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OZET

Yapilan bu calismada Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in olduk¢a 6nemli olan
norotransmitter 6zelligi tasiyan L-DOPA ve Dopamin kimyasallarinin Citrobacter freundii
(NRRL B-2643) mikroorganizmas1 ~ kullanilarak ~ fermantasyonla  iretimi
gerceklestirilmigtir. Bahsedilen bu maddelerin {iretimini maksimum diizeye ¢ikaracak
dogal bilesenlerin g¢ogunlukta oldugu fermantasyon ortaminin optimum 6zellikleri
belirlenmistir. Deneyler 250 ml’lik erlenlerde ve 1 L hacmindeki biyoreaktorde kesikli
olarak gergeklestirilmistir. Calismada, karbon kaynagi (sakkaroz), organik (pepton, yeast
ekstrakt, lire, kazein, tirozin, soya proteini, peynir alt1 suyu) ve inorganik (amonyum siilfat,
sodyum nitrat) azot kaynaklari ile bunlarin konsantrasyonlarinin yani sira pH, sicaklik,
karistirma hizi ve oksijen transfer hizinin etkileri de incelenmistir.

Yapilan deneyler sonucunda, L-DOPA ve Dopamin’in maksimum {iretimine
sirastyla 458 mg L™ ve 592 mg L™ degerlerinde, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton,
2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L™ NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75 g L™ soya proteini, % 5 v v'* peynir
alt1 suyu, 1 g L™ amonyum siilfat, 1 g L™ kalsiyum kloriir, % 2.5 mikroorganizma kiiltiirii
v v igeren fermantasyon ortaminda ve 33 °C ortam sicakliginda, 6.5 baslangi¢ pH degeri
ile 200 rpm c¢alkalama hizina ayarlanmis fermantasyon sartlarinda ulasilmistir. Kesikli
olarak isletilen biyoraktérde yapilan deneylerle de hava giris hizinin artisina paralel olarak
hacimsel kiitle aktarim katsayist (kia) ve oksijen tiiketim hizi (ro) degerlerinin arttigi

gOriilmiistir.

Anahtar Kelimeler: L-DOPA, Dopamin, Citrobacter freundii (NRRL B-2643),
Parkinson Hastaligi, Fermantasyon, Kesikli fermantasyon, Biyoreaktor isletim

parametreleri, Biyoteknoloji.



SUMMARY

Investigation of L-DOPA and Dopamine Production in Different Fermantative
Conditions by Using Citrobacter freundii (NRRL B-2643) Microorganism

In this study, production of L-DOPA and Dopamine chemicals which are very
important for treatment of Parkinson’s disease and showing neurotransmitter feature were
carried out by fermentation using of Citrobacter freundii (NRRL B-2643) microorganism.
To maximize the production of these substances, the optimum properties of the
fermentation medium which are mostly consist of natural components were determined.
The experiments were performed using 250 ml shake-flasks and 1.0 L batch operated
bioreactor.

As a result of experiments which are performed, the maximum production amount
of L-DOPA and Dopamine of 458 mg L™ and 592 mg L™ respectively, in the optimum
fermentation medium which are containing 10 g L™ yeast extract, 12.5 g L™ peptone, 2.5 g
L™ sucrose, 1 g L™ NaCl, 0.1 g L™ casein, 0.75 g L™ soy protein, 1 g L™ ammonium
sulfate, 1 g L™ calcium chloride, % 5 v v** whey, % 2.5 v v* microorganism culture and
fermentation conditions which is operated at 33 °C temperature, initial pH of 6.5 and
adjusted to shaking speed of 200 rpm, were reached. In experiments which are performed
in batch operated bioreactor, it was observed that the volumetric mass transfer coefficient
(kLa) and oxygen consumption rate (r,) increased in parallel with increase of air inlet

velocity.

Key Words: L-DOPA, Dopamine, Citrobacter freundii (NRRL B-2643), Parkinson

Disease, Fermentation, Batch Fermentation, Bioreactor parameters, Biotechnology.
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1. GIRIS

Gectigimiz yillardan giinlimiize kadar canli organizmalardan ve bu organizmalarin
iginde bulundugu biyolojik siireglerden faydalanarak ihtiya¢ duyulan gida, tekstil ve saglik
sektoriine yonelik cesitli iiriinlerin {iretimi saglanmistir [1]. Ornegin; maya, ekmek, yogurt,
peynir, sarap ve sirke gibi lirlinler kiiltiir mikroorganizmalarinin yardimiyla gecmisten beri
iretilse de son yillarda biyoteknolojik proseslerin kullaniminda kaydedilen ilerlemeler
sayesinde genis bir yelpazeye sahip iiriin ag1 olusturulmustur [2].

Ozellikle bazi iiriinlerin iiretiminde biyoteknolojik proseslerin kimyasal proseslere
gore daha avantajli olmast hem gelismis hem de gelismekte olan tlkelerin ekonomik
biliylimeye yonelik onceliklerinden birisi haline gelmistir. Bahsedilen bu avantajlar {liretim
icin kullanilan mikroorganizmalarin ucuz ve kolay ulasilabilir besin maddelerini
kullanarak ¢esitli iiriinlerin iiretimini gerceklestirebilmesine ek olarak temel ekipman
maliyetlerinin de kimyasal proseslere oranla daha diisiik olmasidir. Bu avantajlardan dolay1
son zamanlarda oldukca fazla tercih edilmektedir [3]. Mikrobiyal proseslerde, rnegin ilag
olarak kullanilmasi planlanan bir madde fermantasyon yontemi ile bakteri hiicrelerinde
yilksek miktarda {iretilmekte ve daha sonra bu maddeler iiretim ortamindan
saflagtirilmaktadir.

Diinya genelinde ortalama yasam siiresinin gectigimiz yillara oranla arttigi
istatistiksel veriler 1s18inda belirlenmistir. Ulkemizde ve diinyada gectigimiz yiizyildan bu
yana insanlarin yagam siirelerinde ve buna paralel olarak 65 yas ve tizerindeki niifusta da
belirli bir artis olmustur [4]. Bu artisin temel nedeni bilim ve teknoloji alaninda yasanan
gelismelerle insanlarin yasam kosullarinin iyilestirilmesi, karsilasilan hastaliklar {izerine
yeni ila¢ ve tedavi yontemlerinin gelistirilmis olmasidir. Yasanan bu gelismeler sonucunda
yasli nlifusun artigina paralel olarak, ileri yas hastaliklarindan olan Alzheimer ve Parkinson
gibi norodejeneratif (sinir hiicrelerinde meydana gelen hasar ) hastaliklar, toplumlarda
daha ¢ok gorilir hale gelmistir [5]. Tim bu nedenler g6z Oniine alindiginda
norodejeneratif bir hastalik olan Parkinson hastaligina karsi biyoteknolojik yontemlerle

ilag tiretilmesi bu hastaligin tedavisine 6nemli bir katki saglayacaktir.



Yapilan bu c¢alismada Citrobacter freundii (NRRL B-2643) mikroorganizmasi
kullanilarak Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan L-DOPA ve Dopamin gibi iki
onemli kimyasalin iiretiminin maksimum diizeyde gergeklestirilebilmesi i¢in fermantasyon
ortam bilesenleri ve kosullarmin optimize edilmesi hedeflenmistir. Calismalar erlenlerde
ve kesikli olarak isletilen biyoreaktorde gerceklestirilmistir. Farkli fermantasyon
ortamlarinda yapilan deneylerde L-DOPA ve Dopamin {iretimi lizerine karbon, organik ve
inorganik azot kaynaklari ile bunlarin konsantrasyonlarinin yani sira, pH, sicaklik,
karistirma hiz1 ve oksijen transfer hizi gibi fiziksel parametrelerin etkileri de incelenmistir.
Ozellikle dogal maddelerin kullaniminin tercih edildigi deneyler sonucunda maksimum
miktarda L-DOPA ve Dopamin iiretiminin gergeklestirildigi optimum ortam kosullari

belirlenmistir.



2. FERMANTASYON

Fermantasyon, canli hiicresel materyaller, kimyasal bilesikler, enzimler, amino
asitler ve diger biyolojik esasli iirlinlerin tiretilmesi amaciyla mikroorganizmalarin yiiksek
molekiil agirligina sahip olan organik maddeleri aerobik ya da anaerobik sartlar altinda
kullanmasiyla daha diisiik molekiil agirligindaki maddelere doniistiirme stirecidir [6].
Ayrica mikroorganizmalarin organik bilesenleri par¢alamasiyla enerji liretimi de saglanir.

Fermantasyon siireci genel olarak asagidaki gibi ifade edilebilir;

Substrat + Hiicre —— Hiicre dis1 iirlinler + Daha fazla hiicre

Yukarida yazilan hiicre dis1 {riinler fermantasyon {iriinleri olarak da
adlandirilabilir. Bu {irlinler Oncelikli olarak iiretilmek istenen primer ve sekonder
metabolitler ile diger yan {iriinlerdir.

Fermantasyon olayinin gergeklesebilmesi igin Oncelikle mikroorganizmalarin
uygun bir sekilde ¢ogaltilmasi gerekmektedir. Bu c¢ogaltma olayr mikroorganizmalarin
uygun sekilde tireyebilmesi icin ihtiya¢ duyduklari bazi maddeleri igeren ortamlarda

gerceklestirilir ve bu ortamlara da besiyeri adi verilir [7].

Besiyeri bilesiminde yer alan maddeler su sekildedir;

® Su

® Karbon ve enerji kaynagi olan maddeler: glikoz, sakkaroz, melas, bugday kepegi
vb.

® Azot kaynagi olan maddeler: protein, pepton, maya ekstrakti, amino asitler vb.
® Inorganik maddeler: sodyum kloriir, sodyum nitrat vb.

® Ureme faktorleri: vitaminler, aminoasitler, piirinler, pirimidinler vb.



2.1. Fermantasyon Siirecindeki Islem Basamaklan
Fermantasyon prosesindeki islem basamaklar1 sirasiyla asagidaki sekilde ifade
edilmistir.
1. Fermantasyon ortaminin hazirlanmasi,
2. Hazirlanan ortam ve proseste kullanilacak diger malzemelerin sterilizasyon iglemine
tabi tutulmast,
Mikroorganizmalarin steril ortama asilanmasi,
Fermantasyon siirecinin baslamasi,

Fermantasyon siireci sonunda ortamdaki kat1 ve s1vi maddelerin ayrilmasi,

o ok~ w

S1v1 kisimdaki {iriiniin saflastirilarak elde edilmesi.
Istenilen nitelikte bir fermantasyon prosesi gerceklestirebilmek icin yukarida

verilen islem basamaklarindan her birinin dikkatli bir sekilde uygulanmasi ¢ok énemlidir.

2.1.1. Fermantasyon ortaminin hazirlanmasi

Fermantasyon ortamlarinda mikrobiyal biiylimenin gerceklesebilmesi i¢in suyun
varlig1 cok 6nemli bir etkendir. Ciinkii ortamdaki besin maddeleri suda ¢oziiniir ve ancak
bu yolla hiicreye transfer olur ve fermantasyon tirlinleri de su aracilifiyla ortama salinir.
Ayrica mikroorganizmalar cogalip gelisebilmek i¢in su faktdriiniin yaninda temel olarak
organik karbon ve organik-inorganik azot kaynaklari ile oksijen, fosfat, kiikiirt, potasyum,
kalsiyum, magnezyum ve demir gibi bazi elementlere de ihtiya¢ duyarlar. Ortam
hazirlanirken ihtiyag duyulan bu maddelerin mikroorganizmalar tarafindan kolay

kullanilabilir nitelikte olmasina 6zen gosterilmelidir [8].

2.1.2. Fermantasyon Ortaminin Sterilizasyonu

Besiyerinin sterilizasyonu, istenilen iiretimi gerceklestirebilmek ve ortamda
yabanct mikroorganizmalarin iiremesini engellemek acisindan olduk¢a Onemlidir.
Fermantasyon siirecinde besiyerinin sterilizasyonu yaninda bu siirecte kullanilacak diger
tim malzemelerin de steril hale getirilmesi gerekmektedir. Sterilizasyonda sicaklik temel
bir kavram oldugu i¢in besiyeri igerigindeki tiim maddelerin termal bozunma aktivasyon
enerjilerinin 6nceden bilinerek islem esnasinda dikkate alinmasi ve sterilizasyonun
ortamdaki mikroorganizmalar1 Oldiirecek fakat besiyeri bilesimine zarar vermeyecek
kosullarda gerceklestirilmesi gerekmektedir. Sterilizasyon islemlerinde ‘‘yiiksek sicaklik -

kisa siire’” uygulamasi genel bir kural olarak kabul edilmekte ve uygulanmaktadir.
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2.1.3. Mikroorganizmanin Ortama Asillanmasi

Mikroorganizma kiiltiirleri genellikle buzdolabinda +4 °C’de muhafaza
edilmektedir. Ayrica mikroorganizmalarin derin dondurucuda -26 °C’de, sivi azot
igerisinde -196 °C’de, donmus halde veya liyofilize stok Kkiiltiirleri hazirlanarak kuru
formda canlilik ve aktivitelerini yitirmeden uzun siire saklanmas1 miimkiindiir [9].

Bahsedilen yollardan  biriyle uygun bir sekilde muhafaza edilen
mikroorganizmalar erlenlerde ¢ogaltilarak esas iiretimin gergeklestirilecegi fermentor ya da
erlene asilanirlar. Mikroorganizmalar1 ¢ogaltmak i¢in kullanilan besin ortam1 fermantasyon
prosesinin gergeklestirilecegi liretim ortamina igerik olarak benzer 6zellikte secilmelidir.
Bu durum mikroorganizmanin iiretim ortamina kolay alismasi ve lag fazinin kisalmasi

acisindan bir avantajdir.

2.1.4. Fermantasyon Siireci

On ekim ile ¢ogaltildiktan sonra fermantasyon ortamma asilanan
mikroorganizmalar ortama uyum sagladiktan sonra besiyerindeki bilesenleri kullanarak bir
yandan biyosentez yoluyla triinlerini iiretirken diger yandan belli bir noktaya kadar
¢cogalmaya devam eder. Bahsedilen bu fermantasyon siireci genellikle sabit sicaklik ve

calkalama hizina ayarlanan ¢alkalayicilarda gerceklestirilir.

2.1.5. Ayirma Islemleri
Fermantasyon stireci sonundaki s1vi ortamda ana tiriinler, yan tiriinler, besiyerinde

mikroorganizmalar tarafindan kullanilmadan kalan besin maddeleri ve mikroorganizmalar
bulunmaktadir. Bu ortamdan {iriinlerin rahat bir sekilde ayrilabilmesi i¢in oncelikle biiyiik
cogunlugunu mikroorganizmalarin olusturdugu kati partikiillerin ortamdan uzaklastirilmasi
gerekir. Fermantasyon sivisindan kati maddelerin ayrilmasi islemi farkli sekillerde
gerceklestirilebilir. Bu yontemler asagida yazildig: gibidir [6].
Gravitasyonel olarak;

s Kilasifikasyon

% Flokiilasyon

¢ Santrifiijleme
Mekanik olarak;

+¢ Filtrasyon

¢ Diyaliz



Yiizeysel olarak;
< Adsorpsiyon
¢ Flotasyon
% lIyon degistirme

Elektriksel olarak; Elektroforetik ayirma

Fermantasyon ortamindaki kati1 ve sivi maddelerin ayrimi yukaridaki sekillerden
biriyle gerceklestirilebilir. Fermantasyon prosesinde iiriin her zaman hiicre disinda olmayip
bazen hiicre i¢inde de olabilir. Eger istenilen iiriiniin hiicre i¢i derisimi ihmal edilemeyecek
diizeyde ise ayirma islemi bu amaca uygun olarak mikroorganizma hiicresini par¢alamaya
yonelik olmalidir. Eger ulasilmak istenen iiriin fermantasyon sivisinda bulunuyorsa bu sivi

lizerine uygulanan saflastirma islemleriyle iiriin ortamdan ayrilabilir.

2.1.6. Uriinlerin Kazamlmasi ve Saflastirma

Fermantasyon ortaminda hiicre i¢ci (RNA, DNA, protein vb.) ve hiicre dist
(organik asit, enzim vb.) olarak bulunan iiriinler ulasilmak istenen saflik derecelerine gore
vakum kurutucu, diyaliz hiicresi gibi ¢esitli saflagtirma yontemleri kullanilarak

saflastirilabilirler.

2.2. Fermantasyon Proseslerinde Uretimi Etkileyen Faktorler
Mikroorganizmalarin karbon, azot, fosfor, inorganik tuzlar ve vitaminler gibi
bilesenleri kullanarak sentezledigi iiriinlere mikrobiyal {irlinler, bu triinlerin elde edildigi
ve ayirma-saflastirma islemlerini de igeren proseslere mikrobiyal liretim prosesi denir.
Fermantasyon proseslerinde liretimi etkileyen faktorler asagidaki gibidir: [10]
» Mikroorganizma tiirti
» Ortam bilesimi
» Biyoreaktdr isletim tiirii
» Biyoreaktor igletim parametreleri
® pH
® Sicaklik
® Oksijen transferi
¢ Havalandirma hiz1

+» Karistirma hizi



2.2.1.Mikroorganizmanin Se¢imi

Fermantasyon proseslerinde mikroorganizmanin se¢imi istenilen nitelikteki
irlinleri tiretebilmenin 6n kosuludur. Mikroorganizmalar birbirinden farkli tirtinler iiretse
de aymi {iriinii liretebilen mikroorganizmalar da mevcuttur. Bir¢ok mikroorganizma igin
tirlerin trettikleri spesifik triinler belirlenmisse de istenilen 6zellikte bir iiretim saglamak
icin mikroorganizma tiirleri detayl bir sekilde arastirilmalidir [10]. Tirlerin belirlenmesi
ortamda olusan triinlerin takibi ve mikroorganizmanin iriin liretme kapasitesinin net
olarak tespiti gibi bazi faktorler acisindan bir avantaj olusturmaktadir. Bahsedilen bu
avantajlarin aksine bir durumla karsilasmamak i¢in mikroorganizma fermantasyon
ortamina miimkiin oldugunca yabancit mikroorganizmalardan izole edilerek saf bir sekilde
asilanmalidir. izolasyon islemi selektif besiyerlerinin kullanilmasiyla gerceklestirilebilir.

Selektif besiyeri; yabanci mikroorganizmanin yararlanamayacagi kompleks besin
maddelerini  ve yabanct mikroorganizmalar1 baskilayacak fakat istenen hedef
mikroorganizmaya zarar vermeyecek bazi O6zel kimyasallar ile gelisme faktorlerini

icermelidir [11].

2.2.2. Ortam Bilesimi
Hedef iiriiniin {iretimini gerceklestirecek mikroorganizma tiirli belirlendikten
sonra fermantasyon prosesi i¢in gerekli ortam bilesenlerinin optimizasyonu saglanmali ve
iriin miktarint maksimum diizeye ¢ikaracak sekilde planlanmalidir. Bu ortam,
mikroorganizma gelismesine, ¢ogalmasina ve iriin sentezine olanak saglamalidir. Bir
mikroorganizmanin maksimum gelisme gosterdigi ortam ile maksimum iriin iretimi
gerceklestirdigi ortamin 6zellikleri birbirinden farkli olabilir bundan dolay1 ortam tasarimi
yapilirken bu durum g6z oniinde bulundurulmalidir. Mikroorganizmalarin ¢ogalmasi igin
gerekli ortam bilesenleri asagidaki temel gruplara ayrilir:
1. Karbon, hidrojen, oksijen ve azot gibi mikroorganizma yapisinin temelini olusturan

elementleri saglayan bilesikler,

2. Yukarida sayilan temel elementlere kiyasla ikinci derecede Onemli olan fosfor,
potasyum, kiikiirt ve magnezyum gibi elementleri saglayan bilesikler,

3. Eser elementler,

4. Vitamin gibi metabolizmada c¢esitli gorevleri olan 6zel maddeleri saglayan

bilesiklerdir.



Mikroorganizma tiirli degistikce ihtiya¢c duyulan bilesenler de degisebilir. Bu
yiizden ortam kompozisyonu belirlenirken mikroorganizmanin &zelliklerinin iyice
arastirtlmasi ve 6zel olarak hangi maddelere ihtiyag duyuldugu net olarak belirlenmelidir.
Mikroorganizma biiyiime ve gelismesinde temel olarak kullanilan besin kaynaklari asagida

aciklanmistir.

2.2.2.1. Karbon Kaynaklari

Besin ortaminda karbon kaynagi olarak en g¢ok tercih edilen bilesenler glikoz,
sakkaroz, laktoz, seliiloz ve nisasta gibi karbonhidratlardir. Mikroorganizmalarin ¢ogu
nisasta ve seliiloz gibi kompleks karbonhidratlar1 basit sekerlere indirgeyerek besin ve
enerji kaynagi olarak kullanmakta zorlanir bunun nedeni ise biiyiik molekiillii olan bu
maddeleri basit sekerlere indirgeyecek enzim sistemlerinin olmamasidir [7]. Fermantasyon
ortamima katilan bu karbon kaynaklart mikroorganizmalar tarafindan besin olarak
kullanilmasmin yaninda hidrojenlerini tek tek kaybederek ortama enerji saglamasi
acisindan enerji kaynagi olarak da kullanilirlar. Bahsedilen bu maddelerin disinda
hidrokarbonlar, alkoller, yaglar ve yag asitleri de karbon kaynagi olarak kullanilabilir fakat
mikroorganizmalar ortamda bulunan farkli karbon kaynaklart arasindan ilk olarak en kolay
metabolize edebilecegi maddeyi kullanmay1 tercih eder. Ciinkii metabolize edilmesi kolay
olan kaynagi daha az enerji harcayarak parcgalayabilecegi i¢in bu kaynaga oncelik verir
ardindan diger kaynaklari da harcanan enerji miktarina gore sirastyla kullanir [12].

Fermente olabilen karbonhidratlar mikroorganizmalar i¢in enerji ve karbon
kaynag1 olduklar1 gibi pargalanmalari sonucu meydana gelen organik asitler besi yerinin
pH'm1 disiirdiiklerinden negatif bir etkiye sahiptir. Bundan dolayr besin ortamina
mikroorganizmanin kullanabilecegi kadar madde eklenmelidir. Karbon kaynagi cogu
proseste iirlin olusumunu hizlandirsa da belli bir noktadan sonra {iriin olusumu iizerine
inhibisyon etkisi yapabilir. Bu tiir proseslerde karbon kaynaginin inhibisyon etkisi yapacak
kadar fazla kullanilmamasi, bundan kaynaklanan karbon eksikliginin ise iiriin olusumunu
inhibe etmeyen ya da bu olay1r hizlandiran basgka karbon kaynaklarinin ilave edilmesiyle
giderilmesi gerekmektedir [6]. Yani mikroorganizmalarin besin ortamlarinda karbonhidrat
rezervi fazla oldugu zaman mikroorganizma hiicresinde protein sentezi yavas olmakta, bu

rezervler mobilize oldugunda ise protein sentezi hizlanmaktadir [13].



2.2.2.2. Azot Kaynaklan

Azot kaynaklart mikroorganizmalar i¢in hiicre yapisini olusturan temel
maddelerden biridir. Mikroorganizmalarda azotun oOnemli bir kismi niikleik asitte
bulunmaktadir [13]. Fermantasyon proseslerinde gerekli azot organik ve inorganik kokenli
azot kaynaklarindan saglanir. Bu kaynaklardan amonyak, nitrat, amonyum tuzlar1 gibi
maddeler inorganik kaynaklar1 olustururken pepton, maya ekstrakti, iire, kazein ve soya
gibi maddeler de organik azot kaynaklarini olusturur. Mikroorganizmalarin ¢ogu inorganik
azot kaynaklar1 igeren ortamlarda biiyliyebilmekle birlikte ortam organik azot
kaynaklariyla desteklendigi zaman iireme daha hizli olmaktadir. Bu organik azot
kaynaklarini saf olarak saglamak ekonomik agidan avantajli olmadigindan genellikle daha
ucuz olan soya, kazein, maya unu ve peynir alti suyu gibi kompleks azot kaynaklarinin
kullanimi tercih edilir. Diger besin maddelerinde oldugu gibi azot kaynaklarinin da asir1
kullanimi tiretimi olumsuz yonde etkileyebilir [10].

