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Aromatik amino asit yolizinde DAHP sentetaz (gen: aroA) enziminin katalizledigi ilk tepkime
ile korizmat mutaz (gen: aroH) enziminin katalizledigi korizmat’tan prefenat olusum
tepkimeleri rekombinant L-fenilalanin {iretiminde iki kisitlayic1 tepkime olarak
belirlendiginden, bu iki konuma yonelik olarak rekombinant-Bacillus subtilis ve biyoproses
gelistirilmesi arastirma programinin temel amacidir. Bes alt-programdan olusan arastirma
programinin ilk alt-programinda biyokimyasal reaksiyon miihendisligi teknikleri kullanilarak
DAHP sentetaz enziminden sorumlu aroA geni, aroH geni iceren ve icermeyen pUC19 E.coli
plasmidlerine paralel olarak yapigkan-ug ligasyon tepkimesi ile klonlanmig, ardindan pMK4 ve
pMK4::aroH E.coli-Bacillus shuttle plasmidlerine sub-klonlama yapilmis ve gelistirilen
pMK4::aroA::aroH ve pMK4::aroA plasmidleri ayr1 ayr1 Bacillus subtilis A-263’e aktarilarak
iki r-B.subtilis gelistirilmistir. Ikinci alt-programda, gelistirilen r-Bacillus subtilis A-263 ve
dogal Bacillus subtilis A-263 ile V=0.11 dm’ calisma hacimli biyoreaktérlerde, T=37 °C,
N=200 dk"' ve pH,=6.8 isletme kosullarinda glukozun karbon kaynagi olarak kullamldig
tanimlanmig {iretim ortaminda L-fenilalanin {iretim performanslart karsilagtirilmistir. Bu
kosullarda en yiiksek L-fenilalanin derisimine (Cyp=1.38 kgm™) pMK4::aroA::aroH tasiyan r-
Bacillus subtilis A-263 ile ulasilmistir. Ugiincii alt-programda, laboratuvar dlgekte gelistirilen
kosullarda, Vg=0.55 dm® hacimli, mekanik karistirmali, pH, sicaklik, ¢6zlinmiis oksijen ve
karigtirma hizi kontrollii pilot-Glgek kesikli biyoreaktorlerde L-fenilalanin {iretimine oksijen
aktariminin etkisi sistematik bir programla; Qo/Vz=0.2, 0.35, ve 0.5 vvm hava giris hizlarinda,
N=500 ve 750 dk™ karistirma hizlarinda olusturulan oksijen-aktarim kosullarinda arastirilmistir.
Glukoz, hiicre, L-fenilalanin, amino asit ve organik asit derisimleri Ol¢lilmiigtiir. En yiiksek L-
fenilalanin tiretimi (Cphe=1.5 kgm™) Qu/Vg=0.5 vvm, N=500 dk" oksijen aktarim kosullunda
elde edilmistir. Dordiincii alt-programda belirlenen periyotlarda oksijen aktarim kosullarinda
elde edilen veriler kullanilarak, 150 tepkime ve 110 metabolit igeren hiicrei¢i biyokimyasal-
tepkime sistemi i¢in kurulan matematik model ¢Oziilmiis ve, tepkime akilart ve dagilimi
bulunarak sonuglar yorumlanarak degerlendirilmistir.
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Yasemin DEMIRCI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Prof. Dr. H. Tunger OZDAMAR

The reactions catalysed by DAHP sentetase (EC 2.5.1.54) and chorismate mutase (EC 5.4.99.5)
in the L-phenylalanine pathway of Bacillus subtilis were predicted as the rate-limiting steps. To
overcome the limitation of the reactions and to increase the yield and selectivity in L-
phenylalanine production, by metabolic engineering design and research program, aroA and
aroH genes encoding, respectively, DAHP sentetase and chorismate mutase were cloned one
by one first onto an E.coli plasmid. aroA gene was cloned first onto the pUC19 and
pUC19::aroH with the sticky-end reactions, and then sub-cloned onto a multicopy Bacillus-
E.coli shuttle vectors pMK4 and pMK4::aroH for developing two r-Bacillus subtilis A-263
carrying pMK4::aroA::aroH and pMK4::aroA strains, were transfered into Bacillus subtilis
A-263. L-phenylalanine production performance of r-Bacillus subtilis A-263 and wild type
Bacillus subtilis A-263 were compared on a defined medium with sole carbon source glucose at
T=37 °C, N=200 dk' ve pH,=6.8 operation conditions in V=0.11 dm’ laboratory scale
bioreactors. The highest L-phenylalanine concentration was obtained (Cpne=1.38 kgm™) by 1-
Bacillus subtilis A-263 carriyng pMK4::aroA::aroH. Thereafter, the effects of oxygen transfer
on L-phenylalanine production were investigated at pH,=6.8 and T=37°C at five different
oxygen transfer conditions in Vg=0.55 dm® pilot-scale batch-bioreactors consisted of systems
having temperature, pH, foam, dissolved oxygen, air inlet, stirring controls. L-phenylalanine,
cell, amino acids and organic acids were measured. The oxygen transfer contion Q,/Vz=0.5
vvm, N=500 min™ (MOT1 condition) produced maximum L-phenylalanine as Cpne=1.5 kgm™.
Lastly in order to generate a deep understanding, metabolic flux analysis for the five oxygen
transfer condition , moreover, the fluxes at MOT1 conditions for the three r-B.subtilis, i.e., r-B.
subtilis carrying pMK4::aroH, r-B. subtilis carrying pMK4::aroA, and r-B. subtilis carrying
pMK4::aroA::aroH, were calculated using the data obtained in pilot-scale bioreactor
experiments. The results shows the successful pathway flux amplification achieved by the
metabolic engineering design in the aromatic amino acid pathway toward L-phenylalanine.

2006, 273 pages

Key Words: L-phenylalanine, reaction engineering, metabolic engineering, aroA,
aroH, recombinant Bacillus subtilis, bioreactor, oxygen transfer intracellular reactions,
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ONSOZ

“Reaksiyon miihendisligi prensipleriyle rekombinant L-fenilalanin iiretimi ig¢in biyoproses
gelistirilmesi” konulu bu ¢alisma Ankara Universitesi Biyokimyasal Reaksiyon Miihendisligi
Arastirma Grubu’nda vyiiriitiilmiis, TUBITAK Miihendislik arastirma Grubu Misag-210 ve
Misag-275 projeleri ile desteklenmistir.

2003 yilinda Ankara Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimii’nden mezun olduktan sonra
Eyliil 2003’te A.U Fen Bilimleri Enstitiiisii Kimya Miihendisligi Anabilim Dali’'nda yiiksek
lisans calismalarima bagladim. Yiiksek lisans ders donemi siiresince arastirma grubumuzda
ylriilyen diger lisans-iistii arastirmalara programli bir sekilde katildim. Boylece genetik
mithendisligi arastirma teknikleri, biyoreaktor sistemlerinin hazirlanmasi ve isletilmesi,
laboratuvar sorumluluklarim ve diger cihazlarin kullanimi ile ilgili uyum ve gelisme siirecini

kisa siirede tamamladim.

Yiiksek lisans ¢aligmalarima literatiir arastirmasi yaparak basladim; tez projemi hazirladim.
Kisa bir siire sonra da tez projem kapsaminda deneysel calismalarimin 6n hazirliklarin
gerceklestirdim. Biiyiik bir istek ve heyecanla calismamin birinci asamasi olan metabolik
miihendislik tasarimi ile rekombinant mikroorganizma gelistirilmesi ¢alismamim en heyecanli
boliimiiydii. Cok sayida tekrarla ve paralel olarak gerceklestirdigim klonlama tepkimeleri
asamasinda genimin biiyiik olmasindan kaynaklanan sorunlar1 agsmak i¢in yeni bir metabolik
miithendislik tasarimi diigiindiim; zaman zaman sikintili giinler gecirdim, sonugta dort metabolik
tasarim gerceklestirdim ve sonuncusunda basardim. Bu bagaridan sonra, arastirma programimin
sonraki asamalarina daha da istek ve merakla devam ettim. Pilot-6l¢ek iiretim deneylerimde
merakla bekledigim sonuglar1 ve proses siiresince uykusuz kaldigim giinleri ve gegirdigim

yorucu fakat bir o kadar da eglenceli anilar1 hi¢ unutmayacagim.

Yiiksek lisans 6grenimim TUBITAK Bilim Adami Yetistime Grubu “ yiiksek lisans” bursu ile
desteklendi; maddi destegi yaninda benim i¢in manevi ve bilim diinyasindaki degeri biiyiik olan

bu bursu kazandigim i¢in ¢ok mutluyum

Yiiksek lisans ¢alismami1 Kimya Miihendisligi Boliimii Proses ve Reaktor Tasarimi Anabilim
Dalinda, Endiistriyel Biyoteknoloji alanindaki miikemmel arastirma altyapisini kullanarak Prof.
Dr. H.Tuncer Ozdamar danigsmanlhiginda siirdiirdiim. Lisans ve yiiksek lisansa basladigim andan

itibaren her asamada ¢aligmalarimu ilgi ile takip eden, yiiksek lisans arastirmalarimda o6zellikle
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metabolik mithendislik tasarimlarim ile ilgili klonlama c¢alismalarimda gegirdigim sikintili
giinlerimde bana her zaman destek veren, bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, aragtirmalarim
sirasinda  sonuglarin  yorumlanmasi, degerlendirilmesi, gerektiginde alternatif ¢dozliim
yontemlerin bulunmasi ve istedigim her zaman benimle tartisma ortami ve iyi bir bilim adami
olarak yetismem ig¢in bana her tiirlii imkan1 saglayan danisman hocam Sayimn Prof. Dr. H. Tunger

Ozdamar’a igtenlikle tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans aragtirmalarimda fiilen ikinci danisman olarak genetik miihendisligi bilgi
birikiminde ¢ok yararlandigim, arastirma sonuglarimin degerlendirilmesinde ve her asamada
karsilagtigim problemlerde hi¢ ¢ekinmeden danistigim, gerektiginde laboratuvarlarinda caligma
imkan1 saglayan, tezimin yaziminda goriis ve elestirilerinden yararlandigim ODTU Kimya

Miihendisligi 6gretim tiyesi hocam Sayin Prof. Dr. Pmar Calik’a ¢ok tesekkiir ederim.

Aragtirma grubumuzun haftalik pazartesi toplantilarinda ve her zaman bilgi ve tecriibelerinden
yararlandigim, hosgorii ve yardimlar1 ile manevi destegini esirgemeyen, tezimin yaziminda

elestirilerinden ¢ok yararlandig§im hocam Sayin Prof. Dr. Giizide Calik’a ¢ok tesekkiir ederim.

Arastirma grubumuza yeni geldigimde deneyimlerini benimle paylasan ve 0&zellikle
laboratuvarlara uyum siirecinde bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim Sayin Dr. Ilknur Senver

Ozcelik’e tesekkiir ederim.

Arastirmalarim  sirasinda karsilagtigim problemlerde manevi olarak destegini higbir zaman
esirgemeyen, gerektiginde deneyimi ve sistemimi goniil rahatligi ile emanet edebildigim,
biyoreaktor deneylerim sirasinda gece yanimda kalan ¢ok yakin arkadasim KM Birgiil
Sentiirk’e tesekkiir ederim. Calismalarim siiresince bana her zaman destek veren arkadaslarim

KM Nurhan Giingér, KM Hande Kaya ve Biyolog Arda Biiyliksungur’a ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans calismalarim sirasinda ve Oncesinde maddi ve manevi desteklerini basarili bir
bilim insan1 olabilmem i¢in hi¢bir zaman esirgemeyen, bana her zaman giivenen ve her konuda
benim biiylik moral kaynagim olan sevgili babam Bahattin Demirci, sevgili annem  Sevim

Demirci ve sevgili kardesim Cigdem Demirci’ye tesekkiir ederim.

Yasemin DEMIRCI
Ankara, Eyliil 2006
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SIMGELER DiZiNi

Metabolit birikim vektorii

Hiicre dis1 metabolit birikim vektori

Hiicre i¢i metabolit birikim vektori

Toplam amino asit derisimi, kgm™

Glukoz derisimi, kgm™

Baslangic glukoz derisimi, kgm™

Cozlinmiis oksijen derigimi, molm™

Oksijen doygunluk derisimi, mol m™
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Gen/vektor orani
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Oksijen aktarim hiz1 (OTR): N, = K, a(C, *-C,), mol/m’ s
Maksimum oksijen tiikketim hiz1 (= pmax*Cx/Yx0 ), mol/m> s
Baslangi¢ pH degeri

Polimeraz zincir tepkimesi
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PFY
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Dalga boyu, nm
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3-deoksi-D-arabino-heptulozonat 7-fosfat
Eritroz 4-fosfat
Fruktoz 6-fosfat
Glukoz 6-fosfat

Alfa ketoglutarik asit
Okzaloasetik asit
Fosfoenolpiruvat
L-fenilalanin

Pentoz fosfat yolizi
Reaksiyon numarasi
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Trikarboksilik asit
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T3P Trioz 3-fosfat

Metabolik tepkime sistemi ile ilgili kisaltmalar

AacAc L-amino-Aseto-Asetate

AcAc Asetoasetat

Ac Asetat

Ac-AK N-asetil-L-2-amino-6-ketopimelat
Aclac Asetolaktat
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Adip Adipat
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ADPHep ADP-D-gliserol-D-mannoheptoz
AEL 3-okzo Adipat-enol-lakton
L-Ala L-Alanin

AMP Adenozin 5’-monofosfat

Anth Antranilat

L-Arg L-Arginin

L-Asn L-Asparajin

L-Asp L-Aspartik asit

AspgP 4-asperjil-P
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CMP
CMPKDO
CO,
CPADRIib
CrotCoA
CTP
L-Cys
L-Cysn
CV3Pshik
DAP
DATP
DCTP
DGTP
DTTP
DShik
DQui
L-DC
DDDH7P
DHF
Gloc

Disoval

Adenozin 5’-trifosfat

Miristik asit

Hidroksimiristik asit
Karbamoil-fosfat

Katekol

Sitidin 5’-difosfat
CDP-etanolamin

Korizmat

Sitrate

Sitrulin

3-karboksi, 3-hidroksi izocaproat
Sitidin 5’-monofosfat
CMP-3-deoksi-D-manno-oktulozonik asit
Karbondioksid
1-(2-karboksifenilamino)-1’-dehidroksiribuloz-5’-P
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Sitidin 5’-trifosfat

L-Sistein

L-Sistationin
O-(1-karboksivinil)-3-P-gikimat
diaminopimelat

2’-Deoksi-ATP

2’-Deoksi-CTP

2’-Deoksi-GTP

2’-Deoksi-TTP

3-dehidrosikimat

3-dehidrokinat

L-2,3 dihidrodipikolinat
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7,8-Dihidrofolat
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FacAc
F10THF
F6P
FA
FADH
Fglu
FKV
For
Fum
GIP
G6P
GDP
GL3P
Glc
L-GIn
L-Glu
Gluc
Gluc6P
GluCoA
GlucCoA
L-GluP
GluSa
Glx
L-Gly
GMP
GTP
HBCoA
L-Hcys
Hgen
H,S

2,3-dihidroksi-3-metilvalerat
Erithroz 4-fosfat
Fumarilasetoasetat
N'’-Formil-THF
Fruktoz 6-fosfat

Yag asitleri

Flavin adenindiniikleotid (indirgenmis)
N-forminiol-glutamat
N-Formil-kinurenin
Format

Fumarat

Glukoz 1-fosfat

Glukoz 6- fosfat
Guanozin 5’-difosfat
Gliserol 5- fosfat
Glukoz

L-Glutamin

L-Glutamat

Glukonat

Glukonat 6-fosfat
Glutaril koenzim A
Glutakonil koenzim A
L-Glutamil-P
Glu-5-semialdehid
Gliokzalat

L-Glisin

Guanozin 5’-monofosfat
Guanozin 5’-trifosfat
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L-homosistein

Homojentisat

Hidrojen siilfid
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HIBCoA
Hibut
L-His
HMGCoA
HPP
Hprop
HpropCoA
Hpyr3P
HPPyr
HSer
HserP
IbutCoA
Icit

IGP
L-Ile
IMP
Iprop
IpropMal
IvalCoA
oKG
KisoAsp
Kval
L-KV
Lac
L-Leu
L-Lys
MACoA
MACcAc
MacCoA
Mal
MalSa
MCCoA

B-hidroksiisobutiril koenzim A
Hidroksiisobutirat

L-Histidin

Hidroksimetil glutakonil koenzim A

4-hidroksifenil pirtivat
3-hidroksipropiyonat
3-hidroksipropiyonil koenzim A
3-P-Hidroksipriivat
4-hidroksifenilpiriivat
Homoserin
O-fosfo-L-homoserin
Izobutiril koenzim A

Izositrat

Indolegliserolfosfat

L-1z0l6zin

Inozinmonofosfat
4-imidazolon-5-propiyonat
3-izopropilmalat

[zovalerat koenzim A
a-ketoglutarat

Ketoizo Aspartat

Ketovalin

L-Kinurenin

Laktat

L-Lo6zin

L-Lizin

metil Akril koenzim A
4-maleil AsetoAsetat
2-metil-aseto-asetil koenzim A
Malat

Malonat semialdehid

B-metilcrotonil koenzim A
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mDAP
L-Met
MetBCoA
MeTHF
MetTHF
MGCCoA
MhbCoA
mMalSa
MTHF
Muc
NADH
NADPH
NH;

OA
OacSer
Obut

Orn

Oval
OisoCap
Ox

PEP

PG3

Phe
PhePyr
Pi

PPi
PRAIC
PRAnth
Prep
L-Pro
PropCoA
PRPP

mezo-Diaminopimelat

L-Metionin

2-metil-butiril koenzim A

N°- N'°-metenil-THF

N°- N'°-methilen-THF

Metil glutakonil koenzim A
2-metil-3-hidroksibutiril koenzim A
metilmalonat semialdehid

N°- metil-THF

sis Mukonat
Nikotinamid-adenindiniikleotid (indirgenmis)
Nikotinamid-adenindiniikleotid fosfat (indirgenmis)
Amonyak

Okzaloasetat

o-asetilserin

2-okzobitiirat

Ornitin

2-o0kzo-3-metilvalerat
2-okzoizocaproat

Oksalat

Fosfoenolpiriivat

Gliserat 3-fosfat

L-fenilalanin

Fenilpiruvat

Inorganik ortofosfat

Inorganik pirofosfat
5’-fosforibozil-4-karboksamid-5-aminoimidazol
N-5’-fosforibozilantranilat

Prefenat

L-Prolin

Propiyonil koenzim A

5-fosfo-D-ribozil pirofosfat
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3Pser
Pyr

R5P
Rib5P
S7P
L-Ser
Shik
Shik5P
Suc
SucCoA
Xyl5P
Tet

T3P
THF
L-Thr
L-Trp
L-Tyr
Ucar
UDP
UDPGlc
UDPNAG
UDPNAM
UMP
UTP
L-Val

3-fosfo serin

Pirtivat

Ribuloz 5-fosfat
Riboz 5- fosfat
Sedoheptuloz-7- fosfat
L-Serin

Sikimat

Shikimat-5-P

Suksinat

Suksinat koenzim A

Ksiloz 5- fosfat

L-2,3.,4,5 Tetrahidrodipikolinat

Trioz 3- fosfat
Tetrahidrofolat

L-Treonin

L-Triptofan

L-Tirozin

Urokarat

Uridin 5’-difosfat
UDP-glucoz
UDP-N-Asetil-glukozamin
UDP-N-Asetil-murami asit
Uridin 5’-monofosfat
Uridin 5’-tri fosfat
L-Valin
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1. GIRIS

Mikrobiyal, bitki doku veya hayvan doku hiicreleri ile, biyokimyasal tepkime-agi i¢cinde
enzim-katalitik  tepkimelerle —metabolik-yolizleri {izerinden {iretilen {iriinlere
biyoteknolojik iiriinler; biyomolekiillerin {iretildigi biyoreaktér ve biyoproses ayirma
islemlerinden olusan proseslere biyoteknolojik prosesler denir. Biyoteknolojik
proseslerle iiretim 20.Yiizyilin ikinci yarisinda kimya endiistrisi i¢inde gelisen bir
sektorler grubu olmug; 1980°li yillarin basindan itibaren molekiiler genetik
yontemlerdeki hizli gelismeler ile basta farmasdtik temel maddeler olmak iizere birim
fiyati  ylksek endistriyel biyoteknolojik  iirlinleri  iiretecek  rekombinant

mikroorganizmalarin gelistirilmesine olanak saglamistir.

Biyoteknolojik proseslerle iiriin tireten sektorler :

1. Farmasotik Hammaddeler Sektorii
Biyokimyasal Temel Maddeler Sektorler Grubu
Enzim Uretim Sektorii

Klasik Fermentasyon Uriinleri Sektdrler Grubu

w»ok wN

Hayvancilik, Ormancilik, Tarim Sektérleri igin Biyoteknolojik Uriinler Ureten

Sektorler

seklinde gruplanmaktadir (Calik 1998). Biyoteknolojik iiriinlerin iiretiminde verim ve
secimliligin artirilmasi i¢in biyoreaktor isletim kosullar1 temel parametrelerdir. Ancak,
mikroorganizmanin mikro-biyoreaktor islevi yaparak hiicre-i¢i tepkime ag1 {izerinden
hedef biyomolekiilii sentez potansiyeli ilk kritik noktadir. Mikroorganizmanin iiretim
kapasitesi molekiiler diizeyde, uygun bir metabolik miihendislik tasarimi ile
gelistirilebilir. Bu ¢er¢cevede ilk asamada, mikro-reaktér olarak islev goéren
mikroorganizmanin yapisinin ve fonksiyonlarinin arastirilip istenen iiriin iiretimindeki
hiz kisitlayict basamaklarin  reaksiyon miihendisligi prensipleriyle belirlenmesi
gerekmektedir. Hiz kisitlayict basamak(lar) belirlendikten sonra istenen iiriin verim ve
secimliliginin artirilmas1 i¢in darbogaz olusturdugu belirlenen gen(ler) genetik
miihendisligi teknikleri kullanilarak uygun bir algoritma ile klonlanarak verim ve

secimliligi yliksek rekombinant mikroorganizma gelistirilir. Genetik ¢alisma



programinda istenen {iriin lretiminden sorumlu gen(ler) izole edilir, sonra bu gen(ler)
tastyict DNA molekiillerine (plasmidlere) klonlanir. Uygun bir konak hiicreye transfer
edilerek rekombinant mikroorganizma elde edilir. Metabolik miihendislik teknikleriyle

rekombinant mikroorganizma gelistirilmesi:

a) kimyasal/biyokimyasal (mikro-reaktorlerde yapilan enzim katalitik tepkimeler)
b) fizikokimyasal (mikro-ayirma islemleri)
c) fiziksel (mikro ve ultra santrifiijle ayirma)

islemleri kapsamaktadir.

Amino asitler insan viicudunun ve metabolizmasinin yapi taslaridir; hastaliklardan
korunmada ve yasamim siirmesinde Onemli gorevler yaparlar. Insan viicudunda
hiicrelerin yapiminda, dokularin olusumunda ve onariminda, bakteri ve viriislere karsi
savasan antikorlarin olusmunda gorev alirlar; ayrica kemik ve kan hiicreleri vd organ ve
dokularin saglikli kalmasini saglarlar. Amino asitler hiicre i¢inde sentezlenir ve hiicre
icindeki protein ve enzim sentezlerinde monomer olarak kullanilirlar. Ancak 10 adet
amino asit insan hiicrelerinde sentezlenemediginden, disaridan yiyeceklerle -yani

amino asit ve protein kaynaklarindan- saglanmalar1 gerekir.

Onemli endiistriyel biyoteknolojik iiriinlerden olan amino asitler;
e Gida Sektoriinde (katki maddesi olarak),
e Farmasotik Hammaddeler Sektorler Grubunda,
e Kozmetik Sektoriinde,
¢ Biyokimyasal arastirmalarda, ve
e Kimya Sektoriinde (hammadde olarak)

kullanilirlar (Atkinson B., Mavituna F. 1991).

Amino asitlerin liretimi 6nce kimyasal proses ile rasemik D- ve L- izomerlerin karigimi
olarak, sonra ucuz-dogal proteinlerin hidrolizi ile L-izomer karisimdan herbirinin
ayirilmasiyla, yapilmistir. 1960l yillarin baginda Japonya’da L-glutamik asit ile
baslayan biyoteknolojik prosesle (fermentasyon) iiretim L-lizin, L-alanin, L-arjinin, L-

histidin, L-treonin ile slirmiistiir. Aromatik grup amino asitler L-fenilalanin, L-triptofan,



L-tirozin gibi diger temel amino asitlerin ¢ogu i¢in 1970-1990 arasinda enzim-katalitik
“biyodoniisiim prosesleri” gelistirilmesi dnemli arastirma alani olmustur. Gen dizininin
hiicre disinda derisiminin artirilmasi i¢in uygulanan “polimeraz zincir tepkimesi (PCR)”
icin robot Ozellikli “termal dongli” cthazinin tasarimi ve iretimi (1989), genetik
mithendisligi teknikleri kullanarak rekombinant mikroorganizma gelistirilmesini ve
sonugta rekombinant biyomolekiil {iretimi i¢in biyoproses gelistirilmesini, son 15 yilda
Onemli arastirma alani haline getirmistir. Bu gelisme enzim-katalitik biyodoniisiim
tepkimeleri ile iretilen amino asitlerin biyoteknolojik proseslerle iiretimini tekrar

arastirmalar icin ¢ekici yapmig bulunmaktadir.

Endiistriyel amino asit tiretiminin biiyiik bir kismu Japonya'da yapilmaktadir; liretim
kapasitesi agisindan dnemli kuruluslar, iiretilen amino asitler, liretim yontemleri, {iretim
miktarlar1 ve birim fiyatlar1 Cizelge 1.1'de verilmistir (Kirk and Othmer 1994). Uretim
kapasitesi agisindan énemli kuruluslar, Ajinomoto Co.(Japonya), Kyowa Hakko Kogyo

Co.Ltd. (Japonya) ve Tanabe Seiyaku Co. (Japonya)’dir.



Cizelge 1.1 Amino asitlerin liretimi ve birim fiyatlar1 (Kirk and Othmer 1994)

) Miktar, ton / y1l Birim Fiyati

Amino Asit Uretim Yontemi
Japonya Diinya $/kg

DL-alanin K 1.500 6-7
L-alanin E 150 12-29
L-arjinin B, Ekst 700 1.000 44-51
L-aspartik asit E 2.000 4.000 10-12
L-asparajin Ekst 30
L-sistein ve sistin ~ Ekst, E 300 1.000 59-88
Glisin K 3.500 6.000 7-13
L-glutamik asit B 80.000 340.000 3
L-glutamin B 850 44-52
L-histidin B 250 110-147
L-izol6zin B 200 294-331
L-16zin B, Ekst 200 74-147
L-lizin B 30.000 70.000 5-6
DL-metiyonin K 30.000 250.000  5-6
L-metiyonin E 150 74-88
L-ornitin B 70 74-147
L-fenilalanin B,K,E 1.500 3.000 59-88
L-prolin B 150 147-294
L-serin B,E 60 74-132
DL-serin K
L-treonin B, K 200 125-147
L-triptofan B,K,E 250 74-147
L-tirozin B, Ekst F 60 74-110
L-valin B, K 200 110-147

B: biyoteknolojik proses (fermentasyon); E: enzim-katalitik biyoddniisiim prosesi,

Ekst: protein hidrolizatlarinin ekstraksiyonu; K: kimyasal proses



Aromatik grup amino asitlerden olan L-fenilalaninin endiistriyel iiretimi
biyoddniigiim prosesleri ile yapilirken, son 15 yilda rekombinant {iriin olarak {iretimi
tizerinde arastirmalar baglamistir. Endiistriyel amino asit L-fenilalaninin Tiirkiye'de
tiretimi heniiz yapilmamaktadir. Tiirkiye i¢in yillara gore ithalat durumu ise Cizelge

1.2'de gosterilmistir.

Cizelge 1.2 Tiirkiye'nin L-fenilalaninin ithalati IGEME 2005)

Yil ithalat
2000 Miktar; kg 937
Fiyat; $ 31.905
2001 Miktar; kg 1017
Fiyat; $ 34.542
2002 Miktar; kg 700
Fiyat; $ 22.751
2003 Miktar; kg 653
Fiyat; $ 26.180
2004 Miktar; kg 840
Fiyat; $ 33.587
2005 Miktar; kg 506
Fiyat; $ 20.975

L-fenilalanin dipeptit tatlandiric1 a-aspartam tiretiminde ve farmasotik sanayinde ilag
etken maddelerinin iiretiminde girdi olarak; gida sanayinde gida-katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. L-fenilalanine olan talebin siirekli artis1 iiretimine ydnelik orijinal
arastirmalar1  ¢ekici yapmaktadir. L-fenilalanin enzim-katalitik  biyodoniisiim
prosesleriyle, Ornegin trans-sinnamik asitin girdi olarak kullanimiyla, iiretilirken
molekiiler genetikteki gelismelerin etkisinde, L-fenilalanin {iretimi i¢in rekombinant
mikroorganizma gelistirilmesi ve fermentasyon tiirli biyoteknolojik proseslerle iiretimi

i¢in proses gelistirme ¢alismalar1 6nemli olmustur.



Biyoteknolojik prosesle rekombinant L-fenilalanin {iretiminin arastirma ile gelistirilen
bilgi-yogun teknolojiyle ancak ucuz ve kolay elde edilebilir girdilerle ekonomik olarak
yapilabilmesi ve sadece L-izomerinin iiretilmesi dnemli Ustiinliiklerdir. Mikrobiyal L-
fenilalanin tiretiminde mikroorganizma se¢imi 6nemlidir. Seg¢ilecek mikroorganizmanin
Ozellikleri arasinda patojen olmamasi ve toksik tirtinler {iretmemesi, hedef iiriin olan L-
fenilalanini iiretebilme kabiliyetinin yiiksek olmasi, genetik miihendisligi tekniklerinin
uygulanabilir olmas1 yer almaktadir. L-fenilalanin iiretimi i¢in mikrobiyal prosesler
yaklagik son 15 yilda gelistirilmeye baslanmistir. L-fenilalanin dretimi ile ilgili
yayinlarda Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium lactofermentum, Escherichia
coli, Arthrobacter globiformis, Bacillus polymyxa ve Bacillus subtilis mikroorganizma

olarak secilmis ve kullanilmistir.

Science Citation Index’¢e (SCI) taranan hakemli dergilerde yayimlanan arastirma
makalelerinde L-fenilalanin iiretimi igin:

1. kullanilan mikroorganizmalar ve yapilan mutasyonlar ile, rekombinant

mikroorganizma gelistirmek i¢in uygulanan stratejiler ve sonuglari

2. biyoreaktor isletim kosullari, iretim ortami bilesenleri ve incelenen parametreler,
temelinde incelenmis ve degerlendirilmistir. Bu cer¢evede yapilan kaynak arastirmasi
sonuclari, L-fenilalanin {iretimi i¢in iiretim ortamu bilesenleri ve Olgiilen parametreler
Cizelge 2.8, gelistirilen rekombinant mikroorganizmalar Cizelge 2.9, biyoreaktér ve
isletim kosullar1 Cizelge 2.10 ve kati, sivi, iiretim ortam bilesimleri Cizelge 2.11°de

Ozetlenmistir.

L-fenilalanin iretimi ile ilgili ¢aligmalarla ilgili Cizelge 2.8, incelendiginde 1990
yilindan sonra fretici kuruluslarin ve arastirma gruplarinin genetik miihendisligi
teknikleri kullanarak L-fenilalanin yolizinde darbogaz olusturdugu diisiiniilen enzimleri
kodlayan genlerin belirlenerek rekombinant mikroorganizma gelistirilmesine yonelik

caligsmalara yogunluk verdikleri goriilmektedir.

Bu cergevede, "Reaksiyon miihendisligi prensipleriyle rekombinant L-fenilalanin
tiretimi i¢in biyoproses gelistirilmesi" konulu yiiksek lisans tezi bes arastirma

programindan olugmaktadir.



1. Arastirma Programi: Metabolik miihendislik arastirma programi

Bu arastirma programinin amaci, arastirma grubumuzun daha 6nce yaptigi ¢calismalarda
(Ozgelik 2003, Ozgelik vd 2004) belirtilen aromatik grup amino asit yolizinde R70
numarali tepkimeyi katalizleyen DAHP sentetaz (EC 2.5.1.54) enzimini kodlayan
aroA geni ile R72 numarali tepkimeyi katalizleyen korizmat mutaz enziminin (EC
5.4.99.5) sentezinden sorumlu aroH genlerini tastyan rekombinant plasmidin metabolik

tasarimi yapilarak rekombinant Bacillus subtilis gelistirilmesidir.

2. Arastirma Programi:  Rekombinant  hiicrelerin  L-fenilalanin  iiretim

performanslarinin kiyaslanmasi

Bu amacla,

a. Dogal B. subtilis A263,

b. pMK4::aroH tastyan r-B. subtilis A263,

c. pMK4::aroA tastyan r-B. subtilis A263 ve

d. pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263,

hiicreler kullanilarak Vg=0.11 dm’ ¢alisma hacimli laboratuvar Slgek biyoreaktorlerde

tanimlanmig liretim ortaminda L-fenilalanin liretim performanslar karsilastirilmasidir.

3. Arastirma Programi: L-fenilalanin iiretimine oksijen aktarimi etkilerinin

incelenmesi

Uretim performans1 en yiiksek rekombinant r-Bacillus subtilis ile L-fenilalanin
{iretimine oksijen aktarim etkileri V=1.0 dm” pilot-6lgek biyoreaktérlerde Vg=0.5 dm’
tepkime hacmi olusturarak,Qy/Vg=0.2, 0.35, 0.5 vvm hava giris hizlarinda ve N=500-
750 dk! karistirma hizlarinda organize edilen 5 igletim kosulunda —laboratuvar

Olcekteki optimum kosullarda- toplam t=30 st kalma siireli yari-kesikli sistemde



arastirilmasi, L-fenilalanin ve yan-iiriin liretimine oksijen aktarim etkileri incelenerek

biyoproses ve oksijen aktarim karakteristiklerinin belirlenmesidir.

4. Arastirma Programi: Metabolik tasarimlarin L-fenilalanin tiretimine etkisinin

incelenmesi

Bu amacla ikinci aragtirma programinda yer alan dogal ve rekombinant hiicreler ile
metabolik tasarimmin L-fenilalanin tiretimine etkisi V=1.0 dm’ pilot-6lgek
biyoreaktdrlerde Vg=0.5 dm’ tepkime hacrmi olusturarak, ticiincii arastirma programi
sonucu elde edilen optimum aktarim kosulunda —laboratuvar dl¢ekteki optimum

kosullarda- toplam t=30 st kalma siireli yari-kesikli sistemde karsilagtirilmasidir.

5. Arastirma Programi: Hiicre-igi tepkime hizlarinin belirlenmesi

Pilot 6l¢ekte elde edilen deneysel verileri kullanilarak metabolik yolizi analizi yapilmis

ve hiicre-i¢i tepkime hizlarina:

a. Oksijen aktariminin, ve sonra
b. Metabolik tasarimlarin,

etkisinin incelenmesidir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Biyoteknolojik prosesleri iki gruba ayirilir:
1. Biyodoniisiim Prosesleri
1. Enzim Katalitik tepkimeler
2. Dinlenen (resting) hiicrelerle biyodoniisiim tepkimeleri

2. Biyoprosesler (Fermentasyon Prosesleri)

Biyoproses ile iiretim karbon kaynaginin (6rnegin; glukoz, melas, soya vd ) girdi olarak
kullanilmasiyla uygun bir mikroorganizma ile hiicre-i¢cinde gerceklesen cok sayida
tepkime ile gerceklesir. Endiistriyel biyoteknolojik {iriinlerin yiiksek verimlilikte
biyoproses ile iiretiminde genellikle mutant ve/veya genetik olarak modifiye edilerek
tiretim kapasitesi artirilmis mikroorganizma kullanilir. Biyoproseslerde, tasarlanan
biyoreaktor isletim kosullarmin steril kosullarda ancak fiziksel olarak kolay
gerceklestirilebilir olmast ve, farkli biyomolekiillerin {iretimi i¢in ayni biyoreaktor
sistemlerinin kullanilabilmesi 6nemli avantajlaridir. Ancak, istenen {irliniin yanisira
biyoreaktdr lirtin karisimindan ayirilmasi gereken cok sayida yan iiriinler, oncelikle
amino asitler ve organik asitler, ve hiicre-dis1 enzimlerin olusumu biyoprosesle liretimde
ayrma islemlerinin de basarilmasi gerektigini dislindiirmelidir. Bu nedenle
fermentasyon tiirli proseslerle yiiksek verim ve se¢imlilikte istenen {iriin iiretimi i¢in en
uygun Dbiyoreaktor isletim kosullarinda, metabolik miihendislik teknikleriyle
mikroorganizma fonksiyon ve tiretimdeki darbogazlarin bulunarak; darbogaz olusturan
tepkime(ler)den sorumlu hedef gen(ler) tasarlanan metabolik miihendislik teknikleriyle
belirlenen plasmide klonlanarak rekombinant mikroorganizma  gelistirilmesi
gerekmektedir. Sonu¢ olarak metabolik miihendislik teknikleriyle gelistirilen
rekombinant mikroorganizma ile {iretimde yan {iriin olusumu en aza indirilerek ytiksek

verim ve se¢imlilikte istenen {iriin iiretimi gergeklestirilebilir.

Biyodoniisiim ile iiretimde ise tek veya bir-ka¢ basamaktan olusan enzim katalitik
tepkime ile mikroorganizmanin {irettigi spesifik bir enzimin ya da dinlenen (resting)
hiicrenin enzim deposu olarak kullanilmasiyla tiretim gerceklestirilir. Bu proseslerde

tepkime stokiyometrik denklemi ile tanimlanmayan yan {iirlin olugsmamakta, verim



denge tepkimesi degilse yiiksek olmakta ve fiiretim kolay tasarlanabilir tepkime
kosullarinda gerceklestirilebilmektedir. Bu proseslerde enzimlerin tek bir substratlarinin
olmasi; substratlarin pahali ve az bulunmasi bu proseslerin dezavantajlar1 arasinda yer

almaktadir.

Biyoteknolojik proseslerde iiretimi etkileyen biyoproses ve biyoreaktor parametreleri:

1. Mikroorganizma
2. Ortam tasarimi
3. Biyoreaktor igletim tiirii ve hidrodinamigi
4. Biyoreaktor igletim parametreleri
a) Oksijen aktarimi ve stratejisi
* Hava giris hizi (Qo/VR)
* Karigtirma hizi, (N)

b) Hidrojen iyonu derisimi (pH) ve sicakliktir.

Bu nedenle bundan sonraki boliimlerde biyoproseslerle iiretimde verim ve se¢imliligin

artirilmasi uzerinde durulacaktir.

2.1 Mikroorganizma

Biyoteknolojik proseslerde iretim mikrobiyoreaktor olarak davranan
mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilir. Istenen nitelikte ve nicelikte fiiriin
tiretmek i¢in ilk asamada istenen biyomolekiilii iiretebilen uygun mikroorganizmanin
secilmesi gerekmektedir. Mikroorganizmalar farkl iiriin tiretebildikleri gibi, ayni tirtini
iiretebilen farkli mikroorganizmalar da bulunmaktadir. Endiistriyel biyoteknolojik

tiriinlerin biyoproses ile iiretiminde:
1. Dogal ve/veya mutant olarak modifiye edilerek iiretim kapasitesi artirilmig

mikroorganizmalar,

2. Genetik miithendisligi tasarimu ile gelistirilen rekombinant mikroorganizmalar,
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3. Genetik miihendislik ve metabolik tasarim ile gelistirilen rekombinant

mikroorganizmalar kullanilmaktadir.

L-fenilalanin iiretimine iligkin literatiirde yukarida belirtilen 2. tiir mikroorganizma
kullanilmaktadir. Bu yiiksek lisans calismasinda L-fenilalanin iiretimi metabolik ve
genetik  miihendislik  tasarimi  ile  gelistirilen rekombinant mikroorganizma

kullanilmustir.
2.1.1 Mikrobiyolojik yap1

Hiicre biyolojik aktivite gosteren en kiiciik birimdir. Hiicreler fiziksel sekil ve yapilari,
enerji ve besin ihtiyaclari, cogalma ve iireme-salgilama hizlari, ¢ogalma yontemleri ve
hareket etme ara¢ ve yetenekleri arasindaki farklara gore prokaryotlar ve ékaryotlar
olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Hiicreler hiicre zari, sitoplazma ve cekirdek olmak

tizere li¢ fonksiyonel temel birimden olusur (Bailey and Ollis 1986).

Okaryotik hiicreler organelleriyle basit olmayan yapisal 6zellikler gosteren, cekirdegi
bir zarla sitoplazmadan ayrilmis hiicreler olduklar1 halde; prokaryotik hiicreler ¢ekirdegi
belirgin bir zarla ¢evrili olmayan daha basit yapili hiicrelerdir. Canlilig1 belirleyen

metabolik olaylar hiicre zar1 ve ondan olusan yapilarla yiiriitiiliir.
2.2.1.1 Prokaryotik hiicreler

Prokaryotik hiicreler kiiciik ve basit hiicrelerdir ve genellikle yalniz bulunurlar ve diger
hiicrelerle birlesmezler. Bu gruptaki hiicreler kiiresel ve ¢ubuk seklinde olabilir.
Boyutlar1 0.5-3 pm mertebesindedir; hacimleri ise yaklasik 1*107'% g’dir (Bailey and
Ollis 1986).

Prokaryotik hiicreler yaklasik 20 dakikada bir boliinerek iki yavru hiicre olustururlar;
biyokimyasal olarak zengindirler ve bir¢ok karbon kaynagini kullanabilirler. Bu ve
diger ozellikleri prokaryotik hiicrelerin genis bir cevreye adapte olmalarini saglar.

Prokaryotik bir hiicre yaklasik 200 A kalmnlikta gozenekli hiicre duvart tarafindan
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sartlmistir. Bu duvar hiicrenin biitiinliigiinii korur ve ona yapisal dayamiklilik verir.
Hiicre duvarinin altinda yaklagik 70 A kalinlikta hiicre zar1 vardir. Plazma zar1 olarak da
adlandirilan bu zar tiim hiicrelerde bulunur. Hiicre zar1 karbon ve enerji kaynaklarinin
hiicreye taginimini, sitoplazmaya ge¢mesini ve hiicre-iginde olusan metabolik iiriinlerin
de hiicre-disina aktarimini saglar. Hiicrelerin temel kontrol birimi ¢ekirdektir ve tiim
genetik bilgi bu birimde saklidir. Prokaryotik hiicrelerin sitoplazmalarinda protein ve
RNA’lardan olusan ribozomlar bulunur. Bu birimde proteinlerin/enzimlerin sentezi
gergeklesir. Sitoplazma c¢ekirdek ile zar arasini dolduran ve hiicre organellerini tutan
stvi maddedir. Baz1 prokaryotlarda plazma zar1 belli yerlerden hiicre-igine dogru uzayip
katlanarak zar yiizeyini artirir. Bu katlanmalara mezozom denir. Mezozomun solunum
ve hiicre boliinmesi gibi hiicresel etkinliklere katildigi diisiiniilmektedir (Bailey and

Ollis 1986).
2.2.1.2 OKkaryotik hiicreler

Okaryotik hiicreler prokaryotik hiicrelere kiyasla daha komplekstir. Tiim yiiksek
organizmalarin  hiicreleri bu smmifa girer. Bunun yaninda tek hiicreli
mikroorganizmalarin da 6nemli bir grubu o&karyotik hiicrelerdir. Okaryotik hiicre
sitoplazmasi, hiicrenin aktivitelerini yiiriitmek i¢in 6zel yapilara ve fonksiyonlara sahip
olan ¢ok sayida organele sahiptir. Okaryotik hiicreler, prokaryotik hiicrelerde de
bulunabilene benzer bir zar ile ¢cevrilmistir. Bu zarin dis yiizeyinde hiicre duvari olabilir.
Bu dis Ortiiniin yapisi hiicre tiiriine baghdir. Ornegin yiiksek organizmalar olan hayvan
hiicreleri ince bir hiicre duvarina sahiptir. Bu duvarin 6zel yapiskan ozellikleri,
karaciger gibi 6zel amag i¢in kullanilan dokular1 ve organlari olusturmak i¢in benzer
hiicreleri tutucu olmasi 6nemlidir. Diger taraftan bitki hiicreleri ¢ok dayanikli, kalin bir
hiicre duvari ile kaplanmistir. Okaryotik hiicrelerin organellerinin islevleri acisindan
hiicre-ici membranlarin  varligi 6nemlidir. Hiicre zarindan baslayip hiicre-i¢inde
cekirdek zarmna kadar uzanan kompleks ince membran kanallar sistemi olan
endoplazmik retikulum besin maddelerinin hiicre-i¢ine alinmasinda islev yapar. Golgi
kompleksinin gorevi ise olusan metabolik {iriinleri hiicre-disina transfer etmektir. Bu
hiicrelerde ¢ekirdek gozenekli bir membran ile sarilmistir. Proteinlerin/enzimlerin

sentezinin gergeklestigi biyokimyasal tepkime konumlar1 olan ribozomlar, cogunlukla
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endoplazmik retikulum yiizeyine gémiilmiis olarak bulunurlar. Okaryotlarik hiicrelerde
bulunan ribozamlar prokaryotik hiicrelerdekilerden daha biiyiiktiir (Bailey and Ollis
1986).

Cekirdegin temel islevlerinden biri ribozomlardaki katalitik aktivitelerin denetimidir.
Hiicrenin temel aktivitesini ve kalittiminm1 saglayan “kromatin”(chromatin) maddesidir.
Bunun igerisinde ¢esitli proteinler, DNA ve kalitsal molekiiller yani genler bulunur. Her
hiicre-i¢in 6zgiin karakterler DNA molekiiliinde sifrelenmistir. Cekirdegin icerisinde
ayrica kiire seklinde bir ¢ekirdek¢ik kisim bulunmaktadir. Bunun igerisinde vakuoller
(vacuole) ve birgok graniil bigiminde parcacik vardir. Bunlar, RNA igerdikleri halde
genellikle DNA igermezler.

Cekirdek membranlar tarafindan sarilmis birkag i¢ bolgeden biridir. Bu membran kaplh
bolgeler organeller olarak bilinir. Mitokondri hiicrenin aktiviteleri i¢in gerekli enerjiyi
tiretir. Bunlar, enerji iiretme prosesinde oksijen kullanan biitiin dkaryotik hiicrelerde
bulunurlar. Lizozomlar ve vakuoller ise kimyasal reaksiyonlar1 ya da belirli kimyasal

bilesenleri sitoplazmadan izole etmede gorev yaparlar (Bailey and Ollis 1986).

2.1.2 Bakteriler

Bakterilerin tam olarak tanimlanmasi giictiir; prokaryotlar grubunda, tek hiicreli ve
boliinen mikroorganizmalar seklinde tanimlanabilirler. Bakteriler dis taraftan sert bir
hiicre duvar ile ¢evrilidirler; tiirlerinin ¢ogunun hiicre duvarinin dis yiizeyi kapsiil veya
slime-layer olarak adlandirilan yapigkan, jelatinimsi bir tabaka ile kaplanmistir. Tipik
bir bakteri hiicresi Sekil 2.1°de gosterilmistir. Basit bakteriler spor, kam¢1 ve kapsiil
icermzler. 0.5-2.0 mikron capindadirlar. Ince ipliksi bir ag seklinde goriinen cekirdegi
dogrudan dogruya sitoplazma ile sinirlanmis olan bakteriler Sekil 2.2°de goriinen ii¢

temel morfolojik sekilden bulunabilirler (Bailey and Ollis 1986).
a) Cubuk (rod): Genel olarak 0.5-4.0um uzunluk ve 0.5-4.0um genisliktedirler. Bacillus

bu gruba girmektedir.
b) Kiiresel (coccus): Caplar1 0.5-4.0 um arasinda degismektedir.
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c¢) Sarmal (spirilla): Yaklasik 1 pm uzunluk ve 0.5 pm genisliktedir.

Sekil 2.1 Bakteri hiicresi

Sekil 2.2 Bakterilerin ti¢ farkli formu

Bakteriler tiir ve c¢evresel kosullara gore tek, ikili, kiimeli ya da uzun zincirli gruplar
halinde bulunabilirler. Hiicre zar1 besinlere kars1 yar1 gecirgen 6zellikte olup, kuru hiicre
agirh@inin yaklagik %5-10"unu olusturur. Bu zar baslica %50 protein, %28 yag ve
%15-20 karbonhidrat iceren cift katmanli bir yap1 gdsterir. Gram pozitif bakterilerin
hiicre zarinda aromatik ve kiikiirt iceren amino asitler, arginin ve prolin bulunmaz.
Gram negatif hiicrelerin zarlar ise lipitce daha zengindir. Hiicre zarinda elektron

aktaran ve oksidatif fosfatlanmay1 saglayan enzimler bulunmaktadir.
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Bakteri hiicrelerinde; endoplazmik retikulum, mitokondri, golgi kompleksi bulunmaz.
Bakterilerdeki temel genetik bilgiler kromozomda bulunur. Bakterilerin ¢ogu
kromozomal DNA’larina ek olarak, bazi 6zelliklerini genetik kontrol altinda tutan,
sitoplazmada serbest olarak bulunan, kendi kendilerini replike edebilen 1-100 kb

biiylikliigiinde plasmid ad1 verilen dairesel DNA molekiillerini igerir.

Baz1 bakteriler sitoplazmalarinda spor olusturma ve bulundurma potansiyeline
sahiptirler. Bu tip bakteriler yiliksek ve diisiik sicaklik, kuraklik, osmoz ve kimyasal
etkilere karsi direncglidirler. Cevre kosullarinin uygun olmadigi durumlarda spor
yapabilen bakteriler gii¢ dis etkenlere karsi tiirlinii koruyabilmek igin “spor”
olustururlar. Spor uygun besi yerinde ve ¢evre kosullarinda bulundugu zaman kendini
koruyan korteksinden kurtularak yasamsal faaliyetlerine geri doner. Bacillus spor yapan
bakterilerdendir. Bu bakterilerin sporlar1 havada ve toprakta bulunmaktadir (Lehninger

1979).

2.1.2.1 Bacillus tiirii mikroorganizmalar

Bacillus prokaryot sinifinda, gram pozitif, aerobik ve 1siya dayanikli sor olusturan
bakteri grubudur. Cubuk seklinde olan bu bakteri grubu hiicreleri 0.3-2.2 um ¢apinda
vel.2-7.0 um uzunlugundadir. Bacillus’larin guanin+sitozin (G+C) bilesimi %32-62
arasinda degisir (Calik 1998, Buchanan and Gibbons 1974).

Bacillus sp. hiicre zar1 besinlere kars1 yar1 gegirgen 6zellige sahiptir. Bu zarin baslica
%350 protein, %28 yag, %15-20 karbonhidrat iceren bilesimi ve ¢ift katmanli yapisi
vardir. Bacillus sp. hiicre duvarlar1 stoplazmik membranlar1 koruyan ve cevreleyen,
dinamik olarak degisken ve esnek yapilardir. Hiicre duvarlar hiicrelerin ¢cogalmasinda,
morfogenesisde, hiicre bdliinmesinde, genom segregasyonunda, hiicre ve c¢evre
etkilesiminde ve materyallerin hiicre-i¢i ve digina taginiminda dnemlidir. Bacillus hiicre
duvarlari, diger gram pozitif hiicreler gibi temel olarak peptidoglikan ve bir veya birden
fazla anyonik polimerden olusur. Bunun yaninda peptidoglikan-anyonik polimer
kompleksine kovalent baglarla veya kovalent olmayan etkilesimlerle bagh degisik

oranlarda protein; nétral polisakkarit, lipoteikoik asit ve hiicre duvart kompleksinin
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polielektrolit jel yapisinin pargasi olan katyonlar hiicre duvarinda bulunurlar. Duvarin
fiziksel ve kimyasal 6zellkleri, 6zellikle sinirli gézenekliligi ve yiiklii gruplarin yiiksek
derisiminden dolay1 duvar, stoplazmik membran ile mikrogevre arasindaki materyallerin
siirsiz tasinimini engellebilecek 6zelliktedir. Duvarin katyon baglama (iyon degisimi)
ve membran bagli enzim sistemlerinin etkinligi i¢in uygun iyonik ortam olusturma

islevi vardir (Calik 1998).

Rekombinant mikroorgnizma kullanan fermentasyon endiistrisinde konak hiicre olarak
kullanilan Bacillus endiistriyel 6nemi olan bir mikroorganizmadir. Bacillus’lar degisik
karbon kaynaklarimi kullanarak, ¢ok yiiksek pH ve sicakliklarda ekstrem kosullarda
kararliligr yiiksek trilinleri {retebilmektedirler. Diger mikroorganizmalara kiyasla
molekiiler genetik tekniklerle daha kolay manipiile edilebilirler; metabolitleri ve
proteinleri hiicre-disina transfer etme kapasiteleri yiiksektir ve endiistriyel iiretim igin
secimli olmalariin bir diger nedeni de kolaylikla cogalabilmeleridir. Bu grubun iirettigi
ana TUriinler; (i) hidrolitik enzimler, (ii) antibiyotikler, (iii) hasarat ilaclari, (iv)

niikleositler, (v) vitaminler ve (vi) diger biyomolekiillerdir (Arbige 1993).

2.1.2.1.1 Bacillus subtilis ve ozellikleri

Bacillus tiirleri endiistriyel olarak onemli olan cesitli enzimleri, hasarat oldiriicii
endotoksinler ve rekombinant proteinleri salgilayan organizmalardir. Bacillus
arastirmalart i¢in Bacillus subtilis kullanilir; genetik, biyokimyasal ve fizyolojik

seviyede en iyi tanimlanmis prokaryotik organizmadir.

B. subtilis lizerinde en fazla ¢alisma yapilmis gram-pozitif prokaryottur ve B. subtilis
i¢cin bir¢cok plasmid gelistirilmis ve uygun plasmid-vektor sistemleri gelistirmenin farkl
evrelerinde farkli problemlerle karsilagilmistir. Dogal olarak transformasyonla
plasmidleri alma potansiyeli olan B. subtilis endogenous plasmidler igermezler. Diger
baz1 Bacillus suslar1 da konakeilari iizerinde kolaylikla segilebilir fenotipler vermeyen
gizli plasmidler igerirler. B. subtilis plasmid vektorleri ilk olarak Staphylococcus aureus
kokenli plasmidler kullanilarak elde edilmistir. Bunlarin birkaci B. subtilis’de replike

olur ve antibiyotik direnci saglayan proteinleri iiretir. B. subtilis i¢in bugiinkii plasmid
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vektorlerinin ¢ogu yine S. aureus  plasmidlerine dayanir. Basarili klonlama
kaydedilmesine ragmen, diisiik klonlama verimleri ve plasmid kararsizligi nedeniyle bu
plasmidlerin B. subtilis i¢in uygun olmadigi bulunmustur. Gram-pozitif bakterilerden
kiictik plasmidlerin tek zincir bir DNA araiiriinii yoluyla, muhtemelen ¢evrim halkas1

(rolling-cycle) replikasyon ile replike olmalart 6nemli bir bulgudur (Bron 1990).

2.2 Genetik Miihendisligi Teknikleri

Endiistriyel biyoteknolojik {iriinlerin iiretiminde darbogaz olusturan ve kritik bir
basamak olan mikroorganizma gelistirilmesinde genetik miihendisligi ve rekombinant

DNA teknolojisi uygulanmasi ve geligimi i¢in;

1° DNA yapisinin ve fonksiyonlarinin bilinmesi,
2° Biyokimyasal reaksiyon miihendisligi temellerinin bilinmesi, gerekmektedir (Calik

1998).

2.2.1 Niikleik asitler

Niikleik asitler (DNA, RNA), yasam bilgilerini iceren, bunlar1 saklayan ve proteine
doniistiiriilmesini gerceklestiren biyopolimerlerdir. iki tiir niikleik asit vardir. Bunlar;
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA)’dir. Niikleik asitler diger
polimerlerde oldugu gibi, dehidrasyon sentezi ile birlesen monomerlerden olusmustur.
Niikleik asit monomerleri-niikleotitler-ii¢ birimden olusmustur. Bunlar bir azotlu baz,
bir seker ve bir fosforik asittir. Sekil 2.3’de bir niikleotit biriminin yapis1 gosterilmistir

(Lehninger 1979).
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Sekil 2.3 Niikleotit biriminin yapist

1. Azotlu bazlar, N iceren halka seklindeki bazlardir. Niikleotidlerde bulunan azotlu

bazlar piirin ve pirimidin bazlar1 olarak iki gruba ayrilirlar.

a. Pirimidin bazlart: Pirimidin, 1,3-diazindir yani benzen (6’l1 karbon) halkasinin 1- ve

3- yerlerinde iki azot molekiilii bulunur. Bunun tiirevleri timin (T), sitozin (C) ve urasil

(U) dir. Sekil 2.4°de pirimidin bazlarinin formiilleri gosterilmistir.

b. Piirin bazlari: Piirin halkasi, imidazol ve pirimidin halkalarinin kaynasmasiyla

olugsmustur. Bunun tiirevleri adenin (A) ve guanin (G) dir. Sekil 2.4’de piirin bazlarinin

formiilleri gosterilmistir.

Piirin Pirimidin
B I - 1

H\N/ " H\N/”
o =z H
o =
Ill W e Hf‘\ H
Adenin Sitozin H | Nj\:
S .
N .
" W, N
H

N
1]
Guanin ..
Timin

Sekil 2.4 Piirin ve pirimidin bazlar
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Bu azotlu bazlar kisaca ilk harfleri ile gosterilirler. Her niikleik asit sadece dort tiir
niikleotit
molekiiliinden olusur. DNA’da urasil igceren niikleotit, RNA’da ise timin bazini i¢eren

niikleotit bulunmaz (Lewin 1994).

2) Bes karbonlu monosakkarit: Niikleik asitlerin yapisina giren seker bes karbonlu bir
pentozdur. Fakat pentozun molekiil yapist iki tip niikleik asitte farkli olur. D-riboz
seklinde oldugu zaman, niikleik asit, riboniikleik asit (RNA), 2 deoksi-D-riboz oldugu

zaman da deoksiriboniikleik asit (DNA) adin1 alir.

Cekirdek baz D-riboz halkasinin 1-f konumuna baglanmis ise niikleosit, 2 deoksi-D-
riboz halkasinin 1-f konumuna baglanmis ise buna deoksiniikleosit denir. Bu iki
pentozun molekiiler yapisi incelenirse, aralarindaki fark riboz’da iki numarali karbona
bagli hidroksil grubu oldugu halde deoksiriboz sekerinde bu konumda hidrojenin
bulunmamasidir; bu nedenle ikincisi “oksijensiz” anlaminda  “deoksi” On-eki

kullanilarak adlandirilmigtir (Stryer 1995, Lewin 1994).

3) Fosfat iyonu: Niikleik asitlerin fosfat kismi, fosforik asidin diesteri seklindedir.Bu
niikleik asitlerin, uzun zincirlerini 3’-5’ yerlerinden birbirine baglar. Fosfodiester
kisminda fosfora bagli serbest bir -OH grubu bulundugunda pH ~2 olan gii¢lii bir asittir
(Lewin 1994).

2.2.2 DNA yapisi ve fonksiyonu

DNA, ift-iplik sarmal (helis) yapida polimerik makromolekiildiir. DNA ipliksi
molekiiliin monomeri olan niikleotit bir organik baz, adenin(A), sitozin (C), guanin (G)
veya timin (T) icerir. Bazin, deoksiriboz sekerinin 1’-karbon atomuna , fosfat grubunun
da deoksiriboz sekerinin 5’-karbon atomuna baglanmasiyla DNA molekiiliiniin
monomerik birimi olan niikleotit olusur. Bir niikleotit deoksiriboz sekerinin 3’-hidroksil
gruplariin ve komsu niikleotitin 5’-fosfat gruplarinin fosfodiester baglar: olusturmasi
ile binlerce niikleotitten olusan birincil yapidaki ipliksi DNA makromolekiilii olusur

(Sekil 2.5). DNA ikincil yapis1 primidin ve piirin bazlar1 arasinda gergeklesen diizlemsel
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hidrojen baglariyla olusur. A ile T iki hidrojen bagi ile, G ile C ii¢ hidrojen bagiyla
birbirlerine baglanirlar (A=T, G=C). Iki zincirin birbirlerine hidrojen bagiyla
baglanmalar1 sonucunda ortaya ¢ikan yapiya ise DNA’nin sekonder (ikincil) yapisi
denir (Sekil 2.6). DNA’nin tersiyer yapisi sarmal yapinin ortaya ¢ikmasidir. Bu yapida
DNA molekiilii saga ve sola kivrilarak ii¢ boyutlu yapisini olusturur (Sekil 2.7) (Stryer
1995).

Cift sarmal yapidaki DNA molekiiliiniin uzunlugu eslesmis niikleotitlerin sayisi ile
tanimlanir; kisaca baz ¢iftleri sayisidir. Bir baz-cifti mertebesi icin ‘bp’, binler
mertebesi i¢in ‘kbp’, milyon mertebesi icin ‘Mbp’ megabaz ciftleri sayist uzunluk
birimi olarak kullanilir. Bir organizmanin yapisinin olugmasit ve biyokimyasal
fonksiyonlar, DNA’da kodlanmis bulunan bilgiye dayanir. Genetik bilginin 6zgiin
birimlerine ‘GEN’ denir. DNA’daki bilgi igerigi niikleotitlerin 6zgiin dizinine baghdir.
Herhangi bir gen otomatik olarak fonksiyon gdsteremez, fonksiyonunu gostermesi veya
pertiirbe edilmesi i¢in hiicre bilesenleri tarafindan bilgilendirilmelidir. Her gen kararh
bir yapiya sahiptir ve disaridan bir etki geldigi taktirde etkilerden dolayr degisimler
olabilir. Gen dizininde meydana gelen degisikliklere mutasyon denir. Mutasyon genetik

bilgi yapisindaki bilgi degisimine neden olur (Lewin 1994).

Mikroorganizmalarin ve Okaryotik hiicrelerin DNA biyiikliikleri Cizelge 2.1°de
verilmigtir. Bakterilerde ve yiiksek organizmalarda genetik bilgiyi bir jenerasyondan
diger bir jenerasyona c¢ift-sarmal yapidaki DNA tasir (dsDNA). Bazi bakteriyel
viriislerde ise genetik bilgi tek DNA (ssDNA) dizini ile taginir (Lewin 1994).

Cizelge 2.1 DNA molekiil biiytikliikleri

Polimer Molekiil Cap1
DNA(Mikroorganizma) 20A
DNA(Yiiksek mikroorganizma)* [110 A

DNA polimeraz 200 A

RNA polimeraz 100 A
Protein (50.000 dalton) 50 A
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* Hayvan hiicrelerinin kromozomu bakteri kromozomundan yaklasik 50 kat biiytktiir.

Bir insan kromozomu bir bakteriden daha biiytiktiir.

Sekil 2.5 DNA’nin birincil yapist Sekil 2.6 DNA’nin ikincil yapisi

Sekil 2.7 DNA’nin {i¢ boyutlu yapisi
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2.2.3 RNA ve fonksiyonlar:

RNA’nin primer yapisi temelde DNA’ya ¢ok benzer olup aralarindaki fark RNA’da
timin (T) yerine urasil (U) bulunmasi ve seker grubunda riboz olmasidir. Tek zincir
halinde bulunan RNA molekiilleri, yer-yer kendi tiizerlerinde kivrilarak cift helis
bolgeler meydana getirebilirler. Bu bolgeler de DNA’da oldugu gibi A=U ve G=C baz

ciftleri arasinda yer alan hidrojen baglar1 tarafindan olusturulmustur (Lehninger 1979).

Protein sentezinde gorev yapan niikleik asitler RNA’lar hiicrede, DNA’dan aldiklar
genetik bilgi ile protein sentezinde goérev yaparlar. RNA molekiilleri genellikle tek
zincir halindedir. Hiicrede protein sentezinde gorev yapan ii¢ farkli RNA vardir. Bunlar
ribozomal RNA (rRNA), mesajct RNA (mRNA) ve transfer RNA (tRNA) ’dir.
E.coli’den izole edilen RNA molekiillerinin biiyiiklikleri Cizelge 2.2°’de verilmistir
(Lehninger 1979).

rRNA’lar ii¢ farkli boyutta olurlar. 5S, 16S ve 23S. Bunlar ¢ok sayida protein ile
kendiliginden birleserek ve kompleksleserek proteinlerin sentezlendigi ribozomlari

olustururlar.

mRNA’lar sentezlenecek proteinin biiyilikliigline bagh olarak degisik biiytikliiklerde
olurlar. mRNA’lar DNA’dan genin dizini ile ilgili bilgiyi tizerlerine aldiklarindan genin
niikleik asit dizinine analog biiylikliikte olurlar. Molekiillerinde baz etkilesmeleri
yoktur. Bunlarin fonksiyonlari DNA’daki genetik bilgiyi alarak protein sentez

merkezleri olan ribozomlara tagimaktir (Lehninger 1979).
tRNA’lar amino asitleri protein dizininde yerlerini almalar1 i¢in tagirlar. Her bir amino

asite ait spesifik bir tRNA hiicrede mevcuttur. tRNA’lar 73-93 niikleik asitten meydana
gelmislerdir. Molekiil agirliklar1 25.000 Da’dur (Lehninger 1979).
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Cizelge 2.2 E.coli’deki RNA molekiilleri

RNA ¢esidi Yiizde |Molekiil
agirlig
Ribozomal RNA (rRNA) | 80 1.2*%10° Da
5.5%10° Da
3.6%10" Da
Transfer RNA (tRNA) |15 2.5%10" Da
Haberci RNA (mRNA) |5 ok

** Biyiikliikleri protein molekiiliiniin biiyiikliigiine gore degisir.

2.2.4 Mikro-reaksiyon miihendisligi ve mikro-ayirma islemleri

Genetik miihendisligi ile ilgili tekniklerde, tepkimeler ng mertebesinde DNA ve girdiler
kullanilarak =~ mikro-reaksiyon = miihendisli§i  prensipleriyle = mikroreaktdrlerde
gerceklestirilir; tepkime sonrast DNA parcalar1 tepkime karigimindan mikro-ayirma
islemleri ile (spesifik adsorpsiyon, iyon degisimi, ekstraksiyon, ¢oktiirme vd) ayirilir.
DNA'nin kimyasal yapisinin aydinlatilmasi ve hiicre-igindeki biyokimyasal tepkime
kosullarinin bulunmasiyla, bircok tepkimeyi hiicre-disinda reaksiyon miihendisligi
teknikleri kullanilarak mikro-reaktdrlerde gerceklestirmek igin gelistirilen yontemler

molekiiler biyoteknolojide hizli gelismenin temelini olusturmustur (Calik 1998).

Bir DNA molekiiliinii kimyasal olarak "DNA Sentezleyici" veya "Gen Makinas1" adi
verilen cihazlarla standart olarak sentezlemek, DNA Dizin Analiz Cihaziyla gen/DNA
dizinini analizlemek, Polimeraz Zincir Tepkimesiyle (PCR) gen sentezleyerek
derisimini artirmak mikro-reaksiyon miihendisligi prensiplerine uygun olarak

gelistirilen mikro-reaktor sistemlerinde gergeklestirilir (Calik 1998).

2.2.4.1 DNA’nin kimyasal sentezi

DNA sentezleyicide sentez biyokimyasal tepkimeler ile degil kimyasal bir proses ile,

DNA'nin 5'-hidroksil ucundan baslayarak niikleotitlerin sirayla baglanmasi prensibiyle,

tiim tepkimeler kontrollu gézenekli cam (KGC/CPG) ile dolgulu bir tek kolonda, kalma
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siiresi farkli tepkimelerin ardisik olarak yapilmasiyla gerceklestirilir. Gelistirilen
dolgulu kolon mikro-reaktor sisteminde ardisik tepkimeler ve tepkimeyi izleyen yikama
islemleri bilgisayar kontrollu olarak yapilir. Kolondaki tepkime oncesinde adenin,
guanin ve sitozin amino gruplart sirastyla benzoil, izobiitiril ve tekrar benzoil gruplar
eklenerek tiirevleri yapilir ve DNA zincirinin olusmasi i¢in yapilan tepkime sirasinda
yan-iirlin vermeleri 6nlenir (timinin amino grubu olmadigindan tiirevi yapilamaz). DNA
molekiilii hangi uzunlukta sentezlenecekse herbir ardisik tepkime i¢in girdiler kolona
pompalanir; tepkimeden sonra yikama ile tepkimeye girmeyenler uzaklastirilir ve ikinci
basamak tepkimeye gegilir. Niikleositler, KGC-silisyum gruplarina baglh hidroksil
gruplarina baglanan, spacer (ara molekiil) adi verilen ucunda birinci niikleositin 3’—
ucundan bag yapabilecegi fonksiyonel grup bulunan tasiyici pellet iizerinde, ardisik
tepkimelerle istenen dizinde DNA zincirinin olugmasi i¢in sirastyla tepkimeye sokulur

(Calik 1998).

