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Bu tez ¢alismasinda, ¢esitli fermantasyon parametrelerinin Aureobasidium pullulans AZ-
6 susunun, pullulan iretimine etkileri aragtirilmistir. Calismadaki fermantasyon
deneyleri, kesikli sistemde; sicaklig1 ve ¢alkalama hizi kontrol edilebilen ¢alkalamali su
banyolarinda gerceklestirilmistir. Arastirmada kullanilacak olan susun belirlenebilmesi
amaciyla, yedi A. pullulans susunun pullulan iiretimleri karsilastirilmis ve daha yiiksek
derigimde (17.56 g/L) pullulan iirettigi belirlenen; yerel A. pullulans AZ-6 susu deneyler
icin secilmistir. Fermantasyon ortaminda kullanilan farkli karbon kaynaklariin, A.
pullulans AZ-6’nin pullulan {iretimine etkileri incelendiginde, denenen glukoz, fruktoz,
sakkaroz, galaktoz ve maltoz igerisinden sakkarozun daha yiiksek pullulan iiretimini
(15.66 g/L) sagladigi bulunmustur. A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimini en iyi
destekleyen azot kaynagmin belirlenebilmesi icin gerceklestirilen deneylerde,
fermantasyon ortaminda, organik azot kaynaklari olarak; iire, maya Oziitli, pepton,
inorganik azot kaynaklari olarak ise; (NH4)2SOs, NaNOs ve NH4Cl kullanildiginda,
maksimum pullulan derisimi (18.61 g/L); pepton ve (NH4)2SO4’1n birlikte kullanildigi

ortamda elde edilmistir.



Bu ¢alismada daha sonra, yanit ylizey yontemi kullanilarak A. pullulans AZ-6 susuyla
pullulan iiretiminin optimizasyonu gercgeklestirilmistir. Bu kapsamda, kullanilan
programdaki donligiimlii merkezi karma tasarim yontemiyle, merkezde 6 tekrarli, toplam
30 deneysel noktadan olusan bir deney tasarim plani olusturulmustur. Tasarimda,
bagimsiz degiskenler olarak; fermantasyon ortaminin baslangi¢c sakkaroz ve pepton
derisimleri, fermantasyon ortaminin baslangic pH’1 ve sicaklik segilirken, bagiml
degiskenler olarak; maksimum ekzopolisakkarit (EPS) ve pullulan derisimleri, A.
pullulans AZ-6’nin 6zgiil tireme hizi, maksimum 6zgiil pullulan iiretim hizi ve pullulan
verimi secilmistir. Tasarim planindaki kosullara gore gerceklestirilen deneylerden sonra,
elde edilen sonuglara, program yardimiyla ¢oklu regresyon analizi uygulanarak, bagimsiz
degiskenlerin, bagimli degiskenler lizerindeki etkilerini gosteren model esitlikler
tiretilmis ve bu esitliklerin uygunluklari, varyans (ANOVA) analiziyle
degerlendirilmistir. Optimizasyon, programdaki; istenilen hedefe ulagsma fonksiyonuyla,
niimerik olarak gergeklestirilmistir. Program tarafindan iiretilen 100 ¢dztimden, istenilen
hedefe ulagsma fonksiyonu degerinin; 0.977, fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz
ve pepton derisimleri ile pH’ min sirastyla; 100 g/L, 11.305 g/L ve 6.481, sicakligin ise,
24.2°C oldugu kosullar, optimum olarak belirlenmistir. Bu kosullarda gergeklestirilen
deneylerde maksimum EPS ve pullulan derisimleri, 6zgiil iireme hizi, maksimum 6zgiil
pullulan {iretim hiz1 ve pullulan verimi sirasiyla; 36.95 ve 35.47 g/L, 0.064 sa, 0.036 [g
pullulan/(g mo.sa)] ve %54.48 olarak elde edilmis ve optimum kosullar; %95 giiven

diizeyinde dogrulanmislardir.

Tez arastirmasinda, cesitli dogal substrat kaynaklarinin; 6n islemlerden gegirildikten
sonra, dogrudan fermantasyon ortami veya fermantasyon ortami temel bileseni olarak
kullanilmalarinin, A. pullulans AZ-6 susunun, pullulan {retimine etkileri de
arastirilmistir. Dogal substrat kaynaklar1 olarak; peyniralti suyu, melas, izim posast,
seker pancart kiispesi, kavun, karpuz, sogan ve havu¢ kabuklari ile tatli patatesin
kullanildiklar1 deneylerde, maksimum pullulan iiretimleri; tatli patates 6ziitii (37.62 g/L)
ve melas ¢ozeltisi (18.67 g/L) dogrudan fermantasyon ortami olarak kullanildiginda

gerceklesmistir.



Bu tez ¢alismasinda UV mutasyonu uygulamasinin, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan
iiretimine etkileri de incelenmistir. Bu deneylerde elde edilen; 13 olasi mutant susun
tirettikleri maksimum pullulan derisimlerinin (30.84-35.66 g/L) birbirlerine oldukca
yakin olduklar1 ve bu suslar tarafindan iiretilen maksimum pullulan derigimlerinin ayni

kosullarda, A. pullulans AZ-6’nin iirettigine oldukca benzer oldugu saptamustir.

Tez arastirmasinda, EPS oOrneklerinin, FT-IR spektrometresiyle gergeklestirilen
molekiiler yapi analizlerinde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS’ye ait
spektrumlarin, pullulan i¢in karakteristik pikler igerdigi belirlenmistir. Calismada elde
edilen baz1 EPS oOrneklerinin molekiil agirliklar1 hesaplandiginda ise, bu degerlerin;

0.49x107-3.30x10" araliginda degistikleri bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Aureobasidium pullulans, pullulan, ekzopolisakkarit, fermantasyon,

yanit yiizey yontemi
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In this thesis, the effects of various fermentation parameters on the pullulan production
of Aureobasidium pullulans AZ-6 strain were investigated. Fermentation experiments in
the study were carried out in the batch system, in shaking water baths whose temperature
and shaking speed could be controlled. In order to determine the strain to be used in the
study, pullulan production of seven A. pullulans strains were compared and local A.
pullulans AZ-6 strain which produced pullulan at higher concentration (17.56 g/L) was
selected for the experiments. When the effects of different carbon sources used in
fermentation medium on pullulan production of A. pullulans AZ-6 strain were examined,
it was found that sucrose yielded higher pullulan production (15.66 g/L) among glucose,
fructose, sucrose, galactose and maltose. In the experiments conducted for determining
the nitrogen source that best supports the pullulan production of A. pullulans AZ-6 strain,
in the fermentation medium, when as organic nitrogen sources; urea, yeast extract and
pepton, as inorganic nitrogen sources; (NH4)2SOs4, NaNOs, and NH4Cl were used,
maximum pullulan concentration (18.61 g/L) was obtained in the medium in which

pepton and (NH4)2SO4 were used together.



Later in this study, the optimization of pullulan production with A. pullulans AZ-6 was
performed using the response surface methodology. In this scope, an experimental design
plan consisting of 30 experimental points with six replicates in the center was created by
using the central composite rotatable design method in the software. In this design, while
the initial sucrose and peptone concentrations of the fermentation medium, the initial pH
and temperature of the fermentation medium were selected as independent variables; the
maximum exopolysaccharide (EPS) and pullulan concentrations, the specific growth rate
of A. pullulans AZ-6, the maximum specific pullulan formation rate and pullulan yield
were selected as dependent variables. After the experiments carried out according to the
conditions in the design, model equations showing the effects of independent variables
on dependent variables were derived by applying multiple regression analysis on obtained
results with the help of the software, and the consistency of these equations were
evaluated by variance (ANOVA) analysis. Optimization was performed with the
desirability function in the software numerically. The conditions where the value of
desirability function was 0.977, the initial sucrose and peptone concentrations and the pH
of the fermentation medium were 100 g/L, 11.305 g/L and 6.481, respectively and the
temperature was 24.2°C were determined as optimum among the 100 solutions computed
by the software. In the experiments carried out under these conditions, maximum EPS
and pullulan concentrations, specific growth rate, maximum specific pullulan formation
rate and pullulan yield were obtained as; 36.95 and 35.47 g/L, 0.064 h?, 0.036 [g
pullulan/(g mo.h)], and 54.48%, respectively and optimum conditions were confirmed at

95% confidence level.

In the thesis research, the effects of using various preprocessed natural substrate sources
directly as a fermentation medium or as the main component of fermentation medium on
the pullulan production of A. pullulans AZ-6 strain were also investigated. In the
experiments where whey, molasses, grape pulp, sugar beet pulp, melon, watermelon,
onion and carrot peels and sweet potato were used as natural substrate sources; maximum
pullulan production was obtained when sweet potato extract (37.62 g/L) and molasses

solution (18.67 g/L) was used as fermentation medium directly.

In this thesis, the effects of UV mutation application on the pullulan production of A.
pullulans AZ-6 were also investigated. In these experiments, it was found that the
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maximum pullulan concentrations (30.84-35.66 g/L) produced by 13 possible mutant
strains were very close to each other and the maximum pullulan concentrations produced
by these strains were very similar to those of A. pullulans AZ-6’s production under the

same conditions.

In the thesis research, in molecular structure analyzes performed by FT-IR spectrometer,
it was determined that spectra of EPS produced by A. pullulans AZ-6 strain contained
characteristic peaks for pullulan. When the molecular weights of some EPS samples
obtained in the study were calculated, it was found that; these values vary in the range of
0.49x107-3.30x10’.

Keywords: Aureobasidium pullulans, pullulan, exopolysaccharide, fermentation,

response surface methodology
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1. GIRIS

Pullulan beyaz renkli, tadi ve kokusu olmayan, yenilebilir, diisiik oksijen gecirgenligine
sahip, suda yliksek oranda ¢6ziinebilen ve diisiik derisimlerde dahi sulu ¢ozeltileri viskoz
Ozellikte olan, dayanikli bir ekzopolisakkarit olarak bilinmektedir [1]. Bunlara ek olarak
pullulanin; karsinojenik ve mutajenik etkilerinin olmadig1 ve insan viicudunda yavas
sindirilebildigi de belirtilmektedir [2]. Bilinen en iyi pullulan {reticisi
mikroorganizmanin; maya benzeri bir fungus olarak tanimlanan ve siyah maya olarak da
bilinen Aureobasidium pullulans oldugu ifade edilmektedir [3]. Biyoteknolojik ag¢idan da
onemli bir fungus olarak kabul edilen A. pullulans’n, pullulanin yani sira tirettigi nemli
baz1 biyoiiriinler/metabolitler arasinda; proteaz, amilaz, lipaz, seliilaz, ksilinaz gibi
enzimler, aureobasidin ad1 verilen bir grup antibiyotik, agir yaglar, B-glukan ve siderofor
yer almaktadir [4]. A. pullulans’in en 6nemli metabolitlerinden birisi olan pullulan, gesitli
endiistri dallarinda giderek artan uygulama alani bulmasi nedeni ile, ekonomik dnemi
yiiksek polisakkaritler arasinda gosterilmektedir [5]. Pullulan i¢in kiiresel pazarda, gida
endistrisinin biiylik bir paya sahip oldugu ve bu sektorde pullulanin; diyet lifi, kivam
arttirici, nem tutucu, diisiik viskoziteli dolgu ajani, enkapsiilasyon ajani, stabilizor, nisasta
ikamesi ve koruyucu ajan olarak kulanildig rapor edilmektedir. Pullulanin ayrica, nano
ambalaj, yenilebilir film ve seker surubu tiretiminde de kullanildig: ifade edilmektedir [6,
7]. Gida endistrisindeki kullanim alanlarinin disinda s6z konusu biyopolimerin
biyomedikal, eczacilik ve kozmetik sektorlerinde de, 6nemli uygulama alanlarina sahip

oldugu rapor edilmektedir [8].

Pullulanin ilk olarak 1976 yilinda, Hayashibara Co. Ltd. (Japonya) firmasi tarafindan
ticari olarak tiretildigi ve s6z konusu firmanin almis oldugu patent korumasi nedeni ile
2000 yilia kadar diinyada baska herhangi bir sanayilesmis pullulan iireticisinin olmadigi
belirtilmektedir. Adi1 gegen firmanin pullulan {iretimi ile ilgili patentinin sona ermesi ile
birlikte, Cin iireticilerinin de bu polimeri iiretmeye basladiklar1 rapor edilmektedir [9].
Diinyada, en yiiksek pullulan tiiketiminin Japonya’da oldugu ifade edilmekte ve Tiirkiye
de dahil olmak iizere bircok iilkede de bu biyopolimerin ¢esitli alanlarda kullanimina izin

verildigi bilinmektedir [10, 11].



Pullulanin ¢ok sayida énemli uygulama alaninin olmasina ragmen, iiretim maliyetinin
yiiksek olmasi nedeniyle kullanimmin kisitlandigr belirtilmektedir [12]. Son yillarda
pullulan iiretimi iizerine yapilan ¢alismalar incelendiginde, pullulan verimini arttirmak
amaciyla, c¢esitli fermantasyon parametrelerinin optimizasyonunun denendigi
goriilmektedir. Bu amagla da yanit yiizey yonteminin (Response Surface Methodology,
RSM) yaygin olarak kullanildig1 goriilmektedir [13-15]. RSM, bir ¢ok biyoprosesde,
iiriiniin son verimini onemli derecede etkileyen kritik faktorleri belirlemek ve bu
faktorlerin etkilerini incelemek i¢in kulanilan bir modelleme ve optimizasyon yontemi
olarak bilinmektedir. Yanit yiizey yontemi kapsamindaki; merkezi karma tasarim
(Central Composite Design, CCD) yontemi kullanilarak yapilan deney tasarimi ile, az
sayida deney yaparak c¢ok sayida fermantasyon ortami bilesenleri ve fermantasyon
kosullarinin, iiriin tizerine etkilerinin modellenebildigi belirtilmektedir. Biyoproseslerin
optimizasyonunda yaygin olarak kullanilan bu yontemde, c¢oklu regresyon analizi
yapilarak, ikinci dereceden bir modelin katsayilar1 belirlenebilmektedir [16]. Pullulan
tiretimini daha ekonomik hale getirmeye yonelik gergeklestirilen ¢aligmalarin bazilarinin
da fermantasyon ortamlarinda ucuz hammadde kullanimina iliskin oldugu goriilmektedir
[17-19]. Bu amagla yapilan ¢alismalarda, bazi endiistriyel ve tarimsal atik, artik veya yan
tirtinlerin fermantasyon ortamlarinda dogal substrat kaynag: ya da ek karbon ve/veya azot

kaynag olarak kullanildiklar1 belirtilmektedir.

Bu calismada ilk olarak, bazi yabanci kiiltiir koleksiyonu merkezlerinden temin edilen A.
pullulans suslar1 ve daha once gergeklestirmis oldugumuz bir arastirmamizda, ham
zeytinden izole etmis oldugumuz, yerli bir A. pullulans susunun (AZ-6), EPS ve pullulan
iretim Ozellikleri karsilagtirilarak, calisilan suslar arasinda, yiiksek miktarda pullulan
iiretebilen susun Dbelirlenmesi amaglanmistir. Tez ¢alismasinin  daha sonraki
asamalarinda, fermantasyon ortaminda farkli karbon ve azot kaynaklarinin
kullanilmalarinin, segilen A. pullulans susunun pullulan iiretimi iizerindeki etkilerinin
belirlenebilmesi amaciyla ¢esitli deneyler gerceklestirilmistir. Bu arastirmada daha sonra;
yanit ylizey yontemi kullanilarak, incelenen A. pullulans susu ile pullulan iiretiminde,
baz1 parametrelerinin optimizasyonu hedeflenmistir. Bu amagla yapilan deney
tasariminda, dondiiriilebilir merkezi karma tasarim (Central Composite Rotatable Design,

CCRD) yontemi kullanilmistir.



Tez calismasinda; cesitli dogal substratlarin dogrudan veya fermantasyon ortami temel
bileseni olarak kullanilmalarinin, incelenen A. pullulans susunun pullulan iretimi
tizerindeki etkileri de arastirilmigtir. Bu amagcla; gida endiistrisi artiklar1 olarak peyniralti
suyu, melas, lizim posasi ve seker pancari kiispesi, meyve ve sebze atiklari olarak kavun,
karpuz, sogan ve havug¢ kabuklar1 ve bir diger dogal substrat kaynagi olarak da; tath
patates kullanilmistir. Bu sekilde hem ¢evre dostu hem de ekonomik bir pullulan iiretimi

hedeflenmistir.

Bu tez ¢alismasinda ayrica, UV mutasyonu uygulamasinin se¢ilen susun pullulan iiretim
kapasitesi tizerine etkileri de incelenmis ve bdylece yliksek verimle pullulan tiretebilen

bir mutant sus elde edilmeye ¢alisilmistir.

Bunun yanisira; deneylerde elde edilen ve yiiksek oranda pullulan iceren bazi EPS
orneklerinin karakterizasyonlar1 da, bu arastirmada gergeklestirilmistir. Bu amacla EPS
orneklerinin molekiil agirliklar1 belirlenirken intrinsik viskozite ile molekiil agirlig
arasindaki iliskiden yararlanilmistir. Bunun yanisira FT-IR spektrometresi kullanilarak
deneyler sirasinda elde edilen bazi EPS o6rneklerinde, molekiiler yapi analizleri de

gerceklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETI

Aureobasidium pullulans, funguslar alemindeki Ascomycota grubu igerisinde yer alan;
Dothideales takimi, Dothideaceae familyasi ve Aureobasidium cinsine ait polimorfik ve
oligotrofik bir tiir olarak tanimlanmaktadir [20]. Aureobasidium cinsinin ilk kez, 1891'de
Viala ve Boyer tarafindan yapilan bir ¢aligmada, asma yapraklarinda yaniga neden olan
bir kiifiin taksonomik olarak arastirilmasi sirasinda ortaya ¢iktigi, s6z konusu tiiriin ise
ilk kez; De Bary tarafindan 1866 senesinde; Dematium pullulans, 1910 senesinde ise; A.
pullulans olarak tanimlandig: ifade edilmektedir [4, 21]. A. pullulans’in bilinen birgok
sinoniminin oldugu; bunlarin arasindan en yaygin olarak; Pullularia pullulans ve
Dematium pullulans’in kullanildig1 ifade edilmektedir [22]. S6z konusu tiire ait A.
pullulans var. pullulans, A. pullulans var. melanogenum, A. pullulans var. aubasidani
Yurlova, A. pullulans var. subglacial ve A. pullulans var. namibiae olmak iizere bes
varyete oldugu rapor edilmektedir [23]. Bunlardan A. pullulans var. pullulans’in fenotipik
olarak; ¢abuk gelisen, kalin duvarli ve melanin igeren hiflerin olusumu nedeniyle, koyu
kahverengi dairesel bolgeler gelistirebilen pembemsi kiiltiirler ile karakterize edildigi
ifade edilmektedir [23]. A. pullulans var. melanogenum’un ismini; {irettigi melanin
pigmentinden, A. pullulans var. aubasidaini Yurlova’nin ise ismini; iirettigi aubasidan
benzeri bir ekzopolisakkaritten aldigi belirtilmektedir. A. pullulans var. aubasidaini
Yurlova’nin ayrica, diger varyetelerden farkli olarak; metil-a-D-glukozid ve laktozu
asimile edemedigi de rapor edilmistir [23]. A. pullulans var. subglaciale varyetesinin,
buzul ya da yar1 buzul ortamlar ile deniz suyundan izole edildigi; A. pullulans var.
namibiae varyetesinin ise, Namib ¢6liindeki bir dolomit mermerinden izole edildigi ve
kolonilerinin mesinimsi bir yapida oldugu bildirilmistir [23, 24]. Genel olarak, A.
pullulans suslarinin yiiksek seker ve tuz derisimi igeren ortamlar ile genis pH
araliklarinda geligebildikleri, yiiksek dozda radyasyona kars1 dayanikli olduklar1 ve bu
nedenle de dogal ve yapay ortamlardan yaygin olarak izole edilebildikleri rapor
edilmektedir [22]. Bu tiiriin yaygin olarak toprak, tuzlu sular, kiy1 sulari, derin sular,
cesitli bitki ve hayvan dokulari, elma, armut, {iziim, salatalik, yesil fasulye, lahana,
karides, arpa, yesil zeytin, bugday, un, yulaf, findik, pastdrize portakal suyu, yogurt,
sogukta saklanan et ve peynirler, sarap ve sira, ¢esitli dondurulmus gidalar ve meyve suyu

fabrikasi ortamlarindan izole edildigi belirtilmistir [25-29].
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Aureobasidium’un, malt ekstrakt agar (MEA) ya da glukoz pepton agar gibi
besiyerlerinde, 30°C’de hizlica geliserek bir hafta igerisinde 30 mm biiyiikliige
ulasabildigi, baslangigta diizgiin yapida olan kolonilerin kisa siirede, yapiskan bir salgi
tabakasi ile kaplandiklar1 belirtilmektedir [20]. Ilk gelistiklerinde krem, agik pembe ya da
acik kahve renkli olarak tanimlanan A. pullulans kolonilerinin, daha sonra tirettikleri
melanin pigmenti nedeni ile kahverengi ya da siyah renge doniistiikleri, bu nedenle de
siyah maya olarak da adlandirildiklar ifade edilmektedir [20, 25, 26]. A. pullulans’in,
farkli pigmentasyon o&zelliklerine sahip varyetelerinin bulundugu, A. pullulans var.
melanogenum kolonilerinin, bir hafta igerisinde yesil ya da siyah renge doniistiikleri,
diger varyetelerin ise; en az 1-2 hafta boyunca agik renkte kaldiklari rapor edilmistir [20].
Renkli varyant olarak tanimlanan suslarin, A. pullulans’mn tipik koloni goriintiistinden
farkli olarak parlak kirmizi, sari, pembe veya mor renkli koloniler olusturabildikleri
bilinmektedir. Bunun yani sira s6z konusu suslarin, melanin iiretimlerinin daha diigiik
oldugu ve tipik koloni goriintiisii veren A. pullulans suslar1 ile DNA benzerliklerinin;
%37-44 araliginda degistigi ifade edilmektedir. Renkli varyantlarin yalnizca tropikal
enlemlerden izole edildikleri de belirtilmektedir [12, 30].

A. pullulans’in hiicre morfolojisini inceleyen c¢alismalarda, bu tiiriin fenotipik plastisite
Ozelligine sahip oldugu rapor edilmektedir [31, 32]. Genel olarak bir organizmanin
morfolojisi ile fizyolojik durum ve davramisimi degistirerek, cevresel sinyallere karsi
cevap verebilmesi; “fenotipik plastisite” olarak adlandirilmaktadir [31]. A. pullulans
suslarinin sahip olduklar1 fenotipik plastisite Ozellikleri nedeniyle, farkli cevresel
kosullara dayanikli olduklart belirtilmektedir [33]. A. pullulans 1n hiicre morfolojisinin
ortamin pH’1, sicakligi ve 151k durumu ile ortamda bulunan karbon ve azot kaynaklari,
bunlarin derisimleri, ortamdaki oksijen derisimi ve kiiltiiriin yas1 gibi ¢esitli faktorlerden

etkilendigi belirtilmektedir [26, 31].

Polimorfik bir fungus olan 4. pullulans 1, uzun, dallanmig ve septali flamentler, biiyiik
klamidosporlar ve daha kiiciik eliptik maya benzeri hiicreler olmak lizere ii¢ ayri
formunun bulundugu ifade edilmektedir [12, 34]. Hif yapisinin saydam, diiz, ince duvarli
ve 2-16 um genisliginde oldugu, genellikle daha uzun hiicrelerden olustugu; sert ve

kompakt bir miselyum olusturdugu belirtilmektedir. A. pullulans’a ait kompleks yasam



dongiisiiniin 6 evreden olustugu belirtilmektedir [12]. Bunlardan ilki, blastosporlardan
polar tomurcuklar ile yeni blastospor hiicrelerinin olusmasi olarak ag¢iklanmaktadir.
Birinci evrenin aksine, tomurcuklarin ana hiicrelerden ayrilmadigi durumda ise,
pseudomiselyum yapisinin olustugu ve bu durumun ikinci evre olarak adlandirildigr ifade
edilmektedir. Ugiincii evrede ise, blastosporlarin daha sonra tomurcuklanacak veya
cimlenecek olan ve sismis hiicreler olarak da adlandirilan daha biiyiik hiicrelere
doniistiigli rapor edilmektedir. Ortamda azot kaynagi olarak amonyum iyonlariin
bulundugu durumda bu evrenin desteklendigi ve sismis hiicrelerin olusumunun,
inokiilasyon derisimine de bagl oldugu belirtilmektedir. Dordiincii evrede; daha sonra
tomurcuklanacak, ¢cimlenecek ya da klamidosporlar1 olusturacak sismis septali hiicrelerin
olustugu ifade edilmektedir. Klamidosporlarin daha sonra miselyum olusturacak sekilde
cimlendikleri ve miselyumlardan da yeniden klamidosporlarin olustugu belirtilmektedir
[12]. Bunun yani sira, blastosporlardan dogrudan miselyumlarin da olusabilecegi de rapor
edilmektedir. A. pullulans hiicrelerinin, morfolojik evreleri sirasiyla; maya benzeri hiicre,
geng blastospor, sismis blastospor ve miselyum olusumu olarak siralanmaktadir. A.

pullulans’m telemorf formunun olmadig: da belirtilmektedir [12].

A. pullulans ' hiicre morfolojisinin sigsmis hiicre formundan klamidospor formuna
dontistiigiinde, rengi koyu yesil ile siyah arasinda degisen melanin ad1 verilen bir pigment
trettigi  belirtilmektedir [12, 35]. Melaninin, 1,8-dihidroksinaftalenden, pentaketid
(poliketid) yol izi ile hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 olarak sentezlendigi ifade
edilmektedir [12, 36]. Genel olarak, melanin iireten organizmalarin bu pigmenti
kendilerini ¢evresel strese karst korumak igin tirettikleri rapor edilmektedir [37]. Melanin
pigmentininin kiif hiicrelerini ozmotik stres, reaktif azot tiirleri ve reaktif oksijene karsi
korudugu ifade edilmektedir [38]. A. pullulans’in melanin iiretiminin; ortamdaki karbon
ve azot kaynaklar ile bunlarin derisimleri, oksijen derisimi ve iz mineraller gibi bazi
fermantasyon parametrelerine bagli oldugu rapor edilmektedir [36]. A. pullulans
tarafindan {retilen melaninin yaklasik yarisinin klamidospor formundaki hiicrelerin
duvarlarinda depo edildigi, geri kalaninin ise siyah graniiller halinde ortama salindig1
ifade edilmektedir. Melanin pigmentinin aseton, eter ve benzen gibi organik ¢oziiciilerde

¢Oziinmedigi ve UV 1sinlaria karst olduk¢a dayanikli oldugu belirtilmektedir. Melanin



pigmentinin varligini ortaya koyan testlerden birinin; Nil mavisi ile pozitif reaksiyon

vermesi oldugu rapor edilmektedir [12].

A. pullulans’in endiistriyel 6neme sahip bir¢ok enzim ve metaboliti iiretebildigi
bilinmektedir. S6z konusu tiiriin lirettigi enzimlerden bazilarinin lipaz, amilaz, seliilaz,
ksilinaz, proteaz, lakkaz, mannaz, 3-glukosidaz, pektinaz, B-fruktofuronosidaz, glukoz
oksidaz ve glukanaz oldugu belirtilmektedir. A. pullulans’mn ayrica, 2-metilbiitanoik asit,
3-metil-1-biitanol ve etil oktanat gibi aroma bilesikleri, poli-(B-L-malik asit) gibi
poliesterler ve diisiik molekiil agirligina sahip, demir baglayici molekiil olarak tanimlanan
siderofor irettigi bilinmektedir [25, 28]. Son yillarda sideroforun biyoteknolojik alanda
oldukca 6nem kazandig: ifade edilmektedir. S6z konusu demir selatinin ayrica, saglik,

tarim, kozmetik ve gevre gibi alanlarda da ¢esitli uygulamalarinin oldugu belirtilmektedir

[39].

A. pullulans’in, tek hiicre proteini kaynagi olarak da kullanilabilmesinin yanisira, bu tiire
ait suslarin bazi antimikrobiyel bilesenler iiretebildigi de ifade edilmektedir. A. pullulans
suslarin aureobasidin olarak adlandirilan, bir grup antifungal metaboliti tiretebildigi
rapor edilmektedir [28]. S6z konusu tiiriin, zenobiyotikler ve kompleks bazi dogal
molekiilleri parcalayabildigi ve ayrica, agir metalleri biinyesinde biriktirebildigi, bu
ozellikleri nedeniyle de, biyolojik iyilestirme islemlerinde kullanilabilecegi ifade
edilmektedir [22].

A. pullulans’in biyoteknolojik oneme sahip en 6nemli metabolitinin; pullulan oldugu
rapor edilmektedir. A. pullulans’in hiicre dist polimer iiretiminin ilk kez 1938 yilinda
Bauer tarafindan kesfedildigi, 1958 yilinda ise, Bernier tarafindan bu polisakkaritin
tanimlandigi ifade edilmektedir. 1959°da Bender ve ark.’nin [40], A. pullulans tarafindan
tiretilen polisakkariti pullulan olarak adlandirdiklari, 1960’11 yillarin baglarinda ise,
pullulanin yapisinin ortaya konuldugu rapor edilmektedir. 1961°de, Bender ve
Wallenfes’m, pullulan molekiiliinde bulunan a-(1-6) baglarimi kirarak, pullulani

maltotrioz {initelerine doniistiiren pullulanaz enzimini kesfettikleri bildirilmektedir.

A. pullulans’in pullulan iiretiminin, hiicre duvari ya da hiicre zarinda gergeklestirildigi ve

daha sonra bu ekzopolisakkaritin disariya, gevsek ve yapiskan bir tabaka halinde



salgilandigi ifade edilmektedir [23, 41]. Pullulanin, A. pullulans’in yani sira,
Aureobasidium mausonii, Tremella mesenterica, Cytaria harioti, Cytaria darwinii,
Teloschistes flavicans, Rhodotorula bacarum, Cryphonectria parasitica ve
Rhodosporidium paludigenum tarafindan da tiretilebildigi rapor edilmektedir [42—44].

A. pullulans tarafindan iretilen diger bir ekzopolisakkaritin; glukoz ve mannozdan
olusan, suda ¢ozlinmeyen ve jel benzeri bir yapiya sahip olan; B-(1—3) glukan oldugu
bildirilmektedir. A. pullulans tarafindan hiicrede tiretilen pullulan ve B-(1—3) glukanin,

daha sonra Sekil 2.1’de gosterildigi gibi, hiicre duvar1 tlizerine tutundugu ifade
edilmektedir [45].

B-Glukan tabakas1

Pullulan tabakasi

Hiicre duvari

Sitoplazma

Sekil 2.1. A. pullulans hiicrelerinin dis yilizeyindeki polisakkarit tabakalari

Yapilan arastirmalar, A. pullulans tarafindan gergeklestirilen pullulan sentezinin gesitli
mekanizmalarla agiklanabildigini, ancak bu konuda halen bilinmeyen noktalarin mevcut
oldugunu ortaya koymaktadir. Glukozdan pullulan biyosentezi sirasinda rol oynayan {i¢
anahtar enzimin; o-fosfo glukomutaz, iiridin difosfo glukoz pirofosforilaz (UDPG-

pirofosforilaz) ve glukoziltransferaz olduklar ifade edilmektedir [41].

A. pullulans suslarimin pullulan sentezi amaciyla kullandiklar1 baglica karbon kaynaklari
arasinda glukoz, sakkaroz, fruktoz, galaktoz, ksiloz, mannoz ve maltozun bulundugu
belirtilmektedir [41, 46]. A. pullulans’m glukoz disindaki diger karbon kaynaklarini

kullanarak pullulan sentezledigi durumlarda; bu karbon kaynaklarmi hekzokinaz ve



izomeraz enzimleri ile pullulan Onciilii olan; iiridin difosfoglukoz (UDPG)’a
doniistiirdiigii ifade edilmektedir [41, 47]. Pullulan sentezinde glukozun kullanilmasi
durumunda ise dnce, a-fosfo glukomutaz enzimi yardimiyla glukoz-6-fosfattan, glukoz-
1-fosfat olustugu, daha sonra ise; glukoz-1-fosfattan, UDPG-pirofosforilaz enzimi ile,
pullulan 6nciilii olan; UDPG sentezlendigi rapor edilmektedir. Pullulan biyosentezinin
bundan sonraki asamasinda ise; UDPG’daki glukozil-1-fosfatin, lipid hidroperoksit ile
baglanmasi sonucunda; fosfodiester kopriisiiniin olustugu belirtilmektedir. Elde edilen bu
yaptya UDPG’de yer alan diger glukoz birimlerinin baglanmast ile, lipid molekiilii bagh
izomaltoz birimlerinin olustugu, elde edilen izomaltoz ile lipid bagl glukozun tepkimeye
girmesi sonucunda ise; izopanozil ara iriiniiniin meydana geldigi ifade edilmektedir.
Pullulan sentezinin son asamasinda ise; izopanozilin, glukozil transferaz enzimi ile
polimerizasyonu sonucunda, pullulan zincirinin olustugu rapor edilmektedir. A.
pullulans’in pullulan sentez mekanizmasinin, mikroorganizmanin karmasik fizyolojik ve
sitolojik 6zellikleri nedeniyle, halen tam olarak anlagilmadigi belirtilmektedir. Pullulan

biyosentezine ait olas1 yol izi; Sekil 2.2°de verilmektedir [47].

Pullulanin, hiicrede logaritmik {ireme evresinin sonunda iiretilmeye basladigi, duragan
evrede ise, pullulan {iretiminin yiiksek derisimlere ulastigi rapor edilmektedir [48, 49].
Bununla birlikte, logaritmik {ireme evresinin baslangicinda pullulan {iretiminin
gergeklestirildigini rapor eden bir ¢alisma da mevcuttur [49]. Substrat kaynagi olarak
palmiye sekerinin kullanildig1 s6z konusu ¢alismada, fermantasyonun kesikli bir sistemde
gerceklestirildigi ve pullulan {retim kosullarinin optimizasyonunun hedeflendigi
belirtilmistir. Bu arastirmada kullanilan A. pullulans MTCC 2195 susunun fermantasyon
ortamindaki adaptasyon (lag) evresinin olduk¢a kisa oldugu, logaritmik {ireme evresinin
basinda hiicrelerin pullulan {retimine bagladiklart ve hiicre tiremesi ile pullulan

iretiminin ayni anda gergeklestigi rapor edilmistir [49].



Glukoz

Glukoz 6 fosfat
a-fosfo glukomutaz

Glukoz 1 fosfat

UDPG-pirofosforilaz

Lipid hidroperoksit + Glukoz =~ UDP-Glukoz Fosfodiester kopriisii

C UDPG
UDP

Izomanozil
LPh-Glec-(6+1)-Glc

{ Lipid bagh glukoz

Izopanozil
LPh-Glc-(6 < 1)-Glc-(4 «1)-Glc

Glukoziltransferaz

Pullulan

Sekil 2.2.  Pullulan biyosentezi

Kimyasal formiilii CeH100s olan pullulanin molekiil yapisi; Sekil 2.3’de yer almaktadir
[41, 50]. Dallanmamis bir yapiya sahip olan pullulan, tekrarlayan maltotrioz
birimlerinden olusmaktadir. Yapida, maltotrioz birimleri birbirlerine, a-(1—6) baglari ile
baglanmaktadirlar. Maltotrioz birimlerini olusturan ii¢ glukoz molekiiliinlin ise,
birbirlerine a-(1—4) baglari ile bagl olduklar1 bilinmektedir [47, 51, 52]. Pullulanin
yapisinda bulunan bu a-(1—6) ve a-(1—4) baglarinin s6z konusu polimere, yapisal
esneklik ve suda ¢oziinme 6zellikleri kazandirdigr ifade edilmektedir [25, 52]. Pullulanin
yapisinda ayrica, diisiik oranda a-(1—3) baglarinin ve maltotetraoz birimlerinin de yer
aldig1r bildirilmektedir. (1-6)-a-D-pullulanaz ve (1-4)-a-D-pullulanaz enzimleri ile
hidrolize edilebilen pullulanin sirasiyla; maltotrioz ve izoponaza parcalandigi ifade

edilmektedir.
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CH, CH,OH CH,OH

OH H

H HoO f H HO

a-1,4

CH,OH CH.OH

H HO H HO (C6H1005)n

Sekil 2.3.  Pullulanin molekiil yapis1

Beyaz renkli, tatsiz ve kokusuz olan pullulanin, su ve seyreltik alkali ¢oziiciilerde
¢oOziinebildigi ancak, dimetilformamid ve dimetilsiilfoksit disindaki diger organik
coziiciilerde ise, ¢oziinemedigi belirtilmektedir [53, 54]. S6z konusu polimerin Cu*?
iyonuyla kompleks olusturdugu, iyot (I2) ile ise, renk reaksiyonu vermedigi de ifade

edilmektedir [55].

Pullulanin polimerizasyon derecesinin; 100-5000, molekiil agirlhiginin ise yaklasik;
1.5x10%-1.2x10" Da arasinda degistigi bilinmektedir. Ortalama molekiil agirligi 2x10°
Da’un altinda olan pullulan 6rneklerinin diisiik molekiil agirlikli olarak nitelendirildikleri
belirtilmektedir [56]. Ticari olarak, yiiksek molekiil agirlikli pullulanin tercih edildigi
ancak, diisiik molekiil agirlikli pullulanin kullanildig1 bazi uygulamalarin da bulundugu
ifade edilmektedir [56, 57]. Pullulanin molekiil agirhigmnm, elde edildigi A. pullulans
susuna, fermantasyon ortaminin baslangic pH’mna, kullanilan fermantasyon teknigine,
kullanilan substrata, fermantasyon ortaminin bilesimine, ortamdaki oksijen derisimine ve
fermantasyon siiresine bagli olarak degisebildigi belirtilmektedir [41, 47, 56, 58].
Pullulanin yapisinin, 250-280°C’lerde bozundugu rapor edilmektedir. Toksik, mutajenik
ve karsinojenik olmayan pullulanin, biyo¢dziiniir 6zellikte ve insan viicudunda yavas

sindirilebilen bir polimer oldugu bilinmektedir [2, 6].

Pullulan sahip oldugu cesitli 6zellikleri nedeniyle oldukca yaygin bir kullanim alanina
sahiptir. Bu biyopolimerin eczacilik, gida, biyomedikal ve kozmetik endiistrilerinde
bircok amagla kullanildigi bilinmektedir [7]. Pullulanin Amerika’da, Mart/2002
tarihinden beri, Amerikan Gida ve Ila¢ Idaresi (Food and Drug Administration, FDA)
tarafindan “Generally Recognized As Safe (GRAS)” (GRN 000099) smifinda
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degerlendirildigi bildirilmektedir. Japonya’da, pullulanin, 30 yildan uzun bir siiredir
cesitli alanlarda kullanildigi, bu siire igerisinde de herhangi bir yan etkisinin belirtilmedigi
rapor edilmektedir [11]. Amerikan Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan pullulanin,
Japonya’daki kisi bagina diigen ortalama giinliik tiiketiminin yaklasik; 10 g oldugu tahmin
edilmektedir [11, 51, 59]. 2015 yilinda, diinyadaki en yiiksek pullulan tiiketiminin; 667
MT olarak Japonya’da gergeklestigi, bunu sirasiyla; Cin ve Amerika Birlesik
Devletleri’nin izledigi rapor edilmektedir [60]. 2015 yilinda, diinya genelinde, iiretilen
pullulanin %40.74’inlin eczacilik endiistrisinde, %36.24’linlin ise, gida endiistrisinde
kullanildig1 ifade edilmektedir [60]. Son bes yil igerisinde pullulanin diinya pazarindaki
yillik bilesik biiyiime oraninin (Compound Annual Growth Rate, CAGR) yaklasik %2.2
olacagi ve 2017’de 120 milyon dolar degerinde olan pullulan iiretiminin, 2023 yilinda;
130 milyon dolara ulasacagi tahmin edilmektedir [61]. Avrupa Birligi (AB) tilkelerinde,
pullulan i¢in belirtilen EC numarasinin; 232-945-1 ve E kodunun ise; E1204 oldugu
bildirilmektedir. AB iilkelerinde, pullulanin kapsiil, tablet ve filmlerde gida katki maddesi
olarak kullanimina iliskin esaslarin, AB 231/2012 sayili komisyon tiiziigii tarafindan
diizenlendigi rapor edilmektedir [11]. Rusya, Cin, Kore, Tayvan, Tayland, Singapur,
Vietnam ile Arjantin, Brezilya, Paraguay ve Uruguay gibi Latin Amerika iilkelerinde de
pullulanin kullanimina izin verildigi belirtilmektedir [11]. Ulkemizde ise, pullulanin
kullanim esaslar1, Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Tebligi ile diizenlenmis olup,
bu biyopolimerin kullanimina; kapsiil ve tablet formundaki takviye edici gidalar (bebek
ve kiiciik ¢cocuklar i¢in kullanilan takviye edici gidalar haric) ve nefes tazeleyici mikro
sekerlerin bilesimlerinde, herhangi bir maksimum seviye belirtilmeden (quantum satis)

izin verilmektedir [10].

Pullulana ait pazarda, gida endiistrisinin 6nemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir [62].
Bu polimerin nisasta gibi kivam arttirict ve suda ¢ozlinebilir 6zellikte oldugu, su tutma
kapasitesinin yiiksek oldugu, bu nedenle de kat1 ve siv1 gidalarda nisasta ikamesi olarak
kullanilabilecegi belirtilmektedir [53]. Pullulanin yaygin olarak sos ve bazi iceceklerde
viskozite saglayan katki maddesi olarak kullanildigi ifade edilmektedir. S6z konusu
biyopolimerin ayrica, macun kivamindaki gidalarda stabilizor, tutucu ve birlestirici
olarak gorev yaptigi rapor edilmektedir [6]. Bunlara ek olarak, pullulanin yag

emiilsiyonlarinin stabilizasyonlarinda yag ve kolestrol ikamesi olarak kullanilabilecegi
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de ifade edilmektedir [53]. Pullulanin, mayonezlerde katki maddesi olarak

kullanildiginda {irtiniin kalite ve yapisini stabilize edebilecegi bildirilmistir [6].

Pullulanin, pullulanaz enzimi ile pargalanmasi sonucunda iiretilen maltoz surubunun,
diger seker suruplarina gore diisilk donma noktasina sahip olmasi, gidalardaki nisastanin
retrogradasyonunu 0nlemesi, su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi, dogal seker tadina
sahip olmas1 ve 1stya dayanikli olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle, ¢esitli gidalarda

kullaniminin yayginlastigi ifade edilmektedir [63].

Pullulanin gidalarda bozulmalara yol agan bakteri, kiif ve mayalar tarafindan kolaylikla
asimile edilebilen bir karbon kaynagi olmamasi nedeni ile, gidalarin raf dmriinii uzatmada
yararli oldugu belirtilmektedir. Nisastadan daha yiiksek su tutma kapasitesine sahip olan
pullulanin, gidalarin bozulmalarini geciktirdigi de belirtilmektedir [53].

Gida endiistrisinde pullulanin, ambalaj materyali olarak da kullanildig: ifade edilmektedir
[64]. Pullulanin diisiik derisimlerdeki g¢o6zeltilerinin bile, yiiksek viskoziteye sahip
olmalarinin, bu biyopolimerin film ve kaplama materyali olarak kullanilmasini sagladig1
ifade edilmektedir [65]. Pullulan ile iiretilen filmlerin seffaf olmalarinin yanisira, oksijen
ve yag gecirgenliklerinin olmadigr ve iyi mekanik oOzelliklere sahip olduklari
bilinmektedir [7, 53]. Pullulan filmlerin, s6z konusu 6zellikleri nedeniyle, gidada kolayca
oksitlenen yag ve vitaminlerin oksidasyonunu onledigi de rapor edilmektedir [53]. Bu
filmlerin agizda hemen erimeleri nedeniyle, yenilebilir film olarak nitelendirildikleri
belirtilmektedir. Bunlarin yanisira, pullulanin aroma maddeleri ve baharat igin

enkapsiilasyon ajani olarak kullanilabilecegi de rapor edilmektedir [66].

Pullulanin viicutta yavas sindirilmesi nedeni ile, kandaki glukoz seviyesini kademeli
olarak yiikselttigi belirtilmektedir. Bu biyopolimerin seker hastalari i¢in formiile edilen
diyet yiyeceklerine ilave edilebilecegi ifade edilmektedir. Ayrica pullulanin, glukoz
intoleransi olan hastalar i¢in faydali oldugu da belirtilmektedir [53]. Prebiyotik 6zellikte
olan pullulanin, insan bagirsagindaki faydali bifidobakterilerin gelismelerini destekledigi
ifade edilmektedir. S6z konusu polimerin insanlar i¢in diyet lifi olarak kullanilabilecegi

rapor edilmektedir [7, 41].
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Gida endiistrisi disinda pullulanin; dis protezlerinde yapistirict ajan olarak, kontrolli
salmim ozelligi gosteren ilaglarda kaplama materyali olarak, vejeteryanlar, diyabet
hastalar1 ve kisitli diyetleri olan hastalarin beslenme gereksinimlerini karsilamak igin
kullanilan kapsiillerde (6rnegin; Capsugel firmasinin NPcaps® kapsiilleri) jelatin yerine
kullanildig1 bildirilmektedir [41, 45, 67, 68]. Leung ve ark. [69] tarafindan yapilan bir
calismada; pullulanin timol, metil salisilat, 6kaliptol ve mentol gibi antimikrobiyel ajanlar
ile birlikte kullanilmasiyla gesitli yenilebilir filmler olusturuldugu ve elde edilen bu
filmlerin dislerde plak olusumunu, dis eti iltihabin1 ve koti nefes kokularini

engelleyebildigi rapor edilmistir.

Pullulanin ince film olusturabilme ozelligi, seffafligi, nem tutma kapasitesi, suda
coziinme ve yapiskanlik Ozellikleri nedeniyle kozmetik endiistrisinde de genis bir
uygulama alanina sahip oldugu ifade edilmektedir. Bu biyopolimerin toksik 6zellik
tasimamas1 ve viicuda zararli bir etkisinin olmamasi nedeni ile, kozmetik alaninda
sampuan, sa¢ kremi, ¢esitli kremler, gz bakim iirlinleri, losyonlar ve dis macunlari

bilesimlerinde kullanildig1 belirtilmektedir [3].

Pullulanin biyomedikal uygulamalar kapsaminda; gen terapisinde, as1 iiretiminde, kanser
hiicrelerinin goriintiilenmesinde, molekiiler saperon olarak, kan plazmasini ¢ogaltmak
amaci ile dekstran yerine ve kanser tedavisinde kullanilan karbon nanotiiplerin

salinimlarinda da kullanilma olanaklarinin arastirildigi rapor edilmektedir [1].

Pullulanin kullanim alanlar1 arasinda; naylon ve rayon iiretimi, elektronik, kromotografik,
fitografik ve litografik uygulamalar ile, immobilizasyon uygulamalari oldugu da
bildirilmektedir. Pullulanin ayrica, baski parlakligi, yapiskanlik kuvveti ve viskozite
stabilitesi agisindan iyi 6zelliklere sahip bir kagit kaplama malzemesinin bilesiminde de
kullanildig1 ve s6z konusu polimerin kagit kaplama yapistiricisi olarak miikemmel
Ozelliklere sahip oldugu ifade edilmektedir [53]. Pullulanin bazi kullanim alanlari;

Cizelge 2.1°de, toplu olarak gosterilmektedir.
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Cizelge 2.1.

Pullulanin baz1 kullanim alanlari

Endiistri Kullanim amaci Endiistri Kullanim amaci
Gida Kivam arttiric1 [1, 6, 65]  Biyomedikal Kanser terapisi [54, 68, 77]
Nisasta ikamesi Ast iiretimi [53, 68]
Kopiik yapici [17] Molekiiler saperon [74]
Parlatic1 [1, 8, 11, 17, 70] Kuantum noktalari ile birlikte medikal
Nano paket tiretimi [17] goriintilleme [6, 8, 74, 78]
o e Doku miihendisliginde yiizey
Eﬁiﬂeblhr film Giretimi modifikasyonu [1, 6, 16, 74, 79]
Nem tutucu [11, 71] Yapay organ tiretimi [17]
Kaplama materyali Gen terapisi [1, 54]
uretimi [64, 70, 72, 73] Plazma expander [8, 53, 54, 68, 74,
Diyet lifi [6, 64] 80]
Diisiik viskoziteli dolgu
ajan1 [4, 52, 53, 74]
Stabilizor [71]
Tutucu ve birlestirici
ajan [53, 68, 75, 76]
Endiistri Kullanim amaci Endiistri Kullanim amaci
Eczacilik Kapsiil kaplama [54, 74]  Diger Rayon ve naylon iiretimi [81]

Kontrollii ilag
salinminda tasiyici [8,
30, 54, 67]

Agiz bakim iirlinleri
uretimi [11, 53, 54, 68,
71, 81]

Lipozom salinimi [47]

Bazi1 kozmetik triinlerin
tretimi [6, 28, 82, 83]

Kontakt lenslerin liretimi
[6, 84, 85]

Kagit iiretimi [53]

Elektronik uygulamalar [86]
Fotografik uygulamalar [86]
Litografik uygulamalar [86]
Enzim tutuklama [53]

Cevre korumasi [41]
Elektroforez jeli iiretimi [41, 87]
Kromotografi jeli tiretimi [53, 88]

Escherichia coli ve Bacillus subtilis
bakterilerinin tutuklanmalarinda
tastyici materyal [47, 89]

Endiistriyel flokiilant

Pullulan iiretiminin ticari olarak ilk kez 1976 senesinde, Okayama’da bulunan ve halen

aktif olan bir Japon firmasi; Hayashibara tarafindan gergeklestirildigi bilinmektedir.

Hayashibara’nin, pullulan tiretiminde kullandig1 fungusun iireme kosullarini ayarlayarak,

belirli molekiil agirligi ve ozelliklere sahip pullulan iriinlerini elde edebildigi ifade

15



edilmektedir. Bu firma tarafindan {iretilen pullulanin; 100 000 veya 200 000 ortalama
molekiill agirhgina sahip, gida niteliginde veya deiyonize iiriinler olduklari
belirtilmektedir. Pullulan filmlerin Hayashibara tarafindan, 1982 yilinda ticarilestirildigi
ifade edilmektedir. Hayashibara Biyokimyasal Laboratuvar1 (HBL) nin, Pfizer firmasina,
patenti kendisine ait olan pullulani i¢eren film bazli agiz bakim tirtinlerinin ticari olarak
iiretilmesi ve pazarlanmasi i¢in, diinya ¢apinda bir lisans verdigi de belirtilmektedir.
Pfizer’in pullulan iceren film formundaki bir agiz bakim {iriiniinii ilk kez, Listerin adi
altinda, Kanada’da piyasaya siirdiigii ifade edilmektedir. Bunun yani1 sira HBL’nin,
Pfizer’in alt kurulusu olan Warner-Lambert firmasina da, pullulan tedarik ettigi
belirtilmektedir [12]. Pullulan ireticisi diger ticari firmalar arasinda; NOF Corporation
(ABD), Advanced Enzyme Technologies Ltd. (ABD), Yushisein Co. Ltd. (Japonya),
Sanging Biological Products (Japonya), Meihua Group (Cin), Kumar Organic Products
Ltd. (Hindistan), Shangdong Kangnaxin Biotechnology Co., Ltd. (Cin), Shangdong Freda
Biotechnology Co., Ltd. (Cin), Hebei Henbo Bio Technology Co., Ltd (Cin) ve
Shangdong Jinmei Biotechnology Co., Ltd. (Cin) gosterilmektedir [52, 60].

Ticari pullulan {iretiminin kesikli sistemde, derin kiiltlir yontemi ile gerceklestirildigi ve
substrat olarak; dekstran esdegeri %40-50 olan, %10-15 derisimde nisasta hidrolizatinin
kullanildig1 bildirilmektedir [36]. Fermantasyon ortaminda ayrica; pepton, fosfat ve bazi
bazal tuzlarin da bulundugu ve ortaminin baslangi¢ pH’1nin 5-6.8 oldugu belirtilmektedir
[1]. Uretimde; as1 kiiltiiriiniin, mutant suslar olan; A. pullulans AHU 9553, Dematium
pullulans IFO 4464 veya Pullularia fermentans var. fermentans IFO 6401 suslar ile
hazirlandigr  bildirilmektedir [36]. Fermantasyonun, yiiksek viskoziteye sahip
fermantasyon ortaminin yeterli sekilde havalandirilmasini ve karigtirtlmasini saglamak
icin Ozel olarak dizayn edilmis kesikli bir fermentor sisteminde, yaklasik dort giin
siirdiigii ifade edilmektedir. Uretimde; sicakligim 30°C'de sabit tutuldugu, havalandirma
hizinin ise, 0.5 vvm oldugu bildirilmektedir [36]. Fermantasyon sirasinda pH’n ilk giin
hizli bir sekilde 3.5’e kadar diistiigii, daha sonra ise yaklasik bu degerde sabit kaldigi
belirtilmistir. Hiicre iiremesi ve pullulan sentezinin, bu pH’da gerceklestigi, pullulan ve
biyokiitle derisimlerindeki artiglarin fermantasyon boyunca devam ettigi rapor edilmistir.
Uretilen pullulanin molekiil agirhiginin, fermantasyonun erken asamalarinda; 2 000 000-

3000 000’a kadar ulasgtig1, fermantasyonun sonlarinda ise keskin bir sekilde azaldigi ifade
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edilmektedir. Bu azalmanin, fermantasyon siiresince mikroorganizma tarafindan
sentezlenen, pullulan1 pargalayan bir enzimin etkisinden kaynaklanabilecegi
belirtilmektedir [36]. Pullulanin ticari olarak iiretiminde, fermantasyon asamasi
sonrasinda kullanilan yontemin, istenilen {iriiniin 6zelliklerine bagl olarak secildigi rapor
edilmektedir. Pullulanin ticari tiretimine (Hayashibara) iliskin akim semasi; Sekil 2.4’de
verilmektedir [36].

Kiiltiir ortanm

|
(Sterilizasyon)

At kiiltiirii }—»—‘ Fermantasyon ‘-ﬂ—‘ Havalandirma

Hiicrelerin nzaldastmimasy
(filtrasyon veya santrifiij)

Saflastrma
(alkol ekstraksiyonu veya

membran filtrasvonu)

‘ Renk giderme ‘ ‘ Renk giderme ‘
‘ Konsantrasyon ‘ ‘ Konsantrasyon ‘ ‘ Konsantrasyon ‘
I | }
‘ Kurutma ‘ ‘ Kurutma ‘ ‘ Kurutma ‘
‘ Piilverizasyon ‘ ‘ Piilverizasyon ‘ ‘ Piilverizasyon ‘
Uriin I Uriin II Urtin III

Sekil 2.4, Pullulan iiretim akim semast

Hayashibara firmasi1 tarafindan iretilen pullulanin, fermantasyon ortamindan geri
kazanimi ve saflagtirilmasi i¢in gerekli olan islemlerin, bu biyopolimerin farkli spesifik
uygulamalar i¢in istenen kalitesine bagli oldugu vurgulanmistir [36]. Proses akim
semasinda ““iirtin I’ olarak tanimlanan pullulanin, ham pullulan oldugu ve endiistride

yapistiric, dispersant ve koagiilant olarak kullanildigi belirtilmektedir. S6z konusu

17



sekilde; “lrtin II” olarak gosterilen pullulanin; mikroorganizma hiicreleri ve melanin
pigmenti igermedigi ancak fermantasyon ortamindaki mineral tuzlari 6zellikle de;
sodyum klortirii igerdigi ve bu firiiniin, gida endiistrisi de dahil olmak {tizere, farkli
endiistri dallarinda hammadde olarak kullanilabildigi ifade edilmektedir. Uretim akim
semasinda, “iriin III” olarak adlandirilan pullulanin bilesiminde ise; mikroorganizma
hiicreleri, renk maddesi ve mineral tuzlarin yer almadigi, bu iirliniin yiiksek saflikta,
beyaz toz formunda oldugu ve biyofilm yapiminda kullanildig1 belirtilmektedir (Sekil
2.4).

Pullulan tiretiminde, fermantasyon sonunda A. pullulans hiicrelerinin kiiltiir ortamindan
filtrasyon ile, melanin pigmentinin ise, aktif komiir uygulamasi ile uzaklagtirildigt
belirtilmektedir. Uretilen pullulanmn genellikle alkol ekstraksiyonu ile fermantasyon
ortamindan alindig1 ve daha sonra saflastirmanin ise, ultrafiltrasyon ve iyon degistirici

regineler kullanilarak gerceklestirildigi ifade edilmektedir [1].

Fermantasyon yoluyla pullulan iiretiminin genel olarak; kullanilan susa ve susun
morfolojik durumuna, uygulanan fermantasyon tipine ve isletme kosularina bagli oldugu
bildirilmektedir [41, 47]. Bilinen en iyi pullulan iireticisi tiir A. pullulans olsa da, bu tiiriin
biitiin suslarinin pullulan sentezleyemedigi rapor edilmektedir [17]. Pullulan iireticisi A.
pullulans suslarinin morfolojik formlar ile pullulan {iretimi arasindaki iligkiyi ortaya
koymaya yonelik caligmalar olmasmma ragmen, bu konunun halen tartisildigi da
bilinmektedir [41]. Yapilan bir arastirmada, pullulan iiretiminin maya benzeri hiicreler
tarafindan gergeklestirildigi rapor edilirken; sismis hiicrelerin ve klamidosporlarin
pullulan {iretiminde yer alan hiicre formlar1 oldugunu ortaya koyan bazi ¢aligmalar da
bulunmaktadir [90-92]. Singh ve ark. [65] tarafindan yapilan bir ¢alismada da pullulan

tireticisi hiicre formunun maya benzeri hiicreler oldugu vurgulanmaktadir.

Pullulan {iiretiminin kesikli, beslemeli kesikli veya siirekli sistemlerde, serbest ya da
immobilize hiicreler kullanilarak gerceklestirilebilecegi ifade edilmektedir. Serbest A.
pullulans hiicreleri ile kesikli sistemlerde gergeklestirilen pullulan iiretiminin, en sik
kullanilan yontem oldugu belirtilmektedir [36]. Immobilize hiicre reaktdriiniin, biyokiitle
veriminin arttirilmast amaciyla kullanildigi, A. pullulans hiicrelerinin tutuklanmalari

amaciyla yaygin olarak; agar, kalsiyum aljinat, karregenan ve agaroz gibi tasiyicilarin
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kullanildig1 rapor edilmektedir. Bu tiir reaktorlerde, pullulan veriminin difiizyonel
sinirlamalar nedeniyle, klasik reaktorlere kiyasla c¢ok daha diisik oldugu da

belirtilmektedir [47].

Kesikli sistemlerde hiicre gelisimi ve iiriin olusumu i¢in gerekli olan tiim bilesenlerin,
kapal1 bir sistemde hazir oldugu, ortamdaki substrat, sisteme asilanan mikroorganizma
tarafindan tamamen tiiketildikten sonra fermantasyonun sonlandig: ifade edilmektedir
[36]. Kesikli sistemlerde derin fermantasyon ile pullulan tretiminin, fermantasyon
ortaminin bilesimi, 6zellikleri ve reolojisi ile karistirma hizi gibi ¢esitli faktorlerden
etkilendigi ifade edilmektedir [47]. Yiiksek karistirma hizinin, hiicreler lizerinde hasara
neden olabildigi belirtilmektedir. Derin fermantasyonda etkili havalandirma, uygun bir
karistirma hizi ve disiik kayma hizinin maya benzeri A. pullulans hiicrelerinin
tiremelerini destekledigi ve buna bagli olarak da; pullulan iiretimini arttirdigi rapor
edilmektedir. Derin fermantasyonla pullulan tiretiminde, EPS iiretimine bagli olarak
fermantasyon ortaminin viskozitesinin yiikseldigi ve buna bagl olarak da, A. pullulans’in

oksijen ihtiyacinin arttig1 ifade edilmektedir [47].

Kesikli sistemlerde pullulan {iretimi amaciyla, kati hal fermantasyonunun da
kullanilabildigi belirtilmektedir [93-96]. Kati hal fermantasyonunda ortam olarak
cogunlukla; gida endiistrisi atik ve yan triinleri ile tarimsal atiklarin kullanildig1 rapor
edilmektedir [95-98]. Kesikli sistemlerde, kat1 hal fermantasyonunun derin kiiltiir
fermantasyonuna gore bazi {stiinliiklerinin  oldugu belirtilmektedir. Kat1 hal
fermantasyonunda su ve enerji gereksinimlerinin daha diisiik oldugu ve daha diisiik
maliyetli tirlin tretilebildigi rapor edilmektedir. Bununla birlikte pullulan iretimi igin,
kat1 hal fermantasyonu ile yapilan ¢alismalarin sinirli sayida oldugu ifade edilmektedir.
Fermantasyon ortaminda kullanilan substratin, ortam bilesenlerinin, partikiil
biiyiikliiklerinin ve fermantasyon ortamindaki nem miktarinin kati hal fermantasyonu ile
metabolit iiretimini 6nemli Ol¢iide etkileyen parametreler olduklart rapor edilmektedir
[47]. Fermantasyon ortamindaki nem miktarinin, hiicre biiyiime hizim1 ve metabolik
aktiviteyi etkiledigi ifade edilmektedir. Diisiik porozite ve bosluk hacmine bagli olarak,
yiiksek nem oraninin oksijen tasinim hizini diisiirdiigii belirtilmektedir. Bununla birlikte

diisiik nem oraninin ise, fermantasyon ortamindaki substratin taginimini1 olumsuz yonde
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etkiledigi ifade edilmektedir. Kat1 hal fermantasyonunda, partikiil biiylikliigii kii¢iik olan
bir substratin kullanilmasi durumunda; 6zgiil yiizey alaninin biiylik olmas1 nedeniyle,
mikrobiyel tutunmanin iyi olacagi, ancak bu durumda substrat topaklanmasinin
gerceklesebilecegi belirtilmektedir. Kullanilan substratin 6zgiil yiizey alanmin biiyiik
olmasinin, bosluk hacmi ve havalandirma hizinin diismesine, bu nedenle de metabolit

tiretiminin azalmasina sebep olacagi ifade edilmektedir [47].

Kesikli sistemlerde pullulan verimi ve olusum hizinin diisiik olmasi nedeniyle, pullulan
tiretiminde, beslemeli kesikli ve siirekli sistemlerin de kullanildig1 bildirilmektedir [86].
Genel olarak beslemeli kesikli sistemlerde, fermantasyon kesikli olarak bagsladiktan
hemen ya da belirli bir siire sonra, bir ya da birden fazla bilesenin siirekli veya belirli
araliklarla ortama beslendigi ancak, sistemden kiiltiir ¢ikiginin olmadig: bilinmektedir
[99, 100]. Pullulan iiretiminde, beslemeli kesikli fermantasyon yonteminin 6zellikle tiriin
verimini arttirmak i¢in kullanildigi belirtilmektedir [45]. Youssef ve ark. [100] tarafindan
yapilan bir arastirmada, kesikli ve beslemeli kesikli sistemlerde, A. pullulans P56
susunun, pullulan tiretim 6zelliklerinin incelendigi bildirilmistir. S6z konusu ¢alismada,
beslemeli kesikli sistemin klasik kesikli sistem ile kiyaslandiginda bazi iistiinliiklerinin
oldugu, bunlarin arasinda da; ¢oziinmiis oksijenin daha fazla olmasi, yiiksek verimlilik ve
daha kisa fermantasyon siiresi oldugu ifade edilmistir [1L00]. Yapilan bir bagka ¢alismada,
yiiksek substrat derigiminin, pullulan iiretiminde yer alan glukotransferaz, a-fosfoglukoz
mutaz ve UDPG-pirofosforilaz enzimlerini baskiladigi, buna baglh olarak da; pullulan
verimini azalttig1 ifade edilmistir. Bu sorunun, beslemeli kesikli sistemlerde sinirlandirici
substratin, fermantasyon ortamina aralikli olarak, diisiik derisimlerde beslenmesi ile

onlenebilecegi belirtilmistir [47].

Stirekli sistemlerde, tiim bilesenleri igeren fermantasyon ortaminin sabit bir hizla
(seyrelme hizi) sisteme siirekli olarak beslendigi, ayni zamanda fermentdr ig¢indeki
kiiltiiriin de aym1 hizla sistemden ayrildig1 ifade edilmektedir [36]. Kemostat olarak
kontrol edilen siirekli bir sistemde seyrelme hizinin, pullulan iiretimini etkileyen 6nemli
bir faktér oldugu belirtilmektedir. Pullulan fermantasyonunda siirekli sistemin

kullanildig: ilk calismanin; Schuster ve ark. tarafindan 1993 yilinda gerceklestirildigi
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rapor edilmistir. S6z konusu ¢alismada, kesikli ve stirekli sistemlerde mutant A. pullulans

P56 susunun tireme ve pullulan tiretim 6zelliklerinin incelendigi belirtilmistir [47, 101].

Hafez ve ark. [102] tarafindan gergeklestirilen bir baska ¢alismada, beslemeli kesikli ve
stirekli sistemlerde, A. pullulans ATCC 42023 susunun pullulan tiretim 6zelliklerinin,
karsilastirmali olarak incelendigi bildirilmistir. Siirekli sistemde gergeklestirilen pullulan
tiretiminin 2L lik ¢alisma hacminde ve pH’1 5.5 olan bir ortamda, 1.0 vvm havalandirma
hizi, 700 rpm ¢alkalama hiz1 ve 28°C’de gerceklestirildigi belirtilmistir. Bu aragtirmada,
fermantasyon basladiktan 72 saat sonra, taze besiyerinin sisteme 20-80 mL/sa arasindaki
akis hiziyla beslendigi, seyrelme hizinm ise; 0.01-0.04 sa® arasinda degistigi ifade
edilmistir. S6z konusu arastirmada en yiiksek pullulan verimliligin; 0.896 g/Lsa olarak,
0.03 sa! seyrelme hizina sahip siirekli sistemde, en yiiksek pullulan derisiminin ise; 88.8
g/L olarak beslemeli kesikli sistemde elde edildigi rapor edilmistir. S6z konusu
caligsmada, stirekli sistemde elde edilen pullulan veriminin, beslemeli kesikli sisteme gore

1.5 kat daha fazla oldugu da vurgulanmistir [102].

