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Bu tez ¢alismasinda, gesitli fermantasyon parametrelerinin A. pullulans NBRC 100716
susunun liamocin iiretimi T{izerine olan etkileri incelenmistir. Calismada, tiim
fermantasyon denemeleri kesikli sistemde, ¢alkalama hiz1 ve sicakligi kontrol edilebilen
bir su banyosu kullanilarak gergeklestirilmistir. Arastirmada ilk olarak, altt A. pullulans
susunun liamocin tiretimleri, bilesiminde ii¢ farkli sekerin ayr1 ayr1 denendikleri agarl bir
besiyerinin kullanildigi bir 6n tarama testiyle makroskopik olarak incelenmis ve tiim
suslarin agarli besiyerinde gelisebildikleri ve liamocin iiretiminin belirteci olarak koloni
etrafinda yag tabakasi {liretebildikleri belirlenmistir. Daha sonra, yiiksek derisimde
liamocin iireten bir susun belirlenebilmesi amaciyla, alt1 A. pullulans susunun liamocin
tiretimleri karsilagtirmali olarak incelenmis ve A. pullulans NBRC 100716 susunun,
calisilan diger suslardan daha yiliksek derisimde (4.20 g/L) liamocin iirettigi
belirlenmigtir. Sonraki asamada ise, se¢ilen bu susun farkli karbon kaynaklar1 igeren
fermantasyon ortamlarinda liamocin tiretimleri arastirilmistir. Bu amagla gergeklestirilen
deneylerde, fermantasyon ortaminda karbon kaynagi olarak glukoz, fruktoz, maltoz ve
sakkaroz kullanildiginda en yiiksek liamocin derisimi (5.50 g/L) fruktozun kullanildig:
denemelerde elde edilmis ve bu nedenle ¢aligmaya, karbon kaynagi olarak fruktoz iceren

fermantasyon ortamiyla devam edilmesine karar verilmistir. Fermantasyon ortaminda



kullanilan farkli azot kaynaklarinin, incelenen susun liamocin {iretimi iizerine etkilerinin
arastirlldigt denemelerde, organik azot kaynaklari olarak; pepton ve maya 06ziiti,
inorganik azot kaynagi olarak ise; (NH4)2SO4 kullanilmistir. Azot kaynaklar1 olarak
pepton ve maya Oziitiiniin bir arada kullanildig1 deneylerde liamocin iiretiminin, diger
azot kaynaklarmin kullanildig1 fermantasyon ortamindakilerden daha yiiksek derisimde

oldugu (4.26 g/L) belirlenmistir.

Bu ¢aligmada daha sonra, A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretiminin yanit
ylizey yontemi ile optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagcla, Design Expert®12
(Stat-Ease Inc., Minneapolis, ABD) programinda yer alan; doniisiimlii merkezi karma
tasarim yontemi kullanilmistir. Program yardimiyla olusturulan deney tasarim plani
kapsaminda, merkez noktada 6 paralel olmak tizere 20 deney gergeklestirilmistir.
Tasarimda segilen bagimsiz degiskenler; fermantasyon ortaminin fruktoz baslangig
derisimi, baslangic pH’1 ve sicaklik, bagimli degiskenler ise; maksimum liamocin
derisimi, mikroorganizma 6zgiil iireme hizi ve maksimum 6zgiil liamocin tiretim hizidir.
Tasarim planinda verilen kosullarda gerceklestirilen deneyler sonucunda elde edilen
verilere, program yardimiyla ¢oklu regresyon analizi uygulanmig ve bagimsiz
degiskenlerin bagimli degiskenler {izerindeki etkilerini gosteren model esitlikler
tiiretilmistir. Olusturulan model esitliklerin uygunlugu varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Optimizasyon asamasinda, program tarafindan olusturulan 58
cozlimden; istenilen hedefe ulasma fonksiyonu (orani) 0.825, fermantasyon ortami
fruktoz baslangi¢ derisimi 93.47 g/L, baslangi¢c pH’14.92 ve sicakliin ise 27.2°C oldugu
bir ¢oziim segilerek, bu kosullarda bir deney ger¢eklestirilmistir. Secilen kosullarda
gerceklestirilen deneyde, maksimum liamocin derisimi; 3.56 g/L, A. pullulans NBRC
100716 susunun 6zgiil iireme hizi; 0.0670 sa ve maksimum 6zgiil liamocin iiretim hizi
ise; 0.00450 [g liamocin/(g mo.sa)] olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglarin, %95

giiven araliginda olduklar1 dogrulanmustir.

Bu tez calismasinda, incelenen sus tarafindan firetilen bazi liamocin Orneklerinin
molekiiler olarak dogrulanmalari; MALDI-TOF-MS ile gerceklestirilmistir. Ayrica, GC-
FID analizi ile incelenen sus tarafindan {iretilen liamocinin yag asidi profili de

belirlenmistir.

Bu aragtirmada, incelenen susg tarafindan iiretilen liamocin 6rneklerinin biyosiirfektan

aktivitesini belirlemeye yonelik bazi testler de gergeklestirilmistir.



1.08 mg/mL derisimindeki liamocin Orneginin yag yayma c¢api; 8.10 cm olarak
Olciilmiistiir. Liamocin 6rneginin yiizey gerilimi degeri ise, asilt damla yontemiyle, 31.6

mN/m olarak olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Liamocin, Agir yag, Aureobasidium pullulans, Fermantasyon,

Optimizasyon, Biyosiirfektan
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In this thesis, the effects of various fermentation parameters on liamocin production of
Aureobasidium pullulans NBRC 100716 were investigated. In the study, all fermentation
experiments were carried out in batch system, using a water bath with controllable
shaking speed and temperature. Primarily, the liamocin production of six A. pullulans
strains was macroscopically examined with a pre-screening test using an agar medium in
which three different sugars were tested separately and it was determined that all strains
could grow on agar medium and produce an oil layer around the colony as an indicator
of liamocin production. Afterwards, liamocin production of six A. pullulans strains was
compared with the aim of identifying a strain that produced high concentrations of
liamocin, and it was determined that A. pullulans NBRC 100716 produced higher
concentrations of liamocin (4.20 g/L) than the other strains studied. Then, liamocin
production of this selected strain was investigated in fermentation media containing

different carbon sources. In the experiments carried out for this purpose, when glucose,
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fructose, maltose and sucrose were used as carbon sources in the fermentation medium,
it was observed that the highest liamocin concentration (5.50 g/L) was obtained in the
experiments using fructose. For this reason, it was decided to continue the study with a
fermentation medium containing fructose as a carbon source. In the trials where the
effects of different nitrogen sources used in the fermentation medium on the liamocin
production of the tested strain were investigated; peptone and yeast extract were used as
organic nitrogen sources and (NH4)2SO4 was used as inorganic nitrogen source. In
experiments where peptone and yeast extract were used together as nitrogen sources, it
was determined that the production of liamocin was at a higher concentration (4.26 g/L)

than in the fermentation medium where other nitrogen sources were used.

In the next part of this study, optimization of liamocin production of A. pullulans NBRC
100716 strain was performed by response surface method. For this purpose, in the Design
Expert®12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, ABD) software; rotatable central composite
design method was used. Within the scope of the experimental design plan created by the
program, 20 experiments, 6 parallels at the central point, were carried out. While the
independent variables selected in the design were the initial fructose concentration of the
fermentation medium, initial pH and temperature, the dependent variables were the
maximum liamocin concentration, the microorganism specific growth rate and the
maximum specific liamocin formation rate. Multiple regression analysis was applied to
the data obtained as a result of the experiments carried out under the conditions given in
the design plan, with the help of the program, and model equations showing the effects
of independent variables on dependent variables were derived. The convenience of the
created model equations was evaluated by analysis of variance (ANOVA). An experiment
was carried out under these conditions by choosing a solution with a desirability function
was 0.825, initial fructose concentration of fermentation medium was 93.47 g/L, initial
pH was 4.92 and temperature of 27.2°C from 58 solutions created by the program during
the optimization. In the experiment performed under the selected conditions, the
maximum liamocin concentration, the specific growth rate of A. pullulans NBRC 100716
strain and the maximum specific liamocin formation rate were found as; 3.56 g/L, 0.0670
ht and 0.00450 [g liamocin/(g mo.h)], respectively. It has been verified that the obtained

results are within 95% confidence intervals.



In this thesis, molecular confirmations of some liamocin samples produced by the tested
strain were performed by MALDI-TOF-MS. In addition, the fatty acid profile of liamocin
produced by the tested strain was also determined by GC-FID analysis. In this study,
some tests were also performed to determine the biosurfactant activity of liamocin
samples produced by the tested strain. The oil spreading diameter of the 1.08 mg/mL
liamocin sample was measured as 8.10 cm. The surface tension value of the liamocin

sample was determined as 31.6 mN/m using the pendant drop method.

Keywords: Liamocin, Heavy oil, Aureobasidium pullulans, Fermentation, Optimization,

Biosurfactant
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1. GIRIS

Aureobasidium pullulans bitki, yaprak yiizeyleri, toprak ve su basta olmak iizere ¢ok
cesitli ortamlarda bulunabilen, polimorfik yapida, maya benzeri bir kiif olarak
tanimlanmaktadir. A. pullulans’in farkli suslarinin ksilanaz, lipaz, proteaz, seliilaz gibi
cesitli endiistriyel enzimler, sideroforlar, polimalik asit (PMA) ve pullulan gibi ¢ok cesitli
endiistriyel biyotiriinler tiretebildikleri rapor edilmistir (Price ve ark., 2013; Leathers ve
ark., 2018; Scholz ve ark., 2020). Pullulan; suda ¢oziinebilen, yenilebilir, tatsiz ve
ortalama molekiil agirligi 100-200 kDa araliginda olan, a-1,4 ve a-1,6 glikozidik baglarla
bagli, tekrarlayan maltotrioz Dbirimlerinden olusan bir polisakkarit olarak

tanimlanmaktadir (Price ve ark., 2013).

Son yillarda A. pullulans’in bazi suslarinin liamocin olarak da adlandirilan yaglar
tirettikleri de rapor edilmistir. Liamocin molekiillerinin; nadir A. pullulans suslari
tarafindan iiretilerek hiicre digina salgilanan, yapisal olarak 6zgiin ve sudan daha agir
olmalar1 nedeniyle agir yaglar olarak da adlandirilan poliol lipidler olduklari
belirtilmektedir (Manitchotpisit ve ark., 2014). Yapilar1 ayrintili olarak belirlenen
liamocin molekiilleri; kismen asetillenmis ii¢ veya dort 3,5-dihidroksidekanoik ester
grubu igeren kuyruk kismi ve tek bir arabitol veya mannitol i¢eren bir bas kismindan
olusan poliol lipidler olarak tamimlanmigslardir (Price ve ark., 2013; Leathers ve ark.,
2015). Liamocin molekiillerinin saridan, yesilin farkli tonlarina kadar degisen renklerde
olabildikleri ve bazi suslarin iirettikleri liamocin molekiillerinin floresan 6zellik tagidigi
da belirtilmektedir (Manitchotpisit ve ark., 2011). Ikincil metabolitler olarak
smiflandirilan liamocin molekiillerinin iiretimleri i¢in uygun besiyeri ve biiyiime
kosullarinin ¢ok 6nemli oldugu ve bazi A. pullulans suslarinin duragan (stationary) fazda,

azottan yoksun ortamlarda liamocin tiretebildikleri ifade edilmistir (Garay ve ark., 2018).

Liamocin molekiillerinin belirli kanser hiicre hatlarinin ¢ogalmalarina karsi, inhibe edici
bir etki gosterdikleri ve ayrica; giiglii segici antimikrobiyel molekiiller olduklar1 da rapor
edilmistir (Manitchotpisit ve ark., 2011). Cesitli A. pullulans suslar1 tarafindan tretilen
liamocin molekiillerinin, bazi Streptococcus tiirlerine karsi spesifik antimikrobiyel

aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Kang ve ark., 2022). Bu nedenle, liamocinin yararli

1



yeni bir antimikrobiyel ajan olma potansiyeline sahip oldugu ve asir1 antibiyotik
kullanimiyla gelisen antibiyotik direncine sahip patojen suslara karsi; yeni ve 6zellikle
hedefe 6zgii bir antimikrobiyel madde olarak kullanilabilecegi de bildirilmistir. Bununla
birlikte; liamocinin antimikrobiyel aktivitesinin ayrintili mekanizmasinin hala

belirsizligini korudugu da belirtilmistir (Kang ve ark., 2022).

Gida, tarim, tip ve eczacilik alanlarinda kullanilma potansiyeli yiiksek olan poliol lipid
yapisindaki liamocin molekiilleri hakkinda halen, literatiirde az sayida c¢alisma
bulunmakla birlikte bu maddelerin, ticarilesme agisindan umut vadeden biyosiirfektan

molekiiller arasinda kabul edildigi de bildirilmektedir (Garay ve ark., 2018).

Stirfektan maddeler, hidrofobik ve hidrofilik uglara sahip olmalar1 nedeniyle amfifilik
molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Jahan ve ark., 2020). Bu o&zellikleri nedeniyle
stirfektanlarin, sulu ve susuz sistemler arasindaki ara ylizeylerde etkilesime girerek yiizey
gerilimini azaltabildikleri bilinmektedir. Siirfektanlarin; deterjan, emiilgator ve kopiirtiici
ajan olarak islev gorebildikleri ve sampuanlar, kisisel bakim {iriinleri, farmasoétikler,
boyalar gibi birgok iirlin formiilasyonunun ana bilesenini olusturduklar1 ifade
edilmektedir (Marchant ve Banat, 2012; Jahan ve ark., 2020). Biyosiirfektanlar ise; bazi
bakteri, maya ve kiif tiirleri tarafindan iiretilen, yiizey aktif ve amfifilik bilesikler olarak
tanimlanmaktadirlar. Son yillarda; kimyasal siirfektanlarin ¢evreye olumsuz bazi etkileri
nedeniyle; biyoslirfektanlarin giderek artan bir ilgi gordiikleri rapor edilmektedir.
Biyosiirfektanlar; yaygin olarak kullanilan petrol bazli ve ticari ylizey aktif maddelere
kars1 segenek olabilen ¢evre dostu, biyolojik olarak parcalanabilen ve daha az toksik

maddeler olarak da kabul gormektedirler (Scholz ve ark., 2020).

Mikrobiyel yollarla {iretilen biyostirfektanlarin; molekiil agirliklarina gore; diisiik
molekiil agirlikli (glikolipidler, lipopeptitler ve flavolipidler) ve yliksek molekiil agirlikl
(polisakkaritler, proteinler, lipopolisakkaritler ve lipoproteinler) biyosiirfektanlar olarak
ikiye ayrildiklar1 belirtilmektedir (Marchant ve Banat, 2012). Baz1 A. pullulans suslari
tarafindan {retilen liamocinlerin ise; hiicre disi fungal glikolipid biyosiirfektanlar
(extracellular  fungal glycolipid biosurfactant; EFGB) olarak, glikolipid
biyosiirfektanlarin altinda bir grup olarak siniflandirildigi rapor edilmektedir (Garay ve
ark., 2018).



Mayalar tarafindan {retilen biyosiirfektanlarin bircok potansiyel uygulama alani
bulunmaktadir. Bu maddelerin “genel olarak giivenli sinifta kabul edilen” (Generally
recognized as safe; GRAS) niteliklere sahip {irlinler arasinda olduklar1 ve toksik
olmadiklar1 bilinmektedir. Bu nedenle de biyosiirfektanlarin, gida ve ila¢ endiistrilerinde

yaygin olarak kullanilma alani bulduklar1 bildirilmektedir (Kim, Lee ve Yun, 2015).

Liamocin molekiillerinin yiizey gerilimlerinin 27 mN/m ile 31.5 mN/m arasinda degistigi
rapor edilmekte, bu degerlerin de yiizey gerilimini azaltmak icin kullanilan ticari
stirfektanlarinkine benzer oldugu belirtilmektedir (Garay ve ark., 2018). Bu nedenle
liamocinlerin, ticari olarak kullanilan yiizey aktif maddeler gibi; yilizey gerilimini
azaltabilen biyosiirfektanlar olarak kullanilabilecekleri de rapor edilmektedir (Scholz ve
ark., 2020).

Bu tez c¢aligmasimin amaci; bazi A. pullulans suslarinin liamocin dretimlerinin
karsilastirmali olarak incelenmesi, yiiksek derisimde liamocin iireten bir susun
belirlenerek secilen bu susun, liamocin iretimi {izerine baz1 fermantasyon
parametrelerinin etkilerinin incelenmesidir. Bu tezde ayrica, incelenen A. pullulans
sugunun liamocin iiretiminin, yanit yiizey yontemi kullanilarak optimize edilmesi de

amaclanmustir.

Bu arastirmada ilk olarak; ¢esitli yabanci kiiltiir koleksiyonu merkezlerinden saglanan
bazi A. pullulans suslar1 ve daha 6nce laboratuvarimizda gergeklestirilen bir arastirmada
ham zeytinden izole edilmis olan; yerli bir A. pullulans susunun, liamocin {retme
potansiyelleri ¢esitli testler kullanilarak incelenmis ve liretici suslar arasindan yiiksek
miktarda liamocin tiretebilen bir sus belirlenmistir. Daha sonra secilen susun liamocin
iretimi lizerine, fermantasyon ortaminda kullanilan farkli karbon ve azot kaynaklarinin
etkileri aragtirlmigtir. Fermantasyon ortami bilesiminde kullanilacak olan ve liamocin
iiretimini en iyi destekleyen karbon ve azot kaynaklarinin belirlenmesinin ardindan
caligmada incelenen susun liamocin iiretimi i¢in, bazi fermantasyon parametrelerinin

optimizasyonu ile ilgili deneyler gerceklestirilmistir.

Bu tez calismasinda ayrica, calisilan sus tarafindan iiretilen liamocinin molekiiler

karakterizasyonu da MALDI-TOF-MS ile ortaya konulmus, yag asidi kompozisyonu



belirlenmis ve calisilan sus tarafindan iiretilen liamocinin biyostirfektan niteligi de

tanimlanmustir.



2. LITERATUR OZETIi

Biyostirfektanlar; hidrofilik ve hidrofobik kisimlardan olusan amfifilik bilesiklerdir. Bu
yapilar1 nedeniyle biyosiirfektanlar, sulu ¢ozeltiler ve hidrokarbon karigimlarinda ylizey
ve ara yiizey gerilimlerini azaltabilen ylizey aktif bilesikler olarak tanimlanmaktadir.
Biyosiirfektanlarin; bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebildigi

rapor edilmistir (Jahan ve ark., 2020).

Biyosiirfektanlarin bircok sentetik ylizey aktif maddeden daha etkili, se¢ici ve kararli
olduklar1 bildirilmistir. Bunun yanisira biyosiirfektanlarin sentetik siirfektanlara gore
daha diisiik toksisite, biyolojik anlamda daha kolay pargalanma 6zelligi, ¢evre dostu ve
daha yiiksek kopiik kapasitesine sahip olmalar1 gibi ¢esitli iistiinliikleri oldugu da rapor
edilmistir. Biyosiirfektanlarin sentetik yiizey aktif maddelerden daha diistik kritik misel
konsantrasyonuna (CMC) sahip olabilecekleri ve bunun da, ¢esitli uygulamalarda

verimliligi artirabilecegi ifade edilmistir.

Polar gruplarinin yapisina gore siniflandirilan kimyasal olarak sentezlenmis yiizey aktif
maddelerin aksine biyostirfektanlarin, esas olarak, kimyasal bilesimlerine ve mikrobiyel
kokenlerine gore smiflandirildiklart bilinmektedir. Biyostirfektanlar genel olarak;
aminoasitler, peptitler, anyonlar ve katyonlardan olusan bir hidrofilik kisim ve mono-,
di-, veya polisakkaritler ve doymamis, doymus veya yag asitlerinden olusan bir
hidrofobik kisim i¢cermektedirler. Buna gore biyosiirfektanlarin ana siniflar1 arasinda;
karbonhidratlarin uzun zincirli bir alifatik aside baglandig: glikolipitler ile lipopeptitler,
lipoproteinler, fosfolipidler ve yag asitlerinin bulundugu bildirilmektedir (Jahan ve ark.,
2020).

Bir biyosiirfektandaki polar hidrofilik kismin (bas grup) sekerler, aminoasitler, peptitler,
proteinler veya karboksilik asit gibi fonksiyonel gruplardan olusabilecegi rapor edilmistir.
Hidrofobik kismin ise; doymus, doymamis ve/veya hidroksillenmis yag asitleri veya yag

alkolleri olabilecegi belirtilmektedir (Desai ve Banat, 1997; Jahan ve ark., 2020).

Biyosiirfektanlarin fermantasyon yolu ile iiretilmelerini etkileyen faktorler arasinda

oncelikle mikrobiyel sus, fermantasyon ortamindaki karbon ve azot kaynaklari, pH,



sicaklik, oksijen ve ortamda bulunan metal iyonlarinin derigimleri oldugu ifade

edilmektedir (Vieira ve ark., 2021).

Biyosiirfektanlarin gida, ilag, kozmetik, petrokimya, farmasoétik, tarim gibi alanlarda
uygulamalar1 oldugu gibi, petrol kirliliginin temizlenmesi, agir ham petroliin taginmasi,
hidrokarbonlar ve agir metallerle kirlenmis alanlarin biyolojik olarak temizlenmesinde de
umut verici uygulamalarinin olabilecegi rapor edilmektedir (Brumano ve ark., 2017;
Markande, Patel ve Varjani, 2021).

Poliol lipidler, hiicre dist fungal glikolipid biyosiirfektanlarin (extracellular fungal
glycolipid biosurfactant, EFGB) i¢inde yer alan bir smif olup, diger hiicre dis1 fungal
glikolipid biyosiirfektanlardan (sophorolipidler, mannosylerythritol lipidler, sellobiyoz
lipidler); polar kisim olarak karbonhidrat yerine poliol icermeleri yoniiyle ayrilirlar.
Poliol lipidler; liamocin ve yag asitlerinin poliol esterleri (polyol esters of fatty acids,
PEFA) olmak fizere iki grupta incelenmektedirler. Poliol lipid biyosentezi ve
salgilanmasinin; Ascomycota’da birka¢ tir tarafindan gergeklestirildigi rapor
edilmektedir (Garay ve ark., 2018).

Mikrobiyel lipidler ¢ogunlukla algler, funguslar ve ozellikle mayalar gibi okaryotik
organizmalar tarafindan fermantasyon yoluyla {iretilen kat1 ve/veya sivi yaglar olarak
tanimlanmaktadirlar. Trigliseritlerin alg, fungus ve mayalar gibi organizmalarda bulunan
baslica lipid bilesenleri olduklart ve trigliseritlerin ¢ogunlukla boyutlar1 14-20 karbon
arasinda olan yag asidi zincirlerinden olustuklari1 bilinmektedir (Ratledge, 1991). Tek
hiicre yagi (single cell oil, SCO) terimi, mikrobiyel olarak iiretilen lipidleri, 6zellikle
trigliseritleri tanimlamak ic¢in kullanilan bir terimdir. Bu tanimda fosfolipidler,
glikolipidler ve karotenoidler gibi lipidlerin daha karmasik diger simiflarinin harig
tutulduklart belirtilmektedir. Tek hiicre yaglarinin, bitkisel yaglara benzer bir yapiya ve
gliseroliin li¢ merkezi pozisyonundaki yag asitlerinin benzer bir dagilimina sahip
olduklar1 bilinmektedir. Maya ve funguslar tarafindan iiretilen tek hiicre yaglarinda,
molekiildeki yag asitlerinin dagiliminin bitkisel yaglardaki yag asidi dagilimma ¢ok
benzer oldugu ifade edilmektedir. Mikrobiyel lipidlerin; ¢oklu doymamis yag asitlerini
(poly unsaturated fatty acid, PUFA) yiiksek oranda i¢cermeleri nedeni ile nutrasdtik ve
farmasotik uygulamalarda biiylik 6neme sahip olduklar1 ve ayrica; kimyasal yapilarinin
bitkisel yaglarla benzerligi nedeniyle de, biyodizel iiretimi amaciyla kullanilma

potansiyellerinin bulundugu rapor edilmistir (Anschau, 2017).



Tim mikroorganizmalarin genellikle, triagilgliserol formunda lipid biriktirme
kapasitesine sahip olmadiklar1 ifade edilmektedir. Biyokiitlelerinin %20’sinden
fazlasinda  lipid  biriktiren  mikroorganizmalar, oleaginous tiirler = olarak
tamimlanmaktadirlar (Caporusso, Capece ve De Bari, 2021). Oleaginous olarak
tanimlanan bazi maya, kiif, bakteri ve mikroalg tlirlerinin, kuru hiicre agirliklarinin biiytik
fraksiyonlarini lipid olarak iiretebildikleri ve biyokiitle agirliklarinin %70’ine kadar lipid
biriktirebildikleri belirtilmektedir.

Lipid iiretimi i¢in optimum kosullar, fermantasyon ortaminda karbonun fazla ve diger
besin maddelerinin; 6zellikle azotun sinirlandirildigi kosullar olarak belirtilmistir
(Anschau, 2017). Bu sinirlama nedeniyle; hiicre biiyiimesi ve yeni hiicre sentezinin erken
iissel fazin bir noktasinda duracag: ifade edilmektedir. Bu nedenle de fermantasyon
ortaminin, yliksek bir karbon azot orani (C:N) olacak sekilde tasarlanmasi gerektigi rapor
edilmektedir (Anschau, 2017). Uygulamada; her bir mikroorganizma i¢in optimum C:N
oraninin belirlenmesinin gerektiginin ifade edilmesine ragmen bu oranin genellikle; 40:1

veya 50:1 olarak ayarlandigi rapor edilmektedir (Ratledge, 2010).

Oleaginous (yagli) mayalar, yliksek seker icerigini tolere edebilme, farkli karbon ve azot
kaynaklarini1 kullanabilme, yiiksek miktarda tek hiicre yag: biriktirme ve genetik olarak
tasarlanabilmeleri  yOnlerinden, tek hiicre yag1 iiretiminde tercih edilen
mikroorganizmalardir. Bu mayalarin ayrica; tarim ve endiistri artiklar1 gibi diisiik
maliyetli substratlari, fermantasyon ortami olarak kullanabilme ve bakteriyel
kontaminasyona karsi dayanikli olma gibi avantajlart oldugu da rapor edilmektedir

(Karamerou ve Webb, 2019).

Candida curvata, Trichosporon cutaneum, Rhodosporidium toruloides ve Lipomyces
starkeyi gibi bazi oleaginous maya tiirlerinin, kuru hiicre agirliklarinin %70’ine kadar
lipid depolayabildikleri belirtilmektedir. Lipid iiretiminin; C:N orani, azot derisimi,
havalandirma, inorganik tuz varligi, pH ve sicaklik gibi baz1 faktérlerden 6nemli 6l¢iide

etkilendigi de rapor edilmektedir (Chang ve ark., 2015; Anschau, 2017).

Aureobasidium  pullulans filamentli Ascomycota grubu igerisinde bulunan;
Dothideomycetes simifinin Dothideomycetidae alt sinifinda yer alan polimorfik bir tiir

olarak siniflandirilmaktadir (Leathers ve ark., 2015).



Aureobasidium alt tiirlerinin kozmopolit maya benzeri funguslar olduklart ve bazi
suslarinin tirettikleri melanin pigmenti nedeniyle siyah maya olarak da bilindikleri rapor
edilmektedir. A. pullulans suslarmin farkli biiylime ortamlarinda farkli 6zellikler
sergiledikleri bilinmektedir (Li ve ark., 2015). Bununla birlikte genel olarak A. pullulans
kolonilerinin baslangigta sar1, krem, agik pembe renklerde gozlenirken; daha sonraki
bliyiime asamalarinda siyah renkli klamidasporlarin {iretimi nedeniyle siyaha
doniistiikleri bilinmektedir (Li ve ark., 2015). Polimorfik bir kiif olan A. pullulans’in,
uzun dall1 septali flamentler, biiylik klamidosporlar ve daha kiigiik eliptik maya benzeri
hiicreler olmak tizere farkli formlarda bulunduklari ifade edilmektedir. A. pullulans
tirtine ait; A. pullulans var. pullulans, A. pullulans var. melanogenum, A. pullulans var.
aubasidani, A. pullulans var. subplaciale ve A. pullulans var. namibiae olmak iizere, bes

varyete oldugu rapor edilmektedir (Li ve ark., 2015).

A. pullulans’n bitki yiizeyleri, toprak, su, kaya yiizeyleri ve insan yapimi yiizeyler gibi
cesitli ortamlarda ve soguk iklimlerden 1liman iklimlere, 1slak/nemli yiizeylerden, kurak
bolgelere kadar farkli bolgelerde diinya ¢apinda yaygin bir dagilima sahip olduklari ifade
edilmektedir (Prasongsuk ve ark., 2018; Roberti ve ark., 2019). Son yillarda, A.
pullulans’in asirt tuzlu habitatlar, kiyr sulart ve derin denizlerde yaygin olarak
bulunduklar1 rapor edilmistir (Chi ve ark., 2009). A. pullulans izolatlar1 ve suslarinin
uluslararas1 literatiirde iyi belgelenmis, biyoteknolojik ve cevresel uygulamalar i¢in
giivenli kabul edilen ¢ok ¢esitli biyo-iiriinler tiretebildikleri bilinmektedir (Bozoudi ve
Tsaltas, 2018).

A. pullulans’in farkli suglarinin karbon ve enerji kaynaklari olarak nisasta, seliiloz, ksilan
iniilin, ¢esitli sekerler (sakkaroz, fruktoz, laktoz, maltoz, glukoz), gliserol ve etanolii
kullabildikleri belirtilmektedir. Bu nedenle de A. pullulans, karbon kaynagi yararlanma
kapasitesi en genis olan mikroorganizmalardan biri olarak tanimlanmaktadir (Wang ve

ark., 2022).

Bazi1 suglarinin ¢esitli dnemli metabolitler, enzimler, antibiyotikler, tek hiicre proteinleri,
polimalik asit (PMA) ve polisakkaritler iiretebildikleri belirlendigi i¢in A. pullulans,
endiistriyel olarak da olduk¢a 6nemli bir fungus olarak kabul edilmektedir (Gaur ve ark.,
2010). Cesitli A. pullulans suslarmin B glukozidaz, amilaz, seliilaz, lipaz, proteaz,
ksilanaz ve mannanazlar gibi ¢cok faydali endiistriyel enzimler iirettikleri rapor edilmistir

(Bozoudi ve Tsaltas, 2018).



A. pullulans kaynakl: proteaz, lipaz ve amilaz gibi bir¢ok hiicre dig1 enzimin saflastirildigi
ve karakterize edildigi ifade edilmektedir (Chi ve ark., 2009).

A. pullulans’in tarim alanindaki en 6nemli uygulamalarindan birinin; biyokontrol ajani
olarak kullanilmasi oldugu bildirilmektedir. A. pullulans’in bazi ugucu organik
bilesikleri, hidrolitik enzimleri ve antimikrobiyel bilesikleri iiretebilmesi nedeniyle,
Ozellikle hasat sonrasi sorun yaratan bazi bitki patojenlerine kars1 antagonistik aktivite

gosterebildigi rapor edilmektedir (Singh ve ark., 2015; Bozoudi ve Tsaltas, 2018).

A. pullulans, pullulanin en 6nemli kaynagidir. Pullulan gida, kozmetik, ilag, tarim ve
kimya endiistrilerinde 6nemli 6zellikleri ve biyoteknolojik uygulamalari olan, ekonomik
oneme sahip bir polisakkarittir (Bozoudi ve Tsaltas, 2018). Pullulan, lineer bir a-D-
glukan yapisinda olan, esas olarak o (1—6) baglariyla birbirine baglanan tekrarlayan
maltotrioz birimlerinden olusan ve suda ¢oziilebilen bir homopolisakkarittir (Li ve ark.,
2015). Pullulanin toksik olmamasi, mutajenik etkiye sahip olmamasi, yenilebilir, kokusuz
ve tatsiz olmasi, kiigiik termal degisimlere dayanikli olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle;
gida, ila¢ ve biyomedikal uygulamalar i¢in genis kullanim alani buldugu rapor edilmistir.
Ayrica, genel olarak gilivenli kabul edilebilir (Generally recognized as safe, GRAS)
grupta yer almasit nedeniyle pullulanin; diisiik kalorili gidalarin iiretiminde de

kullanilabilecegi ifade edilmektedir (Mirzaee ve ark., 2020).

Son yillarda A. pullulans’in bazi suslariin, genellikle mannitol ve arabitol olmak iizere
acillenmis poliol bas grubundan olusan ve sudan daha agir olan yaglar iirettikleri rapor
edilmistir. Daha 6nceden “agir yaglar” veya “hiicre dis1 lipidler” olarak isimlendirilen bu
yeni bilesik grubu, yapisinin detayli olarak belirlenmesinden sonra liamocin olarak
adlandirilmigtir. Liamocin; bir ila bes 3,5-dihidroksidekanoik ester grubu arasinda
degisen polyester kuyruklu, tek bir kismen asetillenmig poliol bas grubundan
olusmaktadir (Price ve ark., 2013). Poliol bas grubunun susa, kiiltiir ortamina, besiyerinin
icerdigi poliol kaynag tiiriine gore degisiklik gosterebildigi rapor edilmistir (Garay ve
ark., 2018). Yapilan ¢alismalarda; A. pullulans’in farkli suslari tarafindan iiretilen ve A1,
A2, Bl ve B2 olarak adlandirilan dért liamocin yapisinin tanimlandigi belirtilmistir (Price
ve ark., 2013; Bischoff ve ark., 2015). A. pullulans suslari tarafindan iiretilen bu liamocin

molekiillerinin kimyasal yapilar1 Sekil 2.1°de gosterilmektedir (Price ve ark., 2013).



Liamocinin; ti¢ (liamocin Al ve A2) veya dort (liamocin Bl ve B2) 3,5
dihidroksidekanoik ester grubu ile kismen O-acillenmis tek bir mannitol bas grubundan
olustugu rapor edilmektedir. Al ve B1 asetillenmemis iken, A2 ve B2 nin her biri tek bir

3’-0O- asetil grubu icermektedir (Price ve ark., 2013).

CH,0H
CH,O0H HO—1—H
HO—TH HO—1—H
HO——H H—T—0H
H——0H H=—1—0H
H—t—OH CH,0
CH,
O OHO
(o] OH 0. (OAC)
(OAS) Y Y Y © OHO
O OHO
0 OHO
@) O OH OH (b) L) 1

Sekil 2.1. A. pullulans tarafindan iiretilen (a) liamocin Al ve A2 (b) liamocin B1 ve B2

molekiillerinin kimyasal yapilar1

A. pullulans’in liamocin biyosentezi yolunun hala tam olarak aciklanamadigi ifade
edilmektedir. Li ve ark. (2015); asetilasyon igermeyen, tek bir 3,5 dihidroksidekanoik
ester grubu ve mannitol bas grubu igeren yeni bir tip liamocin i¢in varsayimsal bir
biyosentetik yol onermislerdir. Oleaginous mikroorganizmalarda hidroksil yag asitleri
biyosentez yoluna gore; 3,5-dihidroksi dekanoik asitlerin fungal poliketid sentaz (PKS)
yoluyla sentezlenip diizenleniyor olabilecegi rapor edilmistir. 3-ketoacil sentaz (KS) ve
3-ketoagil ACP rediiktazin (acyl carrier protein; acil tasiyict protein) 3,5
dihidroksidekanoik asit sentezinde dnemli bir rol oynadig1 belirtilmistir (Li ve ark., 2015).
Anilan ¢alismada Onerilen varsayimsal yola gore; glukoz, mannitol-1-dehidrogenaz
enzimi ile mannitole donisirken; fruktoz; mannitol dehidrogenaz = enzimi
katalizorliigiinde mannitole aktarilmaktadir. Bu arada glukozun, asetil Co-A’ya
dontistiigli ve asetil Co-A’dan malonil Co-A olustugu rapor edilmektedir. 3-ketoacil
sentaz (KS) enziminin varliginda; malonil-Co-A’nin, asetil Co-A’dan tiireyen asetil
gruplariyla birlestigi belirtilmektedir. Bu kombinasyonun; 3-ketoac¢il-ACP rediiktaz

enzimi (KR), dehidrataz enzimi ve enoil rediiktaz enzimi ile indirgendigi ve yapidan su
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ayrildig ifade edilmektedir. Bir bagka malonil Co-A grubunun indirgeyici bir dongiiden
gecerek 6 karbonlu bir molekiil olusturdugu ifade edilmektedir. Sonug olarak; bu iki
molekiiliin KS enzimi varliginda birlestigi ve KR tarafindan indirgenerek bir 3,5-
dihidroksidekanoid grubu olusturdugu belirtilmektedir (Li ve ark., 2015; Garay ve ark.,
2018).

