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SUBSTRAT FORMULASYONU

Substrat icerisinde mikroorganizmanin gelismesini, biyosentez ve diger faaliyetlerin en iyi
olmasimi saglayacak gerekli besin maddeleri bulunmalidir. Gereksinim duyulan besin
maddelerini yeterli miktarda ve uygun formlarda igeren bir substrat basarili bir liretim i¢in ilk
adimdir. Substratin kimyasal bilesimi, hiicre ve {irlin sentezi i¢in elementel gereksinimlerin
tiimiinii karsilamasinin yanisira hiicre muhafazasi ve metabolik faaliyetler i¢in gerekli enerjiyi
de saglamalidir.

Buradan da anlasilacagi gibi, mikrobiyal aktivite i¢in iki 6nemli beslenme faktorii vardir:

a- Hiicre metabolizmasi i¢in gerekli enerji kaynaklari,
b- Hiicreyi olusturan ve iirlinlerin biyosentezi i¢in gerekli olan madde kaynaklari.

Mikroorganizmalar gereksinimleri olan enerjiyi, ortamda bulunan bazi bilesiklerin kimyasal
baglarindaki depolanmis enerjiyi kullanarak saglarlar. Bunlar organik veya inorganik
maddeler olabilir. En iyi enerji kaynaklar1 karbonhidratlardir.

Ikinci beslenme faktérii ise biyokiitle olusumu ve biyosentez icin gerekli olan C, H, O, N, P, S
gibi ana elementler ve iz elementlerdir. Bunlar substrat i¢inde basit bilesikler halinde
bulunabilecegi gibi kompleks bilesikler halinde de bulunabilirler.

Substrat bilesimi 6zel amaglara gore farkli diizenlenir. Ornegin, gelisme besiyeri
mikroorganizmanin aktif gelismesini saglayacak bilesiminde, buna karsilik muhafaza besiyeri
gelisme i¢in uygun olmayan kosullarda, yalnizca mikroorganizmanin canliligini korumak i¢in
hazirlanir. Biyokiitle {iretimi amaciyla hazirlanan substratlarda karbon kaynaginin
konsantrasyonu diisiik, metabolik iirlin sentezi icin kullanilacak substratlarda daha yiiksek
tutulur.

Besiyerleri kullanilan hammaddenin tiirliine baglh olarak genelde iki grup altinda toplanirlar.
Tam olarak bilinen miktarlarda ve saf maddeler kullanilarak hazirlanan besiyerlerine “yapay
besiyeri” adi verilir. Kimyasal yapilar1 tam olarak belirlenmeyen; kan, et Oziitleri, melas,
pamuk cekirdegi, misir unu, soya unu, malt ¢imi, peynir suyu vb dogal maddelerle hazirlanan
besiyerlerine “kompleks” veya “dogal besiyeri” denir.

Yapay besiyerleri arastirma amaclar1 i¢in segilirler. Bunlar arastirictya ayni kosullarda
calismay1 yineleme olanagi, saydamlik, az kdpiirme, iirliniin kolaylikla saflastiriimas: gibi
avantajlar saglar. Bilimsel ac¢idan bir¢ok yararlar1 olmasina karsin bu tip besiyerlerinde elde
edilen iiriin verimi genellikle diisiiktiir ve daha Onemlisi maliyet yiiksektir. Bu nedenle
endiistriyel fermantasyonlarda c¢ogunlukla dogal besiyerleri kullanilir. Bununla birlikte
endistriyel fermantasyonlarin ilk kademelerini olusturan laboratuvar donemlerindeki
besiyerlerinde daha ¢ok saf maddeler tercih edilir.



1. Substrat icinde Bulunan Temel Bilesenler

Substrat icinde bulunan bilesenler temel fonksiyonlarina gore; karbon, azot kaynaklari,
inorganik bilesikler ve vitaminler olarak gruplandirilir.

a- Karbon kaynaklar:

Karbon kaynaklarinin baginda karbonhidratlar gelir. Biyokiitle yaklasik %50 C igerdiginden,
karbonhidratlar besiyerlerinde diger besin maddelerinden daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulunurlar ve ¢ok iyi oksijen, hidrojen ve metabolik enerji kaynaklaridir.

