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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

cis, cissMUKONIK ASITIN Pseudomonas putida BIYOKATALIZORLUGUNDE
MIKROBIYAL URETIMI

Fatma Elif UZUN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Emine BAYRAKTAR

Calismanin amaci, Pseudomonas putida KT2440 hiicreleri ile sodyum benzoattan cis,
cis-mukonik asitin (ccMA) mikrobiyal iiretimi ve fermentasyon ortami kosularinin
deney tasarim yontemi ile optimizasyonunun gerceklestirilmesidir. Caligma sirasinda
oncelikle, Pseudomonas putida KT2440 hiicreleri ile ccMA {iretiminde yer alan Na-
benzoat (substrat), glukoz, Na,HPO4, KH,PO4, NaCl, (NH4),SO4, MgS0O,, CaCl,,
FeSOy, derisimi, sicaklik ve baslangic pH’mnin iiretime etkisi incelenmistir. Uretimde yer
alan 11 ortam kosulundan en etkili olanlarin belirlenmesi amaciyla Plackett-Burman
deney tasarimi uygulanmistir. Belirlenen etkili faktorlerin optimize edilmesi ise, cevap
yiizey yontemi (RSM) olan merkezi kompozit deney tasarimi (CCD) ile
gergeklestirilmistir. Plackett-Burman deney tasarimi sonucunda ccMA iiretimine, Na-
benzoat, glukoz, Na,HPOs, KH,PO,4, CaCl, derisimi, sicaklik ve baslangic pH’inin
pozitif, NaCl, (NH4),SO4, MgSOs ve FeSO, derisiminin negatif etkisi oldugu
belirlenmistir. Pareto grafiginde “Bonferroni” limitinin iizerinde kalan Na-benzoat,
NaCl, (NH4),SO4 derigimi ve baslangic pH’1; ccMA iiretiminde en etkili faktorler olarak
belirlenmistir. Daha sonra, bu faktorlerin etkileri RSM ile incelenmis ve optimum
degerleri sirasiyla; 16.93 mM, 0.9 g/L ve 1.8 g/L ve 7.97 olarak belirlenmistir. Diger
faktorlerin optimum degerleri ise; 20 mM glukoz, 35 °C sicaklik, 18 g/L Na,HPOy, 10
g/L KH,PO4, 150 uM CaCl,, I mM MgSO4 ve 13 uM FeSOy4 olarak belirlenmistir.
Optimize edilmemis kosullar altinda 0.126 mM ccMA, optimize edilmis kosullar altinda
0.401 mM ve RSM ile 0.5895 mM ccMA elde edilmistir. Boylece, optimize edilmemis
kosullarla karsilastirildiginda RSM kullanilarak iiretimde yaklasik 6 kat artis meydana
gelmistir.

Aralik 2018, 99 sayfa

Anahtar Kelimeler: cis, cis-Mukonik asit, adipik asit, mikrobiyal {iiretim,
Pseudomonas putida.
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ABSTRACT

Master Thesis
MICROBIAL SYNTHESIS of cis, cis-sMUCONIC ACID with Pseudomonas putida
Fatma Elif UZUN

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

Supervisor: Prof. Dr. Emine BAYRAKTAR

The aim of the study is the microbial production of cis, cis-muconic acid (ccMA) by
Pseudomonas putida KT2440 cells with using Na-benzoate and the optimization of the
fermentation medium conditions by experimental design method. During the study, the
effects on the production of medium conditions such as Na-benzoate (substrate),
glucose, Na,HPO4, KH,PO4, NaCl, (NH,4),SO4, MgSQ,4, CaCl,, FeSO4 concentrations,
temperature and initial pH were investigated. Plackett-Burman experimental design was
used to determine the most effective ones in eleven fermentation conditions.
Optimization of the determined effective factors was accomplished with the central
composite design (CCD), which is response surface method (RSM). As a result of the
Plackett-Burman design, it was determined that Na-benzoate, glucose, Na,HPO,,
KH,PO4, CaCl, concentrations, temperature and initial pH have positive effects, but
NaCl, (NH4),SO4, MgSO,4 ve FeSO4 concentrations have negative effects on the ccMA
production. In Pareto chart, the effects (Na-benzoate, NaCl, (NH4),SO, concentrations
and initial pH) above the “Bonferroni” limit was determined to be the most effective
parameters on production. Then, the effects of these factors were examined with RSM
and their optimum values were determined as; 16.93 mM, 0.9 g/L. and 1.8 g/L and 7.97,
respectively. The optimum values of the other parameters were determined as; 20 mM
glucose, 35 °C temperature, 18 g/L Na,HPOy, 10 g/ KH,POy, 150 pM CaCl,, 1 mM
MgSO,4 and 13 pM FeSO4. ccMA concentrations under non-optimized condition,
optimized condition and with using RSM were obtained; 0.126, 0.401 and 0.5895 mM,
respectively. Thus, compared with the non-optimized conditions, about 6-fold increase
was achieved on the ccMA production by using RSM.

December 2018, 99 pages

Key Words: cis, cis-Muconic acid, adipic acid, microbial production, Pseudomonas
putida.
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tecriibeleriyle bilimsel anlamda her zaman yol gosterici olan, ilgi ve destegini hic bir
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gostermis oldugu titizligi kendime Ornek aldigim sevgili hocam Aras. Gor. Rahime
SONGUR’e (Ankara Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimii) igtenlikle tesekkiir
ederim.

Yiiksek lisansa baslama kararimi aldigim andan itibaren bana yoldas olan, uzun ve
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Projesi ile destekleyen Ankara Universitesi BAP Koordinatorliigii’ne tesekkiir ederim.

Son olarak, yasamimin her aninda oldugu gibi yiiksek lisans ¢calismam siiresince de beni
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siireci basariyla tamamlamami saglayan sevgili babam Aydin UZUN’a ve annem Melda
UZUN’a, kiigiikliigiimden beri kendime oOrnek aldigim, kararlarimda onemli rol
oynayan, bilgi ve pratik zekasina hayranlik duydugum canim abim Mehmet Serdar
UZUN’a her sey i¢in ¢ok tesekkiir ediyor ve ¢aligmami onlara ithaf ediyorum.

Fatma Elif UZUN
Ankara, Aralik 2018
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1. GIRIS

Dikarboksilik asitler, yiiksek kimyasal reaktiviteleri ve biyobozunur polimerlerin
tiretiminde Oncii madde olarak kullanilmalar1 sebebiyle kimya endiistrisinde giin
gectikce daha fazla dikkat cekmektedir (Gorden vd. 2015). Fumarik asit, itakonik asit ve
adipik asit gibi onemli bir¢ok doymamus dikarboksilik asit ¢ift baglar1 ve ikili
karboksilik gruplar1 sayesinde endiistriyel oneme sahip olup, sentetik recine ve

biyobozunur polimer tiretmek i¢in siklikla kullanilmaktadir (Xie vd. 2014).

Gilintimiizde yillik yaklagik 2.6 milyon tonluk bir iiretime ve 6.3 milyar dolarlik kiiresel
bir piyasaya sahip olan (Bhatia vd. 2016) adipik asit, kimya endiistrisinde iiretilen en
yaygin dikarboksilik asittir. Adipik asit, esas olarak naylon-6,6 {iretiminde iki
reaktanttan biri olarak kullanilmaktadir. Adipik asit kimyasal olarak, petrokimyasal
kaynaklardan olan siklohekzanol ve siklohekzanonun nitrik asit ilavesiyle oksidasyonu
ile elde edilmektedir. Bu kimyasal iiretim, yiiksek sicaklik ve birden fazla tepkime
adim1 gerektirmekte olup, bir sera gazi olan diazot monoksit (N,O) birikmesine neden
olmaktadir (Gorden vd. 2015). N,O emisyonu, diinya ¢apinda insan kaynakli emisyonun
% 5-8’ini olusturmaktadir. Ayn1 zamanda N>O emisyonu kiiresel 1sinmaya, ozon
incelmesine, asit yagmuruna ve sise neden olmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucu,
N,O’nun kiiresel 1sinmaya etkisinin CO,’den 280 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Xie vd. 2014).

Adipik asitin tiretiminde kullanilan kimyasal yol izinin ¢evreye olumsuz etkileri ve
sonlu fosil kaynaklarma bagimliligi nedeniyle, son yillarda biyoteknolojik {iiretim
stireclerine olan ilgi artmaktadir. Giiniimiizde, adipik asitin biyoteknolojik iiretimine
dair herhangi bir yol izi bulunmamaktadir. Bu nedenle, adipik asitin 6ncii maddesi olan
cis, cis-mukonik asitin biyoteknolojik yolla iiretimi ve hidrojenasyon ile adipik asite

dontistiiriilmesi tercih edilmektedir (Weber vd. 2012).



