}, Bu prosesin temeli ilk kez Neuberg tara-
findan kegfedilmis olup, asetaldehitin sodyumsiilfitie baglanmasi ve asetaldehit-siilfit kompleksini olugturmasi-
na dayanmaktadir (AGARWAL, 19390). Tepkime agadida gésterilmistir:

CH3CHO + Na,SO; + 2H;0 -CH,CHO.NaHSO, + NaOH

Asetaldehit Asetaldehit-silfit
kompleksi
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Glikoliz sirasinda, ortamda stilfitin yokiugunda asetaldehit etil alkole indirgenmektedir. Bir elektron ati-
cisi olan asetaldehit siiffitle baglandigi zaman, Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yolunda ofugan dider trioz
olan dihidroksiasetonfosfat (DHAP) temel elektron alicisi olarak gorev yapmakta ve gliserine indirgenmektedir.
Béylece hicrede etil alkol retimi durmakta ve glikoliz yolu sadece gliserin Oretiminin gergeklesecegi sekilde
yénlendiriimektedir. Prosesin toplam tepkimesi agagida verilmektedir:

CGH1206 + Na2803 + Hzo - NaHCO;; + CH3CHON§HSO3 + C3H803
Glukoz ) Asetaldehit- solfit Gliserin
kompleksi

Pratikte, etil alko! Uretimi ybniindeki tepkimenin tamamen durdurulmasi igin ortamdaki biitiin asetalde-
hitin slfit ile baglanmasi gerektiginden, islem igin agin miktarda sodyum siilfit gerekebilecegi bildiriimektedir.
Bunun da, yéntemin ticari tlgekte uygulanmasin pratik cimalktan uzaklagtiran en énemli sebep oldugu belirtil-
mektedir. Ticari digekte Gretimde siilfitin kultanimi 100 g seker bagina en fazla 40 g olarak simirlandiriimigtir,
Gunki daha fazla miktarda silfitin maya metabolizmas: igin toksik oldugu belirtimektedir. Bu durumda, glise-
rin veriminin tiketilen geker bagina % 20-25 oldudu belirlenmisgtir. Bu verim de teorik verimin % 40-50'si kadar-
dir (AGARWAL, 1990; PETROVSKA ve ark., 1999). Bu tip proseste kontrol ajani olarak sodyum stilfat, sod-
yum silfivbisilfit, amonyum siilfit ve magnezyumvkalsiyum siilfit gibl ¢egitli tuzlarin kullarulabildigi bildirilmek-
tedir. Cdzlinen maddelerin gliserinin geri kazarumini zorlagtirmast, diigiik verim (% 20-25) , disiik dénlgtim
hizi ve gliserinin derigiminin diigilk olarak elde edilmesi, silfit kontrollli prosesin terk edilmesinin baglica ne-
denleri arasinda gisteriimektedir. (AGARWAL, 1990; WANG ve ark.,2001).

Alkali kontrolli prosesin tepkimesi ise, agagidaki gibi ifade edilmektedir :

2CEH1206 + H20 - 2002 + CHQCOOH +02H50H +203H303
Glukoz Aselik asit  Etil alkol  Gliserin

Tepkime, pH 7 veya (izerinde normal alkol fermentasyonu siirecinde gergeldesmektedir. Tepkimedeki
asetik asit, optimum pH'si 8.75 olan aldehit dehidrojenaz enziminin aktivitesinin artigi nedeniyle olugmaktadir.
Alkali keontrolli maya prosesinin ylr(tilebitmesi igin sodyum karbonat veya magnezyum karbonat/magnez-
yum hidroksitin kutlanmidigi bildiriimektedir (VIJAIHIKISHORE ve KARANTH, 1984; WANG ve ark., 2001). Bu
proses ile gliserin Gretimi, s{lfit kontrollll prosesteki gibi nispeten basit olmakla birlikte, bazi teknik problemle-
rin ticari Slgekteki uygulamaian simirandirdigi bildiriimektedir (WANG ve ark., 2001).