Guo ve ark. (2018); melanin ve liamocin tretiminin pullulan dretimi ile iligkili
olabilecegini diisiindiiren bir bagka varsayimsal biyosentez mekanizmas1 dnermislerdir

(Sekil 2.2).

Fruktoz 6 Fosfat

glukoz 6
fosfat
izomeraz
gluko
fosfomutaz
Glukoz 6 Fosfat «———» Glukoz 1 Fosfat
UDPG-
pirofosforilaz
Piirivat UDPG
piirivat glukozil
dehidrogenaz transferaz
Asetil Co-A Pullulan
l karboksilaz l
Malonil Co-A
Agir yag l

Melanin

Sekil 2.2. A. pullulans’in liamocin, pullulan ve melanin biyosentezleri i¢in onerilen yol

izi

Anilan arastirmada; bu ii¢ molekiiliin sentezinin kismen ayni yol izini paylastiklar1 ve
birbirleriyle rekabet ve etkilesim halinde olduklar1 rapor edilmistir. S6z konusu yol
izinde; glukoz-6-fosfattan, sirasiyla izomerizasyon ve EMP yolu ile glukoz-1-fosfat ve
pirivat iretildigi belirtilmektedir. Glukoz-1-fosfattan; uzun zincirli polisakkarit
pullulanin oOnciilii olan iiridin difosfoglukoz (UDPG) olusurken, piirivatin; piirivat
dehidrogenaz enzimi tarafindan oksidasyon ve dekarboksilasyon reaksiyonlari ile asetil

Co-A’ya doniistiiriildiigii rapor edilmektedir.
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Sonug olarak; asetil Co-A’nin lipid sentezine katildigi veya malonil Co-A’ya
dontstiiriilirerek poliketid sentaz ve 1,8 dihidroksinaftalin yollariyla fungal melanini
olusturdugu ifade edilmektedir (Guo ve ark., 2018).

Cesitli A. pullulans suslarinin liamocin iiretimlerinin, fermantasyon ortaminda kullanilan
karbon kaynagi tiiriine gore degiskenlik gosterebildigi rapor edilmektedir. Suslarin
liamocin tiretimlerini pH, sicaklik, ortamin C:N orani, havalandirma, inkiibasyon stiresi
ve inokiilim oran1 gibi c¢esitli parametrelerin etkileyebilecegi ifade edilmektedir.
Fermantasyon ortaminin baslangi¢c C:N oraninin, ¢esitli mikroorganizmalardan tek hiicre
yag1 liretiminin incelendigi arastirmalarda, yag tiretim potansiyelini etkileyen bir gosterge
oldugu rapor edilmistir (Garay ve ark., 2018). Yapilan bir ¢alismada, oleaginous mayalar
icin lipid lretiminin; maya tiirline ve karbon kaynagina bagl olarak, baslangi¢ C:N
oraninin; 30-80 arasinda degisen fermantasyon ortamlarinda gerceklesebildigi ifade

edilmistir (Garay ve ark., 2018).

Agir yaglar iretebilen A. pullulans’in oleaginous maya olarak kabul edilebilecegi ve
bununla birlikte; A. pullulans hiicrelerinin yeterince biiyilidiikkten sonra agir yag
partikiillerini serbest birakirken, oleaginous mikroorganizmalarin ¢ogunun lipid

partikiillerini serbest birakamadiklari rapor edilmistir (Li ve ark., 2015).

Simdiye kadar gerceklestirilen arastirmalarda; fermantasyon ortamlarinda liamocin
tiretimi i¢in en sik kullanilan pH degerlerinin; 5.5-7.0 araliinda degistigi rapor
edilmektedir. Liamocin iiretimi amaciyla, dar bir sicaklik araligi kullanildigi (25-30 °C)
ve bu amagla en sik kullanilan iki sicaklik degerinin; 25 veya 28 °C oldugu belirlenmistir
(Kurosawa ve ark., 1994; Manitchotpisit ve ark.,, 2011). Ayrica, liamocin
fermantasyonunda; %8-10 arasinda degisen inokiilim oranlarinin kullanildig1 da rapor
edilmektedir (Garay ve ark., 2018).

Cesitli A. pullulans suslar1 tarafindan firetilen liamocinin kiiltiirden ekstraksiyonu
amactyla farkli uygulamalar rapor edilmistir. En yiiksek verimle sonug¢lanan
uygulamanin; kiiltiir ve ¢oziiciiyii ¢esitli oranlarda (1:1-1:2) bir araya getirerek uygulanan
¢oziicii ekstraksiyonu, ardindan faz ayrimi ve ¢oziicii tabakanin kuruyana kadar
buharlagtirildigi yontem oldugu ifade edilmektedir. Bu amacla en sik kullanilan

¢Oziiclinilin; metil etil keton oldugu rapor edilmektedir.
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Bunun yanisira literatiirde liamocin ekstraksiyonu amaciyla ¢6ziicii olarak; etil asetat ve
metanol-kloroform karisiminin kullanildig1 ¢aligmalar da yer almaktadir (Liu ve ark.,
2014; Garay ve ark., 2018). Son yillarda gergeklestirilen arastirmalarda; kullanilan
suslara, kiltiir ortamina ve fermantasyon kosullarina baglh olarak elde edilen liamocin
miktarinin, bilesiminin ve goriinimiiniin farkliliklar gésterebilecegi bildirilmistir (Kang

ve ark., 2022).

Liamocinlerin; endiistriyel olarak biiyiikk bir 6neme sahip molekiiller oldugu ifade
edilmektedir. Renklerinin iiretici susa bagli olarak; parlak sari, ¢esitli yesil tonlar1, agik
ve hatta koyu kahverengiye kadar degisen bir aralikta olabildigi rapor edilmistir
(Manitchotpisit ve ark., 2011).

Manitchotpisit ve ark. (2011) tarafindan gerceklestirilen bir arastirmada; ¢aligilan 33 A.
pullulans susunun tirettikleri liamocin molekiillerinin floresan aktivite gosterdikleri rapor
edilmistir. Bu liamocin 6rneklerinin; 27mN/m ve 31.5 mN/m aralifinda 6lciilen ylizey
gerilimlerine sahip olduklar1 da bildirilmistir. Anilan arastirmada; saf suyun yiizey

geriliminin 67 mN/m olarak ol¢iildigii belirtilmektedir (Manitchotpisit ve ark., 2011).

Kim ve ark. (2015) tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada; yabani bir ¢icek tiiriinden
izole edilen bir A. pullulans susu tarafindan {iiretilen gliserol liamocinin; biyosiirfektan
kapasitesinin arastirtldigi bildirilmistir. Gliserol liamocinin 1.5 mg/L derisimde
kullanildiginda; suya kiyasla (72.8 mN/m), 31.5 mN/m’lik diisiik bir ylizey gerilimi
sergiledigi bildirilmistir. Gliserol liamocinin diisilk derisimlerde kullanilmalarina
ragmen, diger silirfektanlardan daha disiik yiizey gerilimi sergiledikleri ve daha fazla
ylizey aktiviteye sahip, etkili bir biyosiirfektan madde oldugunun dogrulandigi rapor

edilmektedir.

Gergeklestirilen bir baska arastirmada; A. pullulans LB 83 susu tarafindan firetilen
liamocinin biyosiirfektan aktivitesinin yag yayma testi ile dlgiilerek tensoaktivitesinin
belirlendigi rapor edilmistir (Brumano ve ark., 2017). Bu arastirmada, elde edilen degerin,
iyi bir biyosiirfektan iireticisi oldugu bilinen Bacillus subtilis ile calisildiginda elde
edilenden daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Anilan ¢aligmada belirlenen maksimum
biyosiirfektan aktivitesinin ayrica; ticari siirfektanlarla (Tween 20, Tween 80 ve SDS)

elde edilen degerlerle de karsilagtirildig: belirtilmistir.
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Calismada, uygulandig belirtilen yag yayma testinde, olusan berrak bolgenin ¢aplarinin
liamocin 6rneginde; 8.05 cm iken; Tween 20, Tween 80 ve SDS i¢in sirasiyla; 6.5, 5.0 ve
4.8 cm olarak olgiildiikleri rapor edilmistir (Brumano ve ark., 2017). S6z konusu
calismada; bu sonuglarin galisilan A. pullulans susu kullanilarak iiretilen liamocinin
tensoaktivite degerlerinin, denenen diger siirfektanlara gore daha yiiksek degerde oldugu
ve liretilen bu biyosiirfektanin gelecekte umut verici uygulamalara sahip olabilecegi de

ifade edilmektedir.

Endiistriyel agidan 6nemli molekiiller olarak tanimlanan liamocinlerin belirli kanser
hatlarinin ¢ogalmasina karsi inhibe edici 6zellikler sergiledikleri de rapor edilmistir.
Manitchotpisit ve ark. (2014) tarafindan geregeklestirilen ve baz1 A. pullulans suslari
tarafindan iiretilen liamocin molekiillerinin antikanserojen etkilerinin arastirildigi bir
aragtirmada; A. pullulans RSU 9 ve RSU 12 suslar tarafindan iiretilen liamocinin, iki
insan meme kanseri hiicresi hattin1 ve bir insan rahim agzi kanseri hiicresi inhibe ettigi
belirlenmistir. Bu arastirmada ayrica; denemelerde kullanilan liamocin 6rneklerinin,

normal hiicre hatt1 i¢in toksik olmadiklar1 da rapor edilmistir.

Leathers ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, liamocin molekillerinin
kuvvetli secici antimikrobiyel molekiiller olduklarinin tespit edildigi belirtilmektedir. S6z
konusu arastirmada liamocinin, siit si§irlarinda mastitise sebep olan bazi patojenik tiirler
de dahil olmak iizere, ¢aligmada test edilen Streptococcus tiirlerine karst antimikrobiyel
aktivite sergiledigi belirlenmistir. Bu nedenle de liamocinin, 6zellikle genis spektrumlu
bir antibiyotigin kullanimmin istenmedigi profilaktik uygulamalarda kullanilma
potansiyeline sahip, yararli yeni bir antimikrobiyel ajan olabilecegi belirtilmistir

(Leathers ve ark., 2018).

Kurosowa ve ark. (1994) tarafindan gerceklestirilen bir aragtirmada; daha Once
gerceklestirilen gesitli ¢alismalardan izole edilen bazi A. pullulans suslarinin, nétralize
edici ajan olarak CaCOs igermeyen bir fermantasyon ortaminda, agir yag olarak
adlandirilan hiicre dis1 lipidler tirettikleri ve bu lipidlerin; arabitol ve mannitoliin yag asidi
esterlerinin bir karisimi oldugu rapor edilmistir. Anilan ¢alismada tretilen lipidlerin
lipofilik kisminin iki ana bileseninin, 3,5 dihidroksidekanoik ve 5-hidroksi-2-desenoik
asit oldugu kanitlanmistir. Daha 6nceki ¢aligmalarda izole edilmis oldugu belirtilen 20
farkli A. pullulans susunun, lipid tiretimlerinin karsilastirildigi bu arastirmadaki en iyi

lipid iiretici susun; Izu Yarimadasi’ndaki bir agacgtan izole edilen A-2 susu oldugu
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belirlenmistir. Anilan ¢alismada, bu susa laboratuvar ortaminda uygulanan mutasyon
islemi sonrasinda agik renkli koloniler olusturan A. pullulans A-21M susunun elde
edildigi ve bu mutant susun, bilesiminde karbon kaynagi olarak %12 glukoz igeren bir
fermantasyon ortaminda, 35 g/L agir yag lrettigi rapor edilmistir (Kurosawa ve ark.,
1994).

Gergeklestirilen bagka bir arastirmada; 50’den fazla A. pullulans susunun yag iiretme
yetenekleri bakimindan karsilagtirildiklar1 ve bunlardan 21 tanesinin hiicre dis1 yaglar
tiretebildikleri rapor edilmistir (Manitchotpisit ve ark., 2011). Yag iiretebildikleri
saptanan ¢cogu susun filogenetik siniflandirmada 8, 9 ve 11 olarak siniflandirilan grupta
oldugu belirlenmistir. S6z konusu ¢alismada incelenen A. pullulans suslar1 tarafindan
tiretilen yagin renginin parlak saridan malasite kadar degistigi ve suslarin yarisindan
fazlasinin irettigi yagin, floresan ozellik sergiledigi bildirilmistir. Anilan caligmada;
bilesiminde karbon kaynagi olarak %35 sakkaroz iceren bir fermantasyon ortaminda
iretilen agir yag derisiminin 0.5-6.0 g/L araliginda degistigi ve bu aragtirmada en yiiksek
derisimde agir yag iireten susun A. pullulans CU39 oldugu bildirilmistir (Manitchotpisit

ve ark., 2011).

Manitchotpisit ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir baska arastirmada; incelenen bazi A.
pullulans suslarinin  drettikleri  liamocin  orneklerinin  antikanserojenik  etkileri
arastirilmustir. Iincelenen suslardan A. pullulans CU 43 ve A. pullulans NRRL Y-12974
kullanilarak {iretilen yaglarin, memeli kanseri hiicre dizilerini farkli sekilde inhibe
ettiklerinin belirlendigi de rapor edilmistir. Anilan ¢alismada ayrica; A. pullulans suslar
tarafindan iiretilen liamocin 6rneklerinin molekiiler karakterizasyonunun matris destekli
lazer desorpsiyon/iyonizasyon kiitle spektrometresi (MALDI-TOF-MS) ile yapildig:
rapor edilmistir. Incelenen suslarin ortaya konulmus olan filogenetik analizinde;
filogenetik dal 11°deki 4 sus olan; CU 31, CU 35, CU 39 ve CU 47 suslar igin
gbzlemlenen ana iyonun m/z 805.5 oldugu; diger ii¢ sus i¢in ise (NRRL Y-2581, NRRL
Y-4026 ve NRRL Y-4588); baskin iyonun m/z 949.6 oldugu rapor edilmistir. Kalan
suslarin (CU 43, CU 45 ve NRRL Y-12974) ise; spektrumlarda yaklasik olarak esit
yogunluklarda, hem m/z 805.5 hem de m/z 949.6 iyonlarini olusturdugu, anilan ¢alismada

ifade edilmistir.

Bischoff ve ark. (2015) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada; A. pullulans NRRL

50380 susu tarafindan dretilen liamocinin bazi bakterilere karsi antibakteriyel

15



aktivitesinin incelendigi ve bu amagla agar cup diflizyon yonteminin kullanildigi
belirtilmistir. Kullanilan yontem ile gerceklestirilen kalitatif analiz sonucunda,
liamocinin yedi Streptococcus tiiriinden altisina karsi (S. agalactiae, S. uberis, S. mutans,
S. mitis, S. infantarius ve S. salivarius) gii¢lii antimikrobiyel aktivite sergiledigi rapor
edilmistir. Incelenen tiirlerden yalnizca S. sobrinus’un, denenen liamocine karsi duyarl
olmadig1 belirlenmistir. Anilan ¢aligmada ayrica; sivi mikrodiliisyon yonteminin bir
modifikasyonu kullanilarak liamocin i¢in minimum inhibitér konsantrasyonlarinin da
belirlendigi ifade edilmistir. Sonug olarak; Streptococcus tiirlerine karst minimum

inhibitér konsantrasyonlarimin; 10-78 pg/mL araliginda degistigi rapor edilmistir

(Bischoff ve ark., 2015).

Leathers ve ark. (2015) tarafindan gerceklestirilen baska bir ¢alismada; daha onceki
calismalarda liamocin iiretimi i¢in Onerilen dort farkli besiyerinde, g¢esitli A. pullulans
suslarimin liamocin iretimlerinin karsilastirildigi bildirilmistir. Anilan ¢alismada en
ylksek liamocin derisiminin; 8.0 g/L olarak, karbon kaynagi olarak sakkaroz iceren
iceren bir fermantasyon ortaminda, A. pullulans NRRL 50384 susu tarafindan tiretildigi

bildirilmistir.

Mangrov sisteminden izole edilmis oldugu ifade edilen, A. pullulans var. melanogenum
PS5 susunun agir yag iiretimi iizerine, farkli karbon kaynaklarinin etkilerinin incelendigi
bir diger ¢aligmada; bilesiminde karbon kaynagi olarak glukoz, iniilin, sakkaroz, fruktoz
ve gliserol gibi farkli substratlari igeren fermantasyon ortamlarmin kullanildigi
belirtilmistir. Bilesiminde karbon kaynagi olarak glukoz i¢eren fermantasyon ortaminda;
A. pullulans var. melanogenum P5 susu tarafindan tiretilen agir yag derisiminin; 31.4 g/L
olarak saptandigi ve bu ortamda, bilesiminde diger karbon kaynaklarini iceren
fermantasyon ortamlarindan daha yiiksek derisimde agir yag tiretildigi rapor edilmistir
(Liu ve ark., 2014). S6z konusu ¢alismada, agir yag iiretimini en iyi destekleyen ortamin
bilesiminde karbon kaynagi olarak glukoz oldugu belirlendikten sonra, glukozun farkl
derisimleri i¢cin A. pullulans var. melanogenum P5 susunun agir yag {retiminin
incelendigi bildirilmistir. Glukozun denenen farkli derisimleri i¢in (100-180 g/L) ise, agir
yag iUretimini en iyi destekleyen derisimin; 120 g/l glukoz oldugu bildirilmistir.
Bilesiminde karbon kaynagi olarak 120 g/L glukoz bulunan fermantasyon ortamina
ayrica; % 0.1 oraninda misir maserasyon sivist eklendiginde ise; ulasilan en yliksek agir

yag derisiminin 32.5 g/L oldugu rapor edilmistir (Liu ve ark., 2014).
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Anilan ¢alismada ayrica; fermantasyon yoluyla liretilen agir yaglarin yag asidi profillerini
cikartmak amaciyla, GC-MS analizlerinin gerceklestirildigi de rapor edilmistir.
Gergeklestirilen analizlerde; A. pullulans var. melanogenum PS5 susu tarafindan tiretilen
agir yaglarda bulunan uzun zincirli alkanlarin oraninin; %66.15, yag asitlerinin oraninin
ise; %26.38 oldugu rapor edilmistir. Maya hiicrelerinin plazma membraninda yaygin
olarak gozlenen; heksadekanoik asit (Ci6:0), Oktadekanoik asit (Cis:0) ve oktadesenoik asit
(Cis:1) gibi yag asitlerinin, A. pullulans var melanogenum PS5 susu tarafindan salgilanan

agir yaglarda da bulunduklari rapor edilmistir (Liu ve ark., 2014).

Price ve ark. (2017) tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada; ¢esitli seker ve poliol
karbon kaynaklarinin A. pullulans NRRL 50380 susunun liamocin iiretimi iizerindeki
etkilerininin incelendigi belirtilmistir. Anilan arastirmada; sakkaroz, laktoz, fruktoz,
glukoz, mannoz, galaktoz, arabinoz ve ksiloz gibi sekerlerin ve mannitol, sorbitol,
galaktitol, arabitol, gliserol gibi poliollerin liamocin iiretimi amaciyla fermantasyon
ortaminda karbon kaynaklar1 olarak kullanildiklar1 belirtilmistir. Cesitli sekerlerin
fermantasyon ortaminda karbon kaynagi olarak ayri1 ayr1 kullanilmalarinin; liamocin bas
gruplarinin yapisini etkilemedigi ve her durumda yalnizca mannitol bas grubuna sahip
liamocin iiretildigi rapor edilmistir. Bununla birlikte, fermantasyon ortaminda karbon
kaynag1 olarak cesitli poliollerin ayr1 ayri kullamildigi durumlarda, fermantasyon
ortamlarinda iiretilen liamocin molekiillerinden bazilarinin farkli yapilara sahip olduklari
belirtilmistir. D-mannitol igeren fermantasyon ortamlarinda gelistirilen kiiltiirlerin, %
100 mannitol bas grubuna sahip liamocinler iiretirlerken; sorbitol, galaktitol ve gliserol
igeren fermantasyon ortaminda gelistirilen kiiltiirlerin ise; mannitol ve substrat poliollerin
karigimini igeren bas gruba sahip yapida liamocin molekiilleri tirettikleri rapor edilmistir.
Anilan aragtirmada ilging bulunan bir sonug¢ olarak da; liamocinin poliol bas grubu
bilesiminin yapisini, fermantasyon ortaminda kullanilan seker tiiriiniin degil, poliol

tirtiniin belirledigi de rapor edilmistir (Price ve ark., 2017).

Liamocin liretimi i¢in, fermantasyon ortami bilesimini optimize etmek amactyla Leathers
ve ark. (2018) tarafindan bir ¢alisma gerceklestirildigi rapor edilmistir. S6z konusu
arastirmada, iki seviyeli kismi faktoriyel bir deney tasarim yontemi olan; Plackett-
Burman tasariminin kullanildig: ifade edilmistir. Tek seferde tek faktdr yontemi (one
factor at a time) olarak da tanimlanan bu yaklasimda, faktorlerden biri uygun bir aralikta

degistirilirken, diger degiskenlerin sabit tutuldugu bilinmektedir (Akkus ve Karabudak,
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2020). Ancak bu yaklasimda deneye etki eden ilgili tim degiskenlerin birlesik etkisini
gérmenin miimkiin olmadigr da belirtilmektedir. Buna ek olarak bu yontemin
sonuclarinin giivenilirliginin diisik ve hata oraninin da yiiksek oldugu da ifade
edilmektedir. Leathers ve ark. (2018) tarafindan gerceklestirilen ve Plackett-Burman
tasariminin kullanildig1 s6z konusu c¢alismada, bilesimi optimize edilmis ortamda, A.
pullulans NRRL 50384 susu tarafindan iiretilen liamocin derisiminin (22 g/L), standart

ortama gore yaklasik iki kat arttig1 rapor edilmistir.

Cesitli A. pullulans suslarinin liamocin tretimi {izerine gerceklestirilen bir bagska
arastirmada, liamocin Uretimi iizerine iki farkli fermantasyon ortaminin etkilerinin
karsilastirildig1 bildirilmistir. Ilk fermantasyon ortaminin bilesiminde, azot kaynagi
olarak; maya 6ziitii ve peptonun, karbon kaynagi olarak ise; glukozun yer aldigi, ikinci
ortamda ise azot kaynagi olarak; maya 6ziitii ve NH4aNOs’1n, karbon kaynag olarak ise;
sakkarozun bulundugu bildirilmistir. iki ortamda da kullamlan karbon kaynaklarinin
orant; %12 (w/v) olarak rapor edilmistir. Ilk ortamda; cesitli A. pullulans suslari
tarafindan iiretilen liamocin derisiminin; 11.6-20.2 (g/L) araliginda degistigi bildirilirken;
ikinci ortam kullanilarak gerceklestirilen fermantasyon deneylerinde elde edilen liamocin
derigiminin ise; 8.0 g/L-16.1 g/L arasinda oldugu rapor edilmistir (Qin, 2019). Anilan
calismada elde edilen en yiiksek liamocin derigiminin (20.2 g/L), arastirmada kullanilan
ilk fermantasyon ortaminda, A. pullulans NRRL 58558 susu ile elde edildigi, bu susun

ikinci fermantasyon ortaminda tirettigi liamocin derigiminin ise; 8.0 g/L olarak, ilk ortama

gore ¢ok daha diisiik derisimde kaldig1 bildirilmistir (Qin, 2019).

2.1. Kesikli Fermantasyon Sistemlerinde Kullamlan Kinetik Esitlikler

2.1.1. Ozgiil Ureme Hiz1

Kesikli fermantasyon sistemlerinde, mikroorganizmalarin {issel iireme bolgesindeki
tireme hizlari, baglangigtaki mikroorganizma biyokiitle derisimi ile dogru orantili olarak

degismekte olup, Es. 2.1 ile ifade edilmektedir (D6nmez, 2017).

ax _ 2.1
" puX (2.1)

Bu esitlikte X; mikroorganizmanin kuru agirlik olarak derisimini ( g mikroorganizma/L),

t; zamani (saat) ve p ise; mikroorganizmanin 6zgiil iireme hizini (saat™) ifade etmektedir.
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Kesikli fermantasyon sistemlerinde, mikroorganizmanin iissel ireme bolgesindeki 6zgiil
iireme hizi; fermantasyon ortaminda bulunan mikroorganizma derisiminin zamanla
degisimini gosteren grafikler kullanilarak, farkli X degerleri i¢in InX degerlerinin
hesaplanmas1 ve ardindan bu hesaplanan InX degerlerinin zamanla degisimini gdsteren
grafigin ¢izilmesi ile Es. 2.2 kullanilarak hesaplanmaktadir (Stanbury, Whitaker ve Hall,
2013; Clarke, 2013).

InNX =1n Xo+ ut (2.2)
2.1.2. Ozgiil Uriin Olusum Hiz1

Kesikli fermantasyon sistemlerinde 6zgiil iiriin olusum hiz1 (qp); iirlin olusum hizinin
mikroorganizma derisimine orani olarak ifade edilmektedir (Stanbury, Whitaker ve Hall,
2013).

Bu arastirmada, liamocin igin 06zgil {irlin olusum hizi; liamocin ve biyokiitle
derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler kullanilarak hesaplanmistir.
Bunun i¢in 6ncelikle; liamocin derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler
kullanilarak, farkli zamanlardaki egim degerleri hesaplanmig ve iirlin olusum hizlar
bulunmus; ardindan mikroorganizma derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren
grafikler yardimiyla, ayni zamanlara karsilik gelen mikroorganizma derisimleri
belirlenmistir. Bu sayede, 6zgiil liamocin liretim hiz1 degerleri (Es. 2.3), hesaplanmistir

(Doran, 2013; Stanbury, Whitaker ve Hall, 2013).

—4r1 2.3
P = 3 x (2.3)

Bu esitlikte, qp; 0zgiil iirlin olusum hizi [g liamocin/ (g mikroorganizma.sa)], dP/dt; iiriin
olusum hiz1 [g liamocin/(L.sa)], X ise; iirin olusum hiz1 hesaplandigi andaki
mikroorganizma derisimini ( g mikroorganizma/L) gostermektedir (Stanbury, Whitaker
ve Hall, 2013).

2.1.3. Substrat Tiiketim Hizi

Kesikli fermantasyon sistemlerinde bir mikroorganizmanin substrat tiiketim hizi (rs);
fermantasyon ortaminda bulunan bir substratin zamanla degisim hizi olarak

tanimlanmaktadir ve Es. 2.4 ile ifade edilmektedir.
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rs= -8 (Es 2.4)
dt

Bu arastirmada, liamocin iiretiminde kullanilan farkli fermantasyon ortamlarinin
bilesimlerinde yer alan substratlarin derigimleri fermantasyon siiresince tayin edilmis ve
substrat derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ¢izilerek; bu
grafiklerdeki farkli zamanlardaki e§im degerleri belirlenmistir. Substrat tiikketim hizlari;

elde edilen bu egim degerleri kullanilarak hesaplanmustir.
2.2. Yanit Yiizey Yontemi

Optimizasyon iglemi, belirlenen yanitlar dogrultusunda, bagimsiz degiskenlerin birbirleri
ile olan etkilesimlerinin ve bagimsiz degiskenlerin yanitlara olan etkilerinin belirlenerek
bir araya getirilip uygulanmasi olarak tanimlanmaktadir (Ko¢ ve Ertekin, 2010). Bir
optimizasyon islemi, hedef fonksiyonu olarak adlandirilan, daha 6nceden tanimlanmis
kriterleri maksimum ya da minimum olarak elde etmek icin belirlenen kosullarin
degistirilmesi islemini icermektedir. Yanit yiizey yontemi ise; ilk olarak Box ve Wilson
tarafindan 1951 yilinda gelistirilen ve tanimlanan; deneysel verilerle ampirik modellerin
uygunluguna dayanan bir grup matematiksel ve istatistiksel teknikten olusan bir yontem
olarak tamimlanmaktadir (Bezerra ve ark., 2008). Yanit yilizey yonteminin en kapsamli
uygulamalari, birkag girdi degiskeninin, {iriin veya silirecin bazi1 performans veya kalite
Ozelliklerini potansiyel olarak etkiledigi durumlardir. Bu performans 6l¢iisii veya kalite
ozelligine yamt; girdi degiskenlerine ise bagimsiz degisken adi verilmektedir (Myers,
Montgomery ve Anderson-Cook, 2016). Genel olarak, yanit ylizey yonteminin {i¢
asamadan olustugu ve bunlarin sirasiyla; daha verimli denemeler gergeklestirilmesine
imkan sunan eleme denemeleri, bagimsiz degiskenlerin yanitta olusturdugu degerlerin
optimum noktaya ne kadar yakin oldugunun belirlendigi bolge arastirilmasi ve son olarak

da, islem veya iirliniin optimizasyonu oldugu belirtilmektedir (Kog¢ ve Ertekin, 2010).

y yanit fonksiyonu ile x1,X2,X3...xk bagimsiz degiskenleri arasindaki iligki, Es. 2.5 ile

gosterilmektedir.

y= f(X1,X2,X3...Xk) + € (Es. 2.5)
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Bu esitlikte yer alan y; yanit, f(x1,X2,Xs...xk); yanit1 etkileyen bagimsiz degiskenler; k;
yaniti etkileyen bagimsiz degiskenlerin sayisi ve € ise istatistiksel hata olarak ifade

edilmektedir (Myers, Montgomery ve Anderson-Cook, 2016).

Yanit yiizey yonteminde modelin olusturulmasi i¢in regresyon analizi kullanilmaktadir.
Bir faktoriin ana veya etkilesimlerinden olusan etkisinin yanit degiskeninde ne kadar
etkiye sahip olduguna regresyon kat sayilari yardimiyla karar verildigi belirtilmektedir.
Bu nedenle; yanit yiizey yontemlerindeki 6nemli adimlardan birinin; yanit degiskenine
etkisi oldugu diisiiniilen faktorlerin ve bu faktorlerin diizeylerinin belirlenmesi islemi

oldugu ifade edilmektedir (Tekindal, 2009).

Gergek yanit fonksiyonunun matematiksel formu genellikle bilinmedigi i¢in, tahmin
edilmesi gerekmektedir. Yanit yilizey yoOnteminin uygulamadaki basarisinin, yanit
fonksiyonu icin uygun matematiksel formun gelistirilmesine bagli oldugu ifade
edilmektedir. Gergek yanit yilizeyindeki egriligin tahminlenmesinde birinci dereceden,
ikinci dereceden ve bazi durumlarda ise; daha yiiksek dereceden polinomiyal modellerin

de kullanildig: belirtilmektedir (Eren, 2004).

iki diizeyli faktorlerden olusan deneme diizenleri 2 faktoriyel deneme diizenleri olarak
adlandirilirlar. Bu deneme diizenleri sonucunda olusacak model, ana etkileri ve ana
etkilerin birinci dereceden interaksiyonlarin1 igermektedir. Bu modeller; birinci
dereceden modeller olarak adlandirilmaktadir ve Es. 2.6 ile gosterilmektedir (Tekindal,
2009).

y= o + P1X1 + PaX2 + P12XiXz + € (Es. 2.6)

Bu esitlikte; y degerleri yanitlari, B degerleri; regresyon katsayilarini, x degerleri ise;

bagimsiz degiskeni ifade etmektedir.

Ikinci dereceden modeller; faktor diizeyi 3 olan, karesel yapida; karesel iliskileri ve ikinci
dereceden interaksiyon terimlerini de i¢erebilen modeller olarak tanimlanmaktadir ve Es.

2.7’deki gibi ifade edilmektedir (Tekindal, 2009).

y = Po + Pix1 + Paxz + Pix1? + Pax2?® + ProXixz + € (Es. 2.7)
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En yaygin kullanilan ikinci dereceden modellerin; merkezi karma tasarim (Central
Composite Design) ve Box Behnken deneme diizenleri oldugu belirtilmektedir (Tekindal,
2009). Bu tez ¢alismasinda; deney tasarimi i¢in merkezi karma tasarim (CCD) yontemi

kullanilmastir.

Merkezi karma tasarimda, deney tasarimi 3 boliimden olusmaktadir. Bunlar; 2K faktoriyel
tasarimi (faktor seviyeleri -1, +1 olarak kodlanmis), her bir tasarim merkezine uzakligi a
kadar olan iki yildiz noktasinin (eksenel noktalar) belirlenmesi ve merkez noktalarin
belirlenmesi olarak ifade edilmektedir o degeri, Es 2.8 kullanilarak hesaplanmaktadir

(Khuri ve Mukhopadhyay, 2010; Bevilacqua, Corbo ve Sinigaglia, 2010).

o= [24]¥ (Es 2.8)

Bu esitlikteki k degeri; tasarimdaki degisken sayisini ifade etmektedir. Bu deger; 2
faktorli tasarim i¢in o degerinin; 1.414, ve 3 faktorlii tasarim i¢in o degerinin; 1.682

oldugu anlamina gelmektedir.

Ucg bagimsiz degisken iceren bir merkezi karma tasarim modelinde faktoriyel noktalar,
yildiz noktalar ve merkez noktanin yerlesimi, Sekil 2.3’te goriilmektedir (Bezerra ve ark.,
2008).

'
0
® Faktoriyvel noktalar
/.D
- O #,4_]” O O Yildiz noktalar
” ‘ o
4/l O Merkez nokta
O

X4 >
/ a

Sekil 2.3. Ug bagimsiz degiskenli merkezi karma tasarim modeli
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Dondiiriilebilir merkezi karma tasarimdaki gergeklestirilmesi gereken deneylerin sayisi

(n), Es. 2.9 ile ifade edilmektedir.

n = 2K+ 2k + no (Es. 2.9)

Bu esitlikte k degeri; tasarimdaki bagimsiz degisken sayisini, no degeri ise; merkez

noktada gergeklestirilen deneylerin tekrar sayisini ifade etmektedir (Bhattacharya, 2021).

Deney tasarimimin gelistirilmesinin ardindan, kurulan model ile deneysel verilerin
uygunlugunun belirlenmesi i¢in, varyans analizinin (ANOVA) gerceklestirilmesi
gerektigi ifade edilmektedir (Bezerra ve ark., 2008). Varyans analizinin ger¢eklestirilmesi
icin; varyasyon katsayisinin hesaplanmasi, hipotez testleri uygulanmasi, regresyon
(belirleme) ve diizeltilmis regresyon katsayilarmin hesaplanmast (R? ve RZd)),
tahminlenmis kalint1 hata kareler yonteminin (predicted residual error sum of squares)
hesaplanmasi, kalint1 analizi ve model uyumsuzlugunun (lack of fit) test edilmesi gibi
farkli yontemlerin uygulanabilecegi belirtilmektedir (Kog ve Ertekin, 2010). R? degerinin
1’e yakin olmasinin; model ile veriler arasinda biiyiik oranda uyum oldugunu ifade ettigi

vurgulanmaktadir.

Deneysel verilerle elde edilen bir hipotezin (sifir hipotezi) reddedilmesi veya edilmemesi
arasinda karar vermek amaci ile birtakim istatistiksel hipotez testleri uygulanmaktadir
(Eren, 2004). Bu hipotezin dogru iken reddedilmesi olasiligi, karar verme kuralinin
onemlilik seviyesi; a olarak tanimlanmaktadir. En yaygin kullanilan énemlilik seviyesi
(o) degerinin; 0.05 oldugu ve sifir hipotezi reddedilirken %5 hata yapma olasilig1
bulundugu anlamini tasidigi belirtilmektedir.

Olusturulan modelin istatistiksel olarak dneminin belirlenmesi amaciyla Fischer (F) testi
kullanilmaktadir (Bezerra ve ark., 2008). Bu amagla; deneysel veriler sonucu hesaplanan
degerlerin istatistiksel hesaplamalar sonucu olusturulan tablolarla karsilastirilarak
yorumlanmasi gerektigi belirtilmektedir. Cesitli istatistiksel hesaplamalar sonucunda elde
edilen F degerinin tablodaki F degerinden biiylik oldugu durumlarda, olusturulan
matematiksel modelin dnemli oldugu ifade edilmektedir. Modelin giivenilirligini test
etmek icin kullanilan bir diger testin ise; model uyumsuzlugu testi oldugu belirtilmektedir

(Bezerra ve ark., 2008).
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Model uyumsuzlugu testi; deneyler sonucu elde edilen verilerin, modelin matematiksel
formu ile uyumunun karsilastirilmasi islemi olarak tanimlanmaktadir. Istatistiksel agidan,
modelin gegerli olabilmesi i¢in, bu degerin 6nemsiz olmasi gerektigi ifade edilmektedir

(Kog ve Ertekin, 2010).