Literatiirde cis, cis-mukonik asitin biyokatalitik tiretimi i¢in genel olarak iki yaklagim
tanimlanmaktadir. Ik yaklasim; benzoat, toluen ya da katekol gibi substratlarin ve
biyokatalizor olarak Pseudomonas putida mutanti ya da pEcatA plazmidi igeren
Escherichia coli BL21 (DE3)’nin kullanildigi tiim hiicre biyotransformasyonudur
(Gorden vd. 2015).

cis, cis-Mukonik asitin biyokatalitik tiretimi i¢in ikinci yaklagim, D-glukozdan birgok
basamak ile doniisimidir. pKD136/pKD8.243A/pKD8.292 plazmidi i¢eren E. coli
AB2834 mutant bakterisi D-glukozdan katekol ve daha sonra cis,cis-mukonik asit
tiretimi igin kullanilmaktadir. Katekolden cis, cis-mukonik asit doniisiimiinii pKD8.292
plazmidindeki catA genine sifrelenmis katekol-1,2 dioksijenaz enzimi katalizlemektedir

(Gorden vd. 2015).

cis, cis-Mukonik asitin mikrobiyal {iretimi ile elde edilen verimin yiiksek olmasi igin
istenilen ozelliklere sahip mikroorganizma belirlendikten sonra bu mikroorganizma
tiriine en uygun substrat, karbon ve azot kaynaklari secilmelidir. Biyokatalizoriin
performansim1 arttirmak icin substrat, karbon ve azot kaynaklarinin tirii ve
derigsimlerine, ortamin pH, sicaklik, oksijen derisimi degerlerine ve kofaktor ihtiyacina
dikkat edilmelidir. Fermentasyon ortaminda inhibisyonu 6nlemek i¢in beslenen substrat
ve olusan {iriin derisimlerinin etkisini incelemek gerekmektedir. Uretilen maddenin
farkli alanlarda endiistriye kazandirilmas1 amaciyla biyoteknolojik yontem ile iiretimde
optimum kosullarin belirlenmesi {iriin derigim ve verimini arttirmak i¢in dnemlidir. Son
yirmi yildir, endiistriyel biyoteknolojinin siirdiiriilebilirlik, ¢evre dostu olmasi ve ucuz
hammaddelerinin kullanilmasi1 gibi sundugu avantajlara bagli olarak bu bilesigin de

biyoteknolojik yolla tiretilmesi 6nemli alternatif bir yol olmaktadir (Vardon vd. 2016).

Mikrobiyal yolla iiriin elde edilmesinde mikroorganizmanin ¢ogalabilmesi ve istenilen
iriini maksimum verimlilikte {iretebilmesi i¢in baz1 parametrelerin (faktorlerin)
optimize edilmesi gerekmektedir. Bir mikrobiyal {irlin iiretiminin optimize edilebilmesi,
geleneksel ya da istatistiksel yolla gergeklestirilebilmektedir. Geleneksel yontem,

arastirmanin her asamasinda sadece bir faktoriin degistirilmesi ve diger faktorlerin sabit



bir degerde tutulmasi ile uygulanmaktadir. Buna karsin istatistiksel deney tasarimlari
kisa zamanda ve daha giivenilir sonug elde edebilme, iiriin {izerine etki eden faktorlerin
etkilesimini belirleyebilme, uygulanan deney sayisinda azalma gibi avantajlara sahiptir.
Bu nedenle, istatistiksel deney tasarim yontemleri zaman, enerji ve parasal yonden daha

ekonomik yontemlerdir (Ozkan vd. 2013).

Bu ¢aligmada, Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) mikroorganizmasi tarafindan
sodyum benzoat ile Cis, cis-mukonik asit tiretimi igin iiretim ortami tasarimi Plackett-
Burman deney tasarimi ile gergeklestirilmistir. Faktor sayisi ¢ok oldugunda en etkili
faktorlerin belirlenmesinde uygulanan bu yontemde; sodyum benzoat, glukoz,
Na,HPO,4, KH,PO4, NaCl, (NH4),SO4, MgSO,4, CaCl,, FeSO4 derisimi, sicaklik ve
pH’1n tiretime etkisi incelenmistir. Plackett-Burman deney tasarimi ile en etkili faktorler
ve seviyeleri belirlendikten sonra bu faktorlerin cevap yilizey yontemi ile optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Uretim ortami kosullar1 seviye ve araliklar belirlenerek Design
Expert (7.0) ile tasarimi gerceklestirilmis ve optimum kosullar elde edilmistir. Bu
amagcla, Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri uygun ortam kosullarinda
cogaltilmis ve optimize edilecek iiretim ortamina aktarilarak fermentasyon

gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI
2.1 cis, cis-Mukonik Asitin Yapisi ve Ozellikleri

Mukonik asit, reaktif dikarboksilik gruplar1 ve eslenik ¢ift bag iceren stereodzgiil yapisi
sayesinde gelecek vadeden bir kimyasaldir. Trans, trans-mukonik asit, cis, trans-
mukonik asit ve Cis, cis-mukonik asit olmak {iizere li¢ izomere sahiptir (Xie vd. 2014).
cis, cis-Mukonik asit (IUPAC adi: (2Z,47)-hekza-2,4-diendioik asit, CAS No: 1119-72-
8) seker ve lignin tiirevi aromatik bilesiklerin biyolojik olarak doniistiiriilmesiyle
yenilenebilir kaynaklardan iiretilebilen ¢oklu doymamis dikarboksilik asittir (Vardon
vd. 2016). Kapali formiilii C¢HgO4 olan cis, cis-mukonik asitin agik formiili ve ii¢
boyutlu yapisi sekil 2.1°de, cis, cis-mukonik asite ait bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikler

ise ¢izelge 2.1°de verilmisgtir.

H"'ID'“" __,..fl?iz;».,_} -H & , 2 . //

Sekil 2.1 cis, cis-Mukonik asitin molekiil yapisi

Cizelge 2.1 cis, cis-Mukonik asitin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ozellik cis, cis-Mukonik Asit

IUPAC Adi (2Z,4Z)-hekza-2,4-diendioik asit
Molekiil Formiili CeHgO4

Molekiil Agirlig: (g/mol) 142.11

Renk/Gorlintis Beyaz kristaller

Erime Noktas1 (°C) 194-195

Kaynama Noktasi (°C) 345

Yogunluk (g/mL) 1.366

Coziiniirlik Etanol, 2-propanol, asetik asit, su

Saglik A¢isindan Zarari Tahris edici




2.2 cis, cis-Mukonik Asitin Kullanim Alanlar:

Mukonik asitin trans, trans-mukonik asit, Cis, trans-mukonik asit ve cis, cis-mukonik
asit izomerlerine sahip olmas1 sayesinde sanayinin bir¢ok alaninda hammadde olarak
kullanilmakta ve adipik asit, tereftalik asit ve trimellitik asit gibi ticari agidan énemli
kimyasal maddelerin {iretiminde genis yer bulmaktadir (Sekil 2.2). Mukonik asitin
izomerlerinden elde edilen bu kimyasal maddeler endiistri agisindan Onemli olan;
naylon-6,6, polimetilentereftalat, polietilentereftalat (PET), dimetiltereftalat, trimellitik
anhidrit, endiistriyel plastikler, regineler, polyester poliol, gida katki maddeleri,
plastiklestirici malzeme, polimerler ve bazi kozmetik iirlinlerinin iiretiminde

kullanilmaktadir (Bui vd. 2013).