Ozmotolerant Mayalarin Kullanildigy Proses: 1945'te, bir ozmotolerant maya olan Zygosaccharomy-
ces acidifaciens (Saccharomyces bailii)in gliserin Uretebildigi ve bunun igin slfit, bisilfit gibi bir kontrol ajani-
nin gerekmedigi kesfedilmistir. Bu galigma, aym zamanda ozmofilik/ozmotolerant mayalann biyoteknolojik
dzelliklerinin incelenmesi igin yapilan ¢aligmalara da Brcl olmustur. Daha sonra ozmofilik mayatann eritritol,
D-arabitol, mannitol gibi bagka polihidroksi alkoller drettikleri de kegfedilmigtir (ONISHI,1958; ONISHI,1863;
AGARWAL, 1390; WANG ve ark., 2001). 1950'lerde de gigeklerden, bozulmug baldan, kurutulmus meyveler-
den ozmofilik mayalar izole edilmig, bunlar; Saccharomyces rouxii ve Torulopsis magnoliae suglan olarak be-
lirlenmigtir. Bu mayalardan birincisinin gliserin ve arabitol, ikincisinin 1se gliserin ve eritritol Grettikleri belirlen-
mistir (AGARWAL, 1920). Yapiian bir aragtirmada, anbir Zygosaccharomyces sugu lizerinde gahgilmig ve bun-
lardan dért tanesinin (Z. nadsonfi, Z. nusbaumerii, Z. richleri ve Z. rogus) % 15 ve daha fazla oranda gliserin
irettikleri saptanmigtir. Bu galigmalar, yiksek diizeyde gliserin treten mayalann, yiksek seker konsantrasyo-
nuna dayanikli mayalar olduklarin gdstermiglerdir. Daha sonra yapilan aragtirmalarda yiksek tuz konsantras-
yonuna dayanikli mayalarin da gliserin Gretebildikleri belirlenmistir. Ornedin, Pichia mise'nun D-arabitol, eritri-
tol ve gliserin iretebildigi belirtimektedir (ONISHI, 1959; AGARWAL, 1990). Gliserin (retiminde kullanilabile-
cek baglica ozmotolerant mayalarin Candida, Debaryomyces, Hansenula, Pichia, Saccharomyces, Schizo-
saccharomyces, Zygosaccharomyces ve Torulopsis cinslerine ait olduklart bildiriimektedir (PETROVSKA ve
ark., 1999; WANG ve ark., 2001). Ozmofilik maya prosesinin slilfit ve alkali kontrollli proseslere gére tstiin y6n-
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leri su gekilde agiklanmaktadir: a) Mikroaerofilik veya anaerobik kogullar yerine aerobik kogullarda uygulana-
bilmektedir b) Kontrol ajantan gerekmemektedir ¢} Ozmofilik mayalar yiksek geker derigimlerini tolere edebil-
mektedirler d) Sekerin driing dénligim hizi ve triin verimi ¢ok daha yiiksek olarak belirtiimektedir e} Kontami-
nasyon riski diigiik olup, daha basit bir proses olarak kabul ediimektedir (PAREKH ve PANDEY, 1985: AGAR-
WAL,1990; WANG ve ark., 2001).

BAXTERILER TARAFINDAN GLiSERIN URETIMI

Lactobacillus lycopersici ve Bacillus subtilis bakterilerinin gliserin tretebildikleri belirtiimektedir {WANG
ve ark., 2001). Bacillus subtilis tarafindan gliserin Uretimi ilk kez 1945'te kesfedilmistir, Ancak bu proseste bag-
ka bir ana fermentasyon {rini olan 2-3-butandioliin de elde edildidi bilinmektedir (VIJAIKISHORE ve KA-
RANTH, 1884). Tepkime agagidaki sekilde gésterimektedir:

3CgH;305 = 2CH,CHOH.CHOH.CHy + 2C4HgOy + 4CO,
Glukoz 2,3- bltandiecl Gliserin

Bu bakterinin farklt suglarinin, farkli verimlerde gliserin Gretimi gergeklestirdigi belitiimektedir. Fermen-
tasyon hizi ve verimin dilgiik olmas! nedeniyle bu proses endistriyel anlamda higbir zaman énem kazanma-
mig olup, 1940'lardaki itk aragtirmalardan sonra bu yolla gliserin Gretimi konusunda bir galisma rapor edilme-
migtir (VIJAIKISHORE ve KARANTH, 1984; VIJAIKISHORE ve KARANTH, 1986; WANG ve ark., 2001).