Genel olarak, amino asitler gibi basit bilesikler hemen hemen tim
mikroorganizmalar tarafindan yiiksek molekiil agirligina sahip proteinlerden Once
kullanilirlar. Ortamda basit yapili bilesikler tiikendikten sonra proteinler gibi yliksek

molekiillii bilesikler par¢alanmaya baslanir [7].

2.2.2.3. iz Elementler

Mikroorganizmalar besin ortaminda temel olan karbon ve azot kaynaklarinin
disinda, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, P, S vb. elementlere de ihtiya¢ duyarlar. Fosfor, kiikiirt
ve esansiyel katyonlar genellikle inorganik tuzlardan saglanir. Bahsedilen bu elementler
cogunlukla su ve ortamdaki diger bilesenlerin tasidig1 safsizliklar vasitasiyla ortamda
bulunsa da bazen ortama oOzellikle eklenir. Bu elementlerin fazlasi mikroorganizmanin
gelisimine kars1 negatif etki gosterebilir ve bazilar1 ortamda bulunan aminoasit, protein vb.
maddelerle yada olusan iiriinlerle kompleks olusturarak alt akim igslemlerine olumsuz etki
yapabilir. Olusabilecek bu olumsuz durumlar1 engelleyebilmek icin ortam tasarimi
yapilirken inhibitor etkisi gosterebilen bu elementlerin uygun miktarda eklenip fazlasinin

cikarilmasi gerekmektedir [6].



2.2.2.4. Diger Bilesenler

Mikroorganizmalar bazi durumlarda biiyiiyebilmek i¢in biiyiime faktorlerine
ihtiya¢ duyabilirler [6,14]. Pek ¢ok mikroorganizma bu bilesikleri sentezleyebilse de belirli
baz1 organizmalar bunlardan bir ya da birkagini ¢evreden almak zorundadirlar. Vitaminler
en yaygin biiylime faktorleridir ve ¢ogu vitamin koenzimlerinin bir pargasi olarak islev
goriir. Mikroorganizmalar genellikle koenzimlerini sentezleyebilirler fakat bazilar1 bunu
yapamazlar. Tiamin, biyotin, pantotenik asit, folik asit, riboflavin gibi maddeler biiyiime
faktorii olarak kullanilan maddelerdendir [15].

2.2.3. Biyoreaktor Isletim Tiirii

Biyoreaktorler veya fermentorler; mikrobiyal iirlinlerin iiretildigi herhangi bir
biyoteknoloji bazli iiretim prosesinin baslangic materyalleri ile son {irlinii arasindaki
baglantiy1 saglayan temel araglardir. Bir biyoreaktoriin, belli bir prosesin gereklerini ve
spesifik ihtiyaglarmi karsilayacak sekilde tasarimi yapilmalidir. Reaktoriin tasarimi, son
iiriin veya hizmetin hem maliyetini hem de kalitesini belirlediginden bir biyoreaktoriin
veya bir biyoteknolojik prosesin herhangi bir bileseninin tasariminda en onemli unsur
yiiksek kaliteli bir iiriin elde etmek ve hizmetin iiretim maliyetini minimize etmektir.
Mikrobiyal iiriinlerin iiretilmesinde kullanilan iki temel proses vardir. Bunlar; daldirmali

(derin) kiiltiir teknigi ve ytizey kiiltiir teknigi (kat1 hal fermantasyonu) ‘dir.

2.2.3.1. Daldirmal Kiiltiir Teknigi

Stvi ortamda ¢oziinmiis ya da bu ortamda slispansiyon halinde bulunan besin
maddelerini kullanan siispanse mikroorganizmalarin besin ortaminda gelistirilmesi
teknigidir. Daldirmali  kiiltiir ~ teknigi olarak en yaygin kullanilan  metod,
mikroorganizmanin asitlanmis oldugu sivi  kiiltiirin - galkalanmasidir. Bu sayede
mikroorganizmalar substrat yiizeyinde bulunan havayr maksimum diizeyde kullanabilir.
Calkalama islemi icin dairesel veya yatay hareketler yapan calkalayicilara yerlestirilen
erlenler, belirlenen hiz ve sicaklikta, istenilen siireyle calkalanirlar. Fakat daha biiyiik
hacimdeki c¢alismalar i¢in bu tarz bir calkalayici sistem kullanmak uygun olmadigindan
karistirmali biyoreaktorler kullanilmaktadir. Daldirmali kiiltiir tekniginde kullanilabilecek

farkli reaktor sistemleri mevcuttur. Bu sistemler sunlardir:

10



1. Mekanik i¢ karistiricilarla karistirilan sistemler
2. D1s pompalar tarafindan karistirilan sistemler
3. Kabarcik kolonlar

4. Hava kaldirmali reaktorler

Cesitli sistemler bulunmasma ragmen c¢ogunlukla mekanik i¢ karistiricilarla
karistirilan sistemler kullanilir. Bu yontemde, gerekli pH’a ayarlanan steril besleme
sterilize edilmis fermentdrlere siirekli olarak pompalanir. Mikroorganizmanin ortama
dikkatli bir sekilde asilanmasi saglanir. Karistirmanin ve bazi maddelerin etkisiyle
olusabilecek kopiik i¢in gerekirse kopiik kirict maddeler, ortam viskozitesinin artmasiyla
ortaya cikabilecek oksijen transferi kisitlamalarini azaltabilecek viskozite ayarlayan
maddeler ve ihtiya¢ duyulursa ¢oziinebilirligini ayarlayan maddeler de steril ortama ayrica
ilave edilir [16]. Kullanilan tanklar fermantasyon ortaminin korozif 6zelliklerine uygun bir
paslanmaz gelikten ve genis bir basing araliginda calisacak sekilde dizayn edilir. Aerobik
mikroorganizmalarin kullanildig1 proseslerde fermantasyon ortamina steril hava verilmesi
ve ayrica oksijenin gaz fazdan sivi faza transferi i¢in ortamin karistirilmasi gerekmektedir.
Ortama verilen havanin sterilizasyonu i¢in kullanilan iki temel proses vardir. Bunlardan
birincisi, hidrofobik silikon esaslt membran filtrelerin kullanimi, digeri ise 1siyla 6n
sterilize edilebilen lifli maddeleri i¢eren derin filtrelerin kullanimidir [14].

Fermantasyon ortaminin kontrolii olduk¢a onemlidir. Ortam sicakligi, sogutma
suyunun sicakligi, sivi hacmi, karistirict hizi, karistirici gilicii, hava ve sivi besleme hizi
kiiltiir ortamindaki koptik varligi gibi fiziksel parametreler ¢esitli cihazlar kullanilarak
siirekli olarak izlenmelidir. Mekanik i¢ kanistiricilarla karistirilan  sistemlerdeki

fermantasyon prosesleri; kesikli, siirekli ve yari-kesikli olarak gerceklestirilebilir.

Kesikli  Kiiltiir Fermantasyonu: Baslangicta gerekli olan besin maddeleri ve
mikroorganizmalar fermentore eklenir. Fermantasyon ortaminda biiyiime ilerledik¢e besin
maddeleri (niitrientler) harcanir ve mikrobiyal kiitle artar. Kesikli fermantasyon igin
gerekli zaman, saglanacak calisma kosullarina gore birkag saatten birka¢ haftaya kadar
degisebilir. Bahsedilen bu siire sonunda fermentdr ortamina, {iriinii kazanmak amaciyla

cesitli alt akim islemleri uygulanir.
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Yari Kesikli Kiiltiir Fermantasyonu: Substratin fazlasinin fermantasyon ortaminda
inhibisyon etkisi yaptig1 durumlarda, smirli karbon kosullarinda calisabilmek i¢in yar1
kesikli prosesler tercih edilir. Ayrica olusan {iriinlin yapisi kararsiz oldugu zaman da yari
kesikli sistemler tercih edilir. Yiiksek substratli kesikli fermantasyonla karsilastirildiginda
yart kesikli sistemlerde biyokiitle iiretimi diismektedir. Bu durum iiretim agisindan bir
dezavantaj olsa da fermantasyon ortamindaki kiitle ve oksijen transferi olaylar1 agisindan
avantajdir ¢ilinkii bahsedilen bu transfer olaylar1 kolaylasir. Ayrica bu isletim seklinde
ortama substrat ilavesi yapildigindan reaktér hacminde zamanla bir artis olur. Bu reaktorler
cok yaygin olmamakla birlikte penisilin gibi ikincil metabolitler ile bitki ve hayvan

hiicrelerinin tretiminde kullanilir.

Siirekli Kiiltiir Fermantasyonu: Kesikli bir kiiltiirde, kiiltiir cevresi siirekli olarak degisir.
Biiyiime, {iriin olusumu ve substrat kullanimi belirli bir zaman arali§indan sonra sona erer
oysa siirekli kiiltiirlerde, taze besi ortami siirekli olarak iyi karistirilan bir kiiltiire ilave
edilirken iirlinlerle hiicreler ayni anda ve ayn1 oranda ortamdan ¢ekilirler. Biiylime ve iiriin
olusumu stirekli kiiltiirde ¢ok uzun siirelerle devam ettirilebilir. Belirli bir periyot sonunda
sistem genellikle substrat, liriin ve hiicre konsantrasyonunun sabit kaldig1 siirekli hallere
ulagir. Siirekli kiiltiirler, bliylime ve iirlin olusumu i¢in sabit ¢evre kosullar1 sagladigindan
ayni kalitede triin elde etme olanagi da sunar. Aym1i zamanda siirekli kiiltiirler,

mikroorganizmalarin ¢evrelerine verdikleri cevabi tayin etmede 6nemli bir aragtir [17].
Siirekli kiiltiir teknikleri genel olarak kemostat ve tiirbidosdat seklinde gergeklestirilir.

Tiirbidostat, kiiltiriin bulanikliginin arzu edilen diizeyde tutulmasii saglayacak sekilde
besleme hizinin kontrol edildigi kiiltivasyon yontemidir. Hiicre konsantrasyonu belirlenen
diizeyin altina diistiigiinde hiicre biiylimesi yeterli bulaniklig1 olusturana dek tiirbidostatin
kontrol sistemi besin bilesenlerinin ilavesini yavaslatirken bu deger ayar noktasini

astiginda hiicre konsantrasyonunu seyreltmek i¢in besleme hizi artar.

Kemostat, Siirekli kiiltiirlerde, substrat ¢Ozeltisi sabit bir debi ile reaktére verilirken,
reaktordeki sivi hacminin degismemesi igin reaktor sivist ayni debi ile digart alinir. Boyle

bir sistemde dengeye ulasildiginda kemostat kosullarina ulasilmis olur.
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Stirekli kiilttir, klasik kesikli fermantasyon kiiltiiriinden daha yiliksek verimlilik

saglamasi ve spesifik substratin siirlandirilmasiyla represyon mekanizmalarmin etkilerini

hafifletmesine ragmen, endiistriyel proseslerde daha sinirli olarak kullanilmaktadir. Bunun

sebebini asagidaki maddelerle agiklayabiliriz.

a)

b)

d)

Bu tarz proseslerin isletim siirelerinin uzun olmasindan dolayr ortamda yabanci
mikroorganizmalarin  olusmasiyla fermantasyon ortaminin kontaminasyonu
kaciilmaz hale gelmektedir. Siirekli fermentorlerde karsilagilan en biiyiik problem
bahsedilen bu kontaminasyon olayidir ve bu risk olduk¢a yiiksektir.

Kontaminasyon kaynaklart mutlaka kontrol altina alinmalidir.

Endiistriyel acidan 6nem tasiyan ve biiyiikk ¢ogunlugunu sekonder metabolitlerin
olusturdugu iirinler mikroorganizma iiremesi tamamlandiktan sonra baslayan
duragan (sabit) evrede dretilirler yani Uriin olusumu biiyiimeden bagimsizdir.
Bundan dolay1 siirekli reaktorler sekonder metabolitlerin olusumu igin elverisli
degildir. Bu tarz maddeler kesikli olarak isletilen reaktorlerde iiretilirler ve iiriin

tiretim hizlari siirekli sistemlere kiyasla oldukca yiiksektir.

Genetik stabilitenin saglanmasi siirekli reaktorler i¢in zor bir durumdur. Uzun
isletme siirelerinden dolay: 6zellikle 25. jenerasyondan sonra mikroorganizmalarin

yapisal kararliliklar1 bozulmaktadar.

Stirekli reaktorler genellikle kullanim esnekligi saglamazlar yani bir amaca yonelik
olarak tasarlanip sadece o iriiniin iiretimi i¢in kullanilabilirken kesikli bir reaktor

cesitli iirlinlerin tiretimini gergeklestirmek i¢in kullanilabilir.
Baz1 metabolitlerin iiretim proseslerinde yaygin olarak kullanilan kompleks besin

ortamlarinda biliylimeyi sinirlayan besin maddelerinin miktarinin kesin olarak

belirlenememesi de siirekli proseslerin kullanimini zorlastiran unsurlardan biridir.
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2.2.3.2. Yiizey Kiiltiir Teknigi (Kat1 Hal Fermantasyonu)

Bu yontemde; sivi, yart kati veya kati substrat ylizeyinde gelisen
mikroorganizmalar ve bunlarin metabolitleri besiyeri tizerinde bir zar tabakas1 olustururlar.
Mikroorganizmalar besiyerinin {lizerindeki bu zar iizerinde gelisirler ve iirlin lretirler.
Olusan bu metabolizma iiriinleri ya hiicre i¢inde kalir ya ortama salgilanir ya da her iki
halde de bulunur. Bu yontemde ylizey biiyiidiikkge yiizeydeki zar tabakasinin (misel
Ortiistinlin) havalandirilmasi da o 6l¢iide kolay olacagindan genis ve yayvan bi¢ime sahip
olan kaplar tercih edilir. Daldirmali kiiltiir fermantasyonunda besin ortam1 %95’den fazla
su igerirken kati1 hal fermantasyonunda bu oran %40 ile %80 arasinda degismektedir [8, 18,
19].

Kati  hal  fermantasyonu  endiistride  genellikle aerobik  ortamda
gerceklestirildiginden fermantasyon sartlari oksijen transferine iyi bir sekilde olanak
saglayacak ve CO; ‘ yi ortamdan rahat bir seklide uzaklastiracak sekilde tasarlanmalidir.
Burada substrat olarak kullanilan partikiillerin biiylikliigti de oldukc¢a dnemlidir. Ciinkii gaz
ve 1s1 transferinin etkin bir sekilde gergeklestirilebilmesi i¢in partikiiller arasindaki
boslugun optimize edilmesi gerekir. Ayrica aerobik prosesler ekzotermik oldugu icin agiga
cikan 1s1 sistemin hava akig hizinin arttirilmasiyla biraz daha kolaylastirilabilir. Diger

sistemlerde oldugu gibi bu sistemin de kendine gore bazi avantaj ve dezavantajlar1 vardir.

Kat1 hal fermantasyonunun avantajlar1 asagidaki sekilde dzetlenebilir:

a) Kullanilan substratlar genellikle kolay elde edilebilir oldugu igin daha diisiik
maliyet gerektirir ve bu ylizden ekonomiktir. Bugday kepegi, tahil tanesi,

baklagiller vb. en ¢ok tercih edilen maddelerdir.

b) Teknik olarak basit bir mekanizmaya sahip olduklarindan daha az enerjiye ihtiyag

duyarlar ve bundan dolay1 da kullanilan ekipmanlar diisiik miktarda gii¢ harcarlar.

¢) Nem igerigi diisiik ortamlarda ¢aligildig1 igin kontaminasyona sebep olacak bakteri

tiirlerinin tiremesi inhibe edilmis olur.

d) Ayrica sistemi terkeden atik suyun daha az olmasi ve ¢alkalama olay1 olmadigindan

koptik olusumunun olmamasi sistemin en biiyiik avantajlarindandir.
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Bu sistemin dezavantajlar1 da asagidaki sekilde siralanabilir.

a) Sistemin kullanimini diisiik nem konsantrasyonunda gelisebilen mikroorganizmalar

sinirlar.

b) Kiiltiir homojen olmadigindan proses parametrelerinin dl¢iimii ve sicaklik, oksijen

transferi, pH gibi parametrelerin kontrolii zordur.
c) Sistemde olusan biyokiitle miktarinin 6l¢timii kolay degildir.

d) Substrat i¢in nem oraninin tam olarak kontrolii giigtiir.

2.2.4. Biyoreaktor isletim Parametreleri
Fermantasyonu etkileyen sicaklik, pH, ¢0zlinmiis oksijen konsantrasyonu,
karistirma hizi, havalandirma hizi gibi faktorler biyoreaktorlerde kontrol edilmesi gereken

temel parametrelerdir. Bahsedilen bu parametreler asagida detayli bir sekilde agiklanmuistir.

2.2.4.1. Sicakhik

Sicaklik mikroorganizmalarin canliligini ve biiylimesini etkileyen en 6énemli ¢evre
faktorlerinden birisidir. Sicaklik yiikseldiginde, hiicredeki kimyasal ve enzimatik
reaksiyonlar daha hizli yiiriir ve bliylime hizlanir. Bununla beraber, belirli bir sicakligin
tizerinde proteinler, niikleik asitler ve diger hiicre bilesenleri geri doniisiimsiiz olarak hasar
gorebilirler. Boylece, verilen bir aralikta sicaklik arttirildiginda biliylime ve metabolik
fonksiyon, inaktivasyon reaksiyonlarinin bagladigi bir noktaya kadar artar, bu noktanin
tizerinde hiicre fonksiyonlar1 hizla sifira diiger. Buradan her organizma i¢in o degerin
altinda biiylimenin olmadigr bir minimum sicaklik, biyimenin en hizli oldugu bir
optimum sicaklik, bir de tlizerinde biiylimenin miimkiin olmadig1 bir maksimum sicaklik
degeri olacagi sOylenebilir. Mikroorganizmalar sicaklifa olan duyarliliklarina gore

asagidaki gibi siniflandirilabilir:
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Sekil 2.1. Mikroorganizmalarin sicakliga olan ilgilerine gore dagilimi [25].

Sekil 2.1. ile verilen grafikte mikroorganizma gruplarinin sicakliga goére spesifik
bliylime hizlarmin degisimi verilmistir. Mikroorganizmalar kendileri i¢in optimum olan

sicaklik degerleri disindaki ortamlarda gelisme gosteremez ve zamanla Oliirler. Bu

durumda tireme hiz1 ifadesi 6liim hiz1 da g6z onilinde bulundurularak yeniden diizenlenir.

Mikroorganizmalarin spesifik biiylime hizi ve o6lim hiz sabiti géz Oniine alinarak

diizenlenmis hali asagida gosterildigi gibidir.

_ldx 21
Yukaridaki (2.1) esitliginin diizenlenmesiyle;
x = x,eMt esitligi elde edilir. (2.2)
1dx
——=(u—-k 2.3
= (k) (23)

w: spesifik biiyiime hizi (zaman™), kg: 6liim hizi sabiti (zaman™), x: mikroorganizma

konsantrasyonu (mg L™), X,: baslangi¢c mikroorganizma konsantrasyonu (mg L), t: zaman
(saat)

16



uve kg ‘nin her ikisi de sicaklikla arhenius esitligine gore degisir.

_Eq _Eq
u=Ae RT , k;= Ae RT (2.4)

Esitlik (2.4.)’te yer alan Ea ve Ed degerleri biiyiime ve termal O6lim igin
aktivasyon enerjileridir. Biiyiime icin aktivasyon enerjisi tipik olarak 10-20 kcal mol™,
termal 6liim igin 60-80 kcal mol™ diir. Bu da termal oliimiin sicaklik degisimlerine

mikrobiyal biiylimeden daha duyarli oldugunu gostermektedir.

2.2.4.2. pH

Her mikroorganizmanin yasamu siiresince sabit tutmaya calistigi 6zgiin bir i¢ pH
degeri vardir. Hiicrelerin metabolik faaliyetlerinin sonucu olarak ortamdaki hidrojen iyon
derisimi degisir ve disindaki bu degisimlere ragmen hiicre kendi i¢ pH degerini sabit
tutmaya calisir. Boylece daha fazla enerji harcar ve substratin ¢ogunu kendi enerji
gereksinimi i¢in kullanacagindan iireme ve iiriin iliretme verimi diiser. Bundan dolay1
verim agisindan dis ortamin pH’im1 belli bir degerde ya da aralikta tutmak gerekebilir.
pH, enzimlerin aktivitesini dolayisiyla mikrobiyal biliylime hizin1 etkiler. Ayrica
mikroorganizmalarin maksimum biiyiime gosterdigi optimum pH ile maksimum {iiretim
gerceklestirdigi optimum pH degerleri birbirinden farkli olabileceginden pH kontrolii
yapilirken buna da dikkat edilmelidir.

Fermantasyon siiresince pH, kullanilan karbon kaynaklarmin farkli iirtinlere
dontismesiyle degisim gosterir. Karbon kaynagi olarak karbonhidratlar kullanildiginda,
hiicre i¢i tepkimelerle olusan organik asitler ve aminoasitlerin ortama salgilanmasiyla
birlikte ortam pH’inda 6nce diisme, daha sonra da ortama salgilanan metabolitlerin tekrar

hiicreye transferi ve kullanimi sonucunda artis gézlenir [6]
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Sekil 2.2. pH’1n mikroorganizmalarin spesifik biiyliime hizina etkisi.

Sekil 2.2. ile gosterilen yukaridaki grafikte pH ile spesifik biiyiime hiz1 arasindaki
iligki  verilmistir. Grafikten de anlasilacagi lizere pH’in artmasiyla birlikte
mikroorganizmalarin spesifik bliylime hizinin da belli bir noktaya kadar arttigi ve daha

sonraki artiglardan olumsuz etkilendigi goriilmektedir.

2.2.4.3. Oksijen Transferi

Endiistriyel ~ biyoproseslerin  ¢ogu  aerobiktir bundan  dolayr  havali
fermantasyonlarda mikroorganizmalarin  besinleri  kullanabilmeleri ve metabolik
faaliyetlerini devam ettirilebilmeleri icin gerekli olan temel substratlardan biri de
oksijendir [20, 21]. Mikrobiyal hiicreler oksijeni ¢ogalma, solunum, iiriin iiretme gibi
faaliyetler i¢in temel bir substrat olarak kullanirlar. Ayrica oksijen aerobik biyoproseslerde,
sulu ortamdaki diisiik ¢6ziiniirliigiinden dolay: siirekli saglanmasi gereken anahtar bir
substrattir [21-24].

Aerobik mikroorganizmalarin bulundugu siispanse ortamdaki ¢6zlinmiis oksijen
konsantrasyonu ve biyoproseslerdeki oksijen gereksinimi, kiiltiiriin  fizikokimyasal
ozelliklerine, gaz fazdan siv1 faza olan oksijen transferine ve mikroorganizmalar tarafindan
biiylime, yasama ve iirlin liretme icin kullanilan oksijenin tiiketim hizina bagli olmasinin

yaninda biyoreaktor konfigiirasyonuna ve isletme kosullarina da baglidir [21].
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Yiiksek hiicre konsantrasyonlarinda, oksijen tiiketim hizi oksijen besleme hizini
gecebilir ve boylece oksijen sinirlamalar1 meydana gelebilir [20]. Oksijen hiz sinirlayict
faktor oldugunda, spesifik biiyiime hizi doygunluk kinetigine gore ¢Oziinmiis oksijen
konsantrasyonu ile degisir; kritik konsantrasyonun altinda biliylime veya solunum
¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonuna bagli olarak birinci mertebeden hiz ifadesine yaklasir.
Eger ortamda oksijen fazla ise mevcut konsantrasyonunun degismedigi kabul edilir ve
reaksiyon hiz1 oksijene gore sifirinct merteben olur [25]. Fermantasyon ortamlari igin kritik
oksijen derisiminin degeri mikroorganizmaya gore degismekle birlikte genellikle
doygunluk derigiminin %5°1 ile 10’u arasindadir. [21].

