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Pythium irregulare-nin Yiiksok Doymamis Yag Tursular1 Mohsullarina Qida
Miihitinin vo Karbon-Azot Nisbotinin Tasiri

Y.Y. Atakisiyeva*, M.B. Qasemi

AMEA Mikrobiologiya Institutu, Patamdar sossesi 40, Baki AZ 1073, Azarbaycan

Qliikoza va maya ekstraktmm miixtalif qatiliqlarmim 16 kombinasiyasindan ibarat qida miihitlarindan
mithitdo karbon va azotun miqdar1 nisbatinin Pythium irregulare-nmm béyiima va lipid sintezino
tosirinin dyronilmasi iiciin istifads edilmisdir. Gostarilmis miihitlords glitkozanin qatihg: 1,0%-4,0%,
maya ekstraktininki 0,25%-1,0% olmus, karbon-azot nisbati (C/N) isa 4 vo 64 arasinda dayismisdir.
Boyiima iiciin miivafiq C/N géstoricilori 12-24, maksimum miqdarda lipid, eykozapentaen va araxidon
tursularinin biosintezi ii¢iin 32 olmusdur. Eykozapentaen va araxidon tursularmin biosintezi iiciin
2,0% qliikoza, 0,25% maya ekstrakti va 0,1% KH,PO,dan ibarat miihit daha sarfsli hesab edilmisdir.

Agar sozlar: lipid, yag tursulary, yiiksok doymamg yag tursulari, eykozapentaen tursusu, araxidon tursusu

GIRIS

Son illor mitselili, xiasusilo ibtidai gdéba-
loklordon lipid istchsalina maraq artmisdir. Bu
qrupa aid ecdilon mikroorqanizmlorin lipid sintczi
diizgiin  istigamatlondirilorss,  arzu  olunan
birlogmoalorin, o ciimlodon heyvan vo insan or-
qanizmi Gg¢in ovozolunmaz yuksok doymamis yag
tursularinin alinmasi (YDYT) miimkiindiir.

Mikroorqanizmlor, bitkilor vo heyvanlar
doymamis yag tursularinin sintezini  ckoloji
durumun, o ciimlodon mithitdo qida maddolorinin
doyigsmosino uygun olaraq tonzimloyir. Huceyrs
membranlarinda yag tursu zoncirlorinin doyma-
mighq doracasinin mithiim struktur rolu var: yag
tursulan zoncirinds doymus vo doymamisliq nisbati
membranin axicihigma tosir edir. Mikroorqaniz-
mlordo  lipid biosintezi prosesi vo  lipid
toplanmasinin mexanizminin idaro edilmosinin
fizioloji yollarinin aragdirilmasina hasr edilmig
todqiqatlar coxdur. Bu iglorin oksoriyystindo oldo
edilmis molumatlar mikrob lipidlorinin ¢iximinin
artirtlmasi ugiin istifado edilir.

Todqiqatlar  gostormigdir ki,
nizmlorin  becorilmo  soraiti, miihitin  torkibi,
oksigenin miqdarn, pH vo temperatur amili
hiiceyrads lipid, o ciimloden YDYT toplanmasina
tosir edir (Stinson et al., 1991; Jang et al., 2005;
Sakuradani et al., 2009). Lakin optimal sorait noinki
mikroorqanizmlorin ayri-ayr névii, hotta stammlar
ticiin da farqgli ola bilar.

Qliikkoza vo maya ckstraktt Pythium irre-
gulare ugin olverigli karbon vo azot monbolori
hesab edilir vo fermentasiya prosesindo lipid
sintezindo bu birlosmolorin  mihiim rolu var
(Ykema et al., 1988). Buna baxmayaraq, aparilan
todqiqatlarda Pythium-un YDYT sintezi ugiin
optimal C/N  nisbati, demok olar ki,
Oyranilmomisdir.

mikroorqa-
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Bizim  apardigimiz  todqiqatlarda  osas
mogsodimiz miihitdo olan qlikoza vo maya
ckstraktinin =~ miqdarmi1  (kabon-azot  nisbatini)
doyismokla Pythium irregulare-nin eykoza-pentacn
vo araxidon tursularinin biosintezini maksimum
doracoys gatdirmagqdir.

