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OZET

Bu tez ¢alismasinda, ilk kez kullanilan Yarrowia Lipolytica MGW399 susu
ile endiistriyel olarak degerli bir aroma bileseni olan y-dekalaktonun optimal
sartlarda lretimi yapilmistir. Mikroorganizmanin y-dekalakton iiretebilirligi tizerine
caligmalar yapilarak verimin artirilmasina odaklanildi. Calismada karbon kaynagi
olarak risinoleik asit icerigi yiiksek olan hint yag: kulanilarak biiyiime besiyeri, azot
kaynagi, sicaklik, pH, karigtirma etkisi ve substrat miktarinin y-dekalakton tiretimine
etkisi arastirildi. Biiylime besiyeri olarak hazir besiyerleri yerine 6zel olarak formiile
edilen besiyeri kullanildiginda daha iyi verimler elde edildi. Azot kaynagi olarak
amonyum siilfat, amonyum kloriir, pepton ve iire kullanidiginda en yiliksek verim
pepton ile 190.5 mg/L elde edildi. Baslangi¢ pH seviyesinin iiriin {iretimine etkisini
incelemek igin farkli pH’lar (4-8) denendi ve baslangi¢ pH’s1 7 olan besiyerinde
218.7 mg/L iiriin elde edildi. Sicakligin iiretim lizerine etkisini gérmek i¢in degisik
sicakliklarda (27°C, 30°C, 33°C) yapilan iiretimler sonucunda en yiiksek miktar
27°C’de 315 mg/L elde edildi. Karistirma hizinin y-dekalakton iiretimine etkisi farkli
hizlarda (180 rpm, 200 rpm, 220 rpm, 240 rpm) incelenerek en yiiksek {iriin miktari
220 rpm hizinda 339 mg/L elde edildi. Son parametre olarak substrat miktarmnin vy-
dekalakton tiretime etkisi farkli konsantrasyonlarda (10g/L, 20g/L, 30g/L, 40g/L,
50g/L) iretim yapilarak incelendi. En yiiksek deger 40g/L hint yagi igeren
besiyerinde 490 mg/L elde edildi. Optimizasyon sonucunda elde edilen parametrelere
gore yapilan tiretim 18 - 72 saat araliginda takip edildi ve en yiiksek y-dekalakton
miktar1 53. saatte 562 mg/L olarak &l¢iildii. Uriin miktarinda bu saatten sonra diisme
gbzlemlenmistir. Bu ¢alismada ticari bir iirtin olan dogal y-dekalaktonun Yarrowia
lipolytica MGW399 tarafindan tiretilebilecegi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: y-dekalakton, Yarrowia lipolytica, Hint yagi, HPTLC.



SUMMARY

In this thesis work, Yarrowia Lipolytica MGW399 strain was used for the first
time to produce y-decalactone, an industrially valuable flavour component under
optimal conditions. Studies have been focused on increasing efficiency of the
microorganism to produce y-decalactone. Effects such as growth nutrient, nitrogen
source, temperature, pH, mixing speed and substrate concentrate on y-decalactone
production were investigated. Castor oil was used as a carbon source since it has high
ricinoleic acid content. Higher yields were obtained when using specially formulated
nutrients instead of ready-to-grow media. When ammonium sulfate, ammonium
chloride, peptone and urea were used as the nitrogen source, the highest yield was
190.5 mg / L with peptone. To investigate the effect of initial pH level on product
production, different pH (4-8) were studied and 218.7 mg / L product was obtained
on medium with initial pH of 7. Productions at different temperatures (27°C, 30°C,
33°C) yielded highest amount of product at 27°C (315 mg / L). The effect of mixing
speed on y-decalactone production was examined at different speeds (180, 200, 220,
240 rpm) and the highest product yield was 339 mg / L at 220 rpm. As a final
parameter, the concentration of substrate was studied for the production of y-
decalactone at different concentrations (10g / L, 20g / L, 30g / L, 40g / L, 50g / L).
The highest value was 490 mg / L in medium containing 40 g / L of Castor oil.
According to the parameters obtained as a result of optimization, the production was
followed at 18-72 hours and the highest amount of y-decalactone was obtained in
time 562 mg / L at 53 hours. The quantity of the product has been observed to
decrease after this time. In the present study, a commercial product, natural y-
decalactone, was shown to be produced by Yarrowia Lipolytica MGW399.

Key Words: y-decalactone, Yarrowia lipolytica, Castor oil, HPTLC.
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Simgeler ve Aciklamalar
Kisaltmalar
% : Yiizde
°C . Santigat derece
G : Gram
oD . Optik yogunluk
ug . Mikrogram
pH . -log[H']
L . Litre
Zn . Cinko
Mg : Miligram
Ml . Mililitre
NaCl . Sodyum kloriir
T80 : Tween 80
uL . Mikrolitre
NaCl . Sodyumkloriir
Nm : Nanometre
Rpm . Bir dakikadaki devir sayis1
TLC . Ince tabaka kromatografi
HPTLC . Yiksek performansl ince tabaka kromotografisi
ICA Izositrik asit
CA : Sitrik asit
Beta
r Gamma
Delta
Kg : Kilogram
GS Gaz kromatografisi
MS Kiitle spektrometresi

FID Alev iyonlagma Dedektorii
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1. GIRIS

Aroma maddeleri, koku alma ve tat alma duyusu ile algilanan, ugucu 6zellikte
alifatik ve aromatik yapili kimyasal bilesiklerdir. Bu maddeler gidalarda mg/kg
diizeyinde kullanilmalarina ragmen gidanin duyusal 6zelliklerini belirleyen 6nemli
faktorlerin baginda gelmektedir. Giliniimiizde dogal gidalarla beslenme egilimi,
baslica gida bilesenlerinden olan aroma maddelerinin de dogal yollardan elde
edilmesini bir ihtiyag haline getirmistir [1]. Aroma endiistrisinde kullanilan bazi
aroma bilesenleri Tablo 1.1’de verilmistir. Aroma vericilerde aldehitler, alkoller,
ketonlar, pirazinler, esterler, kisa zincirli yag asitleri, fenolik bilesikler, siilfiirlii
bilesikler ve laktonlar kullanilmaktadir [2]. Aroma endiistrisinde ¢ok kullanilan
laktonlardan olan y-dekalakton gilek, seftali, kayisi, tereyagi ve siit aromalarinin

onemli bilesenlerinden biridir.

Tablo 1.1: Gida aroma vericilerinde kullanilan bazi aroma maddeleri,
organoleptik 6zellikleri ve kullanildiklar1 aroma gesitleri.

Aroma bileseni

Organoleptik ozelligi

Bulundugu aromalar

[zoamil asetat

Tathi meyvemsi, muz

Muz, elma, kavun

Cis-3 hegzenol

Keskin yesil, cimen

Elma, Kivi

Metil dihidrojasmonat

Cigegimsi, yasemin

Cilek, ahududu

Sitral

Kabuk limon

Limon, portakal

Geraniol

Cicegimsi

Sardunya, bergamot

2-asetil pirazin

Patlamig misir, findik

Gofret, findik

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Bu tez ¢alismasinda, yogurttan izole edilen ve daha dnce y-dekalakton tiretim
kapasitesi incelenmemis olan Yarrowia lipolytica MGW399 susunun y-dekalakton
tiretim optimizasyonu yapilmistir. Calismada {irlin {iretim besiyerinde karbon
kaynag1 olarak hint yagi kullanilarak biiyiime besiyeri, azot kaynagi, sicaklik, pH,
karistirma hizi ve substrat konsantrasyonunun vy-dekalakton {iretimine etkisi
arastirildi.  Numunelerdeki  y-dekalaktonun  kantitatif — analizi literatiirdeki
caligmalardan farkli olarak ilk kez yiiksek performansl ince tabaka kromotografisi
(HPTLC) - densitometre ile yapildi. Yapilan ¢alisma, literatiirdeki benzer ¢aligmalar

ile kryaslandu.