Molekil formild: CeHOy /;'_aj_.-'lon— 6.6, polyester po]:[o]__\

Molskil amshizm: 14211 CO0H
Hooc” N litrimetilen tereftalat
— COOH po cifen feretiaiat
/_\_ / Adipik asit
HOOL polietilen tereftalat,
ciz-ciz-mukonik asit ;I_,—.\I )
. HOX H.—’ :}—1.'[)1 M dimetil terefialat,
P -_— \=/ - trimellitk anhidit
- Tearaftalik asit
. COOH endiistrivel plastikler,
N
cis, rans-mukonik ast I]l:IIEH'.\. regine, gida kath maddeleri
/—\\‘\_ HOOE COOH plastiklestirici malzeme.
HOOC— v COOH

trgns rrans-mukondk asit Trimallitilc asit \kozmeﬁk tirtinleri po]:tmerler_/

Sekil 2.2 Mukonik asitin izomerlerinden elde edilen endiistriyel iirtinler (Xie vd. 2014)

2.3 cis, cis-Mukonik Asitin Kimyasal Uretimi

Mukonik asit iiretimi i¢in geleneksel kimyasal prosesler; yenilenemeyen petrol esaslt
hammaddelerden, yliksek derigimli agir metal katalizorleri ile iiretim ya da katekolden
cis, cis-mukonik asit ve Cis, trans-mukonik asit karisimiin elde edilmesi prosesine

dayanmaktadir. Bu prosesler ¢evre kirliligi ve petrol kaynaklarmin tilkenmesine neden



olup, ayni zamanda yiiksek maliyetli ayirma islemi gerektirmektedir. Biyoteknolojik
prosesler ise siirdiiriilebilir, ¢evre dostu, diisik maliyetli ve ucuz karbonhidrat

hammaddelerine dayanmaktadir (Pandell vd. 1976).

2.4 cis, cis-Mukonik Asitin Biyokimyasal Uretimi

2.4.1 Aromatik bilesiklerinden mukonik asit iiretiminde katekolden orto ayrilmasi
yol izi ile mukonik asit iiretimi

Aromatik bilesikler, diinya biyokiitlesinin yaklasik dortte birini igermekte ve dogadaki
organik bilesiklerin en yaygin ikinci sinifidir. Benzoat, toluen, benzen, fenol, anilin,
antranilat, mandelat ve salisilat gibi bir¢ok aromatik bilesik, baz1 bakteriler tarafindan
ara bilesik olan katekole doniistiiriilmek {izere oksidasyona ugramaktadirlar. Katekoliin
aromatik halkasi, bakterinin tiiriine bagli olarak orto ve meta olmak iizere iki yolla
ayrilabilmektedir (Wells ve Ragauskas, 2012). Katekoliin orto ayrilmasi yol izinde,
katekol 1,2-dioksijenaz (E.C. 3.1.11.1, catA) enzimi aromatik halkanin intradiol

ayrilmasini saglayarak mukonik asiti tiretmektedir (Sekil 2.3) (Xie vd. 2014).

Benzoat kararli, suda ¢oziinebilen ve ugucu olmayan bir bilesiktir, bu nedenle de su
fazl bir sistemde kullanimi kolaydir (Yoshikawa vd. 1990). Bu avantajlarinin yaninda
oldukca diisiik fiyatli olmasi benzoati, mukonik asit tiretiminde kullanilan en yaygin
hammaddelerden biri haline getirmektedir. B-ketoadipat yol izine gére benzoat oncelikle
benABC tarafindan kodlanan benzoat 1,2-dioksijenaz (E.C. 1.14.12.10) ile katalize
edilen benzoat diole doniistiiriiliir. Daha sonra benzoat dioliin katekole

dekarboksilasyonu, benD tarafindan kodlanan benzoat diol dehidrojenaz (E.C. 1.3.1.25)
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Sekil 2.3 Katekol orto ayrilmasi yol izi ile aromatik bilesiklerden mukonik asit sentezi
(Xie vd. 2014)

tarafindan gergeklestirilir. Katekoliin hidroksil gruplar1 arasindaki halka boliinmesi
CatA ile kodlanan katekol 1,2-hidrojenaz tarafindan gergeklestirilir ve mukonik asit
olusur. Mukonik asit daha sonra catB tarafindan kodlanan mukonat sikloizomeraz (E.C.
5.5.1.1) ile mukonolaktona doniistiiriiliir. Mukonolakton birka¢ metabolik adimdan

sonra trikarboksilik asit ara maddelerine dontistiiriiliir (Sekil 2.3).

2.4.2 Yenilenebilir kaynaklardan de novo yol izi ile mukonik asit iiretimi

Mevcut durumda, yukarida bahsedilen yontemlerin hi¢ biri toksik ve petrol esasl
hammadde sorununu ortadan kaldirmamaktadir. Ilk olarak Draths ve Frost (1994),
“engineered Escherichia coli” ile substrat olarak nisastadan ve musir, seker kamisi,

seker pancari ve odun hamurunda bulunan lignoseliilozdan elde edilebilen D-glukoz



kullanarak mukonik asit sentezi igin alternatif bir yol uygulamislardir. Yeni bir de novo
biyosentetik yola dayali bu umut verici yaklasim, daha once uygulanan yontemlere
kiyasla daha g¢evre dostu ve siirdiiriilebilir bir mukonik asit iiretimi saglamaktadir (Xie

vd. 2014).

2.4.3 3-dehidrosikimat ile mukonik asit iiretimi

D-glukozun mukonik asite biyokatalitik olarak doniistiiriilmesi i¢in yapay biyosentetik
bir yol olusturmay1 gerektirmektedir (Sekil 2.4). Metabolik miihendislik iiriinti bu yol,
mikroorganizmalarda ve bitkilerde aromatik amino asitlerin biyosentetik yolu olan
sikimik asit yol izine dayanmaktadir. Sekil 2.4’den de goriildiigli gibi bu yolla; ilk
olarak fosfoenolpiruvat (PEP) ve eritoz 4-fosfat (E4P), E. coli’deki DAHP senteaz (EC
2.5.1.54) tarafindan 3-deoksi-D-arabino heptulosonat-7-fosfata (DAHP) katalizlenir.
Ikinci adimda DAHP, DHQ senteaz (EC 4.2.3.4, aroB ile kodlanmistir) tarafindan 3-
dehidrokinata (DHQ) doniistiiriiliir. Daha sonra DHQ, DHQ dehidrataz (EC 4.2.1.10,
aroD ile kodlanmistir) tarafindan 3-dehidrosikimata (DHS) donistiirilir ve DHS
sikimat dehidrojenaz (EC 1.1.1.25, aroE ile kodlanmistir) araciligiyla sikimik asite
indirgenir ve boylece NADPH tiiketilir (Xie vd. 2014).

Yapisinda sikimat dehidrojenaz enziminin bulunmadigi E.coli mutanti, aroZ (3-
dehidrosikimat dehidratazi kodlar, AroZ), aroY (protokatekuat dekarboksilazi kodlar,
AroY) ve catA gibi heterolog genlerin bulundugu konak¢1 organizma olarak tercih
edilmistir (Bui vd. 2013). Sikimat dehidrojenaz enzimi yoklugunda sikimik asit yolu
bloke edilmis olur ve boylece DHS sikimata doniistiiriilemez. Bu asamada DHS substrat
gorevi gorerek AroZ tarafindan protokatekuata doniistiiriiliir. Daha sonra, AroY
protokatekuattan katekol olusmasi katalize eder ve CatA katekolii mukonik asite

dontstiiriir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 3-dehidrosikimat yolu ile mukonik asit sentezi (Xie vd. 2014)

(E4P: eritoz 4-fosfat, PEP: fosfoenolpiruvat, DAHP: 3-deoksi-D-arabino heptulosonat-7-fosfat, DHQ: 3-
dehidrokinat, DHS: 3-dehidrosikimat, AroZ: 3-dehidrosikimat dehidrataz, AroY: protokatekuat
dekarboksilaz, CatA: katekol 1,2-dioksijenaz)

2.4.4 Antranilat ile mukonik asit iiretimi

Sikimik asit yolu ile E.coli’de bir ¢ok ara maddenin doniisiimii sonucunda chorismate
olugmaktadir (Sekil 2.5). Triptofan biyosentetik yolunda ise, chorismate antranilat
senteaz tarafindan antranilata doniistiirtiliir. Bu yapay biyosentetik yolda, triptofan yol
izindeki ilk ara madde olan antranilat Pseudomonas aeruginosa’daki antranilat 1,2-
dioksijenaz (ADO) ile katekole doniistiiriiliir, daha sonra Pseudomonas putida’dan elde
edilen CatA ile katekolden mukonik asit elde edilir (Sekil 2.5) (Xie vd. 2014).
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Sekil 2.5 Antranilat ile mukonik asit sentezi (Xie vd. 2014)

(EA4P: eritoz 4-fosfat, PEP: fosfoenolpiruvat, DAHP: 3-deoksi-D-arabino heptulosonat-7-fosfat, DHQ: 3-
dehidrokinat, ADO: antranilat 1,2-dioksijenaz, CatA: katekol 1,2-dioksijenaz)