2.2.4.2 Gen dizininin belirlenmesi

DNA dizini iki yontemle belirlenebilir;

1. DNA dizini DNA dizin analiz cihazinda dogrudan belirlenebilir,

2. Protein yapisindan yola ¢ikarak bulunabilir. Bu yontemde protein molekiilii kii¢iik
parcalara bollinlir ve protein dizini protein analiz cihazinda analiz edildikten sonra
protein yapisindan niikleik asit (DNA) dizinine genetik kodlardan yararlanilarak

gecilebilir.

DNA dizin analizinin temeli Sanger veya dideoksi yontemine dayanir. Bu yontemde
ssDNA kalip (template) olarak kullanilir ve primerler yardimiyla ssDNA’larin kopyalari
tretilir. Burada kullanilan primerler klonlamanin yapildigi vektoriin  polilinker
bolgesinden segilir. Genellikle mavi/beyaz koloni yontemi ile se¢imi yapildigi igin
kullanilan primerler [-galaktosidaz enziminin gen dizininden segilir. Kullanilan
primerler gen sentezi 3’-ucundan 5’-ucuna dogru ilerlemelidir. Primerler yardimiyla
genin sentezlenmesi icin DNA polimeraz ve dNTP’lere gerek duyulur. Dizin analizi

yapabilmek ic¢in ortama hem dNTP’ler hem de ddNTP’ler eklenir. Kalibin kopyasi
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tiretilirken DNA polimeraz enzimi her ddNTP eklediginde sentez orada duracaktir.
Ciinkii ddNTP’lerin 3’°-ucu sonra gelecek ANTP’nin 5’-ucu ile fosfodiester bag1 yapacak
konuma sahip degildir. Pratikte her bir tepkime kabina dort tiir ANTP’ de konur, ancak
ddNTP’lerden ise sadece bir tanesi tepkime ortamina eklenir. Ornegin; dort ANTP ve
ddATP'nin bulundugu bir tepkime kabinda, DNA dizininin sentezi, polimer her ddATP
ile karsilastiginda duracaktir. Ortamda hem ddATP hem de dATP bulundugu igin iki
niikleotit ayn1 yer i¢in yarisacaklar ve tepkimeler sonunda degisik uzunlukta olan -
hepsinin sonu ddATP ile biten- polimer zincirleri senetzlenebilecektir. Bu tepkime
ddATP ile yapildigr gibi diger ddNTP-ddCTP, ddGTP, ddTTP- ile farkli tepkime
kaplarinda yapilip agaroz jelde elektroforetik ayirma ile ayirildiktan sonra polimerin
biiyiikliigiine ve son niikleotit bazina bakilarak dizin tayin edilebilmektedir. Giiniimiizde
ise her bir dANTP farkli bir floresans madde ile isaretlenmekte ve veriler de lazer

tarayicisi ve bilgisayarlar tarafindan giivenle islenebilmektedir (Calik 1998).

2.2.4.3 Polimeraz zincir tepkimesiyle (PCR) gen derisiminin artirilmasi

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR: Polymerase Chain Reaction) spesifik bir DNA'nin
belirli uzunluktaki bir hedef bolgesinin dizinini (kalip) hiicre-disinda yiiksek derisimde
cogaltmak i¢in etkili bir yontemdir. Hedef DNA dizininin derisimi, PCR tepkimesi ile
her dongiisii lic basamaktan olusan ¢ok sayida (30-60 dongii) ardisik dongii ile artirilir.
PCR tepkimesi ile gen derisiminin artirilmasinin temeli DNA polimeraz enzimi ile
ssDNA'nin kalip olarak kullanilmasiyla DNA parcasinin derisiminin artirilmasidir. PCR
ile hedef genin derisiminin artirilabilmesi i¢in hedef genin her iki ucundaki DNA
dizininin tamamlayicist olan, uygun kosullarda hedef ssDNA'nin uglarina baglanabilen,
3'-hidroksil uglarindan sentezin baglamasin1 ve devam etmesini saglayan ve klonlama
i¢cin uygun restriksiyon enzim konumlarini igeren yaklagik 20-30 niikleotitten olusan iki
sentetik oligoniikleotit primer (ileri primer ve geri primer) tasarlanir (Sekil 2.8).
Birbirinden sicaklik etkisiyle ayirilmig iki DNA zinciri de —primerler yardimiyla-

cogaltilmasi sirasinda kalip olarak kullanilabilmektedir.
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Bir PCR prosesindeki her dongii iic 6nemli basamaktan olusmaktadir. Bunlar:

1. dsDNA'dan ssDNA olusmasi: PCR sisteminde ilk basamak, tepkime karigiminin
sicakliginin 94°C'ye ¢ikarilmasiyla dsDNA'dan ssDNA olustugu basamaktir. Hedef
DNA'ya ek olarak tepkime kabinda primerler, dort dNTP ve Taqg DNA polimeraz
enzimi de bulunmaktadir. Sicaklik 94°C'ye ¢ikarildiktan sonra tepkime kabi1 1dk bu
sicaklikta bekletilir.

2. Primerlerin baglanmasi: ikinci basamakta, sicaklik 94°C'den primerlerin yapisma
sicakligina (~50-60°C) dusiiriiliir. Boylece primerler hedef DNA iizerindeki spesifik

bolgelerine baglanirlar.

3. DNA sentezi (dsDNA'nin olusmasi): Son basamak olan ii¢lincli basamakta, sicaklik
Taq DNA polimerazin katalitik fonksiyonu i¢in optimum olan 72°C'ye ¢ikartilir ve
boylece herbir primerin 3'-hidroksil grubundan DNA sentezi baglar. DNA sentezinin
tamamlanmas1 icin gerekli siire hedef DNA'nin biiyiikliigiine (1dk/kb) bagl olarak
degisir (Sambrook ve Russell 2001).

1 basamak TGT AAA AAA.eeeesennens TCG GAC Cift iplik DNA molekiilii
P T=94°C
1 dongii
ACA TTT TTT.oovveenrersarcsssnsnnes AGC CTG
2. basamak
30 dongii TGT AAA AAA....iinnrcnnnnsd TCG GAC Primerler DNA molekiiliine yapisir.
T=60 °C
ﬁTC GﬁC ACATTT ileri primer
ACA TTT TTT.eeverercurnensensnnes AGC CTG
Sall
Geri primer TCG GAC QEGA TCC
BamHI
3. basamak TGT AAA AAA.....eeeennnnees TCG GAC
1 dongii

Taq DNA polimeraz eklenir.

GTC GAG ACA TTT TT T AGC CTG T=72 °C

Sall ACA TTT TTT.eeeerencrenenenene AGC CTG

TGT AAA...nunnennnenennncnnnnnns TCG GAC GGATCG

BamHI

Sekil 2.8 PCR ile gen derisiminin artirilmast

26



2.2.4.4 Gen derisiminin ol¢iimii

Gen derigimi;
1. Jel elektroforetik, ve
2. UV spektrofotometrik

yontemlerle belirlenebilir.

DNA molekiiliiniin net yiikii -yapisindaki fosfat iyonlar1 nedeniyle- negatiftir. DNA
molekiilleri -molekiil agirliklarindaki farklar nedeni ile- jel elektroforez cihaziyla, bir
elektrik alan uygulanarak ayirilirlar. Uygulanan elektrik alan icinde molekiil agirlig1 en
kiigiik olan DNA en hizli, en biiylik olan da en yavas hareket eder. DNA molekiillerinin
ayirilmasinda jel olarak agaroz-cok kiicik DNA pargalarinin ayirilmasi igin de
poliakrilamit kullanilir. Agaroz derisimi %0.7-1.2 (a/h) arasinda amaca gore degisir. Jel
elektroforezin isletilmesi sirasinda voltaj 125Voltu agmamalidir. Bu degerin iizerinde
jelin yapist bozulur ve elektroforez ¢ozeltisinde buharlasma meydana gelir. Jel
elektroforez cihazinda jelin 6rnek haznelerinden birine isaretleyici (marker) ytiklenir.
Isaretleyicide bulunan bantlar ve biiyiikliikleri bellidir. Bu sayede kosturulan jel icin
uzakliga kars1t molekiil agirligi grafige gecirilerek kalibrasyon yapilir ve istenen genin
molekiil agirligi yapilan bu kalibrasyon ile bulunur. Ornekleri jele yiiklerken, yiikleme
boyasinin kullanilmasi gerekmektedir. Ciinkii yiikleme boyasindaki bromofenol mavisi
300bp DNA ile ayn1 hizla hareket eder ve boylece DNA bantlarinin yaklagik yerleri ve
cihazin igletme siiresi belirlenir. Jelde DNA parcalarinin elektroforetik kosturulmasi
tamamlandiktan sonra jel etidyum bromiir (EtBr) c¢ozeltisinde bekletilir ve DNA
pargalar1 EtBr ile boyanir; boylece UV 15181 altinda bantlar gozlenebilir. Genin veya
DNA parcalarinin derisimi ve molekiil agirliklari, bilinen isaretleyici DNA pargalarinin
bant lizerindeki konumlar1 ve yansittiklari 1s1k siddeti ile kiyaslanarak hesaplanir (Calik
1998). Hem DNA hem de RNA derisimi spektrofotometre ile tayin edilebilir. Niikleik
asitler, UV-spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda en yiiksek oranda 151k
absorpsiyonu yaparlar. Derisim tayin edilirken DNA'nin veya RNA'nin saflagtirilmig
olmasina dikkat edilmelidir; ¢iinkii bulunan derisim ortamda bulunan tiim DNA ve

RNA'nin derisimi olacaktir (Smith and Wood 1991).
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2.2.4.5 Restriksiyon enzimleri ve secimi

Belli bir gen dizininden hedef DNA parg¢asinin ayirilmasini saglamak iizere kullanilan
yontem DNA molekiillerinin uygun restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesikli
mikro-reaktorlerde enzimatik tepkimelerle kesilmesidir. Bakteriler tarafindan yabanci
DNA'lar1 yok etmek i¢in sentezlenen bu enzimlerin diger endoniikleazlardan en énemli
farklar1 DNA'da daima belli hedef dizinleri secebilmeleri ve hep ayni dizinde 6zgiil ve
0zgin kesme yapabilmeleridir. .etkilerine gore ii¢ farkli restriksiyon enzim sinifi
bulunmaktadir. Tim endontikleaz enzimleri, niikleik asitler arasindaki fosfodiester
baglarim1 keserler. Bunlardan endoniikleaz enzimi II grubunda olanlar gen
klonlamasinda kullanilmaktadir. Bu enzimler DNA'nin genellikle dort ile sekiz adet baz
iceren kismimi segerler ve hedef dizini taniyarak kesme yaparlar. Spesifik DNA'lari
kesen 150'den fazla endoniikleaz enzimi izole edilmis durumdadir. Yaptiklart kesme
bicimine gore kiit (blunt) ya da yapiskan (sticky) u¢ DNA pargalar1 olusur. Bazi

restriksiyon enzimleri ve kesme bigimleri Cizelge 2.3'de gosterilmistir.

Cizelge 2.3 Bazi restriksiyon enzimleri ve kesme bigimleri

Enzim Mikroorganizma Hedef dizin Yapigkan/Kiit Ug Kesim
EcoRI Escherichia coli GAATTC Yapigkan
BamHI Bacillus amyloliquefaciens GGATCC Yapiskan
Bglll Bacillus globigii AGATCT Yapigkan
Pyul Proteus vulgaris CGATCG Yapiskan
Pyull Proteus vulgaris CAGCTG Kiit
Hindlll Haemophilus influenzae R; AAGCTT Yapiskan
Hinfl Haemophilus influenzae Ry  GANTC Yapiskan
Sau3A Staphylococcus aureus GATC Yapiskan
Alul Arthrobacter luteus AGCT Kiit

Tagl Thermus aquaticus TCGA Yapiskan
Haelll Haemophilus aegyptius GGCC Kiit

Notl Nocardia otitidis-caviarum GCGGCCGC Yapiskan
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Restriksiyon enzimleri spesifik olarak bir niikleotit sekerinin 3'-karbonunun oksijeni ile,
komsu niikleotit sekerinin 5'-karbonuna bagl fosfat grubu arasindaki interniikleotit bagi
koparir. EcoRI ve Sall restriksiyon enzimlerinin DNA molekiiliinii kesme islemi Sekil
2.9°da gosterilmigtir. DNA'nin kesiminde kullanilan restriksiyon enzimlerinin se¢imi

klonlama prosesinin tasariminda dnemli bir basamaktir.

GITCGAC
TCGAC 4+ G
CAGCIG ' G CAGCT

Sekil 2.9 Sall restriksiyon enzimi ile DNA molekiiliinii kesme tepkimesi
2.2.4.6 Plasmidler ve ozellikleri

Bakterilerdeki temel genetik bilgiler kromozomda bulunur. Bakterilerin ¢ogu biiytlik
DNA kromozomuna ek olarak, bazi ozelliklerini genetik kontrol altinda tutan,
sitoplazma icinde serbest olarak bulunan, kendi kendilerini replike edebilen 1-100kb
biiyiikliigiinde plasmid adi verilen dairesel DNA molekiilleri igerir (Sekil 2.10).
Plasmidler, i¢inde bulunduklar1 konaker1 hiicre ile uyum i¢inde yasarlar. Plasmidlerin en
onemli 6zelligi, bakteri kromozomundan bagimsiz olarak replike olabilmeleri ve kendi
replikasyonlarin1 kontrol edebilmeleridir (Kalender 2000). Plasmidlerin biytikligii
idealde 10 kb't gegmemelidir. Ciinkii biiyilk DNA molekiillerinin saflagtirma sirasinda
kirilma olasiligi vardir, ayrica biiylik plasmid molekiilleri ¢ok zor manipiile olurlar.
Plasmidler genellikle bir veya bir ka¢ gen tasirlar, ve bu genler konak¢i bakterinin
belirli karakteristik 6zellikleri gdstermesine neden olurlar. Ornegin; kloramfenikol veya
ampisilin  gibi antibiyotiklerin toksik derisimlerinde bakterilerin yasamlarini
siirdiirebilme kabiliyetleri genellikle bakterilerde bulunan plasmidlerin tasidigi
antibiyotik diren¢ genleri ile saglanmaktadir. Plasmidler hiicrede sabit ve karakteristik
bir kopyalama sayisinda muhafaza edilirler. Yani bu say1 nesilden nesile sabit olarak
kalir. Kopyalama sayis1 plasmidlerde bulunan genler tarafindan belirlenir fakat konakgi

hiicre ve ¢cogalma kosullarindan etkilenir (Kalender 2000).
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Sekil 2.10 Plasmidlerin genel yapilari

Rotate 360°

One 360°
. lefhanded

Cut one
3 rotzmon. ligate

strand

Join ends
strand,

one 360°

Relaxed covalently Relaxed, nicked,
closed DNA circular DNA

Negatively supercoiled,
covalently closed DNA

Sekil 2.11 Hiicrede bulunan plasmid sekilleri

Genellikle bakteriyel plasmidler hiicre-i¢inde dairesel DNA molekiilleri olarak
bulunurlar. Plasmidler kopyalama sayisina gore diisikk (low) ve yiiksek (high)
kopyalama sayili olarak iki gruba ayrilir. Bu smiflandirma oldukc¢a genistir.
Plasmidlerin transfer sekli, sikligi, antibiyotik direncliligi gibi bazi 6zelliklerine gore

daha detayli bir siniflandirma yapmak miimkiindiir.
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Asagida verilen 4 grup plasmid digerlerine oranla daha iyi incelenmistir:

F plasmidi: F plasmid ilk kesfedilen plasmiddir ve ¢ok genis olarak c¢alisilmistir. Bu
plasmidler konjugasyon ile bir mikroorganizmadan diger bir mikroorganizmaya

kendilerini transfer edebilmeleri nedeniyle 6nemlidir.

R plasmidleri: Antibiyotiklere kars1 direng 6zelligini yoOneten genleri igeren
plasmidlerdir. Bunu tastyan bir bakteri hangi antibiyotige karst direngli ise o ortamda

rahatlikla yasayabilir. Bir plasmid birden fazla antibiyotige kars1 direngli olabilir.

Col plasmidleri: Col plasmidleri bakterilerde "colicin" yapimin1 ydneten genetik
bilgiyi tastyan plasmidlerdir. Colicinler, degsik bakteri tiirleri tarafindan salgilanan ve
genellikle ayni tiiriin diger elemanlarina o6ldiiriicii etkisi olan antibiyotik benzeri
maddelerdir. Degisik bakteri tiirleri tarafindan olusturulan ve birbirine benzeyen bu

maddelere genel olarak "Bacteriocine" de denilmektedir.

Rekombinant plasmidler: Bu plasmidler, dogal olarak iki veya daha fazla plasmidden
tiiretilen pargalarin yeniden birlestirilmesi ile yapilan hibrit plasmidlerdir. Bunlar

yaygin olarak klonlama vektorleri olarak kullanilir (Kalender 2000).

2.2.4.7 Klonlama : Ligasyon tepkimesi

Klonlama iglemi, mikro-reaktorlerde sivi ortamda Taq DNA polimeraz enzimi ile DNA
molekiilleri arasinda fosfodiester bagi olusturularak gercgeklestirilir (Sekil 2.12). Bu
tepkimenin olusmasi i¢in ortamda ayni restriksiyon enzimleri ile kesilmis -ayn1 uglara
sahip- plasmid DNA ve klonlanmak istenen genin bulunmasi1 gerekmektedir. Ligasyon
tepkimesi, genetik miihendisligi teknikleri icinde kisitlayici basamagi olusturmakta,
reaksiyon miihendisligi prensipleri ile tepkime kosullarinin gelistirilmesi klonlama
prosesinin diisiik olan basar1 olasiligini yiikseltebilmektedir. Ligasyon tepkimesi
sonunda olusan iiriinler lineer ve gevsemis (relaxed) plasmid olduklar1 i¢in bunlarin

transformasyonu siiperhelis (supercoiled) plasmide kiyasla daha zor olur. Ligasyon
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tepkimesi sonunda elde edilen {irtinler gen transfer teknikleri ile uygun konak hiicrelere

transfer edilirler (Calik 1998, Bloom et al. 1996).

Fosfat Hidroksil
s-A-+-T-+- T+
*G-I . ’ ligasyon
EcoRI +E  A-s-A-+T-+T-+C- *t-s-A-s-A-#-T-+-T-+-C-=
Y S
m—l:.r il::ma VC-a-T-*T-#f-+A G= oC-o-T-*T-s-A-A-Gn
-—[:—I—T-.-T—I—FI—I—FI*

Sekil 2.12 Ligasyon tepkimesi

Optimum tepkime kosullarinin bulunmasi: Ligasyon tepkimesinin gergeklesmesi igin
ortamda ng mertebesinde makromolekiil DNA bulunur. Makromolekiillerin klonlanmasi
icin klonlanmasi1 gereken iki makromolekiiliin klonlanmasi gereken uglarinin karsi
karsiya gelmesi gerekmektedir. Bu olasiligin diisiik olmasi klonlama tepkimelerinin
gerceklesme olasiligini da azaltmaktadir. Ligasyon tepkimesinde ortamda bulunan
vektoriin ve genin derisimi ¢ok dnemlidir. Vektor ve gen derisimleri DNA parcalarinin

blyiikliigline gore degistiginden bunlarin uygun derisimleri optimize edilmelidir

(Bloom et al.1996).

2.2.4.8 Genin hiicreye transferi

Bakteriler sadece laboratuvar kosullarinda degil, dogada da genetik yapilarini
degistirirler. Bakterilere gen transferi asagidaki ii¢c mekanizma ile gerceklesmektedir.

Bunlar;

1. Transformasyon,
2. Konjugasyon, ve
3. Transdiiksiyondur.

Bakteriye gore yukaridaki gen transfer yontemlerinden biri kullanilmaktadir.
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Ornegin, konjugasyon, sadece gram negatif hiicrelerde gergeklestirilirken, gram pozitif
bakterilerde gerceklesmez. Bazi baktarilerde de transformasyon dogal olarak
gerceklesirken, bazilarinda gen transferi i¢in Onislemlerin uygulanmasi gerekir. Dogada
meydana gelen transformasyonlar ise, bakterilerin yabanct DNA'lara karsi kendilerini

korumak i¢in tirettikleri endoniikleazlar sayesinde sinirhdir.

Transformasyon

Bu yontem genetik ¢alismalarda en ¢ok kullanilan yontemler grubudur. Bu yontemde

bakteri hiicreleri DNA molekiiliinii i¢ine alirlar. Dort farkli yontem vardir. Bunlar;

1. Dogal aktarim,
2. Indiiklenmis aktarim,
3. Protoplast transformasyonu, ve

4. Elektroporasyon

Dogal aktarim yonteminde bakteri kendiliginden yabanci DNA'y1 iistel ¢ogalma fazinin
basinda alir. Bakterinin icine aldigi DNA parcasi, kromozomal DNA'nin bir boliimiiyle
ayn1 dizine sahipse, kromozoma entegre olur ve kromozom ile birlikte ¢ogalarak

varligini stirdiirtir. Bacillus tiirii bakterilere gen bu yontemle transfer edilebilmektedir.

Indiiklenmis aktarim yonteminde bakteri hiicreleri &nislemlerden gegirildikten sonra
DNA transferi yapilir (Sekil 2.13). Bu yontem ile ilgili bircok yontem (protokol)
bulunmaktadir. Bunlardan en uygunu ve en ¢ok kullanilani, E.coli hiicrelerinin CaCl, ile
yikanmasi ve +4°C'de bekletildikten sonra plasmid DNA ile aym1 ortama konulup,
42°C'de 1-2 dakika bekletilerek 1s1 sokuyla plasmid DNA'nin hiicreye transferidir.
Transfer yapildiktan sonra hiicreler kati ortamda uygun bir isaretleyici antibiyotik
kullanilarak c¢ogaltilirlar. Bu yontemde hiicrenin, istenen DNA molekiiliinii hangi

mekanizma ile i¢ine aldig1 halen bilinmemektedir.
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Protoplast transformasyon yonteminde bakterilerin hiicre duvari kismen - lizozim
enzimi ile- enzimatik olarak hidroliz edilir. Ortamda osmotik stabilizatorlerin -sakkaroz
gibi- bulunmasi durumunda, hiicrelerin pargalanmalart Onlenir. Transformasyon
sirasinda ortamda hiicre ve DNA ile birlikte uygun oranda PEG kullanilmasi
durumunda, yiiksek verimde transformasyon gerceklesir ve istenen DNA pargasi istenen
mikroorganizmanin kromozomal DNA'sina girmis (fused edilmis) olur. Transformasyon
basamagindan sonra hiicreler santrifiijlenerek PEG uzaklastirilir fakat hiicre ¢ogalmasi
stabilizator varliginda gerceklestirilir. Transformasyon igin diger bir teknik de
elektroporasyondur. Bu yontemde pulse etkiyle yliksek voltaj uygulanarak DNA istenen

hiicreye transfer edilir. Bu yontemde de hiicrenin hangi mekanizma ile DNA'y1 aldigi

heniiz bilinmemektedir (Glazer 1995).
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Sekil 2.13 Indiiklenmis transformasyon sirasinda hiicre ve plasmidin durumu

2.2.4.9 Geni tasiyan plasmidlerin bulunmasi

Transformasyon isleminden sonra, istenen geni tasiyan hiicrelerin uygun yontemlerle
secimi gerekir. Transformasyon sonunda ortamda ¢ok fazla koloni bulunacagi ig¢in

secici isaretleyici (selective marker) gereklidir. En yaygin yontem antibiyotiklere karsi

direng saglayabilecek gen tasiyann plasmidlerin klonlamada kullanilmasidir. E.coli ile
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yapilan ¢alismalarda genellikle ampisilini etkisiz hale getirecek geni -amp"- tastyan
plasmidler tercih edilmektedir. Transformasyon isleminden sonra koloniler segici
isaretleyici gorevini yapacak antibiyotigi igeren ortamda cogaltilirlar. Plasmidi tagiyan
hiicrelerin hepsi bu ortamda yasama kapasitesine sahiptir. Antibiyotik igeren ortamda
yasayabilen hiicrelerin hepsi klonlamada kullanilan plasmidi tasimalarina ragmen
klonlanmas1 amaglanan geni tasima olasiliklar1 ¢ok diisiiktiir. Kontrol amaci ile her bir
hiicre tekrar ¢ogaltilir ve hiicrelerden plasmid izolasyonu yapildiktan sonra plasmidler
uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek istenen geni tasiyip tagimadiklar1 kontrol

edilir.

Plasmidin 6zelliklerine bagli olarak geni tasiyacak olan plasmidi segcme yontemleri de

degisir.

a. Iki antibiyotize kars1 diren¢ saglayan plasmid kullannmidir. Bu yontemde
klonlanmak istenen gen, antibiyotige karsi diren¢ saglayan genlerden birini

pertiirbe edecek sekilde klonlanir.

Istenen geni tasiyan mikroorganizma ise asagidaki yontemle segilir.

b. Transformasyondan sonra hiicreler, klonlamadan etkilenmemis antibiyotigi iceren

ortamda ¢ogaltilirlar.

Ikinci asamada, bu hiicreler iki ayr1 ortamda ¢ogaltilirlar.

1. Birinci ortam geni pertiirbe edilen antibiyotigi igerir, ikinci ortam ise klonlamadan
etkilenmemis genin antibiyotigini igerir.

2. Birinci ortamda ¢ogalmayan, ikinci ortamda c¢ogalabilen hiicrelere klonlama

gerceklesmistir.

Ciinkii birinci antibiyotikli ortamda hiicrenin ¢ogalmamas1 antibiyotigi etkisiz hale

getirecek genin fonksiyon gostermemesi demektir.
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Klonlanmig plasmidi tastyan koloninin se¢iminde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri,
lacZ genini tasiyan plasmidlerin kullanimidir. Genin iirettigi $-galaktosidaz enziminin
galaktozu parcalama fonksiyonundan yararlanilmaktadir. Bu yontemde galaktozun
analogu  X-gal  (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktosid)  substrat  olarak
kullanilmaktadir. Plasmid tarafindan [-galaktosidaz iiretilip ve substrat hidroliz
edildiginde hiicrelerin rengi bu substrat analogunun kromatografik o6zelliklerinden
dolay1r mavi olmaktadir. lacZ geni, gen yapisina herhangi bir niikleik asit dizininin
sokulmasiyla pertiirbe edildiginde [3-galaktosidaz enzimi sentezlenemeyecegi ve
substrat analogunu parcalayamayacagi icin kolonilerin rengi beyaz olacaktir. Bu
isaretleyici iceren plasmidlerde /acZ geni i¢inde bir poliklonlama konumu bulunur ve
klonlama iglemleri bu bdlgeye yapilir. Koloniler bu yontemle renklerine gore segilir ve
tim yontemlerdeki gibi restriksiyon analizleriyle genin varhigi kontrol edilir. Sekil
2.14°de pUCI19 plasmid vektorii gosterilmistir. Bu vektdr, hem ampisilin diren¢ genini
tagimakta hem de /acZ genini tagimaktadir. Bu vektore benzer ¢ok sayida vektor temin

edilebilir.

Verimi en yliksek olan yontem ise koloni hibridizasyon (hybridisation) yontemidir. Bu
yontemde radyoaktif izotop igeren dNTP’ler kullanilarak, klonlanmasi istenen gen
radyoaktif olarak isaretlenerek probe hazirlanir. Probe hazirlamak i¢cin ssDNA kalip

olarak kullanilir. ssDNA’nin karsilik gelen zinciri klenow enzimi ile olusturulur.

Ortamdaki niikleik asitlerden birisi radyoaktif izotop tasir. Geni tasiyan plasmidi i¢eren
mikroorganizmalar nitroseliiloz filtreler iizerine adsorplanir ve bu filtre radyoaktif prob
ile hibridize edilir ve bir sonraki asamada ya X-ray filmine radyoaktif maddenin 1sinlar1
aktarilir veya 6zel bir goriintli analiz (Molecular Imager) cihazinda radyoaktif 151ma ile
olusan sinyalden yararlanarak klonlanmig geni igeren plasmidin aktarildig

mikroorganizma segilir (Sambrook 2001).
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Sekil 2.14 pUC19 plasmid vektorii

2.3 Biyoproses Karakteristikleri

Biyoteknolojik tiretimlerde kullanilan ve biyoreaktor i¢indeki mikro-biyoreaktorler olan
hiicreler hedeflenen iiretim i¢in kosullar1 gelistirilmesi ve optimize edilmesi gereken
ortamlarda, genetik kontrol mekanizmalarinin etkisi altinda binlerce enzim tarafindan
katalizlenen ¢ok sayidaki metabolik reaksiyonu hiicre-i¢inde gergeklestirerek ve hiicre-
ici/dis1 arasinda farkli mekanizmalarla yliriiyen transferler yaparak substratlari
tiketirler; kendilerini ve metabolik {iirinleri iiretirler. Hiicre kinetigi yani substrat
tiikketim, hiicre iirlin ve yan-iiriin tiretim kinetikleri hiicreleri sirasiyla ¢ok bilesenden ve
tek bilesenden olusmus "yapisal" (structured) ve "yapisal olmayan" (unstructured)
yaklagimlarla tanimlanabilir. Farkli 6zelliklerde heterojen hiicre topluluklari "ayrik"
(segregated), ortalama ortak Ozelliklere sahip hiicre topluluklar1 "birlesik"
(unsegregated) olarak nitelendirildiginde; ayrik hiicreleri dikkate alan yapisal model
yaklagimi, gercek durumu yansitirken ortak 6zelliklere sahip hiicrelerin tek bilesen gibi

diisliniildiigi modeller ideal bir durumu tanimlarlar. Genel olarak hiicre kinetigi
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proseste ulasilmak istenen temel amaca uygun gerekli anahtar degiskenlere bagli olarak

kullanigli matematiksel modellerle tanimlanmalidir (Bailey and Ollis1986).

Kesikli biyoreaktorlerde hiicre derisiminin zamanla degisimi "¢ogalma egrisi" genel
olarak S-egrisi (sigmoid) seklindedir ve "gecikme", "listel ¢ogalma" ve "duraklama"

fazlarimi igerir. Hiicre liretim hizi, ry asagida verilen Monod denklemiyle hiicre derisimi

C\'e baglanabilir:

dC
ro=—%=u C (2.1)
X dt X

Burada p, spesifik ¢ogalma hizidir. p degerini substrat derisimine baglayan Monod,
substrat, iirlin inhibisyonu gibi modeller mevcuttur. Karbon kaynaginin tiikketim hizi, -r;

Uirlin Uiretim hizi, 1, ise sirastyla:

Lo 96 2.2)
L =
dt
dC
'p = £ 2.3)
dt

tiiketilen substrat bagina iiretilen hiicre veya iiriin ise asagidaki verim katsayilar ile

tanimlanabilir:
v - e _ dC,
x/s re  —dC, (2.4)
v ~ "p ~ dC P (2.5)
pls . _dc,

Benzer sekilde tiiketilen oksijen basina iiretilen hiicre verimi ise,

38



Y = —=% (2.6)
seklinde tanimlanmustir.
Farkl1 verim katsayilarinin tanimlar1 ve birimleri ile birlikte Cizelge 2.4'de verilmistir.

Cizelge 2.4 Farkli verim katsayilarinin tanimlar1 (Blanch and Clark 1997)

Sembol Tanim Birim
, Olusan hiicrenin - mol C  miktarin . 1
Yus tiikketilen substratin mol C miktarina orani mol hiicre (mol substrat)
Y. olusan hiivcrenvin agirhiginin  tiikketilen o hiicre (g substrat)’
substratin agirligina orani
Vo olusan hiicrenin mol C miktarinin tiiketilen mol hiicre (mol oksijen)”
x/o oksijenin mol C miktarina orani )
1 hij i girhig tiiketil . o
Yoo olusan hiicrenin  agurliginin  tiiketilen ¢ hiicre (g oksijen)”
oksijenin agirligina orani
. olusan triiniin mol C miktarimin tiiketilen - 1
Yois substrat mol C miktarina orani mol {iriin (mol substrat)
olusan {iriintin agirhginin tiikketilen substrat .. .. ]
Yors usan urunun agirig 4 4 g iiriin ( g substrat)”

agirligina orant

Eger verim faktorii tanimlanan proses icin yaklasik olarak sabitse, proses siiresince
hiicre ve substrat derisimindeki degisiklikler sadece stokiyometri temel alinarak
belirlenebilir. Bu durumda biyoreaktor tasarimindan gelen etkiler ihmal edilerek
degiskenlerden biri digeri cinsinden ifade edilebilir. Ancak biyoteknolojik proseslerde
verim katsayisinin sabit oldugunu kabul etmek, mikroorganizmanin yasamsal
faaliyetleri de goz oniine alindigindan miimkiin degildir. Bu nedenle proses veriminde
mikroorganizmanin ¢ogalma hizina ve yasamsal islevlerine bagli olarak biyoproses
siiresince degisim gozlenir. Bu durumda mikroorganizmanin substrat tliketimini
belirlemek i¢in  iirlin olusumu ve hiicre ¢ogalmasi yaninda  hiicrenin yasam
fonksiyonlarinin da  dikkate alinmasi gerekir (Bailey and Ollis 1986). Toplam
secimlilik prosesin baslangi¢ ve bitis zamani arasindaki dCi/dt (i=hiicre, {iriin, substrat

veya ¢oziinmiis oksijen derisimi) olarak tanimlanabilir.
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2.4 Biyoreaktor Isletim Parametreleri

2.4.1 Sicakhk

Biyoproses ortaminin sicakligi ¢cogalma hizinda etkili oldugu gibi karbon ve enerji
kaynaklarinin kullaniminda da etkilidir; substratlardan hiicre ve iirin olusum verimlerini
degistirebilir. Sicaklik diisiince daha fazla enerjiye gereksinme olacagi i¢in karbon ve
enerji kaynagimin verimi de diiser. Ayrica sicaklik azaldik¢a g¢ogalma sirasindaki
magnezyum, potasyum ve fosfat verimleri lizerinde de diismeler gozlenmistir. Bazi
hallerde biyoproses ortaminin sicakligi ile birlikte mikroorganizmalardaki yolizlerinde
de degisiklikler oldugu  gozlenebilmistir (Pekin 1980). Her mikroorganizmanin
cogalmasimin/iiriin iiretiminin maksimum oldugu bir optimum sicaklik/sicaklik aralig
vardir. Istenilen iiriiniin verimini ve se¢imliligini artirmak igin mikroorganizmanin aktif
oldugu optimum sicaklik degerinde veya araliginda calisilmalidir. L-fenilalanin tiretimi
ile ilgili calismalar incelendiginde sicaklik etkisi parametre olarak incelenmeden
Corynebaterium  glutamicum ile 1ilgili ¢aligmalarda 30°C,  Brevibacterium
lactofermentum'da 31.5 °C, Escherichia coli’de 33-38.5 °C, Bacillus polymyxa ve
Bacillus subtilis'te 37 °C sicaklik degerlerinde ¢alisilmistir (Cizelge 2.10).

2.4.2 pH

Ortamdaki hidrojen iyonu derisimi hiicrenin metabolik faaliyetlerine bagli olarak degisir
ve hiicre-disindaki degisimlere ragmen hiicre, i¢c pH degerini sabit tutar. Hiicre-i¢i ve
dis1 arasindaki proton gradyeni ise kiitle aktarimindan enerji lretimine, pek c¢ok
metabolik fonksiyon i¢in gereklidir (Neilsen and Vallidsen 1994). Bu nedenle hiicre-dis1
pH’1n degeri/aralig1 hiicre fazla ya da az enerji harcayarak proton gradyenini korumaya
calisacagi i¢in metabolik faaliyetleri, dolayisiyla da iiretim verimini degistirecektir.
Sonug olarak biyoiiretim sirasinda verim ve se¢imlilik agisindan dig ortamin pH’1n1 belli

degerde ya da aralikta tutmak gerekebilir (Pekin 1980, ileri ve Calik 2006).

Biyoproses siiresince pH degisimi metabolik yolizindeki degisimlerin ve sapmalarin

onemli bir gostergesidir. Karbonhidratlar, 6rnegin glukoz kullanildiginda, hiicre-igi
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tepkimelerle olusan organik asitlerin, amino asitlerin ortama salgilanmasiyla birlikte
ortam pH’inda diisme, ortama salgilanan metabolitlerin tekrar hiicreye transferi ve
kullanimiyla da artig gozlenir. Ortam pH’1na bagl olarak hiicre-i¢i tepkimeler ve hizlari
degistiginden, biyoteknolojik iirlinlerin iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar,
cogalma ve istenen iriiniin {iretimi i¢in fakli optimum pH degeri ya da aralifina sahip

olabilirler.

2.4.3 Oksijen aktarimi

Oksijenin girdi olarak kullanildigi aerobik proseslerde mikrobiyal hiicreler solunum,
cogalma, iirlin sentezi gibi metabolik faaliyetlerini siirdiirebilmek i¢in temel girdilerden
biri olan oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle ¢ogalma ve iiretim ortamindaki
¢Oziinmiis oksijen derisimi ve oksijenin aktarim hizi énemlidir. Oksijenin aktariminin
eksikligi ya da fazlaligi liriin verimi ve se¢imliligini etkiler. Bir biyoteknolojik proseste
oksijen gereksinimi ve aktarimi, mikroorganizma tiiriiyle, iiretim ortaminin fiziksel
ozellikleri ile, biyoreaktér ve karistirict konfiglirasyonuyla ilgilidir. Karigtirmal
biyoreaktorlerde oksijen aktarimi igin oksijen/hava giris hiz1 ve karistirma hizi ile

birlikte 6nemli biyoreaktor isletim parametreleridir (Calik vd 2000a, b).

Aerobik iiretim proseslerinde mikrobiyal hiicrelere oksijenin aktarim hizi, biyolojik
doniisiim hizinin belirlenmesinde 6nemli bir kisitlayict etkendir. Ciinkii biyokimyasal
reaksiyonlarin hizlar1 iiretim ortamina aktarilan oksijenin aktarim hizina oranla genel

olarak daha yiiksektir.
Iki film teorisine gore biyoproses ortamindaki bir gaz kabarcigindan mikrobiyal hiicreye

oksijenin aktarimi sekil 2.15°de goriildiigii gibi sekiz basamakta gerceklesir (Bailey and
Ollis 1986).
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Il. Film

l. Film
/tabakas| tabakasi
/ Hucre
/ toplulugu
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.\ \
\ \
® ! |
|
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[ @
/
/
/ \
/
4 / \
Gaz-sIvi Sivi- hucre
araylzeyi toplulugu arayuzeyi

Sekil 2.15 iki film teorisine gore bir gaz kabarcigindan mikroorganizmaya oksijenin
aktarim mekanizmasi

1. Oksijenin gaz yiginindan gaz-sivi ara yiizeyine aktarimi

2. Gaz-s1v1 ara ylizeyde ¢oziinme (gaz fazdan siv1 faza gegis )

3. Cozlinmiis gazin durgun siv1 filminde aktarimi

4. Cozlinmiis gazin iyi karisan sivi yiginda aktarimi

5. Coziinmiis gazin mikrobiyal hiicre y1ginina bitisik durgun siv1 filminde aktarimi
6. Coziinmiis gazin durgun siv1 film tabakasina bitisik hiicre kiimesine aktarimi

7. Hiicre y1ginindan hiicreye aktarim

8. Hiicre duvarindan gegis ve reaksiyon konumuna aktarim

Oksijenin su igerisindeki ¢oziiniirliigii diistiktiir. Bu nedenle oksijen aktariminda gaz

filminin direnci s1v1 film direncine kiyasla ihmal edilebilir diizeydedir. Biyoproses
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ortaminda karistirma hizinin veya havalandirma hizinin artirilmasiyla hava kabarciklari
cevresindeki film direncleri kirillarak oksijenin biyoddniisiim ortamindaki aktarim hizi
artirilabilir.Hiicre kiimeler olusturmuyorsa altinc1 adim ortadan kalkacaktir. Hiicreler ara
ylizeylere adsorplanma egiliminde olduklarindan ¢6ziinmiis oksijen tek bir sivi film

direncini asmak durumunda kalabilir.

Oksijenin biyoproses ortamindaki ¢6ziinme hizi hava kabarciklari cevresinde yeni
filmin olusma hiz1 ile kontrol edilir. Eger biyoproses ortami iyi bir sekilde
karistirilamiyor ve sivi faz iginde derisim profilleri 6nemli ise sivi yigindaki oksijen
aktarim direngleri de hizi kisitlar. Bu nedenle sivi fazdaki tiim oksijen aktarim
direnclerini azaltmak icin biyoproses ortami1 mekanik ve/veya gaz girisi ile
karigtirtlmalidir. Bu durumda, oksijen molekiillerinin biyoproses ortaminda mikrobiyal

hiicrelere taginimi hem molekiiler aktarim hem de konvektif aktarim ile gergeklesir.

Hiicre kiimesi icinde difiizyon ve arayiizeylerden (gaz-sivi, sivi-hiicre kiimesi ve hiicre
zar1) gecis direng olusturmuyorsa birim hacim basina gazdan siviya oksijen aktarim

hiz1, s1vi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisi cinsinden asagidaki gibi tanimlanabilir:

N, =K, a(C,*=Cy) (2.7)

Oksijenin sudaki ¢oziiniirligii diisiik oldugundan toplam kiitle aktarim katsayis1 Kpa

stv1 tarafi kiitle aktarim katsayis1 kya’ya esit olacaktir.

b Oksijen aktarim karakteristikleri

Aerobik fermentasyon proseslerinde mikrobiyal hiicreye oksijen aktarimi, metabolik
akilarin degismesi ve metabolik yolizinin etkilenmesi nedeniyle {iriin olusumunu etkiler.
Bu nedenle mikroorganizmanin fizyolojisiyle ilgili biyoreaktdr performansinin
belirlenmesi i¢in mikroorganizmanin oksijen ihtiyacinin aydinlatilmasi gerekmektedir.
Denklem (2.1) ile tanimlanan gazdan siviya oksijen aktarim hizi ise hem gaz hizi ve
karistirma hiziyla belirli fizikokimyasal 6zelliklere sahip sivi fazda yaratilan karigtirma

etkilerine hem de sivi fazda oksijenin mikroorganizma tarafindan tiiketim hizina
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baghdir. Bu nedenle oksijen tiiketim hizi ve kiitle aktarim katsayis1 “oksijen aktarim

karakteristikleri” olarak adlandirilirlar.

b.1 Oksijen tiiketim hiz1

Aerobik biyoreaktorlerin tasarimi cogunlukla prosesi kontrol eden basamak belirlenerek
yapilir. Bu basamak oksijen aktarim hizi, oksijen tiiketim hizi ya da baska bir substratin
tiketim hiz1 olabilir. Miimkiin olan en yiliksek oksijen aktarim ve tiiketim hizlar
belirlenip kiyaslanarak ilgili parametrelerden hangisinin hiz kisitlayict oldugu
bulunabilir. Maksimum oksijen aktarim hizi C,=0 kosulundaki Namax degeridir (Namax=
kia CO*). Oksijenin maksimum tiiketim hizi ise Denklem (2.1) ve (2.6)’dan —Tomax=
CxMmax/ Yx/o Olarak bulunur. Burada Cy hiicre derisimini, Yx/o tliketilen 1 g oksijene

karsilik olusan hiicreyi gosterir.

Eger maksimum oksijen aktarim hizi maksimum oksijen tiiketim hizindan daha
biiylikse, artan oksijen tiiketimi icin esas diren¢ mikrobiyal metabolizmadir ve
biyoproses biyokimyasal tepkime ag1 kisitlamali olur. Bu durumun tersi gegerli ise C,
yaklagik sifir ve biyoproses kiitle aktarim kisitlamali olur. Ara durumlarda prosesi her
iki adim da kontrol edebilir. Gergekte durum yukaridaki yaklasimdan g¢ok daha
karmasiktir. Siva fazda oksijen derisimi kritik degerinin {izerinde ise hiicre
metabolizmas1 oksijene doymus durumdadir ve solunum zincirinden gecen tiim elektron
ciftleri oksijen tarafindan alinir. Bu durumda metabolizma i¢inde baska bir adim

prosesin hizini kisitlayacaktir (Bailey and Ollis 1986).

Pek c¢ok faktdr mikroorganizmanin oksijen ihtiyacini etkileyebilir. Biyoprosesteki
oksijen tiiketim hizi mikroorganizmanin fizyolojik 6zelliklerine ve ortamdaki karbon
kaynagina baghdir. Karbon kaynaklari icinde glukoz genelde diger karbonhidratlardan
daha hizli metabolizmaya girer. Ornegin Penicillium igin gdzlenen oksijen ihtiyaci
laktoz, sukroz ve glukoz igin swrasiyla 4.9, 6.7, 13.4 mol dm™ st'’dir. Oksijen
tilketiminin 6nemli bir kismini hiicre kendini ¢ogaltmak icin kullanirken yasamsal
islevleri, biyosentez ve iiriin olusumu igindeki oksidasyon tepkimeleri i¢in de oksijen

gerekmektedir. Dolayisiyla metabolik stokiyometri yardimiyla ¢ogalma icin oksijen
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tilkketim hizi, substrat tiiketim hiziyla dogrudan iliskilendirilebilir (Bailey and Ollis
1986).

Aerobik proseslerde mikroorganizmanin iistel cogalma fazi sirasinda oksijen tiiketim
hiz1 artar ve oksijen aktarim hizi yeterli degil ise ortamdaki ¢oziinmiis oksijen seviyesi,
mikroorganizmanin oksijene olan ihtiyacindan dolay1 azalir. Biyoproseste kalma
siiresiyle birlikte ortamda hiicre birikimi ve {irlin olusumunun artmasi sonucu
viskozitenin artmasiyla ise oksijen aktarim hizi ve buna paralel olarak da oksijen
tiketim hiz1 azalmaya baslar. Durgunluk fazi sirasinda ise hiicrenin oksijen ihtiyaci
azalir ve bu gereksinimin biiyiik bir kismin1 yasamsal fonksiyonlar olusturur. Oksijen
tilketim hizinin azalmasiyla da ortamdaki ¢6ziinmiis oksijen derisimi artar (Atkinson ve

Mavituna 1991).

b.2 Sivi faz kiitle aktarim katsayisi

Oksijenin s1v1 faz hacimsal kiitle aktarim katsayis1 (Kpa), biyoreaktorlerde gaz-siv1 kiitle
aktarim hizin1 gosteren Onemli bir parametredir. Kpa, mikroorganizma tiiriine,
fermentasyon ortamimin fizikokimyasal Ozelliklerine, biyoreaktoriin ve karistirma
sisteminin tasarimina, karistirma ve havalandirma hizlarina baghdir (Aiba et al. 1973).
Coziinmiis oksijenin metabolizmaya yeterli hizda aktarilip aktarilamadiginin bilinmesi,
oksijen aktarim katsayilarinin belirlenmesi ile miimkiindiir. Rainer (1990) biyolojik ve
biyolojik olmayan sistemlerde sivi faz hacimsal kiitle aktarim katsayisinin (Kpa)
deneysel olarak belirlenmesi i¢in Ol¢lim yoOntemlerini “dogrudan” ve “dolayli”

yontemler olmak {izere iki grupta siniflandirmigtir:

1) Dogrudan Olgiim Yontemleri

i Dinamik YoOntem
ii. Gaz Dengesi Y ontemi
ii. Siirekli Kiiltiir Yontemi
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2) Dolayli Ol¢iim Yontemleri

i Gaz Cikis YoOntemi

ii. Elektrot-Momentum Y 6ntemi
iil. Siilfit Oksidasyon Y ontemi
iv. Glukoz-Oksidaz Yontemi

V. CO, Yontemi

1) i. Dinamik yontem

Dinamik Yontem biyoreaktorlerde sivi faz kiitle/oksijen aktarim katsayisinin (Kpa)
deneysel belirlenmesi amaciyla yaygin olarak  kullanilan yontemdir. Kolay
uygulanabilir olmasi ve gaz igerisindeki bilesenlerin analizlerine ihtiya¢ duyulmamasi
yontemin avantajlar1 arasindadir. Yatigkin olmayan kosulda, kesikli biyoreaktorde sivi

faz icin kiitle korunum denklemi kurulursa Denklem (2.8) elde edilir:

ac,

%
KpalCo =Co)+1,"Ce=—1

(2.8)

Yontem biyoreaktore gonderilen havanin kisa siireli olarak kesilmesi ve bir oksijen
elektrodu ile ¢oziinmiis oksijen derisiminde once azalmanin; havanin tekrar sisteme
verilmesi ile de artisin incelenmesi prensibine dayanmaktadir (Rainer 1990) (Sekil
2.16). Havanin kesildigi t, anina kadar biyoreaktdrde ¢Oziinmils oksijen derisimi
yatigkin kosulda C gibi bir degerdedir ve t; aninda hava yeniden verilmektedir. T,
anindan t; anma kadar zamanla ¢6ziinmiis oksijen derisimindeki azalma go6zlenir.
Burada oksijen aktarimi gerceklesmediginden Kpa(C,*- C,) terimi sifira esittir ve

Denklem (2.8) denklem (2.9)’a indirgenir:

a6,
G
0 dt

(2.9)
Denklem (2.9)’dan oksijen tiiketim hiz1 -r,; denklem (2.10)’dan ise birim hiicre kiitlesi

basina oksijen tiiketim hizi -ry"" bulunabilir.
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(2.10)

t; Aninda hava gonderilmesi ile ¢6zlinmiis oksijen derisiminin zamanla artig1 gozlenir.

Bu durumda Denklem (2.8) gegerlidir. Denklem (2.8) ve (2.9)’dan yaralanilarak,
{(dco fdt =, );CO}

grafigi elde edilir (Sekil 2.17); grafigin egiminden K a hesaplanir.

Biyoreaktérde havanin kesilmesi ile ¢oziinmiis oksijen derisiminde hemen azalma
olmaz. Biyoreaktdrden ¢ikan hava kabarciklarinin uzaklasmasi gaz tutma (hold-up)
nedeniyle zaman alir. Yiiksek karigtirma hizlarinda, sivi {izerindeki ara ylizeyden
Olctilebilen biiytikliikte oksijen aktarimi da meydana gelmektedir. Bu etkiyi azaltmak

icin hava kesildigi zaman karistirma hiz1 diistiriilmelidir.

T
Hava Kesilir

Co

t zaman

to — t1

Sekil 2.16 Dinamik Yo6ntem uygulamasinda ¢oziinmiis oksijen derisiminin kalma siiresi
ile derisimi
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Co

Egim=-1/Kpa
Co

—  (dC//dt-r,)

Sekil 2.17 Dinamik Yontem ile s1iv1 faz hacimsal kiitle aktarim katsayisinin
belirlenmesi

Kia, kalma siiresi, gaz hiz1 ve karistirma hiziyla degisir ve karistirma hizi arttikca artar.
Biyoprosesin gecikme ve iistel ¢ogalma evrelerinde sivi-faz hacimsal kiitle aktarim
katsayisi, biyoproses periyodlarina bagli olarak degisim gostermektedir. Biyoproses
ortaminin reolojik 6zelliklerinin proses siiresince fazla degismedigi kosullarda, K;a’nin
momentum yayinirliginin kiitle yayinirligina orani olan Schmidt sayisindaki degisimden
etkilenmedigi diisiiniilebilir. Tepkimeli bir sistemde, tepkime ve gaz-sivi kiitle
aktariminin birlikte yer aldig1 proseslerde kiitle aktarimi ¢ok sayida parametreye bagh
olarak degisebilir. Bunlardan biri tepkime hizinin proses siiresince degisimi; digeri ise
kiitle aktarim alaninda bulunan kii¢iik parcaciklardir (mikroorganizma). Bu nedenle
mikroorganizmanin bulundugu ortamda sivi faz kiitle aktarim katsayisinin
mikroorganizmanin oksijen tiikketim hizina, boyutlarina ve derisimine bagli olarak

degismesi beklenebilir (Calik 2000a,b).

48



Biyotepkime ortaminin karistirilmasi ve havalandirilmasi kopiik olusumuna neden olur.
Biyoproses ortamina kimyasal kopilik gidericilerin katilmasi gaz-sivi ara yiizeyinde
kiitle aktarim direnglerini olumsuz yonde etkiler. Yiizey geriliminin artmasi ile gaz
kabarcig1 ara yiizey alani azalir. Bu nedenlerle kopilik kontrolu i¢in kimyasal kopiik
gidericilerin kullanilmasi kiitle aktarim katsayisinda azalmaya neden olur (Aiba 1973).
Ayrica iiriin ve mikroorganizma derisiminin artmasi nedeniyle viskozitenin artmasi da

kiitle aktarim direnclerini artiracag i¢in Kpa’y1 azaltir.

2.5 Metabolik Miihendislik

Molekiiler biyolojik teknikler, analitik yontemler ve matematiksel araglarda son on
yilda meydana gelen gelismeler, endiistriyel- ve medikal- biyoteknolojik amaglar igin
metabolik miihendislik yaklasiminin gelismesine ve bu alan ilgi olusmasina neden
olmustur (Stephanopoulos 1998). Metabolik miihendislik, istenen iriiniin yliksek
verimlilik ve secimlilikte liretimi i¢in genetik miihendisligi teknikleriyle hiicre-iginde
meydana gelen spesifik biyokimyasal tepkimelerin uygun bir sekilde modifikasyonu
veya bunlara yeni tepkimelerin eklenmesiyle hiicrenin 6zelliklerinin dogrudan
gelistirilmesi olarak tanimlanmaktadir (Stephanopoulos 1998). Kisaca; metabolik
miihendislik, hedeflenen 6zel amaca ulasmak i¢in miithendislik prensipleriyle metabolik
tepkime yolizlerinin analizlenmesi ve tasarlanmasidir (Yang 1998). Metabolik tepkime
yolizlerinin tasarlanmasi ic¢in Onerilen genetik modifikasyonlarin yapilmasinda
kullanilan molekiiler biyolojik teknikler ile akilarin ve aki kontrol mekanizmalarinin
kantitatif olarak belirlenmesi ic¢in kullanilan analitik yOntemlerin kombinasyonu
metabolik miihendisligin temelini olusturmaktadir (Stephanopoulos 1998). Metabolik
miithendislik yaklagimi ile rekombinant protein, amino asit ve antibiyotik {iiretim

proseslerinde iiriin verimliligi artirilmaktadir (Yang 1998).

Metabolik miihendisligin bir cok uygulama alanlar1 vardir. Bunlar:

1. Proteinler, amino asitler, organik asitler, vitaminler ve antibiyotikler vb.

biyokimyasal {irlinlerin iiretiminde verim ve se¢imlilgin artirilmasinda,
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2. Yeni iirtinlerin iiretiminde (6rnek mikroorganizmalarda ve bitkilerde poliketid
ve biyopolimer sentezi),

3. Farmasotik iirlinlerin iiretiminde ara-iirlinler olan kiral bilesiklerin {iretiminde,
Medikal alanda , gen-terapi ve beslenme startejileriyle hastaliklarin kontrolii igin
hedeflerin belirlenmesi ve tim organ ve dokularin metabolizmalarinin analizidir

(Stephanopoulos 1998).

Biyoteknolojik {riinlerin verim ve seg¢imliliginin artirilabilmesi i¢in istenen {riinii
tiretecek hiicrenin yapisinin ve fonksiyonlarinin bilinmesi gerekir. Biyoproseslerle
herhangi bir biyoteknolojik iirliniin iiretildigi mikro-biyoreaktor olarak gorev yapan
hiicrelerde ¢ok sayida kimyasal tepkime gerceklesmektedir. Hiicre ¢ogalmasi da hiicre-
icinde gerceklesen bu tepkimeler sonucu meydana gelir. Bu tepkimeler genel olarak
substratlarin kiigiik molekiillere parcalanarak pek ¢ok hiicre-i¢i metabolitin sentezi igin
girdilerin olustugu tepkimeler, kiigilk molekiillerin polimerleserek daha biiylik
molekiilleri olusturdugu tepkimeler, makromolekiillerin birleserek hiicre organellerini
olusturdugu tepkimeler ve substratlarin ve olusan metabolitlerin hiicre-iginden hiicre-
disina  veya hiicre-disindan  hiicre-igine aktarimini igermektedir. Hiicre-i¢inde
gerceklesen bu tepkimeler i¢in gerekli Gibbs serbest enerjisi yine bu tepkimelerle olusur

(Nielsen ve Villadsen 1994).

2.5.1 Hiicre-ici tepkimeler

Hiicreler, icerisinde c¢ok sayida farkli enzim tarafindan katalizlenen 1000'den fazla
kimyasal tepkimenin gerceklestigi kompleks kimyasal reaktorler oldugu i¢in mikro-
biyoreaktorler olarak disiiniilmelidirler. Hiicre-icinde meydana gelen tepkimelerin
tiimiine metabolizma denir (Bailey and Ollis 1986). Hiicre metabolizmasinin dort

spesifik fonksiyonu vardir:

1) Yiiksek kimyasal enerjili girdiler kullanarak veya fotosentezle hiicre-i¢i enerji
olusumunu saglamak ve farkli enerji tiirlerini gerekli forma doniistiirmek,
2) Girdi molekiillerini hiicresel makromolekiillerin onciilii (girdileri) olan molekiillere

dontstiirmek,
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3) Onciilleri birlestirerek protein, niikleik asit gibi diger makromoekiilleri sentezlemek,
4) Hiicre fonksiyonlar1 i¢in o©nemli olan biyomolekiilleri sentezlemek veya

parcalamaktir (Lehninger 1979).

Bu tepkimelerin hiz, yon ve oranlar birbiri ile baglantili olarak, hiicrenin gereksinimine
gore diizenlenir. Hiicre metabolizmas1 birbirine bagh ardisik tepkimelerden olusur ve
bir tepkime yolizinde yer alan bir iiriin diger bir zincirin basinda yer alan substrat
olabilir. Ornegin, glukozun parcalanma tepkimeleri sirasinda olusan AcCoA, yag

asitlerinin sentezini baslatan molekiildiir.

Metabolizma, "katabolizma" ve "anabolizma" olmak iizere iki faza ayrilir. Hiicrenin
cevresinde veya besin deposunda bulunan karbonhidratlar, lipidler ve proteinler gibi
biiylik ve kompleks girdi molekiillerini pargalayarak, amino asitler, organik asitler, CO,,
amonyak veya iire gibi daha kiiclik ve basit molekiillere doniistiirdiigii ve bunlara
paralel olarak hiicrenin diger fonksiyonlar1 (anabolizma) icin gerekli olan serbest
enerjiyi (ATP) iirettigi faza metabolizmanin indirgen fazi olan "katabolizma" denir.
"Anabolizma" ise katabolizma sonucu olusan kii¢iik molekiillerden niikleik asitler,
proteinler, polisakkaritler ve lipidler gibi hiicre bilesenlerinin katabolizma sirasinda
iretilen enerji kullanilarak sentezlendigi faz olan metabolizmanin biyosentetik fazina
denir. Hiicre-iginde meydana gelen katabolizma ve anabolizma tepkimelerinin tiimiine
metabolizma ve bu tepkimelerde yer alan bilesiklere metabolit denir. Hiicre-iginde
meydana gelen tepkimelerin olusturduklar1 tepkime yolizlerine ise metabolik yolizi
denir. Katabolizma ve anabolizma birbirlerini tamamlayan olaylardir. Bunlar hiicrede
ayn1 zamanda meydana gelebilir, ve hem ayr1 ayr1 hem de birlikte kontrol edilebilirler.
Temel metabolik yolizleri; glikoliz yolizi, glikoneogenesis yolizi, TCA (trikarboksilik

asit) donglisii ve pentoz fosfat yolizidir.

Substratlar, sitoplazmaya transfer edildikten sonra, ¢cok sayida biyokimyasal tepkimeyle
hiicre-i¢i bilesiklere ve metabolik {iriinlere doniistiiriiliir. Olusan hiicre-i¢i bilesenler
molekiil agirliklar1 ve fonksiyonlar1 agisindan birbirinden c¢ok farklidir. Genellikle
hiicrenin %901 protein, RNA, lipid ve karbonhidratlar gibi makromolekiillerden

olusmaktadir. Substratlardan makromolekiillerin olusumu anabolik tepkimelerle
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gerceklesir. Substratlar 6nce amino asit ve niikleotitler gibi ana yapi taglarina doniisiir;
polimerizasyon tepkimeleriyle amino asitlerden proteinler ve niikleotitlerdende DNA ve
RNA sentezlenir. Anabolik tepkimeler disardan enerji gereksinimi duyan tepkimelerdir.
Bu enerji ATP'deki yiiksek enerjili fosfat baginin kopmasiyla veya NADPH
koenziminin indirgenmesiyle saglanir. ATP'deki yiiksek enerjili fosfat baginin

indirgenmesiyle biiylik miktarda enerji aci8a ¢ikar (Nielsen and Villadsen 1994).

ADP +P - ATP - H,O0=0; -AG=30.5kJ/mol

NADPH, NADP" 'ya oksitlendiginde iki elektron aciga cikar; bu elektronlar hiicre-

icinde diger bilesiklere transfer edilerek bu bilesikler indirgenir.

NADP" +H' +2¢ -NADPH =0

ATP ve NADPH substratin daha diisiik enerjili diger maddelere doniistiigli katabolik
tepkimelerle olusur (Nielsen ve Villadsen 1994).

2.5.1.1 Katabolik tepkimeler

Hiicre ¢ogalmasinda en ¢ok kullanilan enerji kaynagi sekerlerdir. Sekerler CO,, laktik
asit, asetik asit ve etanol gibi metabolik iirlinlere doniisiir ve bu doniisiim sirasinda ATP,
NADPH ve NADH olusumu gerc¢eklesir. NADH da NADPH gibi bir kofaktordiir; ancak
NADH oksidatif fosforilasyon gibi katabolik tepkimelerde kullanilirken, NADPH
anabolik tepkimelerde kullanilir. Sekerlerin ¢ogunun hiicreye transferiyle G6P veya
F6P'ta olusur ve sirasiyla glikoliz yolizine , pentoz fosfat yolizine (PFY) ve TCA

dongiisiine girerek katabolize olurlar.

Glikoliz yolizi glukozun bir seri tepkime ile piriivata doniistiigii ve paralel olarak bir
miktar ATP’nin de {iretildigi karbon katabolizmasinin ilk temel tepkime sistemidir.
Bunlarin yanisira glikoliz yolizinde TCA dongiisiiniin, pentoz fosfat yolizinin ve bazi

amino asitlerin ilk girdisi olan metabolitler iiretilir.
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Aerobik proseslerde, glikoliz yolizinden sonraki basamak; piriivatin oksidatif
dekarboksilasyonu ile asetilkoenzimA (AcCoA) olusum tepkimesidir ve AcCoA sonraki
basamakta karbon katabolizmasinin temel tepkimlerinden biri olan TCA dongiisiine
girer ve tamamen CO; ve H,O’ya doniisebilir. Her bir mol piriivat oksidasyonuna
karsilik TCA dongiistinde bir mol ATP, dort mol NADH ve bir mol de FADH; olusur.
Piriivatin oksidasyonu sirasinda kullanilan NAD" ve FAD', NADH ve FADH,'den
rejenere edilir. NADH ve FADH, —elektron tastyicilari- solunum zincirinde olusur ve
serbest oksijen iceren bu oksidasyon prosesi bu nedenle sadece aerobik
mikroorganizmalarda gerceklesir (Nielsen ve Villadsen 1994). TCA dongiisiinde
enerjinin yanisira aspartik asit grubu ve glutamik asit grubu amino asitlerin sentezi igin

gerekli baglatici metabolitler de iiretilir.

Karbon katabolizmasinin temel tepkimelerinden bir digeri olan pentoz fosfat yolizinin
en onemli fonksiyonu biyokimyasal tepkimelerde elektron tasiyicis1 olan NADPH’1n
tiretimini gergeklestirmektir. Bununla birlikte pentoz fosfat yolizinde purin ve primidin
niikleotidlerinin biyosentezi i¢in temel baslangi¢ girdileri olan riboz 5-fosfat ve eritroz

4-fosfat tiretilir (Nielsen ve Villadsen 1994).

2.5.1.2 Anabolik tepkimeler

Hiicrenin biiyiilk bir bolimiinii olusturan makromolekiillerin olusumu igin amino
asitlerin ve niikleik asitlerin sentezi ile ardisitk polimerizasyon tepkimelerinin
gerceklesmesi gerekir. Biyosentez ve polimerizasyon tepkimeleri anabolik tepkimeler
olarak bilinir. Hiicrede fiiretilen toplam enerjinin yaklasik %70'1 protein sentezi igin
kullanilmaktadir. Protein sentezi yiliksek miktarda serbest enerjiye gereksinim duyar
(Nielsen ve Villadsen 1994). Mikroorganizmalar bu enerjiyi, ortamda bulunan
bilesiklerin kimyasal baglarinda depolanmis enerjiyi kullanarak saglar. Karbon kaynagi
olarak secilen bilesigin -6rnegin glukoz, sakkaroz, organik asit et al- metabolizmaya
0zgln bir biyokimyasal yolizinden girerek katabolik tepkimelerle kii¢iik molekiillii ara
tirlinlere veya yan friinlere doniistiiriilmesiyle esanli olarak enerji, ATP, NADH,

NADPH iiretilir. Kullanilan karbon kaynaginin 6zelliklerine ve biyoreaktor isletim
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kosullarina baglh olarak hiicre-i¢i merkezi dongii ve metabolik yolizindeki katabolizma

tepkimeleri, enerji liretim tepkimeleri ve hizlar1 belirlenir.

2.5.2 Hiicre-i¢ci tepkime hizlarimin reaksiyon miihendisligi prensipleriyle

belirlenmesi ve analizi: Metabolik aki analizi (MAA)

Biyoproses siiresince hiicre, iirlin, yan-iiriin dagiliminin arastirilmasi, biyoprosesin
gelistirilebilmesi i¢in hiicre-i¢inde olusan tepkimelerin bilinmesi ve bu tepkimelerin
hizlarinin reaksiyon miihendisligi prensipleriyle bulunmasinda gerekmektedir. Uriin
verim ve se¢imliligi etkileyen biyoreaktor isletim parametreleri arastirilirken, metabolik
yolizi teknikleriyle metabolik yolizi iizerinde bulunan hiz kisitlayici basamaklar
belirlenmelidir. Hiicre-i¢i tepkime hizlarimin bulunmasi hiicrenin fizyolojisi hakkinda

bilgi saglamaktadir (Calik ve Ozdamar 2002).