2. KONU ILE ILGILI CALISMALAR

2.1. Biyoteknolojik Yéntemle Aroma Maddelerinin Uretimi

Aromalar gida endistrisinde ¢ok kullanilan gida katki maddelerindendir.
Diinya capinda aroma pazar1 2016 yil1 verilerine gore 11.5 milyar dolardir ve dogal
aromalara artan talebinde etkisi ile 2021 yilinda 16.5 milyar dolara ulasmasi
beklenmektedir [3]. Asirlardir bitki ve meyve ekstraktlar1 aroma verici olarak
kullanilmiglardir. Ancak artan tiiketim miktari, iklim degisikligi ve bitki hastaliklart
nedeniyle aroma maddelerinin tarimsal kaynaklardan elde edilmesi zor ve pahali bir
hal almistir. Bu sebeple gida endiistrisinde organik sentezle tiretilen aroma maddeleri
daha fazla kullanilmaya baslanmistir [4]. 1980 yilindan sonra ise dogal gidalara olan
yogun talep nedeni ile bu konudaki ¢aligmalar artmstir.

Dogal aroma maddelerinin tarimsal kaynaklardan iiretimlerinde yiiksek fiyat,
siirh kaynak gibi sorunlar biyoteknolojik yontemlerin kullaniminin sorgulanmasinin
yolunu agmistir. Modern biyoteknolojide yasanan gelismeler sayesinde aroma
maddelerinin mikroorganizmalar ve enzimler yardimiyla iretilmesi mimkiin
olmustur. Biyoteknolojik yontemle aroma maddeleri iiretiminde giiniimiizde temel
olarak iki metod kullanilmaktadir (Sekil 2.1). Birincisi dogal ve ucuz karbon
kaynaklarindan mikroorganizmalar yardimiyla biyosentez, ikincisi ise enzimlerle
yapilan sentezdir.

Biyoteknolojik yontemlerle aroma maddelerinin iiretiminde, gida sanayi
atiklar1 karbon ve azot kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Bu sekilde hem gida
atiklarinin biyodoniisiimii hemde iilke ekonomisine katki saglanir. Atiklara melas ve

alkol tiretimi sirasinda yan iiriin olarak olusan fusel yag1 6rnek olarak verilebilir [5].



MIKROBIYAL ENZIM KATALIZU

l KULTURLER REAKSIYONLAR

Maya, kif, bakteri

Biyoteknolojik
Prosesler

Lipazlar, proteazlar, glukozidazlar
serbest/immobilize

ikincil metabolizma

S ————
I Onciller !
L I

Reaksiyon ortami

Yivecek/icecek Su, organik, sohentsiz

Fermentasyonu

I Oncaller |
-

Aromalar

Ozel dizayn
prosesler

{—
DOGAL AROMALAR

Sekil 2.1: Aroma maddelerinin liretimi i¢in biyoteknolojik prosesler.
2.1.1. Mikrobiyal Yéntemle Uretim

Mikroorganizmalar aroma maddelerinin iiretiminde tarihi bir role sahiptir.
Aromatik bilesenler agisindan zengin olan sarap ve bira gibi alkollii igecekler
mikroorganizmalar kullanilarak iiretilmektedir. Bu iiriinlerde bulunan bazi aroma

maddeleri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’de verilmistir [7, 8].

Tablo 2.1: Sarapta bulunan aromatik bilesenler.

Uriin Aroma bileseni
Sarap Dietil siiksinat
y-oktalakton
Benzil asetat
2-fenil etanol
Fenil asetik asit
Ojenol

Etil oktanoat




Tablo 2.2: Birada bulunan aromatik bilesenler.

Uriin Aroma bileseni
Bira Etil dekanoat
Etil asetat
[zoamil asetat
Dekanol
B-Pinene
Sitronellol
Geraniol
Damasenon
Farnesol
Oktanoik asit

Mikroorganizmalar yardimi ile saf aroma maddeleri de tiretilebilmektedir.
Mesela; dogal vanilin Bacillus subtilis, Pseudomonas putida, Amycolatopsis sp.
Aspergillus niger ile ferrulik asit, Gjenol ve misir kepeginden {iiretilebilmektedir [9-
11]. Bu yolla iiretilen saf aromatik kimyasallara 6rnekler Tablo 2.3’te verilmistir [2,

12, 13].

Tablo 2.3: Mikrobiyal yontemle iiretilen baz1 aroma maddeleri.

Substrat Mikroorganizma Aroma maddesi
L-methionine Lactobacillus Metanetiol

Orta zincirli yag asitleri | Penicillium italicum Metil ketonlar
Triptofan Pseudomonas sp. Indole
Risinoleik asit Candida sp. y-dekalakton
Amil alkol Williopsis saturnus [zoamil asetat
L-fenilalanin Saccharomyces 2-feniletanol

2.1.2. Enzimatik Yoéntemle Uretim

Enzimler substratlarin {riine doniisimiinde yiiksek stereo- ve enansiyo-
secicilige sahip olduklar1 i¢in saflik orani ¢ok 6nemli olan aroma maddelerinin
iretiminde kullanilmaktadirlar [2]. Gergeklestirilmek istenen reaksiyona uygun bir
enzim sec¢imi ile enansiyomerik olarak saf aroma maddeleri tek basamakli

reaksiyonlarla elde edilebilmektedir [12]. Enzimatik yontem yaygin olarak ester

4



tiretiminde kullanilmaktadir. Lipazlar yardimi ile alkol ve kisa zincirli yag
asitlerinden esterler sentezlenebilmektedir. Aroma endiistrisinde lipazlarin yani sira

proteaz ve esterazlar da siklikla kullanilmaktadirlar (Sekil 2.2).

D . L-mentilasetat L-mentol + D-mentilasetat

Sekil 2.2: Mikrobiyal lipazla L-mentol tiretimi.

2.2. Laktonlar

Laktonlar, ayni molekiildeki karboksil grubu ile bir hidroksi yag asidinin
gamma veya delta hidroksil grubunun molekiil i¢i tepkimesiyle olusan halkali
yapidaki esterlerdir. Halkali yapidaki bu esterler bir¢ok canli organizmada ara iiriin
olarak olusur ve onemli biyolojik aktivitelere sahiptirler [14]. Laktonlarin birgogu
meyve ve siit iiriinlerinde yiiksek miktarlarda bulunur [15]. Ornek olarak bir y lakto
olan C vitamini birgok sebze ve meyvede bulunur. Bazi laktonlar, eritromisin ve
nonaktin gibi oldukga biiylik molekiiller olmasina ragmen dogal laktonlar ¢ogunlukla

5 veya 6 karbon sayili yani gamma veya delta laktonlardir [16] (Tablo 2.4).

Tablo 2.4: Baz1 gamma, delta ve makrosiklik laktonlar.

Laktonlar Molekiil yapisi
Gamma dekalakton

o
5 o
Delta dekalakton
o o
3
C vitamini
HO OH

OH




2.2.1. Biyoteknolojik Yéntemle Laktonlarin Uretimi

Laktonlar, gidalarda dogal olarak bulunan ve aroma endistrisinde g¢ok
kullanilan aroma kimyasallar1 arasindadirlar. Dogada doymus veya doymamis
gamma ve delta formlarinda bulunurlar. Dogal aroma maddelerine olan talep
nedeniyle biyoteknolojik olarak iiretilmeleri igin ¢alismalar yapilmaktadir. (Tablo
2.5) Laktonlar genellikle hidroksi karboksilik asitlerin oksidasyonu ile olusurlar.
Calismalarda, risinoleik asit, oleik asit, triolein, hint yagi, metil risinoleat, y-keto
asitler, hidroksi stearik asit ve linoleik asit gibi substratlar kullanilmaktadir.
Kullanilan substrat ve mikroorganizmanin cinsi olusacak laktonun yapisini
belirlemektedir [17]. Mesela; Piptoporus soloniensis, risinoleik asit veya hidroksi
stearik asit ile y-dekalakton iiretirken miristik veya palmitik asit varliginda y-
oktalakton tiretmektedir [18].