2.5 Sodyum Benzoat
2.5.1 Sodyum benzoatin yapisi ve ozellikleri

Sodyum benzoat, NaC;HsO, kapal1 formiiliine sahip, E211 kodlu gida koruyucu olarak
kullanilan bir kimyasaldir. Benzoik asidin sodyum tuzu olup, suda ¢6ziindiigiinde bu
formda bulunmaktadir. Sodyum hidroksit ve benzoik asit ile tepkimeye girerek
iretilebilen sodyum benzoatin (Na-benzoat, Cas No: 532-32-1) a¢ik formiili ve ii¢
boyutlu yapisi sekil 2.6’da, sodyum benzoata ait bazi fiziksel ve kimyasal ozellikler ise

cizelge 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.6 Sodyum benzoatin molekiil yapisi

Cizelge 2.2 Sodyum benzoatin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ozellik Sodyum Benzoat
IUPAC Adi Sodyum benzoat
Molekiil Formuli NaC;H;50,
Molekiil Agirlig1 (g/mol) 144.10
Renk/Gorlintis Beyaz toz kristaller
Erime Noktas1 (°C) 410-430

Yogunluk (g/mL) 1.497

Su, amonyak, piridin,

Coziintirlik methanol, etanol, 1,4-dioksan

2.5.2 Sodyum benzoatin kullanim alanlari

Sodyum benzoat, bakteriostatik ve fungitatik 6zelliginden dolayr E211 koduyla gida
koruyucu olarak kullanilan bir kimyasaldir. En yaygin olarak salata soslar (sirke, asetik
asit), karbonath igecekler (karbonik asit), receller ve meyve sulart (sitrik asit), tursu
(asetik asit) ve baharat gibi asidik gidalarda, ilag ve kozmetikte kullanilmaktadir.
Sodyum benzoat ve potasyum benzoat, ABD Gida ve Ilac Idaresi tarafindan “genel
olarak giivenli” bilesikler arasinda listelenen ve gidalarda en fazla % 0.1 derisimde

mevcut olabilmektedir (Lennerz vd. 2014).

Sodyum benzoat, aminoasitleri baglayabilme 0zelligi sayesinde {ire dongiisii
bozukluklar1 i¢in bir tedavi olarak kullanilmaktadir. Boylece, aminoasitlerin atilimina
ve amonyak seviyesinin azalmasina yardimci olmaktadir. Son zamanlardaki
arastirmalar, sodyum benzoatin sizofreni ve hiperaktivite tedavisinde faydal

olabilecegini gdstermistir (Lennerz vd. 2014).
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2.6 Mikrobiyal Uretim

“Biyoteknoloji” terimi, ilk kez 1991 yilinda Macar miithendis Karl Erkey tarafindan
ortaya ¢ikmis ve o yillarda biyoteknoloji, biyolojik kokenli hammaddelerden yeni
trlinlerin iiretimi i¢in canli organizmalarin kullanimmi kapsamaktadir. 1981°de
Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD) biyoteknolojiyi, “maddelerin biyolojik
faktorlerle elde edilme prosesinin, bilimsel ve mihendislik ilkelerine dayanarak

uygulanmas1” seklinde tanimlamistir (McCreath vd. 2017).

Son yillarda biyoteknoloji terimi, biyoteknoloji ile birbirinin yerine kullanilmistir ve
genetik modifikasyonla ve molekiiler biyoloji yontemlerinin hedeflenen kullanimiyla
neredeyse esanlamli hale gelmistir. Avrupa Biyoteknoloji Federasyonu ise
biyoteknolojiyi, “mikroorganizma/doku hiicrelerinin endiistriyel uygulamalarinda
kullanilmak {izere biyokimya, mikrobiyoloji ve miihendislik bilimlerinin
biitiinlestirilmesi” seklinde tanimlamaktadir. OECD’nin 2003 yilindaki tanimi ise,
“bilimsel ve miihendislik ilkelerinin, mal ve hizmetlerin saglanmasi icin biyolojik
ajanlarla madde {iretim proseslerine uygulanmasidir; yeni biyoteknoloji, sorunlari
¢ozmek veya lriinler liretmek icin hiicresel ve molekiiler siireclerin kullanimini igerir.”

seklindedir (McCreath vd. 2017).

Bu nedenle, biyoteknoloji; mikroorganizma ve doku hiicreleri, molekiiler biyoloji,
mikrobiyoloji, genetik, fizyoloji ve biyokimya gibi doga bilimlerinin yani sira bir¢ok
miithendislik alanindan da faydalanarak, yeni ilaclar ve dogal olarak var olmayan
rtinlerin tretilmesi ve gelistirilmesi i¢in ortaya ¢ikan disiplinler arasi bir alandir

(McCreath vd. 2017).

Mikrobiyal iiretim, mikroorganizma veya tiirevleri aracilifiyla substratlarin
fermentasyon ile gida, enzim, organik asit, alkoller ve polimerler gibi degerli iiriinlere
dontistiiriilmesidir. Mikroorganizmalar; 6zellikle bakteri, mantar ve mayalar, geleneksel

fermente gidalar, siit iiriinleri, enzim, vitamin, polisakkarit, polihidrik alkol, pigment,

12



lipit ve glikolipidlerin {iretimi gibi diinya ¢apinda bircok endiistriyel ve geleneksel gida
sektoriinde kullanilmaktadir. Bu iiriinlerin bazilar ticari olarak iiretilirken, digerleri
sahip olduklar1 potansiyel nedeniyle biyoteknoloji alaninda degerlidir. Gilintimiizde,
ekonomik olarak onemli fermentasyon iirlinlerinin gelistirilmis {iretimi, hedeflenen

genetik mithendisligi tekniklerine genis fayda saglamistir (Bhownik vd. 2018).

2.7 Mikroorganizmalar

Mikroorganizma veya mikrop, tek hiicreli formunda veya bir hiicre kolonisinde
bulunabilen mikroskobik bir organizmadir. Mikroorganizmalara bakteri, maya, kiif ve
algler ornek verilebilmektedir. Tek bir hiicre, ¢iplak gozle goriilemezken tek bir
hiicreden milyonlarcasi ¢ogalarak koloni ad1 verilen ve ¢iplak gozle goriilebilen yapilar
olusturmaktadir (Demain 2000). Sekil 2.7°de Escherichia coli ve Saccharomyces

cerevisiae hiicrelerinin mikroskop altindaki goriintiileri verilmistir.

Sekil 2.7 Mikroorganizmalarin mikroskop altinda goriintiileri (Demain 2000)

a. Escherichia coli, b. Saccharomyces cerevisiae

2.7.1 Mikroorganizmalarin siniflandirilmasi

Mikroorganizmalarin gozle gorillemeyecek kadar kiiglik olmasi c¢ogu o6zelliginin

belirlenmesini zorlastirmaktadir. Bu nedenle, yapilan smiflandirmalar mikrobiyolojik
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tekniklerin gelistirilmesiyle yeniden diizenlenmistir. Mikroorganizmalarin farkl
ozelliklerinin g6z Oniinde bulundurulmasiyla yapilan siniflandirmalar asagida

siralanmustir.

v' Hiicre yapilarina gore:
1. Prokaryotik hiicreye sahip mikroorganizmalar (bakteriler),
2. Okaryotik hiicreye sahip mikroorganizmalar (mantar, maya, alg ve protozoa),
3. Tam bir hiicre yapisi gostermeyen, yasamalari i¢in gerekli metabolik
aktiviteleri yetersiz olan (canli bir organizmaya ihtiyag duyan)

mikroorganizmalar (viriisler).

olarak siniflandirilmaktadir.

v" Oksijen ihtiyaclarina gore:

1. Aerobik mikroorganizmalar: Ureme ve yasamalar igin havadaki oksijene
ihtiya¢ duyan mikroorganizmalardir.

2. Fakiltatif mikroorganizmalar: Aerobik ve anaerobik kosullarda iireyebilme
ozelligine sahiptir.

3. Anaerobik mikroorganizmalar: Ureme ve yasamalari i¢in havadaki oksijene
ithtiya¢ duymayan mikroorganizmalardir.

4. Mikroaerofilik mikroorganizmalar: Bu mikroorganizmalar, oksijen oran1 % 1—
5’e¢ kadar diisiiriilmiis ortamlarda veya ortamdaki CO, miktar1 % 5-10’e

ulagtginda lireme ve yasama olanagina sahiptir.

v" Sicaklik ihtiyag¢larina gore:
1. Psikrofil (soguk seven) mikroorganizmalar
2. Mezofil (1lik seven) mikroorganizmalar

3. Termofil (sicak seven) mikroorganizmalar
v" Karbon kaynagina gore:

1. Inorganik karbon kaynagindan yararlananlar (Ototrof): Kendisi igin gerekli

olan karbonu inorganik karbonlu bilesiklerden elde eden mikroorganizmalardir.
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2. Organik karbon kaynagindan yararlananlar (Heterotrof): Karbon kaynagi
olarak organik bilesiklerden (karbonhidrat, amino asit, vitamin vs.) yararlanan

mikroorganizmalardir (Pamir 1985).