Hiicre-i¢i tepkime hizlarinin hesaplanmasti

Hiicre-i¢inde meydana gelen tepkimeler belirlendikten sonra, izotermal kosulda hiicre
yari-kesikli mikro-biyoreaktor varsayilarak, her bir bilesen i¢in kiitle-korunum temelli
stokiyometrik denklemler kurulur. Tepkime sistemindeki i-bilesigi i¢in birikim hizi,

bilesigi olusturan tepkimeler ile bilesigi tiikketen tepkimelerin cebirsel toplami ile

bilesigin aktarim hizinin cebirsel toplamina esitlenir:

rV + 1V =d(CV)/dt (2.11)

burada, ry,i-bilesigine gore net tepkime hizi ve r, i-bilesiginin net aktarim hizidir. Bu

sekilde kurulan diferansiyel denklem sistemi:

A* r(t)= c1(t)+ ca(t) (2.12)

vektor diferansiyel denklemiyle tanimlanir. Burada A, metabolik tepkime sisteminin

mxn stokiyometrik katsayilar matrisi, r(t), nx1 tepkime hiz (aki) vektori, ¢1(t) ve ca(t)
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ise sirasiyla, hiicre-dist ve hiicre-igci metabolit birikim vektoriidiir. Hiicre-dis1
metabolitlerin birikim ve tiikketim Metabolik aki analizinin yapildig1 evrede, hiicre-
icinde yaklasik yatiskin kosul varsayimi yapildiginda; c»(t)=0 oldugundan denklem
(2.12 ) denklem 2.13’den yararlanilarak denklem’e (2.14 ) indirgenir.

c(t)=cy(t) (2.13)
A* r(t)= c(t) (2.14)

Matematik modelin ¢oziimii
Tepkime sisteminin mxn stokiyometrik katsayilar matrisinde,

e m=n ise matematik modelin tek bir ¢oziimii vardir.

e m>n ise matematik modelin yine tek bir ¢éziimii vardir ve yaklasik kesin
¢Oziim elde edilir. (2.12) denkleminin ¢oziimii sinirlandirilmis (constrained) en
kiigiik kareler yaklagimiyla kiitle korunum denklemlerinde kalanlarin (residual)
karelerinin minimize edilmesi amag¢ fonksiyonu olarak kullanilarak yapilabilir.

e m<n ise matematik model optimizasyon yaklasimiyla ¢dziilebilir. Bunun i¢in

amagc fonksiyonu Z:
7 = z ar (2.15)

denklemiyle tanimlanir. Burada, i-bilesigi icin ¢, stokiyometrik katsayilari ile 1;

hizlarinin ¢arpiminin lineer toplami olarak tanimlanan denklem (2.15)’in amaca gore

minimize edilmesiyle ya da maksimize edilmesiyle denklem sistemi ¢oziilmektedir.
Matematik modelin degiskenleri olan tepkime akilar1 mmolg / st olarak tamimlanmustir.
Hiicre olusum hizi, ry (g/g..st); birim reaktér hacmi bagmna hiicre olusum hizinin C,

degerine boliinmesiyle ry (g/g.kh. st)olarak elde edilir (Calik 1998).
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Cizelge 2.5. Bacillus licheniformis ve Bacillus subtilis’te serin alkali proteaz igin

metabolik yolizi tepkimeleri (Calik 1998, Calik ve Ozdamar 2002)

A. Glukoliz ve Glukoneogenesiz Yolizi

1.Glc + PEP - G6P + Pyr

2. Fruktoz + PEP —  F6P + Pyr
3.G6P — F6P
4.F6P — GoP
5.F6P + ATP — 2T3P + ADP

6.2T3P — F6P +Pi

7.T3P + ADP+Pi — PG3+ ATP+ NADH
8. PG3 + ATP + NADH— T3P+ ADP + Pi

9. PG3 — PEP

10. PEP —» PG3

11. PEP +ADP — Pyr + ATP

12. Pyr+ 2 ATP — PEP+2 ADP

13. Pyr — AcCoA + NADH + CO,

B. Pentoz Fosfat Yolizi

14. G6P — Gluc6P + NADPH
15. Gluc6P — RSP + NADPH + CO,
16. R5P — Xyl5P

17. Xyl5P — RSP

18. R5P — Rib5P

19. Rib5P — RSP

20. Xyl5P + Rib5P — S7P + T3P
21.S7P + T3P — Xyl5P + Rib5P
22. Xyl5P + E4P — F6P + T3P
23. F6P + T3P —» Xyl5P + E4P
24. T3P +S7P — F6P + E4P

25. F6P + E4P — T3P +S7P
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C. Glikoliz yolizinden ayirilan tepkimeler

26. Glc + NADP — NADPH + D-Glucono 1,5 Lactone
27. D-Glucono 1,5 Lactone — D-Gluconate + H,O
28. Pyr+ NADH — Lac

29.Lac > Pyr+ NADH

30. AcCoA+ ADP+Pi — Ac+ ATP

31. Ac+ ATP — AcCoA + ADP + Pi

32. Pyr > Form+ CO,

33. Form+ CO, — Pyr

34. Form+ CO, — Ox

35. Ox— Form + CO»,

D. Anapleoritik Tepkimeler

36. Mal — Pyr+ CO,+ NADPH
37.0A — Pyr+CO,

38. Pyr+ CO, — OA

E. TCA Dongiisii

39. AcCoA + OA — Cit

40. Cit — Icit

41.ICit - aKG + NADPH +CO,

42. aKG — SucCoA + NADH + CO,

43. SucCoA +Pi+ ADP — Suc + ATP + CoA
44. Suc + ATP  — SucCoA + Pi + ADP
45. Suc — Fum + FADH,

46. Fum — Mal

47.Mal —» OA+ NADH

48.ICit — Glx + Suc

49. Glx + AcCoA — Mal
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F. Serin Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi
50.PG3 +Glu » Ser+ aKG + NADH + Pi
51.Ser+ THF — MetTHF + Gly

52. Ser + AcCoA + H,S —» Cys + Ac

G. Alanin Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi

53.Pyr+Glu - aKG+Ala

54.2 Pyr +NADPH — KVal

55.KVal + Glu—» aKG + Val

56. KVal + AcCoA + Glu - NADH +CO, +a KG + Leu

H. Histidin Biyosentezi
57.R5P+ ATP — PRPP+ AMP
58. PRPP + ATP + GIn — His + PRAIC + aKG + 2PPi + 2NADH + Pi

I. Aspartik Asit Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi

59.0A+Glu — Asp + oKG

60. Asp + Gln + ATP — Asn + Glu + AMP + PPi

61. Asp+ ATP+NADPH — AspSa+ ADP + Pi

62. AspSa +Pyr —» DC

63. DC+NADPH —  Tet

64. Tet + AcCoA +Glu — Ac + aKG + mDAP

65. mDAP — Lys+CO;

66. AspSa + NADPH — HSer

67. Hser+ ATP —  Thr+ ADP + Pi

68. Thr + Pyr + NADPH + Glu — lle+ aKG + NH3 + CO,
69. AcCoA + Cys + Hser + H,S + MTHF — Pyr+ 2Ac+ NH; + Met + THF

J. Aromatik Amino Asitlerin Biyosentezi

70. 2 PEP + E4P + ATP +NADPH — Chor+ ADP +4 Pi
71. Chor+Glu — oKG+ Phe +CO,
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72.
73.
74.

Chor + Glu — Tyr + aKG + NADH + CO,
Chor + NH3 + PRPP — Pyr + IGP + CO; + PPi
IGP+Ser — Trp +T3P

K. Glutamik Asit Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi

75.
76.
77.
78.
79.
80.

oKG +NH3 +NADPH — Glu

Glu+ ATP+NH3 — Gln + ADP + Pi

Glu+ ATP+2NADPH — Pro + ADP + Pi

2Glu + AcCoA + ATP + NADPH — Ormn + Ac+ ADP +Pi + aKG
Om+CaP — Citr+ Pi

Citr + Asp + ATP — Arg + Fum + AMP + PPi

L. Amino Asitlerin Katabolizmasi

81.
82.
83.
84.

85

oKG+ Ala — Pyr+Glu

Arg+oKG — 2Glu+ NHs+ NADPH + CO,
Asn — Asp + NH3

Asp — Fum + NH3

.Cys —  Pyr+ NHz+ H,S
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.

Gln+ aKG+NADPH — 2Glu

Gly + MetTHF —  Ser + THF

His+THF —  Glu+ MeTHF

Ile + aKG — Glu + FADH; + 2NADH + CO; + SucCoA + AcCoA
Leu + aKG + ATP — Glu + FADH; + NADH + 2AcCoA + ADP + Pi
Phe —» Tyr+ NADPH

Pro — Glu+NADPH

Ser — Pyr + NH3

Thr - Gly + NADH + AcCoA

Trp + NADPH — AcCoA + Ala

Tyr + aKG + SucCoA — Glu + Fum + AcCoA + Succ + CO,

Val + aKG — Glu + FADH,; + 3NADH + 2CO; + SucCoA
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M. Niikleotitlerin Biyosentezi

98. PRPP + 2GlIn + Asp +2H20 + CO2 + Gly + 4ATP + F10THF —
2Glu+ PPi +4ADP + +4Pi+ THF + PRAIC + Fum

99. PRAIC + FIOTHF — IMP +THF

100. IMP + GIn + ATP — NADH + GMP + Glu + AMP + PPi

101. GMP + ATP —  GDP + ADP

102. ATP + GDP — ADP + GTP

103. GTP+ ADP — ATP+ GDP

104. NADPH + ATP — dATP

105. NADPH + GTP + ATP — ADP + dGTP

106. IMP + GTP+ Asp — GDP + Pi + Fum + AMP

107. AMP+ ATP — 2ADP

108. PRPP + Asp + CaP — UMP + NADH + PPi + Pi + CO,

109. UMP + ATP — UDP + ADP

110. UDP + ATP — ADP + UTP

111. UTP+NH3 + ATP — CTP+ ADP + Pi

112. ATP+ NADPH + CDP — dCTP + ADP

113.CDP + ATP — CTP+ ADP

114.CTP+ ADP — CDP + ATP

115. UDP + MetTHF + 2ATP + NADPH — dTTP + DHF +2ADP + Ppi1

N. Kofaktorlerin Biyosentezi

116. DHF + NADPH — THF

117. MetTHF + CO, + NH; + NADH — Gly + THF
118. MetTHF + NADPH — MTHF

119. MetTHF — MeTHF + NADPH

120. MeTHF — F10THF

121. Gly + THF - MetTHF + NH3+ NADH + CO,

O. Hidrojen Transfer Reaksiyonlar:

122.NADH — NADPH
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123. NADPH — NADH

P. Elektron Tasinim Sistemi
124. NADH +2ADP +2Pi — 2ATP
125. FADH2 + ADP+P1  — ATP

R. Tasimim Tepkimeleri

126. CO, — exp

127.imp — CO,

128. imp — NH;

129.NH; —  exp

130. 2ATP +4 NADPH — AMP + ADP + H,S + PPi + Pi
131.PPi —» 2Pi

132.imp - Pi

133.Pi — exp

S. Yag Asitlerinin ve Fosfolipidlerin Biyosentezi

134. T3P + NADPH — GL3P

135. 7AcCoA + 6ATP + 12 NADPH — C14:0 + 6ADP + 6Pi
136. 7AcCoA + 6ATP + 11 NADPH — Cl14:1 + 6ADP + 6P1

137. 8.2AcCoA + 7.2ATP + 14 NADPH — 7.2PI +7.2ADP + PA
138. 2ATP + CO, + GIn — CaP + Glu + 2ADP + Pi

T. Biyokiitle Bilesenleri

139. F6P + GIn + AcCoA + UTP — UDPNAG + Glu + Ppi
140. PEP + NADPH + UGPNAG — UDPNAM + Pi

141. RSP+ PEP+CTP —  CMPKDO + PPi +2 Pi

142. Ser + CTP + ATP — CDPEtN + ADP + PPi + CO,
143. S7P+ ATP — ADPHep + Ppi

144. G6P — GIP

145.G1P — G6P
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146. UTP + G1P —> UDPGIc + Ppi

U. Biyokiitle sentezi

147. 0.5352 Ala + 0.28 Arg + 0.22 Asn + 0.22 Asp + 0.09 Cys + 0.09 His + 0.25 GIn +
0.25 Glu + 0.58 Gly + 0.27 Ile + 0.42 Leu + 0.32 Lys + 0.14 Met + 0.0593 Orn +
0.17 Phe + 0.2 Pro + 0.377 Ser + 0.05 Trp + 0.13 Tyr + 0.24 Thr + 0.4 Val + 0.2
GTP +0.13 UTP + 0.12 CTP +0.02 dATP + 0.02 dCTP + 0.02 dGTP + 0.02 dTTP
+ 0.129 GL3P + 0.0235 C14:0 + 0.0235 C14:1 + 0.259 FA + 0.0433 UDPNAG +
0.0276 UDPNAM + 0.0235 CMPKDO + 0.0235 CDPETN + 0.0157 UDPGLC +
0.02354ADPHEP + 0.154 G1P + 41.139 ATP — Biyokiitle + 41.139 ADP +
41.139 Pi

V. Serin Alkali Proteaz sentezi

148. 0.127 Gly + 0.0255 GIn + 0.0182 Glu + 0.0146 Phe + 0.0474 Tyr + 0.116 Ser +
0.0036Trp + 0.0328 Asp + 0.0657 Asn + 0.0328 Lys + 0.0182 Met + 0.0729 Thr
+ 0.0365 Ile + 0.0365 Pro + 0.0146 Arg + 0.145 Ala + 0.113 Val + 0.0584 Leu +
0.0182 His+5.5 ATP —» SAP + 5.5 ADP + 5.5 Pi

Y. Yasam
149. ATP — ADP + Pi
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Sekil 2.18. Bacillus licheniformis ve Bacillus subtilis i¢in hiicrei¢i tepkimelerin
metabolik yolizi haritasi seklinde gdsterimi (Calik 1998, Calik ve Ozdamar
2002)

64



Sekil 2.18. Bacillus licheniformis ve Bacillus subtilis igin hiicrei¢i tepkimelerin
metabolik yolizi haritas1 seklinde gosterimi (Calik 1998, Calik ve Ozdamar 2002)
2.6 Amino Asitler

Amino asitler proteinlerin yapi1 taslaridir. Bir o-amino asitin yapisinda o-C atomuna
bagli bir amino grubu, bir karboksil grubu ve bir de amino asiti simgeleyen hidrofilik
veya hidrofobik R grubu bulunmaktadir. R grubu asidik, notral veya bazik; alifatik veya

aromatik olabilmektedir.

R gruplan etkisiyle farklilasan amino asitler degisik gruplamalarla siniflandirilmaktadir.
Enzimlerin ve proteinlerin yapist ve fonksiyonlar1 agisindan R gruplarinin proteinlerine

dayanan siiflandirma en 6nemlisidir. Buna gore amino asitler dort ana gruba ayrilirlar

(Cizelge 2.6) (Lehninger 1979, Calik 1998):

e Polar olmayan (nonpolar) veya hidrofobik R grubuna sahip amino asitler,
e Notral (yliksliz) polar R grubuna sahip amino asitler,
e Pozitif yiiklii (bazik) R grubuna sahip amino asitler,

e Negatif yiiklii (asidik) R grubuna sahip amino asitler.

Amino asitler yapilarindaki asimetrik o-C atomu nedeniyle L- ve D- seklinde iki
stereoizomere sahiptir. 20 ¢esit amino asit DNA tarafindan kodlanarak protein yapisina
girer. Bunlarin hepsi L- amino asittir. Bununla birlikte yapilarinda bazik 6zelik gosteren
amino grubu (-NH;) ve asidik oOzellik gosteren karboksil grubu (-COOH)
bulundugundan pH’1 nétral olan bir sulu c¢ozeltide dipolar iyon yapisindadirlar.
Bulunduklar ¢ozeltinin pH’mna gore iyonlagsma durumlar1 ve dolayisiyla da yiikleri
degisir (Sekil 2.19)
H H H
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R — C—COOH ‘ﬁ’ R— C— COO R— C — COO
H | H
NH;" NH;" NH,
Sekil.2.19 Bir amino asitin bulundugu ¢6zeltinin pH’1na gore iyonlasma 6zelligi

Cizelge 2.6 Amino asitler ve ozellikleri

Amino asit Simgesi | Molekiil Fizikokimyasal Ozellikleri
agirhig Hidrofil/Hidrofob  Asidik /Bazik/Notral

Alanin Ala(A) 71.09 Hidrofobik

Arginin Arg (R) 156.19 Hidrofilik Bazik
Asparajin Asn (N) 114.11 Hidrofilik Notral
Aspartik asit | Asp (D) 115.09 Hidrofilik Asidik
Sistein Cys (O) 103.15 Hidrofilik Notral
Glutamin Gln (Q) 128.14 Hidrofilik Notral
Glutamik asit | Glu (E) 129.12 Hidrofilik Asidik
Glisin Gly (G) 57.05 Hidrofilik Notral
Histidin His (H) 137.14 Hidrofilik Bazik
[zolézin Ile (L) 113.16 Hidrofobik

Lozin Leu (L) 113.16 Hidrofobik

Lizin Lys (K) 128.17 Hidrofilik Bazik
Metiyonin Met (M) |131.19 Hidrofobik

Fenilalanin Phe (F) 147.18 Hidrofobik

Prolin Pro (P) 97.12 Hidrofobik

Serin Ser (S) 87.08 Hidrofilik Notral
Treonin Thr (T) 101.11 Hidrofilik Notral
Triptofan Trp (W) |186.21 Hidrofobik

Tirozin Tyr (Y) 163.18 Hidrofilik Notral
Valin Val (V) 99.14 Hidrofobik

Amino asitler hiicreler tarafindan sentezlenir ve hiicre-igindeki protein ve enzim

sentezlerinde monomer olarak kullanilirlar. Ancak insan hiicrelerinde 10 adet amino asit
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sentezlenemediginden, disaridan yiyeceklerle yani amino asit ve protein kaynaklarindan
alinmasi gerekir. L-fenilalanin‘in de arasinda bulundugu bu amino asitler gida
maddeleri ile disardan alinmasi gerektiginden, ‘“gerekli amino asitler” olarak

adlandirilmaktadir (Kirk and Othmer 1994).

2.6.1 L-Fenilalanin ve o6zellikleri

L-fenilalanin aromatik amino asitlerden biri olup metabolizmada iiretilen birincil
metabolitlerdendir. Molekiiler yapisinda bulunan aromatik grup nedeniyle hidrofobik
ozellik gosterir ve polar olmayan amino asitler sinifina girer. L-fenilalanin bazi

ozellikleri Cizelge 2.7 *de verilmistir

Cizelge 2.7 L-fenilalaninin 6zellikleri

Molekiil Agirligi 165
Bagil yogunlugu 1.340
Erime noktasi, °C 283
Bozunma noktasi, °C 283

Iyonlagma sabitleri:

pKl1 1.83
pK2 9.13
Izoelektrik noktasi
pl 5.48
Kirilma indisi
[op] -35.1
Sudaki ¢ozlintirligi, g/L
0°C 19.8
25°C 29.6
50°C 443
75 °C 66.2
100 °C 99.0
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2.6.2 L-Fenilalanin onemi ve kullanim alanlari

Endiistriyel aromatik amino asitlerden biri olan L-fenilalanin dipeptit tatlandirict olan
a-aspartam yapiminda girdi olarak kullanilmaktadir. L-fenilalanin ayrica farmasotik
sanayinde-ila¢ etken maddelerinin iiretiminde girdi olarak- ve gida sanayinde de katki
maddesi olarak da kullanilmaktadir.

2.6.3 L-Fenilalanin iiretim yontemleri

L-fenilalanin benzaldehit, glisin ve asetik anhidrit gibi girdiler kullanilarak kimyasal
sentezle, protein hidrolizatlarin ayirilmasi sirasinda veya mikrobiyal (fermentasyon) ya
da enzimatik proseslerle iiretilebilir (Maiti ve Chatterjee 1990). Genel olarak enzimatik
prosesle L-fenilalanin {iiretiminin; saf {iriin elde etme avantaji olmasina ragmen
tepkimeleri katalizleyen enzimlerin spesifik aktivitelerinin ve kararhiliklarinin diisiik
olmasi, substrat inhibisyonuna kars1 hassas olmalari, kofaktor rejenerasyonuna ihtiyag

duymalar1 ve reaksiyon denge sabitlerinin diisiik olmasi gibi dezavantajlar1 da vardir.

Mikrobiyal olarak L-fenilalanin iiretiminin ucuz ve kolay elde edilebilir girdilerin
olmasi ve sadece L-izomerinin elde edilmesi iistiinliikleridir. Mikrobiyal L-fenilalanin
iiretiminde mikroorganizma sec¢imi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle pahali vitamin veya
diger katki maddelerine ihtiyaci olmaksizin mineral ortamda hizli ¢ogalma kabiliyetinin
olmasi, patojen olmamasi ve toksik {lirlinler iiretmemesi, L-fenilalanin’i ve girdileri
indirgeme kabiliyetinin yiiksek olmasi, genetik miihendisligi tekniklerinin
uygulanabilir olmasidir. L-fenilalanin iiretimi i¢in mikrobiyal prosesler 1980°li yillarin
sonlarinda gelistirilmeye baslanmistir. Mikroorganizma sec¢imi diger amino asitlerin
(glutamik asit, triptofan, vb) iiretimi i¢in endiistriyel proseslerin gelistirilmesi sirasinda
edinilen endiistriyel mikrobiyolojik bilgilerden yararlanilarak yapilmaktadir. L-
fenilalanin tiretimi ile ilgili yaymlarda Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium
lactofermentum, Escherichia coli, Arthrobacter globiformis, Bacillus polymyxa ve

Bacillus subtilis mikroorganizma olarak se¢ilmis ve kullanilmistir.

2.7 L-Fenilalanin iiretimi ile ilgili kaynak arastirmasi
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Siireli yayin literatiiriinde L-fenilalanin tiretimiyle ilgili calismalar:

3. Kullanilan mikroorganizmalar ve yapilan mutasyonlar ile, rekombinant
mikroorganizma gelistirmek i¢in uygulanan stratejiler ve sonuglari;

4. Biyoreaktor isletim kosullari, tiretim ortami bilesenleri ve incelenen parametreler

temelinde incelenmis ve degerlendirilmistir. Bu ¢ergevede L-fenilalanin iiretimi igin

liretim ortam1 bilesenleri ve Ol¢iilen parametreler Cizelge 2.8, gelistirilen rekombinant

mikroorganizmalar Cizelge 2.9, biyoreaktor ve isletim kosullar1 Cizelge 2.10 ve kati,

stv1 ve liretim ortam bilesimleri Cizelge 2.11°de 6zetlenmistir.

2.7.1 Mikroorganizma

Biyoteknolojik proseslerde iiretim kompleks bir tepkime sistemi {izerinden hiicre-iginde
gerceklestiginden, yiiksek verim ve se¢imlilikte istenen iirlin Uretimi ig¢in
mikroorganizma secimi 6nemli  basamaktir. Istenen biyomolekiilii dogal olarak
tiretebilen mikroorganizmalar da bulunabilir. Mikroorganizma istenen iirlin yaninda,
amino asit, organik asit ve proteinler olmak iizere yan-iiriin Uretebilir. L-fenilalanin
iretimi i¢in seleksiyon ve mutasyon amacgli endiistriyel mikrobiyolojik teknikler
yaninda, genetik miihendisligi teknikleri kullanilarak rekombinant mikroorganizmalar
gelistirilmistir. Corynebacterium glutamicum ile ilgili ¢alismalarda genetik tekniklerle
gelistirilen rekombinant mutantlar (Ozaki et al. 1985, lkeda et al. 1992, Ikeda et al.
1993) ile L-fenilalanin analoglarina direngli gelistirilen mutant (Shu and Liao, 2002);
Brevibacterium lactofermentum ile ilgili ¢alismalarda rekombinant mikroorganizma (Ito
et al. 1990a, b); Escherichia coli ile ilgili ise rekombinant mikroorganizmalar (Forberg
and Haggstrom, 1987, Konstatinov et al. 1990, Takagi et al. 1996, Flores et al. 1996,
Weikert et al.1998, Gerigk et al. 2002) ve L-fenilalanin analoglarina direngli mutantlar
(Hwang et al. 1985, Gil et al. 1985); L-fenilalanin analoglarina direngli Arthrobacter
globiformis (Maiti ve Chatterjee, 1991a, 1991b, 1993) ve; Bacillus ile ilgili ¢caligmalarda
L-fenilalanin analoglarina direngli (Sheety et al. 1986) ve rekombinant Bacillus subtilis

(Ozgelik vd. 2004) kullanilmistir (Cizelge 2.8, 2.9, 2.10).

2.7.1.1 L-Fenilalanin iiretimi icin kullanilan rekombinant mikroorganizmalar
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L-fenilalanin iiretimine iliskin genetik miihendisligi teknikleri kullanilarak rekombinant
mikroorganizma gelistirilmesi ile ilgili Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium
lactofermentum, Escherichia coli ve Bacillus subtilis kullamlmstir. Ozellikle glutamik
asit iiretiminde kullanilan gram pozitif Corynebacterium glutamicum ve Brevibacterium
lactofermentum tiirli bakterilerin mutantlan ile, sirasiyla, Kyowa Hakko Co (Japonya)
ile Ajinomoto Co. (Japonya)‘da rekombinant DNA tekniklerinin kullanilmas: ile
yapilan ilk 6nemli ¢alismalardan sonra, genomu belirlenen ilk bakteri olmas1 nedeniyle
Escherichia coli ile L-fenilalanin iiretimine iliskin ¢aligmalar yogunluk kazanmustir.
Cizelge 2.9°da Ozetlenen kaynaklarda, L-fenilalanin biyokimyasal yolizinde kritik
tepkimeler olarak diisiiniilen tepkimelerin katalizorleri DAHP sentetaz, korizmat mutaz
ve prephenat dehidrataz enzimlerini kodlayan genler hedef se¢ilmistir; tek- veya ¢ok-
gen klonlama yaklasimiyla gelistirilen rekombinant mikroorganizmalarla L-fenilalanin

liretim veriminin artiritlmasi amaci ile arastirmalar yapilmistir.

Kyowa Hakko Co (Tokyo)’da L-fenilalanin iiretimi ile ilgili caligmalarda Ozaki et al.
(1985) metabolik miihendislik yaklagimi ile p-florofenilalanin ve m-florofenilalanine
direngli L-fenilalanin iiretebilen C.glutamicum K38 korizmat mutaz ve prephenat
dehidrataz enzimlerinden sorumlu gen kaynagi olarak kullanilmistir. Bu genler pCES53
plasmidine klonlanarak gelistirilmis olan rekombinant pCmB4 plasmidi ilk agamada
C.glutamicum RRL5’e transforme edilerek dogal ve rekombinant C.glutamicum
RRL5’lerin  korizmat mutaz ve prephenat dehidrataz enzim aktiviteleri
karsilagtirilmistir. Sonucta korizmat mutaz aktivitesinde 10 kat artis gozlenirken,
prephenat dehidrataz aktivitesinde artis gozlenmemistir. Bu nedenle klonlamanin
basarili oldugunu belirlemek amaciyla r-pCmB4’t C.glutamicum KY10621 ve
C.glutamicum KY10425’e¢ transforme ederek L-fenilalanin iiretimi incelenmistir.
C.glutamicum KY10621 ile baslangigta L-fenilalanin iiretilmezken r-C.glutamicum
KY10621 ile 1.4 g/L L-fenilalanin iiretilmekte, C.glutamicum KY 10425 ile baslangicta
3.7 g/L L-fenilalanin fretilirken r-C.glutamicum KY 10425 ile 4.6 g/ L-fenilalanin
iiretilmektedir. Bu deneyler sonucunda klonlamanin basarili oldugunu belirlemislerdir.
Bundan sonraki asamada r-pCmB4 plasmidini tasiyan C.glutamicum K38 ile dogal

C.glutamicum K38’in L-fenilalanin iiretim performanslar1 kargilagtirlldiginda L-
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fenilalanin iiretiminin r- C.glutamicum K38’ de %50 (19 mg/ml) arttig1 belirlenmistir.
Kyowa Hakko Co (Tokyo)’da Ikeda ve Katsumata (1992) metabolik miihendislik
yaklasimu ile triptofan iireten C. glutamicum’u genetik miithendisligi teknikleriyle tirozin
ve L-fenilalanin {iretebilen mikroorganizmaya doniistirmek amaciyla yaptiklar
caligmada aromatik amino asit yolizinde DAHP sentetaz (DS) ve dallanma
noktalarindaki korizmat mutaz (CM) ve prephenat dehidrataz (PD) enzimlerini
kodlayan genler son {iriin inhibisyonundan bagimsiz hale getirilmis bu enzimlere sahip
C.glutamicum 10694 ‘ten izole edilerek plasmid lizerinde arka arkaya birlestirilmistir.
Gelistirilen ii¢ r-plasmid; pCA2 (sadece CM genini igeren), pKY1 (DS veya CM
genlerinden birini igeren) digeri pKF1 (Her ii¢ genide iceren) olarak adlandirilmistir.
pKY1 ve pKF1 plasmidlerinin triptofan tireten C.glutamicum KY 10865 ‘e transforme
edilmesiyle metabolik yolizindeki karbon akis1 tirozin ve L-fenilalanine dogru
yonlendirildiginden tirozin (26 g/L) ve L-fenilalanin (28 g/L) {iretiminde artig
gozlenmistir. Ozaki et al. (1985) ve Ikeda et al. (1992) calismalar1 karsilastirildiginda
DAHP sentetaz geninin klonlanmasiyla, L-fenilalanin {iretiminde %68 artis
saglanmistir. Kyowa Hakko Co (Tokyo)’da Ikeda et al. (1993) diger bir ¢aligmasinda
Ozaki et al. (1985) ve lkeda et al. (1992) ¢aligmalarina benzer olarak metabolik
miithendislik yaklasimi E.coli pheA geni ile kodlanan iki-islevli korizmat mutaz-
prefenat dehidrataz enzimi L-fenilalanin biyokimyasal yolizindeki iki 6nemli tepkimeyi
katalizlemektedir. C.glutamicum KY 10694 i potansiyel L-fenilalanin iireticisi haline
getirmek i¢in E.coli MM294 pheA geni pBR322’ye klonlanmis ve pheA genini igeren
3.2 kb’lik DNA pargasim1 bir E.coli-C.glutamicum shuttle vektorii olan pCES1’e
klonlayarak rekombinant pEA1l plasmidini elde etmislerdir. pEA1l rekombinant
plasmidi protoplast transformasyon ile C.glutamicum KLS4’e transforme edilerek
rekombinant mikroorganizma ile dogal mikroorganizmalarimn CM ve PD aktiviteleri
karsilastirilmistir. Sonugta her iki enzimin aktivitelerinin 10 kat arttif1 belirlenmistir.
pEA11 plasmidini hiicre-i¢i mutasyonu ile son iiriin inhibisyonuna kars1 direng gosteren
pEA22 elde etmislerdir. pEA11 ve pEA22 C.glutamicum KY10694’e aktarildiginda ise
L-fenilalanin {retiminin sirasiyla %8 ve %37 oraninda artti§i  bulunmustur.
Biyoreaktor deneylerinde pEA22 plasmidini igeren C.glutamicum KY10694 ile L-

fenilalanin iiretiminde %35 artisla 23 g/L. L-fenilalanin iiretilmistir.
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Ajinomoto Co'da (Japonya) yapilan arastirmada Ito et al. (1990a) mFP ve pFP’ye karsi
direngli ve geri beslemeli inhibisyondan bagimsiz DAHP sentetaz genine sahip
B.lactofermentum AJ1957°nin DAHP sentetaz genini pAJ1844 plasmidine klonlayarak
pARI: 15.3 kb ve pAR2: 6.8 kb rekombinat plasmidlerini gelistirmislerdir. Her iki
plasmid de dogal B.lactofermentum AJ12036‘a aktarilmis ve bu mikroorganizmanin
mFP ve pFP’ye diren¢ kazandig1 ve pAR1 ve pAR2 plasmidini igeren B.lactofermentum
AJ12036’da DAHP sentetaz aktivitesinin sirasiyla 15- ve 3- kat artig1 belirlenmistir. L-
fenilalanin liretimi agisindan B.lactofermentum AJ12036:pAR1 ve B.lactofermentum
AJ12036: pAR2 karsilagtirildiginda sirasiyla 4.4 g/L ve 0.5 g/l L-fenilalanin
iiretilmektedir. Ito et al. (1990b) diger bir calismasinda B.lactofermentum AJ11957 ile
geri beslemeli inhibisyondan bagimsiz prephenat dehidrataz enzimini kodlayan genini
klonlanarak pPH11-pPH17 arasinda mFP’ye kars1 direngli yedi rekombinant plasmid
elde etmislerdir. Rekombinant pPHI11 ve pPH14 numarali plasmidler prephenat
dehidrataz geni icermeyen B.lactofermentum A-15 ‘e  protoplast transformasyon
yontemi ile transforme edilerek PD aktivitesi rekombinant B.lactofermentum A-15,
dogal B.lactofermentum AJ12036 ve B.lactofermentum AJ1957 ile karsilastirilmistir.
Sonugta pPH11 ve pPHI14 plasmidlerini igeren rekombinant mikroorganizmalarin
spesifik aktiviteleri dogal B.lactofermentum AJ12036 ve B.lactofermentum AJ1957’a
gore daha yiiksek bulunmustur. Ayrica Ito et al. (1990b) c¢aligmalarinin diger bir
asamasinda L-tirozin ve L-fenilalanin iretebilen mFP’ye direncli dogal
B.lactofermentum MF358 mikroorganizmasini kullanmislardir. Dogal B.lactofermentum
MF358’de 5.5 g/L L-phe, 6.8 g/LL L-tyr ve 0.3 g/l L-antranilat iiretirken;
B.lactofermentum MF358: pPH14’lin 15.3 g/L L-phe, 1 g/L L-tyr {irettigi bulunmustur.
Bir onceki ¢alismalarinda (Ito e al. 1990a) gelistirdikleri DAHP sentetaz genini igeren
pAR1 plasmidi ile bu ¢aligmada gelistirilen PD genini igeren pTAR16 plasmidi ile
B.lactofermentum MF358’e transforme edildiginde 18.2 g/L L-fenilalanin ve 1 g/L L-
tirozin tretilmektedir. Bu ¢alismada da Ozaki et al. (1985) ve lkeda et al. (1992)
calismalariyla karsilastirildiginda  aromatik amino asit yolizinde DAHP olusum
tepkimesinden sorumlu DAHP sentetaz geninin klonlanmasiyla karbon akisi artmakta

ve dolayisiyla daha fazla L-fenilalanin iiretiminin saglandigi goriilmektedir.
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Flores et al. (1996) E.coli ile, aromatik amino asit yolizinin ilk tepkimesinin girdileri
olan PEP ve E4P miktarim1 artirmak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada DAHP sentetaz
enziminden sorumlu aroG genini iceren pRWS ile aroG ve transketolaz enziminden
thktA genlerini pPRW5’e klonlayarak pRW5::aroG ve pRWS5::aroG::tktA rekombinant
plasmidini gelistirmisglerdir. pRWS5::aroG ve pRWS5::aroG::tktA plasmidlerini karbon
kaynag1 olarak glukozu kullanan ve fosfotransferaz sistemini kullanmayan E.coli NF9
ve triptofan iireten E.coli PB103’ye transforme edilmesi sonucu elde edilen
rekombinant E.coli ile DAHP iiretimi incelenmistir. Sonugta E.coli PB103/ pRWS5::thtA
ile maksimum. 18 mM DAHP elde edilmistir. L-fenilalanin tiretiminde DAHP olusum
tepkimesinin girdilerinden PEP’in yani sira E4P bileseninin de kisitlayict bilesen
oldugunu belirtmislerdir. Polen et al. (2005) E.coli mikroorganizmasi ile hiicre
cogalma ortaminda farkli derisimlerde fenilalanin veya sikimat bulundugu zaman global
gen ekspresyonundaki degisim arastirilmistir. Ortama 0.5 gl fenilalanin eklendiginde
Tyr ortamli regulasyona gore aromatik amino asit metabolizmasinin birincil olarak
etkilendigi, 5 gl' fenilalanin eklendiginde hiicre ¢ogalma hizi yaklasik %50
azalmaktadir. Sonugta, ortama eklenen fenilalanin miktarinin hiicre ¢ogalma hizina olan
inhibisyon etkisinin azalmasi ile #rR"™ tlirlerde daha fazla fenilalanin {iretimi

gerceklesmektedir.

Ozgelik vd. (2004) Bacillus subtilis ile aromatik amino asit yolizinde L-fenilalanin
tiretiminde verim ve sec¢imliligini artirmak amaciyla  biyokimyasal reaksiyon
miithendisligi prensipleriyle aromatik amino asit yolizinde darbogaz olusturan
tepkimeleri belirlemistir. Yolizinde belirledikleri iki darbogaz tepkime R89 ve R96
arasinda yaptiklar1 analizle birincil darbogaz olarak belirledikleri korizmattan prephenat
olusum tepkimesini katalizleyen enzimden sorumlu aroH genini once bir E.coli
plasmidi olan pUC19’a klonlanmistir. Elde edilen rekombinant plasmidi E.coli XLI-
Blue’ya transforme ederek dogal ve r-E.coli’de L-fenilalanin {iretim performanslari
karsilagtirilmistir. Sonugta aroH genini iceren r-£.coli ile L-fenilalanin iiretiminin 2-kat
arttigi bulunmustur. Genetik calismalarinin ikinci asamasinda aroH geni E.coli-
Bacillus shuttle plasmidi olan pMK4’e klonlanarak dort rekombinant Bacillus (Al,
A206, A263 ve BS 1315) tiirleri gelistirilmistir. Dogal Bacillus (A1, A206, A263 ve BS

1315) tiirleri ile r-Bacillus tiirlerinin  L-fenilalanin {iretim  performanslari
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karsilastirildiginda en yiiksek L-fenilalanin tiretimi (0.4 g/L) r-Bacillus A263 ile elde
edilmis ve L-fenilalanin iiretimi 2.7-kat artmistir. Dogal Bacillus tiirli ile rekombinant
Bacillus A263 karsilastirildiginda R96 numarali tepkimenin akisi r-Bacillus A263 ile
7.2-kat artmistir (Cizelge 2.9).

2.7.2 Uretim ortamn bilesenlerinin etKisi

Istenen iiriin iiretimi igin, iiretim potansiyeli olan mikroorganizma se¢imi yapildiktan
sonra verim ve sec¢imliliginin artirilmasi i¢in ortam tasarimi yapilmasi gerekmektedir.
Mikroorganizmanin ¢ogalmasi, istenen iirlinii sentezlemesi i¢in ortamda gerekli
bilesikler bulunmalidir. Ortami olusturan bilesikler ve bilesimleri her iirlin i¢in farkl
olabilecegi gibi hiicre ¢ogalmasi i¢in de farkli olabilir. Biyoteknolojik proseslerde
iiretim ortami i¢in planlanan aragtirma programi ile belirlenen karbon, azot, fosfor,
inorganik tuzlarin bulunmasi gerekmektedir. L-fenilalanin iiretimi ile ilgili yapilan
calismalar ortam tasarimi agisindan incelendiginde, her arastirmada kullanilan
mikroorganizmaya gore kati, On-sivi ve iiretim ortam bilesimleri farklilik
gostermektedir  (Cizelge 2.11). Corynebacterium  glutamicum, Brevibacterium
lactofermentum, Escherichia coli, Bacillus tiirleri ile yapilan c¢aligmalarda iiretim
ortamindaki Dbilesenlerinin etkisi ile bir calisma olmadigi halde, Arthrobacter
globiformis (Maiti et al. (1991) ile ilgili calismada uygun karbon ve azot kaynagi
belirlenmistir. Corynebacterium glutamicum ile ilgili ¢alismalarda tanimlanmis veya
kompleks ortam; Escherichia coli’de genellikle tanimlanmis ortam kullanildig: gibi Gil
et al. (1985) ¢alismasinda kompleks ortam; Bacillus tiirlerinde ise Shetty et al. (1986)
kompleks ortam, Ozgelik vd. (2004) tammlanms ortam kullanmiglardir.
Corynebacterium glutamicum ile ilgili ¢calismalarda genelde karbon ve azot kaynagi
olarak seker kamisi, (NH4)2SOy; Escherichia coli’de glukoz, yeast ekstrakt; Bacillus
tirleri icin ise karbon kaynagi olarak nisasta ve glukoz, azot kaynagi olarak ise

(NH4),HPO4 ve (NH4),SO4 kullanilmistir.

2.7.3 Biyoreaktor isletim tiirii ve hidrodinamigi
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Biyoreaktor isletim tiirleri kesikli veya yari-kesikli igletim, siirekli isletim ve periyodik-
pulse beslemeli isletim olmak {izere siniflandirilabilirler. Sivi faza gore kesikli, oksijene
gbore yari-kesikli olan isletimler kiiciik ve orta kapasiteli iiretim proseslerinde
kullanilirlar. L-fenilalanin iretimiyle ilgili ¢calismalarda Corynebacterium glutamicum
ve Escherichia coli ile ilgili arastirmalarda oksijene gore yari-kesikli isletimde
calistimistir (Cizelge 2.10). Corynebacterium glutamicum tiiri mikroorganizmalarin
kullanildig1 calismalarda Ozaki et al. (1985), lkeda et al. (1992), Ikeda et al. (1993)
oksijene gore  yari-kesikli ¢alismiglar ve karbon kaynaginin tiiketildigi anda ortama
belirli zaman araliklarinda karbon kaynag: stirekli olarak beslenmistir. Konstantinov et
al. (1990) ve Takagi et al. (1996) ile Gerigk et al. (2002) oksijene gore yari-kesikli
olarak igletilen sistemlerde karbon kaynagi olarak kullandiklar1 glukozu prosesin belirli
bir kalma siiresinde siirekli olarak beslemeye baglamislar ve ortamdaki glukoz

derigimini bir set noktasinda kontrol etmislerdir.

Substrat inhibisyonunun oldugu durumlarda substrat sisteme periyodik-pulse isletim
tiirdi ile beslenmektedir. E.coli ile ilgili caligmalarda Shu and Liao (2002), Hwang et al.
(1985), Gil et al. (1985), Forberg and Haggstrom (1987) glukozu sisteme periyodik-

pulse ile beslemislerdir.

2.7.3.1 Oksijen aktarimi

Aerobik proseslerde oksijen aktarimi {iriin verim ve sec¢imliligini etkileyen 6nemli bir
parametredir. Biyoteknolojik proseste oksijen aktarimi, mikroorganizma tiirii, liretim
ortaminin fiziksel 06zelligi, biyoreaktdor ve karistirict konfiglirasyonuyla ilgilidir.
Karistirmali biyoreaktorlerde oksijen aktarimi karigtirma hizi ve oksijen/hava giris
hizinin bir fonksiyonu olup 6nemli biyoreaktor isletim parametrelerindendir (Calik

1998).

L-fenilalanin tiretimi ile ilgili caligmalarda incelenen biyoreaktor isletim parametreleri
Cizelge 2.10°da verilmigtir. Shu and Liao’nun (2002) Corynebacterium glutamicum ile
L-fenilalanin iiretiminde oksijen aktarim hizinin artirilarak {iriin inhibisyonunun

azaltilmasini amaglanmistir. Bu amacla ortama farkli bagslangig L-fenilalanin
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derisimlerinin eklenmesi (0-20 g/L) ve farkli karistirma hizlarinda (400, 600 ve 900
rpm) kesikli isletimde L-fenilalanin iiretim kinetigi incelenmistir. Ortama eklenen
baslangic L-fenilalanin derisimi ve oksijen aktarim hizinin artirilmasi ile iiriin
inhibisyonunun azaldig1 ve L-fenilalanin iiretiminin de arttif1 belirlenmistir. Cizelge
2.10’da belirtilen ¢aligmalarda hava giris hiz1 ve karistirma hizi etkisi incelenmeden

calismislardir.

2.7.3.2 Hidrojen iyonu derisimi (pH)

Mikroorganizmalarin 6zgiin bir i¢ pH degerleri vardir; yasamlar1 i¢in bu pH degerini
sabit tutmaya calisirlar. Mikroorganizmalar, hiicre-i¢i ve hiicre-dist pH degerine,
kullanilan karbon kaynaklarina ve bulunduklar1 metabolik evreye gore liretim ortamina
H' iyonu salgilar ya da ortamdan H' iyonu transfer edereck ortam pH degerinin
degismesine, buna bagl olarak da hiicre-i¢i tepkime ve hizlarinin degismesine sebep
olurlar. Ayn1 zamanda biyoproses siiresince karbon kaynaklarinin farkli {iriinlere
doniismesi ortam pH’in1 etkilemektedir. Karbon kaynagi olarak glukoz kullanildiginda,
hiicre-i¢i tepkimeler sonucu olusan organik asitlerin ve amino asitlerin ortama
salgilanmasiyla birlikte, ortam pH’inda azalma, ortama salgilanan metabolitlerin tekrar

kullanimiyla da artig gozlenir (Calik 1998).

2.7.3.4 Sicakhik

Her mikroorganizmanin ¢ogalma ve gelisiminin maksimum oldugu bir sicaklik degeri
olmalidir; istenilen {iriinlin verim ve se¢imliligini artirmak i¢in genellikle bu sicaklikta
izoterm  kosullarda g¢aligmak gereklidir. L-fenilalanin {iretimi ile ilgili ¢aligmalar
incelendiginde sicaklik etkisi parametre olarak incelenmeden Corynebaterium
glutamicum ile ilgili ¢aligmalarda 30°C, Brevibacterium lactofermentum'da 31.5 °C,
Escherichia coli’de 33-38.5 °C, Bacillus polymyxa ve Bacillus subtilis'te 37 °C sicaklik
degerlerinde calisiimistir (Cizelge 2.10).

2.7.4 Metabolik miihendislik temelli arastirmalar
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Metabolik yolizinde yer alan tepkime hizlarinin {iriin, yan iiriin olusumu sirasindaki
dagiliminin belirlenmesi biyoproses gelistirilmesinde kritik basamaktir. L-fenilalanin
tiretiminde verim ve sec¢imliliginin artirilmasi i¢in metabolik miihendislik temeliyle
hiicre-i¢i tepkime hiz dagilimlarinin belirlenerek hiz kisitlayici basamaklar ortaya
cikarilmalidir. Bundan sonraki basamakta ise bu bilgiden yararlanilarak genetik strateji
ortaya konulmalidir. Aromatik amino asit yolizinde L-fenilalanine iiretimine giden
tepkimelerin hizlar1 hesaplanip, hiz kisitlayici basamaklarin  belirlenmesi ve bu
sonuglara bagli olarak metabolik miihendislik teknikleri kullanilarak L-fenilalanin verim
ve secimliliginin artirilmasina yonelik, arastirma grubumuzda yapilan bir calisma

literatiirde bulunmaktadir (Ozgelik vd. 2004).

Flores et al. (1996) metabolik miihendislik tekniklerini kullanarak aromatik amino asit
metabolik yolizinin ilk tepkime girdilerinden biri olan PEP miktarin1 artirmak amaciyla
E.coli kullanmiglardir. Glukozun karbon kaynagi olarak kullanildigi fermentasyon
proseslerinde glikoliz yolizinde 1 mol glukozdan stokiyometrik olarak 2 mol PEP
olusmaktadir. Fakat 1 mol PEP glukozun taginimi sirasinda fosfotransferaz sistemi
(PTS) tarafindan kullanildigindan net 1 mol PEP aromatik amino asit iiretimi i¢in bir
mol E4P ile tepkimeye girerek DAHP olusturmaktadir. Bu ¢alismada Flores et al. PTS
sistemini kullanmayan (PTS") E.coli ile aromatik amino asit yolizine dogru giden PEP
miktarini artirmay1 amaglamiglardir. PEP miktarini artirmaya yonelik iki Oneri ortaya
koymuslardir. ilk olarak karbon kaynagi olarak glukozu kullanabilen fakat
fosfotransferaz sistemini kullanmayan mikroorganizma gelistirerek glukozun galaktoz
permeaz (GalP) enzimi kullanilarak  kolaylastirilmis difiizyonla hiicreye taginimi
saglamay1 veya piruvat gibi fosfotransferaz sistemini kullanmayan karbon kaynagi ile
piruvattan PEP sentetaz iiretimini artirarak PEP olusumunu gergeklestirmeyi
diisiinmiislerdir. Onerilerinden ilk olanin1 kullanarak fosfotransferaz sistemini
kullanmayan, karbon kaynag olarak glukozu kullanan (PTS’, glukoz") E.coli PB12 ve
PB13 tiirlerini gelistirmislerdir. Arastirmalarinin genetik agamasinda DAHP sentetaz
enziminden sorumlu aroG genini igeren pRWS: aroG ile aroG ve transketolaz
enziminden tktA gelerini iceren pRWS5: aroG, tktA rekombinant plasmidlerini E.coli
NF9 ve triptofan iireten E.coli PB103 ile DAHP iiretimini incelemislerdir. Sonugta
E.coli PB103/pRWS5: aroG, tktA ile maksimum 18 mM DAHP elde edilmistir.
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Aromatik amino asit yolizinde DAHP olusum tepkimesi girdilerinden PEP’in yan sira

E4P bileseninin de kisitlayici bilesen oldugunu belirtmislerdir.

Ozgelik vd. (2004) yaptiklari ¢alismada bir 6nceki calismadaki gibi PTS’, glukoz"
Bacillus subtilis kullanmiglardir. Metabolik miihendislik temelinde hiicre-i¢i tepkime
hizlariin belirlenebilmesi i¢in aromatik amino asit yolizindeki ilk tepkimenin (R#89)
girdileri olan PEP ve E4P’nin biyoreaktor iiretim ortamina ayri-ayri1 ve ayni miktarda
eklenerek sistem pertiirbe edildiginde glukoz, hiicre, yan-iiriinlerin ve L-fenilalanin
derigimlerinin zamanla derigimini belirlemislerdir. Ortamda PEP (0.083 g/L) veya
E4P+PEP (ayr1 ayr1 0.083 g/L) bulundugunda diisiik derisim degerlerinden dolayi hiicre
derisimi 6nemli Slgiide etkilenmezken, sadece PEP bulundugunda 12 st’ten sonra L-
fenilalanin tiretimi azalmis, PEP+E4P bulundugunda ise 16 ve 20 st’lerde L-fenilalanin
tiretimi 2.2- ve 3.9- kat artmistir. Ortamda sadece E4P bulundugunda ise referans
kosullara gore 16 ve 20 st’lerde L-fenilalanin iiretimi 3.8- ve 2.7- kat artmaktadir.
E4P’nin (0.083 g/L) bulundugu ortamda 12 st’den sonra hiicre-i¢i tepkime akilari
hesaplanarak R#96 ile simgelenen korizmattan prephenat olusum tepkimesinin birincil
hiz kisitlayici basamak oldugunu belirlemislerdir. Bu verilere dayali olarak
caligmalarinin  ikinci asamasinda genetik miihendisligi  teknikleri ile R#96
tepkimesinden sorumlu aroH genini iki asamali olarak klonladiklar1 E.coli ve E.coli-
Bacillus shuttle vektorlerini E.coli ve Bacillus’ a transforme ederek r-E.coli ve r-
B.subtilis elde etmiglerdir. Gelistirdikleri rekombinant mikroorganizma ile dogal
mikroorganizmay1 karsilagtirdiklarinda R#96 numarali tepkimenin akisinin 7.2-kat

arttigini belirlemislerdir (Cizelge 2.10).

78



79



Cizelge 2.8. L —fenilalanin iiretimiyle ilgili kaynaklar: Uretim ortamu bilesenleri ve 6lgiilen parametreler.

Mikroorganizma Arastirillan etki Olciimler Kaynaklar
C N P YE Ortam Cy Acm App Apanr  Caa Coa  Corhe CTyr CTrp Cac
r-C.glutamicum - - - - Kompleks + + + + - - + - - - Ozaki et al. (1985)
r-C.glutamicum - - - - Kompleks + + + + - - + + + - Tkeda et al. (1992)
r-C.glutamicum - - - - Kompleks + + + - - - + + - - Ikeda et al. (1993)
C.glutamicum - - - - Kompleks + - - - - - + - - - Shu ve Liao (2002)
r-B.lactofermentum - - - - Taniml - - + + - - + + - - Ito et al. (1990a)
r-B.lactofermentum - - - - Taniml - + + - - + + - - Ito et al. (1990b)
E.coli - - - - Kompleks + - - - - - + - - - Hwang et al. (1985)
E.coli - - - - Kompleks + - - - - - + - - - Gil et al. (1985)
r-E.coli - - - - Taniml + - - - - + - - +  Forberg ve Haggstrom (1987)
r-E.coli - - - - Tanimli + - - - - - + - - + Konstantinov et al. (1990)
r-E.coli - - - - Kompleks + - - - - - - - - - K Flores et al. (1996)
r-E.coli - - - - Tanimli + + + + - - + + + + Takagi et al.(1996)
r-E.coli - - - - Taniml + - - - - - + - - + Weikert et al. (1998)
E.coli - - - - Taniml + - - + - - + + + + Gerigk et al. (2002)
Arthrobacter + + - - Taniml + - - - - - + - - - Maiti et al. (1991)
globiformis
Arthrobacter - - - - Taniml + - - - - - + + + - Maiti et al. (1991)
globiformis
Arthrobacter - - - - Tanimli + - - - - - + - - - Maiti et al. (1993)
globiformis
Bacilllus polymyxa - - - - Kompleks + + + + - - + + - - Shetty et al. (1986)
r-Bacilllus subtilis - - - - Tanmh + - - - + + + + + + Ozgelik et al. (2004)

Karbon kaynagi , C; Azot kaynagi, N; Fosfat kaynagi, P; Yeast ekstrakt, YE; Hiicre derisimi, C, ; Korizmat mutaz aktivitesi, Acy; Pprephenat dehidrataz aktivitesi, App; DAHP
sentetaz aktivitesi Apaup ; Amino asit derisimleri, Ca, ; Organik asit derisimleri, Coa; L-fenilalanin derisimi, Cppe; L-tirozin derisimi, Cry,; L-triptofan derisimi , Cry,; Asetik
asit derigimi, Cy,



Cizelge 2.9. L —fenilalanin iiretimiyle ilgili kaynaklar: L-fenilalanin iiretimi i¢in gelistirilen rekombinant mikroorganizmalar

Mikroorganizma Plasmid(ler) Hedef enzim(ler) Gen/genler Restriksiyon Enzimleri Rekombinant Mikroorganizma: Mikro-biyoreaktdr Kaynak
r-C.glutamicum pCES3, Korizmat mutaz- Korizmat mutaz pCES3 : BamHI Kyowa Hakko Co’da L-fenilalanin iiretebilen C.glutamicum ‘un pFP®,mFP® ‘e Ozaki vd.
K38 (Cm® Km®,Tch) prephenat dehidrataz | (CM), prephenat C.glutamicum K38 : BamHI kars1 korizmat mutaz ve prephenat genlerini plasmid pCES3° e T4 DNA ligaz (1985)
(pFP® ve mFP} pCMB4, dehidrataz (PD) enzimi ile klonlanarak rekombinat plasmid pCmB4 elde edilmistir. pCmB4
direngli) (Cm®,Km®, Tc®) genleri protoplast transformasyonla C.glutamicum KY9456’ya transforme etmislerdir
r-C.glutamicum pCG115, (Sp®) DAHP sentetaz (DS), | DAHP sentetaz pCG115 : Sall (DS) Kyowa Hakko Co’da DAHP sentetaz , korizmat mutaz ve prephenat dehidrataz Ikeda vd.
KY10693 ve pCES3 korizmat mutaz (CM), (DS), pCES53: Sall (CM) genleri ¢ok-agsamali klonlama stratejisiyle, kopyalama sayis1 ¢ok olan pKF1 (1992)
KY10694 (Cm® Km®,Te®) prephenat dehidrataz | korizmatmutaz pCES53: BamHI (PD) vektorlerine arka arkaya ekleyerek rekombinant plasmid elde edilmistir.
(triptofan {ireten) pKYT1, (Sp®) (PD) (CM), prephenat | C.glutamicum KY10693 : BamHI
pKF1, (Sp®) dehidrataz (PD) C.glutamicum KY 10694 : Sall
genleri
r-C.glutamicum PBR322 (E.coli), Bifonksiyonel enzim: pheA pBR322 : EcoRI ve BamHI Kyowa Hakko Co’da pheA genini pBR322 ‘ye 6nce klonlamuslar; ve pheA Ikeda vd.
KY10694 (Amp®,Tc®) Korizmat mutaz- pCES51 : EcoRV genini iceren 3.2 kb’lik DNA pargasi E.coli-C.glutamicum shuttle vektorii (1993)
pCES1 prephenat dehidrataz E.coli MM294 : EcoRI ve BamHI pCES1’e klonlanarak pEA11: pheA elde etmislerdir.
(E.coli-
C.glutamicum),
(Km")
I- pAJ1844, (Cm®) DAHP sentetaz DAHP sentetaz | B.lactofermentum AJ11957 : Pstl Ajinomoto Co’da geri-beslemeli inhibisyon etkisinde olmayan DAHP sentetaz Ito vd.
B.lactofermentum PARI, (Cm®) geni pAJ1844 : Pstl geni plasmid pAJ1844 ‘e klonlanmus ve iki (pAR1: 15.3 kb, pAR2: 6.8 kb) L- (1990a)
(pFP* mFP¥) pAR2, (Cm®) fenilalanin ve L-tirozin verimliliginin arttig1 bulunmustur.
r- pAJ1844 prephenat dehidrataz Prephenat B.lactofermentumAJ11957 :Pstl Ajinomoto Co’da geri-beslemeli inhibisyon etkisinde olmayan prephenat Tto
B.lactofermentum (E.coli- dehidrataz geni pAJ1844:Pstl dehidrataz geni plasmid pAJ1844 ‘e klonlanmig ve 7 plasmid (pPH11-17) elde | vd.(1990b)
(TAR mFPRtyr | B.lactofermentum), pAJ224 :Sall ve BamHI etmislerdir.
,met’) (Cm®)
pAJ224
(B.lactofermentum)
, (Tp%)
pTARI16, (TpH)
r-E.coli pRW5 DAHP sentetaz , aroG , thtA pRWS5 : BamHI thtA ve aroG genlerini iceren pRWS ‘e klonlamus ve fosfotransfreaz sistemini K Flores
(pts,glukoz") (Cm®) Transketolaz pRWS5tkt : BamHI kullanmayan E.coli PB103 ve NF9’a transforme edilerek DAHP iiretimindeki vd. (1996)
pRWS5tkt E.coli IM101: BamHI artig arastirllmigtir.
(Cm")
pUC19 (E.coli), Korizmat mutaz aroH geni pUCI19 : BamHI ve Sall B.subtilis’de L-fenilalanin yolizinde korizmat mutazdan prephenat olusum Ozgelik vd.
r-Bacillus (Amp®) pMK4 : BamHI ve Sall tepkimesinin darbogaz olusturdugu metabolik miihendislik teknikleriyle (2004)
subtilis pMK4 (E.coli- belirlenmis ve genetik mithendisligi teknikleri ile bu tepkimeden sorumlu aroH
Bacillus), geni once plasmid pUC19 ve sonra pMK4 ‘e iki agamali klonlanmustir.
(aroH) (Amp®)
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Cizelge 2.10. L —fenilalanin iiretimiyle ilgili kaynaklar- Biyoreaktdr ve isletim kosullar1

Mikroorganizma Biyoreaktor isletme Kosullar: Hesaplanan verim degerleri Sonuclar Kaynak
Biyoreaktor/ | T Vr N Qy/V DO pH Yris Yxis
isletim Tiirii | °C dm’ dk’! dk! %
r-C.glutamicum Korizmat mutaz ve prephenat dehidrataz genleri plasmid pCES3 ‘e klonlanmus;
(pFP®,mFP* fenilalanin iireten) Yari kesikli 30 0.55 800 1.8 - 7.2¢ 0.14 - rekombinant C.glutamicum_ile %50 artisla 19 g/L L-fenilalanin tiretilmigtir Ozaki et al. (1985)
Triptofan tireten C.glutamicum’a aromatik amino asit yolizinde yer alan ti¢ tepkimeyi
r-C.glutamicum Yari kesikli 30 0.55 800 1.8 - 6.1c 0.20 - katalizleyen DAHP sentetaz, korizmat mutaz ve prephenat dehidrataz enzimlerinin genleri Ikeda et al. (1992)
(phe , tyr-") klonlanmug ve 28 g/l fenilalanin, 26 g/l tirozin ve 18 g/L triptofan tiretilmistir.
Korizmat mutaz ve prephenat dehidrataz genleri pEA22 ‘ye klonlanmig;rekombinant Ikeda et al. (1993)
r-C.glutamicum Yari-kesikli 30 0.55 800 1.8 - 6.3¢c 0.17 - C.glutamicum ile %35 artisla 23 g/L L-fenilalanin tiretilmistir.
(fenilalanin iireten)
Yari-kesikli 30 1.4 600 0.71 - 7.0c L-fenilalanin tiretiminde oksijen aktariminin etkisi incelenmis; yari kesikli biyoreaktérde | Shu ve Liao (2002)
C.glutamicum (t=21.5st) irtin derisimi artarken ,oksijen aktarimi artirilarak iirlin inhibisyonu azaltmis ve max. %42
9 N N Yari-kesikli 30 1.4 600-900 0.71-1.48 - 7.0c 0.18* 0.09* verimlilikle 23.2 g/L L-fenilalanin tiretilmistir.
(pFP",mFP") (=44 st)
Geri beslemeli inhibisyondan bagimsiz DAHP sentetaz geni plasmid pAJ1844'e Ito et al. (1990a)
Kesikli 31.5 - - - - - 0.2 - klonlanmus; dogal B.lactofermentum ile 0.4 g/L antranilat tiretilirken, r-B.lactofermentum
r-B.lactofermentum ile 4.4 g/ L-fenilalanin ve 4.9 ¢/L L-tirozin iiretilmistir
(pFP",mFP") ) )
r-B.lactofermentum Kesikli 31.5 - - - - - 0.11* - Prephenat dehidrataz geni plasmid pAJ1844'e klonlanmus; r-B.lactofermentum ile dogal Ito et al. (1990b)
B.lactofermentum' a gore 3.3 kat (18.2 g/L) daha fazla L-fenilalanin iiretilmistir
(TAR, mFP" tyr,met)
Fenilalanin analogu olan mFP ve pFP’ye direngli tirozin oksotrof E.coli ile iiretim Hwang et al. (1985)
E coli Yari-kesikli 33 20.5 400 1 >30 7.0c 0.08 0.12 ortaminda L-fenilalaninin istel ¢ogalma fazinin sonlarma inhibisyon etkisi yaptigimni
! belirlemistir
(pFP*,mFP" tyr)
Fenilalanin analogu olan TA ve pFP’ye direngli E.coli ile optimum glukoz igerigi (%14) | Gil et al. (1985)
E coli Yari-kesikli 33 200 360 0.76 - 7.0c 0.11 0.23 ve agilama oran (%5) ile 0.35-0.40 verimlilikle 14-15 g/L L-fenilalanin tretilmistir.
(PFP",TA" tyr)
r-E,coli ile yar1 kesikli isletimde fosfat kisitlamasi ile L-fenilalanin tiretimi azalirken , Forberg ve Haggstrom
r-E.coli Yari-kesikli 37 2 600 0.7-0.85 >70 7.0c stilfat kisitlamasi altinda degismemis; siirekli isletimde ise fosfat kisitlamali ortamda L- (1987)
’ - rBR fenilalanin tiretimi en iyi ve yan {iriin asetat olusumunun en az oldugu kosul olarak
(Amp",Tc",pheA™" aroF) 0.11* - belirlenmistir.
Kemostat 37 1.3-14 600 1.08-1.21 >70 7.0c
r-E.coli ile L-fenilalanin tiretiminde asetik asit olusumunu azaltmak i¢in optimum glukoz | Konstantinov et al.
r-E.coli Yari-kesikli 38.5 3 - 1 20 7.0c 0.14 0.83 besleme stratejisi aragtirtlmis ; optimum glukoz besleme hizinda %18 verimle 46 g/L L- | (1990)
! fenilalanin Giretilmistir.
(tyr tiamin ,phe A™® aroF™®)
r-E.coli Aromatik amino asit yolizinde DAHP olusum tepkimesinin girdilerinden biri olan PEP | K.Flores et al. (1996)
miktarini artirmak amaciyla yapilan ¢aliymada DAHP sentetaz ve transketolaz
. + Kesikli 35 - - - - 6.5¢ - - enzimlerinden sorumlu aroG ve tktA genleri pPRWS plasmidine klonlanmus; r-E.coli ile 18
(pts’,glukoz’, aroG, tktA) Lo
mm DAHP iiretilmistir.
1000’ e r-E.coli glukoz ve tirozininin esanli olarak beslenmesinin L-fenilalanin tiretimine etkisi
E.coli Yari-kesikli 38.5 5 kadar 1 20 7.0c 0.20 - arastirllmigtir. Takagi et al. (1996)
’ degisken
(tyr tiamin",pheA™ aroF™)
Korizmat mutaz-prephenat sentetaz ve DAHP sentetaz enzimlerinden sorumlu genleri
r-E.coli Kesikli 37 0.35 500 1.5 - 7.0c 0.03* 0.23* igeren rekombinant E.coli CWML2 kullanilarak ¢ogalma-olmayan kosullarda kesikli Weikert et al. (1998)
: ) isletimde L-fenilalanin iiretimi incelenmis ve 0.9 g/L L-fenilalanin tiretilmistir.
(tyr tiamin",phe A" aroF™®)
Oksijene gore yari-kesikli olarak igletilen sistemlerde karbon kaynagi olarak glukozun
r-E.coli Yari-kesikli 37 7.5 - - - 6.5¢ 0.23* - kullanildig1 proseste belirli bir kalma siiresinde siirekli olarak beslemeye baslayarak Gerigk et al. (2002)
(aroF™) glukoz derisimini bir set noktasinda kontrol etmislerdir.
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Arthrobacter globiformis

Analog direngli Arthrobacter globiformis mutanti ile L-fenilalanin iretimi i¢in

(trp,tyr’, pFPR, TA®) Kesikli 30 - - - 7.0 0.02 - optimum karbon ve azot kaynag1 sirastyla glukoz (350 mM) ve NH,CI (60 mM) olarak Maiti et al. (1991)
belirlenmistir.
Arthrobacter globiformis
(trp’,.tyr, pFPR, TAR) Kesikli 30 - - - 7.0c 0.04 - Analog direngli Arthrobacter globiformis mutanti ile 2.6 g/L L-fenilalanin tireilmistir Maiti ez al. (1991)
Arthrobacter globiformis - Analog direngli Arthrobacter globiformis mutanti ile optimum tirozin (0.1 mM) ,triptofan
(trp’, tyr, pFP® TA®) Kesikli 30 - - - 7.0c 0.14 (0.5 mM) ve biotin (5 pg/l) derisimlerinde 8.7 g/L L-fenilalanin iiretilmistir Maiti et al. (1993)
Bacillus polymyxa - Analog direngli Bacillus polymyxa mutantlari ile 0.5g/L L-fenilalanin, 0.15 g/L'1 L-
(pFP® TA®) Kesikli 37 - 100 - 7.1 0.05 tirozin glukoz besleme hizinda %18 verimle 46 g/L L-fenilalanin direilmisgtir. Shetty et al. (1986)
Metabolik yolizi analizi ile L-fenilalanin iiretiminde darbogaz olusturdugu belirlenen R96 | Ozgelik et al. (2004)
r-Bacillus subtilis numarali tepkimeyi katalizleyen korizmat mutaz enziminden sorumlu aroH geninin
(aroH) Kesikli 37 0.5 500 0.25 7.0 0.06 0.29 B.subtilis e klonlanarak kesikli biyoreaktdrde L-fenilalanin tiretimi arastirilmstir. r-

B.subtilis 11eR96 tepkimenin hiicre akisinda 7.2-kat artis gozlenmistir.
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Cizelge 2.11. L-fenilalanin iiretiminde kullanilan kati, sivy, iiretim ortam bilesimleri

Mikroorganizma Ortam bilesen ve bilesimleri Kaynak
Kati Ortam On sivi Ortamm Uretim Ortam
(g/L):
seker kamis1 melasi (glukoza esdeger), 50
% 2 et suyu KH,PO,, 0.5 Ozaki
r-C.glutamicum - % 0.5 yeast ekstrakt K,HPO,, 0.5 et al. (1985)

MgS0,.7H,0, 0.25
(NH4),SOs4, 20
CaCOs;, 20
TS1 ortamu (g/L):
Sukroz, 50

RCGA agar: %1.6 KH,PO,, 2

bacto-agar MgS0,.7H,0, 0.5

Spektinomisin, 400 (NH,4),SOq, 5

ug/mL Ure, 0.6

Fenilalanin ve Corn steep likor, 40

tirozin , 200 pg/mL FeSO,.7H,0, 10 mg
MnSO4.4~6H,0, 10 mg

BY agar: %1.6 CuS04.5H,0, 4 mg

bacto-agar Tirozin, 266 mg

r-C.glutamicum Kanamisin, - L-fenilalanin, 362 mg
100pg/mL D-Biotin, 100 pg Ikeda

Fenilalanin ve
tirozin, 10 pg/mL

MM agar: %1.6
bacto-agar
Kanamisin,
100pg/mL
Fenilalanin, tirozin,
100pg/mL

Tiamin-HCl, 5 mg
CaCOs, 20

TP2 ortami (g/L):
Sukroz, 60

KH2P04, 2

K,HPO,, 1.2
MgSO47H20, 1.7
(NH,4),SO04, 17

Corn steep likorii , 66
FeS0,4.7H,0, 13 mg
MnS0,.4~6H,0, 13 mg
CuS0,4.5H,0, 6 mg
Tirozin, 310 mg
L-fenilalanin, 650 mg
D-Biotin, 230 pg
Tiamin-HCI, 450 pg

et al. (1992)




Cizelge 2.11. L-fenilalanin iiretiminde kullanilan kati, sivy, iiretim ortam bilesimleri

(devam)

r-C.glutamicum

RCGA agar: %1.6
bacto-agar
Kanamisin, 200
ug/ml

LB ve M9 agar:
%1.6 bacto-agar
Ampisilin, 100
ug/ml Tetrasiklin,
20 ug/ml
Kanamisin, 20
ug/ml

BY agar: %1.6
bacto-agar
Kanamisin, 10
ug/ml

MM agar:

%1.6 bacto-agar
Kanamisin, 10
ug/ml

(g/L):

seker kamisi melasi, 50
KH,PO,, 0.5
K,HPO,, 0.5
MgS0,.7H,0, 0.25
(NH4),SO0y4, 20

Corn steep likorii, 2.5
FCSO4.7H20, 0.005
MHSO4.4~6H20, 02
Tirozin,

D-Biotin, 5*107
Tiamin-HCI, 0.005

Ikeda
etal. (1993)

Complete medium | (g/L): (g/L):
(W/Iv%): Melas , 7 Melas, 7
Bacto yeast (NH4):S04, 0,3 (NH4)2804, 0,3 Shu ve Liao (2002)
C.glutamicum ekstrakt, 1 Soy protein, 5 KH,PO,, 0.1
Bacto pepton, 1 KH,PO,, 0.1 K,HPO,, 0.1
Sukroz, 0.5 K,HPO,, 0.1 MgSO0,.7H,0, 0.03
KClL, 0.5 MgS0,.7H,0, 0.03
CaCO;, 2
(g/L):
CM-RG Glukoz, 50
r-Brevibacterium | SM-3 - Tiamin, 0.005 Tto
lactofermentum RB (3 ug /ml L-histidin, L-prolin, L-arjinin, L-izol6zin , L- et al. (1990a)

klorampenikol)

16zin , L-valin, 0.005

(g/L):
CM-RG Glukoz, 50
r-Brevibacterium | SM-3 Tiamin, 0.005 Tto
lactofermentum RB (3 ug /ml - L-histidin, l-prolin, L-arjinin, L-izol6zin , L- et al. (1990b)
kloramfenikol) 16zin ,
L-Valin, 0.005
(g/L): (g/L):
Glukoz, 50 Glukoz, 50
Sodyum sitrat, 1.2 Sodyum sitrat, 1.48
K,HPO,, 1 K,HPO, 2
Nutrient agar Yeast ekstrakt, 1 Yeast ekstrakt, 3.69 Hwang
E.coli L-tirozin, 50 mg/L | K,SO4, 0.4 K,S04, 0.91 et al. (1985)
TA, 6 g/L MgClL.6H,0, 0.8 MgCl,.6H,0, 1.97
PFP, 6 g/L NH,CI, 5.8 FeCl,,6 H,O, 0.037
FeCl,.6 H,O, 0.015 Eser element ¢ozeltisi, 2.46 ml/L
CaCO;, 25
Eser element ¢ozeltisi,
1 ml/L
(g/L): (g/L):
Glukoz, 20 Glukoz, 50
Yeast ekstrakt, 3 Yeast ekstrakt, 2.77
NH,CI, 4 K,S0,, 0.91 Gil
K,S04, 0.36 Sodyum sitrat, 1.48 et al. (1985)
E.coli Nutrient agar Sodyum sitrat, 1.2 MgClL.6H,0, 1.97

MgCl,.6H,0, 0.8
FeCl;,6 H,0, 0.02
K,HPO,, 2
Tiamin-HCI, 0.001
1 ml/L eser element
¢Ozeltisi

FeCl;,6 H,0, 0.037

K,HPO,, 1.5

Tiamin-HCI, 0.00148

Eser element ¢ozeltisi, 2.46 ml/L
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Cizelge 2.11. L-fenilalanin iiretiminde kullanilan kati, sivi, iiretim ortam bilesimleri

(devam)

r-E.coli

LB agar (g/L):
Tripton, 10
Yeast ekstrakt, 5
NaCl, 5

Agar, 15
Tetrasiklin, 10
mg/L

(@L):

Glukoz, 20
NH,CI, 5

K,S04, 0.8
CaCl,.2H,0, 0.02
Mgc126H20, 0.8
KH,PO,, 0.5
NazHPO4, 1
Sodyum sitrat, 2.5
FeCl;,6 H,0, 0.01
Eser element ¢ozeltisi, 1 ml/ L

Forberg
et al. (1987)

r-E.coli

LB ortam (g/L):
Glukoz, 20
Kanamisin, 0.04
Antifoam

(g/L):

Glukoz, 20
NazHPO4. 12H20, 7
KH,PO, , 4
K,HPO,, 4

NaCl, 1

K,SO0q, 2
MgS0,4.7H,0, 3
Sodyum sitrat, 10
Sodyum glutamat, 0.55
CaCl,.2H,0, 0.06
Tirozin, 0.6
Tiamin, 0.05
Kanamisin, 0.04

Konstantinov
et al. (1990)

r-E.coli

Mac-Cankey agar

(g/L):

Glukoz, 15

Yeast ekstrakt, 15
MgSOy, 3
KH,PO4 16
K,HPO4 14
(NH4),SOq, 5
Antifoam

K.Flores
et al. (1996)

r-E.coli

LB ortam (g/L):
Glukoz, 20
Kanamisin, 0.04
Antifoam

(@L):

Glukoz, 20
NazHPO4.12 H20, 7
KH,PO,, 4
K,HPO,, 4

NaCl,1

K5S04, 2
MgS0,.7H,0, 3
Sodyum sitrat, 10
Sodyum glutamat, 0.55
CaCl,.2H,0, 0.06
Tirozin, 0.6

Tiamin, 0.05
Kanamisin, 0.04

Takagi et al (1996)

r-E.coli

(mM):

Glukoz, 50
(NH4)2SO0q4, 30
KH,PO,, 3.7
K,HPO,, 6.6
MgSO4, 1

CaCl,, 0.05
FeCl,, 0.2

B, vitamin 0.3 uM

100 pL/L polipropilen

glikol

(mM):

Glukoz, %50 (w/v)
(NH4),SOs4, 30

KH,PO,, 3.7

K,HPO,, 6.6

MgSO4, 1

CaCl,, 0.05

FeCl,, 0.2

vitamin B, 0.3 uM

100 pL/L polipropilen glikol

Weikert et al.
(1998)
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Cizelge 2.11. L-fenilalanin iiretiminde kullanilan kati, sivi, iiretim ortam bilesimleri

(devam)
(@L): (@L):
Glukoz, 5 Glukoz, 15
MgS04.7H,0, 0.3 MgS0,4.7H,0, 3
CaCl,.H,0, 0.015 CaCl,.H,0, 0.015
KH,PO,, 3 KH,PO, 3
E.coli - K,HPO,, 12 NaCl, 1 Gerigk et al. (2002)
NacCl, 0.1 (NH4),SO0s4, 5
(NH4),S04, 5 FeSO,. 7H,0/Na-sitrat,0.075/0.1
FeSO,. 7H,0O/Na- Tiamin, 0.075
sitrat, 0.075/0.1 L-tirozin, 0.3
Tiamin*HCI, 0.0075 Ampisilin, 0.1
L-tirozin, 0.08 Eser element ¢ozeltisi 1.5 ml/L
Ampisilin, 0.1
Eser element ¢ozeltisi
1.5 ml/L
Glukoz; 350 mM
Arthrobacter Alfoldi agar NH,4CI: 60 mM Maiti et al. (1991a)
globiformis - Tirozin
Triptofan
Glukoz; 350 mM
Arthrobacter Alfoldi agar - NH,CI: 60 mM Maiti et al. (1991b)
globiformis Tirozin
Triptofan
Glukoz; 350 mM
Arthrobacter Alfoldi agar - NH4CI: 60 mM Maiti et al. (1993)
globiformis Tirozin
Triptofan
Starch minimal (g/L):
medium : (g/L) Nisasta, 10
Nisasta, 10 (NH,4)2SOq, 2
(NH4),SOs, 2 Na,HPO,, 5 Shetty et al. (1986)
Bacillus polymyxa | Starch minimal agar | Na, HPOy, 5 KH,PO,4, 3
KH,PO,, 3 MgS0,.7H,0, 0.2
MgS0,7H,0, 0.2 NaCl, 0.2
NaCl, 0.2 CaCl,.2H,0, 0.5
CaCl,.2H,0, 0.5 Eser element ¢ozeltisi, 1 ml
Eser element ¢ozeltisi,
1 ml
(@L):
LB agar (g/L): Glukoz, 10
Tripton, 10 LB broth (g/L): (NHy4), HPO4, 5 Ozcelik et al. (2004)
r-Bacillus subtilis | NaCl, 5 Tripton, 10 KH,PO4, 0.5
Yeast ekstrakt, 5 NaCl, 5 K,HPO,, 0.5
Agar, 15 Yeast ekstrakt, 5 MgS0,4.7H,0, 0.1
MnS04.H,0, 0.1
ZnS04.7H,0, 2 mg
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Kimyasal Maddeler

Bu yiiksek lisans arastirma programinda genetik miihendislik ve metabolik miithendislik
caligmalarinda kullanilan primer ve enzimler MBI Fermentas, kimyasal maddeler ise

Sigma, Difco, Fluka ve Merck firmalarindan satin alinmistir.