Gliserin Uretebilen maya veya bakterilerden, retimde rol oynayan genlerin bazi bakterilere klonlanma-
sinin, glukozu 1,3-propandiole fermente eden rekombinant bakterilerin eldesiyle sonuglandigi belirtiimektedir.
Ancak bunun ticari boyutta Gnem kazanabilmesi igin $zellikle proses verimliligi agisindan daha fazla arastirma-
ya ihtiyag duyuldugu da bildirimektedir (WANG ve ark., 2001).

ALGLER TARAFINDAN GLIiSERiN URETiMI

Algler tarafindan gliserin Uretimi bugilin spesifik klimatik kogullar gerektirdiginden, tercih edilen bir yol ol-
mamakla birlikte, glineg 15191 disinda gok az enerji gerektirdiginden en ucuz proses olarak belirtiimektedir (VI-
JAIKISHORE ve KARANTH,1986). Bu yolun gelecekte gliserin Uretimi iin, &zellikle tropikal dlkelerde potansi-
yel bir sneme sahip oldugu dislinilmektedir. Yagam mekanizmast olarak, yiiksek konsantrasyonda tuza kar-
§1 hicre igi gliserin Ureten pek gok alg tiirii bulunmaktadir. Uygun kogullarda Dunafiella ve Astermonas gibi ye-
sil alg tdrlerinin kuru agirliklaninin % 50'si kadar gliserin Uretebildikieri bildirilmektedir (CHEN ve CHI, 1981).
Ancak gliserinin geri kazanim islemlerinin bir gok proses gerektirdigi belirtimektedir. Bu prosesin en avantajli
yénu olarak, dodrudan glines enerjisinin kullaruimasi ve yan riin olarak da hayvan yemi ile B-karotenin dretil-
mesi gdsteriimektedir (CHEN ve CHI, 1981; AGARWAL, 1890).

GLISERIN SENTEZINE GEVRESEL FAKTORLERIN ETKisi

Sicaklik derecesi, havalzndirma hizi, baglangig substrat konsantrasyonu, ozmotik stres gibi faktdrler
mayalar tarafindan gliserin Gretimini etkileyen baglica etmenler arasinda bildiriimektedirler (SPENCER, 1968;
REMIZE ve ark., 2000). Gliserin Gretimi igin optimum sicaklik derecesinin geneliikle maya dremesi igin gerek-
li optimum sicakiik derecesine yakin oldugu belirtilimektedir. Ornegin S. cerevisiae, Candida magnoliae ve Z.
rouxii ile yapilan ¢aligmalarda maksimum gliserin Gretiminin 30-35°C'ler arasinda oldudu belirlenmigtir (WANG
ve ark., 2001). XIE ve ark {2001), ozmofilik mayalarca gliserin Gretiminin 30-40°C arasinda optimuma ulagti-
g belitmektedirier. C. glycerinogenes igin ise bu degerin, 29-33°C arasinda oldugu bulunmustur (ZHUGE ve
ark., 2001). C. magnoliae'nin hiicre Uremesi ve gliserin veriminin 40°C'de oldukga diistiigi belirlenmistir. S. ce-
revisiag'nin garap Uretiminde kullanilan suglan igin optimum gliserin Gretim sicaklik derecelerinin 22-35°C ara-
sinda degistigi belirtitmektedir (GARDNER ve ark., 1993; SCANES ve ark., 1998).
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Havalandirma mz1, ozmotolerant mayalar tarafindan gliserin iretiminde oldukga énemli bir faktér alarak
kabul edilmektedir (SPENCER, 1968). S. cerevisiae ile yapilan galigmaiar; yeterince havalandirma yapilan or-
tamlarda polialkel veriminin daha fazla oldugunu kamitlarmistir (SCANES ve ark., 1988). Artan oksijen miktan
ile etanol veriminin de digtigi belirtimistir. Bu durum, ortamdaki etanol miktarinin yetersiz havalandirma igin
bir kriter olabilecegini géstermektedir. Ayni sekilde, diigiik poliol verimleri de oksijen miktarinin optimumun al-
tinda oldugunu gtsteracektir. Optimum seviyeden daha yﬂkéek havalahdllrrna yapildiginda glukoz kuliammin-
da bir azalma oldudu, triin verimlerinde ise, daha diisik bir azalma olduﬁﬁ bildirimektedir. Maksimum verim
igin gerekli oksijen miktar dedismekte olup, bunun Kiiltirdeki hiicre yogunluguna bagdh oldugu befirtiimektedir.
{SPENCER, 1968) .