Oksijen genellikle fermantasyon ortaminin i¢ine dogru havanin piiskiirtiilmesi ile
verilir. Fakat burada gaz kabarcigi ile sivi ortam ara yiizeyinin her iki tarafinda oksijen
aktarimina kars1 direng gosteren gaz ve sivi film tabakalar1 bulunmaktadir [20]. Oksijenin
mikroorganizmaya ulagmasi i¢in oncelikle bu engelleri agsmasi gerekmektedir. Genel olarak
oksijenin s1vi ortamdaki mikroorganizmaya transferi 7 basamakta gerceklesir. Bu transfer

basamaklar1 sematik olarak asagidaki gibidir.

Syv1 film Eati-sivi arayiizeyi

Olesij enle reaksivonun
gerceklestis ver
\ S1vi ortam

Gaz |
baloncugu

Tek hiicre

Hiicre yigm

Olesij enle reaksivonun
gerceklestis ver

(v (b (i) 1 Tel: hiicre

S1vi film ‘--.\;

Gaz-sivi arayiizeyi

Save film

Sekil.2.3. Oksijenin besin ortamindaki mikroorganizmaya tranferi [9].
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Sekil 2.3.’te gosterilen, oksijenin besin ortamindaki mikroorganizmaya transfer

basamaklar1 asagidaki gibi siralanabilir:

i.  Oksijen molekiilii gaz-s1vi1 ara yiizeyine gelir,
Il.  Ara ylizeyi gecen molekiil sivi filme ulasir,
ii.  Sivi filmi gectikten sonra ortama ulasir,
iv.  Sivi ortamda ilerleyen oksijen molekiilii hiicre etrafindaki film tabakasina gelir,
V.  Sivi-hiicre ara ylizeyi boyunca taginir,
vi.  Yiizey duvarim geger,

vii.  Hiicreye ulasir.

Ortamda etkin bir karistirmanin saglanmasiyla sivi fazdaki taginimin ve
mikroorganizma c¢evresindeki filmden gecisin kiitle aktarimina karsit direnci ortadan
kaldirilabilir. Gaz ve sivi filmlerinden gegisin, kiitle aktarimina etkisi ise; havalandirma,
karistirma ve oksijenin sivi ortamdaki ¢oziniirlik derecesi ile ilgilidir [20]. Oksijenin
sudaki ¢oziiniirliigiiniin az olmasi nedeniyle gaz filmin direnci, sivi filmin direncine oranla
¢ok daha az olacagindan bu deger ihmal edilebilmektedir. Bu durumda toplam fiziksel

kiitle aktarim hiz1 siv1 film direnci tarafindan kontrol edilmektedir [26].

Gazdan s1v1 faza oksijen transferi:

NOZ = kLa(C* - CL) (25)
(2.5) esitligindeki No,; oksijen transfer hizi (mg L't hh, k,; oksijen transfer

katsayist (cm h™), a; birim hacim basmma gaz-sivi ara yiizey alami (cm® cm-%), c¢*;

doygunluk konsantrasyonu (mg L), «¢,; ortamdaki gercek c¢oziinmiis oksijen

konsantrasyonudur.

Oksijen tiiketim hizi:

do, = Hx/Yx/,, (2.6)
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Transfer edilen oksijen miktari=Alinan oksijen miktar1

Ux
YX/OZ

kia(c*—c;) = (2.7)

Fermantasyon ortamlarinda ¢oziinmiis oksijenin metabolizmaya aktarilma
derecesini tespit etmek ancak hacimsel oksijen aktarim katsayisi olan kia degerinin
belirlenmesi ile miimkiindiir. Bu deger mikroorganizma tiiriine, fermantasyon ortaminin
ozelliklerine (viskozite, sicaklik wvb.), biyoreaktoriin ve karistiricinin boyutlarina,
karistirma ve havalandirma hizlarina baghdir [21, 27]. Bu degeri belirlemek i¢in ¢esitli
yontemler mevcut olsa da en ¢ok kullanilani dinamik yontemdir [21, 28-31]. Bu yontem
biyoreaktére gonderilen havanin, mikroorganizmalarin yasamini tehdit etmeyecek bir
noktaya kadar kisa siireli olarak kesilmesi ve bir oksijen elektrodu ile ¢oziinmiis oksijen
derisimindeki azalmanin, ardindan havanin tekrar sisteme verilmesi ile de artisinin

incelenmesi prensibine dayanir [20, 28].

Sekil 2.4.’teki grafikte gosterildigi gibi ortama verilen hava to aninda kesilir ve t;

aninda yeniden verilir.

Hava kesilir

Hava verilir

0] L8|
Zaman

Sekil 2.4. Coziinmiis oksijen derisiminin hava beslemesiyle degisimi.

Yatiskin olmayan kosulda kiitle korunum denklemi ¢oziinmiis oksijen derigimi cinsinden

yazilacak olursa denklem (2.8) elde edilir.
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dc
k a(Cy" = Co) +11C, = d—t‘) (2.8)

Burada ry' ; birim hiicre basina oksijen tiiketim hiz1 (mol m'ss'l) olarak verilmistir.

Sekil 2.4.’te verilen grafikte goriildiigii gibi tp anindan t; anina kadar gecen siirede
¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonunda bir azalma meydana gelir ve bu sirada transfer
gerceklesmediginden oksijen aktarim hizi ‘0’ olur. Dolayisiyla zamanla oksijen
konsantrasyonundaki degisim yalnizca mikroorganizmanin oksijeni tiiketmesinden

kaynaklanir. Yukaridaki denklem bu durum g6z Oniinde bulundurularak yeniden

diizenlenir.

NOZ = kLa(CO* - Co) = 0 (29)
c,

E =71 Cx =71 (210)

Oksijen tiikketim hizi, 1o denklem (2.10) ’dan kolayca bulunabilir. Sisteme t; aninda tekrar
hava verilmeye baslandiginda (2.8) denklemi 6nem kazanir ve bu denklemden yararlanarak

ki a degeri hesaplanabilir.

dc,
koa(Cy" —Co) +1, = d—t‘) (2.11)
dc, .
E - T‘o = kLa(CO - Co) (212)

(2.12) esitligiyle verilen denklem kja ile boliiniirse asagidaki denklem elde edilir.

1 (dCO

koa\dt

k a - T'o> = CO* - CO (213)
L

(2.13) esitliginin diizenlenmesiyle asagidaki (2.14) esitligi elde edilir.

Co— 1 (dC0 ) 214
0 — 0 kLa dt rO ( )
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Esitlik (2.14.) ile verilen denklemden yola ¢ikilarak [(dC,/dt)-ro]‘ a kars1 C, degeri grafige

gecirilir ve egimden yararlanarak ki a degeri bulunur.

Sekil 2.5. Siv1 faz hacimsel kiitle aktarim katsayisinin belirlenmesi.
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3. MiKROBIiYAL BUYUME VE URUN OLUSUM KiNETIiGI

3.1. Kesikli Sistemde Mikroorganizma Uremesi

Mikroorganizmalar uygun bir besin ortaminda mevcut substratlar1 kullanarak
bliylime ve {iriin Uretimi gergeklestirirler. Bir ortamdaki mikroorganizma sayis1 mikroskop
altinda boyama ve kuru agirlik yontemleriyle hesaplanabilir. Mikroorganizmalarin genel

olarak substrat kullanimi1 asagidaki sekilde gosterildigi gibidir.

Substrat + Hiicre —— Hiicre dis1 iirlinler + Daha fazla hiicre

Isi

Hicre ici
biyokimyasal
reaksiyonlar

Metabolitler,
Ekstraselliler makromolekiller

Substratlar ——»

Byokitle

&5

Sekil 3.1. Substratin kullanimiyla olusan tirtinler

Sekil (3.1.)’de goriildiigii gibi mikroorganizmalar substrati hiicre i¢i biyokimyasal

reaksiyonlarda kullanarak 1s1, metabolit, makromolekiil ve biyokiitle olustururlar.

3.2. Kesikli Sistemde Mikroorganizma Ureme Evreleri
Belirli bir mikroorganizma kendi gelisimine uygun bir besiyerine asilandig

zaman buradaki hiicreler ortamdan sirasiyla ihtiyaci olan bilesenleri alir ve onlar hiicre igi
biyokimyasal reaksiyonlarla biyokiitle, metabolit ve baz1 makromolekiillere doniistiiriir.
Kesikli (batch) kiiltiirde tireme asagidaki asamalardan gecer:

a) Lag fazi evresi

b) Hizlanma evresi

c) Logaritmik evre

d) Yavaslama evresi

e) Sabitevre

f)  Oliim evresi
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Mikroorganizmalarin  bahsedilen tiireme evreleri grafiksel olarak asagidaki gibi

gosterilebilir.

Biyokiitle konsantrasyonu

Inkiibasyon siiresi

Sekil 3.2. Mikroorganizma biiytiime evreleri.

Sekil (3.2.) ile gosterilen evrelerde gerceklesen olaylar asagida kisaca agiklanmistir.

a) Hazirbk Evresi (Lag Fazi): Hiicre boliinmesinin goriillmedigi bu evre ilk hiicre
boliinmesi gerceklesinceye kadar devam eder. Asilanan hiicre sayisinda higbir degisiklik
olmaz. Besin ortamindan alinan su ve substratlar RNA, ribozom ve protein biyosentezinde
(6zellikle enzim sentezinde) kullanilir. Bu nedenle, hiicre ¢ogalmasi olmadigi halde

biyokiitle artar.

b) Hizlanma Evresi: Bu evrede hiicre ¢ogalmasi baglar ama yavas yiirir, artis stel
(logaritmik) degildir. DNA miktar1 artar, enzim sentezi devam eder ve hiicrelerdeki RNA
miktarinda 6nemli bir artig gozlenir. Baz1 yonlerden benzerlik gosterdiklerinden ¢ogu kez

A ve B evreleri birlikte degerlendirilir ve lag fazi adin1 alir.

c) Logaritmik Evre: Hiicreler ortama iyice adapte olduktan sonra logaritmik iireme
sathasinda hizla ¢ogalirlar, hiicre sayisi ve kiitlesi zamanla {istel olarak artar. Bu evrede
hiicre bilesenleri de ayni oranda artar ve iireme dengelidir. Yani hiicrenin ortalama bilesimi

sabit kalir. Besiyerindeki bilesenlerin derisimleri yiiksek oldugundan {ireme hizi substrat
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derisiminden bagimsizdir ve hiicre derisimine gére birinci derecedendir. Ureme hiz1 “6zgiil
tireme hiz1’ ile karakterize edilir ve 'y’ ile gosterilir. Bu evrede biiyiime hiz1 pratik olarak
sabittir ve maksimuma ulagmistir. RNA’ya oranla DNA sentezi daha fazladir. Hiicreler
diger evrelere gore daha kiiclik olup hiicrelerin kuru kiitlesinin, hiicre sayisina oranmi diger

evrelerden daha diistiktiir. Bu evredeki hiicre gogalmasi kolayca hesaplanabilir.

1dx
= ;E (3.1)
d) Yavaslama Evresi: Bu evre logaritmik tireme fazini izleyen evredir. Yavaslama
evresinde hiicre ¢cogalma hizi bazi bilesenlerin azalmasi veya toksik iirlinlerin ortamda
birikmesi sonucu yavaslar. Ortam kosullarinin hizla degigsmesi iiremenin dengesiz olmasina
sebep olur ancak hiicre sayis1 ve biyokiitle artisi devam eder. Logaritmik iireme fazinda
metabolizma iiremeyi maksimum saglayacak sekilde diizenlenmistir. Yavaslama fazinda
besiyerindeki bilesenlerin azalmasi veya toksik tiriinlerin cogalmasiyla birlikte organizma
izerine uygulanan stres hiicrenin kendisine zararli bir ortamda yasama sansini arttirmak

i¢in hiicre i¢i yapisin1 yeniden diizenlemesine sebep olur.

e) Duragan Evre: Yavaslama evresinden sonra baglayan bu evrede yeni olusan hiicre
sayisi ile Olen hiicre sayisi dengelenmistir yani net tireme hizi sifirdir. Buna ragmen
metabolizma tiriinlerinin hiicre i¢inde veya ortamda birikmesi devam edebilir fakat toplam
hiicre sayis1 sabit kalir. Zamanla ortamdaki canli hiicre sayisi1 azalabilir veya hiicreler
otoliz olur bdylece ikinci bir lireme evresi gozlenebilir. Hiicreler logaritmik fazda

tiretemedikleri ikincil (sekonder) metabolitleri bu ikinci tireme evresinde iiretebilirler.

f) Oliim Evresi: Duragan evreyi izleyen fazdir fakat oliim bir onceki evrede de
baglayabilir. Bu iki evreyi net olarak birbirinden ayirmak bazen zordur. Genellikle 6li
hiicreler otoliz olur ve bunun sonucu olarak ortama birakilan bilesikler canli organizmalar
tarafindan kullanilir. Otoliz sebebiyle ortamin yogunlugu ve viskozitesi azalir. Oliim hizi

matematiksel olarak 1. mertebedendir [32].
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Mikroorganizmalarin ortamdaki biiyiime hiz1 asagidaki esitlikle belirlenebilir.

1dN

U

(3.2) esitligi mikroorganizmani konsantrasyonu (x: mg L) cinsinden (3.1) *deki gibi de

yazilabilir.

(3.2) esitligi integre edilerek diizenlenirse asagidaki (3.3) esitligi elde edilir:

N
In<- = u(t = tig) (3.3)
o

Burada; u: Spesifik biiylime hizi (zaman™), N, Baslangictaki mikroorganizma sayisi, N: t

anindaki mikroorganizma sayisidir.
(3.1) esitligi integre edildikten sonra (3.4) esitligindeki gibi dogrusallastirilarak
zamana kars1 Inx degerleri grafige gecirilirse egimden mikroorganizmanin spesifik biiyiime

hiz1 agagidaki gibi bulunabilir:

x = x,e* | Inx = Inx, + ut (3.4)

Inx

Inxg

L i

Zaman

Sekil 3.3. Spesifik biiyiime hizinin bulunmasi.
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Biyokiitlenin zamana bagli biliyime hizindaki degisim ise Sekil 3.4.’teki grafikle

gosterilebilir.

#  Spesifik Biiyiime Hiz1 d((nN)/dt

v

Zaman

Sekil 3.4. Biyokiitlenin zamana bagli degisimi.

Grafikten yola ¢ikilarak logaritmik, durgun ve Olim evresindeki zamana bagh

mikroorganizma degisimi asagidaki gibi yazilir.
Logaritmik evrede:

dx
P (3.5)

Durgun evrede:

dx =0 3.6
Oliim evresinde:

“_ 3.7
dt - dx ( . )
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3.3. Substrat Tiiketimi

Mikroorganizmalarin gelistigi besin ortamlar1 genellikle tuzlar ve organik
substratlar igerdiginden dolay1 viskozdur ve non-newtonion bir 6zellik gosterir [21].
Subsrat olarak ortama katilan maddeler mikroorganizmalar tarafindan sadece iiriin tiretmek
icin degil ayn1 zamanda yeni hiicreler olusturmak ve enerji sentezlemek i¢in de kullanilir
[33]. Enerji, iireme sirasinda olusur ve hiicresel faaliyetlerin devamliliginin saglanmasi igin
tekrar kullanilir. Yani bahsedilen bu enerji yasamsal fonksiyonlarin yerine getirilmesi,
hiicre sentezi ve iriin liretimi amaciyla kullanilir. Bunlara bagli olarak substratin tiikketim

amaglart matematiksel olarak asagidaki gibi ifade edilebilir:
T‘S - TSX + TSP + TSM (38)

Burada 7sy ; hiicre sentezi igin substrat tiiketim hizi (g L™"h™), 7gp; tiriin sentezi igin
substrat tikketim hizi (g L™.h™), rey, ; hiicrenin yasamsal faaliyetleri icin substrat tiketim

hiz1 (g L™.h™) olarak verilmistir.

Esitlik (3.8.)’den de anlasilacagi iizere hiicrenin herhangi bir iretim
gerceklestirmese bile canli olarak kalabilmesi i¢in kullandig1 bir enerji vardir. Gerekli olan
bu minimum enerji yasamsal faaliyet enerjisidir. Yukarida denklem (3.8.) ile verilen hiz

esitligi verim cinsinden asagidaki denklem (3.9.) seklinde yazilabilir.

TPy (3.9)
= e mx .
Yx/s  Ypss

Ts

Burada; Yy s ; hiicre igin verim faktorii (g hiicre g substrat™), Yp /s > Uriin i¢in verim faktorii

(glriin g substrat'l), m; hiicre i¢in yasam katsayisi (g substrat g hﬁcre'l.h'l)’dm

Birim mikroorganizma bagsina tiiketilen substrat miktar1 iireme verimi olarak tanimlanir ve

‘Yy/s ile gosterilir.
AX
AT (3.10)
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Yeni hiicrelerin olusumu igin gerekli substrat miktari ise ‘rx/Yxs’ ile hesaplanabilir.

rx AxAS_ AS 311
Yos  AtAx At (31D)

Diisiik substrat derisimlerinde lireme hiz1 substrat derisimiyle artar ve maksimum
bir degere ulagir. Subtrat derisimin daha da artmasiyla tireme hiz1 azalmaya baslar. Bu olay
substrat inhibisyonu olarak bilinir. Hiicrelerin degisen substrat derisimine karsi olan bu

davranis1 normaldir.

3.4. Uriin Olusumu
Mikroorganizmalarda iiriin olusum mekanizmasi oldukca karmasik bir durumdur.
Mikroorganizmalar zamanlama agisindan 3 farkli sekilde iirlin iiretebilir. Bu {iretim

sekilleri asagida aciklandig gibidir.

o Uremeye bagh iiriin iiretimi: Burada {iiriin {iretimi iiremeyle es zamanlh

olmaktadir (enzim tiretimi).

Mikroorganizmalarin {iriin iiretim hiz1 ‘qp’ ile gosterilir. (gp: Spesifik iirliin tiretim hiz1)

1dpP 312
D= Yae (312)
Burada P, iiriin konsantrasyonudur.
] Uremeden bagimsiz iiriin iiretimi: Uriin iiretimi iireme olayindan bagimsizdir

yani mikroorganizma iremesi durmustur sadece iriin {retilmektedir (Sekonder

metabolitler, antibiyotik iiretimi).
qp = B = sabit (3.13)

® Karisik tip iiriin iiretimi: Komplex besin ortamlarinda bu tip iiretim sekli gozlenir

(laktik asit fermantasyonu ).

gp=au+p (3.14)
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Yukarida verilen (3.14.) esitligi Luedeking-Piret esitligi olarak bilinir ve & = 0 ise tiriin

iiremeden bagimsiz, f = 0 ise iirlin iiremeyle es zamanlidir.

Bahsedilen iiretim sekillerine ait grafikler Sekil 3.5.”te verilmistir [9].

@) (b) (c)

X veva P
N
- L}
\u. \
y
b
x)
I

Zaman Zaman Zaman

Sekil 3.5. Uriin tiretim sekilleri (— X,---- P)

Sekil 3.5.’teki a,b ve c grafiklerinden bahsedilen {iretim sekilleri goriillmektedir.
Bu tarz tiretimlerden elde edilen iiriinler fakli sekillerde siniflandirilabilse de en ¢ok kabul

goreni Gaden’in yapmis oldugu siiflandirmadir. Bu siniflandirmaya gore olusan iiriinler
3’ e ayrilir [34].

Tip 1 iiriinler: Enerji metabolizmasinin sonucu olarak ortaya ¢ikan iriinlerdir. Burada

biiyiime ve iiriin olusumu paraleldir.
Tip 2 iiriinler: Enerji metabolizmasinda dolayl olarak olusan ara tiriinlerdir.

Tip 3 iiriinler: Enerji metabolizmasindan bagimsiz olan komplex tirtinlerdir.
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3.5. Kinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

3.5.1. Monod Esitligi ile p,. Ve Ks’in Hesaplanmasi
Mikroorganizma biiylimesi ortamdaki substrat miktariyla dogrudan iligkili oldugu

i¢in spesifik biiylime hiz1 ‘Monod Esitligi’ ile formiilize edilir.

— Hmax'S
P =Kk +s

(3.15)

Bu esitlik dogrultusunda spesifik biiyiime hizi ,p, su ii¢ parametrenin bir fonksiyonu olarak
bulunabilir:

S: Sinirlayici substrat konsantrasyonu

Hmax: Maksimum biiylime hiz1

Ks: Substrat spesifik doygunluk sabiti

Monod esitliginin dogrusallastirilmis hali:

Ks 1 1
:umaxS .umax

L (3.16)
. .

(3.16.) esitligine gore 1/u degerleri 1/S degerlerine karsi grafige gegirilirse egim ve

kaymadan yararlanarak i,,., Ve Ks degerleri hesaplanabilir (Sekil 3.6.).

1/

&

/s

Sekil 3.6. 1,4, V€ K ‘in hesaplanmasi.
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Monod esitliginde ortamda yeterince subtrat varsa Ks degeri ihmal edilir ve
U=Umas OlUr. Monod esitligi yavas biiytime hizi ve hiicre konsantrasyonunun diisiik oldugu
sartlarda kullanilmakla birlikte esitligin gegerli olmadigi durumlar da vardir.
Mikroorganizmalar komplex besin ortamlarinda cogaltilirsa genellikle birden fazla
logaritmik faz goriiliir ve toksik madde ¢ikist hizlanir. Bu durumda ortamdaki net biiyiime

hizlan farkl esitliklerle hesaplanir. Bu esitliklerden en ¢ok kullanilanlar1 asagida verildigi
gibidir: [35]

Blackman Esitligi: u, = pp,, S = 2K; (3.17)

g = ’;LKSS , S < 2K, (3.18)

Tessier Esitligi:  p, = pup, (1 —e™5) (3.19)

Moser Esitligi: 1t = 2250 = 1 (1 + K,S™) ! (3.20)
et U

Contois Esitligi: p, = I (3.21)

Yukaridaki esitlikler Monod esitligi temel alinarak tiiretilmis esitliklerdir. Tessier
denkleminde iki sabit vardir ve difiizyon kontrollii substrat beslenmesi sirasindaki iremeyi
modellemek igin Onerilmistir. Mosser denklemi daha genel bir denklemdir ve 3 tane sabiti
vardir, n=1 oldugu zaman Monod denklemine indirgenir. Contois denkleminde doyma
sabiti hiicre derisiminin bir fonksiyonudur ve yliksek hiicre derisimlerinde iireme hizini
modellemek i¢in kullanilir. Deneysel verilere Monod Denkleminden daha iyi uymasim

ragmen Blackman denklemindeki siireksizlik istenmeyen bir durumdur.

3.5.2. Yx;s ve m’in Hesaplanmasi
Mikroorganizmalarin substrati hiicre sentezlemek, iirlin iiretmek ve yasamak igin
kullandiklarindan bahsedilmisti. Yasam katsayis1 ve verim faktoriinii hesaplayabilmek i¢in

Luedeking-Piret tarafindan gelistirilen substrat tiikketim hiz denklemi (3.22) esitligiyle

gosterilmektedir.
Tx Tp
Tg = +—+mx (3.22)
s Yx/s  Ypss
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Yukaridaki substrat tiiketim denkleminde iiriin {iretimi i¢in harcanan substrat ihmal edilirse

(3.23) esitligi elde edilir.

g = — +mx (3.23)
Yx/s

Bu denklem x ile boliinerek diizenlenirse agagidaki esitlige ulasilir.