Bagka bir arastirmada ise, topraktan izole edilmis olan 10 adet A. pullulans susu arasindan
secilen, pullulan tiretimi en yiiksek bulunan; A. pullulans AUMC 2997 susu ile galisildig:
ve siirekli fermantasyon sisteminin kullanildigi deneylerde, pullulan {retiminin
optimizasyonunun gergeklestirildigi  belirtilmistir [85]. S6z konusu arastirmada
fermantasyon deneylerinin; 2L hacmindeki bir ortamda, 24°C’de, 500 rpm ¢alkalama
hizinda, pH 3-9 araliginda, 1-5 vvm arasindaki havalandirma hizinda ve 1-3 L/24 sa
arasindaki akis hiz1 araliginda gergeklestirildigi rapor edilmistir. Calismada en yiiksek
pullulan derisiminin pH’nin; 5.0, havalandirma hizinin; 2.5 vvm ve akis hizinin; 1 L/24

sa oldugu isletme kosullarinda; 10.18+0.04 g/L olarak elde edildigi belirtilmistir [85].

Fermantasyon tipinin yan sira, pullulan iiretimini etkileyen bir diger parametrenin ise;
isletme kosullar1 oldugu bilinmektedir [47]. Isletme kosullari dikkate alindiginda;
fermantasyon ortaminin bilesimi (ortamda bulunan karbon ve azot kaynaklari, bunlarin
baslangi¢c derisimleri, fermantasyon ortamindaki mineral tuzlar vb), sicaklik, pH,
karistirma hizi, havalandirma, 151K yogunlugu ve fermantasyon siiresi gibi ¢esitli
parametrelerin pullulan tiretimini etkiledigi belirtilmektedir [41, 76, 100, 101]. Kat1 hal

fermantasyonunda bunlara ek olarak; fermantasyon ortamininin nem igerigi ve
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fermantasyon ortaminda kullanilan kati1 substratin g¢esidi ile partikiil biiyiikligiiniin
pullulan {iretimini O6nemli Olc¢lide etkiledigi de ifade edilmektedir. Fermantasyon
ortaminda kullanilan karbon kaynagi tiirliniin, pullulan {retimi iizerine etkilerinin
incelendigi bazi aragtirmalarda glukoz, fruktoz, galaktoz, laktoz, mannoz, ksiloz,
arabinoz, sakkaroz, maltoz, selobiyoz, rafinoz, malto-oligosakkarit ve nisasta ile
calisildig rapor edilmektedir [111-115]. Yapilan ¢alismalarda genel olarak en yiiksek
pullulan derigiminin, fermantasyon ortaminda sakkarozun karbon kaynagi olarak
kullanildiginda elde edildigi belirtilmektedir [3, 77, 108]. Bunun yani sira pullulan
iiretimi i¢in ksiloz ve laktozun, uygun sekerler olmadigin1 vurgulayan bazi ¢alismalar da

bulunmaktadir [3, 30, 41, 101, 109].

Fermantasyon ortamindaki azot kaynagmin (genellikle NH4" iyonlarinin) pullulan
tiretiminde O6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir [41]. Pullulan iiretiminde,
fermantasyon ortamlarinda organik azot kaynaklari olarak; maya oziitli, kazein
hidrolizati, pepton, glutamat, tire, histidin, L-glutamik asit, L-asparajin veya amonyum
siiksinat, inorganik azot kaynaklar1 olarak ise; amonyum siilfat, sodyum nitrat, sodyum
nitrit, potasyum nitrat, sodyum glutamat veya amonyum nitratin kullanildig1r rapor
edilmistir [45, 75, 105, 110]. Gergeklestirilen ¢aligmalarda, pullulan iiretimi ig¢in en uygun
inorganik azot kaynaklarinin; amonyum siilfat ve amonyum nitrat gibi tuzlar olduklari
vurgulanmugtir [47]. Pullulan iiretimi amaciyla gergeklestirilen birgok arastirmada; maya
0ziiti ve amonyum siilfat kombinasyonunun fermantasyon ortamlarinda azot kaynagi
olarak kullanildig: ifade edilmektedir. Bunun yani sira, kompleks azot kaynaklarinin
inorganik azot kaynaklarina kiyasla, pullulan iiretimini arttirdig1 da rapor edilmektedir
[3]. Fermantasyon ortamindaki azot kaynagmnin tiikkenmesinin, A. pullulans tarafindan
pullulan iiretimine isaret ettigi ifade edilmektedir [47, 111]. Bunun yani sira, EPS {iretimi

i¢in en uygun C:N oraninin da; 10:1 oldugu belirtilmektedir [41, 80].

Fermantasyon ortaminin pH’min, pullulan iiretimini etkileyen diger bir 6nemli parametre
oldugu belirtilmektedir. Diisiik pH’ya sahip fermantasyon ortaminda, A. pullulans’in
suda ¢oziinmeyen B-glukan iiretiminin desteklendigi ancak elde edilen pullulan veriminin
azaldig1 ifade edilmektedir. Genel olarak, ortam pH’1nin 2’den daha diisiik olmasinin, A.

pullulans n kiif formundaki hiicre gelisimini destekledigi ve pullulan verimini diigtirdiigii
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rapor edilmektedir [47]. Pullulan iiretimi i¢in fermantasyonda optimum pH’in; 5.5-7.5
arasinda degistigi belirtilmektedir [45, 75]. Asidik pH degerlerinde, pullulan derisiminin
yiiksek elde edildigi ¢cok az sayida ¢aligmanin oldugu da bildirilmistir [1]. Biyokiitle
tiretimi icin gerekli olan optimum pH degerinin; 4.5 veya daha diisiik oldugu
vurgulanmaktadir. Pullulan sentezi ve biyokiitle iiretiminin gergeklestigi optimum pH
degerlerinin farkli olmalarinin nedeni, bu iki siirecin birbirinden bagimsiz olmasi ile
aciklanmaktadir. Fermantasyon ortaminin pH'inin, hiicre morfolojisinde degisikliklere
neden oldugu, bu durumun da pullulan biyosentezini etkiledigi belirtilmektedir. Ortamin
pH’min, tretilen pullulanin molekiil agirhgini da etkiledigi ifade edilmektedir [47].
Notral pH’da maya benzeri hiicreler tarafindan yiiksek molekiil agirligina sahip

pullulanin sentezlendigi rapor edilmektedir [112].

Pullulan iiretimini etkileyen parametrelerden bir digerinin de fermantasyon ortamindaki
¢ozlinmiis oksijen derisimi oldugu bilinmektedir [22]. A. pullulans’in aeorobik bir
mikroorganizma olmasi nedeni ile hem hiicre gelisimi, hem de pullulan tiretiminin oksijen
iceren ortamlarda gerceklestigi ifade edilmektedir [113]. Pullulan iiretimi i¢in gerekli
olan ¢6ziinmiis oksijenin, yeterli bir havalandirma ile elde edilebilecegi belirtilmektedir.
Genel olarak, fermantasyon ortamindaki, yogun havalandirmanin (2 vvim’e kadar olan),
pullulan tiretiminden sorumlu hiicrelerin ¢ogalmalarina, boylece de pullulan derisiminin
artmasina neden oldugu ifade edilmektedir [30]. Bununla birlikte, yogun
havalandirmanin, iretilen pullulanin molekiil agirliginda azalmaya neden oldugu da
belirtilmektedir [41]. Ayrica, Wecker ve Onken [114] tarafindan yapilan bir ¢alismada,
A. pullulans ATCC 9348 susu ile en yiiksek pullulan iiretiminin, ¢oziinmiis oksijen

derisiminin diisiik oldugu kosulda gerceklestigi de bildirilmistir.

Pullulan tiretimi i¢in gerekli optimum sicakligin kullanilan susa bagl oldugu ve genel
olarak A. pullulans igin bunun; 24-30°C arasinda degistigi ifade edilmektedir [12].
Biyokiitle ve pullulan iiretimleri i¢in gerekli optimum sicaklik degerlerinin birbirlerinden
farkli olduklari rapor edilmektedir [12, 47]. Wu et al. tarafindan yapilan bir arastirmada,
calisilan susun hiicre iiremesi i¢in gerekli olan optimum sicakligin 32°C, pullulan tiretimi
icin gerekli optimum sicakligin ise; 26°C oldugu saptanmistir. Yiiksek fermantasyon

sicakliklarinin A. pullulans’in tiremesini destekledigi ancak pullulan iiretimini engelledigi
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belirtilmektedir. Fermantasyon ortammin sicakligmin, A. pullulans’in hiicre
morfolojisini, buna bagli olarak da pullulan {iretimini etkiledigi ifade edilmektedir [47].
Bu nedenle de literatiirde, hem A. pullulans hiicrelerinin gelismelerini desteklemek, hem
de pullulan iiretimini arttirmak amaciyla, fermantasyon boyunca iki asamali sicaklik

uygulamasinin yapildigi1 bazi ¢alismalarin oldugu gortilmektedir [47, 73, 115].

Fermantasyon ortamindaki karbon ve azot kaynaklari ile bunlarin derisimlerinin, sicaklik,
pH, ve havalandirma gibi farkli parametrelerin, A. pullulans’in pullulan iiretimi {izerine

etkilerinin incelendigi bazi1 ¢alismalara asagida yer verilmistir.

Goksungur ve ark. [116] tarafindan pancar melasi ve sentetik ortam kullanilarak, A.
pullulans ile pullulan iiretimi iizerine gerceklestirilen bir arastirmada; karbon kaynagi
olarak sakkaroz igeren sentetik fermantasyon ortamlarinda, sakkarozun baglangic
derisimi ile ortamin baslangi¢ pH’1nin, A. pullulans P56 susunun EPS ve pullulan iretimi
tizerine etkilerinin incelendigi belirtilmistir [116]. Deneylerin ¢alkalamali su
banyolarinda; 28°C’de, 200 rpm sabit ¢alkalama hizinda, 50 mL’lik ¢alisma hacminde,
250 mL’lik erlenlerde gergeklestirildigi ifade edilmistir. Yapilan deneylerde,
fermantasyon ortaminin baglangi¢ pH’inin 4.5-8.5 ve sakkaroz baslangi¢ derisiminin ise;
30-70 g/L araliginda degistirildigi bildirilmistir. S6z konusu ¢aligmada en ytiksek EPS ve
pullulan derigimlerinin sirastyla; 21.4 ve 16.7 g/L olarak; baslangi¢ sakkaroz derisiminin;

50 g/L ve pH’m ise, 7.5 oldugu isletme kosullarinda elde edildigi belirtilmistir [116].

Gergeklestirilen bir baska bir ¢aligmada ise; hibiskus (hatmi ¢i¢egi) bitkisinden izole
edilmis termotolerant bir A. pullulans susu ile, bu susun elde edilen mutantinin, beslemeli
kesikli bir sistemde pullulan tretimleri {izerine ¢esitli fermantasyon parametrelerinin
etkileri incelenmis ve fermantasyon ortaminin optimizasyonu hedeflenmistir [117]. S6z
konusu calismada; fermantasyon yoluyla pullulan {iretimini etkileyen ¢esitli islem
parametrelerinin, ayri ayr1 ve birbirlerinden bagimsiz olarak optimize edildigi; bu
nedenle, her bir fermantasyon parametresinin optimum degeri belirlendikten sonra, bu
degerin daha sonraki biitiin deneylerde kullanildigi ifade edilmistir. Deneylerdeki ilk
calisma hacminin 1.5 L oldugu, daha sonra fermantasyon ortaminin, 5 saatlik araliklarla
art arda iki kere 1.5 litre steril besiyeri ile beslendigi belirtilmistir. Fermantasyon

ortaminin ilk 10 saat boyunca, 0.5 vvm hizindaki steril hava ile havalandirildigi da ifade
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edilmistir. Anilan arastirmada, fermantasyon ortaminin sicakligi 42°C’de sabit tutularak,
ortamda farkli karbon (%4; w/v) ve azot (%0.5; w/v) kaynaklarinin pullulan iiretimi
tizerindeki etkilerinin arastirildigi ifade edilmistir. Bu amagcla; karbon kaynaklar1 olarak
fruktoz, glukoz, sakkaroz, laktoz ve ksilozun, azot kaynaklar1 olarak ise; sodyum nitrat,
maya 0Oziitli, amonyum siilfat, sodyum nitrit ve histidinin denendigi ifade edilmistir.
Karbon kaynaklarinin pullulan {iretimi iizerine etkilerinin incelendigi deneylerde; en
yiiksek pullulan tiretiminin (37.4+0.8 g/L) calisilan mutant sus ile, ortamda sakkaroz
kullanildiginda, farkli azot kaynaklarinin arastirildigi deneylerde ise, en yiiksek iiretimin;
42.4+0.7 g/L olarak, yine mutant sus ile, ortamda amonyum siilfat kullanildiginda elde
edildigi belirtilmistir [117]. Bu ¢alismada ayrica, sicaklik, karistirma hizi, fermantasyon
ortaminin baslangic pH’1 ve fermantasyon siiresinin, incelenen A. pullulans suslarinin
pullulan iiretim 6zellikleri lizerine etkilerinin incelendigi de rapor edilmistir. Anilan
arastirmada, sicaklik; 25-46°C, karistirma hizi 5-60 rpm, ortam pH’1 3.0-7.0 ve
fermantasyon siiresinin ise; 12-96 saat araliginda degisecek sekilde, gesitli deneylerin
gerceklestirildigi ifade edilmistir. S6z konusu ¢alismada yapilan deneylerde, en yiiksek
pullulan derisimlerinin mutant sus ile; 42°C’de (27.5 g/L), 36. saatte (23.2+0.6 g/L), 40
rpm karigtirma hizinda (43.2£0.6 g/L) ve pH 5.5’da (30.2+1 g/L) elde edildigi
bildirilmistir [117].

Ticari pullulanin {iretimi i¢in, termotolerant ve melanin iiretmeyen A. pullulans
suslarinin, mezofilik ve melanin iireticisi suslara kiyasla bazi iistiinliiklerinin oldugunu
vurgulayan bir ¢alismada, ¢i¢ek ve yaprak drneklerinden izole edilen 95 adet A. pullulans
susunun, 37°C’deki pullulan iiretim 6zellikleri incelenmis ve suslardan 11 tanesinin bu
sicaklikta onemli miktarlarda pullulan tiretebildigi belirlenmistir. Bunlarin arasindan ise,
sadece A. pullulans RG-5 susunun hem melanin iiretmeyip hem de yiiksek derisimde
pullulan iiretebildigi belirtilmistir. S6z konusu arastirmanin daha sonraki asamalarinda,
fermantasyon ortaminin optimizasyonu amaciyla, A. pullulans RG-5 susunun pullulan
iretimi iizerine gesitli fermantasyon parametrelerinin etkilerinin ayr1 ayri incelendigi
rapor edilmistir. Bu amagla once, 25-46°C sicaklik araliginda, A. pullulans susunun
pullulan iiretim 6zelliklerinin incelendigi belirtilmistir. Yapilan deneyler sonucunda A.
pullulans RG-5 susunun, 42°C’ye kadar olan c¢alisma sicakliklarini tolere edebilen,

termotolerant bir sus oldugunun belirlendigi ifade edilmistir. Anilan ¢alismada daha
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sonra; 42°C sabit sicaklik degerinde, ¢esitli fermantasyon parametrelerinin A. pullulans
RG-5 susunun, pullulan iiretimi iizerindeki etkilerinin arastirildigi da belirtilmistir.
Denenen parametreler arasinda; fermantasyon siiresi (12-96 saat), fermantasyon
ortaminin baslangi¢c pH’1 (3.0-6.5), ortamda sabit derisimde (%2; w/v) kullanilan farkli
karbon kaynaklar1 (glukoz, fruktoz, sakkaroz, laktoz veya ksiloz) ve azot (%0.5; w/v)
kaynaklarinin (amonyum siilfat, maya 6ziitii, sodyum nitrat, sodyum nitrit, veya histidin)
yer aldigi belirtilmistir. S6z konusu arastirmadaki en yiiksek pullulan derisiminin;
37.1£1.0 g/L olarak, fermantasyon ortami sicaklifinin; 42°C, baslangi¢ pH’inin 5.5
oldugu ortamda, karbon ve azot kaynaklar1 olarak sirasiyla; sakkaroz ve amonyum
siilfatin kullanildig1 fermantasyon ortaminda, 48 saat sonra elde edildigi belirtilmistir

[105].

Sugumaran ve ark. [95] tarafindan yiiriitiilen bir diger ¢alismada; manyok otu kiispesinin
substrat olarak kullanildigi ve oda sicakliginda yiiriitiilen fermantasyon deneylerinde,
fermantasyon siiresi, fermantasyon ortaminin baslangic pH’1, nem orani, azot ve karbon
kaynaklar1 ve kati substratin partikiil biiytikligii gibi gesitli parametrelerin A. pullulans
MTCC 2670 susunun pullulan iiretimi iizerine etkilerinin incelendigi ifade edilmistir.
Arastirmada denenen baslangic pH degerlerinin; 2.5-7.5, fermantasyon siiresinin; 1-8
giin, nem oraninin; 1:0.5-1:3 (substrat:nem) ve substratin partikiil biiyiikliigiiniin ise; 1.4-
4.7 mm araliginda degistigi ifade edilmistir. Ayrica, azot kaynaklar1 olarak; NaNOg,
NaNOz, NH4sNOs3, (NH4)2SO04, NH4Cl, pepton, malt dziitii, et 6ziitii ve maya Oziitiiniin,
karbon kaynaklar1 olarak ise; glukoz sakkaroz, fruktoz, maltoz, mannoz ve ksiloz
denendigi rapor edilmistir. Arastirmada, pullulan veriminin gravimetrik olarak 6l¢iildiigii
ve mg pullulan/g kurutulmus substrat (ks) olarak ifade edildigi belirtilmistir. S6z konusu
calismada, fermantasyon ortaminin baglangic pH degeri 2.5’den 5.5’e kadar
yiikseltildiginde, maya benzeri hiicre formunun arttig1 ve pullulan veriminin yiikseldigi;
5.5’den daha yiiksek pH degerlerinde ise, pullulan veriminin azaldigi rapor edilmistir.
Incelenen susun pullulan iiretimine fermantasyon siiresinin etkisinin incelendigi
deneylerde, fermantasyon ortaminin baslangic pH’inin 5.5 ve nem oranmin ise; 1:2
(substrat:nem) oldugu belirtilmis ve en yiiksek pullulan veriminin; 23.6 mg/g ks olarak,
fermantasyonun 4. giiniinde elde edildigi belirtilmistir. Fermantasyon ortamindaki

baslangi¢ nem miktarmin pullulan iiretimi tizerindeki etkilerinin incelendigi deneylerde
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de fermantasyon ortaminin baslangic pH’mnin 5.5 olarak sabit tutuldugu ve en yiiksek
pullulan veriminin; 24.3 mg/g ks olarak, nem oraninin 1:2 (substrat:nem) oldugu kosulda
elde edildigi rapor edilmistir. Farkli azot kaynaklarinin incelenen susun pullulan
tiretimine etkilerinin incelendigi deneylerde, fermantasyon ortaminin baslangi¢ pH’1, ve
nem oraninin sirasiyla; 5.5 ve 1:2 (substrat:nem) olarak sabit tutuldugu ve en yiiksek
pullulan veriminin; 33.4 mg/g ks olarak, NaNO2’in kullanildig1 deneyde elde edildigi
belirtilmistir. Calismanin bu asamasinda, maya o6ziitii ile de NaNO;’a yakin degerde
pullulan veriminin (32.1 mg/g ks) elde edildigi ifade edilmistir. S6z konusu ¢aligsmada,
deneylerde belirlenen manyok kiispesi optimum partikiil biiytikliigiiniin; 2.38 mm oldugu
ifade edilmistir. Farkli ek karbon kaynaklarinin etkilerinin incelendigi deneylerde, nem
orant 1:2 (manyok kiispesi:nem) ve baslangic pH’1 5.5 olan manyok kiispesinden
hazirlanan ortamda azot kaynagi olarak NaNO; kullanilmis ve bu ortama %3 w/w
derisimde glukoz, fruktoz, sakkaroz, mannoz, maltoz veya ksilozun ilave edildigi
belirtilmistir. S6z konusu ¢alismada, en yiiksek pullulan verimlerinin; 45.1 ve 40.0 mg/g
ks olarak, manyok kiispesinden hazirlanan ortama sirasiyla; mannoz ve glukoz
eklendiginde elde edildigi belirtilmistir. Mannozun farkli derisimlerinin, manyok kiispesi
ortamina ek substrat kaynagi olarak eklendigi deneylerde ise, en yliksek pullulan

verimine; 49.0 mg/g ks olarak %35 derisimde ulasildig1 da rapor edilmistir.

Pullulanin iiretim maliyetinin biiyiik 6l¢tide, kullanilan hammaddeye, 6zellikle de karbon
kaynagina bagli oldugu bildirilmektedir [26]. Bu biyopolimerin iiretimi igin gerekli olan
hammadde maliyetinin oldukg¢a yiiksek oldugu ve toplam maliyetin; %30 unu
olusturdugu ifade edilmektedir [118]. Yiiksek tiretim maliyetinin diigiiriilmesi amaciyla
pullulan iiretiminde, ucuz karbon kaynagi olarak, tarimsal atiklar ve dogal substratlarin
kullanimlarinin ~ arastirildigt  bazi  ¢alismalar mevcuttur  [3, 119]. Pullulan
fermantasyonunda dogal substrat kaynaklarinin kullanilmasiyla, tarimsal atiklarin geri
dontisiimlerine ve ¢evrenin korunmasina da katki saglanabilecegi vurgulanmaktadir [17,
19]. A. pullulans ile pullulan iiretimi ig¢in kullanilan dogal substrat kaynaklarinin
bazilarinin; peynir altt suyu, liziim pulpu, zeytinyagi fabrikasi atiklari, patates cipsi
tiretiminden kalan nisastali yan iiriinler, misir maserasyon sivisi, tatli patates, hindistan

cevizi yan Uriinleri, palmiye c¢ekirdegi, jack meyvesi ¢ekirdegi ve hurma surubu oldugu
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goriilmektedir [19, 84, 97, 120-124]. Pullulan iiretimi amaciyla, farkli tarimsal atiklarin

kullanildig1 baz1 ¢alismalara 6rnekler, Cizelge 2.2°de verilmektedir.

Cizelge 2.2.  Pullulan fermantasyonunda kullanilmis olan bazi1 dogal substratlar
Substrat Sus Referans
Turba yosunu hidrolizatt A. pullulans 2552, 140B ve 142 [125]
Proteini uzaklastirilmis peynir alti A. pullulans P56 [126]
suyu
Uziim pulpu A. pullulans NRRLY 6220 [66]

Zeytinyag fabrikasi atiklari
Nisastalr atiklar*

Hidrolize patates nisastasi
Biracilik atiklari

Misir surubu

Palmiye sekeri

Melas

Soya fasulyesi yag1
Manyok nisastast

Bugday samani

Piring samani

Odun talas1

Nisastal1 patates atig1
Glukoz surubu

Tatli peyniraltt suyu

Misir maserasyon s1vist
Tatl patates

Hindistan cevizi yan triinleri
Deoiledjatropha ¢ekirdegi keki
Hardal ¢ekirdegi yagi keki
Pamuk ¢ekirdegi yag1 keki
Piring kepegi yag1 keki

Soya fasulyesi yag1 keki
Palmiye ¢ekirdegi

A. pullulans NRRLY 6220, P56, 201253

A. pullulans P56

A. pullulans NYS-1, NYSRP-1, ATCC 201253
A. pullulans CFR-77, RBF 4A3, MTCC 2195
A. pullulans P56, ATCC 42023, MTCC 2195
A. pullulans NRRLY-6220

A. pullulans MTCC 1991

A. pullulans ATCC 42023

A. pullulans ATCC 42023, RBF 4A3
A. pullulans AP329, MTCC 2195
A. pullulans MTCC 2195

A. pullulans RBF 4A3

A. pullulans MTCC 2670

[119, 127, 128]
[129]

[130, 131]

[14, 49, 132, 133]
[84, 116, 123, 134]
[135]

[136]

[84]

[84, 133, 137]
[121, 138]
[19]

[82, 137]

[96, 97, 122]
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Cizelge 2.2. Devam ediyor

Substrat Sus Referans
Piring kepegi hidrolizati A. pullulans CCTCC M 2012259 [139]
Piring kepegi A. pullulans MTCC 2670 [97]
Bugday kepegi

Hindistan cevizi ¢ekirdegi

Jack meyvesi ¢ekirdegi A. pullulans NCIM 1049, MTCC 2195 [93, 123]
Soya fasulyesi posasi A. pullulans HP-2001 [140]
Yag1 uzaklagtirilmus hint fistig1 ¢ekirdegi keki A, pullulans RBF 4A3 [133]
Manyok kiispesi A. pullulans MTCC 2670 [95]
Manyok unu A. pullulans MTCC 2195 [141]
Kaju meyvesi suyu

Firincilik artiklart

Misir unu

Seker kamis1 kiispesi hidrolizat A. pullulans LB83 [106]
Hurma surubu A. pullulans [124]
Yer elmasi kokii A. pullulans Y-4137 [142]

Kavak odunu
Chlorella vulgaris mikroalg biyokiitlesi

Patates pulpu

*: Patates cipsi iiretiminden kalan nigastal1 yan tiriin

Thirumavalavan ve ark. [19] tarafindan yapilan bir ¢alismada; A. pullulans MTTC 2195
susu ile pullulan {iretimi amaciyla, fermantasyon ortaminda dogal substrat kaynaklar
olarak; hindistan cevizi yan lriinlerinin (hindistan cevizi suyu veya siitii) kullanildig:
belirtilmistir. S6z konusu calismada, hazirlanan fermantasyon ortamlarinin baslangic
seker derisimlerinin, sakkaroz da ilave edilerek 50 g/L olacak sekilde ayarlandig ifade
edilmistir. Anilan arastirmada ayrica, sakkaroz, potasyum dihidrojen fosfat, maya oziitii,
amonyum siilfat ve sodyum kloriir igeren sentetik bir fermantasyon ortaminda da,
incelenen susun pullulan {iretim 6zellikleri incelenmistir. Hindistan cevizi yan triinleri
kullanilarak hazirlanan fermantasyon ortamlari ile sentetik fermantasyon ortamindan elde
edilen pullulan derisimlerinin kiyaslandig1 deneylerde, en yliksek pullulan derisiminin;
54 g/L olarak, fermantasyonun 144. saatinde ve hindistan cevizi siitiiniin kullanildig:
deneyde elde edildigi rapor edilmistir. Ayn1 ¢alismada sentetik fermantasyon ortaminda

elde edilen en yiikksek pullulan derisiminin ise; 28 g/l oldugu ifade edilmistir.
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Arastirmada hindistan cevizi yan {irlinlerinin, igerdikleri zengin mineral ve amino asitler
nedeniyle, pullulan {iretimi i¢in oldukc¢a uygun substratlar olduklari rapor edilmistir.
Ayrica, bu yan Triinlerin herhangi bir 6n islem gerekmeden pullulan iiretiminde

kullanilabilmelerinin de bir avantaj oldugu vurgulanmistir [19].

Sugumaran ve ark. [97] tarafindan Hindistan’da gergeklestirilen bir diger ¢caligmada ise,
sakkaroz, (NH4)2SO4, maya 6ziitii, K2HPOs, MgSO4-7H20 ve NaCl’iin yan1 sira dogal
substrat kaynaklar1 olarak piring kepegi, bugday kepegi, hindistan cevizi ¢ekirdegi veya
palmiye ¢ekirdegini de igeren kat1 fermantasyon ortamlarinda, A. pullulans MTCC 2670
susunun pullulan dretim ozelliklerinin incelendigi ifade edilmistir. Calismada,
fermantasyon ortamlarinin baslangic pH’larinin 7.5, nem oranlarinin ise; %50 oldugu
belirtilmistir. S6z konusu deneylerde elde edilen en yiiksek pullulan derisimlerinin piring
kepegi, bugday kepegi, hindistan cevizi ¢ekirdegi ve palmiye cekirdegi ayri ayri
fermantasyon ortamlarinda kullanildiklarinda sirasiyla; 5.5, 7.5, 9.5 ve 16.0 g/L olarak
elde edildigi ifade edilmistir. Aragtirmada denenen dort tarimsal atik arasindan en yiiksek
pullulan iiretiminin, palmiye g¢ekirdeginin kullanildigi deneyde gergeklestirildigi, bu
deneyde elde edilen pullulanin FT-IR ve H NMR analizleri ile belirlenmis olan
karakterisitik 6zelliklerinin ticari pullulan ile ayni oldugu, bu nedenle de bu substratin
pullulan dretimi i¢in diisiik maliyetli potansiyel bir karbon kaynagi olabilecegi

vurgulanmigtir [97].

Sharma ve ark. [137] tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise, A. pullulans RBF 4A3
susu ile pullulan iiretiminde, substrat olarak ¢esitli tarimsal atiklarin (piring kepegi, soya
fasulyesi, pamuk ¢ekirdegi ve hardal ¢ekirdegi yag: kekleri ile misir maserasyon sivisi)
denendigi rapor edilmistir. Her bir dogal substratin fermantasyon ortami bilesiminde ayr1
ayr1 denendigi, ortamin %2’sinin tarimsal atik, %15’inin ise, glukozdan olustugu ifade
edilmistir. S6z konusu arastirmada fermantasyon deneylerinin 28°C’de, 250 mL
hacmindeki erlenlerin igerisinde, 25 mL ¢alisma hacminde ve ¢alkalamali sistemlerde,
200 rpm calkalama hizinda gerceklestirildigi rapor edilmistir. Bu c¢alismada en yiiksek
pullulan iiretiminin (88.59 g/L); misir maserasyon sivisinin substrat olarak kullanildigi
ortamda elde edildigi belirtilmistir. Calismada misir maserasyon sivisindan elde edilen

pullulan derisiminin, kullanilan diger dogal kaynaklar ile elde edilen pullulan
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derisimlerine kiyasla oldukga yiiksek oldugu; bunun nedeninin ise, misir maserasyon
stvisinin pullulan iiretimi icin yeterli oranda protein ve karbonhidrat icermesi oldugu

belirtilmistir [137].

Dogal substrat kaynaklarinin pullulan iiretimi amaciyla kullanildiklar1 bir bagska
aragtirmada bilesiminde sabit derisimde; maya Oziitii, (NH4)2SO4, NaCl, KoHPO4 ve
MgSO4:7H20 bulunan fermantasyon ortamlarinda substrat kaynagi olarak; patates
nisastas1 hidrolizat1 veya sakkaroz ya da patates nisastasi hidrolizati-sakkaroz (80:20)
karisimi veya patates nisastasi hidrolizati-sakkaroz-glukoz (80:10:10) karisimlarinin, sus
olarak ise; A. pullulans 201253’tin kullanildigi belirtilmistir [119]. S6z konusu
arastirmada deneylerin; kesikli sistemlerde, 10 L hacmindeki biyoreaktorlerde, 7 L’lik
fermantasyon hacimlerinde, 28°C’de ve 500 rpm karistirma hizinda gergeklestirildigi
ifade edilmistir. Bu ¢alismada, fermantasyon ortamlarindan belirli zaman araliklar ile
alinan 6rneklerdeki pullulan, biyokiitle ve indirgen seker derisimlerinin belirlendigi rapor
edilmistir. Bunun yami sira c¢alismada, mikroorganizmanin 6zgiil iireme ve substrat
tiketim hizlar ile 6zgiil {iriin olusum hizlarinin da hesaplandig belirtilmistir. Anilan
arastirmada en yiiksek biyokiitle derisiminin, 15.72 g/L olarak, nisasta hidrolizatinin tek
basina karbon kaynagi olarak kullanildigi deneyde elde edildigi ifade edilmistir. En
yiiksek pullulan derigiminin hidrolize patates nisastasi ile sakkarozun 80:20 oraninda
birlikte substrat olarak kullanildiklar1 fermantasyon ortaminda ve 54.57 g/L olarak elde
edildigi rapor edilmistir. S6z konusu arastirmada, patates hidrolizatina az miktarda
sakkaroz ilavesinin iiretilen pullulanin derisimini yiikselttigi, bunun nedeninin ise;
sakkarozun pullulan iiretiminde rol oynayan enzimlerin iiretimini arttirmast oldugu da
vurgulanmistir.  Arastirmada patates hidrolizatinin  pullulan {iretimi amaciyla
kullanilabilecek verimli ve ekonomik bir karbon kaynagi olabilecegi rapor edilmistir

[119].

Pullulan fermantasyonu sirasinda pullulan verimini artirmak ve/veya pullulan iiretiminde
kullanilan bazi A. pullulans suslarinin pullulan iiretimi i¢in istenmeyen bir 6zellik olan
melanin tiretimlerini engellemek amaciyla A. pullulans suslarinin etidyum bromid, etil
metansiilfonat (EMS), nitrdz asit ve/veya UV radyasyon gibi bazi mutajen ajanlar ile

mutasyona ugratildiklari rapor edilmektedir [48, 56, 117]. Pullulan fermantasyonu
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sirasinda iiretilen melaninin, fermantasyon ortaminin rengini koyu yesil ya da siyaha
dontistiirdiigii, daha sonra saflastirma asamasinda tiretilen bu melaninin, pullulandan aktif
komiir ile uzaklagtirllmasinin, prosese ek bir is gilicii ve maliyet getirdigi ifade
edilmektedir [92, 129, 130]. Mutasyon uygulamasi ile, hem iiretilen pullulan veriminin
arttirilabildigi hem de melaninin iiretiminin azaltilabildigi az sayida ¢alismanin oldugu
belirtilmektedir [117, 144, 145]. Gniewosz ve Reinhard [48] tarafindan yapilan bir
calismada; A. pullulans A.p.-3 susu ve bu susa kimyasal ve UV mutasyonun birlikte
uygulanmasi sonucunda elde edilen mutant A. pullulans B-1 susunun, pullulan tiretim
Ozelliklerinin incelendigi belirtilmistir. S6z konusu ¢alismada, melanin tiireten A.
pullulans A.p.-3 susunun yapilan uygulama sonucunda elde edilen mutantinin (A.
pullulans B-1) ise, melanin iiretmedigi ve pullulan veriminin de daha yiiksek oldugu rapor

edilmistir.

Chen ve arkadaslar1 [56] tarafindan yapilan bir ¢alismada; diisiik molekiil agirlikli
pullulan iiretimi amaciyla, ¢aligilan A. pullulans CGMCC 3.933 susuna UV mutasyonu
uygulandig1 rapor edilmistir. Arastirmada, yiiksek molekiil agirligina sahip pullulanin
fermantasyon ortaminin viskozitesini arttirdigi, bu durumun da pullulan iiretiminin
azalmasina neden oldugu belirtilmistir. Calismada ayrica, diisiik molekiil agirlikl
pullulanin kozmetik iiriinlerde ve diyet gidalarda kullanildig1 da ifade edilmistir. S6z
konusu ¢aligmada genel olarak, fermantasyon kosullarina ve kullanilan susa bagl olarak
pullulanin molekiil agirhigmin; 1.5x10% ile 1.2x10" Da araliginda degisiklik gosterdigi
belirtilmis, elde edilen A. pullulans UVMUG-1 mutant susunun, yiiksek derisimde ve
istenildigi gibi diisiik molekiil agirhigina (6.699x10* Da) sahip pullulan iiretebildigi rapor

edilmistir.

Termotolerant bir A. pullulans susunun kimyasal yontemlerle mutasyona ugratildig: bir
diger arastirmada ise; elde edilen mutant RG-5 susunun 42°C’de, orjinal sus ile
karsilastirildiginda, daha diisiik derisimde karbon ve azot kaynaklarinin kullanildigi
ortamda ve daha kisa siirede, daha yiiksek derisimde pullulan iiretebildigi belirtilmistir.
Aragtirmada, hem orjinal hem de mutant susun melanin tiretmedikleri de ifade edilmistir.
Anilan caligmada ayrica orjinal susun termotolerant oldugu, mutant susun da bu

termotolerant 6zelligini kaybetmedigi de vurgulanmistir [117].
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Ticari bir pullulan {ireticisi olan Hayashibara firmasi tarafindan {iiretim sirasinda
kullanilan as1 kiiltiiriniin, mutant A. pullulans AHU 9553, Dematium pullulans IFO 4464
ve Pullularia fermentans var. fermentans IFO 6401 suslarindan hazirlandig1 ifade
edilmektedir. Ticari tiretimde kullanilan mutant suslar ile daha kisa siirede, olduke¢a diisiik
miktarda siyah pigment i¢eren pullulan elde edilebildigi ve pullulan veriminin de ytiksek

oldugu rapor edilmektedir [36].

Pullulan tretimi ile ilgili olarak gerceklestirilen bazi arastirmalar incelendiginde,
genellikle tretici sus olarak; kiiltiir koleksiyonlarindan se¢ilmis olan A. pullulans
suglarinin kullanildigi goriilmektedir [128, 146-148]. Tiirkiye’de, 6zellikle son on bes
yilda, laboratuvar kosullarinda pullulan tiretimi ile ilgili gerceklestirilmis olan ¢esitli
bilimsel arastirmalarda ise, yurtdisindan saglanmis ve melanin {iretmedigi belirtilen
mutant bir sus olan A. pullulans P56 (Aristotle Universitesi, Selanik) ve yine yurt disindan
temin edilmis olan A. pullulans DSM-2404iin (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; Alman Kiiltiir Koleksiyonu) kullanildigi
ifade edilmistir [116, 146].

A. pullulans P56 susu ile yapilan gesitli ¢alismalarda genel olarak; farkli karbon
kaynaklarinin pullulan iiretimi iizerine etkilerinin aragtirilmasi [116], pullulan iiretiminin
optimizasyonu [128], pullulandan antimikrobiyal film tiretimi [147] gibi konularin ele

alindig1 goriilmektedir.

Goksungur ve ark. [116] tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, A. pullulans P56
susunun pullulan iiretimi {izerine, fermantasyon ortaminda kullanilan farkli karbon
kaynaklarimin etkilerinin incelendigi belirtilmistir. Bu amacla karbon kaynag: olarak;
pancar melast ve sakkarozun kullanildig1 ifade edilmistir. Calismadaki deneylerin,
baglangic substrat derisimleri ve baslangic pH’lan sirasiyla; 50 g/L ve 7.5 olan
fermantasyon ortamlarinda ve 28°C’de gergeklestirildigi belirtilmistir.  Anilan
arastirmada, sentetik fermantasyon ortaminin kullanildig1 deneyde elde edilen en yiiksek
EPS ve pullulan derisimlerinin sirasiyla; 21.4 ve 16.7 g/L, melas ¢ozeltisinin ¢esitli 6n
islemlerden gegirildikten sonra dogrudan fermantasyon ortami olarak kullanildig:
deneyde elde edilen en yiiksek EPS ve pullulan derisimlerinin ise sirasiyla; 35.0 ve 16.9
g/L oldugu ifade edilmistir.
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Pullulandan antimikrobiyel film iiretimine yonelik olarak yapilan bir bagka ¢calismada; A.
pullulans P56 susu kullanilarak tiretilmis olan ve belirli oranda pullulan igeren EPS’den
elde edilen biyofilmlere, cesitli oranlarda lizozim ilave edildigi bildirilmistir. S6z konusu
calismada; lizozim igeren bu pullulan filmlerin, Escherichia coli (ATCC 53868) ve
Lactobacillus plantarum (DSM 1954) bakterilerine karst inhibe edici etkilerinin
arastirildigr da belirtilmistir. Sonug olarak; c¢alisilan derisim araliginda lizozim ilave
edilerek hazirlanmis pullulan filmlerinden bazilarmin incelenen E. coli susu {izerine
antimikrobiyel etki gosterdigi ancak hazirlanan higbir filmin, L. plantarum’a kars

antibakteriyel etki gostermedigi rapor edilmistir [147].

Ulkemizde pullulan iiretimi amacryla A. pullulans P56 susunun kullamldig: bir diger
calismada; Ca-aljinat kullanilarak immobilize edilmis susun pullulan iiretimi {izerine,
cesitli fermantasyon parametrelerinin etkilerinin, yanit yiizey yontemi kullanilarak
incelendigi ifade edilmistir. Arastirmada segilen parametrelerin; fermantasyon ortaminin
baslangi¢ pH’1, calkalama hizi ve fermantasyon siiresi oldugu belirtilmistir. Yapilan
deneyler sonucunda optimum kosullarin; pH 7.31, calkalama hizi; 191.5 rpm ve
fermantasyon siiresi; 101.2 saat olarak belirlendigi ve bu kosullarda elde edilen en yiiksek

pullulan derisiminin ise; 21.07 + 0.48 g/dm?® oldugu rapor edilmistir [148].

Goksungur ve ark. [128] tarafindan yapilan bir diger arastirmada ise; substrat kaynagi
olarak hidrolize edilmis patates nisastasinin kullanildig1 fermantasyon ortamlarinda, A.
pullulans P56 susu ile pullulan iretiminin, yanit yiizey yontemi kullanilarak
optimizasyonu {izerine calisilmistir. Bu amagla segilen bagimsiz degiskenlerin;
fermantasyon siiresi, fermantasyon ortaminin baslangic substrat (patates nisastasi
hidrolizatinda yer alan glukoz) derisimi ve baslangic pH’1 oldugu belirtilmistir. S6z
konusu ¢alismada belirlenen optimum kosullarin anilan parametreler icin sirasiyla; 111.8
sa, 79.4 g substrat/L ve pH 7.26 olarak belirlendigi ve bu kosullarda elde edilen en yiiksek
pullulan derisiminin de; 19.2 g/L oldugu ifade edilmistir.

Ulkemizde yapilan ve A. pullulans DSM 2402 susunun kullanildig1 bir baska calismada
ise; tanimli, sentetik bir fermantasyon ortaminda, s6z konusu susun hava kaldirmali ve
kabarcik kolon biyoreaktorlerdeki pullulan {retimlerinin incelendigi ve {iretim

kosullarinin  optimizasyonunun gerceklestirildigi belirtilmistir. Arastirmada, hava
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kaldirmali biyoreaktorde elde edilen maksimum efektif verimin (Yp/s); 0.402, kabarcik
kolon biyoreaktorde elde edilen maksimum efektif verimden (Yp/s); 0.343 daha yiiksek
oldugu ifade edilmistir. Anilan ¢alismada daha sonra, ¢alisilan sus ile hava kaldirmali
biyoreaktérde pullulan iiretimine, substrat baslangi¢c derisimi, havalandirma hizi ve
fermantasyon siiresinin etkisinin yanit yiizey yontemi ile incelendigi belirtilmistir.
Arastirmada belirlenen optimum kosullarin, baslangi¢c substrat derisimi; 95.2 g/L,
havalandirma hizi; 1.93 vvm ve fermantasyon siiresi; 5.36 giin oldugu ifade edilirken bu
kosullarda elde edilen en yiiksek pullulan derigsiminin ise; 38.77 g/L oldugu rapor
edilmistir [146].

2.1. Kesikli Fermantasyon Sistemlerinin Modellenmelerinde Kullanilan Kinetik
Esitlikler

2.1.1. Ozgiil Ureme Hizi

Kesikli fermantasyon sistemlerinde, mikroorganizmalarin iissel ilireme bdlgesindeki
tireme hiz1 (dX/dt), fermantasyon ortaminda bulunan mikroorganizma derigimi (X) ile
dogru orantili olarak degismektedir [149-151]. Bir mikroorganizmanin {issel lireme
bolgesindeki iireme hizi, lremeyi sinirlandirict substratin  belirli bir baslangig

derisiminde, Es. 2.1 ile verilmektedir.

— =uX (2.1)

Bu esitlikte X; kuru agirlik olarak mikroorganizma derisimini (g mo/L), t; zamani (saat)

ve | (saatl) ise, mikroorganizmanin 6zgiil iireme hizin1 gostermektedir.

Bir mikroorganizmanin iissel lireme bolgesindeki 6zgiil lireme hizi sabit bir degerdedir.
Kesikli tliretim sistemlerinde, bir mikroorganizmanin iissel iireme bolgesindeki 6zgiil
tireme hizi, fermantasyon ortamindaki mikroorganizma derisiminin zamanla degisimini
gosteren grafik kullanilarak, farkli zamanlardaki X degerleri i¢in In X degerlerinin
hesaplanmasi ve bulunan bu degerlerin zamanla degisimini gésteren bir grafigin ¢izilmesi

ile Es. 2.2 kullanilarak hesaplanmaktadir [150].
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_1dX _ 2.2
HTX 9t (22)

2.1.2. Ozgiil Uriin Olusum Hiz1

Kesikli fermantasyon sistemleri i¢in 6zgiil liriin olusum hizi; Qp, lirin olusum hizinin
mikroorganizma derisimine orani olarak tanimlanmaktadir [149, 150]. Bu ¢alismada,
pullulan i¢in 6zgiil iirlin olusum hizi, pullulan ve biyokiitle derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler kullanilarak hesaplanmistir. Bu amagla, dnce pullulan
derisimlerinin (U; g pullulan/L) zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden farkl
zamanlardaki egim degerleri hesaplanarak iiriin olusum hizlar1 [dU/dt; g pullulan/(L.sa)]
bulunmus, daha sonra ise, mikroorganizma derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren
grafikler kullanilarak, ayni1 zamanlara karst gelen mikroorganizma derisimleri
belirlenerek, 6zgiil pullulan tiretim hizlari, [qp; g pullulan/(g mo.sa)] hesaplanmistir (Es.

2.3).

1 dU
= 2.3
A X dt 23)

2.1.3. Uriin Verimi

Kesikli fermentasyonlar igin {irlin verimi; Ypss, fermantasyon islemi sonucunda elde
edilen Uirtin miktarinin, tiiketilen substrat miktarina orani olarak tanimlanmakta olup (Es.

2.4), mikroorganizmanin ve substratin tiiriine baglh olarak degismektedir [150].

Ypis=- AU (2.4)
AS

Bu esitlikte S; substrat derisimini (g substrat/L) gostermektedir.

Bu ¢alismada, pullulan igin iiriin verimi (Ys, %), Es. 2.5 kullanilarak hesaplanmustir.

_ Cpm
Ys= g e 100 2.5)
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Bu esitlikte Cpm; fermantasyon sirasinda elde edilen en yiiksek pullulan derisimini ifade
etmekte olup; Sso Ve Ss ise sirasiyla, fermantasyon ortamindaki sakkarozun baslangigtaki

ve en yiiksek pullulan derisiminin elde edildigi andaki derisimlerini gostermektedir.

2.1.4. Substrat Tiiketim Hizi

Kesikli fermantasyon islemlerinde substrat tiiketim hizi (rs), fermantasyon ortaminda

bulunan bir substratin derisiminin zamanla degisimi (Es. 2.6) olarak tanimlanmaktadir.

fs=—— 2.6
R (2.6)

Bu calismada, A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iretiminde kullanilan farkli
bilesimlerdeki fermantasyon ortamlarindaki substratlarin derigimleri fermantasyon
stiresince tayin edilmis ve zamanla degisimlerini gosteren grafikler cizilerek, substrat
titketim hizlari, bu grafiklerdeki egrilerden farkli zamanlardaki egim degerleri bulunarak

hesaplanmustir.

2.2. Yanit Yiizey Yontemi

Bu tez calismasinda, A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iretimini etkileyen gesitli
bagimsiz degiskenlerin, secilen bazi bagimli degiskenler lizerindeki etkilerini gosteren
model esitliklerin tiiretilebilmesi amaciyla deney tasarimi ig¢in “Yanit Yiizey YOntemi

(Response Surface Methodology, RSM)” kullanilmustir.

Deney tasariminda kullanilan yanit yiizey yontemi, ilk olarak, Box ve Wilson tarafindan,
1951 yilinda tanimlanmis ve kimyasal proseslerin optimizasyonu amact ile gelistirilmistir
[152]. Bu yontem, halen, kimya, ilag, gida, bilgisayar ve otomotiv endiistrilerinde ve tipta
yaygin olarak kullanilan bir yontem olarak ifade edilmektedir. Yanit ylizey yonteminin
kullanildig1 uygulamalarda, pahali analiz yontemlerinin maliyetlerinin diisiiriilmesi ve
elde edilecek iiriinlerin miktar ve kalitelerinin arttirilmasi hedeflenmektedir. Yanit yiizey
yonteminde, bir prosesteki istenilen bir bagimli degisken (yanit; y) ile farkli sayidaki
bagimsiz degiskenler (x1, X2, X3, ..., Xk) arasindaki fonksiyonel bir iliskinin, bazi

matematiksel ve istatistiksel tekniklerin kullanilmasi ile tiiretilebilen ve diisiik dereceli
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bir polinom seklinde gosterilebilen bir model esitlik ile ifade edilebildigi belirtilmektedir
[153]. Yanit yiizey yonteminin, 6zellikle, bagimsiz degiskenlerin, iiriiniin veya prosesin
kalitesini ya da 6l¢iim sonucunu etkiledigi endiistrilerde kullanildig: bildirilmektedir. Bu
yontemde, bagimsiz degiskenlerin her biri, “faktér” olarak da tanimlanmakta ve
birbirlerinden bagimsiz olarak degisim gostermektedir. Endiistriyel uygulamalarda elde
edilen Gl¢tim sonucu ya da kalite 6zellikleri ise “yanit” olarak tanimlanmaktadir [153,
154]. Yanit yilizey yonteminin uygulandigi proseslerde genellikle, birden fazla yanit
bulunmaktadir [155].

Genel olarak, bir {irlin, proses ya da sistemin igerdigi y yaniti; X1, X2, X3, ..., Xk bagimsiz
degiskenlerine bagl olup bu degiskenler arasindaki iliski Es. 2.7 ile ifade edilmektedir
[154].

y=f(Xy, Xz, ...,xk) + € 2.7)

[P

Bu esitlikte yer alan y; yanit, f (x1, X, ..., Xk); yiizey ve “€” ise istatistiksel hata olarak

adlandirilmaktadir. €’a ait degerin, normal dagilima sahip oldugu, ortalamasinin sifir ve

varyans degerinin ise o2

fonksiyonu ise, Es 2.8 ile ifade edilmektedir [154].

oldugu kabul edilmektedir. Bu durumda, gercek yanit (ny)

ny =f Xy, X2, ..., Xk) (2.8)

Yanit ylizey yonteminin, temel olarak, sirasiyla, bagimsiz degiskenlerin se¢ilebilmesi
amaciyla eleme denemelerinin gergeklestirilmesi, deneysel bolgenin sinirlandirilmasi ve
islemin veya iiriiniin optimizasyonu olmak iizere {i¢ asamadan olustugu belirtilmektedir.
[153, 155]. Yanmit yiizey yonteminde takip edilmesi gereken islem basamaklari ise,
asagidaki gibi verilmektedir [153].

1. Yanit degerler iizerinde etkili olacak bagimsiz degiskenlerin, eleme deneyleri ve
literatiir taramasi yapilarak belirlenmesi.

2. Deney tasariminda kullanilacak yontemin segilmesi, tasarim bdlgesinin tespiti ve
deneylerin elde edilen deney tasarimina gore yiiriitiilmesi,

3. Regresyon analizi ile model gelistirilmesi ve secilen modelin uygunlugunun test

edilmesi i¢in varyans analizi (ANOVA),
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4. Elde edilen modelin onemli olup olmadig1 gbéz oniine alinarak bolge degisikligi
yapilmasinin gerekip gerekmediginin belirlenmesi,

5. Her bir yanit i¢in optimum degerlerin belirlenmesi.

2.2.1. Bagimsiz Degiskenlerin Secimi

Matematiksel modelinin tiiretilmesi istenilen bir prosesin, yanit yiizey yontemi ile deney
tasarim plani olusturulurken ilk olarak; s6z konusu prosesteki bagimli ve bagimsiz
degiskenlerin belirlenmeleri gerekmektedir. Bir sistemdeki yanitlarin degerleri o
sistemdeki bagimsiz degiskenlerin degerlerine bagl olarak degismektedir. Bu nedenle de,
yanit ylizey yonteminin uygulanmasi sirasinda, dnce bazi eleme deneylerinin yapilmasi
ve incelenen sistemin g¢iktilarim1 yalnizca Onemli derecede etkileyen bagimsiz
degiskenlerin belirlenmeleri gerekmektedir. Daha sonra ise, secilen bu sistem
degiskenlerin diizeyleri belirlenerek, yapilacak olan deneyler i¢in bir deney tasarim plani
olusturulmaktadir. S6z konusu bagimsiz degiskenlerin diizeyleri ise, her bir bagimsiz
degiskenin deneylerde kullanilacak olan matematiksel degerlerini ifade etmektedir. Bu
asamada, sec¢ilen bagimsiz degiskenlerin her biri icin minimum, maksimum ve merkezi
degerler belirlenmektedir. Belirlenen her bir deger, “kritik nokta” olarak da

adlandirilmaktadir.

2.2.2. Deney Tasarimi

Yanit ylizey yontemindeki en Onemli islem basamagi deney tasarimidir. Deney
tasarimindaki amag; uygun deney kombinasyonunun belirlenmesi ve yanitlarin
degerlendirilecegi noktalarin se¢imlerinin  gergeklestirilmesidir. Deney tasarimi

yapilirken izlenmesi gereken yol asagida belirtilmektedir;

1. Bagimsiz degiskenlerin diizeylerinin belirlenmesi,
2. Deney sayisinin belirlenmesi,

3. Deney sirasinin belirlenmesi.

Bagimsiz degiskenlerin diizeyleri degistik¢e yanit degiskenin degeri de degismektedir.
Yanit ylizey yonteminde bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri de belirlenmektedir.
Kodlanmis degerler, bagimsiz degiskenlerin, deney diizlemi igerisinde yer alan eksen
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tizerindeki boyutsuz degerleridir. Bagimsiz degiskenlere ait gercek degerlerin kodlanmis
degerlere doniistiiriilmesi i¢in Es 2.9 kullanilmaktadir [156, 157]. Burada xi; kodlanmis
degeri, Xi; gercek degeri, Ax; diizeyler arasindaki farki, xo ise; merkez noktadaki gercek

degeri gostermektedir.

Xi = (Xi — Xo)/Ax (2.9)

Deneylerin tasarimi i¢in gerekli olan kriterlerin ¢ogunun, prosesin matematiksel modeli
ile iliskili oldugu bilinmektedir. Yapilan deneyler sonucunda, bagimsiz degiskenlerin
yanit iizerine etkilerinin birinci dereceden bir model (2X faktoriyel tasarim, Plackett-
Burman tasarim, simplex tasarim vb.) ile uyumluluk gosterdikleri bulunuyorsa, elde
edilen verilerin {i¢c boyutlu bir grafikte egim gostermedigi goriilmektedir. iki bagimsiz
degiskenin oldugu bir deneyde, elde edilecek olan birinci dereceden bir polinomal model

denklemi Es. 2.10’daki gibi gosterilmektedir.

Ny = o + Paxa + Pax2 (2.10)

Bu esitlikte, B degerleri; regresyon katsayilarini, x ise bagimsiz degiskeni ifade

etmektedir.

Birinci dereceden model esitliginde, x1 Ve X2 bagimsiz degiskenlerinin, bagimli degisken
izerine sadece ana etkileri goriilmektedir. Eger degiskenler arasinda bir etkilesim s6z

konusu ise, birinci dereceden model, Es 2.11°deki gibi ifade edilmektedir.

Ny = Bo + Paxa + PaXz + Pr2X1X2 (2.11)

Ancak, deneysel verilerin gergek yanit fonksiyonlari birinci dereceden model ile
uyumluluk gostermemektedir. Bu nedenle de, elde edilen egriligin test edilmesi i¢in ikinci
dereceden bir model kullanilmas1 gerekmektedir. ki bagimsiz degiskenin oldugu
kosullarda, elde edilecek olan ikinci dereceden bir polinomal model denklemi Es. 2.12°de

verilmektedir.

Ny = Po+ PBixi + PrixXi? + Paax2? + PraXiXz (2.12)

Yanit ylizey yonteminde yaygin olarak ikinci dereceden model denkleminin kullanildigi

belirtilmektedir. Bunun birgok nedeninin oldugu ifade edilmektedir [154]. Ikinci
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dereceden model oldukea esnektir. Bu model ¢esitli fonksiyonel formlar alabilmekte ve

gercek yanit fonksiyonunun tahminlenmesi kolaylagmaktadir.

1. ikinci dereceden denklemlerde yer alan katsayr degerleri, B, en kiigiik kareler toplami

yontemi ile kolayca hesaplanabilmektedir.

2. Ikinci dereceden model denklemlerin, gergek yanit yiizey problemlerinin ¢dziimiinde

oldukga basarili oldugu belirtilmektedir [154].

Bu nedenlerle deney tasariminda, ikinci dereceden model ile uyumluluk gosterebilecek,
Box-Behnken, Doehlert, {i¢ seviyeli faktoriyel ya da merkezi karma tasarim (central
composite design, CCD) yontemlerinden birinin segilmesinin gerektigi ifade edilmektedir
[158].

Bu tez ¢alismasinda, deney tasarimi i¢in, merkezi karma tasarim yontemi kullanilmistir.

Merkezi karma tasarim yontemi, Box ve Wilson tarafindan gelistirilmis olup ii¢

basamaktan olusmaktadir [151, 152]:

1. Cok etkenli ya da kesikli faktoriyel tasarim,
2. Yildiz (star) noktalarin belirlenmesi ve

3. Merkez noktanin belirlenmesi.

Sekil 2.5°de deneysel tasarim noktalar1 gosterilmis, li¢ bagimsiz degiskenli bir CCD
modeli goriilmektedir. Ug bagimsiz degiskenli bu tasarimda, deneysel noktalarmn
yerlesimi bir kiibe benzetilmektedir. Kiipiin merkezinde her bir faktor i¢in belirlenen bir
merkez noktasi bulunmaktadir. Merkezden esit uzaklikta ve kiipiin koselerinde yer alan
faktoriyel noktalar, deney tasarimindaki +1 ve -1 degerlerini temsil etmektedir. Kiipiin
disinda bulunan ve merkez noktaya + a birim uzakta bulunan noktalar ise y1ldiz noktalar
olarak adlandirilmaktadir [158]. Buradaki a degeri Es 2.13 kullanilarak hesaplanmaktadir
[159].

o =[2¥4 (2.13)

Bu esitlikte k, bagimsiz degisken sayisini ifade etmektedir.
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CCD yonteminde, tim bagimsiz degiskenler —a, -1, 0, +1, +a olmak iizere bes seviyede

calisilmaktadir [160].

S
N g
4y~ | - X,
| ® Faktoriyel noktalar
| 4> Yildiz noktalar
|
(t} 4 Merkez nokta

Sekil 2.5. Ug bagimsiz degiskenli bir merkezi karma tasarim (CCD) yéntemi modeli

Faktor sayisinin 2 oldugu bir tasarimda o degeri; 1.414, faktor sayisinin 3 oldugu bir
tasarimda a degeri; 1.682 ve faktor sayisinin 4 oldugu bir tasarimda ise o degeri; 2 olarak
hesaplanmaktadir. Faktor sayisinin 2-4 arasinda degistigi; o degerinin ise, 1.5-2.0
arasinda oldugu prosesler i¢in CCD yontemi kullanilarak yapilacak tasarimlarin

dondiiriilebilir (rotatable) segilmesi gerektigi ifade edilmektedir [155].

Dondiiriilebilir merkezi karma tasarim (Central composite rotatable design, CCRD)
yontemi kullanilarak olusturulan deney tasariminda, gergeklestirilmesi gereken deney
sayis1 Es. 2.14’e gore hesaplanmaktadir. Bu esitlikte, k, bagimsiz degisken sayisini, ng ise

merkez noktadaki tekrar sayisini ifade etmektedir [153].

N = 25 + 2k + ng (2.14)
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2.2.3. Model Esitligin Uyumlulugunun Test Edilmesi

Deney tasarimi  gergeklestirildikten sonra elde edilen matrikse uygun olarak
gergeklestirilen deneyler sonucunda elde edilen veriler kullanilarak olusturulan model
esitligin uygunlugu varyans analizi (ANOVA) yapilarak test edilmektedir [153]. Bu
amagla, varyasyon katsayisinin hesaplanmasi, regresyon analizine hipotez testlerinin
uygulanmasi, belirleme katsayismin (R?) ve diizeltilmis belirleme katsayismin
hesaplanmas1 (R%j), tahminlenmis kalint1 hata kareler toplaminin (the predicted residual
error sum of squares, PRESS) hesaplanmas1 ve model uygunsuzlugunun test edilmesi
(lack of fit testi) gibi farkli test yontemleri uygulanmaktadir [161, 162]. Burada belirleme
katsayisinin 1’e yakin olmasi model uyumlulugunun yiiksek oldugunu gostermektedir.
R? degerinin 0.9’dan biiyiik oldugu matematiksel bir modelin, deneysel sonuglarla 6nemli

oranda uyumlu oldugu ifade edilmektedir [163].

Elde edilen modelin istatistiksel ©Oneminin belirlenmesi ic¢in Fisher (F) testi
kullanilmaktadir. F testi iki farkli sekilde uygulanmaktadir. Cesitli istatistiksel
hesaplamalar sonucunda elde edilen regresyona ait F degerinin, tabloda yer alan F
degerinden biiyiikk oldugu durumda, elde edilen matematiksel modelin dnemli oldugu
sonucu ¢ikarilabilmektedir. F testinin bir diger uygulamasinda ise; ¢esitli hesaplamalar
sonucunda elde edilen model uygunsuzluguna ait F degeri tabloda yer alan F degerinden
bliylik ise; model deneysel sonuclar ile uyumluluk gdstermemektedir ve gelistirilmesi
gerekmektedir [153]. Uyum eksikligi testinin yapilabilmesi i¢in deneylerin en azindan

merkez noktasinda tekrarli olmasi gerektigi ifade edilmektedir [153].

2.2.4. Optimum Kosullarin Belirlenmesi

Yanit ylizey yonteminin en 6nemli amacglarindan bir tanesi; istenilen yanitlar ig¢in
optimum faktér degerlerinin belirlenmesidir. Bunun ig¢in deneysel sonuclar ile 1yi
derecede uyumluluk gdsteren bir matematiksel model esitligin elde edilmesi
gerekmektedir. Her bir bagimli degisken icin elde edilen model esitlik, yanit yiizey grafigi
yardimi ile gozlemlenebilmektedir. Bu grafikler, iki bagimsiz degiskenin bagiml
degisken iizerindeki etkilerinin gosterildigi ii¢ boyutlu grafikleridir [153]. Bu grafiklerde
bir ya da birden fazla bagimsiz degiskene ait deger sabit kalmaktadir. Yanit yiizey
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grafiklerinde yer alan yiizey e§imleri incelenerek grafikte yer alan faktorlerin yanit
iizerindeki maksimum ve minimum etkileri gdzlemlenebilmektedir. iki bagimsiz
degiskenin bagimli degisken lizerindeki etkilerini gosteren iki boyutlu grafikler ise kontur

grafigi olarak adlandirilmaktadir.

CCD yonteminde, prosese ait birden fazla yanitin optimum degerleri, “istenilen hedefe
ulasma fonksiyonu (desirability)” adi altinda boyutsuz olarak verilmektedir. Istenilen
hedefe ulasma fonksiyonu ile, proses icerisindeki her bir yanit i¢in belirlenen degerler,
minimum, maksimum veya tek bir hedef deger olarak girilmektedir. istenilen hedefe
ulasma fonsiyonu degeri 0 ile 1 arasindadir ve 1’e yaklastik¢a belirlenen optimum

kosullarin hedef kosullara yakinlastig1 soylenebilmektedir.

“d” ile ifade edilen; istenilen hedefe ulagsma fonksiyonu, Es 2.15°deki gibi

degerlendirilmektedir;

0» y < Ymin
d = (y - Ymin)/(Ymax - Ymin): Ymin &Y = Ymax (2-15)
1L ¥ 2 Ymax

Burada y, prosese ait yanit; ymax V€ Ymin ise sirastyla, s6z konusu yanita ait maksimum ve

minumum degerlerdir.

Literatiirde, pullulan iiretiminde kullanilan fermantasyon ortamlarinin bilesimlerinin ve
fermantasyon kosullarinin optimizasyonu amaciyla yanit yiizey yonteminin kullanildigi
cesitli aragtirmalar yer almaktadir. Singh ve arkadaglari [13] tarafindan yapilan bir
calismada, pullulanin iiretim maliyetinin azaltilabilmesi i¢in, kullanilan fermantasyon
ortaminin bilesiminin yanit yiizey yontemi kullanilarak optimize edildigi ve bu amacla
deney tasarimi i¢in bes diizeyde, CCRD yo6nteminin kullanildig: ifade edilmistir. S6z
konusu ¢alismada, secilen bagimsiz degiskenlerin; fermantasyon ortamindaki sakkaroz,
(NH4)2SO4, maya oziiti, KoHPO4 ve NaCl derisimleri, yanitlarin ise; pullulan ve
biyokiitle derigimleri ile seker tiikketim orani oldugu bildirilmistir. 2010 yilinda, Cin’de
yapilan bir bagka arastirmada, A. pullulans SK1002 susunun pullulan iiretiminin
arttirtlabilmesi amaciyla fermantasyon kosullarinin optimizasyonunda yanit ylizey

yonteminin kullanildig1 bildirilmistir [72]. Bu arastirmada, deney tasariminin CCD
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yontemi kullanilarak ti¢ diizeyde gerceklestirildigi, daha sonra ise, fermantasyon
sicakligi, fermantasyon siiresi ve fermantasyon ortaminin baglangi¢ pH’1 olmak {izere {i¢
bagimsiz degiskenin pullulan iiretimi iizerine etkilerini gosteren model esitliklerin elde

edildigi rapor edilmistir [72].

Goksungur ve arkadaslar1 [128] tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, substrat kaynagi
olarak hidrolize patates nisastasi atiginin kullanildigi fermantasyon ortamlarinda, A.
pullulans P56 susu ile yiiksek derisimde pullulan elde edilebilmesi amaciyla,
fermantasyon kosullarinin optimizasyonunda yanit yiizey yonteminin kullandigi
belirtilmistir. Bu ¢alismada, fermantasyon siiresi, substrat baslangi¢ derisimi ve
fermantasyon ortaminin baslangi¢ pH’1t olmak iizere ii¢ parametrenin bagimsiz

degiskenler olarak secildikleri, deney tasariminin ise, CCD yontemi ile yapildig: ifade
edilmistir [128].

