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OZET
Doktora Tezi

REKOMBINANT MiKROORGANIZMALAR KULLANILARAK
L-DOPA VE DOPAMIN’IN ESZAMANLI BiYOSENTEZi

Veyis SELEN

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

2015, Sayfa: 215

Calismada, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Erwinia herbicola (NRRL B-
3466) gibi gram-negatif bakterilerin dogal (yabanil) suslar1 ile Vitrocella hemoglobin
(VHb'/VHDb') geni (vgb'/vgh)’nin aktarilmasi sonucu elde edilen rekombinant suslar:
(Citrobacter freundii pMKS57, Citrobacter freundii pMK79, Erwinia herbicola pUCS,
Erwinia herbicola pUCS:15) kullanilmistir. Dogal ve rekombinant suslar ile hiicre ici ve
hiicre dist L-DOPA ve Dopamin’in biyosentezi sentetik fermantasyon ortamlarinda
karsilagtirmali olarak calisilmistir. Arastirmada L-DOPA ve Dopamin iiretim miktarinin,
hem genetik miihendisli§i uygulamasi olan rekombinant DNA teknolojisi ile hem de
metabolit miihendislik uygulamalarindan olan ortam optimizasyonu ile artirilmasi
amacglanmistir. Deneyler, 250 ml’lik erlenlerde ve 1 litre hacmindeki biyoreaktorde

gerceklestirilmistir.
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Calismada, karbon kaynagi (glikoz) derisimi, organik (pepton, yeast ekstrakt, iire)
ve inorganik ((NHy)>SO4, NaNOs) azot kaynaklar1 ve derisimleri ile diger ortam bilesenleri
(NaCl ve CaCly)’nin yani sira, inokulum orani, pH, sicaklik ve ¢alkalama hizinin L-DOPA
ve Dopamin iiretimi iizerine etkisi sentetik ortamlarda kesikli sistemde incelenmistir. En
yiiksek L-DOPA ve Dopamin iiretimi Citrobacter freundii MK79 rekombinant susu
kullanilarak sirastyla hiicre dis1 663 mg L™ ve 481 mg L™, hiicre ici ise 339 mg L ve 190
mg L™ diizeylerinde optimize edilen fermantasyon ortamimda (5.0 g L™ glikoz, 15.0 g L™
pepton, 12.5 g L™ yeast extract, 2.5 g L amonyum siilfat, 1.0 g L™ kalsiyum kloriir, pHy:
7.0, Inokulum orant: % 5.0 v/v; Ortam sicakligr: 30 °C ve calkalama hizi 200 rpm) elde
edilmistir.

Kesikli olarak isletilen biyoreaktordeki fermantasyon ortaminda kiitle aktarim
parametreleri arastirilmistir. Karistirma ve hava giris hiz1 arttikga hacimsel kiitle transfer
katsayisi, kra ve oksijen tiiketim hizi, r, degerinin de arttig1 goriilmiistiir.

Kesikli olarak isletilen bioreaktor sistemde, Citrobacter freundii (NRRL B-
2643)’den L-DOPA biyosentezi kinetigi incelenmistir. Calismada literatiirde mevcut ¢esitli
kinetik modeller ile Yapay Sinir Ag1 (YSA) ile olusturulan model kiyaslanmistir. Kinetik
parametrelerin degerleri Genetik Algoritma Toolbox’1 ile optimizasyon yapilarak
belirlenmistir. Mikrobiyal biiyiime, L-DOPA {iretimi ve glikoz tiiketimine ait deneysel
sonuglar ile modellerden elde edilen sonuglar kiyaslanmis ve YSA modelinin sistemin

davranisini daha iyi tanimladigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: L-DOPA, Dopamin, Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
Citrobacter freundii pMKS57, Citrobacter freundii pMK79, Erwinia herbicola (NRRL B-
3466), Erwinia herbicola pUCS, Erwinia herbicola pUCS8:15, Rekombinant DNA
teknolojisi, Daldirmali fermantasyon, Biyoproses sartlari, Kesikli fermantasyon,

Biyoreaktor igletim parametreleri, Kinetik model, Genetik algoritma, Yapay sinir ag1.
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SUMMARY
PhD Thesis

SIMULTANEOUS BIOSYNTHESIS OF L-DOPA AND DOPAMINE USING
RECOMBINANT MICROORGANISMS

Veyis SELEN

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Science

Department of Chemical Engineering

2015, Page: 215

In the study, gram-negative bacterium as Citrobacter freundii (NRRL B-2643),
Erwinia herbicola (NRRL B-3466) and their recombinant culture include (vgh'/vgb’) gene
(Citrobacter freundii pMKS57, Citrobacter freundii pMK79, Erwinia herbicola pUCS,
Erwinia herbicola pUCS8:15) were used. The biosynthesis of extracellular and cytoplasmic
L-DOPA and Dopamine in synthetic fermentation media by wild and recombinant cultures
as comparative studied. The research focused on the improvement of L-DOPA and
Dopamine level using both of recombinant DNA technology and metabolic engineering
application. Experiments were carried out in 250 ml shake-flask as well as 1.0 L

bioreactor.
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In the study, the effect of carbon source (glucose), organic (peptone, yeast extract,
urea) and inorganic ((NH4)2SO4, NaNOs) nitrogen sources and their concentrations, and
other medium components (NaCl and CaCl,), inoculum, pH of initial media, temperature
and shaking speed on production L-DOPA and Dopamine were investigated in synthetic
media for microorganisms.

Mass transfer characteristics of fermentation broth in batch bioreactor were
investigated. Increases in both the agitation rate and the air feed rate increased volumetric
mass transfer coefficients, kpa and oxygen uptake rates, r, values.

The fermentation kinetics of L-DOPA by Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
were studied in a batch system. This study focuses on comparing different kinetic models
in literature and the use of artificial neural networks model. Various kinetic parameters
were obtained for L-DOPA fermentation optimising with Genetic Algorithm Toolbox. The
experimental results of growth, L-DOPA production and glucose consumption are
compared model results, and artificial neural networks model appeared to provide a

reasonable description.

Key Words: L-DOPA, Dopamine, Citrobacter freundii (NRRL B-2643), Citrobacter
freundii pMKS57, Citrobacter freundii pMKT79, Erwinia herbicola (NRRL B-3466),
Erwinia herbicola pUCS8, Erwinia herbicola pUCS:15, Recombinant DNA technology,
Submerged fermentation, Bioprocess conditions, Batch fermentation, Bioreactor operating

parameters, Kinetic modeling, Genetic algorithm, Artificial neural network modeling.
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Farkl yeast ekstrakt derisimlerinde Citrobacter freundii pMKT9 ile
yapilan deneylerde pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi
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Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari
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hiicre i¢i L-DOPA derisimi
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Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi

Farkli kalsiyum kloriir derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL
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Farkli kalsiyum kloriir derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79
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Farkli kalsiyum kloriir derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79
ile yapilan deneylerde pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon
stiresi ile degisimi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslar
pMKS57 ile pMK79’1n glikoz varligindaki kalsiyum kloriir etkisinin
incelendigi fermantasyon ortammdaki maksimum hiicre dis1 ve
hiicre i¢i L-DOPA derigsimi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari
pMKS57 ile pMK79’1n glikoz varligindaki kalsiyum kloriir etkisinin
incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dis1 ve
hiicre i¢i Dopamin derisimi

Farkli ortam baslangi¢c pH’larinda Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) ile yapilan deneylerde hiicre dis1 ve hiicre ici L-DOPA ve
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Farkli ekim derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile
yapilan deneylerde pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon stiresi
ile degisimi

Farkli ekim derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan
deneylerde hiicre dis1 ve hiicre i¢ci L-DOPA ve Dopamin derisiminin
inkiibasyon siiresi ile degisimi

Farkli ekim derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan
deneylerde pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile
degisimi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslar
pMKS57 ile pMK79’mn glikoz varligindaki ekim derisiminin
incelendigi fermantasyon ortamimdaki maksimum hiicre dis1 ve
hiicre i¢i L-DOPA derigsimi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslar
pMKS57 ile pMK79’mn glikoz varligindaki ekim derisiminin
incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dis1 ve
hiicre i¢i Dopamin derisimi

Farkli ortam sicakliklarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
ile yapilan deneylerde hiicre dis1 ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin
derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi

Farkli ortam sicakliklarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
ile yapilan deneylerde pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon
stiresi ile degisimi

Farkli ortam sicakliklarinda Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan
denylerde hiicre dis1 ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin
inkiibasyon siiresi ile degisimi

Farkli ortam sicakliklarinda Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan
denylerde pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile
degisimi
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pMKS57 ile pMK79’mm glikoz varligindaki sicakligm etkisinin
incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dis1 ve
hiicre i¢i L-DOPA derigsimi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari
pMKS57 ile pMK79’mm glikoz varligindaki sicakligm etkisinin
incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dis1 ve
hiicre i¢i Dopamin derisimi

Farkl calkalama hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile
yapilan denylerde hiicre dis1 ve hiicre ici L-DOPA ve Dopamin
derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi

Farkl calkalama hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile
yapilan deneylerde pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi
ile degisimi

Farkl ¢alkalama hizlarinda Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan
deneylerde hiicre dis1 ve hiicre i¢ci L-DOPA ve Dopamin derisiminin
inkiibasyon siiresi ile degisimi

Farkli ¢alkalama hizlarinda Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan
deneylerde pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile
degisimi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslar
pMKS57 ile pMK79’in glikoz varhigindaki c¢alkalama hizinin
etkisinin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre
dis1 ve hiicre i¢ci L-DOPA derisimi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslar
pMKS57 ile pMK79’in glikoz varhigindaki ¢alkalama hizinin
etkisinin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre
dis1 ve hiicre i¢i Dopamin derigimi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu, rekombinant
suslar Citrobacter freundii pMKS7 ve Citrobacter freundii
pMK79’mn L-DOPA iiretim sevilerinin optimizasyon oncesi (a) ve
optimizasyon sonrasi (b) karsilastirilmasi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu, rekombinant
suslar Citrobacter freundii pMKS7 ve Citrobacter freundii
pMK79’1in Dopamin iiretim sevilerinin optimizasyon Oncesi (a) ve
optimizasyon sonrasi (b) karsilastirilmasi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu, rekombinant
suslar Citrobacter freundii pMKS7 ve Citrobacter freundii
pMK79’in Tirozin Fenol Liyaz (TPL) aktivitesi degerlerinin
optimizasyon oOncesi (a) ve optimizasyon sonrasi (b)
karsilagtirilmasi

Kesikli olarak isletilen biyoreaktdrde farkli karigtirma hizlarinda
Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde hiicre
dis1 L-DOPA, Dopamin, biyokiitle ve glikoz derisimlerinin zamanla
degisimi

Kesikli olarak isletilen biyoreaktorde farkli karigtirma hizlarinda
Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde hiicre dis1 L-
DOPA, Dopamin, biyokiitle ve glikoz derisiminin zamanla degisimi
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Kesikli olarak isletilen biyoreaktorde farkli hava giris hizlarinda
Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde hiicre
dis1 L-DOPA, Dopamin, biyokiitle ve glikoz derisiminin zamanla
degisimi

Kesikli olarak isletilen biyoreaktorde farkli hava giris hizlarinda
Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde hiicre dis1 L-
DOPA, Dopamin, biyokiitle ve glikoz derisiminin zamanla degisimi
Genetik algoritma adimlarinin akim diagrami

Rastgele olusturulmus 6rnek bir baslangi¢ popiilasyonu

Tek noktali caprazlama

Ug noktali gaprazlama

Basit doniistimiiniin gosterimi

Degistirme doniisiimiiniin gosterimi

Ekleme doniisiimiiniin gosterimi

Karsilikli degisim doniisiimiiniin gosterimi

Yer degistirme doniisiimiiniin gosterimi

Biyolojik sinir sisteminin blok gdsterimi

Biyolojik sinir hiicresi ve bilesenleri

Egiticili 6grenme yontemi

Egiticisiz 6grenme yontemi

Takviyeli 6grenme yontemi

[leri beslemeli 3 katmanl1 Yapay Sinir Ag1 (YSA) yapist

Geri beslemeli iki katmanli Yapay Sinir Ag1 (YSA)

Yoresel geri-kiiresel ileri (YGKI) beslemeli Yapay Sinir Ag1 yapist
Bellek hiicreli yapay sinir ag1 ve bellekli bir hiicrenin yapisi
Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ic¢in spesifik
iireme hizinin baglangi¢ substrat derisimi ile degisimi

0.5 g L™ glikoz derisimindeki fermantasyon ortammda deneysel
olarak elde edilen sonuclarla Tessier modelinden elde edilen
sonuclarin zamanla degisimi

1.0 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel
olarak elde edilen sonuclarla Tessier modelinden elde edilen
sonuclarin zamanla degisimi

2.5 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel
olarak elde edilen sonucglarla Andrews-Noack modelinden elde
edilen sonuclarin zamanla degisimi

5.0 g L glikoz derisimindeki fermantasyon ortammda deneysel
olarak elde edilen sonucglarla Andrews-Noack modelinden elde
edilen sonuclarin zamanla degisimi

10.0 g L™ glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel
olarak elde edilen sonucglarla Andrews-Noack modelinden elde
edilen sonuclarin zamanla degisimi

Olusturulan Yapay Sinir Ag1 (YSA) modeli

Yapay Sinir Ag1 (YSA) nin egitimi i¢in blok diyagram

0.5 g L glikoz derisimindeki fermantasyon ortammda deneysel
olarak elde edilen sonuglarla Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden
elde edilen sonuglarin zamanla degisimi
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elde edilen sonuglarin zamanla degisimi

2.5 g L glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel
olarak elde edilen sonuglarla Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden
elde edilen sonuglarin zamanla degisimi

5.0 g L glikoz derisimindeki fermantasyon ortammda deneysel
olarak elde edilen sonuclarla Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden
elde edilen sonuglarin zamanla degisimi

10.0 g L glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel
olarak elde edilen sonuclarla Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden
elde edilen sonuglarin zamanla degisimi

1.5 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel
olarak elde edilen sonuclarla Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden
elde edilen sonuglarin zamanla degisimi

Farkl glikoz derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
ve Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde elde edilen
maksimum hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin derisimleri

Farkli pepton derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
ve Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde elde edilen
maksimum hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin derisimleri

Farkli yeast ekstrakt derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) ve Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde elde
edilen maksimum hiicre dig1 L-DOPA ve Dopamin derigsimleri
amonyum siilfat derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) ve Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde elde
edilen maksimum hiicre dig1 L-DOPA ve Dopamin derigsimleri
Farkli kalsiyum kloriir derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL
B-2643) ve Citrobacter freundii pMKT79 ile yapilan deneylerde elde
edilen maksimum hiicre dig1 L-DOPA ve Dopamin derigsimleri
Farkli baslangi¢c ortam pH’larinda Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) ve Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde elde
edilen maksimum hiicre dig1 L-DOPA ve Dopamin derisimleri
Farkli ekim derisim (oran)’lerinde Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) ve Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde elde
edilen maksimum hiicre dig1 L-DOPA ve Dopamin derigsimleri
Farkli ortam sicakliklarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
ve Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde elde edilen
maksimum hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin derisimleri

Farkl calkalama hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve
Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde elde edilen
maksimum hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin derisimleri
Biyoreaktorde farkli karistirma hizlarinda Citrobacter freundii
(NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan
deneylerde elde edilen maksimum hiicre dis1i L-DOPA ve Dopamin
derigimleri
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Sekil 8.11. Biyoreaktorde farkli hava giris hizlarinda Citrobacter freundii 188
(NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan
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1. GIRIS

Dogada milyonlarca canli tiirii bulunmasina ragmen, bu cesitlilik icinde canlilar
arasinda bir ortak yap1 ve karakter mevcuttur. Mikroorganizmalar insanlarin sahip oldugu
bircok gene sahip olmalarmin yani sira insanlarda olmayan bazi genleri de biinyelerinde
barindirmaktadir. Mikroorganizma terimi bakteri, fungus, alg ve hatta protozoalar1 da
iceren mikro boyutlardaki genis yelpazede bir¢ok canliy1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.
Bakteriler bunlar arasinda ve hatta tiim canlilar arasinda yerkiire lizerinde en yiiksek sayida
ve kiitlede bulunan mikroorganizmalardir.

Bakteriler, cogalmak i¢in yenilenebilir ucuz kaynaklar1 karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanmalari, belirli bir siirede yiiksek oranda ¢ogalma yetenekleri, nispeten basit
yapilar1 ile degisiklige ugratilabilir 6zelliklerinden dolay1 ve ucuz maliyet sagladiklari i¢in
saglik endiistrisinde kullanilan bircok ilacin dogal yollardan sentezlenmesinde
kullanilmaktadir. Giiniimiizde bakteriler tarafindan herhangi bir genetik manipiilasyona
gerek duyulmadan endiistriyel boyutlarda iiretilen bir ¢ok {iriin (amino asit, etanol,
enzimler, sitrik asit gibi daha bir ¢ok diger spesifik kimyasal ve metabolit) bulundugu gibi,
bakterilerin kendileri tarafindan yapilamayan ancak ¢esitli endiistri kollarinda ytiksek
kullanim potansiyeli olan bir ¢ok iiriin rekombinant teknikler kullanilarak bakterilerin
genetik manipiilasyonu ile basarilmaktadir. Genetik miihendisligi alaninda yakin zamanda
gelistirilen teknikler sonucunda antibiyotikler ve hormonlar gibi daha pek cok yararl
iirlinlin bakteriler tarafindan genis 6lgekte liretilmesi miimkiin kilinmistir [1]. Bakterilerin
bu yondeki kullanim potansiyelleri onlara sadece heterolog bir gen aktarilmasi ile smirh
degildir. Bakterilerde dogal olarak isleyen metabolik semaya ek olarak bazi durumlarda
bakteriler genetik olarak kismen modifiye edilir ve amaca uygun yeni bir iiretim semas1
elde edilebilir. Ozellikle bakterilerin birgok hastahgin tedavisinde kullanilan ilaglar igin
temel kaynaklar olmasi ve genetik miihendislik ¢aligmalarmin hizla gelismesi etkin ilag
{iretimi i¢in yeni ¢dziimleri beraberinde getirmistir. Ornegin, insiilin boyle bir teknoloji ile
insan insiilin geninin Escherichia coli’ye aktarilmasi ile ticari amacli olarak ftretilen
iriinlerden sadece bir tanesidir. Metabolik miihendislikte genetik miithendisligin araglari
kullanilarak (yeni gen veya regiilator DNA dizileri bakterinin genomuna aktarilarak)
organizmanin metabolit iiretim kapasitesi istenilen yonlere ayarlanabilecegi gibi, bazen

organizmada bu degisiklikler yapilmadan da organizmanin normal kosullar altinda ¢ok az



iirettigi bir metabolit icin uygun kimyasal ve fiziksel ortamlar saglanarak da o metabolitin
yiiksek miktarlarda iiretimi s6z konusu olabilmektedir.

Aerobik mikroorganizmalar i¢in oksijen hayati bir 6neme sahiptir. Oksijen,
organizmalarin enerjilerinin (ATP) biiyiik kismim1 sagladiklar1 oksidatif fosforilasyon
olaymin gerceklesmesinde kullanilmasmin yani swa bircok enzim tarafindan substrat
olarak da kullanilmaktadir. Aromatik halkaya sahip zararli bilesiklerin yikilmasindan,
reaktif oksijen tiirlerine ve hiicredeki diger bir¢ok dogal metabolik reaksiyona kadar bir¢cok
enzim oksijeni kullanarak bu bilesiklerin metabolizmasin1 gerceklestirmektedir. Bir¢ok
mikroorganizma i¢in ortamdaki oksijen dalgalanmalar1 tireme ve ¢ogalma i¢in belirleyici
rol oynamaktadir. Fermantasyon ortamindaki ¢oziinmiis oksijen derisimi belli simirlar
altina diistiigli zaman, biitiin hiicrelerin fizyolojik ve metabolik aktivitelerinde 6nemli
degisimler olurken, ¢ogu zaman hiicre biiyiimesi durmakta ve olay hiicre parcalanmasi ile
son bulmaktadir [2].

Gilinlimiizde ortalama insan Omriiniin artmasina paralel olarak ileri yaslara 6zgii
hastaliklar olan norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer ve Parkinson vb.) grubunda bir artig
gozlenmistir. Norodejeneratif hastaliklar, yalniz hastalar ve onlara bakmakla yiikiimli
yakinlarinin yasam kalitesini diisiirmekle kalmamakta, ayni zamanda aile ve iilke
ekonomisine giderek artan bir yiik olusturmaktadir. 20. yilizyil baslarinda 60 yas ve iisti
niifus toplam diinya niifusunun yiizde 4’linii olustururken, 21. yiizyilda 65 yas iistli niifusun
yiizde 17’leri bulacagi ongdriilmektedir [3]. Dolayis: ile yaslanmaya bagli hastaliklarin
erken teshis ve tedavisinin &nemi ortaya c¢ikmaktadir. ilerleyen yaslarda goriilen
norodejeneratif hastaliklarin en 6nemlileri demansin yani bunamanm en sik goriilen ve
Ozgiin bir ¢esidi olan “Alzheimer Hastalig1” ile hareketlerde yavaslama ve ellerde titreme
belirtileri gosteren “Parkinson Hastalig1”dur.

Son yillarda bu hastaliklar iizerine yapilan ¢alismalar sonunda bu tip hastaliklarin
yaslhiligin bir kaderi olmadigi, erken tami ve etkin tedaviyle en azindan hastaliklarin
ilerlemesinin durdurulup, temel hedef olan hasta ve yakinlarmmn yasam kalitesinin
arttirilabilecegi ortaya konmustur. L-DOPA’nin Parkinson Hastaligi’nda temel ilag olarak
kullanilmast ve Dopamin’in kan basmcini ve kardiyak verimini artirmak amaciyla
kullanilmasi bu bilesiklere olan ilgiyi arttirmistir.

Vitreoscilla hemoglobini (VHb) bakteriyel orijinli bir hemoglobin olup, prokaryotik
hemoglobindir. VHb geni (vgb) klonlanmis tiim heterolog (yabanci) organizmalarda bu

proteinin organizmalar lizerinde pozitif etkisi oldugu belirlenmistir. Bu pozitif etkinin



ozellikle yiiksek oksijen seviyesi gerektiren proseslerde daha etkin oldugu belirlenmistir.
VHb’nin organizma {izerindeki ve iirlin iretimindeki etkisi en acgik sekilde diisiik oksijen
derisimlerindeki ortamlarda goriilmektedir [4].

Bu calismanin amaci, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Erwinia herbicola
(NRRL B-3466) gibi gram-negatif bakterilerin dogal (yabanil) suslarma Vitrocella
hemoglobin (VHb'/VHb) geni (vgh'/vghb)’nin aktarilmasi ve bu rekombinantlari
kullanarak endiistriyel agidan 6nemli fermantatif iirlinler olan L-DOPA ve Dopamin
iretiminin arastirilmasidir. Diger bir deyimle, olusturulmus olan rekombinantlarin L-
DOPA ve Dopamin gibi iki 6nemli ndrotransmitteri degisik kiiltiir ortamlarinda tliretme
karakteristikleri, bunlarin yabanil suslarina gére karsilastirmali olarak caligilmigtir.
Calismalar orbital c¢alkalamali inkiibatordeki erlenlerde ve kesikli olarak isletilen
biyoreaktorde gergeklestirilmistir. Cesitli kiiltlir ortamlarinda yapilan deneylerde L-DOPA
ve Dopamin sentezi lizerine karbon kaynagi (glikoz) derisimi, organik (pepton, yeast
ekstrakt, tire) ve inorganik ((NH4),SO4, NaNO;) azot kaynaklar1 ve derigimleri ile diger
ortam bilesenleri (NaCl ve CaCl)’nin yam sira, ekim (Inokulum) derisimi (orani), pH,
sicaklik, calkalama hizi, karistirma hizi ve hava giris hiz1 gibi parametrelerin etkileri de
incelenmistir. Erlenlerde ve biyoreaktorde gerceklestirilen deneylerde biyoproses sartlari
optimize edilerek maksimum {riiniin elde edildigi fermantasyon ortami belirlenmistir.
Deneysel caligmalar1 takiben L-DOPA ve Dopamin sentezine iliskin veriler (mikrobiyal
biiylime hizi, substrat tiiketim hizi1 ve L-DOPA’nin biyosentez hiz1) 1s1ginda matematiksel

modelleme teknikleri kullanilarak sistemin matematiksel modelinin eldesine ¢alisilmistir.



2. FERMANTASYON

Fermantasyon, organik maddelerin enzim katalizli doniistimlerini gergeklestirmek
icin mikroorganizmalar kullanilarak belirli irtinlerin olusturulma prosesi olarak tanimlanir.
Molekiil agirliklar1 biiyiik organik maddelerin, havali ya da havasiz sartlarda, molekiil
agirhig1 daha kiiciik organik maddelere mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasidir [5].
Fermantasyon prosesleri i¢cin genel ifade asagidaki sekilde verilebilir;

Mikroorganizma + Substrat = Daha Fazla Mikroorganizma + Fermantasyon Uriinleri

Fermantasyon tirlinleri dort ana grupta toplanabilir;
1. Mikrobiyal hiicreler
2. Enzim ve polisakkarit gibi biiyiik molekiiller
3. Primer metabolitler

4. Sekonder metabolitler

2.1. Fermantasyon I¢in Uygulanan Teknik Islemler

Fermantasyon i¢in uygulanan teknik iglemler sadelestirilerek Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

Fermantasyon
Ortaminin
Hazirlanmasi

v

Sterilizasyon

A

Fermentorde Asilama Kiiltiirtiniin
Fermantasyon Hazirlanmasi

A\ 4

Ayirma
Islemleri

A

Uritinlerin
Kazanilmasi

A\ 4

Saflastirma

Sekil 2.1. Fermantasyon akis semast.



2.1.1. Fermantasyon Ortaminin Hazirlanmasi

Bu konuda dikkat edilmesi gereken en Onemli nokta mikroorganizmalarin
kullanabilecegi ucuz substratlarin se¢imidir. Mikroorganizmalarin gelismesi i¢in suyun
varligt on planda gelir. Bircok mikroorganizma gelismesi i¢in gerekli olan karbonlu
bilesikleri organik karbon kaynaklarindan karsilar ve biyosentezi de bu yoldan yapar. Azot
kaynag1 olarak organik azotlu maddeler ya da inorganik azotlu maddelerden yararlanilir.
Mikroorganizmalarin temel karbon ve azot kaynaklarmin disinda oksijen, fosfat, kiikiirt,
potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir gibi elementlere de ihtiya¢c duydugu bir gercektir
[6].

2.1.2. Fermantasyon Ortaminin Sterilizasyonu
Hazirlanan besiyeri ve kullanilan sistem yabanci mikroorganizma ihtiva
etmemelidir. Bu nedenle fermantasyon isleminde kullanilan besi yerinin, aletlerin ve eger
fermantasyonda havalandirma yapiliyorsa kullanilan havanin sterilize edilmesi zorunludur.
Besiyerinin sterilizasyonunda 1sisal (termal) yontemler kullanilir ve genellikle
“yiiksek sicaklik kisa siire” teknigi uygulanir. Besiyerinde, vitamin gibi 1siya az direngli
bilesiklerin 1sisal bozunma aktivasyon enerjilerinin bilinmesi ve sterilizasyonun
mikroorganizmalar1 6ldiirecek, ancak besiyerindeki yararl bilesikleri en az oranda bozacak
kosullarda yapilmasi yada bu tiir bilesenlerin diger sterilizasyon yontemleri kullanilarak
sterilize edilmesi gerekmektedir. Sterilizasyon i¢in uygulanan yontemler su sekilde
siralanabilir;
e Su buhari ile dogrudan sterilizasyon
e Su buhari ile basing altinda sterilizasyon
e Kuru hava ile sterilizasyon
e Kimyasal maddelerle sterilizasyon
e I[smlamayla sterilizasyon

e Filtrasyon ile sterilizasyon

2.1.3. Asillama Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Laboratuarda +4 °C’de kat1 (agarli)) veya sivi besiyerlerinde saklanan
mikroorganizmalar, erlenlerde ve laboratuar fermantoriinde iretilir ve hazirlanan asi
kiiltiirii oradan da mikrobiyal iirlin iiretiminin gergeklestigi fermantére ekimi

gerceklestirilir. As1 kiiltiiriniin cogaltilmasinda genellikle iiretim fermantoriinde kullanilan



substrat ve besi yeri secilir. Boylece fermantasyonda kullanilacak mikroorganizmalar
fermantorde kullanilacak olan substrata ve besiyerine alistirilmig olur. Ast kiiltiirtiniin

cogaltilmasida genellikle kiiltiir, kendisinin 10-100 kat1 hacmindeki besiyerine asilanir.

2.1.4. Fermantasyon

Fermantasyonda kullanilacak olan  mikroorganizmalar istenilen oranda
cogaltildiktan sonra iiretim fermantdriinde esas fermantasyona gegilir. Uretim
fermantOriine mikroorganizma asilanarak belirlenen sartlarda fermantasyon strdiiriiliir.
Laboratuvarda iiretim i¢in genellikle sicaklik ve ¢alkalama hizmnin sabit tutuldugu

calkalayicilardaki erlenlerde gerceklestirilir.

2.1.5. Fermantasyon Sivisindan Biyokiitlenin Ayrilmasi

Fermantasyon sivisinda iirlinlin yani1 sira mikroorganizmalar, besiyerini olusturan
harcanmamis substratlar, nutrientler ve yan iiriinler de bulunabilmektedir. Uriiniin
saflastirilmasimna gecilmeden Once fermantasyon sivisindan kati maddelerin ayrilmasi
gerekmektedir. Kati maddelerin fermantasyon sivilarindan ayrilma yontemleri Sekil
2.2.°de 6zetlenmektedir.

Fermantasyon endiistrisinde en ¢ok gravitasyonel ve mekanik yOntemlerden

yararlanilmaktadir. Bunlar arsinda da santrifiijleme ve filtrasyon ilk sirada yer almaktadir.

Kat1 Maddelerin Giderilmesi

|
! I }
Gravitasyonel Yiizeysel Elektriksel
| | l
l 1 l l 1 l Elektroforetik

Klasifikasyon Flokulasyon Adsorpsiyon Flotasyon  Ayirma
Santrifiijleme Iyon Degistirme
A 4
Mekanik
Filtrasyon Diyaliz

Sekil 2.2. Kati maddelerin kiiltiir karisimindan ayrilmasi [5].



Fermantasyon isleminde kimi durumlarda {iriin, hiicre i¢erisinde bulunan herhangi
bir enzim, niikleik asit yada metabolit gibi biyokimyasal maddeler veya maya ve asi
orneginde oldugu gibi mikroorganizmanin bizzat kendisi de olabilir. Uriin olarak
mikroorganizma veya mikroorganizma sivisindaki metabolitlerin kazanilmasi isteniliyorsa,
saflastirmaya yOnelik temel islemler fermantasyon sivisindan ayrilan hiicrelere uygulanir.
Eger iiriin, fermantasyon sivisinda ise, saflastirma islemi taneciklerden ayrilan bu sivi

iizerinde yapilir.

2.1.6. Uriiniin Kazanilmasi

Fermantasyon sivisinda olusan iiriinler, mikroorganizmalar tarafindan disariya
salgilanan hiicre dig1 metabolitler (enzim, organik asit vb.) ya da hiicrelerin parcalanmasi
sonucu elde edilen protein, RNA, DNA vb. tiir biyokimyasal maddeler istenilen saflik
derecesine gore cesitli saflastrma yontemleri (vakum kurutucu, diyaliz hiicresi vb.)

uygulanarak saflastirilirlar.

2.2. Mikrobiyal Proseslerde Uretimi Etkileyen Parametreler
Karbon (C) kaynagi, azot (N) kaynagi, fosfor (P) kaynagi, inorganik tuzlar,
vitaminler gibi bilesenlerin girdi oldugu ve mikroorganizmalar kullanilarak {iretilen
irlinlere “mikrobiyal triinler”, bu iriinlerin (antibiyotikler, farmasotik proteinler, amino
asitler, organik asitler, enzimler) elde edildigi ve ¢esitli ayirma iglemleri ile istenen nitelige
getirildigi proseslere de “mikrobiyal {iriin tiretim prosesleri” denir.
Mikrobiyal iirlin iiretim proseslerinde iiretimi etkileyen parametreler asagidaki
sekilde siralanabilir [7]:
1. Mikroorganizma
2. Ortam bilesimi
3. Biyoreaktor isletim tiirii
4. Biyoreaktor isletim parametreleri
a) pH ve sicaklik
b) Oksijen aktarimi
e Havalandirma hizi

e Karistirma hizi



2.2.1. Mikroorganizma Secimi

Mikrobiyal {iriin liretim proseslerinde istenilen nitelikte ve nicelikte iiriin liretmenin
birinci kosulu onu iiretebilen uygun mikroorganizmay1 se¢gmektir. Mikroorganizmalar
farkli triinler {iiretebildikleri gibi, ayni iirlinii Uretebilen farkli mikroorganizmalar da
bulunmaktadir. Giiniimiizde seleksiyon ve mutasyon gibi teknikler yaninda, genetik
miihendisligi teknikleri ile verim ve secimliligi yiiksek mikroorganizma gelistirilebildigi
gibi, metabolik miihendisligi teknikleriyle kararliligi ve aktivitesi yiiksek, istenen ortamda
ve istenen kosullarda tepkimeleri katalizleyebilen enzimlerin de gelistirilmesi arastirma
gelistirme ile artik miimkiindiir.

Baz1 mikroorganizmalar asir1 sartlarda (¢ok sicak veya ¢ok soguk, asidik veya bazik
gibi) iiretim yapabilmektedirler. Ornegin denizden izole edilen mikroorganizmalar (izole
edildikleri yerlere bagli olarak) c¢ok yiiksek basinglara dayanabilirler. Birgok
mikroorganizma icin Urettikleri spesifik kararli proteinler belirlenmis ve ozellikleri
aragtirilmustir. Istenilen kararlilikta ve istenilen Kkatalitik etkiye sahip enzimi iireten

mikroorganizmay1 bulmak i¢in bir¢ok mikrobiyal tiiriin arastirilmasi gerekir.

2.2.2. Ortam Tasarimi: Bilesenler ve Bilesimleri
Uretim potansiyeli olan mikroorganizma segimi yapildiktan sonra mikrobiyal {iriin
iretim proseslerinde istenilen ilriiniin maksimum iirlin verimi ve sec¢imliligi saglanarak
iiretilmesi i¢in uygun ortam bilesenlerinin belirlenmesi ve optimum bilesimin bulunmasi
icin fizyolojik arastirma gerekmektedir. Fermantasyon ortamimda mikroorganizmanin
cogalmasi, istenilen {iriinii sentezlemesi ve diger islevlerini gerceklestirebilmesi icin
ortamda gerekli maddeler bulunmalidir. Ortam bilesimi {iriin i¢in farkli, hiicre ¢ogalmasi
icin farkli olabilir. Bu nedenle ama¢ dogrultusunda ortam tasarimi yapilir. Hazirlanan
fermantasyon ortami, belirli bir mikroorganizmanin ¢ogalmasi, fizyolojik yasamini
siirdiirebilmesi ve istenen Uriinii Uretebilmesini saglayacak nitelikte gerekli maddeleri
icermelidir. Mikroorganizmalar i¢in gerekli bilesenler, genel olarak 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 6nemli olan fosfor,

potasyum, kiikiirt ve magnezyum gibi elementleri saglayan bilesikler



3. Iz elementler
4.Vitamin gibi metabolizmada ¢esitli gorevleri olan 6zel maddeleri saglayan

bilesikler

Mikroorganizmalar i¢in gerekli bilesikleri iceren ortamlar “tanimlanmis”, “‘yari
tanimlanmis” ve “kompleks” olmak tizere {i¢ grupta incelenebilir. Tanimlanmis ortama
“sentetik ortam” da denilebilir. Bu durumda fermantasyon ortaminda bulunan bilesenlerin
bilesimleri net olarak bilinir. Yar1 tanimlanmis ve komplex ortamlarda ise cok sayida
bilesen igcermeleri sebebiyle bu ortamlarin analizleri yapilarak tam bilesimlerinin
belirlenmesi giictiir.

Mikroorganizmalar tiirline bagli olarak da farkli bilesikler tiiketirler. Bu yiizden
mikroorganizmadan mikroorganizmaya ortam tasarimi degismektedir. Mikrobiyal iiriin
iiretim proseslerinde, mikroorganizmalar i¢in gerekli ortamlar1 olusturan ana maddeler ve

bunlarin 6zellikleri asagidaki temel gruplara ayrilmistir:

2.2.2.1. Karbon kaynaklarn

Anaerobik metabolizmada mikrobiyal iriin {iretim proseslerinde, ortamdaki
karbonun yaklasik % 10’u; aerobik metabolizmada ise % 50-55’1 hiicre yapisini
olusturmak iizere kullanilir. Genel olarak ortama katilan karbonlu bilesikler
mikroorganizmalar tarafindan ayni zamanda enerji kaynagi olarak da kullanilirlar. Karbon
kaynag1 olarak en sik kullanilan bilesikler karbonhidratlardir. Ozellikle kompleks ortami
olusturan melas, nisasta, seliilloz vb. karbonhidratlarin kullanilmasi ekonomik ac¢idan da
yararhdir. Ayrica hidrokarbonlar, alkoller, yag ve yag asitleri de karbon kaynagi olarak
kullanilabilmektedir.

Baz1 mikroorganizmalar, karbon kaynaklarini se¢imli olarak kullanabilir. Ortamda
birden fazla karbon kaynagi varsa mikroorganizma Once en az enerji harcayarak
metabolize edilecek kaynaktan baglamak {izere sirasiyla karbon kaynaklarimi kullanir.

Bir¢ok proseste karbon kaynaklar1 iirtin olusumunu hizlandirdigi halde bunlarin
fazlas1 katabolit geriletici etkisi gostererek iirlin olusumunu yavaslatabilir. Bu tiir
proseslerde ¢ogalmay1 hizlandiran karbon kaynagmin fazlasindan kagmilmali, buna ek
olarak iirlin olusum hizina olumsuz etki etmeyen ya da bu olay1 hizlandiran karbon kaynagi

ile ortamdaki karbon eksikligi giderilmelidir [5].



2.2.2.2. Azot kaynaklari

Mikrobiyal iiriin liretim proseslerinde kullanilan azot, basit inorganik kaynaklardan
(amonyak, nitrat ve amonyum tuzlar1 gibi) kompleks karisimlara (maya 0ziitii, pepton,
pamuk ¢ekirdegi unu gibi) kadar genis bir alandan saglanabilir. Cogunlukla amonyak,
amonyum siilfat ya da amonyum fosfattan yararlanilir. Baz1 mikroorganizmalar ise yalniz
organik azot kullanirlar. Saf organik azot bilesikleri olduk¢a pahalidir. Soya, kazein, misir
alt1 surubu, balik unu, maya unu, peynir alt1 suyu gibi kompleks azot kaynaklarmin
kullanim1 ise olduk¢a ekonomiktir. Azotlu maddelerin de fazlasi iiretime olumsuz yonde

etki edebilir. Azot kaynaklar1 da bazi durumlarda enerji kaynagi yerine gecebilmektedir

[7].

2.2.2.3. iz elementler

Mikroorganizmalar karbon ve azot kaynaklarmin diginda Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn
vb. elementlere de ihtiya¢ duyarlar. Fosfor, kiikiirt ve esansiyel katyonlar genellikle
inorganik tuzlardan saglanir. iz elementler bazen 6zellikle ortama eklenir, fakat siklikla su
ve diger ortam bilesenlerindeki safsizlik olarak da bulunabilmektedirler.

Eser elementlerin fazlasi mikroorganizmanm gelismesine karsi inhibitor etkisi
gosterebilir. Ayrica bazi iyonlar ortamda bulunan amino asit, protein vb. maddelerle yada
olusan triinlerle kompleks olusturarak biyoproses islemine olumsuz etki yapabilmektedir.
Inhibitdr etkisi gdsteren bu elementlerin fazlasinin ¢ikarilmasi, mikroorganizmalar i¢in

gerekli ortamin hazirlanmasinda goz oniine alinmasi gereken en 6nemli hususlardan biridir

[5].

2.2.2.4. Diger bilesikler

Baz1 durumlarda mikroorganizmalarin biiylimeleri i¢in ortamda vitamin (tiamin,
biyotin) gibi biiyliime faktoriine de ihtiyag¢ bulunabilir [5, 8]. Ortam dizayninda, indiikleyici
etkisi de goéz Oniinde bulundurulmalidir. Bazi {irlinler sadece spesifik indiiktorlerin

varliginda sentezlenirler.

2.2.3. Biyoreaktor isletim Tiirii
Mikrobiyal iirtinlerin tiretilmesinde kullanilan iki ana proses vardir. Fermantasyon

daldirmal kiiltiir teknigi veya kat1 hal fermantasyonu ile gerceklestirilir.
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2.2.3.1. Daldirmah Kiiltiir Teknigi

Daldirmali fermantasyon, sivi ortamda tamamen ¢6ziinmiis yada kati siispansiyon
halindeki niitrientleri kullanan, stispanse haldeki mikroorganizmalarin gelismesiyle olusur.
Bu yontemde mikroorganizma besiyerinin igerisinde gelistirilir. Gerekli hava substratin

ylizeyi tistiinde bulunur veya havalandirma diizeni yardimiyla substrat igerisine verilir.

En basit daldirma metodu, asilanmis sivi kiiltiirliniin ¢alkalanmasidir. Bunun i¢in
dairesel veya yatay hareketler yapan calkalayicilara yerlestirilen erlenler, istenilen hiz, siire
ve sicaklikta calkalanir. Daha biiyilk hacimde c¢alismalar i¢cin daldirma biyoreaktdrleri
kullanilir. Daldirmali fermantasyon i¢in bir cok bioreaktdr sistemi vardir.

1) Mekanik karistirmali sistemler

2) Konveksiyon akimli sistemler

3) Kabarcik kolon sistemler

4) Pnomatik ¢alisan sistemler

Mevcut sistemlerin cesitliligine ragmen pratikte agwhkli olarak 1. tirden
karistirmali reaktorler kullanilir.

Bu yontemde uygun biiyiikliikteki karistrmali bir tanka gerekli bilesimde
hazirlanan hammaddeler beslenir. Istenilen pH’ya ayarlanan besleme siirekli Yiiksek
Sicaklik Kisa Siire (High Temperature Short Time-HTST) sterilizasyon birimi yardimiyla
daha onceden buharla sterilize edilmis fermentdr kaplarina pompalanir. Gerekirse, kopiik
kirict maddeler, viskozite ve ¢ziinebilirligini ayarlayan bazi maddeler steril ortama ayrica
ilave edilir [9]. Diger koldan mikroorganizma, fermantore gelmeden once birkag asi
hazirlama safhasindan gecer. Kullanilan tanklar fermantasyon ortaminin korozif
ozelliklerine uygun bir paslanmaz celikten genis bir basing araliginda (tipik olarak
vakumdan 20 kPa basincina kadar) calisacak sekilde dizayn edilir. Proseste, aerobik
mikroorganizmalar kullanilirsa, fermantasyon ortamma steril hava verilmesi gerekir.
Ayrica oksijenin gaz fazdan sivi faza transferi icin ortamin karistirilmasi gerekmektedir.
Verilen hava igerisindeki mikrobiyal hiicrelerin uzaklastirilmasinda endiistride kullanilan
temel iki prosesten birincisi, hidrofobik silikon esasli membran filtreler kullanarak yapilir,
digeri ise 1styla On sterilize edilebilen lifli maddeleri i¢eren derin filtreler kullanilarak
yapilir [8]. Sterilize edilen hava fermantasyon ortamina tek veya cok girigli dagitic1 bir
sistem yardimiyla verilir. Karistirma ise dikey olarak donen bir saft izerine bindirilmis ¢ok

bicakli disk tiirbinlerle yapilir.
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Aerobik mikrobiyal biliylime ekzotermik bir prosestir ve 1s1 tiretir. Havalandirma ve
karigtrma prosesleriyle 1s1 dagilimina ilave olarak fermantasyon sicakligini 30-35 °C’de
tutmak icin ortamdan 1s1 uzaklastirilmalidir. Bakteriyel fermantasyonda daha fazla
metabolik 1s1 liretilmektedir ve bu bazi durumlarda diger organizmalar i¢in olan degerin iki
kat1 olabilir. Biiylimenin ve metabolit iiretiminin kontrol altinda tutularak siirekli bir iiriin
eldesi icin ¢esitli parametreler hem as1 gelistirme hem de fermantasyon ile iirlin {iretim
asamasinda dikkatlice incelenmelidir. Fermantasyon ortaminin sicakligmi, sogutma
suyunun sicakligmi, sivi hacmini, karistirict hizini, giiclinii veya torkunu, hava ve sivi
besleme hizini kiiltiir ortamindaki kopiik varligi gibi fiziksel parametreleri izlemek i¢in
cesitli cihazlar kullanilir.

Fermantasyon kesikli, yar1 kesikli ve siirekli kiiltivasyon metotlarindan biriyle
yapilabilir. Kesikli kiiltiir fermantasyonda baslangigta gerekli olan tiim bilesenler
(niitrientler ve hiicreler) fermantore ilave edilir. Kiltliir ortaminda biiylime ilerledikge
niitrientler harcanir mikrobiyal kiitle artar. Bir kesikli fermantasyon icin gerekli zaman,
saglanacak ¢alisma kosullarina gore birka¢ saatten birka¢ haftaya kadar degisebilir. Bu
siire sonunda fermantasyon ortamu bilesenleri gesitli ayirma yontemleri ile ayrilir. Uriin
kazanimi amaciyla alt akim islemleri (santrifiijleme, filtrasyon, diyaliz hiicresi, vakum
altinda buharlastirma vb.) uygulanir.

Kesikli fermantasyon, biyoteknolojik tiriinlerin iiretiminde tercih edilen bir metot
olarak yaygm bir sekilde kullanilir. Bununla birlikte substrat tarafindan katabolit represyon
meydana geldigi zaman sinirli karbon kosullarinda ¢alisabilmek i¢in alternatif olarak yar1
kesikli fermantasyon kullanilabilir. Bu tiir proseslerin esas 6zeligi, maksimum iiretim
periyodunu uzatmak icin ilave niitrientlerin fermantasyon ortamina beslenmesidir. Yar1
kesikli sistemlerde, yiiksek substrat derisimli kesikli fermantasyona gore biyokiitle tiretimi
azalmaktadir ve boylece kiitle ve oksijen transfer mekanizmalar1 kolaylagsmaktadir.

Alternatif bir isletme sekli siirekli kiiltivasyondur. Burada siirekli olarak kiiltiire
steril taze niitrient beslenirken ayn1 zamanda ortamdan esit hacimde karisim fermantorden
cekilir. Fermantorii terk eden biyokiitle ile hiicre biiyiimesi dengededir. Kemostat olarak
adlandirilan stirekli kiiltiir sisteminin en yaygm kullanilan tipi, ortam beslenmesini i¢eren
bilesenlerden biri hari¢ tiim niitrientleri asir1 olacak sekilde besleme tasarlanir. Bu kosullar
altinda kararli halde kiiltiiriin spesifik biliylime hizi, seyrelme orami olarak adlandirilan
besleme hacminin kiiltiir hacmine orani yardimi ile belirlenir. Kiiltiiriin biyokiitle derisimi

besleme ortamindaki sinirlayict komponentin derisimi tarafindan belirlenir. Stirekli kiiltiir,
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klasik kesikli fermantasyon kiiltiiriinden daha yiiksek verimlilik ve spesifik nutrientin
siirlandirilmasiyla represyon mekanizmalarmin etkilerini hafifletebilmesine ragmen, ticari
iiretim proseslerinde olduk¢a sinirli olarak kullanilmaktadir. Bunun sebebini dort baglik
altinda inceleyebiliriz.

a) Siirekli proseslerin uzun siirelerinden dolayr yabanci mikroorganizmalarin
olugmastyla fermantasyon ortaminin kontaminasyonu muhtemeldir. Kontaminasyon
riski siirekli fermantdrlerde karsilasilan en biiyiik sorundur. Oyle ki kontaminant
mikroorganizma tiim fermantore hakim olabilir. Ticari 6neme sahip ¢ogu iiriin
(6zellikle sekonder metabolitler) mikroorganizma iiremesi durduktan sonra yani
duragan evrede elde edilir. Biiyiime {iriin iiretimini baskilar ve bu sartlar altinda
sekonder metabolit liretimi i¢in ideal sistemler kesikli olarak isletilen fermantasyon
sistemleridir. Sekonder metabolitlerin iiretiminde iiriin hiz1 (productivity) kesikli
olarak isletilen sistemlerde siirekli olarak isletilen sistemlere gore daha yiiksektir.

b) Kesikli olarak isletilen fermantasyon sistemlerinin diger bir avantaji ise
mikroorganizmalarin genetik stabilitesidir. Cok uzun caligma saatlerinde 6zellikle
yirmi besinci jenerasyondan sonra rekombinant mikroorganizmalarin yapisal
kararliliklar1 bozulmaktadir.

¢) Kesikli olarak isetilen fermantorler degisik amaclar kapsaminda degisik zaman
dilimlerinde kullanilabilirler.

d) Ticari metabolitlerin tiretim proseslerinde yaygmn olarak kullanilan kompleks
ortamlarda, biiyiimeyi smirlayan nutrientlerin  miktarlarmin = kesin  olarak

belirlenmesindeki giigliiklerdir.
2.2.3.2. Yiizey Kiiltiir Teknigi (Kati Hal Fermantasyonu)

Bu yontemde mikroorganizma sivi, yari kat1 veya kati substratin yiizeyinde gelisir.
Bu swrada genellikle besiyeri Tlizerinde, mikroorganizma hiicreleri ve bunlarin
metabolitlerinden ibaret bir tabaka ya da misel ortiisii olugsmaktadir. Mikroorganizmalar
besiyerinin ilizerindeki bu zar iizerinde gelisirler. Metabolizma {iriinii hiicre i¢inde kalir,
ortama salgilanir ya da her iki halde de bulunur. Besi ortami sivi, kati veya yar1 kati
karakterde olabilir. Bu yontemde genis ve yayvan bi¢ciminde c¢esitli tiir kaplar kullanilir.