3.2 Mikroorganizma

Yiiksek lisans aragtirma programinda Northern Regional Research Laboratory (NRRL)
‘den dondurularak kurutulmus olarak getirtilmis olan; aroA genini tasiyan Bacillus
subtilis NRRL-NRS 1315 ve rekombinant mikroorganizma gelistirmek i¢in Bacillus
Genetic Stock Center’dan getirtilen Bacillus subtilis 1A263 (metC pfk pstll) segilerek

kullanilmustir.

Cizelge 3.1 Rekombinant mikroorganizma gelistirmek i¢in kullanilan mikroorganizma

ve plasmidler

Mikroorganizma Kaynak
E.coli
XLI-Blue ATCC 31538, Bullock vd. (1987)
B. subtilis
BS1315 (aroA geni kaynagi) NRRL
1A263 BGSC
Plasmidler Kaynak
pUCI19 Yanisch-Peron vd. (1985)
pMK4 Briicknet vd. (1992)
pUC19::aroH Ozcelik (2003), Ozgelik vd (2004)
pMK4::aroH Ozgelik (2003), Ozgelik vd. (2004)
pUCI19::aroA Bu calisma
pMK4::aroA Bu calisma
pUCI19::aroA::aroH Bu calisma
pMK4::aroA::aroH Bu calisma
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Sekil 3.1a pUC19 plasmidi Sekil 3.1b pMK4 plasmidi

3.2.1 Mikrobank (mikroorganizma saklama sistemi)

1.8 c¢m’ hacimli 25 adet gozenekli boncuk ve gliserol iceren siselere (PRO-LAB,
Microbank™), kati ortamda cogaltilmis aktif mikroorganizma aktarilmig, bir siire
calkalanarak mikroorganizmanin boncuklara adsorpsiyonu saglanmig ve sisedeki

gliserol atilmigtir. Siseler derin dondurucuda, T=-20 °C ’da saklanmustur.

3.3 Kati Cogalma Ortam

Dogal ve rekombinant Bacillus tiirleri i¢in kullanilan kati ¢ogalma ortami bilesimi
Cizelge 3.2°de verilmistir. Rekombinant mikroorganizmalarin aktarilacagi kati cogalma
ortamlarina sterilizasyon isleminden sonra plasmidin korunmasi i¢in ortamdaki derisimi
7 ;ytg/cm3 olacak sekilde kloramfenikol (Cm®) eklemistir. Mikroorganizmalar kati
ortama steril kosullarda 6ze ile aktarildiktan sonra 37 °C’de 24 st inkiibatérde (Fischer)

cogaltilmistir.

86



Cizelge 3.2 Dogal ve rekombinant Bacillus subtilis i¢in kat1 ¢gogalma ortami

Bilesen Derisim, kg/m3
Et oziitii 3

Pepton 5

Agar 15

3.4 On-sivi Cogalma Ortam

Mikroorganizma ¢ogalmasinda ve L-fenilalanin {iretiminde kullanilan 6n-s1vi ¢ogalma
ortam bilesimi Cizelge 3.3’de verilmistir. Kat1 ortamda c¢ogalmalarini tamamlayan
hiicreler VrR=150 ml hacimli mikrobiyolojik hava filtreli biyoreaktorde bulunan 30 ml
hacimli On-sivi ¢ogalma ortamina steril kosullarda aktarilmis ve sicakligi 37 °C,
karistirma hiz1 N=200 dk™' olan orbital karistirmali inkiibatorde (B.Braun, Certomat BS-
1) 12 st cogaltilmislardir. Rekombinant mikroorganizma kullanildiginda plasmidin
korunmasi i¢in sterilizasyon isleminden sonra ortama derisimi 7 ug/cm3 olacak sekilde

kloramfenikol (Cm") eklemistir.

Cizelge 3.3 Dogal ve rekombinant Bacillus subtilis i¢in 6n-s1vi cogalma ortami

Bilesen Derisim,kg/m’
Et oziitl 3
Pepton 5

3.5 Uretim Ortam

On-sivi ortamda ¢ogalan mikroorganizmalar pipet yardimiyla steril kosullarda -aksi

belirtilmedikge- bilesimi Cizelge 3.4’de verilen V= 500 ml hacimli mikrobiyolojik

> haciml iretim ortamlarma 1:10 Slgek

hava filtreli biyoreaktérde bulunan 100 cm
bliylitme oraninda aktarilmistir. Aktarma yapildiktan sonra hiicreler karistirma hizi
N=200 dk' olan orbital karismali inkiibatorde (B.Braun, Certomat BS-1) 37°C

sicaklikta ¢ogaltilmustir.
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Cizelge 3.4 Dogal ve rekombinant Bacillus subtilis i¢gin s1vi gogalma ortami

Bilesen Derisim, kg/m3
Glukoz 10
KH,PO4 0.5
K,HPO,4 0.5
(NH4),HPO4 5.657
MgS0,.7H,0 0.1
MnSO0,4.H,O 0.1
CoClL,.6H,O 0.002
ZnS04.7H,0 0.002
LiCl, 0.002
pH 7.0

3.6 Olgek Biiyiitme Adimlar ve Biyoreaktor Sistemi

L-fenilalanin {retiminde kullanilan pilot Olgek biyoreaktdr sistemi Sekil 3.2°de
verilmigtir. Birinci basamakta mikroorganizma mikrobanktan kati ortama aktarilmas,
ikinci basamakta kati1 ortamda 6n-sivi ¢ogalma ortamina, iigiincli basamakta ise 1/10

asilama orani ile iiretim ortaminin yer aldig1 pilot 6l¢ek biyoreaktore aktarilmistir.

L-fenilalanin iiretim deneyleri, laboratuvar ve pilot 6l¢ek olmak tizere iki farkli 6lgekte
yapilmistir. Laboratuvar Olgekte bilesimi Cizelge 3.4‘de verilen iiretim ortami
kullanilarak Vr=100 c¢m’ ¢aligma hacimli mikrobiyolojik hava filtreli tam karistirmali
kesikli biyoreaktorlerde N=200 dk' karistirma hizi, T=37°C sicaklikta yaklasik t=27 st

stireyle L-fenilalanin iiretimi gergeklestirilmistir.

Pilot dlgekte yapilan L-fenilalanin iiretim deneylerinde iiretim ortam bilesimi Cizelge
3.4’de verilen baslangic pH degeri pH¢=6.8 olan Vg=500 cm’ hacimli biyoreaktor
tiretim ortamina On-sividan 1/10 asilama oraninda aktarilmistir. Bu adimda kullanilan

biyoreaktdr sistemindeki (BBraun Biostat Q4) biyoreaktdrlerin herbiri Vg=1 dm’
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toplam hacimli, mekanik karistirmali, pH, sicaklik, ¢6ziinmiis oksijen ve karistirma hizi
kontrollu pilot 6lgekli kesikli biyoreaktdrlerdir. Sterillenen biyoreaktdrlerin herbirinde
iki ¢ift engel, iki adet diiz bigcakl tlirbin tipi karistirict ve halkali, nokta- delikli gaz
dagiticist olan bir gaz giris borusu bulunmaktadir. Sicaklik kontrolu ceketten su
sirkiilasyonu ile yapilmaktadir. Sogutma suyu, sicakligi T=5-20°C’e ayarlanabilen CA
111 model Eyela (Japonya) sogutmali su sirkiilatorii ile; reaktdre beslenen hava ise

Larfon (italya) yapinmi yagsiz-hava kompresorii ile saglanmustir.

3.6.1 Pilot ol¢ek biyoreaktorde iiretim

L-fenilalanin {iretimi i¢in kullanilan biyoreaktor sisteminin (B.Braun Biostat Q4)

hazirlanmasinda izlenecek adimlar asagida sirasiyla anlatilmistir:

1. Temiz ve saf su ile dolu olarak birakilmis olan biyoreaktor bosaltilir.

2. Her reaktoriin pH elektrotlar reaktor baglantilarindan sokiilerek ayri bir beher i¢inde
pH=7.0 ve pH=4.0 olan Mettler Toledo‘nun standart tamponlari ile sirasiyla

kalibrasyon yapilir ve elektrotlar yerine takilir.

3. Sterilizasyon isleminden once biyoreaktdrler 450 cm® glukoz ve eser elementleri
icermeyen iiretim ortamlar (Cizelge 3.4) ile, ceketleri ise saf su ile doldurulur. pH
elektrodu ve oksijen elektrodunun kablolar1 elektrodlardan ¢ikarilir ve baglanti
yerleri uygun bir sekilde sterilizasyon sirasinda zarar gérmemeleri i¢in kapatilir.
Reaktorlerin hava ¢ikiglar1 agik olmali, gaz-cikis sogutucu ucuna filtre baglanmis
olmalidir. Asit ve baz siseleri asit ve baz c¢ozeltileriyle doldurulduktan sonra
reaktorlere baglantilar1 yapilir ve hortumlar kiskaglanir. Ac¢ik olan hortum uglar1 ve
sicaklik probu baglanti kablosunun ucu uygun sekilde kapatildiktan sonra reaktorler
ikiserli gruplar halinde T=121°C sicakli ve P=1.2 atm kosullarinda t=20 dk siire ile
buhar sterilizatoriinde (Hirayama HA 240 MII) sterillenir.

4. Sterillenen reaktorler dikkatle sogutulduktan sonra ana iiniteye ve kontrol iinitesine
baglantilar1 yapilir.

5. Ayni giin hazirlanmis ve buhar sterilizatériinde (Hirayama HA 240 MII) 121 °C ve

20 dk siireyle sterillenmis olan {iretim ortaminin diger bilesenleri (glukoz ¢ozeltisi
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ve eser element ¢dzeltisi) Vg= 500 cm’ olacak sekilde steril enjektorler yardimiyla
silikon hortumlarla steril kosullarda biyoreaktorlere aktarilir.

6. Biyoreaktorler belirlenen isletme kosullarinda (sicaklik, karistirma hizi ve hava giris
hiz1) calistirilmak {izere kontrol sistemine istenen degerler girilir ve sicaklik ve
karistirma hizlarinin kontrollar1 aktif hale getirilir.

7. Oksijen elektrodlarinin kalibrasyonu igin biyoreaktér ortamina, once N, gazi
gonderilerek oksijen uzaklastirilir ve ¢0ziinmiis oksjen doygunluk degeri %0’a
ayarlanir.

8. Daha sonra hava gonderilerek sabit kalan deger %100 doygunluk degerine ayarlanir.
Cogunlukla tek noktada yani %100 doygunluk degerinde kalibrasyon yapmak
yeterlidir.

9. Oksijen elektrodlar1 kalibre edildikten sonra On-sivi ortamda c¢ogaltilan
mikroorganizma biyoreaktore asilanir.

10. Isletim sirasinda —gerektiginde- kopiik giderici olarak sterillenmis %0.5 (h/h)

Antifoam A ¢ozeltisi gereken miktarda steril kosullarda sisteme enjekte edilir.
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Sekil 3.2 Pilot 6l¢ek biyoreaktor sistemi: B.Braun Biostat Q4
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3.7 Analitik Yontemler

Laboratuvar ve pilot dlgekli biyoreaktorlerde gergeklestirilen biyotepkimeler siiresince
farkli kalma stirelerinde alinan 6rneklerin 6nce mikroorganizma derisimi 6l¢lilmiis, daha
sonra iiretim ortami 10 dk siireyle 12000g‘de 4°C sicaklikta santrifiij cihazi ile
santrifiijlenerek hiicreler ayirilmistir. Sivi faz 0.45 pum gbzenekli filtrelerden
stiziildiikten sonra s1vi ortamdaki amino asit, organik asit, protein ve glukoz derisimleri

asagidaki analitik yontemlerle belirlenmistir.

3.7.1 Mikroorganizma derisimi

Mikroorganizma derisimi tlirbidimetrik olarak UV-spektrofotometrede (Shimadzu UV
160A) absorbans Ol¢limiiyle belirlenmistir. Kalibrasyon dogrusu, referans ¢ozelti olarak
mikroorganizma i¢ermeyen iiretim ortamlar1 kullanilarak belli derisimde hiicre iceren

ortam igin A=600 nm’de 1/6 seyreltme oraninda belirlenmistir (Ek 4), (Ozgelik 2003).

3.7.2 Amino asit derisimleri

L-fenilalanin ve iiretim ortaminda bulunan diger amino asitlerin derisimlerinin
belirlenmesi i¢in ters faz kromatografik yontem ile ayirma yapan yiiksek basing sivi
kromatografi temelli Amino Asit Analiz Sistemi (AAAS, Waters) kullanilmigtir. Amino
asit analizi i¢in kolon oOncesi tirevlendirme gerektiren PICO-TAG yoOntemi
kullanilmistir (Cohen 1983). Waters tarafindan gelistirilmis ve 32 amino asit ve amino
asit tlirevinden olusan karisimin analizine yonelik olan “Picofree Gradient Yontemi” nin
modifiye edilmesi ile gelistirilen “New-Pico Gradient Yontemi” ile amino asit analizleri
gergeklestirilmistir. Bu yOntemde serbest amino asitler birinci basamakta
Fenilizotiyosiyanat (PITC) ile tepkimeye sokularak feniltiyokarbomil amino asit (PTC-
AA) tiirevleri elde edilmistir. Ikinci basamakta elde edilen amino asit tiirevleri
AAAS’ne enjekte edilmistir. Analizde iki farkli ¢6ziicli bir gradyen olusturarak (Cizelge

3.5) kolondan ge¢mektedir. Elde edilen kromatogramlardan amino asit derisimleri,
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amino asit standartlar1 temel alinarak tek nokta kalibrasyonu ile hesaplanmistir. Amino

asitlerin analizi i¢in agagida verilen kosullar kullanilmistir:

Amino asit analiz sistemi isletim kosullar:

Kolon : Amino asit analiz kolonu (Nova-Pak C18, Millipore)
Kolon boyutlari : 3.9 mm* 30 cm

Sistem : Ters faz kromatografi

Hareketli faz akis hiz : 1 ml dk™!

Kolon sicakligi :38°C

Dedektor, dalga boyu ve duyarlilik: UV/VIS, 254 nm, 0.05 AUFS

Enjeksiyon hacmi 24l

Analiz stiresi : 18 dk

Hareketli faz A bilesimi (h/h) : % 6 Asetonitril, %94 Deiyonize su, %1.79 (a/h)
Sodyum asetat trihidrat, % 0.05 Trietil amin
Hareketli faz B bilesimi (h/h) : % 66,6 Asetonitril, %33,3 Deiyonize su

Cizelge 3.5 New-Pico yontemi gradyen tablosu

t,dk  Akishiz, ml dk' %A %B

0.0 1.0 100.0 0.0
10.0 1.0 54.0 46.0
10.5 1.0 0.0 100.0
11.5 1.0 0.0 100.0
12.0 1.0 0.0 100.0
12.5 1.0 100.0 0.0
18.0 1.0 100.0 0.0

3.7.3 Protein derisimleri
L-fenilalanin tiretiminde biyoddniisiim ortamina mikroorganizma tarafindan salgilanan

protein derisimleri kapiler elektroforez cihazi HPCE (Waters Quanta, 4000E) ile

belirlenmigtir (Calik et al.1998). Kapiler elektroforez cihazi ile analizin temeli elektrik
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alan igerisindeki iyon ve yiiklenmis kolloidlerin farkli go¢ hizlarina sahip olmasindan
yararlanilmaktadir. Tasiyic1 faz, cift tuz Z1-Metil (Waters) iceren 100 mM’lik borat
tamponudur; c¢ift tuz kapiler yiizeyine protein adsorpsiyonunu azaltmak ig¢in

kullanilmigtir. Proteinlerin analizi i¢in belirlenen kosullar asagida verilmistir:

Kapiler elektroforez isletim kosullari:

Kolon : Silika (Si0,) kapl kapiler kolon
Kolon boyutlar1  : 60 cm*75 pm

Gli¢ Kaynag : Pozitif

Isletme Voltajt :12kV

Enjeksiyon tiirli  : Hidrostatik basing

Enjeksiyon hacmi : 10 pl

Enjeksiyon siiresi : 30 s

Analiz sicakligt  : 15°C

Kullanilan Tampon: Modifiye Borat tamponu pH=10
Dedektor, dalga boyu: UV,214 nm

Analiz stiresi 30 dk

3.7.4 Organik asit derisimleri

Siv1 ortamda bulunan organik asitlerin derisimlerinin belirlenmesi i¢n yiiksek basing
stvi kromatografi (Waters, Alliance 2695, Organik Asit Analiz Sistemi) kullanilmistir.
Organik asit derisimleri, derisimleri bilinen orneklerin analiz edilmesi sonucu elde
edilen kromatogramlar yardimi ile hesaplanmistir. Organik asitlerin analizi i¢in asagida

verilen kosullar kullanilmustir (Ileri 2004):

Organik asit analiz sistemi isletim kosullar::

Kolon : Capital Optimal ODS, 5 um
Kolon boyutlar1  : 4.6 mm*250 mm
Sistem : Ters faz kromatografi

Hareketli faz akis hizt: 0.8 cm®/dk
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Kolon sicakligt ~ :30 °C

Dedektor, dalga boyu ve duyarlilik: Waters 2487 Dual absorbans dedektor, 254 nm
Enjeksiyon hacmi : 5 pl

Analiz stiresi : 15 dk

Hareketli faz bilesimi: %3.6 (NH4),HPO4

3.7.5 Glukoz derisimi (DNS Yontemi)

Indirgenmis seker olan glukoz derisim DNS (dinitrosalisilik asit) yontemi ile

Olctilmiistiir (Miller 1959). Bunun i¢in 6nce derisimi bilinen miktarlarda glukoz iceren

ortamlar kullanilarak kalibrasyon egrisi hazirlanmigtir. Olusturulan kalibrasyon egrisi

Ek 5, DNS ¢ozeltisi hazirlama yontemi ise Ek 3’de verilmistir. Kalibrasyon egrisinin ve

orneklerin analizinde kullanilan yontem asagida verilmistir:

1. Farkl derisimlerdeki glukoz i¢eren ortamlardan 1 cm’ alinarak iizerine 3 cm® DNS
¢Ozeltisi eklenir.

2. Karisim 5 dk kaynayan su banyosunda tutulduktan sonra 5 dk buz banyosunda
bekletilir.

3. Indirgenmis seker icermeyen ve aym basamaklardan gegen ¢ozelti ile UV-
spektrofotometre (Shimadzu UV-160A) sifir ayar1 yapilir; ¢ozeltilerin absorbanslari

en uygun dalga boyu olarak sec¢ilen 550 nm’de Slgiiliir.

3.8 Siv1 faz kiitle aktarim katsayisinin ve oksijen tiiketim hizinin belirlenmesi

Pilot Olgekte L-fenilalanin iiretim prosesi boyunca sivi faz hacimsel kiitle aktarim
katsayist ve oksijen tiiketim hizi ‘Dinamik Yontem’ ile belirlenmistir. Yontem, dinamik
kosullarda oksijen i¢in kurulan kiitle korunum denklemi yorumlanarak, reaktore
gonderilen havanin kesilmesi ve bir oksijen elektrodu yardimiyla biyotepkime
ortamindaki ¢oziinmiis oksijen derisimindeki azalmanin, daha sonra havanin sisteme
tekrar verilmesi ile oksijen derisimindeki artisin zamanla oOl¢iilmesi prensibine

dayanmaktadir (Bandyopadhyay and Humprey 1967, Calik vd 2000a).
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Biyoreaktor ortamina 6n-s1vi ortamindan asi1 yapilamadan once fiziksel oksijen aktarim
katsayisi; asilama yapildiktan sonra ise kimyasal tepkimeli oksijen aktarim katsayisi
belirlenmistir. Yatiskin olmayan kosulda, kesikli biyoreaktorlerde sivi faz icin kiitle
korunum denklemi kurulur (Denklem 3.1). Yontemde sekilde ¢ok kisa siireli olarak
biyoreaktdre beslenen hava mikroorganizmanin biyolojik faaliyetlerini etkilemeyecek
sekilde kesilmis; ylizey havalandirma etkisini azaltmak amaciyla karistirma hizi N=150
dk™ olarak ayarlanmistir. Zamanla biyoproses ortaminda ¢dziinmiis oksijen derisiminde

azalma gozlenir. Burada oksijen katraimi gergeklesmediginden K, a(C, *-C,) terimi
sifira esittir ve denklem 3.1 denklem 3.2’ye indirgenir. Denklem 3.2 ‘in diizenlenmesi
ile Sekil 3.3’de gosterildigi sekilde ((dC,/dt—r,),C,) grafiginin egiminden Kia degeri

hesaplanmastir.

K,a(C,*~Cy)+1,C, = %0 (3.1)
dt
dc
o, 3.2
o 3.2)

Denklem 3.2°den oksijen tiiketim hizi —1p; denklem 3.3’den ise birim hiicre kiitlesi

basina oksijen tiikketim hizi —ry’”” bulunabilir.

r,=1,""C, (3.3)

Sisteme tekrar hava gonderilmesi ile ¢oziinmiis oksijen derisiminin zamanla artsi

gbzlenir. Bu durumda denklem 3.1 gegerlidir. Denklem 3.1 ve 3.2 ’den yararlanilarak,

{(dc,/dt-r,)C,}
grafigi elde edilir (Sekil 3.3); grafigin egiminden Kra hesaplanir. Coziinmiis oksijen
derigim degerleri yiizde olarak belirlendiginden doygunluk ¢6ziinmiis oksijen derisim
degeri 0,2 olarak belirlenmis ve bu katsayi ile ¢arpilarak ¢ozlinmiis oksijen degerine

(mmol/m’st) gecilmigtir.

95



Co*

Co

Egim=—l/KLa

dc,
dt "’

Sekil 3.3 Dinamik yontem ile siv1 faz hacimsal kiitle aktarim katsayisinin belirlenmesi
3.9 Metabolik Ak Analizi i¢in Hiicre-i¢ci Tepkime Sistemi

Calik (1998)‘1n Bacillus licheniformis, daha sonra Calik ve Ozdamar (2002)‘in Bacillus
subtilis i¢in gelistirdigi, hiicrei¢i tepkime sistemini tanimlayan (Cizelge 2.7) 149
tepkimeden olusan 109 metabolit iceren model bu arastirmada kullanilmistir. Ancak,
ardisik aromatik amino asit yolizi tepkimelerden toplam seklinde yazilan ilk iki ardigik

tepkime boliinerek model amag dogrultusunda gelistirilmis ve agsagida verilmistir:

Glikoliz ve Glikoneogenesiz Yoliz
1. Glc + PEP - GO6P + Pyr

2. Fructose + PEP —  F6P + Pyr
3. G6P — F6P

4. F6P —» G6P

5. F6P+ATP — 2 T3P+ ADP
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6. 2T3P —» F6P +Pi

7. T3P + ADP+Pi — PG3+ ATP + NADH
8. PG3+ ATP +NADH— T3P+ ADP + Pi

9. PG3 —» PEP

10. PEP —» PG3

11. PEP +ADP — Pyr + ATP

12. Pyr+ 2 ATP — PEP+2 ADP

13.Pyr —  AcCoA + CO,+ NADH

Pentoz Fosfat Yolizi

14. G6P — Gluc6P + NADPH
15. Gluc6P —> RSP + NADPH + CO,
16. RSP —> Xyl5P

17. Xyl5P — RSP

18.R5P — Rib5P

19. Rib5SP — RSP

20. Xyl5P + Rib5P — S7P + T3P
21.S7P + T3P — Xyl5P + Rib5P
22. Xyl5P+ E4P — F6P + T3P
23.F6P + T3P — Xyl5P + E4P
24. T3P +S7P —> F6P + E4P
25.F6P + E4P  — T3P +S7P

Glikoliz yolizinden ayirilan tepkimeler

26. Glc + NADH— D-Glc 1,5 Lactone
27. D-Glc 1,5 Lactone— Gloc

28.Pyr+ NADH — Lac

29. Lac > Pyr+ NADH 27

30. AcCoA+ ADP+Pi — Ac+ ATP
31. Ac+ ATP —» AcCoA + ADP + Pi
32. Pyr > For + CO;,
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33. For+CO, — Pyr
34. For + CO, — Ox
35.0x — For + CO,

Anapleoritik Tepkimeler

36. Mal — Pyr+ CO,+ NADPH
37.0A — Pyr+CO,
38. Pyr+ CO, — OA

TCA Dongiisii

39. AcCoA + OA — Cit

40. Cit — Icit

41.ICit - aKG + NADPH +CO,

42. aKG — SucCoA + NADH + CO,
43. SucCoA + Pi+ ADP — Suc+ ATP
44. Suc + ATP  — SucCoA + Pi + ADP
45.Suc — Fum + FADH,

46. Fum — Mal

47.Mal —» OA + NADH

48.ICit — Glx + Suc

49. Glx + AcCoA —» Mal

Serin Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi

50.PG3 + L-Glu - L-Ser+ aKG + NADH + Pi
51.L-Ser+ THF = — MetTHF + L-Gly
52.L-Ser + AcCoA + H,S — L-Cys + Ac

Alanin Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi

53.Pyr+L-Glu —» o KG+L-Ala

54.2 Pyr +NADPH — KVal

55.KVal + L-Glu » aKG + L-Val

56. KVal + AcCoA + L-Glu > NADH+ CO; +a KG + L-Leu
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Histidin Biyosentezi
57.R5P + ATP — PRPP+ AMP
58.PRPP + ATP + GIn — His + PRAIC + oKG + 2PPi + 2NADH + Pi

Aspartik Asit Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi

59.0A+L-Glu — L-Asp + oKG

60. L-Asp + L-Gln+ ATP — L-Asn+ L-Glu+ AMP + PPi
61.L-Asp+ ATP+NADPH — AspSa+ ADP + Pi

62. AspSa +Pyr — L-DC

63.L-DC +NADPH — L-Tet

64. L-Tet + AcCoA +Glu —  Ac + oKG + mDAP

65. mDAP — L-Lys+ CO;

66. AspSa + NADPH — HSer

67. Hser + ATP —  L-Thr + ADP + Pi

68. L-Thr + Pyr + NADPH + L-Glu — L-Ile + aKG + NH3 + CO,
69. AcCoA + L-Cys + Hser + H,S + MTHF — Pyr+ 2Ac+ NH; + L-Met + THF

Aromatik Amino Asitlerin Biyosentezi

70. PEP + E4P - DAHP

71. DAHP + PEP— Chor

72.Chor — Prep

73. Prep + Glu —» CO; + H,O + a-KG + L-phe

74. Chor + L-Glu — L-Tyr + aKG + NADH + CO,
75. Chor + NH3 + PRPP — Pyr + IGP + CO,; + PPi
76.1GP +L-Ser — L-Trp +T3P

Glutamik Asit Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi

77.aKG + NH3 + NADPH — L-Glu

78.L-Glu + ATP +NH3 — L-Gln + ADP + Pi

79.L-Glu+ ATP+2NADPH — L-Pro +ADP+Pi

80.2 L-Glu + AcCoA + ATP + NADPH — Orn+ Ac+ ADP +Pi + oKG
81.0rmn+CaP  — Citr+ Pi
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82. Citr + L-Asp + ATP — L-Arg + Fum + AMP + PPi 74

Amino Asitlerin Katabolizmasi

83.aKG +L-Ala — Pyr+L-Glu

84. L-Arg + oKG — 2 L-Glu+ NH3+ NADPH + CO,

85. L-Asn — L-Asp + NH;

86. L-Asp — Fum + NHj3

87.L-Cys —  Pyr+ NHj3+ H,S

88. L-Gln + aKG + NADPH — 2 L-Glu

89. L-Gly + MetTHF —  L-Ser + THF

90. His+THF — L-Glu+ MeTHF

91. L-lle + aKG — L-Glu + FADH, + 2NADH + CO; + SucCoA + AcCoA
92.Leu+ oKG + ATP — L-Glu + FADH,; + NADH + 2AcCoA + ADP + Pi
93.Phe —» L-Tyr+ NADPH

94.Pro — L-Glu+ NADPH

95. Ser —» Pyr + NHj

96. Thr - L-Gly + NADH + AcCoA

97. Trp + NADPH — AcCoA + L-Ala

98. Tyr + aKG + SucCoA — L-Glu + Fum + AcCoA + Succ + CO,

99. Val + aKG — L-Glu + FADH, + 3NADH + 2CO, + SucCoA

Niikleotitlerin Biyosentezi

100. PRPP + 2 L-GIn + L-Asp + 2H20 + CO2 + L-Gly + 4ATP + F10THF —
2 L-Glu+ PPi +4ADP + +4Pi+ THF + PRAIC + Fum

101. PRAIC + FIOTHF — IMP +THF

102. IMP + L-GIln + ATP — NADH + GMP + Glu + AMP + PPi

103. GMP + ATP —  GDP + ADP

104. ATP + GDP — ADP + GTP

105. GTP+ ADP — ATP+ GDP

106. NADPH + ATP — dATP

107. NADPH + GTP + ATP — ADP + dGTP
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108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.

IMP + GTP + L-Asp — GDP + Pi+ Fum + AMP

AMP +ATP — 2ADP

PRPP + L-Asp+ CaP — UMP + NADH + PPi + Pi + CO,

UMP + ATP — UDP + ADP

UDP + ATP — ADP + UTP

UTP+NH3+ATP — CTP+ ADP+Pi

ATP+ NADPH+ CDP — dCTP + ADP

CDP +ATP — CTP+ ADP

CTP+ADP — CDP+ATP

UDP + MetTHF + 2ATP + NADPH — dTTP + DHF + 2ADP + Ppi

Kofaktorlerin Biyosentezi

118.
119.
120.
121.
122.
123.

DHF + NADPH — THF

MetTHF + CO, + NH; + NADH — L-Gly + THF
MetTHF + NADPH — MTHF

MetTHF — MeTHF + NADPH

MeTHF — FI10THF

Gly + THF - MetTHF + NHs;+ NADH + CO,

Hidrojen Transfer Reaksiyonlari
124. NADH — NADPH
125.NADPH — NADH

Elektron Tasinim Sistemi

126. NADH +2ADP +2P1 — 2ATP

127.

FADH2 + ADP+Pi — ATP

Tasimim Tepkimeleri

128.
129.
130.

CO, —» exp
imp — CO;
imp — NH;
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131.2ATP +4 NADPH — AMP + ADP + H,S + PPi + Pi
132.PPi —» 2Pi
133.imp —»  Pi
134.Pi — exp

Yag Asitlerinin ve Fosfolipidlerin Biyosentezi

135. T3P + NADPH — GL3P

136. 7AcCoA + 6ATP + 12 NADPH — C14:0 + 6ADP + 6Pi
137. 7AcCoA + 6ATP + 11 NADPH — Cl14:1 + 6ADP + 6Pi

138. 8.2AcCoA + 7.2ATP + 14 NADPH — 7.2PI +7.2ADP + PA
139. 2ATP + CO, + GlIn — CaP + L-Glu + 2ADP + Pi

Biyokiitle Bilesenleri

140. F6P + L-Gln + AcCoA + UTP — UDPNAG + L-Glu + Ppi
141. PEP + NADPH + UGPNAG — UDPNAM + Pi

142.R5P +PEP + CTP —> CMPKDO + PPi + 2 Pi

143. Ser + CTP + ATP —> CDPE(N + ADP + PPi + CO,

144. S7TP + ATP —> ADPHep + Ppi

145.G6P — GIP

146. GIP — G6P

147. UTP + G1P - UDPGIc + Ppi

Biyokiitle sentezi

148. 0.5352 L-Ala + 0.28 L-Arg + 0.22 L-Asn + 0.22 L-Asp + 0.09 L-Cys + 0.09 L-His
+ 0.25 L-GIn + 0.25 L-Glu + 0.58 L-Gly + 0.27 L-Ile + 0.42 L-Leu + 0.32 L-Lys +
0.14 L-Met + 0.0593 L-Orn + 0.17 L-Phe + 0.2 L-Pro + 0.377 L-Ser + 0.05 L-Trp +
0.13 L-Tyr + 0.24 L-Thr + 0.4 L-Val + 0.2 GTP + 0.13 UTP + 0.12 CTP +0.02 dATP +
0.02 dCTP + 0.02 dGTP + 0.02 dTTP + 0.129 GL3P + 0.0235 C14:0 + 0.0235 C14:1 +
0.259 FA + 0.0433 UDPNAG + 0.0276 UDPNAM + 0.0235 CMPKDO + 0.0235
CDPETN + 0.0157 UDPGLC + 0.02354ADPHEP + 0.154 G1P + 41.139 ATP —

Biyokiitle + 41.139 ADP + 41.139 Pi
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SAP sentezi

149. 0.127 L-Gly + 0.0255 L-GIn + L-0.0182 Glu + 0.0146 L-Phe + 0.0474 L-Tyr + L-
0.116 L-Ser + 0.0036 L-Trp + 0.0328 L-Asp + 0.0657 L-Asn + 0.0328 L-Lys + 0.0182
L-Met + 0.0729 L-Thr + 0.0365 L-Ile + 0.0365 L-Pro + 0.0146 L-Arg + 0.145 L-Ala +
0.113 L-Val +0.0584 L-Leu +0.0182 L-His +5.5 ATP —» SAP + 5.5 ADP + 5.5 Pi

Yasam

150. ATP — ADP + Pi

3.10 Rekombinant Bacillus Tiirii Gelistirilmesinde Kullanilan Genetik
Miihendisligi Teknikleri

Rekombinant Bacillus tiirii mikroorganizma gelistirilmesinde izlenen adimlar algoritma
olarak Sekil 3.4’de verilmistir. Hedef genlerin ilk asama da pUCI19 plasmidine
klonlanabilmesi i¢in 15 basamak kullanilir. Bu asamadan sonra pMK4 plasmidine
ligasyon tepkimesi algoritma modifiye edilerek gerceklestirilir. Dort numarali
basamakta hedef genin c-DNA’dan izolasyonu yerine 15. basamakta restriksiyon
enzimleri ile kesilen r-pUC19’dan ekstrakte edilerek 8. basamak olan ligasyon

tepkimesi gerceklestirilir. 8. basamaktan sonra algoritma ayn1 sekilde devam etmektedir
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3.10.1 Enzimler, Markerlar , Kitler

L-fenilalanin iiretimi i¢in rekombinant Bacillus tiirii gelistirmede polimeraz zincir
tepkimelerinin ve ligasyon tepkimelerinin katalizérii olan Tag DNA polimeraz ve T4
DNA ligaz, RNAaz, ANTP, ATP, hedef genin plasmide klonlanabilmesi i¢in kullanilan
Sall, CIAP restriksiyon enzimleri ve tamponlari ile jel elektroforez goriintiilerinde
kullanilan ADNA HindlIll, 100 bp DNA Ladder plus markerlar1 MBI Fermantas

(Litvanya) firmasindan satin alinmustir.

3.10.2 Kromozomal DNA izolasyonu

Kromozomal DNA ‘nin Bacillus subtilis NRRL-NRS 1315 'den izolasyonu igin

asagidaki yontem uygulanmaistir:

1. B.subtilis NRRL-NRS 1315 kat1 ortamdan 30 ml hacimli LB ortamina (Ek 1)
aktarilmig ve 30°C 'da 12 st (bir gece) ¢ogaltilmistir.

2. Hiicrelerin ¢ogaldiklar1 ortam 3000g 'de 10 dk santrifiijlenmis, siv1 atildiktan sonra
hiicreler 5 ml SET tamponu (Ek 1) i¢inde tekrar siispansiyon haline getirilmistir.

3. Son derisimi 1 mg/ml olacak sekilde ortama lizozim enzimi eklenmis ve 37°C 'da 60

dk siireyle tepkime gerceklestirilerek hiicre duvari parcalanmistir.

4. 1/10 hacim oraninda ortama %10 'luk SDS eklenmis ve hemen ardindan derisimi 0.5
mg/ml olacak sekilde proteinaz-K eklenmis ve iki saat siireyle -arasira ¢alkalayarak-

4°C 'da tepkime gergeklestirilmistir.

5. Cozelti hacmmin 1/31 kadar 5M NaCl; sonra ¢ozelti hacmi kadar kloroform
eklenmis ve tepkime oda sicakliinda 30 dk siireyle karigtirilarak

gergeklestirilmistir.

6. Iki fazli karisim 4500g'de 15dk santrifiijlenmis ve sulu faz Pasteur pipetiyle tiipe
alinmustir.
7. Sulu fazdaki kromozomal DNA iizerine hacmu kadar izopropanol eklenmis;

stispansiyon 4500g 'de 15dk santrifiijlenmistir. DNA %70 'lik EtOH ile yikanmis ve
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vakum altinda kurutulmustur. DNA uygun miktarda TE tamponu (Ek 1) iginde

¢Oziilmiis ve -20°C 'da saklanmistir (Posprech ve Neumann 1995) .

3.10.3 Gen derisiminin belirlenmesi

DNA molekiillerinin ayrilmasinda jel elektroforez, jel olusturma maddesi olarak agaroz;
jel ¢ozeltisi olarak TBE tamponu (EK 1) kullanilmistir. Agaroz derisimi 1.0-1.7 (a/h)
arasinda amaca gore degismistir. Jel elektroforezin isletim voltaji 100V'tur. Bu islemden
sonra jel 20-50ul EtBr (10mg/ml) ile boyanarak UV 15181 altinda fotografi ¢ekilmis ve
isaretleyiciden yararlanilarak her bandin derisimi UVP (UVP Biolmaging System)

sisteminden yararlanilarak hesaplanmaistr.

3.10.4 PCR cihaziyla gen derisiminin artirilmasi

PCR cihaziyla gen derisiminin artirilabilmesi icin ilk olarak gerekli primer tasarimlari
yapilmistir ve bir bilgisayar programi (NAR) yardimiyla primerlerin yapilar1 kontrol
edilmis ve baz1 fizikokimyasal oOzellikleri belirlenmistir. aroA gen derisiminin
artirilabilmesi i¢in bir adet ileri bir adet geri olmak tizere iki adet primer tasarlanmistir.
Primer dizinleri Cizelge 3.6°da verilmistir. Primer tasarimi yapilirken; plasmide
klonlanabilmesi icin ileri ve geri primerlere Sal/l restriksiyon enzim konumu
eklenmistir. PCR tepkimeleri i¢in kullanilan girdilerin derisimleri ve PCR sistemi

isletme kosullar Cizelge 3.7-3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.6 aroA geni sentezi i¢in tasarlanan primerlerin niikleik asit dizinleri

Primerin Ad1 Gen Niikleotit Dizini Gen
Sall Tleri Primer 5’ GCGTCGACGTAAAAAACCCTTGAACATTGC 3’ | arod
Sall Geri Primer 5" CGCGTCGACAAAGCATAAAAAAAGGCCG ¥ aroA

Cizelge 3.7 Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) i¢in tepkime bilesimi

10X PCR Tamponu with MgSO4 Sul
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dNTPler (1mM) 10ul

Ileri Primer (FP) (10pM) lul
Geri Primer (RP) (10uM) Tl
Template DNA 2ul
dH,O 30.5ul
Taq DNA polimeraz (5U/pL) 0.5ul

Cizelge 3.8 PCR sistemi isletim programi
1. 1 DONGU: T=94°C, =2 dk

2. 30 DONGU: T,=94°C, t;=1dk
T,=60°C, t,=1dk
T5=72°C, t:=90s

3. 1 DONGU: T,=72°C, t;=5dk
T,=4°C, t,=5dk

3.10.5 Ligasyon tepkimesiyle klonlama
Ligasyon tepkimelerinde yapiskan uglu (sticky end) DNA pargas: -gen (insert)- ve

vektor kullanildiginda gen (insert)/vektor molar orammmin 3-5 olmasi uygundur.

Ligasyon tepkimeleri asagida verilen kosullarda gergeklestirilmistir:

Cizelge 3.9 Ligasyon tepkimesi i¢in tepkime bilesimi

Gen (Insert ) DNA ~60-200 ng
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Vektor DNA ~10-60 ng

Ligasyon tamponu (ATP igeren) 2ul

T4 DNA ligaz 0.5-4U

dH,O Gen + vektor sulu ¢ozeltisi Vg= 20 ul 've
tamamlanir.

Mikroreaktoér hacmi Vr=20 ul

Mikroreaktor sicaklig T=22°C

Kalma siiresi t=16 st

3.10.6 Restriksiyon enzimleri ile kesme tepkimesi

Ligasyon tepkimesi i¢in gen ve plasmid, gen i¢in tasarlanan primer yapisindaki
restriksiyon enzim(ler) ile T=37°C’de 2 st tepkime siiresinde V=20 ul olacak sekilde
restriksiyon enzim katalizorliigiinde kesilmektedir. Restriksiyon enzimi ile kesme
tepkimesi asagida verilen kosullarda gerceklestirilmistir. Tepkime sonrasi tepkime

karigimi1 T=65°C"de 20 dk bekletilerek restriksiyon enzimi deaktive edilir.

Cizelge 3.10 Sall restriksiyon enzimi ile kesme tepkimesi bilesimi

Bilesen Miktar
Gen/Plasmid ~45-200 ng
Sall (10U/ pul) 2.5 ul

1X Buffer Sall 2 ul

Gen + vektor sulu c¢ozeltisi Vg= 20 ul 've
dH,O
tamamlanir.

Vektoriin (plasmid) ayni restriksiyon enzimi veya kiit-u¢ kesme gergeklestiren bir
restriksiyon enzimi ile kesildiginde kesilen uglarmin klonlama tepkimesi sirasinda
birbirine tekrar baglanmamasi igin, vektor alkali fosfataz enzimiyle T=37°C’de 2 st
tepkime siiresinde asagidaki kosullarda tepkimeye sokulmus ve vektér ucunda klonlama
icin gerekli fosfat gruplar vektorden uzaklagtirilmis; tepkime tamamlandiktan sonra

alkali fosfataz enziminin yapisinin bozunmasi i¢in T=85 °C ’da 15 dk bekletilmistir.
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Cizelge 3.11 Plasmidin fosfat u¢larinin giderilmesi i¢in tepkime bilesimi

Bilesen Miktar
Sall + pUCI19 tepkime

20 pl
karigimi
Alkali fosfataz tamponu Sul

Alkali fosfataz (0.1U/ul) 1 pl

Gen + vektor sulu c¢ozeltisi Vp= 50 ul 'ye
dH,O
tamamlanir.

3.10.6 DNA dizin analizi

aroA geninin niikleotit dizini DNA dizin analiz cihazinda (Microsynth GmBH, Isvigre)
analizlenmistir. aroA tasiyan rekombinant plasmidin dizin analizi i¢in tasarlanan ileri

ve geri primerler kullanilmigtr.

3.10.7 Plasmid DNA'nin E.coli'ye CaCl, yontemiyle transferi

Klonlama isleminden sonra geni tasiyan plasmid DNA E.coli ‘ye asagida verilen CaCl,

yontemi ile aktarilmistir.

3.10.7.1 CaCl, Yontemi

1. E.coli LBA Kkati ortaminda, 37°C de bir gece (~ 12 saat) ¢cogaltilmistir.

2. Kati ortamdan 5 ml hacimli LB ortamina aktarilmis ve 37°C’da bir gece daha inkiibe
edilmistir.

3. LB ortaminda ¢ogaltilan hiicrelerden 1 ml alinarak 100 ml’lik yeni LB ortamina
aktarilmis ve 37°C sicaklikta 4 st 250 dk’da iistel cogalma fazi basina kadar tekrar
cogaltilmistir.

4. Cogalan hiicreler steril, soguk 100 ml’lik santrifiij tliplerine konulmus ve tiipler buz
tizerinde 10 dk tutularak 0°C ’a sogutulmasi saglanmustir.

5. Hiicreler 4000g’de, 4°C’da 10 dk santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiistiir.
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6. Sivi kisim atilmis; ¢oken hiicreler santrifiij tiipiiniin kagit havlu lizerinde ters
cevrilerek 1 dk kurutulmustur.

7. Hiicreler 10 ml, 0,1 M CaCl, ile siispansiyon haline getirilmis ve buzda
bekletilmistir.

8. Siispansiyon 4000g’de, 4°C’da 10 dk santrifiijlenerek hiicreler tekrar ¢oktiiriilmiistiir.

9. Sivi kisitm dokiilmiis ve hiicreler santrifiij tiipliniin kagit havlu iizerinde ters
cevrilerek 1 dk kurutulmustur.

10. Coken hiicreler 4 ml, 0,1 M CaCl, iginde tekrar siispansiyon haline getirilmis
ve buzda bekletilmistir.

11. Mikropipetle 200 pl siispansiyon Eppendorf tiipiine alinmis ve tiipe DNA (10 ml
hacminde 50 ng’dan fazla olmayacak sekilde) eklenmis, yavas yavas asagi yukari
cevrilerek karistirilmis ve 30 dk buzda bekletilmistir.

12. Daha sonra tiipler 42°C’daki su banyosuna alinarak 90 saniye bekletilmis ve 1s1
sokuyla plasmid DNA’nin hiicreye transferi saglanmistir. Bundan sonra tiipler hizli
bir sekilde buz banyosuna alinmis ve 1-2 dk hiicrelerin ¢cokmesi i¢in beklenmistir.

13. Her tiipe 800 pul LB ¢ozeltisi eklenmis ve 37°C’da, 45 dk su banyosunda inkiibe
edildikten sonra LBA ve segici antibiyotigi igeren petri kaplarinin her birine uygun

hacimde (~250 pl ) aktarilmigtir (Sambrook 1995).

3.10.8 E.coli'den plasmid DNA izolasyonu

1. 12 st (bir gece) LB ortaminda c¢ogaltilmis  hiicreler, 12.000 g 'de 30 s
santrifiijlenmistir.

2. Berrak kisim atildiktan sonra hiicrelerin iizerine ¢ogaltilmis hiicrelerden 1ml tekrar
eklenmis ve Onceki basamaktaki gibi tekrar santrifiijlenmistir.

3. Berrak kisim tekrar atilmis ve hiicreler iizerinde kalan az miktardaki sivi da
mikropipetler yardimiyla alinmis; hiicreler buz {izerine yerlestirilmistir.

4. Hiicreler 4°C sicakhigindaki, 100ul Cozelti I (EK 1) ile tekrar siispansiyon haline

getirilmistir.

W

. Uzerine 200 ul yeni hazirlanmis Cozelti I (EK 1) eklenmis; eppendorf tiipii ara sira
asagi-yukari ¢evrilerek 5 dk karigtirilmugtir.
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6. Uzerine 150 pl 4°C sicakhiginda Cozelti III (EK 1) eklenmis ve 5dk buz icerisinde
bekletilmistir.

7. 12.000g 'de, 4°C 'da 5 dk santrifiijlenmis; berrak kisim temiz bir tiipe alinmigtir.

8. Berrak ¢ozelti hacminin 0.1 hacmi kadar 3M NaAc ve 2 kati kadar saf EtOH
eklenmis ve —20°C 'da 10 dk bekletilmistir.

9. Plasmid DNA 12000g 'de, 4°C 'da 5 dk santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiistiir.

10. Berrak kisim dokiilmiis ve ¢oken plasmid DNA vakum altinda kurutulmustur.

11. Kuruyan pellet amaca gore ya 100 ul TE tamponu (EK 1) (pH=8) veya dH,O
ile ¢oziilmiis ve -20°C 'da saklanmigtir (Sambrook 1995).

3.10.9 DNA'nin agaroz jelden ekstraksiyonu

Jelde ayirilan gen parcalarindan klonlama tepkimesinde kullanilacak olani jelden
kesilerek alinmig ve sonra da Fermentas DNA Ekstraksiyon Kit ile ekstrakte edilmistir.
Bu yonteme gore; Oncelikle istenen DNA molekiiliinii iceren jel parcasi uygun
cozeltilerle karistirilarak 55°C'de ¢oziiliir. Daha sonra ¢ozeltiye gecen DNA molekiilii
ortama eklenen toz halindeki silika partikiillerine adsorplanir. DNA molekiillerini
tasiyan silika tozlar1 yikanir ve sonra da 55°C desorpsiyon islemi gerceklestirildiginde

klonlama tepkimesinde kullanilacak DNA molekiilleri saf olarak elde edilir.
3.10.10 Elektroporasyonla plasmid DNA'nin Bacillus tiirlerine transferi
Hedef geni tasiyan E.coli-Bacillus shuttle vektorii Bacillus subtilis NRRL-1315’e
asagida aciklanan elektroporasyon ve dogal transformasyon yontemleriyle aktarilmistir.
Dogal transformasyon yoOnteminin elektroporasyondan tek farki elektrik soku

uygulanmamasidir.

Ependorf Elektroporasyon Yontemi (B.subtilis ’in transformasyonu)

Elektrokompotent hicrelerin hazirlanmasi :
1. Hiicreler Sml’lik LB sivida 37°C ve 180 rpm kosullarinda 1 gece ¢ogaltilirlar.
2. 5 ml’lik LB si1vida ¢ogaltilan mikroorganizmanin 250 pl ’si 50 ml’lik LB siv1 igeren

yeni ortamlara aktarilir ve 1. basamaktaki ile ayni1 kosullarda 3 st cogaltilir.
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3.

4000 rpm ve +4°C’de 15 dk santrifiijlenerek ayirilan hiicreler 1 mM HEPES
(pH=7.0) tamponu ile iki kez yikandiktan sonra soguk elektroporasyon tamponu
(%25 PEG ve 0.IM mannitol) ile de iki kez yikanirlar. Yontemin uygulandigi
stirecte hiicrelerin soguk olmasi gerekir.

Hiicreler baglangic ¢ogalma ortami hacminin 1/200°t kadar hacimli soguk
elektroporasyon tamponu ile siispansiyon haline getirilir ve +4°C’de 10 dk

bekletirlir.

Elektroporasyonla DNA’nin hicrelere aktariimasi :

1.

Elektroporasyon cihazi belirlenen voltaj degerine ayarlanir. Baslangi¢ voltaj degeri
16kV/cm olabilir (Imm’lik kiivetler icin 1600 V kullanilmistir).

40 ul elektrokompetent hiicre igeren tiipe 2 pul plasmid DNA eklenir ve karistirilir.
Hiicre/DNA karisimi 6nceden sogutulmus kiivet igerisine konur ve kiivetin dist
kurulandiktan sonra elektroporasyon cihazinin kiivet tutucusuna (holder)
yerlestirilir.

Elektrik-pulse uygulanir ve hiicrelerin 2-3 dk dinlenmesi i¢in beklendikten sonra
tizerine 0.5 ml LB s1v1 eklenir ve 37°C’de 3 st bekletilir.

Uygun seg¢ici antibiyotigi igeren LB agar {izerine yayilir ve 37°C’de inkiibe edilir.

3.10.11 Bacillus 'tan miniprep plasmid DNA izolasyonu: alkali liziz yontemi

Bacillus ’tan plasmid DNA izolasyonu asagida verilen yontem kullanilarak yapilmistir.

Yontem uygulanirken kullanilan ¢ozeltilerin bilesimleri EK 2°de verilmistir (Harwood

and Cutting 1990).

Deney tiipii veya 25ml’lik erlenlerde bulunan, segici antibiyotik iceren 2.5ml’lik LB
stvi-ortama plasmid DNA’nin izole edilecegi mikroorganizmadan tek koloni
aktarilir.

Mikroorganizma 37°C ve 200 rpm kosullarinda bir gece gogaltilir.

Cogalan hiicrelerin 1.2ml’si 10000 rpm ve oda sicakliginda 1dk santrifiijlenir. Sivi
kisim dokiiliir ve kalan sivinin tamami bir mikropipet yardimiyla uzaklastirilir.

Hiicreler 1.2ml TSE tamponu ile tekrar siispansiyon haline getirilerek yikanir.

92



10.

11.
12.

13.
14.

15.

16.
17.

18.
19.
20.

21.
22.

3.basamak tekrarlanir.

Hiicre pelleti 2mg/ml egg white lizozim igeren (kullanmadan hemen 6nce toz olarak
eklenmis) 500 pl Cozelti A ile slispansiyon haline getirilir.

10 s vorteks islemi ile homojenizasyondan sonra T=37°C’de hiicreler
parcalanincaya kadar (10-20 dk) inkiibe edilir. Bu basamak kritiktir ve siispansiyon
viskoz olmalidir.

Karisim buz iizerine konur ve oda sicakliginda bekletilen Cozelti-B’den 400 ul
eklenir, 10s vorteks islemi ile homojenizasyondan sonra 4 dk buz {izerinde
bekletilir. Siispansiyon gergekte berrak olmalidir (Eger berrak degilse vorteks islem
basamag tekrarlanir) .

300 pl Cozelti-C eklenir ve 10s vorteks isleminden sonra buz iizerinde 5 dk
bekletilir.

16000 rpm ve +4°C kosullarinda 6 dk santrifiijlenir. Cokeltinin biiyiik kismi dibe
¢Oker, bir kismu ¢ozeltide kalir.

S1v1 kismin ~ 600 ul’si Iml’lik mikropipetle yeni ependorf tiipiine alinir.

600 pl fenol/kloroform/izoamilalkol (25/24/1) karisimi eklenir, 10s vorteks
uygulanir ve 1 dk sonra iglem tekrarlanir.

Fazlar1 ayirmak i¢in 16000 rpm ve +4°C kosullarinda 6 dk santrifiijlenir.

~ 500 pl sulu (iist) faz 1 ml’lik mikropipetle yeni tiipe alinir. Ara-faz ve alt-fazdan
¢ekilmemesine dikkat edilir.

500 ul Kloroform/izoamilalkol (24/1) eklenir, 5 s vorteks isleminden sonra 16000
rpm ve +4°C kosullarinda 2 dk santrifiijlenerek fazlar ayrilir.

14. basamaktaki gibi yaklasik 450 pl’lik iist-faz yeni tiipe alinir.

1 ml %96’lik etanol (oda sicakliginda) eklenir, karistirilir ve buz iizerinde 10 dk
bekletilir.

16000 rpm ve +4°C kosullarinda 10 dk santrifiijlenerek DNA pellet haline getirilir.
Sivi kisim 4. basamaktaki gibi uzaklastirilir; pellete dokunulmamalidir.

1 ml %80°lik etanol eklenir. Genellikle DNA pelleti tiipiin bir tarafinda sabit kalir.
Eger kalmazsa ya da herhangi bir siiphe olursa, 1dk tekrar santrifiijlenir. Stvi kisim
19. basamaktaki gibi uzaklagtirilir.

20.basamak tekrarlanir.

Pellet vakumda kurutulur ve 25ul TE tamponunda ¢oziiliir.
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23. 1 pl Rnase eklenir ve 37°C’de 20 dk inkiibe edilir. DNA —20°’de saklanir.
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4. DENEY VE BULGULAR

4.1 Metabolik Miihendislik Arastirma Program

Metabolik miihendislik aragtirma programinin amaci, arastirma grubumuzun daha 6nce
yaptig1 c¢alismalarda (Ozgelik 2003, Ozgcelik vd. 2004) belirlenen hiz kisitlayici
tepkimelerin, aromatik grup amino asit yolizinin birinci tepkimesinin katalizorii DAHP
sentetaz (EC 2.5.1.54) enzimini kodlayan aroA ile yolizindeki ardisik yedinci
tepkimenin katalizorii korizmat mutaz (EC 5.4.99.5) enzimini kodlayan aroH geninin
(Sekil 4.1), iki-gen sistemi klonlama stratejisiyle B.subtilis’te lretim ig¢in secilecek
plasmide klonlanmasidir. iki-gen sistemini tastyan rekombinant plasmid olusturulmasi

icin alternatif metabolik miithendislik tasarimlar1 yapilmistir ve asagida sunulmustur.

PEP E4P
R#70
aroA geni
DAHP
; R#71
H #7
...... Korizmat
o R#72
Triptofan aroH geni
....... Prephenat
Tirozin ~ gqees*""" :
DRI R#73
....... 2 ]
-« L-fenilalanin

Sekil 4.1 Aromatik amino asit yolizi
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4.1.1 Iki-gen sistemi olusturarak tasarim: Tasarim-I

aroA::aroH (=2452bp) iki-gen sisteminin olusturulmasi; sonra E.coli plasmidi pUC19
’a klonlanmasi, tgiincii basamakta da E.coli- B.subtilis shuttle plasmidi pMK4‘e
klonlanmasidir. aroA::aroH (=2452bp) biiylikliigiindeki iki-gen sistemi olusturulmus,

ancak pUC19°a klonlama basarili olmamustir.

Tasarim-I’e gore yiiriitiilen aragtirma programinin primer tasarimlart ve aroA::aroH
iki-gen sisteminin olugturulmasi, gen derisiminin artirtlmasi, E.coli ve E.coli-Bacillus
plasmidlerine klonlama tepkimeleri, transformasyon deney ve bulgular1 asagida

verilmistir.