Yanit yiizey yontemindeki en 6nemli asamalardan birinin, istenilen yanitlar i¢in optimum
degerlerin belirlenmesi oldugu ifade edilmektedir (Ko¢ ve Ertekin, 2010). Bu yontem
sayesinde, sistemin modellenmesi amaciyla basit empirik modellerin kullanilabildigi ve
sistemin yanitini etkileyen ¢ok sayida degiskenin bir arada goriilebildigi bildirilmektedir.
Yanit yiizey ve kontur grafikleri kullanilarak yanit i¢in optimum kosullarin

belirlenebilecegi ifade edilmektedir.

Yanit ylizey grafikleri, ikiden fazla faktoriin diizeylerinin yanit degiskeninin iizerindeki
etkilerinin {i¢ boyutlu olarak gosterilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Tekindal, 2009).
Ikiden fazla faktdr varsa; diger faktorlerin diizeyleri sabitlenerek, ilgilenilen faktdrlerin
degerlerini gérmek miimkiin olabilmektedir. Kontur grafikleri ise; yanit yiizey
yonteminin sonuglarinin en iyi sekilde gozlemlenebilecegi grafiklerden bir tanesi olarak
belirtilmektedir. X ekseni ve Y ekseninde faktorler yer alirken, eksenlerin arasinda kalan
bolgelerde yanit yiizeylerinin aldigr degerler gozlemlenebilmektedir. Olusturulan
regresyon modeli eger dogrusal ise; eksenler arasinda kalan bolge dogrusal ¢izgilerle
ifade edilebilirken, modelde karesel bir iliski s6z konusu ise; daireler seklinde ifade

edilmektedir.

Istenilen hedefe ulasma orani (desirability function); optimizasyonda sistemin yanitlar:
tizerindeki Onceliklerin belirlenerek isleme dahil edilmesi metodu olarak ifade
edilmektedir (Eren, 2004). Bu deger tiim yanitlarin bir araya getirildigi, O ile 1 arasinda
degisen tek bir yanit indeksidir. Bu yanit degerinin 1’e¢ yakin olmasinin, arastirmaci

tarafindan belirlenen kriterlerin saglandig1 anlamina geldigi seklinde yorumlanmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Mikroorganizma

Bu arastirmada kullanilan Aureobasidium pullulans suslari, farkli  kiltiir
koleksiyonlarindan liyofilize formda ya da yatik kiiltiirler olarak saglanmislardir. Bu
suslarin yan1 sira, laboratuvarimizda daha once yapilan bir ¢alismada Gemlik zeytini
orneklerinden izole edilmis ve tanimlanmis olan A. pullulans AZ-6 susu da bu tez
calismasinda kullanilmistir. Bu arastirmada kullanilan A. pullulans suslar1 ve izolasyon

kaynaklar1 Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismada liamocin {iretimi amaciyla denenen A. pullulans kiiltiirleri

Sus Koleksiyon merkezi Izolasyon kaynag

A. pullulans BJ20p4 Varsova Universitesi, Bitki Elma

Patojenleri Boliimii, Polonya

A. pullulans TreCisz2 Varsova Universitesi, BitKi Armut

Patojenleri Boliimii, Polonya

A. pullulans G.Kaukaska B1 Varsova Universitesi, Bitki Armut

Patojenleri Boliimii, Polonya

A. pullulans CCF 4532 Charles Universitesi, Botanik  Kiiflenmis ceviz
Boliimii, Fungus

Koleksiyonu, Cekya

A. pullulans NBRC 100716 NBRC Kiiltiir Koleksiyonu,  Cilek

Japonya
A. pullulans AZ-6 Hacettepe Universitesi, Gidda ~Ham Zeytin
Miihendisligi Boliimii,

Tiirkiye

Bu ¢alismada kullanilacak olan A. pullulans kiiltiirleri, ilk olarak aktiflestirme amaciyla
Yeast Extract Malt Extract (YM) broth besiyerine ekilmis ve besiyerleri 28°C’de 48 saat
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inkiibasyona birakilmislardir. Aktiflestirilen bu kiiltiirler daha sonra; YM yatik agar
besiyerinde; 28°C’de yaklasik 48 saat gelistirilerek, 4°C’de buzdolabinda muhafaza
edilmislerdir. Bu islem uygun zaman araliklariyla tekrar edilerek, deneylerde kullanilan

A. pullulans kiiltiirleri hazirlanmustir.

3.1.2. Besiyerleri

Bu tez ¢aligmasinda kiiltiirlerin aktiflestirilmeleri amaciyla bilesimi (g/L); glukoz; 10,
maya Oziitli; 3, malt Oziitii; 3, bakteriyolojik pepton; 5 olan; YM broth besiyeri
kullanilmistir. Suslarin yatik stoklar halinde saklanmalari amaciyla ise; YM agar

besiyerinden yararlanilmistir.

Arastirmada incelenen A. pullulans suslarmin liamocin tretip tretmediklerinin
belirlenmesi amaciyla ilk asamada bilesimi (g/L); glukoz; 120, maya 6ziitii; 0.5, NH4NOs;
1, KH2POq4; 0.1, KCI; 0.5, MgS0O4.7H20; 0.2, agar; 15 olan, kat1 bir besiyerinden
yararlanilmigtir (Liu ve ark., 2014). Caligmadaki deneyler sirasinda bu besiyerinin
bilesimindeki karbon kaynagi (glukoz), diger bilesenler ve derisimleri sabit kalacak
sekilde sakkaroz veya fruktoz ile degistirilerek, incelenen suslarin liamocin {iretimleri de

incelenmistir.

Bu tez ¢aligmasinda liamocin fermantasyonu amaciyla; bilesimi (g/L); sakkaroz; 50,
pepton; 0.6, maya oziitii; 0.4, K2HPO4; 5, MgSQ04.7H20; 0.4, NaCl; 1 olan ve pH’1; 6.5’¢
ayarlanan bir besiyeri kullamilmistir (Manitchotpisit ve ark., 2011). Fermantasyon
deneylerinde, ortamlar igin inokiiliim hazirlanmasinda kiiltiir ortami olarak da, ayn

bilesimdeki besiyerinden yararlanilmistir.

3.1.3. Deney Diizenegi

Bu arastirmadaki fermantasyon deneyleri kesikli sistemde gerceklestirilmis olup bu
amagla, sicaklig1 ve karistirma hizi kontrol edilebilen galkalamali bir su banyosu (Niive
ST-402, Tirkiye) kullanilmistir. Deneyler, 250-300 mL’lik erlenlerde, 50-100 mL’lik

caligsma hacimlerinde gerceklestirilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. Fermantasyon Ortamlari i¢in As1 Kiiltiirlerinin Hazirlanmas

Fermantasyon denemelerinde kullanilacak asi kiiltiiriniin hazirlanmasi amaciyla; A.

pullulans suslar1 oncelikle, daha once Bolim 3.1.2°de bilesimi verilen YM broth
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besiyerlerinde 28°C’de 48 saat inkiibasyona birakilarak aktiflestirilmislerdir.
Aktiflestirilen kiiltiirler daha sonra YM agar yatik besiyerlerine agilanmislar ve 28°C’de
48 saat inkiibe edilerek gelistirilmislerdir. Daha sonra, bu kiiltiirlerden standart ¢apli bir
0ze yardimiyla, bir 6ze dolusu alinarak, 250 mL’lik erlen igerisinde yer alan ve bilesimi
daha 6nce Boliim 3.1.2°de verilen 50 mL’lik kiiltiir ortamlarina asilamalar yapilmstir.
Asilanan ortamlar ¢alkalamali bir su banyosunda (Niive ST-402, Tiirkiye), 100 vuru/dak
sabit c¢alkalama hizinda, 28°C’de yaklagik 48 saat inkiibasyona birakilmislardir.
Hazirlanan bu A. pullulans kiiltiirleri, liamocin tretimi amaciyla kullanilacak

fermantasyon ortamlari i¢in as1 kiiltiirii olarak kullanilmiglardir.

3.2.2. Liamocin Fermantasyonu

Bu tez ¢alismasinda liamocin fermantasyonu kesikli sistemde, sicaklig1 ve karistirma hizi
ayarlanabilen c¢alkalamali bir su banyosu (Niive ST-402, Tiirkiye) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Fermantasyon i¢in onceden hazirlanan as1 kiiltiiri (bkz. Boliim
3.2.1), 300 mL’lik erlen igerisinde bulunan, pH’1 6.50’ye ayarlanmig 100 mL calisma
hacmindeki fermantasyon ortamina (bkz. Boliim 3.1.2) %10 oraninda inokiile edilerek,
28°C sicaklikta, 100 vuru/dak sabit karigtirma hizinda, yar1 karanlik bir ortamda
inkiibasyona birakilmistir (Sekil EK 1.1).

Calismada kiiltiir ortamindan, fermantasyon siiresince yaklasik 24 saatte bir, 10 mL 6rnek
aseptik kosullarda alinarak, bu kiiltiir ortaminda liamocin, biyokiitle ve substrat derisimi

analizleri gergeklestirilmistir.

3.2.3. Baslangic inokiilasyon Derisiminin Tayini

Fermantasyon deneylerinde, Bolim 3.2.1°de agiklandig1 sekilde hazirlanan kiiltiir
ortamlarindan  fermantasyon ortamlarina, %10 (v/v) oraninda asilamalar
gerceklestirilmistir. Asilanan fermantasyon ortamlarindaki A. pullulans kiiltiirii baglangig
inokiilasyon derisimlerinin tayin edilmesi amaciyla; Kkiiltiirel sayim yonteminden
yararlanilmistir. Bu amagla YM agar besiyeri kullanilmis ve hazirlanan uygun
diliisyonlardan paralel olarak ekimleri yapilan petriler, 28°C’de, 5-7 giin inkiibasyona
birakilmiglardir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan kolonilerin sayimlar1 yapilarak,
fermantasyon ortamlarindaki A. pullulans kiiltiiriiniin baslangi¢ inokiilasyon derisimleri;

kob/mL olarak tayin edilmistir (Sekil EK 1.2).
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3.2.4. Liamocin Ekstraksiyonu ve Derisim Tayini

Bu tez ¢alismasinda, fermantasyon ortaminda iretilen liamocinin ekstraksiyonu
amaciyla; Manitchotpisit ve ark. (2011) tarafindan Onerilen bir yontem tarafimizca
modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagcla ilk olarak; fermantasyon ortamindan yaklasik
24 saat araliklarla alinan 10 mL’lik 6rnekler, vidali kapakli cam tiiplere konularak 5000
rpm’de 20 dakika santrifiijjlenmislerdir (Niive, NF 615, Tiirkiye). Santrifiijleme islemi
sonrasinda iistte kalan slipernatant kisim ayrilarak, altta kalan ¢okelti (Sekil EK 2.1-2.2)
tizerine 3 mL saf su eklenmis ve 6rnege yikama amaciyla 5000 rpm’de 20 dakika tekrar
santrifiijleme islemi uygulanmistir. Daha sonra siipernatant ayrilarak, kalan pelet iizerine
3 mL %99.5°1ik metil etil keton (Birpa, Tiirkiye) eklenmis ve hazirlanan 6rnege yaklasik
90 saniye kuvvetli bir vorteksleme (Isolab, Tiirkiye) islemi uygulanmistir (Sekil EK 2.3-
2.4). Ornek daha sonra bir g¢eker ocak sistemi igerisine yerlestirilerek 90 dakika
bekletilmis, siire sonunda yeniden kuvvetli sekilde vortekslenmis ve 5000 rpm’de 20
dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen silipernatant, dnceden darasi alinmig steril petri
kutularina aktarilmistir ve liamocin i¢eren ¢oziiciiniin ¢eker ocak altinda, buharlagsmasi
saglanmistir. Ardindan, petri kutulari tartilarak, tretilen liamocin derisimi (g/L)
hesaplanmistir (Sekil EK 2.5).

3.2.5. Biyokiitle Derisiminin Tayini

Bu aragtirmada, fermantasyon deneyleri sirasinda alinan kiiltiir 6rneklerindeki biyokiitle
derisimleri, kuru hiicre agirligi tayini ile belirlenmis olup sonuclar da; kuru hiicre agirlig
cinsinden (g/L) hesaplanmiglardir (Li ve Ordufia, 2010). Bu amagla fermantasyon
ortamindan yaklasik her 24 saatte bir alinan 10 mL kiiltiir 6rnegi ilk olarak; 5000 rpm’de
20 dakika santrifiijlenmistir. Daha sonra silipernatant kismi ayrilmis ve elde edilen pelete
liamocin ekstraksiyonu (bkz. Boliim 3.2.4) uygulanmistir. Ekstraksiyon isleminden sonra
kalan biyokiitle peleti, sicakligit 80°C’ye ayarlanmis olan bir etiivde sabit tartima
gelinceye kadar kurutulup tartilarak, fermantasyon ortamindaki biyokiitle derisimi (g/L)

hesaplanmustir.

3.2.6. Cesitli Sekerlerin Derisimlerinin Tayininde Kullanilan Calisma Dogrularinin

Olusturulmasi

Bu c¢alismadaki fermantasyon deneylerinde, ortamda bulunan baz1 sekerlerin
derigimlerinin tayini amaciyla ¢esitli ¢calisma dogrular1 olusturulmustur. Fermantasyon

ortaminda substrat olarak kullanilan indirgen sekerlerin (glukoz, fruktoz ve maltoz)
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analizleri amaciyla; DNS yontemi (bkz. EK 3), sakkarozun tayini i¢in ise; fenol-siilflirik
asit yontemi (bkz. EK 4) kullanilmgtir. Olgiimler spektrofotometrik —olarak
gergeklestirilmis ve caligma dogrularinin olusturulmasinda incelenen her bir seker icin
absorbans-derisim grafikleri olusturulmustur. Glukoz, fruktoz, maltoz ve sakkaroz igin
hazirlanan ¢alisma dogrular1t swrasiyla; Sekil EK  5.1-5.4°te  verilmektedir.
Spektrofotometrik Ol¢iimler bir spektrofotometrede (Boeco S30, Almanya) indirgen

sekerler icin 540 nm, sakkaroz i¢in ise; 490 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.

3.2.7. pH Ol¢iimii

Bu tez c¢alismasindaki deneyler sirasinda cesitli besiyerlerinin ve fermantasyon
ortamlarmin pH o&lgiimleri; bir pH metre (Hanna HI 221, italya) kullamlarak
gerceklestirilmistir.

3.2.8. Spektroskopik Analizler

3.2.8.1. Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyon Ucus Siiresi Kiitle
Spektrometresi (MALDI-TOF MS) Analizi

Bu c¢alismada kullanilan bazi A. pullulans suslar1 tarafindan iiretilen liamocin
biyomolekiiliiniin tanimlanmasi ve yapisal karakterizasyonu; hizmet alimi seklinde
Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi (HUNITEK)
tarafindan, Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyon Ucus Siiresi Kiitle
Spektrometresi (Matriks Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass
Spectrometry) (MALDI-TOF-MS) cihaz ile ger¢eklestirilmistir.

Analiz sirasinda liamocin 6rnekleri ilk olarak 1 mL asetonitril i¢erisinde ¢oziilmiislerdir.
Matriks olarak; esit hacimlerde (v/v); (50/50); asetonitril ve su ¢dzeltisi igerisinde % 0.1
formik asitte ¢dziilmiis doygun dihidrobenzoik asit ¢dzeltisi kullanilmustir. Ornek ve
matriks 1:1 oraninda karistirtlmigtir. “Kuru damla” yontemi kullanilarak, 0.5 pL 6rnek
hedef c¢elik plakaya damlatilmistir. Analiz MALDI-TOF-MS cihazinda (Bruker
Daltonics, ABD) gergeklestirilmis ve 450 ile 1350 m/z araligindaki piklerin varligi

izlenmistir.

3.2.8.2. Gaz Kromatografisi Flame (Alev) Iyonizasyon Dedektorii (GC-FID) Analizi

Bu tez ¢alisgmasinda A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan tiretilmis olan liamocin
biyomolekiiliiniin GC-FID analizi, Hitit Universitesi HUBTUAM-Kromatografik Analiz

Teknikleri Laboratuvari’nda, hizmet alim1 seklinde gergeklestirilmistir. Calisilan sus
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tarafindan iiretilmis olan liamocin 6rneginin yag asidi kompozisyonunun belirlenebilmesi
amaciyla yapilan bu analizde ilk olarak O6rnegin, metanolik KOH ile metil esterleri
olusturulmus ve Thermo Scientific marka GC-FID (Gaz Kromatografisi- Alev
Iyonizasyon Dedektérii) ile analiz gergeklestirilmistir. Analiz kolonu Rtx-2330 (30 m x
0.25 mm (i¢ ¢ap) x 0.2 um (film kalinlig1) ve sistemin tastyicit hareketli gaz1 He (1mL/dk)
olarak kullanilmistir. Analizde enjektor sicakligt 250 °C siire ise; 65 dk olarak

belirtilmistir Analizde uygulanan sicaklik programi Cizelge 3.2°de verilmektedir.

Cizelge 3.2. GC-FID analizinde uygulanan sicaklik programi

Artis Hiz1 (°C/dKk) Sicaklik (°C) Bekleme siiresi (dk)
70 2.00
4.00 120 0.00
2.00 180 3.00
4.00 200 3.00
7.00 230 521

3.2.9. Liamocin Fermantasyonunda Kullanilacak A. pullulans Susunun Se¢imi

Arastirmanin bu bdliimiinde ilk olarak, cesitli kiiltiir koleksiyonlarindan saglanan A.
pullulans suslarinin yani sira; daha 6nceki ¢alismalarda kendi laboratuvarimizda izole
edilmis olan bir A. pullulans susunun da liamocin iiretip iiretmediklerinin anlagilmasi
amaciyla bazi deneyler gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada denenen A. pullulans suslari,
daha once Cizelge 3.1°de belirtilmistir. Liamocin iireticisi olan suslarin belirlenebilmesi
amaciyla, 28°C’de 48 saat boyunca YM broth’da aktiflestirilen A. pullulans suslarindan,
her biri ayr1 ayr olacak sekilde 1’er 6ze dolusu alinarak, daha once Bolim 3.1.2°de
bilesimi Vverilen agarli bir besiyerine, tek koloni diistirme teknigiyle ekimleri
gerceklestirilmistir. Ardindan, 28°C’de 5-7 giin inkiibe edilen petri kutularinda gelisen
kiiltiirler, Kkoloniler etrafinda, yag tabakalari olusumlari agisindan, gorsel olarak
incelenmislerdir (Liu ve ark., 2014). Koloniler etrafinda belirgin yag tabakalar
olusturduklart  gdzlemlenen suslar, potansiyel liamocin {reticileri  olarak

degerlendirilmislerdir.
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Koloni ¢evresinde yag liretiminin, liamocin {iretimi agisindan bir 6n tarama testi olmasi
nedeniyle, yiliksek miktarda liamocin iireten bir susun belirlenerek fermantasyon
deneylerinde kullanilabilmesi amaciyla, incelenen tiim A. pullulans suslariin liamocin
iretimleri karsilagtirmali olarak incelenmistir. Bu amacgla gergeklestirilen deneylerde
bilesimi daha oOnce Bolim 3.1.2°de verilen fermantasyon ortami kullanilmistir.
Deneylerde ilk olarak Boliim 3.2.1°de anlatildig1 gibi as1 kiiltiirleri hazirlanmis ve her bir
A. pullulans susuna ait bu kiiltlirler; daha onceden hazirlanmig olan fermantasyon
ortamlarina (bkz. Bolim 3.1.2) ayni ayri, %10 (v/v) oraninda asilanmislardir.
Fermantasyon deneyleri 300 mL hacmindeki erlenlerde, 100 mL’lik fermantasyon
ortamlarinda, 28°C’de ve 100 vuru/dak sabit calkalama hizinda gergeklestirilmistir.
Deneyler esnasinda; fermantasyon boyunca yaklasik her 24 saatte bir ortamlardan 10 mL
kiiltiir 6rnekleri alinarak bu orneklerden liamocin ekstraksiyonlar1 gergeklestirilmis,

ardindan da liamocin ve biyokiitle derisimleri (g/L) tayin edilmislerdir.

Daha sonra her bir sus i¢in hesaplanan liamocin ve biyokiitle derisimlerinin zamana kars1
degisimlerini gosteren grafikler Origin Pro 8.5 (Originlab Corporation, Northampton,
ABD) paket programindan yararlanilarak c¢izilmistir. Elde edilen verilerden
yararlanilarak; incelenen A. pullulans suslari arasinda, ¢alisilan kosullarda en yiiksek
derisimde liamocin iireten sus belirlenmis ve arastirmanin bundan sonraki boliimlerinde

calismalara, se¢ilen bu sus kullanilarak devam edilmistir.

Deneylerin bu agamasinda ayrica, yapilan 6n tarama testlerinde iyi bir liamocin iireticisi
oldugu diisiiniilen; A. pullulans NBRC 100716 susuna, Hacettepe Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde bir lipid boyama islemi uygulanmistir. Kiiltiir ortaminda
yaklasik 48 saat gelistirilen aktif A. pullulans NBRC 100716 susundan hazirlanan
preparatlar izopropanol iginde ¢ozilindiiriilmiis % 0.5 (v/w) Oil Red O boyasi (Merck,
Almanya) ile boyanarak, yaklasik bes dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmislerdir.
Ardindan; boyanan kiiltiirler, basit 151k mikroskobu (Olympus BX50, Japonya) altinda,
100x biiyiitmede immersiyon yagi kullanilarak incelenmis ve hiicrelerin igerisindeki yag

olusumlari degerlendirilmistir.

3.2.10. Farkh Karbon Kaynaklarinin A. pullulans NBRC 100716 Susunun Liamocin

Uretimi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Tez ¢alismasinin bu boliimiinde, gesitli karbon kaynaklarinin A. pullulans NBRC 100716

susunun liamocin tiretimi tizerindeki etkileri aragtirilmistir.
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Bu amagla; maltoz, sakkaroz, fruktoz ve glukoz olmak iizere 4 farkli karbon kaynagi
fermantasyon ortami bilesiminde ayri1 ayri kullanilmiglardir. Kullanilan bu karbon
kaynaklar1 igerisinden, liamocin iiretimini en iyi destekleyen karbon kaynaginin

belirlenmesi hedeflenmistir.

Daha once Boliim 3.1.2°de bilesimi verilen fermantasyon ortamindaki karbon kaynagi
olan sakkaroz, baglangi¢ derisimi sabit ve 50 g/L olacak sekilde, denenecek olan karbon
kaynag tiirii ile degistirilmistir. Ik olarak A. pullulans NBRC 100716 susuna ait as1
kiiltiiri Bolim 3.2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanmis ve daha sonra bu kiiltiirden
baslangi¢ asilama derisimi yaklasik; 1x10” kob/mL olacak sekilde, farkli karbon
kaynaklar1 iceren fermantasyon ortamlarina %10 (v/v) oraninda, ayri ayri asilamalar
gerceklestirilmigtir. Her bir fermantasyon ortamindaki A. pullulans NBRC 100716
susunun baslangi¢ inokiilasyon derisiminin tam olarak belirlenebilmesi amaciyla da;

Bolim 3.2.3’de anlatildig1 sekilde ekimler gergeklestirilmistir.

Fermantasyon deneyleri 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizindaki g¢alkalamali bir su
banyosunda (Niive ST-402, Tiirkiye), 28°C’de, 300 mL’lik erlenlerde ve 100 mL’lik
calisma hacimlerindeki ortamlarda gergeklestirilmistir. Her bir ortamdan yaklasik 24
saatte bir olacak sekilde kiiltiir 6rnekleri alinmis ve bu 6rneklerde liamocin, biyokiitle ve
substrat derigimlerinin belirlenebilmesi amaciyla analizler gergeklestirilmistir. Elde
edilen verilerin zamana kars1 degisimlerini gosteren grafikler ¢izilmis ve bu grafiklerden
yararlanilarak her bir farkli karbon kaynagini iceren fermantasyon ortami i¢in maksimum
liamocin derisimleri, maksimum biyokiitle derisimleri, A. pullulans NBRC 100716
susunun 0zgiil lireme, substrat tiikketim ve 6zgiil liamocin olusum hizlar1 hesaplanmustir.
Elde edilen tiim sonuglar degerlendirilerek, ¢alisilan A. pullulans NBRC 100716 susunun
en ylksek derisimde liamocin iirettigi karbon kaynagi belirlenmis ve ¢alismanin bundan
sonraki asamalarinda gerceklestirilen deneylerde, fermantasyon ortaminda, substrat

olarak se¢ilen bu karbon kaynagi kullanilmistir.

3.2.11. Farkh Azot Kaynaklarimin A. pullulans NBRC 100716 Susunun Liamocin

Uretimi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Tez c¢aligmasinin bu asamasinda; fermantasyon ortaminda farkli azot kaynaklari
kullanimimin A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretimi iizerine etkileri
aragtirilmistir. Bu amagla fermantasyon ortamlarina, organik ve inorganik olmak iizere

toplam ¢ farkli azot kaynagi ayr1 ayr ilave edilerek ve ayrica organik azot
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kaynaklarindan ikisini igeren bir karisim ilave edilerek, bazi deneyler gerceklestirilmistir.
Bu ¢alismada inorganik azot kaynagi olarak (NH4)2SO4; organik azot kaynaklari olarak
ise; pepton ve maya Oziitii kullanilmigtir. Calismada kullanilan azot kaynaklar ile

bunlarin azot icerikleri Cizelge 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Deneylerde kullanilan organik ve inorganik azot kaynaklar1 ve azot icerikleri

Azot kaynagi Azot icerigi
% (w/w)

Pepton 12.00

Maya ozitii 10.50

(NH4)2S04 21.18

Farkl1 azot kaynaklarinin A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretimi {izerine
etkilerinin incelendigi deneylerde, fermantasyon ortaminda bulunan azot kaynaklari
disinda bulunan diger tiim bilesenlerin derisimleri ve fermantasyon kosullari sabit

tutulmustur.

Aragtirmanin bu asamasinda deney tasarimi yapilirken, liamocin iiretimi amaciyla
kullanilan fermantasyon ortaminin bilesiminde (bkz. Bolim 3.1.2) yer alan pepton ve
maya Oziitii igerisindeki azot derisimleri hesaplanmig ve sirasiyla; 0.072 ve 0.042 g/L
olarak bulunmustur. Fermantasyon ortamindaki toplam azot derigimi ise; 0.114 g/L olarak
hesaplanmustir. A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretimi tizerine farkli azot
kaynaklarmin etkilerinin incelendigi deneylerde, denenecek olan fermantasyon
ortamlarindaki azot kaynaklarinin derisimleri, ana fermantasyon ortamindaki azot
kaynag1 kombinasyonlariin toplam azot derisimine (0.114 g/L) esit olacak sekilde sabit
tutulmustur. Deneylerde kullanilan farkli azot kaynaklari ve baslangic derisimleri Cizelge

3.4’te verilmektedir.

1 numarali fermantasyon ortaminin kullanildigi denemede; azot kaynaklari ana
fermantasyon ortaminda oldugu haliyle, pepton ve maya Oziitiinlin kombinasyonu

seklinde kullanilmustir.
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Ikinci fermantasyon ortaminda, ana fermantasyon ortaminda kullanilan pepton ve maya
Oziitline alternatif olarak, tek basina peptonun azot kaynagi olarak kullanildig1 bir deneme
gerceklestirilmistir. 3 numarali fermantasyon ortaminda, azot kaynagi olarak yalnizca
maya Oziitli kullanilmistir. 4 numarali fermantasyon ortami bilesimine ise, organik azot
kaynaklar1 yerine tek basina, inorganik bir azot kaynagi olan; (NH4)2SO4 ilave edilmistir.
Bu deneylerde kullanilan her bir fermantasyon ortamindaki azot kaynagi derisimleri; ana
fermantasyon ortamindaki toplam azot derisimine (0.114 g/L) esit olacak sekilde

ayarlanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. A. pullulans NBRC 100716 susu ile liamocin tiretiminde kullanilan farkli

azot kaynaklar1 ve fermantasyon ortamlarindaki baslangi¢ derisimleri

Ortamda kullanilan Ortamdaki azot kaynaklarinin
Fermantasyon ortami . .
azot kaynaklar1 baslangi¢ derisimleri (g/L)
1 Maya 06ziitii + Pepton 1.000
2 Pepton 0.950
3 Maya 0Oziitii 1.080
4 (NH4)2S04 0.114

Deneyler, Cizelge 3.4’te verilen ve bilesimlerinde farkli azot kaynaklar igcerecek sekilde
hazirlanmis 100 mL fermantasyon ortami iceren 300 mL hacimli erlenlerde, 28°C sabit
sicaklik ve 100 vuru/dak sabit karistirma hizina ayarlanmig ¢alkalamali bir su banyosunda

gergeklestirilmistir.

Farkli azot kaynaklarinin, A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretimi {izerine
etkilerinin arastirildig1 bu deneylerde, yaklasik 24 saatte bir fermantasyon ortamlarindan
10’ar mL 6rnekler alinmis ve ortamlardaki liamocin, biyokiitle ve substrat derisimlerini
belirlemek amaciyla analizler yapilmistir. Daha sonra, elde edilen bu verilerin zamana
kars1 degisimlerini gdsteren grafikler ¢izilmis ve bu grafiklerden yararlanilarak denenen
her bir ortam i¢in maksimum liamocin ve maksimum biyokiitle derigimleri ile, A.
pullulans NBRC 100716 susunun ozgiil iireme, substrat tiiketim ve 6zgiil liamocin

olusum hizlar1 hesaplanmistir.
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Elde edilen tiim bu verilerin degerlendirilmesi ile, A. pullulans NBRC 100716 susunun
liamocin iiretimini en iyi destekleyen azot kaynagi tiirii ve derisimi belirlenmis ve

fermantasyon ortami bilesiminde sonraki deneylerde kullanilmistir.

3.2.12. A. pullulans NBRC 100716 Susunun Liamocin Uretimi Uzerine Ban
Fermantasyon Parametrelerinin Etkilerinin Incelenmesi Amaciyla Deney Tasarim

Planinin Olusturulmasi

Tez ¢aligmasinin bu asamasinda, bazi1 fermantasyon parametrelerinin A. pullulans NBRC
100716 susunun liamocin {iretimi {tizerine etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla,
istatistiksel bir tasarim yoOnteminden yararlanilarak, bir deney tasarim plam
olusturulmustur. Tasarim planmin olusturulmasinda; yanit yiizey yontemi (Response
Surface Methodology; RSM) igerisinde yer alan doniisimlii merkezi karma tasarim
(CCD; Central Composite Design) yontemi kullanilmis ve bu amacla da, Design
Expert®12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) programinin deneme siiriimiinden
yararlanilmistir. Deney tasarimi; -1.68, -1, 0, +1, +1.68 olarak kodlanmis bes farkl
diizeyde gergeklestirilerek, merkez noktada alt1 tekrarli, 14 farkli kombinasyona sahip
toplam 20 deneysel noktadan olusmustur. Tasarimdaki star (y1ldiz) noktasi olan o degeri,
islem araligmin genisligini ifade etmektedir ve Bolim 2.2°de yer alan Es. 2.8 ile
hesaplanmistir. Tasarimdaki deney noktalari hesaplanan o degerine gore 5 diizeyde
kodlanarak olusturulmustur. Tasarimdaki deney noktalarinin sayisi ise (n), program
tarafindan; daha once Boliim 2.2°de verilen Es. 2.8’de yer alan formiil kullanilarak

hesaplanmuistir.

Bu ¢aligmada deney tasarimi i¢in seg¢ilen bagimsiz degiskenler; fermantasyon ortaminin
fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), baslangi¢c pH’1 (X2) ve sicaklik (X3) olup, secilen bu
degiskenler i¢in kullanilacak olan ¢alisma araliklarinin belirlenmesinde, benzer
konularda yapilan ¢esitli arastirmalarin verileri dikkate alinmiglardir. Her bir bagimsiz
degisken icin bes farkli diizeyde calisilmig olup, ilgili degisken seviyeleri ve ¢alisma

araliklar1 Cizelge 3.5’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. Deney tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenler ve seviyeleri

Bagimsiz degiskenler Simge Degisken seviyeleri
-1.68 -1 0 +1 +1.68
Fruktoz baslangi¢ derigimi (g/L) X1 50.00 70.27 100.00 129.73 150.00
Baglangi¢ pH degeri X2 3.0 3.8 5.0 6.2 7.0
Sicaklik (°C) X3 2400 256 280 304 320

Bu tez ¢alismasinda; deney tasarim programina gore gergeklestirilen her bir deney i¢in
bagimli degigkenler (yanitlar) olarak; maksimum liamocin derisimi, mikroorganizma
0zgil tireme hiz1 ve maksimum liamocin olusum hizi degerleri hesaplanmistir. Belirlenen

bagimli degiskenler ve simgeleri Cizelge 3.6’da gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Deney tasariminda kullanilan bagimli degiskenler ve simgeleri

Bagimh degiskenler Simge
Maksimum liamocin derisimi (g/L) Y1
Mikroorganizma 6zgiil iireme hizi (sa 1) Y2

Maksimum 6zgiil liamocin tiretim hiz1 [g liamocin/(g mo.sa)] Y3

Arastirmanm bu béliimiinde, Design Expert®12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA)
programi kullanilarak elde edilen deney tasarim planinda yer alan tiim deneyler, her bir
deney i¢in planda verilmis olan isletme kosullarinda gergeklestirilmislerdir. Deneylerin
gerceklestirilmeleri sirasinda, fermantasyon siiresince belirli zaman araliklarinda
fermantasyon ortamindan kiiltiir 6rnekleri alinarak bu 6rneklerde liamocin, substrat ve
biyokiitle derisimlerini belirlemeye yonelik analizler gergeklestirilmistir. Daha sonra her
bir deney i¢in, hesaplanmig olan liamocin, substrat ve biyokiitle derisimlerinin zamana
karst degisimlerini gosteren grafikler, Origin Pro 8 (Origin Lab Corporation,
Northampton, ABD) programi kullanilarak ¢izilmislerdir.
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Elde edilen bu veriler ve grafikler yardimiyla, ¢alisilan sus i¢in her bir deney kosulundaki
maksimum liamocin derisimi (Y1), 6zgiil tireme hiz1 (Y2), maksimum 6zgiil liamocin

tiretim hiz1 (Y3) degerleri saptanmaistir.

Calisilan mikroorganizmanin logaritmik bolgedeki tireme hiz1 (Y2), 1, daha 6nce Boliim
2.1°de verilmis olan Es. 2.1 yardimi ile, InX degerlerinin zamana gore degisimini veren
grafikler kullanilarak hesaplanmistir. Bu arastirmadaki maksimum 6zgiil liamocin {iretim
hiz1 (Y3) degerleri ise; her bir deney i¢in liamocin ve biyokiitle derisimlerinin zamana
gore degisimini gosteren grafikler kullanilarak hesaplanmigtir. Maksimum 6zgiil
liamocin olusum hiz1 degerlerinin hesaplanmasi amaciyla Oncelikle; liamocin
derisimlerinin zamana gore ¢izilen grafiklerinden farkli zamanlardaki egim degerleri
hesaplanmistir. Boylece liamocin olusum hizlar1 belirlenmis ve daha sonra ise; biyokiitle
derisiminin zamanla degisimini gosteren grafiklerden aynm1 zamanlara karsilik gelen
biyokiitle derisimi degerleri okunarak 6zgiil liamocin olusum hizlar1 hesaplanmistir (Es.
2.3). Bulunan degerler igindeki en yiiksek deger; gerceklestirilen deneylerdeki

maksimum liamocin olusum hiz1 olarak belirlenmistir.

3.2.13. Calisma I¢in Belirlenen Bagimh Degiskenlerin Yamt Yiizey Yontemi ile

Modellenmeleri

Aragtirmanin bu asamasinda, calismada secilen bagimsiz degiskenlerin, bagimli
degiskenler iizerindeki etkilerini gosteren karesel model esitlikler; kullanilan program
(Design Expert®12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) yardimiyla, ¢oklu regresyon
analizi kullanilarak tiiretilmislerdir. Esitliklerin tiiretilmelerinde, yararlanilan program
tarafindan Onerilen; ikinci dereceden (karesel, quadratic) bir model denklem
kullanilmustir (bkz. Es. 2.7). Daha sonra, belirlenen her bir yanit i¢in program tarafindan
tiiretilmis karesel modelin uygunlugu varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Bu
amagla; program tarafindan olusturulan ANOVA tablosu incelenerek modelin %95 giiven
diizeyinde 6nemli (p<0.05) olmasi, uyum eksikliginin 6nemsiz (p>0.05) bulunmas1 ve
ilgili modele ait belirleme katsayisinin (R?) ise; 0.75’ten biiyiik olmas1 durumu dikkate

alinmustir.