MATERIAL VO METODLAR

Todqgiqatlarda AMEA-nin  Mikrobiologiya
Institutunun Mikroorganizm Kulturalarinin
Kolleksiyasindan lipogen mikroorqanizm kimi

secilmis mikromiset stammindan — P.irregulare
LX-don istifado  edilmigdir.  Mikroorqanizm
kulturalar aerasiya soraitinds — dairavi yelloncok-
lordo (200 dovr/doq.) torkibindo 2,0% qliikoza,
0,5% maya ekstraktt (Fisher Scientific) va 0,1%
KH,PO, olan miihitds yetigdirilmisdir. Mithitin pH-
6.2 olmugdur. Becorilmo 5 giin 28°C-do
aparilmigdir. Reduksiyaedici sokorlorin  miqdari
Somoci-Nelson metodu (Somogyi, 1952), hall olan
oksigenin (HO) migdari INGOLD polyaroqrafik O,
sensorla (diametri 12 mm, geydo-alma limiti 100
nM, doqigliyi 30 nM) Ol¢ilmiisdiir. Biokiitlodo
eykozapentacn vo araxidon tursularinin mohsul-
darligia C/N tosirini 6yronmok ugin todqiqatlarda
16 forqli mihit kombinasiyasindan istifado
edilmigdir (Cadval 1).

Qlikkozanin torkibindo ¢okiyo gora 40%
karbon, maya gébaloklori ekstraktinin torkibindo iso
10% azot oldugunu nazars alaraq cksperimentlarde
C/N nisbeotini: (qlikkozanin ¢okisi X 40%) : (maya
ekstraktinin =~ ¢okisi X 10%) formul ilo
hesablanmigdir. Lipidlorin ekstraksiyasi tigiin Folg
vo Blay-Dayer tisulundan istifads edilmisdir (Folch,
1957, Bligh and Dyer, 1959). Lipidlorin yag
tursulart torkibi yiiksokeffektli maye xromatoq-
rafiya ilo toyin edilmigsdir. Bu mogsadlo turs
metanolizlo metillogdirilmis yag tursulan qarisigi



ultrabon6vsoyi  detektorlu  (A=250 =wm) KOBO
markalli (Cexiya) maye xromatoqrafda bolinmiis-
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Rogomsal gostoricilorin statistik islonilmosi vo
interpretasiyasinda Lakinin biometrya metodlar1 va

dir. Yag tursularinin qurulusu  mass-spektr Microsoft Excel programininin  molumatlarin
analizlori ilo daqiqlosdirilmigdir. analizi paketindon istifado edilmigdir. P<0,05
oldugda almmig ododlor etibarli sayilmigdir
(Jlakun, 1990).
Cadval 1. Miihitda qliikoza-maya ekstrakti migdarinin dayismasina gora C/N nisbati
Maya Maya
Ne Qliikoza, gobalayi C/N Ne Qliikoza, gobalayi C/N
% (¢/h)  ekstrakti, % (¢/h)  ekstrakti,
% (¢/h) % (¢/h)
1 1 0,25 16 9 3 0,25 48
2 1 0,50 8 10 3 0,50 24
3 1 0,75 5.3 11 3 0,75 16
4 1 1,0 4 12 3 1,0 12
5 2 0,25 32 13 4 0,25 64
6 2 0,50 16 14 4 0,50 32
7 2 0,75 10,6 15 4 0,75 21,4
8 2 1,0 8 16 4 1,0 16