Poiialkol tretiminde sikga kullanilan mayalar olan S. rouxii, C. magnoliae ve P. miso'nun ¢ok az tiirde
seker kullandiklar bildirilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, mannoz ve fruktozun poliollere déniisebildigini géster-
mektedir. S. rouxii tarafindan maltozun, glukoza gére daha az oranda gliserine dénustirildigii belifenmistir.
P. miso'nun da glukoz, fruktoz ve mannozu kullanarak gliserin ve D-arabitol Ureteblldigi, ancak galaktoz ve siik-
rozdan gliserin {retemedii belirtiimektedir (ONISHI ve ark., 1960; SPENCER, 1 968). Zygosaccharomyces tiir-
leri ve C. magnoliae'min kullanildi§) fermentasyonlarda, giukoz konsantrasyonunun yiikseltimesinin polialkol
verimini fazla deigtirmedigi bulunmugtur. (SPENCER, 1968; VIJAIKISHORE ve KARANTH, 1986). Seker kon-
santrasyonundaki artigin, gliserin sentezini arttirmasinin bir nedeninin, hicrenin cevresinde olugan ozmotik
stres oldugu bildiriimektedir. 8. cerevisiae ile yapilan galigmalar, siirekli kiltirde gliserin veriminin 0.971 su ak-
tivitesi dederinde, 0.994'e gére dértte li¢ oraninda arttifini géstermektedir (SCANES ve ark., 1998; WANG ve
ark., 2001). C. glycerinogenss ile yapilan bir ¢aligmada glukoz derigiminin 150 g/L'den 250 g/L'ye gikartiima-
sinin gliserin miktarim dnemli Glglide arttirdidi belirlenmistir. Ancak kesikli killttirde glukozun kullanim hizinin
diigtigu, bunun da gliserin Gretim hizini azalttig) bildirilmistir. Bu nedenle ortamin su aktivitesinin azaltiimasi-
nin, gliserin iiretiminde verimin arttirimas: igin tek bagina yeterli olmayacagi da belirtimektedir (ZHUGE ve
ark., 2001; WANG ve ark., 2001).

Azot kaynag ve derigiminin polialkol verimini oldukga etkiledigi bildiriimektedir, Maya 8zuttintin kullant-
dign galigmalarda misir gurubu likdrli kullanian ortamlara gére daha fazla gliserin Uretildigi belirtiimektedir. Ma-
ya 0zt derigiminin % 0.5'ten % 1.0%e gikartiimasinin fermentasyon sitresini 17 giinden 7 giine indirdigi, gli-
serin verimini de dnemli élgtde arttirdig) belirlenmigtir, Fermentasyon ortamina azot kaynaginin yamnda amon-
yum silfat, amonyum fosfat gibi azotlu maddelerin eklenmesinin gliserin verimini diistirdiigi belirtiimektedir
(SPENCER, 1968). Besiyerine aminoasit katiimas:min da gliserin Uretimini etkilemedigi veya azalttig) bildiril-
migtir. 8. cerevisiae ile yapilan bir ¢alismada, glutamik asit veya aminoasit karigimlarimn kultaruldig artamlar--
da, amonyum tuzlannin kullaniicigr otamlara gére daha diigik miktariarda gliserin elde edildigi gorilmustir
(ALBERS ve ark., 1996).