Yukaridaki esitlige gore ry/x’e karst ry/x grafige gecirilirse grafigin egiminden

yararlanilarak Yys kaymasindan yararlanilarak da m degeri bulunabilir.

3.5.3. Uriin Olusum Parametreleri a ve p’min Hesaplanmasi

Uriin olusum parametrelerinin hesaplanmasi i¢in asagidaki denklem kullanilir.
qp=au+p (3.25)

Bu denklemde p’ye karst gp degerleri grafige gecirilirse a ve B degerleri bulunabilir. Grafik
Sekil 3.7.’de gosterilen sekillerden biri gibi ¢ikabilir.

Tip | Tip Il Tip 1l
qp qe qe /

Sekil 3.7. Uriin olusum parametrelerinin bulunmasi.
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Sekil 3.7. ile verilen grafikler sirasiyla iiremeye bagli, iiremeden bagimsiz ve karigik tip

tirtin tiretiminin oldugu durumlar1 gostermektedir. Bunlar incelendiginde;

a>0,p=01ise Tip I
a=0,p>0ise Tip Il
a>0,p>0ise Tip HI

tirtin tiretim sekli goriilmektedir.
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4. L-DOPA ve DOPAMIN

4.1. L-DOPA (Levodopa)

L-DOPA (3,4-dihidroksi-L-fenilalanin ya da 2-amino-3-(3,4 dihidroksifenil)-
propanoik asit) insan viicudunda L-tirozinden dogal olarak sentezlenen bir aminoasittir. L-
DOPA, tirozin hidroksilazin (TOH) tirozini hidroksillemesi sonucu olusmakta ve 6nemli
biyolojik fonksiyonlara sahip olan dopamin, norepinefrin ve epinefrin gibi
katekolaminlerin biyosentezine onciiliik etmektedir [36, 37]. L-DOPA’nin molekiil ve 3

boyutlu yapis1 asagida goriildiigii gibidir.

HO
OH

MNH;

Sekil 4.1. L-DOPA’nin molekiil ve 3 boyutlu yapist.

Ik olarak 1913 yilinda bakla (Vicia faba) tohumlarindan izole edilen L-DOPA’
nin biyolojik olarak inaktif bir karaktere sahip oldugu ileri siiriilmistiir fakat 1927 ve 1930
yillarinda yapilan g¢aligmalar ile L-DOPA’nin glikoz metabolizmas1 ve atardamar kan
basinct iizerine 6nemli etkilerinin oldugu ortaya konulmustur. Ayrica bir¢ok arastirmaci
tarafindan bu maddenin Mucana pruriens (kadife fasiilye) tohumlarinda dogal olarak
sentezlendigi de belirlenmistir [38-41].

L-DOPA 1960’lardan beri, genellikle beyindeki ndorotransmitter Dopamin
eksikliginin sebep oldugu ve merkezi sinir sistemindeki dejeneratif bir bozukluk olan

Parkinson hastalig1 i¢in bir ilag olarak kullanilmaktadir.

36



Ciinkii L-DOPA, Dopaminin o6ncii maddesidir ve Dopamin kan-beyin bariyerini
gecemezken L- DOPA bu bariyeri agarak Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in gerekli olan
Dopamin seviyesini arttirir [36, 42].

Son zamanlarda ileri yasta bulunan ¢ok sayida insan Parkinson hastaliginin
hareket kisitlamasi, akinezi, timor gibi bazi semptomlarindan kaynakli sorunlar
yagsamaktadir. Bundan dolayr L-DOPA’nin 6nemli dl¢lide bir pazar biiyiikliigii vardir; L-
DOPA’nin diinya pazarindaki biiyiikliigii 250 ton/y1l ve toplam pazar hacmi yaklasik 101
milyar/y1l’dir [43]. Bundan dolayr Monsanto L-DOPA sentezi igin ilk kez asimetrik
hidrojenasyon ile iiretimi saglayan ticari bir proses gelistirdi. L-DOPA ihtiyacinin ¢ogu
kimyasal sentezlerle, temel olarak da asimetrik hidrojenasyonla karsilanmaktadir [44].
Bununla beraber kimyasal sentezler, zayif doniisiim hiz1 ve diisiik enantiyose¢icilik gibi

kritik sinirlandirmalara sahiptir.
4.2. Dopamin

L-DOPA maddesinden dopa dekarboksilaz enzimi araciligiyla sentezlenen
Dopamin (3,4 dihidroksifeniletilamin), 6nemli katekolaminlerin (norepinefrin ve epinefrin
gibi) olusumunda baslangi¢ maddesi olma 6zelligi tasiyan ve ayrica beyinde Dopamin
reseptorlerini aktive eden norotransmitter Ozellikte basit yapili bir maddedir [45, 46].

Dopamin’in kimyasal yapis1 ve ti¢ boyutlu goriintiisii Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

H ChH;~CH-—COOH

Sekil 4.2. Dopamin’in molekiil ve 3 boyutlu yapist.
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Norotransmitterler, beyinde iki noron arasinda veya ndron ile hiicre arasinda
elektriksel sinyallerin iletimini saglayan kimyasallardir. Hiicreleraras1 bosluklarda, komsu
hiicre tarafindan uyarilan bir hiicreden salgilanan ndrotransmitter araciligiyla bilgi transferi
saglanir [47].

Dopamin, néronla komsu hiicrenin olusturdugu sinaps bolgesinde presinaptik
ndron icerisinde sentezlendikten sonra vezikiillerde birikmektedir. Bu vezikiiller sinaptik
bosluga dogru ilerlemekte ve vezikiil ile postsinaptik membran birlesince dopamin vezikiil
icinden sinaptik bosluga salinmaktadir. Daha sonra sinaptik bosluktaki Dopamin,
postsinaptik membranda (hedef hiicre membraninda) bulunan Dopamin reseptorlerine
baglanarak bu hiicreye spesifik sinyali iletmektedir [37]. Sinyal iletiminde gérev yapan
Oonemli bir norotransmitter olan Dopamin, beyinde noron hiicreleri tarafindan L-DOPA
maddesinden sentezlenmektedir [48]. Temelde L-tirozin amino asidinden sentezlenen L-
DOPA ve Dopaminin insandaki esas iiretim yeri néron (sinir) hiicreleri olup, hiicreler arasi
sinyal iletiminde gorev alirlar [49]. Dopamin insan viicudunda dogal olarak sentezlenen
noro-aktif bir kimyasaldir. L-DOPA, Parkinson hastaligi’'nda temel ilag olarak
kullanilirken, Dopamin kan basinci ve kardiyak verimini artirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Dopaminin ayrica hareket, algi ve motivasyon {izerine de 6nemli etkileri

vardir [50-51].

4.3. Parkinson Hastalhig

Parkinson hastaligi dopaminerjik néronlarda dejenerasyonla baglayan ilerleyici bir
norolojik hastaliktir [52]. Bu hastalik temel olarak beynin substantiya nigra bolgesindeki
Dopamin fireten hiicrelerin kaybinin bir sonucudur [53]. Bu hiicrelerin yaklagik olarak
%80’1 hasar goriirse bu hastaligin semptomlarinin ortaya ¢iktigi belirlenmistir [54].
Gortilme sikligi acgisindan erkek/ kadin orami yaklagik 3/2°dir. Yani bu rahatsizligin
erkeklerde goriilme orani kadinlarinkinden biraz daha yiiksektir. Erken asamalarinda tespit
edildiginde ilag tedavisine iyi derecede yanit veren noérodejeneratif Parkinson hastaligi orta
ve ileri yaslarda goriilmekle beraber ortalama 50-60 yaslarinda ortaya ¢ikmaktadir [55].

Yiriime zorlugu Parkinson hastaliginin en agir semptomlarindan biridir.
Hastaligin erken safhalarinda bradikinezi (yiiriime yavasligi) kendisini yavas doniisler ve
adim uzunlugunda azalma seklinde gosterir [56-58]. Hastalik ilerledik¢e yiiriime zorlugu

katlanilmaz hale gelir, kol sallama hareketlerinde yavaslama gozlenir, krizler olusur ve
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diismeler goriiliir. Bu durum hareketi ve yasam kalitesini oldukga fazla etkiler [59-60].
Hastaligin tedavisi i¢in Dopamin yiiklemesi yapan ajanlar yiiriime yavashgi, kaslardaki
sertlik ve titremenin Onlenmesine yardimci olur ve bunlar diger ilaglarla birlikte yiiriime
zorlugu ve denge bozukluguna etki ederler [61].

Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in gerekli olan Dopamin maddesinin eksikligini
gidermek icin alternatif ilacglar gelistirilmistir. Fakat L-DOPA araciligiyla Dopamin
eksikligini gidermek en ¢ok tercih edilen uygulamadir. Cilinkii Dopamin kan-beyin
bariyerini ge¢emediginden bunun Parkinson hastaligi tedavisinde direkt olarak
kullanilmast miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle, Dopamin onciilii olan L-DOPA’nin
kullanilmastyla bu bariyerin agilmasi hedeflenir ve néronlara ulasan L-DOPA burada dopa
dekarboksilaz (DDC) enziminin katalizledigi bir reaksiyonla Parkinson hastaliginin esas
tedavi edici maddesi olan Dopamin’e dondstiirtiliir [63]. Bu uygulamada 6nemli ve gerekli
olan nokta L-DOPA’nin kan-beyin bariyerine ulagsmadan, bu maddenin kanda ve diger
dokularda Dopamin’e donlisimiinli minimuma indirmektir ¢ilinkii ara yollarda
gerceklesecek olan bu doniisiim L-DOPA’nin hedeflenen etkisini olduk¢a azaltmaktadir.
Bundan dolay1 L-DOPA’nin, cardidopa ve benserazide gibi dopa dekarboksilaz (DDC)
inhibitdrleri ile tasinmasi gerekmektedir. Ulkemizde Parkinson hastaligmin farmakolojik

tedavisinde kullanilan temel ilaglar agagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4.1. Parkinson tedavisinde kullanilan temel ilaglar [63].

ETKEN MADDE TiCARI iSIiM FARMASOTIK SEKIL

Levodopa iceren ve iliskili ilaglar:

Levodopa+Benserazid Madopar® 100+25 mg 200+50 mg tablet

Levodopa+Benserazid (yavag salinim) Madopar® HBS | 100+25 mg kapsiil

Levodopa+Carbidopa Sinemet® 250+25 mg tablet
50+12.5+200 mg

L-dopa+Carbidopa+Entacapone Stalevo® 100+25+200 mg
150+37.5+200 mg tablet

Entacapone Comtan® 200 mg tablet
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4.4. L-DOPA ve Dopamin’in Bakteriyel Sentezi

Parkinson hastaliginin tedavisinde etkin bir madde olarak kullanilan Dopamin
bakteriyel sentez yoluyla iki asamada iiretilmektedir. Ilk olarak katekol ve tirozin gibi
substratlardan L-DOPA sentezlenirken ikinci asamada L-DOPA kullanilarak Dopamin
sentezlenmektedir.

Kimyasal sentezler genellikle karmasik bir reaksiyon prosediiriine uyar ve diisiik
substrat spesifitesi ile agir isletme kosullar1 altinda aktivite gosteren pahali metal
katalizorler (Rb-komplex gibi) gerektirir [64-65]. Bundan dolayr mikroorganizmalari ve
enzimleri kullanan biyoteknolojik yaklasimlar sadece doniisiim hizi ve enantiyoseciciligi
gelistirmek i¢in degil ayn1 zamanda prosesleri ekonomik hale getirmek igin de cazip bir

alternatif yontem olarak arastirilmistir.
4.4.1. L-DOPA Sentezi

L-DOPA sentezinde oncelikle L-tirozin maddesi bakteriyel bir enzim olan tirozin
fenol liyaz (TPL) tarafindan fenol, amonyak ve piriivata doniistiiriiliir. Bu ortama katekol
ilave edilerek fenol ile katekoliin yer degistirmesi saglanir boylece yeni reaksiyon yine

tirozin fenol liyaz enzimin etkisiyle katekol, amonyak, piriivat arasinda gergeklesir ve L-

DOPA sentezlenmis olur. Bahsedilen bu ardisik reaksiyonlar asagida verildigi gibidir [66].

CHy—CH—COOH
! PL, +
I
HO O H

Yukaridaki reaksiyonda L-tirozinden piirivat, amonyak ve fenol olusumu goriilmektedir.

H . TPL H CH2-LE.H—EDDH
+ CH-C—COOH + NH, —== NH, + H,0
HO O H

Katekol ilavesi ile L-DOPA olusumu yukaridaki reaksiyonda goriildiigi gibidir.
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Mikrobiyal fermantasyon L-DOPA sentezi i¢in alternatiflerden biri olarak
diistiniilmiis bu kapsamda tirozinaz ve tirozin fenol liyaz (TPL) aktivitesine sahip olan
mikroorganizmalar arastirllmistir. Kimyasal sentezlerle karsilastirildiginda mikrobiyal
fermantasyon enantiyosegicilik bakimindan istiin fakat {iretim periyodu bakimindan
uzundur ayrica L-DOPA’y1 ortamdan saflagtirmak da olduk¢a zordur. L-DOPA temel
olarak tirozinaz ve tirozin fenol liyaz aktivitesine dayalidir.

Ikram-ul ve Ali, ultraviyole 1s1ma yoluyla mutasyona ugrattiklart Aspergillus
oryzae mikroorganizmasini kullanarak L-DOPA {iretimi gerceklestirmisler ve bu mutant
susun orijinal sustan 3.72 kat daha fazla iiretim gerceklestirdigini tespit etmislerdir [67].

Ates ve arkadaslari, bakir-aljinat jel igerisine tutuklanmis tirozinaz ile hem kesikli
hem de dolgu yatakli reaktdrde L-DOPA iiretimi gerceklestirmislerdir. Kesikli reaktdrde
yaptiklar1 deneyde 4.5 mg L L-DOPA iiretimine ulasan Ates ve arkadaslar1 bunlara ek
olarak dolgu yatakli reaktorde L-DOPA iiretimi iizerine havanin etkisini arastirmislar ve
havanin beslenmesiyle L-DOPA konsantrasyonunun 1.2 mg L™den 7.7 mg L™ ye
yiikseldigini gormiislerdir. Ayrica dolgu yatakli reaktérde prodiiktivite 110 mg L2.h™" a
cikmustir [68].

Kumagai grubu yiiksek derecede TPL (tirozin fenol liyaz) aktivitesine sahip olan
E. Herbicola mikroorganizmasini kullanarak L-DOPA’nin mikrobiyal iiretimi {izerinde
calismiglardir. TPL sentezinin yiiksek seviyede olabilmesi i¢in, E. Herbicola’ nin TyrR
genini Klonlayarak onu mutajenize etmisler ve mutant TyrR proteinin kiiltiir ortamina L-
tirozin ilavesi olmaksizin TPL’yi aktive etme yetenegini arttirdigini gostermislerdir [43,
69].

Kumagai grubuna ek olarak baska bir arastirmaci grup mikrobiyal fermentasyon
yoluyla TPL aktivitesine dayali L-DOPA diretimi gergeklestirme girisiminde
bulunmuslardir. Bunun i¢in TPL kodlayan geni E. Herbicola’dan klonlayarak E.coli’ye
aktaran arastirmacilar yaklasik 6 saatlik lag fazi sonunda kiiltiir ortamindaki L-DOPA
seviyesinin rekombinant E.coli tarafindan hizli bir sekilde arttirildigini gormiislerdir.
Bunun iizerine yaptiklar caligmalarla kesikli fermentore substrat olarak piirivat, katekol ve
amonyum asetat ilave ederek rekombinant E.coli mikroorganizmasiin 105 mM L-DOPA

tiretimi gergeklestirdigini gostermislerdir [70].
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Bielecki ve Bolek TPL kodlayan geni Citrobacter freundii’den E.coli’ye
aktardiktan sonra bu rekombinant hiicreleri kalsiyum aljinat ve polivinil alkolde
immobilize ederek L-DOPA iiretimi gerc¢eklestirmislerdir. Bu arastirmacilar immobilize
haldeki E.coli hiicrelerinin 8.5 pH degerinde ve 37 °C’de % 60.4 déniisiim oraniyla 4.53
mg ml™ konsantrasyonunda maksimum L-DOPA iiretimi gergeklestirdigini gormiislerdir
[71].

Lee ve arkadaslar1 L- DOPA iiretimi gerceklestirmek amaciyla termofilik
Symbiobacterium tiiriinden termostabil TPL genini klonlayarak E.coli’ye aktarmislardir.
Substrat olarak prokatekol, sodyum piirivat ve amonyum klorid kullanan E.coli igin
ortamm optimum pH’i1 8.3 ve sicakligim 37 °C olarak belirlemislerdir. Yaptiklari
caligmada TPL aktivitesinin amonyum Klorid konsantrasyonuna bagli oldugunu ve TPL
aktivitesinde etanoliin aktivator olarak rol oynadigini ayrica bunlara ek olarak, prokatekol
konsantrasyonu 0.1 M’den yiiksek oldugu zaman TPL’nin inaktive oldugunu gérmiislerdir.
Kesikli fermantasyon sisteminde ¢alisan bu arastirmacilar ¢alismalarinin sonunda 29.8 g L
! konsantrasyonunda L-DOPA iiretimi gergeklestirmislerdir [72].

Krishnaveni ve arkadaslari gesitli yerlerden izole ettikleri, mantar alemine ait, 7
farkli mikroorganizma izolat1 igerisinden Acremonium rutilum un en yiiksek tirozinaz
aktivitesine sahip oldugunu ve dolayli olarak en yiiksek L-DOPA iireticisi oldugunu tespit
etmislerdir [73].

Yapilan caligmalar g6z 6niine alindiginda TPL aktivitesine dayali olan mikrobiyal
fermantasyonlarin tirozinaz aktivitesine dayali olan fermantasyonlardan genellikle daha
yiiksek bir verimlilik gosterdigi goriilmektedir. Ciinkii TPL igin temel substrat olan
katekoliin sivi faz igerisindeki ¢Oziiniirliigii tirozinazin substrati olan L-tirozinin
¢oziinlirliiglinden ¢ok daha yiiksektir. Bununla birlikte TPL aktivitesine dayali olan
fermantasyonlar ek substrat olarak piriivat ve amonyok gerektirdiginden cesitli substratlar
iceren kiiltiir ortamindan L-DOPA’y1 ayirmak ve saflagtirmak kolay degildir [74].

Literatiirdeki calismalara bakildiginda cesitli sekillerde L-DOPA iiretiminin
gergeklestirildigi  goriilmiistiir. Dopamin L-DOPA’dan sonraki basamakta dopa
dekarboksilaz enzimin aktivitesiyle olustugundan daha ¢ok L-DOPA ile ilgili ¢alismalar
tizerinde durulmustur. Caligmalarin biiyiilk cogunlugu kimyasal proseslerden avantajli

oldugundan fermantasyon ile gergeklestirilmistir.
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4.4.2. Dopamin Sentezi
Dopamin {iretiminin ilk basamaginda sentezlenen L-DOPA maddesi dopa
dekarboksilaz enziminin Katalitik etkisiyle substrat olarak kullaniip Dopamin’e

dontstiirilmektedir. Bahsedilen bu doniisiim asagidaki reaksiyonla gosterilmistir.

H C"'z_?H_CDOH pDDc H CH;—CH—NH,
NH, +HO =——=

H HO

+ CO,

Yukaridaki reaksiyonda goriildiigii gibi reaksiyon sonucunda ortamda
karbondioksit ¢ikisi olmaktadir. Bu durum ortam pH’mi disiiriicii etki yapmaktadir.
Dopamin maddesinin iiretimi hafif bazik ortamda daha iyi oldugundan ortam pH’indaki bu
degisimin iirlin iiretim verimini etkilememesi i¢in bu proses sirasinda iyi bir pH kontrolii

yapilmalidir [75].

4.4.3. L-DOPA ve Dopamin Sentezinde Rol Alan Temel Maddeler
L-DOPA ve Dopamin’ in bakteriyel sentezinde rol alan bazi énemli maddeler
vardir. Bunlar;
¢ tirozin fenol liyaz enzimi

% tirozinaz enzimi

L)

o

dopa dekarboksilaz enzimi
¢ tirozin ve

« katekollerdir.

4.4.3.1. Tirozin Fenol Liyaz Enzimi (TPL)

Parkinson hastalig1 tedavisinde temel ¢ikis noktasi olan L-DOPA maddesinin
biiylik bir kisminin f-tirozinaz olarak bilinen ve tirozin ile indiiklenen tirozin fenol liyaz
(TPL, EC 4.1.99.2) enziminin katalitik etkisiyle tretildigi rapor edilmektedir [76]. Bu

enzim tersinir multi fonksiyonel reaksiyonlar1 katalizleyen bir enzimdir [77-78].
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TPL enzimi aromatik bir aminoasit olan tirozini piriivat, amonyak ve fenol
olusturmak i¢in katalizlemektedir. Bu reaksiyon tersinirdir ve katekol fenol ile yer
degistirdigi zaman L-DOPA iiretilmektedir [43, 78-80]. TPL enzimi ile ilgili literatiirde yer
alan g¢alismalar vardir L-DOPA {iretimine yonelik oldugundan L-DOPA sentezi basligi

altinda verilmistir.

4.4.3.2. Tirozinaz Enzimi

Tirozinaz  (monofenol  monooksijenaz, EC 1.14.18.1) bakir igeren
oksirediiktazlarin bir ¢esididir ve iki énemli katalitik aktiviteye sahiptir. Ilki kresolaz
tarafindan monofenoliin difenole orto hidroksilasyonunu katalizlemesi, ikincisi ise
katekolaz aktivitesi ile difenolii kinona ardisik olarak yiikseltgemesidir [81]. Tirozinaz
Tirozin gibi monofenollerin oksidasyonunu molekiiler oksijen kullanarak katalizler [82].
Bunun sonucu olarak L-DOPA, tirozinazdaki kresolaz aktivitesi tarafindan L-tirozinin orto
hidroksilasyonu ile tiretilebilir [42, 68, 83-85].

Tirozinaz bakir iceren bitkilerde ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan bir
enzimdir ayrica bazi meyve ve sebzelerde istenmeyen kararma reaksiyonlarina neden olan
bir enzim oldugu tespit edilmistir [86-87]. Tirozinaz memelilerde renk pigmentlerini iireten
melanositlerin olusumunda olduk¢a 6nemlidir. Eksikliginde ultraviyole isinlarin neden
oldugu olumsuz etkilere karsi koruyucu gorevi yapan melanin pigmentinin olusumu
engellenir [88-89]. Bu calismada tirozinazin tirozinden L-DOPA olusturma ozelligi
tizerinde durulmus ve literatlirde tirozinaz ilgili olan bazi1 ¢aligmalar L-DOPA iiretimine

yonelik oldugundan L-DOPA sentezi baslig1 altinda verilmistir.

4.4.3.3. DOPA Dekarboksilaz Enzimi

DOPA dekarboksilaz (DDC, EC 4.1.1.28) noral dokularda L-DOPA’nin
Dopamine doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir [90]. Bu enzim karaciger ve bobrekler
gibi periferal organlarda bulunmaktadir. Memelilerdeki ¢ogu DDC enzimi L-DOPA,
tirozin, fenilalanin ve triptofan gibi aromatik aminoasitlere karsi genis bir substrat

ozgiilligl gostermektedir [91-92].
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4.43.4. Tirozin

Aromatik bir molekiil olan tirozin, Parkinson hastaliginin tedavisinde etkili bir
ilag olarak kullanilan L-DOPA ve ayrica 6nemli baska maddelerin de sentezini baslatan
onciil bir amino asit olarak tanimlanmaktadir. Sekil 4.6.’da molekiiler yapisi gdsterilen

tirozinin doniistimii genellikle tirozinfenoliyaz (TPL) enzimi ile katalizlenmektedir [78,93].