Yiizey biiyiidiikce ylizeydeki misel Ortiisiiniin havalandirilmasi o kadar kolay olur.
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Kat1 hal fermantasyonu (KHF), diisiik nem seviyesi veya su aktivitesinde kati
substratlarin fermantasyonudur. Tipik bir daldirma fermantasyonunun su igerigi % 95’den
fazladir. KHF’nda su igerigi % 40 ile % 80 arasinda degisir.

Kat1 hal fermantasyonu, biyokimya ve mikrobiyoloji prensipleri tam olarak
anlasilmadan yiizyillarca {iriin eldesi i¢in kullanilmistir. Kat1 hal fermantasyonuyla {iretim
“koj1” prosesine dayanir. Japonlarin geleneksel koji prosesi, 25-30 °C’ de havalandirmali
bir ortamda tabakalarca istiflenmis sepetlerde yiiksek nemlilikte asilanmis substratin
fermantasyonuyla meydana gelmektedir. Substrat olarak genellikle piring, bugday veya
soya fasulyesi gibi nemli maddeler kullanilirdi. Bu substratlar tizerinde Aspergillus oryzae
gibi flamentli mantarlarin gelismesiyle enzim karisimi Tdretilir ve besinlerin tadi
degistirilirdi. Bu tiir endiistriyel proseslerin kontrolii ¢ok giictiir. Bu proseslerde hedeflenen
modifikasyonlar sicaklik, pH ve nemlilik gibi c¢evresel kosullarin kontroliinii
kolaylastirmak ve bu kontrolleri fermantasyon yiginin tiimiinii etkileyecek sekilde
gelistirmektir. Yakin zamanda yem olarak kullanilan tarimsal yan friinlerde protein
zenginlestirmede, enzim, organik asit ve diger metabolitlerin tliretiminde kullanimi
yayginlagmustir [6, 10-11].

Endiistriyel kat1 hal fermantasyonunun pek c¢ogu aerobik ortamda
gerceklestirildiginden fermantasyon sartlar1 oksijen transferinin ve CO,’yi ortamdan
uzaklastiracak sekilde ayarlanmalidir. Ayrica substrat olarak kullanilan partikiillerin
biiytikligli de kati hal fermantasyonunda oldukg¢a onemlidir. Ciinkii 1yi bir gaz ve 1s1
transferi icin partikiiller arasindaki boslugun optimize edilmesi gerekir. Isinin
uzaklastirilmasi, sistemin hava akis hizinin arttirilmasiyla nispeten kolaylastirilabilir.

Kat1 hal fermantasyonunun avantajlar1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

a) Daha diisiik maliyet; kullanilan substratlar genellikle kolay elde edilebilir ve
ekonomik olan bugday kepegi, tahil tanesi, baklagiller v.b. maddelerdir.

b) Daha basit bir teknik ve daha az enerjiye ihtiya¢ vardir. Kullanilan ekipmanlar
diisiik gii¢c harcamaktadir.

¢) Diisiik nemli ortamlarda c¢alisildigi i¢in kontaminasyona sebep olacak bakteri
tiirlerinin tiremesi inhibe edilmis olur.

d) Sistemi terkeden atik suyun daha az olmasidir.

e) Kopiik olusumunun olmamasidir.

f) Daha fazla prodaktivite olmasidir.

Bu avantajlarinin yaninda bazi dezavantajlar1 da vardir. Bunlar1 da sdyle siralanabilir.
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a) Diislik nem konsantrasyonunda gelisebilen mikroorganizmalar ile sinirli olmasa.

b) Proses parametrelerinin 6lglimii kiiltiirin homojen olmamasindan dolay1 giictiir.
(Sicaklik, oksijen transferi, pH gibi parametrelerin kontrolii zordur.)

¢) Biyokiitle miktarmin kolaylikla dl¢iilememesi.

d) Substrat i¢in nem oranmnin tam olarak kontrol edilememesi.

2.2.4. Biyoreaktor isletim Parametreleri
Isletim sistemine bakilmaksizin (kesikli, yar1 kesikli yada siirekli) havalandirma hizi,
karistirma hizi, ¢6ziinmiis oksijen, pH ve kiiltiir sicaklig1 fermantasyonu etkileyebilen

faktorlerdir.

2.2.4.1. pH

Her mikroorganizmanm 06zgiin bir i¢ pH degeri vardir ve hiicreler yasamlari
siiresince bu pH degerini sabit tutmaya calisirlar. Ortamdaki hidrojen iyonu derisimi
hiicrenin metabolik faaliyetlerine bagli olarak degisir ve hiicre disindaki degisimlere
ragmen hiicre, i¢ pH degerini sabit tutar. Ortam pH’sina bagli olarak hiicre i¢i tepkimeler
ve hizlar1 degistiginden, mikrobiyal iirlinlerin iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar,
cogalma ve istenen Uriiniin tiretimi i¢in farkli optimum pH degerine yada araligina sahip
olabilirler. Ayrica mikrobiyal {iriin iiretim stiresince pH, kullanilan karbon kaynaklarinin
farkli iirtinlere doniismesiyle degisme egilimindedir. Karbonhidratlar, 6rnegin glikoz
kullanildiginda, hiicre i¢1 tepkimelerle olusan organik ve amino asitlerin ortama
salgilanmasiyla birlikte ortam pH’sinda oOnce diisme, ortama salgilanan metabolitlerin
tekrar hiicreye transferi ve kullanimiyla da sonra artig gozlenir. Sonug olarak fermantasyon
siirecinde verim ve se¢imlilik a¢isindan dis ortamin pH’smi belli degerde ya da aralikta

tutmak gerekebilir [5].

2.2.4.2. Sicakhk

Mikroorganizmalar genel olarak {ic gruba ayrilabilirler. 20 °C veya daha diisiik
sicakliklarda optimum biiylime gosteren psikrofiller, 35 °C civarinda optimum gdsteren
mezofiller, bliylime sicakligi 50 °C’den fazla olan termofillerdir. Her bir smif icinde
optimum degere dogru sicaklik artarken spesifik biiylime hizi Arhenius esitligindeki

(uer'E/RT) gibidir (Sekil 2.3.). Ancak optimum degerin Otesinde sicakligin daha fazla
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artmasima ragmen biiyiime hizli bir sekilde azalmaktadir. Biiylime zamanlarini minimize
etmek icin kiiltiir sicakligi miimkiin oldugunca optimum sicakliga yakin olmalidir.
Fermantasyon ortam sicakligi, mikroorganizma ¢ogalma hizini oldugu gibi karbon
ve enerji kaynaklarinin kullanim hizin1 ve iirin olusum verimliliginde de etkilidir. Her
mikrobiyal {irlin tiretim prosesi i¢in mikroorganizmanin ¢gogalmasinin ve iiriin olusumunun

maksimum oldugu bir sicaklik veya sicaklik araligi vardir.

/

Spesifik tireme hiz1 (n)

v

Sicaklik

Sekil 2.3. Sicakligin fonksiyonu olarak spesifik biiyiime hizi [8].
2.2.4.3. Oksijen aktarimm

Aerobik proseslerde mikrobiyal hiicreler solunum, ¢ogalma, substrat tiikketimi ve
iirlin sentezi gibi metabolik faaliyetlerini siirdiirebilmek i¢in gerekli olan temel girdilerden
biri oksijendir. Bu nedenle mikrobiyal {iriin {iretim ortamindaki ¢oziinmiis oksijen derigimi
ve oksijenin aktarim hizi dnemlidir. Oksijen aktarimi, iirlin verimi ve se¢imliligini etkiler.
Bir mikrobiyal {irlin {retim prosesinde oksijen gereksinimi ve aktarim hizi,
mikroorganizma tiirii, fermantasyon ortammin fiziksel 6zelligi, biyoreaktdr ve karistirict
konfigiirasyonuyla ilgilidir. Karistirmali biyoreaktorlerde oksijen/hava giris hizi ve
karistirma hizi 6nemli isletim parametrelerindendir.

(Cozlinmiis oksijenin metabolizmaya yeterli hizda aktarilip aktarimadiginin
bilinmesi, hacimsel oksijen aktarim katsayisi (kpa)’nin belirlenmesi ile miimkiindiir. k;a,
mikroorganizma tiirline, fermantasyon ortammin Ozelliklerine (viskozite, sicaklik vb.),
biyoreaktoriin ve karistiricinin boyutlarina, karistirma ve havalandirma hizlarina baghdir
[12]. kra’ nin belirlenmesi i¢in c¢esitli deneysel Ol¢iim yOntemleri gelistirilmistir [13].

Bunlardan en yaygin olarak kullanilan1 dinamik yontemdir. Kolay uygulanabilir olmas1 ve
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gaz icerisindeki bilesenlerin analizine ihtiyag duyulmamasi yontemin avantajlari
arasindadir [14]. Yontem biyoreaktore gonderilen havanin kisa stireli olarak kesilmesi ve
bir oksijen elektrodu ile ¢oziinmiis oksijen derisiminde azalmanin, havanin tekrar sisteme
verilmesi ile de artigmin incelenmesi prensibine dayanir [15].

Yatiskin olmayan kosulda kiitle korunum denklemi ¢6ziinmiis oksijen derisimi
cinsinden yazilacak olursa denklem (2.1) elde edilir.
dC,

dt

k a(C,-C )+r,'C = (2.1)
Zamanla ¢Ozlinmiis oksijen derisimi degisimi Sekil 2.4.°deki gibi karakterize
edilmektedir. ty anina hava kesilir ve t; aninda hava yeniden verilmektedir. ty anindan t;

anina kadar zamanla ¢6ziinmiis oksijen derisimindeki azalma gozlenir. Burada oksijen
aktarimi gergeklesmediginden k, a(C, "-C,) terimi sifira esittir ve denklem 2.1 denklem

2.2’ye indirgenir.

dé, _. 2.2
i © (2.2)
r,=1,'C, (2.3)

Hava kesilir

__________________

Hava verilir

to t

Zaman

Sekil 2.4. Coziinmiis oksijen derigsiminin kalma siiresi ile degisimi.

Denklem (2.2.)’den oksijen tiiketim hiz1 7, bulunabilir. t; aninda hava gonderilmesi

ile ¢ozlinmiis oksijen derisiminin zamanla artis1 gézlenmektedir (Sekil 2.4.). Bu durumda
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denklem (2.1) gegerlidir. Denklem (2.1) ve (2.2)’den yararlanilarak K% I, ] ;Co} grafigi

elde edilir (Sekil 2.5.). Bu grafigin egiminden ki a hesaplanir.

[dco J
-
da °

Sekil 2.5. S1v1 faz hacimsel kiitle aktarim katsayist (kya (s™)) nin belirlenmesi.

18



3. L-DOPA ve DOPAMIN

3.1. L-DOPA (Levodopa)

L-DOPA (3,4-dihidroksi-L-fenilalanin) ve Dopamin, norepinefrin ve epinefrin gibi
katekolaminlerin sentezinde yer alan 6nemli bir ara iiriindiir. L-DOPA’nin kimyasal yapis1
ve ili¢ boyutlu goriintlisii Sekil 3.1.’de gosterilmistir. L-DOPA, viicutta tirozinin tirozin
hidroksilaz (TH) enzimi tarafindan hidroksillenmesi ile dogal olarak sentezlenmektedir

[16].

C

Sekil 3.1. L-DOPA’nin molekiil ve ii¢ boyutlu yapisi.

Ik olarak 1913 yilinda L-DOPA bakla (Vicia faba) tohumlarindan izole edildiginde
biyolojik olarak inaktif bir karaktere sahip oldugu ileri siiriilmiistiir. Ancak 1927 ve 1930
yillarinda yapilan ¢alismalar ile L-DOPA’nin glikoz metabolizmas1 ve arteriyal
(atardamar) kan basinci tizerine 6nemli etkilerinin oldugu kanitlanmistir [17].

1938’de L-DOPA dekarboksilaz (DDC) enziminin kesfedilmesi ile L-DOPA’ya
olan ilgi yeniden artmustir. L-DOPA dekarboksilaz insan ve hayvan viicudunda L-
DOPA’nin enzimatik olarak Dopamine doniisiimiinii katalizlemektedir [18]. 1950’li

yillarda Arvid Carlsson, Parkinson hastaligina benzer semptomlar gosteren farelerde ilag
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olarak L-DOPA’y1 kullanmig, bu semptomlarin azaldigmi saptamis ve bu bulusu ile benzer
konularda arastirmalar1 olan Paul Greengard ve Eric Kandel ile birlikte sinir sisteminde
sinyal iletimi konusundaki kesif i¢cin 2000 Nobel Tip Odiiliinii almaya hak kazanmistir
[17]. 1968’de William Knowless rodyum ile kiral fosfinler kullanarak asimetrik
hidrojenasyonla L-DOPA sentezini ger¢eklestirmistir. Bu calisma ise 2001 yilinda Nobel
Kimya Odiilii’ne layik goriilmiistiir [19]. Dopaminden farkli olarak, L-DOPA’daki kirallik
onun sec¢ici olarak kan-beyin bariyerini gegerek beyne ge¢mesini miimkiin oldugu ve
beyinde Dopamine metabolize olarak etki ettigi diisiiniilmektedir. Bu yilizden L-DOPA
gliniimiizde 1700 kisiden birinin yakalandigi 6nemli bir ndrodejenaratif hastalik olan
Parkinson hastaliginin tedavisinde 1961 yilindan bu yana en etkili ila¢ olarak
kullanilmaktadir [20]. Diinyada basta Parkinson hastaligi olmak iizere ¢esitli
norodejenaratif hastaliklarin tedavisinde yillik gereksinim duyulan L-DOPA miktarinin

yaklasik 250 ton seviyelerinde oldugu tahmin edilmektedir [21].

3.2. Dopamin
Dopamin (3,4 dihidroksifeniletilamin), norepinefrin ve epinefrinin onciil maddesi
olmasinin yaninda, norotransmitter 6zelligi tagiyan 6nemli farmakolojik etkilere sahip basit

yapili bir katekolamindir [22]. Dopamin’in kimyasal yapis1 ve ii¢ boyutlu goriintiisii Sekil

HDD/\/NHE
HO

3.2.°de gosterilmistir.

Sekil 3.2. Dopamin’in molekiil ve ii¢ boyutlu yapisi.



Norotransmitterler, beyinde iki ndron arasinda veya ndron ile hiicre arasinda
elektriksel sinyallerin iletimini saglayan kimyasallardir. Sinyal iletiminde gorev yapan
onemli bir nérotransmitter olan Dopamin, beyinde néron hiicreleri tarafindan L-DOPA’dan
sentezlenmektedir [23]. Dopamin genellikle ndral olanlar basta olmak iizere c¢esitli
hastaliklardaki tedavi edici (terapotik) etkisi ile bilinmektedir. Dopaminin bu tiir
hastaliklardaki terapdtik fonksiyonu onun kardiyak verimi ve kan basmcini artirmadaki
ozelliginden kaynaklanir [24]. Dopaminin beyindeki diger 6nemli rollerinden ii¢ tanesi de
hareket, alg1 ve motivasyondaki roliidiir. Dopamin, fiziki hareketlerimizin kontrol edilmesi
bakimmdan 6nemli olup eksikligi Parkinson hastaligina yol acar. Frontal loblarda
Dopamin beyinin diger alanlarindan bilgi akisini kontrol eder. Beynin bu bdlgesinde
Dopamin seviyesinde meydana gelecek bir bozukluk, algilama dikkat ve problem ¢dzme
yeteneklerinde azalmaya neden olur. Ayrica, retinadaki sinapslarda bulunan Dopamin
kirmizi-yesil renklerin ayirt edilmesinde rol oynamaktadir. Dopamin ayn1 zamanda zevk ve
motivasyonla da iligkili bir kimyasaldir. Dopamin diger iki katekolamin (epinefrin ve
norepinefrin) gibi akut ve strese adaptasyonda yardimci hormonlarla birlikte 6nemli rol

oynamaktadir [25].

3.3. Parkinson Hastahgi

Parkinson hastaligi adini hastaligir 1817°de ilk defa titremeli fel¢ olarak tarifleyen
Ingiliz Doktor James Parkinson’dan almistir. Parkinson hastalig1 beyinin substantia nigra
denilen kismindaki sinir hiicrelerinin 6lmesi veya hasar gormesi ile ortaya ¢ikar [19]. Bu
hiicrelerin yaklasik olarak %801 hasar gdriirse bu hastaligin semptomlarinin ortaya ¢iktigi
belirlenmistir. Hastaligin semptomlar1 titreme, kaslarda olusan sertlik, hareketlerdeki
yavaslama ve denge bozuklugudur. Diger semptomlar ise sikigik ve okunaksiz yazi yazma,
sert veya sinirli bir yiiz ifadesi, ayaklarmi siirtiyerek yiliriime, boguk bir sesle konusma ve
depresyondur. Sosyal, etnik, ekonomik ya da cografik sinirlar tanimayan bu hastaligin
kadin ve erkekteki oran1 hemen hemen aynidir [26].

Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in eksilen ya da dogal yollardan fiiretilemeyen
Dopamini yerine koymak veya Dopamin benzeri etki gosteren ilaglar (pramipexole,
ropinirole, pergolide, bromocriptine) gelistirmek icin yapilan calismalar 6nemli Slglide
artmustir. Ancak bu hastaligin tedavisinde kullanilan en yaygin uygulama, L-DOPA haplar1
kullanarak Dopamin eksikligini gidermeye dayali olamidir. L-DOPA’nin kan beyin
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bariyerine ulagsmadan kanda ve diger dokularda Dopamine dekarboksilasyonu bu maddenin
terapotik etki derecesini 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Bu nedenle L-DOPA uygulamasinin
onun Dopamin’e dekarboksilasyonunu 6nleyecek inhibitorlerle (cardidopa ve benserazide
gibi  L-DOPA dekarboksilaz (DDC) enzimi inhibitorleri) birlikte yapilmasini
gerekmektedir. Dopamin kan-beyin bariyerini gecemediginden direkt olarak Parkinson
hastalig1 tedavisinde kullanilmaz. Bu nedenle, Dopamin 6nciilii olan L-DOPA kullanilarak
bu bariyer asilir ve ndronlara alinan L-DOPA burada DDC enziminin katalizledigi bir
reaksiyonla Parkinson hastaliginin esas tedavi edici kimyasali olan Dopamin’e
doniistiiriilmektedir. Bunun yam sira, Dopamin’in direkt olarak kullanim alanlar1 da
bulunmaktadir. Ornegin, kardiyak verimi ve kan basmcimi artirmak icin sok halindeki

hastalarda bu madde inotropik ilag olarak verilmektedir [27].

3.4. L-DOPA ve Dopaminin Bakteriyel Sentezi

Terap6tik agidan olduk¢a 6dnemli olan L-DOPA ve Dopamin’in bakteriyel sentezi
iki asamada gerceklesmektedir. Birinci asamada tirozin, katekol gibi substratlardan L-
DOPA sentezlenirken, ikinci asamada ise L-DOPA’dan Dopamin sentezlenmektedir.

Birinci basamaginda ¢esitli substratlardan L-DOPA olusumunu katalizleyen tirozin
fenol liyaz (TPL, EC 4.1.99.2) ve ikinci basamagi olan L-DOPA’dan Dopamin olusumunu
katalizleyen dopa dekarboksilaz (DDC, EC 4.1.1.28) enzimleri farkli bakterilerde
calisildig1 rapor edilmistir. Yapilan caligmalarda L-DOPA sentezi i¢in bir bakteriye ihtiyag
duyulurken, L-DOPA’dan Dopamin sentezi i¢in baska bir bakteriye gereksinim
duyulmustur. Arastrmacilar bu iki asamay1 es zamanli olarak baslatarak ardi ardina
tepkimeleri gergeklestirdiklerinde {retkenligin, asamalar ayr1 ayr1 yapildigindaki
iiretkenlikten daha diisiik oldugunu gozlemlemislerdir [28-29].

L-DOPA ve Dopamin’in diger bir olusum mekanizmasi ise pentoz fosfat yolunun
tirozin amino asiti ile baslayan metabolik siirecinde goriilmektedir. 7irozin hidroksilaz
(TH) enzimi tirozinin aromatik halkasina hidroksil grubu (OH") ekleyerek katekolaminin
ilk basamagi olan L-DOPA sentezini baslatmakta ve L-DOPA aromatik L-amino asit

dekarboksilaz enziminin dekarboksilasyonu ile Dopamin’e doniismektedir [30].
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3.4.1. L-DOPA Sentezi
Bakteriyel bir enzim olan tirozin fenol liyaz (TPL, EC 4.1.99.2) aracilig1 ile L-
tirozin L-DOPA’ya doniistiiriilir. TPL enzimi normalde L-tirozinden fenol, amonyak ve

piriivat olusumunu katalizlemektedir (Sekil 3.3.) [31].

CHi-GH~COOK

NH, 1L, CH;C—COOH + NH, 4
||
HO 0 HO

—

Sekil 3.3. L-tirozinin TPL enzimi ile piriivat, amonyak ve fenole doniistiiriilmesi.

Ortama katekol ilavesi yapildiginda fenol ile katekol yer degistirerek TPL enzimi
aracilig1 ile katekol, amonyak ve piriivattan L-DOPA olusumunu saglamaktadir (Sekil

3.4.).

HO H CHy~CH-COOK
TPL

+OHG-CO0H e W HHO
HO 0 H

Sekil 3.4. Katekol ilavesi ve TPL enzimi ile L-DOPA’nin yapimi.

Dopamin ise tek bir enzimatik basmakta (L-DOPA dekarboksilaz enzimi yardimi

ile) L-DOPA’dan sentezlenmektedir (Sekil 3.5).

_CH—COOH —(H.~
NH, tHO =

H HO

+00,

Sekil 3.5. L-DOPA’dan Dopamin olusumu.
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3.4.2. Tirozin Fenol Liyaz Enzimi (TPL)

L-DOPA titreme, sertlik, konusma yavashgi ve sonunda akil hastaligina neden olan
dejeneratif bir beyin hastaligi olarak da bilinen Parkinson hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadir [32]. Her yil yaklasik 250 ton L-DOPA elde edildigi ve bunun yaklasik
olarak yarisinin tirozin fenol liyazin Xkatalizledigi enzimatik metotla olusturuldugu
bildirilmektedir [33].

[-tirozinaz olarak bilinen ve tirozin ile indiiklenen tirozin fenol liyaz (TPL, EC
4.1.99.2) enzimi tersinir olarak o,B-yikim, B-degisim ve rasemik gibi multi fonksiyonel
reaksiyonlar1 katalizleyen bir enzimdir [34-35]. L-aminoasitler ile a,pB-eliminasyon, B-
degisim fonksiyonu ile girdigi reaksiyonda amino asitlerin p-karbonlarmnin bagl
bulundugu —OH, -SH, fenol gibi fonksiyonel grublarin sabit kalmasmi saglamaktadir [32,
36]. Ayrica TPL enzimi aromatik bir amino asit olan tirozini a,p-eliminasyonu ile piriivat,
amonyak ve fenol olusturmak icin katalizlemektedir. Bunu gergeklestirebilmek icin
piridoksal fosfata ihtiya¢ duymaktadir. Boylece bakterilere karbon ve azot kaynagi olarak
L-tirozinden faydalanma olanag1 saglamaktadir. Bu reaksiyon tersinirdir ve katekol fenol
ile yer degistirdigi zaman L-DOPA {iretilmektedir [21, 37-38].

Mikroorganizmalar arasinda L-tirozini, fenol, piriivat ve amonyaga doniistiiren ve
TPL tarafindan katalizlenen reaksiyon Enterobacteriaceae familyasmna ait bir 6zelliktir
[39]. Bununla birlikte, Symbiobacterium tiirlerinde de bu gesit bir reaksiyona rastlanildigi
belirtilmistir. Symbiobacterium sp. SC—1 bakterisinden izole edilen TPL enziminin yiiksek
derisimlerde toksik etki gosteren katekoliin varliginda kararli kaldigi belirlenmistir. Bu
nedenle bu enzimin katekol, pirlivat ve amonyaktan L-DOPA olusumu i¢in avantaj
saglayacagi bildirilmistir [29, 40-41].

TPL enzimi L-tirozin ile indiiklenirken, katobolit baskilanmaya maruz kalmis
hiicrelerde inhibe olmaktadir [42]. TPL, aminotransferaz ailesine ait PLP-bagimli bir
enzim (B6 enzimi) olup L-tirozinin B-eliminasyon reaksiyonunu katalizlemektedir.
Monovalent katyonlarm (NH;', K", Rb’, Cs’) olmadig1 ortamlarda enzim aktivitesi
goriilmezken, Na' katyonu enzimi inhibe etmektedir. Bircok PLP-bagimli enzim normal
reaksiyonun yaninda yan grup transaminasyon reaksiyonlar1 da gergeklestirmektedirler.
Yani, bu enzimler bir substrattaki amino grubunu ko-enzime baglayarak piroksidamin
fosfat ve bir keto asit olusumunu saglamaktadirlar [43]. TPL enzimi, dort ayni1 alt iiniteden
meydana gelmis olup (homotetramer), alt tinitelerin her birinin molekiiler kiitlesi yaklasik

50 kDa’dur. Her alt liniteye transaminasyon reaksiyonunda gorev yapan bir ko-enzim olan
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1 adet piridoksal 5°- fosfat (PLP) bagli bulunmaktadir. Diger PLP bagimli enzimlerin
tersine TPL aktivitesi pH 6.0 ve 9.0 arasinda 6nemli bir degisiklik gostermemektedir [44].

3.4.3. Tirozinaz Enzimi

Tirozinaz (monofenol monooksijenaz, EC 1.14.18.1) hem tirozinin L-DOPA’ya
hidroksilasyonunu hem de L-DOPA’nmn dopakinona oksidasyonunu katalizleyen ve L-
DOPA’nin biyosentezinde anahtar bir rol oynayan biyofonksiyonel bir enzimdir [45]. Ayn1
zamanda tirozinaz melanin ve diger polifenolik bilesiklerin biyosentezinden sorumlu olan
bakir icerikli bir metalloproteindir. Tirozinazin iki enzimatik aktivitesi bulunmaktadir. Tlki
monofenollerden o-difenol hidroksilasyonu, ikincisi difenolaz aktivitesiyle o-difenolden o-
quinon oksidasyonudur. Ayrica katalaz oksidasyonu ile quinondan hem o-difenol hem de
p-difenol olusur [46]. Cok reaktif molekiil olan dopakinon enzimatik olmayan
polimerilasyonu ile melanine doniismektedir (Sekil 3.6.). Dopakinondan L-DOPA’ya
dontistimii ise askorbik asit gibi indirgen maddeler kullanarak gerceklesmektedir.

Arastirmalar tirozinazin fungus, bakteri, bitki, bocek ve memeli hiicrelerinde
bulundugunu gostermistir. Melanin {iretebilen bakteriler Aeromonas, Azotobacter,
Mycobacterium, Micrococcus, Bacillus, Legionella, Streptomyces, Vibrio, Rhizobium,
Proteus, Azospirillum and Shewanella oldugu belirlenmistir [47]. Tirozinaz enzimi
mikrobiyal olarak (Aspergillus, Rhizopus, Neurospora vb.) ve Agaricus ve Vicia vb. gibi
bitkilerden yliksek oranda saflastirildigi saptanmistir. Basarili bir {iretim icin kiiltiir
kosullarmnin optimize edilmesi gerekir ve bu optimizasyon kullanilan organizmanin tiiriine
gore  sistemden  sisteme  farklilk  gostermektedir [48]. Bununla  birlikte
mikroorganizmalarda tirozinaz aktivitesi genellikle ¢cok zayif olup L-tirozin ile L-DOPA
hizl1 bir sekilde diger metabolitlere ayrigsmaktadir. Sonu¢ olarak L-DOPA’nin saf olarak
elde edilmesi olduk¢a zordur.

Tirozinazlarin memeliler ve bitkilerde de yaygin bir sekilde bulundugu
saptanmistir. Bitki tirozinazlar1 bazi meyve ve sebzelerde istenmeyen kararma
reaksiyonlarindan sorumlu enzimlerdir [49]. Memeli tirozinazlar1 ise spesifik olarak deri,
sa¢ ve gozlerde yerlesen yiiksek derecede Ozellesmis hiicrelerde ve pigment iireten
melanositlerde bulunmaktadir. Bdylece ultraviyole radyasyon yaralanmasma Kkarsi
koruyucu bir etkiye sahip olan melaninin olugsmasinda da yer alan anahtar enzimlerdir [50-

51].
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Sekil 3.6. Tirozinazin L-DOPA sentez semasi.

3.4.4. Tirozin

Aromatik bir molekiil olan tirozin ¢esitli endiistriyel ve farmokimyasal
uygulamalarda 6nemli bir Onciil olarak kullanilmaktadir. Alternatif olarak TPL enzimi L-
tirozinden fenol, amonyak ve piriivat olusumunu da katalizlemektedir [35].

Ayrica tirozin son yillarda Parkinson hastaliginin tedavisinde en etkili semptomik
ilag olarak kullanilan L-DOPA gibi 6nemli bir¢ok bilesigin sentezini baslatan dnemli bir
onciil amino asit oldugu belirtilmektedir. Yine g¢esitli endiistriyel bilesenlerde de onciiliik
etmektedir [52-54].

Tirozinin viicutta fenilalaninden sentez edildigi ve bu nedenle esansiyel bir amino
asit olmadig1 savunulmaktadir. Viicut fenilalanini 6nemli oranda (2/3) tirozine
doniistiirmesine ragmen tirozini fenilalanine doniistiirememektedir. Esansiyel olmayan bir
amino asit olarak siiflandirilmasina karsin tirozinin sartli olarak esansiyel bir amino asite
doniistiigiine dair bulgular da bulunmaktadir. insanlarda esansiyel olmayan amino asitlerin

cogu glukoz ve amonyaktan sentezlenmektedir. Dolayisiyla tirozinin olusmasi i¢in de
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fenilalanine gereksinim vardir. Bu yiizden L-tirozin bilinen 22 adet standart amino asitten
biri olup, sentezindeki kompleks reaksiyon serilerinden dolayi esansiyel bir amino asit
olarak adlandirilir. Fenilalaninin tirozine doniisiimii tersinir olmayan bir sekilde
katalizleyen fenilalanin hidroksilaz enzimi aktivitesindeki bir diisiis veya enzimdeki
fonksiyon kaybi hiicrede fenilalanin birikimine sebep olmaktadir. Bu durum en 1yi bilinen
amino asit metabolizma bozukluklarindan biri olan ve kendini mental bozuklukla gosteren
fenilketoniirea’ya sebep olmaktadir [28, 55-57].

Tirozin, merkezi ve periferal sinir sistemi ile adrenal medulla da Dopamin, L-
DOPA, norepinefrin ve epinefrin; tiroid bezi tarafindan tiroksin ve trityodotironin gibi
katekolaminlerin, hormonlarin ve norotransmitterlerin liretimi i¢in gerekli temel bir
bilesiktir.

Katekolamin sentezinde oran belirleyici basamak L-tirozinin L-DOPA’ya
hidroksilasyonudur. Sekil 3.7.’de gosterildigi gibi bu basamak tirozin hidroksilaz (TOH)
enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Ancak, bu reaksiyon basamagindaki inhibisyon daha
cok epinefrin ve norepinefrin hormonlarmin seviyesini diisiiriicken Dopamin seviyelerini
onemli oranda etkilememesi Dopaminin sentezinde alternatif mekanizmalarin rol
oynadigini diislindlirmiistiir. Muhtemel alternatif bir mekanizma tirozinaz enzimi ile
katalizlenen tirozinden dopakinon yapilmasidir. Melanin olusumu ile sonlanan bir seri
reaksiyonun ilk safhasinda dopakinon’dan L-DOPA iiretilmektedir. L-DOPA firozinaz
enzimi i¢in alternatif bir substrat oldugundan bu reaksiyon daha ileri gitmektedir. Tirozin
hidroksilaz (TH) enzimi eksikligindeki durumun tersine, tirozinaz enzimi eksikligi

oldiiriicii degildir daha ¢ok kendini albinizmle belli etmektedir [58].

3.4.5. Katekoller

Katekol (1,2-dihidroksibenzen) eczacilik, kiirk boyama, lastik ve plastik liretimi
gibi bircok uygulama alanlarina sahiptir.  Katekoller mikroorganizmalar tarafindan
aromatik maddelerin ve lignin parcalanmasinin ara iirtinleridir [59].

Insan ve birgok hayvanda katekoller daha ¢ok hormon (steroid) metabolizmasinin
metabolitleri olmalarinin yaninda Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin ve L-DOPA gibi
endojen bilesiklerin metabolitleri olarak da bulunabilirler.

Katekolaminler diger biyojenik aminler gibi omurgalilarin sinir sistemindeki roliine
ek olarak gram-negatif bakterilerin biiylimesini ve virlilans bagimli faktorlerin tiretimini

ayarlamada onemli etkiler gostermektedir. Minimal besi ortamina eklendiklerinde her ti¢
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Sekil 3.7. Tirozin metabolizmasi

yaygin katekolamin cesidinin (norepinefrin, epinefrin ve Dopamin) bakteri biiylime ve
cogalmasinda Onemli artisa neden olduklar1 belirlenmistir [60-62]. Son zamanlarda
ozellikle Citrobacter freundii ve Erwinia herbicola, bakterileri ticari olarak L-DOPA
iretiminde kullanilan mikroorganizmalardir. Bu bakteriler L-DOPA sentezi i¢in tirozin
fenol liyaz (TPL) enzimini kullanirlar. L-DOPA sentezi tersinirdir. Katekol TPL
katalizinde baslama materyali olarak kullanilmakla birlikte ¢ok iyi bir otooksidattir.
Katekol sentezi arada kesilirse antioksidan etki gostermektedir. Bu yiizden katekol biiyiik
bir engel olustururken yiiksek derisimlerde mikroorganizmalarda toksik etk
gostermektedir.

TPL ve katekol tireten enzimler alternatif olarak birlesebilirler. Katekol iiretimi
bittiginde mikroorganizmalardaki toksisite azalmakta ve otooksidasyonlar1 en aza
inmektedir. Katekoliin biyolojik iiretimi toluen dioksijenaz (TDO) ve cis-toluen
dihidrodioldehidrojenaz (TCGDH) ile iki adimli reaksiyondan olusmaktadir [68].
TDO/TCGDH L-DOPA sentezinde TPL ile basarili bir sekilde birlesirse hem L-DOPA
sentez stirecinde ekonomiklik kazandirmakta hem de biiyiik endiistrinin toksik atiklarindan

biri olan benzenin tekrar kullanilmasinda etkili bir yol olusturmaktadir [63].
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Oksidize katekoller proteinlerin siilfidril gruplari ile reaksiyona girmektedirler.
Boylece katekol ya dogrudan siilfidril gruplaria baglanarak proteinleri inaktive etmekte ya
da protein radikallerinin (karbon merkezli radikaller) olusmasina neden olmaktadir. Bu
protein radikalleri yeni capraz baglara ve dimer olugmasmna yol agarak proteinlerin ve
peptidlerin yigilmas1 ve dolayist ile inaktivasyonuna neden olmaktadir. Glutatyon
hiicrelerde 6nemli bir rediikleyici (indirgeyici) ajan oldugu i¢in iki glutatyon molekiiliiniin
bu sekilde birbirine baglanmasi bu ajan tarafindan saglanan hiicrenin redoks statiisiinii
degistirmekte ve boylece oksidatif stres olusmaktadir [64].

Katekollerin membranlar lizerindeki zararli etkisi onlarin reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumu ya da lipid molekiilleri ile reaksiyonlari sonucu degil, membran
potansiyelinde sebep olduklar1 degisiklikten dolayidir. Katekollerin kimyasal reaksiyonu
ve kimyasal 6zelligi DNA, protein ve membran gibi biyomolekiillerde onarilamayan
zararlar olusturmaktadir. Proteinlerle reaksiyona girdiginde enzimlerin ve proteinlerin
inaktivasyonuna sebep oldugu belirlenmistir. Membranla katekollerin etkilesimi sonucu
lipid peroksidasyonu olusmaktadir. Ayrica katekol ile farkli biyomolekiillerin etkilesimi
serbest oksijen radikalerinin olusumuna sebep olmaktadir [65]. Ornegin, Dopamin
monoamin oksidaz (MAO) enzimi tarafindan homovalinik asite (HVA) yikilmaktadir.
Dopaminin bu metabolizmasi ve otooksidasyonu ile hidroksil radikali (OH) olusmaktadir.
Ayrica ferro demir (Fe™) ve ferri demir (Fe™) serbest kalarak hidrojen peroksitin (H>O5)

miktarmin artmasina sebep olup fenton reaksiyonun olusumu gézlenmektedir [66].

3.4.6. Dopaminin Sentezi

L-DOPA’dan Dopamin olusumu L-DOPA dekarboksilaz (DDC; aromatik L-amino
grup asit dekarboksilaz, EC 4.1.1.28) enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Dopaminin
bakteriyel sentezinde birinci asamada sentez edilen L-DOPA ikinci asamada substrat

olarak kullanilmaktadir (Sekil 3.8.).

o 1
|
C—C—NH, + HO > C—C—NH, + CO,
| ] DOPA Dekarboksilaz |1
HO H H {DDC) HO H H
HO HO
L-DOPA Dopamin

Sekil 3.8. L-DOPA’dan Dopamin Sentezi
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Sentez sirasinda agiga ¢ikan CO, ortam pH’sinin diismesine yol agmaktadir. Bundan
dolay1r Dopamin veriminde bir azalma olmamasi i¢in reaksiyon ortamimin siirekli kontrol

altinda olmasi1 gerekmektedir [29].

3.4.7. Dopa Dekarboksilaz Enzimi

DOPA  dekarboksilaz (DDC, EC 4.1.1.28) noral dokularda Dopamin
biyosentezinde dnemli bir rol oynayan piridoksal 5’-fosfat (PLP)’a bagimli bir enzimdir.
Enzim karaciger ve bobrekler gibi periferal organlarda bulunmaktadir [67-68].
Memelilerdeki ¢cogu DDC enzimi L-DOPA, tirozin, fenilalanin ve triptofan gibi aromatik
amino asitlere genis bir substrat 6zgiilliigii géstermektedir.

Bakteriyal dekarboksilazlar arasinda Streptococcus faecalis tirozin dekarboksilaz
(TDC, EC 4.1.1.25) enzimi, L-DOPA iizerindeki daha biiyiikk dekarboksilaz aktivitesi
oldugundan Dopamin sentezinde rol alan tersinmez ve oldukc¢a dnemli oldugu bilinen bir
enzimdir [69]. S. faecalis TDC’si tirozin ve L-DOPA’ya tam bir substrat ozgiilliigu

gostermektedir ve bu ylizden Dopamin sentezi i¢in bu enzim tercih edilmektedir.

3.5. Mikroorganizma Hemoglobinleri

Bakteriyal globinler, Flavohemoglobinler (FlavoHbs), Trunkat hemoglobinler
(TrHbs) ve hemoglobinler (Hbs) olarak ti¢ sinifa ayrilmaktadwr [70-71]. Bakteriyel
hemoglobine Vitreosilla VHb, Campylobacter jejuni CHb ve Clostridium perfringens
CpHb 6rnek olarak verilebilir [70, 72-73].

Ik grub flavohemoglobinler kimerik yapiya sahip olup, bir globin domeyni ile ayni
zamanda bir FAD-bagimli oksido-rediikto domeynini’ne sahiptirler. Ayrica FAD-bagimli
oksido-rediiktaz enzimi yapisal olarak ferrodoksin NADP" reduktaza benzemektedir [74].
Flavohemoglobinler bitki Hb’lerine benzeyen diziye de sahiptirler. Ikinci grup olan trunkat
hemoglobinler ise “kirpilmis tip zincir” hemoglobinler olup normallerden 20-40 amino asit
daha kisadirlar ve olduk¢a yiiksek oksijen affinitesine sahiptirler. Uciincii grup ise bu
proteinlerin bakteriyel orijinli olanlar1 olup en iyi bilineni Vitreoscilla hemoglobinidir.
Bakteriler genel olarak iki tip hemoglobine sahiptir. ilk bakteriyal tipi Hb’i buradaki
calismada da ele alnan Vitreoscilla Hb’dir (VHDb). Spektral karakteristiklerinin ve
aminoasit dizisinin Okaryotik hemoglobinine % 25’¢ varan benzerliginden dolayi,

hemoglobin olarak adlandirilmistir [75].
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Hem grubunun etrafindaki gruplarin 6zel dizilimi bu proteinlerin yiiksek oksijen
affinitelerine katkida bulunur. FlavoHb’ler ise daha yaygin bulunurlar. VHb’nin tersine
FlavoHb’ler bir amino terminal globin domeyni ve FAD™ ve NADP" baglanma bdlgelerine
sahip bir karboksil flavodomeynine sahiptirler. VHb’nin fonksiyonu her ne kadar hala tam
olarak bilinmiyorsa da, bu hemoglobinin oksijen tasima ve depolamada (tamponlamada)
rol oynadig1 sanilmaktadir. Flavin domeyninde oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarindan
dolay1 FlavoHb’lerin bdyle bir fonksiyonunun olmadig: sanilmaktadir. FlavoHb’lerin daha

cok NO deoksigenazlar olarak davrandiklari ileri stiriilmiistiir [76].

3.6. Bakteriyel (Vitreoscilla) Hemoglobin (VHb)

1986 yilina kadar hemoglobinler 6karyotik orijinli proteinler olarak bilinmistir.
Fakat Dr. Webster ve arkadaslar1 gram-negatif bir bakteri olan Vitreoscilla stercoraria’nin
dogal olarak hemoglobin (VHb) icerdigini saptamuslardwr [77]. Vitreoscilla mor
bakterilerin beta-alt grubunda Beggiatoaceae familyasinda bulunmaktadir (Sekil 3.9.)
[78]. Vitreoscilla zorunlu bir aerob gram negatif, kemoorganotrof flament6z bir bakteridir.

Zorunlu aerob olmasina ragmen dogal yasam alani oksijeni diisiik ortamlardir [70].

Prokaryota

Grotobacteria

Vitreoscilla

Beggziotoaceae

Sekil 3.9. Bakteriyel hemoglobin geni tasiyan yegane bakteri Vitreoscilla’nin taksonomik konumu [79].
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Vitreoscilla stercoraria bakterisi diislik oksijen sartlarma dayanabilmek ig¢in
sitoplazmasinda eriyebilen hemoglobin sentezi yolunu se¢mistir. Son yillarda bu
hemoglobinin iizerindeki calismalar onun ¢esitli endiistriyel organizmalarda enerji
metabolizmasinda uygun bir ajan olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Bakteriyel hemoglobin, hemoglobine benzeyen proteinlerin biiyiik ailesinin bir
iiyesidir. Bu ailenin en iyi karakterize olan iiyesi hemoglobin ve daha ¢ok hayvanlarda
miyoglobindir. Ama son zamanlarda hemoglobine benzeyen oksijen transformu yapan bu
hemoproteinlerin protozoa, bitki, fungus ve bakterilerde de bulundugu belirlenmistir [80-
83]. Hemoglobin ile miyoglobinin (Mb) 3 boyutlu yapisi (3D) ve benzer amino asit sirast
onlarin ayni atada evrimlestigini gostermektedir [73, 84-87]. Diger hemoglobinlerle
kiyaslandiginda 6rnegin kok hemoglobiniyle %24, B. subtilis flavo hemoglobiniyle %56
gibi 6nemli bir benzerlik gostermektedir [77, 88].

VHb’nin yapis1 klasik globin katlanmasma uymakta ve okaryotik hemoglobinleri
ile yiiksek bir homoloji gostermekte olup klasik 8-helikse (A-H) sahiptir ve globin
katlanmas1 gostermektedir (Sekil 3.10.). VHb proteini iki benzer alt iiniteden olusan bir

hem proteinidir [77].

Sekil 3.10. VHb’nin 3-boyutlu yapisi. Homodimerik yapida “hem” grubunun lokalize oldugu yer sar1 renk ile
gosterilmistir [77].
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Rekombinant E. coli’de hem Vitreocilla hemoglobin hem de proteini sitoplazmik
olarak yerlestigi tespit edilmistir [89]. Ekstraselliiler oksijenin diisiik oldugu durumlarda bu
proteinin sentezinin arttig1 ve baglandigi oksijenin dkaryotik hiicrelerde oldugu gibi serbest
birakildig1 rapor edilmistir [90].

Oksijen kaynagi olarak rol alan Vitreocilla hemoglobinin, mikroaerobik kosullar
altinda ¢oziinmiis oksijen derisiminde intraselliiler etkisi artmakta ve c¢Oziinmiis-
oksijendeki artis hem sitokrom o hem de sitokrom d aktivitesini arttirmaktadir. Ote yandan
sitokrom o spesifik aktivitesi sitokrom d’den daha hizli bir sekilde arttirarak proton
pompasinda artisa sebep olmaktadir (Sekil 3.11.). Boylece sitoplazmadaki ATPaz yoluyla
bu proton gradiyenti sayesinde ATP {iretilmektedir [91].

Sitokrom Kompleksi
Periplazmik alan " kaik [H] H
ATPaz komplekia

++ + ++ ++ 4+ ++ +
++++ + + 5a
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Diisiik [H]
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Sekil 3.11. Diisiik oksijen yogunlugunda Vitreoscilla hemoglobinin rolii.

Bu proteini bulunduran hiicrelerin daha oksitlenmis durumda bulunmalari, VHb nin
hiicrelerin karbon metabolizmasi akis semalarinda 6nemli yeniden diizenlemelere sebep
olmasi ile ilgilidir. Her ne kadar bunun nasil saglandigi kesin olarak ortaya konmamigsa
da, NAD'/NADH ve ADP/ATP oranlarinda olan 6nemli degisimlere esas teskil ettigi
sanilmaktadir. VHD igeren hiicrelerde NADH seviyesinde diisiis ATP miktarinda ise artis
gbzlenmektedir. Dolayis1 ile NAD'/NADH ve ADP/ATP oranlarinda meydana gelen

onemli degismeler hiicrenin karbon bilesiklerini kullanimi yollarinda 6nemli degisime
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neden olur. Bu baglamda VHb ekspresyonu yapan Enterobacter aerogenes’de gozlenen %
80’lik artigin bu tiir bir metabolik akis semasi degisikliginden olabilecegi bildirilmistir [92-
93].

Vitreoscilla hemoglobini ise son yillarda kesfedilen ilk prokaryotik hemoglobin
olup, bu proteinin ¢esitli endiistriyel proseslerdeki kullanim potansiyeli son yillarda birgok
arastirmanin konusunu olusturmustur. Bu baglamda, 6zellikle diisiik oksijen derigimlerinin
negatif etki yarattig1 bircok biyoiiretim olayinda bu proteinin potansiyelinin olabilecegi
ler1 siriilmiistiir. Gram negatif bakteri olan Vitrescilla atmosferik oksijen
konsantransyonundan %90 daha diisiik ortamda E. coli ile kiyaslandiginda 50 kat daha
fazla iirtin elde ettigi belirlenmistir [94]. Rekombinant protein iiretiminden, cesitli
antibiyotiklerin liretimine ve zararli aromatiklerin pargalanmasina bir¢ok proseste bu
proteinin klonlanmis hiicrelere dnemli avantaj kazandirdig1 saptanmistir. Dolayisi ile son
yillarda literatiire girmis olan “metabolik miithendislik” terimi kullanildiginda bu protein ilk
sirada bahsedilen ajan olarak karsimiza c¢ikmistir. VHb genini (vgb) cesitli bakteri ve
fungusa transformasyonu ile biiyiime ve tiretimlerinde artis oldugu saptanmustir. Aerobik
bakterilerde toksik aromatik bilesiklerin yikimi biyoremidasyonunu artirarak “VHb
teknolojisi” terimini de karsimiza ¢ikarmistir [95-96].

Globin proteinleri biitiin canlilarda yapisal ve fonksiyonel olarak farklilik
gostermektedir. Hem grubunun yaninda 6-8 a-heliks segmenti igeren hemoglobinleri
karakteristik olarak doniisiimlii oksijen baglayabilme yetenegine sahiptirler [97].

Vitreoscilla’nin sitokrom bo terminal oksidazi bir ¢ok yoniiyle E. coli’ye benzese
de, bu kompleks E. coli’de H" pompalayarak bir membran proton gradiyentine katkida
bulunurken (kemoozmotik hipotez), Vitreoscilla’da Na™ pompalamaktadir (Sekil 3.12.).
Sitokrom bo oksidaz 1, 11, Il ve 1V olarak adlandirilan 4 alt iiniteden olusmaktadir. En
biiyiik alt iinitesi alt tinite I olup sodyum pompalamada kullanilir ve ayni zamanda
VHb’nin hiicredeki etkisi ile iliskilidir [94].

VHb sitokrom bo; komplesinin I altiinite interaksiyonu ile reaktif azot tiirlerinin
toksik etkisine karsi oz un enerji iireten aktivitesini korudugu goézlemlenmistir [98]. Bu
gozlemler onceki sonuglar1 destekleyerek Hbs ve FlavoHbs nitrik oksit dioksijenaz (NOD)
aktivitesini belirtmektedir [94].

Diger hemoglobinlere gore VHb, oksijene karsi diistik affiniteye sahiptir. VHb’nin

ayrigsma sabiti diger bir¢cok globinin ayrigsma sabitesinden daha biiyiiktiir. Boylece oksijenin
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VHb’den ayrisma sabitesi olduk¢a yiiksek olup bu durumun Onemi oksijenin hizl

saliverilmesinin bir gereklilik oldugu hipoksik sartlarda ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 3.12. VHb ve sitokrom bo ubiquionol oksidazlarin I. alt {initesi arasindaki iligkinin muhtemel

mekanizmasl.