S. cerevisiae ile gliserin Uretimi icin yapilan galigmalar, en yiksek gliserin veriminin alkali ortarnlarda
elde edildigini gdstermektedir. Siilfit kontrolili proses igin optimum pH'min 6.7-7.0 arasinda oldugu belirtiimigtir
(WANG ve ark., 2001). Ancak pH'nin vikseltimesi, S. cerevisiae'min sarap Uretiminde kullarilan susglarinda gli-
serin Gretimini arttirmak igin bagvurutan bir yol olamamgtir. Giink{i bozucu mikroorganizmalarin gelismesinin
engellenmesi ve garabin duyusal kalitesinin korunmasi agtsindan tzim suyunun pH'si 3.5-4.0 gibi diigik se-
viyelerde tutulmaktadir (SCANES ve ark., 1998). Ayrica S. cerevisiae'mn ortamda baskin hale geimesi igin en
uygun pH'nin 3.5 civarnda oldugu belirtilmistir (HEARD ve FLEET, 1988).

GENETIK GALISMALAR

Mikroorganizmalar tarafindan gliserin Gretimini arthrmak igin bagvurulan genetik galismalar arasinda
mutasyon, yeni suglar gefistirme veya gliserin sentezi ile ilgili genlerin aktarimina yer verilmektedir. Bitiin ¢a-
ligmalarin temeli; glikolitik yolu gliserin olugumunu arttirarak, gliserin disimilasyonunu azaitacak sekilde yénlen-
dirmek olarak agiklanmaktadir (WANG ve ark., 2001).
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Gliserin, alkol fermentasyonlarlnda etancl ve COgp'den sonra konsantrasyonu en yiiksek olan dir(in olarak
kabul editmektir. Gliserinin, alkollil igkilerden &zellikle garabin duyusal zelliklerini geligtirdigi bilinmektedir. Bu ne-
denle son yillarda sarapta gliserin miktarini arthirmak amaciyla S. cerevisiae Uzerinde gergeklegtirilen bir cok ge-
netik caligma rapor edilmigtir (EUSTACE ve THORNTON, 1987; SCANES ve ark., 1998; DEQUIN, 2001).

Glikolizde anahtar bir enzim olan triozfosfat izomeraz (TPI), fruktoz 1,6 bifosfatin pargalanmasindan
sonra, dihidroksiasetonfosfatin gliseraldehit-3-fosfata déniglimiind saglamaktadir. S.cerevisiae’'min TP| ile ilgi-
li geni (TP1) bloke edildiginde mutantin glukozu kullanarak yilksek gliserin verimine (teorik verimin % 80-80"
kadar) ve gliserin Uretimine (1.5 g/Lh} ulagabildidi belirlenmigtir. Bu durumda bir kontrol ajanina da gerek du-
yulmadidii vurgulanmigtir. Ancak bu ydntemde, enerji eksikliginden dolay! hiicre geligiminin yavagladig ve glu-
koziu ortamda hiicrenin glukoza karg! genetik stabilitesini kaybettigi belirtiimektedir (WANG ve ark., 2001).