OH

NH2
HO

Sekil 4.3. Tirozinin molekiiler yapisi

Insan viicudu tirozini dogal olarak sentezleyebilir ancak bunun i¢in viicudun dogal
olarak iiretemedigi, esansiyel bir aminoasit olan fenilalaninin disaridan viicuda alinmasi
gerekmektedir. Bundan dolay1 tirozinin esansiyel bir aminoasit olmadigi1 savunulmaktadir.
Fenilalanin, fenilalanin hidroksilaz enziminin etkisiyle tirozine, tirozin de gesitli
enzimlerin etkisiyle baska maddelere (dopamin, adrenalin, noradrenalin vb.)
dontismektedir. Bahsedilen bu enzimin yapisinin bozulmasi ya da baska nedenlerle inhibe
olmasi durumunda siirecte aksamalar yasanir ve fenilalanin metabolize edilemez hale gelir.
Boylece viicutta fenilalanin birikimi gergeklesir ve bu durum 6nemli bir otozomal resesif
metabolik hastalik olan fenilketoniiri’ye sebep olur. Sonug olarak tirozinin rol oynadig:
tiim maddelerin {iretimi dolayli olarak fenilalanin metabolizmasina bagli oldugundan bu

durum da oldukg¢a 6nemlidir [94].

4.4.3.5. Katekoller

Katekoller  (1,2-dihidroksibenzen)  aromatik  maddelerin ~ ve  ligninin
mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasi sonucu olusan ara triinlerdir [95]. Bunlar
katekol-o-metil transferaz enzimiyle metabolize edilirler ve ortaya ¢ikan son metabolitler
de idrarla disar1 atilir. Bu enzim katekolamin ve katekolamin igerikli ilaglarin
metabolizmasinda rol oyanayan onemli bir enzimdir [96]. Katekoller daha ¢ok hormon
(steroid) metabolizmasinin metabolitleri olmakla birlikte Adrenalin, Noradrenalin,

Dopamin ve L-DOPA gibi endojen bilesiklerin metabolitleri olarak da ortaya ¢ikabilirler.
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Katekolaminler mikroorganizmalarin besin ortamina eklendikleri zaman
norepinefrin, epinefrin ve dopamin gibi maddelerin miktarmi arttirmis ayrica bakteri
biiyiime ve ¢ogalmasinda énemli bir artisa neden olmustur [97-98].

L-DOPA maddesinin ticari tretiminde son zamanlarda &zellikle Citrobacter
freundii ve Erwinia herbicola mikroorganizmalar1 kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalar
L-DOPA sentezi igin tirozin fenol liyaz (TPL) enzimini kullanirlar. Bu olayda katekol, TPL
katalizinde baslama materyali olarak kullanilmaktadir. Ayrica hiicrelerde Kkatekol
sentezinin derecesi Oonemlidir ¢iinkii sentezin durmasi hiicrelerde antioksidan bir etki
gostermekle birlikte katekol derisimin yiiksek olmasi toksik bir etki gostermektedir. Yani
katekol tiretimi sona erdiginde mikroorganizmalardaki toksisite azalmakta ve antioksidan

bir etki olusmaktadir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Mikroorganizmalar

Bu c¢aligmada mikroorganizma olarak gram-negatif bakterilerden Citrobacter
freundii (NRRL B-2643) kullanilmistir. Bu mikroorganizmanin L-DOPA ve Dopamin
tiretimi  gergeklestirdigi yapilan calismalarda belirtilmistir [71]. Citrobacter freundii
mikroorganizmasi herhangi bir gen transferi islemi olmaksizin deneylerde saf sus halinde
kullanilmistir. Caligmalarda kullanilan bu mikroorganizma, deneylerin gergeklestirildigi
Firat Universitesi Kimya Miihendisligi Boéliimii Biyoteknoloji Laboratuvar’inda

bulunmaktadir.
5.2. Mikroorganizma Biiyiime Sartlar1 ve Ortamm

Deneysel c¢alismalarda kullanilan  Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
mikroorganizmasinin saklanmasi ve gelistirilmesinde Tablo 5.1.’de verilen zengin bir besi

ortami olan Luria-Bertani (LB) besi ortami kullanilmustir.

Tablo 5.1. Luria-Bertani (LB) besi ortami [99].

Bilesen Bakteri Saklama Besi Ortamm Bakteri Gelisim Besi Ortamm
Pepton 10gL? 10gL*

Yeast Ekstrakt 5gL*? 5gL™”

NaCl 10gL* 10gL*

Agar 15gL"

Calismalar i¢in hazirlanan stok kiiltiirler yukaridaki tabloda verilen bakteri
saklama besi ortamma ekilerek 37 °C’de 18 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda elde edilen kiiltiir, kisa siire icerisinde kullamldig1 icin +4 °C’de muhafaza
edilmistir. Ayrica caligmalarin sonraki sathalarinda kullanilmak {izere uzun siireli

muhafaza kiiltiirleri de olusturulmustur.
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Bu islem i¢in logaritmik fazdaki kiiltiirlerden 1 ml alinarak steril haldeki santrifiij
tiiplerine konulmustur. Bu tiipler, 5000 devir dk” hizda 3 dakika siireyle santrifiij
edildikten sonra supernatant kismi dokiilerek bunun yerine % 20 gliserol igeren besin
ortami toplam 1 ml (0.8 ml sivi LB + 0.2 ml gliserol) olacak sekilde ilave edilmistir. Bu
sekilde hazirlanan santrifiij tiipleri anlik homojenizasyon saglamak igin vortekslenerek sivi
azot icerisine atilmig ve faz ayrimi olusmasina firsat verilmeden hiicre siispansiyonu
dondurulmustur. Son basamak olarak da hazirlanan bu stoklar -26 °C> de muhafazaya
alinmistir.  Stok kiiltiirleri bu sekilde hazirlanan hiicrelerin yaklasik 2 yil kadar
canliliklarmi koruduklar1 bilinmektedir. Boylece uzun siireli ¢alismalari mikroorganizma
sikintist yagamadan siirdiirmek miimkiindiir. Ancak deneysel ¢alismalarimizda yukarida
bahsedilen ve belirli periyotlarla yenilenen +4 °C’deki stok kiiltiirler kullamilmistir. Bu
kiiltiirler L-DOPA ve Dopamin iiretimi i¢in hazirlanan fermantasyon ortamina asilanmadan
once kiiltiir saklama ortamindan bakteri gelistirme ortamina aktarilarak c¢ogaltilirlar
ardindan esas fermantasyon ortamina ekilirler. Bdylece fermantasyon ortami taze kiiltiir ile
asilanmis olur. Bahsedilen bu ortamlarin dikkatli bir sekilde hazirlanmasi oldukca

onemlidir.

Mikroorganizma gelisim ortaminda yetistirilip iiretim ortamina aktarilirken;
Oncelikle; deneyler i¢in hazirlanan besin ortamlarindan 50 ml alinarak 250 ml’lik
erlenlere konulmustur ardindan erlenlerin agz1 pamuk ve sargi bezinden yapilmis bir tipa
ile kapatilmis, tipanin iizeri de aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Besiyeri igeren bu
erlenler sterilizasyon amaciyla 121 °C’de ve 1.2 bar basinctaki otoklavda 20 dakika
bekletilerek (Prior Clave 129) steril hale getirilmistir. Bu sekilde steril edilen besi yerleri
laminer flow kabinde ve UV 1sik altinda ortam sicakligina ulasana kadar bekletilmistir.
Daha sonra petri kabindaki agar yiizeyinde bulunan bakteri kiiltiirleri steril bir 6ze (loop)
yardimiyla alinarak hazirlanan bu bakteri gelisme ortami icerisine agilanmistir. Kiiltiirlerin
asilandig1 bu erlenler 150 devir/dk calkalama hizina ve 37 °C’ye ayarlanmus orbital
inkiibatorlii calkalayiciya (Selecta Rotabit) alinarak 18 saatlik siire boyunca bakteri
gelisiminin saglanmas1 amaciyla inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisimleri
tamamlanan mikroorganizmalar L-DOPA ve Dopamin iiretimi igin farkli bilesimlerde
tasarlanan fermantasyon ortamlarma % 1 (v v') oraninda aktarilmis ve bu ortamlarin her

biri farkli siirelerde fermantasyona tabii tutulmustur.
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5.3. Fermantasyon Ortam

Gelisim ortaminda tiremeleri saglanan mikroorganizmalar esas iiretimimiz igin,
her biri farkli bilesimde hazirlanmis fermantasyon ortamlarina aktarilarak gelisimleri takip
edilmistir. L-DOPA ve Dopamin 1lretimi amaciyla ¢esitli ortam kosullarinda
gerceklestirilen bu deneylerde L-DOPA ve Dopamin sentezi lizerine karbon, organik ve
inorganik azot kaynaklar1 ile bunlarin konsantrasyonlarinin yani sira, pH, sicaklik,
karistirma hizi ve oksijen transfer hizi gibi fiziksel parametrelerin etkileri de incelenmistir.
Deneyler genel olarak c¢alkalamali ortamda erlenlerde ve oksijen transfer hizinin

belirlenebilmesi igin ise kesikli olarak isletilen biyoreaktoérde gergeklestirilmistir.
Deneysel ¢alismalarda incelenen parametreler:
a. Sakkaroz konsantrasyonunun etkisi

b. Organik azot kaynaklarinin etkisi (pepton, yeast ekstrakt, iire, tirozin, kazein, soya

proteini, peynir alt1 suyu)

c. Inorganik azot kaynaklarmnin etkisi (amonyum siilfat, sodyum nitrat)
d. Diger bilesenlerin etkisi (sodyum kloriir, kalsiyum kloriir, katekol)
e. Mikroorganizma ekim derisiminin etkisi

f. Baslangi¢ ortam pH’nin etkisi

g. Fermantasyon sicakliginin etkisi

h. Karistirma hizinin etkisi

Yukarida sayilan parametrelerin etkileri incelenerek L-DOPA ve Dopamin iiretimi

icin optimum ortam bilesimleri belirlenmistir.
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5.4. Biyoreaktor Isletim Sartlan

L-DOPA ve Dopamin iiretimi kesikli olarak isletilen, 800 ml’si ¢alisma hacmi
olmak tiizere toplam 1 L hacmindeki karigtirmali bir biyoreaktorde, erlenlerde yapilan
deneylerle belirlenmis optimum bilesime sahip ortam kullanilarak gergeklestirilmistir.
Biyoreaktor olarak kullanilan fermentor 1siya dayanikli pyreks cam hazneye ve paslanmaz
¢elik malzemeden yapilmis reaktér kapagmna sahiptir. Bu kapak tlizerinde pH elektrodu,
oksijen probu, sicaklik sensorii, as1 ekleme girisi, lirtin ¢ikisi, hava giris ve ¢ikis birimi,
karistirici, asit veya baz ilavesi i¢in uygun baglantilar bulunmaktadir. Sistem pH metre ve
buna baglh pH kontrol iinitesi, asit ve baz pompalari, numune alma kab1 ve numune alma
pompasi, karistirict motor, hava pompasi, rotametre ve sicaklik ol¢erden olusmaktadir
(Sekil 5.1). Biyoproses siiresince elektrotlar ve kontrol sistemi yardimiyla karistirma hizi,
¢Oziinmiis oksijen derisimi, sicaklik ve pH degerleri izlenmistir. Hava akis hizi
rotametreden kontrol edilerek, hava 0.2 mikron go6zenek c¢apma sahip filtrelerden
gecirildikten sonra karistiricimin  alt kismindaki hava dagiticisindan biyoreaktore
gonderilmigstir. Caligmalar steril kosullarda yapildigindan reaktoriin tiim baglantilar
yapildiktan sonra steril edilmistir. Bundan sonraki tiim islemler de sterilligi bozmayacak

sekilde gerceklestirilmistir.
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Sekil 5.1. Biyoreaktor Diizenegi, 1: Reaktor, 2: Karistirict motor, 3: Oksijen probu, 4: pH probu, 5: Sicaklik
sensori, 6: Kondensdr, 7: Oksijen metre, 8: Karigtirma hizi kontrol {initesi, 9: Sicaklik kontrol iinitesi 10:
pHmetre.
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5.5. Analitik Yontemler

Fermantasyon prosesi siiresince farkli zamanlarda aliman oOrneklerde, biyokiitle
(mikroorganizma) derisimi, hiicre dist L-DOPA ve Dopamin derisimi ile pH degerleri

Olciilmiistiir.

5.5.1. Biyokiitle Derisimi

Fermantasyon ortaminda bulunan mikroorganizmalarin (biyokiitle) derisimi UV-
vis spektrofotometrede absorbans Olgiimii ile belirlenmistir. Bunun i¢in oncelikle bir
calisma dogrusu hazirlanmistir. Bahsedilen bu ¢alisma dogrusu absorbans ile kuru agirlik
arasinda olusturulmus ve Ek 1°de verilmistir (Sekil E1.1). 200 nm ile 800 nm arasinda
yapilan dalga boyu taramasi sonucu en uygun dalga boyu 600 nm olarak belirlenmis ve
okumalar bu noktada yapilmistir. Okuma yapilirken hazirladigimiz ¢aligma dogrusuna gore
absorbans degeri 1.2° den biiyiik oldugu zaman uygun oranda seyreltme islemi uygulanmis

ve absorbans degeri ¢calisma dogrusu iizerine ¢ekilmistir.

5.5.2. L-DOPA ve Dopaminin HPLC ile Analizi

Fermantasyon ortaminda bulunan hiicre digit L-DOPA ve Dopamin iiriinlerinin
miktarlar1 Shimadzu LC20 Yiiksek Performansli Sivi Kromotografi (HPLC) cihazi ile
belirlenmistir. Analizlerin gergeklestirildigi HPLC sartlar1 Tablo 5.2.°de verilmistir.
Analizlerin gergeklestirilmesi agsamasinda L-DOPA ve Dopamin’in 1000 mg L™lik stok
¢ozeltileri hazirlanmis ve bu stok ¢ozeltiler kullanilarak 100 mg Ltile 500 mg L arasinda
farkli konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve bunlara ait HPLC spektrumlari
Ek-2’de verilmistir. Hazirlanan standart ¢6zeltiler ile galisma dogrusu olusturulmus (Ek-3)
ve bu grafige ait korelasyon katsayisi 0.999 dolaylarinda bulunmustur. Olusturulan
kalibrasyon dogrular1 analize 6zgii olarak her defasinda yenilenmistir. Her bir numune 25
dakika analiz edilerek sonuglar hesaplanmustir.

Tablo 5.2. HPLC ¢alisma sartlari

Parametre Ozellik

Kolon 250 mm/4.6 mm/100 A°-Inertsil ODS-4 (C18)
Dedektor UV Dedektor

Tastyici faz 25 mM pH:3.0 Fosfat Tamponu/Metanol (97/3 )
Tastyict faz akis hizi 1.0 ml dk-1

Kolon sicaklig 25°C

Tayin yapilan dalga boyu 290 nm

Hesaplama kriteri Pik Alani

51




5.5.3. Siv1 Faz Hacimsel Kiitle Aktarim Katsayisi ve Oksijen Tiiketim Hizi

L-DOPA ve Dopamin iiretiminin ger¢eklestirildigi fermantasyon prosesine ait sivi
faz hacimsel kiitle aktarim katsayis1 ve oksijen transfer hizi ‘Dinamik Yontem’ ile tespit
edilmistir. Bu yontemde reaktére gonderilen hava kisa bir siireligine kesilir ve ortamdaki
¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonunda meydana gelen azalma ile sisteme tekrardan hava
verilmesiyle meydana gelen artis bir oksijen elektroduyla belirli zamanlarda Slgiliir [100].
Bu yontem uygulanirken sisteme beslenen havanin kesilmesi mikroorganizmanin zarar
gormeyecegi sekilde c¢ok kisa siireli olarak yapilmistir. Ayrica dogru bir hesap
yapilabilmesi i¢in ylizey havalandirma etkisinin minimuma indirilmesi amaciyla karistirma
hiz1 20-50 devir dk™ arasinda tutulmustur.

Havanin kesilmesiyle fermantasyon ortamindaki ¢oziinmiis oksijen derisiminin
dogrusal olarak azalmasindan faydalanilarak oksijen tiikketim hizi denklem (2.10)’daki gibi
hesaplanmistir. Sisteme ait siv1 faz kiitle aktarim katsayimin bulunmasi igin ise tekrar hava
beslemesi yapilarak ortamdaki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonundaki dogrusal olmayan
artis belirlenmistir. Deney verilerinden faydalanarak Sekil 2.5’te gosterildigi gibi grafigin
egiminden yararlanarak kia degeri hesaplanmistir. Ornek grafikler ve hesaplama Ek-4’te

verilmigtir.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

L-DOPA ve Dopamin {iretimi amaciyla gergeklestirilen fermantasyon prosesinde
bu maddeleri liretme kapasitesinin yiiksek oldugu bilinen Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) gram negatif bakterisi kullanilmigtir. Fermantasyon ortaminda ilerleyen zamanlarda
tikketime bagl olarak karbon ve azot kaynaklar1 gibi temel besin maddelerinin azalmasiyla
bakterilerde stres olusmaya baslar. Bu sebeple L-DOPA ve Dopamin iiretimi tetiklenmis
olur. Bu maddeler hiicre igerisinde iiretildikten sonra biiyliik ¢ogunlukta hiicre digina
salgilanirlar. Yapilan bu ¢alismada Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susunun
iirettigi bu maddelerin hiicre dis1 miktarlarinin tespiti lizerinde durulmustur. L-DOPA ve
Dopamin iiretiminin gergeklestirildigi deneysel calismalarda 6n gelisim ortami olarak LB
kullanilmustir. Uretim ortaminda ise LB igerisindeki bilesenlere ek olarak karbon kaynagi,
organik azot kaynaklari, inorganik azot kaynaklar1 ve diger ortam bilesenlerinin ilavesi ile
optimize edilmis ve maksimum {iretim saglayan ortam belirlenmistir. L-DOPA ve
Dopamin {iretimi, hem 50 ml ¢alisma hacmindeki 250 ml’lik erlenlerde hem de sicakligin,
pH’1n, karistirma ve havalandirma hizinin dogrudan kontrol edildigi 0.8 L ¢alisma hacmine
sahip 1.0 L’lik kesikli olarak isletilen biyoreaktdrde gergeklestirilmistir. Ayrica deneyler
herhangi bir baslangic pH ayarlamasi yapilmadan, 6.5 civarindaki dogal ortam pH
degerinde gerceklestirilmistir.

6.1. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile L-DOPA ve Dopamin Uretimi

Temel olarak karbon ve azot kaynaklarmin kullanildigi fermantasyon
ortamlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile gergeklestirilen L-
DOPA ve Dopamin iiretimleri incelenmistir. Ik olarak erlenlerde yapilan deneylerde L-
DOPA ve Dopamin iiretimi {izerine karbon kaynagi (sakkaroz) derisimi, organik (pepton,
yeast ekstrakt, iire, kazein, tirozin, peynir alti suyu, soya proteini) ve inorganik
((NH4)2S0O4, NaNO3) azot kaynaklar1 ve derigimleri ile diger ortam bilesenleri (NaCl ve
CaCly)’nin yani sira, pH, sicaklik, c¢alkalama hizi ve ortama asilanan mikroorganizma
derisiminin etkileri de incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda maksimum oranda L-
DOPA ve Dopamin iiretiminin gergeklestirildigi optimum ortam kosullar1 belirlenmistir.
Deneysel calismanin ikinci kismini ise 0.8 L’lik calisma hacmine sahip 1.0 L’lik

biyoreaktorde yapilan deneyler olusturmaktadir.
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Biyoreaktor kesikli olarak isletilmis ve hava besleme hizinin mikroorganizma geligimi,

oksijen transfer hizi ile L-DOPA ve Dopamin tiretimi iizerine olan etkileri incelenmistir.

6.1.1. Karbon Kaynaginin Etkisi

Ortam bilesimi mikroorganizma gelisimini ve ¢esitli metabolitlerin iiretimini
etkileyen en 6nemli parametredir. Mevcut ortam bilesenleri icerisinde karbon kaynagi ise
polisakkarit, lipit ve protein gibi mikroorganizma hiicresinin yapitaslarini olusturan temel
maddelerin sentezine katildigindan olduk¢a O©nemlidir. Ayrica mikroorganizmalar
yasamlar1 boyunca ihtiya¢ duyduklar1 enerjiyi ortama karbon kaynagi olarak eklenen
glikoz, sakkaroz, laktoz gibi organik ya da inorganik maddelerin hidrojenlerinin
koparilmasi1 sonucu agiga c¢ikan enerjiden saglarlar. Karbon kaynagi ortam maliyetinin
yaklasik % 60-80’ini olusturmaktadir [14].

Bu calismada L-DOPA ve Dopamin liretimi lizerine karbon kaynagimin etkisini
arastirmak amaciyla farkli derisimlerde sakkaroz kullanilmustir. 5 g L™ yeast ekstrakt, 10 g
L™ pepton ve 10 g L™ NaCl igeren 250 ml’lik erlenlerde gergeklestirilen deneylerde
Citrobacter freundii (NRRL B 2643) yabanil susu ile 1, 2.5, 5 ve 10 g L ™! olmak iizere dort
farkli baglangi¢ sakkaroz derisiminin tiretim iizerine etkisi arastirtlmistir. Bu deneyden elde
edilen sonuglar Sekil 6.1. ve Sekil 6.2°de verilmistir. Sekil 6.1. baslangi¢ sakkaroz
derigsiminin L-DOPA ve Dopamin iiretimine etkisini, Sekil 6.2. ise baslangi¢c sakkaroz
derisiminin biyokiitle olusumu {iizerine etkisini ve zamanla ortam pH’indaki degisimi

gostermektedir.
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Sekil 6.1. Farkli sakkaroz derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde L-
DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, ®: 1.0, o: 2.5, m: 5.0, A: 10.0 g
L sakkaroz, 10 g L™ pepton, 5 g L™ Y.E, 10 g L™ NaCl, pHy: Dogal pH, Ekim orani: % 1 v v, Calkalama
hiz1: 150 rpm, Ortam sicakhigi: 37 °C).

Biyokiitle Derisimi, mg L1
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Sekil 6.2. Farkli sakkaroz derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde
biyokiitle derisimi ile pH’m inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, ®: 1.0, 0: 2.5, m: 5.0, A: 10.0 g L™
sakkaroz, 10 g L™ pepton, 5g L™ Y.E, 10 g L™ NaCl, pH,: Dogal pH, Ekim orani: % 1 v v*, Calkalama
hizi: 150 rpm, Ortam sicakligi: 37 °C).
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Yukarida verilen Sekil 6.1.’deki grafikler incelendiginde 141 mg L™ L-DOPA ve
209 mg L Dopamin degerleriyle en yiiksek iiretim miktarlarna 2.5 g L™ sakkaroz
derisiminde ulasildig1 goriilmektedir. Yiiksek sakkaroz derisiminin L-DOPA ve Dopamin
tiretimi tizerinde olumsuz etki yaparak bu metabolitlerin iiretim diizeyini disiirdigi
goriilmektedir. Bunun nedeni ise bazi karbon kaynaklarinin besin ortaminda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasinin mikroorganizmalarin salgiladiklar1 metabolitler {izerinde
represyon etkisi yaparak iiretilen maddelerin miktarini azaltmasidir [101-103].