2.7.2 Mikroorganizmalarin adlandirilmasi

Mikroorganizmalar adlandirilirken belli bir diizen ve kurala gore yapilmasi, pratiklik
kazandirip biiyiikk yarar saglamaktadir. Mikroorganizmalarin  bilimsel olarak
adlandirilirken iki kelime kullanilmaktadir. Bu kelimelerden ilki cinsini, ikincisi ise
tiirlinii belirtmektedir. Cins ismi genellikle mikroorganizmay1 bulan kisinin adin1 veya
morfolojik, fizyolojik veya diger 6zelliklerini gosteren bir kelimeden olusabilmektedir.
Tiir ad1 ise mikroorganizmanin ¢esitli karakterlerini (koloni rengi, yer, sebep oldugu

hastalik, bi¢cim vs.) yansitmaktadir.

Her iki ismi de italik harflerle, koyu renkte ya da alti ¢izili olarak yazilir (Bacillus
cereus, Pseudomonas putida, Proteus vulgaris, Salmonella typhi vs.). Cins ismi, B.
cereus, S. typhi, Staph. aureus (S. aureus), Pr. vulgaris (P. vulgaris) seklinde

kisaltilarak yazilabilmektedir.

2.7.3 Mikroorganizmalarin cogalmasina etki eden faktorler

Mikroorganizmalarin ¢gogalmalar1 ortam sicakligi, pH, nem, osmotik basing, radyasyon,
yiizey gerilimi, besin tlirli ve miktarlar1 gibi bir¢cok faktdriin etkisi altindadir. Bu
etkenlerden her birinin mikroorganizmanin ¢ogalabilmesi i¢cin minimum (en diisiik),

maksimum (en yliksek) ve optimum (ideal: en uygun) degeri vardir.

Mikroorganizmalarin hizli bir sekilde ¢ogalabildikleri en uygun kosullara optimum
(ideal) deger denmektedir. Mikroorganizmalarin cins ve tiirline bagli olarak besin ve

ortam kosullar1 farkliliklar gostermektedir.
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v Ortam sicakhgi: Mikroorganizmalarin {iremelerini biiyiik 6lgiide etkilemektedir.
Mikroorganizmalar, kendi tiirlerine 6zgii farkli sicakliklarda c¢ogalmaktadirlar.
Minimum ve maksimum degerler arasinda en iyi ¢ogalma gosterdikleri sicaklik
derecesine optimum sicaklik denir. Optimum sicaklik, her zaman maksimuma daha

yakindir.

Mikroorganizmalar, maksimum sicakligin iizerinde bir degerde proteinlerin denatiire
olmasi sonucunda Slmektedirler. Mikroorganizmalar, soguga sicaktan daha fazla
dayanmaktadir. Minimum sicaklig1 gecince ¢ogalmalar1 duran mikroorganizmalarin
bu smirin {izerinde bir sicaklik degerine wulasilsa bile yasamlarini hala

stirdiirebildikleri goriilmektedir.

v Radyasyon: Mikroorganizmalarin gelisimlerini olumsuz yonde etkileyip, 6lmelerine
neden olmaktadir. Pratikte mikrobiyoloji alaninda radyasyon; sterilizasyon,

dezenfeksiyon ve mutasyonlar olusturmada kullanilmaktadir.

v Su (nem): Mikroorganizmalarin ¢ogalmasinda, gida maddelerinin girisinde ve
iceride biriken metabolitlerin, diger maddelerin disar1 ¢ikisinda ve metabolik
olaylarda c¢ok Onemli goreve sahiptir. Cogalma ortamlarinda bulunan maddelerin
bakteriler tarafindan alinabilmesi ancak bunlarin suda ¢6ziinebilir olmalari ile
miimkiindiir ve su aracilig1 ile bakteriye girmektedir. Ayni sekilde, bakterinin
yapisindaki enzim veya metabolitlerin disari ¢ikabilmesinde de su Onemli rol
oynamaktadir. Mikroorganizmalarin gelisebilmesi i¢in ortamda yeterli miktarda su

bulunmasi gerekmektedir.

v Oksijen: Oksijen ihtiyaci, mikroorganizmalarin tiiriine bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in bazi tiirler oksijenli (aerop)
ortama, bazilar1 oksijensiz (anaerop) ortama, bazilar1 ise az oksijenli (mikroaerofil)
ortama ihtiya¢ duyarlarken, bir grup mikroorganizma da her ortamda (fakiiltatif)

yasamini siirdiirebilmektedir.

v' pH: Bir ortamin pH’1, i¢inde bulunan hidrojen iyonlarin derisimi ile 6lgiilmektedir.

Bir sivinin pH’1 1 ile 14 arasinda degisiklik gostermektedir. Ortam pH’1 optimum
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degerler igerisinde oldugunda c¢ogalma ve gelisme saglikli bir gsekilde
gerceklesmektedir. Minimum veya maksimum pH degerlerine yaklastikga lireme
azalir ve durur. Asit ortam1 seven mikroorganizmalar (maya, kiif, laktobasil vs.) yanm
sira bazik ortamlarda tireyenler de (mikoplazma, toprak bakterileri, V. cholera vs.)
vardir. Insan ve hayvanlarda hastalik meydana getirenler genellikle konak¢inin srvi

ve dokularinin pH derecesinde (7.0-7.4) tiremektedirler.

Osmotik basin¢: Osmotik basing; yar1 gecirgen zarla ayrilmis iki farkli ortamin
icinde eriyen maddelerin derisimi ile ilgilidir. Her iki tarafin osmotik basinci veya
eriyen maddelerin derisimi esitleninceye kadar gecis gerceklesmekte ve bu olaya
osmosis denmektedir. Mikroorganizmalar, ¢ogaldiklari sivi ortamin osmotik basinci
ile hiicre icindeki osmotik basing arasinda bir denge kurmuslardir. Bu denge, yari
gecirgen olan hiicre membranlart yardimi ile devam ettirilmektedir.
Mikroorganizmalarin en iyi ¢ogalabildikleri ortamin osmotik basinci, bakteri i¢indeki
ile ayn1 oldugu duruma isotonik denir. Boylelikle, bakteri zarlarindan giris ve ¢ikis

kolay gerceklesmekte olup, bakteri gelismesine ve ¢cogalmasina devam etmektedir.

kroorganizmalar bulunduklar1 ortamlarda optimum kosullar altinda, iyi bir ¢cogalma

gelisme gostermektedir. Ancak bu uygun sartlar, uzun siire devam etmez ve belli bir

zaman sonra mikroorganizmalarin liremeleri yavaslar ve durur. Eger olumsuz kosullar

degistirilmez ve iyilestirilmezse mikroorganizma oliimleri baslayarak giderek artar ve

canli mikroorganizma sayisinda azalmalar meydana gelebilir. Bu ortamlarda canli

kalmay1 basarabilen mikroorganizmalarda da morfolojik baz1 degisiklikler ortaya

cikmaktadir (Pamir 1985).

2.7.4 Mikroorganizmalarda beslenme

Mi

kroorganizmalarin, enerji saglayabilmesi, gelisebilmesi, cogalmasi ve yasayabilmesi

icin beslenmesi ve bu nedenle de cesitli gida maddeleri gerekmektedir. Bu maddelerin

bir

boliimii  dogrudan ortamdan saglanirken, bir kismi da hiicre icinde
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sentezlenmektedir. Boylece mikroorganizmanin yasami i¢in gerekli olan mikro ve

makro molekiiller hazirlanarak gerekli yerlerde kullanilmaktadir.

Mikroorganizmalarin yapilari incelendiginde; kuru agirliklarinin % 95’inden fazla bir
kismin1 bazi temel elementlerin (karbon, hidrojen, oksijen, nitrojen, fosfor, siilfiir,
kalsiyum, potasyum, magnezyum ve demir) olusturdugu goriilmektedir. Bu elementler
mikroorganizma tarafindan bulunduklar1 ortamdan fazla miktarlarda alindiklarindan
makro element olarak adlandirilmaktadir. Mikroorganizmalar tarafindan daha az ihtiyag
duyulan mikro element olarak adlandirilan maddeler de (manganez, ¢inko, kobalt, nikel

ve bakir) bulunmaktadir (Pamir 1985).