NOTICOLOR VO ONLARIN MUZAKIROSI

5 ginlik kulturadan toplanmis biokiitlonin
miqdart, qlikoza vo HO sorfi gokil 1-do wveril-
migdir. Almmig gostoriciloro géro miihitdo olan
karbon vo azotun ilkin qatiligi biokiitlonin
miqdarma tosir edir. Lakin biokiitlonin sintezindo
karbon-azot nisbotinin gostaricilorinin rolu daha
COX Nnozora ¢arpir vo onunla miqayisods glitkkoza va
maya ckstraktinin miqdarinin doyismosi o qodor do
kaskin deyil. Bununla slagadar bizim tadqiqatlarda
qattligin hor bir soviyyosindo biokiitlo vo lipid
gostoricilorinin ayrica analizo ehtiyaci yarand. Ik
novbads olave edilon glitkkozanin qatiligindan asili
olaraq gida miihitlori ti¢ doracays boélundi: asagi -
1,0% va 2,0%, orta - 3,0% va yiikksok - 4,0%.
Beloliklo, alinan gostoricilor mihitdo maya
ckstraktinin = miqdart  yiiksoldikco  qlikozanin
qatihqglarinin hor birinds ayriliqda biokiitlonin do
artdigini gostorir. Oxsar naticalor maya ekstraktinin
da sabit gatilhiginda alinmigdir. Qliikozanin asagi
qatiliginda onun sorfi 98,0%-don do yiiksok
olmusdur. Hoall olan oksigenin sorfi isa 74,0-84,0%-
o catmigdir. Qliikozanin gatiligimin 3,0% vo 4,0%-0
qaldirlmasi onun vo oksigenin sorfini nozoro
carpacaq dorocodo asagi salmigdir. Buna sobab

qlikozanin verilmis qatiliginin yaratdigr yiksok
osmotik tozyiq ola bilor. Ciinki yaranmis soraitdo
yitksok osmotik tozyiqo hossas gébaloyin boyiimosi
longiyir vo noticodo substrat vo oksigeno tolabat
azalir.

Eksperment apardigimiz hor bir miihitin
torkibindo miixtolif miqdarda substrat oldugunu
nozoro alaraq biz glikozanin istifado olunan
miqdari1 vo oksigenin azalmasini qlitkoza yaxud
maya goboaloyi ckstraktinin soviyyasindon asili
olaraq qruplagdinlmis sokildo Oyronmisik. 1,0%
qliikoza olan qrupda C/N 4-16, 2,0% qlikkoza olan
miihitdo 1so C/N 8-32 arasindadir. Bu soraitdo C/N
artdiqca istifado olunan glilkkozanin vo oksigenin
miqdart artmigdir. Hor iki qrupda maksimum
substrat vo oksigen C/N 16 oldugda qeyde
almmigdir. Mithitdo 3% qlikoza (C/N=12-48) va
4,0% qlilkkoza (C/N=20-64) olan qruplarda geyd
edilon gostoricilorin  on  yitksok qiymoti C/N
azaldiqda qeyds alinmisdir (miihit 12 vo 16). Bu
tendensiya P.irregulare LX-m boyiimosi igiin qida
miihitlorini yenidon qruplagdirmaga imkan verir:
mithitdo C/N-in 4-12 qiymotlorindo  karbon
catigmamazligl yaxud azotun artiq miqdari, C/N-in
24-64 qiymotlorindo azot c¢atismazligr yaxud
karbonun artiq miqdarnn olan qida mihitlori.
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Sakil 1. Miixtalif mithitlordan ayrilmis biokitlonin miqdari, glikoza va HO sorfi.

Biokiitlonin miqdarinin istifado edilon glikkoza
vo oksigendon asililign substratin  biokiitloys
biokonversiyast dorocosini vo olverigliliyini oks
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etdirir. Sokil 2-do miithitdo C/N nisbotinin 12-24
gostaricilorinds  substrat sorfinin daha alverisli
oldugu asgkar olur.

40 A
35 A
30 A
25 A
20 A
15 A
10 A
5 4
0 T T ‘

Biokiitlenin serf olunan gliikoza
va oksigens nisboati, %-la

4 53 8 106 12 16 21,3 24 32 48 o4
C/N
—&— Biokiitlo/qlitkoza —— Biokiitlo/oksigen
Sakil 2. Biokiitlanin istifads edilan glitkoza va oksigena nisbati.
Buna goro do P.irregulare LX-in boylimosi mikrob  hiiceyrolorinde  membranin - vacib
tciin optimal C/N nisboti bu diapazonda yerloso komponentidir vo yag formasinda enerjinin