Mikroorganizmalar yardimiyla laktonlar farkli metodlarla iretilebilmektedir.
R.glutinis, A.niger, Sporobolomyces odorus, Cladosporium suaveolens, Yarrowia
lipolytica ve Mucor miehei gibi mikroorganizmalar tarafindan risinoleik asitten -
dekalakton tretiminde gerceklesen [-oksidasyonu, Acinetobacter veya P.Putida
suslariin gerceklestidigi Bayer-Villiger oksidasyonu ve Mucor javanicus Suslarinin

ortama salgiladiklar1 lipazlar ile gerceklestirdikleri esterifikasyondur

Tablo 2.5: Mikroorganizmalar yardimiyla {iretilen bazi laktonlar.

Uriin Substrat Mikroorganizma Molekiil yapisi
y-oktalakton Kaprilik asit (C8) | Mortierella isabellina
Syncephalastrum \(CO\A\O
racemosum

y-nonalakton | Linoleik asit (C9) | Saccharomyces \M/C\A
cerevisiae
(o]
(o)

y-dekalakton | Risinoleik asit Yarrowia lipolytica VC\A
(C10) o o

d-jasminlakton | Linolenik asit Cladosporium

(C18) suaveolens, /\/\/@o
Cladosporium
cucumberinum




2.2.2. y-Dekalakton Uretimi

Gamma dekalakton endiistriyel olarak degerli bir aromatik bilesiktir ve birgok
meyve ve fermente tiriinde dogal olarak bulunur. y-dekalaktona ait bazi kimyasal ve
fiziksel ozellikler Tablo 2.6’da verilmistir. Kremamsi, seftalimsi tat profiline sahip

oldugu i¢in seftali, kayisi, ¢ilek ve siit aromalarinda yiliksek oranda kullanilmaktadir.

Tablo 2.6: y-dekalaktona ait bazi kimyasal ve fiziksel 6zellikler.

Molekiil Yapisi
o
(o)

Molekiil Agirlig 170.25 g/mol (20° C)
Yogunluk 0.953 g/mL
Kaynama Noktasi 281°C

FEMA 2360

Gamma dekalaktonun sentetik formu ilk olarak 1850 yilinda sentezlenmistir.
1980 yilindan sonra dogal aromalara artan talep ile y-dekalaktonun da dogal
yollardan iiretimi icin c¢aligmalar yapilmaya baslanmigtir. Bu konu ile ilgili
giiniimiize kadar yapilan birgok ¢alisma ve alinan patentler mevcuttur [19-21].
Calismalarda Saccharomyces cerevisiae, Pichia etchelsii, Sporidiobolus ruinenii
Yarrowia lipolytica, Polyporus durus, C. Moniliformis, Geotrichum fragrans ve
Geotrichum sp, Lindnera saturnus, Aspergillus niger, Cladosporium suaveolens,
Phanerochaete chrysosporium, Piptoporus soloniensis ve Pichia etchellsii
mikroorganizmalari ile risinoleik asit, hint yagi, metil risinoleat, gliserol gibi karbon
kaynaklarindan y-dekalakton iiretimi incelenmistir. Calismalarda elde edilen
miktarlar 0.14-12,5 g/L araliginda degismektedir [18, 20, 22, 23].

Bu tez caligmasinda Yarrowia lipolytica MGW399 susu ile hint yagindan vy-
dekalakton tretilmistir (Sekil 2.3).



Y

° OH Yarrowia Lipolytica o
o M/W:M
[n] OH o

Hint yag y-dekalakton

Sekil 2.3: Mikrobiyal y-dekalakton tiretimi.

2.2.3. y-Dekalakton Olusum Mekanizmasi

Gamma dekalakton biyoteknolojik yontemle hint yagi ile tretilebilmektedir.
Bu reaksiyon Yarrowia lipolytica, Geotrichum sp, G.Fragrans ve baz1 Candida spp
suglarinin ortama salgiladiklar1 lipaz ile hint yagini ilk olarak 18 karbonlu bir
hidroksi yag asidi olan risinoleik aside hidroliz etmesi ile baslar [24-26]. Sekil 2.4’te

Y.Lipolytica tarafindan y-dekalakton tiretimi 6zet olarak gosterilmistir.

Triagilgliserol

ﬂ Lipazlar (Ekstraselliiler)
O(f%g Yag asitleri

‘VV

o)

H[]cre zar A

~
Yag asitleri

U

Beta oksidasyonu

Y

Laktonizasyon

Sekil 2.4: Triagilgliserol ve yag asitlerinin Y. Lipolytica tarafindan metabolize
edilmesi.




Yarrowia lipolytica ile risinoleik asitten y-dekalakton iretebilecegi ilk kez
Okui tarafindan o6ne siiriilmiistiir [27]. Okui farkli suslarla yaptigi ¢aligmalarda
risinoleik asitin mikroorganizma tarafindan metabolize edilmesi sirasinda 8-18
karbonlu ara {irinlerin olustugunu tespit etmis ve risinoleik asitin 4-hidroksi
dekanoik aside indirgenmesinin [-oksidasyon yolunun enzimleri tarafindan
gerceklestirilebilecegini Onermistir [28]. Bu ara firiinler daha sonra Wache ve
arkadaglar1 tarafindan Yarrowia lipolytica susu ile yapilan ¢alismalarda ise tespit
edilmistir [29]. Risinoleik asit 4 kez B-oksidasyonu ile 4-hidroksidekanoik asite
okside olur ve daha sonra diisik pH’da 4-hidroksidekanoik asit y-dekalaktona
laktonize olur [10] (Sekil 2.5).



CHz)—COOH 12-Hidroksi-hekzadek-9-enoik asit
H;C <CH2 7 (Risinoleik asit)

OH

B-Oksidasyonu Fr CH;COSCoA
—COOH 10-Hidroksi-hekzadek-7-enoik asit
H3C4(CH2W

2-B-Oksidasyonu % 2 CH;COSCoA
H3C {CHZ 6-Hidroksi-dodek-3 ik asi
5 - COOH -Hidroksi-dodek-3-enoik asit
OH

Indirgenme
H3C—<CH ) COOH 6-Hidroksi-dodekanoik asit
5
OH
B-Oksidasyonu CH;COSCoA
COOH 4-Hidroksi-dekanoik asit
OH
Laktonizasyon

v-Dekalakton
(o)

Sekil 2.5: Yarrowia lipolytica tarafindan risinoleik asitten y-dekalakton tiretimi.
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Mikrobiyal olarak {iiretilen y-dekalakton dogada seftali ve diger meyvelerde
bulunan y-dekalakton ile ayni enansiyomerik yapiya sahiptir.

Risinoleik asitin y-dekalaktona biyotransformasyonunda iiretilen y-dekalakton
ortamda maksimum seviyeye ulastiktan sonra mikroorganizma tarafindan tiiketilmesi
nedeniyle azalmaya baslar. Bu tiiketimin Candida guilliermondii, Sporidiobolus
salmonicolor, Candida intermedia ve Yarrowia lipolytica suslar1 ile yapilan
caligmalarda proses verimini ¢ok ciddi bir sekilde diisiirdiigli gézlemlenmistir.

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen y-dekalaktonun yine mikroorganizma
tarafindan tiiketilmesini agiklamak i¢in [B-oksidasyon, m-oksidasyon veya
delaktonizasyon igeren bircok hipotez ortaya atilmistir [27, 30, 31].