Vitreosilla hemoglobin geninin klonlanmis oldugu tiim organizmalarda,
regililasyonu oksijenle olan bir¢ok metabolit ve rekombinant proteinin sentezinde dnemli
artis gdzlenmistir. Ozellikle, bakteri ve funguslarda VHb’nin hem solunumu hem de
biliylimeyi arttirma yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bundan dolay1, VHb teknolojisi
genel olarak oksijence fakir sartlarin bulundugu alanlarda ve olusumlar1 belli kritik
seviyede oksijen gerektiren biyoremidasyondan rekombinant protein liretimine kadar biitiin
biyoproseslerde uygulama alani bulmaktadir [96, 99-100]. “VHb teknolojisi”nin
kullanilmasi ile toksik aromatik bilesiklerin mikrobiyal oksidatif yikimlarmin arttig1 rapor
edilmistir [101].

Yapilan baz1 c¢alismalarda VHb’nin Pseudomonas’larda biyoremediasyonu

arttirmada onemli bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir [101-102]. Bunun en énemli
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nedenlerinden birisi de yabanil tiirlere oranla VHb aktarilan tiirlerin daha yiiksek oksijen

almimina sebep olmasidir [99, 103].

3.6.1. Vitreoscilla Hemoglobin Geni (vgbh)

Vitreoscilla hemoglobin geni (vgh) promotor-operatdér bdlge ve hemoglobini
kodlayan bolge ile toplam 648 niikleotidden olusmaktadir. Genin promotoru oksijene
duyarli bir promotordur ve ayni zamanda katabolit baskilanma gosterir. Promotorun
oksijene duyarli olmasini lizerinde tasidigi FNR ve ArcAB proteinlerine 6zgii dizilerden
saglar. Katabolit baskilanmay1 ise promotor iizerinde bulunan cAMP-CRP baglanma
bolgesi saglar [103]. Giiglii bir promotor olan vgb promotoru -35 korunmus dizisi tasimaz.
Ancak pribnov kutusundan 20 niikleotid geride katabolit aktivator protein baglanma

bolgesine benzer bir bolge vardir (Sekil 3.13.) [75, 104].
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Sekil 3.13. E. coli transkripsiyon sistemi tarafindan taninan vgh promotoru. Shine-Dalgarno (SD) bolgesi,

transkripsiyon baslama bdolgesi (), -10 ve -35 dizileri, ArcA, CRP ve FNR baglanma boélgeleri. Yatay ¢izgi
(—) promotorun AUG baslama kodonunundan akig-yukar1 150 niikleotidlik fragmanini goéstermektedir [105].

3.6.2 Vitreocilla Hemoglobin Geninin Klonlandig1 Organizmalara Etkisi

VHb geni (vgb) E. coli [79], Enterobacter aerogenes [75], Streptomyces tiirleri
[106] ve tiitlin bitkisi [107] gibi farkli sistemlere klonlanarak, hemoglobinin bu
organizmalarin fizyolojik ve metabolik aktiviteleri iizerine etkileri arastirilmistir. VHb
hemen hemen biitiin klonlanmis oldugu hiicrelere daha iyi bir oksijen alim ve kullanim
potansiyeli kazandirirken [75, 108-109] (Tablo 3.1.) bu proteinin hiicre iireme ve

cogalmasi iizerine olan etkisi konusunda farkli sonuglar rapor edilmistir [110-112].

3.6.3. VHb’nin Metabolik Miihendislikteki Uygulamalan
1991 yilinda, Bailey “metabolik miihendislik” olarak adlandirilan yeni bilim ile
“Rekombinant DNA teknolojisini, hiicresel aktivitesindeki fonksiyonlarin diizenlenmesi,

tasimasi ve enzimatik kullanimi1” olarak tanimlamistir [113].
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Tablo 3.1. Vitreocilla Hemoglobin’nin literatiirdeki ¢alismalardaki kullanima.

VHb’nin Etkisi Tlgili Literatiir
Schwanniomyces occidentalis ~ a-amilaz aktivitesinde artis ve total protein de artis [114]
Pichia pastoris Biiylimede ve heterolog protein iiretiminde artis [115]
Enterobacter aerogenes Asetoin ve 2,3-biitandiol iiretiminde % 80 artis, hiicrelerin (93]
boyle bir ortamda daha uzun siire canli kalmalari
Acremonium chrysogenum Sefalosporin C iiretiminde 3.2 kat artis [116]
Bacillus subtilis % 30 proteaz artis1, a-amilaz aktivitesinde % 7—15 artig ve [117]
protein salmiminda 1.5 kat artis
Burkholderia sp. Biyomasta % 15, DNT parcalanmasinda 2 kat artis [118]
Cin hamster’i ovaryum Doku plazminojen aktivator proteini tiretminde % 40—100 [119]
hiicreleri artis
Escherichia coli L-laktamaz aktivitesinde % 61 artis [120]
o . Toplam hiicre proteininde % 30, CAT aktivitesinde % 80,
Escherichia coli L-galaktozidaz aktivitesinde 40% artis [112]
Corynebacterium glutamicum  L-lizin Gretiminde % 24 artig [121]
Escherichia coli a-amilaz aktivitesinde 3.3 kat artig [122]
Escherichia coli Ferritin tiretiminde 1.8 kat artis [123]
Nicotiana tabacum % 50 daha hizli ¢gimlenme, artan biiyiime, % 80—100 daha
fazla kuru agirlik, % 30-40 daha fazla klorofil ve % 34 daha [124]
fazla nikotin
Pseudomonas aeruginosa Canl1 hiicre sayisinda % 11 artig ve 2—5 kat daha fazla [108]
oksijen alimi
Rhizobium etli Bakla nodiillerinde. niq?jenaz aktivitesinde %68 artig ve % [124]
53 daha fazla azot icerigi
Saccharomyces cerevisiae Hiicre yogunlugunda 3 kat artig ve etanol iiretiminde artis [125]
Saccharopolyspora erythraea  Eritromaysin tiretiminde % 70 artis [126-127]
Serratia marcescens Hiicre biiyiikliigiinde artis [110]
Streptomyces coelicolor Aktinorodin tiretiminde 10 kat artis [106]
Streptomyces lividans Kiiltiir sonu hiicre yogunlugunda % 50 artis [106]
Serratia marcesce Oksitetrasiklin tiretiminde 2.2 kat artis [128]
Xantomonas maltophila Canli hiicre sayisinda % 15 artis, benzoik asitin yitkiminda [129]

artig

Cevre kirliligine paralel olarak mikrobiyal habitatlara agir metal salinimi giin

gectikce artmaktadir. Bununla beraber mikroorganizmalarin agir metal stresi ile bas
edebilecekleri sistemlerin gelistirilmesi ¢alismalarina da 6nem kazandirmistir. Bu amagla
yapilan bir calismada Enterobacter aerogenes bakterisinin yabanil tipi ile vgb geni
klonlanmis Ea[pUCS8:16] susu Cd*" iceren besi ortaminda iretilmis ve Cd*" alim,
biyosorbsiyon bakimindan karsilastirildiginda Ea[pUCS8:16] susu daha yiiksek biyokiitle
degeri, daha yiiksek Cd" alim1 ve daha yiiksek biyosorbsiyon degerleri ile dikkat cekmistir.
Calisma sonucunda bakteriyel hemoglobinin agir metal detoksifikasyonunun kontrolii i¢in
cok uygun bir aday oldugu bildirilmistir [130].

Yapilan baska bir ¢alismada ise vgb klonlanmis Burkholderia sp.’de dinitrotoluen
yikiminda artig sagladigi bildirilmistir [96]. vgb klonlanmis bakterilerde protein sentezi

artmaktadir. Bu konu ile ilgili olarak yapilan bazi caligmalarda vgbh’nin mayalar ile
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antibiyotik ve etanol iiretimini arttirdigi tespit edilmistir. Diger bir calisma ise vgb nin baz1
Enterobacteriaceae liyelerinin biitandiol ve asetoin liretimini arttirdigini géstermistir [ 126].

Diger bir ¢calismada ise Enterebacter aerogenes ve Pseudomonas aeruginosa ve
onlar vgb klonlanmis rekombinant bakterileri kanser tedavisinde kullanilan asparaginaz
enzimini farkli karbon katabolitinde tiretimleri calisilmistir. Enzim iiretiminde karbon
katabolit baskilanmasindan dolay1 vgb " tastyan Ea[pUCS:15] bakterisi vgh™ olan Ea[pUCS$]
kiyaslandiginda 20 kat daha diisiik oldugu belirlenmistir [131].
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4. REAKSIYON KINETIGININ MODELLENMESI
4.1. Giris

Biyolojik proseslerin performansi genellikle ampirik yontemlerle incelenmektedir.
Bu yaklasimda biyoreaktdriin davranigi tiim igletme kosullarinda incelenir ve sonuglardan
yeni igletme kosullar1 i¢in biyoreaktoriin performansi tahmin edilir. Bu ampirik yaklasim
prosesin ayrimtilar1 lizerinde ¢ok az diisiince gerektirir. Uygun goriinmesine karsmn bu
yontemin pek ¢ok olumsuz yani vardir. Her tiirlii proses kosullarim1 kapsamasi i¢in ¢ok
sayida deney gereklidir. Buna karsin modelleme yaklasiminin amaci biyoreaktoriin gercek
performansim1 1yt kurulmus teoriye dayanarak oOngérmeye c¢aligmaktir. Modelleme
sirasinda modeli kuranin, en dnemli proses parametrelerinin proses lizerine etkisini ve her
bir parametrenin nicel olarak nasil belirlenecegini goz 6niine almak zorundadir. En 6nemli
degiskenlerin belirlenmesi ve proses Tlzerine ayr1 ayrt etkilerinin incelenmesi
gerekmektedir. Dolayisiyla 1ilgili teorinin kritik bir yaklasimla siirekli olarak
degerlendirilmesi gerektiginden, modelleme, prosesin daha 1yi anlasilmasi i¢in bize katki
saglar [132].

Model kurulduktan sonra ortaya ¢ikan denklemler ¢oziiliir ve modelin 6ngordiigi
ile deneysel veriler karsilastirilir. Eger ikisi arasinda fark varsa model ile deneysel veriler
arasinda uyum saglanincaya kadar model yeniden gozden gegirilir. Modelin deneysel
verilerle uyumlu oldugu gosterildikten sonra artik model biyoreaktdriin performansini
cesitli isletme kosullar1 altinda 6ngormek, yeni proses tasarimi yapmak ve optimizasyon ve
kontrol i¢in kullanilabilir. Modelin gegerliligini dogrulamak i¢in deneysel veri gereklidir.
Fakat deney sayist geleneksel ampirik yonteme gore olduk¢a azdir. Bunun yani sira
modellemenin en O6nemli avantaji prosesin daha iyi anlasilmasini saglamasidir [133].
Kisaca; ampirik yontemde, biyoreaktdriin tiim isletme kosullar1 altinda performansi 6lgtiliir
ve aralarinda bir iliski olusturulmaya calisilir. Az diisiince fakat cok deney gerektirir.
Modelleme de ise model kurulur ve model parametrelerini belirlemek icin deney yapilir.
Modelin davranis1 deneylerle karsilastirilir ve model, proses tasarimi, optimizasyon ve
kontrol i¢cin kullanilir. Az deney gerekir ve prosesi daha iyi tanimlar.

Prosesin modellemesinin faydalar1 sunlardir [133]:
v" Modelleme prosesin anlagilmasini kolaylastirir: Proses modelini kurarken

prosesteki karmasik neden-sonug iliskileri ayrintili olarak g6z Oniine alinir.
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Modelin ongordiigii ile prosesin ger¢ek davranisinin karsilastirilmasi prosesin
daha 1y1 anlasilmasina yardimci olur. Simulasyon sonuglar1 bazen uygulamada
karsilagilan fakat agiklanamayan olaylarin sebeplerinin agiklanmasma yardimci
olur.

v" Model deney tasarimma yardimci olur: Modelin dogru olarak test edilebilecegi
deneylerin tasarlanmasi onemlidir. Model parametrelerinin bilinmesi i¢in bazi
ozel deneyler gerekecektir. Ayrica hassasiyet analizi (sensitivity analysis) bazi
parametrelerin modelin davranisi tizerine etkisinin ihmal edilebilir oldugunu
ongorebilir. Dolayisiyla bu etkiler modelden ve deney programindan ¢ikarilabilir.

v" Model, tasarim ve kontrol i¢in kullanilabilir: Model kuruldugu zaman prosesin
performansin farkli kosullarda 6ngormesi gerekir. Ayrica matematiksel modeller
kontrol algoritmalarnin  tasariminda  kullanilabilir ve hatta  kontrol
algoritmalarinin bir pargasi olabilir.

v" Model egitimde kullanilabilir: Biyoprosesin ¢esitli yonleri basit modeller
kullanilarak simiile edilebilir. Herhangi bir etkenin biyoproses performansi
iizerine etkisi bu modelleri kullanarak bilgisayarda gosterilebilir. Deneysel olarak
bunu yapmak pahali ve zordur.

v Model proses optimizasyonunda kullanilabilir: Optimizasyon genellikle iki veya
daha fazla degiskenin etkisini gdz oniine almay1 gerektirir. Ornegin birisi karla
ilgili iken digeri maliyetle ilgilidir. Reaktorii maksimum hizda iirlinii iiretmek

iizere isletmek olabilir.

Mikrobiyal iireme ve {riin olusumu, hiicrenin i¢inde bulundugu fiziksel ve
kimyasal ortama gosterdigi tepkidir. Dolayisiyla lireme ve {iriin olusumunu anlamak i¢in
organizmanin i¢inde bulundugu ortam ile metabolizmasi arasindaki iliskiyi anlamak
gerekir. Bir miktar canli organizma gerekli bilesenleri igeren besiyerine asilandigi zaman
iirer. Ureme iki sekilde gerceklesir: Birincisi hiicrelerin sayis1 artar ve ikincisinde ise
hiicrelerin kiitlesi artar. Tek hiicreli mikrorganizmalarin kiitlelerindeki artiga paralel olarak
sayilar1 artar. Kiifler (molds) gibi bazi organizmalarm ise iireme swrasinda kiitleleri ve
boyutlar1 artar, fakat sayilar1 artmayabilir. Uygun kosullarda hiicreler ortamdaki bilesikleri

kullanarak enerji tiretirler ve makromolekiillerin yap1 taglarini sentezlerler.
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4.2. Kesikli Olarak Isletilen Fermantérlerde Fermantasyon Kinetigi

4.2.1. Kiitle ve Hiz Denklemleri
Kesikli sistem, biyoproses ortamina giris ve ¢ikis akimlar1 olmadigi i¢in kapali bir
sistem olarak degerlendirilir. Kontrol hacmi olarak biyoreaktdr icerisindeki fermantasyon

ortamu secilirse, kiitle esitlikleri asagidaki sekilde yazilabilir [134]:

Giris hiz1 - Cikis hiz1 + Uretim hiz1 - Tiiketim hiz1 = Birikim hiz1

Biyokiitle i¢in : 0-0+rXV—rdV=((11—);V (4.1)

S dp

Urlin i¢in : 0‘0+TPV‘0:EV (4.2)
. ds

Substrat i¢in : 0-0+0-rSV=aV (4.3)

Burada; x; biyokiitle derisimi (g L™), P; iiriin derigimi (g L™), S; substrat derisimi (g L™),
V; swvi kiiltiir hacmi (L), r_; biiyiime hiz1 (g L' sth, Iy ; substrat tiiketim hiz1 (g L' sth,

1, ; Uriin olusum hiz1 (g L' sth, r, ; hiicrelerin 6liim hizi (g L' sth.

Kesikli fermantasyonda, biyoproses ortamima madde giris ve ¢ikist olmadigindan sivi

kiiltiir hacmi sabittir. Mikrobiyal iireme sirasinda hiicrelerin 6lim hizi (r;) i1hmal

edilebilir. Bu durumda denklemler su sekilde ifade edilebilir [134]:

p== 4.4

- (4.4)
dp

= 4.5

P g (4.5)
ds

) 4.6

T4 (4.6)
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4.2.2. Mikrobiyal Biiyiime
Herhangi bir besiyeri bir mikroorganizma ile asilandig1 zaman hiicreler ortamdan
sirasiyla ihtiyaci oldugu bilesenleri alir ve onlar1 biyokiitleye doniistiiriir. Kesikli (batch)

kiiltiirde tireme asagidaki sathalardan gecer:

lag faz1
logaritmik veya lstel tireme fazi
yavaslama fazi

duragan (stationary) faz

AN N NN

olum fazi

Bu sathalar Sekil 4.1.’de gosterilmistir. Her satha biyolojik proseslerde oldukca
onemlidir. Prosesin amaci lag fazini kisaltmak, logaritmik iireme fazinin siiresini ve hizini
uzatmak olabilir. Lag fazi, hiicrelerin besiyerine asilanmasindan sonra gozlenen ilk
safthadir. Bu swrada hiicrelerin yeni ortama adaptasyonu gerceklesir. Hiicreler kendi
molekiiler yapilarmi yeni ortama uyumlu kilacak sekilde yeniden diizenler. Besiyerinde
bulunan bilesikleri pargalayip biyokiitle veya iiriinlere doniistirmek i¢cin yeni enzimler
sentezlenir. Hiicreler ortama adapte olduktan sonra logaritmik lireme sathasinda hizla
cogalirlar. Hiicre sayis1 ve kiitlesi zamanla iistel olarak artar. Uremenin dengeli oldugu
safhadir. Besiyerindeki bilesiklerin derisimleri yiiksek oldugundan iireme hizi derisimden
bagimsizdir ve hiicre derisimine gore birinci mertebedendir. Ureme hiz1 6zgiil {ireme hiz1
(specific growth rate) ile karakterize edilir. Yavaslama fazi logaritmik iireme fazini izleyen
safthadir. Bu fazda {ireme hizi, baz1 bilesenlerin azalmasi veya toksik {riinlerin ortamda
birikmesi sonucu yavaslar. Organizma iizerine uygulanan stres, hiicrenin kendisine zararl
olan ortamda yasama sansini artirmak i¢in hiicre icyapisinin yeniden yapilanmasina sebep
olur. Duragan faz (stationary phase), yavaslama sathasindan sonra baslar. Bu sirada net
iretim hizi sifirdir. Net tireme hizinin sifir olmasina ragmen metabolizma ve {irlinlerin
hiicre i¢inde veya ortamda birikmesi devam edebilir. Oliim faz1 (death phase) duragan fazi
izleyen sathadir. Fakat 6liim bir Onceki fazda baslayabilir ve bu iki fazi net olarak

birbirinden ayirmak bazen zordur.
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Biomass konsantrasyonu

Inkiibasyon siiresi

Sekil 4.1. Kesikli fermantasyonda mikroorganizma bilyiime egrisi (I: lag fazi, II: gelisme fazi, I1I: logaritmik
veya istel lireme fazi, IV: yavaglama fazi, V: duragan faz, VI: 6liim fazi).

Logaritmik fazda mikroorganizma lireme hizi mikroorganizma derigimi ile orantili olarak

artar.
r==px (4.7)

Burada p 6zgiil tireme hizi (st™), x biyokiitle derisimidir. Logaritmik fazda, 6zgiil tireme

hiz1 sabit ve maksimum degerdedir. Yani; p=p . ’dir. Denklem (4.7) nin integrasyonu su

bagintiy1 verir:

In——p t (4.8)

XO

t’ye kars1 In (i] “in grafige gecirilmesi ile p bulunur.
Xo
Fermantasyon siirecinde, mikroorganizmalarn bir kismi canliligini, fizyolojik
aktivitelerini kaybederler. Genellikle 6lii hiicreler otoliz olur ve ortama birakilan bilesikler

canli organizmalar tarafindan kullanilir. Oliim hizi matematiksel olarak birinci

derecedendir:

dx
r=—— =k x 4.9
g (49)
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burada kg, 6liim hizi1 i¢in sabittir.

In— =kt (4.10)

Xg

X

t’ye karsi In( ]’m grafige gecirilmesi ile kg bulunur. (4.10) esitliginde, xs, duragan

Xg

fazin sonunda bulunan hiicre derisimidir.

4.2.3. Ureme Hizina Etki Eden Faktorler

Ureme hiz1 i¢in kullanilan kinetik modellerin ¢ogu enzim kinetigi i¢in kullanilan
kinetik modellere benzer. Hiicrenin mikro boyutta bir kimyasal reaktor oldugu ve bu
reaktoriin i¢cinde substratlarin, enzimlerin katalizledigi karmasik reaksiyonlar zinciri ile
canli hiicreye ve tUriinlere doniistiiriildiigl diisiiniilmektedir. Biri disinda biitiin substratlarin
ortamda asir1 miktarda bulundugu ve bu substratin kisitlayici substrat oldugu, reaksiyon
zincirindeki en yavas adimin toplam reaksiyon hizini kontrol ettigi kabul edilmektedir.
Enzim reaksiyon hiz ifadelerinin en basiti Michaelis- Menten ifadesidir:

kE S

V= 0 4.11
K _+S ( )

m

Burada V' ; reaksiyon hizi, k; hiz sabiti, E ; toplam enzim miktar, K, ; Michaelis-
Menten sabiti ve §; substrat derigimidir. kE, ¢arpimi reaksiyonun ilerleyebilecegi
maksimum hizdir ve V_olarak gosterilir.

Eger bdyle bir enzim reaksiyonunu hizi kontrol eden adim olarak belirler ve enzim
derisiminin hiicre derisimine orantili oldugunu varsayarsak hiicre iiremesi i¢in enzim

kinetigine benzer bir ifade yazilabilir:
r. =u(S)x (4.12)

Burada 7_hiicre lireme hiz1 (g hiicre m>h™), x hiicre derisimidir (g hiicre m™).

nS
Q)=_tm= 4.13
H(S) K +S ( )
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seklindedir ve Monod denklemi olarak bilinir. Burada K ; Monod doygunluk sabitidir (g

substrat m™) ve organizmanin substrata olan ilgisinin bir dl¢iisiidiir. Monod denklemi en
cok kullanilan yapisal olmayan iireme modellerinden biridir. Genellikle tireme hizinin
yavas ve hiicre yogunlugunun diisik oldugu zaman deneysel verilerle oldukg¢a 1yi
uyusmaktadir. Monod denkleminin deneylerle uyusmadigi durumlar1 agiklamak i¢in yeni

iireme hiz1 modelleri literatiirde 6nerilmistir. Bunlardan bazilar1 Tablo 4.1.” de verilmistir.

Tablo 4.1. Tek substratli, inhibisyonsuz iireme kinetigi modelleri [135].

Tessier w=p (1 _eSKs )

Sl'l
M =
oser U=, KS+S"
Contois W=, K x+S
lem S S<2Kj i¢in
Blackman 2 KS
u=p S>2K, i¢in

Tessier denkleminde iki sabit (p,, Kg) vardir ve diflizyon kontrollii substrat

beslenmesi sirasindaki tiremeyi modellemek i¢in onerilmistir. Moser denklemi daha genel

bir denklemdir ve ii¢ tane sabiti (p , Ky, n) vardir. n=1 oldugu zaman Monod

S
denklemine indirgenir. Contois denkleminde doyma sabiti K¢ hiicre derisiminin bir

fonksiyonudur. Yiiksek hiicre derisimlerinde iireme hizini modellemek i¢in
kullanilmaktadir. Deneysel verilere Monod denkleminden daha iyi uymasmna ragmen
Blackman denklemindeki siireksizlik denklemin istenmeyen bir 6zelligidir.

Ureme hiz1 lizerine substrat derisiminin etkisi incelediginde, diisiik substrat
derisimlerinde iireme hizinin substrat derisimi ile arttigi ve bir maksimuma ulastigi
goriiliir. Substrat derisiminin daha da artmasiyla {ireme hizi azalmaya baslar. Bu olay
“substrat inhibisyonu” olarak adlandirilir. Bu durum Sekil 4.2.°de gosterilmistir.

Hiicrelerin degisen substrat derisimine kars1 davranisi siirpriz degildir. Hiicrelerin
Ozgiil tireme hiz1 (p), termodinamik su aktivitesinden etkilenir. Besiyerinin fizikokimyasal
ozelliklerindeki degisimler (osmotik basing, iyon giicii, dielektrik sabiti gibi) hiicre zarmin

gecirgenligini etkileyebilir.
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Substrat kisitlayic degil

Substrat inhibisyonlu

Spesifik tireme hizi substrat
derisimi ile artiyor

Spesifik iireme hizi (), st”

Substrat derisimi, g L'

Sekil 4.2. Spesifik tireme hizi ile substrat derisimi arasmdaki iligki.

Yiiksek substrat derisimlerinin tireme hizi {izerine etkisini nicel olarak ifade etmek
iizere cesitli denklemler one siiriilmiistiir. Bunlardan yaygm olarak kullanilanlardan biri

Andrews [136] tarafindan 6nerilen denklemdir:

hep, (4.14)

K +S+S%/K,

Denklem (4.14), 1930’larda Haldane tarafindan inaktif enzim-substrat kompleksi
olusumunu modellemek i¢in 6nerilen denkleme dayandirilmistir. Denklem (4.14)’in kesikli
veya slirekli kiiltiirde ¢esitli organizmalarin substrat inhibisyon kinetigini ongdrdigi
gosterilmistir. Substrat inhibisyonunu modellemek i¢in 6ne siiriilen baz1 denklemler Tablo
4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2°deki 1-4 nolu denklemler ile denklem (4.14) karsilastirilmis ve pek farkli
olmadiklar1 goriilmiistiir. Denklem 5 ise deneylere bu denklemlerden daha iyi uymasina
ragmen denklemdeki siireksizlik bir dezavantajdir. Luong [137], substrat inhibisyonunu

modellemek i¢in 4.15 denklemini 6ne siirmiistiir:

S s
- - 4.15
H=H, KS+S( S ] (4.15)
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Tablo 4.2. Substrat inhibisyon kinetigi i¢in 6nerilen modeller [138].
Denklem No  Kinetik model

S(1+S/K)
1 Bl —— s
K +S+S7 /K
H=p s
2 “Hm
K +S+(S* /K )(1+S/K)
S sk
3 = o e SI
s K +S
_ S/Kgj -S/Kg
by (65N
5a = K.+s -Ksi(S-S ) eger S>S
5b = eger S<S
W=y, K4S g

S

Bu denklem (4.15) diisiik substrat derisimlerinde iireme hizinin artisin1 ve yiiksek
substrat derisimlerinde substrat inhibisyonunun etkisini hesaba katmaktadir. Ayrica bu
denklem, tiremenin tamamen durdugu (u=0) maksimum substrat derisimi dngérmektedir.

Iki substratim diisiik derisimlerde bulundugu ve iiremenin her iki substrat tarafindan
sinirlandig1 durumlarda (¢ift substrat kisitlamasi) lireme hizi i¢in asagidaki baginti

yazilabilir:

— S] SZ
H_Hm {(KS]+SI)\]((KSZ+S2)] (416)

Bu ifade substratlardan birinin derisimi doyma sabitinden biiylik oldugu zaman

klasik Monod denklemine indirgenir.

Biyolojik reaksiyonlarm son tiriinlerinin mikrobiyal iireme lizerine olumsuz etkileri
fermantasyon endiistrisinde Onemli bir problemdir. Fermantasyon {iriinlerinin {ireme
iizerine olumsuz etkileri “iiriin inhibisyonu (product inhibition)” olarak adlandirilir. Etanol,
biitanol, laktik asit gibi iirlinlerin ortamda birikmesi 6zgiil iireme hizinin sonug olarak iiriin
olusum hizmin azalmasma sebep olur. Bu fdiriinler iireme hiz1 {izerine enzim
reaksiyonlarindakine benzer bir etki yaparlar. Eger olusan {iriin lireme hizmi etkiliyorsa

genel olarak soyle yazilabilir.

p=f(S,P) (4.17)
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Uriinlin, iireme hiz1 iizerine etkisini modellemek iizere Onerilen denklemlerden

bazilar1 Tablo 4.3.’de verilmistir.

Tablo 4.3. Uriin inhibisyon kinetigi icin dnerilen modeller [138].

Denklem No Kinetik model
S

1 =n_ 1-K.,P
R KS+S( P)
S
2 = 1-K, (P-K
W=H, KS‘FS[ 1( 2)]
3 o,
" K¢t+S K, +P
S -K,P
4 =, S
s K¢+S
S P
: g +s 1'K“KP]
S 27t m
6 SR i 4
H=R, RS\ P
U I
H=R, RS\ P
- N A
u ”'“KS+S P

Tablo 4.3.°deki denklemlerdeki K sabitleri her bir denklem i¢in ayri1 anlamlara
sahiptir. Denklemler aras1 se¢im tamamen keyfidir ve gercek gozlemlere ve genis aralikta
elde edilen deney sonuglarma dayanarak yapilir. Denklemin birini manipiile etmek
digerinden daha kolay olabilir. Eger deneysel bulgular ¢ok hassas degilse ve smirl sayida
veri varsa modeller arasindaki farki gérmek zordur.

Ureme sirasinda elde edilen sigmoidal x-t egrisi ampirik olarak asagidaki

denklemle (lojistik ireme denklemi) ifade edilebilecegi gosterilmistir:

— (1_1] (4.18)

X

m

Bu denklem tiremeyi logaritmik fazin baslangicindan duragan faza kadar (yavaslama

faz1 dahil) temsil eder.
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Han ve Levenspiel (1988), Monod modelini substrat, hiicre ve iirin inhibisyon
etkilerini hesaba katacak sekilde genellestirmistir. Onerilen denklem genellestirilmis

Monod denklemi olarak adlandirilir ve genel olarak:

Y S
p=y,, (1-1—*] — (4.19)
S+K (llj
I
seklindedir. Burada I=S, x veya P olabilir. m ve n sabittir. I" ise kritik inhibitdr derisimidir.

Denklem 4.19 substrat, hiicre ve iirlin inhibisyonu i¢in asagida verilmistir:

Substrat inhibisyonu i¢in;

- (I'TT s (4.20)

b, (1- ’i] > (421
X

Uriin inhibisyonu igin;

- (1- ;] 5 (4.22)
P
S

I<<I" oldugu durumlarda denklem (4.20)-(4.22) klasik Monod denklemine indirgenir.

4.2.4. Substrat Tiiketimi

Ureme, substrat tiiketim sonucu gergeklesen bir olaydir. Substratlar biyoprosesler
icin enerji ve hammadde kaynagidirlar. Hiicreler su ii¢ fonksiyonu yerine getirmek i¢in
substratlara gereksinim duyarlar [132]:

V" hiicre sentezlemek

v' {iriin sentezlemek

v’ enerji saglamak
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Ureme sirasinda elde edilen enerji hiicre sentezinde, iiriin sentezinde ve yasamsal
faaliyet (maintenance) fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in kullanilir. Burada yasamsal
faaliyet, hiicrenin canli olarak tutulabilmesi (bazal metabolizma) i¢cin gerekli minimum

enerjiyi gosterir. Substrat tliketim hiz1 matematiksel olarak su sekilde ifade edilir:

I =T, g g, (4.23)

Burada; 7 ; hiicre sentezi igin substrat tiiketim hizi (g L st™), ry,; iiriin sentezi igin

substrat tiiketim hiz1 (g L™ st™), ry,, ; hiicre yasamsal faaliyetleri igin substrat tiiketim hiz1

(gL st™).

Hiz esitligi, verim faktoriinii icerecek sekilde asagidaki gibi ifade edilir.

=+t tm X (4.24)
x/S YP/S

Burada; Y ; hiicre i¢in verim faktorii (ghicre Ssubstrat )» ¥p,g ;5 Urilin i¢in verim faktorii (Lirin

X

-1 . . . -1 -1
Eaubstrat ), M; hiicre icin bakim katsayist (Zsubstrat Shiicre St )-

4.2.5. Uriin Olusumu

Uriin olusum kinetigi son derece komplekstir. Uriinler, bazen biiyiime esnasinda
bliylimeye paralel olarak (primer metabolitler), bazen de biiyiime durduktan sonra
(sekonder metabolitler) olusur. Biyoproseslerde elde edilen iiriinler, literatiirde ¢esitli
yontemler ile siniflandirilmistir. Bunlar i¢inde en yaygin olarak kabul goéreni Gaden [139]
tarafindan olusturulan smiflandirmadir. Gaden’e gore olusan iirlinler ii¢ gruba ayrilir:

Tip 1 {iriinler: Enerji metabolizmasinin sonucu ortaya ¢ikan iriinlerdir. Biiyiime ve {iriin
olusumu paralel olusur.
Tip 2 tirtinler: Enerji metabolizmasinda dolayli olarak ¢ikan ara tiriinlerdir (sitrik asit gibi).

Tip 3 iirtinler: Enerji metabolizmasmin dogrudan sonucu olmayan komplex molekiillerdir.

Basit kinetik modellere dayali siniflandirmanin faydali oldugu goriilmiistiir:

I. Uremeye bagl iiriinler (growth associated) L,=0 I, (4.25)
IT . Uremeye bagli olmayan iiriinler (non-growth associated) 1,=p x (4.26)
III. Karisik iirtin olusumu (mixed type product formation) r,=ao 1, +f x (4.27)
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Burada; a : Uremeye bagli iriin olusum sabitini, 3 : Uremeye bagli olmayan iiriin olusum

sabitini gdstermektedir.

Bu li¢ durum Sekil 4.3.’de gosterilmistir.

Tip I Tip I Tip III
& S| s
& & &
= 2. 3
Zaman Zaman Zaman
Sekil 4.3. Kesikli fermantasyon proses kinetiklerinin genel modelleri (--— p, spesifik iireme hizi, ...... qs,

spesifik substrat tiiketim hizi, == q,,, spesifik iiriin olusum hiz1) [139].

4.2.6. Kinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

Kesikli kiiltirde en c¢ok uygulanan yontem deneysel verilerin “dogruya
uydurulmasr” dir. Bu yontem grafik ¢izilerek kolaylikla uygulanabilir. Diger yontem
deneysel verilerin “egriye uydurulmasr” dir. Bu bilgisayar yardimiyla uygun programlar

kullanilarak yapilir.

4.2.6.1. py, ve Kg’in hesaplanmasi
Deneysel verilerin dogruya uydurulmasina en yaygm Ornek Lineweaver-Burke

grafigidir. Asagidaki tireme hiz1 denklemini ele alirsak;

S
- 428
HHn K +S ( )

Burada r,, S ve x degiskenler pu, veKparametrelerdir. Yukaridaki denklem

diizenlenirse;

K
l:_Sl+L (4.29)
HoW, S o,
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elde edilir. Eger 1/S’e kars1 1/p grafige gegirilirse bir dogru elde edilir. Bu dogrunun

kaymasindan ve egiminden p_ ve K degerleri bulunur.

4.2.6.2. Y, ve m’nin hesaplanmasi

Verim faktorii ve yasam faktorii katsayisinin hesaplanmasi i¢in Luedeking-Piret
tarafindan gelistirilen substrat tiikketim hiz denklemi (4.24) kullanilir. Bu esitlikte iiriin
olusumu i¢in kullanilan substrat miktar1 ihmal edilir ve yeniden diizenlenirse denklem
(4.30) elde edilir. Literatiirde yapilan bir¢cok ¢alismada da iiriin olusumu icin tiiketilen

substrat miktarinin ihmal edilebilir oldugu ifade edilmistir.

Kol Ny (4.30)
X Yys X

Egerr,/x ’in 1, /x ’e kars1 grafigi ¢izilirse bir dogru elde edilir. Bu dogrunun kaymasindan

ve egiminden Y, ¢ ve m degerleri bulunur.

4.2.6.3. Uriin olusum parametreleri o ve B ’in hesaplanmasi
Uriin olusum parametreleri o ve B’in hesaplanmasi i¢in, denklem (4.27) x ile

boliiniir ve diizenlenerek kullanilirsa;

Ty Xup (4.32)
X X

Denklem (4.32) elde edilir. 1,/x=q, ve r,/x=p oldugundan denklem (4.32) denklem
(4.33)’e dontistir:

qp=0 ptp (4.33)

u ve q, grafigi cizilirse, a ve B degerleri bulunur.
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Tip 11l

Tipl

dp

Tip Il

Sekil 4.4. Uriin olusum parametrelerinin bulunmasi. Tip I: Uremeye bagli iiriinler; @ >0, [ =0, Tip II:
Uremeye bagli olmayan iiriinler; @ = 0, 8 >0, Tip III: Bagimsiz {iriin olusumu; o >0, [ >0.
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5. MATERYAL VE METOD

5.1. Mikroorganizmalar

Bu calismada, mikroorganizma olarak gram-negatif bakterilerden Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Erwinia herbicola
(NRRL B-3466) kullanilmistir. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Erwinia herbicola
(NRRL B-3466) L-DOPA ve Dopamin iiretimleri ile bilinen bakterilerdir. Bu bakteriler
Inénii Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Hikmet GECKIL tarafindan saglanmustir. Enterobacter
aerogenes’in iki rekombinantindan vgb genini tasimayan vektorii bulunduran rekombinant
sus Ea[pUC8], vgh genini tastyan vektorii bulunduran rekombinant sus ise Ea[pUCS8:15]
olarak adlandirilmistir. Escherichia coli’de ise vgb genini tagimayan vektorii bulunduran
rekombinant sus Ec[pMKS57], vgb genini tastyan vektorii bulunduran rekombinant sus ise
Ec[pMK79] olarak ifade edilmistir. Escherichia coli ve Enterobacter aerogenes’in vgb
klonlanmamis ve vgb klonlanmis rekombinant suslarindan plazmidler izole edilerek,
Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Erwinia herbicola (NRRL B-3466) suslarma
transformasyonlar1 gergeklestirilmistir. Her iki bakterinin vgb genini tagimayan (vgb’)
(Citrobacter freundii pMKS57 ve Erwinia herbicola pUCS) ve vgh genini tastyan (vgh")
(Citrobacter freundii pMK79 ve Erwinia herbicola pUCS8:15) rekombinantlar1 elde

edilmistir.

5.2. Kullanilan vgb Klonlan

Calismada kullanilan Enterobacter aerogenes’in vgb rekombinant1 Sekil 5.1. ve
Sekil 5.2.°de gosterilen pUC plazmidi (pUC8 ve pUCS:15) iizerinde bulunmaktadir.
Enterobacter aerogenes’in  vgb- rekombinant1 Ea[pUC8] olarak, FEnterobacter
aerogenes’in vgbT rekombinant1 ise Ea[pUC8:15] olarak adlandirilmaktadir. Ea[pUC8:15]
rekombinant susu 665 baz ¢iftine sahip pUCS8 plazmidinin multi klonlama bolgesindeki
Hind III restriksiyon bolgesine yaklasik 2.3-kb’lik promotoru ile beraber vgb geni tasiyan
Vitreoscilla genomik fragmanmin klonlanmasi ile olusturulmus bir rekombinant bakteri

susudur. [pUCS:15] plazmidinin biiyiikliigii yaklasik 5.0-kb’d1r [4].
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Escherichia coli IM103 [pMKS57] ve JM103 [pMK79] ise pUC8 plazmidine
amfisilin (Amp"), amilaz geni (Amy), lacZ, B-galaktozidaz geni, lacZP P-galaktozidaz
geninin promotoru entegre edilerek vgb- plazmidi pMKS7 elde edilmistir. pMKS7

plazmidine vgb geni klonlanarak vgbt plazmidi pMK79 olusturulmustur.

Hinddlll
Sphi
Pstl
Sall
Xbal

“BarnHi
Srmal
Kpnil
Sacl
Ecall

Amp R

Sekil 5.1. pUCS plazmidinin fiziki haritasi.

pUCS8:15
5086 bp

Sekil 5.2. pUCS8:15 plazmidinin fiziki haritas.
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Escherichia coli IM103 [pMKS57] rekombinanti, 2.7-kb’den olusan pUCS ile 3.0-kb’den
olusan Bacillus subtilis’in a-amilaz genini igceren Escherichia coli susudur. Olusan
plazmid yaklasik 5.7-kb’dir. Escherichia coli IM103 [pMK79] susu 665 baz c¢iftine sahip
pMKS57 plazmidinin multi klonlama bdlgesindeki Hind III restriksiyon bdlgesine yaklagik
2.3-kb’lik promotoru ile beraber vgbh geni tasiyan Vitreoscilla genomik fragmani
klonlanmasi ile olusturulmus bir rekombinant bakteri susudur. Escherichia coli IM103

[pPMK79] plazmidinin biiyiikligii yaklagik 8.0-kb’dir. pMKS7 ve pMK79 plazmitlerinin

fiziki haritalar1 Sekil 5.3. ve Sekil 5.4.’de gosterilmistir.

ori

Zhal
EBarmtil ol
Smal

Hpnd
Sacl
Ecofd

Sekil 5.3. pMKS57 plazmidinin fiziki haritasi.
A

pMK79
7986 bp

Hindlll

ori
vijh

2300 bp

Xbal
BamHI
smal
Kpnl
Sacl
EcoRl

Amy
3000 bp

Sekil 5.4. pMK79 plazmidinin fiziki haritasi.
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5.3. Uygun Bakteri Suslarinin Eldesi ve Klonlama Calismalar

Plazmid izolasyonu, transformasyonu ve restriksiyon haritalamasi igin standart
protokoller kullanmilmistir. Enterobacter aerogenes ve Escherichia coli’nin vgb klonlanmig
rekombinant suslarindan plazmidler izole edilerek, VHb kaynagi olarak L-DOPA ve
Dopamin iiretimleri ile bilinen Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Erwinia herbicola
(NRRL B-3466) suslarina  transformasyonlar1 gerceklestirilmistir. Biitiin
transformantlardan elde edilen plazmidlerin minipreplerinden onlarin uygun plazmidi
icerdikleri kanitlanmistir. Hedeflenen biitiin rekombinantlar elde edildikten sonra, bu
rekombinant suslar ile vgh icermeyen (vgb’) suslarin ve yabanil suslarin L-DOPA ve
Dopamin {iiretme karakteristikleri karsilastrmali olarak arastirilmistir. Elde edilen
muhtemel transformantlardan tekrar plazmid izolasyonu yapilarak dogrulugu test

edilmistir.

5.3.1. Plazmid izolasyonu icin Bakteri Kiiltiirleri

Vitreoscilla hemoglobin (VHb) geninin (vgh) kaynagi olarak bu geni plazmid
vektorler iizerinde tasiyan Enterobacter aerogenes ve Escherichia coli rekombinantlari
kullanilmistir. Negatif kontroller elde etmek i¢in ayni plazmidin vgh (yani vgb geni
tasimayan) formunu tasiyan rekombinantlarindan bu plazmidler izole edilmistir. Bunun
igin taze bir pasaj iizerindeki bir koloniden alman 6rnek 250 ml’lik erlende 100 pg ml’
amfisilin iceren 50 ml siv1 LB i¢ine ekilerek gece boyunca (37 °C’de 18 saat) inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyonu gergeklestirilen bu kiiltiirler santrifiijlenerek sivi kisim

uzaklastirildiktan sonra geriye kalan peletler plazmid izolasyonu i¢in kullanilmistir.

5.3.2. Plazmid izolasyonu (Miniprep)

Yukaridaki sekilde kiiltiirii yapilan E. aerogenes ve E. coli'nin vgb' ve vgh
rekombinantlarindan plazmid izolasyonu standart alkali-lizis yontemi kullanilarak
yapilmistir [140]. Izlenen standart protokol asagidaki verilmistir.

1.  Gece boyunca inkiibasyonu yapilan kiiltiirlerden 1.5 mI’lik slispansiyon bir santrifiij
tiiptine almarak 10000 devir dk'’de 3 dk santrifiij edilmis ve siipernatant atilarak
santrifiij tiiplinde kalan pelet plazmid izolasyonu i¢in muhafaza edilmistir.

2. Pelet 100 pl soguk Cozelti I (GTE) ile sulandirilip 30 sn 1yi bir siispansiyon karisimi

icin vortekslendikten sonra 5 dk oda sicakliginda bekletilmistir.
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Taze olarak hazirlanmig 200 pl Cozelti II (NaOH/SDS) eklenip tiip alt-iist edildikten
sonra 5 dk buz igerisinde bekletilmistir.

Karisima 150 pl oda sicakligindaki Cozelti III (potasyum asetat) eklenerek tekrar
vortekslenmis ve 5 dk buzda bekletilmistir.

Karisim 10000 devir dk™’de + 4 °C’de 3 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant
kisim temiz bir tiipe aktarilmis ve iizerine 800 pl % 95’lik etanol eklenerek 2 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 3 dk 10000 devir/dk’de santriftij edilmis ve
siipernatant atilmistir.

Peletin lizerine 1 ml % 70’lik etanol eklenerek yikama isleminden sonra tekrar
santrifiij edilmis ve pelet inkiibatérde 37 °C’de 30 dk kurumaya birakilmustir.
Yukaridaki pelete 30 pl steril TE tamponu eklenerek slispanse edilmis ve DNA

stispansiyonu ileriki ¢alismalar i¢in + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

Buradaki alkali-lizis yontemi ile plazmid izolasyonu icin kullanilan c¢ozeltilerin

stoklar1 ve hazirlanislar1 asagidaki verilmistir.

Cozelti stoklari:

i)

10 ml GTE c¢ozeltisi

ii) 1.5 ml NaOH/SDS ¢ozeltisi (taze hazirlanmais)

iii) 100 ml potasyum asetat ¢ozeltisi

iv) 10 ml TE tamponu

i) GTE ¢ozeltisinin (Glikoz/Tris. HCVEDTA) hazirlanisi:
[22, 141] glikoz

25 mM Tris-HCI, pH 8.0

10 mM EDTA

GTE ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra otoklav edilerek sterillenmis ve +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

ii) NaOH/SDS ¢o6zeltisinin hazirlanisi:
0.2 N NaOH
%1 (wv') SDS

Bu ¢ozeltinin taze hazirlanmasi gerekir.

iii) Potasyum asetat ¢ozeltisinin (pH 4.8) hazirlanist:

29.5 ml glasiyel asetik asit
KOH peletleri (pH 4.8 oluncaya kadar)
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70.5 ml dH,0O

iv) TE (Tris/EDTA) Tamponu
10 mM Tris-HCI, pH 8.0

1 mM EDTA, pH 8.0

TE ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra otoklav edilerek sterillenmis ve 4 °C’de muhafaza

edilmistir.

5.3.3. Plazmidlerin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilimi Ve Agaroz Jel Elektroforezi

Uygun restriksiyon enzimleri ile muamele edilerek kesilen plazmidlerin

restriksiyon haritalar1 agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir. Jellerin hazirlanmasinda ve

yiirtitiilmesinde 50X stok Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu kullanilmastir.

TAE tampon ¢6zeltisinin hazirlanist:

242 g L™ Tris baz (pH 8.5)

57.1 g L glasiyel asetik asit
37.2 gL EDTA (pH 8.0)

Jeller ve yiiriitme tamponu bu stokun 1X’e seyreltilmis ¢ozeltisi ile hazirlanmiglardir.

Jellerin hazirlanmasi ve ylriitiilmesi genel olarak asagidaki protokole goére yapilmistir

[140].

1.

Minijeller toplam 100 ml jel soliisyonu ile yapilmislardir. Bunun i¢in 98 ml dH,O’ya
2 ml 50X TAE tamponu eklenmis ve agarozun jeldeki derisimi %1.25 (w v'') olarak
hazirlanmistir. Bu karisim mikrodalga firinda agaroz tamamen eriyip soliisyon
berraklasincaya kadar kaynatilmis ve ¢ozelti sicakligi yaklasik 60—70 °C’ye diisiince
etidyum bromiiriin stok ¢ozeltisinden (10 mg ml™) 10 ul eklenerek hava kabarcig
veya kopiirme olmayacak sekilde hafifce karigmasi saglanmaistir.

Yukaridaki jel soliisyonu temiz ve kuru bir jel dokiim kalibina (15 x 15 cm, Biorad)
tarak dislerini kapatacak kalinlikta dokiilerek yaklasik 30 dk jel ¢dzeltisinin
katilagsmas1 beklenmistir.

Jel, dokiim kalib1 ile beraber jel yiirlitme tank: i¢ine almarak taraklar ¢ikarilmis ve
jeli yaklasik 0.5 cm kapatacak miktarda jel yiiriitme tamponu tanka doldurulmustur.
Bu esnada plazmidlerin restriksiyon muameleleri, 100 pl TE tamponu igerisindeki
plazmid 6rneklerinden 10 pl alinip steril tiiplere konulmus ve tlizerine 2 pl HindIII

tamponu ve 2 ul HindIII enzimi eklenerek gerceklestirilmistir.
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5. Karisim 37 °C’de 2 saat su banyosunda bekletildikten sonra iginde izleme boyasi
olarak brom fenol blue bulunan yiikleme tamponundan 5 pl eklenmistir.

6.  Restriksiyon enzimi ile muamele gérmiis plazmid DNA’s1 ve yine uygun restriksiyon
enzimleri ile dnceden kesilmis ve standart isaretleyici (marker) olarak kullanilan
lambda (A) DNA’s1 uygun kuyucuklara eklenerek jel elektroforezi sabit voltaj (50—
70 Volt) ve akimda (20-25 mA) ger¢eklestirilmistir.

7. Minijellerin yiiriitiilmesi bu sartlar altinda genel olarak 4-5 saat zaman almis ve bu
siirenin sonunda izleme boyasmin iki bileseninden hafif olanmnin jelin sonuna kadar
yiiriimesinin beklenmesinden sonra elektroforez islemine son verilmistir.

8. Jeldeki DNA bantlasma motifi UV 151k altinda floresan 151k yayan etidyum bromiir
ile belirlenmis ve elektroforetogramlar1 yapilmistir.

9. Boyama isleminden sonra jel yiizeyi ¢cok koyu boyandigi takdirde, bantlarin net
olarak goriilebilmesi i¢in jeller ek bir yikamadan gegirilmislerdir [65].