NAD'e bagim gliserottrifosfat dehidrojenaz enzimi, S. cerevisiae ve bir gok mayada gliserin sentezi igin
anahtar enzim olup, bu enzimi kodlayan GPD1 geninin agip ifadesinin mayalarda gliserin olugumunu aritirdig bil-
diriimektedir (SCANES ve ark., 1998; DEQUIN, 2001). GPD1 geninin agin ifadesi sonucu, Gpd1p aktivitesi 20 kat
artmig S. cerevisiae ile yapilan bir galigmada, gliserin veriminin yabani suglara oranla 6.5 kat arthidi belirtenmistir.
Sarap suglarinda GPD1 geninin agin ifadesine yonelik ¢aligmalann, fermentasyonda ayri zamanda etanol veri-
mini de disiirdiigd gésterilmigtir. Bu amagla genetik olarak geligtiriimig tim maya suglarinin, garap dretiminde kul-
lanilan kogullara benzer kosultar altinda Uretildiklerinde 200 g/L glukozdan 20 g/L gliserin derigiminden daha az
miktarda gliserin Urettikleri belilenmigtir. $imdiye kadar yapilan ¢aligmalarda, GPD1 geni agin ifade edilmig re-
kombinant ozmotolerant maya suslarinin yiiksek diizeyde gliserin trettiklerine yonelik bir veri bulunmadi§ bildi-
rilmektedir. Ancak mayalarda gliserin metabolizmasinin daha lyi anlagiimast ile, genetik olarak iglem gdrmiis oz-
motolerant mayalardan yiksek gliserin Gretimi saglanabilecedi de disiindlmektedir (WANG ve ark., 2061}, Ayni
yaklagimla bira mayalan Uzerinde de galigimigtir. Bira mayasinin GPD1 geninin artirimasi ile daha diigilk eta-
nol verimi ve dért kat daha fazla gliserin veriminin elde edildigi bulunmustur (DEQUIN, 2001).

Aminoasit ancloglarina direngli S. cerevisiae mutantlarinda 16sin ve fenilalanin gibi aminoasitlerin dretim-
lerinin arttig, bunun da alkoldehidrojenaz aktivitesinin azalmasina, dolayisiyla gliserin Uretiminin artmasina yol ag-
tig1 belifenmistir. C. glycerinogenes ile yapilan bir galismada da, arabitol sentezinde rot oynayan genlerin bloke
edilmesinin gliserin Gretimini 85 g/L'den 100 g/L'nin {izerine gtkardig belirtiimektedir (WANG ve ark,, 2001). 3a-
rap mayalannin segici hibritlegtiriimesi senucu mayalar tarafindan retiten gliserin miktarinin 3.0-6.6 g/L seviyesin-
den 10-11 g/L seviyesine ylikseldidi bildirimektedir (EUSTACE ve THORNTON, 1987; SCANES ve ark., 1888}

Gliserin Gretim verimi arttinilan garap mayasi suglaninin durgun fazda fermentasyon hizlannin arthd
belirlenmigtir. Bu da mevcut NADH'in glikoliz igin yeterli olmamasina neden olmaktadir. Degisen NADH
metabolizmas! sonucu suglann bazi yan Urinlerinin Qretimini arttirdiklan belirtiimigtir. Bunlarin baglicalari
asetat, asetoin, 2,3-bitandiol ve suksinat olarak verilmektedir. Yuksek miktardaki asetat bir dezavantaj olug-
turacagindan, bu problemin asetaldehit dehidrojenaz enzimini kodlayan ALDE geninin bloke edilmesi ile
gozlilecedi belirtiimektedir (SCANES ve ark., 1998; DEQUIN, 2001).

9. SONUG

Mikrobiyal gliserin Uretiminde, son yillarda sug segimi ve manuplasyonlar ile, 20. ylizyllin baglannda
kullanitan proseslerle kiyaslandiinda &nemii bir gelisme kaydedildigi bildiriimektedir. Gliserin Uretim verimi ve
verimiiligini arthirmak igin gelecekte yapilacak ofan galigmalann daha gok; fermentasyon prosesinin ekonomik
olarak gergeklestirilebilmesi lizerine yogunlagmasi beklenmektedir. 8. cerevisiag'nin gliserin metabolizmasinin
daha iyi anlagiimasiyla son 10 yilda énemli genetik ¢aligmalann yapiimis oldugu, ancak bu aragtirmalarin
genellikle garap suglan ite sinirh kaldigi da belirtiimektedir (SCANES ve ark.,1998). Diger ozmotolerant
mayalann gliserin metabolizmas S. cerevisiae kadar aragtinimadids igin, bu mayalann gliserin dretimi ile ilgili
gok az genetik calismaya rastlanmaktadir. Gelecekte ise biyoteknoloji konusunda gahganlarin, gliserinin
ekonomik olarak Uretimini gergeklestirmek igin uygun suglar geligtirmeleri ve genetik manuplasyonlara y&nel-
meieri bekienmektedir.
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