Bu arastirmada varyans analizleri tamamlandiktan sonra ayrica, her bir yanit i¢in elde
edilen deneysel sonuglarin, kullanilan program yardimiyla tiiretilen model esitlikler

kullanilarak hesaplanan tahminsel degerler ile karsilastirildiklar1 grafikler ¢izilmistir.
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Her bir bagimsiz degiskenin bagimli degiskenler lizerindeki ikili etkilesimlerini gésteren
iki boyutlu yamit yiizey grafikleri ve ii¢ boyutlu kontiir grafikleri Design Expert®12 (Stat-

Ease Inc., Minneapolis, USA) programi tarafindan ¢izilmis ve yorumlanmastir.

3.2.14. A. pullulans NBRC 100716 Susu ile Liamocin Uretiminin Optimizasyonu

Bu aragtirmada, A. pullulans NBRC 100716 susu ile liamocin {iretiminin optimizasyonu
amaciyla Design Expert®12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) programinda yer alan
nlimerik optimizasyon kullanilmistir. Optimizasyon asamasinda ilk olarak, arastirma i¢in
secilen bagimli ve bagimsiz degiskenler i¢in belirlenen hedefler ile, minumum ve

maksimum degerler tanimlanmislardir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Optimizasyon c¢alismasinda kullanilan bagimsiz (X) ve bagmmli (Y)

degiskenler i¢in tanimlanan hedefler ile minumum ve maksimum degerler

Degisken Simge Hedef Minimum Maksimum

deger deger

Fruktoz baslangig X1 Caligilan aralikta 50 150

derigimi (g/L)

Baglangic pH’ 1 X2 Caligilan aralikta 3 7

Sicaklik (°C) X3 Caligilan aralikta 24 32

Maksimum Y1 Maksimum 0.42 7

liamocin derisimi

(9/L)

Mikroorganizma Y2 Hedef belirtilmedi 0.028 0.089

Ozgiil tireme hiz1

(sa™)

Maksimum 6zgiil Y3 Calisilan aralikta 0.0011 0.0065

liamocin iiretim
hiz1 [g liamocin/(g
mo.sa)]

Bu arastirmada kullanilan bagimsiz degiskenlerin maksimum ve minimum degerleri;
deney tasarim planindaki ilgili degiskene ait en diisiik ve en yiliksek degerler segilerek,
hedef ise; ¢aligilan aralikta olarak belirlenmistir. Bagimli degiskenler i¢in minimum ve

maksimum degerler ise; mikroorganizma 06zgil {ireme hizi (Y2) i¢in hedef
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belirtilmeksizin, deney tasarim plam1 kapsaminda gerceklestirilen toplam 20 deney
sonucunda, ilgili degiskene ait elde edilen en yiiksek ve en diisiik degerlerin se¢imi
sonucunda olusturulmustur. Bagimli degiskenlerden; maksimum liamocin derigimi (Y1)
i¢in hedef maksimum olarak se¢ilerek, en diisiik deger, deneyler sonucunda elde edilen
deger olarak, en yliksek deger ise; ilgili literatiir ¢alismalar1 incelenerek ve deneyler
sirasinda elde edilen degerler dikkate alinarak bu degerin bir miktar {izerinde bir deger
olacak sekilde tanimlanmistir (bkz. Cizelge 3.7). Bagimli degiskenlerden; maksimum
0zgil liamocin iiretim hiz1 (Y3) i¢in ise; hedef ¢alisilan aralikta olarak belirlenirken,
maksimum ve minimum degerler deney tasarim planindaki en diisiik ve en yiiksek

degerler segilerek tanimlanmiglardir.

Gergeklestirilen optimizasyon ¢aligmasinda, segilen bagimli ve bagimsiz degiskenler ile
bu degiskenlerin minimum ve maksimum degerleri yukarida anlatildigi sekilde
tanimlandiktan sonra Design Expert®12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) programi
tarafindan hesaplanan, her bir bagimli ve bagimsiz degiskenin degerini igeren farkli

¢Ozlim Onerileri ile her ¢6ziim Onerisi i¢in istenilen hedefe ulasma orani elde edilmistir.

Arastirmanin bu asamasinda daha sonra, kullanilan program tarafindan 6nerilen ¢oziimler
arasindan istenilen hedefe ulasma orani en yiiksek ve 1 degerine yakin olanlardan bir
tanesi secilerek; ¢ozlimde verilen bagimsiz degisken degerlerinde parallelli olarak bir
deney gergeklestirilmistir. S6z konusu deney; program tarafindan optimum olarak
onerilen kosullarda, 100 mL’lik ¢alisma hacminde, 300 mL’lik erlenler kullanilarak ve
100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda, bir su banyosu kullanilarak gergeklestirilmistir.
Optimizasyon deneyinde; fermantasyon ortamindan yaklasik her 24 saatte bir alinan 10
mL’lik kiiltiir 6rneklerinde, ortamdaki liamocin, biyokiitle ve substrat derisimleri tayin
edilmistir. Daha sonra, optimizasyon sonucunda elde edilen verilerden hesaplanan
degerlerin zamana kars1 degisimlerini iceren grafikler ¢izilmis ve istenen yanitlarin

optimum kosullarda elde edilen deneysel degerleri belirlenmistir.

Caligmanin bu agamasinda ayrica, programdaki ileri analiz (post analysis) sekmesinde
bulunan dogrulama (confirmation) meniisii kullanilarak; elde edilen deneysel degerler ile
programin hesaplamis oldugu %95 giiven araligindaki minimum maksimum degerler
karsilagtirilmistir ve deneysel degerlerin program tarafindan Ongoriilen bu degerler
arasinda olup olmadig1 degerlendirilmistir. Ayrica, nimerik optimizasyon sekmesi ile,

her bir yanit i¢in istenilen hedefe ulasma orani grafikleri de elde edilmistir.
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3.2.15. A. pullulans NBRC 100716 Susu Tarafindan Uretilen Liamocin Orneklerinin

Biyosiirfektan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Biyosiirfektan bilesiklerin en belirgin 6zelliklerinin, suyun yiizey gerilimini etkili bir
sekilde azaltma yetenekleri oldugu ifade edilmekte ve biyosiirfektanlarin yiizey
aktivitesini dogrudan 6l¢en bir dizi yaklagimin, bunlarin tespiti i¢in tarama yontemleri
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Bu yontemler arasinda en sik kullanilanlardan birisi

de yag yayma testi (oil spreading test) olarak ifade edilmektedir (Fracchia ve ark., 2012).

Bu tez calismasinda, A. pullulans NBRC 100716 tarafindan iiretilen liamocin 6rneklerinin
biyosiirfektan aktivitesinin belirlenebilmesi amaciyla; hizli ve yari kantitatif bir test olan;
yag yayma testi uygulanmis ve ayrica Orneklerin yiizey gerilimi degerleri de tespit

edilmistir.

3.2.15.1. Yag Yayma Testi (Oil Spreading Test)

Yag yayma testi (oil spreading test), bir yag-su karisimi ylizeyine damlatilan
biyosiirfektanin yag-su karigimi yiizeyinde olusturdugu berrak zonun ¢apinin 6lgiilmesi
prensibine dayanmaktadir. Bu testin, mikroorganizmalarin biyosiirfektan tiretimi ile ilgili
yar1 kantitatif bir sonug¢ sagladigi belirtilmektedir (Morikawa, Hirata ve Imanaka, 2000;
Eldin, Kamel ve Hossam, 2019).

Biyosiirfektan derisimi ile berrak zon c¢ap1 arasinda dogrusal bir iliski oldugu
belirlenmistir (Walter, Syldatk ve Hausmann, 2010). Ayrica; yag yayma testinin hizli,
uygulanmasi kolay, 6zel ekipman gerektirmeyen ve kiiciik hacimde 6rnek ile ¢aligilabilen

bir yontem oldugu da ifade edilmektedir.

Deneyin uygulanisinda ilk olarak; 90 mm ¢apindaki temiz cam petri kutularina 20 mL saf
su eklenmistir. Daha sonra {izerine 400 uL siyah motor yagi ilave edilmistir. Petri kutulari
daha sonra hafifce sallanarak motor yaginin su ylizeyinde homojen olarak dagilmasi
saglanmistir. Ardindan, A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen liamocin
orneklerinin metil etil keton kullanilarak farkli seyreltileri hazirlanmis ve bu 6rneklerden
10 pL alinarak, petri kutularinda yayilan motor yaglarinin orta noktalarina ilave
edilmigtir. Daha sonra yaklasik 2 dakika beklenerek, Orneklerin yag {izerinde
olusturduklar1 berrak zonlarin ¢aplar1 6l¢iilmiistiir. Deneyler iki paralel olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Bu test sirasinda; negatif kontrol olarak saf su, pozitif kontrol olarak
ise; Tween 80 kullanilmistir. Ayn1 denemeler motor yag1 yerine ham petrol (Mesozoyik

yasli rezervuar kayaclar, Diyarbakir) kullanilarak da gerceklestirilmistir.
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3.2.15.2. Yiizey Geriliminin Belirlenmesi

Tez ¢alismasinin bu bolimiinde, A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan tiretilen ve
yiiksek derigimli olan bazi liamocin Orneklerinin araylizey gerilimleri, asili damla
yontemi ile belirlenmistir (Thompson, Fox ve Bala, 2000). Bu amagla, Hacettepe
Universitesi Kimya Miihendisligi boliimiinde bulunan bir askida damla cihazi; DSA (drop
shape analyzer), (Kriiss DSA-10, Almanya) kullanilmigtir. Deneylerde ilk olarak analiz
edilecek olan liamocin érneklerinin; etanol ve sudan (20:80) (v/v) olusan bir karisimda
¢oziindiiriilmesi saglanmis ve daha sonra ise farkli derisimleri (0.0003-1.20 mg/mL
araliginda) hazirlanmistir. Hazirlanan bu 6rneklerin arayiizey gerilimleri (mN/m), DSA
cihaz1 yardimiyla &l¢iilmiistiir. Olgiimler oda sicakliginda (25°C) gerceklestirilmistir ve
analiz sirasinda kontrol olarak; 10 mM derisimde, ticari bir anyonik stirfektan olan SDS

(sodyum dodesil stilfat) kullanilmstir.

Yiizey veya arayiizey gerilimlerinin Olgiimlerinde; Du Nouy halka metodu, kilcal
(kapiler) yiikselme metodu, pendant (asil1) damla metodu (pendant drop shape technique),
Sessile (duragan, sabit) damla ve Wilhemny tabakasi metodu gibi bir¢ok yontem
bulunmaktadir (Aydar ve Bagdatlioglu, 2014). Bunlardan asili damla yontemi, arayiizey
gerilimini dlgen optik yontemlerden birisi olarak belirtilmektedir (Walter, Syldatk ve
Hausmann, 2010). Bu yontem; ¢ap1 bilinen bir igneden sarkan damlanin seklinin analiz

edilmesi prensibine dayanir (Berry ve ark., 2015).

Pendant drop cihazi; 6l¢iim haznesi, damlanin seklini kaydeden bir goriintiileme sistemi
ve bir bilgisayar sisteminden olusmaktadir. Bu sistem; askidaki bir damlanin profilinin
olusturulmasi prensibine dayanmaktadir ve asili damlanin goriiniisii bir kamera ile siirekli
olarak yakalanip bilgisayara aktarilarak, damla profilinden alinan verilerle arayiizey

gerilimi hesaplanmaktadir (Arashiro ve Demarquette, 1999).

Pendant drop yonteminde; olusturulan damla profili kullanilarak elde edilen verilerden
yiizey gerilimi, Young-Laplace denklemine dayanarak; asili damla i¢in gelistirilen Es. 3.1

kullanilarak hesaplanmaktadir.

[ 5

T apex

Esitlikte verilen v ; yiizey gerilimini, Ap; 6l¢iim alinan arayiizeyler arasindaki yogunluk
farkini, z; damlanim yiiksekligini, r apex ; z’nin 0 oldugu durumdaki yarigapi, r1 Ve r2 ise;

damlanin egrilik yarigaplarini ifade etmektedir (Yeow ve ark., 2008).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Liamocin Fermantasyonunda Kullamlacak Olan A. pullulans Susunun Se¢imine

Iliskin Sonuglar

Bu tez calismasinda ilk olarak, farkl kiiltiir koleksiyonu merkezlerinden saglanan bes A.
pullulans AZ-6 susu ile kendi laboratuvarimizda 6nceden izole edilmis yerli bir susun (A.
pullulans AZ-6) (bkz. Cizelge 3.1) liamocin iretip tretmedikleri bir 6n tarama testi
kullanilarak arastirilmistir. Bu amagla Boliim 3.1.1°de anlatildig: gibi, uygun kosullarda
aktiflestirilen bu alt1 sustan; bilesimi daha 6nce Boliim 3.1.2°de verilmis olan, agarli bir
besiyerine ekimler gergeklestirilmis ve ekimi yapilmis olan bu petri kutular1 28°C’de 7
giin inkiibasyona birakilmislardir. Siire sonunda, gelisen koloniler etrafinda yag tabakasi
olusumlar1 gorsel olarak incelenmistir. Sekil 4.1-4.3°de, bilesiminde sirastyla glukoz,
fruktoz ve sakkarozun kullanildigr tarama ortamlarindaki makroskopik morfoloji

goriintiileri verilmektedir.

(d) () ()
Sekil 4.1. Glukoz igeren besiyerinde; (a): A. pullulans BJ20p4, (b): A. pullulans

TrisCisz2, (c): A. pullulans G. Kaukaska, (d): A. pullulans CCF 4532, (e): A.
pullulans NBRC 100716, (f): A. pullulans AZ-6 suslarina ait makroskopik

morfoloji goriintiileri
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(d) (€) ()
Sekil 4.2. Fruktoz igeren besiyerinde; (a): A. pullulans BJ20p4, (b): A. pullulans
TrisCisz2, (c): A. pullulans G. Kaukaska, (d): A. pullulans CCF 4532 (e): A.
pullulans NBRC 100716, (f): A. pullulans AZ-6 suslarina ait makroskopik

morfoloji goriintiileri

(@) (b) (©)
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(d) (e) (f)

Sekil 4.3. Sakkaroz igeren besiyerinde; (a): A. pullulans BJ20p4, (b): A. pullulans
TrisCisz2, (c): A. pullulans G. Kaukaska, (d): A. pullulans CCF 4532 (e): A.
pullulans NBRC 100716, (f): A. pullulans AZ-6 suslarina ait makroskopik

morfoloji goriintiileri

Sekil 4.1-4.3 incelendiginde de goriilebilecegi gibi; bu tez ¢aligmasinda kullanilan altt
susun; karbon kaynagi olarak bilesiminde {i¢ farkli ¢esit sekerin ayr1 ayr1 denendikleri
besiyerinde gelisebildikleri ve ayni zamanda liamocin {iretiminin bir belirteci olarak
kabul edilen yag tabakasini iiretebildikleri de gozlemlenmistir. Gergeklestirilen deneyde
bunun yanisira; A. pullulans BJ20p4, A. pullulans TrisCisz2 ve A. pullulans G. Kaukaska
suslarinin olusturduklart kolonilerin etraflarinda parlak beyaz renkte, A. pullulans CCF
4532 susuna ait kolonilerin ¢evresinde ise, bilesiminde glukozun kullanildig1 besiyerinde;
acik beyaz, bilesimlerinde fruktoz ve sakkarozun kullanildigi ortamlarda ise sirasiyla;
sarimst yesil renkte yag tabakalarinin olustugu belirlenmistir. A. pullulans NBRC 100716
susunun; liamocin iiretiminin gézlenmesi amaciyla kullanilan besiyerinde yesil ve parlak
bir goriinimde yag tabakasi olustururlarken, A. pullulans AZ-6 susunun ise;
bilesimlerinde glukoz ve sakkaroz iceren besiyerlerinde koloniler etrafinda agik sari-
beyaz renkli yag tabakasi iirettigi, fruktoz igeren besiyerinde ise, yesil tonlarinda liamocin
tirettikleri g6zlemlenmistir. Bu deneylerde; incelenen tiim A. pullulans suslarinin,
kullanilan tarama besiyerinde parlak renkli, acik beyaz-sar1 veya yesil renkli liamocin

iiretebilme potansiyeli gosterdikleri tespit edilmistir.

Tez c¢alismasinin bu asamasinda daha sonra, incelenen A. pullulans suslari igerisinde
liamocin {iretimi yiiksek bir susun belirlenebilmesi amaciyla, bilesimi daha dnceden

verilmig olan fermantasyon ortaminda ve kosullarinda (bkz. Boliim 3) bazi deneyler
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gergeklestirilmistir. Incelenen tiim suslar igin, fermantasyon siiresince iiretilen liamocin

derisimlerinin, zamanla degisimlerini gosteren grafik; Sekil 4.4’te verilmistir.

45

Liamocin derigimi (g/L)

0 I 50 I 100 I 150 I 200 250 I 300
t(sa)
Sekil 4.4. (AZ-6): A. pullulans AZ-6, (CCF): A. pullulans CCF 4532, (GK): A.
pullulans G. Kaukaska B1, (NB): A. pullulans NBRC 100716, (BJ): A.
pullulans BJ20p4, (TC): A. pullulans TrisCisz2 suslar tarafindan iiretilen

liamocin derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.4 incelendiginde; A. pullulans AZ-6, A. pullulans CCF 4532, A. pullulans G.
Kaukaska B1, A. pullulans NBRC 100716, A. pullulans BJ20p4, ve A. pullulans
TrisCisz2 suslar tarafindan iiretilen en yiiksek liamocin derisimleri sirasiyla; 0.66, 0.20,
0.59, 4.20, 1.39 ve 0.73 g/L olarak; fermantasyonun 264, 120, 264, 288, 288 ve 264.
saatlerinde belirlenmistir. Gergeklestirilen deneyler sonucunda; A. pullulans AZ-6, A.
pullulans G. Kaukaska ve A. pullulans TrisCisz2 suslari i¢in en yliksek liamocin derigimi
degerlerinin birbirlerine yakin degerlerde olduklar1 saptanmustir. incelenen suslar
igerisinde en yiiksek liamocin iiretiminin (4.20 g/L), A. pullulans NBRC 100716 ile elde
edildigi ve liretimin fermantasyon boyunca arttig1 bulunmustur. Bu deney i¢in diger suslar
ile karsilastirildiginda nispeten daha yiiksek derisimde liamocin tiretiminin (1.39 g/L) A.
pullulans BJ20p4 susu ile elde edildigi goriilmektedir. A. pullulans CCF 4532 susunun

liamocin iiretiminin ise, fermantasyon siiresince, digerlerine oranla oldukga diisiik oldugu

belirlenmistir.
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En yiiksek liamocin iireten susun belirlenebilmesi amaciyla gergeklestirilen deneylerde,
incelenen suslarinin biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimini gdsteren grafik ise;

Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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Sekil 4.5. (AZ-6): A. pullulans AZ-6, (CCF): A. pullulans CCF 4532, (GK): A.
pullulans G. Kaukaska B1, (NB): A. pullulans NBRC 100716, (BJ): A.
pullulans BJ20p4, (TC): A. pullulans TrisCisz2 suslarmin biyokiitle

derigimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.5 incelendiginde; A. pullulans AZ-6 susu i¢in biyokiitle derisiminin 264. saatte en
yiiksek degeri olan 9.26 g/L’ye ulastigi saptanmustir. A. pullulans CCF 4532 ve A.
pullulans BJ20p4 suslar1 i¢in; en yiiksek biyokiitle derisimlerine sirasiyla; 2.15 ve 2.35
g/L olarak, fermantasyonun 120. saatinde ulasildigi ve sonrasinda ise biyokiitle
derisimlerinde biiyiik oranda bir degisiklik gozlenmedigi saptanmistir. Bu deneyde A.
pullulans G. Kaukaska B1, A. pullulans NBRC 100716 ve A. pullulans TrisCisz2 suslar1
icin hesaplanan en yiiksek biyokiitle derisimleri ise sirasiyla; 8.27, 5.51 ve 6.19 g/L olup,

bu degerlere fermantasyonun 288. saatinde ulasildigi belirlenmistir.

Tez c¢alismasinin bu asamasinda incelenen A. pullulans suslarina ait, baslangic
inokiilasyon derisimleri ile fermantasyon sirasinda elde edilen en yiiksek liamocin ve

biyokiitle derisimlerini i¢eren veriler toplu olarak, Cizelge 4.1°de sunulmustur.
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Cizelge 4.1. Liamocin tretimleri incelenen A. pullulans suslarmin baslangig
inokiilasyon derisimleri ile fermantasyon sirasinda elde edilen en yiiksek

liamocin ve biyokiitle derisimleri

Sus Baslangi¢ En yiiksek En yiiksek
inokiilasyon liamocin derisimi  biyokiitle
derisimi (kob/mL) (g/L) derisimi (g/L)

A. pullulans AZ-6 4.5x107 0.66 9.26

A. pullulans CCF 4532 3.2x10’ 0.20 2.15

A. pullulans G. Kaukaska B1  6.4x10’ 0.59 8.27

A. pullulans NBRC 100716  5.6x10’ 4.20 5.51

A. pullulans BJ20p4 1.2x107 1.39 2.35

A. pullulans TrisCisz2 2.3x10’ 0.73 6.19

A. pullulans NBRC 100716 susunun kullanildigi deneyde, en yiiksek liamocin derigimi
4.20 g/L ve en yiiksek biyokiitle derisimi ise; 5.51 g/L olarak saptanmistir. A. pullulans
NBRC 100716 susunun ardindan, liamocin iiretimi nispeten yiiksek olan diger bir sus da;
A. pullulans BJ20p4 olup, bu susun iirettigi en yiiksek liamocin ve biyokiitle derisimleri
sirastyla; 1.39 g/L ve 2.35 g/L olarak belirlenmistir. Diger suslarla gerceklestirilen
deneyler sonucunda elde edilen liamocin derisimlerinin bulunan bu degerlerden ¢ok daha
diisiik olduklari tespit edilmistir. Calismanin bu asamasinda ayrica, A. pullulans NBRC
100716 kiiltiiriine uygulanan lipid boyama testinin sonuglari da (bkz Boliim 3.2.9) dikkate
alinmis ve yapilan mikroskobik incelemede hiicrelerin yogun yag olusumu gosterdikleri
de tespit edilmistir (Sekil EK 6). Bu veriler 1s1ginda; tez ¢aligmasinin bundan sonraki
asamalarinda en yiiksek derisimde liamocin iiretimi saglayan A. pullulans NBRC 100716

susunun kullanilmasina karar verilmistir.

4.2. Farkh Karbon Kaynaklarinin A. pullulans NBRC 100716 Susunun Liamocin

Uretimi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasina iliskin Sonuclar

A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin {iretimi tizerine farkli karbon kaynaklarinin
etkilerinin arastirildigi deneyler daha o6nce Boliim 3.2.10°da anlatildigr sekilde
gerceklestirilmistir.
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Bu deneylerde, fermantasyon ortamlarinda kullanilan karbon kaynaklar1 glukoz, fruktoz,
maltoz ve sakkarozdur. S6z konusu deneylerde fermantasyon ortamlarina asilanan A.
pullulans NBRC 100716 susunun baslangig¢ inokiilasyon derisimi 3x10’ kob/mL olarak

belirlenmistir.

Fermantasyon ortamlarinda farkli karbon kaynaklarinin substrat olarak kullanildig:
deneylerde, A. pullulans NBRC 100716 susunun iirettigi liamocin derisimlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafik Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli karbon kaynaklarinin substrat olarak kullanildigi fermantasyon
ortamlarinda, A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan {iretilen

liamocin derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu deneylerde en yiiksek liamocin derisiminin, fermantasyon ortaminda karbonhidrat
kaynag1 olarak fruktozun kullanildig1r deneylerde elde edildigi belirlenmistir. Sekil 4.6
incelendiginde; fruktozun kullanildig1 fermantasyon ortamindaki liamocin derigiminin,
142. saatte en yiiksek degeri olan 5.5 g/L’ye ulastig1 tespit edilmistir. Glukozun karbon
kaynagi olarak kullanildig1 fermantasyon ortaminda ise, en yiiksek liamocin derisimi 166.
saatte 4.02 g/L olarak belirlenmistir. Maltoz ve sakkarozun substrat olarak kullanildiklar
fermantasyon ortamlarindaki en yiiksek liamocin derigimleri fermantasyonun 142.
saatinde sirasiyla, 3.15 g/L ve 4.50 g/L olarak saptanmistir. Glukozun substrat olarak
kullanildig1 fermantasyon ortaminda 166. saatten sonra; fruktoz, maltoz ve sakkarozun
karbon kaynaklari olarak kullanildiklar1 fermantasyon ortamlarinda ise 142. saatten sonra

liamocin derisimlerinin azaldiklar tespit edilmistir.
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Tez caligmasinin bu agamasinda, fermantasyon ortamlarindaki biyokiitle derisimlerinin

zamanla degisimini gosteren grafik ise; Sekil 4.7°de verilmistir.

Glukoz
Fruktoz
Maltoz
Sakkaroz

«4 » & 0

= 3
E{;
"

2

1

0 . L . L . L . L . L

0 25 50 75 100 125
t (sa)
Sekil 4.7. Farkl1 karbon kaynaklariin substrat olarak kullanildiklar1 ortamlarda, A.

pullulans NBRC 100713 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimleri

Glukoz, maltoz ve sakkarozun substrat olarak kullanildiklar1 fermantasyon ortamlarinda
biyokiitle derisimlerinin fermantasyonun 46. saatine kadar arttig1 ve en yiiksek biyokiitle
derisimlerine de ayn1 saatte ulagildig: tespit edilmistir. En yiiksek biyokiitle derisimleri
glukoz, maltoz ve sakkarozun kullanildig: ortamlar i¢in sirast ile; 4.36, 4.89 ve 3.99 g/L
olarak saptanmustir. Fruktozun substrat kaynagi olarak kullanildigi fermantasyon
ortaminda ise; en yiiksek biyokiitle derisimi, fermantasyonun 70. saatinde, 4.88 g/L

olarak elde edilmistir.

Calismanin bu asamasinda daha sonra, farkli karbonhidratlarin substrat olarak
kullanildig1 fermantasyon ortamlarinda yapilan deneyler sirasinda elde edilen kuru hiicre
agirliklarindan yararlanilarak, In X degerleri hesaplanmistir. Ardindan, hesaplanan bu In
X degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler olusturulmus (Sekil 4.8) ve bu
grafiklerden de yararlanilarak, A. pullulans NBRC 100716 susunun farkli substratlar

iceren fermantasyon ortamlarindaki 6zgiil iireme hizlari, p (sa™l), belirlenmistir.
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Deneyde kullanilan her bir ortam i¢in, kullanilan susun {issel {ireme bolgesindeki 6zgiil
tireme hiz1; p (sa?), Boliim 2.1.1°de verilen Esitlik 2.1 kullanilarak, In X degerlerinin

zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden yararlanilarak hesaplanmislardir.
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Sekil 4.8. A. pullulans NBRC 100716 susunun farkli substratlar i¢eren fermantasyon

ortamlarindaki biyokiitle derisimlerinin In degerlerinin zamanla

degisimleri, (a): Glukoz, (b): Fruktoz, (c): Maltoz ve (d): Sakkaroz

Substrat olarak glukoz, fruktoz, maltoz ve sakkaroz iceren fermantasyon ortamlarinda; A.

pullulans NBRC 100716 susunun iissel tireme bolgesindeki 6zgiil tireme hizlari (u) sirasi
ile; 0.0429, 0.0508, 0.0529 ve 0.0460 sa! olarak hesaplanmislardir.
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Degerlerden de goriilebilecegi gibi ¢alisilan sus i¢in en yiiksek 6zgiil tireme hizi, ortamda

maltoz ve ardindan fruktoz kullanildiginda belirlenmistir.

Bu arastirmada, substrat olarak farkli karbon kaynaklarinin liamocin tiretimine etkilerinin
incelendigi deneylerde, A. pullulans NBRC 100716 susunun 6zgiil liamocin tiretim hizlari
da (gp) hesaplanmistir. Bu amagla oncelikle, liamocin derisimlerinin zamana baglh
degisimlerini gosteren grafiklerden farkli zamanlardaki egim degerleri bulunmus ve
liamocin olusum hizlari, dP/dT [g liamocin/(L.sa)], hesaplanmistir. Bu degerlerin
hesaplanmasi, daha 6nce Boliim 2.1.2°de verildigi gibi yapilmistir. Daha sonra ise; bu
degerler kullanilarak ve biyokiite derisiminin zamana bagli degisimini gosteren
grafiklerden, ayn1 zamana karsilik gelen biyokiitle derisimleri okunarak, 6zgiil liamocin

iiretim hizlari; qp [g liamocin/(g mo.sa)], hesaplanmistir.

Substrat olarak glukoz, fruktoz, maltoz ve sakkarozun kullanildiklari deneylerde, en
yiiksek 06zgil {irlin olusum hizlar1 sirast ile; 0.0238, 0.0174, 0.0081 ve 0.0188 g
liamocin/(g mo.sa) olarak hesaplanmistir. En yiiksek 6zgiil {irtin olusum hizlari, glukoz
ve sakkarozun substrat olarak kullanildigi fermantasyon ortamlarinda sirasiyla
fermantasyonun 105 ve 120. saatlerinde belirlenmistir. Fruktoz ve maltoz i¢in ise bu

degerler sirasiyla 113. ve 154. saatler olarak saptanmistir.

Bu ¢alismada incelenen tiim substratlar goz oniine alindiginda, A. pullulans NBRC
100716 susu tarafindan iiretilen en yiiksek liamocin derisiminin (5.50 g/L); fermantasyon
ortami bilesiminde fruktoz bulunan ortamda elde edildigi tespit edilmistir (bkz. Sekil 4.6).
Bu deneyler icin, en yiiksek biyokiitle derisimi ise; bilesiminde maltoz veya fruktoz
bulunan fermantasyon ortamlarinda sirasiyla; 4.89 g/Lve 4.88 g/L olarak belirlenmistir.
Benzer sekilde; calisilan sus i¢in en yiiksek 6zgiil lireme hizlarina da maltozun (0.0529
sal) ve ardindan fruktozun (0.0508 sa™) fermantasyon ortamlarinda substrat olarak

kullanildig1 denemelerde ulasildig: belirlenmistir.

Tez aragtirmasinin bu boliimiinde ayrica, fermantasyon siiresince fermantasyon
ortamlarindan 6rnekler alinarak, ortamda tiiketilemeden kalan substrat miktarlar1 da tayin
edilmistir. Bu deneylerde, fermantasyon ortamlarindaki substrat derisimlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.9°da verilmistir.

Sekil 4.9’daki grafik incelendiginde glukoz, maltoz ve sakkarozun fermantasyonun 190.
saatine kadar biiyiik Ol¢iide tiiketildikleri ancak bu saatten sonra ortamda bir miktar

substrat kaldig1 saptanmaigstir.
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Bu miktarlar glukoz, maltoz ve sakkaroz i¢in sirasi ile; 7.20, 8.79 ve 8.59 g/L olarak
Olglilmistiir. Fruktozun substrat olarak kullanildigi ortamda ise, fruktozun tamamen

tiiketildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.9. Farkli karbon kaynaklarinin A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin
iiretimi lizerine etkilerinin incelendigi deneylerde fermantasyon ortamlarindaki

substrat derigimlerinin zamanla degisimleri

Bu arastirmada, farkli karbon kaynaklarinin fermantasyon ortaminda substrat olarak
kullanildiklar1 deneylerde, her bir fermantasyon ortami i¢in A. pullulans NBRC 100716
susunun substrat tiiketim hizlar1 da hesaplanmistir. Bu amagla; substrat derisimlerinin
zamanla degisimlerini veren Sekil 4.9°daki grafikler kullanilarak, her bir karbon kaynagi
icin verilen egride, farkli zamanlardaki egim degerleri hesaplanilarak substrat tiiketim
hizlarinin zamanla degisimlerini veren grafikler elde edilmis ve Sekil 4.10°da

sunulmustur.

Glukoz, fruktoz ve maltozun substrat olarak kullanildiklar1 fermantasyon ortamlarinda
substrat tiikketim hizlar1 sirasiyla; 0.64, 0.50, 0.36 g substrat/ (L.sa) olarak fermantasyonun
baslangicinda, sakkarozun substrat olarak kullanildig1 fermantasyon ortaminda ise; 0.36
g substrat/ (L.sa) olarak fermantasyonun 27. saatinde hesaplanmistir. Bu sonuclara gore;
A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretimi iizerine farkli karbon kaynaklarinin

etkilerinin incelendigi deneylerde, kullanilan substratlar igerisinde en yliksek substrat
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tikketim hiz1 degerlerine; glukozun veya fruktozun, fermantasyon ortamlarinda substrat

olarak kullanildig1 kosullarda ulasildig: belirlenmistir.
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Sekil 4.10. Farkli karbon kaynaklarinin A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin

iretimi lizerine etkilerinin incelendigi deneylerdeki substrat tiiketim

hizlarinin zamanla degisimleri

Cizelge 4.2°de; A. pullulans NBRC 100716 susu ile liamocin iiretiminde, fermantasyon
ortamlarinda farkli karbonhidrat kaynaklar1 kullanildiginda elde edilmis olan en yiiksek
biyokiitle ve liamocin derisimleri, mikroorganizma 6zgiil iireme hizlar1 ve 6zgiil liamocin

olusum hizlari ile substrat tiiketim hiz1 degerleri verilmektedir.

Bu arastirmada en yiiksek liamocin derisimine; substrat olarak fruktozun fermantasyon
ortaminda karbon kaynagi olarak kullanildigi denemede ulasildig1 belirlenmistir. Benzer
sekilde, A. pullulans NBRC 100716 susunun fruktoz igeren ortamdaki biyokiitle
tiretiminin yiiksek oldugu ve 6zgiil iireme hizinin da, maltoz disinda diger substratlarla
karsilastirildiginda, nispeten daha iyi oldugu saptanmistir. Bu deney i¢in en yiiksek 6zgiil
iiriin olusum ve en yiiksek substrat tiiketim hizlarina, fermantasyon ortaminda glukoz
kullanildiginda ulasildigi bulunmustur. Tiim veriler degerlendirildiginde, yiiksek
liamocin ve biyokiitle derisimlerinin elde edildigi, substrat tiiketim hizinin da tatminkar
bulundugu fruktozun, deneylerin bundan sonraki asamalarinda karbon kaynagi olarak

fermantasyon ortaminda kullanilmasina karar verilmistir.
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Cizelge 4.2. A. pullulans NBRC 100716 susu ile liamocin iiretiminde kullanilan
substrat kaynaklar1 ve bu deneylerde elde edilen en yiiksek liamocin ve
biyokiitle derisimleri, mikroorganizma 6zgiil lireme ve en yiiksek {iriin

olusum hizlari ile en yiiksek substrat tiikketim hizi degerleri

E E g £
Fermantasyon £ ) El =
< S = > 2 2
ortaminda = s 5o S £ - 3
kullanilan e =2 S - < z 2
: . Bt '3 %%
substrat = = s 2 N 2 2 K
2 v < g < 2
kaynaklar1 ;w’ o %D E fw’ = 2 é
i f5  Eis 21
= 3 > 3 Z £ - = =
= S = = = g = S = N
SRS B 2 - H = H =
Glukoz 4.02 4.36 0.0429 0.0238 0.64
Fruktoz 5.50 4.88 0.0508 0.0174 0.50
Maltoz 3.15 4.89 0.0529 0.0081 0.36
Sakkaroz 4.50 3.99 0.0460 0.0188 0.36

Literatiirde gesitli A. pullulans suslarinin liamocin tiretimlerinin incelendigi ¢alismalarda
karbon kaynagi olarak genellikle sakkaroz kullanilmistir (Manitchotpisit ve ark., 2011;
Manitchotpisit ve ark., 2014; Leathers ve ark., 2018). Leathers ve ark. (2015) tarafindan
gergeklestirilen bir arastirmada; Kurosawa ve ark. (1994) tarafindan 6nerilen ve karbon
kaynag1 olarak %12 oraninda glukoz igeren bir besiyeri kullanilarak alti farkli A.
pullulans susunun liamocin iiretimleri arastirilmistir. Anilan ¢alismada; glukoz igeren
besiyerinde elde edilen en yiiksek liamocin derisiminin 4.8 g/L olarak, A. pullulans
NRRL 50384 susu ile elde edildigi rapor edilirken; diger bes sus icin ayni ortamdaki

liamocin derisimlerinin; 0.3-1.7 g/L aralifinda degistigi belirtilmistir.