Chen ve arkadaglar1 [163] tarafindan gergeklestirilen bir diger ¢alismada ise; A. pullulans
CJOO1 susu ile pullulan tretiminde kullanilacak olan bir fermantasyon ortaminin
optimizasyonu amacityla yanit yiizey yonteminin kullanildig bildirilmistir. S6z konusu
caligmada, bu amagla iki farkli tasarim yonteminden yararlanildigi belirtilerek; pullulan
tiretimi tizerine kritik etkileri olan faktorlerin belirlenebilmesi amaciyla, 6nce; Plackett-
Burman tasariminin kullanildigi, daha sonra ise fermantasyon ortaminin optimizasyonu

icin; CCD yonteminden yararlanildigi ifade edilmistir [163].

Ganduri ve ark. [14] tarafindan gergeklestirilen ve fermantasyon ortaminin baslangig
substrat (palmiye sekeri) derisimi, baslangic pH’1 ve fermantasyon siiresi olarak secilen
fermantasyon parametrelerinin, A. pullulans MTCC 2195 susu ile pullulan iiretimi
tizerine etkilerini inceleyen bir arastirmada da yanit ylizey yonteminin kullanildig1 rapor
edilmistir. S6z konusu calismada, deney tasariminin CCD yontemine gore ii¢ diizeyde
gerceklestirildigi, merkez ve yildiz noktalarda; 6, faktoriyel noktalarda; 8 ve toplamda
ise; 20 deneyden olustugu belirtilmistir.

Yang ve ark. [3] tarafindan yapilan ve A. pullulans MTCC2195 susu ile pullulan
iiretiminin incelendigi bir diger caligmada ise, fermantasyon kosullarinin yanit yiizey

yontemi ile optimize edilerek pullulan {retiminin arttirilmasinin - hedeflendigi
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belirtilmistir. S6z konusu aragtirmada, deney tasariminin Box-Behnken yontemi ile {i¢
diizeyde yapildig1 ve bu amagla; se¢ilen fermantasyon ortaminda kullanilan soya unu
hidrolizati, (NH4)2SO4 ve K:HPO4.3H20 derisimlerinin, bagimsiz degiskenler olarak
secildikleri ifade edilmistir [3].

46



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizma

Bu tez c¢alismasinda kullanilan Aureobasidium pullulans suslari, c¢esitli kiiltiir
koleksiyonlarindan liyofilize formda ya da yatik kiiltiirler olarak saglanmiglardir. Biiyiik
kismi yurtdisindan saglanan bu suglarin  yam1 sira arastirmada, daha Once
laboratuvarimizda gergeklestirilen bir ¢alismamizda, taze toplanmis Gemlik zeytini
orneklerinden izole edilmis ve tanimlanmis olan A. pullulans AZ-6 susu da kullanilmustir.
Bu arastirmada kullanilan A. pullulans suslari, saglandiklar1 merkezler ve suslarin izole

edildikleri kaynaklara iligkin bilgiler; Cizelge 3.1 *de verilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismada denenen A. pullulans kiiltiirleri

Sus no. Koleksiyon merkezi IZOlasxon
kaynag

Varsova Universitesi, Bitki

A. pullulans BJ20p4 Patojenleri Boliimii, Polonya Elma

. Varsova Universitesi, Bitki

A. pullulans TreCisz2 Patojenleri Boliimii, Polonya Armut

A. pullulans G.Kaukaska B1 Vars.o va [J.nlYe{SIt?SI’ Bitki Armut
Patojenleri Boliimii, Polonya
Charles Universitesi, Botanik

A. pullulans CCF 4532 Boliimii, Fungus Koleksiyonu, Kiiflenmis ceviz

Cekya
A. pullulans MAFF 425047 NIAS Kiiltiir Koleksiyonu, Japonya | Oshima kirazi

NBRC Kiiltiir Koleksiyonu,

A. pullulans NBRC 100716
Japonya

Cilek

Hacettepe Universitesi, Gida

A. pullulans AZ-6 Miihendisligi Boliimii, Tiirkiye

Ham Zeytin

Calismada kullanilacak olan A. pullulans kiiltiirlerinin aktiflestirilmeleri amaci ile ilk
olarak; Yeast Extract Malt Extract (YM) broth besiyerine ekimler yapilmis ve ekilen
besiyerleri, 28°C’de yaklasik 48 saat inkiibasyona birakilarak canlandirilmiglardir. Bu
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arastirmada, ardisik pasajlarla aktiflestirilen tim A. pullulans suslari, YM agar
besiyerinde yatik stoklar halinde 4°C’de buzdolabinda saklanmislar ve uygun zaman
araliklart ile, ayn1 ortamlardan yararlanilarak aktiflestirilmislerdir. Kiiltiirlerin ayni
zamanda, %20 gliserin iceren Yeast Extract Pepton Dextrose (YEPD) sivi besiyerinde

stoklar1 da yapilarak, -70°C’de derin dondurucuda uzun siireli muhafazalar1 saglanmstir.

3.1.2.Besiyerleri

Arastirmada kullanilan tireme ve ana fermantasyon ortamlari, literatiirde A. pullulans’in
pullulan iretiminin incelendigi ¢esitli calismalar dikkate alinarak belirlenmistir.
Deneylerde, fermantasyon ortamlari i¢in hazirlanan inokulumlar, bilesimi; (g/L):
sakkaroz; 30, (NH4)2SOg; 2.0, maya ekstrakti; 3.0, K2HPOg4; 5.0, MgSQO4.7H20; 0.2 ve
NaCl; 1.0 olan iireme ortamlarinda hazirlanmislardir. Calismada ana fermantasyon ortami
olarak ise, bilesimi (g/L) sakkaroz; 50, (NH4)2SOs; 2.0, maya 6ziitii; 3.0, KoHPOg4; 5.0,
MgS04.7H20; 0.2 ve NaCl; 1.0 olan besiyeri kullanilmistir [19]. Arastirmada, A.
pullulans suslarinin canlandirilmalari amaciyla kullanilan YM broth besiyerinin bilesimi;
(g/L): glukoz; 10, maya 6ziitli; 3, malt 6ziitii; 3 ve pepton; 5 olup, suslarin yatik stoklar

halinde saklanmalar1 amaciyla ise; YM agar besiyerinden yararlanilmistir.

3.1.3. Dogal Substrat Kaynaklari

Bu tez calismasinda, bazi1 dogal substrat kaynaklarinin fermantasyon ortaminda karbon
kaynagi olarak veya dogrudan fermantasyon ortami olarak kullanilmalarinin, incelenen
A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimi {izerine etkilerini incelemek amaciyla, bazi
deneyler gercgeklestirilmistir. Bu arastirmada kullanilan dogal substrat kaynaklari
arasinda; peyniralti suyu, melas, lizim posasi, seker pancari kiispesi, kavun, karpuz,
sogan veya havug kabuklart ile tath patates yer almaktadir. Deneylerde kullanilan peynir
alt1 suyu, Corum’da bulunan bir siit ve siit liriinleri fabrikasindan, melas ve seker pancari
kiispesi Ornekleri ise, Safi Kat1 Yakit San. ve Ticaret A.S’e (6rnek temini sirasinda;
Tirkiye Seker Fabrikalar1 A.S.) ait, Corum seker fabrikasindan temin edilmistir.
Aragtirmada kullanilan {izim posasi Ornegi, Kavaklidere Saraplari A.S firmasinin

Ankara, Akyurt’ta bulunan fabrikasindan saglanmistir. Calismada kullanilan kavun,
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karpuz, sogan ve havug oOrnekleri, Ankara piyasasindan, tath patates Ornekleri ise,

Adana’daki yerel bir iireticiden satin alinmislardir.

3.1.4. Deney Diizenegi

Bu arastirmada deneysel ¢aligmalar, kesikli sistemde; sicaklig1 ve ¢alkalama hiz1 kontrol
edilebilen calkalamali su banyolarinda, 50-150 mL’lik ¢aligma hacminde, 250 ve 300
mL’lik erlenler kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismada Grant SS40-D (Birlesik
Krallik), Haake SWB 20 (Almanya) ve Niive ST-402 (Tiirkiye) modellerindeki
calkalamali su banyolar1 kullanilmigtir. Deneyler siiresince karigtirma hizlar; 100

vuru/dak’da sabit tutulmustur.
3.2. Yontem

3.2.1. Asi Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Fermantasyon deneylerinde kullanilacak ag1 kiiltiirlerinin  hazirlanmast amaciyla,
sirastyla; YM broth ve YM agar yatik besiyerlerinde 28°C’de, 48 saat inkiibasyona
birakilarak aktiflestirilmis olan A. pullulans suslari, bilesimi daha 6nce B6lim 3.1.2°de
verilen; Ureme ortamlarmna, 2 6ze dolusu/50 mL {reme ortami olacak sekilde, standart
capl bir 6ze yardimiyla inokiile edilmislerdir. Bu ortamlar daha sonra ¢alkalamali su
banyolarinda, 28°C’de, 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda, yaklasik 48 saat inkiibe
edilmiglerdir. Ureme ortamida gelistirilen A. pullulans Kkiiltiirleri, pullulan
fermantasyonu amactyla kullanilacak olan fermantasyon ortamlar i¢in, as1 kiiltiirii olarak

kullanilmislardir.

3.2.2. Baslangi¢ inokulum Derisiminin Tayini

Arastirmada kullanilan A. pullulans suslarinin, fermantasyon ortamlarindaki baslangig
inokiilasyon derisimlerinin belirlenebilmesi amaciyla ilk olarak, iireme ortamlarindan
alman kiiltiirlerin  %0.85’lik (w/v) serum fizyolojik icerisinde ardigik seyreltileri
hazirlanmistir. Daha sonra, bu seyreltilerden petri kaplarinda, 6énceden hazirlanmis YM
agar besiyerlerine, yiizeye siirme yontemi ile ekimler gergeklestirilmistir. Ekimleri

yapilan besiyerlerinin 28°C’de 48 saat inkiibasyonlarinin ardindan, olusan kiiltiirlerde
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koloni sayimlar1 yapilarak, her bir sus i¢in baslangic A. pullulans sayilari; kob/mL

cinsinden hesaplanmustir.

3.2.3. Biyokiitle Derisiminin Tayini

Bu tez calismasinda gercgeklestirilen fermantasyon deneylerinde biyokiitle derisimi, kuru
hiicre agirligi (g/L) cinsinden hesaplanmistir. Biyokiitle derisiminin 6l¢iilmesi amaciyla;
fermantasyon ortamindan yaklasik olarak; her 24 saatte bir alinan 10 mL kiiltlir 6rnegi ilk
olarak; 5000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmis ve daha sonra siipernatant ayrilarak, kalan
pelet bir etiivde 80°C’de, sabit tartima gelinceye kadar kurutulmustur. Kurutulan pelet

tartildiktan sonra, fermantasyon ortamindaki biyokiitle derisimi (g/L) hesaplanmistir.

3.2.4. Ekzopolisakkarit Derisiminin Tayini

Bu aragtirmada, fermantasyon ortaminda A. pullulans tarafindan {iretilmis olan
ekzopolisakkarit (EPS) derisiminin tayini amactyla, etil alkol ile ¢oktiirme ydntemi
kullanilmigtir [12]. Bu amagla fermantasyon ortamindan, yaklasik 24 saatte bir, 10 mL
kiiltiir alinarak, ornek 5000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmistir. Daha sonra,
santrifiijlenmis Ornegin siipernatant kismi, uygun hacimli temiz birer beher igerisine
ayrilarak iizerine, buzdolab: sicakliginda bekletilmis olan; %99.8’lik etil alkolden, iki
hacim (1:2) ilave edilmis ve ornekler, buzdolabinda yaklasik 24 saat bekletilmislerdir.
Etil alkol ekstraksiyonu uygulanan 6rnek, daha sonra karistirilarak santrifiij tiiplerine
aktarilmis ve 4100 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijlenen O6rnegin
stipernatant kismi, temiz birer beher icerisine ayrildiktan sonra geriye kalan ¢okelti bir
etiivde, 80°C’de sabit tartima gelinceye kadar kurutulmustur. Kurutulan 6rnek tartilarak,
fermantasyon ortaminda, A. pullulans tarafindan tiretilmis olan EPS derisimi; g/L olarak

hesaplanmuistir.

3.2.5. Pullulan Derisiminin Tayini

Bu tez ¢aligmasinda pullulan derisiminin tayininde; Sharma ve ark. [137] tarafindan
Onerilen yontem calismamiza uyarlanarak kullanilmistir. Pullulan analizi i¢in ilk olarak;

daha once Bolim 3.2.4°’de anlatildigi sekilde; fermantasyon ortamindan ayrilarak
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kurutulan EPS 6rnegi, sulu derisimi; 20 mg/mL saf su olacak sekilde temiz bir deney tiipii
igerisine tartilmig, daha sonra sicak su banyosu igerisinde tutularak ve ara ara
vortekslenerek ¢oziindiiriilmistiir. Bu sekilde hazirlanan ¢ozeltiden temiz bir deney tiipii
icerisine 0.5 mL alinarak iizerine daha 6nce hazirlanmis olan; 0.4 mL fosfat-sitrik asit
tamponundan (pH 5.0) ilave edilmis ve karistim vortekslenmistir. Daha sonra, bu
karisimin igerisine 0.1 mL pullulanaz (Promozyme D2, Sigma, ABD) enzimi ilave
edilerek bir vorteks yardimiyla karistirilmis ve karigim enzimatik hidroliz reaksiyonun
gerceklesebilmesi amaciyla, 40°C’ye ayarlanmis bir etiivde, 2 saat bekletilmistir [137].
Stire sonunda Ornegin uygun derisimleri hazirlanmis ve incelenen EPS Orneginin
pullulanaz enzimi ile hidrolizi sonucunda ortaya ¢ikan maltotrioz derisimine karsilik
gelen esdeger glukoz derisimi, dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi (bkz. Ek 1)
kullanilarak, 540 nm dalga boyunda, spektrofotometrik yontem ile tayin edilmistir [164].
Analizden elde edilen sonuclarin hesaplanmalarinda, 6nceden hazirlanmis glukoz calisma

dogrusundan (Sekil Ek 2.1) yararlanilmistir.

Pullulan analizinin gergeklestirildigi deneylerde, standart olarak; saf bir pullulan (Sigma,
ABD) 6rnegi de kullanilarak, analizi yapilan 6rnege uygulanan tiim islemler, bu 6rnege
de uygulanmistir. Spektrofotometrik dlgiimler sirasinda enzim ve substrat korii olmak
tizere; iki kor ¢ozelti kullanilmistir. Enzim korii olarak; enzim eklenmemis 6rnek ve
tampon igeren ¢ozelti, substrat korii olarak ise; 6rnek igermeyen fosfat-sitrik asit tamponu
cozeltisi kullanilmigtir. Analiz edilen EPS 6rnegindeki pullulan derisiminin tayininde;
EPS 6rnegi i¢in hesaplanmis olan esdeger glukoz derisimi, saf pullulan i¢in elde edilen
esdeger glukoz derisimine oranlanmis ve elde edilen oran, EPS’nin alinan kiiltiir

ornegindeki derisimi ile carpilmistir.

3.2.6. Cesitli Sekerlerin Derisimlerinin Tayininde Kullanilan Calisma Dogrularinin
Olusturulmasi

Bu calismadaki deneylerde, fermantasyon ortamlarina eklenen veya ortamda bulunan
baz1 sekerlerin derisimlerinin tayinleri amaciyla, ¢alisma dogrulari olusturulmustur. Bu
amagla, glukoz, sakkaroz, fruktoz, galaktoz ve laktoz i¢in hazirlanan ¢alisma dogrulari,

Sekil Ek 2.1 - 2.5°de verilmektedir.
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Calisma dogrularinin olusturulmasinda; glukoz, fruktoz, galaktoz ve laktoz i¢in; DNS
yontemi (bkz. Ek 1), sakkaroz igin ise; fenol-siilfiirik asit yontemi (bkz. EK 3)
kullanilmistir. Spektrofotometrik dl¢iimler; Boeco marka bir spektrofotometrede (model
S30, Almanya), indirgen sekerler i¢cin 540 nm, sakkaroz i¢in ise; 490 nm dalga boyunda
gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglardan yararlanilarak, ¢alisilan her bir seker icin
absorbans-derisim grafikleri ile bu degiskenler arasindaki iliskiyi gosteren korelasyon

esitlikleri olusturulmustur.
3.2.7. Enzimatik Yontem ile Glukoz ve Fruktoz Derisimlerinin Tayini

Bu tez calismasinda dogal substrat kaynaklarmin kullanildiklar1 bazi deneylerde,
fermantasyon ortamlarindaki glukoz derisimleri, D-glukoz HK enzimatik test Kiti
(Megazyme, Irlanda), fruktoz derisimleri ise; D-fruktoz/D-glukoz enzimatik test Kiti
(Megazyme, irlanda) kullanilarak, spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir. Analizler,
kitler tarafindan Onerilen yontemlere gore ve kitler ile birlikte verilen tampon ve diger
cozeltiler kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz sirasinda absorbans dl¢limleri; 340 nm
dalga boyunda yapilmis ve analiz edilen 6rnekteki glukoz ve/veya fruktoz derisimleri, her

bir kite ait prosediirde yer alan formiillerden yararlanilarak hesaplanmislardir.

3.2.8. pH Olciimii

Bu tez ¢aligmasindaki deneyler sirasinda, gesitli besiyerleri ve fermantasyon ortamlarinin
pH 6l¢iimlerinin ve ayarlamalarinin yapilabilmesi amaciyla; Hanna HI 221 model (Italya)

bir pH metre kullanilmistir.

3.2.9. Molekiiler Yap1 Analizi

Bu tez galismasinda, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilmis olan ve yiiksek miktarda
pullulan icerdigi belirlenen bazi EPS orneklerinin molekiiler yapi analizleri, Fourier
Transform Infrared (FT-IR) spektrometresi (Shimadzu, FTIR-8101, Japonya)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu asamada, Mishra ve Vuppu [165] tarafindan 6nerilen
yontem, calismamiza uyarlanarak kullanilmistir. Analizde ilk asamada; kurutulmus EPS
ornegi (bkz. Boliim 3.2.4) akik bir havan yardimi ile homojen hale getirildikten sonra bu
ornekten yaklagik 2 mg tartilarak, 80 mg KBr ile homojen bir karisim olusturacak sekilde
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kanistirilmistir. Daha sonra bu karigim, hidrolik bir pres (Shimadzu, Japonya) yardimi ile
preslenerek, pelet haline getirilmistir. Elde edilen pelet spektrometrenin okuma yapilan
haznesine yerlestirilmis ve spektroskopik taramalar; 4000-400 cm™ dalga sayilari
arasinda, 4.0 cm™ ¢oziiniirliikte ve 40 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Calismada saf
(Sigma, P-4516) ve ticari olarak iiretilmis olan bir pullulan (Hayashibara Co. Ltd.)
orneginin, FT-IR analizleri de gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda, A.
pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen EPS 6rneklerinin FT-IR spektrumlart ile, saf ve
ticari pullulan 6rneklerininkiler karsilagtirilarak, EPS 6rnekleri ile saf ve ticari pullulanin

molekiiler yapilarinin benzerlikleri degerlendirilmistir.

3.2.10. Pullulan Fermantasyonunda Kullanilacak Olan A. pullulans Susunun Se¢imi

Tez galismasinin bu boliimiinde ilk olarak, gesitli kiiltlir koleksiyonu merkezlerinden
getirtilen A. pullulans suslari ile kendi koleksiyonumuzda bulunan bir A. pullulans
susunun, EPS dretip iiretmediklerinin anlasilabilmesi amaciyla bir 6n deneme
gerceklestirilmistir. Bu arastirmada denenen A. pullulans suslari Cizelge 3.1°de
verilmektedir. Sus se¢imi amaciyla yapilan deneylerde, bilesimi daha Once Bolim
3.1.2°de verilen bir fermantasyon ortami1 kullanilmistir. Fermantasyon denemeleri, 50 mL
hacmindeki ortamlarda, 250 mL’lik erlenler igerisinde gerceklestirilmistir. YM agar
besiyerinde 28°C’de 48 saat aktiflestirilen her bir kiiltiirden ayr1 ayri birer 6ze dolusu
olacak sekilde ana fermantasyon ortamlarina asilanmis ve erlenler, ¢alkalamali bir su
banyosunda, 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda, 28°C’de inkiibasyona
birakilmiglardir. Suslarin EPS {iretip iiretmediklerinin belirlenebilmesi amaci ile
fermantasyon ortamlarindan 48 ve 72 saat sonra 10’ar mL kiiltlir 6rnekleri alinarak, bu
orneklerde EPS analizleri yapilmistir. Yapilan 6n denemeler sonucunda; incelenen tiim

A. pullulans suslarinin, EPS iretebildikleri belirlenmistir.

Tez ¢aligmasinin bu boliimiinde daha sonra, pullulan iiretimi yiiksek olan bir A. pullulans
susunun deneylerde kullanilmak {izere secilebilmesi amaciyla; incelenen yedi A.
pullulans susunun pullulan tiretimleri, karsilastirmali olarak arastirtlmistir. Bu amagla ilk
olarak; daha 6nce Boliim 3.2.1°de anlatildigr sekilde, her bir A. pullulans susuna ait asi
kiiltiirleri hazirlanmis ve bu kiiltiirler; 6nceden hazirlanmis ana fermantasyon ortamlarina

(bkz. Boliim 3.1.2) ayrt ayr1, %5 (v/v) oraninda asilanmiglardir. Bu asamada, calisilan
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suslarin baslangi¢ inokiilasyon derisimleri; daha dnce Boliim 3.2.2°de belirtildigi sekilde

saptanmistir.

Ana fermantasyon ortaminda gerceklestirilen deneyler; calkalamali bir su banyosunda,
28°C’de, 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda, 300 mL’lik erlenlerde, 150 mL ¢alisma
hacimlerinde gergeklestirilmistir. Deneyler sirasinda, fermantasyon boyunca yaklasik her
24 saatte bir ortamlardan 10 mL hacminde kiiltiir 6rnekleri alinarak bu 6rneklerde EPS,
pullulan ve biyokiitle derisimleri (g/L) olgiilmiistiir. Daha sonra ise, her bir sus i¢in
hesaplanan EPS, pullulan ve biyokiitle derisimlerinin zamana kars1 degisimlerini gosteren
grafikler cizilmistir. Grafiklerin ¢izilmeleri amaciyla; Origin Pro 8.5 (Originlab
Corporation, Northampton, ABD) paket programindan yararlanilmistir. Elde edilen
verilerden yararlanilarak, incelenen A. pullulans suslari arasinda, galisilan kosullarda, en
yiiksek derisimde pullulan {ireten sus belirlenmis ve daha sonra arastirmaya, bu sus ile

devam edilmistir.

3.2.11. Farkl Karbon Kaynaklarinin A. pullulans AZ-6 Susunun Pullulan Uretimi
Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Tez ¢aligmasinin bu boliimiinde gesitli karbon kaynaklarinin A. pullulans AZ-6 susunun
pullulan iiretimi tizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu amacla; glukoz, fruktoz, sakkaroz,
galaktoz ve maltoz kullanilmis, pullulan iiretimini en iyi destekleyen karbon kaynaginin

belirlenmesi amaglanmustir.

Gergeklestirilen deneylerde, daha 6nce B6liim 3.1.2°de bilesimi verilen ana fermantasyon
ortamindaki karbon kaynag tiirii, baslangi¢ derisimi 50 g/L olarak sabit olacak sekilde,
denenecek olan karbon kaynagi ile degistirilmistir. Calismada ilk olarak fermantasyon
ortami i¢in, A. pullulans AZ-6 susuna ait as1 kiiltiirii, B6liim 3.2.1°de belirtildigi sekilde
hazirlanmistir. Daha sonra bu kiiltiirden, baslangi¢ asilama derisimi yaklasik; 1x107
kob/mL olacak sekilde, %5 (v/v) oraninda farkli karbon kaynagi iceren fermantasyon
ortamlarma inokiilasyonlar yapilmistir. Her bir fermantasyon ortamindaki, A. pullulans
AZ-6 baslangic inokiilasyon derisiminin belirflenmesi amaciyla, kiiltiirel ekimler

gergeklestirilmistir (bkz. Boliim 3.2.2).
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Fermantasyonlar, ¢alkalamali bir su banyosunda, 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda,
28°C’de, 300 mL’lik erlenlerde, 150 mL ¢alisma hacminde yapilmis ve ortamlardan
yaklasik 24 saatte bir 6rnekler alinarak; EPS, pullulan, biyokiitle ve substrat derisimleri
analiz edilmistir. Elde edilen verilerin zamana kars1 degisimlerini gosteren grafikler
cizilerek ve bu grafiklerden yararlanilarak, her bir farkli karbon kaynagi igeren
fermantasyon ortami igin, maksimum EPS ve pullulan derisimleri, A. pullulans AZ-6
susunun Ozgiil lireme hizi, substrat tiiketim hiz1 ve 6zgiil pullulan olusum hizlar
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirilerek, A. pullulans AZ-6 susunun en
yiiksek miktarda pullulan iirettigi karbon kaynagi belirlenmis ve ¢alismanin daha sonraki
asamalarinda gergeklestirilen deneylerde substrat olarak, bu karbon kaynagi

kullanilmistir.

3.2.12. Farkh Azot Kaynagi Kombinasyonlarinin A. pullulans AZ-6 Susunun
Pullulan Uretimi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Arasgtirmanin bu asamasinda, farkli azot kaynagi kombinasyonlarinin A. pullulans AZ-6
susunun pullulan tiretimi tizerine etkileri incelenmistir. Bu amagla, organik ve inorganik
olmak {izere toplam alti farkli azot kaynagi, fermantasyon ortamlarina cesitli
kombinasyonlarda ilave edilerek bazi deneyler gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada organik
azot kaynaklar olarak; maya 0ziitii, {ire, pepton ve inorganik azot kaynaklar1 olarak ise;
(NH4)2S04, NaNO3 ve NH4ClI kullanilmigtir. Calismada kullanilan organik ve inorganik

azot kaynaklar1 ile bunlarin azot icerikleri Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Pullulan iiretiminde kullanilan organik ve inorganik azot kaynaklari ve

azot icerikleri

Azot kaynag Azot icerigi % (w/w)
Ure 46.60
Pepton 12.00
Maya 6ziitii 10.50
(NH4)2SO4 21.18
NaNOs 16.47
NH4CI 26.17
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A. pullulans AZ-6 susunun pullulan tretimi tzerine, farkli azot kaynagi
kombinasyonlarmin etkilerinin incelendigi ¢calismada, bilesiminde organik ve inorganik
olmak iizere iki farkli azot kaynagi kullanilan fermantasyon ortamlarinin denendigi, iki
grup deney yapilmistir. Her iki deney grubunda da ana fermantasyon ortaminda bulunan
azot kaynaklar1 disindaki tiim bilesenlerin derisimleri ve fermantasyon kosullari, sabit
tutulmustur. Birinci gruptaki deneylerde, ana fermantasyon ortamindaki sakkaroz,
K2HPO4, NaCl, MgS04.7H20 ve inorganik bir azot kaynagi olan; (NH4)2SO4’1n baslangig
derisimleri sabit tutularak, organik azot kaynag: tiiriindeki degisimin pullulan iiretimine
etkisi incelenmistir. Ikinci gruba giren deneylerde ise; ana fermantasyon ortamindaki
sakkaroz, K2HPO4, NaCl, MgS04.7H20 ve organik bir azot kaynagi olan; maya oziitiiniin
baslangi¢ derisimleri sabit tutularak, inorganik azot kaynag tiiriindeki degisimin,
pullulan iiretimine etkisi arastirilmgtir. ik gruptaki deneylerde kullanilan (NH4)2SO4’1n
baslangi¢c derisimi 2.00 g/L ve ikinci gruptaki deneylerde kullanilan maya Oziitiiniin
baslangic derisimi ise 3.00 g/L’dir. Deneylerde kullanilan, farkli azot kaynagi
kombinasyonlari ile fermantasyon ortamlarindaki baslangi¢ derisimleri; Cizelge 3.3’de

verilmektedir.

Cizelge 3.3.  A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iiretiminde kullanilan farkli azot

kaynagi kombinasyonlar1 ve fermantasyon ortamlarindaki baslangi¢

derisimleri
ortammdaid azor OTOENK  LOCEEEinorganik - UEEES
kaynagi karisimlari azot kaynag (g/L) azot kaynag (/L)
1 Maya oziitii 3.00 (NH4)2S04 2.00
2 Pepton 2.63 (NH4)2S04 2.00
3 Ure 0.68 (NH4)2S04 2.00
4 Maya oziitii 3.00 NaNOs 2.57
5 Maya 6ziitii 3.00 NH.4CI 1.62

Tez arastirmasinin bu asamasinda deney tasarimi yapilirken, ana fermantasyon ortaminin
bilesiminde yer alan maya 6ziitii (3.00 g/L) ve (NH4)2SO4 (2.00 g/L) igerisindeki azot

derisimleri hesaplanmis ve sirasiyla; 0.315 ve 0.424 g/L olarak bulunmustur. Ana
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fermantasyon ortaminda bulunan organik ve inorganik azot kaynaklarinin toplam azot
derisimi ise; 0.739 g/L olarak hesaplanmistir. Farkli azot kaynagi kombinasyonlarinin, A.
pullulans AZ-6 susunun pullulan tiretimi tizerindeki etkilerinin incelendigi deneylerde,
denenecek olan fermantasyon ortamlarinin bilesimindeki toplam azot derisimleri, ana

fermantasyon ortamindakine (0.739 g/L) esit olacak sekilde sabit tutulmustur.

Ik gruptaki deneylerde, fermantasyon ortamina, ana fermantasyon ortaminda yer alan
organik azot kaynagi; maya 6ziitline alternatif olarak yine bir organik azot kaynagi olan;
iire veya pepton ilave edilmis ve her birinin fermantasyon ortamindaki derisimi de,
besiyerindeki toplam azot derisimi (0.739 g/L) sabit kalacak sekilde hesaplanmistir.
Benzer sekilde, ikinci gruptaki deneylerde de; fermantasyon ortamina, ana fermantasyon
ortamindaki (NH4)2SO4’a alternatif, inorganik azot kaynaklari olarak; NaNOz veya
NH4Cl ilave edilmis ve her birinin fermantasyon ortamindaki derisimleri de, ortamin
toplam azot derisimi, yukarida belirtilen degerde sabit tutulacak sekilde ayarlanmistir
(Cizelge 3.3).

Deneyler, Cizelge 3.3’de belirtilen kombinasyonlardaki farkli azot kaynaklarini i¢eren
150 mL’lik fermantasyon ortamlarinda, 28°C’de, ¢alkalamali bir su banyosunda, 100
vuru/dak sabit calkalama hizinda gergeklestirilmistir. Fermantasyon deneylerinde asi
kiiltiiriiniin hazirlanmasi ve baslangi¢ inokiilasyon derisiminin saptanmasi, daha once

sirastyla Bolim 3.2.1 ve 3.2.2°de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

Farkli azot kaynagi kombinasyonlarinin, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iretimi
lizerine etkilerinin incelendigi deneylerde, yaklasik her 24 saatte bir fermantasyon
ortamlarindan 10 mL kiiltiir alinarak 6rneklerdeki EPS, pullulan, biyokiitle ve substrat
derigimleri belirlenmistir. Daha sonra, elde edilen verilerin zamana kars1 degisimlerini
gosteren grafikler c¢izilerek, her bir farkli azot kaynagi kombinasyonu igeren
fermantasyon ortami i¢in; maksimum EPS ve pullulan derigimleri, A. pullulans AZ-6
susunun Ozgiil lireme hizi, substrat tikketim hizi ve 6zgiil pullulan olusum hizlar
hesaplanmistir. Deneylerden sonra, A. pullulans AZ-6 susunun en yiiksek derigsimde
pullulan {irettigi fermantasyon ortaminin, azot kombinasyonu belirlenmis ve ¢alismanin
daha sonraki asamalarindaki fermantasyon ortamlarinda, bu azot kaynagi kombinasyonu

kullanilmistir.
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3.2.13. Optimizasyon Cahsmasi I¢in Deney Tasarim Planinin Olusturulmasi

Bu ¢aligmada, ¢esitli fermantasyon parametrelerinin A. pullulans AZ-6 susunun pullulan
tiretimi lizerindeki etkilerinin belirlenebilmesi ve pullulan iiretiminin optimizasyonu
amaciyla, yanit ylizey yontemi (Responce Surface Methodology; RSM) kullanilmistir.
Incelenen susun, pullulan {iretimini etkileyebilecek fermantasyon parametreleri
(bagimsiz degiskenler) olarak da; fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi
(g/L), baslangic pepton derigsimi (g/L), baslangic pH’1 ve sicaklik (°C) segilmiglerdir.
Optimizasyon c¢aligmast i¢in; Design Expert® 10.0.2 (Inc. Minneapolis, ABD)
programinin deneme siirimii kullanilmis ve bu program kullanilarak, doniistimlii merkezi

karma tasarim yontemine gore bir deney tasarim plani olusturulmustur.

Deney tasarimi, -2, -1, 0, +1, +2 olarak kodlanmis bes diizeyde gergeklestirilerek, 24
farkli kombinasyona sahip, merkez noktasinda 6 tekrarli toplam 30 deneysel noktadan
olugsmustur. Tasarimdaki o degeri, daha 6nce Bolim 2.2.2°de belirtilen Es. 2.13
kullanilarak; 2, deney sayis1 (N) ise; Es. 2.14 kullanilarak, program tarafindan; 30 olarak

hesaplanmustir.

Deney tasarimindaki bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri; Boliim 2.2.2°de yer

alan Es. 2.9 yardimiyla hesaplanmistir.

Bu calismada, fermantasyon ortaminin baglangic sakkaroz derisimi (X1), baslangic
pepton derisimi (X2), baslangic pH’1 (X3) ve sicaklik (X4) olmak iizere segilen dort
bagimsiz degiskenin her biri i¢in, deney tasariminda kullanilacak olan ¢alisma araligi
degerleri literatiirde benzer konuda yapilmis olan ¢esitli arastirmalar dikkate alinarak
belirlenmis olup, X1 i¢in; 20-100 g/L, Xz i¢in; 0-12 g/L, X3 igin; 2.5-8.5 ve X i¢in ise;
24-32°C araliginda olmak {izere her bir degisken i¢in, bes farkli seviye tespit edilmistir.
Deney tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenler ile literatiir taramasi sonucunda

belirlenen seviyeleri, Cizelge 3.4’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. Merkezi karma tasarim yonteminde kullanilan bagimsiz degiskenler ve

seviyeleri

Bagimsiz degiskenler Simge Degisken seviyeleri

-2 -1 0 +1 +2

Baslangi¢ sakkaroz derisimi (g/L) X1 20 40 60 80 100

Baslangi¢ pepton derisimi (g/L) X2 0 3 6 9 12
pH X3 25 4 5.5 7 8.5
Sicaklik (°C) X4 24 26 28 30 32

Cizelge 3.5. Bagimli degiskenler ve simgeleri

Bagimh degiskenler Simge
Maksimum EPS derisimi (g/L) Y1
Maksimum pullulan derisimi (g/L) Y2
Mikroorganizma 6zgiil iireme hizi (sa™) Y3
Maksimum 6zgiil pullulan {iretim hiz1 [g pullulan/(g mo.sa)] Ys
Pullulan verimi (%) Ys

Aragtirmada, tasarim planina gore gergeklestirilen her bir deney i¢in bagimli degiskenler
(yanitlar) olarak; maksimum EPS derisimi, maksimum pullulan derisimi,
mikroorganizmanin 6zgiil tireme hizi, maksimum 6zgiil pullulan iiretim hiz1 ve pullulan
verimi degerleri hesaplanmistir. Bu tez ¢alismasinda, model esitliklerin tiiretilmesi i¢in

secilen bagimh degiskenler ve simgeleri; Cizelge 3.5’ de gosterilmistir.

Bu calismada optimizasyon agamasinda, deney tasarim planinda yer alan her bir deney
icin verilen kosullarda fermantasyonlar gergeklestirilerek, fermantasyon boyunca belirli
zaman araliklarinda, kiiltiirlerden 10 mL hacminde 6rnekler alinmis ve bu 6rneklerdeki

EPS, pullulan, biyokiitle ve substrat derisimleri tayin edilmistir. Daha sonra, elde edilen
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sonuglarin her birinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ¢izilmistir. Deney tasarim
planina uygun olarak gerceklestirilen her deneyde elde edilen sonuglar degerlendirilerek,
maksimum EPS (Y1) ve maksimum pullulan (Y2) derisimleri belirlenmistir. Caligilan
mikroorganizmanin iissel iireme bolgesindeki 6zgiil tireme hizi, p (Ys), Boliim 2.1.1°de
verilmis olan; Es. 2.2 yardimiyla, In X degerlerinin zamanla degisimini gosteren grafik

kullanilarak hesaplanmustir.

Bu ¢alismada, maksimum 06zgiil pullulan {iretim hizlar1 (Y4) ise, her deney i¢in pullulan
ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden yararlanilarak
hesaplanmistir. Bu amagla, 6nce pullulan derisimlerinin zamanla degisimlerini gésteren
egrilerden farkli zamanlardaki egim degerleri hesaplanarak, iiriin olusum hizlari [dU/dt;
g pullulan/(L.sa)] bulunmus ve daha sonra ise; mikroorganizma derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafiklerden, ayni zamanlara kars1 gelen mikroorganizma derisim
degerleri okunarak, 6zgiil pullulan iiretim hizlar1t [qp; g pullulan/(g mo.sa)], Bolim
2.1.2°de yer alan; Es. 2.3 kullanilarak hesaplanmistir. Bulunan degerler igerisindeki en
yiiksek deger ise, s6z konusu deneydeki maksimum 6zgiil pullulan tiretim hizi (Y 4) olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada, her deney icin pullulan verimi; Ys (%) ise; Boliim 2.1.3’de

yer alan; Es. 2.5 kullanilarak hesaplanmastir.

3.2.14. Bagimh Degiskenlerin Yamt Yiizey Yontemi Ile Modellenmeleri

Bu ¢alismada, secilen bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenler iizerindeki etkilerini
gdsteren karesel model esitlikler, coklu regresyon analizi ile, Design Expert®10.0.2 (Inc.

Minneapolis, USA) programi kullanilarak tiiretilmislerdir.

Tez calismasinda, tiim yanitlarin modellenmelerinde, en yiiksek belirleme katsayilarinin
(R?) elde edildigi, Es. 3.1°de belirtilen karesel model denklemi ile uyumlu esitlikler
kullanilmistir. Burada, y; yanit, X ve Xj; bagimsiz degiskenler, Bo; sabit katsayi, Bj, Bjj
ve Pij ise sirastyla; lineer, ikinci dereceden ve iki terimli regresyon katsayilarini ifade

etmektedir [154].
k
y=p+ ) 1,8,)( + Z B X} Z 2ﬁl-jxl-xj (3.1)
= i< 7
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Her bir yamit i¢in tiiretilen karesel modelin uygunlugu, program tarafindan yapilan
varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Bunun i¢in, program tarafindan olusturulan
ANOVA tablosuna bakilarak; modelin %95 giiven diizeyinde 6nemli (p<0.05), modele
ait uyum eksikliginin dnemsiz (p>0.05) ve R? degerinin ise; 0.75°den biiyiik olup
olmadig1 incelenmistir. Bu asamada daha sonra, degiskenlerin yanitlar tizerindeki tek tek
ve karesel etkileri ile bu degiskenlerin ikili etkilerinin 6nemli olup olmadiklar
belirlenmistir. Bu amagla da, program tarafindan iiretilen ANOVA tablosuna bakilmis ve
p degerleri 0.05’den kiigiik olan dogrusal (Bj), karesel (Bjj) ve ikili etkilesim (i)

katsayilari, %95 giiven diizeyinde 6nemli olarak degerlendirilmistir.

Bu asamada son olarak, program tarafindan ¢izilen ve segilen bagimsiz degiskenlerin her
bir yanit iizerindeki ikili etkilerini gosteren ii¢ boyutlu yanit yiizey ve iki boyutlu kontur

grafikleri tek tek incelenmis ve yorumlanmustir.

3.2.15. A. pullulans AZ-6 Susu ile Pullulan Uretiminin Optimizasyonu

Bu tez c¢aligmasinda, incelenen bagimsiz degiskenlerin maksimum EPS ve pullulan
derigimleri ile A. pullulans AZ-6 susunun 6zgiil tireme hizi, maksimum 6zgiil pullulan
tiretim hiz1 ve pullulan verimi iizerindeki etkilerini gdsteren model esitlikler tiiretildikten
sonra, optimum deney kosullarinin belirlenebilmesi i¢in nilimerik optimizasyon

yapilmigtir. Bu amagla, “istenilen hedefe ulasma fonksiyonu” kullanilmistir.

Optimizasyon isleminden Once, istenen tiim yanitlar icin hedefler belirlenmistir. Bu
hedefler belirlenirken ise, istenen hedefe ulasma degerinin; 1’e yakin olmasina dikkat
edilmistir. Bu ¢alismanin en 6nemli amaglarindan biri; A. pullulans AZ-6 susu ile yiiksek
derisimde pullulan {iretimi oldugu i¢in fermantasyon islemi sonucunda elde edilecek
maksimum EPS ve pullulan derigimlerinin yiiksek olmas1 hedeflenmis ve her iki bagiml
degiskenin de degerlerinin maksimum olmasina karar verilmistir. Optimizasyon
calismasinda, diger yanitlardan, mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 ve pullulan verimi i¢in
herhangi bir hedef belirtilmemis ve maksimum 6zgiil pullulan {iretim hiz1 i¢in ise, daha

once hesaplanmis olan deger araliginda calisilmasi hedeflenmistir.
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Bu ¢aligsmada segilen her bir bagimsiz degisken i¢in de bir hedef belirtilmistir. Bu amagla,

her bagimsiz degiskenin degerinin, caligilan aralikta degistirilmesine karar verilmistir.

Optimizasyon c¢aligmasinda kullanilan degiskenler ve her biri i¢in belirlenen hedefler ile

bu degiskenlerin minimum ve maksimum degerleri; Cizelge 3.6’da sunulmustur. Istenilen

hedeflerin belirlenmesinden sonra, program tarafindan Onerilen farkli ¢ozlimler

degerlendirilerek, bunlar arasindan istenilen hedefe ulasma degeri en yiiksek olan

coziimlerden birisi secilerek, bu ¢ozliime ait kosullarda bir deney, paralelli olarak

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.6. Optimizasyon c¢alismasinda kullanilan degiskenler ile her biri igin

belirlenen hedefler ve bu degiskenlerin minimum ve maksimum degerleri

Degisken Simge Hedef Minimum  Maksimum
deger deger

Baslangi¢ sakkaroz X1 Caligilan aralikta 20 100

derisimi (g/L)

Baslangi¢ pepton derisimi X2  Calisilan aralikta 0 12

(9/L)

pH X3 Calisilan aralikta 2.5 8.5

Sicaklik (°C) Xa Calisilan aralikta 24 32

Maksimum EPS derisimi Y1 Maksimum 1.9 37

Maksimum pullulan Y2 Maksimum 2.01 37

Mikroorganizmanin 6zgiil Y3 Hedef belirtilmedi 0.025 0.058

iireme hiz1 (sa)

Maksimum 6zgiil pullulan

firetim hiza [g pullulan/(g Ys Calisilan aralikta 0.021 0.059

mo.sa)]

Pullulan verimi (%) Ys  Hedef belirtilmedi 6.9 47.3

Optimum kosullarda gergeklestirilen deneyler; ¢alkalamali bir su banyosunda, 100

vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda, 300 mL’lik erlenlerde, 150 mL’lik besiyerlerinde
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yapilmistir. Deneylerde, fermantasyon boyunca yaklasik her 24 saatte bir ortamlardan, 10
mL’lik 6rnekler alinarak bu 6rneklerde EPS, pullulan, biyokiitle ve substrat analizleri
yapilmigtir. Daha sonra ise, Origin Pro 8.5 (Originlab Corporation, Northampton, ABD)
paket programi kullanilarak, EPS, pullulan, biyokiitle ve substratin zamana karsi
degisimlerini gdsteren grafikler ¢izilmistir. Istenilen yanitlara ait degerler, elde edilen
grafiklerden de yararlanilarak, Bolim 3.2.13’de anlatildigi gibi belirlenmistir. Bu
asamadan sonra, optimum kosullarda elde edilen yanitlara ait deneysel degerlerin
uygunluklari, bu degerlerin Design Expert® 10.0.2 (Stat-ease Inc., Minneapolis, ABD)
programinin ileri analiz (post analysis) meniisliniin altindaki dogrulama (confirmation)
meniisiinde yer alan ve program tarafindan %95 giiven diizeyinde 6ngoriilen maksimum

ve minimum degerler arasinda olup olmadiklarina bakilarak degerlendirilmistir.

3.2.16. Baz1 Gida Endiistrisi Artiklan ile Cesitli Meyve ve Sebze Atiklarinin
Dogrudan ya da Baz1 On islemlerden Gegirildikten Sonra Fermantasyon Ortam
Temel Bileseni Olarak Kullamilmalarimin A. pullulans AZ-6 Susunun Pullulan
Uretimine Etkilerinin incelenmesi

Tez caligmasinin bu asamasinda, dogal substrat kaynagi olarak fermantasyon
ortamlarinda kullanilan bazi gida endiistrisi artiklari ile ¢esitli meyve ve sebze atiklarinin,
A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimi iizerine etkileri incelenmistir. Bu amagla,
gida endiistrisi artiklar1 olarak peynir alt1 suyu, melas, liziim posasi ve seker pancari
kiispesi, meyve ve sebze atiklar1 olarak kavun, karpuz, sogan ve havug kabuklari ve bir

diger dogal substrat kaynagi olarak da; tatl patates kullanilmistir.

Caligmada kullanilan her bir dogal substrat kaynagi, yapisina uygun 6n islemlerden
gecirildikten sonra, literatiir bilgileri dikkate alinarak belirlenen; bilesimlerinde bulunan
temel seker tlirii/tiirleri ve olas1 miktarlar1 dikkate alinarak, baslangi¢ seker derisimlerinin
tespiti amaciyla analiz edilmislerdir. Dogal substrat kaynaklari ile yapilan deneylerde,
optimizasyon calismasi sonucunda elde edilmis olan kosullarda (pH 6.48; 24.2°C) ve

fermantasyon ortami bilesiminde (bkz. Ek 4) caligilmistir.

Peynir alti suyunun (PAS) kullanildig1 deneylerde, ortam iki sekilde hazirlanarak
calistlmigtir. PAS, A. pullulans AZ-6’nin pullulan iiretimi ig¢in optimize edilmis olan

fermantasyon ortami bilesiminde (bkz. Ek 4) yer alan sakkaroz ¢ikartilarak, diger
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bilesenler ile birlikte veya dogrudan, baska hi¢bir bilesen eklenmeden ve herhangi bir 6n
islem yapilmaksizin, fermantasyon ortami olarak kullanilmistir. Deneylerden oOnce,
hazirlanan fermantasyon ortamlari, otoklavda 121°C’de, 15 dakika sterilize edilmis, daha
sonra ise; pH’lar1 6.48’¢ ayarlanmistir. Peynir alti suyu (PAS) ile hazirlanan
fermantasyon ortamlarindaki laktoz derisiminin tayini; DNS yontemi ile

gerceklestirilmistir [164].

Deneylerde, seker fabrikalarin endiistriyel agidan oldukca 6nemli bir artig1 olan melas
ile ¢alisildiginda ilk olarak, fenol-siilfiirik asit yontemi kullanilarak melas 6rneginin
bilesimindeki sakkaroz derisimi tayin edilmistir. Daha sonra melas, sakkaroz derisimi 100
g/L olacak sekilde saf su ile 1:10 oraninda seyreltilmistir [66]. Elde edilen melas ¢ozeltisi
dogrudan veya icerisine sakkaroz disindaki fermantasyon ortami bilesenleri (bkz. Ek 4);
eklenerek, sterilize edildikten sonra kullanilmistir. Hazirlanan fermantasyon ortamlarinin
sterilizasyonlar1 otoklavda, 121°C’de 15 dakika tutularak gerceklestirilmis ve ortamlar

sogutulduktan sonra baslangi¢ pH’lar1, aseptik kosullarda 6.48’e ayarlanmustir.

Uziim posasinin kullanildig1 deneylerde, iiziim posasinin igerisindeki sekerin ziitlenmesi
amaciyla Israilides ve ark. [66] tarafindan Onerilen yontem, ¢alismamiza uyarlanarak
kullanilmistir. Bu amagla; iiziim posasi {izerine 3:1 (w/v) oraninda, yaklasik 70°C’ye
isitilmig olan saf su eklenerek, posa laboratuvar tipi bir blender yardimi ile 30 dakika
boyunca aralikli olarak karigtirilmistir. Daha sonra hazirlanan bu karisim temiz bir tiilbent
yardimiyla siiziilmiistiir. Elde edilen iiziim posas1 0ziitii dogrudan fermantasyon ortami
olarak veya bilesimi Ek 4’de verilmis olan ortam bilesimindeki sakkaroz cikartilarak
deneylerde kullanilmustir. Uziim posasi 6ziitii kullanilarak hazirlanmis olan fermantasyon
ortamlari, 121°C’de 15 dakika sterilize edilerek, bu ortamlarin baslangic pH’lar1 6.48’e
ayarlanmistir. S6z konusu fermantasyon ortamlarinin baslangig glukoz ve fruktoz
derisimleri; D-fruktoz/D-glukoz enzimatik test kiti (Megazyme, Irlanda) kullanilarak

tayin edilmistir.

Bu tez calismasinda bir diger dogal substrat olarak kullanilan seker pancari kiispesinin
fermantasyon deneyleri i¢in hazirlanmasinda; iizim posasi i¢in kullanilan yontemden
yararlanilmistir [66]. Seker pancari kiispesi 6ziitii, diger dogal substratlarda oldugu gibi

dogrudan fermantasyon ortami olarak veya bilesimi Ek 4’de verilmis olan fermantasyon
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ortami bilesimindeki sakkaroz disindaki diger bilesenleri de icerecek sekilde
hazirlanarak, pullulan iiretimi amaciyla kullanilmistir. Hazirlanan fermantasyon ortamlari
121°C’de 15 dakika sterilize edilerek, pH’lar1, 6.48’e ayarlanmistir. Seker pancari kiispesi
Oziitli ile hazirlanan fermantasyon ortamlarinin bilesimlerindeki baslangic sakkaroz

derisiminin tayini amaci ile, fenol-siilfiirik asit yonteminden yararlanilmistir [166].

Tez arastirmasinin bu boliimiinde kullanilan, kavun, karpuz, sogan ve havug¢ kabugu
Oziitleri iceren fermantasyon ortamlarinin hazirlanmalarinda ilk olarak hammaddeler;
laboratuvarda bir yikama isleminden gecirildikten sonra, kabuklari uygun sekilde
soyulmustur. Bu amagla, kavun ve karpuz kabuklar1 yaklasik 2 cm kalinliginda, havug
kabuklar1 ise yaklasik; 0.1 cm kalinliginda olacak sekilde soyulmuslardir. Sogan
orneklerinde ise, kabuklarinin soyulmasi asamasinda, en dista bulunan ince kahverengi
kabuk ve altindaki beyaz kalin tabaka ile soganin bas kismi alinmistir. Anlatildig: sekilde
hazirlanan kabuk orneklerinin bilesimlerindeki sekerlerin Oziitlenebilmesi amaciyla;
sicak su ile dziitleme yonteminden yararlamilmistir [66]. Oziitleme isleminde kavun,
karpuz kabuklar1 ve sogan kabuklarina ayr1 ayri, 3:1 (w/v) oraninda olacak sekilde
yaklasik 70°C’ye 1sitilmis olan saf su ilave edilmis ve kabuklar bir blender yardimu ile
parcalanarak, 30 dakika boyunca, sik¢a karistirilarak, bekletilmislerdir. Yapilan islemin
ardindan karisim, temiz bir tiilbent yardimiyla sikilarak siiziilmiistiir. Kaba filtrasyonun
ardindan kalan siizlintiilere, 4100 rpm’de 20 dakikalik bir santrifiijleme islemi
uygulanmistir. Elde edilen kavun, karpuz ve sogan kabugu oziitleri dogrudan dogruya
veya bilesimi Ek 4’de verilen fermantasyon ortamindaki sakkaroz disindaki diger
bilesenler ayni derisimde igerisine eklenerek, otoklavda ayni kosullarda sterilize
edildikten sonra, fermantasyon ortami olarak kullanilmislardir. Kullanmadan once
ortamlarin baslangic pH degerleri 6.48’e ayarlanmistir. Kavun, karpuz ve havug kabugu
oOziitlerinden elde edilen fermantasyon ortamlarindaki baslangic fruktoz ve glukoz
derisimleri; D-fruktoz/D-glukoz enzimatik test kiti (Megazyme, Irlanda) ile tayin
edilmistir. Sogan kabugu 0ziitiiniin kullanildig1 fermantasyon ortamindaki baslangi¢

glukoz derisimi ise; D-glukoz HK (Megazyme, irlanda) test kiti ile belirlenmistir.

Dogal substrat kaynagi olarak tatli patatesin kullanildig1 deneylerde, patatesler yikanarak

kabuklar1 soyulduktan sonra, miimkiin oldugunca homojen boyutlarda, yaklasik 3x3 cm
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olacak sekilde kesilmislerdir. Daha sonra hazirlanan patateslerin {izerine 1:1 oraninda
(w/v) 70°C’ye 1sitilmig olan saf su eklenmis ve karisim, bir blender yardimi ile
parcalanmis ve 30 dakika boyunca, ara ara karigtirtlmistir [66]. Sicak su ile yapilan
Oziitlemenin sonunda &rnek temiz bir tiilbent yardimu ile stiziilmiistiir. Elde edilen tath
patates Oziitiinli igeren fermantasyon ortamlar1 da yukarida belirtilen diger dogal
substratlar: iceren fermantasyon ortamlarinda oldugu gibi iki farkli sekilde hazirlanmis,
otoklavda sterilize edilmis ve pH’lar1 ayarlanmistir. Tath patates oziitii ile hazirlanan
fermantasyon ortamlarinin baglangi¢ sakkaroz derisimleri; fenol-siilfiirik asit yontemi ile

analiz edilmistir.

Dogal substrat kaynaklar ile gerceklestirilen fermantasyon deneylerinde, hazirlanan
ortamlar i¢in A. pullulans AZ-6 Kkiiltiiriiniin hazirlanmasi1 daha 6nce Bolim 3.2.1°de
anlatildig1 sekilde yapilmistir. Hazirlanan A. pullulans AZ-6 kiiltiirii, fermantasyon
ortamindaki baslangic derisimi yaklasik; 1x10® kob/mL olacak sekilde, %5 (v/v) oraninda
ayr1 ayr1 fermantasyon ortamlarina asilanmistir. Deneylerde; A. pullulans AZ-6 susunun
fermantasyon ortamlarindaki baslangic derisimlerinin belirlenebilmesi amaciyla da, daha
once Boliim 3.2.2°de verilen kiiltiirel yontem kullanilmistir. Fermantasyon deneyleri;
kesikli sistemde, ¢alkalamali su banyolarinda, 300 mL’lik erlenler igerisinde 150 mL
calisma hacminde, 24.2°C’de, 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda gergeklestirilmistir.
Fermantasyon siiresince yaklasik 24 saatte bir ortamlardan 6rnekler alinarak 6rneklerde
EPS, pullulan, biyokiitle ve substrat derisimlerinin tayinleri gerceklestirilmistir. Daha
sonra elde edilen verilerin zamana karst degisimlerini gosteren grafikler cizilerek,
denenen her bir fermantasyon ortami i¢in elde edilen maksimum biyokiitle, EPS ve
pullulan derisimleri ile A. pullulans AZ-6 susunun 6zgiil iireme hiz1 ve 6zgil pullulan

olusum hiz1 degerleri ile substrat tiiketim hizlar1 hesaplanmistir.

3.2.17.UV Mutasyonun A. pullulans AZ-6 Susunun Pullulan Uretimi Uzerine
Etkilerinin Incelenmesi

Tez caligmasinin bu asamasinda, ultraviyole (UV) 1sm1 kullanilarak gercgeklestirilen
mutasyon uygulamasinin, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimi {izerine etkilerini
incelemek amaciyla bazi deneyler yapilmistir. UV mutasyonu uygulamasinda, Chen ve

ark. [56] ile Tarabasz-Szymafiska ve Galas [144] tarafindan Onerilen yontemler,
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calismamiza uyarlanarak kullanilmistir. A. pullulans AZ-6 susunun mutasyonu amaciyla;
254 nm dalga boyunda ve 8, 15 veya 30 watt giictindeki UV lambalar kullanilmistir. 8
watt giiciindeki UV uygulamasi, bir steril kabin (bioLAF, Tirkiye), 15 watt’lik uygulama
bir UV kabin (CAMAG, Isvicre) ve 30 watt’lik UV uygulamasi ise, steril hava akish bir
kabin (Miprolab, Tirkiye) igerisinde gergeklestirilmistir.

Deneylerde ilk olarak, 5 mL YM broth besiyerlerinde 72 saat gelistirilen A. pullulans AZ-
6 kiiltiirleri 5000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmislerdir. Elde edilen hiicre peletleri
tizerine 5 mL steril serum fizyolojik ilave edilerek vorteks ile karistirildiktan sonra tiipler,
5000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmislerdir. Peletlerin yikama islemleri 2 kez
uygulandiktan sonra fizerlerine, 5 mL steril serum fizyolojik ilave edilmis ve
vortekslenerek homojenize edilmislerdir. Bu sekilde hazirlanan hiicre ¢ozeltileri, aseptik
kosullarda, steril bos petri kaplarma aktarilmislardir. Igerisine A. pullulans AZ-6 hiicre
cozeltisi aktarilmig olan her bir Petri, 8, 15 veya 30 W giiciindeki UV kaynaklarin1 i¢eren
kabinlerde, kaynaga 15 cm uzaklikta, 5, 10, 15 veya 20 dakika bekletilmislerdir. Her bir
UV 1s1m1 uygulamasindan once ve sonra petri kaplarindaki hiicre ¢ozeltilerinden aseptik
kosullarda ornekler alinarak, %0.85’lik (w/v) serum fizyolojik igerisinde uygun
diliisyonlar hazirlanmigtir. Daha sonra bu diliisyonlardan YM agar besiyerlerine yiizeye
yayma yontemi ile ekimler gerceklestirilmis ve ekimleri yapilan petri kutular1 28°C’de,
48 saat inkiibasyona birakilmiglardir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan kiiltiirlerde
sayimlar gergeklestirilerek, UV uygulamasindan 6nceki ve sonraki hiicre derigimleri

belirlenmis ve her bir UV uygulamasi i¢in 6liim oranlar1 (%) hesaplanmuistir.

Oliim oranlarmin yaklasik %75den fazla oldugu kiiltiirlerde, olast mutant suslarin
secilebilmeleri amaciyla; tireyen kolonilerin makroskobik morfolojileri incelenerek renk,
boyut, sekil ve kenar Ozellikleri agisindan farkli Ozellikler gdsteren koloniler
belirlenmistir. S6z konusu kiiltiirlerde, A. pullulans AZ-6’nin tipik koloni goriintiisiinden
farklilik gosteren her koloni izole edilerek, dnce YM broth besiyerinde 28°C’de 48 saat
gelistirilerek saf kiiltiirleri elde edilmis ve daha sonra YM agar yatik besiyerlerinde
stoklar1 olusturulmistur.

Bu calismada, farkli doz ve siireler kullanilarak gerceklestirilen UV mutasyonu

uygulamasinin A. pullulans AZ-6 susunun, pullulan iiretimine etkilerinin incelendigi
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deneyler; optimizasyon c¢alismasi ile belirlenen fermantasyon kosullarinda (bkz. Boliim
4.6), secilen olast mutant suslar kullanilarak gergeklestirilmistir. Fermantasyon
deneylerinden Once, her bir olasi mutant susun iireme ortaminda as1 kiiltiirii hazirlanmig
(bkz. Boliim 3.2.1), daha sonra ise; bu kiiltiirden baslangi¢ inokiilasyon derisimi yaklasik
olarak; 1x10® kob/mL olacak sekilde, %5 (v/v) oraninda fermantasyon ortamlarina

asilanmustir.

Fermantasyon boyunca yaklasik her 24 saatte bir ortamlardan 6rnek alinarak, bu
orneklerdeki EPS, pullulan, biyokiitle ve substrat derisimleri belirlenmis ve elde edilen
verilerin zamana kars1 degisimlerini gosteren grafikler cizilmistir. Bu grafiklerden
yararlanilarak, olast mutant suslarin kullanildigi her bir fermantasyon ortaminda elde
edilen maksimum biyokiitle, EPS ve pullulan derisimleri ile A. pullulans AZ-6 susunun

substrat tiikketim hiz1, 6zgiil lireme hiz1 ve 6zgiil pullulan olusum hizlar1 hesaplanmastir.

3.2.18. EPS Orneklerinin Molekiil Agirliklarinin Hesaplanmasi

Bu calismada, A. pullulans AZ-6 susu ile gergeklestirilen deneylerde iiretilen ve yiiksek
miktarda pullulan iceren bazi EPS 6rneklerinin molekiil agirliklar: da hesaplanmistir. EPS
orneklerinin molekiil agirliklari, polimerlerin molekiil agirliklarinin hesaplanmasinda
kullanilan ve farkli derisimlerdeki seyreltik polimer c¢ozeltilerinin viskozitelerinin
6l¢iilmesini temel alan bir yontem [167, 168] kullanilarak bulunmustur. Bu yontemde, bir
polimerin ilk olarak farkli derisimlerdeki seyreltik ¢ozeltileri hazirlanarak viskoziteleri
Olciilmekte daha sonra ise, bulunan viskozite degerleri kullanilarak her bir ¢ozelti icin
intrinsik viskozite degeri hesaplanmakta ve seyreltik polimer ¢ozeltileri i¢in intrinsik
viskozite degeri ile polimerin molekiil agirligi arasindaki iliskiyi gosteren Mark-Houwink

esitligi kullanilarak molekiil agirlig1 hesaplanmaktadir.

Bu arastirmada, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tretilen EPS 6rneklerinin molekiil
agirliklarinin belirlenebilmesi i¢in bu 6rneklerin derisimleri, 1-5 g/100 mL aralifinda
degisen, sudaki seyreltik ¢ozeltileri hazirlanarak viskoziteleri (), 20°C’de ve 100 rpm
karistirma hizinda, bir Brookfield DV-II Pro (Brookfield, Middleboro, MA) model
viskozimetre ile LV-II (62) tip bir spindle kullanilarak, tayin edilmistir.
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Belirli bir sicakliktaki, yeterince seyreltik bir polimer ¢6zeltisinin bagil viskozitesi (1),
bu ¢ozeltinin viskozitesinin (1), ayni sicakliktaki bir referans sivinin (¢6ziiciiniin)
viskozitesine (no) orani olarak tanimlanmakta olup, Es. 3.2°de verilmektedir [168].
=1

e =1 (3.2)
Tez c¢alismasinda, molekiil agirliklar1 hesaplanacak olan EPS orneklerinin, farkl
derisimlerdeki seyreltik c¢ozeltilerinin bagil viskoziteleri de, Es 3.2 kullanilarak
hesaplanmistir. Bu amagla, yukaridaki esitlikte, n; seyreltik EPS ¢ozeltisinin, 20°C’deki

viskozitesi, no ise; ayni sicaklikta, referans ¢oziicli olarak kullanilan suyun viskozitesi

olarak kullanilmistir.

Seyreltik polimer ¢ozeltileri igin spesifik viskozite (nsp) Es. 3.3 ile gosterilmekte ve
¢Oziiclinlin viskozitesinde, ¢ozlinen molekiillerinin etkisiyle ortaya ¢ikan kismi artisi

ifade etmektedir.

Msp = Mr - 1 (3.3)

Bu calismada, her bir EPS 6rnegi kullanilarak hazirlanan seyreltik ¢ozeltiler i¢in spesifik

viskozite degerleri de, Es. 3.3 kullanilarak hesaplanmaistir.

Spesifik vizkozitenin ¢6zeltinin derisimine bagli olarak degistigi ve Es. 3.4’de verilen
Huggins bagintisiyla ifade edildigi belirtilmektedir [167, 168].

nsp/c = [n] + K'[n]?c (3.4)

Bu esitlikte, k'; Huggins sabitini, [n]; intrinsik viskoziteyi, c; ¢6zeltinin derigsimini
gostermekte olup, nsp/C orani ise; viskozite sayist veya indirgenmis spesifik viskozite

olarak tanimlanmaktadir.

Intrinsik viskozite, ¢ = 0 degeri kullanilarak yapilan ekstrapolasyon islemi sonucunda
bulunan kuramsal bir viskozite tiridiir. Intrinsik viskozite, molekiiller arasi
etkilesimlerin gézlenmedigi polimer ¢ozeltilerinde (sonsuz seyreltik ¢ozeltiler), polimer

molekiillerinin ¢o6ziicii viskozitesini arttirma yeteneginin 6l¢iisiinii gostermektedir. Bir
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¢ozeltideki polimer derisiminin azalmasiyla nsp/C oraninin da azaldig, yeterince seyreltik

(sonsuz seyreltik) ¢ozeltilerde [n] ise degerine ulastigi belirtilmektedir (bkz. Es. 3.4).

Yukaridaki viskozite tiirlerinden higbirisi ger¢ek viskozite birimi olan poise (g/cm.s)
biriminde degildir. Bagil ve spesifik viskoziteler birimsizdir. Indirgenmis viskozite ve

intrinsik viskozitenin birimleri ise, cm®/g gibi bir birim ile verilmektedir [168].

