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OzZET

Degisik lretim sekilleri, mayalarin lreme-

sini ve lipid sentezini etkilemektedir. Kesikii
Gretim gibi kapali sistemlerde ortamin igerigi

degistidi icin hiicreler dengeli lireyemez. Oysa,
siirekli dretimde hiicreler dengeli bir sekilde
ireyebildigi Igin iriin de daha yiiksek miktar-
da ve dengeli olur. Bu viizden ileride yapila-
cak calismalarda siirekli {retim s$ekli tercih
edilecektir. :

Bu calismada, surekli Gretim denenmis ve
“yag tretimi i¢in efverisli oldugu saptanmustir.
Strekli Gretimden = elde edilen lipidler, ince

tabaka plak kromatografisi ve silisik asit ko- -

lon kromatografisi ile- analiz edilmistir.

Total fipid verimi € : N oranina bagiml ol-
dugu igin, ortamdaki seker ve azot kullanim
da mcelenmlstir '

GIiRiS .

Hiicrelerin tremeleri esnasinda, fazlarda-

ki hiicresel olaylar ve yad biriktirme simrlidir.

Degisik Greme kosullari, mayalarin diremesini

-ve lipid sentezini etkilemektedir. Kesikli iire-
tim gibi kapall sistemlerde hiicrelerin her ba-
sartli jenerasyonu ile, ortamin igerigi degisir.
Bu da hiicrelerin dengeli iremesini onler. Ke-

sikli liretimle liretilenSaccharomyces cerevisiae
ve Candida lipolytica'da lipid artisi geg logarit-

-mik asamada maksimumu bulunmustur (1, 13
18). : .
Durakiama ve 6liim agamalarinda, total Hi-

pidde hizlt bir artis goézlenmigtir. Oysa. sii-
" rekli dretilen hiicrelerde kararli durum sag-
lanabilir {steadey state). Candida 107'nin azo-

tu sinrlandintmug, distk dilusyon hizhi siirek(i

kiiltirlerinde yitkksek derisimde yag birikimi
bulunmustur (4, 6, 15]). ‘ :
YONTEM VE GERECLER

Kullanilan mikroorganizma : Ca
cans 628 (Danimarka, Kopenhan'dan génderil-

di). Mikroorganizma, sobouraud dexrose agarli-

Candida albi- -

yatik kiiltiir tizerinde Uretilip, ayda bir kez ol-
m k dizere yenilenerek korunmustur.

Melash iireme ortamu : Melas, pancar se-
keri kurulusundan saglanmistir ve % 45 C.H.
icermektedir. Total CH. % 1 olacak sekilde
hazirlanip 6rtamlara  eklenmistir. Buna gére
1 It lik Murray ve Walker (12).ortamina 22.2

- gr Melas eklenmistir.

Murray ve Walker (1956) 'nin iireme orta-
mt dedistirilerek kullanilmistir. Buna gore :

(NH), 8O, — 1.5 gr., KH; NO, — 0.36 gr.,
CaCl, . 6 H:0 — 0.1 gr., MgSos . 7TH,0 — 0.5
gr., FeS0,.7H,0 — 005 gr., ZnSO,.7H,0 -
0,02 gr., NaCl — 0.1 gr., ispirto mayasi 0.25 gr.
(Biotin yerine), Melas 22.2 gr. (Glukoz yerine).
pH: 5.5 olacak sekilde NaOH ile ayarlanmis-
tir. Ortam’ 120°C lik otoklavda 15° dak sterili-
ze edllmlstlr

SitreKli iretimin uygulanmasi :  Toplam
hacmi 3 It olan fermentérde (BIOTEK, NR /381)
2,5 1t hacrinde hazirlanan melasli Greme or-
tamt ile baslangic pH'si 5,5 tutularak, 30°C ve
200 rpm'de &nce kesikli cahgiip (Batch}, or-

~ talama 20. saatte akis hizi 0,43 ml/dak ile si-

rekli Gretime gecildi, Yeni bir {ireme ortamiy-
la gec. log. faz asamdsina eriginceye kadar,

‘a\'ym kosullarda {30°C, 200 rpm'de) (reme éag-

landi. Saptanan akis hizi ile taze ortam ekle-
nen iUreme ortamindan, yine ayni oranda ma-
ya -.igeren kiiltiir ortamlnrnda_allnmasa ile kiltiir
stirekli log a$amasmda tutularak ldreme (optik
dansite Glglimi olarak}, total seker, azot, to-
tal lipid,nétral lipid, glikolipid ve fosfolipid ta-
yinleri yapridi. |

Seker tayini : Fenol - Siilfrik asit yontemi-
ne gbre fayin edildi [8)

Azot tayini : Nesslerlzasyon yontemme gb-

- re tayin edildi (14).