10. Plazmidlerin restiksiyon bantlagmasindan istedigimiz DNA fragmanlarmimn bulunup
bulunmadigi A DNA’sinin bilinen fragmanlar ile olusturulan standart egriler yardimi

ile bulunmuslardir.

5.3.4. Bakterilerin izole Edilen Vektorlerle Transformasyonu

Escherichia coli’nin vgb” (Ec[pMK57]), Escherichia coli’nin vgb" (Ec[pMK79]) ve
Enterobacter —aerogenes’in  vgb~ (Ea[pUC8]), Enterobacter aerogenes’in vgh"
(Ea[pUC8:15]) rekombinantlarindan izole edilmis olan plazmid vektorlerin, L-DOPA ve
Dopamin iiretmeleri ile bilinen Erwinia herbicola 3466 ve Citrobacter freundii 2633’ye
transformasyonlar1 standart CaCly-1s1 soku metodu ile yapilmistir [142]. Bakteri kiiltiirleri
taze pasajlardan alinan kolonilerden yapilmistir. Bunun i¢in, pasajlardan bir koloninin bir
kismi 6ze ile alinarak 50 ml LB igeren 250 ml kapasiteli erlenlere ekim yapilmis ve gece
boyunca calkalamali kosullarda (200 devir dk™) 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu gece
kiiltiirlerinden yeni LB besi ortamma 1/100 (v v') oraninda ekim (6r; 50 ml LB igeren
erlenlere 500 ul gece kiiltiirii) transfer edilerek ODggp degeri yaklasik 0.5 olana kadar ayni
kosullarda inkiibe edilmislerdir. Plazmidlerin transformasyonu ic¢in bu logaritmik faz
kiiltiirleri kullanilmistir. Bu hiicrelerin eksojen kaynakli DNA molekiillerini (yani yukarida
izole edilen plazmidleri) i¢cine almalar1 i¢in Oncelikle kompetan duruma getirilmeleri

gerekir. Bunun i¢in asagidaki CaCl, yontemi kullanilmastir.
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Kompetan hiicre olusturulmasu:

1.

Gece boyunca (15-18 saat) 37 °C’de 200 devir dk™’de kiiltiirii yapilan hiicrelerden
500 pl 6rnek (ekim) almarak 50 ml LB igeren erlenlere ekim yapild1 ve bu kiiltiirler
yine ¢alkalamali sartlarda (160 rpm) ve 37 °C’de Agoo degeri yaklasik 0.5 olana kadar
inkiibe edildi.

Yukaridaki optik yogunluga ulasan erlenler bir buz kabma gomiilerek 10 dk.
bekletildikten sonra, santrifiij tiiplerine kiiltiirler alind1 ve sogutmali (4 °C) santrifiijde
5000 devir dk™’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant atildi.

Soguk 10 mM NaCl’den 1 ml peletlerin iizerine eklendi ve peletler siispande edildi.

5 dk 5000 devir dk’de 4 °C’de santrifiij edildi.

Toplanan pelete 0.5 ml soguk 0.1 M CaCl, eklenerek 20 dk buz iistiinde tutulduktan
sonra 4 °C 5000 devir dk"*de yine 5 dk santrifiij edildi ve yine pelet muhafaza edildi.
Toplanan pelet 150 pl soguk 0.1 M CaCl, iginde siispande edilerek transformasyon

icin hemen kullanild1.

Hiicrelerin transformasyonu:

Yukaridaki sekilde elde edilen kompetan hiicrelere vgh” ve vgh' genlerini tasiyan

plazmidinin aktarimi (transformasyonu) literatiirdeki standart “is1 soku” protokoliine gore

asagidaki sekilde yapildi.

1.

Stispansiyonun {izerine 0.1-1 pug DNA igeren 2 pul DNA soliisyonu eklendi ve buzda 1
saat bekletildi.

Tiipler 42 °C’deki bir su banyosuna alinarak 2 dk tutulduktan sonra tekrar buza
gomiilerek 10 dk bekletildi.

Tiiplere 1 ml LB eklenerek hafifce calkalandiktan sonra 37 °C’de yaklasik 1 saat
inkiibe edildiler.

Hiicreler amfisilin (100 pg ml™) igeren LB,gar petri kaplarina 200 pl olarak transfer
edilerek cam cubukla yayildiktan sonra inkiibatore kaldirilarak en az 18 saat siire ile

inkiibe edildiler.

Rekombinant kolonilerin segimi:

Elde edilen rekombinant kolonilerin gozle goriilebilir bir biiytikliige ulasmalarinin

en az 18 saatlik bir inkiibasyonu gerektirdigi belirlenmistir. Rekombinant kolonilerden

igne Oze ile alinarak 50 ml LBy, (100 pg ml” amfisilin iceren sivi LB ortami) ortamina
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ekim yapildiktan sonra calkalamali kosullarda (200 devir dk™) 37 °C’de gece boyunca
inkiibasyona birakild1 ve sadece rekombinant bakterilerde mavi-yesil renkli pigment olan
piyosiyanin iirettikleri gozlemlendi (Sekil 5.5.).

Antibiyotige (amfisilin) diren¢ saglayan gen sayesinde transformantlar ilgili antibiyotigi
iceren ortamlarda olusturduklar1 uydu (satellit) koloni morfolojilerinden segilerek bunlarin
gercek transformant olup olmadiklarmi anlamak i¢in restriksiyon haritalamasi yapilmis ve
vektorlerin basarili bir sekilde transform edildiklerini kanitlanmistir. Bunun icin standart
alkali-lizis yontemi kullanilarak yapilmistir [143]. Uygun restriksiyon enzimleri ile
muamele edilerek kesilen plazmidlerin restriksiyon haritalar1 agaroz jel elektroforezi ile

belirlenmistir.

5.4. Mikroorganizma Biiyiime Ortam ve Sartlar

L-DOPA ve Dopamin iiretiminde kullanilan bakterilerin saklanmasi ve
gelistirilmesinde Tablo 5.1.’de verilen zengin bir besi ortami1 olan Luria-Berteni (LB) [144]

besi ortami kullanilmastir.

Tablo 5.1. Luria-Berteni (LB) besi ortami [144].

Bilesen Bakteri Saklama Besi Ortamm  Bakteri Gelisim Besi Ortam
Pepton 10gL” 10gL”

Yeast Ekstrakt 5L 5gL"

NaCl 10gL" 10gL!

Agar 15gL"

"Amfisilin 0.1 pg ml” 0.1 pg ml”

" Sadece rekombinant suslarmn iiretildigi besi ortaminda bulunmaktadr.
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Sekil 5.5. Rekombinant bakterilerde piyosiyanin pigmenti.
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Stok kiiltiirler Tablo 5.1.’de verilen kiiltlir saklama besi ortamina ekilerek inkiibasyon
sonrasinda + 4 °C’de muhafaza edilmistir. Calismada kullanilan bakterilerin (C. freundii,
E. herbicola, E. aerogenes ve E. coli) uzun siireli stoklar1 % 20 gliserol (v v') igeren sivi
besi ortaminda yapilmistir. Bunun i¢in logaritmik fazdaki kiiltiirlerden steril santrifiij
tiiplerine 1 ml almarak 5000 devir dk' hizda 3 dk santrifiij edildi ve supernatant dokiilerek
bunun yerine 0.8 ml sivi LB ve 0.2 ml gliserol ilave edilmistir. Santrifiij tiipleri anlik
homejenizasyonu saglamak i¢in vortekslenerek sivi azotun igerisine atildi ve faz ayrimi
olugmadan hiicre siispansiyonu dondurulmustur. Bu sekilde hazirlanan stoklar -26 °C’de
muhafaza edilmistir. Bu stoklardaki hiicrelerin 2 yil kadar canliliklarini koruduklar:
bilinmektedir. Ancak, caligmalarda kullanilan bakteriler bu stok kiiltlirlerden degil, LB
agar ve rekombinantlar i¢in amfisilin iceren LB agar plakalar tizerine ekilen ve + 4 °C’de
muhafaza edilen hiicrelerden taze pasajlar alinarak yapilmis ve kiiltiirler 20 giinde bir
yenilenmistir. Caligmanin her asamasinda kullanilan bakteriler iki asamada ekilmistir, ilk
olarak kiiltiir saklama ortamindan bakteri gelistirme ortamina ve daha sonra bakteri
gelisme ortamindan aliman mikroorganizmalar L-DOPA ve Dopamin iiretim ortamina
ekilmistir. Hazirlanan besi ortamlarindan 50 ml alinarak 250 ml’lik erlenlere konulmustur.
Biyoproses ortamlarinin baglangic pH’lar1 0.1 N HCI ve 0.1 N NaOH kullanarak
ayarlanmistir. Erlenlerin agz1 pamuk ve sargi bezinden yapilmis bir tipa, tipanin lizeri de
aliminyum folyo ile kaplanmistir. Bu sekilde hazirlanan besiyeri 121 °C’de ve 1.2 bar
basingta 20 dakika siire ile otoklavda (Prior Clave 129) sterillenmistir. Sterillenen besi
yerleri laminer flow’da ortam sicaklifina sofutulmustur. Egik slantlarda (yatik agar)
bulunan bakteri kiiltiirleri steril bir 6ze (loop) yardimiyla 50 ml bakteri gelisme ortami
iceren 250 ml’lik erlenlere agilanmustir. Erlenlere agilanan kiiltiir 37 °C’de 150 devir dk
calkalama hizina sahip orbital inkiibatorli ¢alkalayicida (Selecta Rotabit) 18 saat siire ile
bakterilerin gelisimi saglanmistir. Gelisme ortamindaki mikroorganizma % 1 (v v™)
oraninda L-DOPA ve Dopamin iiretim ortamma eklenmistir. Uretim ortami farkli siirelerde

fermantasyona tabii tutulmustur (Sekil 5.6.).
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—— Kiltiir (yatik agar)

—— & On gelisme ortami

— Biyoproses ortami

Sekil 5.6. Deneylerin yapilisinda takip edilen yontem.
5.5. Fermantasyon Ortami

Gelisme ortaminda gelisimini tamamlayan mikroorganizmalar % 1 (v v'') oraninda
farkli bilesimde hazirlanan L-DOPA ve Dopamin iiretim ortamlarma aktardmistir. L-
DOPA ve Dopamin iiretimi erlenlerde ve biyoreaktérde yapilan deneylerde incelenmistir.
Erlenlerde gerceklestirilen deneylerde karbon kaynaginin (glikoz) farkli derisimlerinde,
farkli organik (pepton, yeast ekstrakt, {ire) ve inorganik (amonyum siilfat, sodyum nitrat)
azot kaynaklar1 ile derisimleri ve diger ortam bilesenlerinin yam swra, pH, sicaklik, ve
karigtrma hiz1 gibi fiziksel parametrelerin etkileri arastirilarak L-DOPA ve Dopaminin

maksimum diizeyde iiretiminin gergeklestigi optimum biyoproses ortami belirlenmistir.
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5.6. Biyoreaktor Isletim Sartlar

Kesikli calisan karigtirmali biyoreaktorde, farkli bilesenlerden olusan sentetik
ortamlar kullanilarak L-DOPA ve Dopamin tiretimi gergeklestirilmistir. Biyoreaktor olarak
800 ml ¢alisma hacminde 1s1iya dayanikl pyreks camdan yapilmis, 1.0 L hacimli silindirik
bir fermentdr kullanilmistir. Paslanmaz celik malzemeden yapilmis kapak tlizerinde pH
elektrodu, oksijen probu, sicaklik sensorii, as1 ekleme, iiriin ¢ikisi, hava giris ve ¢ikisi,
karistiricy, asit veya baz ilavesi i¢in uygun baglantilar bulunmaktadir. Sistem pH metre ve
buna bagli pH kontrol iinitesi, asit ve baz pompalari, numune alma kab1 ve numune alma
pompasi, karigtirict motor, hava pompasi, rotametre ve sicaklik 6lgerden olugmaktadir.
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 gézenekliligindeki filtrelerden gecirildikten sonra karistiricinin
alt kismindaki hava dagiticisindan biyoreaktdre gonderilmektedir. Calismalar steril
kosullarda yapildigindan reaktoriin  tiim baglantilar1  yapilarak  otoklavlanmistir.
Sterilizasyondan sonra besi ortamina, as1 ekleme, iiriin analizi i¢in numune alma islemleri

sterilligi bozmayacak sekilde yapilmistir (Sekil 5.7.).

5.7. Analitik Yontemler

Fermantasyon prosesi siiresince farkli zamanlarda alinan 6rneklerde, biyokiitle
derisimi, substrat derisimi, pH, hiicre i¢i ve hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin derigimleri ile

Tirozin Fenol Liyaz (TPL) enzim aktivitesi belirlenmistir.

5.7.1. Biyokiitle Derisimi

Mikroorganizma gelisimi UV-vis spektrofotometrede absorbans dlgiimiiyle takip
edilmistir. Calisma dogrusu, belirli derisimde hiicre iceren besi ortami i¢cin 200-800 nm
arasinda yapilan dalga boyu taramasi sonucu en uygun dalga boyu olarak secilen 600
nm’de hazirlanmistir (Ek 1. ve Ek 2.). Absorbans degerleri hazirlanan standart dogrudan
faydalanilarak, kuru agirlik olarak ifade edilmistir. Referans ¢ozelti olarak mikroorganizma
icermeyen fermantasyon ortamlar1 kullanilmistir. ODgop > 1.0 oldugu zaman kiiltiirler
uygun sekilde (1/5 veya 1/10) diliisyon yapilarak degerleri kaydedilmistir. Bu tiir bir
Olciimii yapilmasmin amaci hiicre ekstraktlarinin hazirlanmasinda esit OD degerlerini

saglayarak esit miktarda biyokiitle’yi sonifiye etmektir.
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Sekil 5.7. Biyoreaktor Diizenegi. 1: Reaktor, 2: Karistirict motor, 3: Oksijen probu, 4: pH probu, 5: Sicaklik
sensorii, 6: Kondensor, 7: Oksijen metre, 8: Karistirma hizi kontrol tinitesi, 9: Sicaklik kontrol tinitesi, 10: pH

metre.

5.7.2. Toplam Protein Derisimi Tayini

Fermantasyon ortaminda toplam protein miktarini belirlemek i¢in, Lowry (1951)

tarafindan verilen yontem modifiye edilerek kullanilmigtir [145].

Protein tayininde kullanilan reaktifler:
Reaktif 1: % 2 CuSO4.5H,O
Reaktif 2: % 2 Na-K-Tartarat
Reaktif A: 0.1 N NaOH i¢inde % 2’lik Na,COs (2 gr Na,CO; + 0.4 gr NaOH / 100ml)
Reaktif B: 1 ml Reaktif 1 + 1 ml Reaktif 2 alinarak, 100 ml’ye Reaktif A ile tamamlanir.
Reaktif C: Folin Ciocalteu fenol reaktifi distile su ile 1/1 oraninda seyreltilir.

Orneklerdeki toplam protein derisimini belirlemek i¢in bovine serum albuminin
(BSA) derigimi bilinen O6rneklerinden yararlanilarak derisim-absorbans ¢alisma dogrusu

hazirlanmistir (Ek 3.). Protein standardi, 6rnek ve kor asagidaki islemlere tabi tutulmustur.

67



Kontrol Ornek

0.5 ml distile su 0.5 ml seyreltilmis 6rnek
+ +
2.5 ml reaktif B 2.5 ml reaktif B

|

Vortex ile karistirilmis ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.

|

0.25 ml folin ciocalteu fenol reaktifi eklenmistir.

|

Tekrar vortex ile karistirilip 30 dakika oda sicakliginda tutulmustur.
Standart ve orneklerin 660 nm’de kore kars1 absorbanslar1 okunmustur.
Calisma dogrusundan yararlanilarak, 6rnekteki protein derisimi asagidaki formiille

gbre mg ml™” olarak hesaplanmistir.
Protein Derisimi (mg ml™)= (Ass0/Egim) x Seyreltme Faktorii (5.1

5.7.3. DNS Yontemi ile Substrat (Glikoz) Derisimi Tayini

Fermantasyon ortamimda harcanmadan kalan glikoz derisimi DNS (dinitrosalisilik
asit) yontemi ile belirlenmistir [146]. Bunun i¢in dnce derisimi bilinen miktarlarda glikoz
iceren ortamlar kullanilarak ¢alisma dogrusu hazirlanmigtir. Olusturulan ¢calisma dogrusu
Ek 4.°de, DNS ¢0zeltisi hazirlama yontemi ise Ek 5.’te verilmistir. Calisma dogrusunun
olusturulmasinda ve 6rneklerin analizinde kullanilan yontem asagida verilmistir.

1. Farkli derisimlerdeki glikoz iceren ortamdan 1 ml alinarak {izerine 3 ml DNS
cozeltisi eklenmistir.

2. Karisim 5 dakika kaynayan su banyosunda tutulduktan sonra 5 dakika buz
banyosunda bekletilmistir.

3. Glikoz igermeyen ve ayni basamaklardan gecen standart ¢ozelti ile UV-
spektrometre’nin sifir (blank) ayar1 yapilmistir. Cozeltilerin absorbanslar1 en uygun dalga

boyu olarak seg¢ilen 550 nm’de okunmustur.
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5.7.4. Hiicre Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Santrifiij edilen fermantasyon ortamindan sivi kisim uzaklastirildiktan sonra arta
kalan hiicre kiiltiirii peletleri bu boliimde hiicre ici L-DOPA, Dopamin derisimleri ve
tirozin fenol liyaz (TPL) aktiviteleri i¢in kullanilmistir. Peletler 0.05 M potasyum fosfat
(KPi) tamponunda (pH 8.6) iki kez yikandiktan sonra ayni tamponda Agp=1.0 olacak
sekilde tekrar silispansiyon yapilmistir. Bu slispansiyonlar bir ultrasonifikatér (Sonopuls
HD 2070) ile 40 saniye sonifikasyon, 20 saniye buz iizerinde inkiibasyon olacak sekilde
toplam 3 dakika sonifiye edilerek kiiltiirlerin hiicre duvarlar1 par¢alanmig ve ultrasonik
hiicre ekstraktlar1 hazirlanmistir. Hiicre ekstraktlar1 10000 devir/dk hizda 5 dakika santrifiij
edilerek supernatant kisimda TPL enzim aktivitesi tayin edilmis ve bu supernatantlar hiicre
ici L-DOPA ve Dopamin tayini i¢in aliiminyum folyo ile 1518a maruz kalmayacak sekilde
kaplanmus tiiplere konularak HPLC ile dlgiim yapilana kadar + 4 °C’de buzdolabinda

saklanmiglardir.

5.7.5. L-DOPA ve Dopaminin HPLC ile Analizi

Hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 elde edilen L-DOPA ve Dopamin miktarlar1 Cecil
1100 ve Shimadzu LC20 Yiiksek Performansli Sivi Kromotografi (HPLC) cihazlar: ile
tayin edilmistir. Analizler Tablo 5.2.°de verilen HPLC isletme sartlarinda
gerceklestirilmistir. Burada 1000 mg L"lik stok L-DOPA ve Dopamin ¢ozeltileri
hazirlanmis ve bu stoktan 25-500 mg L™ araliginda standartlar hazirlanarak, calisma
grafikleri olusturulmustur (Ek 6. ve Ek 7.). Bu ¢alisma dogrular1 i¢cin korelasyon
katsayilar1 genel olarak > 0.999 olarak bulunmus ve her analiz Oncesi standart grafikler
cizilerek calisma dogrusu yenilenmistir. Analizlerde her bir 6rnegin {i¢ tekrar1 hazirlanarak
Olciilmiis ve elde edilen verilerin aritmetik ortalamalar1 alinarak sonuglar hesaplanmustir.

Analiz siiresi her bir 6rnek i¢in toplam 25 dakika olarak belirlenmistir.

Tablo 5.2. HPLC isletme parametreleri.

Parametre

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

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

Kolon sicakligt 25°C

Tayin yapilan dalga boyu 290 nm

Hesaplama kriteri Pik Alani
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5.7.6. Tirozin Fenol Liyaz (TPL) Enzimi Aktivitesi Tayini

Tirozin fenol liyaz (TPL) enzim aktivitesi, bu enzim tarafindan L-tirozinin fenol,
piriivat ve amonyaga yikilmasindan agiga ¢ikan amonyagin belirlenmesine dayanan (Ek 8.)
ve yaygin olarak kullanilan Nessler reaksiyonu ile belirlenmistir [147]. Nessler ayiract

cozelti A ve ¢ozelti B adi verilen iki ¢6zeltinin karisimindan olugsmaktadir [101].

Nessler ayrracinda kullanilan ¢ozeltiler:

Cozelti A: 35 g KI, 50 g Hgl, igeren 200 ml’lik ¢ozelti
Cozelti B: 50 g NaOH iceren 250 ml’lik ¢6zelti.

Cozelti A ve B sogutulduktan sonra Cozelti B, Cozelti A’ya eklenmis; karisim (Nessler
ayiract) 1siktan korunacak sekilde koyu renkli siseler icerisinde karanlikta saklanmistir.
Renk olusumu ve olabilecek c¢Okelmenin tamamlanmasi amaci ile bir hafta siire ile
korunmustur. Bu silireden sonra ayiracin renklenmis (sari-turuncu) olan sivi kismu (dipte

olusan ¢okeltiye dokunulmadan) kullanilmistir.

Tirozin Fenol Liyaz (TPL) enziminin aktivitesinin tayininde izlenilen basamaklar asagida

stralanmigtir:

1. Toplam 1 ml olan reaksiyon karistmi 5 mM L-tirozin ve 0.1 mM piridoksal fosfat
(PLP) iceren 800 ul 0.05 M KPi (pH 8.6) ve 200 ul hiicre ekstraktindan olusmaktadir.

2. Her bir 6rnek i¢in paralel hazirlanmis korlere ekstrakt konulmadan 6nce 0.1 ml 1.5 M
trikloroasetik asit (TCA) konularak hiicre proteinlerinin (dolayis1t ile TPL’nin)
denatiirasyonu saglanmistir.

3. Ornekler ve bunlara kars1 gelen korleri 37 °C’de 30 dk. inkiibasyona birakildiktan
sonra Ornek tiiplerine 0.1 ml 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) konularak reaksiyon
durdurulmustur.

4. Reaksiyon karisimi daha sonra 10000 devir dk'’de 5 dk santrifiij edilerek 500 ul
siipernatant 1.75 ml distile su igeren tiiplere transfer edilmistir. Bu karigima 250 pl
Nessler ayiraci eklenerek toplam hacim 2.5 ml yapilmis ve karisim vortekslenerek, 20

dk oda sicakliginda 151k gegirmeyen bir ortamda tutulmustur.
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5. Bu siire sonunda olusan renk yogunlugu degerleri o renge 6zgii olan 480 nm dalga

boyunda korlerine kars1 okunarak kayit edilmistir.

Bir TPL enzim {iinitesi (IU) 37 °C’de 1 dakikada 1 pmol amonyak ag¢iga ¢ikaran
enzim miktar1 olarak tanimlanir. Spesifik aktivite (SA) miligram toplam hiicre proteininde
bulunan enzim iinitesi olarak ifade edilmistir. Orneklerdeki amonyak derisimi, daha dnce
amonyum siilfatla hazirlanmis olan standart egri yardimi ile hesaplanmistir (Ek 8.). Bu

metodta amonyak belirleme alt simir1 yaklagik 10 uM olarak belirlenmistir.

5.7.7. Siv1 Faz Hacimsel Kiitle Aktarim Katsayisi ve Oksijen Tiiketim Hiz1

L-DOPA ve Dopamin tiretiminde, sivi faz hacimsel kiitle aktarim katsayis1 ve oksijen
tiketim hizi “Dinamik Yontem” ile belirlenmistir. Yontem biyoreaktore gdnderilen
havanin kisa stireli olarak kesilmesi ve bir oksijen elektrodu yardimiyla biyoreaktor
ortamindaki ¢6ziinmiis oksijen derisimindeki azalmanin; daha sonra havanin tekrar sisteme
verilmesi ile oksijen derisimindeki artisin zamanla 6lglilmesi prensibine dayanmaktadir
[148].

Belirli siirelerde, biyoreaktore beslenen hava mikroorganizmanmn biyolojik
faaliyetlerini etkilemeyecek sekilde ¢ok kisa siireli olarak kesilmis, yiizey havalandirma
etkisini azaltmak amaciyla karistrma hizi da 20-50 devir dk™ arasinda tutulmustur.
Fermantasyon ortammnda ¢Oziinmiis oksijen derisiminin dogrusal azalmasindan
yararlanilarak mikroorganizmanin oksijen tiiketim hizi r, hesaplanmistir (Denklem 2.2.).
Sivi faz kiitle aktarim katsayisinin belirlenebilmesi i¢in incelenen oksijen aktarim
kosullarinda sisteme tekrar hava verilerek ¢Oziinmiis oksijen derisimindeki dogrusal
olmayan artis incelenmistir. Denklem (2.1)’in diizenlenmesi ile Sekil 2.4.’de gosterildigi
gibi {C, ; (dCo/dt)-roC*}yapllan deneylerde grafiginin egiminden k;a degeri hesaplanmustir.
Ornek grafikler ve hesaplama Ek 9.’da gdsterilmistir.

5.8. istatistiksel Testler

L-DOPA ve Dopamin’in fermantasyon yoluyla es zamanli iiretim prosesinde,
sistemin davranigimi tanimlayan en uygun modelin belirlenebilmesi icin literatiirden elde

edilen kinetik modellerin ¢6ziimii MATLAB 7.04 ve Polymath 6.1 paket programlari
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kullanilarak yapilmistir. Modellerden elde edilen sonuglarin giivenirli§ini arastirmak

amaciyla modelleme yetenegi (EF), hata karelerinin ortalama karekokii (RMSE) ve Khi-

kare (x”) gibi gesitli istatistiksel karsilastrma metotlar1 kullanilmis ve uygun model

belirlenmeye ¢alisilmistir.

Modelleme Yetenegi ;

N

2 2
z (XX gor) =(Xpi X )

EF=- S :
z (XX gort)
P

EF = Modelleme yetenegi

X4i = Deneysel deger

Xhi = Modelden hesaplanan deger
Xdort= Deneysel degerlerin ortalamasi

N = Olgiim sayis1

Hata Karelerinin Ortalama KarekoKkii;

RMSE = Ortalama hata

X4i = Deneysel deger

Xhi = Modelden hesaplanan deger
N = Olgiim sayis1

Khi-kare;

N
(x,-X,.)
di hi
2_

x N-n

v* = Khi-kare

X4 = Deneysel deger
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Xhi = Modelden hesaplanan deger
N = Ol¢iim say1s1

n = Modeldeki parametre sayisi
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6. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan calismalarda, iyi birer L-DOPA ve Dopamin iireticisi olarak bilinen
Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Erwinia herbicola (NRRL B-3466) gram negatif
bakterilerinin yabanil suslar1 ile her iki bakterinin vgh genini tasimayan (vgh’) ve vgb
genini tastyan (vgh") rekombinantlari kullanilmistir. Calismanm baslangicinda her iki gram
negatif bakteri ve bunlarin rekombinantlar1 ile Luria-Bertani (LB) kiiltiir ortaminda L-
DOPA ve Dopamin iiretim kapasiteleri karsilastirilmistir. Sekil 6.1. ve Sekil 6.2.°den
goriilecegi iizere Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile vgb ve vgh"
rekombinant suslarmin L-DOPA ve Dopamin iiretim kapasitelerinin, Erwinia herbicola
(NRRL B-3466) yabanil susu ile vgh~ ve vgh rekombinant suslarmm L-DOPA ve
Dopamin {iretim kapasitelerinden daha yiliksek diizeylerde oldugu goriilmektedir. Bu
sebeple bundan sonra yapilan ¢alismalar boyunca Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
gram negatif bakterisi ve rekombinantlar1 ile degisik kiiltlir ortamlar1 ve kosullarinda L-
DOPA ve Dopamin iiretim kapasiteleri bu mikroorganizma i¢in karsilastirmali olarak

calisiimastir.

280 ~

| L-DOPA
g 240

E“ Dopamin
g 200 -

=

a)

= 160 ~

g 120 ~

5 %

o 80 7
= 40 /

A 0 Y %

C. freundii B-2

(=N

43 C. freundii pMK57 C. freundii pMK?79

Sekil 6.1. Citrobacter freundii B-2643 ve rekombinant suslari pMKS57 ile pMK79’in LB ortamindaki
maksimum hiicre disi L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeyleri (Sartlar: 10 g L™ pepton, 5 gL' Y.E., 10 g L
NaCl, pHy: 7.0; Ekim orani: % 1 v v'; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.2. Erwinia herbicola B-3466 ve rekombinant suslart pUCS ile pUCS8:15’in LB ortamindaki
maksimum hiicre dist L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeyleri (Sartlar: 10 g L™ pepton, 5 g L' Y.E., 10 g L"
NaCl, pHy: 7.0; Ekim orani: % 1 v v'; Calkalama hizt: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Bakteriler zor kosullar altinda enerjitik sebepler ve diger nedenlerden dolayi
(karbon ve azot kaynagi eksikligi) tirettikleri L-DOPA ve Dopamin’in bir kismini hiicre
icerisinde tutarlar. Ancak, bu iki 6nemli metabolit birincil derecede hiicre disina (besi
ortamina) atilirlar. Bu nedenle L-DOPA ve Dopamin’in tliretimleri hiicre i¢i ve hiicre dis1
seklinde ayr1 ayr1 belirlenmistir.

Yapilan tiim caligmalarda 6n gelisim ortami olarak LB kullanilmistir. L-DOPA ve
Dopamin iiretim ortamu ise LB icerisindeki ortam bilesenlerinin yani sira karbon (glikoz),
organik azot kaynaklari, inorganik azot kaynaklar1 ve diger ortam bilesenlerinin ilavesi ile
optimize edilmis ve maksimum metabolit {iretim ortam1 belirlenmistir. Citrobacter freundii
(NRRL B-2643) yabanil susu ile vgh genini tasimayan (vgh’) ve vgb genini tasiyan (vgh")
rekombinantlarindan L-DOPA ve Dopamin {iretimi, hem 50 ml ¢alisma hacmindeki 250
ml’lik erlen’lerde hem de sicakligin, pH’nim, karigtrma ve havalandirma hizinin dogrudan
kontrol edildigi 0.8 L ¢aligma hacmine sahip 1.0 L’lik kesikli olarak isletilen biyoreaktorde
gerceklestirilmistir.

6.1. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Rekombinant Suslan ile L-DOPA ve

Dopamin Uretimi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ve vgb genini tasimayan (vgb")
Citrobacter freundii pMK57 ile vgh genini tastyan (vgh') Citrobacter freundii pMK79
rekombinant suslar1 ile karbon ve azot kaynaklarinin kullanildig1 ortamlarda L-DOPA ve

Dopamin tiretimleri incelenmistir. Deneyler iki kisimda gerceklestirilmistir. Birinci kismini
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erlenlerde yapilan ¢alismalar olusturmaktadir. Erlenlerde yapilan deneylerde L-DOPA ve
Dopamin iiretimi iizerine karbon kaynagi (glikoz) ve derisimi, organik (pepton, yeast
ekstrakt, tire) ve inorganik ((NH4),SO4, NaNO;) azot kaynaklar1 ve derigimleri ile diger
ortam bilesenleri (NaCl ve CaCly)’nin yani swra, pH, sicaklik, ¢alkalama hizi ve ekim
derisimi (orant)’nin etkileri de incelenmistir. Boylelikle maksimum L-DOPA ve
Dopamin’in sentezlendigi optimum fermantasyon ortami ve kosullar1 elde edilmistir.
Calismanin ikinci kismini ise 0.8 L’lik calisma hacmine sahip 1.0 L’lik biyoreaktorde
yapilan deneyler olusturmaktadir. Biyoreaktorde kesikli sistem kullanilarak, bazi
parametrelerin (karigtirma hizi ve hava besleme hizi) mikroorganizma gelisimi, substrat

tiiketimi, oksijen transfer hizi, L-DOPA ve Dopamin iiretimi {izerine etkileri incelenmistir.

6.1.1. Karbon Kaynagimn Etkisi

Mikroorganizmalar kullanilarak cesitli metabolitlerin {iretimini etkileyen en dnemli
parametrelerden biri ortam bilesimidir. Ortam bilesenleri igerisinde karbon kaynagi ortam
maliyetinin yaklagik % 60-80’ini olusturmaktadir [149]. Karbon kaynaginin etkisini
incelemek amaciyla farkli derisimlerde glikoz kullamilmistir. Citrobacter freundii (NRRL
B-2643) yabanil susu ile bes farkli baslangi¢ glikoz derisiminde (0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 g L™)
250 ml’lik erlenlerde yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Sekil 6.3. ve Sekil 6.4.’de
verilmistir. Sekil 6.3.”de, baslangi¢ glikoz derisiminin, hiicre dis1 ve hiicre i¢ci L-DOPA ve
Dopamin {iretimi iizerine etkisi goriilmektedir. Sekil 6.4.’de, baslangic glikoz derisiminin
Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile yapilan deneylerde biyokiitle
olusumu, pH ve substrat tiikketimi tizerine etkisi goriilmektedir.

Baslangi¢ glikoz derisiminin, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile
L-DOPA ve Dopamin iiretimi lizerine etkisi incelendiginde, en yiiksek hiicre dis1 L-DOPA
ve Dopamin iiretimi 1.0 g L' glikoz derisiminde sirasiyla 296 mg L' ve 131 mg L'
degerlerine ulastig1 goriilmektedir. En yiiksek hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin {iretimi ise
yine 1.0 g L™ glikoz derisiminde sirasiyla 57 mg L™ ve 18 mg L degerlerine ulastig:
goriilmektedir. Biitlin glikoz derisimlerinde maksimum {iretim diizeyine logaritmik evre
sonlarmma dogru ulasilip inkiibasyon siiresi sonuna kadar bu iiretim diizeylerinde yaklasik
olarak sabit kaldig1 goriilmektedir. 2.5, 5 ve 10 g L™ degerlerindeki glikoz derigiminin L-
DOPA ve Dopamin iiretimi lizerine represyon etkisi yaparak L-DOPA ve Dopamin iiretim

diizeyini diisiirdiigli goriilmektedir.
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Hiicre i¢i L-DOPA Derisimi, mg [

Hiicre Dis1 L-DOPA Derisimi, mg I

Hiicre I¢i Dopamin Derisimi, mg I

Hiicre Di1s1 Dopamin Derisimi, mg I

O T 1T 1T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

Inkiibasyon Siiresi, saat Inkiibasyon Siiresi, saat

Sekil 6.3. Farkl glikoz derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde hiicre dist
ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, ®: 0.5, O0: 1.0, .
2.5,A:5.0, A: 10 g L glikoz, 10 g L™ pepton, 5 g L Y.E., 10 g L' NaCl, pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v v'';
Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Literatiirde bulunan diger c¢alismalarda da, fermantasyon ortaminda baz1 karbon
kaynaklarmnin yiiksek derigimlerde represyon etkisi yaptigi gozlenmis ve bu durum
mikroorganizmalarin salgiladiklar1 metabolitlerin azalmasi ile ifade edilmistir [131, 150-
151]. Mikroorganizma biiylime evreleri ve L-DOPA ve Dopamin liretimi arasinda yakin
bir egilim oldugu belirlenmistir. Sekil 6.3. ve 6.4. birlikte incelendiginde mikroorganizma
ve tlretilen L-DOPA ve Dopamin derisimlerinin zamanla paralellik gosterdigi sonucu
cikarilabilir. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu tiim glikoz derisimlerinde

yaklagik 30. saatte duragan evreye ulasmaktadir.
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Sekil 6.4. Farkli glikoz derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde biyokiitle
derisiminin, pH ve glikoz derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: ©: 0, @: 0.5, 0: 1.0, W: 2.5, A:
5.0, A: 10 g L glikoz, 10 g L' pepton, 5 g L' Y.E., 10 g L' NaCl, pH,: 7.0; Ekim orant: % 1 v v';
Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Vgb genini tastyan (vgb') Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile bes
farkli baslangi¢ glikoz derigiminde (1, 2.5, 5, 7.5 ve 10 g L™") 250 mI’lik erlenlerde yapilan
deneylerde elde edilen sonuglar Sekil 6.5. ve Sekil 6.6.’de verilmistir. Sekil 6.5.°de,
baslangi¢ glikoz derisiminin, Citrobacter freundii pMK79 ile elde edilen hiicre dis1 ve
hiicre i¢ci L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisi goriilmektedir. Sekil 6.6.’de ise
baslangi¢ glikoz derisiminin Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde biyokiitle

olusumu, pH ve substrat tiikketimi tizerine etkisi goriilmektedir.
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Sekil 6.5. Farkli glikoz derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde hiicre disi ve hiicre
ici L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, ®: 1.0, 0: 2.5, B: 5.0, A:

7.5 A:10g L! glikoz, 10 g L! pepton, 5 g L' Y.E, 10 g L' NaCl, pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v vl
Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Baslangic glikoz derisiminin, Vgb genini tasiyan (vgb') Citrobacter freundii pMK79
rekombinant susu ile L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisi incelendiginde, en
yiiksek hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin iiretimi 5.0 g L™ glikoz derisiminde sirasiyla 245
mg L ve 180 mg L' degerlerine ulastig1 goriilmektedir. En yiiksek hiicre i¢i L-DOPA ve
Dopamin iiretimi ise yine 5.0 g L glikoz derisiminde sirastyla 131 mg L™ ve 57 mg L™
degerlerine ulastig1 goriilmektedir. Biitiin glikoz derisimlerinde maksimum iiretim
diizeyine logaritmik evre sonlarmma dogru ulasilip inkiibasyon siiresi sonuna kadar bu
iretim diizeylerinde yaklasik olarak sabit kaldig1 goriilmektedir. Ortamda bulunan biitiin
glikoz derisimlerinde L-DOPA ve Dopamin iiretimini arttirdigi fakat maksimum tiretim

diizeyine 5.0 g L' glikoz derisiminde ulastig1 goriilmektedir.
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Sekil 6.6. Farkli glikoz derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde biyokiitle
derisiminin, pH ve glikoz derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: ©: 0, @: 1.0, 0: 2.5, W: 5.0, A:
7.5, A: 10 g L glikoz, 10 g L' pepton, 5 g L' Y.E., 10 g L' NaCl, pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v v';
Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susunun, yabanil susuna gore ortamdaki glikozu
kullanma ve tiiketme hizinin daha yiiksek oldugu Sekil 6.6.dan goriilmektedir. MK79
rekombinant susunun yabanil susa gore ¢cok daha yavas tiredigi ortaya konulmustur. Bunun
baslica nedeni olarak, genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin yabanil suglara gore
iireme hizinin daha yavas oldugu literatiirde belirtilmistir [152]. Elde edilen bu sonuglar
literatiir ile uyum igerisindedir.

Vgb genini tasimayan (vgh) ve vgh genini tasiyan (vgb') rekombinant suslar ile
yabanil susun maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeyleri sirasiyla Sekil 6.7. ve

Sekil 6.8.’de verilmistir. Hiicre dis1 L-DOPA iiretimi en yiiksek diizeyde (296 mg L") 1 g
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L glikozun bulundugu LB ortaminda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu
ile elde edilmistir. Hiicre i¢i L-DOPA iiretimi ise en yiiksek diizeyde 131 mg L™ ile 5 g L™
glikozun bulundugu LB ortaminda Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu
kullanilarak elde edilmistir. Yabanil ve rekombinant suslar arasinda Dopamin iiretim
diizeyleri kiyaslandiginda hiicre dist ve hiicre i¢i Dopamin iiretiminin en yiiksek 5 g L™
glikozun bulundugu LB ortaminda Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susunun

kullamldig1 deneylerde sirastyla 178 ve 57 mg L™ olarak elde edilmistir.

6.1.2. Organik Azot Kaynaklarimin Etkisi
Mikrobiyal aktiviteler neticesinde elde edilen degerli metabolitlerin maksimum

diizeyde elde edilebilmesi liretimin gerceklestirildigi fermantasyon ortamindaki
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Sekil 6.7. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suglari pMK57 ile pMK79’mn glikoz
varligindaki LB ortamindaki maksimum hiicre dist ve hiicre i¢i L-DOPA iiretim diizeyleri.
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Sekil 6.8. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suglar1 pMK57 ile pMK79’mn glikoz
varligindaki LB ortamindaki maksimum hiicre dis1 ve hiicre i¢i Dopamin iretim diizeyleri.
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karbon/azot (C/N) oram ile yakindan iliskilidir [153]. Bu kapsamda yapilan ¢alismalarda
C/N oranimin optimum degerde olmasi sonucu, metabolit {iretiminin maksimum degerlere
ulasacagi belirtilmektedir [154]. Calismada, organik azot kaynaklarinin hiicre i¢i ve hiicre
dis1t L-DOPA ve dopamin sentezine, biyokiitle miktarina ve ortam pH’sma etkisini
arastrmak amaci ile farkli derisimlerde pepton, yeast ekstrakt ve iire ile deneyler
gerceklestirilerek; sonuglar asagida sunulmustur.

1 g L glikoz, 5 g L yeast ekstrakt ve 10 g L™ NaCl i¢eren fermantasyon ortamima
bes farkli derisimde (5, 7.5, 10, 12.5 ve 15 g L) pepton ilave edilerek 250 ml’lik
erlenlerde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile yapilan deneylerde elde
edilen sonuclar Sekil 6.9. ve Sekil 6.10.’da verilmistir. Sekil 6.9.’da, baslangi¢ pepton
derisiminin, hiicre dis1 ve hiicre ici L-DOPA ve Dopamin derisiminin zamanla degisimi

Sekil 6.10.’da ise pH ve biyokiitle derisiminin zamanla degisimi goriilmektedir.
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Sekil 6.9. Farkli pepton derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde hiicre disi
ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, ®: 5.0, O0: 7.5, K.
10.0, A: 12.5, A: 15.0 g L pepton, 1 g L™ glikoz, 5g L' Y.E., 10 g L"' NaCl, pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v v’
' Calkalama hiz1: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.10. Farkli pepton derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile pH ve biyokiitle derisiminin
inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @: 5.0, (I: 7.5, W: 10.0, A: 12.5, A: 15.0 g L pepton, 1 g L™
glikoz, 5 g L' Y.E., 10 g L' NaCl, pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v v'; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam
sicakligi: 37 °C).

Baslangi¢ pepton derisiminin, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile
L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisi incelendiginde, en yiiksek hiicre dis1 L-DOPA
ve Dopamin tiretimi 12.5 g L' pepton derisiminde sirasiyla 344 mg L' ve 157 mg L'
degerlerine ulastig1 goriilmektedir. En yiiksek hiicre i¢ci L-DOPA ve Dopamin iiretimi ise
yine 12.5 g L™ pepton derisiminde sirasiyla 66 mg L™ ve 25 mg L™ degerlerine ulastig:
goriilmektedir. Biitiin pepton derisimlerinde maksimum L-DOPA ve Dopamin {iretim
diizeyine logaritmik evre sonlarina dogru ulasilip inkiibasyon siiresi sonuna dogru bu
iiretim diizeylerinde azda olsa bir azalmanin oldugu goriilmektedir.

Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile 5 g L™ glikoz, 5 g L yeast
ekstrakt ve 10 g L' NaCl iceren fermantasyon ortamma bes farkli baslangic pepton
derisiminde (5, 10, 12.5, 15 ve 17.5 g L") 250 ml’lik erlenlerde yapilan deneylerde elde
edilen sonuglar Sekil 6.11. ve Sekil 6.12.de verilmistir. Sekil 6.11.’de, baslangi¢c pepton
derisiminin, Citrobacter freundii pMK79 ile elde edilen hiicre dis1 ve hiicre ici L-DOPA ve
Dopamin derisiminin zamanla degisimi goriilmektedir. Sekil 6.12.’de ise baglangi¢ pepton

derisiminin biyokiitle derisimi ve ortam pH’min degisimi iizerine etkisi goriilmektedir.
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Sekil 6.11. Farkli pepton derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde hiicre dist ve
hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derigiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @: 5.0, O: 10.0, M.
12.5,A: 15.0, A: 17.5 g L' pepton, 5 g L™ glikoz, 5 g L' Y.E., 10 g L' NaCl, pH,: 7.0; Ekim orani: % 1 v v’
' Calkalama hiz1: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Pepton derisiminin, Vgb genini tasiyan (vgh") Citrobacter freundii pMK79 rekombinant
susu ile L-DOPA ve Dopamin iiretimi lizerine etkisi incelendiginde, en yiiksek hiicre dis1
L-DOPA ve Dopamin iiretimi 15.0 g L™ pepton derisiminde sirasiyla 318 mg L ve 204
mg L' degerlerine ulastig1 goriilmektedir. En yiiksek hiicre ici L-DOPA ve Dopamin
iiretimi ise yine 15.0 g L™ pepton derisiminde swrasiyla 157 mg L' ve 74 mg L
degerlerine ulastig1 goriilmektedir. Biitiin pepton derisimlerinde maksimum iiretim
diizeyine logaritmik evre sonlarmma dogru ulasilip inkiibasyon siiresi sonuna kadar bu
iiretim diizeylerinde yaklasik olarak sabit kaldig1 goriilmektedir. Ortamda bulunan biitiin
pepton derisimlerinde L-DOPA ve Dopamin liretimini arttirdigi fakat maksimum tretim

diizeyine 15.0 g L™ pepton derisiminde ulastig1 goriilmektedir.
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Sekil 6.12. Farkli pepton derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde pH ve biyokiitle
derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @: 5.0, (J: 10.0, W: 12.5, A: 15.0, A: 17.5 gL
pepton, 5 g L' glikoz, 5 g L™ Y.E., 10 g L™ NaCl, pH,: 7.0; Ekim orant: % 1 v/v; Karistirma hizi: 150 rpm;
Ortam sicakligi: 37 °C).

Kullanilan organik azot kaynaklarindan pepton ve yeast ekstrakt’in mikrobiyal tiriin
olusumunu pozitif yonde etkiledigi, buna karsin bir diger organik azot kaynagi olarak
fermantasyon ortamma ilave edilen iire’nin ise dislik derisimlerde mikrobiyal iiriin
verimini etkilemedigi ancak yiiksek derisimlerde mikrobiyal {iriin iiretimini negatif yonde
etkileyerek azalttig1 gozlemlenmistir. Bu sebeple {ire’nin etkisinin incelendigi deneylerden
elde edilen sonuglara yer verilmemistir.

Literatiirde, fermantasyon ortaminda yeterli derisimde azot kaynaginin olmamasi
halinde mikrobiyal iiriin iiretiminin negatif yonde etkilenecegi, bununla birlikte yiiksek
derisimlerde azot kaynaginin fermantasyon ortamimda bulunmasi halinde ise mikrobiyal
iirlin iiretim veriminin inhibisyona ugrayacagi belirtilmektedir [155].

Veb genini tasimayan (vgh) Citrobacter freundii pMKS7 ve vgb genini tasiyan
(vgb") Citrobacter freundii pMK79 rekombinant suslar1 ile Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) yabanil susun maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeyleri sirasiyla Sekil
6.13. ve Sekil 6.14.’de verilmistir. Hiicre dig1 L-DOPA {iretimi en yiiksek diizeyde (344 mg
L") 12.5 g L peptonun bulundugu fermantasyon ortaminda Citrobacter freundii (NRRL
B-2643) yabanil susu ile elde edilmistir. Hiicre i¢i L-DOPA {iretimi ise en yiiksek diizeyde
157 mg L ile 15.0 g L peptonun bulundugu fermantasyon ortaminda Citrobacter
freundii pMK79 rekombinant susu kullanilarak elde edilmistir. Yabanil ve rekombinant

suslar arasinda Dopamin iiretim diizeyleri kiyaslandiginda hiicre dis1 ve hiicre i¢i Dopamin
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iiretiminin en yiiksek 15.0 g L™ pepton bulunduran fermantasyon ortaminda Citrobacter
freundii pMK79 rekombinant susunun kullanildigi deneylerde sirasiyla 204 ve 74 mg L™
olarak elde edilmistir.

Yeast ekstrakt derisiminin etkisini gozlemlemek amaciyla 1 g L™ glikoz, 12.5 g L™
pepton ve 10 g L™ NaCl iceren fermantasyon ortamma bes farkli derisimde (5, 7.5, 10,
12.5 ve 15 g L) yeast ekstrakt ilave edilerek 250 ml’lik erlenlerde Citrobacter freundii
(NRRL B-2643) yabanil susu ile yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Sekil 6.15. ve
Sekil 6.16.’da verilmistir. Sekil 6.15.’de, baslangi¢ yeast ekstrakt derisimi ile hiicre dis1 ve
hiicre i¢ci L-DOPA ve Dopamin derigiminin zamanla degisimi Sekil 6.16.’da ise biyokiitle

derisimi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi goriilmektedir.
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Sekil 6.13. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslart pMK57 ile pMK79’in glikoz
varhigindaki pepton derisiminin etkisinin incelendigi fermantasyon ortamimdaki maksimum hiicre dis1 ve
hiicre i¢i L-DOPA iiretim diizeyleri.
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Sekil 6.14. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari pMKS57 ile pMK79’in glikoz

varhigindaki pepton derisiminin etkisinin incelendigi fermantasyon ortamimdaki maksimum hiicre dis1 ve
hiicre i¢i Dopamin iiretim diizeyleri.
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Sekil 6.15. Farkli yeast ekstrakt derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde
hiicre dist ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @: 5.0,
0: 7.5, M:10.0,A: 12.5, A: 150 gL' Y.E,, 1 g L' glikoz, 12.5 g L pepton, 10 g L' NaCl, pH,: 7.0; Ekim
orant: % 1 vv'; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligt: 37 °C).