Bu ¢alismada, molekiil agirliklar1 hesaplanacak EPS orneklerinin farkli derigimlerdeki
seyreltik  ¢ozeltilerinin  spesifik  viskoziteleri hesaplandiktan sonra, intrinsik
viskozitelerinin bulunabilmesi i¢in 6nce indirgenmis spesifik viskozite (nsp/C) degerleri
hesaplanmis, daha sonra ise bu degerlerin ¢ozeltilerin derisimleri (c) ile degisimlerini
gosteren grafikler ¢izilmistir. Cozeltilerin intrinsik viskozite [n] degerleri ise, bu

grafiklerdeki dogrularin y eksenini kesim noktalarindan bulunmustur.

Mark-Houwink esitligi, polimer ¢ozeltilerinin intrinsik viskozitelerinin polimerlerinin

molekiil agirliklari ile degisimlerini ifade etmekte olup Es. 3.5’de verilmistir [167, 168].
[n] = K. M, "™ (3.5)

Bu esitlikte, K ve am, Mark-Houwink sabitleri, My ise molekiil agirligidir. Mark-

Houwink sabitlerinin degerlerinin sicaklia, polimer ve ¢dziicliniin tiirline bagli olarak

degistikleri ifade edilmektedir [168].

Literatiirden, 20°C’de, pullulanin sudaki ¢ozeltisi i¢cin K ve am degerleri, sirasiyla;
2.58x102 ve 0.646 olarak bulunmustur [108, 169]. Bu degerler, bilesiminin biiyiik bir
kismi1 pullulandan olusan EPS Orneklerinin molekiil agirliklarinin hesaplanmasinda
kullanilmistir. EPS 6rneklerinin molekiil agirliklari, her bir polimer ¢6zeltisi i¢in ¢izilen
grafikten hesaplanan intrinsik viskozite degerleri ile K ve am degerlerinin, Mark-
Houwink esitliginde (Es 3.5) yerlerine konulmasiyla elde edilen denklemlerden

hesaplanmastir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Pullulan Uretiminde Kullanilacak A. pullulans Susunun Se¢imine iliskin
Sonuclar

Pullulan iiretiminde kullanilacak olan A. pullulans susunun se¢imi amaciyla ilk olarak,
ana fermantasyon ortami (bkz. Bolim 3.1.2) kullanilarak gergeklestirilen deneylerde
cesitli kiiltiir koleksiyon merkezlerinden getirtilen alt1 sus ile, laboratuvarimizda kendi
kiiltiir koleksiyonumuzda yer alan, yerli A. pullulans AZ-6 susunun (bkz. Cizelge 3.1),
EPS iiretimleri aragtirllmistir. Yapilan deneyler sonucunda, incelenen tiim A. pullulans
suslarinin, EPS iiretebildikleri tespit edilmistir. incelenen A. pullulans suslari igerisinde
pullulan tiretimi yiliksek olan bir susun belirlenebilmesi amaci ile yapilan deneylerde (bkz
Bolim 3.2.10), ilk asamada incelenen; A. pullulans AZ-6, A. pullulans BJ20p4 ve A.
pullulans G. Kaukaska B1 suslari i¢in, fermantasyon siiresince firetilen EPS

derisimlerinin, zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.1.'de verilmistir.
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Sekil 4.1.  (A): A. pullulans AZ-6, (B): A. pullulans BJ20p4, (G): A. pullulans G.
Kaukaska B1 suslar1 tarafindan tretilen EPS derisimlerinin zamanla

degisimleri

Sekil 4.1 incelendiginde; A. pullulans AZ-6, A. pullulans BJ20p4 ve A. pullulans G.
Kaukaska B1 suglar1 tarafindan tiretilen en yliksek EPS derisimleri sirasiyla; 17.60, 4.30
ve 9.50 g/L olarak, fermantasyonun 168, 146 ve 168. saatlerinde belirlenmistir. A.
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pullulans AZ-6 tarafindan iretilen EPS derisiminin, 6zellikle, fermantasyonun 72.

saatinden sonra hizla arttig1 ve 168. saatten sonra ise bir miktar azaldig1 belirlenmistir.

A. pullulans AZ-6, A. pullulans BJ20p4 ve A. pullulans G. Kaukaska B1 suslari tarafindan
iretilen pullulan derisimlerinin, fermantasyon stiresince degisimlerini gosteren grafikler
ise; Sekil 4.2'de verilmistir. A. pullulans AZ-6 ve G. Kaukaska B1 suslari tarafindan
tiretilen en yiiksek pullulan derisimlerine sirastyla; 17.56 ve 9.15 g/L olarak,
fermantasyonun 168. saatinde ulasildigi tespit edilmistir. A. pullulans BJ20p4 susu
tarafindan iiretilen en yiiksek pullulan derisimi ise; fermantasyonun 146. saatinde, 3.83

g/L olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.2. (A): A. pullulans AZ-6, (B): A. pullulans BJ20p4, (G): A. pullulans G.
Kaukaska B1 suglar1 tarafindan {iretilen pullulan derisimlerinin zamanla

degisimleri

En yiiksek pullulan iireticisi susun belirlenebilmesi i¢in gerceklestirilen deneylerde, A.
pullulans AZ-6, A. pullulans BJ20p4 ve A. pullulans G. Kaukaska B1 suslarinin biyokiitle

derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.3’de sunulmustur.

A. pullulans AZ-6, A. pullulans BJ20p4 ve A. pullulans G. Kaukaska B1 suslari i¢in en
yiiksek biyokiitle derisimleri sirasiyla; fermantasyonun 245, 146 ve 216. saatlerinde;
10.90, 13.50 ve 10.70 g/L olarak ol¢iilmiistiir.
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Sekil 4.3. (A): A. pullulans AZ-6, (B): A. pullulans BJ20p4, (G): A. pullulans G.

Kaukaska B1 suslarinin biyokiitle derigimlerinin zamanla degisimleri

Incelenen suslar arasinda, pullulan iiretimi yiiksek olanin bulunabilmesi amaciyla
gerceklestirilen deneylerde, A. pullulans TreCisz2, A. pullulans CCF 4532, A. pullulans
MAFF 425047 ve A. pullulans NBRC ile galisildiginda, bu suslar tarafindan tiretilen EPS

derigimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise, Sekil 4.4’te verilmistir.

Sekil 4.4 incelendiginde, A. pullulans TrisCisz2 susu tarafindan tiretilen en yiiksek EPS
derisimine 6.00 g/L olarak, fermantasyonun 144. saatinde ulasildig1 tespit edilmistir.
Ayrica, A. pullulans CCF 4532 susu kullanilarak elde edilen en yiiksek EPS derisiminin,
fermantasyonun 144. saatinde 4.00 g/L ve A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan
tiretilen en yliksek EPS derisiminin ise; fermantasyonun 167. saatinde 3.90 g/L oldugu da
belirlenmistir. A. pullulans MAFF 425047 tarafindan iiretilen en yiiksek EPS derisimi ise,

fermantasyonun 72. saatinde, 3.10 g/L olarak tayin edilmistir.

Bu ¢alismada, A. pullulans TreCisz2, A. pullulans CCF 4532, A. pullulans MAFF 425047
ve A. pullulans NBRC suslar1 tarafindan iiretilen pullulan derisimlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.5°de sunulmustur.
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Sekil 4.4. (C): A. pullulans CCF 4532, (M): A. pullulans MAFF 425047, (N): A.
pullulans NBRC 100716 ve (T): A. pullulans TrisCisz2 suslari tarafindan

iretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.5. (C): A. pullulans CCF 4532, (M): A. pullulans MAFF 425047, (N): A.
pullulans NBRC 100716 ve (T): A. pullulans TrisCisz2 suslar1 tarafindan

tiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Deneylerde, A. pullulans TrisCisz2, A. pullulans NBRC 100716, A. pullulans CCF 4532
ve A. pullulans MAFF 425047 suslar tarafindan tiretilen en yiiksek pullulan derisimleri
sirasiyla; 5.98, 3.67, 3.30 ve 2.36 g/L olarak tayin edilmistir. A. pullulans TrisCisz2 ve A.
pullulans NBRC 100716 tarafindan iiretilen en yiiksek pullulan derisimlerine sirasiyla;
fermantasyonun 144. ve 167. saatlerinde, A. pullulans CCF 4532 ve A. pullulans MAFF
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425047 suslan tarafindan iiretilen en yiiksek pullulan derisimlerine ise; fermantasyonun

96. saatinde ulasildig1 belirlenmistir.

Bu suslara ait biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler, Sekil
4.6’da verilmistir. Sekil 4.6 incelendigine, A. pullulans TrisCisz2 susuna ait biyokiitle
derisiminin, zamanla fermantasyonun 240. saatine kadar hizla arttig1 ve en yliksek degeri
olan 12.60 g/L’ye ulastig1 belirlenmistir. A. pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle
derisiminin ise; zaman arttikca fermantasyonun 193. saatine kadar arttig1 ve daha sonra
ise ¢ok fazla degismedigi saptanmistir. Bu susa ait en yliksek biyokiitle derisimi, 12.50
g/L olarak tayin edilmistir. A. pullulans CCF 4532 susuna ait biyokiitle derisiminin;
zamanla artarak, fermantasyonun 144. saatinde, en yiiksek degeri olan 6.00 g/L’ye
ulastig1 ve daha sonra ise bir miktar azaldig1 belirlenmistir. A. pullulans MAFF 425047
susunun biyokiitle derisiminde, fermantasyon siiresince herhangi bir artis saptanamamast
nedeniyle kullanilan ana fermantasyon ortami bilesiminin ve ¢aligma kosullarinin A.

pullulans MAFF 425047 susunun iiremesini desteklemedigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.6. (C): A. pullulans CCF 4532, (M): A. pullulans MAFF 425047, (N): A.
pullulans NBRC 100716 ve (T): A. pullulans TrisCisz2 suslarinin biyokiitle

derigimlerinin zamanla degisimleri

Ana fermantasyon ortamindaki fermantasyon deneylerinde pullulan {iretimleri incelenen
A. pullulans suslarinin baslangig inokiilasyon derisimleri ile fermantasyon sirasinda elde

edilen en yiiksek EPS, pullulan ve biyokiitle derisimleri Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Ana fermantasyon ortaminda yapilan deneylerde incelenen A. pullulans
suslarmin baslangi¢ inokiilasyon derisimleri ile fermantasyon sirasinda

elde edilen en yiiksek EPS, pullulan ve biyokiitle derisimleri

. g E

E E 5

2=3 = g =
S EE L3 Efa 2o
Sus = £3 B =3 23
O 0 O M= Q. ~ — N

B) O X 2 ~ >

g ~ Y 3

— 'M W

g = S E

s 5 z ?

= i3
A.pullulans AZ-6 2.4x10* 17.60 17.56 10.90
A. pullulans BJ20p4 8.1x10* 4.30 3.83 13.50
A. pullulans G. Kaukaska B1 5.7x10° 9.50 9.15 10.70
A. pullulans CCF 4532 2.4x108 4.00 3.30 6.00

A. pullulans MAFF 425047 1.3x10° 3.10 2.36 -
A. pullulans NBRC 100716 5.4x10° 3.90 3.67 12.50
A. pullulans TreCisz2 2.8x10° 6.00 5.98 12.60

Bu caligmadaki pullulan iiretim kapasiteleri incelenen yedi farkli A. pullulans susu
icerisinde, deneylerde kullanilan ana fermentasyon ortaminda en yiiksek derisimde
pullulan iireten susun, A. pullulans AZ-6 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bu susun
kullan1ldig1 deneyde, en yliksek EPS derisimi; 17.60 g/L ve en yiiksek pullulan derigimi
ise; 17.56 g/L olarak bulunmustur. Bu deneylerde, pullulan iiretimi nispeten yiiksek
bulunan bir diger sus ise; A. pullulans G. Kaukaska B1 olup, bu sus tarafindan iiretilen en
yiiksek EPS ve pullulan derisimleri ise sirasiyla; 9.50 ve 9.15 g/L olarak belirlenmistir.
Diger suslar ile ¢calisildiginda ise; elde edilen EPS ve pullulan derigimlerinin daha diisiik
olduklar1 tespit edilmistir. Bu nedenle c¢alismaya kendi kiiltir kolleksiyonumuzda
bulunan ve ham zeytinden izole ettigimiz bir sus olan A. pullulans AZ-6 ile devam

edilmesine karar verilmistir.
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4.2. Farkh Karbon Kaynaklarmmin A. pullulans AZ-6 Susunun Pullulan Uretimi
Uzerine Etkilerinin Arastirilmasina iliskin Sonuclar

Fermantasyon ortamlarinda substrat kaynagi olarak farkli karbon kaynaklarinin
kullanilmasmin, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan {iretimi {izerine etkilerinin
incelendigi deneyler daha 6nce Boliim 3.2.11°de anlatildigr sekilde gergeklestirilmistir.
S6z konusu deneylerde, fermantasyon ortamlarinda substrat kaynaklar1 olarak, glukoz,
fruktoz, sakkaroz, galaktoz ve maltoz kullanilmistir. Bu deneylerde, fermantasyon
ortamlarma asilanan A. pullulans AZ-6 susunun baslangi¢ asilama derisimi; 2.6x10°

kob/mL olarak belirlenmistir.

Fermantasyon ortamlarinda farkli karbon kaynaklarinin kullanilmasinin pullulan {iretimi
tizerine etkilerinin incelendigi deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iretilen EPS

derisimlerinin zamanla degisimleri Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Farkli karbon kaynaklarinin A. pullulans AZ-6 susunun EPS iiretimine

etkileri

Bu calismadaki, en yiiksek EPS derisimlerinin, fermantasyon ortaminda karbon kaynagi
olarak fruktoz, sakkaroz veya glukozun kullanildigi deneylerde elde edildikleri
belirlenmigtir. Sekil 4.7 incelendiginde, fruktoz, sakkaroz ve glukozun substrat olarak
kullanildiklar1 fermantasyon ortamlarinda, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen
EPS derisimlerinin zamanla degisimlerinin benzerlik gosterdikleri ve bu ortamlarda elde

edilen en yiiksek EPS derisimlerinin sirasiyla; 12.10, 11.80 ve 11.10 g/L olduklari tespit
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edilmistir. Ayrica, en ylksek EPS {iretiminin, sakkaroz veya fruktozun substrat olarak
kullanildiklar1 deneylerde, fermantasyonun 144. saatinde; glukozun substrat olarak
kullanildig1 deneyde ise; fermantasyonun 168. saatinde gerceklestigi de gozlenmistir.
Maltozun substrat olarak kullanildig1 deneyde en yiliksek EPS derisimi, fermantasyonun
144. saatinde; 3.70 g/L olarak ve galaktozun substrat olarak kullanildig1 deneyde ise;

fermantasyonun 168. saatinde; 5.80 g/L olarak elde edilmistir.

Fermantasyon ortamlarinda substrat olarak farkli karbon kaynaklarmin kullanildiklari
caligmalarda pullulan derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler, Sekil

4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Farkli karbon kaynaklarinin A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimine

etkileri

Sekil 4.8 incelendiginde, fermantasyon ortamlarinda glukoz, sakkaroz veya fruktozun
substrat olarak kullanildiklar1 ¢alismalarda elde edilen pullulan derisimlerinin, maltoz
veya galaktozun substrat olarak kullanildiklar1 ¢alismalarda elde edilen derisimlerden
daha yiiksek olduklar1 belirlenmistir. Fruktozun karbon kaynagi olarak kullanildig:
deneyde, en yiiksek pullulan derisimi, fermantasyonun 144. saatinde, 12.10 g/LL olarak
tayin edilmistir. Sakkarozun karbon kaynagi olarak kullanildigi deneyde, en yliksek
pullulan derisimi, fermantasyonun 168. saatinde, 11.00 g/L ve glukozun karbon kaynagi
olarak kullanildig1 deneyde ise; fermantasyonun 218. saatinde, 10.77 g/L olarak tayin

edilmistir. Galaktoz ya da maltozun fermantasyon ortamlarinda karbon kaynagi olarak
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kullanildiklar1 deneylerde ise, en yiiksek pullulan derisimleri, sirasiyla; fermantasyonun

168. saatinde, 5.16 ve fermantasyonun 144. saatinde, 3.22 g/L olarak elde edilmistir.

Ortamdaki karbon kaynag tiiriiniin, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisimine
etkisi ise; Sekil 4.9°da gosterilmistir. Fruktoz, glukoz veya sakkarozun substrat olarak
kullanildiklart1 ~ fermantasyon ortamlarinda  biyokiitle  derisimlerinin  zamanla
degisimlerinin benzerlikler gosterdikleri belirlenmistir. S6z konusu substratlarin
kullanildiklar1 ortamlarda, biyokiitle derisimlerinin fermantasyonun 168. saatine kadar
arttiklar1, daha sonra ise ¢ok fazla degismedikleri saptanmistir. Fruktoz, glukoz ve
sakkarozun substrat olarak kullanildiklar1 deneylerde en yiiksek biyokiitle derisimleri
strastyla; 10.30, 9.40 ve 9.30 g/L olarak elde edilmistir. Maltoz veya galaktozun substrat
olarak kullanildig1 deneylerde ise, biyokiitle derisiminin fermantasyon siiresince hizla
arttig1 bulunmustur. Bu calismadaki en yiiksek biyokiitle derisimleri, EPS ve pullulan
derigimlerinin aksine, fermantasyon ortamlarinda maltoz veya galaktozun substrat olarak
kullanildiklart deneylerde elde edilmistir. Maltoz ve galaktoz kullanilan fermantasyon
ortamlarinda en yiiksek biyokiitle derisimleri, fermantasyonun 218. saatinde sirasiyla;

27.10 ve 25.80 g/L olarak tayin edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Farkli karbon kaynaklarimin kullanildigi ortamlarda, A. pullulans AZ-6

susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri
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Bu ¢alismada daha sonra, farkli karbon kaynaklari iceren fermantasyon ortamlarinda elde
edilen biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler kullanilarak, A.
pullulans AZ-6 susunun her bir fermantasyon ortamindaki 6zgiil iireme hizlari da
hesaplanmistir. Bu amagcla, In X degerlerinin zamana kars1 degisimlerini gosteren

grafiklerden (Sekil 4.10) yararlanilmastir.

Substrat olarak; sirasiyla glukoz, sakkaroz, fruktoz, maltoz ve galaktoz igeren
fermantasyon ortamlarinda; A. pullulans AZ-6 susunun iissel iireme bolgesindeki 6zgiil

tireme hizlar1 (p) sirasiyla; 0.043, 0.047, 0.049, 0.023 ve 0.017 sa™* olarak hesaplanmistr.

Fermantasyon ortamlarinda substrat olarak farkli karbon kaynaklarinin kullanildiklar:
deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu i¢in 0Ozgil pullulan olusum hizlarinin
hesaplanabilmesi amaci ile, pullulan derigimlerinin zamanla degisimlerini gdsteren
grafiklerden once farkli zamanlardaki egim degerleri; dU/dt [g pullulan/(L.sa)],
hesaplanarak pullulan iiretim hizlar1 bulunmus, daha sonra ise; bu degerler kullanilarak
ve aynit zamana karst gelen mikroorganizma derisimi degerleri, mikroorganizma
derigimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden okunarak, 6zgiil pullulan

olusum hizlari; qp [g pullulan/(g mo.sa)], hesaplanmistir.

Glukoz, sakkaroz, fruktoz, maltoz veya galaktozun substrat olarak kullanildiklar
deneylerde en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hizlari sirasiyla; 0.129, 0.122, 0.131, 0.048 ve
0.060 g pullulan/(g mo.sa) olarak hesaplanmustir.

En yiiksek 6zgiil lirtin olusum hizina, glukoz ve fruktozun substrat olarak kullanildiklar
ortamlarda sirasiyla fermantasyonun 96 ve 48. saatlerinde; sakkaroz, maltoz ve
galaktozun substrat olarak kullanildiklar1 ortamlarda ise fermantasyonun 24. saatinde

ulasilmustir.
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Sekil 4.10.  A. pullulans AZ-6 susu igin substrat olarak, (a): Glukoz, (b): Sakkaroz, (¢):

Fruktoz, (d): Maltoz ve (e): Galaktoz iceren ana fermantasyon

ortamlarinda In X degerlerinin zamanla degisimleri

Bu caligsmada ayrica, fermantasyon ortamlarindan 6rnek alinarak fermantasyon siiresince,

ortamda tiiketilmeden kalan substrat derisimleri de tayin edilmistir. Bu calismadaki
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ortamlarin substrat derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler Sekil 4.11°de

sunulmustur.

m  Glukoz
® Sakkaroz

A Fruktoz
v Maltoz
& Galaktoz

50

40

30

20

Substrat derisimi (g/L)

0 50 100 150 200 250
t (sa)

Sekil 4.11.  Farkli karbon kaynaklariin A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimine
etkilerinin incelendigi deneylerde, fermantasyon ortamlarindaki substrat

derigimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.11°deki sonuglar incelendiginde; fermantasyon ortamindaki substratin glukoz
oldugu caligmada, ortamdaki glukozun fermantasyonun 168., fermantasyon ortamindaki
substratin sakkaroz veya fruktoz oldugu caligsmalarda ise; ortamdaki sakkaroz ve
fruktozun, fermantasyonun 193. ve fermantasyon ortamindaki substratin maltoz veya
galaktoz oldugu caligsmalarda ise; ortamdaki maltoz ve galaktozun, fermantasyonun 218.

saatinde tamamen tiiketildikleri bulunmustur.

Bu ¢alismada; farkli karbon kaynaklarinin fermantasyon ortamlarinda, ayri ayri, substrat
olarak kullanildiklar1 deneylerde, her bir fermantasyon ortami igin A. pullulans AZ-6
susunun substrat tiikketim hizlar1 da hesaplanmistir. Bu amagla, substrat derisimlerinin
zamanla degisimlerini gosteren Sekil 4.11°deki grafikler kullanilarak, her bir substrat i¢in
verilen egride, farkli zamanlardaki egim degerleri hesaplanmis ve bu yontemle bulunan

substrat tiikketim hizlarinin zamanla degisimleri ise; Sekil 4.12°de sunulmustur.
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Sekil 4.12.  Farkli karbon kaynaklarinin A. pullulans AZ-6 susunun pullulan tiretimine
etkilerinin incelendigi deneylerde substrat tiikketim hizlarinin zamanla

degisimleri

Substrat tliketim hizlari; sakkaroz, maltoz veya glukozun substrat olarak kullanildiklar
fermantasyon ortamlarinda sirasiyla; 1.16, 0.87 ve 0.80 g substrat/(L.sa) olarak
fermantasyonun baglangicinda, fruktozun karbon kaynagi olarak kullanildig:
fermantasyon ortaminda, 0.69 g substrat/(L.sa) olarak, fermantasyonun 24. saatinde ve
galaktozun karbon kaynagi olarak kullanildigi fermantasyon ortaminda ise 0.42 g
substrat/(L.sa) olarak, fermantasyonun 121. saatinde hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglara gore, kullanilan substratlar igerisinde, A. pullulans AZ-6 susu igin en yiiksek
substrat tiiketim hizi degerine; sakkarozun fermantasyon ortaminda substrat olarak

kullanildig1 kosullarda ulasilmistir.

Bu ¢aligmada, A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iiretiminde kullanilan karbon
kaynaklart ve her bir karbon kaynaginin substrat olarak kullanildigi fermantasyon
ortamlarinda tayin edilen en yiiksek EPS, pullulan ve biyokiitle derisimleri,
mikroorganizma 6zgiil ireme hizlar ve 6zgiil iiriin olusum hiz1 ile substrat tiiketim hizi

degerleri Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2°deki sonuclar incelendiginde; substrat olarak glukoz, sakkaroz veya
fruktozun kullanildigi fermantasyon ortamlarinda elde edilen maksimum pullulan
derigimlerinin (10.77, 10.53 ve 11.18 g/L) birbirlerine olduk¢a yakin degerlerde olduklar
saptanmig ve bu substratlar icin bir deneme daha kurulmasina karar verilmistir. Bu
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amagla, kiiltiir ortaminda daha once Boliim 3.2.11°de belirtilen kosullarda iiretilen A.
pullulans AZ-6 susu, ayri ayri, 50 g/L sabit derisimde glukoz, sakkaroz veya fruktoz
iceren fermantasyon ortamlarina asilanmistir. Bu deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun

fermantasyon ortamindaki baslangi¢ derisimi; 1.03x107 kob/mL olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2. A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iiretiminde kullanilan karbon
kaynaklart ve her bir karbon kaynagmin substrat olarak kullanildig:
fermantasyon ortamlarinda tayin edilen en yiiksek EPS, pullulan ve
biyokiitle derisimleri, mikroorganizma 6zgiil ireme hizlar1 ve 6zgiil {liriin

olusum hiz1 ile substrat tiikketim hiz1 degerleri

. = = N

- g = == =

: 2 Z R
z 3 > E =8 2%
Fermantasyon S g = o 22 £J
ortamlarinda A - = ) <d g % =S g%
kullanilan karbon o 2 3.2 22 =2 X3 £ Z
Q o = 0 = 2 Q90
kaynaklar1 Z =% % & < 3 o7
2 2 ke S = 22

g 2 5, E8 =

= s o = E o

53] m Lﬁ
Glukoz 11.10 10.77 9.40 0.043 0.129 0.80
Sakkaroz 11.80 10.53 9.30 0.047 0.122 1.16
Fruktoz 12.10 11.18 10.30 0.049 0.131 0.69
Maltoz 3.70 3.22 27.10 0.023 0.048 0.87
Galaktoz 5.80 5.16 25.80 0.017 0.060 0.42

Glukoz, sakkaroz veya fruktozun fermantasyon ortaminda karbon kaynagi olarak
kullanildiklart s6z konusu deneylerde, EPS ve pullulan derisimlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler ise sirasiyla; Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de verilmistir.
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Sekil 4.13.  Glukoz, sakkaroz veya fruktozun A. pullulans AZ-6 susunun EPS iiretimi

uzerine etkileri
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Sekil 4.14.  Glukoz, sakkaroz veya fruktozun A. pullulans AZ-6 susunun pullulan

uretimi tizerine etkileri

Sakkarozun substrat olarak kullanildig1 calismada, en yiiksek EPS ve pullulan derisimleri,
sirasiyla; 15.79 ve 15.66 g/L olarak fermantasyonun 146. saatinde elde edilmistir.
Glukozun substrat oldugu deneyde, en yiiksek EPS derisimi; 13.33 g/L olarak,
fermantasyonun 120. saatinde elde edilirken, en yiiksek pullulan derigimi ise; 12.32 g/L
olarak, fermantasyonun 96. saatinde elde edilmistir. Fruktozun substrat olarak
kullan1ldig1 deneyde ise; en yiiksek EPS ve pullulan derisimleri sirasiyla; 12.19 ve 11.50
g/L olarak, fermantasyonun 194. saatinde tayin edilmistir. Bu kapsamda gergeklestirilen

deneyler sonucunda, A. pullulans AZ-6 susu ile en yiiksek pullulan iretiminin,
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sakkarozun substrat olarak kullanildigi fermantasyon ortaminda elde edildigi

belirlenmistir.

Fermantasyon ortaminda karbon kaynagi olarak glukoz, fruktoz veya sakkarozun
kullanildig1 deneylerde, biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gdsteren
grafikler; Sekil 4.15°de gdsterilmistir. Bu substratlar i¢in fermantasyon siiresince tayin
edilen biyokiitle derisimleri kullanilarak hesaplanan In X degerlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler ise Sekil 4.16°da verilmistir.

®  Glukoz A
® Sakkaroz
A Fruktoz

0 55 110 165 220 275
t (sa)

Sekil 4.15.  Glukoz, sakkaroz veya fruktozun A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle

derisimi tizerine etkileri

Denenen tiim substratlar i¢in, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisimlerinin
fermantasyon siiresince arttig1, elde edilen maksimum biyokiitle derisimlerinin, glukoz,
sakkaroz ve fruktoz icin sirasiyla; 12.11, 12.76 ve 14.41 g/L oldugu (Sekil 4.15) ve Sekil
4.16°daki veriler kullanilarak hesaplanan 6zgiil ireme hizlarinin ise, glukoz igin 0.032;

sakkaroz ve fruktoz icin ise; 0.037 sa™* oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.16.  A. pullulans AZ-6 susu i¢in substrat olarak, (a): Glukoz, (b): Sakkaroz ve
(c): Fruktoz igeren ana fermantasyon ortamlarinda In X degerlerinin
zamanla degisimleri

Bu calisma i¢in, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°deki grafikler kullanilarak 6zgiil {iriin olusum
hizlar1 da hesaplanmistir. Glukoz, sakkaroz ve fruktozun ayri ayri1 substrat olarak
kullanildiklar1 fermantasyon ortamlarinda, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan Gretimi
ile ilgili 6zgiil iiriin olusum hizlar1 sirastyla; 0.121, 0.087 ve 0.105 g pullulan/(g mo.sa)

olarak elde edilmistir.

Bu gruptaki deneylerde ayrica, fermantasyon ortamlarindaki substrat derisimlerinin

zamanla degisimleri de izlenerek Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.17.  Glukoz, sakkaroz veya fruktozun substrat olarak kullanildiklar

fermantasyon ortamlarindaki substrat derisimlerinin zamanla degisimleri

Substrat olarak glukoz iceren fermantasyon ortaminda, glukozun fermantasyonun ikinci
giiniine kadar hizla tiiketildigi, daha sonra ise glukoz tiiketiminin yavasladig1 tespit
edilmistir. Fruktozun substrat olarak kullanildig1 fermantasyon ortamlarinda ise substrat
tiiketiminin, glukoza gdre daha diisiikk bir hizla gergeklestigi belirlenmistir. Substrat
olarak sakkarozun kullanildig1 deneylerde ise substrat tiiketim hizinin, diger substratlara
gore daha diisiik oldugu bulunmustur. Her ii¢ fermantasyon ortaminda da s6z konusu
substratlarin fermantasyonun yaklasik olarak 150. saatinden sonra tamamen tiiketildikleri

belirlenmistir.

Bu calisgmada da, glukoz, sakkaroz veya fruktozun substrat olarak kullanildiklari
fermantasyon ortamlarindaki substrat tiilketim hizlar1 hesaplanmis ve zamanla degisimleri
ise, Sekil 4.18’de gosterilmistir. En yiiksek substrat tiiketim hizlar1 glukoz ve fruktozun
tek basina substrat olarak kullanildiklar1 fermantasyon ortamlarinda sirasiyla; 1.38 ve
0.75 g substrat/L.sa olarak fermantasyonun baslangicinda ve sakkarozun karbon kaynagi
olarak kullanildig1 fermantasyon ortaminda ise; 0.60 g substrat/L.sa olarak

fermantasyonun 49. saatinde elde edilmistir.
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Sekil 4.18. Glukoz, sakkaroz veya fruktozun substrat olarak kullanildiklari

fermantasyon ortamlarinda substrat tiikketim hizlarinin zamanla degisimleri

Glukoz, sakkaroz veya fruktozun substrat olarak kullanildiklart fermantasyon
ortamlarinda A. pullulans AZ-6 susu ile elde edilen en yiiksek EPS, pullulan ve biyokiitle
derigsimleri, mikroorganizma 6zgiil lireme hizlar1 ve 6zgiil iiriin olusum hiz1 ile substrat

titkketim hiz1 degerleri, Cizelge 4.3°de sunulmustur.

Bu calismadaki en yiiksek pullulan derisimi, sakkarozun substrat olarak kullanildigi
fermantasyon ortaminda elde edilmistir (Cizelge 4.3). Bu nedenle de, arastirmanin
bundan sonraki asamalarinda fermantasyon ortaminda karbon kaynagi olarak sakkarozun

kullanilmasina karar verilmistir.

Literatiirde, farkli karbon kaynaklarmm A. pullulans suslarinin pullulan iiretimleri

tizerine etkilerinin incelendigi birgok galisma yer almaktadir [13, 72].

Singh et al. [65] tarafindan yapilan bir arastirmada, ¢esitli kaynaklardan izole edilmis olan
50 adet A. pullulans susu arasindan seg¢ilmis, melanin liretmeyen, termotolerant bir sus
olan A. pullulans RS-4 susunun pullulan {iretimi iizerine fermantasyon siiresi, sicaklik,
pH, farkli karbon ve azot kaynaklar1 ve bunlarin derisimlerinin etkilerinin incelendigi
belirtilmektedir. S6z konusu calismada, karbon kaynagi olarak, maltoz, glukoz ve
sakkarozun ayr1 ayr1 olmak tizere, %2 (w/v) oraninda kullanildiklar1 ifade edilmektedir.
Fermantasyon isleminin, organik ve inorganik azot kaynaklar1 olarak segcilen sirasiyla;

maya 6ziitli [%0.04 (w/v)] ve amonyum siilfat [%0.06 (w/v)] igeren 100 mL hacmindeki
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sivi fermantasyon ortamlarinda, 43°C’de gergeklestirildigi belirtilmektedir. Bu
arastirmada, A. pullulans RS-4 susu ile farkli karbon kaynaklari igeren ortamlarda elde
edilen pullulan miktarlar1 karsilastirilarak, en yiliksek pullulan derisiminin, 4+0.05 g/100
mL olarak, glukozun substrat olarak kullanildig1 fermantasyon ortaminda elde edildigi ve
bu degeri ise sirasiyla, maltoz ve sakkarozun substrat olarak kullanildiklar1 ortamlarda

elde edilen pullulan derisimlerinin izledigi de rapor edilmektedir.

Cizelge 4.3. Glukoz, sakkaroz veya fruktozun substrat olarak kullanildiklar
fermantasyon ortamlarinda A. pullulans AZ-6 susu ile elde edilen en
yiikksek EPS, pullulan ve biyokiitle derisimleri, mikroorganizma &zgiil

tireme hizlart ve 6zgiil irlin olusum hizi ile substrat tiikketim hizi degerleri

i} g E = e

g = = Z2= g
Z ) 9 S 5 3 5=
5 © o g S o 23
Fermantasyon % E % = £ E =d
ermantasyon 2 Efay Za Ea 2 1
ortamlarindaki oS =S S 58 - c 2 8
- ~ ~ — S @© O =
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2 4 20 S = >
= 2 Q N V= -~ ®
= = i © %2 22

= =8 2 22 =

M ) o He >~
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Glukoz 13.33 12.32 12.11 0.032 0.121 1.38
Sakkaroz 15.79 15.66 12.76 0.037 0.087 0.60
Fruktoz 12.19 11.50 14.41 0.037 0.105 0.75

Literatiirde yer alan bagka bir ¢alismada ise; A. pullulans CGMCC 3.933 susunun UV
mutanti; A. pullulans UVMUG6-1 ile pullulan {iretimi {izerine, ¢esitli fermantasyon
parametrelerinin etkilerinin incelendigi rapor edilmistir [56]. Bu ¢alismada pullulan
iiretimi lizerine etkisi incelenen parametrelerden birinin de; karbon kaynag: tiirti oldugu
ifade edilmistir. Arastirmadaki fermantasyon deneylerinin, azot kaynagi olarak maya
oziitii (10 g/L) ve pepton (20 g/L) iceren sivi fermantasyon besiyerlerinde, 30°C’de, 180
rpm calkalama hizinda gergeklestirildigi ve bu calismada, glukoz, fruktoz, maltoz ve

sakkarozun, ortamda %4 derisimde olacak sekilde substrat olarak kullanildiklar
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belirtilmistir [56]. S6z konusu arastirmada, en yiiksek pullulan derisimine (19.8 g/L),
glukozun karbon kaynagi olarak kullanildigi deneyde ulasildigi, bunu ise sirasiyla;
maltoz, sakkaroz ve fruktozun karbon kaynaklari olarak kullanildigi deney sonuglarinin
izledigi rapor edilmistir Benzer sekilde, en yiliksek biyokiitle derisimlerine de,
fermantasyon ortaminda, karbon kaynagi olarak glukozun kullanilmasi ile ulasildigi da

ifade edilmistir [56].

4.3. Farkhi Azot Kaynagi Kombinasyonlarinin A. pullulans AZ-6 Susunun Pullulan
Uretimi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasina Iliskin Sonuclar

Farkli azot kaynagi kombinasyonlarinin, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan tretimi
lizerine etkilerinin incelendigi deneylerde, organik ve inorganik olmak iizere toplam alt1
farkli azot kaynagi, fermantasyon ortamlarina, gesitli kombinasyonlarda ilave edilerek
bazi deneyler gergeklestirilmistir (bkz. Bolim 3.2.12, Cizelge 3.2). Bu ¢alismada, organik
azot kaynaklar1 olarak, maya 0ziitii, lire ve pepton, inorganik azot kaynaklar1 olarak ise;
(NH4)2S04, NaNO3 ve NH4CI kullanilmistir. Bu deneyler igin A. pullulans AZ-6 susunun

baslangi¢ asilama derisimi; 8.6x107 kob/mL olarak belirlenmistir.

Fermantasyon ortamlarinda ¢esitli azot kaynagi karigimlarinin kullanildig: ¢alismalarda,
A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri Sekil
4.19°da gosterilmistir. Fermantasyon ortaminin bilesimindeki inorganik azot kaynaginin,
(NH4)2S04, derisiminin sabit tutuldugu ve sadece organik azot kaynagindaki degisimin,
EPS iiretimine etkisinin incelendigi ¢alismalarda; en yiiksek EPS derigiminin pepton
kullanildiginda elde edildigi ve bunu sirasiyla; iire ve maya Oziitiiniin kullanildigi
calismalarin izledigi bulunmustur. Fermantasyon ortamlarinda organik azot kaynagi
olarak pepton, lire ve maya 0ziitlinlin kullanildig1 ¢aligmalarda elde edilen en yiiksek EPS
derigimleri sirasiyla; 21.00, 16.40 ve 16.31 g/L olarak, fermantasyonun sirasiyla; 192,
216 ve 170. saatlerinde tayin edilmistir.
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Sekil 4.19.  Fermantasyon ortamlarinda ¢esitli azot kaynagi karisimlarinin kullanildigi
deneylerde; A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS derisimlerinin

zamanla degisimleri

Fermantasyon ortaminin bilesimindeki maya Oziitiiniin derisimi sabit tutularak sadece
inorganik azot kaynagindaki degisimin EPS iiretimine etkisinin incelendigi ¢aligmalarda
ise, en yiiksek EPS iiretiminin (16.31 g/L), (NH4)2SO4 kullanildiginda elde edildigi
saptanmigtir. Fermantasyon ortamlarinda inorganik azot kaynagi olarak, NH4Cl ve
NaNOz’in kullanildigi ¢aligmalarda tayin edilen en yiiksek EPS derisimleri sirasiyla,
15.18 ve 14.13 g/L dir.

En yiiksek EPS firetimlerinin, pepton ve (NH4)2SOs ile maya 6ziitii ve NH4C1’lin azot
kaynagi karigimlart olarak kullanildiklar1 ¢aligmalarda, fermantasyonun 192. ve maya
oziiti ve NaNOsz’in azot kaynagi karisimi olarak kullanildigi c¢aligmada ise,

fermantasyonun 216. saatinde gerceklestigi belirlenmistir (Sekil 4.19).

Fermantasyon ortamlarinda ¢esitli azot kaynagi karigimlarinin kullanildig: ¢calismalarda,
A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri
ise, Sekil 4.20’de sunulmustur. Fermantasyon ortaminin bilesimindeki inorganik azot
kaynagmin derisiminin 2.00 g (NH4)2SO4/L degerinde sabit tutuldugu deneylerde,
ortamdaki organik azot kaynagindaki degisimin pullulan iiretimine etkisi incelendiginde,
en yliksek pullulan tiretimine pepton kullanilan durumda ulasildigi ve bunu ise sirasiyla;

ire ve maya Oziitiiniin kullanildig1 deney sonuglarinin izledigi belirlenmistir.
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Fermantasyon ortamlarinda azot kaynagi karisimi olarak, pepton ve (NH4)2SOj4 ile maya
Oziitli ve NH4Cllin birlikte kullanildiklar1 ¢alismalardaki en yiiksek pullulan derisimleri,
strastyla; 18.61 ve 14.06 g/L olarak fermantasyonun 192. saatinde elde edilmistir (Sekil
4.20).

AF | Maya 6z0td + (NH,),SO,
® Pepton + (NH,),SO, ©
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Sekil 4.20.  Fermantasyon ortamlarinda ¢esitli azot kaynagi karisimlarinin kullanildig:
deneylerde; A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iretilen pullulan

derisimlerinin zamanla degisimleri

Sabit derisimde (NH4)2SO4 igeren ortamlara, organik azot kaynagi olarak maya 6ziitii ve
iire ilave edildiginde ise en yliksek pullulan derisimleri sirasiyla; 14.75 ve 15.45 g/L
olarak fermantasyonun 170. saatinde tayin edilmistir. Maya 6ziitiiniin NaNOs ile birlikte
kullanildig1 fermantasyon ortamlarindaki en yliksek pullulan derigimi ise, 13.42 g/L

olarak fermantasyonun 240. saatinde elde edilmistir.

Cesitli  azot kaynagr karigimlarinin  kullanildigi  fermantasyon ortamlarinda
gergeklestirilen deneylerde elde edilen biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri ise;
Sekil 4.21°de gosterilmistir. Pepton ve (NHs)2SOs’in fermantasyon ortaminda azot
kaynag1 olarak birlikte kullanildiklar1 ¢alismada, en yiiksek biyokiitle derisimi,
fermantasyonun 192. saatinde, 9.82 g/L olarak belirlenmistir. Cesitli azot kaynagi
karisimlarinin A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iretimi {izerindeki etkilerinin
incelendigi ¢alismalarda, fermantasyon sonunda ulasilan en yiiksek biyokiitle derisimi,

maya 0ziitli ve NaNOz’1n birlikte kullanildiklar1 deneyde, fermantasyonun 240. saatinde,
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13.03 g/L olarak tayin edilirken; en diisiik biyokiitle derigimi ise, tire ve (NH4)2SO4’1n
birlikte kullanildiklar1 deneyde, yine ayni saatte, 7.61 g/L olarak elde edilmistir.

3.00 g/L maya 0ziitii i¢eren fermantasyon ortamlarinda yapilan ¢alismalarda ise, ortama
(NH4)2SOs4 veya NH4Cl ilave edildiginde, en yiiksek biyokiitle derisimleri,
fermantasyonun 240. saatinde sirastyla; 12.05 ve 11.24 g/L olarak tayin edilmistir.

14

Maya 6z0ta + (NH,),SO,
Pepton + (NH,),SO,

Ure + (NH,),SO,
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NH,CI + maya 6zuta
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Sekil 4.21.  Fermantasyon ortamlarinda ¢esitli azot kaynagi karigimlarinin kullanildigt

deneylerde elde edilen biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar degerlendirilerek, A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan
tiretiminde fermantasyon ortamindaki azot kaynagi karigimlarinin mikroorganizmanin
0zgil lireme hizina etkisi de incelenmistir. Bu amacla, her bir azot kaynagi karisimi ile
gerceklestirilen deney sonucunda elde edilen mikroorganizma derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler kullanilarak, In X degerlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler cizilmis ve iissel lireme bolgesindeki mikroorganizma 6zgiil lireme

hizlar1 hesaplanmistir (Sekil 4.22).

A. pullulans AZ-6 susunun iissel iireme bdlgesindeki 6zgiil iireme hizi, p, azot kaynagi
karisimi1 olarak maya 6ziitii ve (NH4)2SOa, pepton ve (NH4)2SO4 ve maya 6ziitii ve NH4Cl
iceren ortamlarda, 0.039 sa; iire ve (NH4)2SOs ile maya &ziitii ve NaNOs iceren

ortamlarda ise, sirasiyla; 0.024 ve 0.030 sa™* olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.22.  A. pullulans AZ-6 susu i¢in azot kaynagi olarak (a): maya Oziitii ve

(NH4)2S0s4, (b): pepton ve (NH4)2SO4, (c): tire ve (NH4)2SO4, (d): NaNO3

ve maya 0Oziiti ve (e): NH4Cl ve maya 0Oziitli iceren fermantasyon

ortamlarinda In X degerlerinin zamanla degisimleri
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Calismanin daha sonraki asamasinda ise, A. pullulans AZ-6 susu ile ¢esitli azot kaynagi
karisimlarmin kullanildigi fermantasyon ortamlarinda yapilan deneyler ic¢in pullulan
tiretimi ile ilgili en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hiz1 degerleri hesaplanmistir. Bu amacla,
her deney icin mikroorganizma tarafindan {iretilen pullulan derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren egrilerden (Sekil 4.20), farkli zamanlara kars1 gelen egim degerleri
hesaplanmis ve bulunan degerler, Sekil 4.21°de yer alan ve bu ¢alismada denenen her bir
azot kaynagi karisimi igeren fermantasyon ortami i¢in elde edilen egrilerdeki ayni zamana
kars1 gelen X degerlerine boliinerek 6zgiil {irtin olusum hizlar1 hesaplandiktan sonra en
yiiksek 6zgiil iirtin olusum hiz1 degerleri belirlenmistir. Bu ¢alismada, en yiiksek 6zgiil
tirtin olusum hizlar1, bm, maya 6ziitii ve (NH4)2SO4’1n, pepton ve (NH4)2SO4’1n ve maya
oziitii ve NH4Cl1’1lin azot kaynagi karisimlari olarak kullanildiklart fermantasyon ortamlari
icin 0.367; iire ve (NH4)2SO4’in ve maya 6ziitii ve NaNOz i birlikte kullanildiklar
fermantasyon ortamlar1 igin ise sirasiyla, 0.365 ve 0.351 g pullulan/(g mo.sa) olarak

hesaplanmustir.

Sabit derisimde (NH4)2SO4 igeren ve bilesimindeki organik azot kaynagi tiirii degistirilen
fermantasyon ortamlarinda, en yiliksek 0zgiil iiriin olusum hizlari, maya 6ziitii veya
peptonun kullanildig1 ortamlarda, fermantasyonun 24.; iirenin kullanildig1 ortamda ise,

fermantasyonun 48. saatinde elde edilmistir.

Cesitli azot kaynaklarini iceren fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilen deneylerde,
A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iretimi siiresince bu ortamlardaki sakkaroz

derigimlerinin zamanla degisimleri de izlenmistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.23’e gore, sakkaroz, mikroorganizma tarafindan; maya oziitii ve (NH4)2SO4 ve
maya Oziiti ve NH4Cl’lin azot kaynagi olarak birlikte kullanildiklari fermantasyon
ortamlarinda, fermantasyonun 192., iire ve (NHa4)2SO4, pepton ve (NH4).SO4 ve maya
Oziiti ve NaNOsz’mn birlikte kullanildiklar1 ortamlarda ise, 240. saatinde tamamen

tiikketilmistir.
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Sekil 4.23.  Fermantasyon ortamlarinda ¢esitli azot kaynagi karigimlarinin kullanildigt

deneylerde, sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu calismada ayrica, farkli azot kaynagi kombinasyonlarinin kullanildigi fermantasyon
ortamlarindaki substrat tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri de incelenmistir (Sekil
4.24). Fermantasyon ortaminin bilesimindeki inorganik azot kaynagi olan (NH4)2SO4’1n
derisiminin 2 g/L olarak sabit tutuldugu ve sadece organik azot kaynagindaki degisimin
substrat tiiketim hizina etkisinin incelendigi deneylerde, en yiiksek sakkaroz tiiketim hizi;
fermantasyon ortaminda maya Oziitii kullanildiginda; 0.70 g sakkaroz/(L.sa) olarak
fermantasyonun baglangicinda, pepton ve tire kullanildiginda ise sirasiyla; 0.45 ve 0.37 g

sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 48. saatinde elde edilmistir.

Fermantasyon ortaminin bilesimindeki maya 0ziitiinlin derisiminin 3 g/L olarak sabit
tutuldugu ve sadece inorganik azot kaynagindaki degisimin substrat tiiketim hizina
etkisinin incelendigi calismalarda ise; en yiiksek substrat tiiketim hizlarina fermantasyon
ortaminda NaNO3s ve NH4Cl kullanildiginda, sirasiyla; 0.50 ve 0.42 g sakkaroz/(L.sa)

olarak, fermantasyonun baslangicinda ulasilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24.  Fermantasyon ortamlarinda ¢esitli azot kaynagi karigimlarinin kullanildigi

deneylerde, sakkaroz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

Fermantasyon ortamlarinda farkli azot kaynagi kombinasyonlarimin kullanilmasimin A.
pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimine etkilerinin incelendigi deneylerde elde edilen

bazi sonuglar ise, Cizelge 4.4’de sunulmustur.

S6z konusu cizelgede de goriildigii gibi bu caligmadaki en yiiksek EPS ve pullulan
derigimleri, fermantasyon ortaminda azot kaynagi olarak pepton ve (NH4)2SO4’mn birlikte
kullanildig1 durumda elde edilmistir. Bu deneylerde, en yliksek biyokiitle derisimine,
NaNOz ve maya 0ziitii karigiminin kullanildigi fermantasyon ortaminda ulagilmistir. En
yiiksek 6zgiil iireme hiz1 (0.039 sal) ve en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hiz1 [0.367 g
pullulan/(g mo.sa)] degerleri, fermantasyon ortaminda maya 6ziitii-(NH4)2SO4, pepton-
(NH4)2SO4 veya NH4Cl-maya 6ziitii kombinasyonlarinin kullanildigi deneylerde elde
edilmistir. Substrat tiiketim hizinin en yiiksek oldugu azot kaynagi kombinasyonu ise;

maya Oziitii + (NH4)2SO4 olarak belirlenmistir.

Bu ¢alismada, en yiiksek pullulan derisimine pepton ve (NH4)2.SO4 kombinasyonu ile
ulasildigr i¢in, bundan sonraki deneylerde de fermantasyon ortamlarinda bu azot

kaynaklart kullanilmigtir.
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Cizelge 4.4. A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan tretiminde kullanilan azot kaynagi
kombinasyonlar1 ile her bir azot kaynagi kombinasyonunun kullanildigi
fermantasyon ortamlarinda elde edilen en yiiksek EPS, pullulan ve
biyokiitle derigimleri, mikroorganizma 6zgiil iireme hizlar1 ve 6zgiil iiriin

olusum hizi ile substrat tiikketim hiz1 degerleri

Azot kaynagi
kombinasyonu

En yiiksek EPS derisimi
(9/L)
En yiiksek pullulan derisimi
(9/L)
En yiiksek biyokiitle derigimi
(9/L)
Ozgiil iireme hiz1
(sa™)
En yiiksek 6zgiil {irlin olusum hiz1
[g pullulan/(g mo.sa)]
En yiiksek substrat tiikketim hizi
[g sakkaroz/(L.sa)]

Maya 6ziitii + (NHs)2SO4 16.31 14.75 12.05 0.039 0.367 0.70

Pepton + (NH4),S04 21.00 18.61 9.82 0.039 0.367 0.45
Ure + (NH4)2SO4 16.40 15.45 7.61 0.024 0.365 0.37
NaNO;3 + maya 6ziitii 14.13 13.42 13.03 0.030 0.351 0.50
NH,Cl + maya 6ziitii 15.18 14.06 11.24 0.039 0.367 0.42

Yoon ve ark. [83] tarafindan, Kore’de yapilan bir arastirmada, A. pullulans IMS 822 susu
ile pullulan {retiminin optimizasyonu amaci ile, fermantasyon ortamlarinda cesitli
organik azot kaynaklarinin kullanildig belirtilmistir. Bu ¢alismada kullanilan organik
azot kaynaklarinin; Ashybya gossypii 6ziitii, et 6ziitli, misir maserasyon likorii ve tozu,
malt 0ziitli, soyton pepton ve maya 0ziiti olduklar1 ifade edilmistir. S6z konusu
arastirmada, en yiiksek pullulan ve biyokiitle derisimlerinin denenenler arasinda; Ashybya
gossypii oziitii igeren fermantasyon ortaminda elde edildigi belirtilmistir. Bu ¢alismada,
Ashybya gossypii 6ziitliniin bilesimindeki azota ek olarak riboflavinin de, A. pullulans’in

pullulan tiretimini desteklemis olabilecegi vurgulanmustir.
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Sugumaran ve ark. [97] tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise, fermantasyon
ortamlarinda, bugday ve piring kepekleri, hindistan cevizi ¢ekirdegi ve palmiye ¢ekirdegi
gibi dogal substrat kaynaklar1 kullanilarak, A. pullulans MTCC2670 susunun pullulan
tiretim Ozelliklerinin incelendigi belirtilmistir. Bu ¢alismada kullanilan dogal substrat
kaynaklari igerisinde, en yiiksek pullulan derigiminin (16.0 g/L), fermantasyon ortaminda
palmiye cekirdegi kullanildiginda elde edildigi vurgulanmistir. S6z konusu arastirmada;
substrat olarak palmiye c¢ekirdeginin kullanildigi fermantasyon ortamlarinda, gesitli
parametrelerin A. pullulans MTCC2670 susunun, pullulan iiretimi iizerine etkilerinin
incelendigi de ifade edilmistir. Arastirmada, azot kaynagi olarak, amonyum siilfat,
amonyum kloriir, pepton, maya 6ziitii ve malt 6ziitlinlin denendigi ve en yiiksek pullulan
derigiminin, 16.85 g/L. olarak, maya oziiti kullanildiginda elde edildigi; ancak, bu
caligmadaki diger azot kaynaklari ile de yakin derisimlerde pullulanin {iretilebildigi

vurgulanmustir.

4.4. Optimizasyon Cahsmasi I¢cin Deney Tasarim Planinin Olusturulmasi

Bu ¢alismada, ¢esitli fermantasyon parametrelerinin, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan
tretimine etkilerini gosteren model esitliklerin tiiretilebilmesi ve fermantasyon
kosullarinin optimize edilebilmesi amaciyla ilk olarak; doniisiimlii merkezi karma tasarim
yontemine gore bir deney tasarim plani olusturulmustur. Deney tasarimi i¢in segilen dort
bagimsiz degisken ve bu degiskenlerin her biri icin belirlenen bes seviyedeki c¢alisma

degerleri, Boliim 3.2.13’da yer alan Cizelge 3.4’de gosterilmistir.

Merkezi karma tasarim yontemine gore olusturulan deney tasarim plani, Cizelge 4.5 ve
4.6’da sunulmustur. Sec¢ilen bagimsiz degiskenlerin gercek degerleri Cizelge 4.5°de,
kodlanmis degerleri ise, Cizelge 4.6’da verilmistir. Elde edilen deney tasarim plani, y1ldiz
ve faktoriyel noktalarda yer alan 24 farkli deney, merkez noktada birbirinin tekrari olan

6 deney ve toplamda ise, 30 deneyden olugsmaktadir.
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Cizelge 4.5. Bagimsiz degiskenlerin, merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak

tasarlanan deneylerdeki gergek degerleri

Deney No. X1(g/L) X2 (g/L) X3 X4 (°C)
1 40 3 4.0 26
2 80 3 4.0 26
3 40 9 4.0 26
4 80 9 4.0 26
5 40 3 7.0 26
6 80 3 7.0 26
7 40 9 7.0 26
8 80 9 7.0 26
9 40 3 4.0 30

10 80 3 4.0 30
11 40 9 4.0 30
12 80 9 4.0 30
13 40 3 7.0 30
14 80 3 7.0 30
15 40 9 7.0 30
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Cizelge 4.5. Devam ediyor.

Deney No. X1(g/L) X2 (g/L) X3 X4 (°C)
16 80 9 7.0 30
17 20 6 5.5 28
18 100 6 5.5 28
19 60 0 5.5 28
20 60 12 5.5 28
21 60 6 25 28
22 60 6 8.5 28
23 60 6 5.5 24
24 60 6 5.5 32
25 60 6 5.5 28
26 60 6 5.5 28
27 60 6 5.5 28
28 60 6 5.5 28
29 60 6 5.5 28
30 60 6 5.5 28

X1 = baslangi¢ sakkaroz derigimi, g/L; X, = baglangi¢ pepton derisimi, g/L; X3 = pH; Xs= sicaklik, °C

102



Cizelge 4.6. Bagimsiz degiskenlerin, merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak

tasarlanan deneylerdeki kodlanmis degerleri

Deney No. X1(g/L) X2 (g/L) X3 X4 (°C)
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
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Cizelge 4.6. Devam ediyor.

Deney No. X1 (g/L) Xz (g/L) X3 Xa (°C)
16 +1 +1 +1 +1
17 -2 0 0 0
18 +2 0 0 0
19 0 -2 0 0
20 0 +2 0 0
21 0 0 -2 0
22 0 0 +2 0
23 0 0 0 -2
24 0 0 0 +2
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0
28 0 0 0 0
29 0 0 0 0
30 0 0 0 0

X1= baslangi¢ sakkaroz derisimi, g/L; X>= baslangi¢ pepton derisimi, g/L; X3= pH; X4 = sicaklik, °C

Deney tasarimina uygun olarak gergeklestirilen deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun

fermantasyon ortamlarindaki baslangic inokiilasyon derisimlerinin, 8.6x107-1.0x108
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kob/mL araliginda degistikleri belirlenmistir. Her deneyde, fermantasyon siiresince,
fermantasyon ortamlarindan, belirli zaman araliklarinda 6rnek alinarak, bu 6rneklerdeki,
EPS, pullulan, biyokiitle ve substrat derisimleri tayin edilmis ve her birinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler ¢izilmistir. Elde edilen bu grafiklerden yararlanilarak, her
bir deney i¢in yanit olarak, maksimum EPS derisimi, maksimum pullulan derisimi,
mikroorganizmanin 6zgiil tireme hizi, maksimum 6zgiil pullulan iiretim hiz1 ve pullulan

verimi degerleri hesaplanmaistir.

Calismanin bu asamasinda ilk olarak; Cizelge 4.5’de yer alan, 1-4 ve 23 numarali
deneyler gergeklestirilmistir. Bu deneylerdeki fermantasyon ortamlarinin baslangig
sakkaroz derisimleri; 40, 60 veya 80 g/L, baslangi¢ pepton derisimleri; 3, 6 veya 9 g/L ve
baslangic pH degerleri ise; 4 veya 5.5 olarak degismektedir. 1-4 numarali deneyler,
26°C’de, 23 numarali deney ise; 24°C’de gerceklestirilmistir. Bu gruba ait deneylerde, A.
pullulans AZ-6 susunun baslangic inokiilasyon derisimi 8.6x10" kob/mL’dir.

1-4 ve 23 numarali deneyler igin; A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iretilen EPS
derisimlerinin zamanla degisimleri Sekil 4.25°de gosterilmistir. A. pullulans AZ-6 susu
tarafindan tiretilen en yiiksek EPS derisiminin, 26°C’de gergeklestirilen 4 numaral
deneyde, 15.74 g/L olarak, fermantasyonun 169. saatinde elde edildigi belirlenmistir.
24°C’de gergeklestirilen 23 numarali deneyde ise; en yiiksek EPS derisimine (13.0 g/L),
yine fermantasyonun 169. saatinde ulasildigi saptanmistir. 26°C’de, 1 numarali deneyde,
en yiiksek EPS derisimi, 5.25 g/L olarak, fermantasyonun 95. saatinde elde edilirken, 2
ve 3 numarali deneylerde ise, en yiiksek EPS derisimleri, sirasiyla; 5.78 ve 8.16 g/L olarak
fermantasyonun 146. saatinde elde edilmistir. Bu gruba ait deneylerde, en yiiksek EPS
derisiminin, fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimlerinin
strastyla; 80 ve 9 g/L, baslangic pH’1nin; 4 ve sicakligin ise; 26°C oldugu kosullarda elde

edildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.25.  “1-4” ve “23” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan

iiretilen EPS derigimlerinin zamanla degisimleri

1-4 ve 23 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen pullulan

derigimlerinin zamanla degisimleri ise; Sekil 4.26’da gosterilmistir.
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Sekil 4.26.  “1-4” ve “23” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan

iiretilen pullulan derigimlerinin zamanla degisimleri

Bu deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen en yiiksek pullulan derigimleri,

4 ve 23 numaral1 deneylerde, fermantasyonun 169. saatinde, sirasiyla; 14.48 ve 12.14 g/LL

olarak tayin edilmistir. En yiiksek pullulan derisimleri, 1 numarali deneyde,

fermantasyonun 95. saatinde, 4.85 g/L; 2 numarali deneyde, fermantasyonun 146.

saatinde, 5.62 g/L ve 3 numarali deneyde ise, fermantasyonun 116. saatinde, 7.95 g/L
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olarak elde edilmistir. Bu gruba ait deneylerdeki en yliksek pullulan derisimine; en
yiiksek EPS derisiminde de oldugu gibi, fermantasyon ortaminin baglangi¢ sakkaroz ve
pepton derisimlerinin sirasiyla; 80 ve 9 g/L, baslangi¢c pH’min; 4 ve sicakligin ise 26°C
oldugu kosullarda (Deney No. 4) ulasildig: tespit edilmistir.

1-4 ve 23 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisimlerinin
zamanla degisimleri; Sekil 4.27°de gosterilmistir. Bu gruptaki deneylerde, A. pullulans
AZ-6 susuna ait en yliksek biyokiitle derisimleri, en yiiksek EPS ve pullulan
derisimlerinin de tayin edildigi; 4 ve 23 numarali deneylerde elde edilmistir. En yiiksek
biyokiitle derisimi; 26°C’de gerceklestirilen 4 numarali deneyde, 12.72 g/L ve 24°C’de
gerceklestirilen 23 numarali deneyde ise, 11.83 g/L olarak; fermantasyonun 216. saatinde
Olclilmiistiir. 2 numarali deneydeki, en yiiksek biyokiitle derisimi (9.10 g/L),
fermantasyonun 192. saatinde elde edilmistir. 1 ve 3 numarali deneylerdeki en yiiksek
biyokiitle derisimleri ise; sirasiyla; 10.57 ve 9.81 g/L olarak, fermantasyonun 216.

saatinde tayin edilmistir.
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Sekil 4.27.  “1-4” ve “23” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle

derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu calismada ayrica, her deney i¢in; elde edilen biyokiitle derisimleri kullanilarak
hesaplanan In X degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler de ¢izilmis ve bu
grafiklerden yararlanilarak, A. pullulans AZ-6 susunun o&zgill tireme hizlan
hesaplanmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28.  A. pullulans AZ-6 susu i¢in (a): 1, (b): 2, (c): 3, (d): 4 ve (e): 23 numarali

deneylerde In X degerlerinin zamanla degisimleri

Bu ¢alismada, A. pullulans AZ-6 susunun iissel ireme bolgesindeki 6zgiil iireme hizlar

(n), 1-4 numarali deneylerde, sirastyla; 0.025, 0.028, 0.031 ve 0.037 sa* ve 23 numarali

deneyde ise; 0.030 sa! olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonugclar karsilastirildiginda, A.
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pullulans AZ-6 susuna ait en yiikksek Ozgiil iireme hizina, 4 numarali deneyde,
fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimlerinin sirasiyla; 80 ve 9
g/L, baslangic pH’inin; 4 ve sicakligin ise; 26°C oldugu kosullarda ulasildig:

belirlenmistir.

Bu ¢alismada ayrica, pullulan ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gésteren
grafiklerden yararlanarak, en yiiksek 6zgiil pullulan olusum hizlar1 da hesaplanmistir. En
yiiksek 6zgiil {irtin olusum hizlar1 1-4 numarali deneyler i¢in sirasiyla; 0.035, 0.051, 0.038
ve 0.044 g pullulan/(g mo.sa) ve 23 numaral1 deney icin ise; 0.048 g pullulan/(g mo.sa)
olarak hesaplanmigtir. S6z konusu deneylerde, en yiiksek 6zgiil pullulan tiretim hizina;
fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimlerinin sirastyla; 80 ve 3
g/L, baslangi¢ pH’min; 4 ve sicakligin ise, 26°C oldugu kosullarda (Deney No. 2)
ulagilmistir. Bu gruba ait deneylerde; ayrica, en yiiksek 6zgiil {iriin olusum hizlarina, tim

deneyler i¢in fermantasyonun 24. saatinde ulasildig1 da belirlenmistir.

1-4 ve 23 numarali deneylerde, fermantasyon ortamlarindaki sakkaroz derisimlerinin

zamanla degisimlerini gosteren grafikler, Sekil 4.29°da verilmistir.
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Sekil 4.29.  “1-4” ve “23” numarali deneylerde, sakkaroz derigsimlerinin zamanla

degisimleri
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Sekil 4.29 incelendiginde; 1, 2, 3 ve 23 numarali deneylerde, fermantasyon isleminin
sonunda ortamdaki sakkarozun tamaminin tiiketildigi; 4 numarali deneyde ise ortamda

bir miktar sakkarozun tiikketilmeden kaldig1 saptanmaigtir.

Bu calismada ayrica, 1-4 ve 23 numarali deneylerde kullanilan ve sakkaroz igeren
fermantasyon ortamlarindaki substrat tiiketim hizlart da hesaplanmistir. S6z konusu
ortamlardaki substrat tiikketim hizlarinin zamanla degisimleri Sekil 4.30°da gosterilmistir.
3 ve 4 numarali deneyler i¢in en yiiksek sakkaroz tiiketim hizlarina, sirasiyla; 0.31 ve 0.58
g sakkaroz/(L.sa) olarak fermantasyonun 48. saatinde ulasilmistir. En yiiksek sakkaroz
titketim hiz1 1 numarali deneyde 0.23 g sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 24. ve 2
numarali deneyde ise; 0.73 g sakkaroz/(L.sa) olarak 71. saatinde elde edilmistir. En
yiiksek sakkaroz tiiketim hizi; 23 numarali deneyde ise, fermantasyonun baslangicinda,
1.28 g sakkaroz/(L.sa) olarak hesaplanmistir. Bu gruba ait deneylerdeki, en yiiksek
substrat tiikketim hiz1, baglangi¢ sakkaroz ve pepton derisimlerinin sirasiyla; 60 ve 6 g/L,
fermantasyon ortaminin baslangi¢ pH’1nin 5.5 ve sicakligin ise, 24°C oldugu 23 numarali

deneyde elde edilmistir.
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Sekil 4.30.  “1-4” ve “23” numarali deneylerde, sakkaroz tiiketim hizlarinin zamanla

degisimleri

Bu calismada, pullulan ve sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren
grafiklerden yararlanilarak, her bir deney i¢in pullulan verimleri de hesaplanmistir. 1-4

ve 23 numarali deneyler i¢in pullulan verimleri (%) sirasiyla; 24.9,9.7,31.1,29.2 ve 29.3
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olarak bulunmustur. Bu gruba ait deneylerde, en yiiksek pullulan verimi 23; en diisiik

pullulan verimi ise 2 numarali deney kosullarinda elde edilmistir.