- Total {ipid : Wilson - Hanner yontemi kul-
lamids (21),
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Lipid &ziitiiniin elde edilmesi : Lipid dzi- Tablo 1. Kesikli Uretimde C. elbicans 62.'8'in

tiinii elde etmek i¢in Dovson ve Craing (1966) Genel Gorniimii,

(2)'in bnerdigi yontemden yararlantldi. o Ureme " Seker " Azot Total
ince tabaka . plak kromatografisi : Lipid (0.0490 nm)  Kullamms  Kullamms  lipid

ayirimi igin adsorbant olarak silica . gel kulla- - % Yo ug/5 mi.

nildi. Plak kahinhi 0,25 mm olarak hazirlend:. 0340° 92.5 ‘g3 300

Coziicii sistem, Kloroform - Metanoi - Su (65:
25:4) (v/v) kullanildi (11, 20},

Cesitli lipidier, dzel boya ayiraglan ile
nitel (kalitatif) lolarak tayin edildi.

. Difenilamin ayiraci : Giikolipid'leri ayw-
mada kullamidi. Ayirag, Jatzkewitz ve Mahi;
1969 (7)’in dnerdidi sekilde hazirlandi.

Ninhidrin aywaci1 : Serbest amino grubu
iceren lipidleri belirlemek icin kullamidi (17).

Dragendroff aywac) : Kolin iceren fosfo-
lipidleri belirlemek icin kullantld: (20).

Molybdenum - Blue ayiraci

: Fosfolipidleri
-belirlemek i¢in kullamldi (3). -

SHlisik asit kolon kromatografisinin uygu-
lanmasy : Lipid oziitiinii fraksiyonlara aywmak
igin yapildi. 1x 20 cm. [ik kolon kullamldi. 10 gr.
silisik asit 20 ml. kloroform iginde ¢oziildii (19).
Kolon dolduruldu. Sistemde sabit fazin yiiksel-
digi 12 cm. de kald.

Nétral lipid, Glikolipid ve Fosfolipidlerin

" tayin edilmesi :
1 gr. kuru hiicreden elde edilen lipid 6ziti,
silisik asitli kolon ile yag fraksiyontarina ay-
nildi (9). '

'BULGULAR

250 ml. lik erlenmayerlerde, 100 ml. lik
melash Ureme ortamlarina C. albicans 628 eki-
lip yapilan kesikli Uretimde, total lipid diize-

yinin maksimum oidugu 48 saatteki génel g5 A

rimiim TABLO 1-'de dzetlenmistir.

- w

Siirekli Gretimde elde edilmig

* Bu deger 10 kez sulandirilmig Srneklerden ah-
nan sonugtm

Fermentdrde melas iceren {ireme ortamina

'C.albicans 628 ekildi. Daha 6nce yaptlan de-

neylerde, ge¢ logaritmik faza 20. saatte geldigi
bulundugundan, bu saatte sirekli {retime ge-
gildi. 0.43 ml/dak. ve 0.22 mi/dak. olmak {ize-
re iki dilusyon hizi denendi. -Ug giin devam
eden siirekli iliretimin ardindan tekrar kesikli
Uretime dondldii ($ekil 1}.

‘Siirekli Gretimden elde edilen hiicre lipid
oziitlerinin ince tabaka plak kromatogramlar
(Sekil -2, 3, 4 ve 5)'da gdsterilmigtir.

Melasli (reme ortamiyla gerceklestirilen
siirekli {iretimden ‘elde edilen hiicrelerden, si-

listk asit kolon kromatografisi kullamlarak el-

de edilen.nétral lipid'ler, glikolipid'ler ve fos-

_‘foli-pidler miktarlar ise Tablo 'de gdsterilmis-
tir. ' S

TARTISMA

Melash {ireme ortam: iceren fermentdrle
yapilan dretimde (Sekil 1}, total lipid: verimi-
nin kesikli Gretimle elde edilenden’ daha cok
oldugu bulunmustur (1/6 oraninda). (Tablo I'e
bakilacak olursa, kes:kll iireme ortamindan to-
tal lipid 300 pg/5 mi bulunmustur. Sekil 1'dz
siirekli {iretimden elde ‘edilen total fipid 345 -
pg/5 mi olarak saptanmistir). Bunun nedeni '
kesikli dretimde hucreler:n basarih her gene-
rasyonunun, ortamin igerigini degistirmesi ve