Fermantasyon ortamindaki yeast ekstrakt derisiminin, Citrobacter freundii (NRRL
B-2643) yabanil susu ile L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisi incelendiginde, en
yiiksek hiicre dist L-DOPA ve Dopamin iiretimi 10.0 g L™ yeast ekstrakt derisiminde
srrastyla 392 mg L™ ve 179 mg L™ degerlerine ulastig1 goriilmektedir. En yiiksek hiicre ici
L-DOPA ve Dopamin iiretimi ise yine 10.0 g L yeast ekstrakt derisiminde sirasiyla 81 mg
L' ve 30 mg L™ degerlerine ulastig1 goriilmektedir. Biitiin yeast ekstrakt derisimlerinde
maksimum L-DOPA ve Dopamin {iretim diizeyine logaritmik evre sonlarina dogru ulasilip
inkiibasyon siiresi sonuna dogru bu iiretim diizeylerinde azda olsa bir azalmanin oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 6.16. Farkli yeast ekstrakt derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde
pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @: 5.0, [J: 7.5, l: 10.0, A: 12.5,
A: 150 gL' YE., 1 g L" glikoz, 12.5 g L' pepton., 10 g L™ NaCl, pH,: 7.0; Ekim orant: % 1 v v';
Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile 5 g L™ glikoz, 12.5 g L™ pepton
ve 10 g L™ NaCl iceren fermantasyon ortamma bes farkli yeast ekstrakt derisiminde (5,
7.5, 10, 12.5 ve 15 g L") 250 mI’lik erlenlerde yapilan deneylerde elde edilen sonuglar
Sekil 6.17. ve Sekil 6.18.’da verilmistir. Sekil 6.17.de, baslangic yeast ekstrak derisiminin,
Citrobacter freundii pMK79 ile elde edilen hiicre dis1 ve hiicre i¢ci L-DOPA ve Dopamin
iretimi Ulzerine etkisi goriilmektedir. Sekil 6.18.’de ise yeast ekstrakt derisiminin
Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde biyokiitle olusumu ve ortam pH’inin
degisimi lizerine etkisi goriilmektedir.

Yeast ekstrakt derisiminin, Vgb genini tasiyan (vgb') Citrobacter freundii pMK79
rekombinant susu ile L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisi incelendiginde, en
yiiksek hiicre dist L-DOPA ve Dopamin iiretimi 12.5 g L™ yeast ekstrakt derisiminde
srrastyla 386 mg L™ ve 272 mg L™ degerlerine, en yiiksek hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin
iiretimi ise yine 12.5 g L™ yeast ekstrakt derisiminde sirastyla 192 mg L™ ve 101 mg L
degerlerine ulastig1 gorilmektedir (Sekil 6.17.). Ortamda etkisi incelenen tiim yeast
ekstrakt derisimlerinde maksimum {retim diizeyine logaritmik evre sonlarma dogru
ulasilip inkiibasyon siiresi sonuna dogru azda olsa bir azalmanin oldugu goriilmektedir.
Ortamda bulunan biitiin yeast ekstrakt derisimlerinde L-DOPA ve Dopamin iiretimini
arttirdig1 fakat maksimum iiretim diizeyine 12.5 g L' yeast ekstrakt derisiminde ulastig

goriilmektedir.
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Sekil 6.17. Farkli yeast ekstrakt derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde hiicre disi
ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, ®: 5.0, O0: 7.5, K.
10.0,A: 12.5, A:15.0g L' Y.E., 5 g L glikoz, 15 g L pepton., 10 g L™ NaCl, pHy: 7.0; Ekim orani: % 1 v
v'; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicaklig: 37 °C).
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Sekil 6.18. Farkli yeast ekstrakt derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde pH ve
biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @: 5.0, [1: 7.5, l: 10.0, A: 12.5, A: 15.0
gL' YE., 50gL" glikoz, 15.0 g L' pepton, 10.0 g L™ NaCl, pHy: 7.0; Ekim orani: % 1 v v''; Calkalama
hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).
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Vgb genini tasimayan (vgh’) Citrobacter freundii pMKS57 ve vgb genini tasiyan
(vgb") Citrobacter freundii pMK79 rekombinant suslar1 ile Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) yabanil susun maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeyleri sirasiyla Sekil
6.19. ve Sekil 6.20.’de verilmistir. Hiicre dig1 L-DOPA {iretimi en yiiksek diizeyde (392 mg
L") 10.0 g L yeast ekstraktn bulundugu fermantasyon ortaminda Citrobacter freundii
(NRRL B-2643) yabanil susu ile elde edilmistir. Hiicre i¢i L-DOPA {iretimi ise en yiiksek
diizeyde 192 mg L ile 12.5 g L™ yeast ekstraktin bulundugu fermantasyon ortaminda
Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu kullanilarak elde edilmistir. Yabanil ve
rekombinant suslar arasinda Dopamin iiretim diizeyleri kiyaslandiginda hiicre dis1 ve hiicre
i¢i Dopamin iiretiminin en yiiksek 12.5 g L™ yeast ekstrakt bulunduran fermantasyon
ortaminda Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susunun kullanildig1 deneylerde

strasiyla 272 ve 101 mg L olarak elde edilmistir.
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Sekil 6.19. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari pMKS57 ile pMK79’in glikoz

varligindaki yeast ekstrakt etkisinin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dist ve hiicre ici
L-DOPA derigimleri.
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Sekil 6.20. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslart pMKS57 ile pMK79’in glikoz
varligindaki yeast ekstrakt etkisinin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dis1 ve hiicre igi
Dopamin derigimleri.
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6.1.3. inorganik Azot Kaynaklarimn Etkisi

Inorganik azot kaynaklarinm hiicre dis1 ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin iiretimi
ile biyokiitle olusumu {izerine etkisini arastirmak amaciyla farkli derisimlerde amonyum
siilfat ((NH4)2SO4) ve sodyum nitrat (NaNO;) fermantasyon ortamina ilave edilerek
deneyler gerceklestirilmistir. Kullanilan inorganik azot kaynaklarindan amonyum siilfatin
mikrobiyal {iriin olusumunu pozitif yonde etkiledigi, diger inorganik azot kaynagi olarak
fermantasyon ortamma ilave edilen sodyum nitrat’in ise diisiik derisimlerde mikrobiyal
irlin verimini etkilemedigi ancak yiiksek derisimlerde mikrobiyal iirlin verimini negatif
yonde etkileyerek azalttigi gozlemlenmistir. Bu sebeple inorganik azot kaynaklari ile
yapilan deneylerden sadece amonyum siilfat ile yapilan deney sonuglarina yer verilmistir.

1 g L glikoz, 12.5 g L™ pepton, 10.0 g L yeast ekstrakt ve 10 g L™ NaCl i¢eren
fermantasyon ortamma bes farkli derisimde (1, 2.5, 5, 7.5 ve 10 g L") amonyum siilfat
((NH4)2S04) ilave edilerek 250 ml’lik erlenlerde Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
yabanil susu ile yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Sekil 6.21. ve Sekil 6.22.’de
verilmistir. Sekil 6.21.’da, amonyum siilfat derisiminin, hiicre dis1 ve hiicre i¢i L-DOPA ve
Dopamin iretimi lizerine etkisi Sekil 6.22.°de ise biyokiitle olusumu ve ortam pH’inin
degisimi lizerine etkisi goriilmektedir.

Diisiik derisimlerde (1 ve 2.5 g L") (NH4),SO4’tin fermantasyon ortamina ilave
edilmesi ile gergeklestirilen deneylerde L-DOPA ve Dopamin iiretiminin yiiksek oldugu,
(NH4)2SO4 derisiminin artmasiyla L-DOPA ve Dopamin iiretiminin fermantasyon
ortamindaki (NH4),SO4 derisimi ile ters orantili olarak degistigi goriilmistiir. Maksimum
L-DOPA ve Dopamin iiretim verimine 2.5 g L™ (NH4),SO; igeren fermantasyon ortammda
ulasilmugtir. Inorganik azot kaynagi olan (NH4),SO4 fermantasyon ortamma ilave edilen
diger organik azot kaynaklariyla kiyaslandiginda yeast ekstrakt’a esdeger, pepton’a
nazaran da daha az L-DOPA ve Dopamin iiretimine etkisinin oldugu goriilmektedir. Ancak
organik azot kaynaklarinin (yeast ekstrakt, pepton, beef extrakt, misir 1slatma surubu vb.)
bakteriyel suslarda maksimum mikrobiyal iiriin iiretimi sagladigi yapilan calismalarda
ifade edilmektedir [156-157]. Azot kaynag1 olarak (NH4),SO,4 kullanildig1 ortamda, yeast
ekstrakt kullanilan ortamda elde edilen mikrobiyal iirlin verimlerinin birbirine yakin olusu
her bir susun farkli azot kaynaklarinda farkli iiriin iiretim kapasitesine sahip oldugu

bilgisini gliclendirmektedir [158].
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Sekil 6.21. Farkli amonyum siilfat derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan
deneylerde hiicre dis1 ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar:

0:0, @ 1.0, 0: 2.5, M: 5.0, A: 7.5, A: 10.0 g L"! amonyum siilfat, 1.0 g L glikoz, 12.5 g L' pepton., 10.0 g
L' Y.E., 10.0 g L' NaCl, pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v v''; Calkalama hiz1: 150 rpm; Ortam sicaklig: 37 °C).

Fermantasyon ortamindaki diger bilesenlere ek olarak ortama ilave edilen
amonyum stlfati, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile L-DOPA ve
Dopamin iiretimi iizerine etkisi incelendiginde, en yiiksek hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin
iiretimi 2.5 g L amonyum siilfat derisiminde sirasiyla 433 mg L' ve 202 mg L
degerlerine ulastig1 goriilmektedir. En yiiksek hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin iiretimi ise
yine 2.5 g L' amonyum siilfat derisiminde sirasiyla 96 mg L' ve 34 mg L' degerlerine
ulagilmistir. Biitlin amonyum stilfat derisimlerinde maksimum L-DOPA ve Dopamin
iretim diizeyine logaritmik evre sonlarinda ulasilmistir. Maksimum mikrobiyal {iriin
verimine, diisiik amonyum siilfat derisimlerinde (1 ve 2.5 g L™") 30. saat sonunda yiiksek
amonyum siilfat derisimlerinde ise (5, 7.5 ve 10 g L) 36. ile 42. saatlerde ulasilmistir ve
inkiibasyon siiresi sonuna dogru bu iiretim diizeylerinde azda olsa bir azalmanin oldugu

gozlemlenmistir.
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Sekil 6.22. Farkli amonyum siilfat derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan
deneylerde pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @: 1.0, [I: 2.5, l: 5.0,

A: 7.5, A:10.0 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L' glikoz, 12.5 g L' pepton, 10.0 g L™ Y.E., 10.0 g L' NaCl,
pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v v'; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile 5 g L™ glikoz, 15.0 g L™ pepton,
12.5 g L yeast ekstrakt ve 10 g L™ NaCl iceren fermantasyon ortamma bes farkl
amonyum siilfat derisiminde (1, 2.5, 5, 7.5 ve 10 g L) 250 ml’lik erlenlerde yapilan
deneylerde elde edilen sonuglar Sekil 6.23. ve Sekil 6.24.’de verilmistir. Sekil 6.23.’de,
amonyum siilfat derisiminin, Citrobacter freundii pMK79 ile elde edilen hiicre dis1 ve
hiicre i¢ci L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisi goriilmektedir. Sekil 6.24.’de ise
amonyum siilfat derisiminin Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde biyokiitle
olusumu ve ortam pH’inm degisimi lizerine olan etkisi goriilmektedir. Amonyum siilfat
derisiminin, Vgb genini tastyan (vgbh") Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile
L-DOPA ve Dopamin iiretimi {izerine etkisi incelendiginde, en yiiksek hiicre dis1 L-DOPA
ve Dopamin iiretimi 2.5 g L' amonyum siilfat derisiminde sirasiyla 438 mg L' ve 322 mg
L' degerlerine ulastig1 goriilmektedir. En yiiksek hiicre ici L-DOPA ve Dopamin iiretimi
ise yine 2.5 g L' amonyum siilfat derigsiminde swrasiyla 221 mg L ve 131 mg L’
degerlerine ulagsmaktadir. Ortamda etkisi incelenen tiim amonyum siilfat derisimlerinde
maksimum iiretim diizeyine logaritmik evre sonlarina dogru ulasilip inkiibasyon siiresi
sonuna dogru azda olsa bir azalmanin oldugu goriilmektedir. Fermantasyon ortamina ilave
edilen amonyum siilfatm 1.0-5.0 g L™ derisimlerinde L-DOPA ve Dopamin iiretimini
arttirdigs, 5 g L™ ’den yiiksek amonyum siilfat derisimlerinde ise L-DOPA ve Dopamin

iiretimini diistirdiigi goriilmektedir.
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Sekil 6.23. Farkli amonyum siilfat derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde hiicre
dist ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @: 1.0, O:
2.5, M:5.0,A: 7.5, A:10.0 g L' amonyum siilfat, 5 g L glikoz, 15 g L™ pepton, 12.5 gL' Y.E., 10 g L™
NaCl, pHy: 7.0; Ekim orani: % 1 v v'; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Vegb genini tasimayan (vgh’) Citrobacter freundii pMKS57 ve vgb genini tasiyan
(vgb") Citrobacter freundii pMK79 rekombinant suslar1 ile Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) yabanil susun maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeyleri sirasiyla Sekil
6.25. ve Sekil 6.26.’da verilmistir. Hiicre dig1 L-DOPA {iretimi en yiiksek diizeyde (438 mg
L") 2.5 g L' amonyum siilfatin bulundugu fermantasyon ortaminda Citrobacter freundii
pMK79 rekombinant susu ile elde edilmistir. Hiicre i¢i L-DOPA {iretimi de en yiiksek
diizeyde 221 mg L ile 2.5 g L' amonyum siilfatin bulundugu fermantasyon ortaminda
Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu kullanilarak elde edilmistir. Yabanil ve
rekombinant suslar arasinda Dopamin iiretim diizeyleri kiyaslandiginda hiicre dis1 ve hiicre
i¢i Dopamin iiretiminin en yiiksek 2.5 g L' amonyum siilfat bulunduran fermantasyon
ortaminda Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susunun kullanildig1 deneylerde

srrastyla 322 ve 131 mg L™ olarak elde edilmistir.
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Sekil 6.24. Farkli amonyum siilfat derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde pH ve
biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, ®@: 1.0, 00: 2.5, W: 5.0, A: 7.5, A: 10.0 gL
" amonyum siilfat, 5 g L' glikoz, 15 g L pepton, 12.5 g L' Y.E., 10 g L' NaCl, pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v
v'; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicaklig: 37 °C).
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Sekil 6.25. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari pMKS57 ile pMK79’in glikoz
varhigindaki amonyum siilfat etkisinin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dis1 ve hiicre
i¢i L-DOPA derigimi.
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Sekil 6.26. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslart pMKS57 ile pMK79’in glikoz
varhigindaki amonyum siilfat etkisinin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dis1 ve hiicre
i¢i Dopamin derisimi.

6.1.4. Diger Ortam Bilesenlerinin Etkisi

Fermantasyon yoluyla iiretimi gergeklestirilen bircok metabolit, enzimlerin
katalizledigi reaksiyonlar sonucu fermantasyon ortamina salgilanmaktadir. Mikrobiyal
iriin olusum reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerin kararliliklarmin saglanmasi ve
proteolitik etkilere karst korunmasi i¢in mutlaka ortamda etkili metal iyonlarinin
bulunmasi gerekliligi yapilan ¢aligmalarda belirtilmektedir [159]. Bu amacgla L-DOPA ve
Dopamin iiretimi iizerine etkisi olabilecegi diisiiniilen ve baglangicta segilen zengin besi
yeri ortami (LB) bilesenlerinden olan sodyum kloriiriin (NaCl) yan1 sira kalsiyum kloriiriin
(CaCly) etkileri farkli derisimlerde fermantasyon ortamina ilave edilerek arastirilmistir.
Yapilan deneylerde NaCl’nin iiriin {iretimini artirict bir etkiye sahip olmadigi ancak
CaCly’nin  farkli derisimlerde az da olsa pozitif yonde bir etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Uriin {iretimi {izerine artiric1 bir etkiye sahip olmadigi i¢in NaCl’nin
etkisinin incelendigi deney sonuglar1 verilmemistir.

1 g L glikoz, 12.5 g L' pepton, 10.0 g L yeast ekstrakt ve 2.5 g L' (NH;4),SOy4
iceren fermantasyon ortamina bes farkli derisimde (1, 2.5, 5, 7.5 ve 10 g L") kalsiyum
kloriir (CaCl,) ilave edilerek 250 ml’lik erlenlerde Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
yabanil susu ile yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Sekil 6.27. ve Sekil 6.28.’de
verilmistir. Sekil 6.27.’de, kalsiyum kloriir derisiminin, hiicre dis1 ve hiicre i¢i L-DOPA ve

Dopamin iiretimi {izerine etkisi goriilmektedir.
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Sekil 6.27. Farkli kalsiyum kloriir derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde
hiicre dis1 ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @:
1.0, O: 2.5, W: 5.0, A: 7.5, A: 10.0 g L' kalsiyum kloriir, 1.0 g L glikoz, 12.5 g L' pepton., 10.0 g L™
YE., 25¢g L' amonyum siilfat, pHy: 7.0; Ekim orani: % 1 v v'; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicaklig:
37 °C).

Sekil 6.28.’de ise biyokiitle olusumu ve ortam pH’min degisimi {izerine etkisi
goriilmektedir. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile L-DOPA ve
Dopamin iiretimi lizerine kalsiyum kloriiriin farkli derisimlerdeki etkisi incelendiginde, en
yiiksek hiicre disi L-DOPA ve Dopamin iiretimi 1.0 g L' kalsiyum kloriir derisiminde
sirastyla 447 mg L' ve 218 mg L' degerlerine ulastig1 goriilmektedir. En yiiksek hiicre ici
L-DOPA ve Dopamin iiretimi ise yine 1.0 g L™ kalsiyum kloriir derisiminde sirasiyla 105
mg L' ve 36 mg L' degerlerine ulastigi goriilmektedir. Biitiin kalsiyum kloriir
derisimlerinde maksimum L-DOPA ve Dopamin {iretim diizeyine logaritmik evre
sonlarinda ulasilmis ve inkiibasyon siiresi sonuna dogru bu iiretim diizeylerinde azda olsa

bir azalmanin oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 6.28. Farkli kalsiyum kloriir derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde
pH ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon stiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @: 1.0, [1: 2.5, l: 5.0, A: 7.5, A:
10.0 g L™ kalsiyum kloriir, 1.0 g L glikoz, 12.5 g L' pepton, 10.0 g L Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat,
pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v v'; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Vgb genini tastyan (vgb ") Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile 5 g L™
glikoz, 15.0 g L pepton, 12.5 g L™ yeast ekstrakt ve 2.5 g L' amonyum siilfat iceren
fermantasyon ortamina bes farkli kalsiyum kloriir derisiminde (1, 2.5, 5, 7.5 ve 10 g L™)
250 ml’lik erlenlerde yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Sekil 6.29. ve Sekil 6.30.’da
verilmistir. Sekil 6.29.’da, kalsiyum kloriir derisiminin, Citrobacter freundii pMKT79 ile
elde edilen hiicre dis1 ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin {iretimi iizerine etkisi
goriilmektedir. Sekil 6.30.’da ise kalsiyum kloriir derisiminin Citrobacter freundii pMK79
ile yapilan deneylerde biyokiitle olusumu ve ortam pH’min degisimi iizerine olan etkisi
goriilmektedir. Kalsiyum kloriir derisiminin, Citrobacter freundii pMK79 rekombinant
susu ile L-DOPA ve Dopamin tiretimi lizerine etkisi incelendiginde, en yiiksek hiicre dis1
L-DOPA ve Dopamin iiretimi 1.0 g L™ kalsiyum kloriir derisiminde sirasiyla 470 mg L™
ve 344 mg L' degerlerine ulastigi goriilmektedir. En yiiksek hiicre i¢i L-DOPA ve
Dopamin tiretimi ise yine 1.0 g L™ kalsiyum kloriir derisiminde sirasiyla 233 mg L ve
143 mg L degerlerine ulastigi goriilmektedir. Fermantasyon ortamma ilave edilen tim

kalstyum kloriir derisimlerinde L-DOPA ve Dopamin liretimini azda olsa arttirmustir.
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Sekil 6.29. Farkli kalsiyum kloriir derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde hiicre
dis1 ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @: 1.0, [I:
2.5, M:5.0,A: 7.5, A:10.0 g L' kalsiyum kloriir, 5 g L glikoz, 15 g L pepton, 12.5 gL' Y.E., 2.5 g L™
amonyum siilfat, pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v v''; Calkalama hiz1: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Vegb genini tasimayan (vgh’) Citrobacter freundii pMKS57 ve vgb genini tasiyan
(vgb") Citrobacter freundii pMK79 rekombinant suslar1 ile Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) yabanil susun maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeyleri sirasiyla Sekil
6.31. ve Sekil 6.32.°de verilmistir. Hiicre dis1 L-DOPA {iretimi en yiiksek diizeyde (470 mg
L") 1.0 g L™ kalsiyum kloriiriin bulundugu fermantasyon ortammnda Citrobacter freundii
pMK79 rekombinant susu ile elde edilmistir. Hiicre i¢i L-DOPA {iretimi de en yiiksek
diizeyde 233 mg L ile 1.0 g L™ kalsiyum kloriiriin bulundugu fermantasyon ortaminda
Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu kullanilarak elde edilmistir. Yabanil ve
rekombinant suslar arasinda Dopamin iiretim diizeyleri kiyaslandiginda hiicre dis1 ve hiicre
i¢i Dopamin iiretiminin en yiiksek 1.0 g L™ kalsiyum kloriir bulunduran fermantasyon
ortaminda Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susunun kullanildigi deneylerde

sirasiyla 344 ve 143 mg L™ olarak elde edilmistir.
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Sekil 6.30. Farkli kalsiyum kloriir derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde pH ve
biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 0, @: 1.0, [1: 2.5, l: 5.0, A: 7.5, A:10.0 g
L™ kalsiyum kloriir, 5 g L™ glikoz, 15 g L pepton, 12.5 g L' Y.E., 2.5 g L"' amonyum siilfat, pH: 7.0; Ekim
orant: % 1 vv'; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligr: 37 °C).
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C. freundii B-2643 C. freundii pMK57 C. freundii pMK79

Sekil 6.31. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari pMK57 ile pMK79’in glikoz
varhigidaki kalsiyum kloriir etkisinin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dis1 ve hiicre
i¢i L-DOPA derigimi.
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C. freundii B-2643 C. freundii pMKS57 C. freundii pMK79

Sekil 6.32. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslart pMK57 ile pMK79’in glikoz
varhigidaki kalsiyum kloriir etkisinin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dis1 ve hiicre
i¢i Dopamin derisimi.

6.1.5. Baslangic Ortam pH’simin EtKkisi

Biyoproseslerde ortam pH’s1 zamanla degisim gostermektedir ve bu degisim
baslangic pH’1 ile yakindan iligkilidir. Mikroorganizmanin s6z konusu {iriin iiretim
faaliyetlerini optimum diizeyde gergeklestirebilmesi i¢in fermantasyon ortamimin belirli bir
pH degerine ayarlanmasi gerekir [7]. Bu asamadan once yapilan deneylerde fermantasyon
baslangi¢ ortami pH degeri 7.0’a ayarlanmisti.

Farkli baglangic ortam pH’smin mikrobiyal iiriin olusumuna etkisini incelemek
amactyla 1 g L glikoz, 12.5 g L™ pepton, 10.0 g L™ yeast ekstrakt, 2.5 g L™ (NH,),SO4 ve
1.0 g L' CaCly’den olusan fermantasyon ortamunda Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
yabanil susu ile farkh baslangic pH degerlerinde (pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0)
deneyler gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 6.33. ve Sekil 6.34.’de verilmistir.
Sekil 6.33.’de, baslangic pH’inin hiicre dis1 ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin iiretimi
iizerine etkisi, Sekil 6.34.’de ise biyokiitle olusumu ve ortam pH’min degisimi lizerine

etkisi goriilmektedir.
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Sekil 6.33. Farkli ortam baslangic pH’larinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde
hiicre dist ve hiicre ici L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 4.0, @:
5.0, 0: 6.0, M: 7.0, A: 8.0, A: 9.0, *: 10.0 pH, 1.0 g L™ glikoz, 12.5 g L' pepton., 10.0 gL' Y.E., 2.5gL"
gr;lgg;um siilfat, 1.0 g L™ kalsiyum kloriir, Ekim orant: % 1 v v''; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicaklig:
Sekil 6.33.’den de goriildiigii gibi en yliksek L-DOPA ve Dopamin iiretimi pH 7 degerinde
gozlenmistir. Baslangig ortam pH’sinin L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisine
bakilacak olursa noétr, hafif asidik ve hafif bazik ortamlarda maksimum L-DOPA ve
Dopamin iiretiminin olduk¢a yakin oldugu goriilmektedir. Buna karsin baslangi¢c pH’min
diisiik ve yiiksek degerlerinde L-DOPA ve Dopamin iiretiminin oldukca etkilendigi ve
diger ortamlara gore iiretimin diisiik seviyelerde kaldigi goriilmektedir. Sekil 6.34.’de
baslangic pH’smin 4.0 ve 10.0 oldugu degerlerde pH’nin zamanla degismeden ayni
kaldigi, diger baslangi¢c pH degerlerinde (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) ise logaritmik evrenin
sonlarma dogru tiim deneylerde yaklasik ayni noktaya geldigi ve ayni karaktere sahip
oldugu goriilmektedir. Benzer durum biyokiitle olusumu icin s6z konusu olmakla birlikte

biyokiitle ve tiriin arasindaki iliski pH’nin 4.0 ve 5.0 oldugu degerlerde simdiye kadar elde

edilen sonugclarla benzerlik géstermemektedir.
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Sekil 6.34. Farkli ortam baslangi¢ pH’larinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde pH
ve biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 4.0, @: 5.0, [1: 6.0, l: 7.0, A: 8.0, A:
9.0, *: 10.0 pH, 1.0 g L™ glikoz, 12.5 g L"! pepton., 10.0 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L
kalsiyum kloriir, Ekim orani: % 1 v v''; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Bu durum ortam pH’siin, bazik ve asidik bdlgede {iriin iiretiminin oldukg¢a fazla azaldigini
gostermektedir. Bir bagka deyisle, dogal ve dogala yakin pH degerlerinin disina ¢ikmasiyla
mikroorganizma olumsuz yonde etkilenmektedir.

Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile farkli baslangi¢ pH’larinin L-
DOPA ve Dopamin olusumuna etkisini incelemek amaciyla 5 g L™ glikoz, 15.0 g L™
pepton, 12.5 g L yeast ekstrakt, 2.5 g L™ (NH4),SO4 ve 1.0 g L' CaCl,’den olusan
fermantasyon ortaminda farkli baslangi¢c pH degerlerinde (pH 4, 5, 6, 7, 8, 10) deneyler
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 6.35. ve Sekil 6.36.’da verilmistir. Sekil
6.35.’de, baslangi¢ pH’min hiicre dis1 ve hiicre ici L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine
etkisi, Sekil 6.36.°da ise biyokiitle olusumu ve ortam pH’inmn degisimi lizerine etkisi
goriilmektedir. Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susunun yabanil susa nazaran pH
etkisine daha duyarli oldugu elde edilen sonuglardan goriilmektedir. Maksimum L-DOPA
ve Dopamin {iretim seviyesine baglangic pH’smin 7.0 ve 8.0 oldugu degerlerde

ulagilmistir.

103



Hiicre Dis1 L-DOPA Derisimi, mg 5
Hiicre i¢i L-DOPA Derisimi, mg [

Hiicre I¢i Dopamin Derisimi, mg I

Hiicre Dis1 Dopamin Derigimi, mg I

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
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Sekil 6.35. Farkli ortam baslangic pH’larinda Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde hiicre dist
ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 4.0, @: 5.0, [I:
6.0, M: 7.0, A: 8.0, A: 9.0, *: 10.0 pH, 5 g L glikoz, 15 g L pepton, 12.5 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum
siilfat, 1.0 g L' kalsiyum kloriir, Ekim orani: % 1 v v'; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.36. Farkli ortam baslangic pH’larinda Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde pH ve
biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 4.0, @: 5.0, [1: 6.0, l: 7.0, A: 8.0, A: 9.0,
*:10.0 pH, 5 g L glikoz, 15 g L' pepton, 12.5 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L' kalsiyum
kloriir, Ekim orant: % 1 v v''; Calkalama hiz1: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).
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Vgb genini tasimayan (vgh') Citrobacter freundii pMKS57 ve vgb genini tasiyan
(vgb") Citrobacter freundii pMK79 rekombinant suslar1 ile Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) yabanil susun maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeyleri sirasiyla Sekil
6.37. ve Sekil 6.38.’de verilmistir. Hiicre dig1 L-DOPA {iretimi en yiiksek diizeyde (470 mg
L") 7.0 ortam baslangic pH’sinda Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile elde
edilmistir. Hiicre ici L-DOPA iiretimi de en yiiksek diizeyde 233 mg L ile 7.0 ortam
baslangic pH’sinda Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu kullanilarak elde
edilmistir. Yabanil ve rekombinant suslar arasinda Dopamin iiretim diizeyleri
kiyaslandiginda hiicre dis1 ve hiicre i¢i Dopamin {iretiminin en yiiksek 7.0 ortam baslangic
pH’sinda Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susun kullanildig1 deneylerde sirasiyla
344 ve 143 mg L™ olarak elde edilmistir.
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Sekil 6.37. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari pMK57 ile pMK79’in glikoz
varhigidaki ortam baglangic pH’sinin incelendigi fermantasyon ortamidaki maksimum hiicre dis1 ve hiicre
i¢i L-DOPA derigimi.
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C. freundii B-2643 C. freundii pMKS57 C. freundii pMK79

Sekil 6.38. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari pMK57 ile pMK79’in glikoz
varhigindaki ortam baglangic pH’sinin incelendigi fermantasyon ortamidaki maksimum hiicre dis1 ve hiicre
i¢i Dopamin derisimi.

6.1.6. Ekim Derisiminin (Oramnin) Etkisi

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile farkli ekim derisimlerinin L-
DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisinin incelendigi deney sonuglar1 Sekil 6.39. ve
Sekil 6.40.’da verilmistir. Farkli ekim derisimlerinin etkisini incelemek amaciyla 1 g L™
glikoz, 12.5 g L™ pepton, 10.0 g L™ yeast ekstrakt, 2.5 g L™ (NH4);SO4, 1.0 g L™ CaCl, ve
baslangic pH’s1 7.0 olan fermantasyon ortamma % 0.5, 1, 2.5, 5 v v"' oranlarinda ekim
gerceklestirilmistir. Ekim derisiminin mikroorganizmalarin lag fazini degistirecegi ve
boylece mikrobiyal {iriin liretiminin daha erken olmasi beklenmektedir. Elde edilen
sonuclardan ekim derisiminin L-DOPA ve Dopamin {iretim diizeyini ¢ok fazla
degistirmedigi ve en yiiksek iretim seviyesinin % 2.5 v v’ olan ekim derisiminde
gerceklestigi goriilmektedir. Bu asamadan sonra gerceklestirilen deneylerde ekim derisimi

olarak % 2.5 v v' degeri kullanilmstr.
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Sekil 6.39. Farkli ekim derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde hiicre dist
ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derigiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: % 0.5, @: % 1.0,
0: % 2.5, W:%5.0vv', 1.0 g L" glikoz, 12.5 g L' pepton., 10.0 g L Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0
g L™ kalsiyum kloriir, pHy: 7.0; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.40. Farkli ekim derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde pH ve
biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: % 0.5, @: % 1.0, [1: % 2.5, M: % 5.0 v v,
1.0 g L' glikoz, 12.5 g L™ pepton., 10.0 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L' kalsiyum kloriir,
pHy: 7.0; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligt: 37 °C).
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Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile bes farkli ekim derisimlerinde
(% 0.5, 1, 2.5, 5 ve 7.5 v v'') yapilan deneylerde elde edilen sonuclar Sekil 6.41. ve Sekil
6.42.’de verilmistir. Sekil 6.41.’de, ekim derisiminin, Citrobacter freundii pMK79 ile elde
edilen hiicre dis1 ve hiicre i¢gi L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisi goriilmektedir.
Sekil 6.42.°de ise ekim derisiminin Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde
biyokiitle olusumu ve ortam pH’min degisimi lizerine etkisi goriilmektedir.

Ekim derisiminin, Vgb genini tasiyan (vgb') Citrobacter freundii pMK79
rekombinant susu ile L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisi incelendiginde, en
yiiksek hiicre dist L-DOPA ve Dopamin iiretimi % 5.0 v v"' ekim derisiminde sirasiyla 510
mg L ve 373 mg L™ degerlerine ulastig1 goriilmektedir. En yiiksek hiicre i¢i L-DOPA ve
Dopamin tiretimi ise yine % 5.0 v v"' ekim derisiminde sirasiyla 254 mg L™ ve 152 mg L™
degerlerine ulastig1 goriilmektedir. Ekim derisimindeki artisa paralel olarak lag faz siiresi
azalmistir. Maksimum @iriin diretimine % 5.0 v v'’lik ekim derisiminde 30. saatte

ulasilirken daha diisiik ekim derisimi degerlerinde 36. saatte ulagilmaktadir.
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Sekil 6.41. Farkli ekim derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde hiicre disi ve hiicre
i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: % 0.5, @: % 1.0, [I: % 2.5,
W: %5.0,A: % 7.5vv', 5gL" glikoz, 15 g L pepton, 12.5 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L
kalsiyum Kloriir, pHy; 7.0; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 6.42. Farkli ekim derisimlerinde Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde pH ve biyokiitle
derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: % 0.5, @: % 1.0, [J: % 2.5, B: %5.0, A: % 7.5 v v,
5 g L' glikoz, 15 g L pepton, 12.5 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L™ kalsiyum kloriir, pHy;
7.0; Calkalama hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

Citrobacter freundii pMKS57 ve Citrobacter freundii pMK79 rekombinant suslar1
ile Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susun maksimum L-DOPA ve Dopamin
iiretim diizeyleri sirastyla Sekil 6.43. ve Sekil 6.44.’de verilmistir. Hiicre dis1 ve hiicre i¢i
L-DOPA iiretimi en yiiksek diizeyde (499 mg L' ve 250 mg L) % 2.5 v v'' ekim
derisimindeki fermantasyon ortaminda Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile
elde edilmistir. Yabanil ve rekombinant suslar arasinda Dopamin tretim diizeyleri
kiyaslandiginda hiicre dis1 ve hiicre ici Dopamin iiretiminin en yiiksek % 2.5 v v'' ekim
derisiminde yine Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susun kullanildigi deneylerde

srastyla 368 ve 152 mg L™ olarak elde edilmistir.
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Sekil 6.43. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslart pMK57 ile pMK79’in glikoz
varligindaki ekim derisiminin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dig1 ve hiicre i¢i L-
DOPA derisimi.
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Sekil 6.44. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari pMK57 ile pMK79’in glikoz
varligindaki ekim derigiminin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre disi ve hiicre igi
Dopamin derigimi.

6.1.7. Fermantasyon Sicakhginmin Etkisi

Ortam sicaklhiginin Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile L-DOPA
ve Dopamin iiretimi iizerine etkisinin incelendigi deney sonuglar1 Sekil 6.45. ve Sekil
6.46.’da verilmistir. Bu amagla 27, 30, 33, 37 ve 40 °C ortam sicakliginda deneyler
gerceklestirilmistir. Fermantasyon ile metabolitlerin yada enzimlerin maksimum oranda
iiretilebilmeleri, mikroorganizmalarin ideal gelisim saglayabilmeleri fermantasyon ortam
sicakligi ile yakindan iliskilendirilmistir [160-161].

30 ve 33 °C’de yapilan deneylerde elde edilen maksimum L-DOPA ve Dopamin
iiretimi yakin olmalarma ragmen maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretimi 30 °C’de
yapilan deneylerde elde edilmistir. Ortam sicakliginin 30 °C’den 37 °C’ye yiikseltilmesiyle
maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretiminde énemli bir diisiis gdzlenmistir. Sicakligin 30
°C’den 40 °C ye c¢ikarilmasiyla ise L-DOPA ve Dopamin iiretiminde yaklasik % 60°lik bir
azalmanin meydana geldigi gozlenmistir. Diisiik sicaklik degerlerinde fermantasyon
ortaminda ¢dziinen substratin ve diger nutrientlerin bakteri hiicre duvarindan difiizyonunun
yavasladig1 bu sebeple iirlin liretiminin azaldigi, yiiksek ortam sicakligi degerlerinde ise
farkli metabolik yollarin olugmas1 ve sentezlenmesi hedeflenen {iriin yerine bagska tirtinlerin
sentezlenmesi durumu ortaya ¢ikmaktadir [162]. Ayrica fermantasyon sicakligmin onceki
deneylere gore 37 °C’den 30 °C’ye inmesiyle ortamim buharlagsma hizi diismiis ve buda
fermantasyon prosesine ekstra bir avantaj saglamistir. Bundan sonra yapilan deneylerde

ortam sicaklig1 30 °C’de tutulmustur.
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Sekil 6.45. Farkli ortam sicakliklarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde hiicre
dis1 ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 27 °C, @: 30
°C, [ 33 °C, W: 37 °C, A: 40 °C, 1.0 g L' glikoz, 12.5 g L' pepton, 10.0 g L' Y.E., 2.5 ¢ L' amonyum
siilfat, 1.0 g L' kalsiyum kloriir, pHy: 7.0; Ekim orant: % 2.5 v v''; Calkalama hiz1: 150 rpm).
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Inkiibasyon Siiresi, saat Inkiibasyon Siiresi, saat
Sekil 6.46. Farkli ortam sicakliklarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde pH ve
biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 27 °C, @: 30 °C, [1: 33 °C, l: 37 °C, A: 40

°C, 1.0 g L' glikoz, 12.5 g L™ pepton, 10.0 g L' Y.E., 2.5 g L"' amonyum siilfat, 1.0 g L' kalsiyum kloriir,
pHy: 7.0; Ekim orant: % 2.5 v v''; Calkalama hizi: 150 rpm).
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Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile ortam sicakligmin etkisinin
incelendigi deney sonuclar1 Sekil 6.47. ve Sekil 6.48.’de verilmistir. Elde edilen
sonuclardan maksimum L-DOPA ve Dopamin iretiminin 30 °C’de gerceklestigi
goriilmektedir. Ulagilan maksimum hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin derigimleri sirasiyla
643 mg L ve 465 mg L™ hiicre ici ise 306 mg L™ ve 174 mg L' seviyesindedir. Sonug
olarak, Sekil 6.47. ve Sekil 6.48.’den de goriildiigii gibi biyokiitle olusumunun sicaklik
degisiminden ¢ok fazla etkilenmedigi buna karsin iiretilen iirlin miktarinin sicakliga
olduk¢a bagli oldugu gorilmektedir. Bu asamadan sonra incelenen parametrelerde
fermantasyon ortam sicakligi 30 °C’de tutulmus ve deneyler bu sicaklik degerinde

gerceklestirilmistir.
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Sekil 6.47. Farkli ortam sicakliklarinda Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan denylerde hiicre dis1 ve hiicre
i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 27 °C, @: 30 °C, [I: 33 °C,
W: 37 °C, A: 40 °C, 5 g L glikoz, 15 g L pepton, 12.5 g L' Y.E., 2.5 g L"' amonyum siilfat, 1.0 g L’
kalsiyum kloriir, pHy: 7.0; Ekim orani: % 5.0 v v'; Calkalama hizi: 150 rpm).
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Sekil 6.48. Farkli ortam sicakliklarinda Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan denylerde pH ve biyokiitle
derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 27 °C, @: 30 °C, [1: 33°C, l: 37°C, A: 40°C, 5g L~
! glikoz, 15 g L™ pepton, 12.5 g L' Y.E., 2.5 g L"! amonyum siilfat, 1.0 g L™ kalsiyum kloriir, pHy: 7.0;
Ekim orant: % 5.0 v v''; Calkalama hizi: 150 rpm).

Citrobacter freundii pMKS57 ve Citrobacter freundii pMK79 rekombinant suslar1
ile Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susun maksimum L-DOPA ve Dopamin
iiretim diizeyleri sirastyla Sekil 6.49. ve Sekil 6.50.’de verilmistir. Hiicre dis1 ve hiicre i¢i
L-DOPA iiretimi en yiiksek diizeyde (643 mg L' ve 306 mg L") 30 °C sicakliktaki
fermantasyon ortaminda Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile elde edilmistir.
Yabanil ve rekombinant suslar arasinda Dopamin iiretim diizeyleri kiyaslandiginda hiicre
dis1 ve hiicre i¢i Dopamin {iretiminin en yiiksek 30 °C sicakliktaki fermantasyon ortaminda

yine Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susun kullanildigi1 deneylerde sirasiyla 465

ve 174 mg L™ olarak elde edilmistir.
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Sekil 6.49. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari pMK57 ile pMK79’in glikoz
varligindaki sicakligin etkisinin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dist ve hiicre igi L-
DOPA derisimi.
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Sekil 6.50. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslart pMK57 ile pMK79’in glikoz
varligindaki sicakligin etkisinin incelendigi fermantasyon ortamindaki maksimum hiicre dist ve hiicre igi
Dopamin derigimi.

6.1.8. Calkalama Hizimin Etkisi

Aerobik ortamda gelisen mikroorganizmalar ihtiya¢ duyduklar1 oksijeni ancak
optimum sartlardaki karistrma ile temin ederler [163]. Ozellikle kiigiik erlenlerde
gerceklestirilen deneylerde iyi bir kiitle transferi i¢in, en 1yi karistirma hizinin belirlenmesi
gerekir. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile oksijen transferini 6nemli
oranda etkileyen ¢alkalama hizinin incelendigi deney sonuglar1 Sekil 6.51. ve Sekil
6.52.’da verilmistir. Calkalama hizinin artisina paralel olarak iiretilen L-DOPA ve
Dopamin miktarlarinda artis gozlemlenmistir. Bu sonucglardan hareketle, denenen diisiik
karigtrma  hizlarinda oksijen transferinin smirlandigi  yada mikroorganizmanin
fermantasyon ortaminda bulunan bilesenleri tam olarak kullanamadig1 sonucu ¢ikarilabilir.
Maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretimi sirasiyla 200 rpm’de yapilan deneyde hiicre dis1
583 mg L™ ve 305 mg L™, hiicre i¢i ise 142 mg L™ ve 46 mg L™ diizeyinde elde edilmistir.
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Sekil 6.51. Farkli ¢alkalama hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan denylerde hiicre dist
ve hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derigiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 100 rpm, @: 150
rpm, J: 200 rpm, 1.0 g L' glikoz, 12.5 g L' pepton, 10.0 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L'
kalsiyum kloriir, pHy: 7.0; Ekim oran1: % 2.5 v v'; Ortam sicakligt: 30 °C).
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Sekil 6.52. Farkli ¢alkalama hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile yapilan deneylerde pH ve
biyokiitle derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 100 rpm, @: 150 rpm, [J: 200 rpm, 1.0 gL
! glikoz, 12.5 g L pepton, 10.0 g L' Y.E., 2.5 g L"' amonyum siilfat, 1.0 g L' kalsiyum kloriir, pHy: 7.0;
Ekim orant: % 2.5 v v''; Ortam sicakligi: 30 °C).

115



Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile calkalama hizinin etkisinin
incelendigi deney sonuglar1 Sekil 6.53. ve Sekil 6.54.da verilmistir. Calkalama hizinin
artigtyla birlikte iretilen L-DOPA ve Dopamin miktarlarinda azda olsa bir artis
gozlemlenmistir. Sekil 6.53.’den etkisi incelenen diislik karistirma hizlarinda L-DOPA ve
Dopamin Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susuna nazaran daha az etkilendigi
goriilmektedir. Bu durum yukarida yapilan oksijen transferinin diisiik karistirma hizlarinda
sinirlandigr  yorumunu giiclendirmekte ve vgb geni klonlanan Citrobacter freundii
pMK?79’in ortamda bulunan oksijeni daha etkin kullandigini gostermektedir. Sekil 6.53.’de
ve 6.54.’de verilen deney sonuglari bu yorumu dogrulamaktadir. Maksimum L-DOPA ve
Dopamin iiretimi sirastyla 200 rpm karistirma hizinda yapilan deneyde hiicre dis1 663 mg
L ve 481 mg L™, hiicre i¢i ise 339 mg L™ ve 190 mg L™ diizeylerinde elde edilmistir.

Optimum fermantasyon ortami i¢in karistirma hizi olarak 200 rpm degeri sec¢ilmistir.
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Inkiibasyon Siiresi, saat Inkiibasyon Siiresi, saat
Sekil 6.53. Farkli ¢alkalama hizlarinda Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde hiicre disi ve
hiicre i¢i L-DOPA ve Dopamin derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 100 rpm, @: 150 rpm,
[J: 200 rpm, 5 g L™ glikoz, 15 g L pepton, 12.5 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L' kalsiyum
kloriir, pHy: 7.0; Ekim orani: % 5.0 v v'; Ortam sicakligi: 30 °C).
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Sekil 6.54. Farkli ¢alkalama hizlarinda Citrobacter freundii pMK79 ile yapilan deneylerde pH ve biyokiitle
derisiminin inkiibasyon siiresi ile degisimi (Sartlar: O: 100 rpm, @: 150 rpm, [J: 200 rpm, 5 g L™ glikoz, 15
g L pepton, 12.5 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L' kalsiyum kloriir, pH,: 7.0; Ekim oran1: %
5.0 v v''; Ortam sicaklig: 30 °C).

Citrobacter freundii pMKS57 ve Citrobacter freundii pMK79 rekombinant suslar1
ile Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susun maksimum L-DOPA ve Dopamin
iiretim diizeyleri sirastyla Sekil 6.55. ve Sekil 6.56.’da verilmistir. Hiicre dis1 ve hiicre i¢i
L-DOPA iiretimi en yiiksek diizeyde (663 mg L ve 339 mg L) 200 rpm calkalama
hizindaki fermantasyon ortaminda Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile elde
edilmistir. Yabanil ve rekombinant suslar arasinda Dopamin iiretim diizeyleri
kiyaslandiginda hiicre dis1 ve hiicre i¢i Dopamin {iretiminin en yiiksek 30 °C sicakliktaki
fermantasyon ortaminda yine Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susun kullanildig:

deneylerde sirastyla 481 ve 190 mg L™ olarak elde edilmistir.
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Sekil 6.55. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslart pMK57 ile pMK79’in glikoz
varhigidaki ¢alkalama hizinin etkisinin incelendigi fermantasyon ortamimdaki maksimum hiicre dis1 ve hiicre
i¢i L-DOPA derigimi.
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Sekil 6.56. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslari pMK57 ile pMK79’in glikoz
varhigidaki ¢alkalama hizinin etkisinin incelendigi fermantasyon ortamimdaki maksimum hiicre dis1 ve hiicre
i¢i Dopamin derisimi.

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ve vgb genini biinyesinde
barindiran Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile erlenlerde yapilan
optimizasyon deneyleri sonucunda elde edilen optimum fermantasyon ortaminin bilesime
ve fermantasyon kosullar1 Tablo 6.1.’de verilmistir. Elde edilen maksimum L-DOPA ve
Dopamin {iretim seviyeleri ise fermantasyon ortami optimizasyonu dncesi ve sonrasi elde

edilen sonuglar ile sirasiyla Sekil 6.57. ve Sekil 6.58.’de karsilastirilmistir.

Tablo 6.1. L-DOPA ve Dopamin iretiminde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ve
Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu i¢in optimum fermantasyon ortami bilesenleri derigimleri ve
¢evresel kosullar.

Ortam Citrobacter freundii (NRRL B-2643)  Citrobacter freundii pMK79
Glikoz 1.0gL’ 50gL"
Pepton 125gL" 150gL"

Yeast ekstrakt 10.0gL" 125gL"
Amonyum siilfat 25gL" 25gL"
Kalsiyum kloriir 1.0gL" 1.0gL"
Baslangic pH™1 7.0 7.0

Ekim Derisimi 2.5vv-, % 50vv? %
Sicaklik 30°C 30°C
Calkalama hiz1 200 rpm 200 rpm
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Sekil 6.57. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu, rekombinant suslar Citrobacter freundii
pMKS57 ve Citrobacter freundii pMK79’mm L-DOPA iiretim sevilerinin optimizasyon Oncesi (a) ve
optimizasyon sonrasi (b) karsilastirilmasi.
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Sekil 6.58. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu, rekombinant suslar Citrobacter freundii
pMKS57 ve Citrobacter freundii pMK79’in Dopamin iiretim sevilerinin optimizasyon oOncesi (a) ve
optimizasyon sonrasi (b) karsilastirilmasi.
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6.1.9. Tirozin Fenol Liyaz (TPL) Enzimi Aktivitesi Uzerine Optimizasyonun Etkisi

Calismanin her asamasinda takip edilen Tirozin Fenol Liyaz (TPL) enzimi spesifik
aktivitesi sonuclarindan bu kisimda sadece optimizasyon Oncesi LB ortaminda ve
optimizasyon sonrast maksimum L-DOPA ve Dopaminin elde edildigi optimum
fermantasyon ortamlarindaki aktivite degerleri verilmistir. LB ortaminda ve optimize
edilmis fermantasyon ortaminda, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu,
rekombinant suslar Citrobacter freundii pMKS7 ve Citrobacter freundii pMK79’m 12. ve
24. saatlerdeki hiicrelerin TPL spesifik aktivitelerinin degisimi Sekil 6.59.’da verilmistir.
Maksimum TLP aktivitesi degerine calisilan ve etkisi incelenen biitiin ortamlarda 24.
saatin sonunda ulasilmistir. TLP aktivitesi en yiiksek optimizasyon dncesi LB ortaminda ve
optimizasyon sonrasi elde edilen optimum fermantasyon ortaminda vgh genini tasiyan
Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susunun kullanildig1 fermantasyon siire¢lerinde

elde edilmistir.
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Sekil 6.59. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu, rekombinant suslar Citrobacter freundii
pMKS57 ve Citrobacter freundii pMK79’m Tirozin Fenol Liyaz (TPL) aktivitesi degerlerinin optimizasyon
oncesi (a) ve optimizasyon sonrasi (b) karsilastirilmasi.