bilor. Bir ¢ox lifli gdboloklor tigiin optimal C/N —in
20 oldugu gostorilir (Zhu and He, 1999). Yasuhisa
buna yaxin naticolori Mortierella alpina tzorindo
apardig1 todqiqatlarda almisdir (Yasuhisa et al.,
2001). Beloliklo, bizim todqiqatlarda P.irregulare
LX-in boyumosi iigiin biokiitlonin miqdarma va
substratin qiymot sorfoliliyino goro 2,0% qlikoza
va 0,5% maya ekstraktindan ibarat (C/N nisbati 16)
mithit optimal mithit kimi secilmisdir. Lipidlor
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saxlanmasina xidmot edir. Qlikozanin vo maya
ekstraktinin qarsiligh tosiri biokiitlodo lipidin do
miqdarma tosir gostorir. Biokiitlonin miqdart vo
substratin utilizasiya siiroti ilk névbads miihitdo
glikozanin qatiligindan asilidir. Qlitkozanin agagi
qatiliglarinda C/N-in  4-don 32-yo qodor olan
nisbatindo biokiitlods lipidin migdant artmig, C/N
32 olduqda 29,0%-o ¢atmisdir (Sokil 3).
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Sakil 3. Miihitdo C/N vo glikozanin 1,0-4,0% qatiliginda lipid, araxidon ve eykozapentaen tursularinin

miqdart.

Yiksok qatiliglarda C/N 12-64 sirasinda C/N-
nin 21,3-64 qiymotlorindo lipidin miqdart osason
yiksolmis, 64-do 26,0%-0 c¢atmigdir. Odobiyyat
molumatlarinda  biokiitlods  lipid  toplanmasi
mithitdo azot catigmazligi ilo  olagolondirilir
(Kendrick and Ratledge, 1992). Bizim todqi-
qatlarda P.irregulare LX tgun mihitds azot qithgt
C/N=32 olduqda yaranir. Biokiitlodo lipidin on
yiiksok miqdar1 mithitdo 2,0% qlitkkoza vo 0,25%
maya ekstrakti (C/N=32) oldugda alinir. Lipidin
toplanmasi iigiin optimal C/N biokiitlodon forqlonir.
Qida miihitinin hacmino goérs on yitksak lipid
mohsulu (2,48 g/l) 4,0% qlikoza vo 1,0% maya
ekstraktt olan (C/N=64) miihitds, bir gqoder asagi
gostorici - 2,03 g/l 2% qlikoza vo 1,0% maya
ekstrakti (C/N=10.6) olan mihitdo toplanir. 9gor
substrata goro lipid ¢iximinin sorfoliliyini vo maya
goboloyi ckstraktinin digor komponentlors goro
daha baha oldugunu nozors alsaq, 3,0% qliikoza va
0,25% maya ekstrakti olan miihitin daha slverigli
oldugunu gororik. Bu mithitdo hor qram maya
ckstraktindan 0,336 qram lipid almmigdir.

Xromatoqrafiya analizlorinin naticoloring goro
P.irregulare LX lipidlorinin osas vyag tursula-r

miristin, palmitin, palmitolein, olein, linol, a-linol,
araxidon (AT) va eykozapentaen tursularidir (EPT).
Az miqdarda stearin tursu, cis-11 eykozan tursusu
vo cis-8,11,14 eykozan tursusu qeydo alinmigdir.
Cadval 2-ds tadqiq etdiyimiz gébslok stamminin
miixtolif mithitlords fordi yag tursulannin miqdan
taqdim edilmisdir. Toqdim edilmis gostaricilar asas
vag tursularinin torkibco doyismodiyini, miqdarin
150 boyiimo miihitinin torkibindon asili oldugunu
agkar edir. Bizim todqiqatlarda osas maqsodimiz
EPT vo AT-nun miqdarimi  maksimuma
catdirmaqdir. Yag tursularinin qida miihitinin
hocmino goro miqdan biokiitlonin, homginin
qlikoza-maya ekstraktinin qarsiligli  tosirindon
ohomiyyotli dorocods asilidir. Qlikkozanin asagt
qatiliglarimda C/N-nin 4 vs 32 arasinda olduqda
EPT vo AT-nin miqdan C/N artdiqca yitksolmis-dir
(Sokil 3). Buna baxmayaraq, qlilkkozanin yiiksok
qatiliglarinda, C/N-nin 12-64 qiymotlorindo artib-
azalma meyli nozoro carpmamigdir. EPT-nun vo
AT-nm on yiiksok mohsullari C/N=32 (2% qliikoza
vo 0,25% maya ekstrakt1) olduqda alinmigdir — 20
mq/q va 15,3 mq/q.
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Cadval 2. Miihitda C/N nisbatinin dayismasinin Pythium irregulare-nin fordi yag tursularmin migdarina