2.3. Yarrowia lipolitica

Mayalar Okaryotik mikroorganizmalardir. Yeryliziinde 15000 kadar maya
cesidi oldugu tahmin edilmesine ragmen bunlarin yanlizca 1500 kadar
tanimlanmustir. Yarrowia lipolytica, ilk olarak Harrison tarafindan 1928 yilinda izole
edilmis ve tanimlanmistir. Onceleri Mycotorula, Monilia, Torula, Pseudomonilia,
Proteomyces, Azymoprocandida, Candida, Endomycopsis, Torulopsis veya
Saccharomycopsis gibi isimlerle biliniyordu fakat 1972 yilinda David Yarrow
tarafindan  tekrar smiflandirmasindan sonra  Yarrowia lipolytica olarak
isimlendirilmistir. Bu maya dogada siit iirilinleri, et ve et tirlinleri, karides, atik sular
ve yag ile kirlenmis deniz sularindan izole edilebilmektedir [22, 32, 33].

Yarrowia lipolytica, alkanlar, uzun zincirli hidrokarbonlar ve ham petrolii
metabolize edebilmesi nedeniyle biyoteknoloji endiistrisinin ilgi odagi olmustur. Bu
maya ucuz karbon kaynaklarii (hidrokarbonlar, yag, yag asitleri) verimli bir sekilde
kullanarak pahali {irinlerin (organik asitler, aroma kimyasallari, biyosurfaktanlar,
enzimler, polialkoller) iiretimini yapabilmektedir [34].

Y.lipolytica aerobik bir maya olmasi nedeniyle ortamdaki oksijen miktar
metabolit {retimi igin ¢ok kritiktir. Bu nedenle bazi c¢alismalarda biiylime
ortamindaki oksijen miktarini arttirmak icin perflorodekalin ilavesi ve hiperbarik
hava uygulamasi yapilmistir [32].

Y. lipolytica suslart gesitli kirli ortamlardan izole edilebilmektedir. Bu gibi

yerlerde bulunan yerli mikrobik popiilasyonlar kirleticilerin varlig: ile siirekli tehdit
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altindadir ve bu nedenle enzim yapilandirmalarinin detoksifikasyon i¢in etkinlik
kazandig1 diisiiniilmektedir [35].

Evrimsel bakis agis1 altinda, ortamda damla seklinde dagilmis olan hidrofobik
yapidaki zengin sulu ortamlarda ¢ogalan mikroorganizmalarin hidrofobik
substratlarin  kullanilmasin1  kolaylastirmak i¢in bir mekanizma gelistirdigine
inanilmaktadir. Y. lipolytica'nin, alifatik ve aromatik hidrokarbonlar da dahil olmak
tizere ¢esitli organik bilesikleri parcalamadaki yetenegi, her zaman biyo-yiizey aktif
cisimciklerin iiretilmesini ve agirlikli olarak glikolipidlerden olusan, temas yiizeyini
arttiran molekiillerin iiretilmesine eslik eder. Hidrofobik substrat igeren ortamlardaki
mikroorganizmalarin bilylimesi, organik fazdaki hidrofobik substrat ile hiicre yiizeyi
arasinda bir temas olusumuna ihtiya¢ duyar. Bu temas, hidrofobik damlaciklarin
hiicrenin yiizeyi iizerinde dogrudan adsorbe edilmesiyle veya biyolojik siirfaktanlarin
etkisiyle olusabilir. Ongoriilen her iki mekanizma da Y. lipolytica icin rapor
edilmistir. Hidrofobik molekiiller ile hiicreler arasindaki etkilesim, hiicre duvarinda
bulunan proteinler veya glikoproteinler aracilidir ve salinan ylizey aktif madde bu
etkilesimi kolaylastirabilir [36]. Y. lipolytica tarafindan iiretilen hiicre dis1 lipaz da
hidrofobik substrat tizerinde trigliseridlerin hidrolizini yapar. Biyolojik siirfaktan ve
lipazin etkisi, substratin tasinmasini kolaylastiran birka¢ damlacik olustuktan sonra

asamal1 olarak gergeklesir.

2.3.1. Yarrowia lipolitica’min Endiistriyel Kullanim Alanlar:

Yarrowia lipolytica endiistriyel degeri yiiksek olan enzimler (lipaz, lakkaz ve
proteaz), degerli organik asitler (sitrik ve siiksinik asit), gida endiistrisinde kullanilan
aromatik maddeler, polialkoller ve ilag endiistrisinda kullanilan ofloksasin, L-Dopa
gibi kiymetli endiistriyel bilesikleri ucuz karbon kaynaklarini (yag, yag asitleri ve
yag ile kirlenmis atik sular) kullanarak iiretebildigi i¢in endiistride ¢ok kullanilan
mayalar arasindadir [32, 37]. Mayanin endiistriyel kullanim alanlarina 6rnekler Tablo

2.7°de verilmistir.
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Tablo 2.7: Y. Lipolytica’nin bazi endiistriyel uygulamalari.

Karbon kaynagi Azot kaynad Uriin
Glikoz Amonyum nitrat Sitrik asit
Etil alkol Amonyum siilfat Sitrik asit
Gliserol Amonyum siilfat Sitrik asit
Stearin Pepton Lipid

Misir yagi Pepton Lipaz
Risinoleik asit Amonyum klorir y-dekalakton

2.4. Yiiksek Performansh Ince Tabaka Kromotografisi ve
Densitometre

Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) hem nicel hem de nitel analiz igin kolay,
hizli ve diisiik maliyetle birgok maddenin ayn1 anda analiz edilmesini saglayan bir
ayirma teknigidir. Kolay uygulanabilmesi nedeniyle de hemen hemen tim
laboratuvarlarda basit ve hizli ayirmalar i¢in kullanilmaktadir.

Yiiksek Performansli ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC) ise, ince tabaka
kromatografisinin istiin ayristirma kapasitesine sahip, kalitatif ve kantitatif analiz
igin gecerliligi onaylanmig versiyonudur. HPTLC ile hassas ayirimlar yapilmakta ve
kantitatif degerlendirmesinde densitometre kullanilmaktadir. HPTLC sistemi
baslangi¢, bakim ve 6rnek basina diisen maliyetler acisindan diger benzer yontemlere
gore ekonomiktir. Yapilan calismalar HPTLC-Densitometre ile yapilan miktar
analizi sonuglarinin HPLC ve GC ile rekabet edebilir diizeyde oldugunu ortaya
koymustur [38, 39]. HPTLC nin ¢ok kullanilan bazi yontemlerele kiyaslandiginda

avantajlari su sekilde siralanabilir:

e Standartlar ve numuneler tek bir plakaya uygulanir. Dolayist ile analiz siiresi
cok kisadir.

e ¢ standart kullanimi gerektirmez.

e Solvent tiiketimi ¢ok diistiktiir.

e Ogzel saflikta solvent kullanim1 veya ¢dziinmiis gazlarin giderilmesi icin gaz

giderme diizenekleri gerektirmez.
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e Bir cihazda birbirinden bagimsiz ¢ok farkli 6rneklerin analizleri ayn1 zamanda
yapilabilir. Bu 6zellik sayesinde birden fazla kullanicinin birlikte ¢alismasina
olanak saglar.

e Kompleks numune hazirlama yontemleri gerektirmez.

HPTLC ile yapilan Oolglimlerde esas, miktar1 bilinen bir maddenin
bilinmeyenle karsilagtirllmasina dayanmaktadir. Hazirlanan standart numuneler
yardimiyla bir kalibrasyon grafigi cizilmektedir. Standartlar ve olglimii yapilacak
numuneler ayn1 plakaya uygulanir. Goriintiilenmeye hazir hale getirien plakalar
spektral segiciligi olan HPTLC dansitometre ile 200—700 nm dalga boyu araliginda
monokromatize  1smn  kullanilarak  s6z  konusu  maddenin  maksimum
absorbans/floresansini yakalayip yiiksek hassaslikta 6l¢iim saglamaktadir [39]. Tez
calismamizda kullandigimiz HPTLC-Dansitometre sistemi Sekil 2.6’da verilmistir.