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

Calismanin bu boliimiinde, erlenlerde yapilan deneylerden elde edilen optimum
sonuglar ile, kesikli olarak isletilen biyoreaktoérde karistirma hizinin, havalandirma hizinin

ve Olgek biiylitmenin Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ve Citrobacter
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freundii pMK79 rekombinant susundan L-DOPA ve Dopamin {iretimi iizerine etkisi
incelenmistir. Bu amacla, pH, sicaklik, karistrma hizi ve hava akis hizinin kontrol
edilebildigi 800 ml calisma hacmindeki 1 L’lik laboratuar Olgekli bir biyorektor

kullanilmstir.

6.2.1. Kanstirma Hizinin Etkisi

Aerobik proseslerde mikrobiyal hiicrelerin metabolik faaliyetlerini siirdiirebilmesi
icin gerekli olan temel girdilerden biri oksijendir. Biyoproses ortamindaki ¢oziinmiis
oksijen derigsimi ve oksijenin aktarim hizi, mikrobiyal biliylime ve iirlin verimini
etkilenmektedir.  Karistirmali biyoreaktorlerde, karistirma hizi, oksijen aktarimini
etkileyen temel parametrelerden biridir [7]. Erlenlerde yapilan deneylerde belirlenen
optimum sartlarda (1.0 g L™ glikoz, 12.5 ¢ L pepton, 10.0 g L' Y.E., 2.5 ¢ L' amonyum
siilfat, 1.0 g L™ kalsiyum kloriir, pHy: 7.0, Ekim derisimi: % 2.5 v/v, Ortam sicakhig1: 30
°C), Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ile L-DOPA ve Dopamin iiretimi
iizerine karistrma hizinin etkisini incelemek amaciyla, 300, 400, 500 ve 600 rpm
karistirma hizlarinda deneyler gergeklestirilmistir. Mikrobiyal iirin iiretim ortamindan
alman numunelerde, hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin derisimi, mikroorganizma derisimi,
ve substrat derisimlerinin zamanla degisimi belirlenmis ve sonuglar Sekil 6.60.’da
verilmistir.

Sekil 6.60.’da goriildiigii gibi, karistirma hizinin artmasiyla Citrobacter freundii
(NRRL B-2643) tarafindan firetilen hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin diizeyi 500 rpm
karistirma hiz1 degerine kadar artmistir. Denenen en yiiksek karistirma hizi degeri olan 600
rpm karistirma hizinda ise L-DOPA ve Dopamin derisiminde anlamli bir degisim
gozlemlenmemistir. 500 rpm ve 600 rpm karistirma hizlarinda maksimum L-DOPA ve
Dopamin tiretimine 26. saat sonunda ulasilirken daha diistik karistirma hizlarinda (300 rpm
ve 400 rpm) ise 30. saat sonunda ulasilmistir. Ulagilan maksimum L-DOPA ve Dopamin
derisimleri sirasiyla 543 mg L ve 302 mg L olarak dl¢iilmiistiir. Etkisi incelenen dort
karistirma hizinda da mikroorganizma derisimi yaklasik 24-33 saat sonunda duragan
evreye ulagsmistir. L-DOPA ve Dopamin iiretim seviyeleri, mikrobiyal biiylimeye paralel
bir davranis gostermistir. Substrat olarak kullanilan glikoz tiiketilmesinde, karigtirma
hizinin artmasiyla goreceli bir degisim olmamistir. Bundan sonra incelenen havalandirma

hizinin etkisi deneylerinde karistirma hizi1 500 rpm olarak alinmastir.
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Sekil 6.60. Kesikli olarak isletilen biyoreaktoérde farkli karistirma hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) ile yapilan deneylerde hiicre dist L-DOPA, Dopamin, biyokiitle ve glikoz derigimlerinin zamanla
degisimi (Sartlar: O: 300 rpm, @: 400 rpm, A: 500 rpm, A : 600 rpm Karistirma hizi, 1.0 g L™ glikoz, 12.5 g
L pepton, 10.0 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L™ kalsiyum kloriir, pH,: 7.0; Ekim oran1: % 2.5
v v''; Ortam sicakhigr: 30 °C; Hava giris hizi: 0.6 vvm).

Citrobacter freundii pMK79 ile erlenlerde yapilan deneylerde belirlenen optimum
ortam ve fermantasyon sartlarinda (5 g L™ glikoz, 15 g L™ pepton, 12.5gL" Y.E, 2.5gL"
amonyum siilfat, 1.0 g L' kalsiyum kloriir, pHy: 7.0, Ekim orani: % 5.0 v/v, Ortam
sicakligi: 30 °C) L-DOPA ve Dopamin iiretimi lizerine Karistrma hizinm etkisini
incelenmek amaciyla, kesikli olarak isletilen biyoreaktorde 300, 400, 500 ve 600 rpm
karistirma hizlarinda deneyler gergeklestirilmistir. Alinan 6rneklerde, hiicre dis1 L-DOPA
ve Dopamin derisimi, mikroorganizma derigimi, ve substrat derisimlerinin zamanla

degisimi belirlenmis ve sonuglar Sekil 6.61.’de verilmistir.
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Sekil 6.61. Kesikli olarak isletilen biyoreaktdrde farkli karistirma hizlarinda Citrobacter freundii pMK79 ile
yapilan deneylerde hiicre dis1 L-DOPA, Dopamin, biyokiitle ve glikoz derisiminin zamanla degisimi (Sartlar:
O: 300 rpm, @: 400 rpm, A: 500 rpm, A: 600 rpm Karistirma hiz1, 5.0 g L' glikoz, 15.0 g L™ pepton, 12.5 g
L'YE., 25 g L! amonyum siilfat, 1.0 g L! kalsiyum kloriir, pHy: 7.0; Ekim orant: % 5.0 v v'; Ortam
sicakligi: 30 °C; Hava giris hizi: 0.6 vvm).

Sekil 6.61.°de karistirma hizinin 300 rpm’den 400 rpm’e ¢ikarilmasiyla L-DOPA
ve Dopamin iiretiminde azda olsa bir artisin oldugu goriilmekle birlikte daha yiiksek
karistirma hizlarinda ise iiretim seviyelerinde bir azalma goriilmektedir. Yiiksek karigtirma
hizlarinda L-DOPA ve Dopamin iiretim seviyelerindeki azalmanin yiiksek karigtirma

hizlarinda olusan stres ve heterojen karistirmadan kaynaklandig: diisiiniilmektedir [164].

6.2.2. Hava Giris Hizinin Etkisi

Oksijenin girdi olarak kullanildig1 aerobik proseslerde mikrobiyal hiicreler
solunum, ¢ogalma, iiriin sentezi gibi metabolik faaliyetlerini siirdiirebilmek icin temel
girdilerden biri olan oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle ¢ogalma ve tiretim ortamindaki
¢Ozlinmiis oksijen derisimi ve oksijenin aktarim hizi 6nemlidir. Oksijenin aktariminin
eksikligi ya da fazlalig: {irtin verimi ve se¢imliligini etkiler. Aerobik iiretim proseslerinde

mikrobiyal hiicrelere oksijenin aktarim hizi, biyolojik doniisiim hizinin belirlenmesinde
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onemli bir kisitlayict etkendir. Clinkii biyokimyasal reaksiyonlarm hizlari, liretim ortamina
aktarilan oksijenin aktarim hizina oranla genel olarak daha yiiksektir [165].

Biyoproses isletim parametrelerinden hava giris hizinin, L-DOPA ve Dopamin
iretimi i¢in en uygun degerinin belirlenmesi amaciyla Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) ile biyoreaktorde kesikli sistemde, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6 vvm hava giris hizlarinda
deneyler gergeklestirilmistir. Hava giris hiz1 ile hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin iiretimi,
mikroorganizma derisimi ve substrat derisiminin degisimi Sekil 6.62.’de verilmistir. L-
DOPA ve Dopamin tiretiminin kesikli olarak isletilen biyoreaktdre beslenen hava miktari
ile arttig1, maksimum L-DOPA {iretiminin 0.6 vvm hava giris hizinda 543 mg L' oldugu
ve maksimum Dopamin iiretiminin ise yine 0.6 vvm hava giris hizinda 296 mg L™ oldugu
belirlenmistir. Maksimum mikroorganizma derisiminin, 0.6 vvm hava giris hizinda, 8.40

mg L oldugu gozlenmistir.
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Sekil 6.62. Kesikli olarak isletilen biyoreaktdrde farkli hava giris hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) ile yapilan deneylerde hiicre dist L-DOPA, Dopamin, biyokiitle ve glikoz derisiminin zamanla
degisimi (Sartlar: O: 0.3 vvm, @: 0.4 vvm, A: 0.5 vwvm, A: 0.6 vvm Havalandirma hizi, 1.0 g L' glikoz,
12.5 g L pepton, 10.0 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L kalsiyum kloriir, pHy: 7.0; Ekim orant:
% 2.5 v v'; Ortam sicakligr: 30 °C; Karistirma hizi: 500 rpm).
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Citrobacter freundii (NRRL B-2643) i¢cin dort hava giris hizinda da 24-30. saat sonunda
duragan evreye ulastigr Sekil 6.62.den goriilmektedir. Denenen en yiiksek hava giris
hizinda L-DOPA ve Dopaminin en yiiksek degerde elde edilmesi ve artan hava girig hizina
bagh olarak artis1 Citrobacter freundii (NRRL B-2643)’den L-DOPA ve Dopamin
iretiminde yiiksek oksijen gerekliligini ortaya koymustur. Elde edilen bu sonuglar ayni
zamanda L-DOPA ve Dopamin gibi iki ©Onemli ndrotransmitterin Uretimlerinin
fermantasyon ortamindaki oksijen seviyesi ile yakindan iligkili oldugu gercegini deneysel
olarak desteklemektedir.

Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile biyoreaktdrde kesikli sistemde,
0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6 vvm hava giris hizlarinda deneyler gerceklestirilmistir. Hava giris hizi
ile hiicre dist1 L-DOPA ve Dopamin iiretimi, mikroorganizma derigimi ve substrat
derisiminin degisimi Sekil 6.63.’de verilmistir. Hava giris hizinin artisina paralel olarak
iirlin tiretim diizeyinin arttig1 sekilden goriilmektedir. Maksimum L-DOPA iiretiminin 0.6
vvm hava girig hizinda 29. saatte 643 mg L' oldugu ve maksimum Dopamin iiretiminin ise
yine 0.6 vvm hava giris hizinda ve 29. saatte 415 mg L oldugu belirlenmistir. Hava
besleme hizinin 0.4, 0.5 ve 0.6 vvm oldugu degerlerde gerceklestirilen deney sonuglarma
bakildiginda metabolit iiretim seviyelerinin ¢ok fazla etkilenmedigi ancak 0.3 vvm hava
besleme hizi degerinde ise L-DOPA ve Dopamin iiretim seviyelerinin yaklagik %25-35
diizeyinde bir diisiisiin oldugu goriilmektedir. L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeylerinin
0.4, 0.5, 0.6 vvm hava besleme hizinda birbirine yakin olusu Citrobacter freundii
pMK79’in Vitreoscilla hemoglobini (VHb) genini tasiyan (vgh') rekombinant susu
olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu sebeple rekombinant mikroorganizmanin
daha diisiik hava besleme hizlarinda neredeyse ayni liriin iiretimini gergeklestirmesi,
eksojen bir oksijen kaynagi tarafindan saglanan oksijenin diisik oldugu durumlarda
Vitreoscilla hemoglobin sentezinin arttig1 ve baglandigi oksijenin okaryotik hiicrelerde

oldugu gibi serbest biraktig1 belirtilmektedir [90, 103].
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Sekil 6.63. Kesikli olarak isletilen biyoreaktoérde farkli hava giris hizlarinda Citrobacter freundii pMK79 ile
yapilan deneylerde hiicre dis1 L-DOPA, Dopamin, biyokiitle ve glikoz derisiminin zamanla degisimi (Sartlar:
O: 0.3 vm, @: 0.4 vvm, A: 0.5 vvm, A: 0.6 vvm Havalandirma hizi, 5.0 g L' glikoz, 15.0 g L pepton,
125 ¢ L' Y.E, 2.5 g L" amonyum siilfat, 1.0 g L™ kalsiyum kloriir, pHy: 7.0; Ekim orant: % 5.0 v v'';
Ortam sicakligi: 30 °C; Karigtirma hizi: 400 rpm).

6.2.3. Oksijen Aktarim Etkisi

Aerobik fermantasyon proseslerinde mikrobiyal hiicreye oksijen aktarimi,
metabolik akilarm degismesi ve metabolik yol izlerinin etkilenmesi nedeniyle iiriin
verimini ve sec¢imliliini etkileyen parametrelerdendir. Bu nedenle mikroorganizmanin
fizyolojisiyle ilgili biyoreaktor performansinin belirlenmesi igin mikroorganizma oksijen
ihtiyacinin aydmlatilmas1 gerekmektedir. Genel olarak, metabolik yol izlerinin ve hiicre
cogalma profillerinin analizine gore bazi biyoprosesler yiiksek oksijen aktarim hizi
gerektirirken, bazi biyoprosesler i¢cin de diisik oksijen aktarim hiz1 secilmesi

gerekmektedir [166]. Karistirmali biyoreaktorlerde hava giris hiz1 ve karistirma hizi 6nemli
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biyoreaktor isletim parametreleridir. Bolim 6.2.1 ve 6.2.2°de bu parametrelerin etkiler1
ayrmtil bir sekilde sunulmustur.

Karistirma hiz1 ve hava giris hiz1 gibi temel biyoproses isletim parametrelerinin
farkli degerlerinde dinamik oksijen aktarim deneyleri gerceklestirilerek, oksijen aktarim
parametreleri; sivi faz hacimsel kiitle aktarim katsayis1 (kpa) ve mikroorganizma oksijen
tilketim hiz1 (), kesikli olarak isletilen biyoreaktorde Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) ve Citrobacter freundii pMK79 i¢in farkli kalma siirelerinde hesaplanmistir.
Karistrma hizi ve hava giris hiziyla, sivi faz hacimsel kiitle aktarim katsayisi ve
mikroorganizma oksijen tiikketim hizi’nin degisimleri sirasiyla Citrobacter freundii (NRRL
B-2643) icin Tablo 6.2. ve 6.3.’de Citrobacter freundii pMK79 i¢in ise Tablo 6.4. ve
6.5.’de verilmistir.

Tablo 6.2. ve Tablo 6.4.’de goriildiigii gibi, karigtirma hizinin artmasiyla kra ve r,
degerleri de artig gOstermistir. 1, degerindeki artis, mikrobiyal biiylimeye paralellik
gostermektedir. Oksijen tliketim hizi, mikroorganizmanin iistel biiylime fazinda en yiiksek
degere ulasmig, daha sonra da diisiis gOstermistir. Biyoproseslerde, mikroorganizma
derisimindeki artigla oksijen tiiketim hizi’nin artmasi beklenen bir sonuctur. Literatiirde
yapilan bir¢ok c¢alismada, mikroorganizmanin iistel biiylime fazinda oksijen tiiketim hizi
artmis, duragan fazda ve karbon kaynaginin tiikkendigi durumlarda ise bu deger azalma
gostermistir [7, 167-168].

Havalandirma hizinin, siv1 faz kiitle aktarim katsayisi ve mikroorganizma oksijen
tiketim hiz1 degerlerine etkisini degerlendirmek amaciyla olusturulan Tablo 6.3. ve
6.5.’den goriildiigii gibi, havalandirma hizinin artmasiyla kra ve r, degerlerinde genel
olarak artig goriilmiistiir. Elde edilen sonuclarin 1s1ginda, Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) ve Citrobacter freundii pMK79’den L-DOPA ve Dopamin iiretiminde, yliksek
karistirma ve havalandirma hizinin en uygun oksijen aktarim kosullarin1 olusturdugu

sonucu ¢ikarilabilir.
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Tablo 6.2. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu i¢in kesikli olarak isletilen biyoreaktdrde
farkli karigtirma hizlarinda k; a ve r, degerlerinin kalma siiresi ile degigimi.

Karistirma Hizi (rpm) Zaman (st) Iy X 10* (mol m> s'l) kia (s'l)
3 104 0.026
6 11.8 0.024
8 16.3 0.027
12 27.0 0.023
18 33.3 0.031
%060 o 24 39.5 0.028
26 38.1 0.024
29 40.4 0.028
33 311 0.026
36 25.9 0.027
48 15.3 0.025
3 12.6 0.034
6 14.3 0.036
8 19.9 0.033
12 32.9 0.036
18 40.5 0.032
g?g o 24 478 0.037
26 48.1 0.040
29 424 0.046
33 33.4 0.041
36 28.8 0.035
48 16.4 0.031
3 14.5 0.048
6 17.1 0.053
8 23.1 0.055
12 39.5 0.058
18 48.6 0.060
3060 o 24 57.4 0.062
26 55.3 0.055
29 50.6 0.060
33 39.9 0.053
36 332 0.050
48 215 0.052
3 174 0.053
6 20.6 0.059
8 278 0.069
12 39.9 0.066
18 53.5 0.074
3060 o 24 60.9 0.067
26 58.5 0.057
29 59.4 0.072
33 48.0 0.060
36 403 0.056
48 29.1 0.054

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile gerceklestirilen deneylerde oksijen tiikketim
hiz1 ve siv1 faz kiitle aktarim katsayisi degerlerini sirastyla; 10.4-60.9 * 10 mol m” s ve
0.023-0.074 s’ degerleri arasinda 300, 400, 500, 600 rpm karistrma hizinda ve 0.6 vvm

havalandirma hizi degerinde elde edilmistir.
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Tablo 6.3. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu i¢in kesikli olarak igletilen biyoreaktdrde
farkli hava giris hizlarinda k; a ve r, degerlerinin kalma siiresi ile degisimi.

Hava Giris Hizi (vvm) Zaman (st) Iy X 10* (mol m> s'l) kia (s'l)
3 10.1 0.024
6 13.7 0.026
8 14.9 0.019
12 20.8 0.027
0.3 vvm 18 22.4 0.029
500 rpm 24 25.6 0.028
26 29.3 0.021
29 30.9 0.023
33 28.7 0.024
36 22.6 0.020
48 14.2 0.022
3 11.2 0.030
6 16.1 0.036
8 14.4 0.028
12 21.6 0.034
0.4 vvm 18 27.3 0.032
500 rpm 24 36.7 0.035
26 40.2 0.037
29 39.1 0.031
33 30.9 0.033
36 24.3 0.032
48 16.8 0.029
3 12.6 0.044
6 15.5 0.046
8 19.8 0.041
12 30.1 0.049
0.5 vvm 18 41.7 0.038
500 rpm 24 45.2 0.040
26 45.9 0.048
29 40.1 0.041
33 32.5 0.036
36 27.0 0.038
48 18.3 0.034
3 14.5 0.048
6 17.1 0.053
8 23.1 0.055
12 39.5 0.058
0.6 vvm 18 48.6 0.060
500 rpm 24 57.4 0.062
26 55.3 0.055
29 50.6 0.060
33 39.9 0.053
36 33.2 0.050
48 21.5 0.052

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ile gerceklestirilen deneylerde oksijen tiikketim
hiz1 ve siv1 faz kiitle aktarim katsayisi degerlerini sirastyla; 10.1-57.4 * 10 mol m” s ve
0.019-0.062 s™ degerleri arasinda 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 vvm hava giris hizlarmda ve 500 rpm

karigtirma hiz1 degerinde elde edilmistir.

129



Tablo 6.4. Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu igin kesikli olarak isletilen biyoreaktorde farkli
karistirma hizlarinda k;a ve r, degerlerinin kalma siiresi ile degigimi.

Karistirma Hizi (rpm) Zaman (st) Iy X 10* (mol m> s'l) kia (s'l)
3 17.2 0.062
6 24.6 0.058
8 43.6 0.049
12 53.9 0.058
18 65.3 0.063
%060 o 24 62.9 0.050
26 64.5 0.058
29 55.0 0.053
33 38.3 0.060
36 26.8 0.057
48 237 0.054
3 193 0.055
6 29.5 0.069
8 473 0.079
12 55.1 0.059
18 67.8 0.070
g?g o 24 65.1 0.059
26 67.4 0.061
29 56.5 0.054
33 42.1 0.066
36 25.4 0.073
48 233 0.071
3 13.7 0.081
6 213 0.083
8 37.6 0.090
12 48.1 0.077
18 52.6 0.092
3060 o 24 52.8 0.079
26 54.9 0.086
29 437 0.078
33 32.3 0.076
36 222 0.080
48 15.3 0.081
3 9.9 0.104
6 17.3 0.097
8 32.8 0.093
12 40.6 0.102
18 46.3 0.099
3060 o 24 45.1 0.103
26 477 0.089
29 40.4 0.096
33 27.6 0.091
36 18.5 0.095
48 12.4 0.099

Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile gerceklestirilen deneylerde
oksijen tiikketim hiz1 ve siv1 faz kiitle aktarim katsayis1 degerlerini sirasiyla; 9.9-67.8 * 10
mol m> s ve 0.050-0.104 s degerleri arasinda 300, 400, 500, 600 rpm karistirma hizinda

ve 0.6 vvm havalandirma hiz1 degerinde elde edilmistir.
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Tablo 6.5. Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu igin kesikli olarak isletilen biyoreaktorde farkli
hava giris hizlarinda k; a ve r, degerlerinin kalma siiresi ile degisimi.

Hava Giris Hiz1 (vvm) Zaman (st) 1, X 10" (mol m™s™) kea (s7)

3 14.9 0.029

6 233 0.036

8 34.8 0.027

12 43.6 0.031

0.3 vvm 18 50.0 0.032
400 rpm 24 53.9 0.035
26 52.1 0.028

29 43.7 0.029

33 35.8 0.034

36 22.5 0.032

48 18.1 0.034

3 15.3 0.045

6 24.9 0.039

8 39.7 0.034

12 46.8 0.042

0.4 vvm 18 53.6 0.040
400 rpm 24 56.2 0.039
26 57.1 0.041

29 45.4 0.044

33 383 0.038

36 24.9 0.042

48 19.7 0.037

3 18.1 0.050

6 27.6 0.053

8 42.3 0.057

12 50.6 0.049

0.5 vwm 18 58.1 0.051
400 rpm 24 60.7 0.047
26 59.6 0.049

29 51.3 0.053

33 40.8 0.045

36 26.4 0.056

48 20.5 0.054

3 19.3 0.055

6 29.5 0.069

8 47.3 0.079

12 55.1 0.059

18 67.8 0.070

2660?;?1 24 65.1 0.059
26 67.4 0.061

29 56.5 0.054

33 42.1 0.066

36 25.4 0.073

48 23.3 0.071

Citrobacter freundii pMK79 rekombinant susu ile gerceklestirilen deneylerde
oksijen tiiketim hiz1 ve siv1 faz kiitle aktarim katsayis1 degerlerini sirastyla; 14.9-67.8 * 10™
mol m> s ve 0.029-0.079 s degerleri arasinda 300, 400, 500, 600 rpm karistirma hizinda

ve 0.6 vvm havalandirma hiz1 degerinde elde edilmistir.
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Literatiirde farkli mikroorganizmalarla yapilan ¢alismalarda, oksijen tiikketim hizi, r,
ve siwvi faz kiitle aktarim katsayisi, kpa degerlerini sirasiyla; Ulgen ve Mavituna [168]
Streptomyces coelicolor ile 4.1-15.3 x 10 mol m™s” ve 0.011-0.029 s, Bilir [169]
Bacillus licheniformis ile 4-16.5 x 10™* mol m™s” ve 0.034-0.074 s, Pehlivan [170]
Bacillus subtilis ile 1.2-29.7 x 10™ mol ms™ ve 0.020-0.066 s, Yilmaz [171] Bacillus
subtilis ile 2.0-20.0 x 10 mol m™s™ ve 0.011-0.033 s olarak belirlemislerdir.
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7. L-DOPA ve DOPAMIN URETIMININ MATEMATIKSEL MODELLENMESI

7.1. Genetik Algoritma (GA)

Modern bilimde veri kiimeleri arasindaki iligkileri, tecriibelerden de faydalanarak
belirlemek, iizerinde cokg¢a c¢alisilan ve arastirilan bir taslaktwr. Giinlimiizdeki arastirma
konular1 ve problemleri eskiye nazaran ¢ok daha karisiktir. Bu karisiklik, problemi
etkileyen parametre sayisinin fazlaligindan ve problemin ¢6ziim kiimesinin boyutunun
biliylimesinden kaynaklanmaktadir. Bundan dolay1 eldeki verilerin analizi ve sonucu bu
verilerden kestirme yontemlerinin 6nemi, arastirmacilar i¢in gittikge artmaktadir. Faydali
iyi bir veri analiz yontemi su kriterlere gore degerlendirilebilir. Iyi tahmin veya sonucu
kestirmeye yonelik olmali, sistemin i¢indeki her bir mekanizmanin analiz edilebilmesi ve
sonuglarin miimkiin olabilecek ¢6ziim uzay1 kiimesinde olmasidir [7].

Gegmiste arastirmacilar tarafindan calisilan, parametreler arasindaki iliskiler,
genelde deneme yoluyla, zor olan 6rneklerde karmasik veya sabit olmayan iligkiler i¢in
yapilmig; fakat parametre sayisi artinca c¢oziimsiizlik veya elde edilen ¢oziimi
degerlendirememe problemini getirmistir. Istatistiksel yontemler, arastrrmacilara iliskileri
bulmada faydali olan ilk araglardandir. Istatistiksel yontemlerde: (1) verinin normal
toplandigi, (2) verinin esitlik iliskisinin belirli bir formda olmasi (6r: lineer, quadratic, veya
polinomsal), (3) degiskenlerin bagimsiz olmasi gerekir. Eger problem bu kriterleri
saglarsa, istatistiksel yontem iliskileri bulmada faydali olabilir. Oysa gercek hayatta
problemler bu kriterleri nadiren saglarlar [7].

Genetik algoritmalar yapay zekanin gittikce genisleyen bir kolu olan evrimsel
hesaplama tekniginin bir parcasini olusturmaktadir. Adindan da anlasilacagi fizere,
evrimsel hesaplama tekniginin bir parcasi olan genetik algoritma Darwin’in evrim
teorisinden esinlenerek olusturulmustur. Herhangi bir problemin genetik algoritma ile
¢Ozlimii, problemi sanal olarak evrimden gecirmek suretiyle yapilmaktadir [172].

Evrim teorisine gore ilk canlilar rastgele bir araya gelmis organik molekiillerden
olusmus tek hiicreli varliklardi. Daha sonra bu canlilar bulunduklar1 ortama ayak
uydurabilmek i¢in bazi yetilerini gelistirmistir. Bu gelisim dogal seleksiyon olarak
tanimlanmistir. Dogal seleksiyon kavraminda bir popiilasyon icerisinde giiclii ve 1iyi
ozelliklere sahip bireylerin bu 6zelliklerini bir sonraki nesillere aktarma noktasinda daha

sansli olduklar1 kabul edilmistir. Bundan dolay1 zaman igerisinde her yeni nesilde ¢evreye
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uyum icin gereken iyi Ozellikler daha fazla goriinmektedir. Bir baska deyisle canlilar
nesiller boyunca cevre sartlarina uymada hep daha iyi Ozelliklere sahip olmakta ve
biyolojik olarak miikemmellesmektedirler. Bu durum, canlilarin yasamlarini stirdiirdiikler1
ortama daha iyi adapte olmalarini saglamaktadir. Boylece canli yasadigi ortamdan
maksimum Olgiide faydalanabilecek ve olumsuz sartlardan da minimum diizeyde
etkilenecek hale gelmektedir. Bir baska deyisle nesiller, c¢evre sartlar1 sabit kaldigi
varsayilirsa, miikemmele dogru yol almaktadir. Ancak ¢evre sartlar1 siirekli olarak
degistiginden bu milkemmellik bir tiirlii saglanamamaktadir [173].

Evrimsel algoritmalardan biri olan genetik algoritma ilk defa Michigan
Universitesinde psikoloji ve bilgisayar bilimi uzmani olan John Holland 1975’te
kullanilmistir ve canli sistemlerdeki genetik sifre mantigi kullanilarak sezgisel olarak en iy1
¢Ozlimii veya en 1yi ¢6zlime yakin olabilecek bir sonu¢ bulmay1 hedefler. Bu mantik evrim
teorisindeki dogal seleksiyon siirecinin yani gii¢clii bireyin hayatta kalma olasiliginin
yiiksek olmasidir. Bu yontemle evrim sonucu hayatta kalan birey en 1yi sonug olarak almnir
[174].

Genetik algoritmalar arama ve optimizasyon i¢in sezgisel yoOntemlerdir.
Miihendislik, bilim, ekonomi, finansman v.s. deki problemleri ¢6zmede kullanilan arama
teknikleri, hesap-temelli ve dogrudan arama teknikleri olarak siniflandirilabilir. Eger
problemler sayisal veya analitik olarak 1yi tanimlanabiliyorsa veya ¢6ziim uzay1 kii¢lik ve
tek ise, hesap temelli arama teknigi daha 1yi ¢alisir. Buna ragmen hesap-temelli teknik
miihendislik optimizasyonlari da gittikge artan optimum bulma fonksiyonlarinda oldukca
zayif kalir. Sadece fonksiyon bilgisi gerekli olan dogrudan arama teknigi, hesap-temelli
teknikten daha kisa siirede isler ve daha etkilidir. Dogrudan arama tekniginin esas
problemi, ulagilabilen bilgisayar zamani ile optimal ¢6ziimiin kesinligi arasindaki

bagmntidir [175].

Genetik algoritmalarin ¢oklu miimkiin ¢ézlimleri arastirma gibi énemli 6zelliklere
sahip olmalar1 ve ama¢ fonksiyonunun gredyeninin bilinmesine ihtiya¢c duymalari en
onemli istiinliikleridir. Genetik algoritmalar bu nedenle diger geleneksel yontemlerden,

karakteristik olarak dort 6zelligi ile farklidir. Bunlar asagidaki sekilde siralanabilir;
v' GA, parametrelerin kendileriyle degil, olusturulabilir bir koduyla calisir.

v GA, ¢oziim kiimesine dogrudan tek nokta ile degil, noktalar topluluguyla

yaklagir.
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v' GA, tiirevleri yada diger yardimci bilgileri (matematik bilgisi) degil, sadece

amag fonksiyonu bilgisini kullanir.

v GA, aramay1 deterministik kurallarla degil, olasilikli gegis (ihtimal) kurallar1 ile
yapar.

7.1.1. Genetik Algoritmanin Tarihgesi

“Genetik Algoritma” kaliby, ilk olarak 1967 yilinda Bagley tarafindan bir oyun
programinin yenmek iizere tasarlanmasinda kullanilmistir. Bagley’in kullandigi GA
yontemleri bugiinkiinden ¢ok farkli olmakla birlikte giiniimiizde kullanilan GA teknikleri
icin bir temel tegkil etmistir. Rosenberg de ayni donemde bu algoritmaya biyolojik ve
benzetimsel etmenleri eklemistir [176]. De Jong bu calismalar1 matematiksel boyuta
tasimis ve fonksiyon enkiiciiklenmesi i¢in kullanmistir. Bagley, Rosenberg ve De Jong gibi
onclilerinin bulunmasina ragmen Genetik Algoritmanin babasi John Holland olarak kabul
edilmektedir. Bunun sebebi Holland’imn “Genetik Algoritma “ kavrammi “Cellular
Automata” calismalar1 ve “Dogal ve Yapay Sistemlerde Uyarlama” kitabinin yaymlanmasi
ile literatiire kazandirmistir. Holland’in bu kitabinda ana diisiince sudur; “Verilen bir
popiilasyonun genetik havuzu potansiyel olarak istenen en iyi ¢Oziimil igerir veya
uyarlanan probleme iligkin iyi bir ¢6ziim vardir”. Holland GA’nin temel ilkeleri olan
yeniden ilireme ve c¢aprazlama operatdrlerini tanimlamistir. Holland’dan sonra Genetik
Algoritma’larin gelisimi doktora 6grencisi olan Goldberg ile devam etmistir. Goldberg,
GA’nin teoriden pratige doniistiiriilememe tabusunu yikmis ve 1989’da yaymlanan
“Genetic Algorithms in Search, Optimization and Machine Learning” adli kitabinda GA
iceren 83 uygulama gostermistir. Goldberg’i takiben GA caligmalar1 genis kullanim
alanlar1 bulmaya baslamis ve GA kodlamasi yapilan bilgisayar programlar1 ortaya
cikmistir. Bunlarin en 6nemlisi ve {inliisii 1992°de John Koza tarafindan LISP ile yazilan

bilgisayar programidir [176-177].

7.1.2. Genetik Algoritmanin Tanim

Genetik Algoritma, canli sistemlerdeki genetik sifre mantig1 kullanilarak sezgisel
olarak en 1yl ¢6ziim veya en iyl ¢oziime yakin olabilecek bir sonu¢ bulmayi1 hedefler.
Dogadaki bireylerin birleserek c¢ocuklari olusturmasi ve bu cocuklardan gii¢lii olanin
hayatta kalmast GA’nin temelini olusturur. GA, bir bireyler topluluguyla baslayarak bu

bireylerden cocuklar elde eder. Bu bireylerin 6zellikleri ve sayisi rassal olarak belirlenir.
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Bu bireyler de rassal olarak eslestirilerek ebeveyn olurlar. Bu ebeveynlerden elde edilen

cocuklar seleksiyon, ¢aprazlama ve doniisiim islemlerine maruz kalirlar. Bu islemlerin

tekrarlanmasi ile evrim gerceklestirilir. Genetik algoritmanin bitirilmesi bitis dlgiitlerinin

gerceklesip gerceklesmedigine baghdir [176].

Genetik Algoritmalar1 (GA) diger metotlardan ayiran noktalar su sekilde siralanabilir:

v

GA, sadece bir arama noktas1 degil, bir grup arama noktas1 (adaylar) iizerinde
calisir. Yani arama uzayinda, yerel degil global arama yaparak sonuca ulagsmaya
calisir. Bir tek yerden degil bir grup ¢6ziim i¢inden arama yapar.

GA, arama uzayinda bireylerin uygunluk degerini bulmak i¢in sadece “amag -
uygunluk fonksiyonu” (objective-fitness function ) ister.

Bireyleri segme ve birlestirme asamalarinda deterministik kurallar degil
olasilik kurallar1” kullanir.

Diger metodlarda oldugu gibi dogrudan parametreler iizerinde c¢alismaz.
Genetik Algoritmalar, optimize edilecek parametreleri kodlar ve parametreler
iizerinde degil, bu kodlar iizerinde islem yapar. Parametrelerin kodlariyla
ugrasir. Bu kodlamanin amaci, orjinal optimizasyon problemini kombinezonsal
bir probleme ¢evirmektir.

Genetik algoritma ne yaptig1 konusunda bilgi icermez, nasil yaptigini bilir. Bu
nedenle kor bir arama metotudur.

Olasilik kurallarmma gore calisirlar. Programin ne kadar 1yi ¢alistigi 6nceden

kesin olarak belirlenemez. Ama olasiklikla hesaplanabilir.

Genetik Algoritmalar, yeni bir nesil olusturabilmek i¢in 3 asamadan gecer:

I. Eski nesildeki her bir bireyin uygunluk degerini hesaplama.
II. Bireyleri, uygunluk degerini géz Oniine alarak (uygunluk fonksiyonu)
secme.
III. Secilen bireyleri, c¢aprazlama (crossover), mutasyon (mutation) gibi

genetik operatdrler kullanarak uyusturma.

Algoritmik bakis acisindan bu asamalar, mevcut ¢oziimleri lokal olarak degistirip

birlestirmek olarak goriilebilir.

Genetik Algoritmalar; baslangicta bilinmeyen bir arama uzaymdan topladigi

bilgileri y1g1p, daha sonraki aramalar1 alt arama uzaylarma yonlendirmek i¢in kullanilir.
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7.1.3. Genetik Algoritmanin Adimlar

Islem, ¢6ziim uzaymdan belirli bir sayida baslangi¢ ¢dziimiin secilmesi ile baslar.
Her adimda caprazlama, mutasyon ve uygunluk degerlendirmesi yapilir. Sonlandirma
kriteri saglanincaya kadar bu islem devam eder. Sonlandirma kriteri; belli bir sayida
iterasyon, uygunluk degerinin beklenen bir degere ulasmasi veya belli sayida iyilesme

olmadan siirdiiriilen iterasyon sayisi olabilir. Genetik algoritmanin genel isleyis adimlari

Sekil 7.1.’de verilmistir.

Baslangi¢ Popiilasyonunun

Olusturulmasi

Yeniden Cogalma
(Seleksiyon)

A 4

\ 4

Doniisiim

Bitis Kriterine
Ulasildi mi?

En iyi Sonucu Goster

Sekil 7.1. Genetik algoritma adimlarnin akim diagrami.
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Kodlama plan1 Genetik algoritmanin énemli bir kismini teskil eder. Cilinkii bu plan
bilginin ¢ergevesini siddetle smirlayabilir. Oyle ki probleme 6zgii bilginin bir
kromozomsal goOsterimiyle temsili saglanir. Kromozom  genellikle, problemdeki
degiskenlerin belli bir diizende siralanmasidir. Kromozomu olusturmak icin siralanmis her
bir degiskene gen adi verilir. Buna gore bir gen kendi basina anlamli genetik bilgiyi tasiyan
en kiigiik genetik yapidir. GA’y1r bir probleme uygulamadan Once, verinin nasil
kodlanacagi ve miimkiin olabilen ¢6ziimler kiimesinden 6rnek ¢oziimlerin bilinmesi
gerekir. Genel olarak en yaygin kodlama uzunlugu belirlenmis bit katar1 seklindedir.
Klasik GA’da, topluluktaki her bir birey, problemdeki parametreler kiimesinin kodlandig:
belirli uzunlukta ikili (binary) katardan olusur. Bu kodlanan katar tekrar kod ¢oziilerek
parametrelerin  ondalik  degerini  verebilir. Sekil 7.2°de fix)=x" fonksiyonun
maksimizasyonu problemi i¢in 0-32 araliginda, rastgele olusturulmus baslangic

popiilasyonu 6rnegi gosterilmistir.

A\ f(x)*100 031
111 1 0 |fx F> 900 > ’
f(x)*100
1 1 1 1 0 f(x) 9 (X)Z %35
1 1 1 1 0 fi |—'\ 961 3 f(x)*100 2438
(x) => > %
1 1 1 1 *
N = f(x)zloo %12
1 1 1 1 O
i 361 *
[ | Termby, oy,

Sekil 7.2. Rastgele olusturulmus 6rnek bir baglangi¢ popiilasyonu

Adim 1. Genetik Kodlama: Genetik kodlama islemi fenotipin genotipe doniistiiriilme
islemidir. Bir populasyon kromozom toplulugu, kromozom ise genler toplulugu olarak
aciklanir. Kromozomun yapisi ise agsagida verilmistir.

§=87182...8j...8n
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Burada s;, i = 1, 2, ..., n genleri gostermektedir. i degeri genin lokusudur. Herhangi bir s;
geninin alabilecegi degisik degerler allel olarak adlandirilir. Bir kromozomun uzunlugu (n)
genellikle sabit tutulur. Herhangi bir say1 degerini genetik kodlamaya ¢evirme islemi bir
fonksiyon olarak ele almabilir. Bu fonksiyonda fenotipler ¢6ziim uzayinda, genotipler kod
uzayinda yer alirlar. Bir kodlama fonksiyonunun basarili olabilmesi i¢in ¢6ziim uzay1 ve
kod uzay1 birebir eslenebilir olmalidir.

Gergek sayilar, tamsayilar, harfler ya da bazi semboller kodlama i¢in uygundur ancak
kodlama i¢in en ¢ok kullanilan yontem Holland tarafindan gelistirilen 0-1 ikili kodlama
sistemidir. Kodlamanin dogru yapilmast GA’nm isleyisi i¢in ¢ok onemlidir. Kullanilan

kodlama yontemleri asagida verilmistir [176, 178].

ikili Kodlama: Coziim uzaymndaki degerlerin ikilik sayma sistemine doniistiiriilmesiyle
gergeklesir. Ikili kodlama tekniginin avantaji ileride anlatilacak olan caprazlama ve
doniisiim kolaylastirmasidir. Ornegin 7 kod uzayinda 0111 ile gosterilirken, 8 kod
uzayinda 1000 ile gosterilir. Bu kodlama sisteminde karsilasilan sorun sudur: 2’lik sayma
sisteminde 0111 ve 1000 ardisik sayilar degillerdir. Bu sorunu gidermek icin gri kodlama

teknigi gelistirilmistir [176].

Gri Kodlama: 0-1 ikili kodlamadan farki Hamming Uzaklig1 kavramini gelistirmesidir.
Sayilar1 ikili sistemde yazmaya baslandiginda ilk olarak Hamming Uzakhig1 Olciliir.
Hamming Uzakligi, kromozomdaki degisen genlerin sayisin1 gosterir. Oysa ikili
kodlamada aradaki Hamming Uzakligi’'nin 1 olmasi istenir. 0-7 arasi sayilarin gri

kodlamada gosterimi asagida verilmistir [176].

Harf Kodlama: 0-1 ikili kodlamanin kullanilmak istenmedigi durumlarda kullanilir.
Ornegin [0-15] araligindaki degerler, ikili kodlama disinda Ingiliz Alfabesi’ndeki [A-O]
harfleri ile kodlanabilir. C6ziim uzay1 bu yontemler disinda, problem tipleri i¢in 6zel
olarak gelistirilen yontemlerle kodlanabilirler. Eger ¢6ziim uzayinda birden ¢ok degisken

icin deger araniyorsa, bu durumda kromozomlar bu degiskenlerin birlestirilmesi ile

gosterilir.
0010011011 ...ceeeneiiiiintss 10101
Xy X X

139



Tablo 7.1. Hamming uzaklig1 ve gri kodlama

Say1 ikili Kodlama Hamming Gri Kodlama Hamming
Gosterimi Uzakhg Gosterimi Uzakhg

0 000 000

1 001 1 001 1
2 010 2 011 1
3 011 1 010 1
4 100 3 110 1
5 101 1 111 1
6 110 2 101 1
7 111 1 100 1

Adim 2. Amacin Tammmlanmasi: Elimizde ¢6ziim kiimesi oldugunda bu ¢odziimlerin ne
kadar iyi oldugunu belirlemek gerekir. Bunun i¢in amag¢ fonksiyonu tanimlanmalidir.
Genetik Algoritma’nmn bir avantaji da ama¢ fonksiyonunu formiile etmenin zor oldugu

problemlere kullanim kolaylig1 getirmesidir.

Adim 3. Baslangic Populasyonun Yaratilmasi: Bu adim ile algoritmada kullanilacak
bireyler (ebeveynler) olusturulur. Burada yapilacak se¢im baslangic popiilasyonundaki
birey sayisidir. Az sayida birey algoritmada kullanilabilecek bir¢ok degerin islenmeden
atlanmasma neden olur. Bunun nedeni c¢aprazlamanin az sayida birey arasinda
gerceklesmesi ve ¢esitliligin daha az olmasidir. Cok sayida birey ise algoritmanin
yavaglamasina neden olur. Burada her dongiide (nesil) daha ¢ok birey incelenir.
Populasyon sayist belli bir degeri gegtikten sonra daha fazla arttrmak algoritmanin
verimliligi azalmaktadir. Her problem tipi i¢in en iyi ¢Ozlimiin baslangi¢ populasyonu

sayis1 farklidir. Nesiller boyunca populasyon sayisi genellikle korunur [176].

Adim 4. Yeniden Cogalma (Seleksiyon): Yeniden iiretme operatorii, hazir topluluktan
uygun olan bireylerin se¢ilmesi ve bunlarin sonraki topluluga kopyalanarak hayatta
kalmalariyla ilgilidir. Se¢im modeli, tabiatin hayatta kalabilmek i¢in uygunluk
mekanizmast modelidir. Yeniden iiretme isleminde, bireyler onlarin uygunluk
fonksiyonlarma gore kopya edilirler. Uygunluk fonksiyonu, miimkiin oldugu kadar
yiikseltilmesi gereken bazi faydali ve iyi dl¢iilerdir. Topluluk uzaymdaki her bir bireyin
uygunluklar1 baz almarak ne kadar sayida kopyasmin olacagmna karar verilir. En iyi
bireylerden daha fazla kopya alinir, en kotii bireylerden kopya alimmaz. Bu hayatta kalmak

icin uygunluk stratejisinin GA’ya sagladig1 avantajdir.
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GA tarafindan tretilen dollerin (nesillerin) sayisini belirlemede birkac yol vardir.
Birbirine yakin parametrelerden kaginmak i¢in uygun bir se¢im metodu kullanilmalidir.
Tekrar liretme baslangicinda basit bir yontem “roulette wheel selection” (rulet tekerlegiyle
secim)’e gore bireylerin uygunluk degerlerini bir rulet tekerleginde hazirlar. Rasgele
tekerlegin dondiiriilmesinden sonra, bireyin bir sonraki nesil i¢in secilmesi, tekerlek
iizerinde kapladigi alanla dogrudan baglantilidir. Bu yontem diisiik uygunluga sahip

bireylere de se¢ilme hakki verir [179].

p=_h (7.1.)

iT N
>
i=1

Burada; F;, 1. Eleman i¢in uygunluk degerini ve N ise birey sayisini

gostermektedir.

Adim 5. Caprazlama: Caprazlama iki kromozomun bir araya gelerek genetik bilgi
degisimi yapmasidir. Bunun yaninda iki ebeveynden yeni kromozomlar iireten genetik
algoritmalarin temel bir 06zelligidir. Caprazlama, bir Onceki nesilde bireylerin
uygunluklarma gore segilip, gen havuzuna kopyalanmalarindan sonra olmaktadir.

Biyolojik kromozomlar {izerinde yapilan caprazlamada amag¢ daha 1iyi, daha
dayanikli birey olusturup ait oldugu bireyler toplulugunun neslini disaridan etkiyle daha
mitkemmel hale getirmektir. Bu islem yapilirken her zaman sonuglar 6nceden tahmin
edilemez. Bu ylizden gelisigiizel yapilan degisikliklerde sonucun miikemmellige dogru
gitmesi icin belirli kriterler bulmak i¢in caligilir. Kromozomlardaki genlerin yapisi ve
etkileri arastirilarak, bu genlere yapilan miidahalelerle bireye bazi iyi 06zellikler
kazandirilabilir. Tablo 7.2.”de biyolojik caprazlamaya bir 6rnek verilmistir.

Tablo 7.2. Biyolojik caprazlama 6rnegi.

1. ebeveyn AA BB 2. ebeveyn aa bb
1. dol AABB 2. dol aabb

Benzer sekilde GA, caprazlama islemini uygunluk degerlerine gore seg¢ilmis iki
ebeveyn bireyden, iyi 6zellikte yeni bireyler elde etmek i¢in kullanir. Caprazlama rasgele
secilmis iki ¢ift katarin i¢indeki alt kiime bilgilerin degistirilmesi islemidir. Kendi i¢indeki
bilgilerini 1. Pozisyondan itibaren, katarin uzunlugunun bir eksik pozisyonuna kadar,

aradaki bilgi kismen karsilikli bireyler arasinda yer degistirilir.
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Eger iki bireyin problemin ¢dziimiinde bazi etkileri var ise onlarin bir pargalari
faydali, iy1 veya uygun nitelenebilecek bilgi tasimaktadir. Caprazlama belki problemin
coziimiinde, bu faydali bilgileri birlestirerek, daha ¢ok etkili yeni bireyler iiretecektir.
Tablo 7.3.°de ikili kodda verilmis bir katarda, 6rnek 2 bitlik bir caprazlama islemi
verilmistir.

Tablo 7.3. Iki bitlik caprazlama Srnegi.

1. ebeveyn 100110/00 1. dol 10011001
2. ebeveyn 110111]01 2. dol 11011100

Tek noktali c¢aprazlama Sekil 7.3.°de, ii¢ noktali caprazlama Sekil 7.4.’de
gosterilmistir. Buna gore her iki bireyde bir ¢caprazlama noktasi segilir ve iiglincii adim

olarak bu noktadan sonraki kisimlar karsilikli yer degisir.

Caprazlama noktasi

[ ] I

| [ I
Ebeveynler Yeni nesil

Sekil 7.3. Tek noktali ¢aprazlama.

Caprazlama noktalan

[ ] [ T

| [ . ]
Eheveynler Yeni nesil

Sekil 7.4. Uc noktal1 caprazlama.

Cogu genetik algoritma uzmanlar1 ¢aprazlama isleminin GA’y1 diger biitlin

optimizasyon algoritmalarindan ayiran belirleyici bir faktor olarak g6z ontine alir.

Adim 6. Doniisiim (Mutasyon): Doniisiim genetik algoritma operatdrlerinden biridir. Bu
operator nesiller boyunca kaybolan bir allel varsa onun geri getirilmesinde kullanilir.
Doniisiim operatorii bir geni alarak allellerinden biriyle degistirir. Doniisiim operatoriiniin
en onemli 6zelligi doniisiim olasilig1 (pm)’dir. Doniisiim olasiligi bir genin doniisiime
ugrama olasihigidir. Bir populasyon i¢inde doniisiimiin beklenen degeri doniisim
olasiliginim o populasyondaki gen sayisiyla carpimina esittir. Doniisiim olasilig1 genellikle
0.001 ile 0.01 arasindadir. Bu hiz genlerin kaybolma hizma baghdir [180].

Genetik algoritmada kullanilan doniisiim yontemleri asagidaki sekilde siralanabilir;
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Basit doniigiim; Kromozomdan herhangi bir gen secilerek alleliyle degistirilir (Sekil 7.5.).

1 1 0,0 1 1 0 \ Ebeveyn
Secilen Gen
1 1 01 1 1 0] Cocuk

Sekil 7.5. Basit doniistimiiniin gosterimi.

Degistirme doniigiimii; Kromozom igerisinde iki doniisiim noktasi secilerek noktalar

arasinda kalan genler ters ¢evrilir (Sekil 7.6.).