Farkli karbon kaynaklariin ¢esitli A. pullulans suslarinin liamocin tiretimleri tizerindeki
etkilerinin incelendigi bir diger arastirmada; fermantasyon ortaminda substrat olarak

cesitli karbonhidratlarin ve poliollerin kullanildigi bildirilmistir (Price ve ark., 2017).
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Anilan calismada fermantasyon ortaminda kullanilan dokuz farkli karbon kaynagi
(sakkaroz, laktoz, D-fruktoz, D-glukoz, D-mannoz, D-galaktoz, D-arabinoz, L-arabinoz,
D-ksiloz) arasindan A. pullulans NRRL 50380 susu ile elde edilen en yiiksek liamocin
derisimlerinin sirasiyla; sakkaroz, D-fruktoz, D-ksiloz, D-mannoz, L-arabinoz, D-glukoz,
D-arabinoz, D-galaktoz ve laktoz igeren fermantasyon ortamlarinda olduklar
belirtilmistir. S6z konusu arastirmada, en yiiksek liamocin derisiminin 4.4 g/L olarak
sakkarozun kullanildig1 ortamda elde edildigi ifade edilirken, karbon kaynaginin D-
fruktoz oldugu ortamda elde edilen liamocin derisiminin ise; 4.1 g/L ile, sakkaroza yakin

ve ikinci sirada oldugu rapor edilmistir (Price ve ark., 2017).

4.3. Farkh Azot Kaynaklarmin A. pullulans NBRC 100716 Susunun Liamocin

Uretimi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasina iliskin Sonuclar

Farkli azot kaynaklarmin fermantasyon ortaminda kullanilmasinin, A. pullulans NBRC
100716 susunun liamocin {iretimi iizerine etkilerinin arastirildig1 deneylerde, organik ve

inorganik olmak tizere ii¢ farkli azot kaynagi denenmistir (bkz. Cizelge 3.3) (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Farkli azot kaynaklariyla gergeklestirilen deneylerde fermantasyon sirasinda

kiiltiir ortamlarina ait gorsel

Bu deneylerde inorganik azot kaynagi olarak (NH4)2SOs, organik azot kaynaklari olarak
ise; pepton ve maya Oziitii kullanilmistir. Bu deneyler igin A. pullulans NBRC 100716

susunun baslangic asilama derisimi 7.3 x 10" kob/mL olarak saptanmustir.

Fermantasyon ortamlarinda farkli azot kaynaklarmin kullanildigi deneylerde, A.
pullulans NBRC 100713 susu tarafindan tiretilen liamocin derisimlerinin zamanla

degisimleri, Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Fermantasyon ortamlarinda gesitli azot kaynaklarinin kullanildigi deneylerde,
A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan {iiretilen liamocin derisimlerinin

zamanla degisimleri

Sekil 4.12 incelendiginde; fermantasyon ortamlarinda organik azot kaynaklarindan
ikisinin kombinasyonunu igeren; pepton ve maya 6ziitiiniin birlikte kullanildigr deneyde,
en yiiksek liamocin derisimi degeri olan 4.26 g/L’ye, 194. saatte ulasildig1 tespit

edilmisgtir.

Bu tez c¢alismasinda, azot kaynagi olarak peptonun ve maya Oziitiinlin ayri ayri
kullanildig1 deneylerde elde edilen en yiiksek liamocin derisimleri sirasi ile; 3.60 ve 3.48
g/L olarak fermantasyonun 216 ve 194. saatlerinde tayin edilmistir. Fermantasyon
ortaminda azot kaynagi olarak sadece inorganik bir azot kaynagi olan; (NHa)2SO4
kullanilarak gerceklestirilen denemede ise, en yiiksek liamocin derisimine (1.78 g/L)

fermantasyonun 216. saatinde ulasildig tespit edilmistir.

Ortamdaki azot kaynagindaki tiirtiniin, A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin
iretimi lizerine etkilerinin incelendigi deneylerde, en yiiksek liamocin derisimine pepton
ve maya 0ziitlinlin birlikte kullanildig1 denemede ulasildig1, bunu sirasi ile; pepton, maya
ozitii ve (NH4)2SO4’nin tek baglarina azot kaynagi olarak kullanildiklar1 denemelerinin

izledikleri saptanmistir.

Bu deneye ait biyokiitle (X) derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafik Sekil

4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.13. Fermantasyon ortamlarinda g¢esitli azot kaynaklarinin kullanildig1 deneylerde

elde edilen biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri

S6z konusu grafik incelendiginde; en yiiksek biyokiitle derisimine (5.54 g/L); yalnizca
maya Oziitiinlin fermantasyon ortaminda azot kaynagi olarak kullanildigi denemede,
fermantasyonun 194. saatinde ulasildig1 tespit edilmistir. Fermantasyon ortamlarinda azot
kaynag1 olarak pepton ve maya 6ziitli kombinasyonu ve yalnizca peptonun kullanildigi
deneylerde, en yiiksek biyokiitle derisimleri sirasi ile; 4.87 g/ ve 4.36 g/LL olarak,
fermantasyonun 168. saatinde elde edilmistir. Azot kaynagi olarak tek basina
(NH4)2S04’1n kullanildig1 fermantasyon ortaminda ulasilan en yiiksek biyokiitle derisimi

ise; 4.77 g/L olarak fermantasyonun 194. saatinde tespit edilmistir.

A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretimi iizerine farkli azot kaynaklarinin
etkilerinin arastirildigi bu denemelerde ayrica, fermantasyon ortamlarinda kullanilan
farkli azot kaynaklarinin galigilan susun 6zgiil tireme hizina olan etkileri de arastirilmistir.
Bu amagla, biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler
kullanilmigtir. In X degerlerinin zamanla degisimini gosteren grafikler Sekil 4.14’te

sunulmustur.

Bu grafiklerde gosterilen In X degerleri kullanilarak {issel iireme bolgelerindeki
mikroorganizma 6zgiil tireme hizlar1 hesaplanmistir. A. pullulans NBRC 100716 susunun
iissel bolgedeki ozgiil tireme hizi (n), azot kaynagi olarak pepton ve maya Oziitii

kombinasyonunun kullanildig1 fermantasyon ortaminda; 0.025 sa™ olarak hesaplanmustr.
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Azot kaynagi olarak pepton, maya Oziiti ve (NH4)2SO4’in ayr1 ayri kullanildig
fermantasyon ortamlarindaki mikroorganizma o6zgiil lireme hizi1 degerleri sirasiyla;

0.0187, 0.0223 ve 0.029 sa! olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.14. A. pullulans NBRC 100716 susunun farkli azot kaynaklar1 igeren
fermantasyon ortamlarindaki biyokiitle derisimlerinin In degerlerinin
zamanla degisimleri. (a): Pepton ve maya 6ziitii, (b): Pepton, (c): Maya 6ziitii

ve (d): (NH4)2SO04

Bu deneylerde ayrica, ¢alisilan A. pullulans NBRC 100716 susu igin, en yiiksek 6zgiil
liamocin olusum hiz1 degerleri (qp) de saptanmistir. Bu amagla; Sekil 4.12°deki liamocin
derisiminin zamanla degisimini gdsteren grafikler kullanilarak, farkli zamanlara karsilik
gelen egim degerleri hesaplanmis ve bu degerler, Sekil 4.13’teki ayn1 zamana karsilik
gelen biyokiitle derisimlerine boliinerek, 6zgiil {iriin olusum hizlar1 hesaplanmistir. Bu
degerler arasinda en yiiksek olan belirlenerek, en yiiksek 6zgiil liamocin olusum hizi

degerleri saptanmustir.
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Bu degerler; pepton ve maya 0ziitiiniin birlikte kullanildigr deneme ig¢in 0.0090; pepton,
maya Oziitii ve (NH4)2SO4 kullanilan deneyler i¢in sirastyla; 0.0084, 0.0048, 0.0032 g
liamocin/(g mo.sa) olarak hesaplanmistir. Azot kaynagi olarak pepton ve maya oziitiiniin
birlikte kullanildig1 denemede en yiiksek 6zgiil liriin olusum hizina; fermantasyonun 72.
saatinde, yalnizca pepton kullanilan denemede ise fermantasyonun 48. saatinde ulasildigi
belirlenmistir. Azot kaynagi olarak yalnizca maya 06ziiti ve yalnizca (NH2)2SO4’1n
kullanildig1 fermantasyon ortamlarindaki en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hizlarina ise sirasi

ile; 106 ve 168. saatlerde ulasildigi bulunmustur.

Cesitli azot kaynaklarinin kullanildig1 fermantasyon ortamlarinda, A. pullulans NBRC
100716 susu ile liamocin iiretiminde, bu ortamlardaki fruktoz derisimlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler Sekil 4.15°de verilmistir.
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Sekil 4.15. Fermantasyon ortamlarinda farkli azot kaynaklarinin  kullanildig:

denemelerde fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.15°deki grafik incelendiginde fruktozun, fermantasyon ortaminda azot kaynagi
olarak pepton ve maya oOziitiiniin birlikte kullanildiklar1 ve maya 6ziitiiniin tek basina
kullan1ldig1 denemelerde, mikroorganizma tarafindan 194. saatte tamamen tiiketildigi
belirlenmistir. Azot kaynagi olarak yalnizca pepton kullanilan denemede; fruktozun
mikroorganizma tarafindan 216. saatte tiiketildigi, yalnizca (NH4)2SO4 kullanilan

besiyerinde ise; fruktozun bir kisminin (12.52 g/L) tilkenmeden kaldig1 belirlenmistir.
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Bu deneylerde ayrica, farkli azot kaynaklariin kullanildig1 fermantasyon ortamlarindaki
substrat tiiketim hizlariin zamanla degisimleri de incelenmis ve Sekil 4.16’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Fermantasyon ortamlarinda farkli azot kaynaklariin kullanildig1 deneylerde

fruktoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

Azot kaynagi olarak pepton ve maya oOziitiiniin birlikte kullanildig1 fermantasyon
ortamdaki en yiiksek fruktoz tiiketim hizi; 0.30 g fruktoz/(L.sa) olarak fermantasyonun
48. saatinde elde edilmistir. Pepton, maya 0ziitii ve (NH4)2SO4’1n ayr1 ayri kullanildigi
deneylerde ise; en yiiksek fruktoz tiikketim hizlarina; fermantasyonun baslangicinda
ulagilmistir ve bu degerler siras1 ile; 0.42, 0.63 ve 0.30 g fruktoz/(L.sa) olarak

hesaplanmiglardir.

Fermantasyon ortaminda kullanilan farkli azot kaynaklarinin, A. pullulans NBRC 100716
susunun liamocin {iretimi iizerine etkilerinin incelendigi deneylerden elde edilen bazi
sonuclar Cizelge 4.3’te sunulmustur. Cizelge 4.3 incelendiginde; bu calismadaki en
yiiksek liamocin derigsimi ve en yiikksek 6zgiil iirlin olusum hiz1 degerlerine, azot
kaynaklar1 olarak pepton ve maya 6ziitliniin birlikte kullanildigi 1 numarali fermantasyon

ortaminda ulasildig1 belirlenmistir.

En yiiksek biyokiitle derisimi, yalnizca maya Oziitiiniin azot kaynagi olarak kullanildigi;
3 numarali deneyde elde edilmistir. Inorganik bir azot tiirii olan (NH4)2SO4’1n,
fermantasyon ortaminda azot kaynagi olarak tek basina kullanildigi 4 numarali

denemede, en yiiksek mikroorganizma 06zgiil lireme hizi degerine ulasildigi tespit
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edilmistir. Fermantasyon ortaminda substrat olarak kullanilan fruktoz tiiketim hizinin en
yiiksek oldugu deneme ise; azot kaynagi olarak yalnizca maya Oziitiiniin kullanildig: 3

numarali ortamda tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretimine farkli azot
kaynaklarmin etkilerinin incelendigi deneylerde elde edilen en yliksek
liamocin ve biyokiitle derisimleri ile mikroorganizma 6zgiil lireme ve en

yliksek tiriin olusum hizlar1 ve en yiiksek substrat tiiketim hiz1 degerleri

E E E £ £
Z z 2 Z_ 2
S S = == =
Fermantasyon @ B = = =
Fermantasyon G 03 5 fn £ 3
ortaminda kullanilan g ] « —_ 24
ortami = S, = T = = =
azot kaynaklari = = = S g “ g
T % S %E £2
= 2 S 2= =
T~ B £ S 08 2, 00
=S == 2§ =8 =§
BHS a2 S @s 0 2@=
1 Maya ozitii + Pepton  4.26  4.87 0.0250 0.0090 0.30
2 Pepton 3.60 436 0.0187 0.0084 0.42
3 Maya o6ziiti 3.48 554 0.0223 0.0048 0.63
4 (NH4)2SO04 1.78 477 0.0290 0.0032 0.30

Bu aragtirmadaki en yiiksek liamocin derisimine ve en yiiksek 6zgiil {iriin olusum hizi
degerine, fermantasyon ortaminda azot kaynagi olarak pepton ve maya 0ziitiiniin birlikte
kullanildiklart 1 numarali denemede ulasildigi igin; deneylerin bundan sonraki

asamalarinda bu azot kaynagi kombinasyonu kullanilmistir.

Literatiirde, ¢esitli A. pullulans suslarinin liamocin tretimleri iizerine, yalnizca azot
kaynaklarmin etkilerinin incelendigi, fermantasyon ortamindaki diger bilesenlerin

derisimlerinin sabit tutuldugu bir baska arastirmaya rastlanmamustir.

Literatiirde yer alan ve gesitli A. pullulans suslarinin liamocin {iretimlerinin incelendigi
birgok arastirmada kullanilan fermantasyon ortamlarinin; azot kaynagi olarak yalnizca
organik azot kaynaklarindan ikisini (maya 0ziiti ve pepton) iceren, inorganik azot
kaynagi icermeyen ortamlar oldugu goriilmektedir. Fermantasyon ortaminda azot

kaynag1 olarak maya Oziitii ve peptonun birlikte kullanildigi bu arastirmalardaki
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deneylerde, galisilan A. pullulans suslari tarafindan iiretilen liamocin derisimlerinin; 0.5-
6.0 g/L araliginda degistigi rapor edilmistir (Manitchotpisit ve ark., 2011; Price ve ark.,
2017).

Leathers ve ark. (2015) tarafindan gergeklestirilen bir aragtirmada; azot kaynagi olarak
maya Oziiti ve pepton kullanilan fermantasyon ortaminin yaninda; inorganik azot
kaynaklarindan ikisini (NaNOs, KNOgs) diisiik derisimlerde iceren bir ortam da
kullanildig1 rapor edilmistir. S6z konusu ¢alismada; fermantasyon ortaminda maya 6ziitii
ve peptonun birlikte kullanildig1 denemede, A. pullulans NRRL 50384 susu tarafindan
tiretilen en yliksek liamocin derigimi; 8.0 g/L olarak rapor edilirken, ¢alisilan diger bes
susun Urettikleri liamocin derigimlerinin 1.8-3.3 g/L araliginda degistikleri rapor
edilmigtir. Yine ayni c¢alismada; azot kaynagi olarak NaNOs ve KNOs kullanilan
fermantasyon ortaminda elde edilen en yiiksek liamocin derisiminin; 4.8 g/L olarak, A.
pullulans NRRL 50384 susu tarafindan iiretildigi ve diger suslar i¢in elde edilen en
yiiksek liamocin derisimlerinin ise; 0.3-1.7 g/L araliginda degistigi ifade edilmistir.
Anilan calismada ayrica; azot kaynagi olarak sadece L-asparagine igeren bir
fermantasyon ortami da kullanilmistir. Bu fermantasyon ortaminda elde edilen en yiiksek
liamocin derisimi de; 1.7 g/L olarak rapor edilmistir. S6z konusu ¢alismada; Wang ve
ark. (2014) tarafindan 6nerilen ve azot kaynagi olarak maya 6ziitii ve (NH4)2SO4’1n bir
arada kullanildig1 fermantasyon ortaminda elde edilen en yiiksek liamocin derisimi ise

1.9 g/L olarak rapor edilmistir.

4.4. A. pullulans NBRC 100716 Susu ile Liamocin Uretiminin Optimizasyonu Icin

Deney Tasarim Planinin Olusturulmasina Iliskin Sonugclar

Bu tez ¢alismasinda, farkli fermantasyon parametrelerinin A. pullulans NBRC 100716
susu ile liamocin iiretimine olan etkileri arastirilarak, liamocin iiretimi i¢in optimum
fermantasyon kosullarin belirlenebilmesi amaciyla, Design Expert®12 (Stat-Ease Inc.,
Minneapolis, USA) programi kullanilarak, doniisiimlii merkezi tasarim yontemine gore
bir deney tasarim plant olusturulmustur. Bu amagcla; se¢ilen bagimsiz ve bagimli
degiskenler ve bu degiskenlerin her biri i¢in belirlenen hedefler, minimum ve maksimum

degerler daha 6nce verilen Cizelge 3.7°de belirtilmistir.

Doniistimlii merkezi tasarim yontemi kullanilarak olusturulan deney tasarim planinda,
bagimsiz degiskenlerin bes farkli seviyedeki degerlerinin ¢esitli kombinasyonlar ile

olusturulan deneysel kosullar ve bu kosullardaki bagimsiz degiskenlere ait gergek ve
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kodlanmis degerler sirasiyla; Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’te verilmistir. Olusturulan
tasarim planina gore deneyler, merkez noktada ayni kosullarda gerceklestirilen 6 paralel
deney, yildiz ve faktoriyel noktalarda ise 14 farkli kombinasyon deneyi olmak {iizere;

toplam 20 deney olarak yapilmistir.

Cizelge 4.4. Merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak planlanan deneylerde,

secilen bagimsiz degiskenlerin gergek degerleri

Deney no X1 (g/L) X2 X3 (°0O)
1 150.00 5.0 28.0
2 129.73 3.8 30.4
3 129.73 6.2 25.6
4 100.00 5.0 28.0
5 70.27 3.8 30.4
6 100.00 5.0 28.0
7 129.73 6.2 30.4
8 100.00 5.0 28.0
9 50.00 5.0 28.0
10 100.00 5.0 24.0
11 129.73 3.8 25.6
12 100.00 5.0 32.0
13 70.27 6.2 304
14 100.00 5.0 28.0
15 100.00 7.0 28.0
16 100.00 5.0 28.0
17 100.00 5.0 28.0
18 100.00 3.0 28.0
19 70.27 3.8 25.6
20 70.27 6.2 25.6

X1 = Fruktoz baslangi¢ derisimi, g/L; X2 = pH; X3 = Sicaklik, °C
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Cizelge 4.5. Merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak planlanan deneylerde secilen

bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri

Deney no X1 (g/L) X2 X3 (°0O)
1 +1.68 0 0
2 +1 -1 +1
3 +1 +1 -1
4 0 0 0
5 -1 -1 +1
6 0 0 0
7 +1 +1 +1
8 0 0 0
9 -1.68 0 0
10 0 0 -1.68
11 +1 1 1
12 0 0 +1.68
13 -1 +1 +1
14 0 0 0
15 0 +1.68 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 -1.68 0
19 -1 -1 -1
20 -1 +1 1

X1 = Fruktoz baslangi¢ derisimi, g/L; X2 = pH; X3 = Sicaklik, °C

S6z konusu deneyler gerceklestirilirken, fermantasyon ortamlarinin segilen fruktoz

baslangi¢ derisimleri 50-150 g/L araliginda degistirilirken, baslangi¢c pH degeri; 3-7 ve

ortam sicakligi ise; 24-32°C araliginda degistirilmistir.
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Gergeklestirilen deneyler igin A. pullulans NBRC 100716 susu, Bolim 3.2.1°de
anlatildigr sekilde aktiflestirilmis ve fermantasyon ortamlarina ayri ayri inokiile
edilmistir. Deneylerde A. pullulans NBRC 100716 susunun baslangi¢ inokiilasyon
derisimlerinin; 1.5x107-6.6x10” kob/mL aralifinda degistikleri belirlenmistir.
Deneylerde, fermantasyon siiresince, her bir fermantasyon ortamindan belirli zaman
araliklarinda kiiltiir 6rnekleri alinarak, bu 6rneklerdeki liamocin, biyokiitle ve substrat
derisimleri analiz edilmis ve her birinin zamanla degisimlerini gdsteren grafikler
cizilmigtir. Cizilen bu grafiklerden yararlanilarak, her bir deney i¢in yanit degiskenleri
olan; maksimum liamocin ve biyokiitle derisimleri ile, maksimum 6zgiil liamocin olusum

hizlar1 hesaplanmustir.

Calismanin bu agamasinda ilk olarak; Cizelge 4.4’teki deney tasarim planinda verilmis
olan, 3, 11, 19 ve 20 numarali deneyler gergeklestirilmistir. 3 ve 11 numarali deneylerdeki
fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimleri; 129.73; 19 ve 20 numarali
deneylerde ise 70.27 g/L’dir. Fermantasyon ortami baslangi¢c pH’1 bu deneyler i¢in 3.8
veya 6.2 olarak degismektedir. Bu gruptaki deneyler, 25.6 °C’de gergeklestirilmisler ve
A. pullulans NBRC 100716 susunun baslangig¢ derisimi ise; 4.0 x107 kob/mL olarak tespit
edilmistir. 3, 11, 19 ve 20 numarali deneyler i¢in {iretilen liamocin derisimlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafik, Sekil 4.17°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.17. 25.6 °C’de gergeklestirilen 3, 11, 19 ve 20 numarali deneylerde, A. pullulans
NBRC 100716 susu tarafindan {iretilen liamocin derisimlerinin zamanla

degisimleri
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Sekil 4.17 incelendiginde; A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen en yiiksek
liamocin derisiminin 2.25 g/L olarak 19 numarali deneyde, fermantasyonun 264. saatinde
elde edildigi belirlenmistir. Bu grupta ¢alisilan tiim deneylerde, liamocin derisimlerindeki
artigin yaklagik 72. saate kadar benzer bir egilim gosterdikleri, fermantasyonun ilerleyen
saatlerinde ise, 19 numarali deney kosullarinda tiretilen liamocin derisiminin digerlerine

kiyasla hizl1 bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.

3, 11 ve 20 numarali deneyler icin de en yiiksek liamocin derisimlerine 264. saatte
ulasildig1 ve bu degerlerin sirasiyla; 0.92, 1.16 ve 1.12 g/L olduklar1 saptanmistir. Bu
gruptaki deneylerde en yliksek liamocin derisimine; fermantasyon ortaminin fruktoz
baslangi¢ derisiminin 70.27 g/L, baslangi¢c pH degerinin 3.8 ve sicakligin 25.6°C oldugu

19 numaral1 deneyde ulasildig tespit edilmistir.

3, 11, 19 ve 20 numarali deney kosullarina ait, A. pullulans NBRC 100716 susunun
biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri; Sekil 4.18’de verilmektedir. Bu gruba ait
deneylerde; A. pullulans NBRC 100716 susuna ait en yiiksek biyokiitle derigimi,
fermantasyon ortami fruktoz baslangi¢ derisiminin 129.73 g/L, pH’1n 6.2 ve sicakligin
25.6°C oldugu 3 numarali deneyde; 6.14 g/L olarak fermantasyonun sonunda
saptanmistir. 11, 19 ve 20 numarali deneylerdeki en yiiksek biyokiitle derisimleri de sirasi

ile; 5.37,5.36 ve 5.32 g/L (264. saat) olarak birbirlerine yakin degerlerde bulunmuslardir.
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Sekil 4.18.  25.6 °C’de gergeklestirilen 3, 11 19 ve 20 numarali deneylerde, A.
pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimleri

66



Calismanin bu asamasinda ayrica, her deney icin elde edilen kuru hiicre agirliklarindan
hesaplanan In X degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler olusturulmus ve
bunlardan yararlanilarak, A. pullulans NBRC 100716 susunun 6zgiil iireme hizlar1 da
hesaplanmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. 25.6 °C’de gergeklestirilen (a): 3, (b): 11, (c): 19 ve (d): 20 numaral
deneylerde, A. pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle derigsimlerinin In

X degerlerinin zamanla degisimleri

25.6°C’de gergeklestirilmis olan deneylerde, A. pullulans NBRC 100716 susunun iissel
tireme bolgesindeki 6zgiil tireme hizlar1 (p); 3, 11, 19 ve 20 numarali deneyler igin

sirasiyla; 0.035, 0.029, 0.028 ve 0.053 sa™* olarak hesaplanmustir.
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Bu degerler incelendiginde; A. pullulans NBRC 100716 susuna ait en yiiksek 6zgiil tireme
hizina fruktoz baslangi¢ derisiminin 70.27 g/L. ve baslangi¢ pH’min 6.2 oldugu, 20

numarali deney kosullarinda ulasildig saptanmustir.

Bu ¢alismada ayrica; Sekil 4.17°deki liamocin ve Sekil 4.18°deki biyokiitle derigsimlerinin
zamanla degisimlerini gdsteren grafikler kullanilarak, en yiiksek 6zgiil {iriin olusum
hizlar1 (qp) da hesaplanmistir. En ytiksek 6zgiil liamocin olusum hizlar1 3 ve 20 numarali
deneyler i¢in; 0.0020 g liamocin/(g mo.sa) olarak hesaplanirken, 11 ve 19 numaral
deneyler i¢in ise sirasiyla; 0.0015 ve 0.0032; liamocin/(g mo.sa) olarak hesaplanmislardir.
Bu gruptaki deneyler arasinda, en yiiksek ©zgiil iirlin olusum degerine, en yiiksek
liamocin derisiminin de elde edildigi, fermantasyon ortaminin fruktoz baslangic
derisiminin 70.27 g/L, baslangic pH degerinin 3.8 ve sicakligin 25.6°C oldugu 19

numarali deneyde ulasildig1 saptanmustir.

3, 11, 19 ve 20 numarali deneylerdeki; fermantasyon ortamindaki fruktozun zamanla
degisimini gosteren grafik incelendiginde (Sekil 4.20); fruktoz baslangi¢ derisiminin;
129.73 g/L, baslangic pH’1nin; 6.2 oldugu 3 numarali deneyde, ortamdaki fruktozun
biiyiik bir kisminin tiiketilmeden kaldig1 belirlenirken, 11 ve 19 numarali deneylerde
fruktozun 6nemli dlgiide tiikketilmekle birlikte ortamda, tiiketilmeden kalan bir miktarin
da oldugu belirlenmistir. Fermantasyon ortaminda 70 g/L fruktoz iceren ve baslangi¢c pH’1
6.2 olan 20 numarali deneyde ise, 192. saatin sonunda ortamdaki fruktozun tamamina

yakiminin tiiketildigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.20. 25.6 °C’de gergeklestirilen 3, 11 19 ve 20 numarali deneylerde, fruktoz

derisimlerinin zamanla degisimleri
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Bu ¢alismada; 3, 11, 19 ve 20 numarali deneylerde kullanilan ve substrat olarak fruktoz
iceren fermantasyon ortamlarinda substrat tiiketim hizlar1 da hesaplanmis ve substrat

tilketim hizlarinin zamanla degisimleri Sekil 4.21°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.21. 25.6 °C’de gerceklestirilen 3, 11, 19 ve 20 numarali deneylerde, fruktoz

tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

Bu gruptaki deneyler arasindaki en yiiksek substrat tiiketim hizlarina; 3 ve 11 numaral
deneylerde ulasilmistir. 3 numarali deney i¢in en yiiksek substrat tiiketim hizi; 0.703 g
fruktoz/(L.sa) olarak fermantasyonun 96. saatinde hesaplanirken; 11 numarali deney i¢in
ise bu deger; 0.714 g fruktoz/(L.sa) olarak fermantasyonun 168. saatinde hesaplanmaistir.
19 numarali deney kosullarinda en yiiksek substrat tiiketim hizi, fermantasyonun
baslangicinda; 0.385 g fruktoz/(L.sa) olarak hesaplanirken; 20 numarali deney

kosullarinda ise; 0.462 olarak fermantasyonun 72. saatinde belirlenmistir.

Bu calismada daha sonra; deney tasarim planinda yer alan 2, 5, 7 ve 13 numarali deneyler
gerceklestirilmistir. Bu grupta yer alan tiim deneyler igin sicaklik 30.4°C ve fermantasyon
ortami fruktoz baslangi¢ derisimi 129.73 veya 70.27 g/L, baslangi¢ pH’1 ise 6.2 veya
3.8’dir. Bu gruptaki deneylerde; A. pullulans NBRC 100716 susunun baslangig

inokiilasyon derisimi; 6.6x107 kob/mL olarak belirlenmistir.

2, 5, 7 ve 13 numarali deneyler i¢in, liamocin derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler; Sekil 4.22°de verilmistir. Sekil 4.22 incelendiginde; bu gruptaki
deneyler arasinda, elde edilen en yiiksek liamocin derisiminin (0.47 g/L); 5 numarali
deney kosullarinda, fermantasyonun 215. saatinde elde edildigi saptanmistir. 2 numarali

deneyde en yiiksek liamocin derisimi; 0.42 g/L olarak, fermantasyonun 143. saatinde
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belirlenmistir. 7 ve 13 numarali deneylerde ise; en yiiksek liamocin derisimleri; 0.44 ve

0.43 g/L olarak fermantasyonun 215. saatinde saptanmiglardir.
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Sekil 4.22. 30.4°C’de gergeklestirilen 2, 5, 7 ve 13 numarali deneylerde, A. pullulans
NBRC 100716 susu tarafindan {iretilen liamocin derisimlerinin zamanla

degisimleri

2, 5, 7 ve 13 numarali deneylerde elde edilen biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafik; Sekil 4.23’te verilmistir.
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Sekil 4.23. 30.4°C’de gerceklestirilen 2, 5, 7 ve 13 numarali deneylerde, A. pullulans
NBRC 100716 susunun biyokiitle derisiminlerinin zamanla degisimleri

2, 5 7 ve 13 numarali deneylerde elde edilen en yiiksek biyokiitle derisimleri

fermantasyonun 167. saatinde sirasiyla; 7.53, 4.88, 6.20 ve 4.95 g/L olarak tespit
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edilmistir. 30.4°C’de gergeklestirilen deneylerde en yliksek biyokiitle derisimine;
fermantasyon ortami fruktoz baslangi¢c derisiminin 129.73 g/L, baslangic pH’1nin 3.8

oldugu; 2 numarali deney kosullarinda ulasildigi saptanmustir.

Calismanin bu béliimiinde ayrica; In X degerlerinin zamanla degisimini gosteren
grafiklerden yararlanilarak, A. pullulans NBRC 100716 susunun 6zgiil tireme hizlar1 da
hesaplanmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. 30.4°C’de gergeklestirilen (a): 2, (b): 5, (¢): 7 ve (d): 13 numarali deneylerde,
A. pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle derisimlerinin In X

degerlerinin zamanla degisimleri

A. pullulans NBRC 100716 susunun iissel tireme bolgesindeki 6zgiil iireme hizlari (p); 2,

5 ve 7 numarali deneyler igin sirastyla, 0.058, 0.053 ve 0.060 sa™ olarak hesaplanmistir.
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13 numarali deney igin ise 6zgiil ireme hiz1 0.078 sa? olarak hesaplanmistir ve bu
gruptaki deneyler arasinda hesaplanan en yiiksek 6zgiil tireme hizi degerinin; fruktoz
baslangi¢ derisiminin 70.27 g/L, pH’1n 6.2 ve sicakligin 30.4°C oldugu 13 numarali

deneye ait oldugu belirlenmistir.

Bu asamada, liamocin ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren
grafiklerden (Sekil 4.22 ve Sekil 4.23) yararlanilarak; en yiiksek 6zgiil {iriin olusum hiz
(qp) degerleri de hesaplanmistir. 2 ve 5 numarali deneylerin her ikisi i¢in de; 6zgiil
liamocin olusum hizlar1; 0.0020 g liamocin/(g mo.sa) olarak hesaplanmistir. 2 numarali
deneyde en yiiksek 0zgiil liamocin olusum hizina fermantasyonun 14. saatinde
ulasilirken; 5 numarali deneyde ise, fermantasyonun 26. saatinde ulagilmistir. 7 ve 13
numarali deneylerdeki en yliksek 6zgiil {irlin olusum hizlar sirasiyla; 0.0011 ve 0.0017 g

liamocin/(g mo.sa) olarak; fermantasyonlarin 24. saatinde hesaplanmislardir.

30.4°C’de gergeklestirilen 2, 5, 7 ve 13 numarali deneyler i¢in, fermantasyon ortamindaki

fruktoz derisimlerinin, zamanla degisimlerini gdsteren grafik; Sekil 4.25°te

sunulmaktadir.
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Sekil 4.25.  30.4°C’de gergeklestirilen 2, 5, 7 ve 13 numarali deneylerde, fruktoz

derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.25 incelendiginde; bu gruptaki tiim deneyler igin, fermantasyonun 143. saatine
kadar fruktoz derisimlerinde azalmalar oldugu, bu saatten sonra ise derisimlerin ¢ok fazla

degismedikleri tespit edilmistir.
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Fruktoz baslangi¢ derisimi 129.73 g/L; pH degerleri sirasiyla 3.8 ve 6. 2 olan 2 ve 7
numarali deneyler icin; fermanyasyonun 215. saatinde ortamda tiiketilmeden kalan
fruktoz derisimleri sirasiyla; 53.80 ve 49.44 g/L olarak saptanmistir. 5 ve 13 numarali
deney kosullarinda ise; fermantasyonun 215. saatinde ortamda tiiketilmeden kalan fruktoz

miktarlar sirasiyla; 17.83 ve 18.09 g/L olarak belirlenmistir.

Bu asamada ilgili deney kosullar1 igin A. pullulans NBRC 100716 susunun fruktoz
tiketim hizlar1 da hesaplanmis ve fermantasyon ortamlarindaki fruktoz tiiketim hizi

degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafik; Sekil 4.26’da gosterilmistir.
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Sekil 4.26. 30.4°C’de gerceklestirilen 2, 5, 7 ve 13 numarali deneylerdeki fruktoz

tilketim hizlarinin zamanla degisimleri

Bu deneyler i¢in en yiiksek fruktoz tiikketim hizi; 0.75 g fruktoz/(L.sa) olarak
fermantasyonun baslangicinda, 7 numarali deneyde elde edilmistir. 2, 5 ve 13 numarali
deneylerde, en yiliksek substrat tiiketim hizlar1 ise sirasiyla; 0.63, 0.50 ve 0.60 g
fruktoz/(L.sa) olarak belirlenmistir. Bu gruptaki deneylerin tamaminda, en yiiksek fruktoz

tikketim hizlarina fermantasyonun baslangicinda ulasilmstir.

Bu arastirmada daha sonra; deney tasarim planinda yer alan 1, 9, 15 ve 18 numaral
deneyler gerceklestirilmistir. 28°C’de gergeklestirilen bu deneylerde fruktoz baslangic
derigimleri 50, 100 veya 150 g/L, baslangi¢ pH’lar1 3, 5 veya 7’dir. Bu deneylerdeki A.
pullulans NBRC 100716 susunun baslangi¢ inokiilasyon derisimi ise; 6.0x107 kob/mL
olarak tayin edilmistir. Sekil 4.27°de, s6z konusu deney kosullarinda elde edilen liamocin

derigimlerinin, zamanla degisimleri verilmistir.
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Sekil 4.27. 28°C’de gergeklestirilen 1, 9, 15 ve 18 numarali deneylerde, A. pullulans
NBRC 100716 susu tarafindan {iretilen liamocin derisimlerinin zamanla

degisimleri

28°C’de gergeklestirilmis olan bu deneylerde en yiiksek liamocin derisimi; 5.63 g/L
olarak (216. saat), fruktoz derisiminin; 100 g/L ve pH’1in 7 oldugu, 15 numarali deneyde
belirlenmistir. Bu grupta calisilan 1, 9 ve 18 numarali deneyler i¢in en yiiksek liamocin
derigimleri ise sirasiyla; 0.82, 1.12 ve 0.61 g/L olarak belirlenmistir. 1 ve 18 numarali
deneylerde en yiiksek liamocin derisimine 216. saatte ulasilirken; 9 numarali deneyde

fermantasyonun 192. saatinde ulasildig tespit edilmistir.

1, 9, 15 ve 18 numarali deneyler igin, A. pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle

derigimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafik; Sekil 4.28’de sunulmustur.
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Sekil 4.28. 28°C’de gergeklestirilen 1, 9, 15 ve 18 numarali deneylerde A. pullulans

NBRC susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri
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En yiiksek liamocin derisiminde oldugu gibi, en yiiksek biyokiitle derisimi de; 4.72 g/L
olarak fermantasyonun 168. saatinde 15 numarali deney kosullarinda elde edilmistir. 1, 9
ve 18 numarali deneylerdeki en yliksek biyokiitle derisimleri ise sirasiyla; 4.14, 4.39 ve

3.80 g/L olarak, fermantasyonun 216. saatinde tespit edilmistir.