Grafikler incelendiginde logaritmik evre sonlarina dogru iiretim miktarinin
neredeyse sabitlendigi goriilmektedir ve bu da iretimin biiyiime eslikli oldugunu
gostermektedir. Yani mikroorganizma bir yandan ¢ogalip gelisirken bir yandan da iiriin
tiretmektedir. Ayrica iiriin miktarlarinda inkiibasyon siiresinin sonlarma dogru azalmalar
oldugu goriilmekte ve bu durum da iriinlerin ortam sartlarindan etkilenerek bozulmaya
bagladigini gostermektedir. Grafikler birlikte incelendiginde iiretilen L-DOPA ve Dopamin
derigimlerinin zamanla degisiminin paralel oldugu goriilmektedir ¢iinkii {iretilen Dopamin
miktar1 var olan L-DOPA miktariyla, Dopaminin 6ncii maddesi oldugu i¢in, yakindan
iligkilidir bundan dolayr bu maddelerin zamanla degisiminin paralellik gostermesi
beklenen bir durumdur.

Zamanla biyokiitle ve pH degisiminin verildigi Sekil 6.2.’deki grafiklere
bakildiginda fermantasyon ortamindaki mevcut substratlarin kullanilmasiyla ortamda artan
organik asit gibi bazi maddelerden kaynakli olarak pH’in distiigii ardindan {iretilen bu
metabolitlerin mikroorganizmalar tarafindan tekrar kullanilmasiyla yiikseldigi ve ayrica
sakkaroz miktarmin artmasiyla birlikte biyokiitle konsantrasyonunun arttig1 fakat yiiksek
sakkaroz konsantrasyonunun {irlin {iretimi tizerinde represyon etkisi yapmasindan dolay1

biyokiitle degisimiyle iirlin olusumunun paralellik gdstermedigi goriilmektedir.

6.1.2. Organik Azot Kaynaklarimin Etkisi

Bazi degerli metabolitlerin mikrobiyal olarak maksimum diizeyde elde
edilebilmesi fermantasyon ortamindaki karbon/azot (C/N) oraninin optimum degere
ayarlanabilmesiyle saglanmaktadir [104-105].  Ciinkii organik azot kaynaklarinin
yapisinda bulunan bazi1 aminoasit ve vitaminler mikroorganizmalar i¢in biiyiime ve gelisme

faktorii olarak gorev yapar [12].
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Ayrica hiicresel yap1 olusumuna katilan aminoasit, polipeptit veya protein yapili
maddelerin sentezlenebilmeleri i¢in karbon kaynaginin yaninda azot kaynagina da 6nemli
Olclide ihtiyag duyulmaktadir. Bundan dolayr fermantasyon ortaminda organik ve
inorganik azot kaynaklarinin bulunmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Yapilan c¢alismada farkli derisimlerdeki pepton, yeast ekstrakt, fiire,
tirozin, kazein, peynir alt1 suyu ve soya proteini gibi organik azot kaynaklarinin L-DOPA
ve Dopamin sentezine, biyokiitle miktarina ve ortam pH’ina olan etkisi arastirilarak
ulasilan sonuglar asagida sunulmustur. Organik azot kaynaklarindan f{ire, tirozin ve
katekoliin {irlin olusumu {iizerinde pozitif bir etkisi olmadigr icin deney sonuglarina yer

verilmemistir.

6.1.2.1. Pepton Konsantrasyonunun Etkisi

Pepton temel olarak proteinlerin hidrolizi sonucu olusan riinlerdir.
Mikroorganizmalarin kismen parcalanmis protein iceren besin ortamlarinda iyi derecede
gelisme gosterdikleri rapor edilmistir. Cilinkii mikroorganizmalarin biiyiikk bir bolimii
proteini azot kaynagi olarak kullanamazlar bundan dolay1 azotu cok daha rahat
kullanabilecegi protein hidrolizatlarindan saglarlar. Peptonlar genellikle hayvansal dokular,
st ve soya gibi maddelerin kuvvetli asitler kullanilarak peptit baglarinin
mikroorganizmalar i¢in yeterli azot kaynagi saglayacak diizeyde pargalanmasiyla elde
edilir. Mevcut tiim baglarin kuvvetli asitle yiiksek sicaklik ve basing altinda kirilmasi
miimkiin degildir ¢iinkii bu durum aminoasitlerin yapisinin bozulmasina neden olur [12].

Pepton konsantrasyonunun etkisinin incelenmesi amaciyla, 250 ml’lik erlenlerde
Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile gerceklestirilen deneyde, 2.5 g L™
sakkaroz, 5 g Lt yeast ekstrakt ve 10 g L™ NaCl iceren fermantasyon ortamlarina 5, 7.5,
10, 125 ve 15 g L™ olmak iizere bes farkli derisimde pepton ilave edilerek iiretim
tizerindeki etkisi gozlenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 6.3. ile Sekil 6.4.’te verilmistir.
Sekil 6.3 ’te baslangic pepton derisiminin L-DOPA ve Dopamin miktaria etkisinin
inkiibasyon siiresiyle degisimi, Sekil 6.4.te ise pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon

stiresiyle degisimi goriilmektedir.
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Sekil 6.3. Farkli pepton derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde L-DOPA
ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, ®: 5.0, o: 7.5, m: 10.0, A: 12.5, A: 15.0
g L pepton, 5 g L™ Y.E, 2.5 g L™ sakkaroz, 10 g L™ NaCl, pHy: Dogal pH, Ekim orani: % 1 v v,
Calkalama hiz1: 150 rpm, Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.4. Farkli pepton derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde biyokiitle
derisimi ile pH’1n inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, ®: 5.0, 0: 7.5, m: 10.0, A: 12.5, A:15.0g L™
pepton, 59 L™* Y.E, 259 L™ sakkaroz, 10 g L™ NaCl, pH,: Dogal pH, Ekim orani: % 1 v v, Calkalama
hiz1: 150 rpm, Ortam sicakligi: 37 °C).

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile L-DOPA ve Dopamin
tiretimi iizerine baslangic pepton derisiminin etkisini gosteren Sekil 6.3. incelendiginde en
yiiksek L-DOPA ve Dopamin miktarlarina 12.5 g L™ pepton derisiminde sirasiyla 168 mg

L ve 255 mg L™ degerleriyle ulasildigi goriilmektedir. L-DOPA ve Dopaminin en yiiksek
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tiretim diizeyine logaritmik evre sonlarinda ulasilmis olup, inkiibasyon siiresi sonuna dogru
bu iiretim diizeylerinde azda olsa bir azalmanin oldugu goriilmektedir. Bu durum, olusan
iriinlerin  yapisinin zamanla ve ortam kosullariyla az da olsa bozulabildigini
gostermektedir. Ayrica pepton derisiminin en yiiksek degerinde bulundugu 15 g L
derisiminde ulasilan iiriin miktarlarmm 12.5 g L™ derisimine gore biraz daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Bu durumun, yliksek azot konsantrasyonun ortamda inhibisyon etkisi
yapmasi ve bdylece optimum C/N oraninin bozulmasindan kaynaklanmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Yani substrat artisiyla iirlin iiretimindeki degisim bir noktaya kadar
paralel olsa da bu genel bir durum degildir [106].

Sekil 6.4. incelendiginde mikroorganizma gelisiminin iiriin olusumuna paralel bir
degisim gosterdigi ve pH’in da tiim ortamlarda Once diisiip sonra tekrar artarak hemen
hemen aymi seviyeye geldigi goriilmektedir. Bunun nedeni aminoasit yapili maddelerin
miktarinin baslangigta fazla olmasi ve zamanla mikroorganizmalarin hiicresel yapi
olusumunu tamamlamasiyla bunlarin baska maddelere doniiserek ortam pH’im
yiikseltmesidir. Ciinkli lag fazinda o6zellikle hiicresel faaliyetler 6n planda oldugundan
pH’1n dnce diisiip sonra artmasi beklenen bir durumdur. Ayrica iiriin olusumunun hiicre

biiylimesine paralel olmasi liretimin biiylime eslikli oldugunu gostermektedir.

6.1.2.2. Yeast Extract Konsantrasyonunun Etkisi

Yeast extract (maya Oziitli, maya ekstrakti), proteolitik olarak otolize edilmis
(parcalanmis) bira mayasinin (Saccharomyces cerevisiae) sulu ekstraksiyonu ile elde edilir.
Ozellikle, yiiksek konsantrasyonda B vitamini icermesinden dolayr mikroorganizmalarmn
gelisimine 1iyi yonde bir katki saglar. Ayrica igeriginde aminoasitler, peptitler,
karbonhidratlar ve mineraller bulundurmasindan dolayr Onemli bir besiyeri katki
maddesidir [12].

Yeast ekstrakt (Y.E.) derisiminin etkisini arastirmak amaciyla 2.5 g L™ sakkaroz,
12.5 g L™ pepton ve 10 g L™ NaCl igeren fermantasyon ortamlarina 5, 7.5, 10, 12.5 ve 15 g
L™ olmak iizere bes farkli derisimde yeast ekstrakt ilave edilerek, 250 ml’ lik erlenlerde
Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile gerceklestirilen deneylerden elde
edilen sonuglar Sekil 6.5. ve Sekil 6.6.’da sunulmustur. Sekil 6.5. baslangi¢ yeast ekstrakt
derisimi ile degisen L-DOPA ve Dopamin derisiminin zamanla degisimini, Sekil 6.6. ise
yeast ekstrakt derisimiyle biyokiitle derisimi ve ortam pH’min zamanla degisimini

gostermektedir.
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Sekil 6.5. Farkli yeast ekstrakt derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde L-
DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, @: 5.0, o: 7.5, m: 10.0, A: 12.5,
A: 150 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 10 g L™ NaCl, pH, Dogal pH, Ekim
orant: % 1 v v, Calkalama hizi: 150 rpm, Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.6. Farkli yeast ekstrakt derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde
biyokiitle derisimi ile pH 1n inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, @: 5.0, o: 7.5, m: 10.0, A: 12.5, A:
15.0 g L™ yeast ekstrakt, 12.5g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 10 g L™ NaCl, pH,: Dogal pH, Ekim orani:
% 1 v v, Calkalama hizi: 150 rpm, Ortam sicaklig: 37 °C).
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Yeast ekstrakt derigiminin, L-DOPA ve Dopamin iiretimi {izerine olan etkisini
gosteren Sekil 6.5. incelendiginde, sirastyla 200 mg L™ ve 323 mg L™ degerleriyle en
yiiksek L-DOPA ve Dopamin miktarlarina 10.0 g Lt yeast ekstrakt derisiminde ulasildig
gorilmektedir. Daha yiiksek konsantrasyonlara oranla 10 g Lt degerinde daha fazla iirlin
elde edilmistir. Bunun nedeni de yine yiliksek azot konsantrasyonunun sebep oldugu
inhibisyondur. Digerlerinde oldugu gibi burada da L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeyinin
maksimum miktarina logaritmik evre sonlarma dogru ulasilmis olup inkiibasyon siiresi
sonuna dogru bu iiretim diizeylerinde azda olsa bir azalmanin oldugu goriilmektedir.
Bunun nedeni iiriinlin zamana ve ortam sartlarina karsit olan davramigidir. Ayrica yeast
ekstrakt konsantrasyonundaki artis L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerinde benzer etki
gostermektedir. L-DOPA, Dopaminin 6ncti maddesidir ve Dopamin miktarinin degisimi
mevcut L-DOPA miktarinin bir 6lgiisii olarak kabul edilebilir.

Sekil 6.6°daki grafiklere bakildiginda ise hiicre biiylimesinin iiriin olusumuyla
orantili oldugu ve pH’in da artan madde konsantrasyonuyla azalma gosterdigi daha sonra
mikroorganizmalarin lag fazin1 gegmesiyle tiim ortamlardaki pH degerlerinin yiikselerek

yaklasik ayn1 seviyeye geldigi goriilmektedir.

6.1.2.3. Kazein Konsantrasyonunun Etkisi

Temelde bir siit proteini olan kazein mikroorganizmalar tarafindan aminoasit ve
peptitlerine ayrilarak kullanilir. Bilesiminde aminoasitlerin yaninda iireme faktorleri de
bulunur. Bundan dolayr yapilan ¢alismada kazeinin lireme ve iirlin iiretim verimini
arttiracagi diisiintilmiistiir.

Kazein konsantrasyonunun etkisini arastirmak amaciyla 2.5 g L™ sakkaroz, 12.5 g
L pepton, 10.0 g L™ yeast ekstrakt, ve 10 g L™ NaCl igeren fermantasyon ortamlarina 0.1,
0.25, 0.50, 0.75 ve 1 g L™ olmak iizere bes farkli konsantrasyonda kazein ilave edilerek,
250 mI’lik erlenlerde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile gergeklestirilen
deneylerden elde edilen sonuglar Sekil 6.7. ve Sekil 6.8.’de sunulmustur. Sekil 6.7.
baslangi¢ kazein derisimi ile degisen hiicre dis1t L-DOPA ve Dopamin derisiminin zamanla
degisimini, Sekil 6.8. ise kazein derisimiyle biyokiitle derisimi ve ortam pH’inin zamanla

degisimini gostermektedir.
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Sekil 6.7. Farkli kazein derigimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan L-DOPA ve
Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, ®: 0.1, o: 0.25, m: 0.5, A: 0.75, A: 1.0 g
L kazein, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 10 g L™ NaCl, pH,: Dogal pH, Ekim
orant: % 1 v v'*, Calkalama hiz1: 150 rpm, Ortam sicaklig: 37 °C).
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Sekil 6.8. Farkli kazein derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde biyokiitle
derisimi ile pH’1n inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, ®: 0.1, 0: 0.25, m: 0.5, A: 0.75, A: 1.0 g L™
kazein, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 10 g L™ NaCl, pH,: Dogal pH, Ekim
orant: % 1 v v, Calkalama hiz1: 150 rpm, Ortam sicakhigr: 37 °C).

62



Kazein derisiminin, L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine olan etkisini gosteren
Sekil 6.7. incelendiginde, sirasiyla 216 mg L™ ve 355 mg L™ derisim degerleriyle en
yiiksek hiicre disi L-DOPA ve Dopamin miktarlarma 0.1 g L kazein derisiminde
ulasildigi, yani kazeinin L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine az da olsa pozitif bir etki
yaptig1 goriillmektedir. Ayrica deneysel sonuglara bakildiginda, digerlerinde oldugu gibi
burada da biiyiime eslikli bir tiretim oldugundan L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeyinin
maksimum miktarina logaritmik evre sonlarma dogru ulasildigi ve inkiibasyon siiresi
sonuna dogru bu tliretim diizeylerinde azda olsa bir azalmanin oldugu goriilmektedir. Artan
kazein konsantrasyonlarinin iiriin miktar1 iizerinde paralel bir artis yaratmadigi ve
degerlerin birbirine oldukga yakin oldugu grafiklerden anlasilmaktadir. Bunun nedeni ise
kullanilan mikroorganizmalarin kazeini etkin bir sekilde parcalamasi icin gereken
proteolitik sistemin bu madde i¢in c¢ok yeterli olmamasi seklinde agiklanabilir. Bu
kompleks proteolitik sistemler dzellikle bazi mikroorganizmalarda (6rnegin L.lactis) iyi bir
seviyededir [107].

Sekil 6.8.’¢ bakildiginda biyokiitle miktarimin 0.1 g L™ kazein konsantrasyonunda
bir miktar artis, yliksek konsantrasyonlarda ise azalma gosterdigi gortiilmektedir. Bu azalis,
besin ortaminda artan azot miktarinin mikroorganizma gelisimini olumsuz etkilemesinden
kaynaklanmis olabilir. Ortamlarin pH degerlerinin inkiibasyon siiresiyle degisimini
gosteren grafik incelendiginde mevcut diger maddelerin de etkisiyle once azalis sonra

tekrar artis oldugu goriilmektedir.

6.1.2.4. Soya Proteini Konsantrasyonunun Etkisi

Soya yiiksek protein igeriginden dolayr son yillarda fermantasyon proseslerinde
substrat olarak kullanilan bir maddedir [108]. Ayrica protein igeriginin yaninda
karbonhidrat ve mineral madde icerigine de sahiptir [109]. Bundan dolay1 yapilan
calismada olumlu bir etki olusturacagi diistiniilerek etkisi arastirilmistir.

Soya proteini konsantrasyonunun etkisini arastirmak amaciyla 2.5 g L™ sakkaroz,
125 g L™ pepton, 10.0 g L™ yeast ekstrakt, 10 g L™ NaCl ve 0.1 g L™ kazein igeren
fermantasyon ortamlarma 0.10, 0.25, 0.50, 0.75 ve 1.0 g L olmak iizere bes farkli
konsantrasyonda soya ilave edilerek, 250 ml’lik erlenlerde Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) yabanil susu ile gergeklestirilen deneylerden elde edilen sonuglar Sekil 6.9. ve Sekil

6.10.’da sunulmustur.
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Sekil 6.9. baslangic soya proteini derisimi ile degisen L-DOPA ve Dopamin
derisiminin inkiibasyon siiresiyle degisimini, Sekil 6.10. ise soya proteini derisimine kars1

biyokiitle derisimi ve ortam pH’inin zamanla degisimini gostermektedir.
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Sekil 6.9. Farkli soya proteini derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde L-
DOPA ve Dopamin derigiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, e: 0.1, o: 0.25, m: 0.5, A: 0.75,
A: 1.0 gL" soya, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 10 g L™* NaCl, 0.1 g L™
kazein, pHp: Dogal pH, Ekim orani: % 1 v v, Calkalama hiz1: 150 rpm, Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.10. Farkli soya derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde biyokiitle
derigimi ile pH’1n inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, e: 0.1, 0: 0.25, m: 0.5, A: 0.75, A: 1.0 g Lt
soya, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 10 g L™ NaCl, 0.1 g L™ kazein, pHy:
Dogal pH, Ekim orani: % 1 v v, Calkalama hiz1: 150 rpm, Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.9. incelendiginde soya derisiminin artmasiyla L-DOPA ve Dopamin
olusumu tizerinde pozitif bir etkinin olustugu goriilmektedir. 1.0 g L™ ile 0.75 g L™
arasinda iiriin olusumu agisindan fazla bir fark olmamakla birlikte sirasiyla 270 mg Lt ve
405 mg L degerleriyle en yiiksek L-DOPA ve Dopamin miktarlarma 0.75 g Lt soya
konsantrasyonunda ulasilmistir. Bu durum mikroorganizmalarin soyay1 tiiketebilme
kapasitesiyle agiklanabilir. Her substrat i¢in belli bir degerden sonrasinin inhibisyon etkisi
yaptiginin bilinmesinin yaninda mikroorganizmalarin bu substratlar1 ne 6lgiide tiikettigi de
onemlidir. Ayrica Onceki kisimlarda agiklandigi gibi L-DOPA miktartyla Dopamin
miktarinin orantili artiginin, L-DOPA’nin 6ncii madde olmasindan kaynaklandigi
distiniilmektedir.

Biyokiitle ve pH degisimlerinin verildigi Sekil 6.10.’daki grafiklere bakildiginda
biyokiitlenin {iriin olusumuyla paralel bir artis gosterdigi, pH’in da yliksek substrat
konsantrasyonunda daha fazla diistiigli ve sonra yiikselerek tiim ortamlarda yaklasik ayni
degerlere ulastigi goriilmektedir. Yiiksek substrat konsantrasyonunda pH’in daha fazla

diismesi ortamda bulunan aminoasit miktartyla iliskilendirilebilir.

6.1.2.5. Peyniralti Suyunun Etkisi

Peynir iiretimi sirasinda peynir mayast yardimiyla siitteki  kazeinin
coktiiriilmesinden sonra kalan sivi olan peynir altt suyu (PAS) 6nemli bir yan iriindiir
[110-112]. Bu madde ¢ogunlukla akarsu ve kanallara verilerek dis ortama salinmaktadir.
Fakat peynir alti suyu protein ve laktoz igeriginden dolayr son yillarda fermantasyon
proseslerinde 6nemli bir hammadde olarak kullanilmaktadir [112]. Bundan dolay1r bu
calismada olumlu bir etki olusturacagi diisliniilen peynir alt1 suyunun etkisi arastirilmistir.

Peynir alt1 suyunun etkisini arastirmak amaciyla 2.5 g L™ sakkaroz, 12.5 g L™
pepton, 10.0 g L™ yeast ekstrakt, 10 g L™ NaCl, 0.1 g L™ kazein ve 0.75 g L™ soya proteini
iceren fermantasyon ortamlarina % 2.5, % 5, %7.5, % 10 ve % 15 v v'! olmak iizere bes
farkli oranda peynir alt1 suyu ilave edilerek, 250 ml’lik erlenlerde Citrobacter freundii
(NRRL B-2643) yabanil susu ile gergeklestirilen deneylerden elde edilen sonuglar Sekil
6.11. ve Sekil 6.12.’da sunulmustur. Sekil 6.11. baslangi¢ peynir alti suyu derisimi ile
degisen L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresiyle degisimini, Sekil 6.12. ise
peynir alt1 suyu derisimine kars1 biyokiitle derisimi ve ortam pH’inin inkiibasyon siiresiyle

degisimini gostermektedir.
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Sekil 6.11. Farkli peynir alt1 suyu derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde
L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, ®: % 2.5, 0: % 5, m: % 7.5,
A: 0% 10, A: % 15 v v peynir alti suyu, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 10 g
L NaCl, 0.1g L™ kazein, 0.75g L™ soya proteini, pHy: Dogal pH, Ekim orani: % 1 v v, Calkalama hiz::
150 rpm, Ortam sicakhigi: 37 °C).
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Sekil 6.12. Farkli peynir alt1 suyu derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde
biyokiitle derigsimi ile pH’1n inkiibasyon siiresi ile degisimi (o: 0, ®: % 2.5, 0: % 5, m: % 7.5, A: 0% 10, A:
% 15 v v’ peynir alt: suyu, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 10 g L™ NaCl, 0.1
g L* kazein, 0.75 g L™ soya proteini, pHy: Dogal pH, Ekim orani: % 1 v v, Calkalama hizi: 150 rpm,
Ortam sicakligi: 37 °C).

Sekil 6.11. ile verilen grafikler incelendiginde en yiiksek L-DOPA ve Dopamin
miktarlarina, hacimce % 7.5’lik ortamla aralarinda cok kiigiik bir fark olmasiyla birlikte
hacimce % 5 oraninda peynir alt1 suyu iceren ortamda ulasildigi goriilmektedir. Ulagilan

L-DOPA ve Dopamin miktarlari sirastyla 315 mg L™ ve 445 mg Lt degerlerindedir.
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Peynir alt1 suyu filtre kagidindan siiziildiikten sonra ortama katilmasina ragmen yine de
icinde bulunan kii¢iik partikiillerden dolay1 ortam viskozitesini degistirebilen bir bilesendir.
Bundan dolay1 yiiksek konsantrasyonlarinin hiicre ve iiriin olusumunu olumsuz etkiledigi
disliniilmiistiir. Ayrica peynir alti suyunda bulunan proteinler yiliksek sicaklikta
bozuldugundan sterilizasyon sirasinda bir miktarinin zarar gérmiis olabilecegi de ihtimaller
arasindadir. Inkiibasyon siiresiyle biyokiitle derisimi ve pH degisiminin verildigi Sekil
6.12.’deki grafiklere bakildiginda hiicre olusumunun iiriin olusumundaki gibi degistigi yani
yiiksek konsantrasyonlarda gelisimin olumsuz etkilendigi goriilmektedir. Bunun nedeni
peynir alt1 suyunun iiriin olusumu {izerinde olusturdugu etkiyle aynidir. Hiicre gelisimiyle

tirtin olusumu paralel sayilabilir.