Bazi karbon kaynaklar1 gelismeyi artirirlar, fakat bunun yanisira biyosentez hizi yavaslar.
Karbonhidratlarin mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilme kolayligi heksozlardan
polisakkaritlere dogru gidildik¢e azalir. Boyle durumlarda gelismeyi artiran karbonhidrat ile
birlikte biyosentez hizini artirici etki gosteren karbonhidrat da ortamda bulunmalidir.

En onemli karbonhidrat kaynaklar1 glikoz, sakkaroz, melas, misir, bugday, patates, piring,
arpa, yulaf nisastalari ve unlaridir. Melas karbonhidrat kaynagi olmasinin yanisira azot,
inorganik bilesikler ve vitaminler de igerdiginden ucuz ve iyi bir hammaddedir.

Bunlarin disinda hidrokarbonlar; yaglar, alkoller, seliiloz ve tlirevleri de mikroorganizmalarin
cinslerine gore substrat icerisinde karbonhidrat kaynagi olarak kullanilmaktadir.

b- Azot kaynaklari:

Hiicre yapisinda karbon ve oksijenden sonra en fazla bulunan element azottur. Azot
kaynaklar1 inorganik veya organik olabilir. Cogu mikroorganizma molekiiler azotu, nitratlari,
nitritleri, amonyag1 azot kaynagi olarak kullanabilir. Amonyak, ayn1 zamanda fermantasyon
pH’sin1 istenen diizeyde tutma amaci ile de kullanilabilir.

Mikroorganizmalarin biliylik ¢ogunlugu organik azot kullanirlar. Organik azot kullanimi
hiicrenin gelisme hizin1 artirir. Fazla kullanimi olumlu etki gosterebilecegi gibi iiretim
verimini de diisiirebilir.

Organik azot kaynaklarmin baglicalar1 amino asitler, piirinler, pirimidinler, iire, bitkisel ve
hayvansal proteinlerdir. Bu proteinler gida ve tarim endiistrisinin yan triinleri olup, saf azotlu
bilesiklerden daha ucuz olmalarinin yanisira, hiicre gelismesi i¢in gerekli olan vitaminleri,
cesitli mineralleri ve ¢esitli bliylime faktorlerini de igerirler.

Substratta bulunan azot kaynaginin hiicre tarafindan kolayca kullanilabilir olmasi dikkate
alinmalidir. Ornegin proteinler, yalnizca hiicre disi proteazlar salgilayarak proteinleri
enzimatik olarak aminoasitlere hidrolize edebilen mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilir.
Bu 6zelligi olmayan mikroorganizmanin protein hidrolizatlarina, peptonlara veya proteinli
maddeleri asit veya enzimlerle hidroliz etmek suretiyle hazirlanmis ve serbest amino asitleri
iceren azotlu maddelere gereksinimleri vardir.



c- Inorganik bilesenler:

Biyokiitlenin ortalama %5-10’u kiildiir. Kiiliin biiyiik boliimiinii fosfor (%60) ve kiikiirt
(%20) olusturur. Ayrica K, Mg, Na, Ca, Fe, Mn, Mo, Co, Zn, Cl gibi elementler bulunur.
Fosfor en fazla seker fosfatlari, kiikiirt ise en ¢ok sistin ve methionin aminoasitlerinde
bulunur. Diger elementler ¢ogunlukla enzimlerle kompleks halde bulunur.

Mikroorganizmalarin mineral gereksinimlerini tam olarak bilmek her zaman gerekli degildir.
Ciinkli endiistriyel karbon ve azot kaynaklarmin ¢ogu, hatta sehir suyu yeterli miktarda
mineral igerir. Bazan bu maddeleri azot, fosfat ve siilfatlarla, nadiren de Mg ile takviye etmek
gerekebilir.

d- Vitaminler :

Koenzim veya koenzimlerin bilesikleri olarak vitaminlerin hiicre igerisinde énemli katalitik
fonksiyonlar1 vardir ve metabolizma igin gereklidir. En sik gereksinme duyulan vitaminler
thiamin, biotin, niasin, pantotenat, riboflavin ve Bg vitaminleridir.

Vitaminler endiistriyel fermantasyonlarda kullanilan karbon ve azot kaynaklarinin iginde
cogunlukla yeterli miktarda bulunduklarindan, ayrica substrata ilave edilmeleri
gerekmeyebilir.

e- Diger katki maddeleri:
Biitiin bunlarin disinda substrata, cesitli amaclara yonelik katki maddeleri ilave edilebilir:

- Asin gelismeyi yavaglatan (misel artis hizim1 yavaslatan), metabolik {iriiniin biyosentez
hizin1 artiran maddeler (inhibitor). Ornegin; antibiyotik fermantasyonlarinda bu amagla
benzil-tiyosiyanat kullanilmaktadir.