Calismada daha sonra, deney tasarim planinda yer alan, 5-8 ve 24 numarali fermantasyon
deneyleri gergeklestirilmistir. 5-8 numarali deneyler, 26°C, 24 numarali deney ise;
32°C’de yapilmistir. Bu gruba ait deneylerde, fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz
derigimi; 40, 60 veya 80 g/L, baslangic pepton derisimi; 3, 6 veya 9 g/L ve fermantasyon
ortaminin baslangi¢ pH’1 ise; 5.5 veya 7.0°dir. Bu deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun
baslangi¢ inokiilasyon derisiminin; 9.7x107 kob/mL oldugu tespit edilmistir. 5-8 ve 24
numarali deneyler igin, A. pullulans AZ-6 tarafindan tiretilen EPS derisimlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler, Sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.31. “5-8” ve “24” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan

iretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.31 incelendiginde; en yiiksek EPS derisiminin; 8 numarali deneyde, 23.51 g/L
olarak, fermantasyonun 239. saatinde elde edildigi belirlenmistir. Bu deneyde,
fermantasyon ortaminin baslangic sakkaroz ve pepton derisimleri sirasiyla; 80 ve 9 g/L,
baslangi¢c pH’1 7 ve ¢alisma sicakligi ise; 26°C’dir. 5 ve 6 numarali1 deneylerde en yiiksek
EPS derisimleri, fermantasyonun 192. saatinde elde edilmis olup, bu degerler ise
strastyla; 12.15 ve 17.53 g/L olarak olclilmiistiir. Maksimum EPS derisimi, 7 numarali
deneyde, fermantasyonun 216. saatinde, 11.33 g/L olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada,
A. pullulans AZ-6 susu tarafindan {iretilen en diisiik EPS derisiminin (6.54 g/L) ise;
32°C’de gergeklestirilen 24 numarali deneyde elde edildigi belirlenmistir.
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5-8 ve 24 numarali deneyler i¢in, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen pullulan

derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafik Sekil 4.32°de sunulmustur.
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Sekil 4.32.  “5-8” ve “24” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan

iretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu caligmada, 26°C’de gerceklestirilen 5, 6 ve 7 numarali deneyler i¢in, en yiiksek
pullulan derigsimlerine sirasiyla; 11.62, 17.21 ve 10.92 g/L olarak, fermantasyonun 192.
saatinde ulasilmistir. 32°C’de gergeklestirilen 24 numarali deneyde ise, en yiiksek
pullulan derisimi 6.48 g/L olarak, fermantasyonun 169. saatinde elde edilmistir. Bu gruba
ait deneylerde en yiiksek pullulan derigimi, en yiiksek EPS derisiminin de tespit edildigi
8 numarali deneyde, fermantasyonun 239. saatinde (23.10 g/L) elde edilmistir.

5-8 ve 24 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susuna ait biyokiitle derigimlerinin

zamanla degisimlerini gosteren grafik, Sekil 4.33’te verilmistir.
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Sekil 4.33.  “5-8” ve “24” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle

derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu ¢alismadaki en yiiksek biyokiitle derigimleri, 5-8 numarali deneylerde sirasiyla; 10.52,
20.22, 12.25 ve 15.7 g/LL ve 24 numarali deneyde ise; 7.38 g/L olarak elde edilmistir. Bu
gruba ait deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun iremesini en ¢ok destekleyen
fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimlerinin sirasiyla; 80 ve 3

g/L, baslangi¢c pH’1mnin 7 ve sicakliginin ise, 26°C oldugu tespit edilmistir.

5-8 ve 24 numarali deneyler i¢in, A. pullulans AZ-6 susunun 6zgiil tireme hizlari; In X
degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden yararlanilarak hesaplanmigtir

(Sekil 4.34).

A. pullulans AZ-6 susunun iissel iireme bolgesindeki 6zgiil tireme hizlar1 (u); 5-8
numarali deneyler i¢in sirasiyla; 0.034, 0.043, 0.038 ve 0.051 sa’l: 24 numarali deney i¢in
ise; 0.055 sa? olarak hesaplanmustir. Bu sonuglara gore, en yiiksek 6zgiil lireme hizi;
fermantasyon ortamindaki baslangic sakkaroz ve pepton derigimlerinin sirasiyla; 60 ve 6
g/L, baslangic pH’min 5.5 ve sicakligin ise 32°C oldugu, 24 numarali deneyde elde

edilmistir.
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Sekil 4.34.  A. pullulans AZ-6 susu i¢in (a): 5, (b): 6, (c): 7, (d): 8 ve (e): 24 numarali

deneylerde, In X degerlerinin zamanla degisimleri

Bu calismada ayrica, pullulan ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gésteren
grafiklerden yararlanarak, A. pullulans AZ-6 susunun maksimum 6zgiil pullulan {iretim

hizlar1 da hesaplanmistir. 5-8 ve 24 numarali deneyler icin en yiiksek 6zgiil {irlin olusum
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hizlar1 sirasiyla; 0.046, 0.045, 0.039, 0.040 ve 0.021 g pullulan/(g mo.sa) olarak
hesaplanmistir. Bu grupta gergeklestirilen deneylerde, en yiiksek 6zgiil pullulan olusum
hizinin; fermantasyon ortamindaki baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimlerinin sirasiyla;
40 ve 3 g/L, baslangi¢ pH’min 7.0 ve sicakligin ise 26°C oldugu, 5 numarali deneyde elde
edildigi tespit edilmistir. Bu gruptaki tiim deneyler i¢in, en yiiksek 6zgiil {iriin olusum

hizlarina; fermantasyonun 24. saatinde ulasildigi da belirlenmistir.

Fermantasyon ortamlarinda bulunan sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimlerini

gosteren grafikler Sekil 4.35°de verilmistir.
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Sekil 4.35.  “5-8” ve “24” numarali deneylerde sakkaroz derisimlerinin zamanla

degisimleri

Sekil 4.35 incelendiginde, 5-7 ve 24 numarali deneylerde, fermantasyon isleminin
sonunda; ortamdaki sakkarozun A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tamamen tiiketildigi;
8 numarali deneyde ise, ortamda bir miktar sakkarozun tiiketilmeden kaldig1 tespit

edilmistir.

5-8 ve 24 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun fermantasyon ortamlarindaki
sakkarozu tiiketim hizlar1 da hesaplanmis ve zamanla degisimleri Sekil 4.36’da
gosterilmistir. En yiiksek sakkaroz tiikketim hizlar1 6 ve 7 numarali deneylerde sirasiyla;
1.05 ve 0.31 g sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 24. saatinde elde edilmistir. En
yiiksek sakkaroz tiikketim hizlarina; 8 ve 24 numarali deneylerde sirasiyla; 0.50 ve 0.46 g

sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun baslangicinda; 5 numarali deneyde ise; 0.26 g
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sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 48. saatinde ulasilmistir. Bu gruba ait
deneylerdeki en yiiksek sakkaroz tiiketim hizi; 26°C’de, fermantasyon ortaminin
baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimlerinin sirasiyla; 80 ve 3 g/L ve baslangic pH’inin

ise, 7.0 oldugu kosullarda elde edilmistir.
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Sekil 4.36.  ““5-8” ve “24” numarali deneylerde, sakkaroz tliketim hizlarinin zamanla

300

degisimleri

Bu calismada, pullulan ve sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren
grafiklerden yararlanilarak her bir deney icin pullulan verimleri de hesaplanmaistir. 5-8 ve
24 numarali deneyler i¢in pullulan verimleri (%) sirasiyla; 34.9, 21.9, 33.9, 33.6 ve 17.9

olarak elde edilmistir.

30°C’de gerceklestirilen 9-16 numarali deneylerde, fermantasyon ortaminin baslangic
sakkaroz derigsimi; 40 veya 80 g/L, baslangi¢ pepton derisimi; 3 veya 9 g/L ve baslangi¢
pH’1ise 4 veya 7°dir (Cizelge 4.5). Bu deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun baslangi¢
inokiilasyon derisimi; 8.8x107 kob/mL olarak belirlenmistir. S6z konusu deneylerde, A.
pullulans AZ-6 susu tarafindan tretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri, Sekil

4.37°de sunulmustur.

En yiiksek EPS derisimleri; 9, 10 ve 12 numarali deneylerde, sirasiyla; 8.75, 5.74 ve 9.27
g/L olarak, fermantasyonun 146. saatinde elde edilmistir. 13 ve 14 numarali deneylerde
ise; en yliksek EPS derigimlerine; sirasiyla; 12.04 ve 12.11 g/L olarak, fermantasyonun

169. saatinde ulasilmistir. 30°C’de gerceklestirilen 9-16 numarali deneylerde, en yiiksek
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EPS derisimi, 12.92 g/L olarak, 16 numarali deneyde ve fermentasyonun 192. saatinde
elde edilmistir. Bu deneyde, fermantasyon ortaminin baslangic sakkaroz ve pepton

derigimleri sirastyla, 80 ve 9 g/L ve baslangi¢ pH’1 ise 7°dir.
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Sekil 4.37.  “9-16” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen EPS

derigimlerinin zamanla degisimleri

9-16 numarali deneylerde elde edilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri, Sekil

4.38’de gosterilmistir.
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Sekil 4.38. “9-16” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen

pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu calismadaki en yiiksek pullulan derisimi (12.27 g/L), 16 numarali deneyde ve
fermantasyonun 192. saatinde elde edilmistir. En yiliksek pullulan derisiminin; 5.05 g/L
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olarak en diisiik degerde tespit edildigi 11 numarali deneyde kullanilan fermantasyon
ortaminin baglangi¢ sakkaroz ve pepton derisimleri; sirasiyla; 40 ve 9 g/L ve basglangic
pH’1 ise 4°diir. En yiliksek pullulan derigimleri, 10 ve 12 numarali deneylerde; sirastyla;
5.62 ve 8.62 g/L olarak, fermantasyonun 146.; 13 ve 14 numarali deneylerde ise; 11.44
ve 11.75 g/L olarak, fermantasyonun 169. saatinde elde edilmislerdir. 9 ve 15 numarali
deneylerdeki; en yiiksek pullulan derisimleri ise; sirasiyla; 7.94 ve 5.50 g/L olarak,

fermantasyonun 121. saatinde tayin edilmistir.

9-16 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler, Sekil 4.39°da verilmistir.
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Sekil 4.39.  “9-16” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle

derigimlerinin zamanla degisimleri

9-16 numarali deneylerdeki en yiiksek biyokiitle derisimleri, sirasiyla; 14.18, 16.22,
16.10, 15.63, 11.01, 15.87, 14.85 ve 14.72 g/L olarak, fermantasyon isleminin sonunda
Ol¢iilmiistiir. 30°C’de, en yiiksek biyokiitle derisimine baslangic sakkaroz ve pepton
derisimlerinin sirasiyla; 80 ve 3 g/L ve baslangic pH’min ise; 4 oldugu 10 numaral

fermantasyon ortaminda ulasilmistir.

9-16 numarali deneylerin gerceklestirildigi fermantasyon kosullarinda, A. pullulans AZ-
6 susunun Ozgiil iireme hizlan ise, In X degerlerinin zamanla degisimlerini gdsteren

grafiklerden (Sekil 4.40) yararlanilarak hesaplanmistir. A. pullulans AZ-6 susunun iissel
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tireme bolgesindeki 6zgil iireme hizlari; () bu deneyler icin sirasiyla; 0.048, 0.050,
0.045, 0.051, 0.052, 0.058, 0.049 ve 0.057 sa! olarak elde edilmistir. Hesaplanan
degerlere gore, 30°C’deki en yliksek 6zgiil ireme hizinin, 14 numarali deneyde elde

edildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.40.  A. pullulans AZ-6 susu icin (a): 9, (b): 10, (c): 11, (d): 12, (e): 13, (f): 14,

(9): 15 ve (h): 16 numarali deneylerde, In X degerlerinin zamanla

degisimleri

Bu ¢alismada ayrica, pullulan ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gdsteren
grafikler kullanilarak, her deney i¢in maksimum o6zgiil pullulan iiretim hizlar1 da
hesaplanmaistir. 9-16 numarali deneyler i¢in en yliksek 6zgiil {irtin olusum hizlar sirasiyla;
0.033, 0.031, 0.042, 0.037, 0.038, 0.041, 0.029 ve 0.034 g pullulan/(g mo.sa) olarak elde
edilmistir. Bu sonuglara gore, 30°C’deki en yiiksek 6zgiil pullulan olusum hizinin ise, 11

numarali deneyde elde edildigi tespit edilmistir.

Fermantasyon ortamlarindaki sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimleri ise, Sekil
4.41°de verilmistir. Fermantasyon isleminin sonunda; 9 numarali deneyde, ortamdaki
sakkarozun tamamen tiiketildigi; 10-16 numarali deneylerde ise; fermantasyon

ortamlarinda bir miktar sakkarozun tiiketilmeden kaldig: tespit edilmistir.

Sakkaroz iceren fermantasyon ortamlarinda yapilan 9-16 numarali deneyler icin A.
pullulans AZ-6 susunun substrat tiiketim hizlart da hesaplanmustir (Sekil 4.42). 9, 10, 12
ve 13 numarali deneylerde; en yiiksek sakkaroz tiiketim hizlari; sirasiyla; 0.28, 0.73, 0.68
ve 0.33 g sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun baglangicinda elde edilmistir. En
yiiksek sakkaroz tiikketim hizi, 11 numarali deneyde, 0.22 g sakkaroz/(L.sa) olarak,
fermantasyonun 95. saatinde elde edilmistir. 14 numarali deneydeki en yiiksek substrat
tiketim hiz1 ise, 0.57 g sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 48. saatinde

hesaplanmistir. 15 ve 16 numarali deneylerdeki en yiliksek sakkaroz tiiketim hizlari ise,
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sirastyla; 0.31 ve 0.58 g sakkaroz/(L.sa) olarak, sirasiyla fermantasyonun 169 ve 71.

saatlerinde elde edilmistir.
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Sekil 4.41.  “9-16” numarali deneylerde sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.42.  “9-16” numarali deneylerde sakkaroz tiiketim hizlarinin zamanla

degisimleri

Deney tasarim planinda, 17-22 numarali olarak gosterilen deneyler, 28°C’de, 20, 60 veya
100 g/L baslangic sakkaroz derisimlerinde; 0, 6 veya 12 g/L baslangi¢ pepton
derisimlerinde; 2.5, 5.5 veya 8.5 baslangi¢ pH degerlerinde gergeklestirilmislerdir. Bu
deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun fermantasyon ortamlarindaki baslangig

inokiilasyon derigimi, 1x108 kob/mL olarak belirlenmistir.
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17-22 numarali deneyler igin, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS
derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler, Sekil 4.43°de verilmistir. A.
pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen en yiiksek EPS derisiminin 18 numarali deneyde,
en diigiik EPS derisiminin ise; 21 numarali deneyde elde edildigi tespit edilmistir. En
yiiksek EPS derisimi, 18 numarali deneyde, fermantasyonun 215. saatinde, 18.93 g/L
olarak elde edilirken; en diisiik maksimum EPS derisimi ise, 21 numarali deneyde,
fermantasyonun 120. saatinde, 2.01 g/L olarak elde edilmistir. 17, 19 ve 20 numarali
deneylerde ise; en yiiksek EPS derisimlerine sirasiyla; 10.9, 9.13 ve 12.50 g/L olarak,
fermantasyonun 192. saatinde ulasilmistir. 28°C’de gergeklestirilen 22 numarali deneyde

ise; en yiiksek EPS derisimi (13.17 g/L), fermantasyonun 168. saatinde elde edilmistir.
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Sekil 4.43. “17-22” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen

EPS derisimlerinin zamanla degisimleri

28°C’de gergeklestirilen 17-22 numarali deneylerde; pullulan derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler ise, Sekil 4.44’de sunulmustur. Bu deneylerdeki en
yiikksek pullulan derisimi, en yiiksek EPS derisiminde de oldugu gibi, 18 numarali
deneyde, fermantasyonun 215. saatinde ve 18.17 g/L olarak elde edilmistir. En yiiksek
pullulan derisimleri; 17 ve 19 numarali deneylerde, sirasiyla; 9.45 ve 8.67 g/L olarak,
fermantasyonun 192. saatinde tespit edilirken, 20 ve 21 numarali deneylerde ise,
fermantasyonun 120. saatinde, sirasiyla; 11.88 ve 1.90 g/L olarak bulunmustur. 22
numarali deneyde ise; en yiiksek pullulan derisimi; 12.25 g/L olarak, fermantasyonun

168. saatinde tayin edilmistir. En yiiksek EPS ve pullulan derisimlerinin elde edildigi 18
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numarali deneyde kullanilan fermantasyon ortamindaki baglangi¢ sakkaroz derisimi (100
g/L); diger deneylerde kullanilan ortamlardakilerden daha yiiksektir. Bu gruptaki
deneylerde; en diisitk EPS ve pullulan derisimlerinin elde edildigi 21 numarali deneyde
kullanilan fermantasyon ortaminin baglangic pH’min 2.5 olmast nedeni ile; diisiik pH
degerlerinin, A. pullulans AZ-6 susunun EPS ve pullulan iiretimini olumsuz yonde
etkiledigi sonucuna ulasilmistir. Ayrica, 21 numarali deneyde, EPS ve pullulan

derisimlerinde fermantasyon stiresince belirgin bir artis olmadig1 da tespit edilmistir.
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Sekil 4.44. “17-22” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen

pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

17-22 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler, Sekil 4.45°de verilmistir. Bu calismadaki tiim
deneylerde; biyokiitle derisimlerinin, fermantasyon siiresince arttig1 gozlenmistir. 17-22
numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susuna ait en yiiksek biyokiitle derigimleri,
sirastyla; 16.85, 17.07, 15.43, 15.98, 17.95 ve 12.41 g/L olarak 6l¢iilmiistiir. Bu gruba ait
deney sonuclar1 kendi icerisinde karsilastirildiginda, en yiiksek biyokiitle derisiminin;
EPS ve pullulan derisimlerinin fermantasyon siiresince en diisiik degerlerde tespit
edildigi; 21 numarali deneyde elde edildigi bulunmustur. Bu deneyde kullanilan
fermantasyon ortaminin diisiik baslangic pH’inin, A. pullulans AZ-6 susu hiicrelerinin
morfolojik olarak kiif formuna gecisini destekleyerek biyokiitle derisiminin artmasina
sebep oldugu, diger bir deyisle; pullulan {iretiminden sorumlu maya benzeri hiicre

sayisinin azalmasiyla, pullulan derisiminin olumsuz yonde etkiledigi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.45.  “17-22” numarali fermantasyon deneylerinde, A. pullulans AZ-6 susunun

biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri

Calismanin bu boliimiinde, ayrica; deneyler sonucunda elde edilen biyokiitle derisimleri
kullanilarak hesaplanan In X degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler de
¢izilmis ve bu grafikleden yararlanilarak A. pullulans AZ-6 susunun 6zgiil iireme hizlari

hesaplanmistir (Sekil 4.46).

28°C’de gergeklestirilen 17-22 numarali deneyler igin, A. pullulans AZ-6 susunun tissel
iireme bolgesindeki 6zgiil tireme hizlar (p) sirasiyla; 0.048, 0.058, 0.042, 0.049, 0.028
ve 0.047 sa™ olarak hesaplanmistir. S6z konusu deneylerdeki en yiiksek dzgiil iireme hizi

degeri; 0.058 sa™ olarak, 18 numarali deneyde elde edilmistir.

Bu calismada ayrica, pullulan ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren
grafiklerden yararlanilarak, maksimum 6zgiil pullulan iiretim hizlar1 da hesaplanmstir.
17-22 numarali deneyler i¢in en yiiksek 6zgiil irlin olusum hizlari sirasiyla; 0.043, 0.046,
0.040, 0.047, 0.040 ve 0.028 g pullulan/(g mo.sa) olarak hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglara gore, en yliksek pullulan {iretim hizinin, 20 numarali deneyde elde edildigi
tespit edilmistir. Bu ¢aligmada, tiim deneyler icin en yiiksek 6zgiil liriin olusum hizlarina,

fermantasyonun 24. saatinde ulasildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.46.

(f)

numarali deneylerde In X degerlerinin zamanla degisimleri
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A. pullulans AZ-6 icin (a): 17, (b): 18, (c): 19, (d): 20, (e): 21, ve (f): 22

sakkaroz

derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler, Sekil 4.47°de verilmistir. Bu

grafikler incelendiginde; fermantasyon ortamlarindaki sakkaroz derisimlerinin, 17 ve 20



numarali deneylerde; fermantasyonun 192. ve 19, 21 ve 22 numarali deneylerde ise,
fermantasyonun 240. saatinde tamamen tiiketildigi goriilmistiir. 18 numarali deneyde ise,
fermantasyon sonunda ortamda bir miktar sakkarozun tiiketilmeden kaldig:

belirlenmistir.
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Sekil 4.47.  “17-22” numarali deneylerde sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimleri

17-22 numarali deneyler icin, hesaplanan substrat tiikketim hizlarinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.48’de sunulmustur. 17 ve 19 numarali
deneylerde en yiiksek sakkaroz tiiketim hizlar1 sirasiyla; 0.46 ve 0.95 g sakkaroz/(L.sa)
olarak, fermantasyonun baslangicinda elde edilirken, 18 numarali deneyde ise; 0.57 g
sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 240. saatinde elde edilmistir. 20 numarali
deneydeki en yliksek sakkaroz tiiketim hizi ise, 0.49 g sakkaroz/(L.sa) olarak,
fermantasyonun 95. saatinde, hesaplanmistir. En yiiksek sakkaroz tiiketim hizi; 21
numarali deneyde, 0.46 g sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 146. saatinde; 22
numarali deneyde ise, 0.60 g sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 24. saatinde elde

edilmistir.
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Sekil 4.48.  “17-22” numarali deneylerde sakkaroz tiiketim hizlarinin zamanla

degisimleri

Bu c¢alismada, pullulan ve sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimlerini gdsteren
grafiklerden yararlanilarak, 17-22 numarali deneyler i¢in, fermantasyon ortamlarindaki
pullulan verimleri de hesaplanmistir. 17-22 numarali deneyler igin pullulan verimleri (%)
strastyla; 47.3, 29.1, 17.9, 23.2, 6.9 ve 24.8 olarak elde edilmistir.

Caligmanin bu asamasinda; son olarak, deney tasarim planinda, merkez noktada yer alan
6 deney gerceklestirilmistir. 25-30 numarali bu deneyler, 28°C’de, baslangi¢ sakkaroz ve
pepton derisimlerinin sirasiyla; 60 ve 6 g/L; baslangic pH’min ise 5.5 oldugu
fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilmistir. Bu deneylerde, A. pullulans AZ-6
susunun fermantasyon ortamlarindaki baslangic asilama derisimi; 9.1x10” kob/mL olarak
belirlenmigtir. Merkez noktada gerceklestirilen deneylerde; elde edilen EPS
derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.49°da sunulmustur. Tiim
deneylerde; EPS derisimlerinin zamanla degisimlerinin benzer bir egilim gosterdikleri
belirlenmistir. Merkez noktasindaki deneylerde elde edilen EPS derigimlerinin
birbirlerine ¢ok yakin olduklar tespit edilmistir. 25-30 numarali deneyler i¢in en yliksek
EPS derisimleri; sirasiyla; 12.96, 12.51, 12.75, 12.97, 12.92 ve 12.96 g/L olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.49.  “25-30” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen

EPS derisimlerinin zamanla degisimleri

Merkez noktada gergeklestirilen 25-30 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu
tarafindan retilen pulluan derisimlerinin zamanla degisimleri ise; Sekil 4.50°de
verilmigtir. Tiim deneylerde, pullulan derisimlerinin; fermantasyonun 143. saatine kadar
artig gosterdikleri, daha sonra ise bir miktar azaldiklar1 belirlenmistir. 25-30 numarali
deneyler icin, elde edilen en yiiksek pullulan derisimleri sirasiyla; 12.31, 12.06, 12.24,
12.20, 12.79 ve 12.41 g/L olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.50.  “25-30” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen

pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri
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28°C’de gergeklestirilen 25-30 numarali deneylerde elde edilen biyokiitle derisimlerinin

zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.51°de sunulmustur.
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Sekil 4.51. “25-30” numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle

derigimlerinin zamanla degisimleri

Bu grafik incelendiginde, tiim deneylerdeki biyokiitle derisimlerinin fermantasyon
siiresince arttig1 belirlenmistir. 25-30 numarali deneylerde; en yiiksek biyokiitle
derigimleri, sirasiyla; 12.87, 12.19, 12.60, 12.57, 12.42 ve 12.60 g/L. olarak elde

edilmistir.

Calismanin bu boliimiinde ayrica, deneyler sonucunda elde edilen biyokiitle
derisimlerinden yararlanilarak hesaplanan In X degerlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler de olusturulmus ve bu grafiklerden, A. pullulans AZ-6 susunun 6zgiil
tireme hizlar1 hesaplanmistir (Sekil 4.52). Merkez noktada gergeklestirilen deneylerde, 25
ve 29 numarali deneyler i¢in A. pullulans AZ-6 susunun iissel tireme bolgesindeki 6zgiil
tireme hizlart (n) 0.044; 28 ve 30 numarali deneyler i¢in, 0.045; 27 ve 29 numaral

deneyler i¢in, 0.046 ve 26 numarali deney igin ise; 0.043 sa* olarak hesaplanmustir.

Bu ¢alismada; ek olarak, pullulan ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafiklerden yararlanilarak maksimum 6zgiil pullulan {iretim hizlart da
hesaplanmistir. En yiiksek 6zgiil {irin olusum hizlari, 25 ve 29 numarali deneylerin her
ikisi i¢in de; 0.055, 26-28 numarali deneyler igin sirasiyla; 0.059, 0.053, 0.057; 30

numarali deney i¢in ise; 0.052 g pullulan/(g mo.sa) olarak hesaplanmistir. Bu calismada;
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merkez noktada gergeklestirilen tiim deneylerdeki en yiiksek 6zgiil iirlin olusum hizlarina,

fermantasyonun 24. saatinde ulasildig1 belirlenmistir.
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25-30 numarali deneyler i¢in, fermantasyon ortamindaki sakkaroz derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.53’de gdsterilmistir. S6z konusu sekil
incelendiginde, merkez noktada gerceklestirilen deneylerde elde edilen sonuglarin
birbirlerine ¢ok yakin olduklar1 ve ayn1 egri lizerinde yer aldiklari belirlenmistir. Ayrica,
her deneyde, fermantasyon ortamindaki sakkarozun; fermantasyon isleminin sonunda

hemen hemen tamamen tiiketildigi de tespit edilmistir.
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Sekil 4.53.  “25-30” numarali deneylerde sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimleri

25-30 numaral1 deneyler i¢in, sakkaroz tiiketim hizlarinin zamanla degisimlerini gésteren

grafikler Sekil 4.54’de verilmistir.
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Sekil 4.54.  “25-30” numarali deneylerde sakkaroz tiiketim hizlarinin zamanla

degisimleri
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Merkez noktadaki deneylerde en yiiksek substrat tiiketim hizlari, 0.37 g sakkaroz/(L.sa)

olarak, fermantasyonun 71. saatinde elde edilmistir.

Bu calismada, pullulan ve sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren
grafiklerden yararlanilarak, her bir deney i¢in pullulan verimleri de hesaplanmstir.
Pullulan verimleri (%); 25, 26, 29 ve 30 numarali deneyler i¢in sirasiyla; 27.6, 27.0, 28.4

ve 27.7; 26 ve 27 numarali deneyler i¢in ise; 27.4 olarak elde edilmistir.

4.5. Bagimh Degiskenlerin Yanit Yiizey Yontemi ile Modellenmeleri

Bu calismadaki deneylerin; Cizelge 4.5’de belirtilen ve merkezi karma tasarim yontemi
kullanilarak olusturulan deney planina gore gerceklestirilmesinden sonra, secilen dort
bagimsiz degiskenin, elde edilen yanitlar lizerine etkilerini gosteren bazi model esitlikler
de tiiretilmistir. Bu amagla; fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (Xz1),
baslangi¢ pepton derisimi (X2), baglangic pH’1 (X3) ve sicaklik (X4) bagimsiz degiskenler,
en yiksek EPS derisimi (Y1), en yiikksek pullulan derisimi (Y2), A. pullulans AZ-6
susunun iissel ireme bolgesindeki 6zgiil iireme hizi (Y3), maksimum 6zgiil pullulan
tiretim hiz1 (Y4) ve pullulan verimi yiizdesi (Ys) ise; bagimli degiskenler (yanitlar) olarak
secilmigtir. Bu kapsamdaki deneylerden elde edilen tiim yanitlar; Cizelge 4.7°de

verilmistir.

Cizelge 4.7°deki sonuglar incelendiginde; elde edilen maksimum EPS derisimlerinin
(Y1); 2.02-23.51 g/L, maksimum pullulan derisimlerinin (Y2); 1.90-23.10 ¢/L,
mikroorganizmanin iissel iireme bolgesindeki 6zgiil iireme hiz1 degerlerinin (Y3); 0.025-
0.058 sal, maksimum 6zgiil pullulan iiretim hiz1 degerlerinin (Y4); 0.021-0.059 [g
pullulan/(g mo.sa)] ve pullulan verimlerinin (Ys) ise, %6.9-47.3 araliklarinda degistikleri

tespit edilmistir.

Bu ¢alismada; secilen dort bagimsiz degiskenin; her bir bagiml degisken iizerindeki
etkilerini gosteren model esitliklerin tiiretilebilmesi i¢cin Design Expert 10.0.2 (Inc.
Minneapolis, USA) programi kullanilmistir. Bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki
iliskileri gdsteren ve ikinci dereceden bir polinom seklinde ifade edilen model esitlikler;

¢oklu regresyon yontemi uygulanarak tiiretilmistir (Es 3.1).

132



Cizelge 4.7.

Merkezi karma tasarim yoOntemine gore gergeklestirilen deneyler
sonucunda elde edilen maksimum EPS derisimleri (Y1) ve maksimum
pullulan derisimleri (Y2) ile her bir deney i¢in hesaplanan 6zgiil lireme
hizlart (Y3), maksimum 6zgiil pullulan {iretim hizlar1 (Ys4) ve pullulan

verimleri (Ys)

Deney Y1 Y2 Y3 Ya Ys
No. (o/L) (g/L) (sal) [g pullulan/(g mo.sa)] (%)
1 5.25 4.85 0.025 0.035 24.9
2 5.78 5.62 0.028 0.051 9.7
3 8.16 7.95 0.031 0.038 31.1
4 15.74 14.48 0.037 0.044 29.2
5 12.15 11.62 0.034 0.046 34.9
6 17.53 17.21 0.043 0.045 21.9
7 11.33 10.92 0.038 0.039 33.9
8 23.51 23.10 0.051 0.040 33.6
9 8.75 7.94 0.048 0.033 27.0
10 5.74 5.62 0.050 0.031 9.1
11 5.80 5.05 0.045 0.042 17.8
12 9.27 8.62 0.051 0.037 14.6
13 12.04 11.44 0.052 0.038 41.3
14 12.11 11.75 0.058 0.041 20.7
15 6.13 5.50 0.049 0.029 26.4
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Cizelge 4.7. Devam ediyor.

Deney Y1 Y2 Ys Y Ys
No. (g/L) (go/L) (sa?) [g pullulan/(g mo.sa)] (%)
16 12.92 12.27 0.057 0.034 19.1
17 10.90 9.45 0.048 0.043 47.3
18 18.93 18.17 0.058 0.046 29.1
19 9.13 8.67 0.042 0.040 17.9
20 12.50 11.88 0.049 0.047 23.2
21 2.02 1.90 0.028 0.040 6.9
22 13.17 12.25 0.047 0.028 24.8
23 13.00 12.14 0.030 0.048 29.3
24 6.75 6.48 0.055 0.021 17.9
25 12.96 12.31 0.044 0.055 27.6
26 1251 12.06 0.043 0.059 27.0
27 12.75 12.24 0.046 0.053 27.4
28 12.97 12.20 0.045 0.057 27.4
29 12.92 12.79 0.044 0.055 28.4
30 12.96 12.41 0.045 0.052 21.7
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Tez ¢alismasinda ayrica, Design Expert 10.0.2 programi kullanilarak tiiretilen her bir
model i¢in, varyans (ANOVA) analizi de yapilmistir. Her bir modelin gercek cevaba
uygun olduguna; modelin 6nemli (p<0.01), uyum eksikliginin 6nemsiz (p>0.05) ve
modele ait R? (belirleme katsayisi) degerinin ise; 0.75°den biiyiik oldugu kosullar dikkate

alinarak karar verilmistir.

Coklu regresyon yontemi ile elde edilen ve fermantasyon ortaminin baglangi¢ sakkaroz
derisimi (X1), baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve baslangi¢c pH’1 (X3) ile sicakligin (X4);
en yiiksek EPS derisimi (Y1) iizerine etkilerini gdsteren model denklem; Es. 4.1°de

verilmigtir.

Y=+ 1285+ 2.04X1+ 0.84Xo+ 2.73X3- 1.63Xs+ 1.69X1 X2 + 0.99X1 X3 -
1.15X1Xa - 0.84X2X3- 1.41X>Xa - 1.00X3X4 + 0.51X12 - 0.51X5% - 1.32X32 - (4.1)
0.75X4?

Modele ait belirleme katsayis1 ise; R?= 0.998 olarak elde edilmistir. R? degerinin 1’e ¢ok
yakin olmas1 deneysel ve Es. 4.1 kullanilarak hesaplanan Y1 degerlerinin birbirlerine ¢ok

yakin olduklarin1 gostermektedir.

Bu modele ait varyans analizi sonuglari ise, Cizelge 4.8’de verilmistir. Varyans analizi
sonuglarma gore model, %95 giiven diizeyinde onemli (p<0.01) bulunmustur. Ayrica,
tim bagimsiz degigkenlerin; maksimum EPS derisimi iizerindeki lineer etkilerinin, bu
parametrelerin birbirleri ile etkilesimlerinin ve karesel etkilerinin de olduk¢a 6nemli
olduklar1 (p<0.01) tespit edilmistir. Bu modele ait uyum eksikliginin ise Onemsiz

(p>0.05) oldugu kaydedilmistir.

Bu calismada, segilen bagimsiz degiskenlerin; maksimum EPS derisimi (Y1) lizerindeki
etkilerini gosteren yamit yiizey ve kontur grafikleri, Sekil 4.55 - Sekil 4.60’da
sunulmustur. Her bir grafik, s6z konusu grafik iizerinde yer almayan bagimsiz

degiskenlerin merkez noktasindaki degerleri kullanilarak ¢izilmistir.
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Cizelge 4.8. Fermantasyon ortaminin baglangi¢ sakkaroz derisimi (X1), baslangic
pepton derisimi (X2) ve baslangic pH’1 (X3) ile sicakligin (Xs) maksimum

EPS derigimi (Y1) lizerindeki etkilerine ait varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynag SD KO F degeri p degeri
Model 14 41.31 529.13™ <0.0001
X1 1 100.25 1284.13™ <0.0001
X2 1 17.09 218.87" <0.0001
X3 1 178.92 2291.99™ <0.0001
Xa4 1 63.99 819.75™ <0.0001
X1 X2 1 45.73 585.81" <0.0001
X1X3 1 15.70 201.13™ <0.0001
X1X4 1 21.05 269.59™ <0.0001
XoXs3 1 11.21 143.54™ <0.0001
XoXs 1 31.78 407.11™ <0.0001
XaXs 1 15.90 203.68™ <0.0001
Xq? 1 7.17 91.87 <0.0001
X2? 1 7.24 92.70™ <0.0001
X3 1 47.69 610.95™ <0.0001
X4? 1 15.37 196.92™ <0.0001
Uyum eksikligi 10 0.10 2.97 0.1209

Hata 5 0.034

Genel 29

" p<0.01, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamas:

Fermantasyon ortamlarindaki baglangi¢ sakkaroz ve pepton derisimlerinin, maksimum
EPS derisimi lizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri; Sekil 4.55°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.55.  Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ile baslangig
pepton derisiminin (X2); maksimum EPS derisimi (Y1) tizerindeki
etkilerini gosteren (a): yamt yiizey ve (b): kontur grafikleri
(X3 =5.5, X4=28°C)

Sekil 4.55°deki degerlerden de goriilebilecegi gibi; fermantasyon ortamindaki maksimum
EPS derisimi, baslangi¢ pepton derisiminin diisiik oldugu kosullarda, baslangi¢ sakkaroz
derisiminin artmastyla azalmaktadir. Calisilan derisim aralifindaki, yiiksek baslangic
pepton derisimlerinde ise; ortamdaki baslangic sakkaroz derisiminin artmasiyla; elde
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edilen maksimum EPS derisimi de belirgin bir sekilde artmaktadir. Sekil 4.55a’da yer
alan yanit ylizey grafigi incelendiginde, fermantasyon ortamindaki baslangi¢c pepton
derisiminin yliksek, sakkaroz derisiminin ise diisiik oldugu kosullarda; elde edilen
maksimum EPS derisiminin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir. 28°C’de, baslangic pH
degerinin 5.5 oldugu fermantasyon ortamlarinda, yiiksek EPS derisimlerine, baslangic
sakkaroz derisiminin yaklasik 85-100 g/L ve baslangi¢ pepton derisiminin ise, yaklasik
7-12 g/L araliginda oldugu kosullarda ulasilabilmektedir.

Sekil 4.55b’deki kontur grafigi incelendiginde ise; baslangi¢ sakkaroz derisimi 100 g/L
olan fermantasyon ortamlarinda elde edilebilecek maksimum EPS derigimlerinin;
ortamdaki baglangic pepton derisiminin; 7-12 g/L araliginda degistigi kosullarda, 20
g/L’den daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Baslangi¢ sakkaroz derisimi 95 g/L, baslangig
pepton derisimi ise, 11 g/L iken; elde edilebilecek maksimum EPS derisimi; 23 g/L olarak
belirlenmistir. Bu grafikten ayrica, baslangi¢c pepton derisimi 12 g/L. olan fermantasyon
ortamlarinda; baslangi¢c sakkaroz derigsimi 27 g/I.’den daha diisiik oldugunda elde
edilebilecek maksimum EPS derisimlerinin, 5 g/L’den daha diisiik oldugu da tespit

edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi ile baslangic pH’1nin maksimum

EPS derisimi lizerindeki etkileri ise; Sekil 4.56’da gosterilmistir.

Sekil 4.56a’daki li¢ boyutlu grafik incelendiginde, fermantasyon ortaminin baslangi¢
pH’1nin diisiik oldugu kosullarda, baslangi¢ sakkaroz derisiminin artmasiyla elde edilen
maksimum EPS derisiminin de artti§1 bulunmustur. Ilgili sekildeki sonuglar
incelendiginde ayrica; 28°C’de, fermantasyon ortamindaki peptonun baslangic derisimi;
6 g/L degerinde sabit tutularak, sakkaroz baslangi¢ derisimi; 80-100 g/L ve baslangi¢
pH’1 ise, 6-8.5 araliginda degistirildiginde, fermantasyon sonucunda yiiksek EPS

derisimlerinin elde edildigi de belirlenmistir.
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Sekil 4.56.  Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ile baslangig

pH’min (X3); maksimum EPS derisimi (Y1) lizerindeki etkilerini gosteren

(a): yanit ylizey ve (b): kontur grafikleri (X2 = 6 g/L, X4 =28°C)

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi ile baslangic pH’1nin; maksimum
EPS derisimi iizerindeki etkilerini gosteren kontur grafigi (Sekil 4.56b) incelendiginde
ise; 28°C’de, sakkaroz baslangi¢ derisimi; 60 g/L, pepton baslangi¢ derisimi; 6 g/L ve
baslangi¢c pH’1 3’den kiigiik olan bir fermantasyon ortaminda elde edilebilen maksimum
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EPS derisiminin 5 g/L’den daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Kontur grafiginden
ayrica; sakkaroz baslangi¢ derisimi 100 g/L olan fermantasyon ortamlarinda, baglangic
pH’min 6.0-8.5 araliginda degistigi kosullarda elde edilen maksimum EPS derisimlerinin
de 20 g/L’den daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak; ¢alisilan araliktaki tiim
baslangi¢ sakkaroz derisimleri i¢in fermantasyon ortaminin baslangic pH’nin 2.5-3.5
araliginda degistigi kosullarda elde edilen maksimum EPS derigiminin; 10 g/L’den daha
diisiik oldugu da bulunmustur.

Sicaklik ve fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisiminin; maksimum EPS
derisimi iizerine etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise, Sekil 4.57°de

sunulmustur.

Yanit ylizey grafigi (Sekil 4.57a) incelendiginde, baslangi¢ sakkaroz derisiminin diigiik
oldugu fermantasyon ortamlarindaki EPS firetiminin; sicakligin, 24°C’den 32°C’ye
artmasiyla hemen hemen sabit kaldig1 belirlenmistir. Bu ¢alismada denenen en diisiik
sicaklikta (24°C) ise; fermantasyon ortamindaki sakkarozun baslangic derisiminin
artmasiyla elde edilen maksimum EPS derisiminin de oldukga arttigi goriilmiistiir.
Fermantasyon ortaminin baslangi¢c pepton derisiminin, 6 g/L ve baslangic pH nin ise;
5.5 oldugu kosullarda, yiiksek EPS derisimlerinin; baslangi¢c sakkaroz derigiminin; 90-
100 g/L ve sicakligin ise, 24-26°C araliginda degistigi isletme kosullarinda elde edildigi

belirlenmistir.

Sekil 4.57b’de yer alan kontur grafigi incelendiginde ise, maksimum EPS derigiminin;
fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisiminin; 20 g/L oldugu ve sicakligin
yaklasik 24-26.5°C arasinda degistigi, ayrica; baslangi¢ sakkaroz derisiminin; 60 g/L ve
sicakligin ise; 30.5-32°C arasinda degistigi isletme kosullarinda, 10 g/L’den daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Baslangi¢ sakkaroz derisiminin; 100 g/L oldugu ve sicakligin; 24-
27°C araliginda degistigi kosullarda elde edilen maksimum EPS derisiminin ise; 20
g/L’den daha yiiksek oldugu bulunmustur. 25°C’de, fermantasyon ortaminin baslangic

sakkaroz ve pepton derisimlerinin sirasiyla; 6 ve 95 g/ ve baslangi¢ pH’min ise; 5.5

oldugu kosullarda EPS derisiminin; 21.8 g/L oldugu da tespit edilmistir.
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Sekil 4.57.  Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derigimi (X1) ile sicakligin
(X4); maksimum EPS derigimi (Y1) tizerindeki etkilerini gsteren (a): yanit

ylizey ve (b): kontur grafikleri (X2 = 6 g/L, X3 =5.5)

Fermantasyon ortaminin baglangi¢ pepton derisimi ile baslangi¢c pH’1nin; maksimum EPS

derisimi iizerine etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise, Sekil 4.58’de

sunulmustur.
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Sekil 4.58. Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ile baslangig
pH’ min (X3); maksimum EPS derisimi (Y1) lizerindeki etkilerini gosteren

(a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 =60 g/L, X4 =28°C)

Sekil 4.58a’da yer alan yanit yiizey grafigi incelendiginde; fermantasyon ortamindaki
baslangi¢ sakkaroz derisiminin; 60 g/L, sicakligin ise; 28°C oldugu kosullarda; bu
calismada kullanilan baslangi¢ pH araliginda, ortamdaki baslangi¢ pepton derisiminin
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artmasi ile EPS iiretimininde de genel olarak bir miktar arttig1 belirlenmistir. Ayrica;
baslangic pepton derisiminin; 0-4 g/L, baslangic pH’min ise 2.5-3.5 araliginda
degistikleri fermantasyon ortamlarinda elde edilen maksimum EPS derisimlerinin de

diistik olduklar1 tespit edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baglangi¢ pepton derisimi ile baslangi¢c pH’1nin; maksimum EPS
derisimi tizerine etkilerini gdsteren kontur grafigi ise, Sekil 4.58b’de yer almaktadir. Bu
grafik incelendiginde; 28°C’de, baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimleri; sirasiyla, 60 ve
6 g/L olan fermantasyon ortamlarinda; baslangic pH’mnin 2.5-4.3 aralifinda degistigi
isletme kosullarinda, elde edilen maksimum EPS derigiminin; 10 g/L’den daha diisiik
oldugu belirlenmistir. 28°C’de fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz ve pepton
derigimleri sirasiyla; 60 ve 3 g/L, ve pH’1 ise; 3 iken; elde edilen maksimum EPS

derisiminin 2 g/L oldugu bulunmustur.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X>) ile sicakligin (X4); maksimum
EPS derisimi (Y1) tizerindeki etkileri ise; Sekil 4.59°daki yanit ylizey ve kontur
grafiklerinde gosterilmistir. Sekil 4.59a’daki yanit yiizey grafigi incelendiginde, diisiik
sicakliklarda gerceklestirilen deneylerde, fermantasyon ortamindaki baglangic pepton
derisiminin artmasiyla elde edilen EPS derisimlerinin de arttig1 tespit edilmistir. Yiiksek
sicakliklarda yapilan deneylerde ise, fermantasyon ortamimin baslangig pepton
derisimindeki artisin; elde edilen EPS miktarlarimi 6nemli Olgiide etkilemedigi
bulunmustur. Ayrica, baslangic sakkaroz derisimi, 60 g/L ve baslangi¢ pH’1 5.5 olan
fermantasyon ortamlarinda; sicakligin; 24-25°C ve baslangi¢ pepton derisiminin ise, 9-
12 g/L aralifinda degistigi isletme kosullarinda; EPS iiretiminin de yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Sekil 4.59b’deki kontur grafigi incelendiginde ise; baslangi¢ pepton derisimi 8-12 g/L
araliginda degisen fermantasyon ortamlarinda; 24-26°C sicaklik araliginda elde edilen
EPS derisimlerinin; 15 g/I.’den daha yiiksek olduklari tespit edilmistir. Ayrica, 24°C’de,
baslangi¢ pepton derisimi; 0-0.6 g/L, 32°C’de ise; baslangi¢ pepton derigimi; 8-12 g/L
araliklarinda degisen fermantasyon ortamlarinda elde edilen en yiiksek EPS

derigimlerinin 5 g/L’den daha diisiik oldugu da bulunmustur.
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Y1 (g/L)

X4 (°C)

X2 (g/L)

(b)
Sekil 4.59. Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X32) ile sicakligin (X4);

maksimum EPS derisimi (Y1) lizerindeki etkilerini gosteren (a): yanit yiizey

ve (b): kontur grafikleri (X1 = 60 g/L, X3 = 5.5)
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Fermantasyon ortaminin baslangi¢c pH’1 (X3) ve sicakligin (X4); maksimum EPS derisimi

(Y1) tzerindeki etkileri ise, Sekil 4.60°daki yanmit yiizey ve kontur grafiklerinde

gosterilmistir.

Y1 (g/L)

(a)

X4 (°C)

T
X3
(b)

Sekil 4.60.  Fermantasyon ortamimin baslangic pH’1 (X3) ile sicakligin (Xa);

maksimum EPS derisimi (Y1) lizerindeki etkilerini gdsteren (a): yanit

yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 =60 g/L, X =6 g/L)
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Baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimleri; sirasiyla, 60 ve 6 g/L olan fermantasyon
ortamlarinda, elde edilen EPS derisimlerinin; fermantasyon ortaminin baslangi¢c pH’1nin
artmasiyla diisiik sicakliklarda arttigi; yiiksek sicakliklarda ise ¢ok fazla degismedigi
bulunmustur. Bu ¢alismada ayrica, sicakligin artmasiyla; fermantasyon sonucunda elde
edilen en yiiksek EPS derisimlerinin; diisiik baslangic pH degerlerinde c¢ok fazla
degismedigi; yliksek baslangic pH degerlerinde ise; azaldigi da bulunmustur.

Sekil 4.60b’deki kontur grafigi incelendiginde, fermantasyon ortaminin baslangi¢
pH’min; 7-8.5 ve sicakligin ise, 24-27°C araliginda degistigi isletme kosullarinda elde
edilen maksimum EPS derisimlerinin 15 g/L’den daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
24°C’de, fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimleri; sirastyla, 60
ve 6 g/L, baslangic pH’min ise, 2.5-3.2 araliginda degistigi kosullarda elde edilen
maksimum EPS derisimlerinin ise; 5 g/L’den daha diisiik oldugu bulunmustur. 30°C’de,
fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimleri; sirasiyla, 60 ve 6 g/L,

ve pH’min ise; 3 oldugu kosullarda elde edilen EPS derisiminin; 3.9 g/L oldugu tespit

edilmistir.

Maksimum EPS derisimlerinin (Y1); Es. 4.1 kullanilarak hesaplanan tahminsel degerleri
ile deneysel degerlerinin karsilastirildiklar grafik; Sekil 4.61°de gosterilmistir. Bu grafik
incelendiginde; tahminsel ve deneysel Y1 degerlerinin diagonal iizerinde yer aldiklar1 ve
birbirlerine ¢ok yakin olduklari belirlenmistir. S6z konusu grafik igin belirleme katsayisi
ise; R?=0.998 olarak hesaplanmistir. R? degerinin 1’e ¢ok yakin olmasi; model esitlikten
hesaplanan tahminsel Y1 degerleri ile deneysel Y1 degerlerinin birbirleri ile uyumunun

oldukgca yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.61.  Maksimum EPS derisimlerinin (Y1); Es. 4.1 kullanilarak hesaplanan
tahminsel degerleri ile deneysel degerlerinin karsilastirilmast

(y = 0.99798x + 0.02261; R? = 0.998)

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derigimi (X1), baglangic pepton derisimi (X>)
ve baslangic pH’1 (X3) ile sicakliin (X4); maksimum pullulan derisimi (Y?2) lizerindeki
etkilerini gosteren ikinci dereceden ¢oklu regresyon model denklemi ise; Es. 4.2°de

gosterilmistir.

Yo=+ 1234 + 2.12X1+ 0.76 X2+ 2.68X3- 1.62X4+ 1.54X1 X2+ 1.02X1 X3 -

1.05X1X4 - 0.77X2X3 - 1.40XX4 - 1.01X3X4 + 0.39X1% - 0.49X,2 - 1.29X35? - (4.2)
0.73X4?

Tiiretilen model esitlik icin belirleme katsayisi ise; R? = 0.995 olarak hesaplanmustir.
Bulunan R? degerinin 1’e ¢ok yakin olmasi; deneysel ve Es. 4.2°ye gore hesaplanan

tahminsel Y2 degerlerinin birbirlerine ¢ok yakin olduklarini géstermektedir. Bu modele

ait varyans analizi sonuglar ise, Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Tiretilen model; varyans analizi sonuglarina gére %95 giiven diizeyinde énemli (p<0.01)
bulunmustur. Ayrica, tiim bagimsiz degiskenlerin; maksimum pullulan derisimi

tizerindeki lineer etkilerinin, bu parametrelerin karesel etkilerinin ve birbirleri ile
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etkilesimlerinin de olduk¢a 6nemli olduklar1 (p<<0.01) tespit edilmistir. Tiiretilen modelin

uyum eksikliginin ise; dnemsiz oldugu belirlenmistir (p>0.05).

Cizelge 4.9. Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (Xi1), baslangic
pepton derisimi (X2) ve baslangi¢c pH’1 (X3) ile sicakligin (X4); maksimum

pullulan derisimi (Y?2) lizerindeki etkilerine ait varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynagi SD KO F degeri p degeri
Model 14 39.71 224.58™ <0.0001
X4 1 107.70 609.13™ <0.0001
X2 1 13.89 78.58™ <0.0001
X3 1 172.70 976.79™ <0.0001
X4 1 62.99 356.25™ <0.0001
X1X2 1 38.13 215.67" <0.0001
X1X3 1 16.61 93.92" <0.0001
X1X4 1 17.51 99.06™ <0.0001
X2X3 1 9.46 53.48™ <0.0001
X2X4 1 31.53 178.32™ <0.0001
X3X4 1 16.44 93.00™ <0.0001
X1 1 4.18 23.62™ 0.0002
X2? 1 6.68 37.79" <0.0001
X3? 1 45.89 259.58"™ <0.0001
X42 1 14.81 83.76™ <0.0001
Uyum eksikligi 10 0.23 3.69 0.0810
Hata 5 0.063

Genel 29

"p<0.01, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamas:

Bu c¢alismada, segilen bagimsiz degisenlerin, maksimum pullulan derisimi (Y2)
tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey grafikleri ise, Sekil 4.62 — Sekil 4.67°de
gosterilmistir. Her bir grafik; soz konusu grafik lizerinde yer almayan bagimsiz

degiskenlerin merkez noktasindaki degerleri kullanilarak ¢izilmistir.
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Fermantasyon ortaminin baslangic sakkaroz ve pepton derisimlerinin; maksimum

pullulan derisimi iizerindeki etkilerini gosteren yanit ylizey ve kontur grafikleri, Sekil

4.62’de sunulmustur.

Sekil 4.62.

Y2 (g/L)

12

X2 (g/L)

20 40 60 80 100

X1 (g/L)

(b)
Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve baslangic
pepton derisiminin (X2); maksimum pullulan derisimi (Y2) tlizerindeki
etkilerini gosteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri
(X3=5.5, X4=28°C)
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Bu calismada, 28°C’de ve baslangic pH’1 5.5 olan fermantasyon ortamlarinda elde
edilebilecek en yliksek pullulan derisimine, sakkaroz ve peptonun baslangic
derigimlerinin en yiiksek degerlerinde oldugu isletme kosullarinda ulagilabilecegi
bulunmustur. En yiiksek pullulan derisiminin; fermantasyon ortamindaki sakkarozun
baslangi¢c derisiminin diisiik oldugu deneylerde, ortamdaki peptonun baslangic
derisiminin artmasiyla bir miktar azaldigi, fermantasyon ortamindaki sakkarozun
baslangi¢ derisiminin yiliksek oldugu deneylerde ise; ortamdaki peptonun baslangic
derisiminin artmasi ile oldukga arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.62a).

Sekil 4.62b’deki kontur grafigi incelendiginde, baslangi¢ pepton derisimi; 12 g/L olan
fermantasyon ortamlarinda; elde edilen edilen maksimum pullulan derigimlerinin;
baslangi¢ sakkaroz derisimi; 20-50 g/L araliginda degisen ortamlarda; 10 g/L’den daha
diisiik, baslangic sakkaroz derisimi 90-100 g/L araliginda degisen ortamlarda ise, 20
g/L’den daha yiiksek olduklari belirlenmistir. 28°C’de, fermantasyon ortaminin baslangig
sakkaroz ve pepton derisimleri sirasiyla; 95 ve 10.8 g/L ve baslangi¢c pH’1 ise, 5.5. iken
elde edilen EPS derigsiminin 21.5 g/L oldugu da tespit edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi ve baslangi¢c pH’mnin maksimum
pullulan derisimi iizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise, Sekil

4.63’de sunulmustur.

Bu calismada, incelenen sakkaroz baslangi¢c derisim araliginda, fermantasyon ortaminin
baslangi¢c pH min diisiik oldugu kosullarda elde edilen maksimum pullulan derisiminin
de diisiik oldugu bulunmustur. Baslangic pH’1 diislik olan fermantasyon ortamlarinda;
baslangi¢ sakkaroz derisimindeki artisin, elde edilen maksimum pullulan derisimlerini
onemli 6lgiide degistirmedigi de belirlenmistir (Sekil 4.63a). Bu ¢alismada, en yiiksek
pullulan derigimleri, Sekil 4.63a’daki yanit yiizey grafigine gore, 28°C’de baslangi¢
pepton derisimi; 6 g/L olan fermantasyon ortamlarinda, ortamin baglangic pH’inin;
yaklasik, 7-8.5 ve baslangi¢ sakkaroz derisiminin ise, yaklasik, 90-100 g/L araliginda
degistigi kosullarda elde edilmistir. Ortamin baslangic pH’min; yaklasik, 6-8.5 ve
baslangi¢ sakkaroz derisimin ise, yaklasik, 20-40 g/L araliginda degistigi kosullarda ise,

elde edilen maksimum pullulan derisimlerinin diisiik olduklar1 bulunmustur.
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Sekil 4.63.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi ve baglangic pH’1nin; maksimum
pullulan derisimi tizerindeki etkilerini gosteren kontur grafiginde (Sekil 4.63b), ¢alisilan
tiim baslangi¢ sakkaroz derigimlerinde, baslangic pH’inin; 2.7°den daha diisiik oldugu

60

X1 (g/L)

25 20

(@)
Y2 (g/L)

8.5

55

X3

25
20 40 60 80 100

X1 (g/L)
(b)

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve baslangic
pH’ min (X3); maksimum pullulan derisimi (Y2) tlizerindeki etkilerini

gosteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 = 6 g/L, X4 =28°C)

151



isletme kosullarinda elde edilen maksimum pullulan derisiminin; 5 g/L.’den daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. 28°C’de, baslangi¢ sakkaroz ve pepton derigimleri sirasiyla; 50 ve
60 g/L, fermantasyon ortaminin baslangic pH’1 ise, 2.6 iken elde edilen pullulan
derisiminin 2.3 g/l oldugu bulunmustur. Kontur grafigi incelendiginde ayrica,
fermantasyon ortaminin baslangic pH’mnin 8.5 oldugu, baslangi¢ sakkaroz derisiminin
ise; 90-100 g/L araliginda degistigi durumda elde edilen maksimum pullulan derisiminin;

20 g/L’den daha yiiksek oldugu da belirlenmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ile sicakligin (X4) maksimum
pullulan derisimi (Y?) tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise,
Sekil 4.64’deki yanit ylizey ve kontur grafiklerinde gosterilmistir. Baslangi¢ sakkaroz
derisiminin diisiik oldugu fermantasyon ortamlarinda, sicakliktaki artisin, elde edilen

pullulan derisimini 6nemli dlglide degistirmedigi belirlenmistir.

Sekil 4.64a’daki veriler incelendiginde, baslangic pH’1 5.5 ve baslangic pepton ve
sakkaroz derisimleri ise, sirastyla; 6 ve 100 g/L olan fermantasyon ortamlarinda yapilan
calismalarda; sicakligin, 24°C’den 32°C’ye arttirilmasiyla elde edilen maksimum
pullulan derigimlerinin azaldig1 gorilmistir. Yiiksek pullulan derigimlerinin,
fermantasyon ortamindaki baslangi¢ sakkaroz derigiminin, yaklasik 90-100 g/L
araliginda degistigi; sicakligin ise, 24-25°C oldugu kosullarda elde edildigi tespit
edilmistir. Ayrica, yiiksek sicakliklarda, elde edilen maksimum pullulan derisiminin,

ortamdaki baglangi¢ sakkaroz derisiminin artmasiyla 6nemli Ol¢iide degismedigi de

belirlenmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi ile sicakligin, maksimum pullulan
derisimi lzerindeki etkilerini gosteren kontur grafigi (Sekil 4.64b) incelendiginde;
24°C’de, fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derigiminin; 90-100 g/L araliginda
degistigi kosullarda, elde edilen maksimum pullulan derisiminin; 20 g/L’den daha yiiksek
oldugu gorilmiistiir. Ayrica, 32°C’de elde edilen maksimum pullulan derisiminin;
caligilan araliktaki tiim baslangi¢ sakkaroz derisimleri i¢in 10 g/L.’den daha diisiik oldugu

da tespit edilmistir.
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Sekil 4.64.  Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve sicakligin

(X4); maksimum pullulan derisimi (Y?2) tizerindeki etkilerini gosteren (a):

yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 = 6 g/L, X3 =5.5)
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Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve baslangic pH’min (X3);
maksimum pullulan derisimi (Y?2) lizerindeki etkileri ise, Sekil 4.65’deki yanit ylizey ve
kontur grafiklerinde gosterilmistir. Bu c¢alismadaki bagimsiz degiskenler olan
fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X>) ile baslangi¢ pH’1nin (X3); deney
tasarimi i¢in kullanilan c¢alisma araliklarindaki en diisiik degerlerinde elde edilen
maksimum pullulan derisiminin de ¢ok diisiik bir degerde oldugu bulunmustur (Sekil
4.65a). Fermantasyon ortamindaki baslangi¢ pepton derigiminin diisiik oldugu kosullarda,
ortamin baglangic pH degerinin artmasiyla maksimum pullulan derisiminin de 6nemli
Olclide arttig1 belirlenmistir. Sekil 4.65a’daki degerler incelendiginde; pullulan
derisiminin; 28°C’de, baslangi¢ sakkaroz derisimi 60 g/L, baslangi¢c pepton derisimi,
yaklasik 6 g/L ve baslangi¢c pH degeri ise, yaklasik 7 olan bir fermantasyon ortaminda en
yiiksek degerine ulastig1 tespit edilmistir.

Sekil 4.65b’de yer alan kontur grafiginde; baslangi¢ pepton derigimi ve baslangi¢ pH’1
sirastyla; 8-12 g/L ve 4.5-8.5 araliginda degisen fermantasyon ortamlarinda elde edilen
maksimum pullulan derisimlerinin; 10 g/L’den daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Baslangic pepton derisimi; 2 g/L ve baslangic pH’1; yaklasik, 2.5-3.8 arasinda degisen
fermantasyon ortamlarinda ise; elde edilen maksimum pullulan derisimlerinin; 5 g/L’den
daha diisiik oldugu belirlenmistir. Ayrica, 28°C’de fermantasyon ortaminin baslangic
sakkaroz ve pepton derisimlerinin sirasiyla; 60 ve 4.3 g/L, baslangi¢c pH’ min ise, 2.8

oldugu kosullarda elde edilen pullulan derisiminin 1.81 g/L oldugu da tespit edilmistir.
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Sekil 4.65.

Y2 (g/L)

X3

X2 (g/L)

(b)
Fermantasyon ortamimin baglangi¢ pepton derisimi (X2) ve baslangi¢
pH’min (X3); maksimum pullulan derisimi (Y2) tizerindeki etkilerini

gosteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 = 60 g/L, X4 =28°C)
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Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X3) ile sicakligin (X4); maksimum
pullulan derisimi (Y?2) lizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise,
Sekil 4.66°da gosterilmistir. S6z konusu sekilde yer alan yanit yiizey grafiginden (Sekil
4.66a), baslangic sakkaroz derisimi; 60 g/L ve baslangic pH degeri; 5.5 olan bir
fermantasyon ortaminda; baglangi¢ pepton derisiminin; 11 g/L, sicakligin ise, 31°C’den
daha yiiksek oldugu kosullarda elde edilen en yiiksek pullulan derisiminin 5 g/L’den daha
diisiik oldugu saptanmustir. Sicakligin; yaklasik, 24-26°C, baslangi¢ pepton derisiminin;
10-12 g/ arahiginda degistigi fermantasyon ortamlarinda, elde edilen pullulan
derisimlerinin ise 15 g/L’den daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak, ayni
grafikte, en yliksek pullulan derisiminin, baslangic pepton derisimi diisiik olan
fermantasyon ortamlarinda; sicakligin, 24°C’den yaklasik 29°C’ye artmasiyla Once
artt1ig1, daha yiiksek sicakliklarda ise, bir miktar azaldigi da goriilmiistiir. Ayrica, diisiik
sicakliklarda; elde edilen pullulan derisimlerinin; fermantasyon ortamindaki baslangi¢

pepton derisiminin artmasiyla 6nemli miktarda arttig1 da tespit edilmistir.

Kontur grafigi (Sekil 4.66b) incelendiginde; 32°C’de, baslangic pepton derisimi;
yaklasik, 7.5-12 g/L araliginda degisen fermantasyon ortamlarinda elde edilen maksimum
pullulan derigimlerinin 5 g/L’den daha diisiik oldugu belirlenmistir. 31°C’de,
fermantasyon ortaminin baslangig¢ sakkaroz ve pepton derisimlerinin sirasiyla; 60 ve 11.3
g/L pH’m ise; 5.5 oldugu kosullarda elde edilen pullulan derisiminin; 4.2 g/L oldugu
tespit edilmistir.
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Sekil 4.66. Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derigsimi (X2) ve sicakligin (X4);

maksimum pullulan derisimine (Y?2) etkilerini gosteren (a): yanit ylizey ve

(b): kontur grafikleri (X1 = 60 g/L, X3 =5.5)

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pH degeri (X3) ile sicakligin (X4); maksimum pullulan
derisimi (Y?2) lizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri, Sekil 4.67°de

sunulmustur.
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(b)
Sekil 4.67. Fermantasyon ortaminin baglangi¢ pH’1 (X3) ve sicakligin (Xa4); maksimum
pullulan derisimine (Y2) etkilerini gdsteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur
grafikleri (X1 =60 g/L, X2 =6 g/L)

Yanit yiizey grafigindeki (Sekil 4.67a) degerler incelendiginde; 24-28°C sicaklik
araliginda, fermantasyon ortaminin baslangic pH degerinin artmasiyla, elde edilen

maksimum pullulan derigimlerinin de arttig1 tespit edilmistir. 28-32°C sicaklik araliginda

158



ise; fermantasyon ortaminin baslangi¢ pH degerinin artmasiyla elde edilen maksimum
pullulan derisiminin, 6nce bir miktar arttig1; daha sonra ise azaldigi belirlenmistir. Sekil
4.67 a’daki yanit yiizey grafigi; baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimleri; sirastyla, 60 ve

6 g/L olan fermantasyon ortamlarinda elde edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢c pH degeri ve sicakligin; maksimum pullulan derisimi
tizerindeki etkilerini gosteren kontur grafigi (Sekil 4.67b) incelendiginde; calisilan
araliktaki tiim sicakliklarda, baslangic pH’1; yaklasik, 2.5-4.4 aralifinda degisen
fermantasyon ortamlarinda elde edilen maksimum pullulan derisimlerinin, 10 g/L’den
daha diistik olduklar tespit edilmistir. 31 °C’de, fermantasyon ortaminin baslangig
sakkaroz ve pepton derisimleri sirastyla; 60 ve 6 g/L; fermantasyon ortaminin baslangig
pH’min 3 oldugu durumda elde edilen pullulan derisiminin 2.75 g/L; s6z konusu
kosullarda fermantasyon ortaminin baslangi¢c pH’inin 5 oldugu durumda ise; elde edilen
pullulan derisiminin 7.65 oldugu bulunmustur. Baslangi¢ pH’1 8.5 olan fermantasyon
ortaminda; sicakligin; ise 24-26.0°C aralifinda degistigi isletme kosullarinda elde edilen
pullulan derisiminin ise; 15 g/L’den daha yliksek oldugu belirlenmistir.