Calismanin bu asamasinda da, belirtilen fermantasyon kosullarinda A. pullulans NBRC
100716 susunun 6zgiil tireme hizlari, In X degerlerinin zamanla degisimini gosteren

grafikler olusturularak, hesaplanmislardir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. 28°C’de gerceklestirilen (a): 1, (b): 9, (c): 15 ve (d): 18 numarali deneylerde,
A. pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle derigimlerinin In X

degerlerinin zamanla degisimleri

A. pullulans NBRC 100716 susunun iissel tireme bolgesindeki 6zgiil iireme hizlar 1, 9,

15 ve 18 numarali deneyler icin sirasiyla; 0.040, 0.054, 0.053 ve 0.033 sa olarak

hesaplanmustir.
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28°C’de gergeklestirilen bu gruptaki deneylerde, en yiiksek 6zgiil tireme hiz1; fruktoz
baslangi¢ derisiminin; 50 g/L, baslangi¢ pH’inin 5 oldugu 9 numarali deneyde elde

edilmisgtir.

Calismanin bu bdliimiinde de ayrica s6z konusu deneyler i¢in; liamocin ve biyokiitle
derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler kullanilarak, en yliksek 6zgiil
liamocin olusum hizlar1 da (qp) hesaplanmistir. Bu deney grubunda en yiiksek 6zgiil
liamocin olusum hizi; 0.0063 g liamocin/(g mo.sa) olarak, 15 numarali deney
kosullarinda tespit edilmistir. 1, 9 ve 18 numarali deneyler i¢in ise en yiiksek 6zgiil iirlin
olusum hizlart sirasiyla; 0.0012, 0.0017 ve 0.0016 g liamocin/(g mo.sa) olarak

hesaplanmiglardir.

Bu gruptaki deneyler i¢in, fermantasyon ortaminda bulunan fruktoz derisimlerinin

zamanla degisimlerini gosteren grafik; Sekil 4.30’da sunulmaktadir.
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Sekil 4.30. 28°C’de gergeklestirilen 1, 9, 15 ve 18 numarali deneylerdeki, fruktoz

derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.30 incelendiginde; bu gruptaki tiim deney kosullarinda fermantasyon sonunda bir
miktar fruktozun tiiketilmeden ortamda kaldig1 saptanmustir. 28°C’de gergeklestirilen bu
deneylerden, 150 g/L fruktoz igeren, pH’1 5 olan 1 numarali deneyde 216. saatin sonunda
ortamda kalan fruktozun 65.73 g/L oldugu tespit edilmistir. 9, 15 ve 18 numarali
deneylerde ortamda tiiketilmeden kalan fruktoz derisimlerinin sirasiyla; 16.31, 37.58 ve

49.33 g/L oldugu tespit edilmistir.
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Bu asamada, s6z konusu deneyler i¢in en yliksek substrat tiiketim hizlar1 da hesaplanmis
ve hesaplanan substrat tiiketim hizlarinin zamanla degisimlerini iceren grafik; Sekil

4.31’de gosterilmistir
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Sekil 4.31. 28°C’de gergeklestirilen 1, 9, 15 ve 18 numarali deneylerde fruktoz tiiketim

hizlarinin zamanla degisimleri

Ilgili grafik incelendiginde; 1, 15 ve 18 numarali deneyler igin en yiiksek substrat tiikketim
hizlarina, fermantasyonun 96. saatinde ulasildigi1 ve bu degerlerin sirasiyla; 0.80, 0.40 ve
0.33 g fruktoz/(L.sa) oldugu tespit edilmistir. 9 numarali deney i¢in ise en yliksek substrat
tilkketim hiz1 0.27 g fruktoz/(L.sa) olarak fermantasyonun baslangicinda elde edilmistir.
28°C’de gercgeklestirilen bu deneylerde, fruktoz baslangi¢ derisimi 150 g/L, baslangic
pH’1 5 olan 1 numarali deneyde en yiiksek fruktoz tiiketim hizi degerine ulasildigi

belirlenmistir.

Deney tasarim planinda, 10 ve 12 numara ile gosterilen deneyler sirasiyla; 24 ve 32°C’de,
100 g/ fruktoz baslangi¢ derisiminde ve baglangic pH’larinin 5 oldugu isletme
kosullarinda gergeklestirilmistir. Bu deneyler i¢in, A. pullulans NBRC 100716 susunun

baslangic inokiilasyon derisimi ise; 2.8x10” kob/mL olarak belirlenmistir.

Bu deneyler i¢in A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin derigimlerinin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.32°de verilmistir.

Deney tasarim planindaki en diisiik ve en yiiksek sicakliklarin kullanildigi, baglangic
substrat ve pH’1n ise ayni degerlerde oldugu, 10 ve 12 numarali deneyler i¢in elde edilmis
olan en yiiksek liamocin derigsimleri sirasiyla; 0.60 ve 1.50 g/L olarak, fermantasyonun

144 ve 216. saatlerinde elde edilmislerdir.
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Sekil 4.32. 24°C ve 32°C’lerde gerceklestirilen 10 ve 12 numarali deneylerde, A.
pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen liamocin derisimlerinin

zamanla degisimleri

Sicakligin 32°C oldugu 12 numarali deneyde, A. pullulans NBRC 100716 susunun
liamocin iiretiminin, fermantasyon siiresince, sicakligin 24°C oldugu 10 numaral

deneyden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Bu deneyler i¢in, A. pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimini gosteren grafik; Sekil 4.33’te sunulmustur.
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Sekil 4.33. 24°C ve 32°C’lerde gerceklestirilen 10 ve 12 numarali deneylerde, A.

pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle derisiminin zamanla degisimleri
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10 ve 12 numaral1 deneylerdeki en yiiksek biyokiitle derisimleri sirasiyla; 5.45 ve 4.90

g/L olarak fermantasyonun 168. saatinde elde edilmistir.

S6z konusu deneyler i¢in A. pullulans NBRC 100716 susunun 6zgiil iireme hizlari, In X

degerlerinin zamanla degisimini gosteren grafikler yardimiyla hesaplanmislardir (Sekil

4.34).
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Sekil 4.34. 24°C ve 32°C’lerde gergeklestirilen (a): 10 ve (b): 12 numarali deneylerde,
A. pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle derisimlerinin In X

degerlerinin zamanla degisimleri

A. pullulans NBRC 100716 susunun, iissel tireme bolgesindeki 6zgiil ireme hizlar1 10 ve
12 numarali deneyler igin sirasiyla; 0.056 ve 0.044 sa olarak hesaplanmistir. Bu
sonuclara gore; fermantasyon ortam kosullar1 100 g/L fruktoz, pH 5 ve 24°C olan 10
numarali deneyde, fruktoz baslangi¢ derisimi ve pH’1 ayni, yalnizca sicakligr farkli ve
32°C olan; 12 numarali deneydekinden daha yiiksek 6zgiil tireme hiz1 degerine ulasildig
tespit edilmistir.

Bu ¢alismada ayrica, liamocin ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren
grafiklerden yararlanilarak; A. pullulans NBRC 100716 susunun maksimum ozgiil
liamocin tretim hizlar1 da (qp) hesaplanmistir. 10 ve 12 numarali deneyler icin
hesaplanan qp degerleri sirasiyla; 0.0016 ve 0.0029 g liamocin/(g mo.sa) olarak
hesaplanmistir. 10 numarali deney i¢in en yiiksek oOzgiil liamocin olusum hiz1

fermantasyonun 24, 12 numarali deney icin ise 48. saatinde elde edilmistir.

Bu gruptaki deneyler icin, fermantasyon ortamlarinda bulunan fruktoz derisimlerinin

zamanla degisimlerini gosteren grafik; Sekil 4.35°te gosterilmistir.
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Sekil 4.35. 24°C ve 32°C’lerde gergeklestirilen 10 ve 12 numarali deneylerde, fruktoz

derisimlerinin zamanla degisimleri

10 ve 12 numarali deneylerde, fermantasyon sonunda ortamda bir miktar fruktozun A.
pullulans NBRC 100716 susu tarafindan tiiketilmeden kaldig1 tespit edilmistir. Fruktoz
baslangi¢ derisimleri 100 g/L, pH’lar1 5 ve sicaklik degerleri; 24 ve 32 °C olan 10 ve 12
numarali deneyler i¢in, ortamda tiikketilmeden kalan fruktoz derisimleri sirasiyla; 42.87

ve 63.31 g/L olarak tespit edilmistir.

Bu deney kosullar i¢in ayrica, A. pullulans NBRC 100716 susunun fruktoz tiiketim
hizlar1 da hesaplanmis ve Sekil 4.36’da; fruktoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimlerini

gosteren grafik verilmistir.
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Sekil 4.36. 24°C ve 32°C’lerde gergeklestirilen 10 ve 12 numarali deneylerde, fruktoz

tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri
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10 numarali deneyde, en yliksek fruktoz tiiketim hizina fermantasyonun baslangicinda,
0.50 g fruktoz/(L.sa) degeri ile ulagilmistir. 12 numarali deneydeki en yiiksek fruktoz
tilketim hiz1 ise; fermantasyonun 48. saatinde 0.21 g fruktoz/(L.sa) olarak hesaplanmuistir.
Calisilan isletme parametreleri dikkate alindiginda, daha yiiksek fruktoz tiiketim
hizlarma; sicakligin daha diisilk oldugu (24°C), 10 numarali deneyde ulasildig:

belirlenmistir.

Calismanin bu boliimiinde son olarak, Cizelge 4.4’de verilmis olan deney tasarim
planinda yer alan; merkez nokta deneyleri, 6 paralel olarak gerceklestirilmistir. Tasarim
planinda 4, 6, 8, 14, 16 ve 17 numarali olarak gosterilmis olan bu deneyler 28°C’de,
fruktoz baslangi¢ derisimi; 100 g/L, baslangic pH’1 ise; 5 olan isletme kosullarinda
gerceklestirilmiglerdir. Bu deney igin A. pullulans NBRC 100716 susunun baslangig

inokiilasyon derigimi; 1.5 x 107 kob/mL olarak saptanmustir.

Merkez nokta deneylerinde elde edilen liamocin derisimlerinin zamanla degisimlerini

gosteren grafik; Sekil 4.37°de verilmistir.
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Sekil 4.37. 28°C’de gergeklestirilen 4, 6, 8, 14, 16 ve 17 numarali merkez nokta
deneylerinde, A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan {iretilen liamocin

derisimlerinin zamanla degisimleri

S6z konusu grafikten de goriilebilecegi gibi, gergeklestirilen tiim deneylerde liamocin

derisimlerinin zamanla degisimleri benzer bir egilim gdstermisglerdir.
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En yiiksek liamocin derisimleri 4, 6, 8, 14, 16 ve 17 numaral1 deneyler i¢in sirastyla; 4.31,
5.30, 6.10, 4.05, 5.62 ve 4.71 g/L olarak, fermantasyonun 264. saatinde elde edilmistir.
Bu gruptaki deneylerde, A. pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle derigsiminin

zamanla degisimlerini gosteren grafik; Sekil 4.38’de sunulmustur.
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Sekil 4.38. 28°C’de gergeklestirilen 4, 6, 8, 14, 16 ve 17 numarali merkez nokta
deneylerinde, A. pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle derisimlerinin

zamanla degisimleri

Sekil 4.38 incelendiginde; merkez nokta kosullarinda gerceklestirilen tiim deneylerde
elde edilen biyokiitle derigimi egrilerinin benzer bir egilim gosterdikleri, fermantasyonun
baslangicinda derisimlerde hizli bir artis oldugu, yaklasik 96. saatten sonra ise biyokiitle
miktarlarinda fazla bir degisim olmadigi goriilmektedir. Merkez nokta kosullarinda
yapilan bu deneylerde ¢alisilan susa ait en yiiksek biyokiitle derisimlerinin; 4.57-4.89 g/L
arasinda degistigi belirlenmistir. Merkez noktadaki deneylerde elde edilen biyokiitle
derisimlerinin birbirlerine ¢ok yakin olduklar1 tespit edilmistir. 4, 6, 8, 14, 16 ve 17
numarali deneylerdeki biyokiitle derisimleri sirasiyla; 4.89, 4.72, 4.79, 4.82, 4.79 ve 4.57

g/L olarak belirlenmistir.

Calismanin bu bdliimiinde ayrica; deneyler sirasinda elde edilen kuru hiicre
agirliklarindan yararlanilarak hesaplanan In X degerlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler de olusturulmustur (Sekil 4.39). Bu grafikler kullanilarak, A. pullulans

NBRC 100716 susunun iissel iireme bolgesindeki 6zgiil tireme hizlar1 hesaplanmustir.
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Sekil 4.39. 28°C’de gergeklestirilen (a): 4, (b): 6, (¢): 8, (d): 14, (e): 16 ve (f): 17 numarali
deneylerde, A. pullulans NBRC 100716 susunun biyokiitle derigsimlerinin In

X degerlerinin zamanla degisimleri
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Bu deney kosullarinda mikroorganizma 6zgiil iireme hizlariin (p); 0.062-0.089 arasinda
degistikleri belirlenmistir. p; 4 ve 14 numarali deneyler icin; 0.078 sal 6,8, 16 ve 17
numarali deneyler icin ise sirastyla; 0.062, 0.076, 0.083 ve 0.089 sal olarak

hesaplanmustir.

Bu béliimde ayrica; liamocin ve biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren
grafiklerden yararlanilarak, maksimum 06zgiil iiriin olusum hiz1 (qp) degerleri de
hesaplanmistir. Merkez nokta deney kosullar1 i¢in hesaplanan en yiiksek 6zgiil liamocin
olusum hizlarimin birbirlerine olduk¢a yakin ve 0.0043 ve 0.0065 g liamocin/(g mo.sa)
arasinda degistikleri bulunmustur. En yiiksek 6zgiil liamocin olusum hizlar1 4 ve 8
numarali deneyler i¢in; 0.0063, 6 ve 16 numarali deneyler i¢in ise; 0.0065 g liamocin/(g
mo.sa) olarak saptanmustir. 14 ve 17 numarali deneyler icin ise; en yiiksek 6zgiil iiriin

olusum hizlari sirasiyla; 0.0043 ve 0.0057 g liamocin/(g mo.sa) olarak hesaplanmistir.

Bu deneyler igin, fermantasyon ortamindaki fruktoz derisiminin zamanla degisimini

gosteren grafikler de olusturulmus ve Sekil 4.40°da gosterilmistir.
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Sekil 4.40. 28°C’de gerceklestirilen 4, 6, 8, 14, 16 ve 17 numarali1 deneylerde, fruktoz

derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.40 incelendiginde; merkez nokta deney kosullarinda, ortamlardaki fruktoz

derisimlerindeki azalmalarin, birbirlerine ¢ok yakin olduklar tespit edilmistir.

S6z konusu sekil incelendiginde ayrica; bu kosullarda gergeklestirilen tiim deneyler igin
fermantasyonlarin sonunda (264. saat), ortamda tiiketilmeden kalan fruktoz miktarlarinin

da yaklasik olarak ayni olduklar1 belirlenmistir.
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Bu asamada ayrica, fruktoz tiikketim hizlarinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler
de olusturularak, Sekil 4.41°de sunulmustur. S6z konusu sekil incelendiginde; en yiiksek
substrat degisim hizlarina; 0.50 g fruktoz/(L.sa) degeri ile fermantasyonun baslangicinda,

4, 6, 8 ve 14 numaral1 deneylerde ulasildigi belirlenmistir.

En yiiksek substrat tiiketim hizi, 16 numarali deney i¢in fermantasyonun 50. saatinde 0.42
g fruktoz/ (L.sa), 17 numarali deney i¢in ise, fermantasyonun 96. saatinde; 0.43 g

fruktoz/(L.sa) olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.41. 28°C’de gergeklestirilen 4, 6, 8, 14, 16 ve 17 numarali deneylerde, fruktoz

tikketim hizlarinin zamanla degisimleri

4.5. Cahsmada Secilen Bagimh Degiskenlerin Yamt Yiizey Yontemi ile

Modellenmelerine iliskin Sonuclar

Bu tez ¢alismasinda, doniisiimlii merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak olusturulan
deney tasarim planinda (Cizelge 4.4) yer alan tiim deneylerin, verilen isletme kosullarinda
gerceklestirilmesinin ardindan, secilen li¢ bagimsiz degiskenin, elde edilen yanitlar
(bagimli degiskenler) iizerindeki etkilerini gosteren bazi1 model esitlikler tiiretilmistir. Bu
esitliklerin tiiretilmelerinde, bagimsiz degiskenler olarak; fermantasyon ortaminin
fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), pH (X2) ve sicaklik (X3) secilirlerken, maksimum
liamocin derisimi (Y1), 6zgiil tireme hiz1 (Y2) ve maksimum 6zgiil liamocin iiretim hiz1
(Y3) bagimli degiskenler olarak se¢ilmislerdir. Bu asamada gergeklestirilen deneylerde

elde edilen tiim yanitlar; Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Merkezi karma tasarim yoOntemine gore gergeklestirilen deneyler
sonucunda elde edilen maksimum liamocin derisimleri (Y1), 6zgiil iireme

hizlar1 (Y2) ve maksimum 6zgiil liamocin {iretim hizlar1 (Y3)

Deney no Y1 (g/L) Y2 (sa?) Y3 [g liamocin/(g mo.sa)]
1 0.82 0.040 0.0012
2 0.42 0.058 0.0020
3 0.92 0.035 0.0020
4 4,31 0.078 0.0063
5 0.47 0.053 0.0020
6 5.30 0.062 0.0065
7 0.44 0.060 0.0011
8 6.10 0.076 0.0063
9 112 0.054 0.0017
10 0.60 0.056 0.0016
11 1.16 0.029 0.0015
12 1.50 0.044 0.0029
13 0.43 0.078 0.0017
14 4.05 0.078 0.0043
15 5.63 0.053 0.0063
16 5.62 0.083 0.0065
17 4,71 0.089 0.0057
18 0.61 0.033 0.0016
19 2.25 0.028 0.0032
20 1.12 0.053 0.0020

Cizelge 4.6’daki sonuclar incelendiginde; elde edilen maksimum liamocin derisimlerinin
(Y1); 0.42-6.10 g/L, mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 degerlerinin (Y2); 0.028-0.089
sal, maksimum &zgiil liamocin iiretim hizi degerlerinin (Y3) ise; 0.0011-0.0065 [g

liamocin/(g mo.sa)] araliklarinda degistikleri belirlenmistir.
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Bu ¢alismada secilen iic bagimsiz degiskenin her bir bagimli degisken iizerindeki
etkilerini gdsteren model denklemler; Design Expert®12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis,
USA) programinin deneme siiriimii kullanilarak, ¢oklu regresyon analizi yardimi ile
tiretilmislerdir. S6z konusu esitliklerin tiiretilmelerinde, anilan program tarafindan
Onerilen ikinci dereceden bir model denklem kullanilmistir. Daha sonra ise ayn1 program
kullanilarak, tiiretilen her bir model esitlik i¢in, ANOVA testi ile varyans analizleri de
yapilmustir. Yapilan ANOVA testleri sonucunda, tiiretilen modellerin ger¢ek cevaplara
uygunluklarinin degerlendirilmesinde; modelin 6nemli (p<0.05), uyum eksikliginin (lack
of fit) énemsiz (p>0.05) ve ilgili modele ait belirleme katsayis1 degerinin (R?) ise;
0.75’ten bliyiik olmas1 durumu g6z 6niinde bulundurulmustur. Belirtilen bu analizler
tamamlandiktan sonra, her bir yanit i¢in elde edilen deneysel sonuglarin, ayni program
kullanilarak, model esitliklerden hesaplanan tahminsel degerleriyle karsilastirildiklari

grafikler de ¢izilmistir.

Fermantasyon ortamimin fruktoz baslangic derisimi (X1), baslangig pH’1 (X2) ve
sicakligin (X3), maksimum liamocin derisimi (Y1) tizerindeki etkilerini gosteren model

esitlik; Es. 4.1°de verilmistir.

Y1 = + 5.03 — 0.1783X1 + 0.4725X2 — 0.2033X3 + 0.1938X1X2 +
0.2313X1X3 + 0.2438X2X3 — 1.54(X1) — 0.7833(X2)? — 1.52(X3)? (4.1)

Anilan programla gergeklestirilen regresyon analizi sonucu elde edilen modele ait
belirleme katsayis1 (R?) degeri; 0.8292 olarak belirlenmistir. R? degerinin 1’e yakin
olmasi; Es. 4.1 kullanilarak hesaplanan degerler ile deneysel verilerin birbirlerine
yakinlik durumunu ifade etmektedir. Bu modele ait varyans analizleri sonuglar1 Cizelge

4.7°de gosterilmektedir.

Varyans analizi sonuglarina gore; incelenen bagimsiz degiskenlerin maksimum liamocin
derisimi lizerine etkilerini gosteren model 6nemli (p<0.05), uyum eksikligi ise dnemsiz
(p>0.05) olarak bulunmustur. Ayrica incelenen bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle olan
ikili etkilesimleri, (X1X2, X1X3 ve X2X3) onemsiz bulunurken; her bir degiskenin
karesel etkilerinin, maksimum liamocin derisimi iizerindeki etkileri ise, dnemli olarak

bulunmustur.
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Cizelge 4.7. Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), baslangic pH’1
(X2) ve sicakliginin (X3), maksimum liamocin derisimi (Y1) lizerindeki

etkilerine ait varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynagi SD KO F p

Model 9 7.82 4.71* 0.0118 Onemli
X1 1 0.4340 0.2617 0.6201
X2 1 3.05 1.84 0.2050
X3 1 0.5644 0.3403 0.5726

X1X2 1 0.3003 0.1811 0.6795

X1X3 1 0.4278 0.2579 0.6226

X2X3 1 0.4753 0.2866 0.6041
X1? 1 34.33 20.70* 0.0011
X2? 1 8.84 5.33* 0.0436
X3? 1 33.08 19.95* 0.0012

Uyum eksikligi 5 2.69 4.27 0.0685 Onemsiz

Hata 5 0.6291

Genel 19

*p<0.05, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi

Bu aragtirmada sec¢ilen bagimsiz degiskenlerin; maksimum liamocin derisimi (Y1)
tizerine olan etkilerini gdsteren yanit ylizey ve kontur grafikleri Sekil 4.42-Sekil 4.44°de
verilmistir. Sekil 4.42°de; 28°C’de, fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi
ile baslangic pH’min, en yiiksek liamocin derisimi {lizerindeki etkilerini gdsteren yanit
ylizey ve kontur grafikleri verilmistir. Sekil 4.42 a’da verilen yanit ylizey grafigi
incelendiginde; fermantasyon ortamindaki fruktoz baslangi¢c derisiminin yiiksek (120-
129 g/L) ve baslangi¢ pH 1inin diisiik (3.8-4.2) oldugu durumda, maksimum liamocin
derigiminin; 2.60 g/L’nin altinda oldugu saptanmistir. Fruktoz baslangi¢ derisiminin 90-
110 g/L; baslangi¢ pH’min 4.8-5.7 oldugu aralikta, liamocin derigiminin maksimum
degerine yakin ve 4.90-5.10 g/L arasinda degistigi belirlenmistir. En yiiksek liamocin
derisimine (5.10 g/L) fruktoz baslangi¢ derisiminin 100 g/L, pH’in ise 5.30 oldugu
kosulda ulagildig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.42 b’de verilmis olan kontur grafigine gore ise; fruktoz baslangi¢ derisiminin 90-
106 g/L ve pH’1n 4.9-5.8 oldugu durumda; liamocin derisiminin 5 g/L’nin iizerinde
oldugu ve maksimum liamocin derisimlerine ulasildig1 belirlenmistir. ilgili grafikten,

fruktoz baslangi¢ derisimi 99.69 g/L ve pH 5.27 iken ulasilan liamocin derisiminin; 5.10
g/L oldugu tespit edilmistir.

()
XX
i
W,

O
997

()
55

9
555

KK
%

Y1(g/L)

X1 (g/0)

38 703

(@)

Y1(g/L)

703 851 1000 1149 1297

X1 (g/L)

(b)
Sekil 4.42. Fermantasyon ortami fruktoz baslangi¢ derisimi (X1) ile baslangic pH
degerlerinin (X2), maksimum liamocin derisimi (Y1) {izerindeki etkilerini

gosteren (a): yanit ylizey ve (b): kontur grafikleri (X3 = 28°C)
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Fermantasyon ortami fruktoz baslangic derisimi (X1) ile sicakligin (X3), maksimum

liamocin derisimi iizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri ise; Sekil

4.43’te sunulmustur.
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Sekil 4.43. Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangic derisimi (X1) ile sicaklik

degerlerinin (X3), maksimum liamocin derisimi (Y1) iizerindeki etkilerini

gosteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 = 5)
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S6z konusu yanit yiizey grafigi (Sekil 4.43 a) incelendiginde; pH’in 5 oldugu durumda,
calisilan araliktaki fruktoz baslangic derisiminin yiiksek (123-129 g/L) sicakligin diisiik
(25°C) oldugu durumda, maksimum liamocin derisiminin 2.40 g/L’in altinda oldugu
belirlenmistir. Sicakligin 25°C oldugu durumda fruktoz baslangi¢ derisiminin; 129
g/L’den 90 g/L’ye kadar azalmasi ile, maksimum liamocin derigiminin arttig1 tespit
edilmistir. Fruktoz baslangic derisimi, 90 g/L degerinin altina distiigiinde ise liamocin
derisiminin azaldig1r saptanmustir. Yiiksek liamocin derigimlerine; fruktoz baslangic
derigiminin; 90-105 g/L ve sicakligin; 25-26°C arasinda oldugu kosullarda ulasilabildigi
tespit edilmistir. Bu degerlerdeki liamocin derisimlerinin; 4.8 g/L- 5.02 g/L araliginda
degistikleri saptanmustir. Fruktoz baslangic derisimi 98 g/L, sicaklik 27.9°C iken; en

yiiksek liamocin derigimi 5.04 g/L olarak, maksimum degerinde belirlenmistir.

Sekil 4.43 b’deki kontur grafigi incelendiginde de; maksimum liamocin derisiminin,
fruktoz baslangig derisiminin 93-102 g/L; sicakligin 27-28°C arasinda degistigi
kosullarda; 5 g/L.’den daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Fruktoz baslangi¢ derisimi
97.3, sicaklik 27.8°C iken; en yiiksek liamocin derisimi 5.04 g/L olarak belirlenmistir.
Fruktoz baslangi¢ derisiminin ¢alisilan araliktaki en yiiksek degerlerde (127-129 g/L) ve
sicakligin 25-26°C araliinda, en diisiik degerlerde oldugu durumda, maksimum liamocin
derisiminin; 2 g/L’nin altinda oldugu belirlenmistir. Fruktoz baslangi¢ derigsiminin; 128.8

ve sicakligin 25.7°C oldugu durumda liamocin derisimi; 1.92 g/L olarak saptanmustir.

Sekil 4.44’te fermantasyon ortami baslangic pH’1 (X2) ile sicaklik degerlerinin (X3),
maksimum liamocin derisimi iizerindeki etkilerini gdsteren yanit yiizey ve kontur
grafikleri sunulmustur. Ilgili yanit yiizey grafigi incelendiginde (Sekil 4.44 a); fruktoz
baslangi¢ derisiminin 100 g/L oldugu kosulda; yiiksek sicaklik (30°C) ve diisiik pH
degerlerinde (3.8-4.0); en yiiksek liamocin derisiminin 1.9-2.5 g/L degerleri araliginda
degistigi tespit edilmistir. Yiiksek liamocin derisimi degerlerine, sicakligin 26-29°C ve
pH’1n 4.3-6.2 araliginda degistigi kosullarda ulagilmistir. Bu aralikta maksimum liamocin
derisiminin; 4.5-5.08 g/L arasinda degistigi saptanmistir. Sicakligin 27-28 °C ve pH’1in
4.8-5.7 arasinda degistigi kosullarda liamocin derisiminin; 5 g/L degerinin iizerinde

oldugu belirlenmistir. Sicaklik 27.8°C, pH 5 iken; maksimum liamocin derisiminin; 5.05

g/L oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.44. Fermantasyon ortami baslangic pH’1 (X2) ile sicaklik degerlerinin (X3),

maksimum liamocin derisimi (Y1) iizerindeki etkilerini gosteren (a): yanit

ylizey ve (b): kontur grafikleri (X1 =100 g/L)

Sekil 4.44 b’deki kontur grafigi incelendiginde ise, sicakligin; 27-28°C ve pH’1n; 4.9-5.8

arasinda degistigi kosullarda liamocin derisiminin; 5 g/L’nin iizerinde oldugu tespit
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edilmistir. Fruktoz baslangig derisimi 100 g/L iken, pH’in 5.29 ve sicakligin 27.7 °C
oldugu kosulda ulasilabilecek maksimum liamocin derisiminin; 5.1 g/l oldugu
saptanmustir. Sicakligin; 25.6-25.9°C, pH’in 3.8-4.0 araliginda degistigi kosullarda,
maksimum liamocin derisiminin 3 g/L’nin altinda oldugu belirlenmistir. Sicaklik 25.8°C;

pH 3.84 iken; maksimum liamocin derisimi; 2.90 g/L olarak bulunmustur.

Maksimum liamocin derigimlerinin (Y'1); Es. 4.1 kullanilarak hesaplanmis olan tahminsel
degerleri ile, deneysel degerlerinin karsilastirildiklar grafik, Sekil 4.45°te gosterilmistir.
Anilan grafik i¢in belirleme katsayis1; R?=0.8292 olarak hesaplanmistir. Bu grafige gore;

tahminsel ve deneysel verilerin elde edilen dogru tizerinde sagildiklar1 saptanmustir.

Y1, tahminsel

Y1, deneysel

Sekil 4.45. Maksimum liamocin derisimlerinin (Y1) deneysel degerleri ile tahminsel

degerlerinin karsilastiriimasi (y = 0.8292x + 0.4596, R?= 0.8292)

Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), baslangi¢ pH’1 (X2) ile ortam
sicakliginin (X3), mikroorganizma 6zgiil tireme hiz1 (Y2) lizerindeki etkilerini gosteren

model esitlik; Es. 4.2’de sunulmustur.

Y2 =+ 0.0775 - 0.0039X1 + 0.0067X2 + 0.0061X3 - 0.0053X1X2 +
(4.2)
0.0005X1X3 - 0.0005X2X3 —0.0099(X1)? — 0.0113(X2)? — 0.0088 (X3)?
Es. 4.2°ye gore Y2 degiskeni i¢in R? degeri; 0.7905 olarak hesaplanmistir. Bu degerin 1’e
yakin olmasi; deneysel olarak elde edilen Y2 degerleri ile, verilen esitlige gore

hesaplanan Y2 degerlerinin birbirlerine yakin olduklarin1 gostermektedir. Tiiretilen bu

modele ait varyans analizi sonuglari; Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), baslangic pH’1
(X2) ve sicakligimmin (X3), mikroorganizma 06zgiil iireme hizi (Y2)

tizerindeki etkilerine ait varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynagi SD KO F p

Model 9  6.00x10* 4.19* 0.0177 Onemli
X1 1 2.00x10* 151 0.2467
X2 1 6.00x10™ 4.43 0.0615
X3 1  5.00x10* 3.71 0.0830

X1X2 1 2.00x10* 1.59 0.2359

X1X3 1 2.00x10° 0.0144 0.9068

X2X3 1 2.00x10° 0.0144 0.9068
X12 1 1.40x10°® 10.19* 0.0096
X22 1 1.80x10% 13.30* 0.0045
X3? 1 1.10x10°® 8.12* 0.0173

Uyum eksikligi 5 2.00x10* 2.42 0.1770 Onemsiz

Hata 5  1.00x10*

Genel 19

*p<0.05, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi

Cizelge 4.8’deki varyans analizi sonuglarina gore; model dnemli (p<0.05), modelin uyum
eksikligi ise onemsiz (p>0.05) olarak belirlenmistir. Mikroorganizma 6zgiil tireme hizi
tizerine (Y2), incelenen tiim bagimsiz degiskenlerin ikili etkilesimlerinin Onemsiz

(p>0.5), karesel etkilerinin ise 6nemli (p<0.5) olduklar1 da tespit edilmistir.

Fermantasyon ortamimnin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), baslangic pH’1 (X2) ile
sicakliginin (X3); mikroorganizma 6zgiil ireme hiz1 (Y2) lizerindeki etkilerini gosteren

yanit yiizey ve kontur grafikleri; Sekil 4.46-4.48’de gosterilmistir.

Sekil 4.46’da fermantasyon ortami fruktoz baslangi¢ derisimleri ve baslangi¢ pH’larmin,
mikroorganizma 6zgiil tireme hizlar1 lizerindeki etkilerini gosteren; yanit ylizey ve kontur

grafikleri sunulmustur.
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X1 (g/L)

38 703

(a)

Y2 (1/sa)

X2

703 851 100,0 1149 129,7

X1 (g9/L)

(b)
Sekil 4.46. Fermantasyon ortami fruktoz baslangig derisimi (X1) ile baslangic pH
degerlerinin (X2); mikroorganizma 06zgiil iireme hiz1 (Y2) tizerindeki

etkilerini gdsteren (a): yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X3 = 28°C)

Sekil 4.46 a’da verilen yanit ylizey grafigine gore; fruktoz baslangi¢ derisimi ve ortam
baslangi¢c pH’larinin, ¢alisilan aralik i¢in diisiik degerlerinde, mikroorganizma 6zgiil
tireme hizi degerlerinin de (p) disiik olduklart saptanmistir. Fruktoz baslangic
derisiminin 71 g/L ve pH’in 3.8 oldugu kosulda p degerinin; 0.049 sa oldugu
belirlenmistir. Fruktoz baslangi¢ derisimlerinin; 83-112 g/L, ortam baslangi¢ pH’larinin;
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4.3-6.2 araliginda degistigi kosullarda; 6zgiil {ireme hizinin 0.070sa™Y’in iizerinde oldugu
tespit edilmistir. Fruktoz baslangi¢ derisimi; 94.8 g/L ve pH 5.27 iken; 6zgiil iireme hizi;
0.079 sa! olarak belirlenmistir.

Ilgili kontur grafigi incelendiginde (Sekil 4.46 b); fruktoz baslangi¢ derisimlerinin; 70-
116 g/L, pH degerlerinin ise; 5.0-6.2 araliginda degistigi kosullardaki mikroorganizma
6zgiil ireme hizimin; 0.07 sa™!'in {izerinde oldugu tespit edilmistir. En yiiksek 6zgiil iireme
hiz1 degerine (0.079 sal); fruktoz baslangic derisiminin; 90.6 g/L, ortam baslangic
pH’1nin; 5.4 oldugu kosulda ulasiimistir.

Fermantasyon ortami fruktoz baslangi¢ derisiminin (X1) ve sicakliginin (X3),
mikroorganizma 6zgiil tireme hiz1 (Y2) lizerindeki etkilerini gdsteren grafikler ise; Sekil

4.47° de sunulmustur.

Sekil 4.47 a’da verilmis olan yanit yiizey grafiine gore; fruktoz baslangi¢ derisiminin;
129.3 g/L ve ortam sicakliginin; 25.6°C oldugu kosullarda; mikroorganizma 6zgiil iireme
hizinin; 0.049 sa? ile, en diisiik degerinde oldugu tespit edilmistir. Sicakligin; 25.6-
26.5°C araliginda, fruktoz baslangi¢ derisiminin; 70.3-120.0 g/L araliginda oldugu
kosullarda; mikroorganizma 6zgiil {ireme hizi degerlerinin; 0.055-0.069 sa® arasinda

degistikleri saptanmuistir.

Yiiksek mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 degerlerine; sicakligin 26.4-30.4°C, fruktoz
baslangi¢ derigsimlerinin ise; 75-112 g/L arasinda degistigi kosullarda ulasildigi
saptanmistir. Fruktoz baslangic derisimi 99.2 g/L, sicaklik 28.4°C iken 6zgiil iireme

hizinin; 0.078 sa! oldugu bulunmustur.

Sekil 4.47 b’de verilen kontur grafigi incelendiginde ise; fruktoz baslangi¢ derisimlerinin;
121-129 g/L, ortam sicakliginin ise; 25.6-26.1°C aralifinda degistigi kosullarda 6zgiil
{ireme hizinim; 0.055 sa™’ten diisiik oldugu belirlenmistir. Tiim fruktoz baslangic derisimi

degerleri i¢in 6zgiil tireme hiz1 degerlerinin, sicakligin artmasiyla arttig: tespit edilmistir.

Yiiksek 6zgiil tireme hiz1 degerlerine; sicakligin 27-30.4°C, fruktoz baslangic derisimi
degerlerinin ise; 75-114 g/L araliginda oldugunda ulasildigi saptanmustir.