1 1 0 0 1 10\ Ebeveyn

| |

Dontistim Noktasi Doniistim Noktasi

1 1.1 0 0 1 o] Cocuk

Sekil 7.6. Degistirme doniisiimiiniin gdsterimi.

Ekleme déniisiimii; Kromozom igerisinden rassal bir gen secilir. Secilen gen rassal bir

noktaya eklenir (Sekil 7.7.).

1 1.0 0 1 10\ Ebeveyn
Cikarilan Gen

1.0 1 0 0 1 O] Cocuk

Ekleme Noktasi

Sekil 7.7. Ekleme doniisiimiiniin gdsterimi.

Karsihikli degisim doéniisiimii; Kromozom igerisinden rassal iki gen secilerek yerleri
degistirilir (Sekil 7.8.).
1 1.0 0 1 1 0| Ebeveyn

N X

Secilen Genler

1 1.1 0 1.0 o] Cocuk

Sekil 7.8. Karsilikli degisim doniisiimiiniin gdsterimi.
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Yer Degistirme doéniisiimii; Degistirme doniislimiiniin 6zel bir durumudur. Degistirme
dontistimiinde oldugu gibi iki nokta arasinda kalan genleri ters ¢evirir. Ancak ters ¢evrilen
genleri rassal bir pozisyona ekler (Sekil 7.9.).

1 1.0 0 1 10\ Ebeveyn

| |

Doniisiim Nok.  Dontistim Nok.

1 1.1 0 0 1 0] Cocuk

Sekil 7.9. Yer degistirme doniisiimiiniin gosterimi.

Adim 6. Bitis Kriterine Ulasma: Genetik Algoritma’nin dongiilerinin bitirilmesi
(nesillerin sonlandirilmasi) icin gerekli Olgiitler farkli tanimlanabilir. Bazi odlgiitler
sunlardir:
1.Belli bir nesil sayist bitirildikten sonra dongiiler durdurulur ve nesiller boyunca
kimin en ¢ok uygunluk gosterdigine bakilir.
ii.  Evrim sonucunda uygunluk fonksiyonundaki iyilesme belli bir degerin altina
distiigiinde dongiiler bitirilir.
iii.  Evrim i¢in belirli bir siire verilerek, bu siire bittiginde evrim durdurulabilir.
iv.  Uygunluk fonksiyonu i¢in belirli bir deger verilerek, bu degeri gegen ilk
dongiide evrim bitirilebilir [181].

Adim 8. En Iyi Sonucun Gésterilmesi: Bitis 6lgiitlerine ulasildiktan sonra, en iyi deger en

1yi ¢6ziim kabul edilerek bu sonug¢ problemin ¢oziimii olarak sunulur.

7.1.4. Genetik Algoritmanin Uygulama Alanlan
Genetik algoritmalarin en uygun oldugu problemler geleneksel yontemler ile
¢Ozliimii miimkiin olamayan ya da ¢oziim siiresi problemin biiytlikligl ile iistel orantili

olarak artanlardir. Bugiine kadar GA ile ¢6ziimiine ¢alisilan konulardan bazilar1 sunlardir:

e Optimizasyon: GA, sayisal optimizasyon ve kombinetoral optimizasyon problemleri
olan devre tasarimi, dogrusal olmayan denklem sistemlerinin ¢oziimiinde ve fabrika

iiretim planlamasinda kullanilir.
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Otomatik Programlama (automatic programming): GA, bilgisayar programlari
yardimiyla network swralamasinda (sorting), simnav/ders programi hazirlanmasinda
kullanilir.

Makine ogrenmesi (machine learning): GA, robot sensorlerinde, neural networklerde,
VLSI yonga tasarimi ve protein yapisal analizinde kullanir.

Ekonomi (economics): GA, ekonomik modellerin gelistirilmesinde ve islemesinde
kullanilir. Mesela seralarda salatalik yetistirilmesinde iklim kontroliinii yapabilmek ve
optimal sicakligin nasil yayilmasimi belirlemek i¢cin GA yontemin kullanilmistir. Yontem
optimal kontrol teorisinde kullanilan dinamik optimumlastirmaya bir alternatif olarak ele
almmastir

Immiin sistemler (Immune systems): GA, ¢ok gen’li ailelerin evrimi esnasinda ve dogal
immiin sistem modellerinde kullanilir.

Popiilasyon genetigi (population genetics): GA, evrim ile ilgili sorulara cevap bulmada
kullanilir.

Evrim ve ogrenme (evolution and learning): GA, fertlerin 6grenmesini ve tiirlerin
evrilmesinde kullanilir.

Sosyal sistemler (social systems): GA, sosyal sistemlerin analizinde kullanilir.

Miizik: Stokastik miizik lretecinin ¢iktisindan elde edilen materyali sinirlayan bir takim
veri filtreleri ile miizik olusturma GA'nm bir uygulamasidir. Bunun i¢in algoritmik diizenin

yapisindaki degisiklikler tanimlanir ve bunlarin ¢iktilar1 miizikal 6rnekler verirler.

7.2. Yapay Sinir Aglan

Son yillarda, insan beyninin ¢aligma prensibini yapay olarak modellemeyi
amaclayan Yapay Sinir Aglar1 (YSA); nesne/Orilintii tanima, sinyal isleme, ariza analizi ve
tespiti, sistem tanilama (modelleme) ve denetimi gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak
kullanilmaya baglanmis ve kullanildig1 alanlardaki problemlerin ¢oziimiine yeni
yaklagimlar getirmistir. Genel olarak bir YSA, tek katmanli ya da ¢ok katmanli olarak
diizenlenebilen ve paralel olarak ¢alisan ¢ok sayida dogrusal olmayan yapay hiicreden
(islem elemani) meydana gelen bir sistem ya da matematiksel model olarak tanimlanir.
Hiicreler arasindaki agirliklar, arzu edilen tasarim amaglarini saglayacak sekilde c¢esitli
ogrenme kurallar1 ile ayarlanir. Bu yapisi ile YSA, 6grenme siirecinde bilgiyi toplayan ve

agirliklar1 yardimiyla bu bilgiyi saklayan paralel bir islemcidir. Bugiin, ¢esitli YSA yapilar1
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ve 0grenme algoritmalar1 gelistirilmistir. Herhangi bir uygulama i¢in uygun YSA yapisin1

ve 6grenme algoritmasini segcmek yada gelistirmek gerekir.

7.2.1. Biyolojik Sinir Sistemi

Biyolojik sinir sistemi, merkezinde siirekli olarak bilgiyi alan, yorumlayan ve
uygun bir karar {ireten beynin (merkezi sinir ag1 ) bulundugu 3 katmanl bir sistem olarak
aciklanir. Alic1 sinirler (receptor) organizma igerisinden ya da dis ortamlardan algiladiklar1
uyarilari, beyine bilgi ileten elektriksel sinyallere doniistiiriir. Tepki sinirleri (effector) ise,
beyinin iirettigi elektriksel darbeleri organizma ¢iktis1 olarak uygun tepkilere doniistiiriir.

Sekil 7.10.”da bir sinir sisteminin blok gosterimi verilmistir.

N1 R —— Merkezi  — :
— Sinirler Sinir Ag1 S;Fr?irrjllq .
Uyarilar <: (B eyin) <: er Tepkiler

Sekil 7.10. Biyolojik sinir sisteminin blok gosterimi.

Merkezi sinir aginda bilgiler, alic1 ve tepki sinirleri arasinda ileri ve geri besleme
yoniinde degerlendirilerek uygun tepkiler tiretilir. Bu yoniiyle biyolojik sinir sistemi, kapali
cevrim denetim sisteminin karakteristiklerini tagir. Merkezi sinir sisteminin temel islem
elemani, sinir hiicresi (noéron) dir ve insan beyninde yaklasik 10 milyar sinir hiicresi
oldugu tahmin edilmektedir. Sinir hiicresi; hiicre gdvdesi, dendriteler ve axonlar olmak
iizere 3 bilesenden meydana gelir. Dendriteler, diger hiicrelerden aldigi bilgileri hiicre
govdesine bir agac yapisit seklinde ince yollarla iletir. Axonlar ise elektriksel darbeler
seklindeki bilgiyi hiicreden disar1 tasiyan daha uzun bir yoldur. Axonlarin bitimi, ince
yollara ayrilabilir ve bu yollar, diger hiicreler i¢in dendriteleri olusturur. Sekil 7.11.’de
goriildiigl gibi axon-dendrite baglant1 elemani synapse olarak soylenir.

Synapse gelen ve dendriteler tarafindan alinan bilgiler genellikle elektriksel
darbelerdir ancak, synapsedeki kimyasal ileticilerden etkilenir. Belirli bir siirede bir
hiicreye gelen girislerin degeri, belirli bir esik degerine ulastiginda hiicre bir tepki iiretir.
Hiicrenin tepkisini artirict yondeki girigler uyarici, azaltict yondeki girisler ise onleyici

girisler olarak sdylenir ve bu etkiyi synapse belirler.
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Sekil 7.11. Biyolojik sinir hiicresi ve bilesenleri.

Insan beyninin 10 milyar sinir hiicresinden ve 60 trilyon synapse baglantisindan
olustugu diisiiniiliirse son derece karmagsik ve etkin bir yap1 oldugu anlasilir. Diger taraftan
bir sinir hiicresinin tepki hizi, giiniimiiz bilgisayarlarina gore olduk¢a yavas olmakla
birlikte duyusal bilgileri son derecede hizli degerlendirebilmektedir. Bu nedenle insan
beyni; 68renme, birlestirme, uyarlama ve genellestirme yetenegi nedeniyle son derece
karmasik, dogrusal olmayan ve paralel dagilmis bir bilgi isleme sistemi olarak

tanimlanabilir.

7.2.2. Yapay Sinir Ag1 (YSA)

Beynin {istiin 6zellikleri, bilim adamlarini iizerinde ¢aligmaya zorlamis ve beynin
norofiziksel yapisindan esinlenerek matematiksel modeli ¢ikarilmaya calisilmistir. Beynin
biitiin davraniglarin1 tam olarak modelleyebilmek icin fiziksel bilesenlerinin dogru olarak
modellenmesi gerektigi diislincesi ile cesitli yapay hiicre ve ag modelleri gelistirilmistir.
Boylece Yapay Sinir Aglar1 denen yeni ve giiniimiiz bilgisayarlarmin algoritmik hesaplama

yonteminden farkli bir bilim alani ortaya ¢ikmistir. Yapay sinir aglari; yapisi, bilgi isleme
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yontemindeki farklilik ve uygulama alanlar1 nedeniyle ¢esitli bilim dallarinin da kapsam
alanma girmektedir.

Genel anlamda YSA, beynin bir islevi yerine getirme yontemini modellemek i¢in
tasarlanan bir sistem olarak tanimlanabilir. YSA, yapay sinir hiicrelerinin birbirleri ile
cesitli sekillerde baglanmasindan olusur ve genellikle katmanlar seklinde diizenlenir.
Donanim olarak elektronik devrelerle ya da bilgisayarlarda yazilim olarak gerceklenebilir.
Beynin bilgi isleme yontemine uygun olarak YSA, bir 6grenme siirecinden sonra bilgiyi
toplama, hiicreler arasindaki baglant1 agirliklar1 ile bu bilgiyi saklama ve genelleme
yetenegine sahip paralel dagilmis bir islemcidir. Ogrenme siireci, arzu edilen amaca
ulasmak i¢in YSA agirliklarinin yenilenmesini saglayan 6grenme algoritmalarmi ihtiva

eder.

7.2.2.1. Yapay Sinir Aglarinin Ozellikleri

Yukarida verilen agiklamalardan, YSA’ nin hesaplama ve bilgi isleme giiciinii,
paralel dagilmis yapisindan, 6grenebilme ve genelleme yeteneginden aldigi sdylenebilir.
Genelleme, egitim ya da 6grenme siirecinde karsilasilmayan girisler icin de YSA’ nin
uygun tepkileri tiretmesi olarak tanimlanir. Bu {istiin 6zellikleri, YSA’ nin karmasik
problemleri ¢6zebilme yetenegini gosterir. Giinlimiizde bir¢cok bilim alaninda YSA,

asagidaki ozellikleri nedeniyle etkin olmus ve uygulama yeri bulmustur.

Dogrusal Olmama: YSA’nin temel islem elemanm1 olan hiicre dogrusal degildir.
Dolayisiyla hiicrelerin birlesmesinden meydana gelen YSA da dogrusal degildir ve bu
Ozellik biitiin aga yayilmis durumdadir. Bu 6zelligi ile YSA, dogrusal olmayan karmasik

problemlerin ¢éziimiinde en 6nemli arag olmustur.

Ogrenme: YSA'nmn arzu edilen davranisi gdsterebilmesi igin amaca uygun olarak
ayarlanmasi1 gerekir. Bu, hiicreler arasinda dogru baglantilarin yapilmasi ve baglantilarin
uygun agirliklara sahip olmasi gerektigini ifade eder. YSA’ nin karmasik yapis1 nedeniyle
baglantilar ve agirliklar 6nceden ayarh olarak verilemez yada tasarlanamaz. Bu nedenle
YSA, istenen davranis1 gosterecek sekilde ilgilendigi problemden aldig1 egitim 6rneklerini

kullanarak problemi 6 grenmelidir.

Genelleme: YSA, ilgilendigi problemi 6grendikten sonra egitim sirasinda karsilasmadigi

test ornekleri icin de arzu edilen tepkiyi iiretebilir. Ornegin, karakter tanima amaciyla
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egitilmis bir YSA, bozuk karakter girislerinde de dogru karakterleri verebilir yada bir
sistemin egitilmis YSA modeli, egitim siirecinde verilmeyen giris sinyalleri i¢cin de

sistemle ayn1 davranis1 gosterebilir.

Uyarlanabilirlik: YSA, ilgilendigi problemdeki degisikliklere gore agirliklarini ayarlar.
Yani, belirli bir problemi ¢6zmek amaciyla egitilen YSA, problemdeki degisimlere gore
tekrar egitilebilir, degisimler devamli ise ger¢ek zamanda da egitime devam edilebilir. Bu
ozelligi ile YSA, uyarlamali 6rnek tanima, sinyal igsleme, sistem tanilama ve denetim gibi

alanlarda etkin olarak kullanilir.

Hata Toleransi: YSA, ¢ok sayida hiicrenin gesitli sekillerde baglanmasindan olustugundan
paralel dagilmis bir yapiya sahiptir ve agin sahip oldugu bilgi, agdaki biitiin baglantilar
iizerine dagilmis durumdadir. Bu nedenle, egitilmis bir YSA nin bazi baglantilarinin hatta
bazi hiicrelerinin etkisiz hale gelmesi, agin dogru bilgi tiretmesini 6nemli 6lciide etkilemez.
Bu nedenle, geleneksel yontemlere gore hatayr tolere etme yetenekleri son derece

yiiksektir.

Donamim ve Hiz: YSA, paralel yapisi nedeniyle biiyiik 6lcekli entegre devre (VLSI)
teknolojisi ile gerceklenebilir. Bu 6zellik, YSA nin hizli bilgi isleme yetenegini artirir ve

gercek zamanli uygulamalarda arzu edilir.

Analiz ve Tasarim Kolayligi: YSA’nin temel islem elemani olan hiicrenin yapisi ve
modeli, biitlin YSA yapilarinda yaklagik aynidir. Dolayisiyla, YSA’ nin farkli uygulama
alanlarindaki yapilar1 da standart yapidaki bu hiicrelerden olusacaktir. Bu nedenle, farkli
uygulama alanlarinda kullanilan YSA’ lar1 benzer 6grenme algoritmalarint ve teorilerini
paylasabilirler. Bu 06zellik, problemlerin YSA ile ¢oziimiinde 6nemli bir kolaylik

getirecektir.

7.2.2.2. Yapay Sinir Aglarinin Tarihi Gelisimi

Insan daima kendi beyinin yapis1 ve ¢aligmasi hakkinda merak sahibi olmustur.
Beynin istiin 6zellikleri, bilim adamlarii iizerinde g¢alismaya zorlamis ve insan sinir
sisteminin yapisi ve fonksiyonlar1 hakkindaki bilgi zamanla artmistir. Birbiri ile baglantili

olan ve sayilar1 milyarlar1 bulan ndronlar, en gelismis bilgisayarla kiyaslandiginda bile,
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dev bir sistemi olusturmaktadir. Arastirmacilar, néronlarin fonksiyonlar1 ve birbiri ile olan
baglantilar1 daha 1yi anladik¢a teorilerini test etmek amaci ile matematiksel modeller
gelistirme imkani1 bulmustur. Béylece sinir modellemenin, birincisi insan sinir sisteminin
fizyolojik ve psikolojik isleyisini anlamak, ikincisi de beynine benzeyen fonksiyonlar
gergeklestiren yapay sinir aglar1 tiretmek olmak tizere birbirini karsilikli olarak destekleyen
iki ana hedef belirlenmistir.

Bu gelismelerle birlikte yapay sinir aglari ile 1ilgili calismalar 1943 yilinda
baslamistir. Mc Culloch ve Pitts tarafindan yapilan ¢alismayla yapay noronlardan olusan
bir agin matematiksel ve mantiksal islevleri yapabilecegi gosterilmistir. 1949 yilinda Hebb,
ag1 olusturan baglantilar1 ayarlamak icin ilk 6grenme kuralini 6nermistir.

1950 ve 1960’11 yillarda, bir grup arastirmacit bu biyolojik gelismeleri birlestirerek
ilk yapay sinir agimi iiretmislerdir. Ilk olarak elektrik devreleri seklinde iiretilen ag, daha
sonra bilgisayar simiilasyonu haline doniistiiriilmiistiir. Marvin Minsky, Frank Rosenblatt,
Bernard Winrow ve daha bir¢ok bilim adamlar1 tek yapay néron katmanindan olusan aglar
gelistirdiler. Perceptron adi1 verilen bu aglar, hava tahmini, elektrokardiogramlar analizleri
ve yapay gorme gibi c¢esitli alanlarda kullanilmistir. Bu donemde bilim adamlar1 zekanin
anlasildig1, ¢6ziildiigli diisiincesine beynin benzerini iiretmenin yeterince biiylik bir agin
olusturulmasindan ibaret oldugu iyimserligine kapildilar.

1969’larda yapilan calismalar, aglarin o giine kadar ¢ozebildigi problemlere genel
hatlar1 ile benzeyen farkli problemleri ¢6ziimleyememistir. Bu sebeple bilinmeyen
basarisizliklar sonunda Marvin Minsky, matematiksel teknikleri kullanarak, ag islemleriyle
ilgili saglam teoriler gelistirmis ve Perceptrons adli kitabiyla, Minsky ve Papert o zaman
kullannmda olan tek katmanli aglarin teorik olarak oldukg¢a basit problemleri
cozemeyecegini ispatlamislardir. Sonucgta Minsky yapay sinir aglarmin basarili olacagi
fikrine karsiydi. Bu sonuclar karsisinda yapay sinir aglari ile ilgili olan ¢aligmalara tesvik
destekleri ¢ekilmis ve bu alandaki arastirmalar durma noktasina gelmis, 20 yillik karanlik
bir doneme girmistir. Ancak bazi bilim adamlar1 ¢alismalarina devam etmistir. 1976'da
Grossberg, Adaptif Rezonans Teori (ART)’yi, 1982°de Hopfield dinamik Hopfield agmni1
(recurrent network) gelistirmistir.

1986 yilinda, Rumelhart ve Mc Clelland ¢ok katmanli ileri beslemeli aglarda geriye
yayilma algoritmasini ortaya koyarak Minsky ve Papert tarafindan ortaya konan problemi

¢Ozmiis ve yapay sinir aglarina olan ilgiyi bir anda artirmuglardir.
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Son yillarda, bu alanda yapilan arastirmalar biiyiik bir ivme kazanmis ve yapay
sinir aglar1 giiniimiizde de devamli gelisme gostermektedir. Hatta bu teknolojinin ticari

kismiyla ilgilenen sirketler ortaya ¢ikmis ve bir¢ok alana uygulanmaistir.

7.2.2.3. Yapay Sinir Aglan (YSA)’nin Uygulama Alanlan

Son yillarda YSA’lari, 6zellikle giinlimiize kadar ¢oziimii giic ve karmasik olan
yada ekonomik olmayan ¢ok farkli alanlardaki problemlerin ¢oziimiine uygulanmis ve
genellikle basarili sonuglar almabilmistir. YSA’lar1 ¢ok farkli alanlara uygulanabildiginden
biitlin uygulama alanlarimi burada siralamak zor olmakla birlikte genel bir siniflandirma ile

YSA’ nin uygulama alanlar1 asagidaki gibi 6 grup igerisinde toplanabilir.

Ariza Analizi ve Tespiti: Bir sistemin, cihazin ya da elemanin diizenli (dogru) calisma
seklini 68renen bir YSA yardimiyla bu sistemlerde meydana gelebilecek arizalarin
tanimlanma olanag1 vardwr. Bu amacla YSA; elektrik makinalarinin, ucaklarin yada

bilesenlerinin, entegre devrelerin v.s. ariza analizinde kullanilmastir.

T Alanminda: EEG ve ECG gibi tibbi sinyallerin analizi, kanserli hiicrelerin analizi, protez
tasarimi, transplantasyon zamanlarmin optimizasyonu ve hastanelerde giderlerin

optimizasyonu v.s gibi uygulama yeri bulmustur.

Savunma Sanayi: Silahlarin otomasyonu ve hedef izleme, nesneleri/goriintiileri ayirma ve

tanima, yeni algilayici tasarimi ve giiriiltii 0nleme gibi alanlara uygulanmistir.

Haberlesme: Goruntii ve veri sikigtirma, otomatik bilgi sunma servisleri, konusmalarin

gercek zamanda gevirisi gibi alanlarda uygulama 6rnekleri vardir.
Uretim: Uretim sistemlerinin optimizasyonu, iiriin analizi ve tasarim, iiriinlerin (entegre,
kagit, kaynak v.s.) kalite analizi ve kontrolii, planlama ve yOnetim analizi alanlarma

uygulanmistir.

Otomasyon ve Kontrol: Ucaklarda otomatik pilot sistemi otomasyonu, ulasim araglarinda

otomatik yol bulma/gésterme, robot sistemlerin kontrolii, dogrusal olmayan sistem
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modelleme ve kontrolii, elektrikli siirlicii sistemlerin kontrolii gibi yaygm bir uygulama
yeri bulmustur.

7.2.2.4. Yapay Sinir Aglarinda Ogrenme

YSA’nin en 6nemli 6zelliklerinden biri, ilgilendigi problemden aldigi orneklerle
problemi 6grenerek 6z yetenegini diizeltebilmesidir. YSA, tanimlanan bir 6l¢iite gore agin
serbest parametrelerinin ardigil olarak uyarlanmasiyla problemi 6grenir. YSA acisindan

o0grenme asagidaki gibi tanimlanir.

Ogrenme, YSA nm ilgilendigi ortam tarafindan agin belirli bir siire uyarilmasiyla YSA
nin serbest parametrelerinin, arzu edilen 6z yetenegi saglayacak sekilde ayarlanmasi
islemidir ve 6grenmenin tipi, parametre degisikliklerinin yapilis sekline baghdir.

Bu tanima gore 6grenme siirecinde; agin uyarilmasi, bu uyarmin sonucu olarak agin
parametrelerinin uyarlanmasi ve agin probleme yeni tepkisini vermesi gerekir. YSA’ daki

herhangi bir agirlik ele alinirsa 6grenme, matematiksel olarak asagidaki gibi ifade edilir.

W, =W_ +AW (7.2)

yeni eski

Burada AW, belirli bir kurala gore hesaplanarak o anki agirliklara uygulanacak diizeltme
miktarim verir ve AW y1 belirlemek i¢in tanimlanmis kurallara 6grenme algoritmalar1 ya
da kurallar1 denir. YSA’ nin ilgilendigi ortam tarafindan uyarilma yontemi de 6§renmede

onemli bir etkendir ve bu tanimlara gére 6grenme ¢esitli siniflara ayrilir.
Ogrenme Yontemleri

Ogrenmenin tanimmdan, YSA’min bir problemi ¢dzebilmesi igin ilgilendigi
problem tarafindan uyarilmasi gerektigi anlasilmaktadir.  YSA’ nin agirliklarinin

uyarlanabilmesi i¢in ihtiya¢ duydugu uyar1 sinyallerine gore 6grenme 3 guruba ayrilir.

e Egiticili Ogrenme: YSA nin dgrenebilmesi icin agm ilgilendigi ortamim (problemin)
davranislarini ihtiva eden bir egitici sinyal kullanilir ve bu sinyal, YSA i¢in arzu edilen
tepkiyi temsil eder. Egitici sinyalle birlikte problemden alinan ag girisleri egitim
orneklerini olusturur. Egitici ¢ikis ile gercek ag c¢ikisi arasindaki hata sinyaline gore
YSA agwrhiklar1 uyarlanir. Sonugta, egitici sinyalde bulunan ilgili problemin
davranislar1 YSA tarafindan bilinir ve egitimsiz de ayni davranis1 gosterebilir. Bu

ozelligi ile egiticili 6grenme fonksiyon yaklastirma, nesne tanima, sistem tanilama ve
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uyarlamali denetim alanlarinda kullanilan YSA’lar1 i¢in etkin bir 6grenme yontemidir.

Egiticili 6grenme yontemi, Sekil 7.12.°de verilen blok sema ile gosterilebilir.

Problem
Girisler Problem ¢ikislari

M <«— Egitici sinyal

Egitim @
ornekleri

YSA ) YSA

cikislari

Sekil 7.12. Egiticili Ogrenme Yontemi.

e Egiticisiz Ogrenme: Egiticisiz ya da kendiliginden diizenlemeli 6grenme yonteminde
agin ogrenecegi belirgin davranis ornekleri yani egitici bir sinyal yoktur. Ag girisleri
iizerinden gergeklestirilmek istenen bir amaca gore YSA agirliklar1 ayarlanir. Egiticisiz
ogrenme genellikle,

o ag giris verilerini kiimelemek,

o siirekli zaman ag girislerini nitelendirmek,

o ag giris verilerini daha farkli boyutlu uzayda gostermek,
o ag giris sinyalini temsil eden 6zellikleri belirlemek

gibi amaglar i¢in kullanilir. RTFA’da, YSA’nin giris verilerini kiimeleyerek en 1yi taban

fonksiyonu merkezlerinin belirlenmesi, bir sinyalin 6z niteliklerini ¢ikararak sinyal, nesne

ve ses tammma gibi uygulamalarda egiticisiz 6grenme yontemleri kullanilmistir (Sekil

7.13.).

Problem

‘ ‘<: YSA’ nin problemden aldig girisler

YSA > YSAcikisi

Sekil 7.13. Egiticisiz 6grenme yontemi.

e Takviyeli Ogrenme: Takviyeli 6grenme yonteminde, YSA’ nin 6grenmesi i¢in bir

egitici sinyal bulunmaz ancak, agin davranisinin uygun olup olmadigini bildiren bir 6z
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yetenek bilgisine gore agirliklar ayarlanir. Bu nedenle genellikle gercek zamanda
o0grenme yontemidir ve deneme yanilma esasina gore YSA Ogrenir (Sekil 7.14.).

Giris
vektori

Performans

Problem Kriteri

<« Takviye sinyali

v

YSA YSA ¢ikist
L | Ogrenmeli ﬂ
sistem

Sekil 7.14. Takviyeli 6grenme yontemi
7.2.2.5. Yapay Sinir Ag1 Yapilan

Yapay sinir aglari, hiicrelerin birbirleri ile ¢esitli sekillerde baglanmalarindan
olusur. Hiicre ¢ikiglari, agirliklar tizerinden diger hiicrelere ya da kendisine giris olarak
baglanabilir ve baglantilarda gecikme birimi de kullanilabilir. Hiicrelerin baglanti
sekillerine, 6grenme kurallarima ve aktivasyon fonksiyonlarina gore cesitli YSA yapilari
gelistirilmistir. Bu bdliimde, cesitli problemlerin ¢oziimiinde kullanilan ve kabul gérmiis

baz1 YSA yapilar1 ayrintisina girmeksizin genel 6zellikleri ile tanitilacaktir.
i. Tleri Beslemeli Yapay Sinir Aglar1 (IBYSA)

Ileri beslemeli YSA’da, hiicreler katmanlar seklinde diizenlenir ve bir katmandaki
hiicrelerin c¢ikislar1 bir sonraki katmana agirliklar lizerinden giris olarak verilir. Giris
katmani, dis ortamlardan aldig1 bilgileri hicbir degisiklige ugratmadan orta (gizli)
katmandaki hiicrelere iletir. Bilgi, orta ve ¢ikis katmaninda islenerek ag ¢ikisi belirlenir.
Bu yapist ile ileri beslemeli aglar dogrusal olmayan statik bir islevi gerceklestirir. ileri
beslemeli 3 katmanli YSA’ nin, orta katmaninda yeterli sayida hiicre olmak kaydiyla,
herhangi bir siirekli fonksiyonu istenilen dogrulukta yaklastirabilecegi gdsterilmistir. En
cok bilinen geriye yayilim 6grenme algoritmasi, bu tip YSA larin egitiminde etkin olarak
kullanilmakta ve bazen bu aglara geriye yayilim aglar1 da denmektedir. Sekil 7.15.”de giris,

orta ve ¢ikis katmani olmak tlizere 3 katmanli ileri beslemeli YSA yapis1 verilmistir.
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Giris Cikis

Cikis hesaplama yonii (ileri)

>

Girig katmani Gizli katman Cikis katmani
Sekil 7.15. ileri beslemeli 3 katmanli Yapay Sinir Ag1 (YSA) yapisi.
Ileri beslemeli 3 katmanl ve ¢tkis katmani dogrusal olan YSA nin matematiksel modeli,

x: girig vektoriinii, o: orta katman ¢ikis vektoriinii, y: ag ¢ikis vektoriinli gostermek {izere

Denklem 7.3.’deki gibi yazilabilir. xo ve og girigleri, polarma girigleri olarak alinmistir.

(7.3.)

Herhangi bir problemi ¢6zmek amaciyla kullanilan YSA da, katman sayist ve orta
katmandaki hiicre sayis1 gibi kesin belirlenememis bilgilere ragmen nesne tanima ve sinyal
isleme gibi alanlarm yani sira ileri beslemeli YSA, sistemlerin tanilanmasi ve denetiminde

de yaygin olarak kullanilmaktadir.
ii. Geri Beslemeli Yapay Sinir Aglar1 (GBYSA)

Geri beslemeli YSA’da, en az bir hiicrenin ¢ikis1 kendisine ya da diger hiicrelere
giris olarak verilir ve genellikle geri besleme bir geciktirme eleman lizerinden yapilir. Geri

besleme, bir katmandaki hiicreler arasinda oldugu gibi katmanlar arasindaki hiicreler
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arasinda da olabilir. Bu yapis1 ile geri beslemeli YSA, dogrusal olmayan dinamik bir
davranis gosterir. Dolayisiyla, geri beslemenin yapilis sekline gore farkli yapida ve
davranista geri beslemeli YSA yapilar1 elde edilebilir. Bu nedenle, bu boliimde baz1 geri
beslemeli YSA yapilarinda ornekler verilecektir. Sekil 7.16.°de iki katmanli ve

cikislarindan giris katmanina geri beslemeli bir YSA yapis1 goriilmektedir.

Sekil 7.16. Geri beslemeli iki katmanli Yapay Sinir Ag1 (YSA).

Sekil 7.16.’da verilen geri beslemeli YSA da giris vektori, r adet dig giris ve p adet
gecikmis ag cikislarindan olusmaktadir. Buna gore YSA’ nin giris vektorii asagidaki gibi

yazilabilir.
X=(X )X g peeee X0 Y (F1),Y5 (1), -y (1)) (7.4.)

Denklem 7.4. ile tanimlanan toplam n= r+p adet ag girisine gére YSA’nin c¢ikislari

Denklem 7.5.deki gibi yazilabilir.

ijf(ZO: W, x;) j=0,1,2,...p (7.5.)
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Geri beslemeli YSA’lary; hiicreler arasi ya da katmanlar aras1 geri besleme yapilis
sekline gore farkli isimlerle soylenir. Genellikle derecesi bilinmeyen dinamik sistemlerin
tanilanmasinda kullanilan diger bir YSA yapisi, gizli katman hiicrelerinde 6z geri
beslemenin kullanildig1 ve yoresel geri-kiiresel ileri beslemeli (YGKI) olarak sdylenen

Sekil 7.17.’de verilen YSA’dur.

Sekil 7.17. Yoresel geri-kiiresel ileri (YGKI) beslemeli Yapay Sinir Ag1 yapisi.

YGKI aglar, ileri beslemeli YSA’nm egitim algoritmalarinda gergeklestirilen kiigiik
degisikliklerle egitilebilmeleri nedeniyle ileri ve geri beslemeli YSA’nin ortak 6zelliklerini

tasimaktadir. Sekil 7.17.’ye gére YGKI YSA’nm matematiksel ifadesi asagidaki gibi

yazilabilir.
vj(k)=zn:le..xi(k)+Bj.oj(k-1) , 0,(k=f(v,(K)) (7.6.)
YK=30,10,K) (7.7)

Ozellikle bozucu ve dlgiilemeyen girisleri olan dinamik sistemleri modellemek amaciyla

kullanilmis ve basarili sonuglar alinmaistir.
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iii. Bellek Hiicreli YSA Yapilar1 (BHYSA)

Dogrusal olmayan sistemlerin tanilanmasi ve denetiminde, katmanli YSA yapilari
etkin olarak kullanilmaktadwr. YSA ile sistem tanilamada, dogru model yapisinin
secilebilmesi ve model girislerinin belirlenebilmesi i¢in sistemin giris ve ¢ikisinin gecikme
derecelerinin bilinmesi gerekir. Sistemin derecesinin dogru belirlenememesi, modelde
temsil edilemeyen dinamikler nedeniyle kararli ve degisen dinamik sartlarda dogru bir
model elde edilmesini etkiler. Bu nedenle, geri beslemeli YSA yapilar1 kullanilarak
sistemin derecesine ihtiya¢ duymayan tan1 modelleri gelistirilmistir. Sekil 7.18.’de Bellek
Hiicreli Yapay Sinir Aglar1 (BHYSA) olarak sdylenen ve agdaki her bir hiicre i¢in bir

bellek hiicresinin kullanildigi katmanli-geri beslemeli bir ag yapis1 verilmistir.

x,(k)

Bellek hiicresi

Sekil 7.18. Bellek hiicreli yapay sinir ag1 ve bellekli bir hiicrenin yapisi.

BHYSA’ da her bir ag hiicresine ait olan bellek hiicresi, bir agirlik (b;) lizerinden 6z
geri besleme girisine ve baska bir agirlik tizerinden (a;) ait oldugu hiicrenin gecikmis
girisine gore bir ¢ikis tiretir. Cikis katmaninda ise genellikle sadece 6z geri besleme

kullanilir. Buna gore BHY SA’ nin matematiksel ifadesi asagidaki gibi yazilabilir.

x; (K=wi.x, (k-D+w) x7 (k-1) (7.8.)

VR (W, (kWS () (7.9)
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0, (ky=f{v,(k)} (7.10.)

0; (k)=0%.0,(k-1)+6].0; (k-1) (7.11.)

y(k)zi {0].0j(K)+0".0" ()} +0°.y(k-1) (7.12.)

=1
BHYSA’nin dogrusal olmayan bir sistemi modelleme ve denetim yetenegi, sadece
sistemin o an ki giris ve bir dnceki ¢ikis verileri model girisi almarak incelenmis ve tatmin
edici sonuclar alindig1 gosterilmistir. Ileri beslemeli katmanli YSA’nin sadece gizli
katmaninda bellek hiicreleri kullanilarak bellek hiicresinin, ait oldugu hiicre ¢ikisinin
gecmisteki orneklerini giris olarak aldig1 ve zaman gecikmeli YSA olarak sdylenen geri

beslemeli ag yapilar1 da incelenmistir.

7.3. Genetik Algoritma ve Yapay Sinir Aglann (YSA) Kullanilarak Fermantasyon

Prosesinin Modellenmesi

Fermantasyon proseslerinde, iireme ve iirlin olusumu hiicre i¢inde cereyan eden
binlerce biyokimyasal reaksiyon sonucu meydana gelen karmasik bir olaydir. Mikrobiyal
ireme ve {irlin olusumu, hiicrenin i¢inde bulundugu fiziksel ve kimyasal ortama gosterdigi
tepkidir. Dolayistyla iireme ve {riin olusumunu anlamak i¢in organizmanin iginde
bulundugu ortam ile metabolizmasi1 arasindaki iliskiyi anlamak gerekir. Bu amacla
literatiirde, biyoproseslerde mikrobiyal iireme, {iriin olusumu ve substrat tiiketimini
tanimlamak i¢in kullanilan ¢ok sayida kinetik model mevcuttur. Mikrobiyal prosesleri

ifade eden kinetik modeller genel olarak asagidaki gibi ifade edilebilir:

((11—);2 . (x.S,P) Mikroorganizma Uretim Hiz1 (7.13.)
dpP e

s (x,S,P) Uriin Uretim Hiz1 (7.14.)
dS s

Ezfs (x,S,P) Substrat Tiiketim Hiz1 (7.15.)
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Mikrobiyal iireme, iiriin olusum ve substrat tiiketim hizlari, biyokiitle derisimi (x), lriin
derisimi (P) ve substrat derisimi (S) ile iligkili olarak degisir. Mikrobiyal proseslerde

ireme hiz1 mikroorganizma derisimi ile orantili olarak artar.

dx
r,=—=uX 4.4.
T M (4.4.)
Denklem 4.4.’{in integrasyonu asagidaki bagintiy1 verir:

X
In—=pt (4.8.)

X

o

t ’ye karst In (i] ‘in grafige gegirilmesi ile spesifik tireme hizi (1) bulunur. Logaritmik

X0
fazda, spesifik lireme hizi sabit ve maksimum degerdedir. Yani, p=p_, ’dir. Deneysel
olarak elde edilen verilerin logaritmik faza ait olan kismindan yararlanilarak, her bir
baslangi¢ substrat derisimine ait Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu i¢in
hesaplanan p degerlerinin degisimi Sekil 7.19.’da verilmistir. Sekil 7.19.’dan goriildiigi
gibi yabanil sus i¢in baslangi¢ substrat derisiminin artmasi ile spesifik tireme hizi 1 g/1
glikoz derisimine kadar artmus, daha yiiksek (2.5, 5.0 ve 10 g L") glikoz derisiminde ise

spesifik tireme hiz1 diisiis gostermistir.

0.2

=]

—_

(9]
I

o
—_
I

0.05

Spesifik tireme hizi, (h'l)

OC) T T T T

2.5 5 7.5 10 12.5

S

Baglangi¢ glikoz konsantrasyonu, (g L'l)

Sekil 7.19. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu i¢in spesifik iireme hizinin baglangi¢ substrat
derisimi ile degisimi.
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Bu durum substrat veya iirlin inhibisyon etkisi ile agiklanabilir. Citrobacter
freundii (NRRL B-2643) yabanil susundan L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine glikoz
derisiminin etkisinin incelendigi fermantasyon ortaminda elde edilen deney sonuglarina
gore cizilen grafiklerde de yliksek substrat derisiminin inhibisyon etkisi yaptigi Bolim
6.1.1.’de verilen deney sonuclarinda da goriilmiistii. Hiicrelerin degisen substrat derisimine

karst davranisinin degismesi dogal bir olaydir. Hiicrelerin spesifik iireme hizi (p)

termodinamik su aktivitesinden etkilenir. Besiyerinin fizikokimyasal 0Ozelliklerindeki
degisimler (osmotik basing, iyon giicii, dielektrik sabiti gibi) hiicre zarmin gegirgenligini
etkileyebilir [134].

Genel olarak  biyoteknolojik  ¢aligmalarda, fermantasyon proseslerinin
modellenmesi, proses hakkinda fikir edinmek ve tanimlamak icin biiyilk 6neme sahiptir.
Bioproseslerin tasariminda kullanilan kinetik modeller, yapisal olan ve yapisal olmayan
olmak iizere iki farkl1 mekanizma ile ifade edilir. Yapisal olmayan modellerde hiicre sabit
kimyasal bilesime sahip reaksiyona giren tek tiir olarak kabul edilir. Yapisal olmayan
modeller bioproseslerin anlasilmasinda ve gelismesinde temel olusturmaktadir. Ancak bazi
durumlarda hiicre icerisinde meydana gelen reaksiyonlarin daha ayrmtili olarak ele
almmas1 gerekebilir. Bu durumda da yapisal olan modellere basvurulur. Yapisal modeller
ise organizmay1 birden fazla degiskenle tanimlayan ve organizmanin fizyolojik durumunu
dikkate alan modellerdir [182]. Hiicrenin DNA, RNA, protein ve karbonhidrat gibi 6nemli
bilesenlerini gdz Oniine alir. Ancak modele c¢ok sayida parametre sokmak ve bu
parametreleri 6lgmek i¢in ¢ok kritik deneyler yapmak gerektirmektedir. Bu durum yapisal
olan modeller i¢in bir dezavantaj olusturmaktadir.

Kesikli olarak isletilen sistemlerin modellenmesinde ve modelde mevcut olan
kinetik parametrelerin hesaplanmasi i¢in uygulanan yontemlerden biri, deneysel verilerin
“dogruya uydurulmasi (fit)” dir. Bu yontem modelin dogruya uydurulmasi sonucu grafik
cizilerek uygulanir ve kinetik parametreler dogrunun egim ve kaymasindan yararlanilarak
bulunur. Diger yontem ise deneysel verilerin “egriye uydurulmasi (curve fitting)” dir. Bu
yontem bilgisayar yardimiyla uygun programlar kullanilarak yapilir ve sistemi tanimlayan
model ve kinetik parametreler daha hassas olarak belirlenebilmektedir.

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susu ve Citrobacter freundii pMK79
rekombinant susu’ndan L-DOPA ve Dopamin iiretiminin gerceklestirildigi bu ¢alismada
ortamimi tanimlamak amaciyla literatiirde yer alan ¢esitli modellerin uygunlugu

denenmistir. Bu amagla, daha 6nce ¢alkalamali inkiibatordeki erlenlerde maksimum {iriin
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eldesinin gergeklestirildigi optimum fermantasyon ortami ile kesikli olarak isletilen
biyoreaktorde farkli glikoz derisimlerinde deneyler gerceklestirilmis ve elde edilen bu
deney sonuglarinin modellerle olan uyumu Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil
susu i¢in kontrol edilmistir. Gergeklestirilen deneylerde elde edilen deney sonuglari ile
uygunlugu kontrol edilen model esitlikleri Tablo 7.4.’te verilmistir.

Bu model esitlikleri icerisinde, Monod (1), Moser (2) ve Tessier (3) modelleri tek
substrat limitasyonu ve inhibisyonsuz iireme kinetigini ifade eder. Andrews-Noack (4),
Aiba (5) ve Loung (6) modelleri substrat inhibisyon kinetigini, Levenspiel (7), Aiba (8),
Jerusalimsky (9), Ghose-Tyagi (10) ve Hinshelwood (11) modelleri ise iiriin inhibisyon
kinetigini ifade etmektedir.

Tablo 7.4.’te verilen model denklemleri icerisinde, Monod en yaygin olarak
kullanilan yapisal olmayan kinetik modellerdendir. Mikrobiyal iireme ve iiriin olusumu
substrat derisimi tarafindan kontrol edilmektedir. Moser ve Tessier modelleri, Monod
modeline alternatif olarak verilmistir ve yine substrat smirlamasi hakimdir. Moser
modelinde n=1 oldugu zaman Monod denklemine indirgenir. Tessier modeli, substrat
difiizyon kontrollii iiremeyi modellemek icin Onerilmistir. Ureme hiz1 iizerine yiiksek
substrat derisimlerinin etkisini nicel olarak ifade etmek iizere gelistirilen modeller
icerisinde en yaygin olarak kullanilanlardan Andrews-Noack, Aiba ve Loung modelleri
substrat inhibisyon kinetigini ifade etmektedir. Bazi biyoproseslerde iiriin inhibisyonu
onemli bir rol oynadigindan, test edilen modeller arasinda, Levenspiel, Aiba, Jerusalimsky,
Ghose-Tyagi ve Hinshelwood tarafindan {iriin inhibisyon kinetigi i¢in 6nerilen modeller de

yer almaktadir.
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Tablo 7.4. Fermantasyon ortamini tanimlamak amactyla uygunlugu test edilen model esitlikleri.

Model
No

Model

Monod

Moser

Tessier

Andrews-
Noack

Aiba

dx/dt

dP/dt
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dS/dt

1 dx

—| —— |-mx
1 dx

—| —— |-mx

]—mx
1 dx

—| —— |-mx
1 dx

—| —— |-mx

/lﬂ\
=]
b

/x



Luong

Levenspiel

Aiba

Jerusalimsky

Ghose-Tyagi

Hinshelwood
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Kullanilan modeller, 4. dereceden Runga-Kutta metodu kullanilarak sayisal
¢Ozlim teknigi ile ¢coziilmiistiir. Niimerik hesaplamalar MATLAB 7.04 ve Polymath 6.1
versiyonuna sahip paket programlar kullanilarak yapilmistir. Model icerisindeki kinetik
parametreler, MATLAB’m Genetik Algoritma Toolbox’indan yararlanilarak
belirlenmistir. Model esitliklerinin Runga-Kutta metodu ile sayisal ¢oziimi, ve
modellere ait kinetik parametrelerin belirlenmesi i¢in optimizasyon islemi, programda
es zamanl olarak gercgeklestirilmistir. Genetik algoritma ile optimizasyon islemi i¢in
amag¢ fonksiyonu olarak en kiigiik kareler metodu kullanilmistir. En kiigiik kareler
metodu, deneysel ve model degerleri arasindaki hatanin karelerinin toplaminin
ortalamasini ifade etmektedir. Fermantasyon proseslerinde, deneysel bulgular ¢ok
hassas degilse ve smirli sayida veri varsa modeller arasindaki farki gérmek zordur
[134]. Fermantasyon ortamini tanimlayan en uygun modeli belirlemek ig¢in, birinci
kriter olarak, deneysel sonuclarla modelin uygulanmasi sonucunda elde edilen
sonuglarin birbiriyle uyumuna grafiksel olarak bakilmis ve istatiksel testler kullanilarak
bu uyum sayisal olarak ifade edilmistir. Ikinci kriter olarak ise modelde yer alan kinetik
parametrelerin, niimerik ¢6ziimden elde edilen degerlerinin biiyiiklikleri dikkate
alinmustir.

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susundan L-DOPA ve Dopamin
iiretimini inceledigimiz fermantasyon ortamini tanimlamak ve literatiirde mevcut olan
kinetik modellere uygunlugunu belirlemek amaciyla, optimize edilen fermantasyon
ortaminda 0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 g L™"lik farkli glikoz derisimlerinde kesikli sistemde elde
edilen deney sonuclar1 kullanilmistir. Bu sonuglardan yararlanilarak, Genetik Algoritma
ile yapilan optimizasyon sonucu kinetik parametrelerin degerleri belirlenmis ve elde
edilen sonuglar Tablo 7.5.’de verilmistir. Literatiirde yapilan modelleme ¢alismalarinin
bircogunda, her bir substrat derisimi i¢in sistem ayr1 ayri modellenmistir. Yapilan bu
calismada da, her bir substrat derisimi i¢in kullanilan modeller ¢ok daha 1yi uyum
saglamasina ragmen, sistemi tiim glikoz derisimleri i¢in tanimlayan tek bir model
belirlenmeye calisiimistir.

0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 g L' glikoz derisimleri ile olusturulan fermantasyon
ortamlarindan deneysel olarak elde edilen mikroorganizma derisimi (biyokiitle; x), L-
DOPA derisimi (iirtin; P) ve glikoz derisimi (substrat; S) degerleri kullanilarak,
MATLAB 7.04 Genetik Algoritma Toolbox’1 yazilimlar1 ile Tablo 7.5.’de verilen
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modellerde yer alan katsayilar belirlenmistir. Ayni glikoz derisimlerinde elde edilen
deney sonugclari, katsayilar1 belirlenerek tanimlanmis 11 modelde kontrol edilmistir.
Deneysel sonuglarla modellerden elde edilen bu sonuglar arasindaki uyum, modelleme
yetenegi (EF), hata karelerinin ortalama karekokii (RMSE) ve Khi-kare (x*) gibi
istatistiksel testler kullanilarak model uygunluk dereceleri ifade edilmeye ¢alisilmistir.
MATLAB 7.04 ve Polymath 6.1 yazilimlar1 ile elde edilen sonuglar Tablo 7.4.’te
verilmistir. Bu iglemler sonucunda sistemin davranigini en iyi tanimlayan modelin
secilmesi hedeflenmistir. En uygun modeli segerken her baslangic derisimi igin,
mikroorganizma derisimi (biyokiitle; x ), L-DOPA derisimi (liriin; P) ve glikoz derisimi
(substrat; S) degerlerinin {i¢ii i¢in de en yiiksek EF, en diisiik RMSE ve y* degerine
sahip olan model tercih edilmistir.