- Biyosentez kademelerinde reaksiyona giren ve {riin verimini artiran maddeler
(prekiirsorler). Ornegin; klortetrasiklin fermantasyonunda ortama tuz ilavesi, penisilin G
fermantasyonunda fenilalalin, fenilasetik asit ilavesi,

- Fermantasyon pH’sii istenen diizeyde tutmak icin ilave edilen asit, baz veya tampon
karakterinde maddeler.

- Kopiirmeyi azaltici yiizey aktif maddeler (bitkisel ve hayvansal yaglar, silikonlar vb).
2. Hiicre Bilesimi

Substrat formiilasyona girmeden Once hiicre bilesiminin agiklanmasi yararli olacaktir.
Genellikle, hiicre bilesimi ile ilgili detayli elementel analizler burada belirtilmeyecek, fakat
kullanilacak degerler substrat formiilasyonunda bir rehber niteliginde olacaktir. Bir
mikroorganizma hiicresinin tipik elementel bilesimi Tablo 5.1’de goriilmektedir. Mikrobiyal
gelisme i¢in kullanilacak herhangi bir ortam, en azindan, bu elementleri uygun oranda
icermelidir.



Tablo1. Mikroorganizmalarin tipik elementel bilesimi

Element Hiicre kuru agirhgina gore
%

Karbon 50

Azot 7-12

Fosfor 1-3

Kiikiirt 0,5-1,0

Magnezyum 0,5

Karbon, oksijen ve hidrojen hari¢ substrat igerisindeki besinlerin formiilasyonu Tablo
5.1°deki verileri esas alir. Ornegin; azot ve kiikiirt kaynagi olarak amonyum siilfat
kullanilarak 30 g/ maya hiicresi kitlesinin sentezi arzulaniyorsa, 12 g/ (NHy), SO4” in
ortamda bulunmasi gereklidir. Bu miktar (NH4),SO4 2,4 g/L azot ve 3.0 g/L kikiirt
saglayacaktir. Azot gereksiniminin temin edilmesi ile kiikiirt gereksiniminin fazlaca
karsilanabilecegi goriilmektedir.

Benzer bir hesaplama, 3,0 g/L hiicre biyokiitlesinin sentezi i¢in Tablo 5.2’de gériilen minimal
ortamin diizenlenmesine olanak verir.

Tablo 2. Segilmis bir karbon kaynagindan 30 g/L maya iiretimi i¢in diizenlenmis bir gelisme

ortami

Ortam Bilesenleri Konsantrasyon (g/L)
Karbon enerji kaynagi

Metanol 60.0

Etanol 40.0

Glikoz 60.0
(NH,4)2SO4 12.0
KH,PO, 1.3
MgSO, 15
Iz elementler

(Cu, Co, Fe, Ca, Zn, Mo, Mn) 10*M

Biyokimyasal ko-faktorler veya yapisal komponentler olarak iz elementlere de gereksinim
duyulmaktadir. Fakat bu elementlere olan gereksinimi tahmin etmek ¢ok zordur. Buna
ragmen, bir kural olarak, Tablo 5.2.’de goriilen iz elementler 30 g/L hiicre i¢in 10™M, 3 g/L
hiicre igin 10°M konsantrasyonlarinda ilave edilebilirler. Baz1 mikroorganizmalarin bir veya
daha fazla iz elemente normalden daha fazla ihtiya¢ duyulabilecegi, ayrica hatirlanmalidir.

3. Ozel Biyokimyasal Gereksinimler

Bir¢cok mikroorganizma basit mineral tuzlari igeren ortamlarda iyi gelisebilirlerse de, bazilar
bir veya daha fazla 0zel biyokimyasal bilesiklere gereksinim duyarlar. Bu bazi
mikroorganizmalarin gereksinim duyduklar1 tiim biyokimyasal bilesikleri kendilerinin
sentezleyememesinden kaynaklanmaktadir. En fazla gereksinim duyulanlar vitaminler ve
aminoasitlerdir. Ornegin; mayalar ¢ogunlukla biotin, thiamin ve riboflavine gereksinim
duyarlar. Bazi mikroorganizmalar olduk¢a miskiilpesenttir ve 10-12 tane biyokimyasal
komponentin besiyerine ilavesi gerekir. Genellikle, vitaminlere olan gereksinim az
miktarlardadir ve bunlar tipik olarak litreye “mg” diizeyinde ilave edilirler.