Maksimum pullulan derisimlerinin (Y2); deneysel degerleri ile Es. 4.2 kullanilarak
hesaplanan tahminsel degerlerinin karsilastirildiklar grafik; Sekil 4.68’de sunulmustur.
Bu grafik incelendiginde; tahminsel ve deneysel Y2 degerlerinin diagonal iizerinde yer
aldiklar1 ve birbirlerine ¢ok yakin olduklari belirlenmistir. Tiiretilen model igin belirleme
katsaysi ise; R? = 0.995 olarak hesaplanmustir. R? degerinin 1°e ¢ok yakin olmasi; model
esitlikten hesaplanan tahminsel Y2 degerleri ile deneysel Y2 degerlerinin birbirleri ile

uyumunun oldukg¢a yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.68.  Maksimum pullulan derigimlerinin (Y2); Es. 4.2 kullanilarak hesaplanan
tahminsel degerleri ile deneysel degerlerinin karsilastirilmast

(y = 0.99525x + 0.05047; R? = 0.995)

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1), baslangi¢ pepton derisimi (X2)
ve baslangic pH’1 (X3) ile sicakligin (X4); mikroorganizmanin 6zgiil ireme hizi (Y3)

tizerindeki etkilerini gosteren model denklem ise Es. 4.3’de sunulmustur.

Y3 =+ 0.045 + 3.042x103 X1 + 1.458x1073X2 + 4.375x103X3 + 7.208x103X4

+ 8.125x10*X1 X2 + 1.188x103X1X3 - 5.625x10*X1Xa - 3.125x10*X2X3 - (4.3)
2.062x10°3X2Xs - 1.437x10°3X3 Xa + 1.948x103X:2 + 7.292x10°X2? -
1.927x103X32 - 6.771x10X4?

Coklu regresyon yontemi kullamilarak elde edilen Es. 4.3 i¢in R? degeri; 0.987 olarak
hesaplanmistir. Korelasyon denkleminin 1’¢ ¢ok yakin olan R? degeri; deneysel Y3
degerleri ile bu denklem kullanilarak hesaplanan tahminsel Y3 degerlerinin birbirlerine
cok yakin olduklarin1 gostermektedir. Tiiretilen modele ait varyans analizi sonuglari;

Cizelge 4.10’da verilmistir. Varyans analizi sonuglarina gére model %95 giiven

diizeyinde 6nemli (p<0.01), modelin uyum eksikligi ise, onemsiz (p>0.05) bulunmustur.
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Cizelge 4.10. Fermantasyon ortaminin baglangi¢ sakkaroz derisimi (Xi1), baslangic
pepton derisimi (X2) ve baslangic pH’1t (X3) ile sicakligin (Xa);
mikroorganizmanin 6zgiil tireme hiz1 (Y3) lizerindeki etkilerine ait varyans

analizi sonuglari

Varyans Kaynagi SD KO F degeri p degeri
Model 14 1.696 x10* 78.08™ 0.0001
X4 1 2.220 x10* 102.22™ <0.0001
X2 1 5.104 x10° 23.50™ 0.0002
X3 1 4594 x10* 211.48™ <0.0001
X4 1 1.247 x10°® 574.09™ <0.0001
X1X2 1 1.056 x10°° 4.86" 0.0435
X1X3 1 2.256 x10° 10.39" 0.0057
X1X4 1 5.062 x10° 2.33 0.1477
X2X3 1 1.562 x10°® 0.72 0.4097
X2X4 1 6.806 x10° 31.33" <0.0001
X3X4 1 3.306 x10° 15.22™ 0.0014
X2 1 1.041 x10* 47.91™ <0.0001
X2? 1 1.458 x10°7 0.067 0.7991
X3? 1 1.019 x10** 46.89" <0.0001
X4? 1 1.257 x10°® 5.79" 0.0295
Uyum eksikligi 10 2.708 x10° 2.46 0.1660
Hata 5 1.100 x10°®

Genel 29

“p<0.01, " p<0.05, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi

Tim bagimsiz degiskenlerin; 6zgiil ireme hiz1 {izerindeki lineer etkilerinin 6nemli
olduklart (p<0.05) belirlenmistir. Mikroorganizmanin 6zgiil iireme hizina; baslangi¢
sakkaroz derisimi ve sicakligin ikili etkilesiminin; baglangic pepton derisimi ve baslangig
pH’min ikili etkilesiminin ve baslangi¢ pepton derisiminin karesel etkisinin ise 6nemsiz
oldugu (p>0.05) tespit edilmistir. Ayrica; tiiretilen modelin uyum eksikliginin; 6nemsiz

oldugu (p>0.05) da bulunmustur.
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Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz ve baslangi¢ pepton derisimleri ile baglangic
pH’1 ve sicakligin mikroorganizmanin 6zgiil iireme hiz1 iizerindeki etkilerini gosteren
yanit ylizey ve kontur grafikleri ise, Sekil 4.69 — Sekil 4.74’te sunulmustur. Her bir grafik,
s0z konusu grafik {lizerinde yer almayan bagimsiz degiskenlerin merkez noktasindaki

degerleri kullanilarak ¢izilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi ve baslangi¢ pepton derisiminin
mikroorganizmanin 6zgiil iireme hiz1 lizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur
grafikleri Sekil 4.69’da sunulmustur. Yanit yiizey grafigindeki degerler incelendiginde;
fermantasyon ortamlarinda, pepton icin kullanilan derisim araligindaki tiim baslangig
derisimlerinde; ortamdaki baslangi¢ sakkaroz derisiminin artmasiyla mikroorganizmanin
Ozgiil ireme hizinin da arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.69a). Yanit yiizey grafigindeki (Sekil
4.69a) sonuglar incelendiginde; baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimleri; sirasiyla, 60 ve
7.5 g/L’den daha yiiksek olan fermentasyon ortamlarinda; mikroorganizma 6zgiil iireme
hizinin yiiksek degerlere ulastigi bulunmustur. Ayrica, mikroorganizmanin 6zgil lireme
hizinin; sakkaroz baglangi¢ derisimi diislik olan fermantasyon ortamlarinda, ortamdaki
peptonun baslangi¢c derisiminin artmasiyla degismedigi; sakkaroz baslangi¢c derisimi
yiiksek olan fermantasyon ortamlarinda ise; ortamdaki peptonun baslangi¢ derisiminin

artmastyla belirgin bir artig gosterdigi de tespit edilmistir.

Sekil 4.69b’deki kontur grafigindeki degerler incelendiginde; baslangic sakkaroz derisimi
100 g/L olan fermantasyon ortamlarindaki baslangi¢ pepton derisiminin; 7.7-12 g/L
araliginda degistirilmesi ile elde edilen, mikroorganizma 6zgiil tireme hizlarinin, 0.06 sa’
L’den daha yiiksek olduklart bulunmustur. 28°C’de baslangic sakkaroz ve pepton
derisimlerinin sirasiyla; 95 ve 11.6 g/L ve pH’in ise, 5.5 oldugu kosullarda,
mikroorganizma 6zgiil iireme hizinin 0.061 sa™ oldugu tespit edilmistir. Bu grafikten
ayrica, calisilan araliktaki tiim baslangic pepton derisimlerinde, fermantasyon
ortamindaki baslangi¢ sakkaroz derisiminin 20-25 g/L araliginda degistigi kosullarda elde
edilen mikroorganizma 6zgiil iireme hizlarinin da 0.045 sa’den daha diisiik olduklar

belirlenmistir.
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Sekil 4.69.

Y; (sal)

Ys (sal)

X2 (g/L)

80 100

20 40 60

X1 (g/L)

(b)
Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz (X1) ve baslangi¢ pepton (X2)
derisimlerinin; mikroorganizmanin 6zgil iireme hizi (Y3) {izerindeki
etkilerini gosteren (a): yanmit yiizey ve (b): kontur grafikleri
(X3 =5.5, X4=28°C)
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Fermantasyon ortaminin baslangi¢c sakkaroz derisimi (X1) ve baslangi¢ pH’min (X3);

mikroorganizmanin 6zgiil tireme hiz1 (Y3) iizerindeki etkileri ise, Sekil 4.70°deki yanit

yiizey ve kontur grafiklerinde gosterilmistir.

FI|('U
<
>
25 20
(@)
Y3 (sat)
85
7
>‘<° 55

25
20 40 60 80 100

X1 (g/L)

(b)
Sekil 4.70.  Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve baslangig¢
pH’min (X3); mikroorganizma 6zgiil tireme hiz1 (Y3) iizerindeki etkilerini

gosteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 = 6 g/L, X4 = 28°C)
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Yanit yiizey grafigindeki degerler incelendiginde; o6zellikle, sakkarozun baslangic
derisiminin yiiksek oldugu fermantasyon ortamlarinda, ortamin baslangi¢c pH degerinin
artmastyla mikroorganizmanin 6zgiil tireme hizinin da arttigi belirlenmistir. Ayrica,
baslangi¢c pH’1 5’den daha yiiksek olan fermantasyon ortamlarinda, ortamdaki baslangi¢
sakkaroz derigiminin artmasiyla mikroorganizmanin 6zgiil iireme hizinin da arttig1 tespit
edilmistir. Bu ¢alismada, en yliksek mikroorganizma 6zgiil ireme hiz1 degerlerinin ise,
baslangi¢ sakkaroz derigiminin; 80-100 g/L, baslangic pH degerinin ise, 5.5-8.5
araliginda degistigi fermantasyon ortamlarinda elde edildigi bulunmustur (Sekil 4.70a).

Fermantasyon ortaminin baslangic sakkaroz derisimi ve baslangic pH’min;
mikroorganizmanin 6zgiil ireme hiz1 tlizerindeki etkilerini gdsteren kontur grafiginde
(Sekil 4.70b); baslangi¢ sakkaroz derisimi 100 g/L olan fermantasyon ortamlarinda;
baslangi¢c pH’mnin, 6-8.5 araliginda degismesi ile elde edilen, A. pullulans AZ-6 susunun
ozgiil iireme hizinin; 0.06 sa>’den daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica, 28°C’de,
baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimleri ile baglangi¢ pH’1 sirasiyla; 60 g/L, 6 g/L ve 5.5
olan fermantasyon ortaminda mikroorganizma 6zgiil {ireme hizi; 0.044 sa olarak

bulunmustur.

Fermantasyon ortaminin baslangic sakkaroz derisimi (X1) ile sicakligin (Xa);
mikroorganizmanin 6zgiil iireme hiz1 (Y3) tizerindeki etkilerini gésteren yanit yiizey ve

kontur grafikleri ise; Sekil 4.71°de sunulmustur.

Yanit yiizey grafigindeki (Sekil 4.71a) sonuglar incelendiginde; bu ¢alismadaki deneyler
icin segilen derisim aralifindaki tiim sakkaroz baslangic derisim degerlerinde,
fermantasyon ortaminin sicakliginin artmasiyla mikroorganizmanin 6zgiil tireme hizinin
da arttigr goriilmiistiir. En yiliksek mikroorganizma 6zgiil tireme hizi1 degerleri ise;
sakkaroz baslangi¢ derisimi 60-100 g/L araliginda degisen fermantasyon ortamlarinda
ortamdaki baslangi¢ pepton derisiminin 6 g/L ve baslangi¢c pH’1nin ise 5.5 oldugu deney
kosullarinda, yaklagik olarak, 28-32°C sicaklik araliginda elde edildigi bulunmustur.
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Sekil 4.71.  Fermantasyon ortaminin baslangi¢c sakkaroz derisimi (X1) ve sicakligin
(X4); mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 (Y3) lizerindeki etkilerini gosteren

(a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 = 6 g/L, X3 =5.5)

Kontur grafiginde (Sekil 4.71b) ise, calisilan araliktaki tiim sakkaroz baslangi¢
derisimlerinde, 30-32°C sicaklik araliginda, A. pullulans AZ-6 susunun 6zgiil tireme

hizinin; 0.050 sa™>’den daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Baslangi¢ pepton derisimi; 6
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g/L ve baslangi¢ pH’1 5.5 olan fermantasyon ortamlarinda; sakkaroz baslangi¢ derigimi
ve sicakligin sirasiyla; 20-70 g/L ve 24-26°C araliginda degistikleri deney kosullarinda
elde edilen 6zgiil iireme hizinin ise, 0.040 sa’den daha diisiik oldugu bulunmustur.
Fermantasyon ortamindaki sakkaroz baslangi¢ derisiminin; 100 g/L ve sicakligin; 28.5-
32°C araliginda degistigi kosullarda ise; elde edilen 6zgiil ireme hizinin, 0.060 sa™'’den
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. S6z konusu kontur grafigi incelendiginde, 31°C’de,
fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisiminin 96 g/L oldugu kosulda elde

edilen mikroorganizma &zgiil iireme hizinim ise, 0.065 sa™! oldugu bulunmustur (Sekil

4.71Db).

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve baslangic pH’min (X3);
mikrorganizmanin 6zgiil ireme hiz1 (Y3) iizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve
kontur grafikleri Sekil 4.72°de verilmistir. Yanit ylizey grafigindeki sonuglar
incelendiginde, fermantasyon deneylerinde kullanilan derisim araligindaki tiim pepton
baslangi¢ derisimlerinde; ortamin baslangic pH degerinin artmasiyla elde edilen
mikroorganizma 6zgiil iireme hizlarinin da arttig1 bulunmustur. Baslangi¢c pH ve pepton
derigimi diisiik olan fermantasyon ortamlarinda, mikrorganizmanin 6zgiil tireme hizinin
da disik oldugu gorilmiistiir. Ayrica, bu calismada incelenen tiim baslangic pH
degerlerinde; fermantasyon ortamimin baslangic pepton derisimindeki degisimin;
mikroorganizmanin 6zgiil tireme hizin1 6nemli 6lgiide etkilemedigi de belirlenmistir

(Sekil 4.72a).

Sekil 4.72b’deki kontur grafigi incelendiginde, ¢alisilan araliktaki tiim pepton baslangi¢
derisimlerinde, mikroorganizma 6zgiil ireme hizinin; fermantasyon ortaminin baslangic
pH’1nm; 2.5-3.5 araliginda degistigi kosullarda; 0.040 sa™’den daha diisiik; fermantasyon
ortaminin baslangi¢ pH’1inin; 7-8 araliginda degistigi kosullarda ise; 0.045 sa™’den daha
yiiksek oldugu bulunmustur. 28°C’de fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz ve
pepton derisimlerinin sirasiyla; 60 ve 2 g/L; baslangic pH’inin ise; 3 oldugu durumda,

mikroorganizmanin zgiil iireme hizinin da 0.030 sa™ oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.72.  Fermantasyon ortaminin baslangic pepton derisimi (X2) ve baslangi¢
pH’1nin (X3); mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 (Y3) izerindeki etkilerini
gosteren  (a): yanit yizey ve (b): kontur  grafikleri
(X1 =60 g/L, X4 =28°C)

168



Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve sicakligin  (Xa);

mikroorganizmanin 6zgiil iireme hiz1 (Y3) iizerindeki etkilerini gésteren yanit ylizey ve

kontur grafikleri ise, Sekil 4.73’de gosterilmistir.

Ys (sa?)
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X4 (°C)

X2 (g/L)

(b)
Sekil 4.73. Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve sicakligin (Xa);
mikroorganizma 0zgiil lireme hiz1 (Y3) lizerindeki etkilerini gosteren (a):

yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 = 60 g/L, X3 =5.5)
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Yanit yiizey grafigindeki degerler incelendiginde, diisiik sicakliklarda, fermantasyon
ortamindaki peptonun baslangi¢ derisiminin artmasiyla; mikroorganizmanin 6zgiil iireme
hizinin da arttigi bulunmustur (Sekil 4.73a). S6z konusu grafige gore, en yiiksek
mikroorganizma 06zgiil tireme hiz1 degerlerinin, sicakligin; 28-32°C, fermantasyon
ortamindaki pepton baglangi¢ derisiminin ise; 0-6 g/ araliginda degistigi deney
kosullarinda elde edildigi saptanmistir. Bu ¢alismada ayrica, diisiik sicakliklarda (24-
28°C), fermantasyon ortamindaki baslangi¢ pepton derisimi diisiik oldugunda (0-6 g/L),
elde edilen mikroorganizma 0zgiil ireme hizlarinin da daha diisiik olduklar tespit

edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢c pepton derisimi ile sicakligin; mikroorganizmanin
Ozgill treme hiz1 tzerindeki etkilerini gosteren kontur grafigi (Sekil 4.73b)
incelendiginde; calisilan tiim baslangic pepton derisimlerinde, 30-32°C sicaklik
araliginda elde edilen mikroorganizma 6zgiil iireme hizlarmin; 0.050 sa*’den daha
yiiksek olduklar1 bulunmustur. 31 °C’de, fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz ve
pepton derisimlerinin sirasiyla 60 ve 1 g/L; pH’min ise, 5.5 oldugu kosullarda
mikroorganizma 6zgiil iireme hizinm; 0.057 sa™ oldugu belirlenmistir. 24°C’de elde
edilen mikroorganizma 6zgiil tireme hizlarinin ise; ¢alisilan tiim baslangi¢ derisimleri igin

0.04 sa™’den daha diisiik olduklari tespit edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangic pH’1 (X3) ve sicakligin (X4); mikroorganizmanin
0zgil tireme hiz1 (Y3) tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise,
Sekil 4.74’de gosterilmistir. Sekil 4.74 a’daki yanit yiizey grafigi incelendiginde;
24°C’de, fermantasyon ortaminin baslangic pH’min artmasiyla; mikroorganizmanin
0zgiil tireme hizinin da arttig1 tespit edilmistir. 32°C’de ise; mikroorganizmanin 6zgiil
ireme hizinin; ortamin baslangic pH’inin artmasiyla; 2.5-5.5 baslangic pH araliginda
once arttig1; daha sonra ise; 5.5-8.5 baslangic pH araliginda azaldigi goriilmiistiir. Bu
arastirmada, diisiik sicaklik ve diisiik fermantasyon ortami baslangic pH degerlerinde

mikroorganizmanin 6zgiil tireme hizinin da diisiik oldugu bulunmustur (Sekil 4.74a).

Kontur grafigi (Sekil 4.74b) incelendiginde ise, 24°C’de, fermantasyon ortaminin
baslangi¢c pH’1nin; 2.5-6.0 araliginda degistigi kosullarda; mikroorganizma 6zgiil tireme

hizinin; 0.030 sa’den daha diisiik oldugu bulunmustur. Fermantasyon ortaminin
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baslangic pH’mnim; 7, sicakligin; 29.1-32°C araliginda oldugu kosullarda ise;

mikroorganizma 6zgiil iireme hizinmn 0.050 sa™’den daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Y3 (sal)

X4 (°0) 24 25

(@)

Y3 (sal)

X (°O)

X3

(b)

Sekil 4.74. Fermantasyon ortaminin baglangic pH’1
mikroorganizma 6zgiil lireme hiz1 (Y3) iizerindeki etkilerini gosteren (a):

(X3) ve sicakligin (Xa);

yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 =60 g/L, X2 =6 g/L)
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Mikroorganizma 6zgil iireme hizlarmin (Y3); ¢oklu regresyon yontemi kullanilarak
tiretilen Es. 4.3 ile hesaplanan tahminsel degerleri ile deneysel degerlerinin
karsilastirildiklart  grafik; Sekil 4.75°de verilmistir. Bu grafik incelendiginde;
mikroorganizma 0zgiil iireme hizinin tahminsel ve deneysel degerlerinin birbirlerine
oldukga yakin olduklar1 tespit edilmistir. Tiiretilen model esitlik (Es. 4.3) i¢in belirleme
katsayis1; R?= 0.987 olarak hesaplanmistir. Bulunan R? degerinin 1’e ¢ok yakin olmasi
ise; esitligin kullanilmasi ile elde edilen mikroorganizma 6zgiil tireme hizlarinin;

deneysel sonuglarla olduk¢a uyumlu olduklarini1 gostermektedir.

0.06 —

0.05 4

0.04 —

Y3, tahminsel

0.03 —

0.02 —

I I I T I
0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

Y3, deneysel
Sekil 4.75.  Ozgiil iireme hizlarmin (Y3); Es. 4.3 kullamlarak hesaplanan tahminsel
degerleri ile deneysel degerlerinin karsilagtirilmasi

(y = 0.98646x + 0.00059608; R? = 0.987)

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derigsimi (X1), baglangic pepton derisimi (X>)
ve baslangic pH’1 (X3) ile sicakligin (X4); maksimum 6zgiil pullulan tiretim hizi (Ya)
tizerindeki etkilerini gdsteren dogrusal olmayan ¢ok degiskenli regresyon denklemi ise,

Es. 4.4’de sunulmustur.

Y=+ 0.055 + 1.208x103X1 - 1.250x10™*X> - 9.583x10*X3 - 4.458x107°3X, -
5.625x104X1 X2 - 4.375x10*X1X3 - 1.312x10°3X1Xs - 2.437x103X X3 + (4.4)
9.375x10*X2X4-1.875x10°X3X4 - 2.698x103X1? - 2.948x103X,2 - 5.323x10°

$X3% - 5.198x1073X4?
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Coklu regresyon yontemi kullanilarak elde edilen Es. 4.4 icin R? degeri; 0.864 olarak

hesaplanmistir. Korelasyon denkleminin 1’e ¢ok yakin olan R? degeri; deneysel Ya

degerleri ile bu denklem kullanilarak hesaplanan tahminsel Y4 degerlerinin birbirlerine

¢ok yakin olduklarini gostermektedir. Bu ¢alismada; segilen dort bagimsiz degiskenin;

maksimum 06zgil Uriin olusum hizina etkilerini gosteren model esitlige (Es. 4.4) ait

varyans analiz sonuglari ise, Cizelge 4.11°de verilmistir. Varyans analizi sonuglarina gore

tiiretilen model esitligin;

%95 giiven diizeyinde 6nemli (p<0.05) oldugu bulunmustur.

Cizelge 4.11. Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1), baslangi¢

pepton derisimi (X2) ve baslangi¢c pH’1 (X3) ile sicakligin (X4); maksimum

Ozgil iriin olusum hiz1 (Y4) ilizerindeki etkilerine ait varyans analizi

sonugclari
Varyans Kaynag SD KO F degeri p degeri
Model 14 1.518x10™ 6.83™ 0.0003
X1 1 3.504 x10° 1.58 0.2286
Xz 1 3.750 x107 0.017 0.8984
X3 1 2.204 x10° 0.99 0.3353
X4 1 4.770 x10 21.45™ 0.0003
X1X2 1 5.063 x10° 0.23 0.6402
X1X3 1 3.063 x10° 0.14 0.7158
X1X4 1 2.756 x10° 1.24 0.2831
X2X3 1 9.506 x10* 4.27 0.0564
XoX4 1 1.406 x10°° 0.63 0.4389
X3X4 1 5.625 x10° 0.025 0.8758
X1 1 1.996 x10™ 8.98™ 0.0090
X2 1 2.384 x10 10.72™ 0.0051
Xs? 1 7.771 x10* 34.95™ < 0.0001
X42 1 7.411 x10* 33.32" < 0.0001
Uyum eksikligi 10 3.007 x10° 4.58 0.0534
Hata 5 6.567 x107°
Genel 29

"p<0.01, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi
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Fermantasyon ortamimin baslangic sakkaroz derisimi (Xi1) ile baslangic pepton

derisiminin (X2); maksimum 6zgiil pullulan iiretim hiz1 (Y4) izerindeki etkilerini gésteren

yanit yiizey ve kontur grafikleri; Sekil 4.76’da verilmistir.

Sekil 4.76.
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Fermantasyon ortaminin baglangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve baslangig

pepton derisiminin (X2); maksimum 06zgiil pullulan iretim hizi (Y4)

tizerindeki etkilerini gosteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri

(X3 =55, X4 = 28°C)
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Bu calismadaki en yiliksek 0Ozgiil iiriin olusum hiz1 degerlerinin; tiim bagimsiz
degiskenlerin merkez noktalarindaki degerlerinde elde edildikleri tespit edilmistir (Sekil
4.76a).

Fermantasyon ortaminin baglangi¢ sakkaroz derisimi ve baslangi¢c pepton derisiminin;
maksimum 6zgiil pullulan tiretim hiz1 izerindeki etkilerini gosteren kontur grafigi (Sekil
4.76b) incelendiginde; 28°C’de, baslangi¢c pH’1 5.5; baslangi¢ sakkaroz derisimi; 60 g/L,
baslangic pepton derisimi ise; 6 g/ olan bir fermantasyon ortaminda; merkez
noktasindaki kosullarda; pullulan i¢in elde edilen maksimum 6zgiil {iriin olusum hizinin;
0.055 [g pullulan/(g mo.sa)] oldugu bulunmustur. 28°C’de, fermantasyon ortaminin
baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimlerinin sirastyla; 65.4 ve 11.5 g/L oldugu durumda,
maksimum 6zgiil iiriin olusum hizi; 0.045 [g pullulan/(g mo.sa)] olarak belirlenmistir.
Baslangi¢ sakkaroz derisimi; 20 g/L olan, baslangi¢ pepton derisimi ise; 0-3.8 g/L
araliginda degisen fermantasyon ortamlarinda elde edilen maksimum 6zgiil iiriin olusum
hizlarinin ise, 0.040 [g pullulan/(g mo.sa)] degerinden daha diisiik olduklari tespit

edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ile baslangic pH’inin (X3);
maksimum 6zgiil pullulan tiretim hiz1 (Y4) iizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve
kontur grafikleri ise; Sekil 4.77°de verilmistir. Sekil 4.77a’daki yanit yilizey grafigi
incelendiginde; en yiiksek 0Ozgiil iriin olusum hizi degerlerinin; fermantasyon
ortamindaki baslangi¢ sakkaroz derisimi ile baslangic pH’inin merkez noktasindaki
degerlerine yakin oldugu kosullarda elde edildikleri tespit edilmistir. Fermantasyon
ortamindaki baglangi¢ sakkaroz derisimi ile baslangic pH’inin; en diisiik ve en yiiksek
degerlerinde olduklar1 kosullarda elde edilen 6zgiil iirlin olusum hizlarinin ise en diisiik

degerlerinde olduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 4.77.  Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve baslangic
pH min (X3); maksimum 06zgiil pullulan tiretim hizi1 (Ys4) tlizerindeki

etkilerini gosteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri
(X2=6g/L, X4 =28°C)
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Sekil 4.77b’de yer alan kontur grafigi incelendiginde; 28°C’de, baslangic sakkaroz
derisimi; 60 g/L; baslangi¢ pH’1; 4.0, baslangi¢ pepton derisimi ise 6.0 g/L olan bir
fermantasyon ortaminda pullulan i¢in elde edilen maksimum 6zgiil {iriin olusum hizinin,
0.050 [g pullulan/(g mo.sa)] oldugu bulunmustur. 28°C’de, fermantasyon ortaminin
baslangi¢ sakkaroz derisiminin; 25 g/L ve baslangic pH’inin ise, 8 oldugu kosullarda
pullulan i¢in elde edilen maksimum 6zgiil {iriin olusum hizinin ise; 0.029 [g pullulan/(g

mo.sa)] oldugu tespit edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve sicakligin (Xs); maksimum
Ozgiil tirtin olugum hiz1 (Y4) lizerindeki etkilerini gosteren yanit ylizey ve kontur grafikleri

ise; Sekil 4.78’de sunulmustur.

Sekil 4.78a’daki yanit yiizey grafigi incelendiginde; diisiik sicakliklarda, baslangi¢
sakkaroz derigimi diisiik; yiiksek sicakliklarda ise; baslangi¢ sakkaroz derisimi yiiksek
olan fermantasyon ortamlarinda elde edilen maksimum 6zgiil pullulan iiretim hizlarinin,
diisik oldugu bulunmustur. Ayrica, sabit sicakliktaki c¢alismalarda; fermantasyon
ortamindaki baglangi¢ sakkaroz derigiminin, 20 g/L’den 60 g/L’ye artmasiyla, elde edilen
maksimum 6zgiil pullulan iiretim hizinin arttig1; fermantasyon ortamindaki sakkaroz
baslangi¢ derisiminin 60 g/L’den daha yiiksek oldugu ¢aligmalarda ise, elde edilen
maksimum 06zgiil pullulan {iretim hizinin azaldigi da tespit edilmistir. 28°C’de,
fermantasyon ortamindaki sakkarozun baslangi¢c derisimindeki degisimin, elde edilen
maksimum 6zgiil pullulan iiretim hiz1 degerlerini ¢ok fazla degistirmedigi; baslangic
sakkaroz derisimi 60 g/L olan fermantasyon ortamlarinda ise; elde edilen maksimum
6zgill pullulan tretim hizlarinin, 28°C’nin iizerindeki sicakliklarda oldukca azaldig:

bulunmustur (Sekil 4.78a).

Sekil 4.78b’deki kontur grafigindeki degerler incelendiginde ise; baslangi¢ sakkaroz ve
pepton derisimleri ile pH degerinin; sirasiyla, 20 g/L, 6 g/L ve 5.5; sicakligin ise; 28°C
oldugu merkez noktadaki fermantasyon kosullarinda elde edilen en yiiksek 6zgiil pullulan
tiretim hiz1 degerinin; 0.042 [g pullulan/(g mo.sa)] oldugu tespit edilmistir. Fermantasyon
ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisiminin; 100 g/L; sicakligin ise, 31°C oldugu durumda
elde edilen en yiiksek 6zgiil pullulan {iretim hizi degerinin ise; 0.030 [g pullulan/(g

mo.sa)]| oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.78. Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve sicakligin

(X4); maksimum 6zgiil pullulan iiretim hizi (Y4) lizerindeki etkilerini

gosteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 = 6 g/L, X3 = 5.5)

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve baslangic pH’nin (X3);

maksimum 6zgiil pullulan tiretim hiz1 (Y4) iizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve

kontur grafikleri ise, Sekil 4.79°da sunulmustur.
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Sekil 4.79. Fermantasyon ortamimnin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve baslangic
pH’ min (X3); maksimum 06zgilil pullulan {iretim hizi (Ys) tzerindeki
etkilerini gosteren (a): yamit ylzey ve (b): kontur grafikleri
(X1=60g/L, X4 =28°C)

Sekil 4.79a’daki yanit yiizey grafigine gore; maksimum 6zgiil iiriin olusum hizi, baslangi¢

pH’1 2.5 olan fermantasyon ortamlarinda, ortamdaki pepton baslangi¢ derisiminin, 0
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g/L’den 6 g/L’ye artmasiyla artmakta; 6 g/L.’den daha yiiksek olan pepton baslangic
derisimlerinde ise, ¢ok fazla degismemektedir. Pepton baslangi¢ derisimi 12 g/L olan
fermantasyon ortamlarinda ise, maksimum o6zgil iiriin olusum hizi, dnce ortamin
baslangic pH’inin; 2.5’den 5.5’¢ artmasiyla artmakta; daha yiiksek olan baslangic pH
degerlerinde azalmaktadir. Bu c¢alismadaki en yliksek 0zgiil pullulan olusum hizi
degerleri ise, bagimsiz degiskenlerin her birinin degerinin merkez noktasindaki degerine

yakin oldugu kosullarda elde edilmistir.

Sekil 4.79b’deki kontur grafiginden; pepton baslangic derisimi; 6 g/L; baslangi¢c pH’11se
2.5 olan bir fermantasyon ortaminda elde edilen maksimum 6zgiil pullulan iiretim hizinin;
0.036 [g pullulan/(g mo.sa)] oldugu bulunmustur. Ayn1 grafikte, fermantasyon ortaminin
pepton baslangi¢c derisiminin 7-12 g/L araliginda degistigi ve baslangic pH’inin; 8.5
degerinde sabit oldugu kosullarda, pullulan icin elde edilen en yiiksek 6zgiil {iriin olusum

hizinin ise; 0.03 [g pullulan/(g mo.sa)]’den daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve sicakligin (X4); maksimum
0zgil pullulan tretim hizi (Ys) tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur
grafikleri ise; Sekil 4.80°de gosterilmistir. Sekil 4.80a’ya gore; maksimum 6zgiil iiriin
olusum hiz1, 24°C’de, fermantasyon ortamindaki baslangi¢ pepton derisiminin; 0 g/L’den
6 g/L’ye artmasiyla artmakta, optimum degerine ulastiktan sonra; 6 g/L’den daha yiiksek
olan baslangic pepton derisimlerinde ise azalmaktadir. Diger sicakliklarda da;
24°C’dekine benzer degisimler gozlenmektedir. Pepton baslangic derisimi sabit olan
fermantasyon ortamlarinda ise, maksimum o6zgiil iiriin olusum hizi; 6nce sicakligin,
24°C’den 28°C’ye artmasiyla artmakta ve 28°C’de en yliksek degerine ulagmakta; daha
sonra ise, 28-32°C sicaklik araliginda; sicaklik arttik¢a azalmaktadir.

Bu ¢aligsmadaki, en yliksek 6zgiil {irlin olusum hiz1 degerleri, bagimsiz degiskenlerin
degerlerinin merkezdeki degerlerine yakin degerlerde olduklar1 deney kosullarinda elde
edilmistir. Yanit ylizey grafigindeki (Sekil 4.80a), en diisiik 6zgiil {iriin olusum hizi
degerleri ise; 32°C’de, pepton baglangi¢ derisimi yliksek olan fermantasyon ortamlarinda

elde edilmistir.
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Sekil 4.80. Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve sicakligin (Xa);
maksimum 6zgiil pullulan tiretim hiz1 (Y3) tizerindeki etkilerini gosteren (a):

yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 = 60 g/L, X3 =5.5)

Fermantasyon ortaminin baslangic pepton derisimi ve sicaklifin; maksimum 06zgiil
pullulan tiretim hiz1 {zerindeki etkilerini gosteren kontur grafigi (Sekil 4.80b)
incelendiginde; 32°C’de, 2.7 g/L pepton baslangi¢ derisiminde elde edilen en yiiksek
0zgil pullulan {iretim hizinin; 0.02 [g pullulan/(g mo.sa)] oldugu bulunmustur. 28°C’de,
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fermantasyon ortaminin baglangi¢ pepton derisimi 8 g/L oldugunda ise, maksimum 6zgiil

pullulan iiretim hizinin; 0.054 [g pullulan/(g mo.sa)] oldugu tespit edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baglangi¢ pH’1 (X3) ve sicakligin (X4); maksimum 6zgiil iirtin
olusum hiz1 (Y34) lizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise; Sekil

4.81°de verilmistir.

Maksimum o6zgiil iiriin olusum hizinin, 24°C’de, fermantasyon ortaminin baslangig
pH’min 2.5’den 5.5’e artmasiyla artarak, optimum degerine, fermantasyon ortaminin
baslangic pH’mnin 5.5 oldugu durumda ulastigi, fermantasyon ortaminin baslangic
pH’mnim 5.5’den daha yiiksek oldugu kosullarda ise azaldigi bulunmustur. Maksimum
Ozgil iriin olusum hiz1 degerinin; ¢aligma araligina giren diger sicakliklarda da,
fermantasyon ortaminin baglangi¢ pH’1nin 2.5-8.5 araliginda degismesiyle; 24°C’dekine
benzer sekilde degistikleri tespit edilmistir (Sekil 4.81a). Baslangic pH’1 2.5 olan
fermantasyon ortaminda, sicakligin artmasiyla maksimum 6zgiil iiriin olusum hizi da
artmakta, 28°C’de en yiiksek degerine ulagsmakta; daha yiliksek sicakliklarda ise
azalmaktadir. Bu calismada incelenen tiim baslangic pH degerlerinde, sicakligin; elde
edilen maksimum 06zgiil iirlin olusum hizi degerlerini benzer seklide etkiledigi
belirlenmistir. Gergeklestirilen deneylerdeki en yiiksek 6zgiil iirlin olusum hiz1 degerleri;
sicakligin, 28°C’ye, fermantasyon ortaminin baglangi¢ sakkaroz, pepton ve pH
degerlerinin ise, sirasiyla; 60 g/L, 6 g/L ve 5.5’e yakin oldugu kosullarda elde edilmistir
(Sekil 4.81 a).

Sekil 4.81b’de yer alan kontur grafiginde, 28°C’de, fermantasyon ortaminin baslangi¢
pH’min; 2.5 oldugu durumda elde edilen maksimum 6zgiil iiriin olusum hizinin 0.036 [g
pullulan/(g mo.sa)] oldugu bulunmustur. 24.5°C’de, fermantasyon ortaminin baslangic
sakkaroz ve pepton derigimlerinin sirasiyla; 60, 6 g/L; pH’1nin ise; 4.3 oldugu kosullarda
elde edilen maksimum 6zgiil pullulan tiretim hizinin 0.045 [g pullulan/(g mo.sa)] oldugu
tespit edilmistir. 32°C’de ise; calisilan tiim baslangic pH degerlerinde elde edilen
maksimum 6zgiil pullulan tiretim hizlarinin; 0.03 [g pullulan/(g mo.sa)] degerinden daha

diisiik olduklar: belirlenmistir.
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Sekil 4.81. Fermantasyon ortaminin baglangi¢ pH’1 (X3) ve sicakligin (Xa4); maksimum
0zgil pullulan iiretim hiz1 (Y4) lizerindeki etkilerini gosteren (a): yanit

yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 =60 g/L, X2 =6 g/L)

Maksimum 6zgiil pullulan tiretim hizinin (Y4); merkezi karma tasarim yontemine gore
gerceklestirilen 30 deneyde elde edilen deneysel degerleri ile Es. 4.4 kullanilarak
hesaplanan tahminsel degerlerinin karsilastirildig1 grafik, Sekil 4.82°de gosterilmistir.
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S6z konusu grafikte; elde edilen sonuglarin, diagonal dogrusu etrafinda sagildiklar tespit
edilmistir. Tiiretilen model esitlik (Es. 4.4) i¢in belirleme katsays1 ise; R? = 0.864 olarak

bulunmustur.

0.06 —

0.05 —

0.04

Y4, tahminsel

0.03 —

0.02 -

I I I I T
0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

Y4, deneysel
Sekil 4.82.  Maksimum 06zgil pullulan iiretim hizlarmin (Ys); Es. 4.4 kullanilarak

hesaplanan tahminsel degerleri ile deneysel degerlerinin karsilagtirilmasi

(y = 0.86436x + 0.00573; R? = 0.864)

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derigsimi (X1), baglangic pepton derisimi (X>)
ve baslangi¢ pH degeri (X3) ile sicakligin (X4); pullulan verimi (Y's) iizerindeki etkilerini

gosteren ikinci dereceden, dogrusal olmayan model denklem ise Es. 4.5’te gosterilmistir.

Ys=+ 27.58 - 4.83X1+ 1.12X> + 4.34X3 - 2.75X4 + 3.38X1X2 - 0.19X1X3 -

1.16X1X4 - 1.74X2X3 - 3.54XoXa + 0.60XsXs + 2.68X1% - 1.73Xz2 - 2.91Xs2-  (4.5)
0.97X4?

Tiiretilen model esitlik igin belirleme katsayis;; R? = 0.995 olarak hesaplanmistir.
Bulunan R? degerinin 1’e ¢ok yakin olmasi; deneysel ve Es. 4.5’e gore hesaplanan
tahminsel Ys degerlerinin birbirlerine ¢ok yakin olduklarini gostermektedir. Cok
degiskenli regresyon yontemi kullanilarak tiiretilen modele ait varyans analizi sonuglari
Cizelge 4.12’de sunulmustur. Varyans analizi sonuglarina gére modelin %95 giiven

diizeyinde olduk¢a 6nemli (p<0.01) oldugu bulunmustur.
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Cizelge 4.12. Fermantasyon ortaminin baglangi¢ sakkaroz derisimi (X1), baslangic
pepton derisimi (X2) ve baslangi¢c pH’1 (X3) ile sicakligin (X4); pullulan

verimi (Ys) lizerindeki etkilerine ait varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynagi SD KO F degeri p degeri
Model 14 162.89 225.50" <0.0001
X1 1 558.73 77351 <0.0001
X2 1 29.93 41.43™ <0.0001
X3 1 452.40 626.31" <0.0001
X4 1 181.50 251.27" <0.0001
X1X2 1 182.25 252.31" <0.0001
X1X3 1 0.56 0.78 0.3915
X1X4 1 21.62 29.93™ <0.0001
X2X3 1 48.30 66.87" <0.0001
X2X4 1 200.22 277.19™ <0.0001
X3X4 1 5.76 797" 0.0128
X1 1 196.88 272.56™ <0.0001
X2? 1 82.41 114.09™ <0.0001
X3? 1 232.00 321.18" <0.0001
X4? 1 25.85 35.79" <0.0001
Uyum eksikligi 10 0.97 4.48 0.0559
Hata 5 0.22

Genel 29

“p<0.01, " p<0.05, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi

Ayrica, tim bagimsiz degiskenlerin; pullulan verimi iizerindeki lineer ve karesel
etkilerinin olduk¢a 6nemli olduklar1 (p<0.01) da belirlenmistir. Bagimsiz degiskenlerin
ikili etkilesimlerinin pullulan verimi iizerindeki etkileri incelendiginde ise; yalnizca,
fermantasyon ortaminin sakkaroz baglangi¢ derisimi ve baslangi¢c pH’1nin ikili etkisinin
onemsiz (p>0.05) oldugu tespit edilmistir. Bu modele ait uyum eksikliginin 6nemsiz

(p>0.05) oldugu da belirlenmistir.
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Bu c¢alismada incelenen bagimsiz degiskenlerin pullulan verimi {izerindeki etkilerini
gosteren yanit ylizey ve kontur grafikleri ise; Sekil 4.83 - Sekil 4.88’de sunulmustur. Her
bir grafik, s6z konusu grafik iizerinde yer almayan bagimsiz degiskenlerin merkez

noktasindaki degerleri kullanilarak ¢izilmistir.

Fermantasyon ortaminin baglangi¢ sakkaroz (X1) ve baslangi¢ pepton (X2) derisimlerinin;
pullulan verimi (Ys) tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri; Sekil
4.83°de verilmistir. Yanit yiizey grafigi (Sekil 4.83a) incelendginde; pullulan veriminin;
baslangi¢c sakkaroz derisimi yiliksek olan fermantasyon ortamlarinda, organik azot
kaynagi olarak kullanilan peptonun ortamdaki baslangi¢ derisiminin artmasiyla arttigs;
baslangi¢ sakkaroz derisimi diisiik olan fermantasyon ortamlarinda ise, ortamdaki

peptonun baslangi¢ derisimindeki degisimlerden ¢ok fazla etkilenmedigi bulunmustur.

Sekil 4.83b’deki kontur grafigi incelendiginde; fermantasyon ortamindaki baslangi¢
sakkaroz derisiminin 20 g/L degerinde sabit oldugu; baslangi¢ pepton derisiminin ise; 0-
4.4 g/L araliginda degistigi kosullarda, elde edilen pullulan verim yiizdesinin, %50°den
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica, 28°C’de baslangi¢c sakkaroz ve pepton
derigimleri sirasiyla; 26 ve 5 g/L oldugunda; pullulan veriminin %45 oldugu da
belirlenmistir. Baglangi¢ pepton derisiminin; 0-3 g/L araliginda degistigi; baslangic
sakkaroz derisiminin ise; 100 g/L degerinde sabit oldugu fermantasyon kosullarinda elde

edilen pullulan veriminin ise; %20’den daha az oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.83.  Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve baslangig
pepton derigiminin (X2); pullulan verimi (Ys) tizerindeki etkilerini

gosteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X3 = 5.5, X4 =28°C)

Fermantasyon ortaminin baglangi¢c sakkaroz derisimi (X1) ve baslangi¢ pH’min (X3);
pullulan verimi (Y's) tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise;
Sekil 4.84’de sunulmustur.
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Sekil 4.84.  Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve baslangig
pH’1nin (X3); pullulan verimi (Y's) tizerindeki etkilerini gosteren (a): yanit
yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 = 6 g/L, X4 =28°C)

Sekil 4.84’deki yanit ylizey grafiginden de goriilebilece8i gibi; baslangic sakkaroz
derisimi diisiik olan fermantasyon ortamlarinda; ortamin baglangic pH degerinin

artmasiyla, pullulan verimi de artmakta ve yiiksek degerlere ulasmaktadir. Baglangic pH
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degeri yiiksek olan fermantasyon ortamlarinda elde edilen pullulan verimi ise, ortamdaki
baslangi¢ sakkaroz derisiminin artmasiyla azalmaktadir. Bu ¢alismada; pullulan i¢in en
yiiksek verim degerlerinin; baslangi¢ sakkaroz derisimi diisiik; baslangic pH degeri ise

yiiksek olan fermantasyon ortamlarinda elde edildigi tespit edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢c sakkaroz derisimi ve baslangic pH’inin; pullulan
verimi tUzerindeki etkilerini gosteren kontur grafigi (Sekil 4.84b) incelendiginde;
baslangi¢ sakkaroz derisimi 20 g/L olan; baslangi¢c pH’1 ise; 4.0-8.5 aralifinda degisen
fermantasyon ortamlarinda, elde edilen pullulan veriminin; %40’ {izerinde oldugu
bulunmustur. 28°C’de, fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisiminin 27 g/L ve
pH’min 6.7 oldugu kosullarda ise, pullulan veriminin; yaklasik %45 oldugu
belirlenmistir. Ayn1 grafikten ayrica, baslangi¢ sakkaroz derisimi 80 g/L olan; baslangi¢
pH’1 ise; 2.5-3.0 araliginda degisen fermantasyon ortamlarinda elde edilen pullulan

veriminin de, %10’un altinda oldugu tespit edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve sicakligin (X4); pullulan
verimi (Ys) tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise; Sekil
4.85’de gosterilmistir. Sakkarozun baslangi¢ derisiminin diisiik oldugu fermantasyon
ortamlarinda, 24-32°C araliginda, sicakliktaki artisin pullulan verimini ¢ok fazla
degistirmedigi; sakkarozun baglangi¢ derisiminin yiiksek oldugu ortamlarda ise, pullulan
veriminin sicakligin artmasiyla azaldigi bulunmustur. Ayrica, sakkaroz baslangi¢
derisiminin; 20-30.3 g/L araliginda degistigi fermantasyon ortamlarinda; incelenen tiim
sicakliklardaki (24-32°C) pullulan veriminin de yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil
4.85a).

Incelenen tiim sicakliklarda, fermantasyon ortaminin baslangic sakkaroz derisiminin; 20-
23.6 g/L arasinda degistigi kosullarda elde edilen pullulan veriminin; %40’dan daha fazla
oldugu bulunmustur (Sekil 4.85b). Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derigimi
ve sicakligin pullulan verimi iizerindeki etkilerini gosteren kontur grafiginde ayrica,
baslangi¢ sakkaroz ve pepton derisimleri sirasiyla; 80 ve 6 g/L ve baslangic pH’1; 5.5 olan
fermantasyon ortamlarinda; sicakliin; 30-32°C aralifinda degistigi isletme kosullarinda

elde edilen pullulan veriminin de %20’den daha az oldugu tespit edilmistir. 31°C ‘de
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fermantasyon ortaminin baslangic sakkaroz derisiminin 85 g/L. oldugu durumda ise;

pullulan veriminin yaklasik %16 oldugu belirlenmistir.
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40

(a)
Ys (%)

32

30

28

X (°C)

26

24
20 40 60 80 100

X1 (g/L)
(b)

Sekil 4.85. Fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisimi (X1) ve sicaklifin

(Xa); pullulan verimi (Ys) tizerindeki etkilerini gdsteren (a): yanit yiizey ve

(b): kontur grafikleri (X2 =6 g/L, X3 =5.5)
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Fermantasyon ortaminin baslangi¢c pepton derisimi (X2) ve baslangic pH’min (X3);
pullulan verimi (Ys) tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise;
Sekil 4.86°da verilmistir.

X2 (g/L)

(b)

Sekil 4.86. Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve baslangig

pH’1mnn (X3); pullulan verimi (Ys) iizerindeki etkilerini gosteren (a): yanit
yiizey ve (b): kontur grafikleri (X1 = 60 g/L, X4 = 28°C)
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Pullulan veriminin; pepton igcermeyen fermantasyon ortamlarinda, ortamin baslangi¢c pH
degerinin artmasiyla arttigt bulunmustur (Sekil 4.86a). Yamit yiizey grafigi
incelendiginde; elde edilen pullulan veriminin; baglangi¢ pH’1 2.5 olan fermantasyon
ortamlarinda, ortamdaki peptonun baslangi¢ derisiminin artmasiyla arttig1, baslangic pH’1
8.5 olan fermantasyon ortamlarinda elde edilen pullulan veriminin ise, 0-6 g/L baslangi¢
pepton derisim araliginda degismeyerek daha yiiksek baslangic pepton derisim
degerlerinde (6-12 g/L) azaldigi bulunmustur. Yanit ylizey grafigindeki sonuglar,
baslangi¢ pepton derigimi diisiik olan fermantasyon ortamlarinda, baslangic pH’inin
yiiksek oldugu kosullarda pullulan i¢in yiiksek verim degerlerinin elde edildigini

gostermektedir.

Bu calismadaki kontur grafigi incelendiginde ise; fermantasyon ortaminin baslangi¢
pepton derisiminin; 0-9 g/L, baslangic pH’mnin ise 5.8-7.0 araliginda degistigi
fermantasyon ortamlarinda elde edilen pullulan veriminin, %20’nin iizerinde oldugu
bulunmustur (Sekil 4.86b). Fermantasyon ortaminin baglangi¢ pepton derisiminin 12 g/L
degerinde sabit oldugu durumda, ortamin baslangi¢ pH’1nin 7.3-8.5 araliginda degistigi
kosullarda elde edilen pullulan verimi ylizdesinin ise; %20’nin altinda oldugu
belirlenmistir. Ayrica, fermantasyon ortaminin baslangic pepton derisiminin, 2 g/L ve

pH i ise, 3 oldugu durumda elde edilen pullulan veriminin yaklasik %4 oldugu da
tespit edilmistir.

Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve sicakligin (X4); pullulan
verimi (Ys) tizerindeki etkilerini gdsteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise; Sekil
4.87°de gosterilmistir. Yanit ylizey grafigindeki (Sekil 4.87a) degerler incelendiginde,
24°C’de, fermantasyon ortamindaki peptonun baslangi¢ derisiminin artmasiyla pullulan
veriminin de arttifi bulunmustur. 32°C’de ise; fermantasyon ortamindaki peptonun
baslangi¢ derisiminin artmasiyla; elde edilen pullulan veriminin baslangi¢ pepton
derisimi 0-4 g/L aralifinda degisen ortamlarda degismedigi; baslangi¢ pepton derisimi;
4-12 g/LL araliginda degisen ortamlarda ise azaldigr belirlenmistir. Ayrica, pullulan
veriminin; sicakligin artmasiyla, 12 g/ baslangic derisiminde pepton iceren
fermantasyon ortamlarinda azaldigi; pepton icermeyen fermantasyon ortamlarinda ise

arttig1 da tespit edilmistir. Yiiksek sicakliklarda, baslangic pepton derisimi yiiksek olan
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fermantasyon ortamlarinda elde edilen pullulan veriminin c¢ok diisiik oldugu

bulunmustur.

Ys (%)
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Sekil 4.87. Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2) ve sicakligin (Xa);
pullulan verimi (Ys) lizerindeki etkilerini gosteren (a): yanit yiizey ve (b):
kontur grafikleri (X1 = 60 g/L, X3 = 5.5)
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Sekil 4.87b’deki kontur grafigi incelendiginde ise; pepton baslangi¢ derisimi; 6.5-12 g/L
araliginda degisen fermantasyon ortamlarinda, sicakligin; 24-25.5°C araliginda degistigi
kosullarda elde edilen pullulan veriminin, %30’dan daha fazla oldugu tespit edilmistir.
32°C’de, baslangi¢ sakkaroz derisimi ve pH’1 sirastyla; 60 g/L ve 5.5 olan, pepton
baslangi¢ derisimi ise; 5-12 g/L aralifinda degisen fermantasyon ortamlarinda elde edilen
pullulan veriminin ise; %?20’den daha diisiik oldugu bulunmustur. 31°C’de ise,
fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisiminin; 11 g/L oldugu durumda pullulan

veriminin; %7 oldugu belirlenmistir.

Fermantasyon ortaminin baglangic pH’1 (X3) ve sicakligin (Xa4); pullulan verimi (Ys)
tizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise Sekil 4.88’de
verilmistir. Yanit ylizey grafigindeki (Sekil 4.88a) degerler incelendiginde, bu calisma
icin secilen tiim fermantasyon ortami baslangic pH degerlerinde elde edilen pullulan
verimlerinin; sicaklikla ¢ok fazla degismedikleri bulunmustur. Ayrica, incelenen galisma
araligina giren tiim sicaklik degerlerinde, elde edilen pullulan verimlerinin; 2.5-5.5
baslangi¢c pH araliginda, fermantasyon ortaminin, baslangic pH’1nin artmasiyla arttig1 ve
en yiiksek degerlerine baslangi¢ pH’1 5.5 olan ortamlarda ulasarak; 5.5-8.5 baslangi¢ pH
araliginda ise fermantasyon ortaminin baslangic pH’inin artmasiyla azaldiklar1 da

belirlenmistir.

Sekil 4.88b’de yer alan kontur grafigindeki degerler incelendiginde ise; calisilan
araliktaki tiim fermantasyon sicakliklarinda, fermantasyon ortaminin baglangic pH’inin;
2.5-3.5 araliginda degistigi kosullarda elde edilen pullulan veriminin %20’nin altinda
oldugu bulunmustur. Fermantasyon ortaminin baglangi¢ pH’1nin; 5.8 ve sicakligin; 26°C

oldugu kosullarda elde edilen pullulan veriminin ise, %30 oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.88.  Fermantasyon ortaminin baslangi¢ pH’1 (X3) ve sicakligin (X4); pullulan
verimi (Y's) tizerindeki etkilerini gésteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur
grafikleri (X1 =60 g/L, X2 =6 g/L)

Pullulan verimlerinin (Ys); deneysel degerleri ile Es. 4.5 kullanilarak hesaplanan
tahminsel degerlerin karsilastirildiklart grafik; Sekil 4.89°da gosterilmistir. Bu grafik
incelendiginde; tahminsel ve deneysel Ys degerlerinin; diagonal dogrusu {izerinde yer

aldiklar1 tespit edilmistir.
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S6z konusu grafik icin belirleme katsayisi; R?= 0.995 olarak hesaplanmustir. R? degerinin
I’e ¢ok yakin olmasi; model esitlik kullanilarak hesaplanan Ys degerleri ile uyumunun

oldukea yiiksek oldugunu ifade etmektedir.

50 —
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Y, tahminsel

I I I I I I
0 10 20 30 40 50

Ys, deneysel

Sekil 4.89.  Pullulan veriminin (Ys); Es. 4.5 kullanilarak hesaplanan tahminsel

degerleri ile deneysel degerlerinin karsilagtirilmasi

(y = 0.99527x + 0.11934; R? = 0.995)

4.6. A. pullulans AZ-6 Susu ile Pullulan Uretiminin Optimizasyonu

Bu calismada; bagimsiz degiskenler olarak secilen; fermantasyon ortami baglangic
sakkaroz derisimi (X1), baslangic pepton derisimi (X2) ve baslangic pH’1 (Xa) ile
sicakligin (X4); bagimli degiskenler olarak belirlenen; maksimum EPS derisimi (Y1),
maksimum pullulan derisimi (Y2), mikroorganizmanin 6zgiil iireme hiz1 (Y3), maksimum
0zgiil pullulan iretim hiz1 (Y4) ve pullulan verimi (Ys) iizerindeki etkilerini gosteren
model esitlikler tiiretildikten sonra, tiim degiskenlerin; optimum degerlerinin
belirlenebilmesi amaciyla; Design Expert 10.0.2 (Inc. Minneapolis, USA) programinin
deneme siiriimii kullanilarak, bir nlimerik optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Bu amacla,

optimizasyon isleminden Once; istenilen hedefe ulagsma fonksiyonu kullanilarak tim
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yanitlar i¢in istenilen hedefler belirlenmistir (bkz. Bolim 3.2.15, Cizelge 3.6). Bu islem

sonucunda ise; program tarafindan 100 farkli ¢6ziim Onerilmistir.

Optimizasyon ¢alismasinda kullanilan bagimsiz ve bagimli degiskenler icin ongoriilen
hedefler ve bu hedeflere ulasilabilmesi i¢in kullanilan kisitlar ile optimizasyon islemi
sonucunda elde edilen 100 farkli ¢6ziim, Ek 5’deki Cizelge Ek 5.1°’de sunulmustur. Elde
edilen her bir ¢oziim i¢in bagimli ve bagimsiz degiskenlerin degerleri ve program
tarafindan hesaplanan istenilen hedefe ulasma degerleri de ayni ¢izelgede verilmistir.
Istenilen hedefe ulasma degerlerinin; 0.398-0.977 araliginda degistigi tespit edilmistir.
Bulunan ¢oziimler incelendiginde; istenilen hedefe ulasma degerlerinin; 0.977 olarak
hesaplandigi ¢6zliim i¢in, fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz derisiminin; 100
g/L, baslangi¢ pepton derisiminin; 11.305 g/L, baslangi¢ pH’min; 6.481; sicakligin ise,
24.2°C oldugu belirlenmistir. Optimizasyon ¢alismasindaki bagimsiz degiskenler i¢in
hesaplanan s6z konusu degerler ise; pullulan iiretimi sirasinda kullanilacak olan optimum
kosullar olarak se¢ilmistir. Optimizasyon isleminde; bu kosullar kullanilarak elde
edilecek olan maksimum EPS ve pullulan derisimlerinin; sirasiyla, 37.078 ve 35.372 g/L,
ozgiil iireme hizinmn; 0.062 sa™, maksimum 6zgiil pullulan iiretim hizinin; 0.021 [g
pullulan/(g mo.sa)]; pullulan veriminin ise, %53.681 olacagi bulunmustur. Baslangi¢
sakkaroz ve pepton derisimlerinin istenilen hedefe ulagsma degerine etkilerini gosteren bir

ornek grafik ise, Ek 6’daki Sekil EK 6.1°de sunulmustur.

Bu calismada daha sonra; dort bagimsiz degiskenin optimizasyon iglemi ile belirlenen
optimum degerlerinin kullanildig1 fermantasyon kosullarinda; iki paralel deney
gerceklestirilmistir. S6z konusu deneyler; sakkaroz baslangi¢ derisimi; 100 g/L; pepton
baslangic derigimi; 11.305 g/L ve diger bilesenleri ile bunlarin baslangic derigimleri; ana
fermantasyon ortamindakiler ile ayni; baslangic pH’1 ise; 6.481 olan bir fermantasyon
ortaminda, 24.2°C’de, 100 vuru/dak karistirma hizinda, kesikli ¢alisan ¢alkalamali su
banyolarinda, erlenler icerisinde, 150 mL ¢aligma hacmi kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
Fermantasyon ortamina inokiile edilecek A. pullulans AZ-6 susu; bilesimi daha 6nce
verilen kiiltiir ortam1 kullanilarak, calkalamali bir su banyosunda, 28°C’de, 48 saat inkiibe
edilerek hazirlanmistir. S6z konusu deneylerde kullanilan, A. pullulans AZ-6 susunun

baslangi¢ asilama derisimi; 9.3x10” kob/mL olarak belirlenmistir.
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Her bir deney sonucunda elde edilen degerlerin ortalamalar1 hesaplanmis ve optimum
kosullarda, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS ve pullulan derisimleri ile

biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ¢izilmistir.

Optimum kosullarda, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen EPS derisiminin zamanla
degisimi; Sekil 4.90°da sunulmustur. Bu grafikler incelendiginde; ortamdaki EPS
derisiminin; zamanla artarak fermantasyonun 167. saatinde en yiiksek degerine ulastigi,
daha sonra ise, bir miktar azaldig belirlenmistir. Optimum kosullarda elde edilen en

yiiksek EPS derisimi ise; 36.95 g/L olarak tayin edilmistir.

40

0 50 100 150 200 250
t (sa)

Sekil 4.90.  Optimum g¢alisma kosullarinda; A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen

EPS derisiminin zamanla degisimi

Optimum ¢alisma kosullarinda, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan {iretilen pullulan
derisiminin zamanla degisimi ise; Sekil 4.91°de verilmistir. Bu ¢alismadaki en yiiksek

pullulan derisimi; fermantasyonun 167. saatinde, 35.47 g/L olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.91. Optimum ¢alisma kosullarinda; A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen

pullulan derisiminin zamanla degisimi

Optimum kosullarda elde edilen biyokiitle derisiminin zamanla degisimi ise, Sekil
4.92°de gosterilmistir. Bu grafikteki degerler incelendiginde; biyokiitle derisiminin

zamanla artarak; fermantasyonun sonunda, 11.13 g/L degerine ulastig1 belirlenmistir.

X(g/L)
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Sekil 4.92.  Optimum c¢alisma kosullarinda biyokiitle derisiminin zamanla degisimi

Bu calismada ayrica, A. pullulans AZ-6 susunun, optimum fermantasyon kosullarindaki
0zgiil tireme hiz1 da hesaplanmistir. Bu amagla; In X degerlerinin zamanla degisimini
gosteren bir grafik (Sekil 4.93) cizilmis ve iissel iireme bolgesindeki mikroorganizma

0zgiil tireme hiz1 hesaplanmustir.

199



Optimum kosullarda, A. pullulans AZ-6 susunun tissel iireme bolgesindeki 6zgiil tireme

hiz1, i, 0.064 sa* olarak bulunmustur.
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Sekil 4.93.  Optimum c¢alisma kosullarinda, A. pullulans AZ-6 susu i¢in In X

degerlerinin zamanla degigimi

Bu calismada ek olarak, optimum kosullarda; pullulan tiretimi ile ilgili maksimum 6zgiil
tiriin olusum hiz1 da hesaplanmistir. Bu amagla, pullulan derisiminin zamanla degisimini
gosteren grafikte (Sekil 4.91), farkl1 zamanlara kars1 gelen egim degerleri hesaplanmis ve
bulunan degerler, Sekil 4.92°de yer alan grafikteki ayn1 zamanlara kars1 gelen biyokiitle
derisimlerine boliinerek 6zgiil tiriin olusum hizlar1 hesaplanmis; daha sonra ise en yiiksek
0zgiil iirlin olusum hiz1 degeri belirlenmistir. Optimum kosullardaki maksimum 6zgiil

rtin olusum hiz1 degeri, vm, 0.036 g pullulan/(g mo.sa) olarak fermantasyonun 22.

saatinde elde edilmistir.

Optimum kosullarda, fermantasyon ortamindaki sakkaroz derigiminin zamanla degisimi

Sekil 4.94°de; sakkaroz tiiketim hizinin zamanla degisimi ise, Sekil 4.95°de gosterilmistir.
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Sakkaroz derigsimi (g/L)
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t (sa)

Sekil 4.94.  Optimum c¢alisma kosullarinda; fermantasyon ortamindaki sakkaroz

derisiminin zamanla degisimi

Sekil 4.94°deki sonuglar incelendiginde; optimum kosullarda gerceklestirilen bu
calismada, fermantasyon isleminin sonunda, ortamda bir miktar sakkarozun tiiketilmeden
kaldig tespit edilmistir. Sekil 4.95 incelendiginde ise, en yliksek sakkaroz tiiketim hizinin

0.62 g sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 72. saatinde elde edildigi bulunmustur.
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Sekil 4.95. Optimum c¢alisma kosullarinda; A. pullulans AZ-6 susunun sakkaroz

tilketim hizinin zamanla degisimi

Bu ¢alisma i¢in pullulan verimi de hesaplanmistir. Yukarida belirtilen deney kosullarinda

gerceklestirilen fermantasyon islemindeki pullulan verimi; %54.485 olarak bulunmustur.
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Bagimli degiskenlerin; bu ¢alisma sonucunda elde edilen deneysel degerleri ile Es. 4.1-
4.5 kullanilarak hesaplanan teorik degerleri; Cizelge 4.13’de sunulmus ve elde edilen
sonuglar; Design Expert 10.0.2 (Inc. Minneapolis, USA) programinda yer alan ileri analiz
(post analysis) yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu amag i¢in ilk olarak; tiim
bagiml degiskenlerin; optimizasyon programi kullanilarak %95 giiven diizeyinde, daha
Once tiiretilmis olan model esitliklerinden (Es. 4.1-4.5), yukarida belirtilen deney
kosullarindaki minimum ve maksimum degerleri hesaplanmistir. Bu ¢alismadaki bagimli
degiskenlerin; optimizasyon programinin dogrulama meniisii kullanilarak elde edilen
minumum ve maksimum degerleri ile deneysel ve teorik degerleri karsilastirmali olarak,

Cizelge 4.13°de verilmistir.

Cizelge 4.13’deki sonuglar incelendiginde, bagimli degiskenlerin deneysel degerlerinin
teorik degerlerine ¢cok yakin olduklar1 ve bu degerlerin bilgisayar programi ile hesaplanan

en yiiksek ve en diisiik degerler arasinda olduklar1 belirlenmistir.

Ayrica bagiml degiskenlerin deneysel degerlerinin kabul edilebilir sinirlar igerisinde
olduklar1 da bulunmus ve Design Expert® 10.0.2 (Stat-ease Inc., Minneapolis, ABD)
programinin dogrulama meniisii yardimiyla da, belirlenen optimum kosullarin, %95

giiven diizeyinde olduklar1 da dogrulanmastir.