Sekil 2.6: Tez galismasinda kullanilan Camag marka HPTLC-Densitometre
sistemi.

14



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Kullanilan sarf malzemelerin listesi Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: Deneyde kullanilan malzeme ve maddeler.

Malzeme adi Firma adi Katalog no
Sodyum asetat Sigma-Aldrich S7899
Asetik asit Riedel 27225

Demir (II) Stilfat Heptahidrat Merck 1.03965.1000
Fenol Sigma-Aldrich 33522
Sodyum karbonat Sigma-Aldrich 451614
Sodyum hidroksit Merck 1.06462.1000
Glukoz Fluka 49162

Hint yag1 Panreac 144564
Pepton Bd 211693
Yeast Extract Merck 1.07363
Hegzan Merck 1.04368.2500
Amonyum siilfat Sigma-Aldrich A3920
Sodyum kloriir Merck 1.064.001.000
Amonyum kloriir Sigma-Aldrich A9434
Disodyum fosfat Riedel 4243
Magnezyum fosfat Sigma-Aldrich M1265

Etil Alkol Sigma-Aldrich 459844
Siilfiirik asit Merck 1.00731.1000
Magnezyum Siilfat Sigma-Aldrich M2643
Potasyum fosfat Riedel 4243

Dietil eter Merck 1.00921
HPTLC Tabaka Merck 1.05841.0001
Cinko kloriir Merck 1.08815.1000
Bakir siilfat pentahidrat Merck 1.02790.0250
Potaton Dextrose Broth Difco BD 254920
Tween 80 Sigma-Aldrich P6474

Etanol Lichrosolve 1.11727.2500
Ure Sigma-Aldrich 15604
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3.1.2. Mikroorganizma

Bu c¢alismada yogurttan izole edilen Yarrowia lipolytica MGW399

kullanilmistir. Bu yerel sus Patras Universitesi dgretim iiyesi George Aggelis

tarafindan saglanmistir. (Atina, Greece) Mikroorganizmanin saklandigr kosullar

Tablo 3.2’de verilmistir.

3.1.3. Besiyerleri ve Kimyasallar

Hazirlanan besiyerleri 121°C'da, 1.5atm basing altinda 15 dakika otoklavda

sterilize edilmis ve ortam pH degeri 6+0.1 olarak ayarlanmistir. Deneylerde

kullanilan ¢ozelti ve besiyerleri asagida verilmistir.

Tablo 3.2: YPD yatik agar besiyeri.

Icerik % (W/w)
Yeast extract 1

Pepton 2

Glikoz 2

Agar 2

Saf su 93

Tablo 3.3: Eser element ¢ozeltisi.

Icerik % (W/w)
Demir (IT) Siilfat Heptahidrat 0.0914
Cinko Kloriir 0.005
Bakar stilfat 0.0156
Saf su 99.888
Tablo 3.4: YPD besiyeri.
Icerik % (W/w)
Yeast extract 1
Pepton 2
Glikoz 2
Saf su 95

16



Tablo 3.5: Sentetik biiylime besiyeri.

Icerik % (W/w)
Glikoz 1.5
Amonyum kloriir 0.25
Yeast extract 0.01
Disodyum fosfat 0.451
Potasyum fosfat 0.21
Eser element ¢ozeltisi 1
Magnezyum siilfat 0.02
Sodyum kloriir 0.01

Saf su 96.549

Tablo 3.6: PDB besiyeri.

Icerik % (w/w)
Potato dextrose broth 2.4
Saf su 97.6

Tablo 3.7: Uriin iiretim besiyeri.

Icerik % (w/w)
Hint yag1 1

Tween 80 0.03
Yeast extract 0.67
Amonyum klorir 0.5

Saf su 98.8
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3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.8: Deneylerde kullanilan cihazlar.

Cihaz adx Firma adi Modeli
Isiticili manyetik Heidolph MR Hei-Tec
karistirict
Otoklav Varioklav 300
UV-Vis spektrofotometre | Shimadzu UV-1601
Santrifiyj Cihaz1 Centurion Scientific K241R
Vakum firimi VWR 1450M
Inkiibator Niive FN 500
TLC Dansitometre Camag Scanner 4
TLC uygulama sistemi | Camag Linomat 5
GC-MS Shimadzu QP2010 Ultra
Mikropipet Seti Thermo Scientific Finnpipette
Steril Kabin Tez-San Clas Il
Mikrosantrifiij Beckman Coulter Microfuge 18
Hassas Terazi Sartorius BL210S, BL3100
-80 Derin Dondurucu Thermo Scientific Forma -86 ULT
pHmetre InoLab WTW
Isitict Camag TLC Plate Heater 111
Rotavapor BUCHI R-200
Vorteks Vortex Genie

3.2. Metot

3.2.1. Sterilizasyon

Hazirlanan besiyerleri 121°C’de 1.5 atm basing altinda 15 dakika sterilize

edildi.

3.2.2. Kuru Hiicre Analizi

Besiyerinden elde edilen pelletler %1 Tween 80 igeren saf su ile yikanarak

vakumlu firinda 60°C’de 48 saat kurutuldu.
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3.2.3. Y. lipolytica’min Aktiflestirilmesi

Yarrowia Lipolytica MGW399 susu YPD yatik kati agardan 15 mI’lik tiipteki 5
ml’lik YPD besiyerine inokiile edildi. Tiip 19 saat 30°C’de 150 rpm karistirma hizi
ile inkiibasyona tabi tutuldu.

3.2.4. Y. lipolytica’nin Biiyiime Besiyerinde Biiyiitiilmesi

YPD besiyerinde biiyiitiilen Yarrowia Lipolytica MGW399 1 ml 6rnek alinarak
250 ml’lik erlendeki 100 ml sentetik besiyerine ekim yapildi ve 30°C’de 150 rpm
karistirma hizi ile 24 saat inkiibe edildi. 19 saat sonunda Yarrowia Lipolytica
MGW399 iireme takibi Shimadzu UV-1601 UV-Vis spektrofotometre ile yapildi.
Biiyiitiilen mikroorganizma 5600 rpm hizda 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
pelletler 40ml fizyolojik su ile yikandiktan sonra 100ml’lik {irlin tiretim besiyerine

baslangis optik yogunlugu 0.5 olacak seklide inokiile edildi.

3.2.5. Biiyiime Besiyerinin Verime Etkisi

Farkli biiylime besiyerlerinin y-dekalakton iiretimine etkisini arastirmak
amaciyla hazirlanan YPD, PDB ve sentetik biiylime besiyerlerinde biiyiitiilen
Yarrowia lipolytica MGW399 pH’st 6’ya ayarlanmig 500 ml hacimli
erlenmeyerlerde 100 ml y-dekalakton iiretim besiyerine inokiile edildi. Erlenler
30°C’de, 180 rpm karistirma hizi ile 72 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Belirli

araliklarla numuneler alinarak y-dekalakton analizi yapildi.

3.2.6. Azot Kaynaginin Verime Etkisi

Farkli azot kaynaklarinin y-dekalakton iiretimine etkisinin tespiti amaciyla 500
ml hacimli erlenmeyerlerde 100 ml {iretim ortami igerecek sekilde hazirlanan iiretim
besiyerlerine azot kaynagi olarak %0.5 pepton, %0.5 amonyum kloriir, %0.5 iire ve
%0.5 amonyum siilfat eklendi ve Y. lipolytica MGW399 pelletleri baslangi¢ pH’s1 6
olan iiriin iiretim besiyerine inokiile edildi. Erlenler 30°C’de, 180 rpm karistirma hizi
ile 72 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Belirli araliklarla numuneler alinarak v-

dekalakton analizi yapildi.