4. Enerji Gereksinimleri

Mikroorganizmalar temel kimyasal maddeleri kompleks molekiillere c¢evirirlerken bu
reaksiyon serilerini gergeklestirebilmek igin, enerji kullanmaya gereksinim duyarlar.
Cogunlukla, bu enerji indirgenen organik bilesiklerin kontrollii oksidasyonu ile temin edilir.
Bu tiir karbon bilesikleri hiicrelerin elementel karbon gereksinimlerini karsilamalarinin
yanisira, biyosentez enerjisi iiretmek amaciyla da kullanilirlar. Biyosenteze ilave olarak; hiicre
yapisinin muhafazasi, molekiillerin aktif transportu, hiicre ve ¢evresi arasindaki
konsantrasyon degisimlerini dengelemek ve bazen hiicre hareketi i¢in de enerjiye gereksinim
duyulur.

Bu nedenlerle, besiyeri ortaminda tiim bu gereksinimleri karsilayacak yeterli karbon kaynagi
bulunmalidir. Hiicre gelismesi igin karbon kaynagi gereksiniminin hesaplanmasi, arzulanan
hiicre yogunlugunun {imit edilen hiicre verimine (Yys) boliinmesi suretiyle yapilir. Ornegin;
verim 0,5 g hiicre/g metanol oldugu zaman, metanolden 30 g/L hiicre elde etmek igin, Tablo
5.2’de goriildiigii gibi, 60 g/L metanole gereksinim duyulur.

Temel besinlerden biri olan oksijen, suda zor ¢6ziinen bir gaz oldugundan, fermantasyonda
ozel bir kiitle transferi sorunu getirir. Bununla birlikte, oksijen gereksiniminin
mikroorganizmaya, karbon kaynagina ve kullanimindaki etkinlige bagli oldugu séylenebilir.

5. Endiistriyel Substrat Secimi ve Formiilasyondaki Genel Tlkeler

Belirli bir iiretime yonelik substrat secimi i¢in kesin bir yontem yoktur, bu daha ¢ok bir
uzmanlik isidir. Deneysel ve teorik caligsmalar birlikte yiiriitiilerek en verimli ve ekonomik
substrat secilir. Bu nedenle bu bilgiler, ¢cogunlukla, endiistriyel bir sir olarak saklanir.

Substrat formiile edilirken asagidaki hususlara 6zellikle dikkat edilmelidir:

a- Substrat hiicre gelismesi ve biyosentez i¢in gerekli besin maddelerini,
mikroorganizmalarin yararlanabilecegi uygun bilesikler halinde icermelidir. Eksik olanlar
takviye edilmeledir.

b- Endiistriyel substrat formiilasyonlari hazirlanirken yoresel hammaddenin se¢imi ve
tiretimde kullanilmasi biiyiik 6nem tasir. Belirli bir substrat i¢inde ¢ok iyi gelisen  bir
sus, ayni hammaddenin bagka bir yoreden temin edilmesi durumunda gelismeyebilir. Bu
durum hammaddenin iiretiminde yoresel kosullara bagl farkliliklardan kaynaklanabilir.
Bu farkliliklarin kimyasal analizler ile tespit edilmesi zor oldugundan, en iyisi
mikroorganizmanin yoresel hammaddeye uyumu (adaptasyonu) saglanmalidir.

c- Hammaddenin kimyasal kalite kontrol analizlerinin yanisira, kiiciik ¢apta tiiretim
denemeleri ile biyolojik yonden uygunlugu denenmelidir.

d- Hammaddedeki gereksiz fazlaliklarin olumsuz sonuglara neden olabilecegi dikkate
alimmalidir.

e- Subtrat formiilasyonlar1 saptanirken, hammaddeler ile ilgili birim ve tasima maliyeti,
depolama siiresi ve kosullari, korozyon gibi ekonomik faktorler gézoniinde tutulmalidir.

f- Hammadde igindeki toksik oOzellikteki maddeler substrattan uzaklastirilmaya
calisiimalidir.