Cizelge 4.13. Bagimli degiskenlerin, deneysel degerleri, optimizasyon programi

kullanilarak hesaplanan teorik degerleri ve optimum degerleri

Deneysel  Teorik ~ Minimum Maksimum

Bagimh degisken Simge deger deger deger deger
?gff)smum EPS derisimi v 35950  37.078 35720 38.440
Maksimum pullulan Y, 35470 35372 33.320 37.420
derigimi (g/L)

Mikroorganizmanin 6zgdl v/ ¢ 554 0.062 0.055 0.069
tireme hizi (sa™)

Maksimum 6zgiil

pullulan tiretim hizi Y4 0.036 0.021 -0.00198 0.044
[g pullulan/(g mo.sa)]

Pullulan verimi (%) Ys 54480  53.681 49.600 57.890
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Choudhury ve arkadaslar1 [78] tarafindan, Hindistan’da yapilan bir arastirmada;
fermantasyon ortami bilesiminin; A. pullulans RBF 4A3 susunun pullulan iiretimi tizerine
etkilerinin yanit ylizey yontemi kullanilarak, incelendigi belirtilmistir. Bu ¢alismada;
secilen bagimsiz degiskenler; fermantasyon ortaminin glukoz derisimi (X1), maya oziitii
derisimi (X2) ve pepton derisimi (X3) olarak ifade edilmistir. S6z konusu arastirmada,
deney tasarim planinin; merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak, her bir bagimsiz
degisken icin bes diizeyde, merkezde 6 tekrarli olacak sekilde yapildigi rapor edilmistir.
Calismada, tasarim planinda yer alan 20 deney gerceklestirildikten sonra, secilen
bagimsiz degiskenlerin pullulan derisimine etkilerini gosteren bir model esitligin de
tiiretildigi ve bu esitligin ikinci dereceden oldugu; R? degerinin ise, 0.9909 olarak
hesaplandigr ifade edilmistir. Bu ¢alismada; A. pullulans RBF 4A3 susu ile pullulan
tiretimi i¢in belirlenen optimum deney kosullarinin; glukoz, maya 06ziitii ve pepton
derigsimleri i¢in, sirastyla %15.5, %3.68 ve %1.75 oldugu ve bu kosullarda elde edilen
pullulan derisiminin ise, 70.43 g/L oldugu belirtilmistir.

Yapilan bir baska ¢alismada ise; A. pullulans DSM-2404 ile havalandirmali bir reakt6rde
pullulan iretimi tizerine, fermantasyon ortaminin baglangi¢c substrat derisimi (Xy),
havalandirma hiz1 (X2) ve inkiibasyon siiresinin (X3) etkilerinin yanit yiizey yontemi ile
incelendigi belirtilmistir. Arastirmada, her bir bagimsiz degiskenin; 3 diizeyde
incelendigi ve yapilan deney tasarimi sonucunda belirlenen 20 deneyin gergeklestirildigi
ifade edilmistir. Deneylerden sonra elde edilen sonuglar kullanilarak varyans analizinin
yapildig1 ve elde edilen model esitligin ikinci dereceden bir polinom oldugu; R? degerinin
ise; 0.993 olarak belirlendigi belirtilmistir. Calismanin daha sonraki agsamasinda, yanit
yiizey yontemi ile belirlenen optimum kosullarin; baslangi¢ substrat derisimi; 95.2 g/L,
havalandirma hizt; 1.93 vvm ve inkiibasyon siiresi; 5.36 giin olarak belirlendikleri, bu
kosullarda elde edilecek pullulan derisiminin ise, 38.7 g/L olarak ongoriildiigli rapor
edilmistir. Bu ¢alismada ayrica; optimum kosullarda bir deneyin daha yapildigi ve bu
deneyde elde edilen pullulan derisiminin ise, 39.2 g/L oldugu da ifade edilmistir [146].

Padmanaban ve arkadaslar1 [138] tarafindan yapilan bir diger arastirmada ise, substrat
olarak kurutulmus tatli patates ununun kullanildigr fermantasyon ortamlarinda, A.

pullulans MTCC 2195 susu ile EPS iiretiminin optimizasyonunun hedeflendigi ifade
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edilmistir. Bu calismada ilk olarak; EPS iiretimine etki eden fermantasyon ortami
bilesenlerinin ve bunlarin derisimlerinin belirlenebilmesi amaci ile Plackett-Burman
tasariminin kullanildigr belirtilmistir. S6z konusu arastirmada, bagimsiz degisken olarak
tatl patates unu (X1), maya ozitii (X2), NH4SO4 (X3), NaNO3 (X4), NaCl (Xs), KH2PO4
(Xe) ve MgSOs (X7) derisimlerinin segildigi rapor edilmistir. Deney tasarim planina gore
gerceklestirilen deneylerden sonra, yiikksek derisimdeki tatli patates unu ve maya
ozitiniin A. pullulans MTCC 2195 susu ile EPS iiretimini arttirdiginin belirlendigi
bildirilmistir. Anilan ¢alismada daha sonra; A. pullulans MTCC 2195 susu ile EPS iiretimi
amaciyla fermantasyon kosullarinin optimizasyonu i¢in, merkezi karma tasarim yéntemi
kullanilarak 31 deneyden olusan bir deney tasariminin yapildigi belirtilmistir.
Optimizasyonda bagimsiz degiskenler olarak; tatli patates unu derisimi (X1), maya 6ziitii
derisimi (X2), pH (X3) ve fermantasyon siiresinin (X4) se¢ildigi rapor edilmistir. Tasarima
uygun olarak gergeklestirilen deneylerden sonra yapilan regresyon analizinin ardindan,
belirleme katsayisi (R?); 0.979 olan ve bagimsiz degiskenlerin EPS derisimi iizerine
etkilerini gosteren ikinci dereceden bir model esitligin elde edildigi belirtilmistir.
Calismada, optimum kosullar; tath patates tozu; %10, maya 6ziitii; %0.75, pH; 5.5 ve
fermantasyon siiresi; 100 saat olarak belirlenmis olup, bu kosullarda elde edilen

maksimum EPS derisiminin 9.3 g/L oldugu rapor edilmistir.

4.7. Bamn Gida Endiistrisi Atk ve Yan Uriinleri ile Cesitli Meyve ve Sebze
Atiklarinin; Dogrudan Dogruya ya da Bazi On Islemlerden Gegirildikten Sonra
Fermantasyon Ortami Temel Bileseni Olarak Kullanilmalarmin A. pullulans AZ-6
Susunun Pullulan Uretimine Etkilerinin incelenmesi

Tez caligmasinin bu bdliimiinde; bazi1 gida endiistrisi artiklari ile ¢esitli meyve ve sebze
atiklarinin;  fermantasyon  ortamlarinda, dogal substrat kaynaklar1  olarak
kullanilmalarinin A. pullulans AZ-6 susunun pullulan tiretimine etkileri arastirilmistir. Bu
amagcla ¢alismada substrat olarak; peynir alt1 suyu, melas, {iziim posasi ve seker pancari

kiispesi, kavun, karpuz, sogan ve havug kabuklari ile tath patates kullanilmistir.

Aragtirmanin bu boliimiinde ilk olarak; yukarida belirtilen dogal substrat kaynaklari
kullanilarak, farkli bilesimlerdeki bazi fermantasyon ortamlar1 hazirlanmis ve bu
ortamlarda baz1 deneyler yapilarak, A. pullulans AZ-6 susunun EPS ve pullulan iiretim

ozellikleri arastirilmistir.
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Peynir alt1 suyu, kavun kabugu 6ziitii, karpuz kabugu 6ziitii, iziim posas1 0ziitii veya
melas ¢Ozeltisinin, ayr1 ayr1 substrat kaynaklar1 olarak kullanildiklar1 farkl
bilesimlerdeki fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilen birinci gruptaki deneylerde, A.
pullulans AZ-6 susunun fermantasyon ortamlarindaki baslangi¢ inokiilasyon derigimi;
2.8x10° kob/mL olarak belirlenmistir. Bu deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan
iretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.96’da
gosterilmistir. Bu ¢calismada; en yiiksek EPS derisiminin; substrat kaynagi olarak melasin
kullanildig1 fermantasyon ortaminda elde edildigi ve bunu sirasiyla; kavun kabugu, tiziim
posasi, karpuz kabugu Oziitleri ve peynir alti suyunun substrat kaynagi olarak
kullanildiklar1  fermantasyon ortamlarmin izledigi bulunmustur. Fermantasyon
ortamlarinda karbon kaynagi olarak; melas, kavun kabugu, iiziim posast ve karpuz
kabugu o6ziitleri ve peynir alt1 suyu kullanilan ¢aligmalarda elde edilen en yiliksek EPS
derigimleri sirasiyla; 17.12, 11.22, 10.53, 8.58 ve 6.66 g/L olarak tayin edilmistir.
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Sekil 4.96. Kavun kabugu, karpuz kabugu, {iziim posasi dziitleri, melas ¢ozeltisi veya
peynir altt suyunun hammadde olarak kullanildiklari; farkli bilesimlerdeki
fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilen deneylerde; A. pullulans AZ-6

susu tarafindan tiretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu calismada, en yiiksek derisimdeki EPS iiretimlerinin; fermantasyon ortaminda; kavun
veya karpuz kabugu 6ziitii ya da melasin dogal substrat kaynagi olarak kullanildiklari

deneylerde; fermantasyonun 120., iiziim posasinin substrat olarak kullanildig1 deneyde;
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fermantasyonun 73., peynir alti suyunun substrat olarak kullanildigi deneyde ise;

fermantasyonun 49. saatinde gergeklestigi tespit edilmistir.

Fermantasyon ortamlarinda farkli dogal substrat kaynaklarmin kullanildig1 birinci
gruptaki deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen pullulan derisimlerinin
zamanla degisimlerini gdsteren grafikler ise; Sekil 4.97°de sunulmustur. Fermantasyon
ortamlarinda, dogal substrat kaynagi olarak kavun veya karpuz kabugu o6ziitii ya da
melasin kullanildigi ¢alismalarda; en yiiksek pullulan derisimleri; sirastyla; 9.87, 8.32 ve

14.55 g/L olarak, fermantasyonun 120. saatinde elde edilmistir.

Fermantasyon ortamlarinda, dogal substrat kaynagi olarak iiziim posas1 6ziitli ve melasin
kullanildig1 deneylerde, en yiiksek pullulan derisimleri sirasiyla; 9.69 ve 4.98 g/L olarak,

fermantasyonun 73. saatinde elde edilmistir.

Dogal substrat kaynag:
™

% Peynir alts suyu

Pullulan {g/L)
(o]

0 I 50 . 100 I 150 I 200
t (sa)

Sekil 4.97. Kavun kabugu, karpuz kabugu, liziim posasi Oziitleri, melas ¢ozeltisi veya

peynir altt suyunun hammadde olarak kullanildiklari; farkli bilesimlerdeki

fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilen deneylerde; A. pullulans AZ-6

susu tarafindan iiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu deneylerde, biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri ise; Sekil 4.98’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.98.  Kavun kabugu, karpuz kabugu, liziim posasi dziitleri, melas ¢ozeltisi veya
peynir alti suyunun hammadde olarak kullanildiklari; farkli bilesimlerdeki
fermantasyon ortamlarinda gerceklestirilen deneylerde; biyokiitle

derisimlerinin zamanla degisimleri

Fermantasyon ortamlarinda, dogal substrat kaynagi olarak; melas, peynir alti suyu ve
lizim posasi ile kavun ve karpuz kabugu 6ziitlerinin kullanildiklar1 deneylerde en yiiksek
biyokiitle derisimleri, fermantasyonun 191. saatinde sirasiyla; 7.77, 13.03, 6.82, 3.95 ve
5.36 g/L olarak tayin edilmistir.

Ik gruptaki deneyler icin, A. pullulans AZ-6 susunun Ozgiil iireme hizlart da
hesaplanmistir. Bu amacla, her deneyde elde edilen, biyokiitle derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafiklerden yararlanilarak In X degerleri hesaplandiktan sonra; bu
degerlerin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ¢izilmis (Sekil 4.99) ve iissel ireme

bolgesindeki mikroorganizma 6zgiil tireme hizlar1 hesaplanmistir.
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Sekil 4.99. Dogal substrat kaynagi olarak; (a): kavun kabugu 6ziitii, (b): karpuz kabugu

0ziiti, (c): lizim posast 0Oziitii, (d): melas ¢ozeltisi ve (e): peynir alt1 suyu

iceren fermantasyon ortamlarinda gerceklestirilen deneylerde, In X

degerlerinin zamanla degisimleri
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A. pullulans AZ-6 susunun tissel tireme bolgesindeki 6zgiil iireme hizi; pu, substrat olarak;
kavun kabugu, karpuz kabugu veya liziim posasi 0ziitii iceren fermantasyon ortamlarinda;
sirastyla; 0.023, 0.073 ve 0.056 sal; melas ¢ozeltisi veya peynir alti suyu iceren

fermantasyon ortamlarinda ise sirasiyla; 0.104 ve 0.037 sa™ olarak hesaplanmustir.

Farkli dogal substrat igeren fermantasyon ortamlart kullanilarak gerceklestirilen ilk
gruptaki deneyler i¢in, pullulan iiretimi ile ilgili en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hizlar1 da
hesaplanmistir. Bu amagla; her deney i¢in, pullulan derigimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafiklerden (Sekil 4.97) yararlanilarak farkli zamanlara karsi gelen egim
degerleri hesaplanmis ve bu degerler; Sekil 4.98°de yer alan grafiklerdeki ayni zamana
kars1 gelen X degerlerine boliinerek 6zgiil {irtin olusum hizlar1 da hesaplandiktan sonra
en yiiksek 6zgiil iirlin olusum hiz1 degerleri bulunmustur. Bu ¢alismada; en yiiksek 6zgiil
irtin olusum hizlari; vm, dogal substrat kaynag: olarak; kavun kabugu, karpuz kabugu
veya liziim posasi Oziitli igeren fermantasyon ortamlari igin, sirasiyla; 0.094, 0.122 ve
0.115; melas veya peynir alt1 suyu igeren fermantasyon ortamlari i¢in ise; sirastyla, 0.176

ve 0.211 g pullulan/(g mo.sa) olarak hesaplanmustir.

Bu caligmada ayrica; her biri farkli dogal substrat kaynagini iceren fermantasyon
ortamlarinda, A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iretimi siiresince, bu ortamlarda
bulunan farkl seker tiirlerinin derisimleri de tayin edilmistir. Kavun kabugu 6ziitiiniin
substrat olarak kullanildig1 fermantasyon ortamindaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin
zamanla degisimlerini gosteren grafikler Sekil 4.100°de; glukoz ve fruktoz tliketim

hizlariin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise Sekil 4.101°de sunulmustur.

Kavun kabugu 6ziitiiniin substrat kaynag: olarak kullanildig1 fermantasyon ortamindaki
glukoz ve fruktozun her ikisinin de fermantasyonun 70. saatinde, tamamen tiiketildigi
gorilmistiir (Sekil 4.100). Bu deneyde, en yiiksek glukoz ve fruktoz tiikketim hizlar;
fermantasyonun baslangicinda, sirasiyla; 0.85 g glukoz/(L.sa) ve 0.69 g fruktoz/(L.sa)
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.101).

209



® Fruktoz

Seker derisimi (g/L)

150 200

Sekil 4.100. Dogal substrat kaynagi olarak kavun kabugu 6ziitii iceren fermantasyon

ortamindaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.101. Dogal substrat kaynagi olarak kavun kabugu 6ziitli iceren fermantasyon

ortaminda; glukoz ve fruktoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

Karpuz kabugu 6ziitiinlin substrat olarak kullanildig1 fermantasyon ortamindaki glukoz
ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.102°de; glukoz
ve fruktoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.103°de

sunulmustur.

Sekil 4.102°deki deney sonuglari incelendiginde; karpuz kabugu 6ziitlinlin dogal substrat
kaynag1 olarak kullanildig1 fermantasyon ortamindaki glukozun fermantasyonun 40.,
fruktozun ise; fermantasyonun 70. saatinde tamamen tiiketildikleri tespit edilmistir. Sekil
4.103’deki sonuclar incelendiginde ise; karpuz kabugu 0ziitii iceren fermantasyon
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ortamindaki en yiiksek glukoz ve fruktoz tiiketim hizlarinin; sirasiyla; 0.54 ¢
glukoz/(L.sa) ve 0.49 g fruktoz/(L.sa) olarak, fermantasyonun baslangicinda elde

edildikleri bulunmustur.
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Sekil 4.102. Dogal substrat kaynagi olarak karpuz kabugu 6ziitli igeren fermantasyon

ortamindaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.103. Dogal substrat kaynagi olarak karpuz kabugu 6ziitii igeren fermantasyon
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ortaminda; glukoz ve fruktoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

Uziim posasi 6ziitii iceren fermantasyon ortamindaki; glukoz ve fruktoz derisimlerinin

zamanla degisimlerini gdsteren grafikler; Sekil 4.104’de, aym1 ortamdaki seker tiiketim

hizlarmin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.105°de gosterilmistir.

Uziim posasi 6ziitiiniin substrat kaynagi olarak kullanildig1 fermantasyon ortamindaki

glukoz ve fruktozun her ikisinin de fermantasyonun 70. saatinde tamamen tiiketildigi
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gorilmistir (Sekil 4.104). Bu deneyde, en yiiksek glukoz ve fruktoz tiikketim hizlari;

fermantasyonun baslangicinda, sirasiyla; 0.50 g glukoz/(L.sa) ve 0.36 g fruktoz/(L.sa)

olarak hesaplanmistir (Sekil 4.105).
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t (sa)

Sekil 4.104. Dogal substrat kaynagi olarak {iziim posasi Oziitii iceren fermantasyon

ortamindaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.105. Dogal substrat kaynagi olarak {iziim posasi 0ziitii iceren fermantasyon

ortaminda; glukoz ve fruktoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

Melasin dogal substrat kaynagi olarak kullanildigr deneyde fermantasyon ortamindaki

sakkaroz derisimlerinin ve mikroorganizmanin sakkaroz tiikketim hizlarimin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler, sirasiyla; Sekil 4.106 ve 4.107°de sunulmustur.
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Sekil 4.106.

Sekil 4.107.

Sakkaroz derigimi (g/L)
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cozeltisi iceren fermantasyon

ortamindaki sakkaroz derigsiminin zamanla degisimi
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Dogal substrat kaynagi olarak melas c¢ozeltisi igeren fermantasyon

ortaminda; sakkaroz tiikketim hizinin zamanla degisimi

S6z konusu fermantasyon ortamindaki sakkarozun, fermantasyonu 169. saatinde

tamamen tliketildigi gorlilmistiir. Ayrica, melasin hammadde olarak kullanildig:

fermantasyon ortamindaki en yiiksek sakkaroz tiikketim hizi; 1.65 g sakkaroz/(L.sa)

olarak, fermantasyonun baglangicinda elde edilmistir (Sekil 4.107).

Peynir alti suyunun substrat olarak kullanildigi fermantasyon ortamindaki laktoz

derisiminin zamanla degisimini gosteren grafik; Sekil 4.108°de, kullanilan susun laktozu
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tiikketim hizinin zamanla degisimini gosteren grafik ise Sekil 4.109’da sunulmustur. Sekil

4.108 incelendiginde; fermantasyon ortamindaki laktozun fermantasyonun 145. saatinde

tamamen tiiketildigi tespit edilmistir.

Laktoz derisimi (g/L)

50

100 1
t (sa)

Dogal substrat kaynagi olarak peynir alti suyu iceren fermantasyon

ortamindaki laktoz derisiminin zamanla degisimi

Sekil 4.108.
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Dogal substrat kaynagi olarak peynir alti suyu igeren fermantasyon

ortaminda; laktoz tiikketim hizinin zamanla degisimi

Sekil 4.109 incelendiginde ise; fermantasyon ortamindaki en yiliksek laktoz tiiketim

hizinin; 0.38 g laktoz/(L.sa) olarak, fermantasyonun bagslangicinda elde edildigi

belirlenmistir.
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Bu kapsamdaki ikinci ¢alismada ise; dogal substrat kaynagi olarak; havu¢ ve sogan
kabugu oziitleri, seker pancari kiispesi 0ziitii ve tatl patates Oziitii kullanilmistir. Bu
deneylerde de; fermantasyon ortamlarinda; ana fermantasyon ortaminin bilesimindeki
karbon kaynagi disindaki bilesenler ile baslangic derisimleri sabit tutulmus ve
fermantasyon kosullari ile kiiltiiriin gelistirilmesi; ilk grup deneylerdeki gibi yapilmistir.
Bu deneyler icin, A. pullulans AZ-6 susunun baslangi¢ inokiilasyon derisimi; 2.7x10’
kob/mL olarak tespit edilmistir.

Tatl patates, seker pancari kiispesi, sogan kabugu ve havug kabugu 6ziitlerinin ayr1 ayri
dogal substrat kaynaklar1 olarak kullanilmalari ile hazirlanan farkli bilesimlerdeki
fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilen deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu

tarafindan iiretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri; Sekil 4.110°da gosterilmistir.

Dogal substrat kaynagi
B Tatli patates dziitil
® Scker pancari kilspesi 6ziitii
A Sogan kabugu oziitii
v Havug kabugu

0 L 1 L I N 1 . 1
0 50 100 150 200

t (sa)

Sekil 4.110. Tatl patates, seker pancari kiispesi, sogan kabugu veya havu¢ kabugu
Oziitlerinin hammadde olarak kullanildiklari; farkli bilesimlerdeki
fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilen deneylerde; A. pullulans AZ-6

susu tarafindan iiretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu calismadaki en yiiksek derisimdeki EPS {iretiminin; fermantasyon ortaminda, dogal
substrat kaynagi olarak tatli patates Oziitiiniin kullanildig1r deneyde elde edildigi, bunu
sirastyla; havug veya sogan kabugu oOziitleri ile seker pancari kiispesi Oziitliniin dogal

substrat kaynaklar1 olarak kullanildiklar1 deneylerin izledigi bulunmustur.
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Tatli patates, havug kabugu, sogan kabugu ve seker pancari kiispesi 0ziitlerinin; ayr1 ayri,
dogal substrat kaynagi olarak kullanildiklar1 fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilen
deneylerde elde edilen en yiiksek EPS derisimleri; sirasiyla, 10.63, 9.43, 8.70 ve 6.34 g/L.
olarak tayin edilmistir. Bu ¢alismada, en yiiksek derisimdeki EPS iiretiminin; dogal
substrat kaynagi olarak; seker pancari kiispesi veya sogan kabugu o6ziitii igeren
fermantasyon ortamlarinda; fermantasyonun; 96., tatli patates veya havug kabugu 6ziitii
iceren fermantasyon ortamlarinda ise; fermantasyonun; 119. saatinde gergeklestigi

gozlenmistir.

Ikinci gruptaki deneylerde; A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen pullulan

derigimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.111°de verilmistir.

Pullulan (g/L)

Dogal substrat kaynag

2 B Tath patates &ziitii

® Secker pancari kiispesi 6zt
A Sogan kabugu 6ziiti

w Havug kabugu
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Sekil 4.111. Tath patates, seker pancari kiispesi, sogan kabugu veya havug¢ kabugu
Oziitlerinin hammadde olarak kullanildiklari; farkli bilesimlerdeki
fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilen deneylerde; A. pullulans AZ-6

susu tarafindan tiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Fermantasyon ortaminda dogal substrat kaynagi olarak; sirasiyla, seker pancari kiispesi
0ziitli ve sogan kabugu 6ziitlinlin kullanildig1 deneylerde; en yiiksek pullulan derisimleri;

strastyla; 6.28 ve 8.18 g/L olarak, fermantasyonun 96. saatinde elde edilmistir.

En yiiksek pullulan derisimi; dogal substrat kaynagi olarak; tatli patates Oziitiiniin

kullanildig1 deneyde; 8.24 g/L olarak, fermantasyonun 74. saatinde ve havug¢ kabugu
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Oziitlinlin kullanildig1 deneyde ise; 7.36 g/L olarak, fermantasyonun 119. saatinde tayin

edilmistir.

Bu calismada elde edilen biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren
grafikler ise; Sekil 4.112°de verilmistir. Fermantasyon ortaminda dogal substrat kaynagi
olarak tathi patates Oziitiiniin kullanildig1 ¢calismada, en yiiksek biyokiitle derisimi; 4.37
g/L olarak, fermantasyonun 116. saatinde elde edilmistir. En yiiksek biyokiitle
derisimleri; fermantasyon ortaminda; dogal substrat kaynagi olarak; sogan ve havug
kabugu Oziitlerinin kullanildiklar1 deneylerde; sirasiyla; 2.05 ve 5.11 g/L olarak,
fermantasyonun 192. saatinde; seker pancari kiispesi Oziitiiniin kullanildig1 deneyde ise;

4.45 g/L olarak, fermantasyonun 168. saatinde elde edilmistir.

Dogal substrat kaynag

5t B Tatl patates dziitit

® Scker pancari kiispesi dziitii
A Sogan kabugu oziitii

v llavug kabugu

0 50 100 150 200
t(sa)

Sekil 4.112. Tath patates, seker pancar1 kiispesi, sogan kabugu veya havug¢ kabugu
Oziitlerinin hammadde olarak kullanildiklari; farkli bilesimlerdeki
fermantasyon ortamlarinda gerceklestirilen deneylerde; biyokiitle

derigimlerinin zamanla degisimleri

Ikinci gruptaki deneyler icin, A. pullulans AZ-6 susunun 6zgiil {ireme hizlar1 da
hesaplanmistir. Bu amagla, her deneyde elde edilen biyokiitle derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafiklerden yararlanilarak In X degerleri hesaplandiktan sonra; bu
degerlerin zamanla degisimlerini gosteren grafikler (Sekil 4.113) ¢izilmis ve

mikroorganizma 6zgiil tireme hizlar1 hesaplanmistir.
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Sekil 4.113. Dogal substrat kaynagi olarak; (a): tath patates 6ziitii, (b): seker pancari

kiispesi 0ziitii, (c): sogan kabugu 6ziitii, ve (d): havug kabugu 6ziitii igeren
fermantasyon ortamlarinda ger¢eklestirilen deneylerde, In X degerlerinin

zamanla degisimleri

A. pullulans AZ-6 susunun iissel tireme bolgesindeki 6zgiil ireme hiz1 (p); tath patates,

seker pancari kiispesi, sogan ve havu¢ kabugu 0ziitli igeren fermantasyon ortamlarinda

strastyla; 0.076, 0.035, 0.032 ve 0.033 sa! olarak hesaplanmastir.

Bu calisma i¢in en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hiz1 degerleri de hesaplanmistir. En yiiksek

Ozgiil trlin olusum hizlari; dogal substrat kaynagi olarak; tatli patates, seker pancari

kiispesi, sogan ve havug kabugu 6ziitii iceren fermantasyon ortamlarinda; sirasiyla, 0.117,

0.209, 0.444 ve 0.497 g pullulan/(g mo.sa) olarak, fermantasyonun 23. saatinde elde

edilmistir.
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Bu deneylerde fermantasyon ortamlarindaki seker derisimlerinin zamanla degisimleri de
izlenmistir. Tath patates Oziitii iceren fermantasyon ortamindaki; glukoz, fruktoz ve
toplam seker (sakkaroz cinsinden) derigimlerinin zamanla degisimleri; Sekil 4.114°de,
ayn1 ortamdaki seker tiikketim hizlarinin zamanla degisimleri ise; Sekil 4.115°de
gosterilmistir. Sekil 4.114°deki deney sonuglari incelendiginde; tatli patates Oziitiiniin
dogal substrat kaynagi olarak kullanildig1 fermantasyon ortamindaki glukoz, fruktoz ve
toplam sekerin fermantasyonun sirasiyla 119, 144, ve 168. saatlerinde tamamen
tilketildikleri tespit edilmistir. Sekil 4.115°deki sonuglar incelendiginde ise; tatli patates
Oziitii iceren fermantasyon ortamindaki en yiiksek glukoz ve fruktoz tiiketim hizlarinin;
sirastyla; 0.68 g glukoz/(L.sa) ve 0.57 g fruktoz/(L.sa) olarak, fermantasyonun
baslangicinda elde edildikleri bulunmustur. Tatli patatesin dogal substrat kaynag1 olarak
kullanildig1 fermantasyon ortamindaki, en yiiksek toplam seker tiiketim hizi ise, 0.9 g

sakkaroz/(L.sa) olarak; fermantasyonun 23. saatinde elde edilmistir.
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Seker derisimi (g/L)
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Sekil 4.114. Dogal substrat kaynag: olarak tatli patates 0ziitii iceren fermantasyon

ortamindaki glukoz, fruktoz ve toplam seker derisimlerinin zamanla

degisimleri
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Sekil 4.115. Dogal substrat kaynagi olarak tatli patates 0ziitii iceren fermantasyon

ortaminda; glukoz, fruktoz ve toplam seker tiiketim hizlarinin zamanla

degisimleri

Dogal substrat kaynagi olarak havug¢ kabugu oOziitiinlin kullanildigr fermantasyon
ortamindaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri Sekil 4.116°da, ayni
ortamda, mikroorganizmanin glukoz ve fruktoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

ise; Sekil 4.117°de verilmistir.
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Sekil 4.116. Dogal substrat kaynagi olarak havug¢ kabugu 6ziitii iceren fermantasyon

ortamindaki, glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.117. Dogal substrat kaynagi olarak havu¢ kabugu oziitii iceren fermantasyon

ortaminda; glukoz ve fruktoz tiikketim hizlarinin zamanla degisimleri

Fermantasyon ortaminda, dogal substrat kaynagi olarak havu¢ kabugu Oziitiiniin
kullanildigi deneyde, A. pullulans AZ-6 susunun ortamdaki fruktozu, fermantasyonun
119. saatinde, glukozu ise; fermantasyonun 144. saatinde tamamen tiikettigi saptanmistir
(Sekil 4.116). Bu deneyde, fermantasyon ortamindaki en yiiksek glukoz ve fruktoz
tiketim hizlarmin; sirasiyla; 0.43 g glukoz/(L.sa) ve 0.41 g fruktoz/(L.sa) olarak,
fermantasyonun baslangicinda elde edildikleri, daha sonra ise her iki hizin da zamanla

azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.117).

Fermantasyon ortaminda dogal substrat kaynagi olarak sogan kabugu 0ziitiiniin
kullanildig1 deneyde, ortamdaki glukoz derisiminin zamanla degisimi; Sekil 4.118de,

glukoz tiikketim hizinin zamanla degisimi ise, Sekil 4.119’da gosterilmistir.

Bu deneyde; A. pullulans AZ-6 susunun ortamdaki glukozu, fermantasyonun 144,
saatinde tamamen tiikettigi tespit edilmistir (Sekil 4.118). Ayrica; bu deneyde,
mikroorganizmanin glukoz tiikketim hizinin; fermantasyonun 23. saatinde en yiiksek
degerinde [0.87 g glukoz/(L.sa)] oldugu; daha sonra ise hizla azaldig1 da belirlenmistir
(Sekil 4.119).
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Glukoz derigimi (g/L)
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Dogal substrat kaynag1 olarak sogan kabugu 6ziitli igeren fermantasyon

ortamindaki glukoz derisiminin zamanla degisimi
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Dogal substrat kaynagi olarak sogan kabugu 06ziitii igeren fermantasyon

ortaminda; glukoz tiiketim hizinin zamanla degisimi

Fermantasyon ortaminda dogal substrat kaynagi olarak seker pancari kiispesi 0ziitiiniin

kullanildig1 deneyde, sakkaroz derisiminin zamanla degisimi; Sekil 4.120°de, sakkaroz

tilketim hizinin zamanla degisimi ise; Sekil 4.121°de gosterilmistir.
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Sakkaroz derisimi (g/L)
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Sekil 4.120. Dogal substrat kaynagi olarak seker pancari kiispesi Oziitlii igeren

fermantasyon ortamindaki sakkaroz derisiminin zamanla degisimi
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Dogal substrat kaynagi olarak seker pancari kiispesi Oziitii iceren

fermantasyon ortamindaki sakkaroz tiikketim hizinin zamanla degisimi

Seker pancar1 kiispesi Oziitliiniin kullanildigi fermantasyon ortamindaki sakkarozun;

fermantasyonun, 119. saatinde tamamen tiiketildigi saptanmistir (Sekil 4.120). Bu

deneyde ayrica, en yiiksek sakkaroz tliketim hizinin; 0.52 g sakkaroz/(L.sa) olarak,

fermantasyonun baglangicinda elde edildigi, daha sonra ise zamanla iissel olarak azaldig1

da tespit edilmistir (Sekil 4.121).

Bilesimlerinde bir dogal substrat kaynagi ile ana fermantasyon ortamindaki sakkaroz

disindaki diger bilesenleri i¢eren fermantasyon ortamlarinda tayin edilen en yiiksek EPS,
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pullulan ve biyokiitle derisimleri, mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 ve hesaplanan en

yiiksek 0zgiil liriin olusum hizlar degerleri, Cizelge 4.14°de sunulmustur.

Cizelge 4.14. Bilesimlerinde bir dogal substrat kaynagi ile ana fermantasyon
ortamindaki sakkaroz disindaki diger bilesenleri iceren fermantasyon
ortamlarinda tayin edilen en yiiksek EPS, pullulan ve biyokiitle
derigimleri, mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 ve hesaplanan en yiiksek

0zgiil liriin olusum hizlar1 degerleri
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Kavun kabugu 6ziiti 11.22 9.87 3.95 0.023 0.094
Karpuz kabugu 6ziitii 8.58 8.32 5.36 0.073 0.122
Uziim posas1 dziitii 10.53 9.69 6.82 0.056 0.115
Melas ¢ozeltisi 17.12 14.55 7.77 0.104 0.176
Peynir alt1 suyu 6.66 4.98 13.03 0.037 0.211
Tatl patates oziitii 10.63 8.24 4.37 0.076 0.117
Seker pancari kiispesi oziitii 6.34 6.28 4.45 0.035 0.209
Sogan kabugu 06ziitii 8.70 8.18 2.05 0.032 0.444
Havug kabugu 6ziitii 9.43 7.36 511 0.033 0.497
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4.8. Bazmn Gida Endiistrisi Atk ve Yan Uriinleri ile Cesitli Meyve ve Sebze
Atiklarinin; Dogrudan Dogruya ya da Bazi On Islemlerden Gegirildikten Sonra
Fermantasyon Ortam Olarak Kullanilmalarinin A. pullulans AZ-6 Susunun
Pullulan Uretimine Etkilerinin Incelenmesi

Tez ¢aligmasinin bir dnceki boliimiinde; dogal substrat kaynagi olarak kullanilan; {iziim
posasi veya seker pancari kiispesi 0ziitii veya kavun, karpuz, sogan ya da havug kabugu
Oziitli, tath patates Oziitii, peynir alt1 suyu veya melas ¢ozeltisi igeren ortamlara; ana
fermantasyon ortamindaki sakkaroz disindaki diger bilesenler de ilave edilerek hazirlanan
farkli bilesimlerdeki fermantasyon ortamlarinda, A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan
tiretimi incelenmistir. Caligmanin bu boliimiinde ise, yukarida belirtilen her bir dogal
substrat kaynagi Boliim 3.2.16’da anlatilan 6n hazirlama islemlerinden gecirildikten
sonra; baska bir bilesik eklenmeden, dogrudan fermantasyon ortami olarak

kullanilmislardir.

Bu calismada; s6z konusu dogal substrat kaynaklari {i¢ gruba ayrilarak bazi deneyler
yapilmustir. Ik grupta; fermantasyon ortamlar1 olarak; sogan kabugu, {iziim posasi ve
seker pancar1 kiispesi Oziitleri ile melas ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu deneylerde;
fermantasyon ortamlarina eklenen A. pullulans AZ-6 susunun baslangi¢ inokiilasyon

derisimi; 4.6x107 kob/mL olarak tespit edilmistir.

Sogan kabugu, lizim posasi veya seker pancari kiispesi 0ziitii ya da melas ¢ozeltisinin
ortama bagka herhangi bir bilesen ilave edilmeden, dogrudan fermantasyon ortami olarak
kullanildiklart birinci gruptaki deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan firetilen
EPS derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.122°de verilmistir.
Bu deneylerde, en yiiksek EPS derisiminin; melas ¢dzeltisinin fermantasyon ortami
olarak kullanildig1 deneyde; 19.05 g/L olarak, fermantasyonun 144. saatinde elde edildigi
belirlenmistir. Uziim posasi, sogan kabugu veya seker pancari kiispesi Oziitlerinin
fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 deneylerde en yiiksek EPS derisimleri ise
sirasiyla; 15.42, 5.69 ve 2.87 g/L olarak tayin edilmistir. Ayrica, liziim posasi, sogan
kabugu ve seker pancari kiispesi 0ziitlerinin fermantasyon ortami olarak; kullanildiklar
deneylerde, en yiiksek derisimdeki EPS iiretimlerinin, sirastyla; fermantasyonun; 144, 96

ve 48. saatlerinde gerceklestigi de belirlenmistir.
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Sekil 4.122. Sogan kabugu o0ziitii, liziim posast 0ziitli, melas ¢ozeltisi veya seker
pancart kiispesi Oziitiiniin tek basina fermantasyon ortami1 olarak

kullanildiklar1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS

derigimlerinin zamanla degisimleri

Cesitli dogal substrat kaynaklarinin dogrudan fermantasyon ortami olarak kullanildiklari
birinci gruba ait deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen pullulan

derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.123’de sunulmustur.

Melas ¢ozeltisi veya iizlim posasi Oziitlinlin fermantasyon ortami olarak kullanildiklari
deneylerde; en yiikksek pullulan derisimleri, sirasiyla; 18.67 ve 14.80 g/L olarak,

fermantasyonun 144. saatinde elde edilmistir.

En yiiksek pullulan derisimi; sogan kabugu o6ziitiiniin fermantasyon ortami olarak
kullanildig1 calismada 5.41 g/L olarak, fermantasyonun 96. saatinde; seker pancari
kiispesi Oziitliniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi ¢aligmada ise, 2.61 g/L olarak,

fermantasyonun 48. saatinde elde edilmistir.
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Sekil 4.123.  Sogan kabugu o0ziitii, iiziim posast 0ziitli, melas ¢ozeltisi veya seker
pancart kiispesi Oziitiiniin tek basmna fermantasyon ortami olarak
kullanildiklar1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen

pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler Sekil 4.124°de
verilmistir. Sogan kabugu veya liziim posas1 0ziitii ya da melas ¢dzeltisinin fermantasyon
ortamlar1 olarak kullanildiklar1 deneylerde en yiiksek biyokiitle derisimleri; sirasiyla,

5.73, 5.35 ve 14.67 g/L olarak, fermantasyonun 216. saatinde elde edilmistir.
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Sekil 4.124. Sogan kabugu o0ziitii, lizim posast 0ziitli, melas ¢ozeltisi veya seker
pancart kiispesi Oziitiinlin tek basimna fermantasyon ortami olarak

kullanildiklar1 deneylerde; biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri
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Seker pancari kiispesi 6ziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde ise, en

yiiksek biyokiitle derigimi, 2.70 g/L olarak, fermantasyonun 48. saatinde elde edilmistir.

Elde edilen sonuglar, bu deneylerdeki en yiiksek biyokiitle derisiminin; seyreltik melas
¢Ozeltisinin, tek basia fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde elde edildigini
gostermektedir. Birinci gruptaki deneylerde en diisiik biyokiitle derisimi ise, seker pancari

kiispesi 0ziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde elde edilmistir.

Farkli dogal substrat kaynaklar1 veya 0ziitlerinin tek basina fermantasyon ortami olarak
kullanildiklart bu deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun ozgiil lireme hizlar1 da
hesaplanmistir. Bu amagla, her bir dogal substrat kaynagi ile gerceklestirilen ¢aligmada
elde edilen ve mikroorganizma derisimlerinin zamanla degisimlerini gdsteren
grafiklerden yararlanilarak, In X degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler
(Sekil 4.125) ¢izilmis ve iissel tireme bolgesindeki mikroorganizma 6zgiil tireme hizlar

hesaplanmustir.

Sogan kabugu, liziim posasi ve seker pancari kiispesi Oziitleri ile melas ¢ozeltisinin, ayr1
ayri1, fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 deneylerde; A. pullulans AZ-6 susunun
issel lireme bolgesindeki 6zgiil tireme hizlari, p, sirastyla; 0.037, 0.056, 0.042 ve 0.078

sa! olarak hesaplanmistir.

Cesitli dogal substrat kaynaklarinin tek basina, fermantasyon ortami olarak kullanildiklar
deneylerde; pullulan iiretimi ile ilgili en yiikksek 06zgiil iriin olusum hizlar1 da
hesaplanmistir. Bu amagla, her deney icin pullulan derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafiklerden (Sekil 4.123) yararlanilarak, farkli zamanlara kars1 gelen egim
degerleri hesaplanmis ve bu degerler, Sekil 4.124’de yer alan egrilerdeki ayni1 zamana
kars1 gelen X degerlerine boliinerek 6zgiil tiriin olusum hizlar1 hesaplandiktan sonra; en
yiiksek 0zgiil {iriin olusum hiz1 degerleri bulunmustur. Bu ¢alismada, en yiiksek 6zgiil
iriin olusum hizlari, vm, sogan kabugu, liziim posast ve seker pancari kiispesi 0ziitleri
veya melas ¢ozeltisinin fermantasyon ortamlari olarak kullanildiklari deneyler ig¢in
sirasiyla; 0.146, 0.087, 0.042 ve 0.054 g pullulan/(g mo.sa) olarak, fermantasyonun 24.

saatinde elde edilmistir.
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Sekil 4.125.
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A. pullulans AZ-6 i¢in dogal substrat kaynagi olarak (a): sogan kabugu

Oziitli, (b): lizim posas1 6ziitli, (c): melas ¢ozeltisi ve (d): seker pancari

kiispesi 0Oziitiinlin tek bagina fermantasyon ortami olarak kullanildiklar

deneylerde, In X degerlerinin zamanla degisimleri

Sogan kabugu 0ziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde; ortamdaki

glukoz derisiminin zamanla degisimini gosteren grafik Sekil 4.126°da; glukoz tiiketim

hizinin zamanla degisimini gosteren grafik ise; Sekil 4.127°de verilmistir.
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Sekil 4.126. Sogan kabugu 6ziitlinlin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde;

ortamdaki glukoz derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 4.127.  Sogan kabugu 06ziitlinlin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde;

glukoz tiikketim hizinin zamanla degisimi

Sekil 4.126 incelendiginde; ortamdaki glukozun fermantasyonun 168. saatinde tamamen
tiketildigi gortilmustiir. Sekil 4.127 incelendiginde ise; sogan kabugu Oziitiiniin tek
basina fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde, en yiiksek glukoz tiiketim hizina,

0.81 g glukoz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 24. saatinde ulasildig1 tespit edilmistir.

Melas ¢ozeltisinin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde, ortamdaki

sakkarozun, fermantasyonun 168. saatinde tamamen tiiketildigi bulunmustur (Sekil
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4.128). S6z konusu deneyde, en yiiksek sakkaroz tiiketim hizi ise, fermantasyonun

baslangicinda, 1.14 g sakkaroz/(L. sa) olarak hesaplanmistir (Sekil 4.129).
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Sekil 4.128. Melas c¢ozeltisinin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde;

ortamdaki sakkaroz derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 4.129. Melas c¢ozeltisinin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde;

sakkaroz tiiketim hizinin zamanla degisimleri

Fermantasyon ortami olarak, yalnizca seker pancari kiispesi Oziitiiniin kullanildig:
deneyde, ortamdaki sakkaroz derisiminin zamanla degisimini gosteren grafik; Sekil
4.130’da; sakkaroz tiiketim hizinin zamanla degisimini gosteren grafik ise; Sekil 4.131°de
verilmigtir. Sekil 4.130 incelendiginde, ortamdaki sakkarozun fermantasyonun 144.

saatinde tamamen tiiketildigi goriilmiistiir. Seker pancar1 kiispesi Oziitlinlin tek basina
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fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde, en yiiksek sakkaroz tiiketim hizi, 0.39

g sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun baslangicinda hesaplanmstir.
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Sekil 4.130.  Seker pancari kiispesi Oziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi

deneyde ortamdaki sakkaroz derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 4.131.  Seker pancari kiispesi Oziitliniin fermantasyon ortami olarak kullanildig:

deneyde sakkaroz tiikketim hizinin zamanla degisimleri

Uziim posas1 dziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde; ortamdaki
glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.132°de
sunulmustur. Bu deneyde; fermantasyon ortamindaki glukoz ve fruktozun her ikisinin de

fermantasyonun 122. saatinde tamamen tiiketildikleri tespit edilmistir.
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ortamdaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri

Uziim posasi oziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullamldigi deneyde; glukoz ve

fruktoz tiikketim hizlarinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.133’de

verilmistir.

Uziim posas1 dziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde, en yiiksek

glukoz tiikketim hizi; fermantasyonun baslangicinda, 0.41 g glukoz/(L.sa) olarak elde

edilen; en yiiksek fruktoz tliketim hizi ise, fermantasyonun 24. saatinde, 0.32 g

fruktoz/(L.sa) olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.133.  Uziim posasi dziitiiniin fermantasyon ortam1 olarak kullanildigi deneyde;

glukoz ve fruktoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri
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Ikinci gruptaki deneylerde ise; fermantasyon ortami olarak karpuz, kavun veya havug
kabugu 0ziitii ya da peyniralt1 suyu kullanilmistir. Bu deneyler de, ilk gruptaki deneyler
ile ayn1 fermantasyon kosullarinda gerceklestirilmistir. Ikinci gruptaki deneyler igin, A.
pullulans AZ-6 susunun baslangi¢ inokiilasyon derisimi; 4.5x107 kob/mL olarak tespit

edilmistir.

Karpuz, kavun veya havug kabugu 6ziitli ya da peynir alt1 suyunun, fermantasyon ortami
olarak kullanildiklar1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS

derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler, Sekil 4.134’de verilmistir.

A. pullulans AZ-6 susu ile en yiiksek derisimdeki EPS iiretiminin, havu¢ kabugu
Oziitliniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde elde edildigi ve bunu sirasiyla;
karpuz ve kavun kabugu o6ziitleri ile peynir alt1 suyunun fermantasyon ortami olarak

kullanildiklar1 deneylerin izledigi bulunmustur.

Fermantasyon ortami

m Karmuz kabufu diiti
# Kavun kabugu 6ziiti

A Havug kabugu dziitii

w Peynir alti suyu
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Sekil 4.134. Karpuz, kavun ya da havug kabugu 6ziitleri veya peynir alt1 suyunun tek
basina fermantasyon ortami olarak kullanildiklari deneylerde, A. pullulans

AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri

Havug, karpuz veya kavun kabugu 06ziiti ya da peynir alti suyunun, tek basina
fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 deneylerde elde edilen en yiiksek EPS

derigimleri ise, sirastyla; 4.89, 4.18, 3.29 ve 2.18 g/L olarak tayin edilmistir.
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Ayrica, en yiiksek derisimde EPS iiretiminin; karpuz veya havug¢ kabugu Oziitiiniin
fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 deneylerde, fermantasyonun 192.; kavun
kabugu o6ziitii veya peynir altt suyunun; fermantasyon ortami olarak kullanildiklari
deneylerde ise, sirasiyla, fermantasyonun; 119. ve 48. saatinde gerceklestigi de

belirlenmistir.

Bu deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan firetilen pullulan derisimlerinin

zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.135’de sunulmustur.
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Sekil 4.135. Karpuz, kavun ya da havug kabugu 6ziitleri veya peynir alt1 suyunun tek
bagina fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 deneylerde, A. pullulans

AZ-6 susu tarafindan iiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Karpuz veya kavun kabugu Ozitiiniin, tek basma, fermantasyon ortami olarak
kullanildiklar1 deneylerde; en yiliksek pullulan derigimleri, sirasiyla; 3.53 ve 3.02 g/L

olarak, fermantasyonun 146. saatinde elde edilmistir.

Havug kabugu o6ziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildigir deneydeki en yiiksek
pullulan derisimi, 4.23 g/L olarak, fermantasyonun 169. saatinde; peynir alt1 suyunun
fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneydeki en yiiksek pullulan derisimi ise; 1.29
g/ olarak, fermantasyonun 48. saatinde elde edilmistir. Peynir alti suyunun
fermantasyon ortami olarak kullanildigi calismada, fermantasyonun ikinci giiniinden

sonra ise, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretmedigi tespit edilmistir.
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Farkli dogal substrat kaynaklarimin fermantasyon ortami olarak kullanildiklar
deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler; Sekil 4.136’da sunulmustur. Karpuz ve kavun kabugu 6ziitlerinin
fermantasyon ortami olarak kullanildig1 ¢calismalarda, en yiiksek biyokiitle derisimleri,
sirastyla; 4.08 ve 3.03 g/L olarak, fermantasyonun 169. saatinde elde edilmistir. Dogal
fermantasyon ortami olarak sadece havug¢ kabugu 6ziitiiniin veya peynir alt1 suyunun
kullanildigi deneylerde; A. pullulans AZ-6 susuna ait en yiiksek biyokiitle derisimleri ise;

strastyla; 5.02 ve 3.36 g/L olarak, fermantasyonun 192. saatinde elde edilmistir.

Fermantasyon ortami
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Sekil 4.136. Karpuz, kavun ya da havug¢ kabugu 6ziitleri veya peynir alt1 suyunun tek
basia fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 deneylerde; biyokiitle

derigimlerinin zamanla degisimleri

Bu calismadaki deneylerde kullanilan, her bir dogal fermantasyon ortami igin, A.
pullulans AZ-6 susunun 06zgiil iireme hizlar1 da hesaplanmistir. Bu amagla; In X
degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden (Sekil 4.137) yararlanilmistir.
Karpuz, kavun ve havug kabugu 6ziitleri ile peynir alt1 suyunun, ayr1 ayri, fermantasyon
ortami olarak kullanildiklar1 deneyler igin, A. pullulans AZ-6 susunun issel tireme
bolgesindeki 6zgiil iireme hizlar1 () sirasiyla; 0.035, 0.029, 0.021 ve 0.018 sa™ olarak

hesaplanmuistir.
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Sekil 4.137. Dogal substrat kaynagi olarak; (a): karpuz kabugu 6ziitli, (b): kavun

kabugu 6ziitii, (c): havug kabugu 6ziitii ve (d): peynir alt1 suyunun, tek
basimma fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 deneylerde, In X

degerlerinin zamanla degisimleri

Bu ¢alismadaki deneyler icin 6zgiil pullulan olusum hizlar1 da hesaplanmistir. Karpuz

veya havug kabugu 6ziitlerinin tek baslarina, fermantasyon ortami olarak kullanildiklar

deneylerde; en yiiksek 6zgiil {iriin olusum hizlar1; fermantasyonun 24. saatinde sirasiyla,

0.368 ve 0.363 g pullulan/(g mo.sa) olarak elde edilmistir. Kavun kabugu 6ziitii veya

peynir alt1 suyunun tek basina fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 deneylerde ise,

en yiiksek 6zgiil tirin olusum hizlari, fermantasyonun 48. saatinde, 0.368 g pullulan/(g

mo.sa) olarak hesaplanmistir.

Bu gruptaki deneylerde, fermantasyon ortamlarindaki bazi sekerlerin derisimlerinin ve bu

sekerlerin tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri de izlenmistir. Kavun kabugu 6ziitiiniin
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fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde, ortamdaki glukoz ve fruktoz

derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.138’de verilmistir. S6z

konusu grafikler incelendiginde; ortamdaki glukoz ve fruktozun her ikisinin de

fermantasyonun 119. saatinde, tamamen tiiketildikleri bulunmustur. Kavun kabugu

Oziitlinlin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde, ortamdaki glukoz ve fruktoz

tilkketim hizlarinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.139°da

sunulmustur.

Sekil 4.138.

Sekil 4.139.
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Kavun kabugu 6ziitliniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde,

ortamdaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri
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Kavun kabugu 6ziitliniin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde,

glukoz ve fruktozun tiikketim hizlarinin zamanla degisimleri

238



S6z konusu deneyde, en yiiksek glukoz ve fruktoz tiiketim hizlar, sirasiyla; 0.78 g
glukoz/(L.sa) ve 0.59 g fruktoz/(L.sa) olarak, fermantasyonun baslangicinda elde

edilmistir.

Karpuz kabugu 0ziitiinlin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde; ortamdaki
glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.140°da;
mikroorganizmanin ortamdaki glukoz ve fruktozu tiiketim hizlarinin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.141°de verilmistir.

m  Glukoz
® Fruktoz

Seker derisimi (g/L)
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t (sa)
Sekil 4.140. Karpuz kabugu Oziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildig:

deneyde, ortamdaki glukoz ve fruktoz derigimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.141. Karpuz kabugu o6ziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildig:

deneyde, glukoz ve fruktozun tiikketim hizlarinin zamanla degisimleri
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Bu deneyde; ortamdaki glukoz ve fruktozun her ikisinin de; fermantasyonun 146. saatinde
tamamen tiiketildikleri belirlenmistir (Sekil 4.140). Sekil 4.141 incelendiginde ise;
ortamdaki en yiiksek glukoz ve fruktoz tiiketim hizlarinin, fermantasyonun baslangicinda,

sirastyla; 0.42 g glukoz/(L.sa) ve 0.24 g fruktoz/(L.sa) oldugu goriilmiistiir.

Havug kabugu oziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde, ortamdaki
glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.142°de
verilmistir. S6z konusu grafikler incelendiginde ortamdaki glukozun ve fruktozun
sirastyla; fermantasyonun 164. ve 216. saatinde tamamen tiiketildikleri tespit edilmistir.
Havug kabugu oziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde, ortamdaki
glukoz ve fruktoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil
4.143’de sunulmustur. S6z konusu deneyde, en yiiksek glukoz ve fruktoz tiiketim hizlari
sirastyla; 0.16 g glukoz/(L.sa) ve 0.44 g fruktoz/(L.sa) olarak, fermantasyonun

baslangicinda hesaplanmistir.

18 - m  Glukoz
b ® Fruktoz

Seker derigimi (g/L)

250

Sekil 4.142. Havug kabugu 6ziitlinlin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde,

ortamdaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.143. Havug kabugu 06ziitlinlin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde,

glukoz ve fruktoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

Peynir alt1 suyunun fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde ise; fermantasyon
ortamindaki laktozun (Sekil 4.144), A. pullulans AZ-6 tarafindan, fermantasyonun 216.
saatinde tamamen tliketildigi bulunmustur. S6z konusu deneyde, fermantasyonun
baslangicinda diisiik olan laktoz tiikketim hizinin 6nce zamanla arttig1, en yiiksek degerine
0.38 g laktoz/(L.sa) olarak; fermantasyonun 95. saatinde ulastig1 ve daha sonra ise; hizla

azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.145).

50

Laktoz derisimi (g/L)

" . I " 1 . N
0 50 100 150 200 250

t (sa)
Sekil 4.144. Peynir alti suyunun fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde,

ortamdaki laktoz derisiminin zamanla degisimi
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Sekil 4.145.  Peynir alti suyunun fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde,

laktozun tiikketim hizinin zamanla degisimi

Bu calismada son olarak, tatli patates 6ziitliniin fermantasyon ortami olarak kullanildig
deneyde; A. pullulans AZ-6 susunun pullulan tiretim 6zellikleri incelenmistir. Bu amagla
ilk olarak, soz konusu fermantasyon ortamindaki EPS derisiminin zamanla degisimi
incelenmistir (Sekil 4.146). Bu deneydeki, en yiiksek EPS derisimi; 39.6 g/L olarak,

fermantasyonun 48. saatinde elde edilmistir.
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Sekil 4.146. Fermantasyon ortami olarak tatli patates 6ziitiiniin kullanildig1 deneyde, A.

pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen EPS derisiminin zamanla degisimi

Tath patates Oziitliniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde, ortamdaki

pullulan derisiminin zamanla degisimini gosteren grafik Sekil 4.147°de verilmistir. Bu
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deneydeki en yiiksek pullulan derisimi; 37.62 g/L olarak, fermantasyonun 48. saatinde

elde edilmistir.
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Sekil 4.147.  Tath patates Oziitlinlin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde,
A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen pullulan derigsiminin zamanla

degisimi

Tath patates Oziitiinlin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde, biyokiitle

derisiminin zamanla degisimini gosteren grafik; Sekil 4.148”de sunulmustur.
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X (g/L)
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Sekil 4.148. Tath patates 0ziitlinlin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde,

biyokiitle derisiminin zamanla degisimi

Bu deneyde, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisiminin, fermantasyonun 48.
saatine kadar hizla arttig1, daha sonra ise ¢ok fazla degismedigi bulunmustur.
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Bu ¢alismadaki en yiiksek biyokiitle derisimi; 16.12 g/L olarak, fermantasyonun 169.
saatinde elde edilmistir. Bu ¢calismada, biyokiitle derisiminin zamanla degisimini gosteren
grafik kullanilarak hesaplanan In X degerlerinin zamanla degisimini gosteren bir grafik
cizilmis (Sekil 4.149) ve iissel lireme bolgesindeki mikroorganizma 6zgiil lireme hizi
hesaplanmistir. Tath patates 6ziitliniin fermantasyon ortami olarak kullanildig:1 deneyde,
A. pullulans AZ-6 susunun iissel iireme bolgesindeki 6zgiil iireme hizi, p; 0.070 sa™

olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.149. Dogal substrat kaynagi olarak tatli patates Oziitiinlin tek basina
fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde, In X degerlerinin

zamanla degisimleri

Tath patates 6ziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi ¢alismada, A. pullulans
AZ-6 susunun pullulan tiretimi ile ilgili maksimum 6zgiil {iriin olusum hiz1 degeri de
hesaplanmistir. Bu ¢alismada, en yiiksek 6zgiil tiriin olusum hizi, bm, 0.796 g pullulan/(g

mo.sa) olarak fermantasyonun 24. saatinde elde edilmistir.

Tath patates Oziitliniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde, ortamdaki
glukoz, fruktoz ve sakkaroz cinsinden toplam seker derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler; Sekil 4.150°de verilmistir. Bu calismada, fermantasyon ortamindaki
fruktozun fermantasyonun; 146.; glukoz ve toplam sekerin ise, 169. saatinde tamamen

tiikketildikleri bulunmustur.
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Sekil 4.150. Tatl patates Oziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde
ortamdaki glukoz, fruktoz ve toplam seker derisimlerinin zamanla

degisimleri

Tatl1 patates Oziitliniin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde, A. pullulans AZ-
6 susunun ortamdaki glukoz, fruktoz ve toplam sekeri tiiketim hizlarinin zamanla
degisimlerini gosteren grafik; Sekil 4.151°de sunulmustur. Bu deneyde; glukoz, fruktoz
ve toplam seker i¢in en yiiksek tiiketim hizlari ise, sirastyla; 0.63 [g glukoz/(L.sa)], 0.57
[g fruktoz/(L.sa)] ve 0.79 [g toplam seker/(L.sa)] olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.151. Tath patates 6ziitlinliin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde
ortamdaki glukoz, fruktoz ve toplam seker tiiketim hizlariin zamanla

degisimleri
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Cesitli dogal substrat kaynaklarinin, ayri ayr1, fermantasyon ortami olarak kullanildiKlar
deneylerde, fermantasyon ortamlarinda tayin edilen en yiiksek EPS, pullulan ve biyokiitle
derigimleri, mikroorganizma 6zgiil iireme hizlar1 ve en yiiksek 6zgiil {iriin olusum hizlari;

Cizelge 4.15°de verilmistir.

Baz1 gida endiistrisi atik ve yan irilinleri ile ¢esitli meyve ve sebze atiklarinin, 6n
islemlerden gegirildikten sonra fermantasyon ortami temel bileseni (bkz. Boliim 4.7) ya
da dogrudan fermantasyon ortami (bkz. Boliim 4.8) olarak kullanildiklar1 deneylerden
elde edilen sonuglar birlikte incelendiginde; en yiiksek EPS (39.6 g/L) ve pullulan (37.62
g/L) derisimlerinin; tatli patates Oziitiinlin tek basina dogrudan fermantasyon ortami
olarak kullanildigi deneyde elde edildigi tespit edilmistir. Tatli patates Oziitiiniin,
optimum fermantasyon ortamindaki sakkaroz disindaki diger bilesenler ile kullanildigi
deneylerde ise, elde edilen en yiiksek EPS ve pullulan derisimleri sirasiyla; 10.63 ve 8.24
g/L olarak tayin edilmistir. Kavun, karpuz veya sogan kabugu oziitleri, seker pancari
Oziitli ya da peynir alt1 suyunun kullanildiklar1 deneylerde, ortamlara azot kaynaklari,
mineraller ve tuz ilavesinin, elde edilen EPS ve pullulan derisimlerini arttirdigi tespit
edilmistir. Bunun aksine, iiziim posasi1 veya tatl patates 6ziitleri ya da melas ¢ozeltisinin
dogrudan yalniz baslaria fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 deneylerde, elde
edilen EPS ve pullulan derisimlerinin, sakkaroz disindaki diger ortam bilesenleri ile
birlikte kullanildiklarinda elde edilen EPS ve pullulan derisimlerinden daha yiiksek

olduklar1 belirlenmistir.

Dogal substrat kaynaklari ile gerceklestirilen deneylerde, A. pullulans AZ-6’ya ait en
yiiksek biyokiitle derisimleri; 16.12 ve 14.67 g/L olarak sirasiyla; tatli patates 0ziitii ve
melas ¢ozeltisinin dogrudan fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 kosullarda elde
edilmistir. Bu ¢alismada, A. pullulans AZ-6, en yiiksek 6zgiil iireme hizina (0.078 sa™);
seker pancar1 kiispesi Oziitliniin tek basina fermantasyon ortami olarak kullanildigi
deneyde ulasmis, bunu ise sirasiyla; tatl patates dziitii (0.076 sa™l) ve karpuz kabugu
oziitiiniin (0.073 sa™l) sakkaroz disindaki diger bilesenler ile birlikte kullanildiklar:
deneyler izlemistir. Dogal substrat kaynaklarmin kullanildiklar1 deneylerdeki en yiiksek
Ozgiil iirtin olusum hizi; 0.796 [g pullulan/(g mo.sa)] olarak, tatli patates Oziitlinlin

dogrudan fermantasyon ortami olarak kullanildigi durumda elde edilmistir.
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Cizelge 4.15. Cesitli dogal substrat kaynaklarinin, ayr1 ayri, fermantasyon ortami olarak
kullanildilar1 deneylerde, fermantasyon ortamlarinda tayin edilen en
yiikksek EPS, pullulan ve biyokiitle derigimleri, mikroorganizma &zgiil

tireme hizlar1 ve en yiiksek 6zgiil {irtin olusum hizlart
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Kavun kabugu 6ziitii 3.29 3.03 3.03 0.029 0.368
Karpuz kabugu 6ziitii 4.18 3.53 4.08 0.035 0.368
Uziim posasi dziitii 15.42 14.80 5.35 0.056 0.087
Melas ¢ozeltisi 19.05 18.67 14.67 0.042 0.042
Peynir alt1 suyu 2.18 1.29 3.36 0.018 0.368
Tatl patates Oziitii 39.60 37.62 16.12 0.070 0.796
Seker pancart kiispesi 6ziitii 2.87 2.61 2.70 0.078 0.054
Sogan kabugu 6ziitii 5.69 5.41 5.73 0.037 0.146
Havug kabugu oziitii 4.89 4.23 5.02 0.021 0.363

Literatiirdeki baz1 ¢alismalarda, pullulan {iretimi i¢in fermantasyon ortamlarinda cesitli
dogal substrat kaynaklarinin dogrudan ya da bazi bilesenler ilave edilerek fermantasyon
ortami olarak kullanildiklar1 belirtilmektedir [66, 170]. Israilides ve ark. [66] tarafindan
yapilan bir aragtirmada; fermantasyon ortamlarinda, dogal substrat kaynaklar1 olarak;
tiziim kabugu posasi oOziitli, hidrolize nisasta atig1, melas ve zeytinyagi fabrikasi
atiklarinin kullanildig1 ve deneylerde kullanilan; A. pullulans NRRLY 6220 susunun, bu
ortamlardaki pullulan iiretim 6zelliklerinin incelendigi ifade edilmistir. Bu ¢alismada, s6z
konusu dogal substrat kaynaklarinin her birinin tek basina ya da farkl bilesenler de ilave

edildikten sonra fermantasyon ortami olarak kullanildiklar: rapor edilmistir. S6z konusu
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arastirmada; fermantasyon deneylerinin; 28°C’de, 200 rpm calkalama hizinda ¢alisan su
banyolarinda gergeklestirildigi ve 7 glinde tamamlandig bildirilmistir. Anilan ¢alismada,
tizim kabugu posast Oziitiiniin tek basina fermantasyon ortami olarak kullanildigi
deneyde elde edilen, en yiiksek EPS derisiminin; 22.3 g/L; iziim kabugu posasi dziitiine,
derisimi %0.2 olacak sekilde maya 6ziitii ilave edilerek hazirlanan bir diger fermantasyon
ortaminda elde edilen en yiiksek EPS derisiminin ise; 21.0 g/L oldugu rapor edilmistir.
Bu arastirmada; nisasta atiginin tek basina fermantasyon ortami olarak kullanildigi
deneyde elde edilen en yiikek EPS derisiminin, 18.8 g/L; nisasta atigina sirastyla; derigimi
9%0.2 olacak sekilde maya 0ziitii veya her birinin derisimi %0.2 olacak sekilde NH4NOs3
ve K2HPOys ilave edilerek hazirlanan fermantasyon ortamlarinda yapilan ¢alismada elde
edilen EPS derisimlerinin ise sirasiyla; 24.0 ve 30.8 g/L oldugu ifade edilmistir. Anilan
calismada ayrica, zeytinyagi fabrikasi atiklarinin dogal substrat kaynagi olarak
kullanildigi deneylerde elde edilen EPS derisiminin, ortama higbir bilesen ilave
edilmediginde; 7.9 g/L; ortama %0.1 derisimlerinde; NH4NO3z ve K>;HPOs ilave
edildiginde; 10.7 g/L; ortama; %0.1 derisimlerinde; NH4NO3 ve KoHPOy4 ile melas ilave
edildiginde ise, 4.2 g/L oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada, fermantasyon ortami
olarak sadece melas kullanildiginda elde edilen EPS derisiminin ise; 6.0 g/L oldugu
belirtilmistir. Bu ¢aligmada ayrica, dogal substrat kaynaklari olarak nisasta atig1 ve tiziim
kabugu posas1 6ziitliniin kullanildiklar1 fermantasyon ortamlarinda, elde edilen EPS’nin
hemen hemen tamaminin pullulan oldugu ve s6z konusu ortamlarda, yiiksek saflikta EPS

tiretildigi de vurgulanmigtir [66].