19



3.2.7. pH’nmin Verime Etkisi

Degisen pH degerlerinin y-dekalakton tiretimine etkisinin tespiti amaciyla 500
ml hacimli erlenmeyerlerde 100 ml olacak sekilde azot kaynagi olarak pepton i¢eren
irtin tretim besiyerlerinin baslangi¢ pH degerleri 4, 5, 6, 7 ve 8 olacak sekilde
ayarlandi. Y. lipolytica MGW399 pelletleri iiriin {iretim besiyerlerine inokiile edildi.
Erlenler 30°C’de 180 rpm karistirma hizi ile 72 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Belirli

araliklarla numuneler alinarak y-dekalakton analizi yapildi.

3.2.8. Sicakhigin Verime Etkisi

Sicakligin y-dekalakton iiretimine etkisi incelemek icin azot kaynagi olarak
pepton igeren ve pH degeri 7°ye ayarlanmis 500 ml hacimli erlenmeyerlerde 100 ml
iriin tretim besiyerleri hazirlandi. Y. lipolytica MGW399 pelletleri hazirlanan
besiyerlerine inokiile edildi. Erlenler 27°C, 30°C ve 33°C sicakliklarda 180 rpm
karistirma hizi ile 72 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Belirli araliklarla numuneler

alinarak y-dekalakton analizi yapildi.

3.2.9. Karistirma Hizinin Verime EtKisi

Degisen karistirma hizinin y-dekalakton iiretimine etkisi incelemek igin azot
kaynag1 olarak pepton iceren ve pH degeri 7°’ye ayarlanmig 500 ml hacimli
erlenmeyerlerde 100 ml {irlin tiretim besiyerleri hazirlandi. Y. lipolytica MGW399
pelletleri hazirlanan besiyerlerine inokiile edildi. Erlenler 30°C’de, karistirma hizlar
180, 200, 220 ve 240 rpm olacak sekilde 72 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Belirli
araliklarla numuneler (19, 24, 29, 43, 48, 72) alinarak y-dekalakton analizi yapildi.

3.2.10. Substrat Miktarimin Verime EtKkisi

Azot kaynagi olarak pepton iceren ve pH degeri 7’ye ayarlanmig 500 ml
hacimli erlenmeyerlerde 10g/L, 20g/L, 30g/L, 40g/L ve 50¢/L hint yag1 igerecek
sekilde 100 ml iirlin iiretim besiyerleri hazirland1 ve inokiilasyon gergeklestirildi.
Ortama eklenen Tween 80 gram yag basina 0.03 gram olarak ilave edildi. Erlenler

30°C’de, karistirma hizi 220 rpm olacak sekilde 72 saat inkiibasyona tabi tutuldu.
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Belirli araliklarla (19, 24, 29, 43, 48, 72) numuneler alinarak y-dekalakton analizi
yapildi.

3.2.11. Optimum Sartlarda Uretim Metodu

Belirlenen optimum sartlardaki y-dekalakton miktarini belirlemek i¢in 1000 ml
hacimli erlenmeyerlerde 200ml optimum degerlere goére {irlin {iretim besiyeri
hazirlandi. Y. lipolytica MGW399 pelletleri hazirlanan besiyerlerine inokiile edildi.
Erlenler 30°C’de, karistirma hiz1 220 rpm olacak sekilde 72 saat inkiibasyona tabi
tutuldu.

3.2.12. Uretim Besiyerinden y-Dekalakton Ekstraksiyonu

Uriin iiretim besiyerlerinden belirli araliklarla alinan numuneler (5 ml)
falkonlara (50ml) alinarak 15 dakika santrifiij edildi (5600 rpm). Santrifiij sonrasinda
elde edilen siipernatantlar 5Sml dietil eter ile 2 dk karistirildi ve 1-2 dakika sonra su
fazindan ayrilan eter fazi ayri bir tiipe alindi. Bu islem her numune i¢in 3 kez
tekrarland1. Ekstrakte edilen numunelerden dietil eter ugurularak uzaklastirildi. Son

olarak elde edilen numune etanol (500ul) ile ¢oziildii.

3.2.13. HPTLC ve Densitometre ile y-Dekalakton Kantitatif Analiz
Metodu

I'-dekalaktonun HPTLC-densitometre ile kantitatif analizi i¢in yeni bir metod
gelistirildi. Bu metodda sabit faz olarak Merck HPTLC silica gel 60 FX3s4, mobil faz
olarak hekzan/dietil eter/ asetik asit (80:30:0.3 v/v/v) kullanildi. Referans olarak, y-
dekalakton etil alkolde hazirlanmis 1pg, 2ug, 4pg, 8ug, 16pug ve 32ug’lik standart
numuneleri kullanildi. Besiyerinden ekstrakte edilen numuneler ve standart
numuneler Camag Linomat 5 ile bir plakaya 6 standart ve 9 numune olmak iizere
8mm’lik bantlar halinde uygulandi. Mobil faz igerisinde 9cm’e kadar yiiriitiildii ve
plaka sa¢ kurutma makinesi ile kurutuldu. Reaksiyon iiriinlerinin goriintiilenebilmesi
i¢in, yuritiilen plaka renklendirme ¢ozeltisine (%95 etil alkol, %5 siilfirik asit ve
%0.5 a-naftol) daldirilarak hot plate tizerinde 150°C’de 10 dakika 1sitildi. TLC plaka

tizerinde goriiniir hale gelen trtinler Camag scanner 4 ile analiz edildi.
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3.2.14. GC-MS ile y-Dekalakton Karakterizasyon Metodu

Uretilen y-dekalaktonun GC-MS ile analizi icin Camag Linomat 5 ile bir
plakanin 1 adet basina ve 1 adet sonuna olmak {izere 2 adet y-dekalakton standardi ve
irtin tretim besiyerinden ekstrakte edilen numune 14 adet olmak iizere 8mm’lik
bantlar halinde uygulandi. Mobil faz igerisinde 9cm’e kadar yiiriitilen plakalar
kurutuldu ve plakada standartlarin oldugu kisimlar kesildi. Ayrilan kisimlarin
goriintiilenebilmesi i¢in, renklendirme ¢ozeltisine (%95 etil alkol, %5 siilfirik asit ve
%0.5 a-naftol) daldirilarak hot plate lizerinde 150°C’de 10 dakika 1sitildi. Goriiniir
hale gelen plaka pargalar1 ayrildiklar1 noktalara tekrar birlestirilerek y-dekalaktonun
plakadaki R degeri belirlendi. Bu araliktaki silika plakadan kazinarak diklor metan
ile ekstrakte edildi ve Shimadzu GC-MS-QP2010 Ultra cihaziile analiz edildi.
Analizde Rxi®-5ms Crosbond® %5 diphenyl/ %95 dimethyl polysiloxane 30 meter,
0.25 mmlID 0.25 pm df (max prog. Temp 350°C) MS kolonu kullanildi. Kolon firin
sicakligi 90 °C, enjeksiyon sicakligi 250 °C enjeksiyon modu split ve split orani
100:1 olarak ayarlandi. Kullanilan GC programi; 90°C’den baslayip 10°C/dk hizla
280°C’ye cikmis ve bu sicaklikta 5 dakika kaldi. MS programinda iyon kaynagi
sicakligr 200°C’e ve arayiiz (interface) sicakligr 210°C’e ayarlandi. MS dedektorii 3-
29 dk ve 50-550 m/z araliginda scan mod ile data topland.