Fruktoz baslangi¢c derigiminin 93.52 g/L, ortam sicakligimin; 28.5°C oldugu kosulda;

ozgiil iireme hiz1; 0.078 sa™* olarak belirlenmistir.
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X1 (g/1)

Y2 (1/sa)

X3

70,3 85,1 100,0 1149 1297

X1 (9/L)

(b)

Sekil 4.47. Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1) ile sicakliginin (X3),

mikroorganizma 6zgiil tireme hiz1 (Y2) iizerindeki etkilerini gosteren (a):

yanit yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 = 5)

Fermantasyon ortami baglangi¢c pH’1 (X2) ve sicakliginin (X3), mikroorganizma 6zgiil
iireme hiz1 (Y2) iizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri; Sekil

4.48’de sunulmustur.
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(@)

Y2 (1/sa)

X3 (°Q)

N

44 50 56 6,2

(b)
Sekil 4.48. Fermantasyon ortami baslangic pH’t (X2) ile sicakligmin (X3),

mikroorganizma 6zgiil tireme hiz1 (Y2) iizerindeki etkilerini gosteren (a):

yanit ylizey ve (b): kontur grafikleri (X1 =100 g/L)

Sekil 4.48 a’ da verilmis olan; yanit yiizey grafigi incelendiginde, pH 3.8-4.05; sicaklik
25.6-26.2°C araliginda iken; mikroorganizma 6zgiil tireme hizinin diisiik deger araliginda
degistigi saptanmistir. pH’1n 3.8; ortam sicakliginin; 25.6°C oldugu kosulda 6zgiil ireme
hiz1; 0.044 sa® olarak belirlenmistir. Fermantasyon ortami pH’1; 4.30-6.15, sicaklig;
26.5-30.3 araliginda iken, yiiksek 6zgiil tireme hizi degerlerine ulasildig: tespit edilmistir.
Bu degerlerin; 0.070 sa™’in {izerinde olduklar1 bulunmustur. pH’1n; 5.36, sicakhigin; 28.5

oldugu kosulda, mikroorganizma 6zgiil iireme hizinin; 0.079 sa* oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.48 b’deki kontur grafigi incelendiginde de; ¢alisilan araliktaki diisiik pH (3.8-4.0)
ve sicaklik degerleri igin (25.6-26.1°C), dzgiil iireme hizinm; 0.05 sa™ den daha diisiik
oldugu saptanmistir. Sicakligin; 28.8-30.4°C ve ortam baslangic pH’inin; 4.6-6.0
degerleri araliginda oldugu kosullarda, 6zgil iireme hiz1 degerlerinin yiiksek ve 0.076-
0.079 sa! degerleri arasinda degistikleri tespit edilmistir. Sicaklik; 29.5 °C, pH 4.90 iken

ulasilan mikroorganizma 6zgiil iireme hizinin, 0.077 sa™* oldugu belirlenmistir.

Mikroorganizma 6zgiil tireme hizlarinin deneysel ve Es. 4.2 kullanilarak hesaplanan

tahminsel degerleri arasindaki iliskiyi gosteren grafik; Sekil 4.49°da verilmistir.

0,09 —

0,08 —

007 —{

0,06 —|

Y2, tahminsel

0,05 —

0,04 —

0,03

002 —|

T T T T ! T T T
0,02 0,03 004 005 006 007 0,08 0,09

Y2, deneysel

Sekil 4.49. Mikroorganizma 6zgiil tireme hizlarinin (Y2) deneysel degerleri ile tahminsel

degerlerinin karsilastirilmasi (y = 0.7905x + 0.0119; R? = 0.7905)

Mikroorganizma 6zgiil {ireme hizi i¢in belirleme katsayis1 degeri; R? = 0.7905 olarak
hesaplanmistir. Bu degerin 0.75’ten biiylik olmasinin, Es. 4.2’ye gore hesaplanan Y3
degerleri ile, deneysel olarak elde edilen Y3 degerlerinin birbirlerine biiyiik oranda yakin

olduklarini ifade ettigi bilinmektedir.

Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangig derisimi (X1) ve pH’1 (X2) ile sicakligin (X3);
maksimum 0zgiil liamocin tretim hiz1 (Y3) {izerine olan etkilerini gdsteren model

denklem Es. 4.3 te gosterilmistir.

Y3 =+ 0.0060 - 0.0001X1 + 0.0005X2 + 0.000X3 - 0.0002X2X3 —
0.0017(X1)2— 0.0008(X2)? — 0.0014 (X3)? (4.3)

99



Maksimum &zgiil liamocin iiretim hizi degerleri i¢in modele ait R? degeri; 0.8512 olarak
saptanmistir. Bu degerin 1°e yakin bulunmasinin; deneysel Y3 degerleri ile Es. 4.3’te
verilen denklem kullanilarak hesaplanan tahminsel Y3 degerlerinin de birbirlerine yakin
olduklarini ifade etmektedir. Bu modele ait varyans analizi sonuglari ise; Cizelge 4.9’da

sunulmustur.

Cizelge 4.9. Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢c derisimi (X1), baslangic pH’1
(X2) ve sicakliginin (X3), 6zgiil liamocin tiretim hiz1 (Y3) tiizerindeki

etkilerine ait varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynagi  SD KO F p

Model 9 8.153 x 10°® 6.36* 0.0039 Onemli
X1 1 2.758 x 1077 0.2150 0.6528
X2 1 3.801x 10°® 2.96 0.1159
X3 1 1.618 x 10”7 0.1261 0.7299

X1X2 1 1.250 x 10°° 0.0010 0.9757

X1X3 1 1.250 x 10°° 0.0010 0.9757

X2X3 1 3.612x 107 0.2816 0.6072
X12 1 0.0000 32.57* 0.0002
X22 1 9.662 x 10°® 7.53* 0.0207
X32 1 0.0000 22.65* 0.0008

Uyum eksikligi 5 1.839 x 10 2.53 0.1656 Onemsiz

Hata 5 7.267 x 107

Genel 19

*p<0.05, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi

Cizelge 4.9°da verilen, modele ait varyans analizi sonuglarina gore; modelin 6nemli
(p<0.05), model uyum eksikliginin ise 6nemsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir. Diger iki
yanit ilizerine tiim bagimsiz degiskenlerin karesel etkilerinin 6nemli bulunmasi gibi,
maksimum 6zgiil liamocin tiretim hiz1 (Y3) yanit i¢in de tiim bagimsiz degiskenlerin

karesel etkileri 6nemli olarak tespit edilmistir (p<0.05).

Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1) ve pH degerlerinin, maksimum
0zgiil liamocin tiretim hiz1 (Y3) iizerine olan etkilerini gdsteren yanit yiizey ve kontur

grafikleri; Sekil 4.50°de sunulmustur.
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X1(g/t)
38 703

(@)

Y3 [g liamocin/(g mo.sa)]

03 851 1000 1149 1297

X1 (g/L)

(b)
Sekil 4.50. Fermantasyon ortami fruktoz baslangi¢ derisimi (X1) ile baslangic pH
degerlerinin (X2), maksimum liamocin iiretim hizi1 (Y3) iizerindeki etkilerini

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

Sekil 4.50 a’da verilmis olan yanit yiizey grafigi incelendiginde; pH 3.8 iken; calisilan
araliktaki en diisiik ve en yiiksek fruktoz derisimlerinde, 6zgiil {iriin olusum hizlarinin da
diisiik oldugu belirlenmistir. Fermantasyon ortami pH’inin; 4.40-6.15 ve fruktoz
baslangic derisimi degerlerinin; 75-120 g/L araliginda oldugu kosullarda, yiiksek 6zgiil

liamocin tiretim hizi degerlerine ulasildig1 saptanmistir. En yiiksek 6zgiil iiriin olusum
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hiz1 degerleri, bagimsiz degiskenlerin merkezdeki degerlerine yakin degerlerde olduklari
kosullarda elde edilmistir. Fruktoz baslangi¢ derisiminin; 97.2 g/L ve baslangi¢ pH’inin;
5.14 oldugu kosulda elde edilen 6zgiil iiriin olusum degeri; 0.006 g liamocin/(g mMo.sa)

olarak belirlenmistir.

Kontur grafigi incelendiginde (Sekil 4.50 b); diisiik pH ve yiiksek fruktoz baslangi¢
derigimi degerleri igin 6zgiil {irtin olusum hiz1 degerinin, diisiikk oldugu tespit edilmistir.
pH’1n 3.82; fruktoz baglangic derisiminin 129.4 oldugu kosulda, 6zgiil liamocin iiretim
hizi; 0.0028 [g liamocin /(g mo.sa)] olarak belirlenmistir. Yiiksek 6zgiil iiriin olusum hizi
degerlerine; fermantasyon ortami baslangic pH degerlerinin; 4.50-6.18 ve fruktoz
baslangi¢ derisimlerinin; 81.4-115.0 g/L araliginda oldugu kosullarda ulasildig:
saptanmistir. Fruktoz baslangic derisiminin; 105.5 g/L ve baslangi¢c pH’mnin; 5.3 oldugu
kosulda; ozgiil liamocin iretim hiz1 degeri; 0.0059 [g liamocin /(g mo.sa)] olarak
belirlenmistir. Fruktoz baslangi¢ derisiminin; 94.3-103.0 g/L araliginda ve baslangic¢
pH’1nin 5.12-5.62 araliginda oldugu kosullarda, 6zgiil liamocin iiretim hiz1 degerlerinin;

0.006 [g liamocin /(g mo.sa)] degerinin iizerinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.50 b).

Fermantasyon ortami fruktoz baslangic derisimi (X1) ve sicakliginin (X3), maksimum
liamocin tiretim hiz1 lizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri; Sekil

4.51°de verilmistir.

Sekil 4.51 a’daki yanit ylizey grafigi incelendiginde; ¢aligilan araliktaki diisiik fruktoz
baslangi¢ derisimi ve diisiik sicaklik degerleri i¢in 6zgiil liamocin liretim hiz1 degerlerinin
de, diistik olduklar1 tespit edilmistir. Fruktoz baslangi¢ derisiminin; 70.74 g/L, ortam
sicakliginin; 25.7 °C oldugu kosulda; 6zgiil iirlin olusum hiz1 degeri; 0.0029 [g liamocin
/(g mo.sa)] olarak saptanmistir. Fruktoz baslangi¢ derisiminin; 75.6-122.0 g/L, sicakligin
25.9-30.0 °C araliginda oldugu kosullarda, yiliksek 6zgiil liamocin iiretim hizlarina
ulasildigr saptanmistir. Sekil 4.51 b’deki kontur grafigine gore ise; yiiksek fruktoz
baslangi¢ derisimi ve diislik sicaklik kosullarinda; 6zgiil liamocin iiretim hizinin; 0.0030
[g liamocin /(g mo.sa)]’dan daha diisiik degerlerde oldugu saptanmistir. Fruktoz baslangi¢
derigiminin; 128.8 g/L, sicakligin ise; 25.7 °C oldugu kosullarda, 6zgiil liamocin iiretim
hiz1; 0.0028 [g liamocin /(g mo.sa)] olarak tespit edilmistir. Yiiksek 6zgiil liamocin tiretim
hiz1 degerlerine, fruktoz baslangi¢ derisiminin 85.6-116.0 g/L, sicakligin; 26.8-29.0°C
araliginda oldugu kosullarda ulasildigr tespit edilmistir ve bu aralikta 6zgiil liamocin

tiretim hiz1 degerlerinin; 0.0055 [g liamocin /(g mo.sa)] degerinin {izerinde oldugu da
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belirlenmistir. Fruktoz baslangi¢ derisimi; 99.6 g/L; sicaklik 28.2 °C iken, 6zgiil liamocin

tiretim hizi; 0.0059 [g liamocin /(g mo.sa)] olarak saptanmistir
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(b)
Sekil 4.51. Fermantasyon ortaminin fruktoz baslangic derisimi (X1) ile sicakliginin (X3),
maksimum liamocin tiretim hiz1 (Y3) iizerindeki etkilerini gdsteren (a): yanit

yiizey ve (b): kontur grafikleri (X2 =5)

Fermantasyon ortami baslangic pH’min (X2) ve sicakligin (X3), maksimum liamocin

tiretim hiz1 (Y3) lizerindeki etkilerini gdsteren yanit ylizey ve kontur grafikleri ise; Sekil

4.52°de gosterilmistir.
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Y3 [g liamocin/(g mo.sa)]

Y3 [g liamocin/(g mo.sa)]

X3(°Q)

38 44 S0 56 62

X2

(b)
Sekil 4.52. Fermantasyon ortami baslangigc pH’1 (X2) ile sicakligin (X3), maksimum

liamocin iiretim hiz1 (Y3) tlizerindeki etkilerini gosteren (a): yanit ylizey ve

(b): kontur grafikleri (X1 = 100 g/L)

Sekil 4.52 a’daki yanit yiizey grafigi incelendiginde; fruktoz baslangi¢ derisiminin 100
g/L, sicakligin 28°C oldugu durumda; 6zgiil liamocin iiretim hizinin, pH’in 3.8’den
5.62’ye dogru artmasi ile arttigi, 5.62°den 6.2’ye kadar artmaya devam etmesi ile ise,

azalmaya bagladig1 saptanmistir. Yiiksek 6zgiil liamocin iiretim hiz1 degerlerine; pH’1n
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4.42-6.17 ve sicakligin 26.5-29.7 °C araligr degerlerinde oldugu durumda ulasildigi

belirlenmistir.

Sekil 4.52 b’de verilmis olan kontur grafigine gore ise; diisiik pH ve sicaklik degerleri
kosullarinda, 6zgiil iirtin olusum hizinin diisiik oldugu saptanmustir. pH 3.84 ve sicaklik
25.6°C iken ulasilan 6zgiil {iriin olusum hiz1 degeri; 0.029 [g liamocin /(g mo.sa)] olarak
tespit edilmistir. Fermantasyon ortami baglangic pH’inin; 5.12-5.62, ortam sicakliginin;
27.6-28.4 °C araliginda degistigi kosullarda, 6zgiil liamocin iiretim hizinin; 0.006 [g
liamocin /(g mo.sa)] degerinin iizerinde oldugu belirlenmistir. Ortam pH’1 5.39 ve
sicaklik 28.0 °C iken; ulasilan 6zgiil liamocin iiretim hiz1 degeri; 0.00603 [g liamocin /(g

mo.sa)] olarak saptanmustir.

Maksimum 06zgiil liamocin {iretim hiz1 degerlerinin, deneysel degerleri ile, Es. 4.3
kullanilarak hesaplanan tahminsel degerlerinin karsilagtirildigr grafik; Sekil 4.53°te

goriilmektedir.

7.,00E-03 —
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Y3, deneysel

Sekil 4.53. Maksimum 6zgiil liamocin iiretim hizlarmin (Y3) deneysel degerleri ile,

tahminsel degerlerinin karsilagtirilmasi (y = 0.8512x + 0,0005; R* = 0.8512)

Belirtilen grafikteki model esitlik icin belirleme katsayisi; R?= 0.8512 olarak, 1’e yakin
bir degerde hesaplanmistir. Bu durum; deneysel olarak elde edilen veriler ile, Es. 4.3 teki
model esitlik kullanilarak hesaplanan; maksimum 06zgiil liamocin iiretim hiz1 (Y3)

degerlerinin, birbirleriyle olan uyumlarinin, yiiksek oldugunu ifade etmektedir.
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4.6. A. pullulans NBRC 100716 Susu ile Liamocin Uretiminin Optimizasyonuna
Tliskin Sonuclar

Bu tez c¢alismasinda A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretiminin
optimizasyonu amaciyla; Design Expert®12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA)
programinin deneme slriimii kullanilmistir. Optimizasyon oncesinde ilk asamada;
bagimsiz degiskenler olarak se¢ilen fermantasyon ortami fruktoz baslangi¢ derisimi (X1),
baslangi¢c pH’1 (X2) ve sicakligin (X3); bagimli degiskenler olarak belirlenen maksimum
liamocin derigimi (Y1), mikroorganizma 6zgiil tireme hiz1 (Y2) ve maksimum &zgiil
liamocin iiretim hiz1 (Y3) tlizerindeki etkilerini gosteren model esitlikler tiiretilmistir.
Optimizasyon asamasinda, tiim bagimli degiskenler (yanitlar) i¢in istenilen hedeflerin
belirlenmesi i¢in, kullanilan programda yer alan; istenilen hedefe ulagsma fonksiyonundan
yararlanilmistir. S6z konusu program tarafindan, istenilen hedefler dogrultusunda gerekli
optimum kosullar ve bu kosullarda elde edilecegi ongoriilen yanit degerleri, 58 farkl
optimum ¢6ziim olarak tiretilmistir. Bu ¢oziimler, Cizelge EK 7°de sunulmustur. S6z
konusu ¢izelgede yer alan optimum ¢ozlimlere ait; istenilen hedefe ulagsma oranlarinin
0.814-0.825 araliginda degistikleri belirlenmistir. S6z konusu oranin; 0.825 olarak
hesaplandig1 bir ¢6ziim i¢in, fermantasyon ortami fruktoz baslangi¢ derisimi ile pH’1n,
istenilen hedefe ulasma oranina etkilerini gdsteren bir ornek grafik; Sekil 4.54’de

sunulmustur.

Istenilen hedefe ulagma fonksiyonu

X1(g/0)

50 7 X2

Sekil 4.54. Istenilen hedefe ulasma orammnin, fruktoz baslangic derisimi ve pH ile

degisimleri (X 1= fermantasyon ortami fruktoz baslangi¢ derisimi, X2= pH)
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Bu tez arastirmasinda, program tarafindan iiretilen ¢6ziimler arasindan, istenilen hedefe
ulagsma fonksiyonu; 0.825 olan bir ¢oziim se¢ilerek, programin verdigi kosullarda bir
optimizasyon ¢alismas1 gerceklestirilmistir. ilgili cizelgede segilen ¢ziime (Coziim no.
11) gore; fermantasyon ortami fruktoz baslangi¢ derisiminin; 93.47 g/L, baslangic
pH’1min; 4.92 ve sicakligin ise; 27.2°C oldugu optimum deney kosullarinda yapilacak
olan bir fermantasyon calismast sonucunda, elde edilecek maksimum liamocin
derisiminin; 4.90 g/L, mikroorganizma 6zgiil iireme hizinin; 0.07447 sa! ve maksimum

0zgiil liamocin tiretim hizinin ise; 0.00567 [g liamocin/(g mo.sa)] olacagi dngdrilmiistiir.

Optimizasyon isleminin gerceklestirilecegi isletme kosullarinin  belirlenmesinin
ardindan; bu kosullarda iki paralel deney gerceklestirilmistir. Bu deneyler ¢alkalamali bir
su banyosunda, 100 mL fermantasyon ortami igeren erlenlerde, 100 vuru/dak sabit
calkalama hizinda, kesikli bir sistemde gerceklestirilmistir. Fermantasyon ortamlarina
astlanacak olan A. pullulans NBRC 100716 susunun, baslangi¢ inokiilasyon derisimi;
6.8 x 107 kob/mL olarak saptanmustir. Gerceklestirilen deneyler sonucunda, her bir yanita
ait elde edilen degerlerin ortalamalar1 hesaplanmis ve bu degerlerin zamanla degisimlerini

gosteren grafikler ¢izilmistir.

Sekil 4.55’te; optimizasyon caligmasinda, ilgili program tarafindan saptanan optimum
calisma kosullarinda, A. pullulans NBRC 100176 susu tarafindan iiretilen liamocin

derisiminin zamanla degisimini gosteren grafik sunulmustur.

4,0

35

30

25

2,0

Liamocin derisimi (g/L.)

oo b0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

t(sa)

Sekil 4.55. Optimum ¢alisma kosullarinda, A. pullulans NBRC 100716 tarafindan

iiretilen liamocin derisiminin zamanla degisimi
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Optimum ¢alisma kosullarinda, A. pullulans NBRC 100176 susu tarafindan tiretilen
liamocin derigsiminin zamanla arttigi ve en yiiksek derisimin; 3.56 g/L olarak

fermantasyonun sonunda tayin edildigi belirlenmistir.

Optimum c¢alisma kosullarinda gergeklestirilen deneyde, elde edilen biyokiitle

derigiminin, zamanla degisimini gosteren grafik; Sekil 4.56’da verilmistir.

0 50 100 150 200 250

t(sa)

Sekil 4.56. Optimum ¢alisma kosullarinda, A. pullulans NBRC 100716 susunun

biyokiitle derisiminin zamanla degisimi

Bu grafik incelendiginde; optimum fermantasyon kosullarinda, biyokiitle derigiminin
fermantasyonun 192. saatine kadar arttig1 ve bu kosullarda belirlenen en yiiksek biyokiitle

derisiminin; 4.99 g/L oldugu belirlenmistir.

Optimizasyon c¢alismasinda ayrica; elde edilen biyokiitle derisim sonuglarindan
yararlanilarak, A. pullulans NBRC 100716 susunun, 6zgiil iireme hiz1 da hesaplanmustir.
Bu amacla, anilan biyokiitle derisimlerinin In X degerleri hesaplanarak, bunlarin zamanla
degisimlerini gosteren bir grafik (Sekil 4.57) c¢izilmis ve ardindan, iissel iireme

bolgesindeki 6zgiil tireme hiz1 hesaplanmustir.

Sekil 4.57°de yer alan grafik yardimiyla hesaplanan; A. pullulans NBRC 100716 susu
icin optimum fermantasyon kosullarinda, iissel iireme bdlgesindeki mikroorganizma

ozgiil iireme hiz1 (n); 0.067 sa olarak tespit edilmistir.

Optimizasyon asamasinda ayrica; A. pullulans NBRC 100716 susunun, optimum
fermantasyon kosullarindaki, maksimum 6zgiil liamocin {iretim hiz1 da hesaplanmaistir.

Bu amagla, Sekil 4.55’teki liamocin derisiminin zamanla degisimini gdsteren grafik ve
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Sekil 4.56’daki biyokiitle derisiminin zamanla degisimini gosteren grafiklerden
yararlanilmigtir. Optimum ¢alisma kosullarinda, A. pullulans NBRC 100716 susu i¢in
belirlenen en yiiksek 6zgiil liamocin olusum hiz1 degeri; 0.0045 g liamocin/ (g mo.sa)

olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.57. Optimum ¢alisma kosullarinda, A. pullulans NBRC 100716 susu i¢in In X

degerlerinin zamanla degisimi

Sekil 4.58’de; optimum fermantasyon kosullarinda gergeklestirilen deneylerde,
fermantasyon ortaminda bulunan fruktoz derisiminin, zamanla degisimini gosteren grafik

yer almaktadir.

Fruktoz derisimi (g/L)

1 ()| TV RPN S (N N [SU S SO (S [T TR | S S | S Y | S
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Sekil 4.58. Optimum c¢aligma kosullarinda, fermantasyon ortamindaki fruktoz

derigiminin zamanla degigimi
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Optimum fermantasyon kosullarinda gerceklestirilen deney igin, ortamdaki fruktoz
derisiminin zamanla azaldig1 ve fermantasyonun sonunda, ortamda bir miktar fruktozun

(17.29 g/L) tiiketilmeden kaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.58).

Sekil 4.59’da ise; fruktoz tiiketim hizinin zamanla degisimini gdsteren grafige yer
verilmistir.
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Sekil 4.59. Optimum ¢alisma kosullarinda, A. pullulans NBRC 100716 susunun fruktoz

tiikketim hizinin zamanla degisimi

S6z konusu kosullar i¢in en yiiksek fruktoz tiiketim hizi ise; fermantasyonun 48. saatinde

0.66 g fruktoz/(L.sa) olarak hesaplanmistir (Sekil 4.59).

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen; bagimli degiskenlerin deneysel degerleri ve Es. 4.1-
4.3 yardimiyla hesaplanan teorik degerleri; Cizelge 4.10°da sunulmustur. Optimizasyon
deneylerinde elde edilen sonuglar, Design Expert®12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA)
programinin ileri analizler (post analysis) bolimii kullanilarak, %95 giiven aralifinda
degerlendirilmistir. Bu amagla ilk olarak, tim bagimli degiskenlerin, ilgili program
yardimi ile %95 giiven araliginda, dnceden tiiretilmis olan model esitliklerden (Es. 4.1-
4.3), optimum deney kosullarindaki minimum ve maksimum degerleri hesaplanmustir.
Daha sonra ise, s6z konusu bu degerlerin, caligmada belirlenen bagimli degiskenlerin
optimizasyon programini kullanarak belirlenen en yiiksek ve en diisiik degerler arasinda
olup olmadiklart incelenmistir. Cizelge 4.10°da, bagimli degiskenler icin Es 4.1-4.3

kullanilarak hesaplanmis olan, minimum ve maksimum degerler goriilmektedir.
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Cizelge 4.10. Bagimli degiskenlerin deneysel degerleri ve optimizasyon programi

kullanilarak hesaplanan teorik, minimum ve maksimum degerleri

Bagimh degisken Simge Deneysel  Teorik ~ Minimum Maksimum

deger deger deger deger
Maksimum  liamocin Y1 3.56 4.90 1.80 8.00
derisimi (g/L)

Mikroorganizma 6zgiil Y2 0.0670 0.0744 0.04619 0.1027

iireme hiz1 (sa 1)

Maksimum 6zgiil Y3 0.0045 0.0057 0.00295 0.0084

liamocin tiretim hiz1 [(g

liamocin/(g mo.sa)]

S6z konusu ¢izelge incelendiginde, bagimli degiskenlere ait deneysel sonuclarin, teorik
degerlerine oldukga yakin olduklart ve ayni zamanda bu sonuglarin program yardimu ile

hesaplanan minimum ve maksimum degerler arasinda olduklar1 tespit edilmistir.

Ayrica; programdaki dogrulama (confirmation) meniisii kullanilarak da; belirlenen
optimum kosullarin %95 giliven aralifinda kabul edilebilir siirlar i¢inde oldugu

dogrulanmustir.

Bu tezin hazirlanmasi siirecinde literatiirde, merkezi tasarim ydntemini kullanarak,
liamocin iiretiminin optimizasyonunu gerceklestiren bir arastirmaya rastlanmamigtir.
Bununla birlikte literatiirde, liamocin fermantasyonu amaciyla, bir tarama tasarimi olan;
Plackett-Burman tasarimini, ortam bilesiminin optimizasyonu amaciyla kullanan bir
calisma yer almaktadir (Leathers ve ark., 2018). S6z konusu calismada; A. pullulans
NRRL 50384 susu ile, antistreptokokal liamocin {iretiminin amaglandig1 ifade edilmistir.
S6z konusu arastirmada; daha 6nceki calismalarda en yliksek liamocin derigiminin elde
edildigi fermantasyon ortamindaki bilesenlerin, tek seferde tek faktor (one-factor-at-a-
time) olarak ifade edilen bir tasarim yontemi ile, farkli derisimlerde ayri ayri test
edildikleri bildirilmistir (Manitchotpisit ve ark., 2011). Uygulanan bu tasarim modelinde,
her deneysel degisken icin en yiiksek ve en diisiik degerler secilerek bir deney tasariminin
gerceklestirildigi belirtilmis ancak, sonuglara uygulanan varyans analizi (ANOVA)
sonucunda, test edilen degerler i¢inde, model terimlerinden higbirinin istatistiksel olarak

anlamli bulunmadig1 da (p>0.05) rapor edilmistir. Anilan ¢alismada bu nedenle; deney
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tasariminda denenen diisiik degerin kabul edildigi K2HPOa4 bileseni haricinde diger
bilesenler icin; yiiksek ve diisiik degerlerin orta nokta degerleri kullanilarak optimize

edilmis bir ortam tasarlandig bildirilmistir.

Bununla birlikte g¢esitli A. pullulans suslari ile liamocin iiretimi {izerine yapilan siirli
sayidaki bazi ¢aligmalarda, A. pullulans NRRL 62041, 62034, 62038 ve 62039 suslar1
tarafindan iiretilen en yiiksek liamocin derisimleri sirasiyla; 3.10, 2.30, 1.60 ve 1.30 g/L
olarak rapor edilmistir. Literatiirde bulunan arastirmalarda, A. pullulans NRRL 50382 ve
NRRL 62040 suslar1 ile ¢alisildiginda, bu suslar tarafindan dretilen liamocin
derigimlerinin; 0.3 g/L’nin altinda oldugu ifade edilmistir. Manitchotpisit ve ark. (2014)
tarafindan yiiksek derisimlerde liamocin ireticisi suslar olarak; A. pullulans NRRL
62031, 62042 ve 50384 suslar1 tanimlanmis olup, bu suslar ile calisildiginda elde edilen

PR

en yliksek liamocin derigimlerinin ise; 7.0-8.6 g/L araliinda degistigi de rapor edilmistir.

4.7. A. pullulans NBRC 100716 Susu Tarafindan Uretilen Liamocin Orneklerine Ait
Spektroskopik Analizlerin Sonuclari

4.7.1. MALDI-TOF-MS Analizinin Sonuclari

Bu tez calismasinda, A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen yiiksek derisimli
bir liamocin &rneginin, MALDI-TOF-MS analizleri Hacettepe Universitesi Ileri
Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi (HUNITEK)’nde, hizmet alim1 seklinde
yaptirtilmistir. Analizler, daha 6nce Boliim 3.2.8.1°de anlatildig1 gibi gergeklestirilmis ve
bu analiz ic¢in; Bruker Daltonics marka, UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF Mass
Spectrometer model, bir spektrometre kullanilmigtir. A. pullulans NBRC 100716 susu
tarafindan fermantasyon yoluyla {iretilmis olan liamocin 6rnegi i¢in, analiz sonucunda
elde edilmis olan; MALDI-TOF-MS spektrumu; Sekil EK 8’de verilmistir. Cizelge
4.11°de ise; liamocin 6rneginin MALDI-TOF-MS analizleri sonucu elde edilen iyonlarin,
kiitle/yiik (m/z) oranlart ile literatiirdeki benzer calismalarda elde edilen; m/z oranlari

verilmistir.

Liamocin 6rnekleri; MALDI-TOF-MS pozitif iyon modunda analiz edilmis ve 750-1010
Da araliginda; [M+Na]" iyonlar1 elde edilmistir. Sekil EK 8’de verilen spektrum
incelendiginde; A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen liamocinin baskin
olarak Liamocin B1 (m/z 949.5) ve Liamocin A2 molekiiliinii (m/z 805.4) icerdigi
goriilmektedir. Bu major iyonlara, mindr iyonlar eslik etmistir ve bunlar arasinda 42

Da’lik kiitle farklilig1 bulundugu goriilmektedir. Bu 42 Da kiitle farkinin, bir asetil grubu
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ile farklilik gésteren iirtinler igin tipik oldugu rapor edilmistir (Price ve ark., 2013). Bu
nedenle spektrumda; m/z 763.4 ([805.4 — 42 + Na]") iyonlar1 goriilmektedir (bkz. EK 8).
Literatiirde; m/z 763.4 ve m/z 949.5 piklerinin, asetillenmemis liamocin bilesiginden ve
805.4’teki pikin, mono asetilenmis bilesiklerden kaynaklandigi ifade edilmektedir
(Manitchotpisit ve ark., 2011; Price ve ark., 2013). Bu veriler sirasiyla; [M+Na]* m/z
763.2 ve 949.4 iyonlarina yol agan 740.2 ve 926.4 Da kiitleli, asetillenmemis iki tip
liamocin (Liamocin Al ve B1) oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde; [M+Na]*
iyonlarini sirasiyla m/z; 805.2 ve 991.4 veren; kiitleleri; 782.2 ve 968.4 Da olan, iki tip

mono-asetillenmis Liamocin A2 ve B2 oldugu ifade edilmektedir (Price ve ark., 2013).

Cizelge 4.11. A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen ve bazi literatiir
calismalarindan almman liamocin Orneklerine ait MALDI-TOF-MS

spektrumlar1 sonuglari

MALDI-TOF-MS [M + Na]* iyonlan kiitle/yiik (m/z)

oranlar
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Liamocin Al [M + Na]* 763.20 763.45 763.40
Liamocin A2 [M + Na]* 805.20 805.46 805.40
Liamocin B1 [M + Na]* 949.30 949.57 949.50
Liamocin B2 [M + Na]* 991.40 991.58 993.50

Manitchotpisit ve ark. (2011), farkli suslarin, farkli liamocin profilleri iirettiklerini
bildirilmistir. A. pullulans NRRL 58544, NRRL 58547, NRRL 58551, NRRL 58558
suslar1 tarafindan tiretilen liamocin profilini baskin olarak; Liamocin A2 (m/z 805.2) nin
olusturdugunu; A. pullulans NRRL Y-2581, NRRL Y-4026 ve NRRL 4588 suslar1 igin
ise, uretilen liamocinin biiylik oranda; m/z oran1 949.4 olan Liamocin B1’den olustugu

rapor edilmistir. A. pullulans NRRL 50380, NRRL 58556 ve NRRL Y-12974 suslarinin
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ise; Liamocin A2 ve B1’1 esit oranda igerdikleri belirtilmistir. Anilan ¢alismada liamocin
profilleri karsilastirilan suglarin tamaminin, Liamocin A1 igerdigi belirtilirken, Liamocin
B2’nin baz1 suslarda kii¢lik oranlarda yer aldiklar1 ifade edilmektedir (Manitchotpisit ve
ark., 2014).

4.7.2 GC-FID Analizi Sonuglar:

Bu tez galismasinda; A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen bazi liamocin
orneklerinin GC-FID analizleri, Hitit Universitesi HUBTUAM-Kromatografik Analiz
Teknikleri Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Cizelge 4.12°de, gerceklestirilen GC-
FID analizi sonucunda elde edilen; yag asidi kompozisyonu verilmektedir. Liamocin

ornegine ait doymus/doymamis yag asidi yiizdeleri ise, Cizelge 4.13’de sunulmustur.

Cizelge 4.12. A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen liamocin 6rneginin

yag asidi kompozisyonu

Alikonma siiresi Yag asidi Alan (%)
4.69 Kaproik asit (Ce:) 0.019
8.15 Kaprilik asit (Cs:) 0.012
12.51 Kaprik asit (C10:0) 0.045
14.89 Undekanoik asit (C11.0) 0.042
17.14 Laurik asit (C12:0) 0.011
19.89 Tridekanoik asit (C13.0) 0.060
22.70 Miristik asit (C14.0) 0.086
25.77 Pentadekanoik asit (C1s:0) 0.030
29.12 Palmitik asit (C1s:0) 25.000
30.55 Palmitoleik asit (C16:1) 0.450
32.14 Heptadekanoik asit (C17.0) 0.155
35.67 Stearik asit (Cis:) 34.488
36.9 Oleik asit (Cs:1) 33.451
39.07 Linoleik asit (Cis:2) 4.799
41.56 Arasidik asit (Czo:0) 0.920
41.82 a-Linolenik asit (C1s:3) 0.105
42.77 Eikosenoik asit (Cz0:1) 0.066
47.76 Behenik asit (C22:0) 0.137
53.12 Lignocerik asit (Cz4.0) 0.123
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Cizelge 4.13. A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen liamocin 6rneginin

doymus ve doymamis yag asidi oranlari

Yag asidi %

Doymus 61.128

Doymamis 38.871
Tekli doymamis 33.967
Coklu doymamis 4.904

Cizelge 4.12-13°deki yag asidi oranlari incelendiginde; A. pullulans NBRC 100716
tarafindan tretilen liamocinin yapisinda; % 61.12 oraninda doymus, % 38.87 oraninda
ise, doymamis yag asitlerinin yer aldigi goriilmektedir. Doymamis yag asitlerinin %
33.97’si tekli doymamis yag asitleri iken; % 4.90’1 ¢oklu doymamis yag asitleri olarak
belirlenmistir.  GC-FID analizi  gergeklestirilen liamocin  Orneginin  agirlikl
kompozisyonunun; palmitik asit (Cie:0), stearik asit (Cis:.0), oleik asit (Cis:1) ve linoleik
asit (Cis:2)’ten olustugu ve bu yag asitlerinin oranlarmin da sirastyla; % 25.00, 34.49,

33.45 ve 4.80 olduklar1 goriilmektedir.

A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan {iretilen liamocin 6rnegine ait, GC-FID

analizi sonucunda elde edilen kromatogram ise; EK 9’da verilmistir.

Literatiirde, A. pullulans var. melanogenum P10 susu tarafindan iiretilmis olan tek hiicre
yag1 i¢in, yag asidi kompozisyonunun belirlendigi bir arastirmada; yag asidi bilesiminin
esas olarak palmitik asit (Cis:0), palmitoleik asit (Cie:1), stearik asit (Cis:0), oleik asit
(Cis:1) ve linoleik asit (Cis:2)’ten olustugu rapor edilmistir (Wang ve ark., 2014). Anilan
calismada, belirlenen yag asitlerinin yiizdelerinin ise sirasiyla; % 26.7, 1.7, 6.1, 44.5 ve
21.0 olarak belirlendikleri ifade edilmistir. Konu olan ¢alismada belirlenen yag asidi
bilesiminin, bitkisel yaglarin yapisindakilere benzer oldugu, bu sebeple de A. pullulans
var. melanogenum P10 susu tarafindan tiretilen bu yaglarin, biyodizel iiretimi amaciyla

iyi bir hammadde olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Wang ve ark., 2014).