tasiri (iimumi yag tursularina géra %-lo migdari)

Miihitin

Yag tursular, %

No-si C14:0 C16:0 C16:1 C18:1 C18:2 GLT AT EPT

1 9.0+0,41 224+1.1 874041 16,6£0.72 10.0£057 8.4+041 109+0,45 14.1%0,72
2 9.0+0,42 183409 7,14034 1744053 1224058 63+031 12,0£0,56 16.6+0,78
3 9.0+0,42  19,0£0.82 7.4+033 18.6£0,61 13,040.52 5,8+022 114+0,55 15.7+0,77
4 79+£034  89+043 63403 214+1.10 18.6+092 494022 12,9046 18.6+0,88
5 9.8+0.45 254+120 9.6£045 15,0£0,75 1684089 4,0£0,17 82+034 1124055
6 8.3£041 2184122 9,14044 1644078 19.0+0,81 3.7+0,08 10,1£0.44 11,5045
7 9.6£0,42 26,6110 8,6£041 16,0£0,65 20.7+0,78 2.8+0,12 10,1£0,45 13.4+0,56
8 9.5£0,40  203+1,10 644031 15,120,57 20.2+0.73 1,5+0,11 11,0£0,55 16.10,78
9 9.0+0,43 23,6111 934044 155+0,75 18.1£0.80 3,940,08 9,1+034  11.5+045
10 9.6+0.47 255+1.12 934045 13.940,65 20.1£1.00 23+0.11 7.7£024  11.6+045
11 9.5+0,42 255120 934046 14,1£0,70 22.2+0.88 22+0,10 8,7+033  11.4+0.46
12 9.0+0,43  23,9+1.15 834041 11,840,352 1934081 2,0£0.10 8.4+038  12.8+0.55
13 13,540,61 23,5+1.11 9,0£0.44 14,120,65 213+1.01 3,0£0,10 8.8+034  11.0+045
14 95+0.43 26,7112 104+0,5 13,020.69 2134091 224011 7.7£032  10.2+0.44
15 8.7£0.40  26,5+1,12 9,9+044 13,5+0,52 2104089 22+0.11 9,1£043  9,0+0.43
16 9.6+0.47 18,1:0,90 9.6+047 12.840.50 21.0+0.88 2.0+0.10 7.94033  10.4+038

EPT vo AT-nun miihitin hacmins géro migdan
uygun olaraq, 100 mq/l vo 76,5 mq/l olmusdur.
Noticolor Cengin naticalori ilo oxsardir (Cheng et
al., 1999). Cheng todqiqatlarinda P.irregulare-nin
becorilmosi iigiin  oxsar qlitkoza-maya goboloyi
ckstrakti miihitindon istifado etmisdir. Miihitin
Oyrondiyimiz biitiin kombinasiyalarinda istifads
edilon maya ekstraktinin har vahidino géro EPT vo
AA mohsullant yitksok olmamigdir. Qeyd etmok
lazimdir ki, bizim istifado etdiyimiz miihitdoki
substratlarin  qiymati yitksokdir vo bu sobabdon
EPT vo AT istehsali iigiin aldigimiz gostoricilor
olverigli deyil. Istifado etdiyimiz kombinasiyalarda
EPT-nin AT-ya nisbati 16 miihitin 14-do 1,5 vo 1.3
arasinda olmusdur. C/N yaxud digar qida
maddolorinin  miqdart  bu nisboto gox  tosir
gostormomigdir. Digar yag tursularmin biokutlays
goro ¢iximi biokiitlodo lipidin miqdar ilo uygun
olmugdur. Todqiq cdilon miihitlorin hamisinda
palmitin tursusunun miqdan digor fordi turgulardan
yiiksok olmugdur.