22



4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada, Yarrowia Lipolytica MGW399 susunun y-dekalakton iiretiminde
kullanilabilecegi gosterildi ve maksimum {iretim i¢in biiylime besiyeri, azot kaynagi,
besiyeri baslangic pH degeri, sicaklik, karistirma hizi ve karbon kaynagi optimal
sartlar1 analiz edildi. Yapilan ¢aligmalarda her bir deney 3 (ii¢) kez tekrarlanmistir.
Uriiniin kalitatif ve kantitatif tayinlerinde GS-MS ve HPTLC-densitometre metodlart
kullanildi.

4.1. Mikroorganizmanin Biiyiitiilmesi

Yarrowia Lipolytica MGW399 susu YPD vyatik agar besiyerinde 4°C’de
stoklanmistir. Calisma siiresince bu besiyerinden YPD besiyerine inokiilasyon

yapilmustir. (Sekil 4.1)

Sekil 4.1: Petride biiyiitiilen Yarrowia lipolytica MGW399 kolonileri.

Mikroorganizmanin biiyiitilmesinde YPD, PDB ve sentetik besiyerleri

kullanild1 ve biiylime egrileri Sekil 4.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2: Degisik besiyerleride biiyiitiilen Yarrowia lipolytica optik yogunluk
degerleri.

[k saatlerde sentetik besiyerinde optik yogunluk daha diisiik olmasina ragmen
ilerleyen saatlerde degerler birbirine yaklasti. Degisik besiyerleri kullanilmasina

ragmen 24. saatten sonra hiicre biiyiimesi acisindan bir fark goriilmemistir.

4.2. y-Dekalaktonun GC-MS Analizi

Sekil 4.3’deki kromotagram incelendiginde iriin iiretim besiyerinden ekstrakte
edilen numunenin yiiksek saflikta oldugu ve analiz sonucunda belirlenen pikin vy-
dekalaktona ait oldugu belirlenmistir.

Analiz sonucu elde edilen kromatogram Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3: Saflastirilmis tiriine ait gaz kromatografisi (GS) sonucu.
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Sekil 4.4: Saflastirilan iirliniin kiitle spektrometresi (MS) benzerlik analizi sonucu.

Sekil 4.3’de goriilen ve kolonda tutulma siiresi 13.7 min.ve molekiil agirlig:
170 olan pikin, (Sekil 4.4) kiitle spektrometresi benzerlik analizi incelendiginde
WONI11 ve NIST11 kiitiiphanelerine gore %98 benzerlikle y-dekalaktona ait oldugu
belirlenmistir. Bu pike ait detayli kiitle spektrumu Sekil 4.5°te verilmistir.

Saf y-dekalakton seftali kokusundadir. Elde ettigimiz saf {irlinlinde ayn1 kokuya
sahip oldugu goriildii
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Sekil 4.5: Saflastirilan iiriiniin kiitle spektrumu.

4.3. y-Dekalaktonun HPTLC-Densitometre Analizi

Uretilen y-dekalaktonun miktar analizi HPTLC-densitometre (Camag) ile

yapildi. Elde edilen {irtinlere ait TLC analizi Sekil 4.6°da gosterilmistir.

Gamma dekalakton

Sekil 4.6: y-dekalakton iiretim besiyerinden ekstrakte edilen tiriinlerin TLC
analizi.

Ekstrakte edilen triinlere ait HPTLC- densitometre kromatogrami Sekil 4.7°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.7: y-dekalakton iiretim besiyerinden ekstrakte edilen numuneye ait
kromatogram.

Saf y-dekalakton c¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon egrisi 2-32 pg/spot
konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Hesaplanan korelasyon katsayis1 R = 0.9887,
kalibrasyon egrisi denklemi Y = 2123.205 + 295.358*Xtir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8: y-dekalaktonun kantitatif hesaplamalarinda kullanilan kalibrasyon
grafigi.

27



4.4, Uretim Optimizasyonu

4.4.1. Biiyiime Besiyerinin Verime Etkisi

Mikroorganizma YPD, PBD ve sentetik besiyerine inokiile edildi ve biiyiitiildii.
Farkli biiytime besiyerlerinde mikroorganizma tarafindan {irettilen y-dekalakton
miktarlar tespit edildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Farkli biiytime besiyerlerinin Yarrowia lipolytica’nin tirettigi y-
dekalakton miktarmna etkisi.

Mikroorganizmanin, PDB, YPD ve sentetik besiyerlerindeki biiyiime egrileri
birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen Sekil 4.9’da goriildiigli gibi en yiiksek y-
dekalakton, sentetik besiyerinde biiyiitiilen mikroorganizmadan elde edilmistir (162

mg/L). Bu nedenle galismaya sentetik besiyeri kullanilarak devam edildi.

4.4.2. Azot Kaynaginin Verime Etkisi

Farkli azot kaynaklarmmin vy-dekalakton iiretimine etkisi Sekil 4.10°da

verilmistir.
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Sekil 4.10: Azot kaynaginin y-dekalakton miktarina etkisi.

En diisiik miktar iire ile elde edilirken en yiiksek y-dekalakton iiretimi azot
kaynag1 olarak pepton igeren besiyeri ortaminda olmustur. Gamma dekalakton
tiretiminde ¢ogunlukla amonyum kloriir olmak {izere iire ve peptonun azot kaynagi
olarak kullanildigi birgok ¢alisma mevuttur. Yangiong ve arkadaslari azot kaynagi
olarak pepton kullandiklar1 ¢alismalarinda 900mg/L, Erandi ve arkadaslar1 azot
kaynag1 olarak amonyum kloriir kullandiklart ¢alismalarinda ise 360 mg/L iiriin elde
etmiglerdir [21, 40, 41]. Tez ¢alismasinda amonyum kloriir kullanarak elde edilen

162 mg/L olan y-dekalakton miktarini pepton ile 190.5 mg/L’ye ¢ikarildu.

4.4.3. pH’nin Verime Etkisi

Besiyeri baslangi¢ pH’sinin verime etkisi 4-8 araliginda calisilarak incelendi.

(Sekil 4.11)
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Sekil 4.11: Baslangi¢ pH degerinin dekalakton tiretimine etkisi.

Gamma dekalakton iretiminde ¢ok farkli tiirde mikroorganizmalar
kullanilmaktadir. Shiow ve arkadaglar1 Sporidiobolus salmonicolor ile y-dekalakton
tiretiminde pH 4-8 araliginda ¢alismis ve en iyi verimi pH 4’te elde etmislerdir [42].
Géssyca, Yarrowia lipolytica CCMA 0357 ile yaptigi c¢alismasinda pH 7°de,
Hamideh ise Y. lipolytica DSM 3286 ile pH 6’da yiiksek verimler elde etmislerdir.
Yarrowia lipolytica ile yapilan galigmalarda pH 6-7 araliginda yiiksek verimlerin
elde edildigi birgok c¢alisma mevcuttur [23, 43]. Bu g¢alismada elde edilen deger,
literatiirde bu mikroorganizmanin farkl suslari ile elde edilen degerlerle uyumludur.
Bu asamada en yiiksek y- dekalakton miktarina (218 mg/L) baslangic pH degeri 7
olan besiyerinde ulasildi (Sekil 4.11).

4.4.4. Sicakhigin Verime Etkisi

En yiiksek verim 27°C inkiibasyon sicaklifinda elde edildi. (Sekil 4.12)
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Sekil 4.12: Sicakligin y-dekalakton verimine etkisi.

Bu sonuglar, sicakligin Yarrowia lipolytica mayasinin y-dekalakton iiretimi
icin  kritik bir parametre oldugunu gostermektedir. Literatiirde Yarrowia
lipolytica’nin farkli suslar ile yapilan ¢alismalarda 27-30°C araliginda birbirinden
¢ok farkli verimler elde edilmistir. Hamideh ve arkadaslar1 Y. lipolytica (DSM 3286)
ile 29°C’de yaptiklari ¢alismalarinda en yiiksek 220 mg/L iiriin elde etmislerdir [44].
Nelma ve arkadaslar1 substrat olarak hidrolize hint yagi kullandiklar1 ¢aligmalarinda
Yarrowia lipolytica W29 (ATCC20460) ile 27°C’de 1839 mg/L iiriin elde etmislerdir
[45]. Shiow ve arkadaslar1 ise immobilize Sporidiobolus salmonicolor CCRC 21975

ile yaptiklar1 calismalarinda 25°C’de 120 mg/L y-dekalakton elde etmislerdir [46].