6.1.3. Inorganik Azot Kaynaklarmin Etkisi

L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine inorganik azot kaynaklarimin etkisini
aragtirmak amaciyla fermantasyon ortamlarina farkli derisimlerde amonyum siilfat
((NH4)2SO4) ve sodyum nitrat (NaNOs) ilave edilerek deneyler gergeklestirilmistir.
Fermantasyon ortamina ilave edilen sodyum nitratin {irlin verimini negatif yonde
etkileyerek azalttigi gozlenmistir. Ciinkii nitrat organik azotun biyokimyasal
oksidasyonunun son fUriiniidiir [113]. Bu nitrat iyonlar1 dogrudan toksik bir etki
gostermezken ‘bakteriyel nitrat rediiktaz’ aktivitesi araciligiyla, zararli olan nitrit
iyonlarina doniigmektedir [114]. Nitrit hem indirgen hem de yiikseltgen 6zellik gosterip,
organik maddelere karsi son derecede reaktiftir ve sodyum nitritin 200 mg kg™ gibi ¢ok
diisiik bir konsantrasyonu bile bakterilerin gelisimini olumsuz yonde etkileyebilmektedir
[115]. Yapilan calismada da sodyum nitratin iiretim iizerine negatif etki gostermesinin
nedeninin ayni sebeplerden kaynaklanmig olabilecegi disiiniilmektedir. Bu nedenle
sodyum nitrat sonraki ¢alismalarda kullanilmamis ve sonuglarina yer verilmemistir. Hiicre
ve lirlin olusumuna olumlu etki yapan amonyum siilfata ait sonuglar ise asagida verilmistir.

Fermantasyon ¢alismalarinda, 2.5 g L™ sakkaroz, 12.5 g L™ pepton, 10.0 g L™
yeast ekstrakt, 10 g L NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75 g L™ soya, % 5 peynir alt1 suyu igeren
fermantasyon ortamma 1, 2.5, 5, 7.5 ve 10 g L olmak iizere bes farkli derisimde
amonyum siilfat ((NH4),SO,) ilave edilerek 250 ml’lik erlenlerde Citrobacter freundii
(NRRL B-2643) yabanil susu ile deneyler gergeklestirilmis ve kullanilan inorganik azot
kaynaklarindan amonyum siilfatin ((NH4)2SO4) mikrobiyal iiriin olusumunu arttirdigi

goriilmiistiir. Bu deneyden elde edilen sonuglar Sekil 6.13. ve Sekil 6.14.’de verilmistir.

67



Sekil 6.13. amonyum siilfat derisiminin zamanla L-DOPA ve Dopamin iiretimi ve Sekil
6.14. ise biyokiitle olusumu ve ortam pH’sindaki degisim iizerine olan -etkisini

gostermektedir.
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Sekil 6.13. Farkli amonyum siilfat derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan
deneylerde L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, e: 1.0, 0: 2.5, m:
5.0, A: 7.5, A:10.0 g L™ amonyum siilfat, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™* sakkaroz, 10 g
L' NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75g L™ soya proteini, % 5 v v*' peynir alt1 suyu, pHy: Dogal pH, Ekim orani:
% 1 v v?, Calkalama hiz1: 150 rpm, Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.14. Farkli amonyum siilfat derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan
deneylerde biyokiitle derigimi ile pH’ 1n inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, e: 1.0, o: 2.5, m: 5.0, A:
7.5, A:10.0 g L™ amonyum siilfat, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 10 g L™
NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75 g L soya proteini, % 5 v v peynir alt: suyu, pHy: Dogal pH, Ekim orant: % 1 v
v, Calkalama hiz1: 150 rpm, Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.13.’te verilen deney sonuglarina bakildiginda en yliksek L-DOPA ve
Dopamin iiretimine 1 g L™ amonyum siilfat derisiminde sirastyla 342 mg L™ ve 467 mg L™
degerleriyle 30. saatlerde ulasildigi ayrica mikroorganizmanin biliylime egrisi ve iriin
olusum grafikleri karsilastirildiginda tretimin biiylime eslikli oldugu goriilmektedir.
Grafiklerden amonyum siilfatin  diisik derisimlerinde iretimin arttii, yiiksek
derisimlerinde ise iiretimin azaldig1 goriilmektedir. Uretilen L-DOPA ve Dopamin miktar
1lg L ile 2.5 g L™ derigim degerinde yaklasik ayni oldugundan bundan sonraki deneysel
caligmalarda amonyum siilfat 1 g L? olacak sekilde kullanilmastir.

Sekil 6.14.te verilen grafiklere bakildiginda amonyum siilfatin yiiksek
konsantrasyonlarinin mikroorganizma lizerinde negatif bir etki yaptig1 goriilmektedir. Bu
iriiniin metabolize edilmesiyle ortaya c¢ikan siilfiirli maddelerin mikroorganizmay1
olumsuz etkileyecek bir seviyeye ulasmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica ortam
pH’1nin zamanla degisimine bakildiginda ise diger fermantasyon ortamlarinda gerceklesen
olaylarla ayn1 nedenlerden kaynakli olarak dnce azalip sonra yiikseldigi gortiilmektedir.

Organik ve inorganik azot kaynaklarinin etkisinin arastirildig1 deneysel sonuglara
bakildiginda caligmalarda kullanilan mikroorganizmanin inorganik azot kaynaklarina

kiyasla organik azot kaynaklarindan daha yiliksek bir fayda sagladigi goriilmektedir.

6.1.4. Diger Bilesenlerin Etkisi

Mikroorganizmalar gelismek ve iriin liretmek icin karbon ve azot kaynaklarinin
disinda Na, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn gibi elementlere de ihtiya¢ duyarlar. iz elementler
bazen Ozellikle ortama eklenir fakat ¢ogunlukla su ve diger ortam bilesenlerindeki
safsizliklar vasitasiyla ortama katilir, esansiyel katyonlar ise genellikle inorganik tuzlardan
saglanir. [10]. Bu tuzlarin besin maddesi rollerinden baska, gelisme tizerine tesvik edici
rolleri de vardir. Bunun nedeni ise bu elementlerin enzimleri aktiflestirmesi ve bazi
enzimlerin komponenti olmasidir [116]. Ayrica bahsedilen bu metal iyonlari mikrobiyal
iiriin olugum reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerin kararliliklarinin saglanmasi ve olusan
tirtinlerin proteolitik etkilere karst korunmasi agisindan da ¢ok onemlidir ve ortamda

mutlaka bulunmasi gerekmektedir [117].
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Bu maddelerin etkisini aragtirmak amaciyla temel besiyeri bilesenlerinden olan
sodyum kloriiriin (NaCl) yaninda kalsiyum kloriir de (CaCl,) fermantasyon ortamina farkli
derisimlerde eklenerek denenmistir. Gergeklestirilen deneylerde NaCl’nin farkli
konsantrasyonlarinin iiriin miktar1 tizerinde bir etkisi olmadigi fakat farkli CaCl,
konsantrasyonlarmnin az da olsa pozitif bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Uriin iiretimi
tizerine pozitif bir etkiye sahip olmadigi i¢in NaCl’nin etkisinin incelendigi deney
sonuglarina yer verilmemistir. NaCl’nin fermantasyon ortamlarinda izotonik bir denge
olusturdugu bilinmektedir [12]. Bundan dolayr NaCl’nin diisiik ve yiiksek derisimleri
arasinda {iriin miktar1 agisindan bir fark olmadigindan, bundan sonraki deneylerde yalnizca
ortamdaki izotonik dengeyi saglamasi yani diger bir deyisle osmotik basinci ayarlamasi
amaciyla 1 g L™ konsantrasyonunda kullanilmustir. Kalsiyum kloriir etkisinin arastirildig:
deneye ait sonuglar asagida verilmistir.

Kalsiyum kloriir etkisini arastirmak amaciyla yapilan deneylerde, 2.5 g L™
sakkaroz, 12.5 g L™ pepton, 10.0 g L™ yeast ekstrakt, 0.1 g L™ kazein, 0.75 g L™ soya
proteini, %5 peynir alti suyu, 1 g L™ (NH4).SO4 ve 1 g L™ NaCl igeren fermantasyon
ortamma 1, 2.5, 5, 7.5 ve 10 g L™ olmak iizere bes farkli derisimde kalsiyum kloriir
(CaCly) ilave edilerek 250 ml’lik erlenlerde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil
susu ile yapilan deneylerden elde edilen sonuglar Sekil 6.15. ve Sekil 6.16.’de verilmistir.
Sekil 6.15. kalsiyum kloriir derisiminin zamanla L-DOPA ve Dopamin {iiretimi {izerine
olan etkisini gosterirken Sekil 6.16. ise biyokiitle olusumu ve ortam pH’simnin zamanla

degisimini gostermektedir.
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Sekil 6.15. Farkli CaCl, derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde L-DOPA
ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile (Sartlar: o: 0, ®: 1.0, 0: 2.5, m: 5.0, A: 7.5, A: 100 g L*
CaCl,, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L™ NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75g L™
soya proteini, % 5 v v* peynir alt: suyu, 1 g L"" amonyum siilfat, pH,: Dogal pH, Ekim orani: % 1 v v,
Calkalama hizi: 150 rpm, Ortam sicakligt: 37 °C).
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Sekil 6.16. Farkli CaCl, derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde biyokiitle
derisimi ile pH’1n inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0, ®: 1.0, 0: 2.5, m: 5.0, A: 7.5, A: 10.0 g L™
CaCl,, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L™ NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75 g L™
soya proteini, % 5 v v peynir alt1 suyu, 1 g L™ amonyum siilfat, pH,: Dogal pH, Ekim orant: % 1 v v,
Calkalama hizi: 150 rpm, Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.15’te verilen grafikler incelendiginde, iretilen L-DOPA ve Dopamin
miktarlarmin artan kalsiyum kloriir konsantrasyonlarinda ¢ok fazla degismedigi ve en
yiiksek miktarlarina sirasiyla 363 mg LY ve 471 mg Lt degerleriyle 1 g Lt
konsantrasyonunda ulasildigr goriilmektedir. Logaritmik evre sonlarinda {iiretimin
neredeyse durmug olmasi iiretimin bilylime eslikli oldugunu ve zaman ilerledik¢e madde
miktarlarinda olan azalmalar L-DOPA ve Dopamin maddelerinin ortam sartlarindan
etkilendigini gostermektedir.

Kalsiyum mikroorganizmalarin beslenmelerinde 6nemli bir madde oldugu i¢in
kalsiyum kloriir tuzu olarak ortama ilave edilmistir. Tuzlarin mikroorganizmalar agisindan
onemi yukarida aciklandigi gibi olmakla birlikte fazlasinin zararli oldugu da bilinen bir
durumdur. Ortamdaki izotonik denge NaCl ile biiyiik oranda saglandigindan CaCl, miktari
iyl ayarlanmalidir. Bu tuz aracilifiyla ortama katilan kalsiyum dengenin ayarlanmasina
yardim etmekle birlikte baz1 enzimleri aktiflestirme gorevini de yapmaktadir [12].

Biyokiitle derisimi ve pH degisimini gosteren Sekil 6.16.’daki deney sonuglarina
bakildiginda biyokiitle miktarinin iiriin miktariyla orantili bir sekilde degistigi ve pH’1n da
diger tiim ortamlarda oldugu gibi once diislip sonra artarak yaklasik ayni seviyeye geldigi

goriilmektedir.

6.1.5. Baslangi¢c Ortam pH’sinin Etkisi

Mikrobiyal tiretim proseslerinde ortam pH’1 kullanilan karbon kaynaklarmin farklt
tirinlere donitismesiyle yani bazi organik asitlerin olugmasi ve onlarin yeniden kullanilmasi
olaylarindan dolay1 zamanla degisim gostermektedir ve bu degisim baslangic pH degeri ile
de yakindan iligkilidir. pH mikroorganizma gelisimi ve {iriin iiretimi i¢in olduk¢a 6nem
tagimaktadir bundan dolay1 kontrolii de son derece 6nemlidir.

Baglangi¢ ortam pH’min mikrobiyal {iriin olusumuna etkisini incelemek amaciyla
2.5 g L sakkaroz, 12.5 g L™ pepton, 10.0 g L™ yeast ekstrakt, 0.1 g L™ kazein, 0.75 g L™
soya proteini, %5 peynir alt1 suyu, 1 g L™ (NH4)»SO4, 1 g L™ NaCl ve 1 g L™ CaCl, igeren
fermantasyon ortaminda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile dogal, 4.0,
50, 6.0, 70 ve 8.0 olmak fiizere bes farkli baslangic pH degerinde deneyler
gergeklestirilerek ulasilan sonuglar Sekil 6.17. ve Sekil 6.18.’de verilmistir. Sekil 6.17.”de,
baslangic pH’1inin zamanla L-DOPA ve Dopamin iiretimi {izerine etkisi, Sekil 6.18.’de ise

biyokiitle miktar1 ve ortam pH’min zamanla degisimi iizerine etkisi goriilmektedir.
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Sekil 6.17. Farkli pH degerlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde L-DOPA ve
Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: Dogal pH, e: 7.0, o: 8.0, m:6.0, A: 5.0, A:
4.0, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L NaCl, 0.1 g L™ kazein,0.75¢g L™
soya proteini, % 5 v v* peynir alt: suyu, 1 g L™ amonyum siilfat, 1 g L™ kalsiyum kloriir, Ekim orant: % 1 v
v, Calkalama hizi: 150 rpm, Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.18. Farkli pH degerlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde biyokiitle
derisimi ile pH’1n inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: Dogal pH, e: 7.0, o: 8.0, m: 6.0, A: 5.0, A: 4.0,
10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L* NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75g L™ soya
proteini, % 5 v v peynir alt: suyu, 1 g L™ amonyum siilfat, 1 g L™ kalsiyum kloriir, Ekim orani: % 1 v v,
Calkalama hizi: 150 rpm, Ortam sicakligi: 37 °C).
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Yukaridaki Sekil 6.17. ile verilen grafikler incelendiginde L-DOPA ve Dopamin
tiretiminin en yiiksek oldugu pH degerinin ortamin dogal pH’1 olan 6.5 civarinda sirasiyla
363 mg Lt ve 471 mg Lt oldugu ayrica degisen pH degerlerinin {iriin lizerinde negatif bir
etki yaptig1r goriilmektedir. En yiiksek iiretimin dogal ve dogala yakin pH degerlerinde
gerceklesmis olmasi beklenen bir durumdur. Azalan pH degerleriyle iirlin iiretiminin
olduk¢a fazla diismesi mikroorganizmalarin bu ortamlarda substratin biiyiik boliimiini
kendi i¢ pH degerini sabit tutmak i¢in kullanmasindan kaynaklandigini diistindiirtmektedir.
Ayrica L-DOPA ve Dopamin maddelerinin iiretimi diisik pH degerlerinde
engellenmektedir.

Biyokiitle derisiminin ve pH degisiminin verildigi Sekil 6.18.’deki grafiklere
bakildiginda biyokiitle olusumunun dogal pH degerinden uzaklastikca, i¢c dengeyi
bozdugundan, azaldigi goriilmektedir. Bu tarz durumlarda mikroorganizma mevcut
enerjisini ¢ogalmak i¢in degil de yasam fonksiyonlarini yerine getirebilmek igin
kullanmaktadir. Ayrica pH degerlerine bakildiginda o6zellikle pH’in 4 oldugu noktada
mikroorganizmalarin ¢ok olumsuz etkilendigi ve normal fonksiyonlarin1 yerine

getiremediginden bu ortamin pH’1nin normal seviyeye yiikselemedigi goriilmektedir.

6.1.6. Baslangic Mikroorganizma Konsantrasyonunun Etkisi

L-DOPA  ve  Dopamin  iretimi  iizerine  farkli  mikroorganizma
konsantrasyonlarmin etkisini arastirmak amaciyla 2.5 g L™ sakkaroz, 12.5 g L™ pepton,
10.0 g L™ yeast ekstrakt, 0.1 g L™ kazein, 0.75 g L™ soya proteini, %35 peynir alt1 suyu, 1 g
L™ (NH,)2S04, 1 g L™ NaCl ve 1 g L™ CaCl, igeren dogal pH degerindeki fermantasyon
ortamlarina hacimce % 0.5, 1, 2.5 ve 5 olacak sekilde mikroorganizma ekimi yapilarak
deneyler gerceklestirilmistir. Ulasilan sonuglar Sekil 6.19. ve 6.20.’de verilmistir. Sekil
6.19.’da, ekim konsantrasyonunun zamanla L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisi,
Sekil 6.20.’de ise biyokiitle olusumu ve ortam pH’inin zamanla degisimi tizerine etkisi

gorilmektedir.
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Sekil 6.19. Farkli ekim derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde L-DOPA
ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: % 0.5, ®: % 1, 0: % 2.5, m: % 5 v v
'mikroorganizma, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L* NaCl, 0.1 g L*
kazein, 0.75 g L™ soya proteini, % 5 v v peynir alti suyu, 1 g L™ amonyum siilfat, 1 g L™ kalsiyum kloriir,
Calkalama hiz1: 150 rpm, pHyp: Dogal pH, Ortam sicakhigi: 37 °C).
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Sekil 6.20. Farkli ekim derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde biyokiitle
derisimi ile pH’in inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: % 0.5, e: % 1, 0o: % 2.5, m: % 5 v vt
mikroorganizma, 10 g L™ yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L™ NaCl, 0.1 g L*
kazein, 0.75g L™ soya proteini, % 5 v v peynir alt1 suyu, 1 g L™ amonyum siilfat, 1 g L™ kalsiyum kloriir,
Calkalama hiz1: 150 rpm, pHy,: Dogal pH, Ortam sicakligr: 37 °C).
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L-DOPA ve Dopamin iiretim miktarlarini gosteren Sekil 6.20.’deki grafikler
incelendiginde ekim konsantrasyonunun artmasi iretim {izerinde biiylik bir fark
yaratmamakla birlikte en yiiksek {iretim diizeyine hacimce % 2.5 oraninda mikroorganizma
ekimi yapilan ortamda ulagilmistir. Bu degerler sirasiyla 382 mg Lt ve 511 mg L dir.
Sekil 6.21. ile verilen grafiklere bakildiginda ekim konsantrasyonuyla biyokiitle
derisiminin arttig1 ve pH’in da beklenildigi gibi dnce diislip sonra artarak normal seviyeye

ulastig1 goriilmektedir.

6.1.7. Fermantasyon Sicakhi@inin Etkisi

Fermantasyon proseslerinde sicaklik énemli bir parametredir ve iyi ayarlanmasi
gerekmektedir. Ciinkii yliksek sicaklik hiicre denatiirasyonunu arttirir ve hiicre yapimi
tizerinde negatif bir etki yapar. Ayrica yiiksek sicaklik degerlerinde, mikroorganizma
proteinlerinin bozulmasiyla birlikte olusan triinlerin yapis1 da bozulabilir. Diisiik sicaklik
degerlerinde ise besin maddelerinin mikroorganizmaya difiizyonu azaldigindan
mikroorganizma yeterli oranda gelisemez ve iretim miktarinda diisiis olur. Sicaklik
degisiminin bir diger etkisi de pH iizerinedir. Sicaklik degisiminin yiiksek olmasi ortam
pH’1min bir miktar diismesine neden olur. Sonu¢ olarak mikroorganizma gelisiminin
saglanabilmesi ve mikrobiyal {riin iiretiminin iyi bir sekilde gergeklestirilebilmesi
sicaklikla yakindan iligkilidir [118-119].

Sicakligin L-DOPA ve Dopamin iretimi iizerine etkisini arastirmak amaciyla
optimum sartlara gére hazirlanan fermantasyon ortamlarinda 27, 30, 33, 37 ve 40 °C’de

yapilan deneylere ait sonuclar Sekil 6.21 ve Sekil 6.22” de sunulmustur.
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Sekil 6.21. Farkli sicaklik degerlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde L-DOPA
ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 27, e: 30, o: 33, m: 37, A: 40 °C, 10 g L™
yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L™ NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75g L™ soya, %5V
v peynir alt1 suyu, 1 g L™ amonyum siilfat, 1 g L™ kalsiyum kloriir, Ekim orani: % 2.5 v v, Calkalama
hizi: 150 rpm, pHy: Dogal pH).
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Sekil 6.22. Farkli sicaklik degerlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde biyokiitle
derisimi ile pH’1n inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 27, e: 30, 0: 33, m: 37, A: 40 °C, 10 g L™ yeast
ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L™ NaCl, 0.10 g L™ kazein, 0.75 g L™ soya proteini, % 5 v
v peynir alt1 suyu, 1 g L™ amonyum siilfat, 1 g L™ kalsiyum kloriir, Ekim orani: % 2.5 v v*, Calkalama
hizi: 150 rpm, pHy: Dogal pH).
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Sekil 6.21.’deki grafikler en yiiksek L-DOPA ve Dopamin iiretiminin 33 °C
sicaklik degerinde gergeklestigini gostermektedir. Ulasilan bu degerler sirasiyla 428 mg Lt
ve 553 mg Ldir. Sicaklik arttik¢a iiriin miktarlarinda bir azalma meydana geldigi
gorilmektedir. Buradan kullanilan mikroorganizmanin gelisim ve iireme gosterdigi
optimum sicaklik degerinin 33 °C civarinda oldugu sonucu ¢ikarilabilir. Yiiksek
sicakliklara ¢ikildik¢a mikroorganizma proteinleri bundan etkilenmis dolayisiyla {iriin
verimi diigmiistiir. En az miktarda {iriinlerin elde edildigi ortam en diisiik sicaklik degeri
olan 27 °C’ye ayarlanan ortamdir. Sicaklik diistilk¢e beslenme, gelisme gibi hiicresel
faaliyetler azalacagindan bu beklenen bir durumdur.

Sekil 6.22. ile gosterilen grafiklere bakildiginda hiicre biiylimesinin iiriin
olusumuyla paralel oldugu ve ayrica mikroorganizmalarin lag fazini ge¢mesiyle tiim

ortamlardaki pH degerlerinin yiikselerek yaklasik ayni seviyeye geldigi goriilmektedir.

6.1.8. Calkalama Hizinin Etkisi

(Calkalama faktorii oksijene ve besin maddelerine ulasimi kolaylastirdigindan
mikrobiyal lireme ve iirilin liretimi i¢in olduk¢a dnemli bir etkendir. Ciinkii ihtiya¢ duyulan
oksijen iyi bir karistirma vasitasiyla saglanir [120]. Karistirma ya da g¢alkalama islemi
yapilmazsa mikroorganizmalar erlenin altina dogru c¢okecek, oksijen ve substrat
kullanimlar1 kisitlanacaktir. Ayrica karigtirma ile mikroorganizma hiicreleri etrafindaki
film tabakasi inceleceginden hiicrelere olan oksijen ve besin maddesi transferi de
artacaktir. Calkalama hizinin ¢ok yiiksek olmasi da mikroorganizmalar agisindan bir
dezavantaj olusturacagindan hiz ayarmin iyi yapilmasi gerekmektedir. Yiiksek hiz santrifiij
etkisi yaratacagindan mikroorganizmalar erlen duvarina yapisir ve besin maddelerinden
yararlanamaz. Laboratuvar Olgekli calkalayicilarla ¢ok yiliksek hizlara ¢ikmak zaten
miimkiin degildir.

Calkalama hizinin etkisini arastirmak amaciyla optimum sartlara gore hazirlanmis
fermantasyon ortamlarinda 100, 150 ve 200 rpm c¢alkalama hizlarinda deneyler
gerceklestirilmistir. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile 6zellikle oksijen
transferini onemli 6l¢iide etkileyen ¢alkalama hizinin etkisinin incelendigi deney sonuglari
Sekil 6.23. ve Sekil 6.24.’te verilmistir. Sekil 6.23 ¢alkalama hizinin zamanla L-DOPA ve
Dopamin iiretimi lizerine yaptig1 etkiyi gosterirken, Sekil 6.24. zamanla degisen biyokiitle

derisimi ve pH degerlerini gostermektedir.
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Sekil 6.23. Farkli ¢alkalama hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde L-DOPA
ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 100, e: 150, 0: 200 rpm, 10 g L™ yeast
ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L™ NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75 g L™ soya, % 5 v v'* peynir
alt1 suyu, 1 g L™ amonyum siilfat, 1 g L™ kalsiyum kloriir, Ekim orani: % 2.5 v v, Sicaklik: 33 °C, pHy:
Dogal pH ).
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Sekil 6.24. Farkli ¢alkalama hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde biyokiitle
derisimi ile pH’1n inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 100, ®: 150, 0: 200 rpm, 10 g L™ yeast ekstrakt,
12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L™ NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75g L™ soya proteini, % 5 v v*
peynir alti suyu, 1 g Lt amonyum siilfat, 1 g L? kalsiyum kloriir, Ekim orani: % 2.5 v v, Sicaklik: 33 °C,
pHy: Dogal pH ).