Olein va linol tursulan da kifayat qadar yiiksok
miqdarda qeydo alinmigddir. Maraqhdir ki, 1,0%
glikoza olan mihitdo olein turgsusu linol
tursusundan daha yiiksok miqdarda olmusdur.
Lakin qlikozanin diger ¢ gqatiliginda linol
tursusunun sintezi daha yiiksokdir. Har bir qatiliqda
olein tursusunun miqdarnm linol tursusunun
miqdarina nisbati maya goboloyi ekstraktinin
qatilig1 artdiqca azalmigdir. Bu iso azotun yag
tursularinin  desaturasiyasini longitmo potensialina
malik oldugunu goéstorir. Olein vo linol tursularinin
ciximinin miqayisosi daha bir mithim Cl18 yag
tursusu - y-linolen tursusunun miqdarinin azaldigini
agkar edir. Istifado edilon miihitlorin oksoriyystindo
y-linolen tursusunun linol tursusuna nisbati 7.4-
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24% arasmnda olmusdur. Buna baxmayaraq,
torkibindo 1,0% qlikkoza olan miihitdo bu nisbot
nazara ¢arpacaq doracads yiiksok olmusdur. Qeyd
edilon gostarici tarkibinds 0,25%, 0,5%, 0,75% va
1,0% maya ekstrakt1 olan miihitlords uygun olaraq
84.0%, 52,0%, 45.0% va 26%-0 borabordir.
Beloliklo, P. irregulare LX-in eykozapentaen vo
araxidon tursulariin biosintezi tigin 2,0% qlikoza,
0,25% maya ekstrakt1 vo 0,1% KH,PO, -don ibarot
miihit daha sarfali hesab edilmisdir.
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ratio on mycclial morphology and arachidonic

SL.IO. Araknmmesa, M.b. Kacemu

Bausinue CocraBa Cpeapl u CooTHowenust Yriepoaa k Asory Ha [lpoayxuuro
Honunenacoiennbix Kucior I'pubom Pythium irregulare

Uccnenosaner 16 xomOuHAanmMI Cpesl, MPUTOTOBICHHBIX C YSTHIPEMS KOHLCHTPALWSIMH IFOK03bl oT 1,0%
10 4,0% u gpoxokeBoro skctpakta ot 0,25% mo 1,0%. B ykazaHHBIX KOHLEHTpALMSX COOTBETCTBYIOLICE
coorHomenue yriepoxa/azora (C/N) xonebamoce or 4 go 64. Iomxomsmmit C/N mns pocra Pythium
irregulare LX wHaxomuics B mpeaeiax or 12 go 24. MakcHMalbHBIC TOKA3aTeid CHHTE3a JIAIHIOB,
9IKO3ATI0TMEHOBOH U apaXUAOHOBOH KUCIOT ObutH moydeHsl mpu C/N 32. OnruManbHOH A MOTYyYCHUS
3HKO3aIMOMCHOBOM M apaXxMIOHOBOM KHUCIIOT OblIa mpuHsATa cpena, cocrosmas u3 2,0% rarokossr u 0,25%
JpOosoKeBOTo dKcTpakTa ¢ nodasnenueM 0,1% KH,PO,.

Y.Y. Atakishiyeva, M.B. Qasemi

Effects of Media Composition and C/N Ratio on Polyunsaturated Fatty Acid Production by
Pythium irregulare

Sixteen media combinations based on four levels of glucose and yeast extract ranged from 1,0% to 4,0% and
0,25% to 1,0%, respectively, and corresponding carbon/nitrogen ratio (C/N) ranged from 4 to 64, were
cxamined. The suitable C/N for Pythium irregulare LX growth ranged from 12 to 24, while that for fungal
lipid accumulation as well as EPA and AA synthesis was 32. The optimal medium for EPA and AA
production was composed of 2,0% glucose and 0,25% yeast extract, with addition of 0,1% KH,PO,.
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