2.8 Bakteriler

Bakteriler, prokaryotik hiicre yapist ve ortalama 0.5-1 pm ¢apa ve 0.5-2 um uzunluga
sahip tek hiicreli canlilardir. Besinsel gereksinimi basit ve ¢evresel kosullara hizli uyum

saglamaktadirlar.

2.8.1 Bakterilerin morfolojik 6zellikleri

Bakteriler, morfolojik yapilar1 bakimindan kok (yuvarlak bi¢imli), basil (¢omak
bicimli), spiral (sarmal bicimli) ve pleomorfik (degisik bi¢imli) seklinde dorde

ayrilmaktadir.

v Kok: Mikroskopta yuvarlak seklinde goriilebilen, kiire seklindeki bakterilerdir.
Caplari, ortalama 0.8-1.5 pm’dir. Bireysel koklar, iireme fazinda ortadan boliinme
sekillerine gore yan yana gelerek veya gruplar halinde degisik morfolojik formlar

olusturmaktadir.

v' Basil: Comak seklindedirler. Ortalama 0.5—1 pm eninde ve 1-5 um boyunda ve cins
ve tiirlere gore degisiklik gosterebilmektedir. Zincir bigiminde, ug uca dizilebilirler.

Bu goriiniim, streptobasil olarak adlandirilir.

18



v’ Spiral: Sarmal seklindeki bakterilerdir. Boylart 4-20 pum arasinda degismektedir.
Spiroket ve spiril olmak iizere 2 ¢esidi mevcuttur. Spiroketler; uzun bir eksen
etrafinda helezoni seklinde sarilmis yumusak bir yapiya sahiptir, biikiilebilir ve uzun
eksen etrafinda donerek hareket edebilmektedirler. Spiriller ise, sert yapili olup
kivrimli bir gévde yapisina sahiptir, tek kivrimli (virgiil seklinde) olanlarina vibrio

ad1 verilmektedir.

v Pleomorfik: Kok, basil ve spiral disinda 6zel morfolojik karakter gdsterenler bu

grupta degerlendirilmektedir (Pamir 1985).

Sekil 2.8’de bakterilerin cesitlilik gosteren bazi morfolojik 6zelliklerinden Grnekler

gosterilmistir.

a. Spiral sekilli metanotrop, b. Caulobacter crescentus, c. Asticcacaulis excentricus, d. Asticcacaulis
biprosthecum, e. Fremyella diplosiphon, f. Prosthecomicrobium hirschii, g. Dinoroseobacter shibae,
h. Lactococcus lactis, 1. Helicobacter pylori, j. Streptomyces venezuelae, k. Hyphomonas adhaerens,
1. Spirulina (Arthrospira platensis)
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2.8.2 Bakterilerin hiicre yapisi

Bakterilerin hiicre yapisi, dis yap1 (hiicre duvari, kapsiil, flagella, fimbria) ve i¢ yap1
(sitoplazmik membran, mezozom, nukleus, ribozom, sitoplazmik graniiller, sporlar vb.)

seklinde iki temel kisma ayrilmaktadir (Sekil 2.9).

I zar

Plazmid Periplazmik bosluk

Ribozom Hiicre duvari

Niikleoid Dis zar

Kamgi (flagellum)

Fimbria

Sekil 2.9 Bir bakterinin temel hiicre yapist (Roane vd. 2009)

Bakteriler hiicre duvarlarinin yapisina gore gram-pozitif ve gram-negatif olarak 2 gruba
ayrilmaktadir (Sekil 2.10). Bu farklilik, bakterilerin ¢evreye karsi dayanikliligim
belirlemede yardimci olmaktadir. Ornegin, Bacillus ve Clostridium gibi gram-pozitif
bakterilerin sahip olduklar1 kalin hiicre duvari, toprakta bulunan sert fiziksel kosullarina
kars1 direngli olmalarini saglamaktadir. Diger yandan, Pseudomonas ve Shewanella gibi
gram-negatif bakterilerde hiicre duvarmin daha karmasik yapisi, metabolizma ig¢in
gerekli besin maddelerini elde etmek igin ¢odziinen maddeler ile kolay etkilesimde

bulunmalarina olanak saglamaktadir (Roane vd. 2009).
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Sekil 2.10 Gram-negatif ve gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarlarinin karsilagtirilmasi
(Roane vd. 2009)

Zar proteini

Gram-negatif bakterilerin hiicre duvari, periplazmik bosluk adi verilen ince bir
peptidoglikan tabakasi ile ayrilan i¢ ve dis zardan olugmaktadir. Hiicre duvarinin dig
tarafinda, lipopolisakkarit molekiilleri disar1 uzanarak cevre ile hiicre etkilesimlerini
saglamaktadir. Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarinda ise, kalin bir peptidoglikan
tabast iceren tek bir hiicre zar1 yer almaktadir. Boylece, teikotik asitler hiicreden disari

uzanarak cevre ile etkilesimlere aracilik etmektedir (Roane vd. 2009).

2.9 Pseudomonas putida

Pseudomonas putida, oksijenin bol oldugu toprak ve su habitatlarinin ¢ogunda bulunan
cubuk seklinde, kamgili, gram-negatif bir bakteridir (Sekil 2.11). Cogalmasi igin
optimum sicaklik araligi 25-30 °C olup, ortamdan kolayca izole edilebilmektedir.
Pseudomonas putida, bitki koklerini kolonize eden bir sus olan KT2440 dahil olmak
tizere bircok susa sahiptir. Bitki kokiiniin yiizeyi, bakterilerin kokteki besinlerden
yararlanmasini saglamaktadir. Boylece, Pseudomonas putida bitki biiyiimesini uyararak
patojenlere karsi bitkileri korumaktadir. Bu nedenle bitki gelisimini desteklemeye
yardimc1 olmasit agisindan arastirmacilar tarafindan biyomiihendislik alaninda

biyopestisit tiretmek i¢in kullanilmaktadir (Espinosa-Urgel vd. 2000).
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Sekil 2.11 Pseudomonas putida PRS2000’nin elektron mikroskopu altinda goriintiisii,
1 pm (Harwood vd. 1989)

Pseudomonas putida, toluen gibi organik c¢oziiciileri ayristirabilen, stiren yagini
biyobozunur plastik olan polihidroksialkanoatlara (PHA) doniistiirebilen ¢ok ¢esitli
aerobik metabolizmaya sahiptir. Pseudomonas cinsinden olan farkli tiirlerinin, 6zellikle
de insanlarda Onde gelen Oliimciil hastaliklardan birine sebep olan Pseudomonas
aeruginosa’nin arastirilmasinda biiyiikk 6nem kazanmistir. Nonpatojenik yapisi, ¢ok
yonliiliigh ve kullanim kolayligi sayesinde birgok arastirmaci Pseudomonas putida’dan
yararlanmaktadir (Nelson vd. 2002).

2.9.1 Smmiflandirilmasi

Pseudomonas putida’nin bilimsel siniflandirilmasi ¢izelge 2.3’te gosterilmis olup, diger
isimleri ise; Pseudomonas ovalis, Pseudomonas arvilla, Arthrobacter siderocapsulatus,
Pseudomonas striata, Pseudomonas rugosa, Pseudomonas incognita, Pseudomonas
convexa, Pseudomonas eisenbergii, Bacillus putidus, Bacillus fluorescens putidus ve

Arthrobacter siderocapsulatus seklinde siralanmaktadir.

Cizelge 2.3 Pseudomonas putida tiirii i¢in siniflandirma

Siniflandirma
Alem Bakteri
Sube Proteobakteri
Sif Gamma proteobakteri
Sira Pseudomonadales
Aile Pseudomonadaceae
Cins Pseudomonas
Tiir Pseudomonas putida
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2.9.2 Hiicre yapis1 ve metabolizma

Pseudomonas putida, aerobik metabolizmaya sahip, ¢ubuk seklinde gram-negatif bir
bakteridir. Protein ve peptid salgilanmasi ve ticareti, protein modifikasyonu ve onarimi,
ve proteinlerin, peptitlerin ve glikopeptidlerin degradasyonu dahil olmak iizere gesitli
cevresel stresleri tolere edebilmektedir. Ayrica yapisinda fiziksel ve kimyasal streslere
cevap olarak bir adaptasyon mekanizmasi saglayabilen 6nemli lipitler yer almaktadir.
Tim bu oOzellikler Pseudomonas putida’nin topraktaki toksik maddelerden
kurtulmasinive kontamine bolgelerde gelisebilmesine olanak saglamaktadir (Manzano

vd. 2005).