Dogal substrat kaynag: olarak tatli patates hidrolizatinin kullanildig: bir baska ¢aligmada
ise, A. pullulans AP329 susunun pullulan tiretim 6zelliklerinin incelendigi belirtilmistir.
Anilan ¢alismada, fermantasyon ortamlarinda substrat olarak; tatl patates hidrolizatindan
baska sakkaroz veya glukozun kullanildig1 deneylerin de yapildig: ve elde edien pullulan
derisimlerine ait sonuglarin birbirleri ile karsilastirildiklar: ifade edilmistir. Bu deneylerde
kullanilan substratlara ek olarak, fermantasyon ortamlarina maya 6ziitii, KH2PO4, KCI,
MgS0a4.7H20 ve NaCl’iin de ilave edildigi belirtilmistir. S6z konusu ¢aligmada; 28°C’de
gerceklestirilen deneylerde; glukoz, sakkaroz ve tatli patates hidrolizati igeren
fermantasyon ortamlarinda elde edilen pullulan derisimlerinin birbirlerine olduk¢a yakin

ve sirastyla; 95.01, 95.07 ve 95.18 g/L olduklar1 bildirilmistir [121].
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4.9. UV Mutasyonun A. pullulans AZ-6 Susunun Pullulan Uretimi Uzerine
Etkilerinin incelenmesi

Bu tez ¢alismasinda, farkli dozlarda UV 1gin1 uygulamasinin, A. pullulans AZ-6 susunun,
pullulan iiretim 6zellikleri tizerine etkileri de incelenmistir. Bu amagla, B6lim 3.2.17°de
anlatildig1 gibi hazirlanan A. pullulans AZ-6 hiicre ¢6zeltileri, 8, 15 ve 30 W giiciindeki,
254 nm dalga boyuna sahip UV kaynaklar1 altinda, her bir UV kaynagmna 15 cm
mesafede, 5, 10, 20 ve 30 dakika siirelerle bekletilmislerdir. Bu ¢alismada ilk olarak,
kullanilan UV 1gim1 uygulamalarimin, A. pullulans AZ-6 susu iizerindeki etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla; her bir uygulama i¢in, 6liim oranlar1 (%), daha 6nce Bolim
3.2.17°de anlatildig1 gibi hesaplanmistir. Cizelge 4.16’da; bu deneylerde kullanilan UV
uygulamalari ile A. pullulans AZ-6 susunun baslangi¢ ve uygulama sonrasi tespit edilen

hiicre derisimleri ve hesaplanan 6liim oranlar1 (%) verilmektedir.

Cizelge 4.16. UV mutasyonu deneylerinde kullanilan UV doz ve siireleri ile, uygulama

Oncesi ve sonrasi tespit edilen sayim sonuglar1 ve hesaplanan 6liim oranlar1

Deneylerde Baslangic hiicre UV uygulamasi sonras1
kullanilan UV doz ve derisimi hiicre derisimi Olim oranfar
siireleri [log (kob/mL)] [log (kob/mL)] ()
8 W/5dk 6.08 4.34 98.17
8 W /10 dk 5.86 2.85 99.90
8 W /20 dk 6.00 3.20 99.83
8 W /30dk 6.20 2.78 99.96
15 W /5 dk 6.00 2.60 99.96
15W/10dk 5.85 3.00 99.86
15W /20 dk 5.84 2.90 99.88
15W/30dk 5.93 2.30 99.98
30 W /5dk 6.34 5.68 78.18
30 W/10dk 6.53 4.45 99.18
30 W /20 dk 6.04 4.69 95.55
30 W /30 dk 6.11 4.30 98.46
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Cizelge 4.16 incelendiginde; deneylerde gergeklestirilen UV uygulamalar1 sonucunda
hesaplanan Oliim oranlarmin; %78.18-99.98 araliginda degistigi goriilmektedir.
Caligmada, 8 W’lik UV kaynagi kullanilarak yapilan deneylerde, en diisiik 6liim orani
(%98.17); 5 dakikalik, en yiiksek 6liim orani (%99.96) ise; 30 dakikalik uygulama
sonucunda elde edilmistir. Arastirmada, 15 W giiciinde bir UV kaynagi kullanildiginda
ise; tiim uygulama siirelerinde elde edilen 6liim oranlarinin (%99.86-%99.98) birbirlerine
olduke¢a yakin olduklari, en yiiksek 6liim oranina ise, en uzun uygulama siiresi olan 30
dakika sonra ulasildigi tespit edilmistir. Cizelge 4.16 incelendiginde ayrica, 30 W
giicinde UV kaynaginin kullanildigi deneylerde, en kisa uygulama siiresi olan 5
dakikanin, diger uygulama siirelerine kiyasla kiiltiirlerde daha diisiik oranda (%78.18)
6liime sebep oldugu goriilmektedir. 30 W’lik UV kaynaginin kullanildig1 deneylerde, 10,

20 ve 30 dakikalik uygulama sonrasinda ise, 6liim oranlari sirasiyla; %99.18, %95.55 ve

%98.46 olarak elde edilmistir.

Calismanin bu boliimiinde, farkli dozlardaki UV uygulamalarindan sonra elde edilen
kiiltiirlerden, Boliim 3.2.17°de anlatildig1 sekilde 13 sus segilmistir. Segilen suslarin
pullulan iiretim yeteneklerinde bir degisim olup olmadiginin anlasilabilmesi amaciyla
gerceklestirilen deneyler, daha 6nce belirlenmis olan optimum kosullarda (bkz. Boliim

4.6) gerceklestirilmistir. Deneyler; iki grup halinde yapilmistir.

Ik gruptaki deneylerde kullanilan ve mutant 10, 13, 15, 17, 20, 23, 26 ve 27 olarak
kodlanan suslarin fermantasyon ortamlarindaki baslangic inokiilasyon derisimlerinin
2.7x107-5.0x10" araliginda degistikleri belirlenmistir. Incelenen suslarin iirettikleri EPS

derisimlerinin, zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.152°de sunulmustur.

Bu grafikler incelendiginde, EPS iiretimleri arastirilan tiim suslarin, fermantasyon
stiresince oldukca benzer miktarlarda iiretim yaptiklari belirlenmistir. Gergeklestirilen
deneylerde, olasi mutant suglar tarafindan iiretilen maksimum EPS derigimlerinin de
birbirlerine ¢cok yakin olduklari, 26, 23 ve 27 no.lu suslarin iirettikleri maksimum EPS
derisimlerinin sirasiyla; 37.38, 37.30 ve 37.15 g/L olarak, fermantasyonun 169. saatinde
elde edildigi belirlenmistir Calismada 13, 20, 17 ve 15 no.lu olas1 mutant suslarin

kullanildiklart deneylerde ise, en yiiksek EPS derisimleri sirasiyla; 36.30, 36.01, 35.17 ve
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35.12 g/L olarak yine, fermantasyonun 169. saatinde elde edilmistir. ilk gruptaki
deneylerde en diisiik EPS derisiminin; 34.27 g/L olarak, 10 no.lu olas1 mutant sus ile elde
edildigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.152. 1lk gruptaki deneylerde kullanilan A. pullulans AZ-6 olasi mutant suslari

tarafindan tiretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu deneylerde kullanilan suslar tarafindan iiretilen pullulan derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.153’de verilmistir. Fermantasyon siiresince
elde edilen en yiiksek pullulan derisiminin, 27 no.lu susun kullanildig1 deneyde; 35.66
g/L olarak, fermantasyonun 169. saatine elde edildigi belirlenmistir. 26, 20, 23, 13, 17,
15 ve 10 no.lu olast mutant suslarin kullanildiklar1 deneylerdeki en yiiksek pullulan
derigimleri ise sirasiyla; 35.51, 35.29, 35.06, 33.03, 32.71, 31.96 ve 30.84 g/L olarak, yine

fermantasyonun 169. saatinde belirlenmistir.

[Ik gruptaki deneylerde kullanilan suslar ile gergeklestirilen deneylerde, biyokiitle
derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.154’de sunulmustur.
Fermantasyon siiresince tiim suslardaki biyokiitle derisimi artiglarinin, benzer bir egilim
gosterdigi saptanmistir. incelenen tiim suslar i¢in en yiiksek biyokiitle derisimlerinin ise;
fermantasyonun 216. saatinde elde edildigi tespit edilmistir. Calismadaki, en yiiksek
biyokiitle derisimi; 16.30 g/L olarak, 20 no.lu sus ile ¢alisildiginda, en diisiik derisim
(14.27 g/L) 1se, 23 no.lu sus ile ¢calisildiginda elde edilmistir.
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Sekil 4.153.  1lk gruptaki deneylerde kullanilan A. pullulans AZ-6 olas1 mutant suslari

tarafindan tiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.154. 1k gruptaki deneylerde kullanilan A. pullulans AZ-6 olasi mutant

suslarinin biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu calismada, UV mutasyon islemi sonucunda elde edilen 10, 13 15, 17, 20, 23, 26 ve 27
no.lu olas1t mutant A. pullulans AZ-6 suslarinin, 6zgiil iireme hizlar1 da hesaplanmustir.
Bu amacla, her bir olasi mutant sus ile gerceklestirilen deneyde elde edilen biyokiitle
derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler kullanilarak, In X degerlerinin
zamanla degisimini gosteren grafikler c¢izilmis ve iissel iireme bolgesindeki

mikroorganizma 6zgiil iireme hizlar1 hesaplanmistir (Sekil 4.155).
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Sekil 4.155. 1k gruptaki deneylerde kullanilan ve pullulan {iretim 6zellikleri incelenen

A. pullulans AZ-6 olast mutant suslarinin, In X degerlerinin zamanla
degisimleri (a): Mutant 10, (b): Mutant 13, (¢): Mutant 15, (d): Mutant 17,
(e): Mutant 20, (f): Mutant 23, (g): Mutant 26 ve (h): Mutant 27

Birinci gruptaki deneylerde, pullulan iiretimleri incelenen tiim suglarin 6zgiil lireme

hizlart; 0.059 sa olarak hesaplanmustir.

Ik gruptaki deneylerde kullanilan A. pullulans AZ-6 olas1 mutant suslarinmn, pullulan
uretimleri ile ilgili; en yiiksek 6zgil iirlin olusum hiz1 degerlerinin hesaplanabilmesi
amactyla; pullulan (Sekil 4.153) ve biyokiitle (Sekil 4.154) derisimlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler kullanilmistir. Bu ¢aligmadaki en yliksek 6zgiil {iriin
olusum hizlari, vm, fermantasyonun 24. saatinde, 10, 15 ve 27 no.lu mutant suslar i¢in;

0.035, 17 ve 26 no’lu mutant suslar i¢in; 0.041 ve 13, 20 ve 23 no.lu mutant suslar i¢in

ise, sirastyla; 0.039, 0.045 ve 0.037 g pullulan/(g mo.sa) olarak hesaplanmustir.

Bu kapsamdaki deneylerde, fermantasyon ortamlarindaki sakkaroz derisimlerinin
zamanla degisimleri de izlenmis ve elde edilen sonuclar Sekil 4.156’da sunulmustur. 17,
26 ve 27 no.lu ve 10, 13, 15, 20 ve 23 no.lu olas1 mutant suslarin kullanildiklar1
deneylerde, fermantasyon ortamlarindaki sakkaroz derisimlerinde, fermantasyon
stiresince birbirine benzer degisimlerin oldugu ve tiim deneylerde fermantasyon sonunda

bir miktar sakkarozun ortamda tiiketilmeden kaldig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.156. Ik gruptaki deneyler igin, farkli A. pullulans AZ-6 olas1 mutant suslarini
iceren fermantasyon ortamlarindaki sakkaroz derisimlerinin zamanla

degisimleri

Ilk gruptaki deneylerde kullanilan suslarin, fermantasyon ortamlarindaki sakkarozu
tiketim hizlarinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.157’de
sunulmustur. 10, 13, 15, 20 ve 23 no.lu suslarin en yiiksek sakkaroz tiiketim hizlari,
strastyla; 0.87, 0.77, 1.00, 0.89 ve 0.90 g sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 48.
saatinde; 17 ve 27 no.lu suslarin en yiiksek sakkaroz tiiketim hizlari, sirasiyla; 0.65 ve
0.76 g sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun 73. saatinde ve 26 numarali mutant susun
en yliksek sakkaroz tiikketim hizi ise; 0.66 g sakkaroz/(L.sa) olarak, fermantasyonun
baslangicinda elde edilmistir. Ik gruptaki deneylerde kullanilan suslar igerisinde,

sakkaroz tiiketim hiz1 en yliksek olan susun, 15 no.lu sus oldugu tespit edilmistir.

Bu kapsamdaki ikinci ¢aligmada ise; 29, 31, 32, 35 ve 37 no.lu olast mutant A. pullulans
AZ-6 suslarinin pullulan iiretim 6zellikleri aragtirilmistir. Bu deneylerde kullanilan, olasi
mutant suslarim baslangi¢ inokiilasyon derisimlerinin; 6.9x107-8.3x10” kob/mL araliginda

PO

degistigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.157. 1lk gruptaki deneylerde kullanilan A. pullulans AZ-6 olasi mutant
suslarinin, fermantasyon ortamlarindaki sakkarozu tiikketim hizlarinin

zamanla degisimleri

Bu deneylerde incelenen suslar tarafindan iretilen EPS derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler, Sekil 4.158°de verilmistir. Bu ¢alismada kullanilan tiim
suslarin EPS tiretimleri fermantasyon siiresince birbirlerine ¢ok yakin degerlerde olmakla
birlikte en yiiksek EPS derisiminin (36.01 g/L) 35 no.’lu sus tarafindan, en diisiik EPS
derisiminin ise; 35.16 g/L olarak 31 ve 37 no.’lu suslar tarafindan tiretildigi bulunmustur.
S6z konusu deneylerde, incelenen tiim kiiltlirler i¢in en yiiksek EPS derisimlerinin,

fermantasyonun 169. saatinde elde edildigi belirlenmistir.

A. pullulans AZ-6’ya, UV mutasyonu uygulanmasi sonucunda elde edilmis olan; 29, 31,
32, 35 ve 37 no.lu suslar tarafindan tiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler ise, Sekil 4.159°da verilmistir. Bu deneylerdeki, en yiiksek pullulan
derisimi; 34.18 g/L olarak, 29 no.lu kiiltiirtin kullanildig1 calismada elde edilmistir. 31,
32,35 ve 37 no.lu kiiltiirler tarafindan iiretilen en yiiksek pullulan derigimleri ise sirastyla;
33.75, 32,59, 33.49 ve 32.35 g/L olarak, birbirlerine ¢ok yakin degerlerde ve

fermantasyonun 169. saatinde tayin edilmislerdir.
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Sekil 4.158. Ikinci gruptaki deneylerde kullamlan A. pullulans AZ-6 olasi mutant

suslar1 tarafindan iiretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.159. 1Ikinci gruptaki deneylerde kullamlan A. pullulans AZ-6 olas1 mutant

suslar1 tarafindan iiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu ¢alismada biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri de izlenmis ve elde edilen
sonuglar, Sekil 4.160°da gosterilmistir. Incelenen tiim kiiltiirlerin biyokiitle derisimlerinin
fermantasyon siiresince artis gosterdikleri belirlenmistir. 29, 31, 32, 35 ve 37 no.lu
kiiltiirler i¢in en yiiksek biyokiitle derisimleri, fermantasyonun 216. saatinde sirasiyla;

13.16, 13.21, 13.42, 14.01 ve 14.10 g/L olarak tayin edilmistir.
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Sekil 4.160. Ikinci gruptaki deneylerde kullanilan A. pullulans AZ-6 olasi mutant

suglarinin biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri

Ikinci gruptaki deneylerde kullanilan suslarin, 6zgiil iireme hizlarinin hesaplanabilmesi
icin; her bir sus i¢in In X degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler (Sekil

4.161) ¢izilmistir.

Elde edilen sonuglara gore iissel tireme bolgesindeki 6zgiil ireme hizlari; 29, 31 ve 32
no.lu suslar i¢in sirasiyla; 0.041, 0.035 ve 0.039 sa’l; 35 ve 37 no.lu suslar i¢in ise; 0.042

sa! olarak hesaplanmistir.

Ikinci gruptaki deneylerde incelenen suslarin &zgiil pullulan olusum hizlar1 da
hesaplanmistir. Bu deneylerde, 29, 31, 32, 35 ve 37 no.lu suslar i¢in en yiiksek 6zgiil iiriin
olusum hizlari, fermantasyonun 24. saatinde elde edilmis olup; sirasiyla; 0.061, 0.064,

0.072, 0.066 ve 0.088 g pullulan/(g mo.sa) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.161. Ikinci gruptaki deneylerde kullanilan ve pullulan tretim ozellikleri

incelenen A. pullulans AZ-6 olasi mutant suslarinin In X degerlerinin
zamanla degisimleri (a): Mutant 29, (b): Mutant 31, (c): Mutant 32, (d):
Mutant 35 ve (e): Mutant 37
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A. pullulans AZ-6 olas1 mutant suslar1 ile gergeklestirilen ikinci gruptaki deneylerde
ayrica; fermantasyon ortamlarindaki sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimleri de
izlenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.162°de sunulmustur. Bu deneylerde kullanilan
fermantasyon ortamlarindaki sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimlerinin benzer bir
egilim gosterdikleri ve tiim deneylerde fermantasyon sonunda bir miktar sakkarozun

ortamda tiiketilmeden kaldig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.162.  Ikinci gruptaki deneyler igin farkli A. pullulans AZ-6 olas1 mutant suslarini
iceren fermantasyon ortamlarindaki sakkaroz derisimlerinin zamanla

degisimleri

Substrat tiiketim hizlarinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ise; Sekil 4.163°de
verilmistir. 29, 31, 32, 35 ve 37 no.lu olas1t mutant suslar i¢in en yliksek substrat tiiketim
hizlari, fermantasyonun baglangicinda elde edilmis olup sirasiyla; 1.78, 1.80, 1.77, 1.86
ve 1.80 g sakkaroz/(L.sa) olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.163. Ikinci gruptaki deneylerde kullamlan A. pullulans AZ-6 olas1 mutant
suslarinin, fermantasyon ortamlarindaki sakkarozu tiikketim hizlarinin

zamanla degisimleri

Bu calismada, UV mutasyon uygulamasi sonucunda elde edilmis olan; 13 adet olasi
mutant A. pullulans susunun pullulan tretim &zelliklerinin incelendigi deneylerde,
fermantasyon ortamlarinda tayin edilen en yiiksek EPS, pullulan ve biyokiitle derigimleri,
mikroorganizma 6zgiil iireme hizlari, hesaplanan en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hizlar ve

en yuksek sakkaroz tiiketim hizlar1 Cizelge 4.17’de verilmistir.

S6z konusu ¢izelge incelendiginde, farkli dozlardaki UV uygulamasi sonucunda elde
edilen olas1 mutant suslar arasinda, en yiiksek EPS derisiminin (37.38 g/L); 26 no.lu sus
(15 W/ 20 dak) ile, en yiiksek pullulan derisiminin (35.66 g/L); 27 no.lu sus (15 W /30
dak) ile, en yiiksek biyokiitle derisiminin (16.30 g/L) ise; 20 no.lu sus (8 W / 20 dak) ile
elde edildigi goriilmektedir. Calismada, 15 W giiciindeki UV kaynagi ile gerceklestirilen
20 ve 30 dakikalik UV uygulamalarinin iiretilen pullulan miktarini1 bir miktarda arttirdigi

tespit edilmistir.
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Cizelge 4.17. UV mutasyon uygulamasi sonucunda elde edilmis olan 13 adet olasi
mutant A. pullulans susunun pullulan iiretim 6zelliklerinin incelendigi
deneylerde, fermantasyon ortamlarinda tayin edilen en yiiksek EPS,
pullulan ve biyokiitle derisimleri, mikroorganizma 6zgiil tireme hizlari,
hesaplanan en yiiksek 6zgiil {iriin olusum hizlar1 ve en yiiksek sakkaroz

tuketim hizlari

_ g g = £
£ % z 5= £ -
29 B 3 S 38 D @
o} = ° = S o M0
Mutant - § = 2 g E £d
o £ 5 Efey £a §o £ A
: ) =3 ) 50 =5 25
2 Y 3 &0 © 5 ROR
2, = i O g e 2 o
= =8 2 g2 =

[na)] >~ Aﬂ —_ =

= o = >

a = o 5

84|

10 34.27 30.84 15.21 0.059 0.035 0.87
13 36.30 33.03 15.06 0.059 0.039 0.77
15 35.12 31.96 14.33 0.059 0.035 1.00
17 35.17 32.71 15.40 0.059 0.041 0.65
20 36.01 35.29 16.30 0.059 0.045 0.89
23 37.30 35.06 14.27 0.059 0.037 0.90
26 37.38 35.51 15.80 0.059 0.041 0.66
27 37.15 35.66 15.71 0.059 0.035 0.76
29 35.98 34.18 13.16 0.041 0.061 1.78
31 35.16 33.75 13.21 0.035 0.064 1.80
32 35.42 32.59 13.42 0.039 0.072 1.77
35 36.01 33.49 14.01 0.042 0.066 1.86
37 35.16 32.35 14.10 0.042 0.088 1.80

Calismanin bu asamasinda, 30 W’lik UV uygulamasi sonucunda elde edilen 29, 31, 32,
35 ve 37 no.lu suslarin 6zgiil tireme hizlarinin, diger olasi mutant suslardan daha diisiik

oldugu da belirlenmis, maksimum &6zgiil iireme hiz1 (0.035 sa™) en diisiik olan susun; 31
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no.lu sus (30 W / 10 dak) oldugu tespit edilmistir. Arastirmada, en yiiksek 6zgiil iirlin
olusum hizina, 0.088 g pullulan/(g mo.sa) olarak, 37 no.’lu susla (30 W / 30 dak), en
yiiksek substrat tiiketim hizina ise; 1.86 g sakkaroz/(L.sa) olarak, 35 no.’lu susla (30 W/
20 dak) ulasilmistir.

Literatiirde yer alan bazi ¢alismalarda, pullulan {liretimi amaciyla incelenen A. pullulans
suslarinin melanin iretimlerini engellemek ve/veya pullulan iretim kapasitelerini
arttirmak amaciyla, UV ve/veya kimyasal mutasyon uygulamalariin kullanildig1 ifade

edilmektedir [48, 117, 143].

Seo ve arkadaslar1 [143] tarafindan yapilan bir ¢alismada, 4. pullulans ATCC 42023
susunun UV mutanti olan; 4. pullulans HP-2001 susu ile calisildig1 ve baz1 fermantasyon
parametrelerinin bu susun pullulan {iretimi tizerine, etkilerinin arastirildig: bildirilmistir.
S6z konusu ¢aligmada, karbon kaynagi derisiminin pullulan iiretimini etkileyen dnemli
faktorlerden biri oldugu, fermantasyon ortamindaki yiiksek glukoz derisimlerinin
pullulan {iretimini baskilayabildigi (katabolik represyon) ifade edilmistir. Anilan
calismada, pullulan iiretiminde, katabolik represyona karsi direncli mutant suslarin
kullanilmalarinin 6nemi vurgulanirken, kullanilan 4. pul/lulans HP-2001 susunun da
katabolik represyona kars1 direngli oldugu ve glukoz derisimi %20 (w/v)’ye kadar olan

fermantasyon ortamlarinda pullulan tiretebildigi rapor edilmistir [143].

Literatiirde yer alan bir bagka aragtirmada ise; melanin tireten A. pullulans A.p.-3 susu ve
bu susa kimyasal ve UV mutasyonun birlikte uygulanmasi sonucunda elde edilmis olan
A. pullulans B-1 susu ile ¢alisildig: belirtilmistir [48]. Bu ¢alismada, A. pullulans A.p.-3
ve mutant A. pullulans B-1 suslarinin, bilesiminde karbon kaynagi olarak sakkaroz, azot
kaynagi olarak ise; maya 6ziitii ve (NH4)2SO4 karigiminin kullanildigi bir fermantasyon
ortamindaki pullulan ve melanin tiretme 6zelliklerinin karsilastirildiklar ifade edilmistir.
S6z konusu arastirmada, mutant ve mutant olmayan A. pullulans suslarinin trettikleri
pullulan derigimlerinin birbirlerine yakin degerlerde olduklari ifade edilmistir. Anilan
calismada, her iki sus tarafindan iiretilen pullulan 6rneklerinin, FT-IR spektrometresi ile
molekiiler analizlerinin de yapildig1 ve elde edilen spektrumlarin, ticari pullulanin

spektrumu ile benzerlik gosterdikleri de ifade edilmistir. Bu aragtirmada ayrica,
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mutasyonun, hiicre i¢i ve dist melanin lretimini 6nemli derecede diisiirdiigii de

belirtilmistir [48].

Gaur ve Singh [117] tarafindan yapilan bir arastirmada ise, hibiskustan (hatmi ¢igegi)
izole edilen bir termotolerant A. pullulans susu ve bu susun kimyasal yontemlerle
mutasyonu sonucunda elde edilen bir mutant A. pullulans susu ile ¢alisildigi rapor
edilmistir. Deneylerde, sentetik fermantasyon ortamlarinda, c¢esitli fermantasyon
parametrelerinin - degistirilmesi  ile yiilksek miktarlarda pullulan {iretiminin
gergeklestirilebilecegi optimum kosullar belirlenmeye calisilmistir. Anilan c¢alismada,
fermantasyon ortaminda karbon kaynaklar1 olarak %4 (w/v) derisimde, fruktoz, glukoz,
sakkaroz, laktoz ve ksilozun, azot kaynaklar1 olarak ise; %0.5 (w/v) derisimdeki, sodyum
nitrat, maya Oziitli, amonyum siilfat, sodyum nitrit ve histidinin kullanildig1 ifade
edilmistir. Farkli karbon kaynaklarinin pullulan iiretimi {izerindeki etkilerinin incelendigi
deneylerde, en yiiksek pullulan derisiminin (37.4+0.8 g/L); mutant sus ile, fermantasyon
ortaminda sakkaroz kullanildiginda; farkli azot kaynaklarinin pullulan iiretimi iizerindeki
etkilerinin arastirildigi deneylerde ise, en yiiksek pullulan derisiminin (42.4+0.7 g/L);
yine mutant sus ile fermantasyon ortaminda amonyum siilfat kullanildiginda elde edildigi
belirtilmistir [117]. Bu ¢alismada ayrica, sicaklik, karistirma hizi, fermantasyon
ortaminin baglangic pH’1 ve fermantasyon siliresinin, mutant ve mutant olmayan A4.
pullulans suslarinin pullulan {iretim Ozelliklerine etkilerinin arastirildigi da rapor
edilmistir. S6z konusu arastirmada, sicakligin; 25-46°C, karistirma hizinin; 5-60 rpm,
ortam pH’inin; 3.0-7.0 ve fermantasyon siiresinin; 12-96 saat araliginda degistirildigi
deneylerde elde edilen en yiiksek pullulan derisimlerinin ¢alisilan A. pullulans susunun

mutanti ile elde edildigi de bildirilmistir.

4.10. EPS Orneklerinin Molekiil Agirhklarinin Hesaplanmasi

Bu ¢alismada, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen ve bilesiminin %90’dan fazlasi
pullulandan olusan bazi EPS orneklerinin molekiil agirliklar1 da tayin edilmistir. Bu
amacla ilk olarak, yanit yiizey yontemi ile belirlenen; optimum kosullarin kullanildigi
fermantasyon ortaminda, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS &rneginin
molekill agirligi tayin edilmistir. Daha Sonra ise, fermantasyon ortamlarinda dogal

substrat kaynagi olarak peynir alt1 suyu, melas ¢ozeltisi, lizim posasi ve seker pancari
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kiispesi Oziitleri, kavun, karpuz, sogan ve havug¢ kabuklarinin oziitleri ya da tath patates
Oziitiiniin kullanildig1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 tarafindan iiretilen EPS 6rneklerinin
molekiil agirliklart belirlenmistir. Caligmanin bu asamasinda son olarak, A. pullulans AZ-
6 susunun UV mutasyonu sonucunda elde edilen olasi mutant suslar tarafindan tiretilen

EPS 6rneklerinin molekiil agirliklar: da belirlenmistir.

Bu aragtirmada, pullulan miktarlar1 yiiksek olan EPS 6rneklerinin molekiil agirliklari,
Bolim 3.2.18’de verilen yontem kullanilarak tayin edilmistir. Bu amagla, EPS
orneklerinin sudaki c¢ozeltileri hazirlanmis, bir viskozimetre kullanilarak 20°C’de
viskoziteleri tayin edilmis; daha sonra ise bu viskozite degerleri kullanilarak intrinsik
viskozite degerleri hesaplanmistir. Farkli fermantasyon kosullari altinda tiretilen bazi1 EPS
orneklerinin intrinsik viskozitelerinin hesaplanmasinda kullanilan grafikler; Sekil Ek 7.1
- 7.3’de sunulmustur. Daha sonra ise; Mark-Houwink bagintist kullanilarak, her bir EPS
ornegine ait molekiil agirliklar1 hesaplanmistir. EPS O6rneklerinin intrinsik viskozite

degerleri ile hesaplanan molekiil agirliklari, Cizelge 4.18’de sunulmustur.

Bu calismada elde edilen ve bilesiminde yaklasik %90’dan fazla pullulan bululan EPS

o

orneklerinin molekiil agirliklariin; 0.49x107-3.3x107 araliginda degistigi belirlenmistir.

Literatiirde, pullulanin molekiil agirhigmin kiiltiir kosullaria bagli olarak; 1.5x10* ve
1.0x10" arasinda degisebildigi belirtilmektedir [140]. Cizelge 4.18°deki sonuglar
incelendiginde, molekiil agirliklart en yiiksek olan EPS Orneklerinin, dogal substrat
kaynaklar1 olan seker pancari kiispesi 0ziitii veya lizim posas1 0ziitiiniin, dogrudan (baska
herhangi bir bilesen eklemeden) fermantasyon ortamlar1 olarak kullanildiklar1 deneylerde
elde edildikleri tespit edilmistir. Bu ¢alismada ayrica, fermantasyon ortamlarinda, dogal
substrat kaynaklarinin kullanildiklart deneylerde A. pullulans AZ-6 susu tarafindan
iretilen EPS Orneklerine ait molekiil agirliklarinin, ayni sus tarafindan fermantasyon
ortamindaki substratin sakkaroz oldugu deneyde iiretilen EPS Grnegine ait molekiil

agirhigindan (1.05x10") daha yiiksek olduklari da tespit edilmistir.
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Cizelge 4.18. Farkli fermantasyon kosullarinda elde edilen EPS 6rneklerinin intrinsik

viskozite degerleri ile molekiil agirliklar

EPS ornegi* intrinsik viskozite (100 mL/g) Molekiil agirhgr (x107)
P-O 8.88 1.05
P-Kr 9.98 1.26
P-Kv 7.96 0.89
P-S 12.39 1.77
P-UP 16.70 2.80
P-SP 18.56 3.30
P-M 9.22 1.11

P-PAS 5.40 0.49
P-TP 14.08 2.15
P-H 11.07 1.48
P-Kr* 8.92 1.06

P-Kv* 10.69 1.40
P-S* 12.37 1.76

p-UpP* 14.66 2.29
P-SP* 14.64 2.29
P-M* 12.32 1.75

P-PAS* 11.46 1.56

P-TP* 9.69 1.21
P-H* 13.24 1.96
P-10 8.09 0.91
P-13 8.63 1.01
P-15 8.21 0.93
P-17 10.62 1.39
P-20 9.84 1.24
P-23 9.88 1.24
P-26 7.40 0.79
p-27 8.19 0.93
P-29 6.73 0.69
P-31 11.33 1.54
P-32 11.33 1.54
P-35 9.69 121
p-37 9.77 1.22

*: P-O; optimum kosullarda A. pullulans AZ-6 susu tarafindan, P-Kr: karpuz kabugu 6ziitii, P-Kv: kavun
kabugu 6ziitii, P-S: sogan kabugu 6ziitii, P-UP: iiziim posasi 6ziitii, P-SP: seker pancari kiispesi 6ziitii, P-
M: melas ¢o6zeltisi, P-PAS: peynir alt1 suyu, P-TP: tath patates 6ziitii ve P-H: havug kabugu 6ziitiiniin
dogrudan dogruya fermantasyon ortamui olarak kullanildiklari; P-Kr*: karpuz kabugu 6ziitii, P-Kv*: kavun
kabugu &ziitii, P-S*: sogan kabugu 6ziitii, P-UP*: iiziim posas1 6ziitii, P-SP*: seker pancar1 kiispesi &ziitii,
P-M*: melas ¢ozeltisi, P-PAS*: peynir alt1 suyu, P-TP*: tatli patates 6ziitii ve P-H*: havug kabugu 6ziitiiniin
fermantasyon ortamu bileseni olarak kullanildiklar1 kosullarda, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan; P-10, P-
13, P15, P-17, P-20, P-23, P-26, P27, P29, P31, P32, P35, P37; optimum kosullarda mutant 10, 13, 15, 17,
20, 23, 26, 27, 29, 31, 32, 35, 37 suslar1 tarafindan {iretilen EPS 6rnekleri
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Bu tezde, optimum isletme kosullarinda, A. pullulans AZ-6’nin UV mutasyonuna
ugratilmasi sonucunda elde edilen; 17, 20, 23, 31, 32, 35 ve 37 no.lu suslarin trettikleri
EPS 6rneklerinin molekiil agirliklarinin, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS
orneginin molekiil agirhgindan (1.05x107) daha yiiksek olduklar1 da belirlenmistir
(Cizelge 4.18). Olas1 mutant suslar tarafindan iiretilen EPS 6rnekleri arasinda molekiil
agirhign en yiiksek olanlarin (1.54x107), 31 ve 32 no.lu suslar ile ¢alisildiginda elde
edildigi tespit edilmistir.

Literatiirde, yapilan bazi c¢alismalarda, fermantasyon ortaminda dogal sustrat
kaynaklarmin kullanildiklart deneylerde elde edilen pullulanin molekiil agirliginin,
fermantasyon ortaminda substrat kaynagi olarak glukozun kullanildig1 deneylerde elde
edilen pullulanin molekiil agirligindan daha yiiksek olarak bulundugu rapor edilmistir
[140, 171]. Fermantasyon ortaminda dogal substrat kaynaginin kullanildig1 bir ¢alismada,
mutant 4. pullulans HP-2001 susunun, karbon kaynagi olarak %2 (w/v) derisimde glukoz,
azot kaynag olarak ise; farkli derisimlerde maya 6ziitii ya da soya fasulyesi pulpu iceren
fermantasyon ortamlarinda frettigi pullulan Orneklerinin molekiil agirliklarinin jel
gecirgenlik kromotografisi ile belirlendigi ve elde edilen degerlerin birbirleri ile

karsilastirildigi belirtilmistir [140]. Azot kaynagi olarak; maya Oziitiiniin kullanildigi

deneylerde elde edilen pullulan 6rneklerinin molekiil agirliklarinin; 0.17—1.32X106, soya
fasulyesi pulpunun kullanildig1r deneylerde elde edilen pullulan 6rneklerinin molekiil
agirhiklarinin ise; 1.32-5.66x10° araliginda degistikleri ifade edilmistir. Arastirmada,
fermantasyon ortaminda soya fasulyesi pulpu kullanildiginda; elde edilen pullulanin
molekiil agirhiginin yiikseldigi, en yiiksek molekiil agirlikli pullulanin; ortamda %0.35
(w/v) oraninda soya fasulyesi pulpu kullanildiginda elde edildigi rapor edilmistir. Genel
olarak, fermantasyon ortaminda azot kaynagi olarak soya fasulyesi pulpunun
kullanilmasinin, elde edilen pullulanin molekiil agirligini, maya Oziitiine gore 4 kat

arttirdig ifade edilmistir.

Thorne ve arkadaglar1 [172] tarafindan yapilan bir patent ¢alismasinda, yiiksek molekiil
agirhikli ve melanin miktar1 diisiik pullulan tiretiminin hedeflendigi belirtilmistir.
Arastirmada, ¢esitli agaglarin yapraklarindan izole edilmis farkli A. pullulans suslari

arasindan secilen A. pullulans AP30, bir enstitiiden temin edildigi belirtilen A. pullulans
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APl ve mutant bir sus olan A. pullulans AP24 suslar1 tarafindan firetilen pullulan
orneklerinin molekiil agirliklarinin Mark-Houwink esitligi kullanilarak belirlendigi ifade
edilmistir. Bu ¢alismada 6rneklerin farkli derisimlerdeki ¢6zeltilerinin viskozitelerinin,
Brookfield DV-II model bir viskozimetre ile 6l¢iildiigii; daha sonra ise, elde edilen veriler
yardimiyla ¢izilen grafikler kullanilarak, her bir Ornek i¢in, intrinsik viskozite
degerlerinin hesaplandigr belirtilmistir. S6z konusu ¢alismada, A. pullulans API, AP24
ve AP30 suglari tarafindan iiretilen pullulan 6rnekleri i¢in intrinsik viskozite degerleri
sirasiyla; 1.8, 4.0 ve 9.0 dL/g olarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada ayrica, her bir 6rnek
icin hesaplanan intrinsik vizkozite degerlerinin Mark-Houwink esitliginde yerine
konulmasiyla bu o6rneklerin molekiil agirliklarinin da hesaplandigr bildirilmistir. A.
pullulans API, AP24 ve AP30 suslar tarafindan iretilen pullulan 6rneklerinin molekiil
agirliklari sirasiyla; 0.9 x10°, 3.0 x10° ve 11x10° olarak hesaplanmistir. Anilan calismada
ayrica ayni yontem ile, Hayashibara firmasindan temin edilmis oldugu belirtilen; ticari
pullulan 6rneklerinin (PF10 ve PF20) de molekiil agirliklarinin belirlendigi ve bu
degerlerin PF10 igin; 0.06 x10° ve PF20 icin ise; 0.2x10° oldugu rapor edilmistir.
Arastirmada, A. pullulans API, AP24 ve AP30 suslar tarafindan iiretilen pullulan
orneklerinin, hedeflendigi gibi yliksek molekiil agirliklarina sahip olduklar1 ve melanin

igcermedikleri ifade edilmistir.

Bagka bir arastirmada ise; karbon ve azot kaynaklarinin tiirli, fermantasyon ortamindaki
azot derisimi, havalandirma hizi ve fermantasyon ortaminin baslangic pH’1 gibi
parametrelerin A. pullulans ATCC 42023 ve ATCC 62921 suslarinin EPS {iretim
ozellikleri ve elde edilen EPS oOrneklerinin molekiil agirliklar1 iizerine etkilerinin
incelendigi belirtilmistir [173]. Bu amagcla iki diizeyli faktoriyel tasarim yontemi
kullanilarak bir deney tasariminin yapildig: rapor edilmistir. Calismada elde edilen EPS
orneklerinin molekiill agirliklarmin jel gecirgenlik kromotografisi  kullanilarak
belirlendigi ifade edilmistir. Bu arastirmada, elde edilen EPS orneklerinin molekiil
agirliklarmin susa bagli olarak degistikleri bildirilmistir. Incelenen fermantasyon
parametrelerinin etkisine bagli olarak, deney tasarimindaki her bir deneyde elde edilen

EPS 6rneklerinin molekiil agirliklarinin fermantasyonun ilk giiniinde, ATCC 42023 susu

i¢in, 1.88 — 6.05X105; ATCC 62921 susu igin ise; 2.58 — 6.1 SXIO4 araliklarinda degistikleri
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rapor edilmistir. Fermantasyonun sonuna dogru ise, her iki sus tarafindan iiretilen EPS

orneklerinin molekiil agirliklar arasindaki farkin azaldig ifade edilmistir [173].

Sugumaran ve arkadaslar1 [93] tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, karbon kaynagi
olarak jack meyvesi ¢ekirdegi iceren bir fermantasyon ortaminda, 4. pullulans NCIM
1049 tarafindan iiretilen pullulanin molekil agirliginin, jel gegirgenlik kromotografisi
yardimiyla belirlendigi belirtilmistir. S6z konusu c¢alismada elde edilen pullulan

orneginin molekiil agirligmin, 1.1789x10° g/mol oldugu belirtilmistir.

4.11. Molekiiler Yap1 Analizi

Bu calismada, fermantasyon ortamlarindan elde edilen bazi EPS 6rneklerinin molekiiler
yapt analizleri daha 6nce Boliim 3.2.9°da verildigi sekilde gerceklestirilmistir. Bu amagla,
Fourier Transform Infrared (FT-IR) spektrometresi kullanilmistir. Calismanin bu
asamasinda saf (Sigma) ve ticari (Hayashibara) pullulan 6rnekleri i¢in de FT-IR
spektrumlart elde edilmistir. Farkli A. pullulans suslari tarafindan iretilen EPS
orneklerinin FT-IR spektrumlari ile saf ve ticari pullulanin FT-IR analizleri sonucunda
elde edilen piklerin dalga sayis1 degerleri birbirleri ile karsilastirilarak; s6z konusu EPS
ornekleri ile saf wve ticari pullulan ile molekiiler yapilarinin benzerlikleri
degerlendirilmistir. Saf ve ticari pullulan ile bu ¢aligmadaki bazi deneylerde, farkli A.
pullulans suslar1 kullanilarak {iiretilen EPS 0&rneklerinin, FT-IR spektrometresi ile
analizleri sonucunda elde edilen spektrumlardaki ¢esitli fonksiyonel gruplara ait dalga

sayilar1 Cizelge 4.19°da verilmistir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde; sekerlerdeki —OH guruplarmin tekrarlayan
birimlerinin varligini gdsteren piklerin (3453.2-3397.1 cm™), incelen tiim pullulan igeren
EPS o6rneklerinde de elde edildikleri belirlenmistir. Degerlendirilen piklerde diger bir
giiclii absorbsiyonun da, 2928.3-2922.5 cm™ dalga sayis1 arahginda, C-H gerilme
baglarinda elde edildigi gdzlemlenmistir. Incelenen tiim 6rneklerde ayrica, O-C-O
gerilmesi, C-O-H egilmesi, C-O-C ve C-O gerilmelerine ait pikler sirasiyla; 1653.0-
1618.5, 1456.4-1358.0, 1159.5-1111.1 ve 1024.3-981.9 cm™ araliginda degisen dalga
sayilarida dlgiilmiistiir. o-konfigiirasyonunu gosteren ve 754.3-848 cm™ dalga sayisi

araliginda degisen pikler ise yalnizca saf ve ticari pullulan 6rnekleri ile A. pullulans G.
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Kaukaska B1 ve A. pullulans AZ-6 suslari tarafindan iretilen EPS oOrneklerinde

Olciilebilmistir.

Cizelge 4.19. Saf ve ticari pullulan 6rnekleri ile farkli A. pullulans suslar1 tarafindan

tiretilen EPS 6rneklerinin FT-IR analizi sonuclari

Fonksiyonel Gruplarin Dalga Sayilar: (cm™?)

— — =
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Saf pullulan (Sigma) 34450 29264 16455 13677 11594 9935  848.8
Ticari pullulan (Hayashibara) 34530 29244 16530 1360.0 11574 10205 8485

EPS* (A. pullulans G. Kaukaska B-1) | 3431.8 29283 16185 1360.0 11227 10224 848.0

EPS* (A. pullulans TreCisz2 ) 3453.0 29225 16530 1360.0 11169  1020.0
EPS* (A. pullulans BJ20p4) 34532 29264 16455 13580  1118.8  1024.3
EPS* (A. pullulans MAFF 425047) 34310 29283 16513 14564 11188 9819
EPS* (A. pullulans AZ-6) 34310 29264 1620.4 1360.0 11594 10205  848.0
EPS* (A. pullulans NBRC 100716) 3397.1 29283 16513 14256 11266 9838
EPS** (A. pullulans AZ-6) 34241 29264 16513 13680 11111 9896  754.3

*: Pullulan tretiminde kullanilacak A. pullulans susunun se¢imi igin gerceklestirilen deneylerde elde edilen
EPS 6rnekleri
**.0Optimum kosullarda, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS 6rnegi

Pullulan i¢in belirleyici bolge oldugu ifade edilen; 1500-650 cm™ dalga sayis1 araliginda
EPS orneklerinde elde edilen piklerin de, standart pullulan 6rnekleri ile benzer olduklar
goriilmektedir (Cizelge 4.19). Bu deneylerde elde edilen, bazi EPS &rnekleri ile saf ve

ticari pullulan 6rneklerine ait FT-IR spektrumlart Sekil Ek 8.1°de verilmektedir.
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5. YORUM

Bu tez ¢alismasinda, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimine, ¢esitli fermantasyon
parametrelerinin etkileri incelenmistir. Arastirmada elde edilen genel sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

1. Calismada ilk olarak, cesitli kiiltiir merkezlerinden saglanmis olan alti farkli A.
pullulans susu ile laboratuvarimizda daha dnce gergeklestirilmis olan bir arastirmamizda
taze toplanmig Gemlik zeytinlerinden izole edilmis, endojen A. pullulans AZ-6 susunun
pullulan tretim ozellikleri, bilesimi tanimli bir fermantasyon ortami kullanilarak
karsilastirilmistir. Bu amagla gergeklestirilen deneyler; kesikli sistemlerde, 100 vuru/dak
sabit ¢alkalama hizina sahip su banyolarinda, 28°C’de, 50 mL hacmindeki fermantasyon
ortamlarindan yararlanilmistir. Incelenen suslar arasinda A. pullulans AZ-6 susunun
digerlerinden daha yiiksek miktarda (17.56 g/L) pullulan {iretebildigi belirlenerek,

calismaya bu sus ile devam edilmistir.

2. Farkli karbon kaynaklarmin A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimine etkilerinin
incelendigi deneylerde, karbon kaynagi olarak; glukoz, fruktoz, sakkaroz, galaktoz ve
maltoz kullanilmistir. Kesikli sistemlerde, 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizina sahip su
banyolar1 kullanilarak, 28°C’de, 300 mL’lik erlenlerde ve 150 mL c¢alisma hacminde
gerceklestirilen deneylerdeki en yiiksek pullulan derisimi; 15.66 g/L olarak sakkarozun
kullanildig1 fermantasyon ortaminda elde edilmis ve arastirmanin bundan sonraki

deneylerinde fermantasyon ortaminda karbon kaynagi olarak sakkaroz kullanilmgtir.

3. Farkli azot kaynagi kombinasyonlarinin, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimi
tizerine etkilerinin incelendigi deneylerde, organik azot kaynaklar1 olarak, maya 6ziitii,
iire ve pepton, inorganik azot kaynaklar1 olarak ise; (NH4)2SOs4, NaNOs ve NH4CI
denenmistir. Organik azot kaynaklarinin denedigi ¢alismalardaki fermantasyon
ortamlarinda, inorganik azot kaynagi olarak; sabit derisimde (NH4)2SQOg4, inorganik azot
kaynaklarmin denendigi ¢aligmalarda ise, organik azot kaynagi olarak; sabit derisimde
maya oziitli kullanilmistir. Bu asamadaki fermantasyon deneyleri de bir 6nceki asamada

oldugu gibi; 28°C’de, calkalamali bir su banyosunda, 100 vuru/dak sabit ¢alkalama

271



hizinda, 300 mL hacmindeki erlenlerin igerisinde ve 150 mL’lik fermantasyon
ortamlarinda gergeklestirilmistir. Calismada, pepton + (NH4)2SO4 kombinasyonunun, A.
pullulans AZ-6’nin pullulan tiretimini (18.61 g/L) digerlerine gore daha ¢ok destekledigi
belirlenmis ve bundan sonraki deneylerde fermantasyon ortamlarinda belirtilen azot

kaynagi kombinasyonu kullanilmistir.

4. Butez ¢alismasinda daha sonraki asamada; A. pullulans AZ-6 susu.ile pullulan {iretimi
icin, fermantasyon kosullarinin yanmit yiizey yontemi ile optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu amagla Design Expert® 10.0.2 (Inc. Minneapolis, ABD)
programinin deneme siirtimii kullanilmistir. Kullanilan program yardimiyla, doniisiimlii
merkezi karma tasarim yontemine gore bir deney tasarim plani olusturulmustur. Deney
tasariminda, bagimsiz degiskenler olarak; fermantasyon ortaminin baslangi¢ sakkaroz
derigimi (X1), fermantasyon ortaminin baslangi¢ pepton derisimi (X2), fermantasyon
ortaminin baglangi¢c pH’1 (X3) ve sicaklik (X4), bagimli degiskenler olarak ise; maksimum
EPS derigimi (Y1), maksimum pullulan derigimi (Y?2), mikroorganizma 6zgiil tireme hizi
(Y3), maksimum 6zgiil pullulan iiretim hiz1 (Ys) ve pullulan verimi (Ys) segilmislerdir.
Hgili program kullanilarak olusturulan deney tasarim plani, -2, -1, 0, +1, +2 olarak
kodlanmis bes diizeyde gergeklestirilerek, 24 farkli kombinasyona sahip, merkez

noktasinda 6 tekrarli toplam 30 deneysel noktadan olusmustur.

5. Bu asamada daha sonra; tasarim planindaki deneyler gerceklestirilmis ve kullanilan
program yardimiyla, bagimsiz degiskenlerin her bir yanit tizerindeki etkilerini gosteren
karesel model esitlikler tiiretilmistir. Bu modellerin uygunluklar ilgili program
kullanilarak gerceklestirilen, varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir. Bu
calismada elde edilen tiim model esitliklerin 6nemli (p<0.01) ve bu modellerin uyum
eksikliklerinin ise, Onemsiz (p>0.05) olduklart bulunmustur. Elde edilen model
esitliklerin belirleme katsayilarmin da (R?); 0.864-0.998 araliginda degistikleri

belirlenmistir.

6. Bu tez arastirmasinda daha sonra; optimum deney kosullarinin belirlenebilmesi igin
niimerik optimizasyon yapilmistir. Bu amagla ilk olarak, istenilen hedefe ulasma
fonksiyonundan yararlanilarak, bagimli ve bagimsiz degigskenler i¢in hedefler

belirlenmistir. Bu asamada, bagimsiz degiskenlerin c¢alisilan aralikta, bagimlh
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degiskenlerden EPS ve pullulan derigimlerinin ise, maksimum olmasina karar verilmistir.
Diger bagimh degiskenlerden mikroorganizma 6zgil iireme hizi ve pullulan verimi i¢in
herhangi bir hedef belirtilmemis ve maksimum 6zgiil pullulan {iretim hiz1 i¢in ise, daha
once hesaplanmis olan deger araliginda c¢alisilmasi hedeflenmistir. Belirlenen hedefler
dogrultusunda, optimizasyon programi tarafindan, istenilen hedefe ulasma degerleri;
0.398-0.977 araliginda degisen, 100 farkli ¢6ziim iiretilmistir. Bu ¢oziimler arasinda
istenilen hedefe ulasma degeri (0.977) en yiiksek olan ¢oziimlerden birisi segilerek, bu
coziime ait kosullarda bir deney gerceklestirilmistir. Bu ¢oziimde, ilgili program
tarafindan fermantasyon ortamimin baslangi¢ sakkaroz derisimi; 100 g/L, baslangic
pepton derisimi; 11.305 g/L, baslangic pH’1; 6.481; sicakligi ise, 24.2°C olarak
verilmistir. Belirlenen bu optimum kosullarda, elde edilecek olan maksimum EPS ve
pullulan derisimlerinin sirastyla; 37.078 ve 35.372 g/L, 6zgiil iireme hizinin; 0.062 sa™,
maksimum 6zgiil pullulan tiretim hizinin; 0.021 [g pullulan/(g mo.sa)], pullulan veriminin
ise; %53.681 olacag ongoriilmiistiir. Optimum kosullarin dogrulanmalar1 amaciyla;
program tarafindan Onerilen kosullarda fermantasyon deneyleri yapilmis ve bu
deneylerde maksimum EPS ve pullulan derisimleri, 6zgiil ireme hizi, maksimum 6zgiil
pullulan {iretim hiz1 ve pullulan verimi sirastyla; 36.950 ve 35.470 g/L, 0.064 sa’*, 0.036
[g pullulan/(g mo.sa)] ve %54.480 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglar ile,
program tarafindan 6nerilen optimum kosullar, %95 giiven diizeyinde istatistiksel olarak
dogrulanmislardir. Bunun yani sira, optimizasyon c¢alismasindan sonra, elde edilen en
yiikksek EPS ve pullulan derigimleri ile pullulan verimi degerlerinde, deney tasarimina
gore yiiriitiilen deneylerde bu yanitlar i¢in elde edilmis olan en yiiksek degerlere kiyasla

onemli bir artis oldugu da saptanmustir.

7. Bu tez calismasinda, cesitli dogal substratlarin A. pullulans AZ-6 susunun pullulan
iretimi lizerine etkilerinin incelendigi deneylerde; peynir alt1 suyu (PAS), melas, tiziim
posasi, seker pancari kiispesi, tatli patates ile kavun, karpuz, sogan ve havug kabuklari ile
calisilmigtir. S6z konusu bu dogal kaynaklar, baz1 6n islemlerden geg¢irildikten sonra,
dogrudan fermantasyon ortami olarak ya da fermantasyon ortami temel bileseni olarak

deneylerde kullanilmiglardir.
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Bu ¢alismada, dogal substrat kaynaklarinin fermantasyon ortami temel bileseni olarak
kullanildiklar1 deneylerde; dogal substrat kaynaklarinin kendilerine (PAS), ¢6zeltilerine
(melas) ya da oziitlerine (liziim posas1 0ziitii, seker pancart kiispesi 6ziitii, kavun, karpuz,
sogan ve havug kabuklarinin oziitleri ve tath patates 6ziitii), bilesimi Ek 4’de verilen
fermantasyon ortamindaki sakkaroz disindaki diger bilesenler ilave edilerek
kullanilmistir. Kesikli sistemlerde ve optimum fermantasyon kosullarinda (pH 6.48,
24.2°C) gerceklestirilen bu deneylerdeki en yiiksek EPS ve pullulan derisimleri sirasiyla;
17.12 ve 14.55 g/L olarak, melas ¢ozeltisinin kullanildig1 fermantasyon ortaminda elde
edilmistir. S6z konusu deneylerde, en diisiik EPS (6.66 g/L) ve pullulan (4.98 g/L)
derigimleri ise; peynir alti suyunun kullanildigi fermantasyon ortamlarinda tayin

edilmistir.

Peynir alti suyu, melas ¢ozeltisi, liziim posasi, seker pancari kiispesi, kavun, karpuz,
sogan ve havug kabuklar ile tatli patates oziitlerinin ayr1 ayri, dogrudan fermantasyon
ortamlar1 olarak kullanildiklar1 deneylerde ise, en yiiksek EPS ve pullulan derisimleri
sirasiyla; 39.60 ve 37.62 g/L olarak tatl patates oziitii ile, en diisiik EPS ve pullulan
derigimleri ise sirasiyla; 2.18 ve 1.29 g/L olarak peynir alt1 suyu ile elde edilmistir.

8. Bu tez calismasinda, farkli doz (8, 15 ve 30 W) ve siireler (5, 10, 20 ve 30 dak)
kullanilarak gergeklestirilen UV 1gin1 uygulamasinin, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan
tretimi lizerindeki etkileri de arastirllmistir. UV 1511 mutasyonunun, incelenen A.
pullulans AZ-6 susunun baslangi¢ hiicre derisimleri iizerine etkilerinin belirlenmesi
amaciyla, kullanilan her bir doz/siire kombinasyonu i¢in 6liim yiizdeleri hesaplanmistir.
Hesaplanan oliim yiizdesi degerlerinin bu ¢alisma igin %78.20 ile %99.98 arasinda
degistigi tespit edilmistir. Oliim yiizdesi %75’den fazla olan kiiltiirlerden, makroskopik
morfoloji Ozellikleri de dikkate alinarak secilen toplam 13 koloninin mutant sus olma
olasiliklar1 dikkate alinarak, pullulan iiretimleri incelenmistir. Optimum kosullarda
gerceklestirilen deneylerde; elde edilen en yiiksek EPS (37.38 g/L) ve pullulan (35.66
g/L) derigsimleri sirasiyla, mutant sus no.26 ve no.27 ile calisildiginda belirlenmistir.
Ancak elde edilen bu degerlerin; A. pullulans AZ-6 susunun optimum kosullarda tirettigi
EPS (3695 g/L) ve pullulan (35.47 g/L) derisimlerine ¢ok yakin olduklar1 da

bulunmustur.
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9. Gergeklestirilen arastirmada, bazi EPS Orneklerinin  molekiil agirliklarinin
hesaplanmas1 amaciyla yapilan deneylerde, bir polimerin molekiil agirlig: ile intrinsik
viskozite arasindaki iliskiyi gosteren Mark-Houwink bagintisindan yararlanilmistir. Bu
calismada elde edilen ve bilesiminde yaklasik %90’dan fazla pullulan iceren EPS
orneklerinin molekiil agirliklarmin; 0.49x107-3.30x10" araliginda degistigi belirlenmistir.
Calisilan susun, nispeten daha yiiksek molekiil agirligina sahip EPS iiretimlerinin,
fermantasyon ortami olarak dogal substratlar kullanildiginda gerceklestigi de
belirlenmistir. Genel olarak bakildiginda, yerel bir sus olan A. pullulans AZ-6 tarafindan

tiretilen EPS orneklerinin molekiil agirliklarinin, literatiirdeki istenen degerlerde

olduklar1 tespit edilmistir.

10. Bu tez c¢alismasinda, bazt EPS o6rneklerinin Fourier Transform Infrared (FT-IR)
spektrometresi ile molekiiler yapi analizleri de gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde,
A. pullulans AZ-6 susu tarafindan fiiretilen EPS Ornekleri ile saf (Sigma) ve ticari
(Hayashibara) pullulana ait FT-IR spektrumlarinin birbirleri ile uyumlu olduklari
saptanmistir. Ayni1 zamanda, c¢alisilan yerel sus tarafindan iiretilen EPS 6rneklerinden
elde edilen FT-IR spektrumlarinda, pullulan molekiilii igin literatiirde verilen ve parmak
izi bolgesi olarak ifade edilen 1500-650 cm™ dalga sayisi arahiginda pikler de elde

edilmistir.
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EKLER

EK 1. DINITROSALISILIK ASIiT YONTEMIi

Dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi; indirgen sekerlerin tayininde kullanilan kolorimetrik
bir metod olarak bilinmektedir. Bu yontemde; 3,5-dinitrosalisilik asitin (sar1) indirgen
sekerler tarafindan, bazik ortamda, 3-amino-5-nitrosalisilik asite (kirmizi-kahverengi)
indirgendigi ifade edilmektedir. Reaksiyon sonucu olusan rengin yogunlugunun, indirgen
seker derisimi ile dogru orantili oldugu ve spekrofotometrede, 540 nm’de 6l¢iilebildigi

belirtilmektedir [174].

Yontemin uygulanisinda kullanilan DNS ¢ozeltisi hazirlanirken; 1 g DNS (Sigma), 50
mL saf suda ¢oziindiiriilmekte, daha sonra {izerine 30 g sodyum potasyum tartarat ve 20
mL 2N NaOH ilave edilip son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanmaktadir. Indirgen
seker tayini yapilacak orneklerde gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra, 1 mL 6rnek
¢Ozeltisi bir cam tiipe aktarilmakta ve {lizerine 1 mL DNS c¢ozeltisi eklenmektedir. Elde
edilen ¢ozelti karistirildiktan sonra kaynar su banyosunda 5 dakika bekletilmektedir. Siire
sonunda tiip, soguk su dolu bir beherin igerisine alinarak hizlica sogutulmaktadir. Ayni1
islemler igerisinde 6rnek olmayan saf su i¢in de gergeklestirilmekte ve elde edilen ¢ozelti
kor olarak kullanilmaktadir. Absorbans okumalar1 spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda kére kars1 gerceklestirilmektedir [164]. Ornekteki indirgen seker derisiminin
hesaplanmas1 amaciyla, incelenecek olan indirgen seker tiirii i¢in olusturulmus;

absorbans-derisim grafiginden ve ilgili korelasyon esitliginden yararlanilmaktadir.
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EK 2. BAZI FERMANTASYON ORTAMLARINDAKI SUBSTRAT
DERISIMLERININ TAYINLERINDE KULLANILAN CALISMA DOGRULARI
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Sekil Ek 2.1. Glukoz ¢alisma dogrusu (y = 3,13x - 0.05193; R? = 0.9904)
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Sekil Ek 2.2. Sakkaroz ¢alisma dogrusu (y = 10.39018x - 0.0075; R? = 0.996)
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Sekil Ek 2.3. Fruktoz calisma dogrusu (y = 2.84976x - 0.05264; R? = 0.992)
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Sekil Ek 2.4. Galaktoz ¢alisma dogrusu (y = 3.14405x - 0.09287; R? = 0.986)
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Sekil Ek 2.5. Laktoz galisma dogrusu (y = 2.20x - 0.05193; R? = 0.9907)
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EK 3. FENOL-SULFURIK ASIT YONTEMIi

Fenol stilfiirik asit yontemi; bir 6rnekteki toplam karbonhidrat derisimini belirlemek i¢in
kullanilan, basit ve hizli kolorimetrik bir yontem olarak tanimlanmaktadir [175]. Bu
yontem kullanilarak, mono-, di-, oligo- ve polisakaritler de dahil olmak iizere tim
karbonhidratlarin derisimlerinin tayin edilebildigi ifade edilmektedir. Fenol-siilfiirik asit
yonteminde; polisakkaritler, oligosakkaritler ya da disakkaritlerin derisik stilfiirik asit ile
monosakkaritlere par¢alandigi ve olusan pargalanma {irtinlerinin fenol ile reaksiyona

girerek sari-turuncu bir renk olusturduklar belirtilmektedir [175].

Yontemin uygulanisinda; toplam seker tayini yapilacak olan 6rneklerin uygun seyreltileri
hazirlandiktan sonra, 2 mL 6rnek iizerine 1 mL %5’lik (w/v) fenol ¢ozeltisi ve 5 mL
derisik siilfiirik asit ilave edilmektedir. Elde edilen ¢ozelti bir vorteks yardimiyla yaklasik
olarak 15 dakika karistirildiktan sonra oda sicakligindaki bir su banyosunda 20 dakika
bekletilmektedir. Ayn1 islemler igerisinde 6rnek yerine saf su konularak hazirlanan kor
¢ozelti i¢in de wuygulanmaktadir. Hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslari ise bir

spektrofotometrede, 490 nm dalga boyunda ve kore karst 6l¢tilmektedir.

Daha sonra ise bir absorbans-derisim grafigi ¢izilerek, elde edilen egriye ait korelasyon

esitliginin yardimiyla, incelenen 6rnekteki seker derisimi hesaplanmaktadir [166].
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EK 4. A. pullulans AZ-6 SUSU ILE PULLULAN URETIMININ
OPTIMIiZASYONU CALISMASINDA ELDE EDILEN FERMANTASYON
ORTAMININ BILESIiMI

Cizelge Ek 4.1. Optimizasyon ¢alismasi sonucunda belirlenen fermantasyon ortami

bilesimi
Bilesen Derisim (gL™})
Sakkaroz 100.0
Pepton 11.3
(NH4)2S04 2.0
KoHPO4 5.0
MgS04.7H20 0.2
NaCl 1.0

Yukarida bilesimi verilen fermantasyon ortaminin bilesenlerinden sakkaroz ayri1 olarak
hazirlanmistir. Sakkaroz ¢6zeltisi ve diger bilesenleri i¢ceren ortam, otaklavda 121°C’de
15 dakika tutularak ayr1 ayri sterilize edilmisler ve soguduktan sonra birlestirilmislerdir.

Hazirlanan fermantasyon ortaminin baslangic pH’1 ise 6.48’e ayarlanmistir.
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EK 5. OPTIMIZASYON CALISMASINDA ISTENILEN HEDEFE ULASMA
FONKSIYONU KULLANILARAK ELDE EDILEN COZUMLER

Cizelge Ek 5.1. Optimizasyon c¢aligmasinda istenilen hedefe ulagsma fonksiyonu
kullanilarak belirlenen hedefler ve program tarafindan Onerilen

¢coziimler
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EK 6. ISTENILEN HEDEFE ULASMA FONKSIYONU ILE YAPILAN
OPTIiMiZASYONDA ELDE EDILEN GRAFiK

istenilen hedefe ulasma fonksiyonu

Sekil Ek 6.1. Istenilen hedefe ulasma fonksiyonunun, baslangic sakkaroz ve pepton
derisimleri ile degisimi (X1 =100 g/L; X2=11.305 g/L)
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EK 7. FARKLI FERMANTASYON KOSULLARI ALTINDA URETILEN BAZI
EPS ORNEKLERININ INTRINSIK VISKOZITELERININ
HESAPLANMASINDA KULLANILAN GRAFIKLER

[ y=12.27x + .88, R2 = 0.9968 |
70 »

Nsp /C

0 i I i i i i i i i ]
] 1 2 3 4 &

C (gM00 mL)

(a)

| y=9.97x + 12.33, R*=0.9975 | .

Msp /C

0 -

10 -

o . 1 i 1 . 1 i 1 1 1 i 1
00 05 1.0 15 20 25 30

C (g/M00 mL)

(b)

292



7oL [y=11.73x + 9.84, R=0.994] -

Nsp /C

-
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C (g/100 mL)

(©
Sekil Ek 7.1. a: A. pullulans AZ-6 susu tarafindan (a): optimum fermantasyon
kosullarinda gergeklestirilen deneyde iiretilen, (b): melasin fermantasyon
ortaminda sakkarozun yerine bilesen olarak kullanildigi deneyde iiretilen,
(¢): A. pullulans AZ-6, mutant no. 20 susu tarafindan optimum
fermantasyon kosullarinda gergeklestirilen deneyde iretilen EPS
orneklerinin sudaki c¢ozeltilerinin indirgenmis viskozitelerinin, EPS

cozeltilerinin derisimleri ile degisimleri
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EK 8. FARKLI FERMANTASYON KOSULLARI ALTINDA URETILEN BAZI

EPS ORNEKLERI iLE SAF VE TiCARI PULLULAN ORNEKLERINE AIlT FT-
IR SPEKTRUMLARI
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Sekil Ek 8.1. A. pullulans AZ-6 susu tarafindan (a): ana fermantasyon ortaminda

gerceklestirilen deneyde iiretilen, (b): optimum kosullarda gergeklestirilen

deneyde iiretilen EPS Orneklerine ait FT-IR spektrumlari, (¢): saf pullulan

(Sigma) 6rnegine ait FT-IR spektrumu, (d): ticari pullulan (Hayashibara)

ornegine ait FT-IR spektrumu
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