4.1.1.1 Primer tasarimi ve PCR ile gen derisiminin artirilmasi

DAHP sentetaz enzimini kodlayan aroA ve korizmat mutaz enzimini kodlayan aroH
genlerinin niikleik asit dizinleri, B. subtilis igin Institut Pasteur (Fransa)
koordinasyonunda olusturulan SubtiList’den (Fransa):

http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/ adresinden alinmistir (Sekil 4.2, 4.3).
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tgtaa

aaaacccttgaacattgccctcacatcatgtaggatagc
ttcatagattactttatcacttaaaagcgtttgggtaat
aaagtagagtttttataaaattttttgtatttcagtatt
tccatttggaattacttatagtaagatgcatgataacta
caaaataaaaaatgaatgtgcagggaaaggatgaaaaaa
1 - atg agc aac aca gag tta gag ctt tta agg
31 - cag aaa gca gac gaa tta aac cta caa att
61 - tta aaa tta atc aac gaa cgc ggc aat gtt
91 - gta aaa gag atc ggt aaa gcg aag gaa gca
121 - cag ggt gtc aac cga ttt gac cct gtc aga
151 - gaa cgc aca atg tta aac aat atc att gaa
181 - aac aat gac ggg ccg ttc gaa aat tca acc
211 - atc cag cac att ttt aaa gag ata ttc aaa
241 - gcc ggt tta gag ctt cag gaa gaa gat cac
271 - agc aaa gcg ctg ctt gtc tcc cgc aag aaa
301 - aaa cct gaa gat aca att gtt gat atc aaa
331 - ggc gaa aaa atc gga gac ggc cag caa aga
361 - ttc att gtc ggc cca tgt gcg gta gag agc
391 - tat gag cag gta gct gaa gtc gct gca gct
421 - gcg aaa aaa caa ggg att aaa att ttg cgc
451 - ggt gga gcc ttt aag cct cgt acg agc cca
481 - tac gat ttc caa ggg ctt ggt gtt gaa ggc
511 - ctt caa att tta aaa cgt gta gcg gat gaa
541 - ttt gat ctg gcg gtt atc agt gaa atc gta
571 - act ccg gct cat atc gaa gaa gcg ctg gac
601 - tac att gat gtc att caa atc gga gcg cgc
631 - aac atg caa aac ttc gaa ttg ctg aaa gcg
661 - gcc ggc gcc gtg aaa aag cca gtg ctt ctg
691 - aag cgc ggt ctt gct gca acg atc tct gaa
721 - ttc atc aat gct gct gaa tac atc atg tca
751 - caa gga aat gac caa att atc ctt tgt gag
781 - cgc gga atc aga aca tat gaa aca gca acg
811 - aga aac acg ctg gat att tca gct gtg ccg
841 - att ttg aaa caa gaa acg cat ttg cca gtc
871 - ttt gtt gat gtt acg cat tca aca ggc cgc
901 - cgt gac ctc ttg ctt ccg aca gct aaa gcc
931 - gct tta gcg atc ggt gct gat ggc gta atg
961 - gct gag gtt cac cct gat ccg tca gtc gca
991 - ctt tct gac tct gct cag caa atg gcg att
1021 - cct gaa ttc gaa aaa tgg ctg aat gaa ctg

1051 - aag cca atg gtg aaa gtc aac gct
taattgaacaatccaaaaggccgccgtgecggectttttt
tatgctttctcgtttatttagttataaaaaccaagtata
cgttttcatcatctataaaaacgtgtataatttcatgag
aagtaattaaatttgatgaataatgaaaaataatgtaca
ctactgacttacgcttacaaatcataaacgacataaatt

cggac

aroA FP + Sall: 5> gegtegacgtaaaaaacccttgaacattge 3’

aroA RP + aroH: 5° aacccaggcttttotccgaatttatgtecgttatgat 3°

Sekil 4.2 aroA geni i¢in tasarlanan primerler ve niikleotit dizinleri
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aaaag
cctgggttatccaagtcaaatcagaaaagagacggaaac

ttcggttctcttgaaccgtatgatgaatgataagaaaac
ccgtggcgggaagattcagtttattgtgctcaacgaatt
agggaaagttgctgatcatacattttccagaaatgaact
tgagagctggctgaacaaatggcgattggaggagacatc

1 - atg atg att cgc gga att cgc gga gca act
31 aca gtt gaa cgg gat act gaa gaa gaa att
61 - tta caa aaa act aaa cag ctg tta gag aaa

91 - atc ata gaa gaa aat cat aca aaa ccg gaa
121 - gat gtt gtt caa atg ctt ctg tcg gct aca
151 - cct gat ttg cac gct gtt ttc ccg gca aaa
181 - gct gtt cgc gag ctt tca gga tgg cag tat
211 - gta ccg gta aca tgt atg cag gaa atg gac
241 - gta aca ggc ggt ctg aaa aag tgc ata aga
271 - gtc atg atg acg gtc cag aca gat gtc cct
301 - cag gat cag atc aga cat gta tat tta gaa
331 - aaa gtt gtc gta ttg agg ccc gat tta tca
361 - ttg aca aaa aat act gaa ttg

taatacgataagaacagcttagaaatacacaagagtgtg
tataaagcaattagaatgagttgagttagagaatagggt
agcagagaatgagtttagttgagctgagacattatgttt
attctacccaaaagaagtctttcttttgggtttatttgt
tatatagtattttatcctctcatgccatcttctcattct

cctig

aroH FP+ aroA: 5’ ataaattcggacaaaagcctgggttatccaagt 3’
aroH RP+BamHI : 5° ggggatcccccaaggagaatgagaagatgge 3’

Sekil 4.3 aroH geni i¢in tasarlanan primerler ve niikleotit dizinleri

aroA ve aroH genleri 1. ve 2. PCR tepkimeleriyle Tyapisma=60 °C , tyapisma, aroa= 180 s

Ve tyapisma, aroi= 90 s’de gen derisimleri artirilmistir

1 ve 2. PCR tepkimeleri ile ¢ogaltilan aroA ve aroH genleri 3. PCR tepkimesi ile
Tyapisma=60 °C , tyapisma, aroa--aron= 180 s PCR tepkimesi isletim kosullarinda SOE
yontemine gore birlestirilmis ve 2452bp uzunlugunda aroA::aroH elde edilmistir

(Cizelge 4.5).
aroA::aroH geni birinci asamada E.coli plasmidi olan pUC19 ve E.coli —Bacillus

shuttle plasmid olan pMK4 ve pHV1431’lere farkli gen/plasmid ve gen, plasmid

derisimlerinde ligasyon tepkimeleri gerceklestirilmistir. Ligasyon tepkme {irlinleri
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E.coli XLI-Blue mikroorganzimasmma CaCl, yontemi ile transforme edilmistir.
Transformasyon sonucu olusan kolonilerden plasmid izolasyonlar1 sonucunda gen
iceren plasmid elde_edilememistir. Bunun sonucu farkli parametreler degistirilerek
ligasyon tepkimeleri tekrar gergeklestirilmistir. Incelenen parametreler Cizelge 4.1°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.1 aroA::aroH geninin pUC19 ve pMK4 plasmidlerine ligasyon tepkimesi

Gen derisimi Plasmid derisimi
Plasmid Ligasyon tiirii (G) V) G/V
(ng/pl) (ng/pl)

pUC19 Yapigkan-ug 10.3 7.07 3 (60/20)
pUC19 Yapigkan-ug 10.3 7.07 3 (90/30)
pUC19 Yapiskan-ug 15.78 10.71 3 (72/24)
pUC19 Yapigkan-ug 15.78 10.71 3 (90/30)
pUCI19 Kiit-ug 15.78 10.71 3(90/30)
pUC19 Yapigkan-ug 20.43 53.6 3 (120/40)
pUC19 Yapigkan-ug 20.43 7.07 5 (100/20)
pUC19 Yapigkan-ug 20.43 53.6 2 (80/40)
pUC19 Yapigkan-ug 20.43 53.6 3 (50/50)
pUC19 Yapiskan-ug 333 22.2 5 (100/20)
pUC19 Yapigkan-ug 333 22.2 3 (60/20)
pUC19 Yapigkan-ug 333 24 3 (144/48)
pUC19 Yapigkan-ug 333 24 5 (240/48)
pMK4 Yapigkan-ug 15.78 23.1 3 (72/24)
pMK4 Yapigkan-ug 15.78 23.1 3 (90/30)
pMK4 Kiit-ug 15.78 23.1 3 (90/30)
pMK4 Yapigkan-ug 20.43 34.64 3 (60/20)
pMK4 Yapigkan-ug 20.43 34.64 3 (50/16.67)
pMK4 Yapigkan-ug 20.43 34.64 5 (100/20)
pMK4 Yapigkan-ug 20.43 34.64 5 (50/10)
pMK4 Yapiskan-ug 26.24 11.53 3 (90/30)
pMK4 Yapiskan-ug 26.24 11.53 3 (120/40)

pHV1431 Yapigkan-ug 20.43 12.1 5 (120/24)

pHV1431 Yapigkan-ug 20.43 12.1 5(120/17.14)

4.1.2 iki-gen sistemi olusturarak tasarim: Tasarim-II

aroA::aroH (=2252bp) iki-gen sisteminin olusturulmasi; sonra E.coli plasmidi pUC19
’a klonlanmasi, tgilincii basamakta da E.coli- B.subtilis shuttle plasmidi pMK4‘e
klonlanmasidir. 2252bp biyiikligiindeki aroA::aroH iki-gen sistemi Tasarim-I’e

kiyasla kii¢iiltiildiigii halde, pUC19°a klonlama basarili olmamastir.
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Tasarim-II"ye gore yliriitiilen arastirma programinin primer tasarimlar1 ve aroA.::aroH
iki-gen sisteminin olusturulmasi, gen derisiminin artirilmasi, E.coli ve E.coli-Bacillus
plasmidlerine klonlama tepkimeleri, transformasyon deney ve bulgular1 asagida

verilmigtir

4.1.2.1 Primer tasarimi ve PCR ile gen derisiminin artirilmasi

aroA ve aroH genlerinin niikleik asit dizinleri ve tasarlanan ileri ve geri primer dizinleri

Sekil 4.4 ve 4.5’te verilmistir.
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aaaacccttgaacattgccctcacatcatgtaggatagc
ttcatagattactttatcacttaaaagcgtttgggtaat
aaagtagagtttttataaaattttttgtatttcagtatt
tccatttggaattacttatagtaagatgcatgataacta
caaaataaaaaatgaatgtgcagggaaaggatgaaaaaa
1 - atg agc aac aca gag tta gag ctt tta agg
31 - cag aaa gca gac gaa tta aac cta caa att
61 - tta aaa tta atc aac gaa cgc ggc aat gtt
91 - gta aaa gag atc ggt aaa gcg aag gaa gca
121 - cag ggt gtc aac cga ttt gac cct gtc aga
151 - gaa cgc aca atg tta aac aat atc att gaa
181 - aac aat gac ggg ccg ttc gaa aat tca acc
211 - atc cag cac att ttt aaa gag ata ttc aaa
241 - gcc ggt tta gag ctt cag gaa gaa gat cac
271 - agc aaa gcg ctg ctt gtc tcc cgc aag aaa
301 - aaa cct gaa gat aca att gtt gat atc aaa
331 - ggc gaa aaa atc gga gac ggc cag caa aga
361 - ttc att gtc ggc cca tgt gcg gta gag agc
391 - tat gag cag gta gct gaa gtc gct gca gct
421 - gcg aaa aaa caa ggg att aaa att ttg cgc
451 - ggt gga gcc ttt aag cct cgt acg agc cca
481 - tac gat ttc caa ggg ctt ggt gtt gaa ggc
511 - ctt caa att tta aaa cgt gta gcg gat gaa
541 - ttt gat ctg gcg gtt atc agt gaa atc gta
571 - act ccg gct cat atc gaa gaa gcg ctg gac
601 - tac att gat gtc att caa atc gga gcg cgc
631 - aac atg caa aac ttc gaa ttg ctg aaa gcg
661 - gcc ggc gcc gtg aaa aag cca gtg ctt ctg
691 - aag cgc ggt ctt gct gca acg atc tct gaa
721 - ttc atc aat gct gct gaa tac atc atg tca
751 - caa gga aat gac caa att atc ctt tgt gag
781 - cgc gga atc aga aca tat gaa aca gca acg
811 - aga aac acg ctg gat att tca gct gtg ccg
841 - att ttg aaa caa gaa acg cat ttg cca gtc
871 - ttt gtt gat gtt acg cat tca aca ggc cgc
901 - cgt gac ctc ttg ctt ccg aca gct aaa gcc
931 - gct tta gcg atc ggt gct gat ggc gta atg
961 - gct gag gtt cac cct gat ccg tca gtc gca
991 - ctt tct gac tct gct cag caa atg gcg att
1021 - cct gaa ttc gaa aaa tgg ctg aat gaa ctg

1051 - aag cca atg gtg aaa gtc aac gct
taattgaacaatccaaaaggccgccgtgcggectttttt
tatgctttctcgtttatttagttataaaaaccaagtata
cgttttcatcatctataaaaacgtgtataatttcatgag
aagtaattaaatttgatgaataatgaaaaataatgtaca
ctactgacttacgcttacaaatcataaacgacataaatt

cggac

aroA FP + Sall : 5°  gegtcgacgtaaaaaacccttgaacattge 3’

aroA RP +aroH : 5’ aacccaggcttttgtccgaatttatgtcgttatgat 3°

Sekil 4.4 aroA geni igin tasarlanan primerler ve niikleotit dizinleri
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aaaag
cctgggttatccaagtcaaatcagaaaagagacggaaac

ttcggttctcttgaaccgtatgatgaatgataagaaaac
ccgtggcgggaagattcagtttattgtgctcaacgaatt
agggaaagttgctgatcatacattttccagaaatgaact
tgagagctggctgaacaaatggcgattggaggagacatc
1 - atg atg att cgc gga att cgc gga gca act

31 - aca gtt gaa cgg gat act gaa gaa gaa att
61 - tta caa aaa act aaa cag ctg tta gag aaa
91 - atc ata gaa gaa aat cat aca aaa ccg gaa
121 - gat gtt gtt caa atg ctt ctg tcg gct aca
151 - cct gat ttg cac gct gtt ttc ccg gca aaa
181 - gct gtt cgc gag ctt tca gga tgg cag tat
211 - gta ccg gta aca tgt atg cag gaa atg gac
241 - gta aca ggc ggt ctg aaa aag tgc ata aga
271 - gtc atg atg acg gtc cag aca gat gtc cct
301 - cag gat cag atc aga cat gta tat tta gaa
331 - aaa gtt gtc gta ttg agg ccc gat tta tca
361 - ttg aca aaa aat act gaa ttg

taatacgataagaacagcttagaaatacacaagagtgtg
tataaagcaattagaatgagttgagttagagaatagggt
agcagagaatgagtttagttgagctgagacattatgttt
attctacccaaaagaagtctttcttttgggtttatttgt
tatatagtattttatcctctcatgccatcttctcattct
ccttg

aroH FP+ aroA: 5’ ataaattcggacaaaagcctgggttatccaagt 3’

aroH RP+BamHI : 5°  ggggatccccagetgttcttategtattac 3’

Sekil 4.5 aroH geni i¢in tasarlanan primerler ve niikleotit dizinleri

aroA ve aroH genleri 1. ve 2. PCR tepkimeleriyle Tyapisma=60 °C , tyapisma, aroa= 180 s ve

tyapisma, aron= 90 s’de gen derisimleri artirilmusgtir.

1. ve 2. PCR tepkimeleri ile ¢ogaltilan aroA ve aroH genleri 3. PCR tepkimesi ile
Tyapisma=60 °C , tyapisma, aroa:aron= 180 s kosullarinda gen derisimi artirilmistir ve 2252bp

uzunlugunda aroA.::aroH elde edilmistir (Cizelge 4.5).

aroA::aroH geni E.coli plasmidi olan pUC19 ve E.coli —Bacillus shuttle plasmid olan
pMK4’e farkli gen/plasmid ve gen, plasmid derisimlerinde kiit-u¢ ve yapiskan-ug
ligasyon tepkimeleri gergeklestirilmistir. Ligasyon tepkme ftriinleri E.coli XLI-Blue

mikroorganzimasina CaCl, yontemi ile transforme edilmistir. Transformasyon sonucu

122



olusan kolonilerden plasmid izolasyonlar1 sonucunda gen iceren plasmid elde
edilememistir. Bunun sonucu farkli parametreler degistirilerek ligasyon tepkimeleri

tekrar gerceklestirilmistir. Incelenen parametreler Cizelge 4.2°de dzetlenmistir.

Cizelge 4.2 aroA.::aroH geninin pUC19 ve pMK4 plasmidlerine ligasyon tepkimesi

Gen derisimi
Plasmid derisimi (V)
Plasmid Ligasyon tiirii G) (ng/u) G/V=3
ng/p
(ng/nl)
pUC19 Yapigkan -ug 13.43 32.14 90/30
pUC19 Yapigkan -ug 13.43 32.14 72/24
pMK4 Yapiskan -ug 13.43 69.23 90730
PMK4 Yapigkan- ug 13.43 69.23 72/24
PUCI19 Kiit -ug 31.55 12.85 90/30
PMK4 Kiit -ug 31.55 15 90/30
pMK4 Yapiskan -ug 6.3 23.09 72124
pMK4 Yapigkan -ug¢ 6.3 23.09 60/20
pUC19 Yapiskan-ug 6.3 5.36 60/20

Tasarim 1 ve Tasarim II ‘de iki-gen sistemi biiyiiklikleri pUC19 biiyiikliigiine yakin

olmasi nedeni ile iki tasarimda klonlamalarin basarili olmadigi sonucuna varilmistir.

4.1.3 aroA ve aroH genlerinin birer-birer klonlanmasi: Tasarim-III

aroA ve aroH genlerinin birer-birer klonlamasi ile iki-gen klonlama stratejisidir.
Tasarimin adimlar::

1. aroH ’nin énce E.coli plasmidi pUC19 ‘a klonlanarak aroH::pUCI19 rekombinant
plasmidi olusturulmasi (Sekil 4.4, 4.5);

2. Tek-gen tasiyan rekombinant-plasmid aroH::pUC19 ‘ya aroA ’nin klonlanarak

aroH::aroA::pUC19 iki-gen sistemini tagiyan rekombinant plasmid olusturulmasidir.
Basarili olan Tasarim-III’e gore yiiriitiilen aragtirma programinin primer tasarimlart ve

gen derisiminin artirilmasi, aroA geninin E.coli ve E.coli-Bacillus plasmidlerine

klonlanarak, transformasyon deney ve bulgular1 asagida verilmistir.
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4.1.3.1 Primer tasarimi ve PCR ile gen derisiminin artirilmasi

DAHP sentetaz enzimini kodlayan aroA geninin niikleik asit dizini (EK 6), B. subtilis
icin Institut Pasteur (Fransa) koordinasyonunda olusturulan SubtiList’den (Fransa):

http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/ adresinden alinmistir.

aroA gen derisiminin artirilmasi i¢in iki oligoniikleotit tasarimi1 (EK 7, 8 ) yapilmustir.

Primerler tasarlanirken asagidaki kurallara dikkat edilmistir:

a. Primerlerin niikleotid dizinleri kalip DNA’nin hedef bolgelerindeki niikleotid
dizinleri ile uyum igerisinde olmali ve hedef DNA’nin diger bolgeleri ile baz
¢ifti olusturmamalidir,

b. Kendi kendinin tamamlayicisi olmamali ve dimer olusturmamalidir,

c. Primerler 25-45 baz ¢ifti uzunlugunda olmalidir,

d. Iki primerin 3’ uclarinda komplementer’lik olmamalidir,

e. Primerlerde GC niikleotidleri toplam niikleotidlerin en az %43’{inii i¢germeli ve
primerler bir ya da daha fazla G ya da C niikleotidleri ile sonlanmalidir. (Ozgelik
2003)

Tasarlanan primerlerin sentezi Thermo Hybaid GmbH (Almanya) laboratuvarlarinda

yapilmistir.

Bu nedenle ilk asamada aroA gen dizini elde edildikten sonra, bu genler iizerinde
bulunan ve bulunmayan restriksiyon enzim konumlar1 U.S. National Institues of Health

(U.S.A):  http://www.restrictionmapper.org adresinden yararlanilarak belirlenmistir.

Tasarlanan primerlerin niikleotit dizinleri (Sekil 4.2) ve termodinamik o6zellikleri

Cizelge 4.1°de verilmistir.

4.1.3.1.1 PCR ile gen derisimi artirllmasi icin kalip secimi

Genomik DNA molekiiliinde aroA genini tasiyan B. subtilis NRRL NRS1315 kalip
olarak kullanilmaya karar verilerek genomik DNA izolasyonu yapilmis ve saflastirilmus,
ve elde edilen genomik DNA derisiminin spektrofotometrik olarak 4.06 mg/ml oldugu

bulunmustur.
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4.1.3.1.2 PCR ile gen derisiminin artirilmasi

Genomik DNA'nin kalip olarak kullanilmasit sonucunda, aroA gen sentezi PCR
cihazinda tasarlanan primerler (ileri primer+geri primer) kullanilarak belirlenen PCR
bilesimi ve kosullarinda (Bolim 3.10.4.) c¢ogaltilmistir. Genin niikleotitlerden
polimerizasyon tepkimeleriyle dogru sentezlenebilmesi i¢in primerlerin DNA’ya
yapisma sicakligi (annealing temperature), Td erime sicakligindan 5°C daha diisiik
veya 12°C daha yiiksek olan bir sicaklik araliginda olabileceginden [(Td-
5)<Tideal<(Td+12)], yapisma sicakligr 60°C olarak; DNA’nin polimerizasyonla uzama
(alongation) siiresi ise aroA geni 1471 baz ¢ifti icerdiginden 90s olarak belirlenmistir.
DNA’nin uzama sicakli§i (alongation temperature) Taq DNA polimeraz enziminin

optimum sicaklig1 olan 72°C olarak sec¢ilmistir (Sambrook 1995).
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aaaacccttgaacattgccctcacatcatgtaggatagc
ttcatagattactttatcacttaaaagcgtttgggtaat
aaagtagagtttttataaaattttttgtatttcagtatt
tccatttggaattacttatagtaagatgcatgataacta
caaaataaaaaatgaatgtgcagggaaaggatgaaaaaa
1 - atg agc aac aca gag tta gag ctt tta agg
31 - cag aaa gca gac gaa tta aac cta caa att
61 - tta aaa tta atc aac gaa cgc ggc aat gtt
91 - gta aaa gag atc ggt aaa gcg aag gaa gca
121 - cag ggt gtc aac cga ttt gac cct gtc aga
151 - gaa cgc aca atg tta aac aat atc att gaa
181 - aac aat gac ggg ccg ttc gaa aat tca acc
211 - atc cag cac att ttt aaa gag ata ttc aaa
241 - gcc ggt tta gag ctt cag gaa gaa gat cac
271 - agc aaa gcg ctg ctt gtc tcc cgc aag aaa
301 - aaa cct gaa gat aca att gtt gat atc aaa
331 - ggc gaa aaa atc gga gac ggc cag caa aga
361 - ttc att gtc ggc cca tgt gcg gta gag agc
391 - tat gag cag gta gct gaa gtc gct gca gct
421 - gcg aaa aaa caa ggg att aaa att ttg cgc
451 - ggt gga gcc ttt aag cct cgt acg agc cca
481 - tac gat ttc caa ggg ctt ggt gtt gaa ggc
511 - ctt caa att tta aaa cgt gta gcg gat gaa
541 - ttt gat ctg gcg gtt atc agt gaa atc gta
571 - act ccg gct cat atc gaa gaa gcg ctg gac
601 - tac att gat gtc att caa atc gga gcg cgc
631 - aac atg caa aac ttc gaa ttg ctg aaa gcg
661 - gcc ggc gcc gtg aaa aag cca gtg ctt ctg
691 - aag cgc ggt ctt gct gca acg atc tct gaa
721 - ttc atc aat gct gct gaa tac atc atg tca
751 - caa gga aat gac caa att atc ctt tgt gag
781 - cgc gga atc aga aca tat gaa aca gca acg
811 - aga aac acg ctg gat att tca gct gtg ccg
841 - att ttg aaa caa gaa acg cat ttg cca gtc
871 - ttt gtt gat gtt acg cat tca aca ggc cgc
901 - cgt gac ctc ttg ctt ccg aca gct aaa gcc
931 - gct tta gcg atc ggt gct gat ggc gta atg
961 - gct gag gtt cac cct gat ccg tca gtc gca
991 - ctt tct gac tct gct cag caa atg gcg att
1021 - cct gaa ttc gaa aaa tgg ctg aat gaa ctg

1051 - aag cca atg gtg aaa gtc aac gct
taattgaacaatccaaaaggccgcecgtgeggectttttt
tatgctttctcgtttatttagttataaaaaccaagtata
cgttttcatcatctataaaaacgtgtataatttcatgag
aagtaattaaatttgatgaataatgaaaaataatgtaca
ctactgacttacgcttacaaatcataaacgacataaatt

cggac

aroA FP + Sall : 5 gcgtcgacgtaaaaaacccttgaacattge 3’

aroA RP + Sall : 5> cgcgtegacaaagcataaaaaaaggecg 3’

Sekil 4.6 aroA geni i¢in tasarlanan primerler ve niikleotit dizinleri
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Cizelge 4.3 Primer tasarimlarinin termodinamik 6zellikleri

Gen Primerin Adi Td,°C  AG, kcal/mol AH, kcal/mol  AS(eu)
fleri primer 63.3 -34.7 -170.8 -446.4

Ileri primer + Sall 81.62 -54.4 -241 -620.1

aroA Geri primer 62.4 -33.7 -164.9 -432.5
Geri primer+ Sall 82.7 -55.3 -241.7 -617.1

PCR tepkimeleri ile gen derisiminin artirilmasinda Cizelge 4.4’de verilen sira, program

ve kosullar kullanilmustir:.

Cizelge 4.4 Polimeraz zincir tepkimesi isletim kosullari

1 DONGU T=94°C, t=2dk

30 DONGU | T;=94°C, t;=1dk
T,=60°C, t,=1dk
T5=72°C, t3=90s

1 DONGU T,=72°C, t;=5dk
T2=4°C, t2=5dk

PCR cihazinda aroA gen sentez tepkimesi ic¢in belirlenen uygun tepkime bilesimi

Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5 Polimeraz zincir tepkime bilesen ve bilesimleri

Bilesen Miktar
10X PCR Tamponu+ MgSOg4 Sul
dNTPler (1mM) 10ul
Ileri Primer (FP) (10uM) 1l
Geri Primer (RP) (10uM) Il
Template DNA (1.5 mg/ml) 2ul
Taq DNA polimeraz (5U/uL) 0.5ul
dH,O 30.5ul
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Sekil 4.7 PCR ile aroA geninin sentezlenmesi

5. Marker (100 bp DNA Ladder Plus) , 3. aroA geni

4.1.3.2 aroA geninin E.coli plasmidine klonlanmasi, E.coli ’ye transformasyonu ve

E.coli’ de derisiminin artirilmasi

Molekiiler genetik ¢alismalarda genetik yapist ve fonksiyonlar1 ¢ok iyi incelenen E.coli
klonlama plasmidleri i¢in konak hiicre olarak oncelikle secilmektedir. E.coli’ye plasmid
DNA transferinin kolay olmasi ve bunun da otesinde FE.coli’den plasmid DNA
izolasyonunun kolaylig1 nedeniyle, bu arastirmanin birinci aragtirma programinda 6n
klonlama islemlerinin E.coli plasmidlerine yapilmasina ve E.coli’ye transformasyonuna
karar verilmistir. Boylece aroA geninin paralel olarak pUC19::aroH (Ozgelik vd. 2004)
ve pUC19’a klonlama tepkimeleri i¢in aragtirmalar baglatilmistir. PCR tepkimesi ile
sentezlenen ve klonlama tepkimesinin girdisi olan aroA geni adsorpsiyon temelli bir
ayirma islemi (QIAquick PCR Purification Kit, QiaGen, Almanya); klonlama
tepkimesinin diger bir girdisi olan pUC19::aroH ve pUCI19 plasmidlerini yiiksek
derisimde ve yiiksek saflikta elde etmek amaciyla, plasmid izolasyonu ve arkasindan
adsorpsiyon temelli baska ikinci bir ayirma islemi ile QiaGen Midi Kit kullanilarak
saflagtirllmistir. Saf ve derisik olan gen ve plasmid, paralel olarak gerceklestirilen
yapigkan-u¢ klonlama deneylerinde kullanilmak {izere Sall restriksiyon enzimi ile

kesilerek uclar1 uygun sekilde modifiye edilmistir (Cizelge 4.6). Kesilen uglarin
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klonlama tepkimesi sirasinda birbirine tekrar baglanmamasi icin, plasmid alkali

fosfataz enzimiyle asagidaki kosullarda tepkimeye sokulmus ve plasmid ucunda fosfat

gruplart plasmidden uzaklastirilmis; tepkime tamamlandiktan sonra alkali fosfataz

enziminin yapisinin bozunmasi i¢in T=85 °C’da 15 dk bekletilmistir (Cizelge 4.7).

Uclar1 modifiye edilen gen ve plasmid saflagtirildiktan sonra klonlama tepkimelerinde

kullanilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.6 aroA geninin, pUC19::aroH ve pUC19’un Sal/l enzimiyle yapiskan-ug

kesimi icin tepkime kosullar1

Miktar
aroA genti,
pUC19::aroH veya ~100ng
pUCI19 ~100ng
TamponQ 2ul
Sall(10U/ul) 25wl
dH,O 10.5 ul
T=37°C t=2st

Cizelge 4.7 Lineer pUC19::aroH ve pUCI19 plasmidlerinin

plasmidden uzaklastirilmasi i¢in tepkime kosullar

Sall + pUC19::aroH veya 20 pl
Sall + pUC19 tepkime karigimi ~100ng
Alkali fosfataz tamponu Sul
Alkali fosfataz (0.1U/ul) 1wl
dH,O 24 ul
T=37°C t=60 dk
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Klonlama tepkimesi dncesi uglar1 uygun sekilde modifiye edilmis olan gen kit (QiaGen)

ile plasmid ise Fenol:Kloroform:Izoamilalkol ile saflastirilmistir.

Cizelge 4.8 aroA geninin pUC19.:aroH ve pUC19 plasmidine yapiskan-u¢ klonlanmasi

i¢in ligasyon tepkime kosullar

Bilesen G/V=5

aroA geni ~100 ng

pUC19::aroH veya pUCI19 plasmidi | ~20 ng

ATP(10mM) 1.5 ul

T4 DNA ligaz tamponu 2 ul

T4 DNA ligaz (5U/ul) 1 ul

dH,0O Vr=20 wl olacak sekilde belirlenmistir.
T=22 °C t=16 st
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Hile 1135
Eco 0108 12676 Eas 236
Lot 2622 Mar 1237
BmBIag boo
Sep 12304 !
HEe 1240
12290
Scal2lan
CE1011720 /)
B 11771
EBpm11770
Beal1761
Ahd11700 Al 11223

Sap [691

A T 207

EcoR 1397
Apo 1397

Sac 1407

Ban I 407

AepT18 409

AecfiS 1409

Fmal4l3

Pepti 413

Araldl3

Epml4lz

Smal41s

EamH 1413 ﬁ
Hha 1424

Sal 1430

Ao 1431

Hind 432

HinC M432

Pet 1440

BepM{I443

Sphld4d
Hin D T 442

pUCI9::are A

4000 bp

Sekil 4.8 pUC19 plasmidine aroA geninin yapisan-ug ligasyonu
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pUCIS+S
2958 bp

all

GTCOAC

GTCGAC

GThALALAL

ATACGALL




o Sall 462
BarHI 387 e
Sall 462
lacZ
arnH
pUC1Y::areH lacT. pUC19::aroH
2686 LR 3200 bp 2636 bp -
3200 bp
OTCOAC

Ball 567

Sall 462 ﬂ

GTabALE

pUCI?::av0 A :aroH

4600 bp

I TCGA AL
Sall 567 ﬁ

Sekil 4.9 pUCI19::aroH plasmidine aroA geninin yapiskan-ug ligasyonu
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Klonlama igleminden sonra ligasyon tepkime karisimlar1 E.coli XLI-Blue’ya CaCl,
yontemi ile transfer edilmistir. Transformasyon sonucu olusan kolonilerden plasmid
izolasyonu yapilmistir. izolasyon iiriinlerinin jel elektroforez gériintiilerine bakildiginda
(Sekil 4.10.a) kolonilerden sadece ii¢ tanesinin pUC19’dan; (Sekil 4.10.b) icin ise iki
tanesinin pUC19::aroH’den daha biiylik olan DNA molekiilleri tasidigir gorilmiistiir.
DNA molekiillerinin aroA genini tagiyip-tasimadigi PCR tepkimeleri ile kontrol edilmis
daha sonra da Cizelge 4.4’de verilen kosullarda Sal/l restriksiyon enzimiyle kesilerek
ikinci kontrol gerceklestirilmistir. PCR tepkimesi sonucu aroA geni sentezlenmis (Sekil
4.11); rekombinant plasmidler Sa/l restriksiyon enzimi ile kesildiginde ise pUCI19
bliyiikliiglinde ve aroA geni biiyiikligiinde (Sekil 4.12); ve pUCI19::aroH ve aroA
(Sekil 4.12) iki ayr1 DNA molekiilii gézlenmistir Boylece aroA geninin pUCI9 ve
pUCI19::aroH’ye klonlandigi kanitlanmis ve genetik miihendisligi arastirmalarinin

birinci arastirma programi basarilmigtir .

Sekil 4.10a  Plasmid DNA izolasyonu Sekil 4.10b  Plasmid DNA izolasyonu

sonuglari sonuglari
1. Marker (100 bp DNA Ladder Plus), 1. Marker (ADNA HindIII),
2-4. 1zolasyon fiiriinleri, 2. pUC19::aroH
5. pUC19 plasmidi 3,5. Izolasyon iiriinleri

133



Sekil 4.11 Izolasyondan elde edilen muhtemel r-pUC19’larin PCR tepkimesi ile kontrol
edilmesi

1. Marker (100 bp DNA Ladder Plus),

3. aroA geni,

6. Muhtemel r-pUC19.:aroA::aroH plasmidinin PCR tepkimesi {iriinii

7. Muhtemel r-pUC19.:aroA plasmidinin PCR tepkimesi tirtinii

1234567 8 9101112
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Sekil 4.12 Izolasyondan elde edilen muhtemel r-pUC19’larin kesilerek kontrol edilmesi
1. pUCI19 plasmidi, 2. Muhtemel r-pUCI19::aroA+Sall, 3. Muhtemel 1-
pUC19::aroA::aroH+Sall, 5. Marker (\ADNA/HindIll), 9. aroA geni

Aragtirmanin ikinci asamasinda aroA geni, Bacillus-E.coli shuttle plasmidi olan
pMK4::aroH ve pMK4 plasmidlerine paralel olarak klonlanmistir (Sekil 4.13a-b).
Genetik arastirma programinda aroA geninin ilk olarak pMK4 yerine pUC19’a

klonlanmasinin temel sebepleri;

a. pMK4 plasmidinin daha dar poliklonlama restriksiyon enzim kesim bdlgesine
sahip olmasi,
b. klonlanmasi olasilig1 diisiik olan -PCR cihazinda sentezlenmis- genin pMK4 gibi

daha biiyiik bir plasmide klonlanmasinin daha diisiik olasiliga sahip olmasidir.

Bacillus-E.coli shuttle plasmidleri arasindan pMK4’{in se¢ilmesinin nedenleri,
a. pMK4#4’iin yapisal kararliliginin ve kopyalama sayisinin yiiksek (50) olmasi,
molekiil agirhiginin diisiik olmasi ve,
b. yapisinda bulunan lacZ geni ile klonlama sonrasi rekombinant plasmidlerin

daha kisa stirede belirleme imkaninin olmasidir.

4.1.3.3 aroA geninin Bacillus-E.coli shuttle plasmidine sub-klonlanmasi1 ve

E.coli’ye transformasyonu

aroA geninin pMK4::aroH ve pMK4 plasmidlerine paralel olarak klonlanabilmesi igin
aroA gen derisimi PCR tepkimesi ile artirilmig, pMK4 ve pMK4::aroH plasmidleri ise
E.coli’den izole edilmistir. Plasmidler ve aroA geni Sall restriksiyon enzimiyle Cizelge
4.6’da verilen kosullarda  paralel olarak kesilmistir. Kesme isleminden sonra
T=65°C"de 15dk bekletilerek Sa/l restriksiyon enzimi inaktif hale getirilmis ve plasmid
alkali fosfataz enzimiyle tepkimeye sokulmus (Cizelge 4.7) plasmid ucunda klonlama

icin gerekli fosfat gruplar1 plasmidden uzaklastirilmastir.
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Sekil 4.13a Sall ile kesilmis pMK4
1. Marker (100 bp DNA Ladder Plus),
2. aroA+Sall,

3. Sall ile kesilmis pMK4

Sekil 4.13b Sall ile kesilmis pMK4::aroH
1. Marker (ADNA/HindIIl) ,

2. pMK4::aroH

3. Sall ile kesilmis pMK4::aroH

Cizelge 4.9 aroA geninin pMK4 ve pMK4:aroH plasmidlerine yapiskan-u¢ klonlanmasi

i¢in ligasyon tepkime kosullar1

Bilesen G/V=3 G/V=5

aroA geni ~90 ng ~120 ng

pMK4 veya pMK4::aroH |~30ng ~24 ng

Ligasyon tamponu (10X) |2 ul 2 ul

ATP (10mM) 1.5 ul 1.5 ul

T4 DNA ligaz (5U/ul) 1 ul 1 ul

dH,O V=20 wl olacak sekilde belirlenmigstir.
T=22 °C t=20 st
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pMK4 ve pMK4::aroH plasmidlerine yapigkan-u¢ klonlama sonucu elde edilen
ligasyon tepkime karigimlar1 E.coli XLI-Blue’ya aktarilmig ve klonlamanin gergeklesip
gerceklesmediginin kontrolii mavi/beyaz koloni olusumu yontemi ile yapilmistir.
Klonlama isleminden sonra pMK4::aroA ligasyonu igin ii¢ tane, pMK4::aroA::aroH
ligasyonu i¢in bes beyaz koloniden plasmid izolasyonu yapilmig ve bunlarin jel
elektroforez goriintiilerine (Sekil 4.14a-b) gére pMK4.::aroA ve pMK4::aroA::aroH
ligasyonu i¢in elde edilen kolonilerin muhtemel r-pMK4 tasidiklarina karar verilmis ve
bunlar PCR tepkimeleri (Sekil 4.15) ve Sall restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol
edildiginde muhtemel pMK4.::aroA i¢in iki tanesinin, muhtemel pMK4::aroA::aroH

icin ise iki tanesinin aroA genini tasidiklar1 bulunmustur (Sekil 4.16a-b).

1 23 456 789

Sekil 4.14a Plasmid DNA izolasyonu Sekil 4.14b Plasmid DNA izolasyonu
sonugclari sonugclari
1. Marker (ADNA HindIIl) 1. Marker (ADNA HindIII)
2 . pMK4 plasmidi 2 . pMK4::aroH plasmidi
3-5. pMK4::aroA plasmid 3-9. pMK4::aroA::aroH plasmid
izolasyonlar1 izolasyonlar1

137



Sekil 4.15 Izolasyondan elde edilen muhtemel r-pMK4’lerin PCR tepkimesi ile kontrol

edilmesi

1. Marker (ADNA/HindIll), 2. Marker (100 bp DNA Ladder Plus), 3-4.Muhtemel
pMK4.::aroA ve pMK4::aroA::aroH PCR tepkimesi iiriini, 5. aroA geni,
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Sekil 4.16a Izolasyondan elde edilen Sekil 4.16b izolasyondan elde edilen
muhtemel r-pMK4’lerin muhtemel r-pMK4’lerin
kesilerek kontrol edilmesi kesilerek kontrol edilmesi
1. Marker (100 bp DNA Ladder plus), 10. Marker (ADNA/HindIII)

3. aroA geni, 4-5. pMK4::aroA::aroH+Sall 9. aroA geni, 5-6 pMK4::aroA+Sall

4.1.3.4 Tek-gen aroA ve iki-gen sistemi tasiyan plasmidlerinin B. subtilis’e

aktarilmasi

aroA genini tastyan pMK4::aroA ve pMK4::aroA::aroH rekombinant plasmidler
paralel olarak E.coli’den izole edilmis; farkli genotip 6zelliklere sahip aroH geni tasiyan
B. subtilis tiirleri arasinda L-fenilalanin liretim potansiyeli yliksek olan B. subtilis A263
tiirline transforme edilmesine karar verilmistir. B. subtilis A263 konak hiicrelere (Boliim
3.10.10) elektroporasyon ile C=25uF, R=200Q ve V/L=10-12.5kV/cm kosullarinda ve
dogal transformasyon yontemleriyle aktarilmistir. Elde edilen kolonilerin rekombinant
plasmidi tasiyip tasimadiklarini kontrol etmek amaciyla plasmid izolasyonu yapilmis
(Sekil 4.17) ve izolasyon iiriinleri kullanilarak PCR’da aroA geni sentezlenmistir (Sekil

4.18). Plasmid izolasyonu ve PCR iirlinlerinin jel goriintiilerinden r-B. subtilis
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A263’lerin ayr1 ayr1 pMK4::aroA::aroH ve pMK4.::aroA rekombinant plasmidi

tasidiklar1 belirlenmistir.

Sekil 4.17  r-B.subtilis ’lerden plasmid izolasyonu sonuglari:
1.Marker (ADNA/HindlIIl), 2-3. pMK4.:aroA izolasyon iiriinleri,

4-6. pMK4::aroA::aroH izolasyon iirlinleri
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Sekil 4.18 r-B.subtilis ’lerin PCR tepkimesi tirlinii
1. Marker (100 bp DNA Ladder plus), 2. aroA geni,
3-4. pMK4.::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 PCR tepkimesi iriini, 5.
pMK4::aroA tastyan r-B. subtilis A263 PCR tepkimesi {irlinii

4.2 Rekombinant Hiicrelerin L-Fenilalanin Uretim  Performanslarinin

Kiyaslanmasi

Dogal B. subtilis A263 ile metabolik miihendislik arastirma programi sonucunda
gelistirilmis olan pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263, pMK4::aroA::aroH tasiyan
r-B. subtilis A263, ve pMK4::aroH tastyan r-B. subtilis A263 (Ozgelik 2003)
mikroorganizmalarinin L-fenilalanin {iretim performanslar1 laboratuvar olgekli kesikli
biyoreaktorlerde T=37 °C, N=200 rpm ve pHo=7.0 isletim kosullarinda bilesimi Cizelge
3.4°de verilen ve karbon kaynagi olarak glukoz iceren ortamda t=27 st kalma siireli
paralel L-fenilalanin iretim deneyleri ile karsilagtirilmistir. Deneyler sirasinda kalma
stiresine (t) karst alinan orneklerin hiicre ve L-fenilalanin derisimleri belirlenmistir

(Sekil 4.19-4.20).
Dogal ve r-B. subtilis A263’ler ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimi

incelendiginde (Sekil 4.19) r-B-subtilis A263 ‘lerin hiicre ¢ogalma hizlarinin ve
dolayistyla da hiicre derisimlerinin dogal B. subtilis A263’e gore daha diisiik oldugu
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goriilmektedir. Proseste, t=27 st’te en yiiksek hiicre derisimine dogal B. subtilis A263
(2.0 kg m™) ile ulasilirken, hiicre derisim profillerine incelendiginde t=27 st’te r-
B.subtilis A263’ler arasinda en yiiksek hiicre derisimine pMK4::aroA::aroH tastyan r-
B.subtilis A263 (1.26 kg m™) ile ulasiimustur.

25

—@— pMK4::aroA::aroH B.subtilis A-263
—8— pMK4::aroA B.subtilis A-263

—aA— pMK4::aroH B. subtilis A-263
—o— Dogal-B. subtilis A-263

Cx,kgm'?’

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
t,st

Sekil 4.19 Dogal B. subtilis ve r-B. subtilis A263 hiicreleri ile L-fenilalanin {iretiminde
hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimi, C¢=10 kg m™, pHy=7.0, N=200
dk™ ve T=37 °C

Dogal ve r-B. subtilis A263 hiicreleri ile L-fenilalanin derisiminin kalma siiresi ile
degisimi incelendiginde (Sekil 4.20) ile r-B. subtilis‘lerin L-fenilalanin iiretim
performanslar1 dogal B. subtilis A263’e gore daha iyi oldugu bulunmus ve sirasiyla 2-, 3-
ve 6.5- kat artis bulunmustir. Rekombinant mikroorganizmalar1 kendi igerisinde

karsilastirlldiginda pMK4::aroA::aroH tastyan r-B. subtilis A263’in L-fenilalanin
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iiretim hizinin pMK4::aroH plasmidi tasiyan r-B. subtilis A263 ve pMK4.:aroA plasmidi
tasiyan r-B. subtilis A263’e gore sirasiyla 3- ve 2- kat yiiksek oldugu belirlenmistir.

1.6
—e— pMK4::aroA::aroH B.subtilis A-263
14 + —m—pMK4::aroA B. subtilis A-263
—a— pMK4::aroH B. Subtilis A-263
1.2 —o— Dogal B.subtilis A-263
(? 1.0
E
o))
~ 0.8
8
0.6
0.4
0.2
ookt
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
t,st

Sekil 4.20 Dogal ve r-B. subtilis A263 hiicreleri ile L-fenilalanin {iretiminde L-
fenilalanin derisiminin kalma siiresi ile degisimi, C¢=10 kg m™, pH¢=7.0,

N=200 dk! ve T=37 °C

Dogal ve r-B. subtilis A263 hiicreleri ile glukoz derisiminin kalma siiresi ile degisimi
incelendiginde (Sekil 4.21) hiicre derisim profilleri ile paralellik gdstermektedir. Dogal
B. subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263, pMK4::aroH tasiyan r-B.
subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH tasityan r-B. subtilis A263’ler ile sirasiyla
baslangi¢ glukozunun %79, %53, %61 ve %72’si tiiketilmistir.
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—e— pMK4::aroA::aroH B. subtilis A-263
—m— pMK4::aroA B. subtilis A-263
—aA— pMK4::aroH B. subtilis A-263
—o—Dogal B. subtilis A-263

Ce, kgm‘3
(@)]

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
t,st

Sekil 4.21 Dogal ve r-B. subtilis A263 hiicreleri ile L-fenilalanin iiretiminde glukoz
derisiminin kalma siiresi ile degisimi, C¢=10 kg m™, pHo=7.0, N=200 dk'
ve T=37 °C

Dogal B. subtilis A263 ve r-B. subtilis A263’lerin L-fenilalanin performanslarini
karsilastirmak amaciyla kesikli biyoreaktorlerde zamana karsi alinan 6rnekler kapiler
elektroforezde (Waters Quanta, 4000E) analizlenmistir. Analiz sonucunda serin, nétral

ve alkali proteazlar ile a-amilaz enzimine ait pik elde edilmemistir.
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4.3 Oksijen Aktarimi Etkileri

pMKA4.::aroA::aroH tastyan r-B. subtilis A263 ile L-fenilalanin iiretimine oksijen
aktarimi etkilerinin incelenebilmesi amaciyla Boliim 3.6’da anlatilan V=1 dm’ pilot-
6lcek yari-kesikli biyoreaktérlerde Vg=0.5 dm’ tepkime hacmi kullanilarak, Qy/Vg= 0.2,
0.35, 0.5 vvm hava girig hizlarinda ve N=250, 500 ve 750 dk’! karistirma hizlarinda,
laboratuvar Olgcekte pMK4::aroH tastyan r-B. subtilis A263 mikroorganizmasi igin
gelistirilen (Ozgelik 2003) optimum {iretim kosullarinda, t=30 st kalma siireli L-
fenilalanin liretim deneyleri tasarlanmistir. Uygulanan 5 farkli oksijen aktarim kosulu
anlatima kolaylik getirmesi amaci ile uygun kisaltmalar ile Cizelge 4.10°da verildigi

gibi kodlanmistir. Pilot-6l¢ekli biyoreaktorlerde biyoproses siiresince kalma

Cizelge 4.10 Oksijen aktarimi kosullar1 ve kisaltmalar1

Olcek Vi, dm® N, dk' Qo/Vg, vvm Kisaltma
Pilot 0.5 750 0.2 LimOT
Pilot 0.5 500 0.35 LOTI
Pilot 0.5 750 0.35 LOT2
Pilot 0.5 500 0.5 MOTI
Pilot 0.5 750 0.5 MOT2

stiresine kars1 belirlenen araliklarla (3 st) alinan 6rnekler kullanilarak glukoz, hiicre, L-
fenilalanin ve yan-iiriin derigimleri Ol¢lilmiistiir (Sekil 4.22-4.26). Dinamik-yontem ile
prosesin  sivi faz hacimsel kiitle aktarim katsayis1 Kja ve mikroorganizma oksijen

tiikketim hizi1 -ry belirlenmistir.
Kalma stiresi t’ye kars1 olcililen pH, ¢6ziinmiis oksijen, mikroorganizma, glukoz ve L-
fenilalanin derigimlerinin kalma siiresi ile degisimleri incelenen tiim oksijen aktarim

kosullart igin sirastyla Sekil 4.22-4.26 ’da gosterilmistir.

Sekil 4.22°de pH’in kalma siiresi t ile degisimi incelendiginde tiim oksijen aktarim

kosullarinda karakteristik bir degisim gozlenmistir. 0<t<24 st kalma siirelerindeki pH
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degerlerinde farkli hizlarda azalmakta, t=24 st’den sonra ise t ile degisim
gozlenmemektedir. Proses siiresince pH profilindeki diisilis iiretim ortamina salgilanan
H" iyonlarindan kaynaklanmaktadir. pH diisiisiiniin en fazla oldugu oksijen aktarim
kosulu MOT?2 ’dir; cizelge 4.12°de en yiiksek toplam organik asit derisiminin MOT2
oksijen aktariminda oSlgiildiigiinti belirtmektedir. Coziinmiis oksijen derisimi LOT2 ve
MOT]1 oksijen aktarim kosullarinda t=1.5 st’de sifira ulasmis ve LimOT, LOT1 ve
MOT?2 oksijen aktarim kosullar1 gibi yaklagik olarak t=9 st’den sonra ¢oziinmiis oksijen
derigimlerinde artis gozlenmis; t=18 st’den sonra hiicreler durgunluk fazina girdikten
sonra sabitlenmistir. Belirtilen iki oksijen aktarim kosulunda ¢6ziinmiis oksijen
derisimlerinin sifira ulagmasi, hiicre ¢ogalmasi ve L-fenilalanin {iretimi i¢in oksijen
ithtiyacinin ytliksek oldugunu goéstermektedir. Oksijen aktarim kosuluna gore substrat
tiiketim hiz1 ve hiicre ¢ogalma hiz1 farkliliklar gdstermektedir. LOT1, LOT2, MOT1 ve
MOT2 oksijen aktarim kosullarinda t=21 st’e kadar glukoz hizla tiiketilmistir, t=21
st’den sonra hiicre ¢ogalmasinin durgunluk fazina girmesi nedeniyle substrat tiiketim
hiz1 azalmaktadir. Belirtilen kosullarda baslangic glukoz derigiminin sirastyla %82,
%71, %78 ve %84’u tiketilmistir. LimOT kosulunda ise prosesin t=15 st’ine kadar
LOTI ile benzer glukoz derisim profili gozlenirken, t>15 st’den sonra glukoz tiiketim
hiz1 diger oksijen aktarim kosullarina gore daha yiiksektir. L-fenilalanin derigiminin
kalma siiresi ve oksijen aktarim kosulu ile degisimi incelendiginde, diisiik oksijen
aktarim kosullarinda L-fenilalanin iiretiminin de diisiik oldugu ve oksijen aktarim
hizinin artmastyla L-fenilalanin iiretim hizinin arttigi gorilmektedir. Maksimum L-
fenilalanin derisimine (Cphe=1.5 kg m'3) MOTI1 kosulunda ulasilmistir. Maksimum L-
fenilalanin iiretimine ulasildiginda ¢6ziinmiis oksijen derisiminin ve pH’1n sabit kaldigi,

hiicrenin ise durgunluk fazinda oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.22 pMK4.::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile L-fenilalanin tiretiminde
pH’in oksijen aktarimi ve kalma siiresi ile degisimi: Cgo=10 kg m>,

pH,=6.8, T=37°C, Vxg=0.5 dm’
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Sekil 4.23 pMK4::aroA::aroH tastyan r-B. subtilis A263 ile ¢Oziinen oksijen
derisiminin oksijen aktarim kosulu ve kalma siiresiyle degisimi: Cgo,=10

kg m™, pH,=6.8, T=37°C, Vz=0.5 dm’
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Sekil 4.24 pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile hiicre derisiminin oksijen
aktarim kosulu ve kalma siiresiyle degisimi: Cg=10 kg m™, pHy=6.8,

T=37°C, Vg=0.5 dm’
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Sekil 4.25 pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile glukoz derisiminin oksijen

aktarim kosulu ve kalma siiresiyle degisimi: Cg=10 kg m™, pHy=6.8,

T=37°C, Vz=0.5 dm’
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Sekil 4.26 pMK4::aroA::aroH tastyan r-B. subtilis A263 ile L-fenilalanin derigiminin

oksijen aktarim kosulu ve kalma siiresiyle degisimi: Cgo=10 kg m™,

pH,=6.8, T=37°C, Vz=0.5 dm’
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Sekil 4.27 L-fenilalanin tiretim hizinin oksijen aktarimi ve kalma siiresi ile degisimi:

Cgo=10 kg m>, pHy=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’
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Sekil 4.28 Birim zamanda birim hiicre basina iiretilen L-fenilalanin miktarmin oksijen
aktarimi ve kalma siiresi ile degisimi: Cgo,=10 kg m'3, pH,=6.8, T=37°C,
Vg=0.5 dm’

pMK4::aroA::aroH tastyan r-B. subtilis A263 ile r, ve q, degerlerinin oksijen aktarim
kosulu ve kalma siiresi ile degisimi Sekil 4.27 ve 4.28’de verilmektedir. r, degerlerinin
kalma siiresi ile degisimi oksijen aktarim kosullarmma gore salimim gostermektedir.
MOTT1 oksijen aktarim kosulunda t=12 ve 14 st’ta —yaklasik- en ytliksek r, = 0.11 kg m>
st L-fenilalanin tiretim hiz1 degerine ulagilmustir. qp degerlerinin en yliksek degerlerine
ise tim oksijen aktarim kosullarinda t=3st ’te gozlenmistir; en yiiksek degerden
baslayarak sirastyla MOT1’de 0.58 kg m™ st', LOT2’de 0.47 kg m™ st”, LOT1’de
0.46 kg m” st', MOT2 de 0.43 kg m™ st”', LimOT ’ta 0.17 kg m™ st”' elde edilmistir.

Amino asit ve organik asit derigimlerinin proses siiresince degisimi ii¢ periyotta
incelenmistir. Bu periyotlar hiicre ve L-fenilalanin derisim profilleri gbéz oniinde
bulundurularak hiicre ¢ogalmasinin log faz siireci ve L-fenilalanin {iretiminin basladig1
periyot I (0<t<6 st), periyot II (6<t<21 st), periyot III (t>21 st) olarak belirlenmistir.

Incelenen oksijen aktarim kosullarinda {iriin L-fenilalanin yaninda diger amino
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asitlerden aspartik asit, glutamik asit, glisin biyoreaktérde bulunmaktadir. Cizelge
4.11°de farkli oksijen aktarim kosullarinda amino asit derisimlerinin proses siiresince
degisimi verilmistir. Cizelge 4.11 incelendiginde aspartik asit genelde proses siiresince
gozlenirken, glisin derisimi oksijen aktarim kosullarina gore I<periyot<II’de 0.004-
0.013 kg m™ arasinda degismektedir. Buna gore sabit hava giris hizinda, karistirma
hizinin arttirilmasi ile ortamda gozlenen amino asitlerden glisin derigimi artarken;
aspartik asit, glutamik asit ve asparajin derisimleri degisiklik gostermistir. Sabit
karistirma hizinda hava giris hizinin artmasiyla amino asit derigimleri salinim
gostermistir. Toplam amino asit ve iirlin olan L-fenilalanin disindaki diger amino asit
derisimlerinin (Caa) kalma siiresi ve oksijen aktarim kosullariyla degisimi Sekil 4.29°da

verilmistir.
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Cizelge 4.11 Amino asit derisimlerinin oksijen aktarim kosulu ve proses siiresince

degisimi: Cgo,=10 kg m'3, pHo=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’

LimOT, Cyu, kg m>

Periyot t,st Asp Glu Asn Gly Phe Caa
| 0 - - 0.003 - 0.000 0.003

3 0.0001 - 0.004 - 0.010 0.014

6 0.005 - - - 0.140 0.145

11 9 0.006 0.012 0.020 0.010  0.170 0.218
12 0.008 0.034 - - 0.250 0.292

15 0.110  0.032 - - 0.340 0.482

18 0.172  0.037 - - 0.470 0.679

I 21 0.270  0.023 - - 0.490 0.783
24 0.280  0.026 0.045 - 0.530 0.881

27 0.260  0.028 0.046 - 0.690 1.024

30 0.290  0.028 0.046 - 0.670 1.024

LOTI1, Cxa, kg m™

Periyot | ¢, st Asp Glu Asn Gly Phe Caa
I 0 - - - - 0.035 0.035
3 - 0.020 - - 0.200 0.220
6 - 0.015 - - 0.300 0.315
I 9 0.097 0.010 - - 0.320 0.427

12 0.060 0.070 - - 0.440 0.570
15 0.090 0.190 0.016 0,012 0.460 0.768

18 0.210 0.150 - 0,010 0.470 0.840
11 21 0.090 0.190  0.002 - 0.670 0.952
24 0.060 0.190 - - 0.860 1.110
27 0.080  0.190 - - 0.900 1.170
30 0.050  0.190 - - 0.900 1.140
LOT2, Cxa, kg m™
Periyot t,st Asp Glu Asn Gly Phe Caa
| 0 0.010 - - - 0.010 0.020
3 0.018  0.020 - - 0.180 0.218
6 0.200 - - - 0.240 0.440
I 9 0.190 0.012 - 0.011 0.280 0.493
12 0.150 0.014 - - 0.320 0.484
15 0.170  0.020 - 0.012 0.430 0.632
18 0.160 0.021 - - 0.480 0.661
111 21 - 0.030 - - 0.560 0.590
24 0.090 0.030 - - 0.640 0.760
27 0.120  0.024  0.008 - 0.680 0.832
30 0.110 0.024  0.008 - 0.750 0.892
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Cizelge 4.11 Amino asit derisimlerinin oksijen aktarim kosulu ve proses siiresince

degisimi: Cgo=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, V=0.5 dm’ (devam)

MOT1, Cay, kg m?

t,st Asp Glu Asn Gly Phe Caa
0 0.0004 - - - 0.050 0.0504
3 0.003  0.030 - - 0.260 0.293
6 0.008 - - 0.004 0.420 0.532
9 0.006 - - 0.006 0.500 0.512
12 0.008 0.012 - - 0.840 0.860
15 0.100 0.018 0.023 - 0.860 1.001
18 0.150 0.030 0.021 - 0.970 1.171
21 0.110 0.024 0.008 - 1.040 1.182
24 0.130 0.021 - - 1.350 1.501
27 0.170  0.021 - - 1.560 1.751
30 0.190 0.023 - - 1.500 1.713

MOT2, Cas, kg m”

t, st Asp Glu Asn Gly Phe Caa
0 0.0002 - - - 0 0.0002
3 0.013  0.020 - - 0.153 0.183
6 0.160  0.007 - - 0.280 0.447
9 0.170 0.013 - 0.013 0.320 0.516
12 0.280 0.014 - - 0.430 0.724
15 0.340 0.021 - - 0.510 0.871
18 0.350 0.031 - - 0.540 0.921
21 0.390 0.032 - - 0.600 1.022
24 0.430 0.042 - - 0.710 1.182
27 0.440 0.042  0.007 - 0.790 1.279
30 0.470 0.043  0.007 - 0.820 1.340
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Sekil 4.29 pMK4::aroA::aroH tasityan r-B. subtilis A263 ile L-fenilalanin {iretiminde
amino asit ve toplam amino asit derisimlerinin oksijen aktarim kosulu ve

kalma siiresi ile degisimi, Cge=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, Vz=0.5 dm".

Toplam amino asit derisiminin kalma siiresiyle genel olarak arttig1 gozlenmis ve
maksimum toplam amino asit derisimine L-fenilalanin iiretimi agisindan optimum kosul
olan MOT! oksijen aktarim kosulunda (Cxa=1.024 kg m™) ulasilmistir. t=18 st’de
LOT2 kosulu icin aspartik asit derisimi Once azalmakta t>21 st’den sonra tekrar
artmaktadir. LOT2 kosullu i¢in toplam amino asit derisimi t=9 st’e kadar LOT1 ve
LimOT kosullarina gore daha yiiksek iken 9<t<15 st’ler arast LOT1’e, 21<t<30 st’ler
arasinda LimOT, LOT1, MOT1 ve MOT2 kosuluna gore daha diisiik toplam amino asit

derisimine sahiptir.

Oksijen aktarim hizina bagli olarak biyoreaktérde hiicre disina aktarilan yan-iiriinler

organik asitler de arastirilmig ve derisimlerinin degisimi Sl¢iilmiistiir. Sitrik, glukonik,
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fumarik, o-ketoglutarik, maleik, malik, okzalik ve piriivik asit biyodoniisiim ortamina
aktarilan organik asitlerdir. Cizelge 4.12°de farkli oksijen aktarim kosullarinda organik
asit derisimlerinin kalma siiresiyle degisimi gosterilmistir. LimOT isletim kosulunda
{iretim ortaminda en yiiksek derisimli organik asit, glukonik asit (0.67 kg m™) olmus;
bunu piriivik asit (0.095 kg m™), okzalik asit (0.052 kg m™), malik asit (0.03 kg m™),
sitrik asit (0.019 kg m™) ve sifira ¢ok yakin derisimlerde olan fumarik (0.0006 kg m™),
a-ketoglutarik (0.0006 kg m™) ve maleik asit (0.0003 kg m™) takip etmistir. LOT1
isletim kosulunda {iretim ortaminda en yiiksek derigimli organik asit, glukonik asit (1.21
kg m™) olmus; bunu okzalik asit (0.088 kg m™), formik asit (0.009 kg m™ ), malik asit
(0.006 kg m>), piriivik asit (0.004 kg m™), laktik asit (0.002 kg m™) ve sifira ¢ok yakin
derisimde olan o-ketoglutarik (0.0007 kg m™), maleik asit (0.0003 kg m™) takip
etmistir. LOT2 kosulunda {iiretim ortaminda en yiiksek derisimli organik asit, glukonik
asit (0.474 kg m™) olmus; bunu okzalik asit (0.072 kg m™), a-ketoglutarik (0.0099 kg
m™), okzalik (0.0045 kg m™ ), laktik asit (0.004 kg m™) ve sifira cok yakin derisimde
olan piriivik asit (0.0005 kg m™) takip etmistir. MOTI isletim kosulunda iiretim
ortaminda en yiiksek derisimli organik asit, glukonik asit (1.30 kg m™) olmus; bunu
okzalik asit (0.073 kg m™), laktik asit (0.003 kg m™), malik asit (0.0021 kg m™), a-
ketoglutarik (0.0017 kg m™) takip etmistir. MOT?2 isletim kosulunda iiretim ortamida
en yiiksek derisimli organik asit, glukonik asit (1.42 kg m™) olmus; bunu okzalik asit
(0.076 kg m™), piriivik asit (0.015 kg m™), malik asit (0.008 kg m™), laktik asit (0.0053
kg m™) ve a-ketoglutarik (0.0023 kg m™) takip etmistir. incelenen tiim oksijen aktarim
kosullarinda glukonik asit en yiiksek derisime sahip organik asittir. Buna gore sabit
hava girig hizinda, karistirma hizinin arttirilmasi ile ortamda gozlenen organik asitlerden
laktik, a-ketoglutarik ve okzalik derisimleri artarken, glukonik, sitrik, fumarik, maleik,
malik, piriivik asit derisimleri azalmaktadir. Sabit karistirma hizinda hava giris hizinin

artmasiyla glukonik, a-ketoglutarik ve okzalik asit derisimleri artmaktadir.
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Cizelge 4.12 Organik asit derisimlerinin oksijen aktarim kosulu ve proses siiresince degisimi: Cgo=10 kg m™, pHy=6.8, T=37°C, Vg=0.5

dm’

LimOT, Co,, kg m™

Periyot tst | Ac |Citr |Fum For Glu uKG Lac Mie Mal Ox OxA | Pyr Suc | Coa

0 |- - - - - - - - 0.0005 |- - - - 0.0005

I 3 |- 0.010 |0.0001 |- 0.001 |- - - 0.002 [0.005 |- 0.0001 |- 0.009

6 |- - - - 0.046 |0.0001 |- 0.0001 [0.006 |0.006 |- 0.0002 |- 0.060

9 |- 0.001 |0.0001 |- 0.320 |- - - 0.009 [0.007 |- 0.001 |- 0.339

I 12 |- - - - 0.280 |0.0001 |- - 0.020 [0.010 |- 0.008 |- 0.318

15 |- - - - 0.370 |- - - 0.030 [0.030 |- 0.020 |- 0.450

18 |- 0.011 |0.0002 |- 0.630 |0.0006 |- 0.0003 [0.001 |0.052 |- 0.077 |- 0.772

21 |- 0.000 |0.0003 |- 0.620 |- - 0.0003 [0.002 |0.050 |- 0.087 |- 0.760

I 24 |- 0.013 |0.0004 |- 0.650 |- - 0.0002 [0.004 ]0.049 |- 0.088 |- 0.805

27 |- 0.018 |0.0005 |- 0.670 |0.0001 |- 0.0001 [0.006 |0.048 |- 0.091 |- 0.834

30 |- 0.019 |0.0006 |- 0.660 |- - 0.0001 [0.005 |0.039 |- 0.095 |- 0.819

LOT1, Coa, kg m™

Periyot | t,st | Ac | Citr Fum | For Glu oKG |Lac Mle Mal Ox OxA |Pyr Suc | Coa
0 |- - - 0.002 |0.003 |0.0001 |0.0006 |- 0.0008 |0.0001 |- 0.0001 |- 0.007
I 3 |- - - 0.004 |0.146 |0.0003 [0.002 |0.0001 |0.001 |0.001 |- 0.0009 |- 0.156
6 |- - - 0.006 |0.560 |0.0007 |0.003 |0.0002 {0.003 |0.002 |- 0.002 |- 0.577
9 |- - - 0.007 ]0.790 |0.0005 |0.002 |0.0003 {0.003 |0.021 |- 0.001 |- 0.825
12 |- - - 0.008 |0.890 |0.0007 |0.0006 |0.0001 |0.003 |0.046 |- 0.003 |- 0.950
1 15 |- - - 0.009 |1.120 |0.0006 |- - 0.003 |0.082 |- 0.003 |- 1.216
18 |- - - 0.007 |1.210 |0.0005 |- 0.0002 |0.003 |0.088 |- 0.003 |- 1.311
21 |- - - - 0.700 |- - - 0.005 |0.051 |- 0.003 |- 0.759
24 |- - - 0.0004 | 0.600 |0.0001 [0.0001 |0.0001 |0.005 |0.055 |- 0.003 |- 0.664
m 27 |- - - 0.001 |0.530 |0.0002 |- - 0.006 |0.049 |- 0.004 |- 0.589
30 |- - - 0.003 |0.580 |0.0003 |- - 0.006 |0.050 |- 0.004 |- 0.643
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Cizelge 4.12 Organik asit derisimlerinin oksijen aktarim kosulu ve proses siiresince degisimi: Cgo=10 kg m™, pHy=6.8, T=37°C, Vg=0.5

dm’ (devam)

LOT2, Coa, kg m™

Periyot | t,st|Ac |Citr |Fum For |Glu |oKG |Lac Mle Mal Ox OxA | Pyr Suc | Coqa
0 |- - - - 0.032 |- - - 0.0004 |0.0003 |- 0.0002 |- 0.033

I 3 |- - - - 0.046 |- - - 0.0007 |0.008 |- 0.0005 |- 0.055
6 |- - - - 0.260 |- - - 0.0006 |0.002 |- 0.0004 |- 0.263

9 |- - - - 0.083 |- - - 0.0014 |0.008 |- - - 0.092

12 |- - - - 0.350 |- - - 0.0022 |0.001 |- - - 0.354

1 15 |- - - - 0.160 |0.0008 |0.004 |- 0.0043 |0.014 |- - - 0.183
18 |- - - - 0.096 [0.0099 |0.002 |- 0.0045 |0.055 |- - - 0.167

21 |- - - - 0.084 {0.0010 |0.000 |- 0.0028 |0.067 |- - - 0.155

24 |- - - - 0.285 |0.0015 {0.000 |- 0.0027 |0.069 |- - - 0.359

m 27 |- - - - 0.378 [0.0016 |0.000 |- 0.0026 |0.073 |- - - 0.455
30 |- - - - 0.474 |0.0017 {0.000 |- 0.0024 |0.072 |- - - 0.550

MOT1, Co,, kg m™

Periyot | t,st | Ac | Citr Fum | For Glu oKG Lac Mle Mal Ox OxA |Pyr Suc | Coa
0 |- - - - 0.045 |- - - - 0.0002 |- - - 0.045

I 3 |- - - - 0.180 |0.0001 |- - - 0.025 |- - - 0.205
6 |- - - - 0.130 {0.0003 [{0.001 |- 0.0001 [0.028 |- - - 0.159

9 |- - - - 0.250 {0.0002 |- - 0.0003 [0.038 |- - - 0.287

I 12 |- - - - 0.370 |- - - 0.001 [0.047 |- - - 0.418
15 |- - - - 0.480 |- - - - 0.037 |- - - 0.517

18 |- - - - 0.300 |- - - - 0.027 |- - - 0.327

21 |- - - - 0.970 |0.0005 |0.003 |- 0.0016 [0.067 |- - - 1.042

I 24 | - - - - 1.200 |0.0014 [0.002 |- 0.0019 [0.069 |- - - 1.274
27 |- - - - 1.100 |0.0017 [0.001 |- 0.0021 [0.070 |- - - 1.175

30 |- - - - 1.300 |0.002 |- - 0.0017 [0.073 |- - - 1.379

160



Cizelge 4.12 Organik asit derisimlerinin oksijen aktarim kosulu ve proses siiresince degisimi: Cgo=10 kg m™, pHy=6.8, T=37°C, Vg=0.5

dm’ (devam)

MOT?2, Co,, kg m”

Periyot tst | Ac |Citr |Fum For | Glu uKG Lac Mie Mal Ox OxA | Pyr Suc | Coa

0 |- - - - 0.0004 |- - - 0.0006 |- - 0.0006 |- 0.002

I 3 |- - - - 0.009 0.0001 [0.0004 |- 0.001 [0.005 |- 0.002 |- 0.018
6 |- - - - 0.016 0.0002 |0.0006 |- 0.002 [0.007 |- 0.004 |- 0.030

9 |- - - - 0.180 0.0004 |0.0009 |- 0.004 (0.017 |- 0.003 |- 0.205

I 12 |- - - - 0.250 0.0006 [0.0016 |- 0.001 [0.026 |- 0.005 |- 0.284
15 |- - - - 0.390 0.0005 [0.003 |- - 0.030 |- 0.001 |- 0.425

18 |- - - - 0.790 0.0006 |- - 0.005 [0.055 |- 0.004 |- 0.855

21 |- - - - 0.940 0.0007 [0.004 |- 0.006 [0.067 |- 0.008 |- 1.025

I 24 |- - - - 1.130 0.0012 {0.0042 |- 0.006 [0.071 |- 0.009 |- 1.221
27 |- - - - 1.270 0.0018 [0.0051 |- 0.006 [0.075 |- 0.013 |- 1.371

30 |- - - - 1.420 0.0023 [0.0053 |- 0.008 [0.076 |- 0.015 |- 1.527
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Cizelge 4.13 Farkli oksijen aktarim kosullarinda pMK4::aroA.::aroH tasiyan r-Bacillus subtilis A263 ile L-fenilalanin iiretiminde iiretim

ortamina salgilanan amino ve organik asitler ile bunlarin ortamdaki maksimum toplam derisimleri: Cg,=10 kg m™, pH,=6.8,

T=37°C, Vg=0.5 dm’

C maks S
Kosul A 3k ’ Salgilanan amino asitler Con, maks Salgilanan organik asitler
(kg m™) (kg/kg) (kg m™)
) Sitrik, Fumarik, Glukonik, a-Ketoglutarik,
LimOT 1.024 0.67 Asp, Glu, Asn, Gly, Phe 0.834
Maleik, Malik, Okzalik, Pirtivik
Glukonik, a-Ketoglutarik, Laktik, Malik,
LOT1 1.170 0.77 Asp, Glu, Asn, Gly, Phe 1.231
Okzalik, Pirtivik
Formik, Glukonik, o-Ketoglutarik, Laktik,
LOT2 0.892 0.84 Asp, Glu, Asn, Gly, Phe 0.550
Maleik, Malik, Okzalik, Pirtivik
Glukonik, a-Ketoglutarik, Laktik, Malik,
MOT1 1.751 0.89 Asp, Glu, Asn, Gly, Phe 1.379
Okzalik,
Glukonik, a-Ketoglutarik, Laktik, Malik,
MOT2 1.340 0.61 Asp, Glu, Asn, Gly, Phe 1.527

Okzalik, Piriivik
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Cizelge 4.13°de pMK4::aroA.:aroH tasiyan r-Bacillus subtilis A263 i¢in farkli oksijen
aktarim kosullarinda iiretim ortamina salgilanan amino ve orga

nik asitler ile bunlarin ortamdaki maksimum toplam derisimleri ve L-fenilalanin’in
toplam amino asit derisimine orani olarak tanimlanan iiriin se¢imliligi S, verilmistir.
Buna gore toplam amino asit derisimi oksijen aktariminin artmasiyla salinim
gdstermektedir. LimOT kosulu icin ortamdaki toplam amino asit derisimi 1.024 kg m™,
LOT1 i¢in 1.17 kg m~, LOT2 kosulu icin 0.892°dir. L-fenilalanin iiretimi acisindan
optimum oksijen akatrim kosulu olan MOT1 igin 1.751 kg m™> ve MOT2 igin ise
1340 kg m> olarak belirlenmistir. Maksimum Sp  degerine (0.89 kg/kg)
pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis A263 ile ulasilmistir. Uretim ortamina
salgilanan toplam organik asit derisimi de oksijen aktarim kosuluna gore salinim
gostermektedir. LimOT kosulu i¢in ortamdaki toplam organik asit derisimi 0.834 kg m”
3, LOTI igin 1.231 kg m™, LOT2 kosulu igin bu deger 0.55 kg m™’tiir. L-fenilalanin
{iretimi agisindan optimum oksijen aktarim kosulu olan MOT1 i¢in 1.379 kg m~ ve

MOT?2 igin ise 1.527 kg m” olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.30 pMK4.::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile L-fenilalanin liretiminde
toplam organik asit derisimlerinin oksijen aktarim kosulu ve kalma siiresi

ile degisimi: Cgo=10 kg m>, pH,=6.8, T=37°C, Vz=0.5 dm’
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Diisiik oksijen aktarim kosulu olan LimOT kosulunda toplam organik asit derisiminin
kalma siiresiyle genel olarak degisimi gozlenmis ve maksimum toplam organik asit
derisimine en yiiksek oksijen aktarim kosulu olan MOT2 kosulunda (Coa=1.527 kg m™)
ulagilmigtir. LimOT kosulu oksijen aktariminin arttirilmasiyla toplam organik asit
derisiminin kalma siiresiyle artis gosterdigi bulunmustur. LimOT kosulunda ulasilan
toplam organik asit derisimi (Co,=0.8187 kg m™) LOT1 ve LOT2 kosuluna gore daha
yiiksektir. MOT1 kosulu i¢in maksimum toplam organik asit derisimi t= 30. saatte

(Coa=1.379 kg m™) belirlenmistir (Sekil 4.30).