Diinyada tiretilen biyodizelin % 95’inden fazlasinin yemeklik bitkisel yaglardan elde
edildigi ve bu durumun da; diinya c¢apinda bitkisel yag iiretimine olan talebi arttirdigi

bildirilmektedir (Beopoulos, Nicaud ve Gaillardin, 2011).
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Bu tez arastirmasinda, A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen liamocinin
yag asidi kompozisyonunun da, bitkisel yaglarin yapisindakine benzer bir yapida oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle de tez ¢alismamizda iiretilen liamocinin kiiresel anlamda artan
yag talebini karsilamak konusunda, potansiyel uygulamalari olabilecek kiymetli bir yag
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yanisira; A. pullulans NBRC 100716 susu
tarafindan {iretilen liamocinin bilesiminde, insan viicudunda sentezlenemeyen ve
disaridan alinmasi zorunlu olan esansiyel yag asitlerinden; a-linolenik ve linoleik asitlerin
de bulundugu saptanmistir. Bu agidan da, tez ¢alismamizda A. pullulans NBRC 100716
susunu kullanarak tiretmis oldugumuz liamocinin, insan viicudu icin elzem baz1 yag
asitleri i¢in potansiyel bir kaynak olabilecegi ancak bu konuda ileri bazi ¢alismalar

yapilmasi gerektigi ongoriilmektedir.

4.8. A. pullulans NBRC 100716 Susu Tarafindan Uretilen Liamocin Orneklerinin

Biyosiirfektan Aktivitelerinin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

4.8.1. Yag Yayma Testine iliskin Sonuclar

Bu tez arastirmasinda, A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretiminin
optimizasyonu amaciyla gergeklestirilen deneylerde elde edilen liamocin 6rneklerinden
bazilarina, daha 6nce Boliim 3.2.15.1°de anlatildigr gibi yag yayma testi uygulanmistir
(bkz. Sekil EK 10). Bu agsamada, liamocin derisimleri ile, zon ¢aplar1 arasindaki iliskiyi
gosteren bir ¢aligma dogrusu da olusturulmustur (Sekil EK 11). S6z konusu grafige gore,
1 g/L liamocin derisiminde elde edilen yag yayma capi; 7.8 cm olarak elde edilmistir.
Optimum kosullarda gerceklestirilen deneylerde, c¢alisilan sus tarafindan iiretilen

liamocin orneklerine iligkin, yag agma deneyi sonuglari; Cizelge 4.14’°te verilmektedir.

Cizelge 4.14 incelendiginde goriilebilecegi gibi, optimum kosullarda gergeklestirilen
deneyde, fermantasyonun 48. saatinde elde edilen liamocin 6rnegine (1.07 mg/mL)
uygulanan test sonucunda elde edilen yag agma capi; 8.00 cm olarak Olciilmiistiir. Test
sirasinda, fermantasyonun 0, 24 ve 48. saatlerinde, liamocin 6rneklerinin yag yayma
caplar1 herhangi bir seyreltmeye gerek olmaksizin, testin yapildigit 90 mm’lik petri

kutularinda Slgiilebilmistir.

Daha sonra ise, fermantasyon siiresince liamocin iiretiminin artmasi ve petri kutusu

capindan kaynaklanan kisitlamadan dolayi, seyreltilerek 6l¢iilmiistiir.
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Cizelge 4.14. Optimum kosullarda gergeklestirilen deney i¢in, liamocin derisiminin

zamanla degisimi ve yag agma testi sonuglari

t (sa) Fermantasyon Testte SO Testte kullanilan, Cap
ortamindaki kullanilan seyreltilmis (cm)
liamocin derisimi liamocin ornekteki liamocin
(g/L) miktarr® miktarr**

(mg) (mg)

0 0.27 0.90 - 0.90 5.60

24 0.29 0.97 - 0.97 5.90

48 0.32 1.07 - 1.07 8.00

72 0.37 1.23 1:2 0.62 5.10

96 0.63 2.10 1:3 0.70 5.90

168 2.03 6.77 1:8 0.85 6.25

192 2.63 8.77 1:10 0.88 6.50

216 3.44 11.47 1:11 1.04 7.75

240 3.56 11.87 1:11 1.08 8.10

*: 3 mL MEK te ¢6ziilen, SO: Seyreltme orani, **seyreltme MEK ile yapilmistir.

Ormnekler uygun hacimlerde MEK ¢ozeltisi kullanilarak, caplarmm olgiilebilecegi
derisimlere seyreltilmistir (bkz. Cizelge 4.14). Fermantasyon siiresince liamocin

orneklerinin derisimlerindeki artistan dolay1 seyreltme oranlar1 da artmigtir.

Optimum kosullarda gergeklestirilen bu deney icin en yliksek ¢ap degeri fermantasyon

sonunda elde edilmistir.

Fermantasyon sonunda (240. saat) iiretilen liamocin 6rneginin yag yayma ¢api; 8.10 cm

olarak Sl¢iilmiis olup, seyreltme orant; 1:11 olarak uygulanmistir.

Bu tez arastirmasinda, ¢alisilan susun biyosiirfektan liretme yeteneginin belirlenmesine
yonelik olarak gergeklestirilen deneyler sonucunda, A. pullulans NBRC 100716 susu
tarafindan iretilen liamocinin, biyosiirfektan karakterde oldugu bulunmustur. Bunun
yanisira, uretilen liamocinin biyosiirfektan kapasitesinin, mevcut ticari sentetik

stirfektanlar ile rekabet edebilir 6l¢iide oldugu da belirlenmistir.
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Youssef ve ark. (2004) tarafindan gergeklestirilen ve ¢esitli Bacillus suslari tarafindan
iretilen biyosiirfektanlarin tespit edilmesi i¢in {i¢ farkli yontemin karsilastirildigi bir
calismada, berrak zon c¢apt ve biyosiirfektan derisimi arasinda, belirli bir derisim
araliginda (50-400 mg/L) dogrusal bir iligki oldugu ve yag yayma testinin, biyosiirfektan
liretiminin tespiti amaciyla kullanilabilecek giivenilir bir yontem oldugu ifade edilmistir

(Youssef ve ark., 2004).

A. pullulans LB83 susu tarafindan {iretildigi belirtilen bir biyosiirfektanin, yag yayma
kapasitesinin 6l¢iildiigii bir ¢alismada; elde edilen en yliksek yag yayma ¢apinin, 1.52 g/L
liamocin igin; 8.05 cm oldugu bildirilmistir (Brumano ve ark., 2017). Anilan ¢alismada
ayrica; ticari olarak kullanilan bazi sentetik siirfektanlarin yag agma c¢aplarmin da
Olctildiigii ve Tween 20, Tween 80 ve SDS (10 g/L) i¢in berrak zon ¢aplarinin sirasiyla;
6.5, 5.0 ve 4.8 cm olarak belirlendikleri rapor edilmistir. Bu sonucun; A. pullulans LB83
susu tarafindan tiretilen poliol lipidlerin yag agma ¢aplarinin, test edilen siirfektanlardan

daha yiiksek oldugu seklinde yorumlanmistir (Brumano ve ark., 2017).

Bir diger arastirmada Bacillus subtilis ve Pseudomonas aeruginosa suslarini da igeren
105 deniz bakterisinden izole edilen cesitli biyosiirfektanlar icin tespit edilen en yiiksek

yag yayma ¢api; 3.5 cm olarak bildirilmistir (Thavasi, Jayalakshmi ve Banat, 2011).

Silva ve ark. (2014) tarafindan gergeklestirilen bir bagka arastirmada ise, filamentli bir
fungus olan; bir Cunninghamella echinulata susundan elde edilen ve saflastirilan bir
biyostirfektanin, %1 (w/v) oraninda kullanilmasi sonucu elde edilen maksimum yag yer

degistirme zonu ¢apinin; 6.89 cm oldugu rapor edilmistir

4.8.2. Yiizey Gerilimi Degerlerinin Ol¢iilmesine iliskin Sonuclar

A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen liamocinin yiizey gerilimi degerleri
dlgiimleri daha 6nce boliim 3.2.15.2°de anlatildigr sekilde, Hacettepe Universitesi Kimya
Miihendisligi bolimiinde gergeklestirilmistir. Pendant drop (asili damla) yontemiyle

gergeklestirilen bu 6l¢limlere dair elde edilen sonuglar Sekil 4.60°da sunulmustur.

Asili damla yontemi ile oda sicakliginda (25°C) gerceklestirilen ylizey gerilimi
Olgtimlerinde, deneyde kullanilan ultra saf suyun yiizey gerilimi degeri; 72.30 mN/m
olarak 6l¢tilmiistiir. Su/etil alkol (80:20) (v/v) karisiminin yiizey gerilimi ise; 52.73 mN/m
olarak 6l¢tilmiistiir. A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan tiretilen; su/etil alkol (v/v;

80:20) igerisinde ¢oziindiiriilmiis olan 0.003 g/L derisimindeki liamocin 6rneginin suyun
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yilizey gerilimi degerini; 31.6 mN/m’ye, 0.9 g/L derisimindeki liamocinin ise; 29.86
mN/m’ye diistirdiigti belirlenmistir (Sekil 4.60). Ayni deney kosullarinda hazirlanmis
(su/etil alkol ¢ozeltisinde) anyonik ticari bir siirfektan olan SDS i¢in ise ylizey gerilimi

degeri; 32.23 mN/m olarak Sl¢iilmiistiir.

55

o _.\

45

40 L

Yiizey gerilimi (mN/m)

30 L ‘R“‘“l———.ﬁ___.

1 1 1
0,001 0,010 0,100 1,000

Liamocin derigimi (g/L)

Sekil 4.60.  Farkli derisimlerdeki liamocin ¢ozeltilerinin yilizey gerilimlerinin
liamocin derisimleri ile degisimi
Literatiirde liamocin 6rnekleri i¢in 6l¢iilen yiizey gerilimi degerlerinin; 27mN/m ile 31.5

mN/m arasinda degistigi rapor edilmektedir (Manitchotpisit ve ark., 2011; Kim, Lee ve
Yun, 2015).

Manitchotpisit ve ark. (2011) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada; A. pullulans
NRRL 50380 susu tarafindan iiretilen liamocin 6rneklerinin 67 mN/m olarak 6lgiilen

suyun yiizey gerilimi degerini; 27 mN/m’ye diisiirebildigi rapor edilmistir.

Gergeklestirilen bir bagka arastirmada ise; suyun yiizey geriliminin 72.8 mN/m olarak
oOlgiiliirken; A. pullulans L3-GPY susu tarafindan tiretilen liamocinin bu degeri, 1.5 mg/L
derisimde; 31.5 mN/m’ye diisiirdiigii ifade edilmistir. Ilgili ¢alismada; liamocin érneginin
diisiik derisimde kullanilmasina ragmen diger siirfektan maddelerden daha diisiik yiizey
gerilimi degerleri ortaya koydugu ve bu sebeple de etkili bir biyo-ylizey aktif madde
olarak tanimlanabilecegi ifade edilmektedir (Kim, Lee ve Yun, 2015). Liamocin 6rnekleri
icin Olciilen bu yiizey aktivite degerlerinin, ticari yiizey aktif maddeler igin belirlenen

ylizey gerilimi degerleri araliginda oldugu ifade edilmektedir (Garay ve ark., 2018).
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Tez arastirmasinin bu kisminda elde edilen sonuglara gore, A. pullulans NBRC 100716
susu tarafindan tretilen liamocinin, suyun yiizey gerilimini (72.30 mN/m) olduk¢a
diistirdigii (31.60 mN/m) bulunmustur. Bu ylizey gerilimi degerinin, ticari bir siirfektan
olan SDS’nin yiizey geriliminden (32.23 mN/m) daha diistik oldugu goriilmektedir. Tez
calismamizda elde ettigimiz sonuglar bu agidan incelendiginde; A. pullulans NBRC
100716 susu tarafindan {iretilen liamocinin, ticari siirfektanlarla rekabet edebilecek,
oldukea etkin bir biyosiirfektan olarak tanimlanabilecegi diisliniilmektedir. Calismamizda
tiretilen liamocinin, biyosiirfektan niteligine yonelik bazi arastirma agilimlarina sahip

olabilecegi de 6ngoriilmektedir.
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5. SONUC

Bu tez arastirmasinda, nadir A. pullulans suslari tarafindan tiretilen, agir yag olarak da
adlandirilan ve poliol lipid yapisinda olan liamocin tiretimi lizerinde ¢alisilmistir. Tezde
esas olarak, baz1 fermantasyon parametrelerinin bu ¢alisma ic¢in en iyi liretici olarak
belirlenen A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin {iiretimi iizerine etkileri
incelenmis ve calisma kapsaminda bir optimizasyon ¢alismasi da gerceklestirilmistir.
Ulkemizde halen liamocin iiretimine ydnelik bir baska ¢alismanin bulunmamasi, yurtdis:
literatiiriinde ise, A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretiminin incelenmemis
ve liamocin fermantasyonu i¢in kullanilan diger suslar ile ortam bilesimi iizerine farkli
bir yontem ile yapilan tek bir optimizasyon c¢alismasinin disinda, baska ¢alismanin
bulunmamasi1 nedeni ile de, bu tez ¢alismasinin 6zgiin, lilkemiz acisindan ilk ve 6ncii bir
arastirma oldugu disiliniilmektedir. Bu tez calismasinda gerceklestirilen deneyler

sonucunda elde edilen genel sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Bu tez calismasinin ilk asamasinda; ¢esitli kiiltiir koleksiyonlarindan saglanmis
olan bes farkli A. pullulans susu ile laboratuvarimizda yapilmis olan onceki
caligmalarda, taze Gemlik zeytini 6rneklerinden izole edilmis olan; A. pullulans
AZ-6 susunun liamocin iiretme yetenekleri, agarli bir besiyeri kullanilarak, bir 6n
tarama testi yardimiyla gorsel olarak incelenmistir. Uygulanan bu test sonucunda
incelenen tiim suglarin, karbon kaynagi olarak bilesiminde ti¢ farkli sekerin ayr1
ayr1 denendikleri besiyerinde gelisebildikleri ve ayni zamanda liamocin
iiretiminin bir belirteci olarak kabul edilen yag tabakasini iiretebildikleri
gbzlemlenmistir. Daha sonra s6z konusu suslarin liamocin iiretim kapasiteleri,
taniml1 bir fermantasyon ortaminda karsilastirmali olarak incelenmistir. Bu
amagla  gerceklestirilen  fermantasyon  deneyleri,  kesikli  sistemde
gerceklestirilmistir. Incelenen alt1 farkli sus arasindan; A. pullulans NBRC
100716 susunun, digerlerinden daha yiiksek derisimde (4.20 g/L) liamocin
iiretebildigi belirlenmistir ve arastirmaya bu sus ile devam edilmesine karar
verilmistir.

2. Farkli karbon kaynaklarinin A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin
iiretimi iizerine etkilerinin incelendigi deneylerde, karbon kaynaklar1 olarak;
glukoz, fruktoz, maltoz ve sakkaroz kullanilmistir. Kesikli sistemde, 100
vuru/dak c¢alkalama hizindaki su banyosu kullanilarak ve 28°C’de

gercgeklestirilen bu deneylerde 100 mL’lik fermantasyon ortamlart kullanilmigtir.
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Bu deneylerdeki en yiiksek liamocin derisimi (5.50 g/L), fermantasyon ortaminda
fruktozun karbon kaynagi olarak kullanildigi denemede elde edilmistir.
Calismanin bundan sonraki asamalarina; karbon kaynagi olarak fruktozu igeren
fermantasyon ortamlari kullanilarak devam edilmistir.

. Farkli azot kaynaklarinin A. pullulans NBRC 100716 susunun liamocin iiretimine
etkilerinin arastirildigi deneylerde; organik azot kaynaklari olarak pepton ve
maya Oziitli; inorganik azot kaynagi olarak ise; (NH4)2SO4 kullanilmustir. Kesikli
sistemde, ayni1 kosullarda gergeklestirilen deneylerde pepton ve maya 6ziitliniin,
azot kaynagi olarak bir arada kullanildigi fermantasyon ortaminda, A. pullulans
NBRC 100716 susunun liamocin iiretiminin (4.26 g/L), diger azot kaynaklarinin
kullanildig1 ortamlardakine gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Tez
caligmasinin sonraki deneylerinde, fermantasyon ortamlarinda bu azot kaynagi
kombinasyonu kullanilarak devam edilmistir.

. Bu arastirmada daha sonra; A. pullulans NBRC 100716 susu ile liamocin tiretimi
amaciyla, bazi fermantasyon kosullarinin, yanit yilizey yontemi ile optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu amagla; Design Expert ® 12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis,
USA) programinin deneme siiriimiinde yer alan; doniisiimlii merkezi karma
tasarim yontemi kullanilmistir. S6z konusu program tarafindan olusturulan deney
tasarim planma gore; merkez noktada 6 paralel olmak iizere, 20 deney
gerceklestirilmistir. Calismada bagimsiz degiskenler olarak; fermantasyon
ortaminin fruktoz baslangi¢ derisimi (X1), pH (X2) ile sicaklik (X3), bagimli
degiskenler olarak ise; maksimum liamocin derisimi (Y1), mikroorganizma
ozgil tireme hiz1 (Y2) ve maksimum 6zgiil liamocin tiretim hiz1 (Y3) se¢ilmistir.
Secilen ti¢ farkli bagimsiz degisken i¢in bes farkli diizeyde ¢alisilmistir.

Tez calismasinin bu agamasinda daha sonra; s6z konusu program tarafindan
olusturulan tasarim planindaki deneyler gerceklestirilmis ve secilen ii¢ bagimsiz
degiskenin elde edilen yanitlar tizerindeki etkilerini gésteren baz1 model esitlikler
tiretilmistir. Tiretilen bu model esitliklerin uygunluklar1 varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirilmistir ve ¢alismada elde edilen tim modellerin 6nemli
(p<0.05) ve uyum eksikliginin 6nemsiz (p>0.05) olduklar1 belirlenmistir. Ayrica;
program yardimiyla elde edilen yanit yiizey ve kontiir grafikleri kullanilarak
bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenler tizerindeki etkileri incelenmistir.

. Buasamada daha sonra, Design Expert ® 12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA)

programi kullanilarak, secilen bagimli degiskenlerin (yanitlarin), belirlenen
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hedefler dogrultusunda saglanabilmeleri i¢in fermantasyon kosullarinin niimerik
optimizasyonu yapilmigtir. Bu amagla ilk olarak programda yer alan; istenilen
hedefe ulagma fonksiyonundan yararlanilarak, bagimli ve bagimsiz degiskenler
icin hedefler belirlenmistir ve belirlenen hedefler dogrultusunda program
tarafindan 58 farkli ¢6ziim Onerilmistir. Bu ¢oziimler arasindan istenilen hedefe
ulasma orani yiiksek (0.825) bir ¢oziim segilerek, bu ¢oziim dogrultusunda
onerilen deney kosullarinda iki paralel olacak sekilde bir deney
gerceklestirilmistir. Bu deneyin kosullari ilgili program tarafindan; fermantasyon
ortami fruktoz baslangi¢ derisimi, 93.47 g/L, baslangi¢ pH’14.92 ve sicaklik ise;
27.2°C olarak Onerilmistir. Bu kosullarda elde edilecek maksimum liamocin
derisiminin; 4.90 g/L, mikroorganizma o6zgiil iireme hizinm; 0.074 sa?® ve
maksimum 6zgiil liamocin tiretim hizinin ise; 0.00567 [g liamocin/(g mo.sa)]
olacagi Ongoriilmiistiir. Optimum kosullarda gergeklestirilen deneyler
sonucunda; maksimum liamocin derisimi; 3.56 g/L, mikroorganizma 0zgiil
{ireme hiz1; 0.0670 sa ve maksimum &zgiil liamocin iiretim hiz1; 0.00450 [g
liamocin/(g mo.sa)] olarak elde edilmistir. Deneysel olarak elde edilen bu
sonuclar ile program tarafindan oOnerilen teorik degerler, yine ayni1 programin
dogrulama meniisii kullanilarak karsilastirilmis ve 6nerilen optimum kosullarda
elde edilen deneysel verilerin; %95 giiven araliginda, minimum ve maksimum
degerler arasinda oldugu istatistiksel olarak dogrulanmislardir.

. Bu tez calismasinda ayrica; A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iretilen
liamocinin karakterizasyonu amaciyla, yiiksek derisimli baz1 6rneklere, MALDI-
TOF-MS ve GC-FID analizleri de yaptirtilmistir. MALDI-TOF-MS analizleri
sonucunda elde edilen spektrum incelendiginde ve literatiirdeki benzer sonuglarla
karsilagtirildiginda; A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan {iretilen
liamocinin baskin olarak; m/z 949.5 olan Liamocin B1 ve m/z 805.4 olan
Liamocin A2 molekiillerini i¢erdigi ve bu sus tarafindan iiretilen agir yaglarin
liamocin olduklar1 dogrulanmistir. GC-FID analizi sonucunda ise; A. pullulans
NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen liamocinin yag asidi profili belirlenmis
ve yapisinda; % 61.12 oraninda doymus, % 38.87 oraninda ise doymamis yag
asitlerini igerdigi tespit edilmistir. Belirlenen bu yag asidi komposizyonunun,
bitkisel yaglarin yag asidi bilesimine benzer oldugu, bu sebeple de; bu tez
caligmasinda bulunan liamocinin ileride, mikrobiyel tek hiicre yagi liretimine

yonelik arastirmalarda da degerlendirilebilecegi dngoriilmiistiir.
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8. Butez arastirmasinda ayrica; A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan tiretilen
liamocinin, biyosiirfektan aktivitesini belirlemeye yonelik bazi testler de
gerceklestirilmistir. Bu amagla uygulanan yag yayma (agma) testi sonucunda;
1.08 mg/mL derisimdeki liamocin 6rneginin yag yayma capi; 8.10 cm olarak
Olcililmiistiir. S6z konusu test sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde; A.
pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen liamocinin, diisiik derisimlerde
bile etkili bir biyosiirfektan kapasitesinin oldugu belirlenmistir.

9. Bu tez ¢alismasinda son olarak; A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan
iiretilen liamocin 6rneginin ylizey gerilimi degeri, pendant drop (asili damla)
yontemiyle ol¢iilmiistiir. Liamocin 6rneginin suyun yiizey gerilimi degerini;
72.30 mN/m’den 31.6 mN/m’ye diislirdiigii belirlenmistir. Bu degerin, ¢esitli
ticari siirfektanlarin yilizey gerilimi degerlerinden daha diisiik oldugu ve A.
pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iretilen liamocinin, ticari olarak
kullanilan bazi biyosiirfektanlarla rekabet edebilir nitelikte oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen bu sonuclara gore, A. pullulans NBRC 100716 susu
tarafindan iretilen liamocinin; yeni ve etkili bir biyosiirfektan olarak
kullanilabilecegi ve bu agidan da tez ¢alismasinda iiretilen liamocinin gelecekteki
uygulamalar1 bakimindan oldukca umut verici bir biyomolekiil oldugu

diistiniilmektedir.
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EKLER

EK 1- FERMANTASYON DENEMELERINDE KULLANILAN FARKLI A.
pullulans KULTURLERI

Sekil Ek 1.1. Fermantasyon denemelerinde kullanilan farkli A. pullulans

kiiltiirlerinin fermantasyonun 5. gliniindeki goriintiileri

Sekil Ek 1.2. Baslangi¢ inokiilasyon derisimi tayininde kiiltiirel sayim amaciyla

kullanilan baz1 A. pullulans kiiltiirleri
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EK 2- LIAMOCIN EKSTRAKSIiYONU

(a) (b)
Sekil Ek 2.1. A. pullulans NBRC 100716 susuna ait, fermantasyon ortaminda substrat
olarak (a) sakkaroz, (b) fruktoz kullanilan besiyerlerinde, santrifiij sonrasi

elde edilen biyokiitle peletleri

| PP

Sekil Ek 2.2. A. pullulans AZ-6 ve NBRC 100716 suslarina ait, santrifiij sonrasi elde
edilen biyokiitle peletleri
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Sekil Ek 2.3. Liamocin ekstraksiyonu sirasinda, A. pullulans NBRC 100716 susuna ait,

metil etil keton eklenmis ve vortekslenmis 6rnekler

Sekil Ek 2.4. Liamocin ekstraksiyonu sirasinda, A. pullulans NBRC 100716 ve AZ-6

suslarina ait, metil etil keton eklenmis ve vortekslenmis 6rnekler
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Sekil Ek 2.5. Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilmis olan, A. pullulans NBRC

100716 susu tarafindan tiretilmis bazi liamocin 6rnekleri
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EK 3- DNS YONTEMIi

Dinitrosalisilik asit yontemi; kimyasal yolla karbonhidrat analizi saglayan kolorimetrik
bir yontem olarak tanimlanmaktadir (Bemiller, 2018). Bu yontem; indirgen sekerlerin
serbest karbonil gruplarinin varliinin saptanmasi prensibine dayanmaktadir. Bu
yontemde; sar1 renkli 3,5-dinitrosalisilik asitin, indirgen seker varliginda ve bazik
ortamda, kirmizi-kahverengi renkli 3-amino 5-nitrosalisilik asite indirgendigi
bilinmektedir. Gergeklesen bu reaksiyon sonucu olusan rengin yogunlugunun,
kolorimetrik olarak spektrofotometrede 540 nm’de Olgiilebildigi ve olusan renk
yogunlugunun, indirgen seker derisimi ile dogru orantili oldugu ifade edilmektedir
(Miller, 1959; Zhang ve ark., 2019; Jain ve ark., 2020). S6z konusu yontemde kullanilan
DNS ¢ozeltisinin hazirlanmasinda; 1 g DNS (Sigma) 20 mL 2 N NaOH (Sigma)
¢ozeltisinde ¢oziindiriilmiistiir. Ayri bir erlende; 30 g sodyum potasyum tartarat (Merck)
50 mL saf suda ¢oziindiriilmiistiir. Daha sonra hazirlanan iki ¢6zelti birlestirilerek,
tamamen berraklagincaya kadar bir manyetik karistirict yardimiyla karigtiritlmistir. Daha
sonra ¢oOzelti, bir balon jojede son hacmi 100 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanmustir.
Indirgen seker miktar1 belirlenecek olan orneklerin uygun seyreltileri hazirlandiktan
sonra, 1 mL Ornek ¢bzelti cam bir tiipe aktarilarak iizerine 1 mL DNS c¢ozeltisi
eklenmistir. Bu ¢6zeltinin kaynar su banyosunda 5 dakika bekletilmesinin ardindan cam
tiip; buz dolu bir beher igerisine alinarak, hizli bir sekilde sogutulmustur. Ayni islemler,
icerisinde Ornek olmayan saf su ile tekrar edilerek kor hazirlanmistir. Hazirlanan
orneklerin absorbanslari, bir spektrofotometrede (Boeco S30, Almanya) 540 nm dalga
boyunda kore karst okunmuslardir. Analiz edilen 6rneklerde bulunan indirgen seker
derigimlerinin hesaplanmasinda, incelenen indirgen seker tiirli i¢in olusturulan ¢alisma

dogrularindan ve denklemlerinden yararlanilmistir.

EK 4- FENOL SULFURIK ASIT YONTEMIi

Fenol-siilfiirik asit yontemi, karbonhidrat analizinde kullanilan ve farkli seker gesitleri
iceren ¢ozeltilerde; toplam ¢oziinebilir seker miktarinin tayininde kullanilan kimyasal bir
yontemdir. Bu yontem; basit ve hizli bir kolorimetrik yontem olarak tanimlanmaktadir

(Dubois ve ark., 1956; Nielsen, 2017).

Bu yontemde; analizde kullanilan konsantre siilfiirik asitin, herhangi bir polisakkariti,

oligosakkariti veya disakkariti monosakkaritlere pargaladigi ifade edilmektedir. Daha
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sonra pentozlarin furfurala; heksozlarin ise, hidroksimetilfurfurala (HMF) par¢alandigi
ve olusan bu parcalanma iirlinlerinin fenolle reaksiyona girerek, spektrofotometrede 490

nm’de absorbans veren sar1 renkli bilesikler tirettikleri belirtilmektedir (Nielsen, 2017).

Bu yontemin uygulanisinda; toplam seker tayini gerceklestirilecek olan drneklerin uygun
seyreltileri hazirlandiktan sonra; 2 mL 6rnek iizerine 1 mL %5’lik (w/v) fenol ¢ozeltisi
ve ardindan 5 mL derisik siilfiirik asit (Sigma) ilave edilmistir. Elde edilen ¢ozelti vorteks
yardimiyla karistirildiktan sonra oda sicakliginda bir su banyosunda 20 dakika
bekletilmistir. Bu islemler, igerisine 6rnek yerine saf su konulmus olan kor ¢ozeltisi ile
de tekrarlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslar1 bir spektrofotometrede (Boeco

S30, Almanya), 490 nm dalga boyunda kore kars1 6l¢lilmiislerdir.

EK 5- DENEYLERDE FERMANTASYON ORTAMLARINDAKI CESITLI
SEKERLERIN DERISIMLERININ BELIRLENMESINDE KULLANILAN
STANDART CALISMA DOGRULARI

10

08 |

06

Absorbans

04

02 |

0,0 . I . 1 . I . I . I . I
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

Glukoz derigimi (g/L)

Sekil Ek 5.1. Glukoz ¢alisma dogrusu (y = 3.044x - 0.0295; R?= 0.9946)
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Fruktoz derisimi (g/L)

Sekil Ek 5.2. Fruktoz ¢alisma dogrusu (y = 3.091x - 0.037; R?= 0.9898)
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Sekil Ek 5.3. Maltoz ¢alisma dogrusu (y = 2.567x - 0.04; R?= 0.9860)
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Sekil Ek 5.4. Sakkaroz ¢alisma dogrusu (y = 14.943x - 0.0046; R2 = 0.9800)
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EK 6- DENEYLER SIRASINDA CEKIiLEN BAZI MIKROSKOPIiK
GORUNTULER

(€) (f)

Sekil Ek 6.1. A. pullulans suslarinin mikroskobik goriintiileri (x100) (a) ve (b): A.
pullulans NBRC 100716, (c) ve (d): A. pullulans AZ-6, (e): A. pullulans BJ20p4, (f): A.

pullulans TrisCisz2
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EK-6.2 Oil Red O boyasi ile boyanmis A. pullulans NBRC 100716 susunun ve iirettigi

liamocinin basit 151k mikroskobu (x100) altindaki goriintiileri

Sekil Ek 6.2. A. pullulans NBRC 100716 susuna Oil Red O boyasi ile uygulanan lipid

boyama testinin sonuglari
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EK 7- OPTIMIZASYON CALISMASINDA BAGIMLI DEGIiSKENLER
ICIN BELIRLENEN HEDEFLER VE ELDE EDILEN COZUMLER

Cizelge Ek 7.1. Optimizasyon ¢aligmas1 i¢in bagimli degiskenler i¢in belirlenen hedefler

Navigation Pane p = = Fa. X
- 7 Criteia @ Solutions 7.0 Graphs
[ Design (Actual) Def
€) Information [+ Constraints =
23 Notes Solutic
Si .
B Summary Constraints Jumpt
| Graph Columns
- Evaluation
Analysis Lower | Upper | Lower | Upper AFruk
Name Goal Importance AT
& Ri:Liamecin derigimi (Ar| Limit | Limit | Weight | Weight
L7 R2:0zg0l ureme hizi (Anz AFruktoz konsantrasyonu | is in range 50! 150 1 1 3 BipH
127 R3:Ozgul liamocin dretin BipH is in range 3 7! 1 1 3
+ A
+#i# Optimization C:sicaklik is in range 24 32 1 1 3 CiSieal
& Numerical Liamocin derigimi maximize 042 7 1 1 5
-1 Graphical R Factor
- 5 Ozqil dreme hizi none 0,028 0,089 1 1 3
~| Post Analysis . N - -
Ozql liamocin dretim hizi | is in range  0,0011 0,0065 1 1 5

-f® Point Prediction
& Confirmation
I Coefficients Table

= Solutions = 9 Starting Points

Solutions

58 Solutions found

Number | Fruktoz konsantrasyonu | pH | Sicaklik | Liamacin derisimi | Ozgiil dreme hizi | Ozgiil liamocin dretim hizi | Desirability e
(w/o Intervals)
1 93,351 4,918 27,247 4,89 0,075 0,006 0,772 0,825 Selected|
2 93,484 4,920 27,238 4,896 0,074 0,006 0,772 0,825
3 93,303 4922 27,244 4,806 0,075 0,006 0,772 0,825

Cizelge Ek 7.2. Optimizasyon caligmasi i¢in program tarafindan tiretilen ¢dziimler

“ Summary Number | Fruktoz konsantras H | Sicaklik | L d Gzgal i hizi | Ozgil | iretim hizi | D bil BESTELE

IL Graph Columns yonu P Icakll lamacin derigimi Zgul ureme NIzl Zgul hlamodin uretim hizi esira IIty [W’fo Intervals]
~[B Evaluation 1 93,351) 4,918 27,247 4,896 0,075 0,006 0,772 0,825 Selected|

j"ﬁzamomderigim‘u_\r 2 93,484 4920 27,238 4,896 007 0,006 0,772 0825

5 R:02501 Greme bzt (And 3 93,303 4,922 27,244 4,896 0,075 0,006 0,772 0,825

1 R3:Oegol famocin Gretin 4 93,479 4,912 27,250 4,896 0,074 0,006 0,772 0,825

<+ Optimization 5 93504 4914 27,242 4,896 0,074 0,006 0,772 0,825

434 Numerical & 93,167 4,028 27,243 4,896 0,075 0,006 0,772 0,825

1 Graphical 7 93,221| 4915 27,258 4,896 0,075 0,006 0,772 0,825

-|7| Post Analysis 8 93,630 4,919 27,233 4,806 0,074 0,006 0,772 0,825

9 Point Prediction 9 93,158 4,921| 27,253 4,896 0,075 0,006 0,772 0,825

Canfirmation 10 93,736 4,000 27,242 4,396 0,074 0,006 0,772 0,825

-~ Coeffcients Table 1 93,475 4,928 27,228 4,896 0,074 0,006 0,772 0,825

12 93,010 4,930 27,249 4,896 0,075 0,006 0,772 0,825

13 93,044 4,918 27,264 4,896 0,075 0,006 0,772 0,825

14 93,106 4,030 27,232 4,896 0,075 0,006 0,772 0,825

15 92,857 4,933 27,253 4,896 0,075 0,006 0,772 0,825

16 93,741 4,896 27,260 4,896 0,074 0,006 0,772 0,825

17 94,008 4,803 27,252 4,896 0,074 0,006 0,772 0,825

18 93,313 4,949 27,209 4,895 0,075 0,006 0,772 0,825

19 92,600 4,920 27,280 4,896 0,075 0,006 0,772 0,825

20 93,604 4,886 27,276 4,896 0,074 0,006 0,772 0,825

21 92,613 4,045 27,250 4,895 0,075 0,006 0,772 0,825

22 92,523 4,954 27,244 4,895 0,075 0,006 0,772 0,825

23 92,465 4,910 27,307 4,895 0,075 0,006 0,771 0,825

24 91,995 4,944 27288 4,894 0,075 0,006 0,771 0,825

25 92,827 4,980 27,196 4,804 0,075 0,006 0,771 0,825

26 94,342 4,954 27,160 4,804 0,074 0,006 0,771 0825
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EK 8- A. pullulans NBRC 100716 SUSU TARAFINDAN URETILEN
LIAMOCIN ORNEGINE AIT MALDI-TOF- MS SPEKTRUMU
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Sekil Ek 8.1. A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen liamocin 6rnegine ait
MALDI-TOF- MS spektrumu

144



EK 9- A. pullulans NBRC 100716 SUSU TARAFINDAN URETILEN
LIAMOCIN ORNEGINE AIT GC-FID KROMATOGRAMI

G

Sekil Ek 9.1. A. pullulans NBRC 100716 susu tarafindan iiretilen liamocin 6rnegine ait
GC-FID kromatogrami
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EK 10- A. pullulans NBRC 100716 SUSU TARAFINDAN URETILEN
LIAMOCIN ORNEGINE AIiT YAG YAYMA METODU FOTOGRAFLARI

~ /
> > ~ <

(b)
Sekil Ek 10.1. Yag yayma yonteminin uygulanisi. (a) motor yagi, (b) ham petrol

kullanilarak gergeklestirilen denemeler

Sekil Ek 10.2. Yag yayma yontemi deneylerine ait bazi goriintiiler
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EK 11- A. pullulans NBRC 100716 SUSU TARAFINDAN URETILEN
LIAMOCIN ORNEGININ YAG YAYMA TESTINE AIT CALISMA
DOGRUSU
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E=y
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Sekil Ek 11.1. Liamocin derisimleri ile zon ¢aplar1 arasindaki iligkiyi gosteren ¢aligma

dogrusu (y = 5.5749x+ 2.0331; R?= 0.9874)
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