Calismada, sistem bir biitlin olarak degerlendirilmis, Citrobacter freundii
(NRRL B-2643) yabanil susundan hiicre disi L-DOPA iiretiminin gergeklestigi
fermantasyon ortamimi tanimlayan tek bir modelin belirlenmesi hedeflenmistir. Ancak
Tablo 7.6.’dan da goriildiigi gibi, tiim derisim araliklarinda sistem tek bir modelle ifade
edilememistir. Yine ayni tablodan gériildiigii gibi, 0.5 ve 1 g L™ glikoz derisimlerinde
en yiiksek modelleme yetenegi (EF), en diisik RMSE ve Khi-kare () degerleri Tessier
modelinde belirlenmistir. Benzer sekilde 2.5, 5 ve 10 g L™ gibi daha yiiksek glikoz
derisimleri i¢in en yiiksek modelleme yetenegi (EF), en diisik RMSE ve Khi-kare (3%
degerleri Andrews-Noack modelinde belirlenmistir. Bu sonucglara gore test edilen
modeller igerisinde; 0.5 ve 1 g L glikoz derisimi arahiginda sistemi en iyi tanimlayan
modelin Tessier modeli oldugu, 2.5, 5 ve 10 g L glikoz derisimi araliginda ise
Andrews-Noack modeli oldugu goriilmiistiir. Tessier modeli, substrat limitasyonu ve
inhibisyonsuz iireme kinetigini ifade eden modeller igerisinde yer alirken, Andrews-
Noack modeli, substrat inhibisyonlu iireme kinetigini ifade eden modeller igerisinde yer
almaktadir.  Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil susundan hiicre dis1 L-
DOPA fiiretiminde, yiiksek substrat derisiminin inhibisyon etkisi yarattigi daha once
yapilan deneysel ¢alismalarda da belirlenmisti. 0.5 ve 1 g L™ glikoz derisimlerinde
substrat derisimi ile L-DOPA iiretiminin de arttig, 2.5, 5 ve 10 g L' glikoz derisiminde
ise hiicre dis1 L-DOPA {iretiminin daha diisiik oldugu goriilmiistii. Bu durum test edilen

modellerden elde edilen sonuglarla da uyum igerisindedir. Baska bir deyisle; 0.5 ve 1 g
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Tablo 7.5. MATLAB 7.04 Genetik Algoritma Toolbox’1 ile hesaplanmig, matematiksel modellere ait kinetik parametrelerin degerleri.

Model Kinetik parametreler
Mmax Kvx qpmax Kvp Y, X/ m
Monod () (g1t (U ghiicre'h™) (g1t (ggh (g ghitere ™)
0.188 0.643 6.04 0.00057 14.01 0.022
Mmax Kvx n qpmax Kvp n Y, X/ m
Moser () (g1t (U ghiicre'h™) (g1t (ggh (g ghitere ™)
0.357 6.864 1.229 7.139 0.00099 0.113 13.87 0.0043
. Mmax Kvx qpmax Kvp Y, X/ m
Tessier () (g1t (U ghiicre'h™) (g1t (ggh (g ghitere ™)
0.166 0.903 13.762 0.169 10.97 0.0242
Andrews and Hmax K Ky Gpmas | Koy Ky, Yos m o
Noack (h7) (glt?) (glt?) (U g hiicre™h™) (glt?) (glt?) (gg) (g g hiicre™h™)
0437 16.40 2.272 5.140 0.7163 2.017 0.995 0.5346
Mmax Kvx K, s qpmax Kvp K, p Y, X/s m
Aiba () (g1t (g1t (U ghiicre'h™) (g1t (g1t (ggh (g ghitere ™)
0.968 13.91 13.87 6.187 0.00005 3.779 8.355 0.8052
Mmax Kvx Svm ax n qpmax Kvp S, pmax n Y, X/s m
Luong () (g1t (g1t (U ghiicre'h™) (g1t (g1t (ggh (g ghitere ™)
0.168 3.373 5.078 0.461 0.219 0.430 0.250 1.442 4.407 2.176
. Mmax Kvx Pvmax n qpmax Kvp P, pmax n Y, X/s m
Levenspiel () (g1t (g1t (U ghiicre'h™) (g1t (g1t (ggh (g ghitere™'h™)
0.299 3.483 9.900 0.121 3.716 0.019 0.139 0.105 34.01 1.826
. Mmax Kvx Kps qpmax Kvp Kpp Y, X/s m
Aiba () (g1t (g1t (U ghiicre'h™) (g1t (g1t (ggh (g ghiiere™'h™)
0.382 0.288 0.0094 15.63 0.0703 0.00005 34.21 0.167
. Mmax Kvx K, p qpmax Kvp K, pp Y, X/s m
Jerusalimsky () (g1t (g1t (U ghiicre'h™) (g1t (glt?) (ggh (g ghitere™'h™)
1.858 0.0017 37.62 25.93 0.0005 22.99 44.96 0.352
HMmax Prpax Gpmax Ppax Yy m
Ghose and Tyagi () (g1t Ug lﬁicre"h") (glt") (g ;) (g ghitere™'h™)
0.0011 56.87 0.00006 24.96 41.55 0.0572
. Mmax Kvx pr qpmax Kvp Kpp Y, X/s m
Hinshelwood () (g1t (g1t (U ghiicre'h™) (g1t (g1t (ggh (g ghitere™'h™)
3.350 21.27 0.0002 9.982 0.0005 0.0006 42.40 0.257
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L' glikoz derisimlerindeki biyoproses ortamu substrat limitasyonu ve inhibisyonsuz
iireme kinetigini ifade eden Tessier modeli ile tanimlanirken, 2.5, 5 ve 10 g L™ glikoz
derisimlerindeki ortam ise substrat inhibisyonlu lireme kinetigini ifade eden Andrews-
Noack modeli ile tanimlanmaktadir.

Test edilen modeller i¢erisinde {iriin inhibisyonunu ifade eden modellerin hi¢biri
sistemi tanimlamamaistir. Bu durum da, tiretilen L-DOPA’nin proses iizerinde inhibisyon
etkisi yapmadig1 sonucu ¢ikarilabilir.

0.5 ve 1 g L glikoz derisimlerinde elde edilen deneysel biyokiitle ( x ), iiriin (P)
ve substrat (S) degerleri ile bu sartlarda sistemi en iyi tanimlayan model olarak secilen
Tessier modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimleri karsilagtirmali olarak
Sekil 7.20. ile 7.21. arasinda verilirken, 2.5, 5 ve 10 g L™ glikoz derisimlerinde elde
edilen deneysel sonuglar ile Andrews-Noack modelinden elde edilen sonuglar Sekil
7.22. ile 7.24.°de verilmistir. Tablo 7.4. 1s18inda, ilgili sekiller incelendiginde
modelleme yetenegi (EF) degeri 1’e ne kadar yakinsa, deneysel degerler ile model
degerlerinin uyumlulugu o kadar yiiksektir ve matematiksel model biyoproses sistemini

o kadar 1y1 tanimlar.
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Tablo 7.6. istatistiksel testler ile elde edilen sonuglar (M.O.: Citrobacter freundii (NRRL B-2643), 12.5 g L™ pepton, 10.0 g L' Y.E., 2.5 g L' amonyum siilfat, 1.0 g L™
kalsiyum kloriir, pHy: 7.0; Ekim orant: % 2.5 v v''; Karistirma hizi: 500 rpm; Havalandirma hizi: 600 vvm, Sicaklik: 30 °C).

Glikoz EF RMSE Khi-kare (y°)
Model . 1
Derisimi (g L") EFx EFp EF;s RMSE, | RMSE, | RMSEg *’x e s
0.5 0.9414 0.5225 0.9115 0.00621 | 0.07715 | 0.01132 | 0.00884 | 0.09054 | 0.01556
1.0 0.9667 0.5871 0.9457 0.00569 | 0.08132 | 0.00978 | 0.00509 | 0.06781 | 0.01115
Monod 2.5 0.9645 0.6017 0.6181 0.00541 | 0.08422 | 0.04461 | 0.00547 | 0.06563 | 0.02653
5.0 0.9341 0.5736 0.6674 0.00653 | 0.08563 | 0.02546 | 0.00836 | 0.07724 | 0.01746
10.0 0.9032 0.5249 0.6491 0.00701 | 0.08397 | 0.02483 [ 0.00909 | 0.08763 | 0.01801
0.5 0.9532 0.4974 0.7363 0.00826 | 0.12549 | 0.09412 | 0.00671 | 0.14536 | 0.06751
Moser 1.0 0.9577 0.4163 0.8576 0.00899 | 0.14637 | 0.08754 | 0.00688 | 0.19746 | 0.05687
2.5 0.9368 0.4625 0.7139 0.00854 | 0.14526 | 0.09456 | 0.00769 | 0.20747 | 0.04726
5.0 0.7942 0.3741 0.8236 0.00943 | 0.14742 | 0.07963 | 0.00872 | 0.20847 | 0.04168
10.0 0.7687 0.4063 0.8126 0.00902 | 0.11621 | 0.08051 | 0.00955 | 0.18273 | 0.03822
0.5 0.9801 0.7942 0.9541 0.00501 | 0.02752 | 0.00652 | 0.00552 | 0.00941 | 0.00416
1.0 0.9865 0.8649 0.9707 0.00523 | 0.00931 | 0.00593 | 0.00634 | 0.00863 | 0.00276
Tessier 2.5 0.9732 0.7075 0.9023 0.00603 | 0.01423 | 0.04921 | 0.00512 | 0.08514 | 0.01934
5.0 0.9541 0.7342 0.8036 0.00665 | 0.03547 | 0.06397 | 0.00563 | 0.08876 | 0.08712
10.0 0.9503 0.7181 0.7714 0.00642 | 0.04286 | 0.08346 | 0.00608 | 0.08739 | 0.09268
0.5 0.6152 0.5934 0.4167 0.02341 | 0.05843 | 0.07864 | 0.02274 | 0.08746 | 0.11872
1.0 0.6721 0.6007 0.2974 0.03217 | 0.05461 | 0.13751 | 0.06413 | 0.03467 | 0.19675
Andrews 2.5 0.9901 0.8834 0.9516 0.00227 | 0.00703 | 0.09430 | 0.00551 | 0.01379 | 0.09870
and Noack 5.0 0.9886 0.8249 0.9652 0.00534 | 0.00751 | 0.04674 | 0.00296 | 0.00871 | 0.08763
10.0 0.9911 0.8164 0.9695 0.00671 | 0.00867 | 0.00972 | 0.00224 | 0.00973 | 0.00777
0.5 0.9241 0.2393 0.4012 0.00465 | 0.13421 | 0.00415 | 0.00654 | 0.19423 | 0.08641
1.0 0.9647 0.3507 0.6569 0.00524 | 0.00874 | 0.00398 [ 0.00632 | 0.02274 | 0.00691
Aiba 2.5 0.5567 0.6180 0.4452 0.01423 | 0.02463 | 0.00983 | 0.01951 | 0.11822 | 0.15246
5.0 0.4934 0.4897 0.2612 0.07614 | 0.14236 | 0.01649 | 0.03159 | 0.18643 | 0.13547
10.0 0.4851 0.1885 0.3874 0.05549 | 0.15721 | 0.02436 | 0.03274 | 0.25769 | 0.10124
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Glikoz EF RMSE Khi-kare (y°)
Model R 1
Derisimi (g L") EFx EFp EF;s RMSE, | RMSE, | RMSEg *’x e s
0.5 0.4421 0.1726 0.6214 0.08875 0.11243 0.07462 0.09401 0.27468 0.00991
1.0 0.4311 0.2649 0.3017 0.08316 0.12374 0.19341 0.08219 0.23548 0.24003
Luong 2.5 0.4723 0.1943 0.2467 0.07964 0.13527 0.15347 0.08517 0.22147 0.21715
5.0 0.4055 0.2346 0.2563 0.08463 0.11876 0.18743 0.10631 0.19654 0.22811
10.0 0.4273 0.2134 0.2974 0.08547 0.12873 0.18624 0.12485 0.20679 0.21727
0.5 0.6173 0.2919 0.4425 0.05709 0.10719 0.06190 0.06799 0.27801 0.10686
1.0 0.6072 0.3439 0.4434 0.05728 0.10722 0.06109 0.01147 0.22849 0.10680
Levenspiel 2.5 0.6790 0.2596 0.5286 0.05568 0.11431 0.10641 0.01457 0.26552 0.16835
5.0 0.6581 0.3806 0.3805 0.05644 0.09828 0.09836 0.01026 0.13273 0.13296
10.0 0.5868 0.4696 0.4641 0.06109 0.08574 0.08594 0.15566 0.09644 0.09776
0.5 0.4625 0.3344 0.2308 0.07872 0.10722 0.12295 0.10762 0.22209 0.21862
1.0 0.4557 0.2274 0.2925 0.07699 0.10628 0.10729 0.10372 0.27083 0.22244
Aiba 2.5 0.3819 0.1490 0.2833 0.09371 0.13596 0.12108 0.12797 0.25799 0.22452
5.0 0.3947 0.1463 0.1922 0.08957 0.13680 0.12688 0.12523 0.27738 0.23350
10.0 0.3957 0.1955 0.2637 0.08807 0.12913 0.10451 0.12226 0.26360 0.26733
0.5 0.2968 0.4484 0.2017 0.11406 0.08873 0.12488 0.22309 0.09471 0.25959
1.0 0.2502 0.2284 0.2907 0.09560 0.13330 0.11625 0.12351 0.22072 0.22422
Jerusalimsky 2.5 0.3433 0.2947 0.4242 0.11539 0.01147 0.07503 0.22369 0.22060 0.10652
5.0 0.3744 0.3312 0.2287 0.06638 0.10175 0.13318 0.10490 0.12576 0.22060
10.0 0.3236 0.1231 0.1904 0.11153 0.12248 0.13882 0.12971 0.33025 0.26406
0.5 0.3857 0.3426 0.3242 0.10282 0.10254 0.11732 0.10157 0.11664 0.11998
1.0 0.4492 0.1963 0.2050 0.09537 0.13896 0.12648 0.08772 0.24562 0.24035
Ghose 2.5 0.4387 0.2955 0.2987 0.07576 0.13773 0.11746 0.09837 0.22763 0.20742
and Tyagi 5.0 0.3550 0.1463 0.2357 0.09641 0.14974 0.13459 0.11396 0.25873 0.20391
10.0 0.3862 0.2224 0.3320 0.10205 0.13982 0.10761 0.10135 0.23417 0.12053
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Glikoz EF RMSE Khi-kare (y°)
Model s 1 2 2 2
Derisimi (g L") EFx EFp EF;s RMSE, | RMSE, | RMSEg *’x e s
0.5 0.4528 0.3742 0.2557 0.07693 [ 0.11626 | 0.12417 | 0.10429 | 0.12374 | 0.22073
1.0 0.4495 0.4429 0.3617 0.07955 | 0.07780 | 0.12318 | 0.10666 | 0.10273 | 0.13028
Hinshelwood 2.5 0.3733 0.3282 0.2554 0.11677 | 0.12296 | 0.12424 | 0.12656 | 0.21664 | 0.22097
5.0 0.3928 0.5548 0.2117 0.10592 [ 0.06174 | 0.13049 | 0.12252 | 0.27540 | 0.26106
10.0 0.3483 0.2439 0.4603 0.11791 [ 0.12872 | 0.08617 | 0.12301 | 0.24736 | 0.12114
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Sekil 7.20. 0.5 g L glikoz derisimindeki fermantasyon ortamimnda deneysel olarak elde edilen sonuglarla
Tessier modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pH,:7, Ekim orant: % 2.5 v v, Karistirma hizi:
500 rpm, Sicaklik: 30 °C, Hava giris hizt: 0.6 vvm).
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Sekil 7.21. 1.0 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel olarak elde edilen sonuglarla
Tessier modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pHy:7, Ekim orant: % 2.5 v v, Karistirma hizi:
500 rpm, Sicaklik: 30 °C, Hava giris hizt: 0.6 vvm).
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Sekil 7.22. 2.5 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel olarak elde edilen sonuglarla
Andrews-Noack modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pHy:7, Ekim orant: % 2.5 v v,
Karistirma hizi: 500 rpm, Sicaklik: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvm).
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Sekil 7.23. 5.0 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel olarak elde edilen sonuglarla
Andrews-Noack modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pHy:7, Ekim orant: % 2.5 v v,

Karistirma hizi: 500 rpm, Sicaklik: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvm).
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Sekil 7.24. 10.0 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel olarak elde edilen sonuglarla
Andrews-Noack modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pHy:7, Ekim orant: % 2.5 v v,
Karistirma hizi: 500 rpm, Sicaklik: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvm).

Buraya kadar yapilan modelleme c¢alismasinda, Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) yabanil susundan hiicre dis1 L-DOPA iiretiminde 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 ve 10.0 g L gibi
farkli glikoz derisimlerinde olusturulan fermantasyon ortaminin, literatiirde mevcut 11
modele uygulanmas1 sonucu sistemi tanimlayan modelin belirlenmesi amaglanmisti. Model
icerisindeki optimum kinetik katsayllar MATLAB 7.04 paket programi igerisindeki
Genetik Algoritma Toolbox’1 kullanilarak belirlenmisti. 0.5 ve 1.0 g L™ gibi diisiik glikoz
derisiminde sistem davranisini en iyi tanimlayan modelin Tessier, 2.5, 5.0 ve 10.0 g L
gibi diger ortamlara nazaran daha yiiksek derisiminde ise Andrews-Noack modelinin
oldugu belirlenmistir. Biitiin derisim araliklar1 i¢in fermantasyon ortamini tanimlayan tek
bir model elde edilememistir. Elde edilen bu sonuclarin 1s181inda, sistemi bir biitiin olarak
ele alip tanimlayacak yeni bir yontem belirlenmeye calisilmistir. Son yillarda, insan
beyninin ¢aligma prensibini yapay olarak modellemeyi amacglayan Yapay Sinir Aglari
(YSA); sistem tanimlama (modelleme) ve denetimi gibi gesitli alanlarda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmis ve kullanildig1 alanlardaki problemlerin c¢oziimiine yeni

yaklagimlar getirmistir. YSA, 08renme siirecinde bilgiyi toplayan ve agirliklar1 yardimiyla
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bu bilgiyi saklayan paralel bir islemcidir. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil
susundan hiicre dis1 L-DOPA {iretiminde, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 ve 10.0 g L glikoz
derisimlerinde olusturulan optimize edilmis fermantasyon ortaminda, elde edilen deney
sonuglar;, YSA’y1 egitmek i¢in egitim datalar1 olarak kullanilmistir. YSA ile sistemin
davranisini tanimlayan model i¢in gerekli yazilim, MATLAB 7.04 versiyonu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Olusturulan YSA modeli, bir giris, iki gizli ve bir ¢ikis katmanindan
ibarettir. Giris katmanimda 2 ndron, diger katmanlarda ise 3’er néron kullanilmistir. Cikis
katmanindaki noronlarda aktivasyon fonksiyonu olarak purelin, diger katmanlardaki
noronlarda ise tansigmoid fonksiyonu kullanilmistir. Olusturulan YSA modeli Sekil
7.25.de gosterilmistir. YSA modelinin egitimi i¢in yaygin olarak kullanilan geriye yayilim
metodu, bu caligmada kullanilmamistir. Bunun yerine YSA’ya ait agirlik katsayilar:
Genetik Algoritma ile optimize edilmistir. Bunun icin MATLAB 7.04 versiyonunun
Genetik Algoritma Toolbox’indan yararlanmilmistir. Egitim sirasinda ¢ikistaki hatayi
denetlemek icin, amag¢ fonksiyonu olarak en kiiclik kareler yontemi kullanilmistir.
YSA’nin egitimi i¢in kurulan blok diyagram Sekil 7.26.’da verilmistir. YSA’nin egitimi
tamamlandiktan sonra, olusturulan modelin dogrulugunu test etmek amaciyla, egitim i¢in
kullanilan bes farkli glikoz derisiminde olusturulan fermantasyon ortamindan elde edilen
deneysel datalarin disinda, farkli bir glikoz derisiminde (1.5 g L) olusturulan biyoproses

ortamindan elde edilen deney datalar1 kullanilmistir.

Giris 1. Gizli 2. Gizli Cikis
katmam katman katman katmani
A X
Xo
P,
—e__ —>

Sekil 7.25. Olusturulan Yapay Sinir Ag1 (YSA) modeli.
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Sekil 7.26. Yapay Sinir Ag1 (YSA) nin egitimi i¢in blok diyagramu.

Egitilmis olan Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden elde edilen veriler ile deneysel
veriler arasindaki uyum, cesitli istatistiksel kiyaslama metotlar1 kullanilarak belirlenmeye
calisilmistir. Modelleme yetenegi (EF), hata karelerinin ortalama karekokii (RMSE) ve
Khi-kare (3?)  gibi istatistiksel testler sonucunda elde edilen degerler Tablo 7.5.’de
verilmistir. EF degeri 1’e, RMSE ve y” degerleri de 0’a ne kadar yakinsa, YSA modeli
sistemi o kadar iyi tamimlamaktadir. Tablo 7.5.’de, dlciilen biitiin parametreler i¢in (x, P,
S), EF degerleri 1’¢ yakin, RMSE ve y° degerlerinin de olduk¢a diisiik oldugu
goriilmektedir.

0.5, 1.0, 2.5, 5.0 ve 10.0 g L glikoz derisimlerindeki deney sonuglari ile, ayni
derisimlerde elde edilen Yapay Sinir Ag1 (YSA) model ¢ikislar1 karsilastirmali olarak Sekil
7.27.-7.31.de verilmistir. Ayrica 1.5 g L glikoz derisiminde elde edilen deneysel veriler
ve bu verilerin test amag¢h uygulandigr YSA model sonuglar1 karsilastirmali olarak Sekil
7.32.’de, istatistiksel test sonuclar1 ise Tablo 7.7.’de verilmistir. Bu sonuglar da, kurulan
Y SA modelinin sistem davranisini biiyiik bir dogrulukla tanimladigin1 gostermektedir.

Ilgili tablolar ve grafikler 1s131nda, YSA modelinin, Genetik Algoritma Toolbox’1
ile optimum katsayilar1 belirlenen modellere gore, sistemin davranisini daha iyi acikladigi

goriilmiistiir.
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Tablo 7.7. Yapay Sinir Ag1 (YSA) uygulamasi sonucu istatistiksel testler ile elde edilen sonuglar

Glikoz EF RMSE Khi-kare (%)
Derisimi 5 5 5
(g L-l) EFX EFP EFS RMSEX RMSEP RMSES x X x P x S
0.5 0.9904 0.9447 | 0.9926 | 0.00322 | 0.00412 [ 0.00264 | 0.00254 | 0.00405 | 0.00346
1.0 0.9871 0.9891 | 0.9965 | 0.00456 | 0.00443 [ 0.00293 | 0.00326 | 0.00436 | 0.00405
2.5 0.9909 0.9755 ] 0.9905 | 0.00641 | 0.00511 | 0.00341 | 0.00574 | 0.00471 | 0.00344
5.0 0.9911 0.9781 | 0.9932 | 0.00632 | 0.00743 | 0.00293 | 0.00496 | 0.00657 | 0.00401
10.0 0.9949 0.9876 | 0.9919 | 0.00526 | 0.00673 [ 0.00325 | 0.00645 | 0.00768 | 0.00379
’Ee;t 0.9736 0.9310 | 0.9922 | 0.00701 | 0.00811 | 0.00274 | 0.00786 | 0.00723 | 0.00388
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Sekil 7.27. 0.5 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel olarak elde edilen sonuglarla
Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pHy:7, Ekim orani: % 2.5 v v,
Karistirma hizi: 500 rpm, Sicaklik: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvm).
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Sekil 7.28. 1.0 g L glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel olarak elde edilen sonuglarla
Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pHy:7, Ekim orant: % 2.5 v v,

Karistirma hizi: 500 rpm, Sicaklik: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvm).
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Hiicre Dis1 L-DOPA Derisimi, mg L

Sekil 7.29. 2.5 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel olarak elde edilen sonuglarla
Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pHy:7, Ekim orant: % 2.5 v v,

Karistirma hizi: 500 rpm, Sicaklik: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvm).
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Sekil 7.30. 5.0 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel olarak elde edilen sonuglarla
Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pHy:7, Ekim orani: % 2.5 v v,
Karistirma hizi: 500 rpm, Sicaklik: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvm).
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Sekil 7.31. 10.0 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel olarak elde edilen sonuglarla
Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pHy:7, Ekim orani: % 2.5 v v,
Karistirma hizi: 500 rpm, Sicaklik: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvm).
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Sekil 7.32. 1.5 g L' glikoz derisimindeki fermantasyon ortaminda deneysel olarak elde edilen sonuglarla
Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pHy:7, Ekim orani: % 2.5 v v,
Karistirma hizi: 500 rpm, Sicaklik: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvm).
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8. GENEL SONUCLAR VE ONERILER

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Erwinia herbicola (NRRL B-3466)
yabanil suslar1 ile birlikte bu iki gram negatif bakterinin vgb genini tasimayan (vgh’)
(Citrobacter freundii pMKS57 ve Erwinia herbicola pUCS) ve vgh genini tastyan (vgh")
(Citrobacter freundii pMK79 ve Erwinia herbicola pUCS:15) rekombinantlarindan L-
DOPA ve Dopamin’in es zamanl olarak iiretiminin amaclandig1r bu caligmada asagidaki

genel sonuclar elde edilmistir.

1. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinantlar1 ile LB ortaminda yapilan
deneylerde ulagilan L-DOPA ve Dopamin iiretim diizeylerinin Erwinia herbicola
(NRRL B-3466) ve rekombinantlar1 ile yapilan deneylere gore daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Elde edilen bu sonuglardan hareketle deneylere Citrobacter freundii

(NRRL B-2643) ve rekombinantlar1 ile devam edilmistir.

2. LB ortaminda erlenlerde yapilan deneylerde farkli derisimlerde glikoz kullanilmistir.
Maksimum L-DOPA ve Dopamin lretimi, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) icin
1.0 g L' glikoz derisiminde, Citrobacter freundii pMK79 icin 5.0 g L' glikoz
derisiminde elde edilmistir (Sekil 8.1.). Ayrica hem yabanil hem de rekombinant suslar
icin yuksek glikoz derisimlerinde katabolik represyon etkisiyle iirlin olusumu ve

mikroorganizma biiylimesinin inhibe oldugu sonucuna varilmstir.

3. Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslarindan L-DOPA ve
Dopamin iiretiminin azot kaynaklarma olduk¢a bagli oldugu sonucuna varilmistir.
Organik azot kaynaklarindan pepton derisiminin incelendigi deneylerde maksimum L-
DOPA ve Dopamin iiretimi, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) i¢in 12.5 g L™
pepton derisiminde, Citrobacter freundii pMK79 i¢in 15.0 g L™ pepton derisiminde
elde edilmistir (Sekil 8.2.).
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Sekil 8.1. Farkli glikoz derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii pMK79
ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum hiicre dis1 L-DOPA ve Dopamin derisimleri (Sartlar: 10.0 g L™
pepton, 5.0 g L' Y.E., 10 g L' NaCl, pH,: 7.0; Ekim orani: % 1 v/v; Karistirma hizi: 150 rpm; Ortam
sicakligi: 37 °C).
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Sekil 8.2. Farkli pepton derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii pMK79
ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum hiicre disi L-DOPA ve Dopamin derisimleri (Sartlar: 1.0 g L™
glikoz (Cf B-2643 igin), 5.0 g L' glikoz (Cf pMK79 igin), 5.0 g L' Y.E., 10 g L"' NaCl, pHy: 7.0; Ekim
orant: % 1 v/v; Karigtirma hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

4. Organik azot kaynaklarindan yeast ekstrakt derisiminin L-DOPA ve Dopamin {iiretimi
iizerine etkisinin incelendigi deneylerde maksimum iiriin eldesi, Citrobacter freundii
(NRRL B-2643) icin 10.0 g L yeast ekstrakt derisiminde, Citrobacter freundii
pMK?79 i¢in 12.5 g L yeast ekstrakt derisiminde elde edilmistir (Sekil 8.3.). Ure’nin
ise, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslarindan L-DOPA ve

Dopamin iiretimi {izerine pozitif yonde bir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.
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Sekil 8.3. Farkli yeast ekstrakt derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii
pMK?79 ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum hiicre dis1t L-DOPA ve Dopamin derisimleri (Sartlar:
1.0 g L™ glikoz (Cf B-2643 i¢in), 5.0 g L™ glikoz (Cf pMK?79 igin), 12.5 g L™ pepton (Cf B-2643 igin), 15.0 g
L™ pepton (CfpMK79 igin), 10 g L' NaCl, pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v/v; Karistirma hizi: 150 rpm; Ortam
sicakligi: 37 °C).

5. Inorganik azot kaynagi olarak fermantasyon ortamma ilave edilen amonyun siilfat ve
sodyum nitrat’tan sadece amonyum siilfat’in L-DOPA ve Dopamin iiretimini artirdig1
sonucuna varilmistir. Maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretimi, Citrobacter freundii
(NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii pMK79 i¢in 2.5 g L' amonyum siilfat
derisiminde elde edilmistir (Sekil 8.4.).
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Sekil 8.4. Farkli amonyum siilfat derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter
freundii pMK79 ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum hiicre dist L-DOPA ve Dopamin derisimleri
(Sartlar: 1.0 g L™ glikoz (Cf B-2643 igin), 5.0 g L' glikoz (Cf pMK79 igin), 12.5 g L' pepton (Cf B-2643
i¢in), 15.0 g L' pepton (Cf pMK79 igin), 10.0 g L™ Y.E. (Cf B-2643 igin), 12.5 g L' Y.E. (Cf pMK?79 igin)
10 g L™ NaCl, pHy: 7.0; Ekim orant: % 1 v/v; Karistirma hizi: 150 rpm; Ortam sicakligt: 37 °C).
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Erlenlerde gerceklestirilen deneylerde fermantasyon ortamindaki derisimleri denenen
NaCl ve CaCly’den sadece CaCl,’nin L-DOPA ve Dopamin iiretimini artirdigi
belirlenmistir. Maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretimi, Citrobacter freundii (NRRL
B-2643) ve Citrobacter freundii pMK79 i¢in 1.0 g L' CaCl, derisiminde elde
edilmistir (Sekil 8.5.).

Baslangic ortam pH’sinin L-DOPA ve Dopamin iiretimi iizerine etkisinin incelendigi
deneylerde notr, hafif asidik ve hafif bazik ortamlarda maksimum L-DOPA ve
Dopamin tiretiminin olduk¢a yakin oldugu buna karsin baslangic pH’ min diisiik ve
yiiksek degerlerinde L-DOPA ve Dopamin liretiminin olumsuz etkilendigi ve diger
ortamlara gore iiretimin diisiik seviyelerde kaldig1 belirlenmistir. Maksimum L-DOPA
ve Dopamin iiretimi, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii

pMKT79 i¢in pH 7.0 olan fermantasyon ortaminda elde edilmistir (Sekil 8.6.).

Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve rekombinant suslarindan L-DOPA ve
Dopamin iiretiminin ekim derisiminden (oranmin) fazla etkilenmedigi belirlenmistir.
Maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretimi, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) i¢cin %
2.5 v v ekim derisiminde, Citrobacter freundii pMK79 icin % 5.0 v v' ekim
derisiminde elde edilmistir (Sekil 8.7.).
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Sekil 8.5. Farkli kalsiyum kloriir derisimlerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii
pMK?79 ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum hiicre disi L-DOPA ve Dopamin derisimleri (Sartlar:
1.0 g L™ glikoz (Cf B-2643 i¢in), 5.0 g L™ glikoz (Cf pMK?79 igin), 12.5 g L™ pepton (Cf B-2643 igin), 15.0 g
L pepton (Cf pMK79 igin), 10.0 g L' Y.E. (Cf B-2643 i¢in), 12.5 g L' Y.E. (Cf pMK79 igin), 2.5 g L'
amonyum siilfat, pHy: 7.0; Ekim orani: % 1 v/v; Karistirma hizt: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 8.6. Farkli baglangi¢c ortam pH’larinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii
pMK?79 ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum hiicre disi L-DOPA ve Dopamin derisimleri (Sartlar:
1.0 g L™ glikoz (Cf B-2643 i¢in), 5.0 g L™ glikoz (Cf pMK79 igin), 12.5 g L™ pepton (Cf B-2643 igin), 15.0 g
L pepton (Cf pMK79 igin), 10.0 g L' Y.E. (Cf B-2643 igin), 12.5 g L' Y.E. (Cf pMK79 igin), 2.5 g L'
amonyum siilfat, 1.0 g L CaCl,, Ekim oran1: % 1 v/v; Karistirma hiz1: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).
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Sekil 8.7. Farkli ekim derisim (oran)’lerinde Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii
pMK?79 ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum hiicre disi L-DOPA ve Dopamin derisimleri (Sartlar:
1.0 g L™ glikoz (Cf B-2643 i¢in), 5.0 g L™ glikoz (Cf pMK79 igin), 12.5 g L™ pepton (Cf B-2643 i¢in), 15.0 g
L pepton (Cf pMK79 igin), 10.0 g L' Y.E. (Cf B-2643 i¢in), 12.5 g L' Y.E. (Cf pMK79 igin), 2.5 g L'
amonyum siilfat, 1.0 g L' CaCl,, pHy: 7.0; Karistirma hizi: 150 rpm; Ortam sicakligi: 37 °C).

9. Fermantasyon sicakliginn L-DOPA ve Dopamin iretimini etkileyen en 6nemli
parametrelerden biri oldugu belirlenmistir. Fermantasyon sicakliginin 37 °C’den 30
°C’ye disiiriilmesiyle maksimum iiriin liretiminde 6nemli bir artis gozlemlenmistir.
Maksimum L-DOPA ve Dopamin tretimi, Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve
Citrobacter freundii pMK79 i¢in 30 °C’de elde edilmistir (Sekil 8.8.).
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Sekil 8.8. Farkli ortam sicakliklarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii pMK79
ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum hiicre disi L-DOPA ve Dopamin derisimleri (Sartlar: 1.0 g L™
glikoz (Cf B-2643 igin), 5.0 g L glikoz (Cf pMK79 igin), 12.5 g L™ pepton (Cf B-2643 i¢in), 15.0 g L
pepton (Cf pMK79 igin), 10.0 g L™ Y.E. (Cf B-2643 igin), 12.5 g L' Y.E. (Cf pMK79 igin), 2.5 g L
amonyum siilfat, 1.0 g L™ CaCl,, Ekim orant: % 2.5 v v"' (Cf B-2643 i¢in), % 5.0 v v'' (Cf pMK?79 i¢in),
pHy: 7.0; Karistirma hizi: 150 rpm).

10. Calkalama hizinn L-DOPA ve Dopamin iiretimini etkileyen bir diger 6nemli
parametre oldugu belirlenmistir. Hem Citrobacter freundii (NRRL B-2643) yabanil
susu hemde rekombinant suglar icin optimum g¢alkalama hizi 200 rpm olarak

bulunmustur (Sekil 8.9.).
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300 A

Hiicre Dis1 L-DOPA Derigimi, mg 5

Hiicre Dist Dopamin Derigimi, mg I
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¢ —8— C. freundii pMK79 G —8— C. freundii pMK79
450 ‘ 1 200 ! |
100 150 200 100 150 200
Calkalama Hizi, rpm Calkalama Hizi, rpm

Sekil 8.9. Farkli calkalama hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter freundii pMK79
ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum hiicre disi L-DOPA ve Dopamin derisimleri (Sartlar: 1.0 g L™
glikoz (Cf B-2643 igin), 5.0 g L™ glikoz (Cf pMK79 igin), 12.5 g L™ pepton (Cf B-2643 i¢in), 15.0 g L™
pepton (Cf pMK79 igin), 10.0 g L™ Y.E. (Cf B-2643 igin), 12.5 g L' Y.E. (Cf pMK79 igin), 2.5 g L'
amonyum siilfat, 1.0 g L™ CaCl,, Ekim orant: % 2.5 v v"' (Cf B-2643 i¢in), % 5.0 v v'' (Cf pMK?79 i¢in),
pHy: 7.0; Sicaklik: 30 °C).
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11. Optimizasyon sonrasinda Tirozin Fenol Liyaz (TPL) enzimi aktivitesi, fermantasyon
ortaminda kullanilan yabanil ve rekombinant suslarda optimizasyon Oncesine gore

yaklasik iki kat artmistir.

12. Biyoreaktorde optimize edilmis fermantasyon ortaminda kesikli sistemde yapilan
deneylerde farkli derisimlerde glikoz kullanilmis ve erlenlerde elde edilen sonuglara

benzer durum gozlenmistir.

13. Biyoreaktorde optimize edilmis fermantasyon ortaminda kesikli sistemde yapilan
deneylerde maksimum L-DOPA ve Dopamin iiretimi Citrobacter freundii (NRRL B-
2643) yabanil susu i¢in 500 rpm karistirma hizinda, Citrobacter freundii pMKT79 igin
ise 400 rpm karistirma hizinda elde edilmistir (Sekil 8.10.). Maksimum iiriin liretimine

her iki mikroorganizma i¢inde yiiksek hava giris hizlarinda elde edilmistir (Sekil 8.11.).

660

440

600 -

540

480 A

——C. freundii B-2643

O —o— C. freundii B-2643
—— C. freundii pMK79

Hiicre Dis1 L-DOPA Derigimi, mg I
Hiicre Dis1 Dopamin Derisimi, mg T

—— (. freundii pMK79
360 \ \ 200

300 400 500 600 300 400 500 600

T
Karigtirma Hizi, rpm Karigtirma Hizi, rpm

Sekil 8.10. Biyoreaktorde farkli karistirma hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter
freundii pMK79 ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum hiicre dist L-DOPA ve Dopamin derisimleri
(Sartlar: 1.0 g L™ glikoz (Cf B-2643 igin), 5.0 g L' glikoz (Cf pMK79 igin), 12.5 g L' pepton (Cf B-2643
igin), 15.0 g L' pepton (Cf pMK79 igin), 10.0 g L™ Y.E. (Cf B-2643 i¢in), 12.5 g L' Y.E. (Cf pMK79 igin),
2.5 g L"! amonyum siilfat, 1.0 g L™ CaCl,, Ekim orani: % 2.5 v v"' (Cf B-2643 i¢in), % 5.0 v v' (Cf pMK79
igin), pHy: 7.0; Sicaklik: 30 °C, Havalandirma hizi: 0.6 vvm).
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Sekil 8.11. Biyoreaktorde farkli hava giris hizlarinda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve Citrobacter
freundii pMK79 ile yapilan deneylerde elde edilen maksimum hiicre dist L-DOPA ve Dopamin derisimleri
(Sartlar: 1.0 g L™ glikoz (Cf B-2643 igin), 5.0 g L' glikoz (Cf pMK79 igin), 12.5 g L' pepton (Cf B-2643
igin), 15.0 g L' pepton (Cf pMK79 igin), 10.0 g L™ Y.E. (Cf B-2643 i¢in), 12.5 g L' Y.E. (Cf pMK79 igin),
2.5 g L"! amonyum siilfat, 1.0 g L™ CaCl,, Ekim orani: % 2.5 v v’' (Cf B-2643 i¢in), % 5.0 v v' (Cf pMK79
i¢in), pHy: 7.0; Sicaklik: 30 °C, Karigtirma hizi: 500 rpm (Cf B-2643 igin), 400 rpm (Cf pMK?79 igin)).

14. Biyoreaktorde optimize edilmis fermantasyon ortaminda kesikli sistemde yapilan
deneylerde karistirma ve hava giris hiz1 arttikca Citrobacter freundii (NRRL B-2643)
yabanil susu i¢in oksijen tiiketim hiz1 (r,) ve sivi faz hacimsel kiitle aktarim katsayis1
(kpa) degeri artarken, Citrobacter freundii pMK79 i¢in 500 ve 600 rpm karigtirma

hizlarinda r, degeri diigmiistiir.

L-DOPA ve Dopamin Uretiminin Modellenmesi Calsmalarinda Elde Edilen

Sonuglar;

15. Farkli glikoz derisimlerinde optimize edilen fermantasyon besi ortamindaki mikrobiyal
biiylime, iirlin olusumu ve substrat tiiketimini modellemek amaciyla iki farkli yontem
kullanilmistir. Birinci yontemde; literatiirde mevcut modellerin katsayilari, Genetik
Algoritma Toolbox’1 ile optimizasyon yapilarak belirlenmis, ancak test edilen
modellerden hi¢ birinin sistemi bir biitiin olarak tanimlayamadigi sonucuna varilmistir.
Elde edilen sonuclar 1s1ginda, diisiik glikoz derisimlerinde (0.5 ve 1.0 g L) Teissier
modeli, yiiksek glikoz derisimlerinde (2.5, 5.0 ve 10.0 g L") ise Andrews-Noack
modeli sistemi en iyi tanimlayan model olarak secilmistir. Ikinci yontemde ise;

fermantasyon ortamiin davranisi, olusturulan YSA modeli ile tanimlanmistir. YSA
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modelinin, Genetik algoritma Toolbox’1 ile optimum katsayilar1 belirlenen modellere

gore sistemin davranisini daha 1y1 acikladigi goriilmiistiir.

Oneriler;

1. Daha sonra yapilacak ¢aligmalarda L-DOPA ve Dopaminin fermantasyon ortamindan

saflastirilmasi incelenebilir.

2. Ogzellikle genetigi degistirilmis olan rekombinant mikroorganizmanm morfolojisini

etkilemeyecek biyoreaktor sistemleri lizerine ¢alismalar yapilabilir.

3. Siirekli sistemde L-DOPA ve Dopamin iiretimi gerceklestirilebilir, {iriin iiretim ve

mikroorganizma gelisim ortami1 modellenebilir.
4. Tutuklanmis mikroorganizmalar ile L-DOPA ve Dopamin liretimi incelenebilir.

5. Daha ekonomik farkli karbon kaynaklar1 arastirilarak L-DOPA ve Dopamin iiretimi
gerceklestirilebilir.
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10. EKLER

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

Citrobacter  freundii  (NRRL  B-2633) konsantrasyonunu  belirlemek

Absorbans

436 jx Seyreltme Faktorii ¢calisma dogrusu esitligi kullanilmastir.
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EK-2. Citrobacter freundii pMK?79 Derisimi Icin Cahsma Dogrusu
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Sekil E2.1. 600 nm’de Citrobacter freundii pMK79 Konsantrasyonu I¢in Calisma Dogrusu

Citrobacter freundii pMK79 konsantrasyonunu belirlemek i¢in
A e
Cer pMmg:(%jx Seyreltme Faktorii ¢alisma dogrusu esitligi kullanilmistir.
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EK-3. Toplam Protein Derisimi icin Calisma Dogrusu
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Sekil E3.1. 660 nm’de protein konsantrasyonu 6alisma dogrusu
. . Absorbans -
Toplam protein konsantrasyonunun tayini i¢in Cpmtem:(w x Seyreltme Faktori

calisma dogrusu esitligi kullanilmistir.
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EK-4. Dinitrosalisilikasit (DNS) Metodu ile Glikoz Derisimi Tayini icin Calisma Dogrusu

Glikoz konsantrasyonu dinitrosalisilikasit (DNS) yontemi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
Bu baglamda konsantrasyonu bilinen miktarlarda glikoz iceren ortamlar kullanilarak

calisma dogrusu hazirlanmistir.

Absorbans

Absorbans = 1.91 CGlikoz
R2=10,997

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Glikoz konsantrasyonu, g L

Sekil E4.1. 550 nm’de glikoz ¢aligma dogrusu.

Fermantasyon ortamindaki harcanmadan ortamda kalan glikoz konsantrasyonunu bulmak

Absorbans

1910 jx Seyreltme Faktorii calisma dogrusu esitligi kullanilmastir.

icin Cgpy, = (
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EK-5. Dinitrosalisilikasit (DNS) Metodu ile Glikoz Analizi Icin Reaktiflerin

Hazirlanmasi

1. i 880cm’ % 1 agirhkca DNS ¢ozeltisi hazirlanir.
8.8 g DNS tartilarak 880 cm’ distile suda ¢oziindiiriilir.

ii. 225 g ROCHELLE tuzu (sodyum potasyum tartarat) ¢dzeltiye eklenerek karistirilir.

iii. Bu ¢ozeltiye 300 cm® % 4.5°luk NaOH ¢ozeltisi eklenir.
% 4.5’uk NaOH ¢bzeltisi, 13.5 g NaOH 300 cm’ distile suda ¢oziindiiriiliir.

2. i 22 cm’ % 10’luk NaOH ¢ozeltisi hazirlanir.
2.2 g NaOH 22 cn?’ distile suda ¢oziindiiriiliir.

ii. Cozeltiye 10 g kristalize fenol katilir ve karisima 100 cm’ distile su ilave edilir.

iii. Bu alkali fenol karisimindan 60 cm’ almarak 6.9 g NaHCOj ile karistirilir.
Birinci basamaktan elde edilen DNS-alkali ¢Ozeltisine ikinci basamaktan elde

edilen cozelti eklenereck ROCHELLE tuzu ¢oziinlinceye kadar karistirilir. Hazirlanan

cozelti koyu renkli bir sisede saklanir ve hazirlandiktan 48 saat sonra kullanilir.
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EK-6. L-DOPA ve Dopamin i¢cin HPLC Spektrumlar

 FIRAT UNIVERSITESI
KIMYA MUHENDISLIGI BOLUMU

Sample Information

Acquired by - Veyis SELEN
Sample Name 1250 ppm
Sample ID :
Tray# 1
Vial# 4
Injection Volume :20ul
Data Filename 2250 ppm.led
Method Filename : DOPA-DOPAMIN lem
Batch Filename - kalibrasyon mx leb
Report Filename - Default ler
Chromatogram
250 ppm C:\Users'Veyis SELEN Desktop'L-DOpa-dopMIN'somuglar'kalibrasyon'250 ppm.led
uv
1 X z
1 - 2
=+ =
200000 ® |1| 3
150000 ‘ ‘
100000 ‘ ‘
. |
50000+ | |
] L
|
- |
| | I, || \
1 T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T
0.0 25 5.0 15 10.0
min
1 DetAChl/22.04.2014
Quantitative Results
Detector A
D= Name Ret. Time Area Height Cone. Ututs
1| L-dopa 5.845 2397879 225320 253.930|ppm
2| dopamn 7.249 2440943 204632 254.452 | ppm
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EK-7. L-DOPA ve Dopamin i¢in HPLC Cahsma Dogrular

==== Shimadzu LCsolution Calibration Curve

<Calibration Curve>

ID# 1
Name - dopa
Quantitative Method : External Standard
Function : 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
Cone.
[*1042]
6.0 ¥ Conc (Ratio)| Area Area
50 o 1 25.000 230448.4 230448
. /" 2 50.000 459214 .8 459215
4.0 / 3 100.000 937345.0 937345
/ 4 250.000 2406886.0 2406886
3.0 / 5 500.000 4694187.5 4694187
20 /6
1.0 ) o
pgle”
000510152025 3035404550
Area [*10%6]
ID# 12
Name : dopamin
Quantitative Method - External Standard
Function : f(x)=0.000104023*x+0.640015
Rr1=0.9998159 Rr2=0.9996318
MeanRF:0.000105537 RFSD:2.46612e-006 RFRSD:2.33674
FitType : Linear
ZeroThrough - Not Through
WeightedRegression - None
Detector Name : Detector A
Conc.
[*1072]
6.0 # Conc (Ratio) Area Area
p 1 25.000 235045.4 235045
5.0 // 2 50.000 468437.2 468437
4.0 - 3 100.000 924487.0 924487
4 250.000 2457731.9 2457732
3.0 ) 5 500.000 4775798.5 4775799
2.0 )
10 o

0.0
0.0 051.01520253035404550
Area [*1076]
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EK-8. Tirozin Fenol Liyaz (TPL) Enzimi i¢cin Amonyak Cahsma Dogrusu

Tirozin fenol liyaz (TPL) enzim aktivitesi, bu enzim tarafindan L-tirozinin fenol,
piriivat ve amonyaga yikilmasindan aciga c¢ikan amonyagin belirlenmesine dayanan ve

yaygin olarak kullanilan Nessler reaksiyonuyla belirlenmistir.

1
D
0.8
72} 06 T
g
=
2
= 04
0.2 1 Absorbans = 0,891 CAmonyak
R2=0,999
0
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Amonyak Konsantrasyonu, mikromol

Sekil E9.1. 480 nm’de amonyak c¢aligsma dogrusu.

Fermantasyon ortamindaki amonyak konsantrasyonunu bulmak icin

_( Absorbans
Amonyak

0819 ]X Seyreltme Faktori ¢aligma dogrusu esitligi kullanilmistir.
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EK-9. Dinamik Yontem ile Sivi Faz Kiitle Aktarim Katsayis1 (kpa) ve

Mikroorganizmanin Oksijen Tiiketim Hizinin (-r,) Belirlenmesi

Biyoreaktore gonderilen havanim kisa stireli olarak kesilmesi sonucunda ¢oziinmiis
oksijen derigiminde azalmanin gozlendigi (t,C,) grafiginde (Sekil E6.1.), azalan dogrusal
iligkiden r, degeri bulunmustur. {(dC./dt-r,);C,} grafigi ¢izilerek buradaki egimden -1/k;a
degeri bulunmus ve kra hesaplanmistir. Asagida Citrobacter freundii (NRRL B-2633)
yabanil susunun kullanildig1 fermantasyon ortaminda ve 500 rpm karistirma hizi, 0.6 vvim
hava giris hiz1 biyoreaktor kosullar1 i¢in t=24 st’deki r, ve kra degerlerinin hesabi 6rnek

olarak sirasiyla Sekil E6.2. ve SekilE6.3.’de gosterilmistir.

0.35

0.25 -

-3

0.20

0.15

Co, mol m

0.10

0.05 -

0.00 w w \ T \
0 40 80 120 160 200 240

Sekil E6.1. Coziinmiis oksijen derisiminin kalma siiresi ile degisimi.
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0.30 a
0.25 -
"2 020
)
8'\
8 0.15
0.10 . o
Egim=-1,
_ 3 -1 o
0.05 - -1p=0.00574 molm"~ s
R’ =0.975
0.00 \ \ \
0 10 20

0.35

30

t,s

Sekil E6.2. Mikroorganizmanin Oksijen Tiiketim Hizinin Belirlenmesi.

0.30
O
0.25 1
&
% 0.20 1
O
0.15 | Egim=-1/k;a=-16.24 s
k a=0.062 s
R? =0.969
0.10 \ \ \ \ \
0 0.002 0.004

0.006 0.008

(dCo/dt)ro, molm ™ s !

0.01

Sekil E6.3. S1v1 Faz Kiitle Aktarim Katsayisinin kja 'nin Belirlenmesi
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