4.3.1 Oksijen aktarim karakteristikleri

Pilot-6lcek biyoreaktor sistemlerde L-fenilalanin iiretim prosesi siiresince dinamik
yontem uygulanarak Cizelge 4.14’deki, ornegin, Kra, OTR, -ro, vd oksijen aktarim
parametreleri  hesaplanmistir.  Biyoreaktér  sistemlerine  On-sivi  ortamdan
mikroorganizma agilamasi yapilmadan 6nce (t<0) fiziksel kiitle aktarim katsayisi olan
Krag degerleri Olcililmiistiir. LimOT, LOT1, LOT2, MOT1 ve MOT2 kosullar i¢in
hesaplanan Kay degerleri sirasiyla 0.008, 0.009, 0.010, 0.012, 0.013 s™' olup oksijen
aktariminin artmasiyla Kjag degerleri artmaktadir. Kya, E (Kpa/Kypag), OTR, OTRyaks, -
ro, OD, Da ve n degerlerinin proses siiresince degisimi Cizelge 4.14’de verilmistir.
Cizelge 4.14’de periyot I (0<t<6), periyot II (6<t<21), periyot III (21<t<30) olarak
tanimlanmistir. MOTT isletim kosullunda periyot II’de ¢6ziinmiis oksijen derisimi sifir
oldugu icin Kpa degerleri prosesin basinda (t=0.5 st) ve t>12.st’ten sonra
belirlenebilmistir. LimOT, LOT1 LOT2 kosullarinda siv1 faz kiitle aktarim katsayisi
Kia kalma siiresiyle artmaktadir, MOT1 ve MOT2 kosullar1 i¢in ise Once artmakta
sonra da azalmaktadir. Kimyasal tepkimeli sistemde, tepkime ve gaz-sivi kiitle
aktariminin birlikte yer aldigi proseslerde kiitle aktarimi ¢ok sayida parametreye baglh
olarak artabilir. Bunlardan birisi tepkime hizinin proses siiresince degisimi; digeri ise
kiitle aktarim alaninda bulunan kiigiik-ince taneciklerdir. Beenackers (1993) sivi faz
tepkime ortaminda bulunan taneciklerin ¢apinin 1.0-0.5 pum olmasi durumunda, kiitle
aktarimmin Once arttigit ve bu taneciklerin derisiminin artmasiyla da azaldig
belirtmislerdir. Taneciklerin ¢apinin, kiitle aktarim tabakasinin kalimhigindan fazla

olmast  durumunda gaz absorpsiyonu artmakta, fakat artan tanecik ¢apiyla da
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kiigiilmektedir. Bu nedenle, 0.6-0.8 um ¢apinda ve 1.5-3.0 um uzunlugunda; ¢ubuk
seklili B.subtilis’in bulundugu biyoreaktdr ortamin sivi faz kiitle aktarim katsayisi
mikroorganizmanin oksijen tiiketim hizina, boyutlarina ve derisimine bagli olarak

degismistir.

Kimyasal tepkimeli kiitle aktarim hizinin maksimum fiziksel kiitle aktarim hizina orani
olarak tanimlanan artma faktéri E (=Kpa/Kpap) incelenen tiim oksijen aktarim
kosulunda 1’den biiyiiktiir. Bu durum, biyoreaktérde gerceklesen oksijen tiiketim
hizinin fiziksel kiitle aktarim hizinda artmaya neden oldugunu gostermektedir. Boyutlari
film tabakasi mertebesinde olan mikroorganizma da kimyasal tepkimeli kiitle aktarim
hizinin fiziksel kiitle aktarim hizindan biiylik olmasina neden olabilmektedir

(Beenackers 1993).

Incelenen oksijen aktarim kosullarinda kiitle aktarim prensiplerine gore hiz kisitlayici
basamagin belirlenebilmesi i¢in maksimum oksijen tiiketim hizinin maksimum kiitle
aktarimina orani olarak tanimlanan Damkdhler sayis1 (Da) ile, oksijen tliketim hizinin

maksimum oksijen tiikketim hizina orani olarak tanimlanan etkinlik katsayist (77) bazi

kalma siirelerinde oksijen tiiketim hizinin veya tiiketilen oksijen basina hiicre veriminin
bulunamamasindan dolay1r hesaplanamamistir. Da sayist LimOT, LOT1, LOT2 ve
MOT?2 (periyot III) ve MOT1 (periyot II) isletim kosulunda Yx/o verim katsayisinin sifir
olmasit nedeniyle hesaplanamamistir. Da isletim kosulluna gore farklilik
gostermektedir. LimOT, LOT1, MOT1 ve MOT2 oksijen aktarim kosullari i¢in periyot
I’de 1’den kiigiik degerlere sahiptir. Oksijen aktarim kisitlamasinin etkin oldugu bu
periyot I’de ¢6zlinmiis oksijen derisimi hizli bir sekilde azalmaktadir. Periyot II’de ise
LimOT, LOTI ve LOT2 kosullar1 i¢cin Da sayis1 mertebe olarak uyumludur. L-
fenilalanin {iretimi agisindan optimum olan MOT1 kosulu i¢in periyot I’de oksijen
aktarim kisitlamali iken periyot III’te kiitle aktarim kisitlamalidir. LimOT, LOT]I,
LOT2, MOT1 ve MOT2 kosullarinda pMK4::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile
gergeklestirilen deney seti verileri kullanilarak hesaplanan Da sayisal degerleri ile ayni
kosullarda pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile elde edilen Da sayisal
degerleri mertebe olarak uyumludur. Etkinlik katsayilari ise 0.004-0.99 degerleri

arasindadir. Sekil 4.23 incelendiginde ¢6ziinmiis oksijen derisimi prosesin ilk 3 saati
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icerisinde hizla azaldigindan oksijen tiiketim hizi maksimum oksijen tliketim hizina
yakin oldugu i¢in etkinlik katsayisi ilk periyotlarda 1’e yakin degerlerdedir. Ilerleyen
periyotlarda oksijen tiiketim hizinin azalmasi ve maksimum oksijen tiiketim hizinin
artmastyla etkinlik katsayisi sifira yakin degerlerdedir. MOT1 kosulu i¢in periyot I’de
etkinlik katsayisi 0.99 iken periyot I1I’te bu deger 0.004 tiir.

Oksijen aktarim hizi (OTR), ¢6zlinmiis denge derisimi (Co*) ve dinamik ¢oziinmiis
oksijen derisimi (Cy) arasindaki fark ile orantilidir (Denklem 2.7). Oksijen aktarim
parametrelerinden bir digeri olan oksijen tiiketim hizinin (-rp), incelenen oksijen
aktarim kosullarinda, biyoprosesin ilk periyotunda OTR’den biiyiik degerlere sahip iken
biyoprosesin diger periyotlarinda farklilik gostermektedir. —ro ve OTR degerleri
mertebe olarak uyumludur. LimOT, LOT1, LOT2, MOT1 ve MOT2 kosullarinda
pMK4::aroH tastyan r-B.subtilis A263 ile gerceklestirilen deney seti verileri
kullanilarak hesaplanan —ro degerleri ile ayni1 kosullarda pMK4.:aroA::aroH tasiyan r-

B.subtilis A263 ile elde edilen -ro degerleri ile mertebe olarak uyumludur.
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Cizelge 4.14 pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile L-fenilalanin iiretiminde oksijen aktarim parametrelerinin oksijen aktarim

kosulu ve proses siiresince degisimi,Cgo=10 kg m> , pHo=6.8, T=37 °C, Vr=0.5 dm’

Kosul Periyot Kia (%) E=Kia/Kiay (g?n:"}sq‘}) O(Tniﬂ::%z'll())} (11_12(1):11'?;1) (33&'1321) oD/ I(;rfer m -To Top
(1<0) K1a0=0.008
0.2 vvm, 750 I 0.014 175 0.42 2.80 0.54 0.66 0.23 0.810
rpm (LimOT) -y 0.025 3.13 1.14 5.00 1.19 108.30 21.6 0.015
m 0.026 3.25 0.36 5.20 0.41 ; ; ;
(t<0) K16=0.009
035vvm, 500 0.019 2.11 0.83 3.80 0.91 0.96 0.25 0.950
rpm (LOT1) 11 0.024 2.66 3.27 4.80 2.42 64.78 13.49 0.037
m - - ; ; ] ) ] )
(t<0) K1a5=0.010
035vvm, 750 | 0.011 1.10 1.54 220 2.04 2.87 130 0.710
rpm (LOT2) 11 0.022 220 4.15 4.40 0.36 102.90 23.38 0.004
m 0.022 220 176 4.40 132 - ; ;
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Cizelge 4.14 pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile L-fenilalanin iiretiminde oksijen aktarim parametrelerinin oksijen aktarim

kosulu ve proses siiresince degisimi,Cgo=10 kg m™, pH¢=6.8, T=37 °C, V=0.5 dm’ (devam)

. 1 3 OTR x10° OTR paisx10® -rox10° oD x10° Da n
Kosul Periyot Kia (57 E=Kia/Kedy ot s (molm™s™) (molm™s™) (molm™s™) OD/OTR »y  -1o /OD
(t<0) KLa0=0.0 12
0.5 vvm, 500 I 0.019 1.58 1.90 3.80 2.10 2.11 0.55 0.990
rpm (MOTI) 1I* 0.026 217 KLaCD*Z OTRnwkS: OTR= Ty =32 _ _ _
I 0.025 2.04 573 5.00 0.33 51.40 10.28 0.006
(t<0) K.2,=0.013
I 0.023 1.76 1.38 4.60 1.43 1.70 0.37 0.840
0.5 vvm, 750 11 0.037 2.84 0.36 7.40 0.74 49.00 6.62 0.015
rpm (MOT?2)
I 0.036 2.76 1.60 7.20 0.42 - - -
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pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile L-fenilalanin iiretiminde farkli oksijen
aktarim kosullarinda gergeklestirilen deney verileri kullanilarak sirasiyla tiiketilen
substrat ve oksijen basina iiretilen hiicre verimi (Yxss, Yxo) ile tiikketilen substrat ve
olusan hiicre basina L-fenilalanin verimi (Ypss, Yp/x) hesaplanmis ve sonuglar Cizelge
4.15’de verilmistir. Cizelge 4.15°de yer alan Yps olusan {iriiniin tiiketilen glukoza
oranini ifade etmektedir; verim katsayisi Yp/s tepkime girdisine gore iiriin se¢imliligidir.
Yxs degerinin incelenen oksijen aktarim kosullarinda kalma siiresiyle degisimi
hiicrenin durgunluk fazina girmesinden ve substrat tiiketim hizinin azalmasindan dolay1
genel olarak azalmakta ve en yiiksek Yxs=1.24 degerine L-fenilalanin iiretimi igin
optimum olan MOT1 kosulunda ulasilmistir. Tiiketilen oksijen bagina hiicre verimi ise
Cizelge 4.14’deki —ro degerlerinden yararlanilarak hesaplanmistr. Diisiik ¢oziinmiis
oksijen derigimlerinde —to hesaplanamamasi ve hiicrenin durgunluk fazina girmesi ile rx
degerlerinin sifira esit olmasi nedeniyle Yxo verim katsayis1 degeri genelde sifira
esittir. LimOT kosulu i¢in periyot II’de Yx/o degeri 0.02, LOT2 kosulu i¢in 0.03, MOT2
icin 0.37 olarak belirlenmistir. Hiicre basina L-fenilalanin tiretimi Yp/x incelendiginde
periyot I ve II’de arttif1 gozlenmistir. Periyot III’te ise, LimOT ve LOT2’de kalma
stiresiyle once artmaktadir, LOT1 ve MOT2’de ise hiicrelerin durgunluk fazina girmesi
nedeniyle biyoprosesin sonlarina dogru sifir oldugu goriilmektedir. En yiiksek Yp/x

degerine 31.00 MOT 1 kosulunda ulasilmustir.
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Cizelge 4.15 Verim katsayilarinin oksijen aktarim kosulu ve kalma siiresiyle degisimi:

C6o=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm”.

LimOT
Periyot | tst | Yys, (kgkg") | Yxoskgkg") | Yps(kgkg") Yex,(kg kg™)
I 3 0.194 - 0.003 0.015
6 0.050 - 0.168 3.350
9 0.250 - 0.150 0.600
12 0.380 - 0.160 0.421
11 15 0.073 0.02 0.300 4.091
18 0.540 - 0.650 1.204
21 0.089 - 0.022 0.250
24 0.150 - 0.050 0.333
111 27 0.067 - 0.267 4.000
30 0.008 - 0.008 1.000
Toplam 0.140 0.00 0.090 0.710
Secimlilik
LOT1
Periyot | tst | Yskgke!) | Yuokgkg") | Yeskgke!) | Yen(kgke™
1 3 0.573 - 0.226 0.395
6 0.059 - 0.060 1.020
9 0.060 - 0.025 0.417
I 12 0.174 - 0.120 0.690
15 0.218 - 0.023 0.105
18 0.386 - 0.014 0.037
21 0.159 - 0.317 2.000
I 24 0.025 - 0.475 19.00
27 - - 0.160 -
30 0.111 - - -
Toplam 0.180 0.00 0.120 0.710
Secimlilik
LOT2
Periyot | st | Yusikeke") | Yxodkgke") | Yos(kgke) | Yem(keke")
1 3 0.370 - 0.198 0.535
6 0.055 - 0.037 0.667
9 0.383 - 0.067 0.174
I 12 0.314 - 0.057 0.182
15 0.160 0.03 0.440 2.750
18 0.032 - 0.040 1.250
21 0.213 - 0.100 0.471
I 24 0.109 - 0.073 0.667
27 0.014 - 0.057 4.000
30 0.033 - 0.233 7.000
Toplam 0.150 0.00 0.090 0.590
Secimlilik
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Cizelge 4.15 Verim katsayilarinin oksijen aktarim kosulu ve kalma siiresiyle degisimi:

Cgo=10 kg m™, pHy=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’(devam)

MOT1
Periyot | tst | Yxs, (kgkg") | Yxolkgkg") | Yes(kgke") Yexs(kg kg™)
I 3 0.370 - 0.244 0.660
6 0.085 - 0.098 1.143
9 0.350 - 0.133 0.381
12 0.300 - 0.486 1.619
11 15 1.240 - 0.080 0.065
18 0.104 - 0.088 0.846
21 0.188 - 0.088 0.467
24 0.009 - 0.282 31.000
111 27 - - 0.300 -
30 - - 0.200 -
Toplam 0.180 0.00 0.120 1.060
Secimlilik
MOT2
Periyot | ¢t | Yus(kgke") | Yxolkgke') | Yostkekg') | Yex(kgke")
1 3 0.175 - 0.084 0.481
6 0.368 - 0.334 0.907
9 0.117 - 0.022 0.190
I 12 0.233 - 0.122 0.524
15 0.282 0.37 0.073 0.258
18 0.144 - 0.033 0.231
21 0.136 - 0.055 0.400
I 24 0.050 - 0.550 11.000
27 - - 0.800 -
30 - - 0.200 -
Toplam 0.180 0.00 0.090 0.660
Secimlilik

4.4 Metabolik Miihendislik Tasarimlarinin L-Fenilalanin Uretimine Etkisi

Aromatik amino asit yolizinde metabolik miihendislik aragtirma programi kapsaminda
gelistirilen 3 farkli sistem olan pMK4::aroH tasityan r-B. subtilis A263, pMK4.:aroA
tagiyan r-B. subtilis A263 ve pMK4.:aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263’lerin pilot-
Olcek biyoreaktorlerde L-fenilalanin iiretimi agisindan optimum kosul olan MOTI

oksijen aktarim kosulunda L-fenilalanin iiretim performanslar1 karsilagtirilmistir.
Sekil 4.31-4.35’de gorildiigi gibi pH ve ¢oziinmils oksijen derisiminin degisimleri

genel olarak paralellik gostermekte; oksijen aktarim kosuluna da bagl olarak pH o6nce

belli bir kalma siiresine kadar farkli hizlarda azalmakta ve sonra da degismemektedir.
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Coziinmiis oksijen derisimi MOT1 kosulunda dogal ve ii¢ r-B.subtilis A263 igin
periyot I’de azalmakta, periyot II’de 6nce azalmakta sonra da artmakta, periyot III’te ise
degismemektedir. pH profilleri incelendiginde en fazla pH diisiisii pMK4::aroA::aroH
tastyan r-B.subtilis A263’te gdzlenmistir. pH degisimi ortama salgilanan H'
iyonlarindan kaynaklanmaktadir. Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17 incelendiginde,
biyoreaktor {iiretim ortaminda en yiiksek amino- ve organik- asit derisimlerine
pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263’e¢ ulasildigindan, pH diisiisiine de
hidrojen iyonu kaynagi olarak basta organik ve amino asitlerin neden oldugu
disiiniiliirse, bu sonu¢ beklenmelidir. Hiicre ve substrat derisimlerinin kalma siiresi ile
degisim profilleri incelendiginde, biyoprosesin periyot III’te hiicreler durgunluk fazina
ulagmakta ve substrat tiikketim hizi da azalmaktadir. Dogal B.subtilis A263,
pMK4.::aroH tasiyan r-B. subtilis A263, pMK4::aroA tastyan r-B. subtilis A263,
pMK4::aroA::aroH tastyan r-B. subtilis A263 ile sirasiyla baslangi¢ glukozunun %75,
%71, %69 ve %68’1 tiiketilmistir.  L-fenilalanin derisiminin kalma siliresi ve
mikroorganizma tiirii ile degisimi incelendiginde dogal B. subtilis A263 ile 0.12 kg m™,
pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile 0.83 kg m™, pMK4::arod tasiyan r-B.
subtilis A263 ile 0.85 kg m™, pMK4::aroA::aroH tastyan r-B. subtilis A263 ile 1.5 kg
m~ L-fenilalanin iiretimi gériilmektedir. Buna gdre aromatik amino asit yolizindeki

dallanma noktalar1 olan:

E4P+PEP — DAHP

Korizmat — 5 Prep
tepkimelerinin darbogaz olusturdugu ve bu tepkimelerden sorumlu genlerin

klonlanmasiyla bu yolizindeki tepkime akilarin (hizlarinin) ve boylece L-fenilalanin de

tiretiminin arttig1 bulunmustur.
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Sekil 4.31 Dogal ve ii¢ r-B.subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda kalma

stiresi ile degisimi: Cg,=10 kg m> ,
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Sekil 4.32 Dogal ve ii¢ r-B.subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda
¢Oziinmiis oksijen derisiminin kalma siiresi ile degisimi: Cg,=10 kg m>,

pH,=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’
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Sekil 4.33 Dogal ve ii¢ r-B.subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda hiicre
derisiminin kalma siiresi ile degisimi: Cg,=10 kg m> , pH,=6.8, T=37°C,
Vg=0.5 dm’
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Sekil 4.34 Dogal ve ¢ r-B.subtilis A263 ile MOT]1 oksijen aktarim kosulunda glukoz

derisiminin kalma siiresi ile degisimi: Cg,=10 kg m> , pH,=6.8, T=37°C,
Vr=0.5 dm’
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Sekil 4.35 Dogal ve ii¢ r-B.subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda L-

fenilalanin derigiminin kalma siiresi ile degisimi: Cg,=10 kg m> , pH=6.8,

T=37°C, Vg=0.5 dm’
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Sekil 4.36 Dogal ve li¢ r-B.subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda L-
fenilalanin iiretim hizinin kalma siiresi ile degisimi: Cg,=10 kg m™,

pH,=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’
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Sekil 4.37 Dogal ve ti¢ r-B.subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda birim
zamanda birim hiicre basina iiretilen L-fenilalanin miktarinin kalma siiresi

ile degisimi: Cgo=10 kg m™, pHy=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’

Sekil 4.36 ve 4.37°de dogal ve rekombinant hiicreler ile r, ve q, degerlerinin oksijen
aktarim kosulu ve kalma siiresi ile degisimi verilmektedir. r, degerlerinin kalma siiresi
ile degisimi oksijen aktarim kosullarina gore salinim gostermektedir. En yiiksek L-
fenilalanin tiretim hizina t=12 ve 24 st’de (r, =0.11 kg m” st') pMK4::aroA::aroH
tastyan r-B.subtilis A263 ile ulasilmistir. q, degerlerinin degisimi incelendiginde, en
yiiksek degerden baslayarak sirastyla pMK4.::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A-263 ile
t=3st’te 0.58 kg m™ st”', pMK4::aroA tastyan r-B.subtilis A-263 ile t=3st’te 0.099 kg
m” st”', pMK4::aroH tastyan r-B.subtilis A-263 ile 0.003 kg m™ st degerleri elde

edilmistir.

Dogal ve ti¢ r-B. subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda iiriin L-fenilalanin
yaninda biyoreaktor iiretim ortamina salgilanan diger amino asitler aspartik asit,
glutamik asit, asparajin ve az miktarda glisin bulunmaktadir. Cizelge 4.16’da MOT]1
oksijen aktarim kosulu i¢in dogal B. subtilis A263 ve li¢ r-B. subtilis A263 ile iiretim
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ortamina salgilanan amino asit derisimlerinin kalma siiresiyle degisimi gosterilmistir.
Cizelge 4.16 incelendiginde aspartik asit proses siiresince bulunurken, dogal B. subtilis
A263 ile gerceklestirilen deneyde glisin biyoreaktérde bulunmamaktadir. Yan iiriin
olarak biyoreaktdrde en yiiksek derisimde bulunan amino asit aspartik asit (C,s=0.241
kg m™) olup, bu deger dogal B. subtilis A-263’¢ aittir. Sekil 4.35’de MOT1 kosulunda
toplam amino asit derisimin kalma siiresinin artistyla artmaktadir. Maksimum toplam
amino asit derisimine (Caa,maks=1.713kg m'3) pMK4::aroA::aroH tasityan r-B.subtilis
A263 ile ulagilmistir. pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile elde edilen
toplam amino asit derigimi, dogal- ve pMK4.::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ve
pMK4::aroA tastyan r-B.subtilis A263 ile karsilastirildiginda, sirasiyla 6.2-, 4.0- ve 1.6-
kat yiiksek L-fenilalanin derisimi elde edilmistir (Sekil 4.38).
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Cizelge 4.16 Dogal ve ti¢ r-B.subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda
toplam amino asit derisimlerinin proses siiresince degisimi:

C6o=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’

Dogal Bacillus subtilis A-263

Periyot | t,st Asp Glu Asn Gly Phe Caa

0 - - 0.013 - 0.010| 0.023

I 3 - - 0.011 - 0.016| 0.027
6 0.020 | 0.006 - - 0.018| 0.044

9 0.132 | 0.006 | 0.007 - 0.031| 0.169

I 12 0.125 | 0.006 - - 0.068| 0.199
15 0.241 | 0.006 - - 0.071| 0.318

18 0.214 | 0.007 - - 0.083| 0.304

21 0.221 | 0.007 - - 0.122| 0.350

I 24 0.229 | 0.007 - - 0.131| 0.367
27 0.123 | 0.007 - - 0.143| 0.273

30 0.128 | 0.007 - - 0.140| 0.275

pMK4::aroH tasiyan r-Bacillus subtilis A-263
Periyot | t,st Asp Glu Asn Gly Phe Caa

0 - 0.003 - - 0.030| 0.033

I 3 - 0.015 - - 0.035| 0.050
6 0.091 - - - 0.040| 0.131

9 0.098 - - 0,004 0.100| 0.202

I 12 0.051 - - 0.005 0.160| 0.216
15 0.113 | 0.009 - - 0.173| 0.295

18 0.116 | 0.012 | 0.012 - 0.220| 0.360

21 0.116 | 0.010 | 0.008 - 0.270| 0.404

I 24 0.112 | 0.009 - - 0.320| 0.441
27 0.112 | 0.009 - - 0.329| 0.450

30 0.110 | 0.010 -

- 0.312| 0.432
pMK4::aroA tasityan r-Bacillus subtilis A-263

Periyot | t,st Asp Glu Asn Gly Phe Caa

0 0.0007 - 0,0001 - 0.038| 0.039

I 3 0.056 - 0.008 - 0.180| 0.244
6 0.066 | 0.0006 | 0.013 | 0.0006 0.340| 0.420

9 0.073 | 0.010 | 0.02 0.004 0.380| 0.487

I 12 0.047 | 0.014 - - 0.420| 0.581
15 0.140 | 0,022 - - 0.530| 0.692

18 0.156 | 0.036 | 0.014 - 0.557| 0.763

21 0.151 | 0.031 - - 0.660| 0.842

I 24 0.151 | 0.015 | 0.028 - 0.740| 0.934
27 0.153 | 0.015 | 0.031 - 0.780| 0.979

30 0.155 | 0.018 | 0.032 - 0.850 | 1.055
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Cizelge 4.16 Dogal ve ti¢ r-B.subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda
toplam amino asit derisimlerinin proses siiresince degisimi:

C6o=10 kg m”, pH,=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’ (devam)

pMK4::aroA::aroH tastyan r-Bacillus subtilis A-263

Periyot | t,st Asp Glu Asn Gly Phe Caa

0 0.0004 - - - 0.050| 0.054

I 3 0.003 | 0.030 - - 0.260 | 0.293
6 0.008 - - 0.004 0.420| 0.432

9 0.006 - - 0.006 0.500 | 0.512

I 12 0.008 | 0.012 - - 0.840| 0.860
15 0.100 | 0.018 | 0.023 - 0.860 | 1.001

18 0.150 | 0.030 | 0.021 - 0.970| 1.171

21 0.110 | 0.024 | 0.008 - 1.040| 1.182

I 24 0.130 | 0.021 - - 1.350| 1.501
27 0.170 | 0.021 - - 1.560 | 1.751

30 0.190 | 0.023 - - 1.500] 1.713
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Sekil 4.38 Dogal ve ii¢ r-B.subtilis A263 ile MOT]1 oksijen aktarim kosulunda toplam
amino asit ve L-fenilalanin digindaki amino asit derigimlerinin t ile

degisimi: Cge=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’

Dogal B. subtilis A263 ve r-B. subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda yan-
iirtin olarak hiicre digina aktarilan organik asit derisimlerinin kalma siiresiyle degisimi
arastirilmistir.  Sitrik, glukonik, fumarik, a-ketoglutarik, maleik, malik, okzalik ve
piriivik asit iiretim ortamina aktarilan organik asitlerdir. Cizelge 4.17°de organik asit
derisimlerinin kalma siiresiyle degisimi gosterilmistir. Dogal B.subtilis A263 ile iiretim
ortaminda en yliksek derisimli organik asitler, glukonik asit (0.741 kg m™ ) ve sitrik asit
(0.208 kg m™) olmus; bunu asetik asit (0.073 kg m™), laktik asit (0.034 kg m™), malik
asit (0.005 kg m™), okzalik asit (0.004 kg m™) ve sifira ¢ok yakin derisimde olan
fumarik (0.0005 kg m™) takip etmistir. pMK4.:aroH tastyan B. subtilis A263 ile iiretim
ortamunda en yiiksek derisimli organik asitler laktik asit (0.63 kg m™), fumarik asit
(0.555 kg m™), piriivik asit (0.412 kg m™), asetik asit (0.041 kg m™) olmus; bunu sitrik
asit (0.026 kg m™), formik asit (0.014kg m™) takip etmistir. pMK4::aroA tastyan r-B.
subtilis A263 ile en yiksek derisimli organik asit, glukonik asit (0.747 kg m™) olmus;
bunu laktik asit (0.009 kg m™), okzalik asit (0.008 kg m™), malik asit (0.001 kg m™), ve
sifira gok yakin derisimlerde olan piriivik asit (0.0005 kg m™) ve fumarik (0.0002 kg m"
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%) takip etmistir. pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis A263 ile en yiiksek derisimli
organik asit, glukonik asit (1.30 kg m™) olmus; bunu okzalik asit (0.073 kg m™), laktik
asit (0.003 kg m™), malik asit (0.0021 kg m™) ve a-ketoglutarik (0.002 kg m™) takip
etmistir. MOT1 kosulnda dogal ve r-B.subtilis A263’ler ile ulasilan en yiiksek derisime
sahip organik asit glukonik asittir (1.30 kg m™).
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Cizelge 4.17 Dogal ve lUi¢ r-B.subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda toplam amino asit derisimlerinin proses siiresince

degisimi: Cg=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’

Dogal Bacillus subtilis A-263
Periyot |t,;st |Ac Citr |Fum |For |Glu |a-KG |Lac Mle |Mal Ox OxA | Pyr Suc [Coa

0 | 0.001 |0.000 - - 10.007 - - - - - - - - | 0.008
1 3 1 0.026 | 0.000 |0.0001 - ]0.125 - 0.012 - - - - - - 1 0.163
6 | 0.014 | 0.000 - - 10.255 - 0.026 - - - - - - | 0.295
9 - 0.000 - - ]0.124 - 0.011 - - 0.001 - - - 1 0.136
I 12 | 0.017 | 0.031 - - |0.114 - 0.028 - - 0.004 - - - | 0.194
15 | 0.019 | 0.042 - - 10.106 - 0.027 - - 0.003 - - - | 0.197
18 | 0.019 - - - 0.15 - - - - - - - - | 0.169
21 | 0.044 | 0.151]0.0002 | - 0.21 - 0.029 - 0.004 | 0.004 - - - | 0.442
I 24 | 0.073 | 0.208 | 0.0005| - 0.37 - 0.034 - 0.005 | 0.004 - - - | 0.694
27 | 0.051 - - - 10582 - - - - - - - - | 0.633
30 - 0.121 - - 10.741 - - - - - - - - | 0.862

pMK4::aroH r-Bacillus subtilis A-263
Periyot |t,st |Ac Citr |Fum |For |Glu |a-KG |Lac Mle |Mal Ox OxA | Pyr Suc [Coa

0 - - - - - - 0.0001 | - - - - 0.000 | - ]0.0001
I 3 - - - 0.014| - - 0.010 - - - - 0.011 | - | 0.035
6 - - - 0.007 | - - 0.002 - - - - 0.022 | - | 0.031
9 - - - - - - - - - - - 0.351 | - | 0.351
I 12 - - - - - - - - - - - 0412 | - | 0.412
15 - - - - - - - - - - - 0241 | - | 0.241
18 - 0.155 - - - 0.412 - - - - 0.318 | - | 0.885
21 | 0.037 |0.021 | 0.325. - - - 0.630 - - - - 0.052 | - | 1.065
I 24 | 0.025 |0.023 | 0.415 - - - 0.502 - - - - 0.071 | - | 1.036
27 | 0.030 | 0.026 | 0.265 - - - 0.425 - - - - 0.018 | - | 0.764
30 | 0.041 [0.024 | 0.555 - - - 0.322 - - - - 0.102 | - | 1.044
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Cizelge 4.17 Dogal ve lUi¢ r-B.subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda toplam amino asit derisimlerinin proses siiresince

degisimi: Cgo=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, V=0.5 dm’ (devam)

pMK4::aroA r-Bacillus subtilis A-263
Periyot | t,st Ac Citr | Fum | For | Glu | a-KG | Lac Mle | Mal Ox |OxA| Pyr | Suc|Coa

0 - - - - 10.003 - - - 10.0002 - - 10.0001| - | 0.003
1 3 - - - - 10.159 - - - 10.0007| 0.002 - 10.0005| - | 0.162
6 - - - - 10.164 - - - 10.0006| 0.001 - 10.0004| - | 0.166
9 - - - - 10.139 - - - - 0.005 - - - | 0.144
I 12 - - - - 0.154 - - - 10.0007| 0.004 - - - | 0.159
15 - - - 0.007 | 0.360 - - - 10.0009| 0.012 - - - 1 0.380
18 - - - - 10.565 - - - 10.0006| 0.002 - - - | 0.568
21 - - 10.0002| - ]0.747 - 0.009 - 0.001 | 0.001 - - - | 0.758
I 24 - - - - 10.643 - 0.006 - 10.0009 | 0.006 - - - | 0.656
27 - - - - 10.201 - - - - 0.007 - - - | 0.208
30 - - - 0.154 - - 0.0008 | 0.008 - - - | 0.163

pMK4::aroA::aroH r-Bacillus subtilis A-263
Periyot | t,st Ac Citr | Fum | For | Glu | a-KG | Lac | Mle | Mal Ox |OxA| Pyr | Suc|Coa

0 - - - - 10.045 - - - - 0.0002| - - - | 0.045

I 3 - - - - 10.180 | 0.0001 - - - 0.025 - - - | 0.205

6 - - - - 10.130{0.0003 | 0.001 - 10.0001| 0.028 - - - | 0.159

9 - - - - 10.250 { 0.0002 - - 10.0003| 0.038 - - - | 0.287

I 12 - - - - 10.370 - - - 0.001 | 0.047 - - - | 0.418
15 - - - - 10.480 - - - - 0.037 - - - | 0517

18 - - - - 10300 - - - - 0.027 - - - 1 0327

21 - - - - 10970 |0.0005| 0.003 - 10.0016| 0.067 - - - | 1.042

111 24 - - - - 1.200 | 0.0014 | 0.002 - 10.0019| 0.069 - - - | 1.274
27 - - - - 1.100 | 0.0017 | 0.001 - 10.0021 | 0.070 - - - | 1.175

30 - - - - 1.300 | 0.002 - - 10.0017] 0.073 - - - | 1.379
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Cizelge 4.18 Dogal ve lUi¢ r-Bacillus subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda iiretim ortamina salgilanan amino ve organik

asitler ile bunlarin ortamdaki maksimum toplam derisimleri: Cg,=10 kg m> , pHo=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’

- i C , maks S
r-plasmid A 3k ’ Salgilanan amino asitler Con, majs Salgilanan organik asitler
(kg m™) (kg/kg) (kg m™)
Asetik, Sitrik, Fumarik, Glukonik, Laktik,
- 0.367 0.52 Asp, Glu, Asn, Phe 0.862 ) ]
Malik, Okzalik
pMK4.: :aroH 0.450 0.73 Asp, Glu, Asn, Gly, Phe 1.065 Asetik, Sitrik, Formik, Laktik
(R72)
pMK4::aroA Fumarik, Formik, Glukonik,, Laktik,
1.055 0.81 Asp, Glu, Asn, Gly, Phe 0.758 ) o
(R70) Malik, Okzalik, Pirtivik
pMK4::aroA::aroH Glukonik, a-Ketoglutarik, Laktik,
1.751 0.89 Asp, Glu, Asn, Gly, Phe 1.379
(R70+R72) Malik, Okzalik

188



Cizelge 4.18’de dogal ve ii¢ r-Bacillus subtilis A263 hiicreleri i¢in iiretim ortamina
salgilanan amino ve organik asitler ile bunlarin ortamdaki maksimum toplam
derigsimleri, L-fenilalaninin toplam amino asit derisimine orani olarak tanimlanan iiriin
secimliligi Sp verilmistir. Toplam amino asit derisimi aromatik amino asit yolizindeki
iki konum R70 ve R72’ ye yonelik molekiiler tasarim dogrultusunda artmistir. Dogal
B.subtilis A263 icin ortamdaki toplam amino asit derisimi 0.367 kg m”, pMK4::aroH
tastyan B. subtilis A263 i¢in 0.450 kg m~ , pMK4.:aroA tastyan r-B. subtilis A263 i¢in
1.055 kg m> ve pMK4::aroA::aroH tasityan B. subtilis A263 igin ise 1.751 kg m™
olarak belirlenmistir. Sp ‘de toplam amino asit derisimine paralel olarak artmistir.
Maksimum Sp degeri 0.89, pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis A263 ile elde
edilmistir. Uretim ortamina salgilanan toplam organik asit derisimleri dogal B.subtilis
A263, pMK4::aroH tasiyan B. subtilis A263, pMK4::aroA tasityan r-B. subtilis A263
ve pMKA4::aroA::aroH tastyan B. subtilis A263 i¢in sirasiyla 0.865 kg m™, 1.065 kg
m>,0.758 kgm™ ve 1.379 kg m” olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.39 Dogal ve li¢ r-B. subtilis A263 ile MOT1 oksijen aktarim kosulunda toplam
organik asit derisiminin kalma siiresi ile degisimi: Cg,=10 kg m™, pH=6.8,

T=37°C, Vg=0.5 dm’

Sekil 4.39°da MOT 1 kosulunda toplam organik asit derisimleri prosesin 18<t<24 st’leri
arasinda artmakta, t>24 st’ten sonra azalmaktadir. Maksimum toplam organik asit

derisimine (Coa, maks=1.379 kg m'3) pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile

ulagilmistir.
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4.4.1 Oksijen aktarim karakteristikleri

Dogal B. subtilis A263, pMK4::aroH tastyan B. subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-
B. subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis A263 ‘liin L-fenilalanin
tiretim performanslart MOT1 oksijen aktarim kosulunda incelenmis; her biyoproses
siiresince Kya, OTR, -ro, vd oksijen aktarim parametreleri hesaplanmis ve Cizelge
4.19°da sunulmustur. Biyoreaktor sistemlerine On-sivi ortamdan mikroorganizma
astlamas1  yapilmadan oOnce (t<0) fiziksel kiitle aktarim katsayis1 Kpag degerleri
Ol¢iilmiistir. MOT1 kosulu i¢in mikroorganizma asilamasi yapilmadan dnce (t<0) Kypag
degeri 0.012 s olarak Olclilmiistiir. Kya, E (=Kpa/Kyag), OTR, OTR ks, -To, OD, Da ve
n degerlerinin biyoproses siiresince degisimi Cizelge 4.19°da periyotlar halinde
verilmigtir. Periyot I (0<t<6), periyot II (6<t<21), periyot III (21<t<30) olarak
tanimlanmistir. Dogal B.subtilis A263 ile MOT]1 isletim kosullunda periyot II’de
¢cOzlinmiis oksijen derisimi sifir oldugu icin, Kra degerleri periyot 1 ve III’de
belirlenebilmistir.  MOTI1 kosullunda pMK4.::aroH tasiyan B. subtilis A263,
pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 i¢in sivi1 faz kiitle aktarim katsayist Kra degeri
periyottan-peryota proses siiresince azalmakta, pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis
A263 icin ise Once artmakta sonra da azalmaktadir. Hiicreigi tepkimelerle kullanilan
oksijenin tiiketim hizi, biyoreaktorde kiitle aktarim hizinda artisa neden olmakta;
boylece, kimyasal tepkimeli kiitle aktarim hizinin maksimum fiziksel kiitle aktarim
hizina oranmi olarak tanimlanan artma faktorii E (=Kra/Kpag) 1°den biiyiik olmaktadir.
Damkohler sayisi (Da) dogal B. subtilis A263, pMK4::aroH tastyan B. subtilis A263 ve
pMK4::aroA::aroH tastyan B. subtilis A263 igin periyot I’de, pMK4::aroA tasiyan r-
B. subtilis A263 icin ise periyot I ve II’de 1°den kiigiiktiir. Bu durum (Da<1),
proseslerin  belirtilen peryotlarda biyokimyasal tepkime kisitlamali oldugunu
gostermektedir. Dogal B.subtilis A263 ve pMK4::aroA tasiyan B. subtilis A263 igin
periyot II ve III’te, pMK4::aroH tastyan B. subtilis A263 igin ise periyot [II’te, Yxo
verim katsayisinin = sifir olmasi nedeniyle Da hesaplanamamistir. Sekil 4.32
incelendiginde c¢oziinmiis oksijen derisimi prosesin ilk 3 saati icerisinde hizla
azaldigindan oksijen tiiketim hizi maksimum oksijen tiiketim hizina yakin oldugu i¢in

etkinlik katsays1 ilk periyotlarda 1’e yakin degerlerdedir. Ilerleyen periyotlarda oksijen
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tilketim hizinin azalmasi1 ve maksimum oksijen tiiketim hizinin artmasiyla etkinlik

katsayisi sifira yakin degerlerdedir.

Oksijen tliketim hiz degerleri (-ro) dogal ve li¢ r-B.subtilis A263 hiicreleri i¢in -MOT1
kosulunda- biyoprosesin ilk periyotunda OTR degerlerinden daha biiyiiktiir.
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Cizelge 4.19 B. subtilis A-263, pMK4.::aroA tasiyan r-B. subtilis A-263 ve pMK4.::aroH tasiyan r-B. subtilis A-263’iin MOT1 oksijen

aktarim kosulunda oksijen aktarim parametrelerinin proses siiresince degisimi,Cgo=10 kg m™, pH¢=6.8, T=37 °C, Vx=0.5
3

dm
. . 1 _ OTRx10’  OTRpux10°  -rox10° oDx10° Da n
r-plasmid Kosul Periyot Kia (s7) E=Kya/Kya (molm'3s'1) (molm'3s'1) (molm'3s'1) (molm'3s'1) OD/OTR,,y, -1r,/OD
(t<0) K;20=0.012
0.5 vvm, 500 I 0.013 1.08 1.43 2.6 1.51 1.86 0.71 0.810
- rpm
(MOT1) | - - - - B B} . B
I - - - - B ; . B}
(t<0) K;20=0.012
MKdarop 05 vvms 500 I 0.019 1.58 0.82 3.8 1.17 1.26 0.33 0.920
p i
rpm
(R72) (MOT1)
il 0.015 1.25 0.67 3.0 0.69 1.35 0.45 0.511
11 - - - - B B, . B
(t<0) K;20=0.012
pMKA4::aroA 0.5 vvm, 500 I 0.021 1.75 1.21 42 1.23 1.25 0.29 0.980
(R70) rpm
(MOT1) | 0.015 1.25 1.57 3.0 1.60 1.76 0.58 0.910

I - - - - - - - -
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Cizelge 4.19 B. subtilis A-263, pMK4.::aroA tasiyan r-B. subtilis A-263 ve pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A-263’iin MOT1 oksijen
aktarim kosulunda oksijen aktarim parametrelerinin proses siiresince degisimi,Cgo=10 kg m™, pH=6.8, T=37 °C, Vz=0.5
dm’ (devam)

OTRx10°  OTR,x10° -rox10° 0oDx10° Da

: . . 1 _ n
r-plasmid Kosul Periyot Kia (s7) E=Kya/Kya (molm3s?)  (molms™) (molm>s™) (molm>s')  OD/OTR,, -r,/OD

(t<0)  Kpa0=0.012

I 0.019 1.58 1.90 3.8 2.10 2.11 0.55 0.990
pMK4::aroA::aroH 0.5 vvm, 500 K aC #=
(R70+R72) rpm OL;R o~
MOT1 * max - - -
(MOT1) I 0.026 2.17 OTR=-1,
=52
I 0.025 2.04 5.73 5.0 0.33 51.40 10.28 0.006
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Dogal B. subtilis A263, pMK4::aroH tastyan B. subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-
B. subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis A263 ile MOT1 oksijen
aktarim kosulunda gerceklestirilen L-fenilalanin iiretim prosesleri deney verileri
kullanilarak, sirasiyla, tiiketilen substrat ve oksijen basina iiretilen hiicre verimi (Yx/s,
Yx0) ile tiikketilen substrat ve olusan hiicre bagina L-fenilalanin veri mi (Yps, Ypx)
hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.20°de verilmistir. Tiiketilen substrat basina iiretilen
hiicre verimi kalma siiresiyle degisimi dogal ve li¢ r-B.subtilis A263 i¢in periyot I’de
azalmakta; periyot II’de ise Once artmakta sonra da azalmaktadir. Periyot III’te
hiicrelerin durgunluk fazinda olmasi ve substrat tiiketim hizinin azalmasindan dolay1
genel olarak azalmaktadir. En yiiksek Yxis=1.24 degerine maksimum L-fenilalanin
derisimi elde edilen pMK4.::aroA::aroH tastyan B. subtilis A263 ile ulasilmistir.
Tiiketilen oksijen basina hiicre verimi ise Cizelge 4.19‘daki -r, degerlerinden
yararlanilarak  hesaplanmistr.  Diislik ¢cOziinmils oksijen derisimlerinde -1
hesaplanamamasi ve hiicrenin durgunluk fazina girmesi ile ry degerlerinin sifira esit
olmas1 nedeniyle Yx/o verim katsayis1 degeri genelde sifira esittir. pMK4.::aroH tasiyan
r-B.subtilis A263 i¢in periyot I ve [I’de sirastyla 0.42, 0.71, 0.27, 0.67, pMK4::aroA
tastyan r-B.subtilis A263 i¢in periyot II’de 0.98 olarak hesaplanmistir. Bunun yanisira
Ypss degerleri karsilastirildiginda periyot I’de azalmakta, periyot II i¢in once artmakta
sonra da azalmakta, periyot III i¢in ise dogal B.subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH
tagityan B. subtilis A263 i¢in Once artmakta sonra da azalmakta, pMK4::aroH tasiyan B.
subtilis A263, pMK4::aroA tastyan r-B. subtilis A263 i¢in ise once azalmakta sonra da
artmaktadir. Yp/x degerleri karsilagtirildiginda periyotlara ve mikroorganizmaya gore
farklilik gostermektedir. En yiiksek Yp/x degerine (31.00) pMK4.::aroA::aroH tasiyan
B. subtilis A263 ile ulasilmstir.
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Cizelge 4.20 Dogal ve ii¢ r-B.subtilis A263 i¢gin MOT1 oksijen aktarim kosulunda verim

katsayilarinin proses siiresince degisimi

Dogal Bacillus subtilis A-263

. t,st Yxis Yx/0 Yeis Yeix
Periyot (kg kg | kgkg?) | (kgke") | (kgkg?)
| 3 0.409 - 0.003 0.007
6 0.262 - 0.002 0.008
9 0.183 - 0.014 0.076
I 12 0.194 - 0.035 0.178
15 0.240 - 0.004 0.016
18 0.155 - 0.024 0.158
21 0.042 - 0.118 2.786
24 0.086 - 0.026 0.300
111 27 0.047 - 0.035 0.750
30 0.008 - - 3.000
Toplam 0.240 0.00 0.020 0.070
Secimlilik
pMK4::aroH r-Bacillus subtilis A-263
. t,st Yxis Yx/0 Yeis Yeix
Periyot (kg kg | kgkg?) | (kgke") | (kgkg?)
| 3 0.590 - 0.004 0.007
6 0.143 0.420 0.004 0.030
9 0.193 0.710 0.075 0.390
I 12 0.160 0.270 0.060 0.375
15 0.322 0.670 0.015 0.046
18 0.094 - 0.067 0.712
21 0.111 - 0.079 0.714
24 - - 0.125 -
111 27 - - 0.036 0.900
30 - - 0.189 -
Toplam 0.230 0.000 0.040 0.170
Secimlilik
pMK4::aroA r-Bacillus subtilis A-263
. t,st Yxis Yx/0 Yeis Yeix
Periyot (kg kg | kgkg?) | (kgke") | (kgkg?)
1 3 0.715 - 0.209 0.292
6 0.210 - 0.155 0.741
9 0.107 - 0.043 0.408
I 12 0.108 - 0.034 0.317
15 0.290 0.980 0.159 0.550
18 0.261 - 0.033 0.126
21 0.204 - 0.210 1.030
24 0.023 - 0.182 8.000
111 27 0.077 - 0.154 2.000
30 0.011 - 0.184 17.500
Toplam 0.210 0.000 0.120 0.613
Secimlilik
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Cizelge 4.20 Dogal ve li¢ r-B.subtilis A263 i¢gin MOT1 oksijen aktarim kosulunda verim

katsayilarinin proses siiresince degisimi (devam)

pMK4::aroA::aroH r-Bacillus subtilis A-263

. t,st Yxis Yx/0 Yeis Yeix
Periyot (kg kg | kgkg?) | (kgke") | (kgkg?)
I 3 0.370 } 0.244 0.660
6 0.085 ; 0.098 1.143
9 0.350 - 0.133 0.381
- 12 0.300 - 0.486 1.619
15 1.240 ; 0.080 0.065
18 0.104 ; 0.088 0.846
21 0.188 ; 0.088 0.467
24 0.009 ; 0.282 31.000
I 27 - ; 0.300 ;
30 ; ; 0.200 -
Toplam 0.180 0.00 0.120 1.060
Secimlilik

4.5 Hiicre-I¢i Tepkime Hizlar

4.5.1 Oksijen aktarimimin hiicre-ici tepkime hizlarina etkisi

pMK4::aroA::aroH tastyan B. subtilis A263 ile L-fenilalanin iiretiminde farkli oksijen
aktarim kosullarinin metabolik yolizindeki darbogaz olusturan tepkimelerin hizlarina
(akilar1) etkisini belirleyebilmek amaciyla metabolik aki analizi bes farkli oksijen
aktarim kosulunda yapilmigtir. Oksijen aktariminin hiicrei¢i tepkime hizlarina
etkilerinin incelenebilmesi amaciyla, biyoproses siiresince Olgiilen glukoz, hiicre, L-
fenilalanin, diger amino asitler ile organik asitlerin derisimlerinin kalma stiresi ile
degisimleri kullanilarak LimOT, LOT1, LOT2, MOT1 ve MOT?2 isletim kosullar1 i¢in
her periyotta metabolik aki analizi yapilmistir. Hiicre ¢ogalma ve L-fenilalanin iiretim
profilleri dikkate alindiginda, hiicre ¢ogalmasinin log faz siireci ve L-fenilalanin
tiretiminin bagladig1 periyot I (0<t<6 st), iistel cogalma faz siireci periyot II (6<t<21 st)
ve listel cogalma fazinin sonu ayni zamanda da L-fenilalanin iiretiminin maksimum
degere ulastig1 periyot III (21<t<30 st) olmak lizere (t= 3 st, t=6 st ve t= 21 st)
metabolik aki analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.21°de verilmistir. Metabolik aki

analiziyle asagidaki metabolik 6zellikler bulunmustur.
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Cizelge 4.21°de goriildiigi gibi tim oksijen aktarim kosullarinda tepkime akilar1 kalma
stiresi ile azalmigtir. L-fenilalanin iiretim prosesinde glikoliz yolizi tepkime akilarinin
kalma siiresi ile degisimi incelendiginde; glukozun substrat olarak kullanilmasi
nedeniyle glikoliz yolizindeki 1-13 numarali tepkimelerin genel olarak tim oksijen
aktarim kosullarinda aktif oldugu ve kalma siiresiyle tepkime akilarmin azaldig
ozellikle periyot III’te glukoz tiiketim hizlarinin azalmasi nedeniyle glikoliz yolizi
tepkime akilarmin paralel olarak azaldigi belirlenmistir. Niikleik asitlerin ve hiicre
olusumunda 6nemli girdi olan R5P pentoz fosfat yolizi i¢in dallanma noktasidir; F6P
veya G6P’den Gluc6P olusumunu takiben iiretilmektedir. Glikoliz yolizinden pentoz
fosfat yolizine baglanti periyot I’de LimOT oksijen aktarim kosulunda periyot I ve
II’de G6P, periyot III’te G6P, F6P ve T3P; LOTI1 kosulunda periyot I ve II’de G6P,
periyot IT ve III’te F6P ile T3P; LOT2 ve MOT2 kosullarinda periyot II’de G6P,
periyot I ve III’te F6P ile T3P; MOT1 kosulunda ise periyot II’de G6P, periyot I, II ve
IIT’te F6P ile T3P ile olmustur.

Glikoliz yolizinden TCA dongiisine dallanma noktalar1 olan anaplerotik
reaksiyonlardan OA’dan Pyr’in sentezlendigi R37 tepkimesi LOT1 kosulu i¢in periyot
I, LOT2 kosulu i¢in periyot III siiresinde aktif, Mal’dan Pyr’in sentezlendigi R36
tepkimesi LOT1 kosulu icin periyot III, MOT1 ig¢in periyot II ve III’te aktif olup
LimOT, LOT2 ve MOT2 kosullarinda aktif degildir. Pyr’den OA’nin sentezlendigi R38
tepkimesi, LimOT kosulunda periyot I ve II’de; LOT1 kosulunda periyot 1 ve III'te,
LOT2 kosulunda periyot II’de, MOT2’de ise periyot I ve II’de aktiftir, ancak MOT1
kosulunda aktif degildir.

Glikoliz yolizinde AcCoA’nin sentezlendigi R13 tepkimesinin akist LOT1 i¢in periyot
III’te ve LimOT kosulu icin her ii¢ periyotta sifir oldugu icin TCA dongiisii aktif
degildir ve dongiideki dallanma noktasi metabolitleri aKG ve OA dongii disinda
tiretilmistir. aKG incelenen oksijen aktarim kosullarinda R50, R55, R56, R58, R59,
R64, R68, R72, R73 ve R79 tepkimeleriyle sentezlenmistir.
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Toplam ATP iiretim akilar1 periyot I’de LimOT, LOTI1, LOT2, MOT1 ve MOT2
kosullar1 icin sirastyla, 6.655, 11.705, 22.828, 28.429, 36.850 mmol g’ st”'; periyot II
‘de 7.758, 12.847, 28.558, 30.129, 38.387, periyot III’te ise 3.262, 3.716, 6.285, 9.455,

16.187, mmol g st™! olarak hesaplanmustir.

Aromatik grup amino asitlerin yolizi tepkimeleri karsilastirlldiginda R70-74
tepkimelerinin akis1 kalma siiresiyle oksijen aktarim kosulundan etkilenmekte ve
farklilik gostermektedir. Aromatik amino asit yolizinin ilk tepkimesi olan PEP+E4P’den
DAHP olusum R70 tepkime akisi kalma siiresiyle once artmig sonra da azalmustir.
MOT1 kosulu icin R70 tepkimesinin akis1 periyot [I’de periyot I degerinden yaklasik
5 kat daha yiiksektir. Kalma siiresiyle L-fenilalanin sentez tepkimesi akis1 R73 6nce
artmig sonra da azalmistir. L-fenilalanin iiretimi agisindan optimum kosul olan MOT1
kosulu i¢in tirozin liretim tepkimesi akis1t R74 ve triptofan iiretim tepkimesi akis1 R75
ise kalma siiresiyle azalmistir ve, periyot III’te tirozin ve triptofan iretimi yoktur.
Boylece kalma siiresiyle sadece L-fenilalanin {iretimi degil, L-fenilalaninin aromatik

grup amino asitlere gore secimliligi de artmistir.
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1zelge 4. p JraroAlaron 1€ ucreigl tep 1me nizlarmin oksien a tarim osulu ve proses suresince aegisimi: Cgo= gm' , pH,=6.5, 1= , VR=U. m
Cizelge 4.21 pMK4: :aroA::aroH ile hiicrei¢i tepkime hizl ksijen ak kosul iiresince degisimi: Cg,=10 kg m>, pH,=6.8, T=37°C, Vx=0.5 dm’

LimOT LOT1 LOT2 MOT1 MOT2

R# (mmol g st™) (mmol g’ st™) (mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™)

Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot

1 11 111 1 11 111 1 11 111 1 11 111 1 11 111

1 6.720 6.022 1.455 5.185 1.085 1.060 1.210 1.155 0.760 1.730 0.760 0.598 7.381 1.921 1.893
3 1.700 1.441 1.437 1.048 0.990 0.000 1.202 0.000 0.750 1.711 0.890 0.556 7.348 1.609 1.588
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

5 4.430 4.275 3.877 3.232 0.940 0.836 4.737 1.127 0.621 1.190 0.776 0.551 7.033 1.329 1.242

6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

7 9.922 9.664 2.494 7.129 1.772 1.659 1.907 2.686 1.114 2.068 1.409 1.055  13.833 2.813 2.290

8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

9 9.274 9.016 2.326 6.646 1.695 1.375 1.844 2.643 1.026 1.931 1.322 0.959  13.442 2.469 2.229
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.267 0.014 0.000 0.000 0.000 5.349 0.000 0.783
12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
13 0.000 0.000 0.000 1.149 1.140 0.000 0.000 0.075 0.273 0.000 0.741 2.331 0.977 0.160 0.000
14 5.227 5.066 0.000 5.146 0.078 0.000 0.000 1.850 0.000 0.000 0.194 0.000 0.000 0.829 0.000
15 5.227 5.066 0.000 5.146 0.078 0.000 0.000 1.850 0.000 0.000 0.194 0.000 0.000 0.829 0.000
16 2.868 2.761 0.000 2.964 0.000 0.000 0.000 1.130 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.274 0.000
17 0.000 0.000 0.132 0.000 0.145 0.102 0.131 0.000 0.123 0.511 0.000 0.110 0.297 0.000 0.143
18 1.909 1.855 0.107 1.847 0.000 0.002 0.093 0.695 0.001 0.000 0.050 0.051 0.029 0.274 0.067
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.206 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 1.909 1.855 0.017 1.847 0.000 0.002 0.093 0.695 0.001 0.000 0.050 0.051 0.029 0.274 0.067
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.206 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
22 0.959 0.905 0.000 1.117 0.000 0.000 0.000 0.435 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
23 0.000 0.000 0.149 0.000 0.145 0.103 0.224 0.000 0.125 0.306 0.050 0.161 0.326 0.000 0.209
24 1.901 1.848 0.015 1.842 0.000 0.000 0.092 0.694 0.000 0.000 0.048 0.050 0.025 0.270 0.066
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.208 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
26 0.050 0.152 0.025 0.015 0.025 0.00022 0.460 0.025 0.000 0.150 0.000 0.148 0.111 0.091 0.063
27 0.050 0.152 0.025 0.015 0.025 0.00022 0.460 0.025 0.000 0.150 0.000 0.148 0.111 0.091 0.063
28 0.000 0.000 0.000 0.000 0.022 0.000 0.000 0.018 0.000 0.000 0.000 0.014 0.002 0.005 0.018
29 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.009 0.004 0.000 0.0004 0.008  0.0004 0.000 0.000 0.000 0.000
30 0.000 0.000 0.000 0.591 0.000 0.000 0.074 0.000 0.000 0.000 0.057 0.000 0.000 0.672 0.767
31 3.128 3.257 0.490 0.000 3.804 0.208 0.000 0.777 0.000 1.671 0.000 1.446 4.524 0.000 0.000
32 0.007 0.007 0.000 0.000 0.036 0.039 0.006 0.039 0.000 0.049 0.000 0.198 0.011 0.048 0.039
33 0.000 0.000 0.003 0.040 0.000 0.000 0.000 0.000 0.015 0.000 0.015 0.000 0.000 0.000 0.000
34 0.007 0.007 0.000 0.000 0.036 0.039 0.006 0.039 0.000 0.049 0.000 0.198 0.011 0.048 0.039
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1zelge 4. p JraroAlaron 1€ ucreigl tep 1me nizlarmin oksien a tarim osulu ve proses suresince aegisimi: Cgo= gm' , pH,=6.5, 1= , VR=U. m evam
Cizelge 4.21 pMK4: :aroA::aroH ile hiicrei¢i tepkime hizl ksijen ak kosul iiresince degisimi: Cg,=10 kg m>, pH,=6.8, T=37°C, Vx=0.5 dm® (devam)

LimOT LOT1 LOT2 MOT1 MOT2
(mmol g st™) (mmol g’ st™) (mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™)

R#

Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot

I 11 111 I 11 111 I 11 111 1 11 0 I 11 111

35 0 0.000 0 0.000 0.003 0.040 0 0.000 0.000 0 0.000 0.000 0.015 0.000 0.015 0.000 0.000 0.000 0.000
36 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.433 0.000 0.000 0.000 0.000 0.125 1.965 0.000 0.000 0.000
37 0.000 0.000 0.000 0.000 1.093 0.000 0.000 0.000 0.233 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
38 3.766 3.895 0.000 0.680 0.000 0.603 0.000 0.217 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
39 2.039 2.168 0.148 0.702 2.479 0.117 0.417 0.034 0.000 1.024 0.219 2.040 4.031 0.201 0.215
40 2.039 2.168 0.148 0.702 2.479 0.117 0.417 0.034 0.000 1.024 0.219 2.040 4.031 0.201 0.215
41 2.039 2.168 0.094 0.702 0.134 0.117 0.417 0.034 0.000 0.766 0.000 0.032 4.031 0.201 0.000
42 1.701 1.830 0.000 0.491 0.000 0.000 0.370 0.000 0.008 1.221 0.000 0.000 3.669 0.000 0.000
43 1.701 1.830 0.730 0.491 0.000 0.339 0.251 0.000 0.263 1.484 0.000 0.228 3.669 0.000 0.000
44 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
45 1.701 1.830 0.784 0.491 2.367 0.339 0.370 0.000 0.296 1.742 0.219 2.236 3.669 0.000 0.215
46 1.922 2.050 0.840 0.646 2.456 0.427 0.519 1.598 0.498 2.440 0.345 2.267 3.800 0.095 0.269
47 1.897 2.025 0.888 0.647 4.794 0.000 0.518 1.596 0.497 2.694 0.437 2.304 3.794 0.110 0.483
48 0.000 0.000 0.054 0.000 2.346 0.000 0.000 0.000 0.000 0.258 0.219 2.008 0.000 0.000 0.215
49 0.000 0.000 0.054 0.000 2.346 0.000 0.000 0.000 0.000 0.258 0.219 2.008 0.000 0.000 0.215
50 0.648 0.648 0.168 0.483 0.283 0.077 0.063 0.044 0.087 0.137 0.096 0.087 0.391 0.344 0.061
51 0.253 0.253 0.067 0.186 0.078 0.029 0.033 0.023 0.047 0.062 0.049 0.035 0.156 0.086 0.024
52 0.075 0.075 0.019 0.053 0.023 0.016 0.010 0.007 0.014 0.025 0.014 0.010 0.044 0.032 0.007
53 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.037 0.024 0.016 0.032 0.059 0.025 0.003 0.000 0.000 0.000
54 0.266 0.266 0.198 0.295 0.103 0.197 0.274 0.263 0.137 0.153 0.049 0.037 0.158 0.157 0.285
55 0.130 0.130 0.163 0.092 0.061 0.167 0.018 0.012 0.112 0.107 0.024 0.018 0.077 0.056 0.012
56 0.136 0.136 0.035 0.203 0.042 0.029 0.256 0.251 0.025 0.046 0.025 0.019 0.081 0.101 0.273
57 0.443 0.443 0.113 0.330 0.220 0.099 0.037 0.025 0.120 0.714 0.142 0.058 0.263 0.278 0.075
58 0.029 0.029 0.007 0.021 0.009 0.047 0.004 0.003 0.076 0.633 0.091 0.004 0.017 0.013 0.037
59 0.424 0.353 0.340 0.525 0.222 0.486 0.101 0.779 0.264 0.670 0.219 0.264 0.403 0.259 0.268
60 0.049 0.049 0.146 0.178 0.022 0.022 0.010 0.007 0.013 0.024 0.013 0.000 0.042 0.031 0.007
61 0.170 0.299 0.474 0.223 0.119 0.326 0.052 0.031 0.062 0.069 0.058 0.275 0.095 0.036 0.063
62 0.033 0.066 0.042 0.074 0.269 0.080 0.014 0.010 0.019 0.098 0.019 0.014 0.067 0.045 0.044
63 0.033 0.066 0.042 0.074 0.269 0.080 0.014 0.010 0.019 0.098 0.019 0.014 0.067 0.045 0.044
64 0.033 0.066 0.042 0.074 0.269 0.080 0.014 0.010 0.019 0.098 0.019 0.014 0.067 0.045 0.044
65 0.033 0.066 0.042 0.074 0.269 0.080 0.014 0.010 0.019 0.098 0.019 0.014 0.067 0.045 0.044
66 0.233 0.233 0.054 0.149 0.150 0.045 0.037 0.021 0.043 0.071 0.039 0.260 0.125 0.091 0.019
67 0.187 0.187 0.042 0.117 0.136 0.036 0.031 0.017 0.035 0.056 0.031 0.254 0.098 0.071 0.015
68 0.088 0.088 0.022 0.062 0.027 0.019 0.012 0.008 0.016 0.030 0.016 0.240 0.052 0.038 0.008
69 0.045 0.045 0.012 0.032 0.014 0.010 0.006 0.004 0.008 0.015 0.008 0.006 0.027 0.020 0.004
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1zelge 4. p JraroAlaron 1€ ucreigl tep 1me nizlarmin oksien a tarim osulu ve proses suresince aegisimi: Cgo= gm' , pH,=6.5, 1= , VR=U. m evam
Cizelge 4.21 pMK4: :aroA::aroH ile hiicrei¢i tepkime hizl ksijen ak kosul iiresince degisimi: Cg,=10 kg m>, pH,=6.8, T=37°C, Vx=0.5 dm® (devam)

LimOT LOT1 LOT2 MOT1 MOT2
(mmol g st™) (mmol g’ st™) (mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g’ st™)
R#
Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot
| 11 111 1 11 111 1 11 11 1 11 111 | 11 111
70 0.043 0.063 0.163 0.059 0.324 0.103 0.170 0.316 0.125 0.097 0.511 0.606 0.143 0.351 0.276
71 0.043 0.063  0.0163 0.059 0.324 0.103 0.170 0.316 0.125 0.097 0.511 0.606 0.143 0.351 0.276
72 0.012 0.014 0.010 0.189 0.254 0.043 0.000 0.091 0.080 0.078 0.587 0.380 0.213 0.251 0.083
73 0.012 0.014 0.010 0.189 0.254 0.043 0.000 0.091 0.080 0.078 0.587 0.380 0.213 0.251 0.083
74 0.042 0.042 0.000 0.030 0.000 0.000 0.125 0.004 0.001 0.014 0.008 0.000 0.025 0.018 0.000
75 0.190 0.190 0.049 0.151 0.143 0.003 0.002 0.001 0.003 0.005 0.010 0.023 0.113 0.169 0.018
76 0.190 0.190 0.000 0.151 0.143 0.003 0.002 0.001 0.003 0.005 0.005 0.000 0.169 0.113 0.000
77 0.000 0.000 0.663 0.298 0.652 0.270 0.000 0.000 0.670 0.192 0.626 0.655 0.000 0.075 0.710
78 0.447 0.705 0.308 0.578 0.235 0.303 0.606 0.829 0.278 0.907 0.236 0.068 0.888 0.346 0.100
79 0.065 0.065 0.017 0.046 0.020 0.014 0.009 0.006 0.012 0.022 0.012 0.009 0.039 0.028 0.006
80 0.110 0.110 0.028 0.078 0.034 0.024 0.015 0.088 0.077 0.037 0.020 0.015 0.065 0.048 0.010
81 0.091 0.091 0.023 0.064 0.028 0.020 0.013 0.086 0.074 0.031 0.017 0.013 0.054 0.039 0.008
82 0.091 0.091 0.023 0.064 0.028 0.020 0.013 0.086 0.074 0.031 0.017 0.013 0.054 0.039 0.008
83 0.000 0.000 0.000 0.017 0.084 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.087 0.000
84 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.578 0.057 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
85 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.030 0.000 0.000 0.000
86 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
87 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
88 8.793 9.050 0.000 0.000 0.000 0.000 0.512 2.186 0.000 0.000 0.000 0.000  13.356 0.000 0.000
89 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
90 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.041 0.000 0.000 0.071 0.623 0.086 0.000 6.640 0.351 0.000
91 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.228 0.000 0.000 0.034
92 0.000 0.000 0.000 2.107 0.000 0.000 0.537 0.839 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.242 1.261
93 0.000 0.000 0.000 0.000 0.034 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.006 0.000 0.000 0.004
94 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
95 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
96 0.022 0.022 0.000 0.000 0.085 0.000 0.008 0.002 0.004 0.000 0.000 0.003 0.000 0.000 0.000
97 0.174 0.174 0.044 0.140 0.138 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.007 0.021 0.103 0.162 0.061
98 0.000 0.000 0.000 0.000 0.021 0.000 0.119 0.000 0.034 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
99 0.000 0.000 0.730 0.000 0.021 0.339 0.000 0.000 0.288 0.263 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
100 0.086 0.086 0.022 0.061 0.026 0.018 0.012 0.008 0.016 0.029 0.016 0.012 0.051 0.037 0.008
101 0.115 0.115 0.029 0.081 0.035 0.065 0.016 0.011 0.092 0.662 0.107 0.016 0.068 0.049 0.045
102 0.071 0.071 0.018 0.051 0.022 0.015 0.010 0.007 0.013 0.024 0.013 0.010 0.042 0.031 0.007
103 0.071 0.071 0.018 0.051 0.022 0.015 0.010 0.007 0.013 0.024 0.013 0.010 0.042 0.031 0.007
104 0.108 0.108 0.028 0.077 0.033 0.064 0.015 0.010 0.091 0.660 0.106 0.015 0.064 0.047 0.044
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1zelge 4. p JraroAlaron 1€ ucreigl tep 1me nizlarmin oksien a tarim osulu ve proses suresince aegisimi: Cgo= gm' , pH,=6.5, 1= , VR=U. m evam
Cizelge 4.21 pMK4: :aroA::aroH ile hiicrei¢i tepkime hizl ksijen ak kosul iiresince degisimi: Cg,=10 kg m>, pH,=6.8, T=37°C, Vx=0.5 dm® (devam)

LimOT LOT1 LOT2 MOT1 MOT2
(mmol g st™) (mmol g’ st™) (mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™)
R#
Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot
I 11 111 I 11 111 I 1I 111 1 I 111 I 11 111

105 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
106 0.006 0.006 0.002 0.005 0.002 0.001  0.0009  0.0006 0.001 0.002 0.001  0.0009 0.004 0.003 0.0006
107 0.006 0.006 0.002 0.005 0.002 0.001  0.0009  0.0006 0.001 0.002 0.001  0.0009 0.004 0.003 0.0006
108 0.043 0.043 0.011 0.031 0.013 0.050 0.006 0.004 0.079 0.638 0.094 0.006 0.026 0.019 0.038
109 0.818 0.818 0.342 0.739 0.343 0.231 0.092 1.639 0.321 1.472 0.302 0.104 0.499 0.449 0.146
110 0.138 0.138 0.035 0.097 0.042 0.030 0.019 0.013 0.025 0.047 0.025 0.019 0.082 0.059 0.013
111 0.138 0.138 0.035 0.097 0.042 0.030 0.019 0.013 0.025 0.047 0.025 0.019 0.082 0.059 0.013
112 0.131 0.131 0.033 0.093 0.040 0.028 0.018 0.012 0.024 0.044 0.024 0.018 0.078 0.057 0.012
113 0.061 0.061 0.016 0.043 0.019 0.013 0.008 0.006 0.011 0.021 0.011 0.008 0.036 0.026 0.006
114 0.006 0.006 0.002 0.005 0.002 0.001  0.0009  0.0006 0.001 0.002 0.001  0.0009 0.004 0.003 0.0006
115 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
116 0.006 0.006 0.002 0.005 0.002 0.001  0.0009  0.0006 0.001 0.002 0.001  0.0009 0.004 0.003 0.0006
117 0.006 0.006 0.002 0.005 0.002 0.001  0.0009  0.0006 0.001 0.002 0.001  0.0009 0.004 0.003 0.0006
118 0.006 0.006 0.002 0.005 0.002 0.001  0.0009  0.0006 0.001 0.002 0.001  0.0009 0.004 0.003 0.0006
119 0.000 0.000 0.003 0.008 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 0.006 0.000 0.0009
120 0.045 0.045 0.012 0.032 0.014 0.010 0.006 0.004 0.008 0.015 0.008 0.006 0.027 0.020 0.004
121 0.201 0.201 0.051 0.142 0.062 0.043 0.028 0.019 0.037 0.068 0.037 0.028 0.119 0.086 0.019
122 0.201 0.201 0.051 0.142 0.062 0.084 0.028 0.019 0.108 0.691 0.123 0.028 0.119 0.086 0.053
123 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.002 0.000 0.000 0.023 0.000 0.000 0.000 0.022 0.000
124 6.114 6.822 4.056 0.000 5.661 2.322 1.378 0.000 1.642 5.522 0.770 0.000 22.771 1.178 2.610
125 0.000 0.000 0.000 3.611 0.000 0.000 0.000 0.170 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
126 2210 2.797 0.813 4.761 3.402 1.221 10.961 13.859 2718  12.039  14.955 3267 11952 19.272 7.488
127 0.534 0.534 0.907 2.597 3.325 0.936 0.906 0.839 0.585 2.867 0.219 2.693 9.277 0.242 1.510
128 9.130 9.130 2.152 8.635 3.600 1.155 1.777 2.816 1.292 3.501 1.200 4.820 7.256 2211 1.545
129 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
130 9.565 9.565 2.004 2.984 3.007 1.535 0.596 2.246 0.880 4.057 0.860 0.478  13.965 1.537 0.821
131 0.120 0.120 0.031 0.085 0.037 0.026 0.017 0.011 0.022 0.041 0.022 0.017 0.071 0.052 0.011
132 0.862 0.862 0.353 0.770 0.356 0.240 0.098 1.643 0.329 1.487 0.310 0.110 0.525 0.468 0.150
133 0.697 0.697 0.178 0.493 0.214 0.150 0.096 0.064 0.129 0.236 0.129 0.096 0.414 0.300 0.064
134 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
135 0.042 0.042 0.011 0.030 0.013 0.009 0.006 0.004 0.008 0.014 0.008 0.006 0.025 0.018 0.004
136 0.008 0.008 0.002 0.005 0.002 0.002 0.001  0.0007 0.001 0.003 0.001 0.001 0.005 0.003 0.0007
137 0.008 0.008 0.002 0.005 0.002 0.002 0.001  0.0007 0.001 0.003 0.001 0.001 0.005 0.003 0.0007
138 0.084 0.084 0.021 0.060 0.026 0.018 0.012 0.008 0.016 0.028 0.016 0.012 0.050 0.036 0.008
139 0.229 0.229 0.058 0.162 0.070 0.049 0.032 1.599 0.099 0.077 0.042 0.032 0.136 0.099 0.021
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Cizelge 4.21 pMK4::aroA::aroH ile hiicreigi tepkime hizlarimin oksijen aktarim kosulu ve proses siiresince degisimi: Cg,=10 kg m>, pH=6.8, T=37°C, Vx=0.5 dm® (devam)

LimOT LOT1 LOT2 MOT1 MOT2
(mmol g st™) (mmol g’ st™) (mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g’ st™)
R#
Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot Periyot
| 11 111 1 11 111 1 11 11 1 11 111 | 11 111

140 0.023 0.023 0.006 0.016 0.007 0.005 0.003 0.002 0.004 0.008 0.004 0.003 0.014 0.010 0.002
141 0.009 0.009 0.002 0.006 0.003 0.002 0.001 0.0008 0.002 0.003 0.002 0.001 0.005 0.004 0.0008
142 0.008 0.008 0.002 0.005 0.002 0.002 0.001  0.0007 0.001 0.003 0.001 0.001 0.005 0.003 0.0007
143 0.008 0.008 0.002 0.005 0.002 0.002 0.001  0.0007 0.001 0.003 0.001 0.001 0.005 0.003 0.0007
144 0.008 0.008 0.002 0.005 0.002 0.002 0.001  0.0007 0.001 0.003 0.001 0.001 0.005 0.003 0.0007
145 0.055 0.055 0.014 0.039 0.017 0.012 0.008 0.005 0.010 0.019 0.010 0.008 0.033 0.024 0.005
146 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
147 0.005 0.005 0.001 0.004 0.002 0.001  0.0007  0.0005 0.0009 0.002  0.0009  0.0007 0.003 0.002 0.0004
148 0.325 0.325 0.083 0.230 0.100 0.070 0.045 0.030 0.060 0.110 0.060 0.045 0.193 0.140 0.030
149 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
150 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.187 8.847

204



4.5.2 Metabolik tasarimlarin hiicre-i¢i tepkime hizlarina etkisi

Pilot-6l¢ek biyoreaktor sisteminde, dogal B. subtilis A263, pMK4::aroH tasiyan r-B.
subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 ve, pMK4.::aroA::aroH tasiyan
r-B. subtilis A263 i¢in, L-fenilalanin iiretimi agisindan optimum kosul olan MOT1
oksijen aktarim kosulunda biyoproses siiresince Olgiilen glukoz, hiicre, L-fenilalanin,
diger amino asitler ile organik asitlerin derisimlerinin kalma siiresi ile degisimleri
kullanilarak metabolik aki analizi yapilmistir. Hiicre ¢ogalma ve L-fenilalanin iiretim
profilleri dikkate alindiginda, hiicre ¢ogalmasinin log faz siireci ve L-fenilalanin
tiretiminin basladig1 periyot I (0<t<6 st), listel cogalma faz1 siireci periyot II (6<t<21 st)
ve lstel ¢cogalma fazinin sonu ayni zamanda da L-fenilalanin iiretiminin maksimum
degere ulastig1 periyot III (21<t<30 st) olmak iizere ii¢ nokta (t= 3 st, t=12 st ve t= 24
st) icin metabolik aki analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.22°de verilmistir.