4.45. Kanistirma Hizinin Verime Etkisi

En yiiksek verim 220 rpm karigtirma hizinda 339 mg/L elde edildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: Karistirma hizinin y-dekalakton verimine etkisi.

20.saatte goriildiigli lizere karistirma hizinin y-dekalakton iiretimine biiytik bir
etkisi vardir. Bunun nedeni yiiksek hizda ¢oziinen oksijen miktarinin fazla olmasi,
substrat ve nutrientlerin mikroorganizma tarafindan daha etkin bir sekilde
alinmasidir. 48.saatte ise 240 rpm karigtirma hizindaki besiyerlerindeki y-dekalakton
miktarimin 220 rpm hizinda karistirilan besiyerlerinden daha diisiik olmasi
mikroorganizmanin nutrientleri hizla tiiketmesinden kaynaklanmaktadir. Braga ve
arkadaslar1 da 400, 500 ve 650 rpm karistirma hizlarini kiyasladilar1 ¢alismalarinda
ilk saatlerde en yiiksek miktar1 650 rpm hizinda elde etmelerine ragmen en yiiksek y-
dekalakton miktarin ilerleyen saatlerde 400 rpm karigsma hizinda elde etmislerdir

[47]. Calismada en yiiksek verim 48. saatte 220 rpm karigtirma hizinda elde edildi.

4.4.6. Hint Yag1 Miktarimin Verime Etkisi

En yiiksek verim 40g/L hint yagi iceren besiyerinde elde edildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: Hint yag1 miktarinin y-dekalakton verimine etkisi.

Elde edilen verilere gore 10g/L ve 20g/L hint yagi i¢eren besiyerlerindeki y-
dekalakton miktar1 30g/L, 40g/L ve 50g/L hint yag1 igeren besiyerlerine gore ¢ok
diisik kalmigtir. Bu sonuglar 10-20g/L araligindaki substrat miktarinin yetersiz
oldugunu gostermektedir. 30g/L ve 40g/L hint yag1 i¢eren besiyerlerinden elde edilen
y-dekalakton miktar1 birbirine yakin olmakla birlikte en yiiksek {iriin 40g/L hint yag:
iceren besiyerinden elde edildi (490 mg/L). Nelima yaptig1 tez ¢alismasinda 10, 30
ve 50g/L baslangi¢ substrat miktari ile yaptigi ¢alismasinda en yiiksek verimi 30g/L
ile elde etmistir. Flasklarda yaptigi calismasinda besiyerlerindeki lipaz aktivitesini
Olgerek en iyi lipaz aktivitesini 30g/L substrat iceren numunede bulmustur. 50g/L
substrat iceren besiyerindeki diisiik verimi mikroorganizmanin {irettigi lipazin bu

konsantrasyonda enzim aktivitesini kaybetmesine baglamistir [27].

4.4.7. Optimum Sartlarda Uretim

Elde edilen optimum sartlar Tablo 4.1’de verilmistir.
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Tablo 4.1: y-dekalakton iiretim sartlari.

Besiyeri Sentetik besiyeri
Azot kaynagi Pepton

pH 7

Sicaklik (°C) 27

Karigtima hizi (rpm) 220

Substrat miktar1 (g/L) 40

Optimum sartlarda {iretim gergeklestirildi ve besiyerinden alinan numunelerde

kuru hiicre (Sekil 4.15) miktar tayini yapildu.
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Sekil 4.15: Optimum sartlarda biiyiitiilen Yarrowia lipolytica kuru hiicre
miktarinin zamanla degigimi.

Optimum sartlarda yapilan tiretim sonucu elde edilen y-dekalakton miktar

Sekil 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4.16: Optimum sartlarda biiyiitiilen Yarrowia lipolytica y-dekalakton
miktari.

Uretim sonucunda 53. saatte 562 mg/L y-dekalakton elde edildi. Bu satten sonra iriin
mikroorganizma tarafindan tiikketilmeye baslandi ve 72. saate 280 mg/L seviyesine
kadar diistii.
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5. SONUCLAR

Bu tez c¢alismasinda, Yarrowia Lipolytica MGW399 susunun y-dekalakton
tiretimini gerceklestirdigi belirlendi ve iiretim i¢in optimizasyon caligmasi yapildi.
Literatiirde yapilan bir¢ok calismada y-dekalaktonun kantitatif analizi GS-FID ile
kalitatif analizi ise GS-MS ile yapilmistir [45, 48]. Bu caligmada ise literatiirden
farkli olarak y-dekalaktonun kantitatif analizi HPTLC-densitometre ile kalitatif
analizi ise GC-MS ile yapildi.

Gamma dekalakton verim artisi i¢in YPD, PDB ve Wache tarafindan
gelistirilen sentetik biiylime besiyeri kullanildi [29]. Biiyiime besiyerlerinin farkli
olmasi mikroorganizmanin biliyiime egrisinde belirgin bir farklilik olusturmazken
tirlin tiretiminde ciddi farklara neden oldu. Sentetik besiyeri kullanildiginda YPD
besiyerine kiyasla %40 daha fazla iiriin elde edildi. Gamma dekalakton iiretimine
azot kaynag etkisini incelemek i¢in amonyum siilfat, amonyum kloriir, pepton ve tire
ile hazirlalan besiyerleri arasinda en yiiksek verim pepton ile elde edildi. Amonyum
kloriire kiyasla %17 daha fazla {iriin elde edildi.

Baslangic pH seviyesinin y-dekalakton iiretimine etkisini incelemek igin
baslangi¢ pH degerleri 4, 5, 6, 7 ve 8’e ayarlanan besiyerlerinde en yiiksek iiretim
baglangi¢c pH’s1 7 olan besiyerinde, pH 6’da yapilan iiretime kiyasla %15 daha fazla
elde edildi.

Sicaklik etkisi igin 27°C, 30°C ve 33°C’de yapilan iiretimler sonucunda en
yiiksek miktar 27°C’de elde edildi. 30°C’de yapilan iiretime kiyasla %44 daha fazla
tirtin elde edildi.

Karigtirma hizinin y-dekalakton iiretimine etkisi 180, 200, 220 ve 240 rpm
karistirma hizlarinda incelenerek en yiiksek iiriin 220 rpm’de elde edildi. 180 rpm
karistirma hizina oranla %8 verim artis1 saglandi.

Son parametre olarak substrat miktarinin y-dekalakton iiretime etkisi 10g/L,
20g/L, 30g/L, 40g/L ve 50g/L hint yag1 igeren besiyerlerinde iiretim yapilarak
incelendi. En yiiksek {iriin 40g/L hint yag1 iceren besiyerinden elde edildi. 10g/L
baslangi¢ substrat miktarina oranla %44 verim artis1 saglandi.

Sonug olarak optimizasyon sonucunda elde edilen parametrelere gore yapilan
tretim 18- 72 saat araliginda takip edildi ve en yiiksek y-dekalakton miktar1 53.
saatte 562 mg/L olarak 6l¢iildi.
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Literatiirde Yarrowia Lipolytica ile yapilan g¢alismalarda verim artig1 igin
genetik miidahalelerin yapildig1 bircok ¢alisma mevcuttur. Bu c¢aligmalarda 7 kata
kadar verim artiglar1 elde edilmistir [29, 40, 49]. Gelecek ¢alismalarda Yarrowia

Lipolytica MGW399 susu da genetik miidahalerle daha verimli hale getirilebilir.
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