Pseudomonas putida, kompleks metabolizmasi ve kirliligi kontrol edebilmesi sayesinde
cevre acisindan Onemlidir. Hiicre yapisindaki plazmidler sayesinde g¢evresel stresi
algilayip, su kirliligine sebep olan benzen, toluen ve ksilen gibi hidrokarbonlarin

oksidatif tepkime yoluyla bozunmasinda genis rol oynamaktadir (Manzano vd. 2005).

2.10 Istatistiksel Deney Tasarim

Optimizasyon; bir sistem, siire¢ veya iiriiniin performansininda maksimum fayda elde
etmek amaciyla iyilestirme yapmak anlamina gelmektedir. Optimizasyon terimi,
kimyada miimkiin olan en iyi cevabi veren bir prosediiriin uygulanacagi kosullar

belirleme yontemi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Bezerra vd. 2008).

Geleneksel olarak optimizasyon, bir parametrenin degistirilerek digerlerinin sabit
tutulmas1 ile bir faktoriin deneysel bir cevap lizerindeki etkisini izleyerek
gerceklestirilmektedir. Bu yontemin en biiyilk dezavantaji, incelenen degiskenler
arasindaki etkilesimleri igermemesi ve bu nedenle parametrenin cevap iizerindeki tim
etkilerini gostermemesidir (Lundstedt vd. 1998). Tek faktorlii optimizasyonun bir diger
dezavantaji1 ise, arastirmayi yiiriitmek icin gerekli olan deney sayisindaki artistir, bu da
zaman ve giderlerin artmasina ve ayrica reaktif maddelerin ve malzemelerin

tilketiminde artisa yol agmaktadir (Bezerra vd. 2008).
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Bu problemi ¢6zmek i¢in ¢ok degiskenli istatistiksel teknikler kullanilarak optimizasyon
gerceklestirilmistir. En uygun ¢ok degiskenli istatistiksel teknikler arasinda Plackett-
Burman deney tasarimi ve cevap yiizey yontemi (response surface methodology, RSM)

bulunmaktadir (Bezerra vd. 2008).

Deney/siire¢, kontrol altindaki cesitli durum ve kosullarin, deney birimlerinin
bilinmeyen karakteristik 6zellikleri lizerindeki etkisini test etmek amaciyla uygulanan
bir islem veya siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.12). Deney tasarmm (design of
experiment, DOE) ise, incelenen degiskenlerin farkli seviye degerlerinden olusan bir
matris tarafindan tanimlanan belirli bir deney kiimesidir. Bu terim genel anlamda,
tasarimin varyasyonunu dogrudan etkileyen kosullarin ortaya konuldugu deneylerle

iliskili olmaktadir (Bezerra vd. 2008).

Kentral edifebiliv faktdriers
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Sekil 2.12 Bir siire¢ veya deneyin genel sematik gosterimi (Sagol 2015)

Deney tasariminda birbirinden bagimsiz olarak degistirilebilen durum veya kosullar
bagimsiz degisken (independent variable) veya faktor olarak adlandirilmaktadir.
Bagimsiz degisken olarak pH, sicaklik, reaktif derisimi, mikrodalga 1sin siiresi, akis
orani ve atomizasyon sicakligi 6rnek gosterilebilmektedir. Bir faktoriin seviye (level)
degerleri ise, deneylerin gergeklestirilmesi i¢in gereken farkli degerler olarak
tanimlanmaktadir. Faktorler iki ya da daha fazla seviyeye sahip olabilmektedirler.
Ornegin, spektrofotometrik bir yontemin optimizasyonunda bagimsiz degisken olan pH;

4,5, 6,7 ve 8 olmak {izere bes seviyede incelenebilmektedir (Bezerra vd. 2008).
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Cevap (response) veya bagimh degisken (dependent variable), deneylerden elde edilen
sonuclarin dlgiilen degerleridir. Cevap degiskeni olarak; analitik sinyal (absorbans, net
emisyon yogunlugu ve elektriksel sinyal), bir maddenin geri kazanimi, kromatografik
pikler arasindaki rezoliisyon, kalan karbonun yiizdesi veya son asitlik Ornek
verilebilmektedir (Bezerra vd. 2008). Deney birimlerinden elde edilen gozlem
degerlerine Ronal Alymer Fisher tarafindan gelistirilen ve oldukca yaygin bir teknik
olan Varyans Analizi (ANalysis Of VAriance-ANOVA) uygulanarak arastirma konusu
olan faktor ve faktorlerin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi belirlenmeye

calisilmaktadir (Senoglu ve Acitas 2014).

Benzer g¢evresel kosullarda ayni denemeye maruz kalan deney birimlerinden alinan
Ol¢iimlerin benzer olmasi beklenmektedir fakat bu durumun kontrol edilebilmesi zordur.
Deney birimleri arasindaki kontrol edilemeyen farkliliklara deneysel hata
(experimental error) denir. Bloklama (blocking), rastgelelestirme (randomization) ve
tekrar (replication) deney tasariminin olmazsa olmaz ilkeleridir (Senoglu ve Acitas

2014).

Deneyin hassasligin1 arttirmak icin aralarinda sistematik farklar bulunan deney
birimleri, kendi i¢inde homojen, kendi aralarinda heterojen olacak sekilde blok adi
verilen gruplara boliinmektedir. Bu isleme bloklama denir. Bloklama yapilarak deneysel
hatanin minimuma indirilmesi hedeflenmektedir. Deney tasariminda deney birimlerinin
miimkiin oldugunca olmasi istenmekte ve bloklama kavrami da bu amaca yonelik olarak

kullanilmaktadir (Senoglu ve Acitas 2014).

Deney birimleri arasindaki farkliliklarin, 6l¢tim degerleri lizerindeki sistematik etkisini
kontrol altina almak icin rastgelelestirme yapilmaktadir. Rastgelelestirme, deney
birimlerinin denemelere uygulanma olasiliklarinin esit olmasini saglamaktadir (Senoglu

ve Acitas 2014).

Deneylerin uygulandiklar1 deney birimi sayisina tekrar denir. Tekrar sayisinin artmasi
deneysel hatanin kiiciilmesine, dolayisiyla deneme etkilerine ait tahminlerin ve testlerin

hassasiyetlerinin artmasina yol agmaktadir. Bununla birlikte, fazla sayida tekrar yapmak
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teorik olarak istenen bir durum olmakla beraber pratikte maliyetinin deneye ayrilan
biitceyi agmasi, istenilen sayida ve Ozellikte deney birimine ulasilamamasi gibi

sorunlara yol agabilmektedir.

Deneyler tasarlanirken belli asamalar s6z konusudur. Bu asamalar;
(1) Deneyin planlanmasi ve tasarimi,

(i1) Deneyin yapilmasi ve verinin elde edilmesi,

(i11) Veri analizi ve sonuglarin yorumlanmasi

seklinde siralanabilmektedir (Senoglu ve Acitag 2014).

2.11.1 Varyans Analizi

Deneylerden elde edilen verilerin analiz edilerek degerlendirilmesinde kullanilan
varyans analizi, cevap degiskeni iizerindeki kontrol edilebilir faktér ve deneysel

hatalardan kaynaklanan degisimleri hesaplamaktadir (Sagol 2015).

Elde edilen veriler varyans analizi ile degerlendirilmeden 6nce, 6rnek ortalamalar: ile
ana kiitle ortalamasi arasinda fark olup olmadigini siayan hipotez testleri kurulmalidir.
Bu hipotezlerden ilki Hy hipotezi, her bir deneyden elde edilen cevabin (w;, o, ps,...)
ana kiitle ortalamasi1 (p) ile arasinda higbir farkin olmadigin1 kabul etmektedir. Diger
hipotez ise H; olarak belirtilen alternatif hipotezdir. Bu hipotez, cevap degiskenine ait
verilerin anakiitle ortalamasi ile arasinda bir fark oldugunu savunmaktadir (Esitlik 2.1

ve 2.2) (Sagol 2015).