Metabolik aki1 analiziyle asagidaki metabolik 6zellikler bulunmustur.

Glikoliz yolizinden pentoz fosfat yolizine baglanti L-fenilalanin’in iiretim prosesinde
glikoliz yolizi tepkime akilarinin kalma siiresi ile degisimi incelendiginde; glukozun
substrat olarak kullanilmasi nedeniyle glikoliz yolizindeki R1-13 numarali tepkimelerin
genel olarak aktif oldugu ve kalma siiresiyle tepkime akilarinin azaldigi ozellikle
periyot III’te glukoz tiiketim hizlarmin azalmasi nedeniyle glikoliz yolizi tepkime
akilarinin paralel olarak azaldig1 belirlenmistir. Niikleik asitlerin ve hiicre olusumunda
onemli girdi olan R5P pentoz fosfat yolizi i¢in dallanma noktasidir; F6P veya G6P’den
Gluc6P olusumunu takiben iiretilmektedir. Glikoliz yolizinden pentoz fosfat yolizine
baglanti dogal B.subtilis A263 ile periyot I’de G6P, periyot II icin G6P ve F6P ile
T3P’den , periyot III’te ise FO6P ile T3P den, pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile
periyot I i¢in F6P ile T3P, periyot II’de G6P ve F6P ile T3P den, periyot III'te ise
sadece F6P ile T3P den, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 ile periyot I, II ve III’te
F6P ile T3P den, pMK4::aroA.:aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile periyot II’de G6P,
periyot LIL, III i¢cin F6P ile T3P den tiretilmistir.

Glikoliz  yolizinden TCA dongiisine dallanma noktalar1 olan anaplerotik

reaksiyonlardan OA’dan Pyr’in sentezlendigi R37 tepkimesi pMK4.:aroA tasiyan r-B.
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subtilis A263 ile MOTI1 kosulu i¢in periyot I ve II’de aktif, Mal’dan Pyr’in
sentezlendigi R36 tepkimesi pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile periyot II ve
[IT’te, pMK4::aroA tastyan 1-B. subtilis A263 i¢in periyot [ ve II’de,
pMK4::aroA::aroH tasityan r-B. subtilis A263 i¢in ise periyot II ve III’te aktif olup
dogal B.subtilis A263 igin aktif degildir. Pyr’den OA’nin sentezlendigi R38 tepkimesi
dogal B.subtilis A263 i¢in periyot I, II ve III’te, pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263
icin periyot II ve III’te, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 i¢in periyot I[I’de aktif
olup pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 i¢in aktif degildir.

Glikoliz yolizinde AcCoA’nin sentezlendigi R13 tepkimesinin akisi dogal B.subtilis
A263 igin periyot I, pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ve pMK4::aroA tasiyan r-
B. subtilis A263 icin periyot I ve III’te, pMK4.::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263
icin periyot I’de sifir oldugu i¢in TCA dongiisii aktif degildir ve dongiideki dallanma
noktas1 metabolitleri aKG ve OA dongii disinda iiretilmistir. a-KG incelenen oksijen
aktarim kosullarinda R50, R55, R56, R58, R59, R64, R68, R72, R73 ve R79

tepkimeleriyle sentezlenmistir.

Toplam ATP iiretim akilar1 periyot I’de dogal B. subtilis A263, pMK4.:aroH tastyan r-
B. subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH
tastyan r-B. subtilis A263 icin sirasiyla 17.503, 20.122, 20.47, 28.429 mmol g st';
periyot [I’de 5.281, 16.058, 29.673, 30.129; periyot III’te ise 3.206, 0.887, 6.371, 9.455

mmol g st™tir.

Aromatik grup amino asitlerin yolizi tepkimeleri karsilastirlldiginda R70-74
tepkimelerinin akis1 kalma siiresiyle dnce artmakta sonra da azalmaktadir. Aromatik
amino asit yolizinin ilk tepkimesi olan PEP+E4P’den DAHP olusum R70 tepkime akis1
kalma siiresiyle Once artmig sonra da azalmistir. Dogal B.subtilis A263 igin R70
tepkimesinin akis1 periyot [I’de  periyot I degerinden yaklasik 1.8 kat, pMK4::aroH
tasiyan r-B. subtilis A263 icin 2.8 kat, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 i¢in 4.2
kat ve pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 icin ise 5 kat daha yiiksektir.
Aromatik amino asit yolizindeki kisitlayict basamaklardan sorumlu olan aroA ve aroH

genlerinin klonlanmasiyla bu yolizine giden tepkime akilarinin arttig1 ve darbogazlarin
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ortadan kalktig1 sOylenebilir. Kalma stiresiyle L-fenilalanin sentez tepkimesi R73’in
akis1 6nce artmis sonra da azalmistir. Dogal B.subtilis A263 i¢in R73 tepkimesinin akisi
periyot II’de periyot I degerinden yaklasik 1.1 kat, pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis
A263 i¢in 1.8 kat, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 i¢in 4 kat ve
pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 igin ise 7.5 kat daha yliksektir. Aromatik
amino asit yolizinde iiretimi gerceklesen tirozin iiretim tepkimesinin R74 akis1 ve
triptofan tiretim tepkimesinin R75 akis1 dogal B. subtilis A263, pMK4::aroH tastyan r-
B. subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 i¢in kalma siiresiyle
azalmistir ve periyot III’te tirozin ve triptofan {iretimi ¢ok azdir. pMK4.:aroA::aroH
tasiyan r-B. subtilis A263 i¢in ise periyot III’te tirozin ve triptofan {iretimi yoktur.
Boylece kalma siiresiyle sadece L-fenilalanin {iretimi degil, L-fenilalanin’in diger

aromatik  grup  amino  asitler  arasindaki = secimlilii = de = artmustir.
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Cizelge 4.22 Dogal ve li¢ r-B.subtilis A263 i¢in L-fenilalanin {iretiminde hiicreici tepkime hizlarinin oksijen aktarim kosulu ve proses

stiresince dagilimi: Cg,=10 kg m> , pH,=6.8, T=37°C, Vg=0.5 dm’

Dogal B.subtilis A263 pMK4::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 pMK4::aroA tasiyan r-B.subtilis A263 pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263
(mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™)
R
Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111 Periyot I Periyot 11 Periyot 111 Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111 Periyot I Periyot 11 Periyot 111

1 3.183 1.40 0.366 4.890 2.890 0.450 5.846 2.675 0.562 1.730 0.760 0.598
3 2.606 1.423 0.366 4.834 2.737 0.448 5.791 1.997 0.558 1.711 0.890 0.556
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 2.701 1.418 3.315 4.006 2.732 0.409 5.008 1.994 0.470 1.190 0.776 0.551
6 0.000 0.000 3.019 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
7 5.383 2.809 0.584 7.699 5.409 0.768 9.271 4.121 0.836 2.068 1.409 1.055
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 8.712 3.676 0.801 0.000 0.000 0.000
9 4916 2.721 0.516 6.966 5.311 0.740 0.000 0.000 0.000 1.931 1.322 0.959
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.178 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 1.482 0.985 0.000 0.499 2.107 0.141 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
12 0.000 0.000 0.357 0.000 0.000 0.000 0.000 0.671 0.000 0.000 0.000 0.000
13 0.704 0.000 0.000 0.000 4.766 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.741 2.331
14 0.522 0.110 0.000 0.000 0.145 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.194 0.000
15 0.522 0.110 0.000 0.000 0.145 0.000 0.000 0.671 0.000 0.000 0.194 0.000
16 0.125 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
17 0.000 0.000 0.069 0.797 0.000 0.038 0.752 0.000 0.086 0.511 0.000 0.110
18 0.125 0.049 0.003 0.008 0.079 0.018 0.046 0.250 0.017 0.000 0.050 0.051
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.206 0.000 0.000
20 0.125 0.049 0.003 0.008 0.079 0.018 0.046 0.250 0.017 0.000 0.050 0.051
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.206 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
23 0.000 0.049 0.072 0.805 0.079 0.056 0.798 0.250 0.103 0.306 0.050 0.161
24 0.117 0.048 0.003 0.000 0.078 0.018 0.038 0.249 0.016 0.000 0.048 0.050
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.208 0.000 0.000
26 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.150 0.000 0.148
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Cizelge 4.22 Dogal ve li¢ r-B.subtilis A263 i¢in L-fenilalanin {iretiminde hiicreici tepkime hizlarinin oksijen aktarim kosulu ve proses

siiresince dagilimi: Cgo=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, V=0.5 dm’ (devam)

Dogal B.subtilis A263 pMK4::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 pMK4::aroA tasiyan r-B.subtilis A263 pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263
(mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™)
R
Periyot 1 Periyot 11 Periyot II1 Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111 Periyot I Periyot 11 Periyot 111 Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111

27 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.150 0.000 0.148
28 0.061 0.050 0.010 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.014
29 0.000 0.000 0.000 0.038 0.000 0.014 0.000 0.000 0.010 0.008 0.0004 0.000
30 0.000 0.000 0.046 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.057 0.000
31 0.457 1.162 0.000 1.701 8.326 0.233 2.444 0.129 0.118 1.671 0.000 1.446
32 0.001 0.000 0.012 0.000 0.000 0.005 0.027 0.000 0.221 0.049 0.000 0.198
33 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.012 0.000 0.000 0.015 0.000
34 0.001 0.000 0.012 0.000 0.000 0.005 0.000 0.000 0.185 0.049 0.000 0.198
35 0.114 0.006 0.003 0.000 0.000 0.000 0.000 0.018 0.000 0.000 0.015 0.000
36 0.000 0.000 0.000 0.000 12.788 0.166 0.001 0.012 0.000 0.000 0.125 1.965
37 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.003 0.005 0.000 0.000 0.000 0.000
38 0.000 0.404 0.118 0.000 12.942 0.354 0.000 0.049 0.000 0.000 0.000 0.000
39 0.501 0.554 0.323 0.947 4.661 0.156 0.610 2.033 0.530 1.024 0.219 2.040
40 0.501 0.512 0.267 0.947 4.661 0.154 0.610 2.033 0.530 1.024 0.219 2.040
41 0.501 0.088 0.267 0.341 4.661 0.013 0.000 2.033 0.530 0.766 0.000 0.032
42 0.167 0.000 0.222 0.000 4.611 0.000 0.000 1.980 0.581 1.221 0.000 0.000
43 1.110 0.462 0.222 1977 4.611 0.000 2.170 2.018 1.085 1.484 0.000 0.228
44 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
45 1.110 0.86 0.222 2.750 4.611 0.141 2.780 2.018 1.085 1.742 0.219 2.236
46 1.328 0.915 0.223 3.139 12914 0.151 3.358 2.045 1.150 2.440 0.345 2.267
47 1.328 1.339 0.223 3.620 0.000 0.000 3.842 2.045 1.151 2.694 0.437 2.304
48 0.000 0.423 0.000 0.607 0.000 0.141 0.610 0.000 0.000 0.258 0.219 2.008
49 0.000 0.423 0.000 0.607 0.000 0.141 0.610 0.000 0.000 0.258 0.219 2.008
50 0.468 0.088 0.068 0.734 0.097 0.028 0.559 0.445 0.034 0.137 0.096 0.087
51 0.249 0.034 0.002 0.000 0.039 0.011 0.265 0.031 0.019 0.062 0.049 0.035
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Cizelge 4.22 Dogal ve li¢ r-B.subtilis A263 i¢in L-fenilalanin {iretiminde hiicreici tepkime hizlarin oksijen aktarim kosulu ve proses

siiresince dagilimi: Cgo=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, V=0.5 dm’ (devam)

Dogal B.subtilis A263 pMK4::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 pMK4::aroA tasiyan r-B.subtilis A263 pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263
(mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™)
R
Periyot 1 Periyot 11 Periyot II1 Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111 Periyot I Periyot 11 Periyot 111 Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111

52 0.074 0.010 0.00059 0.075 0.011 0.003 0.075 0.009 0.005 0.025 0.014 0.010
53 0.172 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.104 0.000 0.012 0.059 0.025 0.003
54 1.800 0.498 0.002 2.413 0.039 0.121 2.438 1.655 0.019 0.153 0.049 0.037
55 1.072 0.480 0.001 2.275 0.019 0.006 2.301 0.016 0.009 0.107 0.024 0.018
56 0.728 0.018 0.001 0.138 0.020 0.115 0.137 1.639 0.010 0.046 0.025 0.019
57 0.265 0.060 00.066 0.782 0.065 0.019 0.699 0.420 0.069 0.714 0.142 0.058
58 0.029 0.004 0.00023 0.030 0.0004 0.001 0.386 0.004 0.052 0.633 0.091 0.004
59 0.827 1.189 0.018 2.672 8..281 0.198 3.232 0.061 0.621 0.670 0.219 0.264
60 0.071 0.010 0.00057 0.072 0.011 0.003 0.097 0.009 0.005 0.024 0.013 0.000
61 0.333 1.121 0.003 2.167 0.047 0.186 2.296 0.080 0.536 0.069 0.058 0.275
62 0.103 1.089 0.0008 1.422 0.015 0.177 2.084 0.013 0.017 0.098 0.019 0.014
63 0.103 1.089 0.0008 1.422 0.015 0.177 2.084 0.013 0.017 0.098 0.019 0.014
64 0.103 1.089 0.0008 1.422 0.015 0.177 2.084 0.013 0.017 0.098 0.019 0.014
65 0.103 1.089 0.0008 1.422 0.015 0.177 2.084 0.013 0.017 0.098 0.019 0.014
66 0.230 0.032 0.002 0.745 0.031 0.009 0.213 0.067 0.519 0.071 0.039 0.260
67 0.185 0.025 0.001 0.699 0.024 0.007 0.167 0.061 0.516 0.056 0.031 0.254
68 0.087 0.012 0.0007 0.089 0.013 0.004 0.088 0.049 0.510 0.030 0.016 0.240
69 0.045 0.006 0.0003 0.046 0.007 0.002 0.046 0.006 0.003 0.015 0.008 0.006
70 0.037 0.044 0.035 0.055 0.156 0.074 0.074 0.310 0.119 0.097 0.511 0.606
71 0.037 0.044 0.035 0.055 0.156 0.074 0.074 0.310 0.119 0.097 0.511 0.606
72 0.059 0.065 0.011 0.069 0.122 0.064 0.074 0.306 0.115 0.078 0.587 0.380
73 0.059 0.065 0.011 0.069 0.122 0.064 0.074 0.306 0.115 0.078 0.587 0.380
74 0.042 0.006 0.0003 0.209 0.006 0.002 0.043 0.005 0.003 0.014 0.008 0.000
75 0.016 0.026 0.064 0.527 0.028 0.008 0.088 0.389 0.001 0.005 0.010 0.023
76 0.064 0.026 0.016 0.527 0.028 0.008 0.389 0.088 0.001 0.005 0.005 0.000
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Cizelge 4.22 Dogal ve li¢ r-B.subtilis A263 i¢in L-fenilalanin {iretiminde hiicreici tepkime hizlarinin oksijen aktarim kosulu ve proses

siiresince dagilimi: Cgo=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, V=0.5 dm’ (devam)

Dogal B.subtilis A263 pMK4::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 pMK4::aroA tasiyan r-B.subtilis A263 pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263
(mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™)
R
Periyot 1 Periyot 11 Periyot II1 Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111 Periyot I Periyot 11 Periyot 111 Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111

77 0.000 0.000 0.127 5.444 8.644 0.503 7.581 0.000 0.836 0.192 0.626 0.655
78 3.160 2.769 0.048 0.683 8.370 0.029 1.063 0.461 0.098 0.907 0.236 0.068
79 0.064 0.009 0.0005 0.066 0.010 0.003 0.065 0.008 0.005 0.022 0.012 0.009
80 0.109 0.058 0.044 0.111 8.286 0.005 0.111 0.014 0.008 0.037 0.020 0.015
81 0.090 0.055 0.043 0.092 8.284 0.004 0.092 0.011 0.006 0.031 0.017 0.013
82 0.090 0.012 0.0007 0.092 8.284 0.004 0.092 0.011 0.006 0.031 0.017 0.013
83 0.000 0.000 0.063 0.335 0.000 0.000 0.000 0.365 0.000 0.000 0.000 0.000
84 0.000 0.000 0.000 0.000 8.270 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
85 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.030
86 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
87 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
88 2.492 2.635 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.378 0.000 0.000 0.000 0.000
89 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
90 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.357 0.000 0.050 0.623 0.086 0.000
91 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.038 0.504 0.000 0.000 0.228
92 0.593 0.000 0.000 0.000 0.000 0.109 0.000 1.623 0.000 0.000 0.000 0.000
93 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.006
94 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
95 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
96 0.021 0.003 0.0002 0.532 0.000 0.000 0.000 0.003 0.000 0.000 0.000 0.003
97 0.000 0.024 0.064 0.511 0.026 0.007 0.071 0.387 0.000 0.000 0.007 0.021
98 0.000 0.000 0.000 0.167 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
99 0.944 0.462 0.000 2.144 0.000 0.000 2.170 0.000 0.000 0.263 0.000 0.000
100 0.085 0.012 0.0006 0.086 0.013 0.004 0.086 0.011 0.006 0.029 0.016 0.012
101 0.113 0.016 0.0009 0.116 0.017 0.005 0.473 0.014 0.058 0.662 0.107 0.016
102 0.071 0.010 0.0005 0.072 0.011 0.003 0.072 0.009 0.005 0.024 0.013 0.010
103 0.071 0.010 0.0005 0.072 0.011 0.003 0.072 0.009 0.005 0.024 0.013 0.010
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Cizelge 4.22 Dogal ve li¢ r-B.subtilis A263 i¢in L-fenilalanin {iretiminde hiicreici tepkime hizlarinin oksijen aktarim kosulu ve proses

siiresince dagilimi: Cgo=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, V=0.5 dm’ (devam)

Dogal B.subtilis A263

(mmol g st™)

pMK4::aroH tasiyan r-B.subtilis A263

(mmol g st™)

pMK4::aroA tasiyan r-B.subtilis A263

(mmol g st™)

pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263

(mmol g st™)

R
Periyot 1 Periyot 11 Periyot II1 Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111 Periyot I Periyot 11 Periyot 111 Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111
104 0.107 0.015 0.0008 0.109 0.016 0.005 0.466 0.013 0.057 0.660 0.106 0.015
105 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
106 0.006 0.00088 0.0005 0.007 0.001 0.0003 0.007 0.0008 0.0005 0.002 0.001 0.0009
107 0.006 0.00088 0.0005 0.007 0.001 0.0003 0.007 0.0008 0.0005 0.002 0.001 0.0009
108 0.043 0.006 0.0003 0.044 0.006 0.002 0.401 0.005 0.053 0.638 0.094 0.006
109 0.658 0.114 0.069 1.183 8.394 0.036 1.481 0.469 0.147 1.472 0.302 0.104
110 0.136 0.019 0.001 0.139 0.020 0.006 0.139 0.017 0.010 0.047 0.025 0.019
111 0.136 0.019 0.001 0.139 0.020 0.006 0.139 0.017 0.010 0.047 0.025 0.019
112 0.130 0.018 0.001 0.132 0.019 0.006 0.132 0.016 0.009 0.044 0.024 0.018
113 0.060 0.008 0.0004 0.061 0.009 0.003 0.061 0.007 0.004 0.021 0.011 0.008
114 0.006 0.00088 0.0005 0.007 0.001 0.00028 0.007 0.0008 0.0005 0.002 0.001 0.0009
115 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
116 0.006 0.00088 0.0005 0.007 0.001 0.00028 0.007 0.0008 0.0005 0.002 0.001 0.0009
117 0.006 0.00088 0.0005 0.007 0.001 0.00028 0.007 0.0008 0.0005 0.002 0.001 0.0009
118 0.006 0.00088 0.00005 0.007 0.001 0.00028 0.007 0.0008 0.0005 0.002 0.001 0.0009
119 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.00046 0.011 0.000 0.0007 0.000 0.002 0.000
120 0.045 0.006 0.0003 0.046 0.007 0.002 0.046 0.006 0.003 0.015 0.008 0.006
121 0.198 0.027 0.002 0.202 0.030 0.009 0.202 0.025 0.014 0.068 0.037 0.028
122 0.198 0.027 0.002 0.202 0.030 0.009 0.559 0.025 0.064 0.691 0.123 0.028
123 0.000 0.000 0.000 0.255 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.023 0.000 0.000
124 5.595 5513 0.066 15.276 0.000 0.989 17.623 0.000 2.167 5.522 0.770 0.000
125 0.000 0.000 0.000 0.000 8.471 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
126 6.873 1.198 1.381 5.967 3.418 0.232 5.690 11.969 1.592 12.039 14.955 3.267
127 2.647 2.423 0.222 6.211 4.611 0.423 6.929 3.717 2.102 2.867 0.219 2.693
128 4.648 1.865 0.761 7.329 14.203 0.183 7.301 6.839 2.258 3.501 1.200 4.820
129 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
130 3.105 2.785 0.239 6.326 8.763 0.538 8.669 0.803 0.427 4.057 0.860 0.478
131 0.119 0.016 0.0009 0.121 0.018 0.005 0.121 0.015 0.009 0.041 0.022 0.017
132 0.701 0.120 0.070 1.227 8.401 0.038 1.525 0.474 0.150 1.487 0.310 0.110
133 0.688 0.094 0.006 0.703 0.103 0.030 0.701 0.086 0.049 0.236 0.129 0.096
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Cizelge 4.22 Dogal ve li¢ r-B.subtilis A263 i¢in L-fenilalanin {iretiminde hiicreici tepkime hizlarinin oksijen aktarim kosulu ve proses

siiresince dagilimi: Cgo=10 kg m™, pH,=6.8, T=37°C, V=0.5 dm’ (devam)

Dogal B.subtilis A263 pMK4::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 pMK4::aroA tasiyan r-B.subtilis A263 pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263
(mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™) (mmol g st™)
R
Periyot 1 Periyot 11 Periyot II1 Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111 Periyot I Periyot 11 Periyot 111 Periyot 1 Periyot 11 Periyot 111

134 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
135 0.041 0.006 0.0003 0.042 0.006 0.002 0.042 0.005 0.003 0.014 0.008 0.006
136 0.008 0.001 0.000006 0.008 0.001 0.00032 0.008 0.0009 0.0005 0.003 0.001 0.001
137 0.008 0.001 0.000006 0.008 0.001 0.00032 0.008 0.0009 0.0005 0.003 0.001 0.001
138 0.083 0.011 0.0006 0.085 0.012 0.004 0.085 0.010 0.006 0.028 0.016 0.012
139 0.226 0.074 0.045 0.231 8.304 0.010 0.230 0.028 0.016 0.077 0.042 0.032
140 0.023 0.003 0.0001 0.023 0.003 0.0009 0.023 0.003 0.002 0.008 0.004 0.003
141 0.009 0.001 0.00007 0.009 0.001 0.0004 0.009 0.001 0.0006 0.003 0.002 0.001
142 0.008 0.001 0.00006 0.008 0.001 0.0003 0.008 0.0009 0.0005 0.003 0.001 0.001
143 0.008 0.001 0.00006 0.008 0.001 0.0003 0.008 0.0009 0.0005 0.003 0.001 0.001
144 0.008 0.001 0.00006 0.008 0.001 0.0003 0.008 0.0009 0.0005 0.003 0.001 0.001
145 0.054 0.007 0.0004 0.056 0.008 0.002 0.055 0.007 0.004 0.019 0.010 0.008
146 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
147 0.005 0.00069 0.00004 0.005 0.0007 0.0002 0.005 0.0006 0.0004 0.002 0.0009 0.0007
148 0.321 0.044 0.003 0.328 0.048 0.014 0.327 0.040 0.023 0.110 0.060 0.045
149 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
150 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 26.079 3.895 0.000 0.000 0.000
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5. TARTISMA VE YORUM

“Reaksiyon miihendisligi prensipleriyle rekombinant L-fenilalanin iiretimi icin
biyoproses gelistirilmesi” konulu yiiksek lisans arastirma programi kapsaminda, birinci
aragtirma programinda aromatik amino asit yolizinin birinci tepkimesini katalizleyen
DAHP sentetaz enzimini kodlayan aroA geni ile, korizmat mutaz enzimini katalizleyen
aroH genini birlikte tasiyan rekombinant plasmid tasarimi igin alternatif metabolik
mithendislik tasarimlar1 yapilmistir. aroA gen dizininin aroH gen dizininin Oniine
entegre edilmesi i¢in olusturulan Tasarim-1 ve 2 “iki-gen sistemi” klonlanma
stratejisinde pUC19’a klonlama, iki-gen sistemi biiyiik oldugundan (Tasarim-1) ve
kiigiiltiildiigii halde (Tasarim-2), iki-gen sisteminin biilyiikliigii plasmid biiyiikliigline
kiyasla yeterli kiiciiltiilemedignden pozitif sonu¢ vermemistir.  Bu sonug¢ ve
degerlendirme {izerine Tasarim-3 yapilarak, “aroA ve aroH genlerinin birer-birer
klonlamas1” ile pUC19’da iki-gen sistemi olusturulmus; ikinci asamada da E.coli-
B.subtilis shuttle-plasmide klonlanarak pMK4::aroA::aroH tasiyan  r-B.subtilis
gelistirilmigtir. Paralel bir programla ise tek-gen pMK4::aroA tasiyan r-B.subtilis
gelistirilmis; daha Once arastirma grubumuzda gelistirilen tek-gen pMK4::aroH
(Ozgelik vd. 2004) tastyan B.subtilis ile birlikte kiyaslama amaciyla kullanilmistir.
Ikinci arastirma programinda, gelistirilen iki-gen tasiyan r-Bacillus subtilis A263 ile
tanimlanmus iiretim ortamu kullanilarak mikrobiyolijik hava filtreli, kesikli, Vg=110 cm’
calisma haciml laboratuvar dlgekli biyoreaktérlerde, T=37 °C, N=200 dk™ ve pH¢=7.0
isletme kosullarinda L-fenilalanin iiretim performanst incelenmistir. Arastirmanin
liclincli programinda olusturulan bes farkli oksijen aktarim kosulunda pilot 6lcek
biyoreaktorlerde oksijen aktariminin L-fenilalanin {iretimine etkisi sistematik bir
programla incelenmistir. Arastirmanin dordiincli programinda, bulunan en iyi oksijen
aktarim kosulunda, pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis, pMK4::aroA tasiyan r-
B.subtilis ile pMK4::aroH tasiyan B.subtilis ile deneyler yapilarak aromatik amino asit
yolizine ve L-fenilalanin iiretimine etkileri arastirilmistir. Yukaridaki iki programin
verileri kullanilarak, sirasiyla, oksijen aktariminin iki-gen tasiyan r-B.subtilis hiicreici
tepkime hizlarmma ve, aromatik amino asit yolizi tepkimelerinin hizlarinin artigsina
etkileri dogal ve {i¢ r-B.subtilis A263 ile biyokimyasal reaksiyon miihendisligi

prensipleriyle metabolik aki analizi yapilarak incelenmistir.
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5.1 L-Fenilalanin Uretimi i¢cin Rekombinant Mikroorganizma Gelistirilmesi

Aromatik amino asit yolizinde DAHP sentetaz (gen: aroA) ve korizmat mutaz (gen:
aroH) enzimlerinin katalizledigi rekombinant L-fenilalanin {iretiminde kisitlayic
tepkimeler olarak belirlendiginden (Ozgelik vd. 2004), bu konumlara yénelik
rekombinant-Bacillus subtilis ve biyoproses gelistirilmesi arastirma programinin temel
amacint olusturmaktadir. Metabolik miihendislik arastirma programinin hedefi
dogrultusunda gelistirilen pMK4::aroA::aroH tasiyan rekombinant Bacillus subtilis ile
L-fenilalanin yolizi tepkimelerinin akilarinin dolayisiyla L-fenilalanin verim ve
secimliliginin artis1 amaglanmistir. Rekombinant mikroorganizma gelistirilmesi
amactyla ilk olarak DAHP sentetaz enzimini kodlayan aroA ve korizmat mutaz
enzimini kodlayan aroH gen dizinleri kullanilarak iki-gen sistemi olusturmak amactyla
alternatif ileri ve geri primerler tasarlanmistir. Iki-gen sistemi iki asamada plasmide
klonlanarak r-B.subtilis gelistirilmesi amaglanmuis; ancak, biyiikligiiniin plasmid
biiytikliigiine yakin olmasi nedeniyle klonlama ger¢eklesmemistir. Bu asamada aroA ve
aroH genlerinin birer-birer klonlamasi ile r-B.subtilis gelistirilmistir. Bacillus subtilis
NRRL-NRS1315’in kromozamal DNA’s1 PCR tepkimesinde kalip olarak kullanilarak
tasarlanan ileri ve geri primerler yardimiyla aroA geni optimum isletim kosullari
bulunan PCR tepkimeleri ile sentezlenmistir. E.coli plasmidi olan pUC19’un molekiil
agirh@ginin  kiiciik ve klonlama sonrasi belirlenmesinin  kolay ve kisa siirede
yapilabilmesi nedeniyle klonlamanin 6nce bu plasmide yapilmasma karar verilmistir.
PCR tepkimesi ile sentezlenen aroA geninin pUC19 ve pUC19::aroH (Ozgelik vd.
2004) plasmidlerine klonlanabilmesi i¢in, gen ve plasmid tasarlanan primerlerin ug
konumlarinda olan Sall restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Klonlama tepkimesinin
(ligasyon) gerceklesme olasiligini arttirmak igin bu tepkimenin girdileri olan gen ve
plasmidin  derisimleri  gen/plasmid oram1 arttirilarak  (G/V=3-5) tepkimeler
gerceklestirilmistir. T4 DNA ligaz enzimi katalizorliiglinde T=22°C, t=16 st siiren
tepkime ile G/V=3 oraninda basarili bir sekilde klonlanmig ve plasmid DNA
izolasyonunun kolay olmasi nedeniyle E.coli XLI-Blue’ya aktarilmigtir. aroA geni
pUC19 ve pUC19::aroH plasmidlerinden kesilip ayrilarak kopyalama sayis1 yiiksek
olan pMK4 ve pMK4::aroH Bacillus-E.coli shuttle plasmidlerine sub-klonlama

yapilmis ve E.coli XLI-Blue’ya transforme edilmistir. aroA geninin dogru klonlandigi
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saptandiktan sonra Bacillus subtilis A263’e elektroporasyon yontemi ile transforme
edilerek, pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis ve pMK4::aroA tasiyan r-Bacillus

subtilis gelistirilmistir.

SCI’¢e taranan hakemli dergilerde L-fenilalanin iiretimine iliskin ¢aligmalarda
rekombinant mikroorganizma gelistirilmesi ile ilgili Corynebacterium glutamicum,
Brevibacterium lactofermentum, Escherichia coli ve Bacillus subtilis kullanilmistir
(Ozaki vd. (1985), Forberg and Haggstrom (1987), Konstantinov vd. (1990), Ito vd.
(1990a); (1990b), Ikeda vd. (1992); (1993), Flores vd. (1996), Takagi vd. (1996),
Weikert vd. (1998), Ozgelik vd. (2004)) (Cizelge 2.8). Ozellikle L-glutamik asit
tiretiminde kullanilan gram-pozitif Corynebacterium glutamicum ve Brevibacterium
lactofermentum tiirii bakterilerin mutantlari ile, sirasiyla, Kyowa Hakko Co (Japonya)
ile Ajinomoto Co. (Japonya)‘da  rekombinant DNA tekniklerinin kullanilmasi ile
yapilan ilk 6nemli ¢alismalardan sonra, genomu belirlenen ilk bakteri olmasi1 nedeniyle
Escherichia coli ile L-fenilalanin {iretimine iliskin ¢aligmalar yogunluk kazanmistir.
Bununla birlikte Bacillus subtilis ile L-fenilalanin tiretimi rekombinant mikroorganizma
gelistirilmesine yonelik iki ¢alisma yer almaktadir; bunlardan biri patenttir (Kurahashi
vd. 1896) ve patentte hedef gen ve hangi genin klonlanacagi belirtilmemistir. Diger
calisma arastirma grubumuzda yapilmistir (Ozcelik vd. 2004); aromatik amino asit
yolizinde L-fenilalanin iiretiminde verim ve se¢imliligini artirmak amaciyla
biyokimyasal reaksiyon miihendisligi prensipleriyle aromatik amino asit yolizinde
darbogaz olusturan tepkimeler belirlenmis ve birincil darbogaz olarak belirledikleri
korizmattan prefenat olusum tepkimesini katalizleyen enzimden sorumlu aroH geni

klonlanarak pMK4::aroH tasiyan r-Bacillus subtilis gelistirilmistir.

Aromatik amino asit yolizindeki hedef tepkimelerden sorumlu genlerin klonlanmasiyla
gelistirilen pMK4::aroA tasiyan r-Bacillus subtilis A263 ve iki-gen sistemini igeren
pMK4::aroA::aroH tasiyan r-Bacillus subtilis A263 ile pMK4::aroH tasiyan r-Bacillus
subtilis A263’iin L-fenilalanin iiretim performanslari pilot-6lgek biyoreaktor sisteminde
karsilastirmali olarak incelenmistir. Ucg rekombinant Bacillus subtilis ile L-fenilalanin
tiretim performanslarinin dogal Bacillus subtilis A263 ile kiyaslandiginda arttigi

bulunmustur. Ancak ii¢ rekombinant B.subtilis birbiriyle kiyaslandiginda, yolizindeki
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hedef iki genden biri olan aroH geninin klonlanmasiyla gelistirilen pMK4::aroH
tastyan r-Bacillus subtilis A263 ile en yiiksek L-fenilalanin derisimi Cyne=0.34 kgm™
olurken (Ozgelik 2004); aromatik amino asit yolizindeki ikinci hedef gen olan aroA
geninin klonlanmasiyla gelistirilen pMK4::aroA tasiyan r-Bacillus subtilis A263 ile, ve
pMK4::aroA::aroH tasiyan r-Bacillus subtilis A263 ile L-fenilalanin {iretimi, sirasiyla,
0.85 kgm™ ve 1.56 kgm™’e ¢ikmustir. Bdylece aroA geninin klonlanmast ile aromatik
amino asit yolizine giren molekiiller E4P ve PEP akilar1 artmakta, aroH geninin
klonlanmas1 ile de L-fenilalanin yolizindeki hiz kisitlayici tepkimenin katalizorii olan
enzimin derisimi artirilarak yolizi tepkime hizlar1 arttirilmaktadir. Sonug olarak,
metabolik  miihendislik  tasarimi  iki-gen  igeren  rekombinant  plasmid

pMK4::aroA::aroH ile aragtirma programinin temel amaci gergeklestirilmistir.

5.2 pMK4::aroA::aroH Tasiyan r-B.subtilis ile L-Fenilalanin Uretimine Oksijen

Aktariminin Etkisi

Uciincii  arastirma programinda, Vz=0.550 dm’ hacimli, mekanik karigtirmali, pH,
sicaklik, ¢ozlinmiis oksijen ve karigirma hizi kontrollu pilot-6lgekli  kesikli
biyoreaktorlerde pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile L-fenilalanin
tiretiminde oksijen aktarim etkileri Qo/Vr=0.2, 0.35 ve 0.5 vvm hava giris hizlarinda,
N=500 ve 750 dk™' karistirma hizlarinda olusturulan bes oksijen aktarim kosulunda
incelenmis ve oksijen aktariminin glukoz tiikketimini, mikroorganizma derisimini, iiriin
verimini ve yan-liriin olusumunu, hiicrei¢i metabolik yolizlerini ve akilarin dagilimini
etkiledigi bulunmustur. Oksijen aktariminin etkisinin incelendigi deneylerde ortama
mikroorganizma asilanmadan once (t<0 st’te) Ky ay, mikroorganizma asilandikttan sonra
oksijen aktarim katsayis1 Kya, artma faktorii E (=Kya/Kja), oksijen tliketim hizi —rg
(OUR), oksijen aktarim hizi (OTR), Damkohler sayist (Da), ve etkinlik katsayist (1)
degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Pilot dlgek biyoreaktor sistemlerinde uygulanan bes oksijen aktarim kosulunda kalma

stiresine kars1 pH, Co, Cx, Cg, Cphe degisimleri incelendiginde, her parametre i¢in 6zgiin

bir geometrik yeri olan karakteristik egri ailesi olustugu, her egri ailesi iginde farkl

217



oksijen aktarim kosullarinin egri ailesi i¢inde incelenen degiskenin t ile degisimini
veren farkli egriler olusturdugu, sonug olarak tasarlanan:

1) Qo/Ve=0.2 vvm, N=750 dk"' : LimOT

2) Qo/Vr=0.35 vvm, N= 500 dk' : LOT1

3) Qo/Vr=0.35 vvm, N= 750 dk' : LOT2)

4) Qo/Vr=0.5 vvm, N=500dk" : MOT1

5) Qo/Vr=0.5 vvm, N=750dk": MOT2

oksijen aktarim kosullarinin biyoreaktérde L-fenilalanin iiretimine pertiirbasyon etkisi
yaptig1 bulunmustur. Oksijen aktarim kosuluna bagli olarak pH once belli bir kalma
siiresine kadar farkli hizlarda azalmis; prosesin t=24 st’inden sonra t ile degisim
gbézlenmemistir. Coziinmils oksijen  derisimi LOT2 ve MOTI oksijen aktarim
kosullarinda t=1.5 st’de sifira ulasmis ve diger oksijen aktarim kosullar1 gibi t=12 st’den
sonra oksijen derisimlerinde artis gdzlenmis; biyoprosesin t=21 st’ inden sonra hiicreler
durgunluk fazina girdikten sonra derisim degismemistir. Bu iki kosulda ¢Oziinmiis
oksijen derisimlerinin sifira ulasmasi, hiicre ¢ogalmasi ve L-fenilalanin iiretimi i¢in
oksijen ihtiyacinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Oksijen aktarim kosuluna gore
substrat tiiketim hiz1 ve hiicre ¢ogalma hiz1 farkliliklar gostermektedir. Diisiik oksijen
aktarim kosullarinda L-fenilalanin iiretiminin de diisiikk oldugu ve oksijen aktarim
hizinin artmasiyla L-fenilalanin {iretim hizinin arttigi bulunmustur. L-fenilalanin
tiretiminin maksimum oldugu oksijen aktarim kosulu MOT1’dir. MOT1 kosulunda
maksimum L-fenilalanin {iretimine ulasildiginda, oksijen derisimi degismemekte, pH
yaklagik sabit olmakta ve mikroorganizma durgunluk fazinda bulunmaktadir. En iyi
oksijen aktarim kosulu MOTT i¢in deney sonuglarin tekrar edilebilirligi arastirilmastir.
L-fenilalanin, hiicre, glukoz, ¢6zlinmiis oksijen ve pH degerleri hata pay1 en ¢ok + %]l
olarak belirlenmistir. LimOT oksijen aktarim kosulunda hiicre derisimi ve paralel
olarak L-fenilalanin derisimi artmis; ancak laboratuvar Olgekteki L-fenilalanin
iiretiminden daha diisilk oldugu bulunmustur. LOT1 ve LOT2 oksijen aktarim
kosullarinda ise hiicre derisimi ve L-fenilalanin {iretiminin LimOT oksijen aktarim
kosuluna gore daha yliksek oldugu belirlenmistir. MOT2 oksijen aktarim kosullunda
hiicre ve L-fenilalanin derisimi L-fenilalanin {iretimi agisindan optimum kosul olan

MOT?2 oksijen aktarim kosulluna gore daha diistiktiir. Biyoreaktérde N=500 ve N=750
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dk! karigtirma hizlari i¢in, hava giris hizinin artisiyla L-fenilalanin iiretimi artarken,
Qo/Vr=0.35 ve 0.5 vvm hava giris hizlarinda karistirma hizlarinin artirilmasiyla L-

fenilalanin iiretimi azalmistir.

Arastirma grubuzda yapilan onceki calismada (Ozgelik vd. 2004, Ozgelik 2003)
pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile L-fenilalanin iiretimine oksijen aktariminin
etkisi aragtirilmis, oksijen aktarim hizinin artistyla L-fenilalanin tiretim hizinin arttig
bildirilmistir. Ozgelik vd. (2004) Q¢/Vr=0.35 vvm, N=750 dk' oksijen aktarim
kosulundan maksimum L-fenilalanin derisimi olan Cp,=0.34 kgm'3 degerine
ulasmuglardir. Ozgelik (2003), Kia degerinin genel olarak hava giris hizimin artiyla
fazla degismedigini, ancak karigtirma hizinin artisiyla belirgin bir sekilde arttiginmi
bildirmistir. Oksijen tiikketim hizi (OUR) incelenen oksijen aktarim kosullarinda kalma
siiresiyle 0nce artmakta sonra da azalmaktadir. Artma faktorii E genelde 1’den biiyiik
degerlere sahiptir. Damkohler sayis1 (Da) genelde 1’den kiigiik olarak hesaplanmis ve
prosesin biyokimyasal tepkime kisitlamali oldugu sonucuna ulagilmistir. Arastirma
grubumuzda Bacillus tiirii mikroorganizmalarla yapilan énceki ¢alismada (Ozgelik vd.
2004, Ozgelik 2003) icin bulunan verim katsayilar1 ile L-fenilalanin prosesi sonuglari
mertebede olarak uyumlu oldugu bulunmustur. Shu ve Liao (2002) Corynebacterium
glutamicum ile L-fenilalanin iiretiminde oksijen aktarim hizin1 artirarak {iriin
inhibisyonunu azaltmay1 basardiklarini bildirmislerdir. Corynebacterium glutamicum ile
iiretim ortamina farkli baslangi¢ derisimlerinde L-fenilalanin eklemisler ve farkhi
karistirma hizlarinda L-fenilalanin tiretim kinetigini incelemislerdir. Sonu¢ olarak
baslangi¢ L-fenilalanin derigimini optimize ederek ve oksijen aktarim hizinin artirtlmasi

ile iirlin inhibisyonunun azaldig1 ve L-fenilalanin tiretiminin de arttigin1 bildirmislerdir.

Oksijen aktarim kosuluna bagli olarak biyoreaktorde kalma siiresiyle hiicre-disina
aktarilan amino asitler ile organik asitler ve maksimum derisimleri Cizelge 4.13°de
verilmistir. Incelenen oksijen aktarim kosullarinda L-fenilalanin yaninda aspartik asit,
glutamik asit, asparajin, glisin ve; organik asitlerden ise o-ketoglutarik, glukonik,
formik, sitrik, maleik, malik, okzalik, piriivik, laktik asitlerin {iretim ortamina aktarildig1

bulunmustur. Proses siiresince ortama aktarilan maksimum toplam amino asit derisimi
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L-fenilalanin iiretimi agisindan optimum kosul olan MOT1’de Caa=1.751 kgm'3, en
diisiik derisim ise LOT2’de Caa=0.892 kgm'3’dir. Proses suresince ortama aktarilan
toplam organik asit en yiiksek derisimi MOT2’de Coa=1.527 kg m™, en diisiik LOT’de
Coa=0.550 kg m™, en iyi oksijen aktarim kosulu MOT1’de ise 1.379 kg m™"dir.

Oksijen aktarim karakteristikleri

pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis ile L-fenilalanin {retiminde farkli oksijen
aktarim kosullarinda {iretim prosesi siiresince oksijen aktarim parametreleri
hesaplanmistir (Cizelge 4.14). incelenen oksijen aktarim kosullarinda L-fenilalanin ve 1-
B.subtilis profilleri dikkate alinarak biyoproses ii¢ periyota ayrilmistir. MOT1 isletim
kosullunda Kja degerleri periyot II’de bdlgesinde ¢Oziinmiis oksijen derisimi sifir
oldugu icin prosesin basinda (t=0.5 st) ve t>12.st’ten sonra belirlenebilmistir. LimOT,
LOTI1 LOT2 kosullarinda MOT1 ve MOT2 kosullar igin ise Once artmakta sonra da
azalmaktadir. Her periyotta hiz kisitlayict basamagin belirlenebilmesi i¢cin OD ve
OTRmaks degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.14). Oksijen aktarim parametrelerinden bir
digeri olan oksijen tliketim hizinin (-rp), incelenen farkli oksijen aktarim kosullarinda,
biyoprosesin ilk periyotunda OTR’den biiyiik degerlere sahip iken biyoprosesin diger
periyotlarinda farklilik gostermektedir. —to ve OTR degerleri mertebe olarak uyumlu
olup LimOT, LOT1, LOT2, MOT1 ve MOT2 kosullarinda pMK4::aroH tasiyan r-
B.subtilis A263 ile gergeklestirilen deney seti verileri kullanilarak hesaplanan —ro
degerleri ile ayn1 kosullarda pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile elde
edilen —to degerleri mertebe olarak uyumludur. Kimyasal tepkimeli kiitle aktarim
hizinin maksimum fiziksel kiitle aktarim hizina orani olarak tanimlanan artma faktorii E
(=Kra/Krap) incelenen tiim oksijen aktarim kosulunda 1’den biiyiiktiir. Bu durum,
biyoreaktorde gerceklesen oksijen tiiketim hizinin kiitle aktarim hizinda artmaya neden
oldugunu gostermektedir. Boyutlar1 film tabakasi mertebesinde olan mikroorganizma
tanecikleri de kimyasal tepkimeli kiitle aktarim hizinin artisina destek olabilmektedir

(Beenackers 1993).

Maksimum oksijen tiiketim hizinin maksimum kiitle aktarim hizina orani olarak

tanimlanan Damkohler sayist (Da) (Calik vd. 2000) ile oksijen tiiketim hizinin
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maksimum oksijen tiiketim hizina orani olarak tanimlanan etkinlik katsayis1 (77) (Calik

vd. 2000) baz1 peryotlarda oksijen tiiketim hizinin veya tiiketilen oksijen basina hiicre
veriminin bulunamamasindan dolayr hesaplanamamistir (Cizelge 4.14). Da sayisi
LimOT, LOT1, LOT2 ve MOT2 (III periyot) ve MOT]1 (periyot II) isletim kosulunda
Yx/o verim katsayisinin sifir olmasi nediyle hesaplanamamigtir. Da igletim kosulluna
gore farklihik gostermektedir. LimOT, LOT1, MOTI ve MOT2 oksijen aktarim
kosullart i¢in periyot I’de 1’den kii¢iikk degerlere sahiptir. Oksijen aktarim
kisitlamasinin etkin oldugu bu periyotta ¢oziinmiis oksijen derisimi hizli bir sekilde
azalmaktadir. Periyot [I’de ise LimOT, LOT1 ve LOT2 kosullari i¢in Da sayis1 mertebe
olarak uyumludur. L-fenilalanin iiretimi i¢in en iyi kosul olan MOT]1 igin periyot I’de
oksijen aktarim kisitlamali iken periyot III'te kiitle aktarim kisitlamalidir. LimOT,
LOT1, LOT2, MOT1 ve MOT2 kosullarinda pMK4::aroH tastyan r-B.subtilis A263 ile
gerceklestirilen deney seti verileri kullanilarak hesaplanan Da sayisal degerleri ile ayni
kosullarda pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile elde edilen Da sayisal
degerleri mertebe olarak uyumludur. Etkinlik katsayilari ise 0.004-0.99 degerleri
arasindadir. Sekil 4.23 incelendiginde ¢6ziinmiis oksijen derisimi prosesin ilk 3 saati
icerisinde hizla azaldigindan oksijen tiikketim hizt maksimum oksijen tiikketim hizina
yakin oldugu igin etkinlik katsayisi ilk periyotlarda 1’e yakin degerlerdedir. Ilerleyen
periyotlarda oksijen tiiketim hizinin azalmasi ve maksimum oksijen tiiketim hizinin

artmastyla etkinlik katsayis1 (77 <1) sifira yakin degerlerdedir. MOT1 kosulu i¢in periyot
I’de etkinlik katsayisi 0.99 iken periyot III’te bu deger 0.004 tiir.

L-fenilalanin {retiminde arastirilan oksijen aktarim kosullar1 icin deney verileri
kullanilarak sirasiyla tiiketilen substrat ve oksijen bagina iiretilen hiicre verimi (Yxs,
Yx0) ile tiiketilen substrat ve olusan hiicre bagina L-fenilalanin verimi (Yps, Yp/x)
hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.15°de verilmistir. Cizelge 4.15°te hesaplanan verim
katsayist Yp/s ayn1 zamanda tepkime girdisine gore iiriin se¢imliligini tanimlamaktadir.
Incelenen bes oksijen aktarim kosulunda, hiicrenin durgunluk fazina girmesinden ve
substrat tiikketim hizinin azalmasindan dolay1, Yx/s kalma siiresinin artisiyla genel olarak
azalmakta ve en yiiksek degere (Yxs=2.24) L-fenilalanin iiretimi i¢in en iyi olan
MOTT1 kosulunda ulasilmistir. Tiiketilen oksijen basina hiicre verimi ise Cizelge 4.14

‘deki —ro degerlerinden yararlanilarak hesaplanmistr. Diisiik  ¢0ziinmiis oksijen
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derisimlerinde oksijen tiiketim hizinin (—roy hesaplanamamasi ve hiicrenin durgunluk
fazina girmesi ile rx degerlerinin sifira esit olmasi nedeniyle Yx/o verim katsayisi degeri
genelde sifira esittir. LimOT kosulu i¢in  periyot II’de Yx/o degeri 0.02, LOT2 kosulu
icin 0.03, MOT?2 i¢in 0.37 olarak belirlenmistir. Hiicre basina L-fenilalanin verim
katsayist Yp/s incelendiginde, periyot I’den ve periyot II’ye artmaktadir; periyot III’te
ise LimOT ve LOT2 kosullari i¢in genelde kalma siiresiyle arttigi, LOT1 ve MOT2’de
ise hiicrelerin durgunluk fazina girmesinden dolay1 biyoprosesin sonlarina dogru sifir

oldugu bulunmustur. En yiiksek Yp/x degerine (31.00) MOT1 kosulunda ulasilmistir.

Arastirma grubumuzda Bacillus tiirii mikroorganizmalarla yapilan diger arasirmalar
(Calik vd. 2000) i¢in bulunan verim katsayilar1 ile L-fenilalanin tiretim prosesi sonuglari

mertebe olarak uyumludur.

Metabolik aki analizi

Bu yiiksek lisans ¢aligmasi kapsaminda yapilan metabolik aki analizi, literatiirde L-
fenilalanin {iretimi ile ilgili yapilan ¢alismadan (Ozcelik vd. 2004) sonra yapilan ikinci
calisma olmaktadir. (Calik 1998, Calik ve Ozdamar 2002) tarafindan serin alkali proteaz
tiretimi igin gelistirilen Bacillus licheniformis igin 105 metabolit ve 147 tepkimeden
olusan matematik model, Bacillus subtilis i¢cin modifiye edillerek kullanilmistir.
Metabolik aki analizi Bacillus subtilis’te oksijen aktarim kosullarina bagli olarak
molekiiler oksijenin merkez dongii ve yolizlerindeki tepkimelerin hizlarini belirgin bir

sekilde etkiledigini gostermistir.

Hiicreigi tepkime hizlarimin (akilarinin) pMK4::aroA::aroH tasiyan r-Bacillus subtilis
A263 i¢in ¢ogalma, {iriin ve yan-iiriin olusumu sirasindaki dagilimi L-fenilalanin {iretim
prosesinin gelistirilmesi i¢in tepkime yolizindeki 6nemli o6zelliklerin belirlenmesi
amaciyla belirlenmistir. Hiicre ¢ogalma, L-fenilalanin, glukoz tiiketim ve yan-iirtinlerin
profilleri dikkate alindiginda, hiicre ¢ogalmasinin log faz siireci ve L-fenilalanin
tiretiminin bagladig1 periyot I (0<t<6 st), periyot II (6<t<21 st) iistel cogalma faz1 siireci

ve, periyot III (21<t<30 st) iistel ¢ogalma fazinin sonu ayn1 zamanda da L-fenilalanin
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tiretim hizinin maksimum oldugu bolge olmak tizere 5 farkli oksijen aktarim kosulunda

li¢ periyot icin metabolik aki analizi yapilmistir.

LimOT, LOTI1, LOT2, MOTI ve MOT2 oksijen aktarim kosullarinda
pMK4::aroH::aroA tasiyan r-B.subtilis A263 ile L-fenilalanin iiretiminde glukozun
karbon kaynagi olarak kullanilmasi glikoliz yolizi amino asitlerin ve hiicre
bilesenlerinin girdileri olan G6P, F6P, T3P, PG3 ve PEP firetimi i¢in 6nemlidir ve

incelenen oksijen aktarim kosullarinda her {i¢ periyotta aktif durumdadir.

Glikoliz yolizinden TCA dongiisiine dallanma noktalar1 olan anaplerotik
reaksiyonlardan Mal’dan Pyr’in sentezlendigi R36 tepkimesi MOT1 kosulu i¢in periyot
II ve III’te aktiftir. Glikoliz yolizinde AcCoA’nin sentezlendigi R13 tepkimesinin akis1
MOTT!1 kosulu i¢in ise periyot I’de sifir oldugu i¢cin TCA dongiisti aktif degildir ve

dongiideki dallanma noktasi metabolitleri aKG ve OA dongii disinda liretilmistir.

Karbon kaynagi olarak glukoz kullanildigindan ATP hem glikoliz yolizinde substrat
seviyesinde fosforilasyon tepkimesi R43 ile hem de R124 ve RI125 oksidatif
fosforilasyon tepkimeleriyle iiretilmis, kalma siiresiyle ATP iiretim hizi digmiistiir.
Bununla birlikte hiicrelerin durgunluk fazina ulagsmasiyla ATP iiretimi daha ¢ok R124
tepkimesiyle gerceklesmistir. Hiicre olusum hizlar1 ise beklendigi gibi kalma siiresiyle

azalmustir.

L-fenilalanin iretimine yonelik gelistirilen pMK4::aroH tasiyan r-B.subtilis A263
(Ozgelik vd. 2004) ile karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigi tanimlanmis
ortamda, 0.5 dm’ calisma hacimli kesikli biyoreaktorlerde Qo/Vr= 0.35 vvm, N= 750
dk, T=37 °C, pH¢=6.8 isletim kosulunda aromatik amino asit yolizindeki hiicre ici
tepkime akilarma etkisini incelemiglerdir. Aromatik amino asit yolizi tepkimelerinin
akilar1 kalma siiresinin artmasiyla oOnce artmis sonra da azalmistir. Genetik
modifikasyonunu yapildig1 korizmattan prefenat olusum tepkimesinin akist t=10 st’te

t=8 st’e gore 5- kat arttigin1 bildirmislerdir.
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L-fenilalanin iiretiminde hiicreici metabolik aki analizi yapilan bu yiiksek lisans
calismasinda en yiiksek L-fenilalanin iiretimine ulagilan MOT1 kosuluna ait hiicreigi
temel metabolik yolizi akilar1 degerleri ile Ozgelik vd. (2004) calismasinda L-
fenilalanin itiretiminin en yiiksek oldugu Qo/V=0.35 vvm, N=750 dk"' kosuluna ait
degerler ile kiyaslanmistir. L-fenilalanin {iretim prosesinin t=3, 9 ve 21 st, kalma
siiresinde TCA dongiisii aki degerleri Ozcelik vd. (2004) ’ye gore yiiksek olup, pentoz
fosfat yolizi tepkime akilari ise diisiiktiir. Aromatik amino asit yolizinde DAHP sentetaz

enziminin katalizledigi tepkime akis1 t=10 st’te yaklasik 2- kat yiiksektir.
5.3 Uc rekombinant B.subtilis’in Biyoproses Karakteristikleri

Pilot-6lgek biyoreaktor sisteminde pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263,
pMK4::aroA tastyan r-B. subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis
A263 L-fenilalanin iiretim performanslar1 ve biyoproses Ozellikleri MOT1 oksijen

aktarim kosulunda karsilastirilmastir.

pH ve ¢oziinmiis oksijen derisiminin degisimleri genel olarak paralellik gdstermekte;
oksijen aktarim kosuluna da bagh olarak pH o6nce belli bir kalma siiresine kadar farkl
hizlarda azalmakta ve sonra degismemektedir (Sekil 4.31). En fazla pH disiisii
pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263’te gozlenmistir. pH degisimi ortama
salgilanan H' iyonlarmdan kaynaklanmaktadir. Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17
incelendiginde, biyoreaktdr iiretim ortaminda en yiiksek amino- ve organik- asit
derigsimlerine pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263’¢ ulasildigindan, pH
diisiistine de hidrojen iyonu kaynagi olarak basta organik ve amino asitlerin neden
oldugu diisiiniiliirse, bu sonu¢ beklenmelidir. Hiicre ve substrat derisimlerinin kalma
stiresi ile degisim profilleri incelendiginde, periyot III’te hiicreler durgunluk fazina
ulagsmakta ve substrat tiketim hizi da azalmaktadir. Dogal B.subtilis A263,
pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263,
pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile sirasiyla baslangi¢ glukoz derisiminin
%75, %71, %69 ve %68’1 tiikketilmistir. L-fenilalanin derisiminin kalma siiresi ve
mikroorganizma tiirli ile degisimi incelendiginde, tanimlanmis iiretim ortaminda dogal

B. subtilis A263 ile 0.12 kg m™, pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile 0.83 kg m”,
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pMK4::aroA tastyan r-B. subtilis A263 ile 0.85 kg m™, pMK4::aroA::aroH tastyan r-B.

subtilis A263 ile 1.5 kg m™ L-fenilalanin iiretimi olmaktadr.

Dogal ve r-Bacillus subtilis A263 hiicreleri igin {iretim ortamina salgilanan amino ve
organik asitler ile bunlarin ortamdaki maksimum toplam derisimleri ve L-fenilalaninin
toplam amino asit derisimine orani olarak tanimlanan iirlin se¢imliligi Sp Cizelge
4.18’de verilmistir. Buna gore toplam amino asit derisimi aromatik amino asit
yolizindeki molekiiler tasarim dogrultusunda artmistir. Dogal B.subtilis A263 igin
ortamdaki toplam amino asit derisimi 0.367 kg m™ , pMK4::aroH tasiyan B. subtilis
A263 icin 0.450 kg m™ , pMK4::aroA tastyan r-B. subtilis A263 icin 1.055 kg m™ ve
pMK4::aroA::aroH tastyan B. subtilis A263 icin ise 1.751 kg m™ olarak belirlenmistir.
Sy‘de toplam amino asit derisimine paralel olarak artmistir. Maksimum Sp,
pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis A263 ile, yiiksek bir deger Sp = 0.89 elde
edilmistir. Uretim ortamma aktarilan toplam organik asit derisimleri dogal B.subtilis
A263, pMK4::aroH tasiyan B. subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263
ve pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis A263 i¢in sirasiyla 0.865 kg m™, 1.065 kg
m>, 0.758 kg m™ ve 1.379 kg m” olarak bulunmustur.