... bu vyiizden hiicrelerin dengeli dremesini onle-

mesidir (16). Kesikli tretimde Candida tiirleri

7 Tablo . Surekll Uretimder: Elde Edilen 1 ‘gr. Kuru Huc*rede Bulunan Llpld

Miktarlarl (w/w }

Glikolipid :

Mikroorgamzma Notral Lipid _ Fosfolipid _
Rt : M:kmr, % oram Miktar - % oram Miktar - % oram .
" C.albicans 628 043404 584 017754 24 013038 176
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gec logaritmik agamada en ylksek total lipid
miktarini vermektedir (13, 18). Durgunluk ve

Bliyr agamalarinda total lipid de eni dilglgler

de gézlemmigtir ki, bunlar bulgulanmiz: destek-

temektedir. Siirekll iretimie iretilen hilcreler- . -
- gualuk- ve Slim agamalarina gecildijinde . to-
- _tal lipidde ani bir diigiis gbzlemiglerdir. Slirekli

de kararlt bir durum sadlendidi igin, hilcreler
dengeli irer ve daha gok lipid verme olas:hg:
ortaya gikar (4 5, 6, 10 15). Sirekli Gretimin

Sekdl 1.

ardindan, aliglar durdurulup kesiki iretime
gecildiginde, total lipid de ani bir dlisme gbz-
lenmigtir &i, bu zaten ‘beklenilen  sonugtur.
Thorpe ve Ratledge 1972 (3), yaptiklan deney-
{erde aynt gekilde, logaritmik agamadan dur-

ﬁ'retimden elde edilen lipid o&zitlerinin ince
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goziscii :kloroform _ metanol. su c02UC: kiorotorm .. metanol _su
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Melash bmm ortam hulamlarok fermantorde tretilen Malash lireme ortary kullaniiarak fermantdrde iretilen
C.aibicans 618 den side adilan FOSFOLIPIDLER. C.albicans 628 den side eckien GLIKOLIPIDLER.
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tabaka plak kromatografisine uygulanmasi ve

cesitli boya ayira¢larinin kullamlmasi ile nitel -

olarak degisik lipid'ler analiz edilmigtir {Sekil
2,3, 4, 5). Boya ayrraglan kullamlarak 1ipid-
leri nitel olarak tayin etmeyi birgok arastirici
denemistir (2, 11, 20). ince tabaka ptak kro-
matografisi ile yapilan bu tayinlerde herneka-
dar lipidier nicel (kantitatif) olarak bulunami-
- yorsa da, bir fikir yarattigh igin onemlidir.

. trmalarda en yiiksek

Siirekli Uretimden elde editen lipidter frak-
swon!ara aynldiginda, nétral lipidler en yuk-

sek oranda bulunmustur (Tablo I1). Sonra si-

~ rasiyla glikolipidler ve fosfolipidier elde edil-

mistir. Gill ve Ark. 1977 (5)'de yaptiklan aras-
oranda notral lipidleri
sonra sirasiyla glikolipid ve fosfolipidleri bul-
muslardir, ' ‘

SUMMARY

Microbial Fat Production From Melas In Continuous Culture

The growth of yeast cells and the lipid
synthesis by them are effected by various
growth conditions. In closed systems such as
batch sultures, the composition of medium is
modified and must ultimately result in unba-
fanced growth. But in continuods culture, be-
cause of the cells which show a balanced
growth heip the yleld to be balanced as weil
-and even more sufficient, Thus,
culture would be profitable in. further studles
in this area.

confinuous -

in this study,; continuous culture was tes-
ted and it was shown that this is a lot more
duitable for fat production. The lipids obtained
from continuous culture were analysed by thin
layer chromatography and silisic acid cotumn
chromatograpy.

The production of total iipid is dependent
on the proportion of G : N ratio. Therefore the
glﬁcose and the nitrogen used in media were
élso analysed.
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Gunumu
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sUt cagdini, Pinar agh Utkemizde...

Ureticimizin emeginin

zde sut...

-

“Saf ve vzun &mirli-toze!”

degerlenmesinde,
tiketicimizin - ‘
saghkly beslenmesinde éncilok etthi.

Ulkemizde kalite ve guven
Finar’ dir bugun. '