79



Sekil 6.23.te sunulan deneysel sonuglara bakildiginda c¢alkalama hizinin
arttirilmasiyla iiretilen L-DOPA ve Dopamin miktarlarinda da artis oldugu goriilmektedir.
En yiikksek L-DOPA ve Dopamin miktarlarina sirasiyla 458 mg L ve 592 mg L
degerleriyle 200 rpm calkalama hizinda ulasilmistir. Sonuglardan yola ¢ikilarak diistik
calkalama hizlarinda kiitle transferinin kisitlandigi ve boylece iiriin olusumunun daha az
oldugu deneysel olarak da goriilmiistiir.

Biyokiitle derisimi ve pH degisiminin verildigi Sekil 6.24.’¢ bakildiginda
maksimum hiicre olusumunun tiriin olusumundaki gibi ¢alkalama hiziyla arttig1 pH’1n ise
tiim ortamlarda birbirine ¢ok yakin degerlerle dnce azalip sonra artarak normal seviyeye

ulastig1 goriilmektedir.
Erlenlerde yapilan deneyler sonucunda maksimum L-DOPA ve Dopamin
tiretimine yonelik optimum ortam sartlar1 belirlenmistir. Tablo 6.1.’de en yiiksek iiriin

miktarlariin elde edildigi optimum ortam bilesimleri verilmistir.

Tablo 6.1. L-DOPA ve Dopamin iiretimi i¢in tasarlanan optimum ortam bilesenleri

Ortam bileseni Optimum madde miktari
Sakkaroz 25¢gL?
Pepton 125gL*
Yeast ekstrakt 10gL*?
Kazein 01gL*
Soya 0.75¢gL*
Peynir alt1 suyu %5 (vv?)
Amonyum siilfat 1gL*
Sodyum klortir 1gL?
Kalsiyum kloriir 1gL*
Baslangi¢ pH’1 Dogal pH
Ekim derisimi % 2.5(vv?)
Sicaklik 33°C
Calkalama hiz1 200 rpm

Belirlenen optimum sartlarda gergeklestirilen deneylerde maksimum L-DOPA ve
Dopamin miktarlart sirasiyla 458 mg L™ ve 592 mg L™ olarak bulunmustur. Deneyin
sonraki kisminda optimum bilesimlere gére hazirlanan fermantasyon ortami kullanilarak
L-DOPA ve Dopamin maddelerinin biyoreaktdrdeki tiretimleri incelenmistir. Bahsedilen

biyoreaktor deneyleri sonraki boliimde detayl bir sekilde verilmistir.

80



6.2. Kesikli Olarak isletilen Biyoreaktorde L-DOPA ve Dopamin Uretimi

Erlenlerde gergeklestirilen deneylerde L-DOPA ve Dopamin iiretimi igin gerekli
optimum ortam sartlar1 belirlenmis ve iiretim {izerine havalandirma hizinin etkisi ile
sisteme ait hacimsel kiitle tranfer katsayisinin belirlenebilmesi igin kesikli olarak isletilen

biyoreaktorde deneyler yapilmistir.

6.2.1. Hava Giris Hizinin Etkisi

Aerobik proseslerde mikrobiyal biiylime ve iiriin olusumu i¢in gereken oksijenin
onemi daha once de anlatildigi gibi oldukc¢a fazladir. Bundan dolayr fermantasyon
ortamindaki ¢oziinmiis oksijen derisimi ve oksijenin ortama olan aktarim hizi oldukca
onemlidir. Mikrobiyal proseslerde ihtiya¢ duyulan oksijen miktar1 genellikle ortama
aktarilan oksijen miktarindan daha fazladir. Bundan dolay1 oksijen aktariminin kontrolii
onemlidir [26].

Hava giris hizinin L-DOPA ve Dopamin {iiretimi ile biyokiitle olusumu iizerine
etkisini arastirmak amaciyla optimum sartlara gore hazirlanmis ve 500 rpm hizinda
karistirilan fermantasyon ortaminda 0.4, 0.5 ve 0.6 vvm olmak {izere {i¢ farkli hava girig
hizinda deneyler yapilmistir. Bu deneylere ait grafikler Sekil 6.25 ve Sekil 6.26’da
gosterilmistir. Sekil 6.25 zamanla olusan L-DOPA ve Dopamin miktarmni Sekil 6.26 ise

zamanla olusan biyokiitle miktarini gdstermektedir.
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Sekil 6.25. Farkli havalandirma hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde L-
DOPA ve Dopamin derigsiminin inkiibasyon siiresi ile degigsimi (Sartlar: o: 0.4 e: 0.5, o: 0.6 vwm, 10 g Lt
yeast ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L™ NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75g L™ soya proteini,
% 5 v v peynir alt: suyu, 1 g L™ amonyum siilfat, 1 g L™ kalsiyum kloriir, Ekim orani: % 2.5 v v, Sicaklik:
33 °C, Karistirma hiz1: 500 rpm, pHy: Dogal pH) ).

Biyokiitle Derisimi, mg L1

O KB N W & U1 OO N 00 O

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Inkiibasyon Siiresi, saat

Sekil 6.26. Farkli havalandirma hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneyde
biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: o: 0.4 e: 0.5, o: 0.6 vvm, 10 g L? yeast
ekstrakt, 12.5 g L™ pepton, 2.5 g L™ sakkaroz, 1 g L NaCl, 0.1 g L™ kazein, 0.75 g L™ soya proteini, % 5 v
v peynir alt1 suyu, 1 g L™ amonyum siilfat, 1 g L™ kalsiyum kloriir, Ekim orani: % 2.5 v v, Sicaklik: 33
°C, Karistirma hizi: 500 rpm, pHp: Dogal pH) ).
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Sekil 6.25.°teki grafikler incelendiginde L-DOPA ve Dopamin miktarlarinin 30.
saatte neredeyse sabitlendigi ve en yiiksek iiretim miktarlarina sirastyla 420 mg L™ ve 525
mg Lt degerleriyle 0.6 vvm havalandirma hizinda ulasildig1r goriilmektedir. Maksimum
iiriin miktarlarina en yliksek havalandirma hizinda ulasilmasi liretimin oksijen miktariyla
yakindan iligkili oldugunu gostermektedir. Ayrica Sekil 6.26.°da zamanla degisen
biyokiitle derisimine bakildiginda bu degerlerin iiriin olusumuna paralel olarak yiiksek
havalandirma hizinda daha yiiksek oldugu gorilmektedir. Havalandirma hizi
mikroorganizmalarin oksijen tiikketim hizlarina gére ayarlanmalidir. Bu deney sonuglarina
bakilarak hiicrelerin metabolik faaliyetlerini gerceklestirebilmeleri ve iiriin iiretebilmeleri

icin tiikettikleri oksijen miktarinin yiiksek oldugu sdylenebilir.

6.2.2. Oksijen Aktarim Etkisi

Aerobik proseslerde oksijen, mikroorganizmalarin besinleri kullanabilmeleri ve
metabolik faaliyetlerini devam ettirebilmeleri i¢in gereken temel bir substrattir. Ayrica
hedeflenen biyokiitle ve {irlinlerin iiretilebilmesi icin ortamdaki c¢oziinmils oksijen
konsantrasyonunun  belirli  bir aralikta tutulmasi ve Ozellikle kritik oksijen
konsantrasyonunun altina diismesi engellenmelidir.

Oksijenin mikroorganizmaya aktarilmasinda karistirma hizi ve havalandirma hizi
da 6nemlidir. Bu durumlar g6z oniine alinarak uygun isletim sartlarinin olusturulabilmesi
icin oksijenin siv1 besin ortamindaki mikroorganizmaya aktarilma derecesinin bilinmesi
gerekmektedir. Bu da hacimsel sivi faz kiitle aktarim katsayist ki a’nin bulunmasiyla
miimkiindiir [20, 28].

L-DOPA ve Dopamin iretimi lizerine oksijen aktariminin etkisini belirlemek
amactyla 500 rpm karistirma hizinda farkli havalandirma hizlarinda yapilan deneylere ait
oksijen transfer hizi ve hacimsel kiitle aktarim katsayisinin zamanla degisimine ait
sonuclar Tablo 6.2.’de verilmistir. Ayrica bu degerlerin nasil hesaplandigini gostermek icin
ornek olarak 0.6 vvm havalandirma hizinin 26. saatteki verilerine iligkin 6rnek hesaplama

(Ek-4)’te verilmistir.
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Tablo 6.2 Citrobacter freundii mikroorganizmasi ile yapilan deneylerde farkli hava giris hizlarinda r, ve k a
degerlerinin zamanla degisimi

Hava Giris Hizi (vvm) Zaman (st) rx10* (mol m>s™) kea (s7)
6 16.1 0.035
0.4 vwm 26 40.2 0.037
48 16.8 0.028
6 155 0.045
0.5vvm 26 45.9 0.048
48 18.3 0.035
6 17.1 0.052
0.6 vvm 26 55.3 0.055
48 215 0.051

Tablo 6.2.°de verilen deney verilerine bakildiginda havalandirma hiz1 arttik¢a
oksijen transfer hiz1 ve siv1 faz hacimsel kiitle aktarim katsayisinin da artig1 goriilmektedir.
Bu degerler ayni zamanda prosesin oksijen gereksiniminin yiliksek oldugunu ortaya
koymaktadir. Farkli havalandirma hizlarinda zamanla degisen degerlere bakildiginda
logaritmik evrenin sonlarina kadar oksijen transferi ile kiitle aktarim katsayisinin,
mikroorganizma gelismesi ve tirlin tiretimi yiiksek oldugu i¢in, arttig1 ve logaritmik evreyi
gectikten sonra biliylime ve iriin iiretiminin yavaslamasiyla birlikte bahsedilen bu

degerlerde bir azalma oldugu goriilmektedir.
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7. GENEL SONUCLAR VE ONERILER

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) mikroorganizmasi kullanilarak L-DOPA ve
Dopamin maddesinin es zamanli {iretiminin amaglandigi1 fermantasyon prosesinde asagida

verilen genel sonuglara ulasilmistir.

1. Erlenlerde yapilan deneylerde karbon kaynagi olarak secilen sakarozun farkli
konsantrasyonlar1 denenmis ve en yiiksek {iretim miktarma 2.5 g L' sakkaroz

konsantrasyonunda ulasildig: goriilmiistiir (Sekil 6.1.).

2. Fermantasyon prosesinde organik azot kaynaklarinin etkisini arastirmak amaciyla
farkl1 azot kaynaklar1 kullanilarak yapilan deneylerde 12.5 g L™ pepton (Sekil 6.3.), 10 g L
! yeast ekstrakt (Sekil 6.5.), 0.1 g L™ kazein (Sekil 6.7.), 0.75 g Lt soya (Sekil 6.9.), ve %
5 v v peynir alt1 suyu igeren fermantasyon ortaminda L-DOPA ve Dopamin iiretiminin
arttigl belirlenmistir (Sekil 6.11.). Ayrica bu maddelerin iiretiminin organik azot

kaynaklarina yiiksek derecede bagli oldugu ortaya konulmustur.

3. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) mikroorganizmasi ile L-DOPA ve Dopamin
iiretimi iizerine inorganik azot kaynaklarinin etkisi arastirilmis ve bunlardan amonyum
silfatin pozitif yonde etki ettigi goriiliirken sodyum nitratin ise negatif bir etki yaptigi
belirlenmistir. Uriin olusumunu arttiran amonyum siilfatin 1 g L™ konsantrasyonunda en

fazla iiriin artis1 saglanmistir (Sekil 6.13).

4. Yapilan bu ¢calismada NaCl ve CaCly nin etkisi arastirilarak bu maddelerden CaCl,’ nin
tirlin olusumunu arttirdig1 belirlenmistir. Maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretimine ise 1

g L™ CaCl, konsantrasyonunda ulasiimistir (Sekil 6.15).

5. Baslangi¢ ortam pH’sinin L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisinin aragtirildigi
deneylerde dogal ve dogala yakin pH degerlerinde L-DOPA ve Dopamin iiretiminin iyi
derecede oldugu buna karsin diisiik pH degerlerinde ise iiretimin olduk¢a olumsuz

etkilenerek azaldigi belirlenmistir (Sekil 6.17).

85



6. Ekim derisiminin L-DOPA ve Dopamin iiretimi {izerine olan etkisinin arastirildigi
deneylere bakildiginda ortama asilanan mikroorganizma miktarinin iiretimi ¢ok fazla
degistirmedigi fakat diger konsantrasyonlara nazaran % 2.5 v v ekim derisimindeki

ortamda daha yiiksek bir tiretime ulasildig1 gériilmiistiir (Sekil 6.19).

7. Sicakligin proses iizerindeki etkisini tespit etmek amaciyla farkli sicakliklarda yapilan
deneylerde maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretimine 33 °C sicaklik degerinde ulasildig
gorilmistiir (Sekil 6.21).

8. L-DOPA ve Dopamin miktarinin ¢alkalama hiziyla degisimini belirlemek amaciyla
farkl1 calkalama hizlarinda yapilan deneylerde en yiiksek iiriin miktarina 200 rpm

calkalama hizinda ulasildig: belirlenmistir (Sekil 6.23).

9. Erlenlerde yapilan deneylerle optimum ortam bilesimleri belirlenmis ve bu ortam
kullanilarak havalandirma hiz1 ile hacimsel sivi faz kiitle aktarim katsayist ki a’nin
belirlenmesi amaciyla biyoreaktdr deneyleri gerceklestirilmistir. Deney sonuglarina
bakildiginda hava giris hiz1 arttikca oksijen tiiketim hizi ro’1in ve sivi faz kiitle aktarim

katsayis1 ki a’nin arttig1 belirlenmistir.
Oneriler;

1. Bundan sonraki ¢alismalarda farkli karbon ve azot kaynaklarinin tiriin {iretimi {izerine

etkisi arastirilabilir.

2. L-DOPA ve Dopamin iretimini saglayan genin farkli mikroorganizmalara
aktarilmasiyla elde edilen rekombinant mikroorganizmalarin kullanilmasiyla deneysel

calismalar gerceklestirilebilir.
3. L-DOPA ve Dopamin maddelerinin siirekli reaktordeki iiretimi incelenebilir.

4. Fermantasyon ortamindan L-DOPA ve Dopamin maddelerinin saflastirilarak ayrilmasi

tizerine deneysel calisma yapilabilir.

5. Uriin iiretimi ve mikroorganizma gelisim ortam1 icin modelleme yapilabilir.
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9. EKLER

EK-1. Citrobacter freundii (NRRL B-2633) Derisimi i¢in Calisma Dogrusu

1,2

0,8 -

0,6 -

Absorbans

Absorbans = 1,1102C 5643

0,2 R? = 0,9944

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Biyokiitle Konsantrasyonu, g L

Sekil E1.1. 600 nm’de Citrobacter freundii (NRRL B-2633) Konsantrasyonu I¢in Calisma Dogrusu

Citrobacter freundii (NRRL B-2633) mikroorganizmasinin konsantrasyonunu belirlemek
icin ¢aligma dogrusunun denkleminden yararlanarak asagidaki gibi konsantrasyon hesabi

yapilmistir.

Ccr 2643=(Absorbans/1.1102) x Seyreltme Faktori
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EK-2. L-DOPA ve Dopamin i¢cin HPLC Spektrumlari

Acquired by
Sample Name
Sample ID

Tray#

Vial#?

Iiyection Volume
Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Report Filename

uv

250 ppm C:\Users'Veyis SELEN Desktop'L-DOpa-dopMIN'somiglar'kalibrasyon'250 ppm.led

~ FIRAT i':hiy’ERSjIEgi o
KIMYA MUHENDISLIGI BOLUMU

Sample Information

- Vevis SELEN
1250 ppm
1
4
:20uL
: 250 ppmled
- DOPA-DOPAMIN lem

- kalibrasyon nx.leb
: Default ler

Chromatogram

200000+

100000+

-dopa

|

i

wi |

5

7.249 / dopamin

2]
L
Lh
[==]
=
L
—
(=]
[a=]

1 DetAChl/22.04.2014

Quantitative Results

Detector A
ID# Name Ret. Time Area Height Cone. Units
1| L-dopa 5.845 2397879 225320 253.930|ppm
2| dopanun 7.249 2440943 204632 254452 | ppm
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EK-3. L-DOPA ve Dopamin I¢in HPLC Cahsma Dogrular:

<Calibration Curve>

ID#

Name

Quantitative Method
Function

1

- dopa
: External Standard
- f(x)=0.000106047*x-0.117154

Rr1=0.9998880 Rr2=0.9997760
MeanRF:0.000106887 RFSD:1.98866e-006 RFRSD:1.86054

FitType : Linear
ZeroThrough - Not Through
WeightedRegression - None
Detector Name : Detector A
Conc.
[*1042]
6.0
50 /}
4.0 e
30 //
20 /®
10 P
o<

0.0k
0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0 455.0
Area [1076]

ID#

Name

Quantitative Method
Function

FitType

ZeroThrough

WeightedRegression

Detector Name
Conc.

[*10"2]

12
: dopamin

: External Standard
: f(x)=0.000104023*x+0.640015

Rr1=0.8998159 Rr2=0.9996318

Shimadzu LCsolution Calibration Curve

MeanRF:0.000105537 RFSD:2.46612e-006 RFRSD:2.33674

: Linear

: Not Throug
:None

: Detector A

h

6.0
5.0
40
3.0
20

10| o

=

0.0
0.0051015202530354.04550

Area [1076]
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# Conc (Ratio) Area Area

1 25.000 230448.4 230448

2 50.000 459214.8 459215

3 100.000 937345.0 937345

4 250.000 2406886.0 2406886

5 500.000 4694187.5 4694187
# Conc (Ratio) Area Area
1 25.000 2350454 235045
2 50.000 468437.2 468437
3 100.000 924487.0 924487
4 250.000 2457731.9 2457732
5 500.000 4775798.5 4775799




EK-4. Dinamik Yoéntem ile Sivi Faz Kiitle Aktarnm Katsayis1 (k,a) ve
Mikroorganizmanin Oksijen Tiiketim Hizinin (-ro) Belirlenmesi

Biyoreaktore gonderilen havanin kisa siireli olarak kesilmesi sonucunda
¢oziinmiis oksijen derisiminde azalmanin gozlendigi (t, C,) grafiginde (Sekil E4.1.), azalan
dogrusal iliskiden r, degeri bulunmustur. ( dCo/dt- ro); C, grafigi ¢izilerek buradaki
egimden -1/kia degeri bulunmus ve kia hesaplanmistir. Asagida Citrobacter freundii
(NRRL B-2633) yabanil susunun kullanildigi fermantasyon ortaminda ve 500 rpm
karistirma hizi, 0.6 vvm hava giris hiz1 i¢in 26. saatteki r, ve kia degerlerinin 6rnek

hesaplamasi sirasiyla Sekil E4.2. ve Sekil E4.3. ‘te gosterilmistir.

0,3

0,25

0,2

0,15

C,, mol/m3

0,1

0,05

0 50 100 150 200

Sekil E4.1. Havanin kesilmesiyle ¢6ziinmiis oksijen derigsimin zamanla degisimi
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0,35

0,30
Egim=-r,
0,25 -1,=0,0055 mol m-3 s1
R>=0,9785
£ o2
o
=
$ 015
0,10
0,05
<&
0,00
0 10 20 30 40 50 60
t,s

Sekil E4.2. Mikroorganizmanin oksijen tiikketim hizinin belirlenmesi.

0,30
0,25 Egim= -1/k a= -18,893
k,a=0.053s?
o R2=0,9622

0,20 o
E o
S 015
£
© 010

0,05

0,00

0 0,005 0,01 0,015 0,02

(dCy/dt)-ry, mol m3 s

Sekil E4.3. Sivi faz hacimsel kiitle aktarim katsayisinin belirlenmesi.

98



OZGECMIS

Adi Soyadi : Meltem CAKMAK

Dogum Yeri ve Tarihi : ELAZIG — 08.06.1989

EGITIM DURUMU

flkokul : Dumlupmar ilkégretim Okulu (ELAZIG, 1996-2001).

Ortaokul : Mezre IIkdgretim Okulu (ELAZIG, 2001-2004).

Lise Atatiirk Lisesi (ELAZIG, 2004-2006).

Lisans Mersin Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Kimya Miihendisligi Béliimii
(MERSIN, 2008-2012).

YAYINLANMIS ESERLER

a) Uluslararasi Hakemli Dergilerdeki Yavinlar:

1.

Hamdi Soner Altundogan, Aykut Topdemir, Meltem Cakmak, Nurdan Bahar,
Hardness removal from waters by using citric acid modified pine cone, Journal of
the Taiwan Institute of Chemical Engineers, Volume 58, January 2016, Pages
219-225.

Meltem Cakmak, Seyda Tasar, Veyis Selen, Dursun Ozer, Ahmet Ozer, Removal
of Astrazon Golden Yellow 7GL from Colored Wastewater Using Chemically
Modified Clay, Journal of Central South University of Technology (In press)

b) Uluslararasi Konferans ve Sempozyumlar:

1.

Bahar, N., Altundogan, H.S., Topdemir, A., Cakmak, M., 2014, Hardness
Removal from Waters by using Citric Acid Modified Pine Cone, SICBENS-634,
Seoul International Conference on Biological Engineering & Natural Science,
August 29-31, Seoul, Korea.

Cakmak M, Tasar S, Selen V, Ozer A, Ozer D, Removal of Astrazon Golden
Yellow 7GL from Colored Wastewater Using Activated Clay, International
Conference on Civil and Environmental Engineering (ICOCEE — Cappadocia
2015), Nevsehir, TURKEY, May 20-23, 2015.

Selen V, Tasar S, Cakmak M, Ozer D, Ozer A, Adsorption of Methylene Blue Dye
on Multi-walled Carbon Nanotubes (MWCNTs) - A Response Surface
Methodology (RSM) approach, International Conference on Civil and
Environmental Engineering (ICOCEE — Cappadocia 2015), Nevsehir, TURKEY,
May 20-23, 2015.

99


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876107015003284
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876107015003284
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876107015003284
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876107015003284
http://www.sciencedirect.com/science/journal/18761070
http://www.sciencedirect.com/science/journal/18761070
http://www.sciencedirect.com/science/journal/18761070/58/supp/C

¢) Ulusal Konferans ve Sempozyumlar:

1. Veyis Selen, Ozlem Selen, Meltem Cakmak, Dursun Ozer, " Aycicegi Kiispesi ile
Sulu Cozeltilerden Boyarmadde Giderimi ", 11. Ulusal Kimya Miihendisligi
Komgresi, 2014, ESKISEHIR.

2. Tasar S, Selen V, Cakmak M, Ozer D, Ozer A, Cevresel pH Degisimi ile Renk
Degistirebilen Akrilamid Esasli Hidrojellerin Sentezi, 27. Ulusal Kimya Kongresi,
23-28 Agustos 2015, Canakkale.

3. Selen V,Tasar S, Cakmak M, Ozer A, Ozer D, Evsel Atik Nitelikli Cay Posasindan
Aktif Karbon Uretimi ve Karakterizasyonu, 27. Ulusal Kimya Kongresi, 23-28
Agustos 2015, Canakkale.

4. Selen V,Tasar S, Cakmak M, Ozer A, Ozer D, Modifiye Edilmis Soya Kiispesi Ile

Basic Blue 3 Boyar Maddesinin Sulu Cozeltilerden Giderimi, 27. Ulusal Kimya
Kongresi, 23-28 Agustos 2015, Canakkale.

100