Oksijen aktarim karakteristikleri

Dogal B. subtilis A263, pMK4::aroH tasiyan B. subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-
B. subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis A263 ile MOT1 oksijen
aktarim kosulu i¢in Kya, E (Kpa/Kpag), OTR, OTR ks, -To, OD, Da, ve 1 degerlerinin
biyoproses siiresince degisimi hesaplanarak Cizelge 4.19°da verilmistir. Cizelge 4.19°da
periyot [’de (0<t<6), periyot II’de (6<t<21), periyot III’te (21<t<30) olarak
tanimlanmigstir. Biyoreaktor sistemlerine On-sivi ortamdan mikroorganizma asilamasi
yapilmadan once (t<0) fiziksel kiitle aktarim katsayisi olan Kja degerleri ol¢tilmiistiir.
MOT]1 kosulu i¢in mikroorganizma asilamasi yapilmadan once (t<0) Kya degeri 0.012
s' olarak Sl¢iilmiistir. Dogal B.subtilis A263 ile MOT]1 isletim kosullunda periyot
II’de bolgesinde ¢oziinmiis oksijen derigimi sifir oldugu icin Kpa degerleri prosesin
periyot I ve III’te belirlenebilmistir. MOT1 kosullunda pMK4::aroH tasiyan B. subtilis
A263, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 i¢in siv1 faz kiitle aktarim katsayis1 Kia

225



degeri periyottan-periyota ilerledikce azalmakta, pMK4::aroA::aroH tasiyan B.
subtilis A263 igin ise Oonce artmakta sonra da azalmaktadir. Kimyasal tepkimeli kiitle
aktarim hizinin maksimum fiziksel kiitle aktarim hizina orani olarak tanimlanan artma
faktorii E (=Kpa/Krag) 1’den biiyiiktiir. Bu durum, biyoreaktdrde gerceklesen oksijen
tiiketim hizinin fiziksel kiitle aktarim hizinda artmaya neden oldugunu gostermektedir.
Damkohler sayis1 (Da) dogal B. subtilis A263, pMK4::aroH tasiyan B. subtilis A263 ve
pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis A263 igin periyot I’de, pMK4::aroA tasiyan r-B.
subtilis A263 igin ise  periyot I ve II’de 1°den kiigiiktiir. Periyot I’de proseslerin
biyokimyasal tepkime kisitlamali oldugunu goéstermektedir. Da sayis1 dogal B.subtilis
A263 ve pMK4::aroA tasiyan B. subtilis A263, i¢in periyot II ve III’te, pMK4::aroH
tastyan B. subtilis A263 i¢in ise periyot III’te Yx/o verim katsayisinin sifir olmasindan
dolay1 hesaplanamamuistir. Oksijen tiiketim hizinin maksimum oksijen tiiketim hizina

orani olarak tanimlanan etkinlik katsayisi (77) bazi kalma stirelerinde oksijen tiiketim

hizinin veya tiiketilen oksijen basina hiicre veriminin bulunamamasindan dolay1
hesaplanamamistir. Etkinlik katsayisi ise 0.006-0.98 degerleri arasindadir. Sekil 4.32
incelendiginde ¢oziinmiis oksijen derisimi prosesin ilk 3 saati icerisinde hizla
azaldigindan oksijen tiiketim hizi maksimum oksijen tiiketim hizina yakin oldugu i¢in
etkinlik katsaysi ilk periyotlarda 1°e yakin degerlerdedir. Ilerleyen periyotlarda oksijen
tiketim hizinin azalmasi ve maksimum oksijen tiiketim hizinin artmasiyla etkinlik

katsayis1 sifira yakin degerlerdedir.

MOT]1 oksijen aktarim kosulunda oksijen aktarim parametrelerinden bir digeri olan
oksijen tiiketim hiz degerleri (-ro) dogal ve r-B.subtilis A263 hiicreleri igin

biyoprosesin ilk periyotunda OTR degerlerinden daha biiytiktiir.

Dogal B. subtilis A263, pMK4::aroH tasiyan B. subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-
B. subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis A263 ile MOT1 oksijen
aktarim kosulunda gerceklestirilen  L-fenilalanin iiretim prosesi deney verileri
kullanilarak sirasiyla tiiketilen substrat ve oksijen basina iiretilen hiicre verimi (Yxss,
Yx0) ile tiiketilen substrat ve olusan hiicre basina L-fenilalanin verimi (Yps, Yp/x)
hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.20°de verilmistir. En yiiksek Yxis=1.24 degerine

maksimum L-fenilalanin derisimi elde edilen pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis
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A263 ile ulasilmistir. Tiiketilen oksijen basina hiicre verimi ise Cizelge 4.19°daki —ro
degerlerinden yararlanilarak hesaplanmustr. Diisiik ¢6ziinmiis oksijen derisimlerinde -ro
hesaplanamamasi ve hiicrenin durgunluk fazina girmesi ile rx degerlerinin sifira esit
olmasi nedeniyle Yx/o verim katsayisi degeri genelde sifira esittir. pMK4::aroH tasiyan
r-B.subtilis A263 igin periyot I ve II’de sirasiyla 0.42, 0.71, 0.27, 0.67; pMK4::aroA
tasiyan r-B.subtilis A263 igin periyot II’de 0.98 olarak hesaplanmistir. Bunun yanisira
Ypss degerleri karsilastirildiginda periyot I’de azalmakta, periyot II icin once artmakta
sonra da azalmakta, periyot III i¢in ise dogal B.subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH
tastyan B. subtilis A263 i¢in Oonce artmakta sonra da azalmakta, pMK4::aroH tasiyan
B. subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 igin ise 6nce azalmakta sonra
da artmaktadir. Ypxx degerleri karsilastirildiginda en yiiksek Ypx degerine (31.00)
pMK4::aroA::aroH tasiyan B. subtilis A263 ile ulasilmustir.

Metabolik aki analizi

Dogal B. subtilis A263 ile pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263, pMK4::aroA
tasiyan r-B. subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263’lerin L-
fenilalanin {iretimi agisindan optimum kosul olan MOT1 oksijen aktarim kosulunda
gerceklestirilen metabolik aki analizi sonuglarinaa gore glikoliz yolizinin genel olarak
aktif oldugu ve tepkime akilarmin glukozun substrat olarak kullanilmasina bagl olarak
kalma siiresiyle tepkime akilarinin azaldigir belirlenmistir. Pentoz fosfat yolizi igin
dallanma noktasi olarak gorev yapan R5P dogal B.subtilis A263 ile periyot I’de G6P,
periyot II’de.icin G6P ve F6P ile T3P’den, periyot III’te ise FO6P ile T3P’den,
pMK4::aroH tastyan r-B. subtilis A263 ile periyot I i¢in F6P ile T3P,. periyot 1I’de
G6P ve F6P ile T3P’den, periyot III’'te ise sadece F6P ile T3P’den, pMK4::aroA
tasiyan r-B. subtilis A263 ile periyot I, II, III’te F6P ile T3P den, pMK4::aroA::aroH
tastyan r-B. subtilis A263 ile periyot II’de G6P, periyot L, II ve III i¢in F6P ile T3P den

tiretilmigtir.
Anaplerotik reaksiyonlardan OA’dan Pyr’in sentezlendigi R37 tepkimesi pMK4::aroA

tastyan r-B. subtilis A263 ile MOT1 kosulu igin periyot I ve II’de aktif; Mal’dan Pyr’mn
sentezlendigi R36 tepkimesi pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ile periyot II ve
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III’te, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 i¢in periyot 1 ve II’de,
pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 igin ise periyot II ve III’te aktif olup
dogal B.subtilis A263 igin aktif degildir. Pyr’den OA’nin sentezlendigi R38 tepkimesi
dogal B.subtilis A263 icin periyot I, II, III’te; pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263
icin periyot II ve III’te; pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 igin periyot 1I’de aktif
olup pMK4::aroA::aroH tastyan r-B. subtilis A263 i¢in aktif degildir.

Glikoliz yolizinde AcCoA’nin sentezlendigi R13 tepkimesinin akisi dogal B.subtilis
A263 icin periyot 1I’de, pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 ve pMK4::aroA
tasiyan r-B. subtilis A263 igin periyot I ve III’te ve pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.
subtilis A263 igin periyot I’de sifir oldugu icin TCA dongiisii aktif degildir ve
dongiideki dallanma noktas1 metabolitleri aKG ve OA dongii disinda iiretilmistir. aKG
incelenen oksijen aktarim kosullarinda R50, R55, R56, R58, R59, R64, R68, R72, R73

ve R79 tepkimeleriyle sentezlenmistir.

Toplam ATP iiretim akilar1 dogal B. subtilis A263, pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis
A263, pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.
subtilis A263 igin, swrasiyla, periyot I’de 17.503, 20.122, 20.47, 28.429 mmol g
k.hiicre st™'; periyot II’de 5.281, 16.058, 29.673, 30.129; periyot III’te ise 3.206, 0.887,
6.371, 9.455 mmol g k.hiicre st™' olmustur.

Aromatik grup amino asitlerin yolizi tepkimeleri karsilagtirildiginda R70-74
tepkimelerinin akilar1 kalma siiresiyle once artmakta sonra da azalmaktadir. Aromatik
amino asit yolizinde ilk dallanma noktasindan ikinci dallanma noktasina kadar olan
PEP+E4P’den DAHP olusum R70 tepkime akis1 kalma siiresiyle 6nce artmis sonra da
azalmistir. Dogal B.subtilis A263 i¢in R70 tepkimesinin akisi periyot II’de periyot I’de
degerinden yaklagik 1.8-kat, pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 igin 2.8-kat,
pMK4::aroA tastyan r-B. subtilis A263 i¢in 4.2-kat ve, pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.
subtilis A263 i¢in ise 5-kat daha yiiksektir. Aromatik amino asit yolizindeki kisitlayici
basamaklardan sorumlu olan aroA ve aroH genlerinin klonlanmasiyla aromatik amino
asit yolizine giden tepkimenin arttig1 ve darbogazlarin ortadan kalktigi agiktir. Kalma

siiresiyle L-fenilalanin sentez tepkimesi R73’lin akis1 6nce artmis sonra da azalmistir.
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Dogal B.subtilis A263 i¢in R73 tepkimesinin akisi periyot II’de periyot I degerinden
yaklasik 1.1-kat, pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 igin 1.8-kat, pMK4::aroA
tastyan r-B. subtilis A263 i¢in 4-kat ve pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263
icin ise 7.5-kat daha yiiksektir. Aromatik amino asit yolizinde iiretimi gerceklesen
tirozin tiretim tepkimesinin (R74) akisi ve triptofan {iretim tepkimesinin (R75) akisi
dogal B. subtilis A263, pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-
B. subtilis A263 i¢in kalma siiresiyle azalmistir ve, periyot III’te tirozin ve triptofan
tiretimi ¢ok azdir. pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 i¢in ise periyot III’te
tirozin ve triptofan tliretimi yoktur. Bacillus tiirli mikroorganizmalarda aromatik amino
asit yolizi regiilasyonuna gore tirozin, triptofan ve L-fenilalanin amino asitlerinin {icii
ortamda bulundugunda R70 numarali tepkimeyi katalizleyen DAHP sentetaz enzimi
inhibe olmaktadir (Nagarajan 1993). Metabolik tasarim ile gelistirilen rekombinant
mikroorganizmalar ile L-fenilalanin iiretiminde iiretim ortaminda tirozin ve triptofan
bulunmamaktadir. Bunun sebebi ise hiicre-i¢inde iiretilen tirozin ve triptofanin
katabolizma tepkimeleriyle tiiketilmesidir. Aromatik amino asit yolizi regiilasyonu
acisindan ele alindiginda yukarida belirtilen {i¢ amino asitten sadece L-fenilalaninin
tiretim ortaminda bulunmasi nedeniyle DAHP sentetaz enzimi inhibe olmamakta; hiicre-
icinde tiretilen tirozin ve triptofanin DAHP sentetaz enzimine inhibisyon etkisi ise R70
numarali  tepkimeye yoOnelik metabolik tasarirm  sonucu iki-gen igeren

pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis ile azaltilmistir.

Sonug olarak, metabolik miihendislik prensipleriyle birincil ve ikincil kisitlayici
basamaklar olarak belirlenmis olan DAHP sentetaz (gen: aroA) ve korizmat mutaz
(gen: aroH) enzimlerinin katalizledigi tepkimeler ve bu iki konuma yonelik olarak
rekombinant-Bacillus subtilis gelistirilmesi ile aromatik amino asit yolizi tepkimelerinin
akilar1 6nemli dlgiide artmis ve bdylece daha yliksek verim  se¢imlilikte L-fenilalanin

iretimi gergeklesmistir.
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pMK4::aroH tasiyan r-B.subtilis pMK4::aroA tasiyan r-B.subtilis pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis

A263 A263 A263
PEP E4P PEP E4P PEP E4P
0.074 0.219
DAHP DAHP DAHP
\L v
Chor Chor Chor
A 4 N\ A\ 7
Prep Prep Prep
R72
Tyr Tyr Tyr
\ L \ 5 \ 1
Phe Phe Phe

Sekil 5.1 Aromatik amino asit yolizleri gelistirilmis ti¢ farkli metabolik miithendislik tasarimi r-B.subtilis’in periyot III hiicrei¢i tepkime

akilari
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Sekil 5.1’de aromatik amino asit yolizindeki hedef tepkimelerin katalizorii olan
enzimlerin sentezini gergeklestiren genleri kullarak yapilan metabolik tasarimlarla
gelistirilen {i¢ r-B.subtilis’in hiicre-i¢i tepkime akilar1 ve tasarimlarin yolizi akilarindaki
yaptig1 artig gosterilmektedir. Buna gore aromatik amino asit yolizindeki ilk dallanma
noktasindaki hedef gen olan aroA geninin klonlanmasiyla R70 numarali tepkime akis1
ikinci dallanma noktasindaki hedef gen olan aroH geninin klonlanmasiyla elde edilen
hiicre-i¢i tepkime akisina gore 3- kat, her iki genin klonlanmasiyla gelistirilen
mikroorganizma ile elde edilen hiicre-i¢i tepkime akis1 pMK4::pMK4::aroH tastyan r-
B.subtilis A263 ve pMK4::aroA tasiyan r-B.subtilis A263’e gore sirasiyla 8.2- ve 2.8-
kat yiiksektir. Aromatik amino asit yolizindeki iki dnemli hedef genlerin klonlanmasiyla
aromatik amino asit yolizi akilar1 ve buna bagl olarak da L-fenilalanin {iretim akis1 ve

verim artmigtir.
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Cizelge 5.1 Ug rekombinant plasmidi tastyan B.subtilis A263 ile biyoreaktdre aktarilan toplam amino asit derisimi, L-fenilalanin derisim ve

secimliligi, ve hiicrei¢i tepkime akilarinin degigimi

A Yolizindeki R#70 R#71 R#72
olizindeki Perivot
y (OV Cphe, Sehe
MM Tasarim Artis
(kg m'3) (kg m'3) (kg/kg) Ak Artis Ak %) Ak Artis
(1]

I 0.044 0.018 0.037 0.037 0.059
Dogal (Referans) 1l 0.350 0.122 0.509 0.044 | 1.19 0044 | 1.19 0.065 | 1.10

[Tl 0.275 0.140 0035 |-125 [0.035 |-125 [0046 |-1.41

I 0.131 0.040 0.055 0.055 0.069
pMK4::aroH I 0.404 0.270 0.722 0.156 |2.84 0.156 |284 0122 | 177
(R#72) T 0432 0312 0074|211 [oo7a |21 [ogoa |10

I 0.420 0.340 0.074 0.074 0.074
pMK4::aroA

i 0.842 0.660 0.805 0310 |4.19 0310 |4.19 0306 |4.14
(R#70)

[Tl 1.055 0.850 0219 |-142  [0219 |-142 [0215 |-142

I 0.432 0.420 0.097 0.097 0.078
pMK4::aroA::aroH i 1.182 1.040 0.875 0511|507 [0511 |527  [0587 |7.52
(R#T0+R#72)

I 1.713 1.500 0.606 |1.19 0.606 |1-19 0380 |-1.54
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Sekil 5.1’de aromatik amino asit yolizindeki metabolik miihendislik tasarimi ile
gelistirilen ti¢ r-B.subtilis A263 ile ortama aktarilan toplam amino asit derisimi kalma
stiresiyle arttmaktadir. Buna paralel olarak da iiretilen L-fenilalanin derisimi ve Sp
olarak tanimlanan toplam amino asite gore se¢imlilik de kalma siiresi ile artmaktadir.
Aragtirmanin temel amaci dogrultusunda, yapilan metabolik miihendislik tasarimlar
sonucu tek-gen aroA klonlamasi ile aroH’nin klonlandigi (Ozgelik 2003, Ozgelik vd.
2004) caligmaya gore akilar ve verim daha ¢ok artmis; iki gen klonlamasi ile
pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile de aromatik grup amimino asit yolizi
akilar1 yiikselmis ve L-fenilalanine yonlenmistir. Karbon kaynagi glukoza gore L-
fenilalanin se¢imliligi Yp/s kalma siiresiyle genelde artmaktadir. Aromatik amino asit
yolizindeki hedef tepkimelerin akilar1 periyot II’de periyot I’e gore artmakta; periyot
[IT°te ise genelde azalmaktadir. R70 ve R72 hiicre-i¢i tepkime akilarindaki en fazla artis
pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 ile ulasilmistir. En fazla L-fenilalanin
derisimine de gelistirilen bu mikroorganizmayla ulasilmis ve metabolik aki analiz

sonuclari da bu sonucu desteklemistir.
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6. SONUCLAR
Bu yiiksek lisans ¢alismasinda elde edilen sonuglar toplu olarak asagida verilmistir.
6.1 Rekombinant Miikroorganizma Gelistirilmesi

1. Aromatik amino asit yolizinde DAHP sentetaz (gen: aroA) enziminin katalizledigi ilk
tepkime ve korizmat mutaz (gen::aroH) enziminin katalizledigi korizmattan prefenat iki
kisitlayict konuma yonelik olarak aroA geni, aroH geni igeren ve igermeyen

plasmidlere paralel olarak klonlanmis ve iki r-B.subtilis A263 gelistirilmistir.
6.2 Laboratuvar olcekli iiretim

1. Dogal B.subtilis A263, pMK4::aroA tasiyan r-B.subtilis A263, pMK4::aroH r-
B.subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH r-B.subtilis A263 ile Vg=0.11 dm’ ¢alisma
hacimli biyoreaktorlerde, T=37 °C, N=200 dk' ve pH¢=6.8 isletme kosullarinda
glukozun karbon olarak kullanildigi tanimlanmis ortamda en fazla L-fenilalanin

tiretimine pMK4::aroA::aroH r-B.subtilis A263 (Cpne=1.38 kgm’3) ile ulasilmastir.

2. Dogal B.subtilis A263, pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263, pMK4::aroA tasityan
r-B. subtilis A263, pMK4::aroA::aroH tasiyan sirasiyla baslangig glukozunun %79,
%61, %53 ve %72’si tiikketilmistir.

6.3 Pilot ol¢ekli tiretim

1. Laboratuvar dlgekteki en uygun ortam kosullar1 kullanilarak gerceklestirilen pilot-
6lgek deneylerinde en yiiksek L-fenilalanin derisimine MOTI (0.5 vvm, 500 dk™)

kosulunda t=30 st’te 1.5 kgm™ olarak bulunmustur.

2. Ortam pH’1 L-fenilalanin iiretimine bagl olarak diismiis ve MOT2 kosulunda en
diisiik degeri olan 4.93” e ulasmustir.
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3. Coziinmiis oksijen derisimleri LOT2 ve MOTI1 kosullarinda t=1.5 st’te kalma
siresinde sifira diismiis ve prosesin 8 st’inden sonra tekrar artmaya devam etmis ve
sirastyla prosesin t=15 st ve t=24 st’lerden sonra sabitlenerek 0.13 ve 0.09 mol/m™
derigim araliginda sabitlenmis; LimOT, LOT1 ve MOT2 kosullarinda t=2 st kalma
siiresinde ¢oziinmiis oksijen derisimi diismiis ve prosesin 8 st’inden sonra t=18 st’e
kadar artmaya devam etmis ve sirasiyla 0.19, 0.057 ve 0.18 mol/m’ araliginda

sabitlenmistir.
4. Incelenen oksijen aktarim kosulunda ortamdaki glukozun %71-84’ii tiiketilmistir.

5. Uygulanan oksijen aktarim kosullar1 arasinda en yiliksek sivi faz hacimsal kiitle
aktarim katsayis1 degeri olan K a=0.037 s'’e periyot II’"de MOT2 kosulunda

ulasilmstir.
6. En yiiksek oksijen tiiketim hizina (2.42* 10~ molm™s™) LOT1 kosulunda ulastlmustur.

7. Dogal B. subtilis A263 ile pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263, pMK4::aroA
tastyan r-B. subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263’lerin L-
fenilalanin {iretimi agisindan optimum kosul olan MOT1 oksijen aktarim kosulunda L-
fenilalanin {iretim performanslar1 karsilagtiritlmis ve dogal B.subtilis A263’e gore r-

B.subtilis A263’ler ile sirasiyla 2.23, 6.07 ve 6.4 kat artig saglanmustir.

8. Dogal B.subtilis A263, r-B. subtilis A263, pMK4::aroH tastyan r-B. subtilis A263,
pMK4::aroA tasiyan r-B. subtilis A263, pMK4::aroA::aroH tasiyan sirasiyla baslangig
glukozunun %75, %71, %69 ve %68°1 tiiketilmistir.

9. Metabolik aki analizi ile oksijen aktarim kosullarina bagli olarak molekiiler oksijenin

merkez dongii ve yolizlerindeki tepkimelerin hizlarin1 belirgin bir sekilde etkiledigi

bulunmustur.
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10. Metabolik aki analizi ile L-fenilalanin {iretimi acisindan en uygun kosulda aromatik
amino asit yolizindeki darbogaz olusturan tepkimelerin akilarinda yaklasik olarak 5 kat

artis saglanmistir.

11. Metabolik aki analizi ile aromatik amino asit yolizinde 6nemli bir dallanma noktasi
olan korizmat’tan prefenat tepkimesi ile Tyr ve Trp lretimine rastlanmamis ve

metabolik akinin L-fenilalanin tepkimesine dogru kaydigi belirlenmistir.

12. Dogal B. subtilis A263 , pMK4::aroH tasiyan r-B. subtilis A263, pMK4::aroA
tasiyan r-B. subtilis A263 ve pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B. subtilis A263 L-
fenilalanin tiretimi acgisindan optimum kosul olan MOT1 oksijen aktarim kosulunda
gerceklestirilen metabolik aki analizi sonucu L-fenilalanin iiretim tepkimesindeki (R72)
aki artis1 dogal B.subtilis A263 ‘e gore periyot I i¢in sirasiyla 1.2, 1.25 ve 1.32, periyot
Il i¢in 2, 4.7, 9.0- kat artmastir.

6.4 Hedeflenen Calismalar

Aromatik amino asit yolizndeki hedef genlerin metabolik miihendislik tasarimi ile
klonlanmasiyla  gelistirilen pMK4::aroA tasiyan r-B.subtilis A263 ve
pMK4::aroA::aroH tasiyan r-B.subtilis A263 mikroorganizmalar i¢in {iretim ortami
(tanimlanmis ve kompleks) optimize edilerek endiistriyel olarak L-fenilalanin iiretimi

gerceklestirilmesi bu ¢alismadan sonra hedeflenen basamak olmalidir.

236



EKLER

EK 1 Genetik miihendisligi arastirma programinda kullanilan ¢ozeltilerin bilesimi
EK 2 Bacillus’tan miniprep plasmid DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler
EK 3 DNS Yontemi ile toplam indirgenmis seker analizi icin reaktif hazirlanmasi
EK 4 Mikroorganizma derisimi i¢in kalibrasyon egrisi
EK 5 Glukoz derisimi icin kalibrasyon egrisi
EK 6 aroA geninin niikleik asit dizini
EK 7 aroA geni ileri primer dizini ve termodinamik ozellikleri
EK 8 aroA geni geri primer dizini ve termodinamik 6zellikleri
EK 9 Genetik Miihendisligi arastirma programinda kullanilan
markerlar ve biiyiikliikleri

EK 10 GAMS paket programi ile metabolik aki analizi i¢in

matematik modelin ¢6ziimiinde kullanilan program

EK 11 Deney verileri



EK 1 Genetik miihendisligi arastirma programinda kullanilan ¢ozeltilerin bilesimi

LB 10 g/L Tripton

5 g/L Maya Oziitii

10 g/L NaCl
LBA 10 g/L Tripton

5 g/L Maya Oziitii

10 g/L NaCl

15 g/L Agar
Cozelti 1 50 mM Glukoz

25 mM Tris-HCl

(pH=8.0)

10 mM EDTA
Cozelti 11 0.2 N NaOH

% 1 SDS
Cozelti 11 5 M Potasyum asetat

11.5 (h/h) Asetik asit
Denaturasyon 0.5 N NaCl
Cozeltisi

0.5 N NaOH
Notrallestirici 1.5 N NaCl
Cozelti

0.5 M Tris-HCl
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EK 1 Genetik miihendisligi arastirma programinda kullanilan ¢ozeltilerin bilesimi

(devam)

SET 75 mM NaCl

25 mM EDTA
20 mM Tris-HCI (pH=7.5)

20*SSC 175 g/l NaCl

88.2 Tris-Na sitrat

10 XTBE 108 g/l Tris

55 g/1 Borik asit
9.3 g/l EDTA

10 XTE 0.1 M Tris-HCl

0.01 M EDTA (pH=7.5)
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EK 2 Bacillus’tan miniprep plasmid DNA izolasyonunda kullanilan ¢ézeltiler

TSE Tamponu

Bilesen Derisim
Tris-HCI, pH=8.0 10 mM

NaCl 300 mM
EDTA 10 mM
Cozelti A

Bilesen Derisim (mM)
Tris-HCI, pH=8.1 10 mM

NaCl 50 mM
EDTA 10 mM
Sakkaroz %38 (a/h)
Cozelti B

Bilesen Derisim
NaOH 02M

SDS %1 (a/h)
Cozelti C

Bilesen Derisim
Potasyum asetat 5 mM

Asetik asit (glacial) 60 ml

Su Hacim 100 ml’ye tamamlanacak sekilde eklenir.
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EK 3 DNS Yontemi ile toplam indirgenmis seker analizi icin reaktif hazirlanmasi

1. a) 880 cm3, %1 (a/h)’lik DNS ¢ozeltisi hazirlanir.
8.8 g dinitrosalisilik asit (DNS) tartilarak 880 cm? saf suda ¢oziilir.
b)225 g ROCHELLE tuzu (sodyum potasyum tartarat) ¢ozeltiye eklenerek karigtirilir.
¢) Bu ¢ozeltiye 300 cm® %4.5 NaOH ¢ozeltisi eklenir.
2.a) 22 cm’ %10 NaOH ¢ozeltisi hazirlanir.
2.2 ¢ NaOH 22 cm’ saf suda ¢oziilir.
b) Bu ¢dzeltiye 10 g kristalize fenol katilir ve karisima 100 cm” saf su ilave edilir.

¢) Bu alkali fenol karisimindan 60 cm” alinarak 6.9 g NaHCO; ile karistirilir.
Birinci basamakta elde edilen DNS-alkali ¢ozeltisine ikinci basamakta elde edilen

cozeltiye eklenerek ROCHELLE tuzu ¢oziiniinceye kadar karistirilir. Hazirlanan ¢ézelti

koyu renkli bir sisede saklanir ve hazirlandiktan 48 st sonra kullanilir.
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EK 4 Mikroorganizma derisimi icin kalibrasyon egrisi

_ Absorbans —0.02223 S
1.8538

Mikroorganizma derigsimleri Cx O kalibrasyonu

kullanilarak hesaplanmustir.

m=0.3125 nm kg"'m’

0.6

05 - L

04

0.3 |

0.2 r

Absorbans (600nm)

0.1 r

Cx, kgm™
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EK 5 Glukoz derisimi icin kalibrasyon egrisi

Glukoz derigimleri  C; = (Absorbans *3.8576 — 0.0976) * SO kalibrasyonu

kullanilarak hesaplanmustir.

m=0.25 nm kg"'m’

0.60
0.50
0.40
0.30
0.20

Absorbans, nm

0.10

0.00

0.0 0.5 1.0 15 2.0
Cx, kgm'3
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EK 6 aroA geninin niikleik asit dizini

B. subtilis 168|BG10375|aroA: 1074 bp - 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate

synthase / chorismate mutase-isozyme 3

tgtaa
aaaacccttgaacattgccctcacatcatgtaggatagc
ttcatagattactttatcacttaaaagcgtttgggtaat
aaagtagagtttttataaaattttttgtatttcagtatt
tccatttggaattacttatagtaagatgcatgataacta
caaaataaaaaatgaatgtgcagggaaaggatgaaaaaa
1 - atg agc aac aca gag tta gag ctt tta agg
31 - cag aaa gca gac gaa tta aac cta caa att
61 - tta aaa tta atc aac gaa cgc ggc aat gtt
91 - gta aaa gag atc ggt aaa gcg aag gaa gca
121 - cag ggt gtc aac cga ttt gac cct gtc aga
151 - gaa cgc aca atg tta aac aat atc att gaa
181 - aac aat gac ggg ccg ttc gaa aat tca acc
211 - atc cag cac att ttt aaa gag ata ttc aaa
241 - gcc ggt tta gag ctt cag gaa gaa gat cac
271 - agc aaa gcg ctg ctt gtc tcc cgc aag aaa
301 - aaa cct gaa gat aca att gtt gat atc aaa
331 - ggc gaa aaa atc gga gac ggc cag caa aga
361 - ttc att gtc ggc cca tgt gcg gta gag agc
391 - tat gag cag gta gct gaa gtc gct gca gct
421 - gcg aaa aaa caa ggg att aaa att ttg cgc
451 - ggt gga gcc ttt aag cct cgt acg agc cca
481 - tac gat ttc caa ggg ctt ggt gtt gaa ggc
511 - ctt caa att tta aaa cgt gta gcg gat gaa
541 - ttt gat ctg gcg gtt atc agt gaa atc gta
571 - act ccg gct cat atc gaa gaa gcg ctg gac
601 - tac att gat gtc att caa atc gga gcg cgc
631 - aac atg caa aac ttc gaa ttg ctg aaa gcg
661 - gcc ggc gcc gtg aaa aag cca gtg ctt ctg
691 - aag cgc ggt ctt gct gca acg atc tct gaa
721 - ttc atc aat gct gct gaa tac atc atg tca
751 - caa gga aat gac caa att atc ctt tgt gag
781 - cgc gga atc aga aca tat gaa aca gca acg
811 - aga aac acg ctg gat att tca gct gtg ccg
841 - att ttg aaa caa gaa acg cat ttg cca gtc
871 - ttt gtt gat gtt acg cat tca aca ggc cgc
901 - cgt gac ctc ttg ctt ccg aca gct aaa gcc
931 - gct tta gcg atc ggt gct gat ggc gta atg
961 - gct gag gtt cac cct gat ccg tca gtc gca
991 - ctt tct gac tct gct cag caa atg gcg att
1021 - cct gaa ttc gaa aaa tgg ctg aat gaa ctg
1051 - aag cca atg gtg aaa gtc aac gct
taattgaacaatccaaaaggccgccgtgecggectttttt
tatgctttctcgtttatttagttataaaaaccaagtata
cgttttcatcatctataaaaacgtgtataatttcatgag
aagtaattaaatttgatgaataatgaaaaataatgtaca
ctactgacttacgcttacaaatcataaacgacataaattcggac
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EK 7 aroA geni ileri primer dizini ve termodinamik ozellikleri

aroA ileri primer+Sall

gegtcgacgtaaaaaacccttgaacattge

I
I
|| press a key to continue
I
I
I
I
I
I
I
I
I

1.txt
31 nt.

Position
& Length
of fragm.
1 30
Td [°C]
81.2
oG
kcal/mol

-54.4

Dimer formation:

OH
kcal/mol

-241.8

5' GCGTCGACGTAAAAAACCCTTGAAC 3'

3' CGTTACAAGTTCCCAAAAAATGCAGCTGCG 5’

Self-complementarity:

5" GCGTCH

3' CGTTACAAGTTCCCAAAAAATGCAG-
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EK 8 aroA geni geri primer dizini ve termodinamik 6zellikleri

aroA geri primer+ Sall

cgcgtcgacaaagcataaaaaaaggecg

I
I
|| press a key to continue
I
I
I
I
I
I
I
I
I

1.txt
29 nt.

Position
& Length
of fragm.
1 28
Td [°C]
82.7
oG
kcal/mol

-55.3

Dimer formation:

OH
kcal/mol

-241.7

5' CGCGTCGACAAAGCATAAAAAAAGGCCG 3'

3' GCCGGAAAAAAATACGAAACAGCTGCGC S

Self-complementarity:
5' CGCGTCGr
1] A

3' GCCGGAAAAAAATACGAAACH
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EK 9 Genetik Miihendisligi arastirma programinda kullanilan markerlar ve

biiyiikliikleri

ADNA HindIII 100 bp DNA Ladder plus

Iy g5 % S

00
/o0t
3
231 30 — AR
Q416 - 0
BanT = —— A
" -
4361 e — (00
— 500
. an —
2027 — o
— 0
_ 1)
— G64
0 5yinflane, Bom length ¢
— 125 e

0.5pglane,
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EK 10 Gams paket program ile metabolik aki analizi icin matematik modelin

¢oziimiinde kullanilan program

SET 1/1 *5000/;

VARIABLES
J (D
DD
Z;

POSITIVE VARIABLE J, DD ;
J.UP(I) = 350;

EQUATIONS
SS
PEP
Pyr
G6P
Fe6P
ATP
CO2
R5P
NADPH
T3P
E4P
PG3
NADH
Lac
AcCoA
Ac
Cit
GLOX
Mal
ICit
AKG
Succ
SuccCoA
FADH2
Fum
OA
DHF
Gly
NH3
MTHF
MeTHF
MetTHF
THF
Gln
Glu
CaP
ADP
Pi

253



Chor
Phe

EK 10 Gams paket programi ile metabolik aki analizi icin matematik modelin

coziimiinde kullanilan program (devam)

Tyr
PRPP
1GP

PPi

Ser

Trp

Asp
Asn
ASPSA
mDAP
Lys
HSer
Cys
Met

Thr

Ile

Pro

Orn

Citr

Arg
AMP
H2S
Ala
Kval
Val

Leu

His
PRAIC
IMP
GTP
GDP
GMP
UMP
UTP
CTP
UDP
CDP
dATP
dGTP
dCTP
dTTP
GL3P
C140
Cl41
PA
UDPNAG
UDPNAM
CMPKDO
CDPEtN
UDPGlc
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ADPHep
G1P

EK 10 Gams paket programi ile metabolik aki analizi icin matematik modelin

coziimiinde kullanilan program (devam)

S7P
XYLS5P
RIB5P
Gluc6P
Ldihy
Ltet
Proteaz
Glc
F10THF
Amy
IFN
NP

OX
Form
Bla
DGloc
Gloc

OBJECTIVE;
OBJECTIVE .. Z =E=DD;

SS .. 1('179") =E=0;

Gle .. J(1') - J('804") =E= 0;

OA .. +J('550")-J(49") - J('50") +I(61") - J('75") =E= 0;

OX .. +J('802') - J('803") =E= 0;

Form .. + J('800') - J('801") - J('802") + J('803") =E= 0;

PEP .. J('13)-J(14)-I(1') - (26" - 2*1(91") -J('137") - J(172) =E=0;

PYR.. -J('800")+J('801") - J('550") + J('14") +J(1) -J('40") + J(41") +J(4T") +J('65') - J('69")
S2%J(170') - J('78") - J('86") + J('90") + J('95") - J('29') + J('49") + J('604') + J('608")=E= 0;

GOP.. J(1)-1(2)+1(3)-1(4)+1(10) - 1(9) =E=0;

ATP.. +J(14)-J(181") - J(11") + J(22') - J('23")
+J('42') - J(43") + J('56') - J(57) - I('73") - I(74') - J('76")

177 - J(85") - J(91') - J('98") - J('100") - J('101") - J('103")

- 4%J('104') - J('106') - J(107") - J('108") + J('109")

-JC112Y) - J(113") - J(115") - J('117') - J('118")

SJC1210 - J('124Y) - J('126") + J('127") - 2%J('128")

- 6*J('133") - 6*1('134") - 7.2*]('135')- 2*]('145")

+2% J('155") + J('156') - 2*3('165") - J('173") -

J('176") - 41.139*J('179") - 5.5%J('180") - 5.5*J('190") - 5.5*J('191") - J('607")- 5.5*J("700") =E= 0;

CO2.. -J(802") +J('803")- J('550') + J(49) +J(8) + J(47) +1I('53")
+ (155 + J(72) + J(83") + J(93") + J(94) + J(86') + J(95")
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-J(104") + J('116")- J('145") - J('148") + J('184") - J('161")
+J('162") + J('173") + J(29") + J('602") + J('603") + J('611") +2*]('612") =E= 0;
EK 10 Gams paket programi ile metabolik aki analizi icin matematik modelin

coziimiinde kullanilan program (devam)

NADPH .. + J('306") + J(4') - J(97) +J('8) + J(47") + J('53') - J(70") -

J(77) - J(80") - J('84') - J('86') - J(91")

~2%J('100') - J('101") - J('132") - 12*J('133")

S 11*J(134") - 14%3('135") - J('137') - J('147") - J('149")

+J('150') - 4%J('165") - J(112") - J('113") - J('124") - J('128") - J('300") + J('301') - J(303") + J('602") -
J('605")

-1(610") =E= 0;

PG3 .. -J('13)+J(22") - J(23') + J(26') - J('64') =E= 0;

NADH .. +J(22") - J(23') - J(40") + J('41") - J('155")

+J('55") + J(61') + J('64") + J('72") + 2*I('74")

+ 394" + J('106") + J('116") - J('148") + J('184") + J('29') + J('300') - J(301") + 2*J('603")

+ J('607") + J('609") +3*J('612") + J('613") =E=0;

Lac .. J(40") - J(41') =E=0;

AcCoA .. +J('800') - J('801')- J('S0") - J(42") + J('43") - J(63") - J('68") - J('72")

1101 - 7%1('133") - 7*J('134") - 8.2%]('135") -

J('169') + J('29") - J(90') - J('81') + J('603") +2* J('607") + J('609') + J('610)

+J(611') + (613" =E=0;

Ac .. J(42") - J(43") + J('68") + 2*]('90") + J('101') + J('81') =E= 0;

Cit.. J('50" - J('51') =E=0;

GLOX .. J('62') - J('63") =E= 0;

Mal .. - J(47") + J('59") - J(61") + J('63") =E=0;

ICit .. J(51') - J('53") - J('62") =E= 0;

AKG .. + J('53)- J(97") - J('55') + J('64") - J('65") + J('69") + I('71") + J('72")

+ J(74Y) + J(75") + J(81') + J(86") +J('93') + J('94")

+J('101') - J('602") - J('605") - J('603") - J('607') -J('611") - J('612")=E= 0;

Succ .. J('56') - J(57") - J('58") + J('62") + J('611") =E= 0;

SuccCoA .. J('55") - J('56') + J('57") - J(611") + J('612') + J('603") =E= 0;

FADH?2 .. J('58") - J('156") + 2*J('603') + J('607") + J('612") + J('613') =E= 0;

Fum .. J('58') - J('59) + J('103") + J('104) + J('114") + J('600") + J('611") =E=0;

DHF .. - J('147") + J('128") =E= 0;

Gly .. J(66") - J(67') - J(104") + J('148") - J('184") - 0.58*J('179") - 35*J('180") - 51*J('190")
- 3*J('191')- 48*J('192') + J('609") - 16*1('700") =E=0;

NH3 .. - J(97) - J(121") + J('86') + J('90') - J('98') - J('148") + J('184") + J('163")
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+J('600") + J('601") + J('602") + J(604') + J('608") - J('95") =E=0;

EK 10 Gams paket programi ile metabolik aki analizi icin matematik modelin

coziimiinde kullanilan program (devam)

MTHF .. - J('90") + J('149') =E= 0;

MeTHF .. - J('183") + J('150") + J('606') =E= 0;

F10THF .. J('183") - J('104") - J('105") =E= 0;

MetTHF .. J(66') - J(67') - J('128') - J('148") + J('184") - J('149") - J('150) =E=0;

THF .. - J(66") + J('67") +J('90") + J('104") + J('105")
+J('147) + J('148") - J('184") - J('606') =E= 0;

Gln .. - J(74') - J(76") + J('98') - 2*]('104") - J('106') - J('145")
SJ(169") - 0.25%J('179") - 7*J('180') - 29*J('190") - 10*J('191") -24*]('192") - J('605") - 8*J('700') =E=

Glu.. J('306) +J(97") +J(106) +J('145" + J('169')- 0.25*J('179") - 5*J('180")
- J(64") + (65 - J('69') - J('71") - J('72') - J('75") + J('76') - (1)

- 1('86") - J('93') - J('94") - J('98")

- J('100') - 2%J('101") + 2*J('104") - 23*J('190") - 15*J('191") -40*J('192") + 2*J('602") + 2*J('605") +

J('606") + J('603")

+ J('607") + J(611") + J('612") - 21*J("700")=E= 0;
CaP ..-J('102") - J('116") + J('145') =E= 0;

ADP .. -J(14Y)+JC181) +J(11") - J(22) + J(23') - J(42') + J('43')- J('56') + J('57")
+ 377 + J(85") + J(91) + J('98") + J('100')+ J('101")

+4%J('104") + J('107') + J('108') - J('109") + J('113") + 2*]('115")

+JC117) +IC118") + J(1217) + J('124") + J('126') - J('127")

+2%J('128") + 6*J('133") + 6*J('134") + 7.2*J('135") + 2*]('145")

- 2%J('155") - J('156') + J('165") + J('173) + 41.139%J('179") + 5.5*J('180") + 5.5*J('190") + 5.5*J('191")
+ J('607") + 5.5%J("700") =E= 0;

Pi.. J(64")+I(181") - J(22") +J(23') - J(42') + J(43') - J(56') + J('57") +
J(74Y + J(77") + J('85") + 4*J('91") + J('98") + J('100") + J('101") + J('102")

+4%J('104") + J(114Y) + J(116") + J(121') + 6*J('133)+ 6*J('134") + 7.2*]('135")

+J('145" - 2*J('155') - J(156") + J(167") - J(168)  +J(165") + 2*J('166') + J('137) + 2*J('172")
+41.139*J('179") + 5.5*J('180") + 5.5%J('190") + 5.5%J('191") + J('12') + J('607") + 5.5*]('700") =E= 0;

Chor .. J(91") - J('93') - J('94") - J('95") =E= 0;

Phe .. J('93") - 0.17*J('179") - 4*J('180") - J(303") - 20%J('190') - 8*J('191") - 20%J('192") - 7*J('700') -

DD =E=0.655;

Tyr .. J(94') - 0.13*J('179") - 13*J('180") + J('303') - 28*J('190") - 4*J('191") -32*J('192") - J(611") -

6*1("700") =E=0;

PRPP .. J('73') - J(74") - J('104")- J('95") - J('116") =E= 0;
IGP .. J('95") - J('96') =E= 0;

PPi .. 2*#J('74") +J('76") + J('95") + J('103")+ J('104") + J('106")

257



+ (116" +J('128") + J('136") +
J('165') - J(166') + J('169") + J('172') + J('173") + J('176") =E= 0;

EK 10 Gams paket programi ile metabolik aki analizi icin matematik modelin

coziimiinde kullanilan program (devam)

Ser .. J('64') - I(66) + J(67") - J(68") - J(96)
ZI(173') - 0.377%I(179') - 32%J('180')- 55*T(190") - 13*J('191") - 43*J('192') - J(608") - 11*I("700')

Trp .. J(96") - 0.05%J('179") - 1*J('180") - 14*J('190") - 2*J("191") - 4*J('192') - J('610") - 3*J("700") =E=
0;

Asp .. J('75") - J('76") - J(77') - J('103") - J('104")
SJ(114Y) - J('116") - 0.22%J('179") - 9*J('180") - 44*J('190") - 11*J('191")- 30*J('192") - J('600") +
J('601') - 23*3('700") =E= 0;

Asn .. J('76') - 0.22*J('179") - 18*J('180") - 54*J('190") - 16*J('191") - 23*J('192") - J('601") -
13*J('700") =E=0;

ASPSA .. J(77') - 1('78') - J('84') =E= 0;

mDAP .. J(81')- J(83") =E=0;

HSer .. J('84') - I(85") - J('90") =E= 0;

Cys .. J(68") - 1('90") - 0.09*]('179') - 1*J('190") - 5*J('191") - 1*]('192") - J(604') =E=0;

Met .. J('90") - 0.14*J('179") - 5*J('180") - 10*J('190")- 7*J('191') - 8*J('192") - 4*]('700") =E= 0;

Thr .. J('85') - J(86") - 0.24*]('179") - 20%J('180") - 45*J('190") - 9*J('191") - 35%J('192") - J('609") -
23*J("700") =E= 0;

Ile .. J(86') - 0.27%J('179') - 10%J('180') - 35%J('190') - 7*J('191') -32*]('192") - J('603") -
14*J('700"=E= 0;

Pro .. J('100") - 0.2*J("179") - 10*J('180") - J('306") - 23*J('190") - 6*J('191") - 17*]('192") - 11*J('700")
=E=0;

Orn .. J('101') - J('102') - 0.0593*J('179") =E= 0;
Citr .. J('102') - J(103) =E=0;

Arg .. J('103") - 0.28*]J("179") - 4*J("'180") - 24*J('190") - 12*J('191") - 14*]("192") - J('602") - 14*J("700")
=E=0;

AMP .. J('73") + J('76') + J('103") + J('106') + J('114") -
J('115") + J('165") =E=0;

H2S .. - J(68") - J('90") + J('165") + J('604") =E= 0;

Ala .. - J(65") +J('69') - 0.5352*]('179") - 40*J('180") - 49*J('190") - 10*J('191") - 47*]('192") + (610
- 24*]('700") =E= 0;

Kval .. J('70') - J(71")- J('72") =E= 0;
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Val .. J(71") - 0.4*J('179") - 31*J('180") - 32*J('190") - 6*J('191") - 32*J('192') - J('612") -
15*J('700")=E= 0;
EK 10 Gams paket program ile metabolik aki analizi icin matematik modelin

coziimiinde kullanilan program (devam)

Leu .. J('72") - 0.42*J('179") - 16*J('180") - 36*J('190")- 22*J("191")- 33*]('192") - J("607") - 27*J('700")
=E=0;

His .. J(74") - 0.09%]('179") - 5*J('180")- 16*J('190") - 3*J('191") - 18*]('192") - J('606") -
1*#J("700"=E= 0;

PRAIC .. J('74") + J('104") - J('105') =E= 0;
IMP .. J('105') - J('106') - J('114") =E= 0;

GTP .. - J('114") + J('108") - J('109")
-0.2*3('179") =E=0;

GDP .. J('107") - J('108) + J('109') +J('114")
-J('113")=E=0;

GMP .. J('106') - J('107') =E= 0;
UMP .. J('116') - J(117") =E= 0;
UTP .. J('118') - J('136") - J('121") - J('169') - 0.13*]('179") =E= 0;

CTP .. J('121") - J(127) + J('126") - J('172') - J('173")
-0.12%J('179") =E= 0;

UDP .. (117 - J('118") - J('128") =E= 0;
CDP .. J('127") - I('126') - J('124") =E= 0;
dATP .. J('112') - 0.02*]('179") =E= 0;
dGTP .. J('113') - 0.02*]('179") =E=0;
dCTP .. J('124") - 0.02*]('179') =E= 0;
dTTP .. J('128') - 0.02*]('179") =E= 0;

Lys .. J('83") - 0.32*J("179") - 9*J('180") - 30*J('190") - 8*J('191") - 37*J('192") - J('613") - 24*]J("700")
=E=0;

GL3P .. J('132') - 0.129%]('179") =E= 0;

C140 .. J('133") - 0.0235*1('179") =E= 0;

C141 .. J('134") - 0.0235*1('179") =E= 0;

PA .. J(135') - 0.259*]('179") =E= 0;

UDPNAG .. J('169") - J('137") - 0.0433*J('179') =E= 0;

UDPNAM .. J('137') - 0.0276*J('179")=E=0;
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CMPKDO .. J('172) - 0.0235*]('179") =E= 0;

EK 10 Gams paket programi ile metabolik aki analizi icin matematik modelin

coziimiinde kullanilan program (devam)

CDPEN .. J('173") - 0.0235*J('179') =E=0;

UDPGLC .. J('136') - 0.0157*]('179') =E=0;

ADPHep .. J('176") - 0.0235*)('179') =E= 0;

GIP.. J(2')-1(3"-1(136") - 0.154*]('179') =E=0;

STP .- J(34") +1(35") + (38" - 1(39") - J('176') =E= 0;

XYLSP .. - J(30) + J(31") +I(34) - J(35") +1(36") - I(37") =E=0;

F6P .. J('9') - J(10" - J(11") + J('12")
SJ(36) +I(37') - J('38) +1('39") - J('169") =E= 0;

T3P .. +2%I(11") - 2%J('12") - J(22") + J('23") - J(34") + J('35") - J(36") + J('37")
+ (38" - J('39") + J('96') - J('132") =E= 0;

RIBSP .. - J('32") + J('33") + J('34") - J('35) =E=0;

RSP .. +J(8") +J('30") - J(31)+ J('32) - J('33) - J('73")
-J('172") =E=0;

E4P .. +J('36" -J('37") -J('38") +1('39")-J(91")=E=0;
Gluc6P .. J('4") - J('8') =E=0;

Ldihy .. J('78'") - J('80") =E=0;

Ltet .. J('80') - J('81') =E=0;

Proteaz .. J('180") =E= 0;

Amy .. J('190") =E= 0;

IFN .. J('191")=E=0;

NP .. J('192") =E=0;

Bla .. J("700") =E= 0;

DGloc.. J('804')- J('805') =E=0;

Gloc..J('805") =E=0;
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EK 11 Deney Verileri

1. “Rekombinant Hiicrelerin L-Fenilalanin Uretim Performanslariin

Kiyaslanmas1” deney verileri (T=37 °C, N=200 dk™, pH,=7.0, SO=1/6)

Cx. kg m>
t. st Dogal pMK4::aroH pMK4::aroA pMK4::aroA::aroH
B.subtilis tasiyan r-B.subtilis tasiyan r-B.subtilis tasiyan r-B.subtilis
A263 A263 A263 A263
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A(600nm) Cx A(600nm) Cx A(600nm) Cx A(600nm) CX
0 0.32 0.16 0.32 0.16 0.32 0.16 0.32 0.16
3 0.468 0.24 0.54 0.28 0.43 0.22 0.58 0.30
6 0.969 0.51 0.80 0.42 1.025 0.54 0.73 0.38
9 1.099 0.58 1.61 0.86 1.43 0.76 1.16 0.61
12 1.66 0.88 2.25 1.20 1.88 1.00 1.41 0.75
15 275 147 2.36 1.26 2.12 1.13 2.07 1.10
18 3.25 174 3.07 1.64 2.7 1.37 2.36 1.26
21 3.68 197 2.96 1.58 2.64 141 2.75 1.47
24 3.92 2.1 2.94 1.57 2.75 1.47 3.05 1.63
27 3.73 2.0 2.92 1.56 2.77 1.48 3.03 1.62

Ce. kg m>

t. st Dogal pMK4::aroH pMK4::aroA pMK4::aroA::aroH

B.subtilis tasiyan r-B.subtilis tasiyan r-B.subtilis tasiyan r-B.subtilis

A263 A263 A263 A263

A(550nm) Cg A(550nm) Ce  A(550nm) Cc  A(550nm) Ceo

0 261 10 2.61 10 261 10 2.61 10
3 2047 7.8 2.02 7.9 2.33 8.9 2.05 7.8
6 197 7.5 1.99 7.8 2.28 8.7 1.995 7.6
9 166 6.3 1.66 6.3 1.99 7.6 1.788 6.8
12 135 5.1 1.61 6.1 1.97 7.5 1.43 54
15 1.24 4.7 1.50 5.7 1.79 6.8 1.30 4.9
18 1.04 39 1.45 5.5 1.63 6.2 1.24 4.7
21 098 3.7 1.30 4.9 1.50 5.7 1.22 4.6
24 0.85 3.2 1.24 4.7 1.45 5.5 1.09 4.1
27 0.57 21 1.04 3.9 1.24 4.7 0.75 2.8
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EK 11 Deney Verileri (devam)

Standart Alan= 57145

Cphe. kg m>
t. st Dogal pMK4::aroH pMK4::aroA pMK4::aroA::aroH
B.subtilis tastyan r-B.subtilis tasiyan r-B.subtilis tasiyan r-B.subtilis
A263 A263 A263 A263
Alan Crhe Alan Crhe Alan Cphe Alan Cphe
0 83 0.0003 139 0.0005 194 0.0007 277 0.001
3 277 0.001 277 0.001 831 0.003 55413 0.2
6 1108 0.004 1385 0.005 33248 0.12 83120 0.3
9 16624 0.06 24936 0.09 80349 0.29 130221 0.47
12 19395 0.07 27707 0.1 99744 0.36 182864 0.66
15 22165 0.08 47101 0.17 108056 0.39 180093 0.65
18 52643 0.19 102515 0.37 116368 0.42 188405 0.68
21 55413 0.2 105285 0.38 119139 0.43 221653 0.8
24 58184 0.21 113597 0.41 157928 0.57 335251 1.21
27 58184 0.21 116368 0.42 174552 0.63 382352 1.38
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EK 11 Deney Verileri (devam)

2. “Oksijen Aktarimi Etkileri ” deney verileri (T=37 °C, pH(=6.8)

t. st Cy; mmol dm? pH
MOT2 MOT1 LOT2 LOT1 LimOT MOT2 MOT1 LOT2 LOT1 LimOT
0 0.24 0.19 0.22 0.22 0.22 6.88 6.89 6.92 6.86 6.89
0.5 0.14 0.08 0.07 0.17 0.18 6.89 6.92 6.90 6.86 6.96
1.0 0.09 0.03 0.03 0.12 0.16 6.89 6.91 6.93 6.87 6.93
15 0.09 0.00 0.00 0.07 0.13 6.88 6.90 6.92 6.85 6.91
2.0 0.14 0.00 0.00 0.09 0.13 6.87 6.87 6.89 6.84 6.89
2.5 0.13 0.00 0.00 0.10 0.19 6.86 6.85 6.87 6.83 6.87
3.0 0.16 0.00 0.00 0.12 0.17 6.86 6.81 6.85 6.83 6.85
3.5 0.20 0.00 0.00 0.13 0.16 6.86 6.79 6.83 6.83 6.83
4.0 0.19 0.00 0.00 0.14 0.17 6.84 6.77 6.81 6.82 6.81
4.5 0.18 0.00 0.00 0.14 0.16 6.82 6.75 6.78 6.80 6.80
>0 0.12 0.01 0.00 0.13 0.16 6.81 6.73 6.76 6.65 6.79
>3 0.09 0.00 0.00 0.08 0.14 6.80 6.70 6.72 6.65 6.76
6.0 0.10 0.00 0.00 0.07 0.13 6.79 6.69 6.71 6.64 6.75
6.5 0.12 0.00 0.00 0.07 0.15 6.78 6.68 6.70 6.64 6.74
7.0 0.14 0.00 0.00 0.06 0.19 6.76 6.68 6.70 6.61 6.73
75 0.14 0.00 0.00 0.06 0.19 6.76 6.68 6.66 6.61 6.73
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EK 11 Deney Verileri (devam)

2. “Oksijen Aktarim Etkileri ” deney verileri (devam)

8.0 009 000 000 006 021 675 667 664 659 673
8.5 015 001 000 006 022 674 666 662 658 673
9.0 022 004 000 006 022 671 664 656 657 673
9.5 023 004 000 006 022 669 664 654 656  6.72
10.0 024 003 000 007 022 666 663 649 655 671
10.5 024 004 000 009 022 663 661 645 654 670
11.0 023 005 00l 009 022 659 659 640 653  6.70
1.5 024 008 001 010 022 655 654 633 653 668
12.0 024 012 002 011 022 649 649 627 651  6.66
12.5 024 012 002 010 022 647 646 623 651 664
13.0 024 013 002 010 023 642 638 616 650  6.62
13.5 024 013 002 010 023 637 631 616 649 659
14.0 024 013 002 010 022 631 624 604 646 656
14.5 024 014 003 010 021 627 600 599 640 653
15.0 024 016 003 010 021 621 609 592 634 649
15.5 024 018 003 009 021 613 59 58 628  6.42
16.0 024 018 004 009 021 609 591 579 619 639
16.5 024 019 004 009 021 604 58 572 613 635
17.0

0.24 0.19 0.06 0.09 0.21 5.97 5.71 5.63 6.16 6.29
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EK 11 Deney Verileri (devam)

2. “Oksijen Aktarim Etkileri ” deney verileri (devam)

17.5 024 019 007 009 022 58 558 555 609 622
18.0 024 019 007 009 022 58 546 548 606  6.16
18.5 024 019 008 009 022 571 533 539 584 607
19.0 024 019 009 009 022 561 521 531 578 597
19.5 024 019 010 009 022 552 515 526 571 589
20.0 024 019 010 010 022 545 510 521 567 581
205 024 019 011 010 022 538 507 518 563 574
21.0 024 019 011 010 022 536 506 517 553 572
215 024 019 011 010 022 534 505 515 547 568
220 024 019 011 010 023 527 504 514 544 561
225 024 019 012 010 023 515 501 511 537 549
23.0 024 019 012 010 023 515 501 509 529 542
235 024 019 013 010 023 509 500 508 526 534
240 024 019 012 009 023 503 500 508 517 528
245 024 019 013 009 023 499 500 507 513 521
250 024 019 013 009 023 497 501 507 517 519
255 025 019 013 009 023 496 501 508 515 514
260 025 019 013 009 023 495 501 508 510 511
26.5

0.25 0.19 0.12 0.09 0.22 4.95 5.01 5.08 5.10 5.09
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EK 11 Deney Verileri (devam)

2. “Oksijen Aktarim Etkileri ” deney verileri (devam)

27.0 025 018 013 009 022 495 501 506 509 510
275 025 019 013 009 022 494 502 506 512 512
280 025 019 013 009 022 494 501 506 514 514
285 025 018 013 009 022 494 503 507 511 514
290 025 018 013 009 022 493 501 506 516 514
295 025 018 013 009 022 493 501 507 513 515
30.0

0.25 0.19 0.12 0.09 0.22 4.93 5.01 5.07 5.13 5.15
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EK 11 Deney Verileri (devam)

2. “Oksijen Aktarimi Etkileri ” deney verileri (devam)

t. st Cx; kg dm™ Cg; kg dm™ Cphe; kg dm™
MOT2 MOT1 LOT2 LOT1 LimOT MOT2 MOT1 LOT2 LOT1 LimOT MOT2 MOT1 LOT2 LOT1 LimOT

0 0.12 012 012 012 0.12 10 10 10.0 10 10 0 005 001 0.035 0
30  0.29 0.33 033  0.430 0.4 8.18 7.45 93  9.14 8 0153 026 018 0.2 0.01
6.0 047 0.47 042 0528  0.44 7.8 7.18 7.6 7.5 7.2 0.28 042 024 03 0.14
9.0 063 0.68 065 0576  0.49 6 6.26 6.8 6.9 7 0.32 0.5 028  0.32 0.17
120 o.89 089 087 0750  0.68 5.1 5.54 5.8 6.2 6.5 0.43 0.84 032 044 0.25
15.0 0.3 1.2 0.91 0940  0.702 4 4.7 49 595 6.2 0.51 0.86 043  0.46 0.34
180 1 133 095 1210 081 3.1 3.8 4.2 4.7 6 0.54 0.97 048 047 0.47

21,0 13 148 112 1310  0.89 2 3.6 3.6 3.9 5.1 0.6 1.04 056  0.67 0.49
240 112 149 124 1320  1.01 1.8 3.2 3.2 2.8 4.3 0.71 135 064  0.86 0.53
27.0 113 149 125 1.320  1.05 1.7 2.6 3.0 2.1 3.7 0.79 156  0.68 0.9 0.69
300 113 149 126 1.330  1.06 1.6 2.2 2.9 1.8 2.5 0.82 1.5 0.75 0.9 0.67
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EK 11 Deney Verileri (devam)

3. “Metabolik Tasarimlarin L-Fenilalanin Uretimine Etkisi ” deney verileri (T=37 °C, Q¢/Vr=0.5 vvim, N=500 dk'l, pH(=6.8)

t. st Cop; mmol dm™ pH

Dogal pMK4::aroH pMK4::aroA pMK4::aroA::aroH Dogal pMK4::aroH pMK4::aroA pMK4::aroA::aroH

B.subtilis  tasiyan tastyan tastyan B.subtilis A263  tasiyan tastyan tasiyan r-B.subtilis

A263 r-B.subtilis r-B.subtilis r-B.subtilis A263 r-B.subtilis A263 r-B.subtilis A263 A263

A263 A263
0 0.16 0.15 0.14 0.16 6.81 6.86 6.84 6.89

0.5 0.09 0.14 0.11 0.05 6.90 6.86 6.84 6.92
1.0 0.07 0.14 0.08 0.02 6.90 6.87 6.84 6.91
15 0.08 0.14 0.05 0.00 6.89 6.85 6.82 6.90
2.0 0.08 0.05 0.06 0.00 6.90 6.84 6.81 6.87
25 0.08 0.06 0.06 0.00 6.87 6.83 6.79 6.85
3.0 0.05 0.07 0.08 0.00 6.86 6.83 6.81 6.81
3.5 0.00 0.07 0.08 0.00 6.87 6.83 6.78 6.79
4.0 0.00 0.08 0.09 0.00 6.85 6.82 6.78 6.77
4.5 0.00 0.08 0.09 0.00 6.84 6.80 6.75 6.75
>0 0.00 0.07 0.08 0.00 6.84 6.65 6.62 6.73
>3 0.00 0.09 0.05 0.00 6.80 6.65 6.61 6.70
6.0 0.00 0.10 0.05 0.00 6.78 6.64 6.59 6.69
6.5 0.00 0.09 0.04 0.00 6.76 6.64 6.57 6.68
7.0 0.00 0.07 0.04 0.00 6.77 6.61 6.57 6.68
75 0.00 0.06 0.04 0.00 6.75 6.61 6.53 6.68
8.0 0.00 0.05 0.04 0.00 6.74 6.59 6.52 6.67
8.5 0.00 0.05 0.04 0.00 6.74 6.58 6.49 6.66
9.0 0.00 0.03 0.04 0.00 6.73 6.57 6.47 6.64
9-5 0.00 0.03 0.04 0.00 6.73 6.56 6.48 6.64
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EK 11 Deney Verileri (devam)

3.“Metabolik Tasarimlarin L-Fenilalanin Uretimine Etkisi ” deney verileri (devam)

10.0 0.00 0.03 0.05 0.00 6.72 6.55 6.48 6.63
10.5 0.00 0.02 0.06 0.00 6.71 6.54 6.45 6.61
11.0 0.00 0.02 0.06 0.01 6.70 6.53 6.43 6.59
115 0.00 0.03 0.06 0.00 6.69 6.53 6.43 6.54
12.0 0.00 0.03 0.07 0.02 6.69 6.51 6.40 6.49
125 0.00 0.03 0.06 0.02 6.66 6.51 6.40 6.46
13.0 0.00 0.02 0.06 0.01 6.63 6.50 6.38 6.38
135 0.00 0.02 0.06 0.01 6.61 6.45 6.39 6.31
14.0 0.00 0.02 0.06 0.01 6.59 6.43 6.36 6.24
14.5 0.01 0.02 0.06 0.02 6.59 6.43 6.30 6.00
15.0 0.01 0.03 0.06 0.02 6.57 6.36 6.23 6.0
15.5 0.00 0.02 0.06 0.03 6.55 6.32 6.20 5.96
16.0 0.01 0.02 0.06 0.03 6.51 6.34 6.18 5.91
16.5 0.02 0.02 0.06 0.03 6.49 6.28 6.18 5.82
17.0 0.02 0.02 0.06 0.04 6.47 6.26 6.13 5.71
17.5 0.02 0.02 0.06 0.05 6.44 6.28 6.10 5.58
18.0 0.02 0.03 0.06 0.05 6.43 6.26 6.07 5.46
18.5 0.02 0.02 0.06 0.06 6.41 6.24 6.01 5.33
19.0 0.02 0.03 0.06 0.07 6.42 6.22 5.88 5.21
195 0.01 0.03 0.06 0.07 6.39 6.15 5.77 5.15
200 0.01 0.03 0.06 0.08 6.41 6.12 5.68 5.10
205 0.01 0.03 0.06 0.08 6.42 6.07 5.63 5.07
21.0 0.01 0.04 0.06 0.08 6.42 5.95 5.59 5.06
215 0.01 0.04 0.06 0.08 6.42 5.84 5.50 5.05
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EK 11 Deney Verileri (devam)

3. “Metabolik Tasarimlarin L-Fenilalanin Uretimine Etkisi ” deney verileri (devam)

220 0.01 0.03 0.06 0.08 6.43 5.74 5.44 5.04
225 0.01 0.04 0.06 0.09 6.42 5.74 5.43 5.01
230 0.01 0.04 0.06 0.09 6.43 5.72 5.39 5.01
235 0.01 0.04 0.06 0.09 6.41 5.67 5.35 5.00
240 0.01 0.05 0.06 0.09 6.41 5.63 5.33 5.00
245 0.01 0.04 0.06 0.09 6.39 5.61 5.29 5.00
250 0.01 0.04 0.06 0.09 6.41 5.59 5.27 5.01
255 0.01 0.04 0.06 0.09 6.39 5.60 5.23 5.01
26.0 0.01 0.04 0.06 0.09 6.41 5.57 5.26 5.01
265 0.01 0.04 0.06 0.09 6.40 5.57 5.22 5.01
270 0.01 0.04 0.06 0.09 6.39 5.59 5.21 5.01
275 0.01 0.04 0.06 0.09 6.38 5.57 5.21 5.02
280 0.01 0.04 0.06 0.09 6.38 5.55 5.19 5.01
285 0.01 0.04 0.06 0.09 6.39 5.56 5.19 5.03
290 0.01 0.04 0.06 0.09 6.38 5.57 5.19 5.01
295 0.01 0.04 0.06 0.09 6.39 5.55 5.19 5.01
30.0 0.01 0.04 0.06 0.09 6.36 5.54 5.17 5.01
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3. “Metabolik Tasarimlarin L-Fenilalanin Uretimine Etkisi ” deney verileri (devam)

t. st Cy; kg dm™ Cg; kg dm™

Dogal pMK4::aroH pMK4::aroA pMK4::aroA::aroH  Dogal pMK4::aroH pMK4::aroA pMK4::aroA::aroH

B.subtilis A263 tasiyan tasiyan tasiyan B.subtilis A263 tasiyan tasiyan tastyan r-B.subtilis

r-B.subtilis A263 r-B.subtilis A263 r-B.subtilis A263 r-B.subtilis A263 r-B.subtilis A263 A263

A(600nm) Cx  A(600nm) Cx A(600nm) Cx  A(600nm) Cx A(550nm) Ce A(550nm) Ce A(550nm) Cs  A(550nm) Ce
0 032 016 032 016 032 0.6 025 0.6 261 10.00 261 10.00 261 10.00 2.61 10.00
3.0 160 0848 140 0.744 0.94 0.496 064 0430 210 800 230 876 244 932 1.96 7.45
6.0 208  1.110 171 0.910 134 0712 090 0528 184  7.00 200 7.60 217 829 1.89 7.18
%0 240  1.280 1.99 1.064 153 0.810 129 0576 160  6.07 179 6.80 194 737 1.65 6.26
12.0 279  1.488 230 1224 1.76 0.936 168  0.750 132 5.00 153 580 163  6.20 1.46 5.54
15.0 314 1.680 282 1504 2132 1.136 225  0.940 111 420 130 493 145 551 1.24 47
18.0 328  1.756 294 1570 253 1.350 249 1210 099 371 112 423 124 469 1.01 3.8
210 331 1.770 307 1640 272 1.450 277 1310 090 338 096 3.60 111 420 0.96 3.6
24.0 337 1.800 3.05 1640 273 1.460 279 1.320 081  3.03 0.86 3.20 10 376 0.85 3.2
27.0 340 1816 305 1630 277 1.480 279 1.320 072 2.69 079 295 093 350 0.70 2.6
300 3.40 1817 3.05  1.630 278 1.484 279 1330 069 256 077  2.86 083 3.2 0.59 2.2
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3. “Metabolik Tasarimlarin L-Fenilalanin Uretimine Etkisi ” deney verileri (devam)
(Standart Alan=68.170)

t. st Cones kg dm™

Dogal pMK4::aroH pMK4::aroA pMKA4::aroA::aroH

B.subtilis A263  tasiyan tasiyan tastyan

r-B.subtilis A263 r-B.subtilis A263  r-B.subtilis A263

0 3246 001 9916 003 12560 004 16526  0.05
30 5104 002 11568 004 59494 018 85936  0.26
60 5843 002 13221 004 112377 034 138819 042
%0 10063 003 33052 010 125508 0.8 165261 05
1200 55074 007 52883 016 138819 042 277638  0.84
150 53048 007 57180 017 175176 053 284248  0.86
180 56043 008 72715 022 184100 056 320606  0.97
210 39604 012 89241 027 218144 066 343742  1.04
240 45525 013 105767 032 244586  0.74 446204 135
270 46421 014 108741 033 257807 0.78 515613 158
300 45447 014 103123 031 280943  0.85 495782 15
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