Ho: i = Wi, i § # J; 1: 1,2,3,...k 2.1)

Hll },li;ﬁ M ;ﬁ ..... -','E Hisj (2.2)

Hipotez testlerinin gegerliligi F testi uygulanarak yapilmaktadir. F testine gore; veriler

tizerinden p (olasilik) degerleri belirlenmektedir. Verilerden elde edilen p degerleri ile
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sekil 2.13’te verilen grafik elde edilir. Bu grafikteki tarali alanlar, p degerlerinin
minimum oldugu ve Hy hipotezinin reddedilecegi araliktir. Bu aralik o 6nem seviyesi
olarak adlandirilmaktadir. Uygulamada onem seviyesi genellikle; 0.1, 0.05, 0.01
degerleri olarak alinmaktadir. Grafikte bu aralik disinda kalan kisim ise gliven araligi
olarak nitelendirilir. Giiven aralig1 da kullanilan o degerine bagli olarak % 90, % 95, %

99 degerlerini alabilmektedir (Sagol 2015).

a Onem seviyeleri

p degeri

Sekil 2.13 Olasilik grafigi (Sagol 2015)

Varyans analizi ile p degerlerinin belirlenmesinde gizelge 2.4’te verilen varyans analizi
kullanilmaktadir. Cizelge 2.4’te en soldaki siitunda yer alan x;, X,, X3 terimleri cevap
degiskenindeki degisimden sorumlu olan ana faktorleri temsil etmektedir. x;x,, x;Xx3 gibi
ikili terimler ise ana faktorlerin birbiriyle olan etkilesimlerinin cevap degiskeni
tizerindeki etkisini belirlemede kullanilmaktadir. Benzer sekilde x;x,x3 ise li¢ faktoriin
birbirleriyle olan etkilesimini temsil etmektedir. xlz, xzz gibi ifadeler ise faktorlerin

karesel etkilerini gostermektedir (Sagol 2015).

Varyans analizi tablosundan elde edilen p degerleri, esitlik 2.3’te verilen karar kuralina
gore degerlendirilerek, degiskenlik kaynagimin cevap degiskeni iizerindeki etkisinin

anlamli olup olmadig1 belirlenmektedir (Sagol 2015).

P <aveya Fo> Fuplo (2.3)
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Cizelge 2.4 Varyans analizi tablosu (Sagol 2015)

Degiskenlik  Serbestlik Kareler Karelerin

Kaynagi Derecesi Toplami1 ~ Ortalamasi F, p degeri
Model (X1X2x3-1)

X4 (x1-1) SSx; MSx; MSx;/ MSuata

X5 (x2-1) SSx, MSx, MSx»/ MSHata

X3 (x5-1) SSx3 MSx; MSx3/MShata
X1Xo (x1-1)(x2-1) SSx;x, MSx ;x5 MSxX;X2/MSHata
X1X3 (x1-1)(x3-1) SSx;x3 MSx;x3 MSx,x3/MSHata
XoX3 (x2-1)(x3-1) SSx,x3 MSx,X3 MSx,X3/MSHata
X1X2X3 (xi-D)(x-1)(x3-1)  SSx1x0x3  MSXX,X3 MSx;X2X3/MSHata
X (x,-1)° SSx,° MSx,> MSxX,*/MS
Xs” (x2-1)* SSx,” MSx,* MSx,"/MSHata
X3 (x3-1) SSx5° MSx;* MSx3*/MShaa
Hata (-X1X,) SSHata MSHata Fhata

Toplam (n-1) SStoptam

2.11.2 Plackett-Burman deney tasarimi

Plackett Burman tasarimi ¢ok faktorlii silireclerde, tiim parametrelerin az sayida deneyle
taranarak, anlamlilik derecelerine gore elenmesini saglayan etkili ve sik kullanilan bir
deney tasarimidir. Sadece faktorlerin ana etkileri degerlendirildiginde Plackett-Burman
deney tasarimi son derece etkin bir yaklasimdir. Dolayisiyla bu tasarim genellikle
faktorlerin etkili/etkisiz seklinde siiflandirildigi ¢alismalarda tercih edilmektedir. Bu
calisma ile belirlenen kritik faktorler daha ileri deney tasarimlarina dahil edilmektedir

(Yerlikaya 2013).

Plackett ve Burman (1946) tarafindan yayinlanmis bir ¢aligma ile 11 faktoriin ana

etkilerinin 12 deney ile incelenebilecegi ortaya konulmustur (Cizelge 2.5). Ancak kesirli
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faktoriyel tasarimda oldugu gibi burada da ikili ve daha yiiksek dereceden etkilesimlerin
etkisi hesaplanamamaktadir (Sagol 2015).

Iki seviyeli tam faktoriyel tasarimlarda, ¢ok sayida faktdr s6z konusu oldugunda deney
sayis1 son derece fazladir (Zk; k faktor sayisi). Dolayisiyla, k sayida faktoriin k + 1
sayida deney ile incelenebildigi Plackett-Burman gibi iki seviyeli kismi faktoriyel
tasarimlar kullanislt olabilmektedir. Bu sekilde, zaman ve maliyet agisindan azalma sz

konusu olmaktadir (Yerlikaya 2013).

Plackett-Burman deney tasarimi, birinci dereceden polinom denklem ile

aciklanmaktadir (Esitlik 2.4).

Y = Bo+ X Bi x; 24

Modelin agik ifadesi Esitlik 2.5’te verilmistir.

Y:BO+BIX1+BZX2+B3X3+ ........ +BiXi (25)

Burada, Y cevap degiskenini, x;-x; faktorleri, B, sabiti ve ;- B; faktorlerin katsayilarin

ifade etmektedir (Yerlikaya 2013).
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Cizelge 2.5 11 faktor ve 12 deneyden olusan Plackett-Burman tasarim matrisi (Plackett
ve Burman 1946)

Faktor
Deney
Xy X2 X3 X4 Xs Xe X7 Xg Xg X10 X11

1 + + - - - + + + - +
2 + - - + - - - + + + -
3 - + + - + - - - + + +
4 + - + + - + - - - + +
5 + + - + + - + - - - +
6 + + + - + + - + - - -
7 - + + + - + + - + - -
8 - - + + + - + + - + -
9 - - - + + + - + + - +
10 + - - ’ + + + - + + -
11 - + - - = + + + - + +
12 - - - - - - - - - - -

'Pozitif (+) degerler faktorlerin yiiksek seviyesini, negatif (-) degerler ise faktorlerin diisiik seviyelerini
gostermektedir.

2.11.3 Cevap yiizey yontemi (RSM)

Cevap yiizey yontemi, 1950’11 yillarda Box ve Wilson tarafindan gelistirilmistir. RSM,
bilimsel ve miihendislik alanindaki proseslerde ilgili problemin ¢oziimiini bulmak
amaciyla ortaya ¢ikan, deneysel strateji, matematiksel model ve istatistiksel sonucu bir
araya getiren bir yontemdir (Eldeleklioglu vd., 2009). Deneysel tasarima iliskin elde
edilen deneysel verilere ampirik modellerin uyumunu temel alan bir matematiksel ve
istatistiksel teknikler grubundan olugmaktadir. Bu amaca yonelik olarak, cevap ylizey
yonteminde bir sistemi tanimlamak i¢in dogrusal ya da kare polinom fonksiyonlari

kullanilmakta ve deney kosullarinin optimizasyonu arastiriimaktadir (Bezerra vd. 2008).
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Bir optimizasyon yontemi olan RSM uygulamasindaki agamalar asagida verilmistir

(Bezerra vd. 2008):

1. Arastirmanin ama¢ ve deneyimlerine gore, problem ve deneysel bdlgenin
tanimlanmasiyla sistem iizerindeki etkiye sahip bagimsiz degiskenler, seviye,
araliklar1 ve cevap degiskeninin secilmesi,

2. Deney tasariminin se¢imi ve elde edilen deney matrisine gore deneylerin
gergeklestirilmesi,

3. Elde edilen deneysel verilerin bir polinom fonksiyonunun uyumu araciligiyla
matematik-istatistiksel analizi,

4. Modelin uygunlugunun degerlendirilmesi,

5. Deneylerde yer alan her degisken i¢in optimum degerlerin belirlenmesi.

Cok sayida degisken s6z konusu sistemin cevabini etkileyebilmektedir. Bu
degiskenlerin her birinin katkilarini tanimlamak ve kontrol etmek olduk¢a zordur. Bu
nedenle, deneysel degisken arasindan hangisinin tek basina ve etkilesimlerinin daha
onemli oldugunu belirlemek i¢in tarama tasarimlar1 yapilmaktadir. Tam veya kismi iki
seviyeli faktoriyel tasarim yontemleri verimli ve ekonomik olmalar1 sayesinde sistemi
etkileyen en Oonemli degiskenleri belirlemek i¢in kullanilabilmektedir (Lundstedt vd.

1998).

RSM’de kullanilabilecek en basit model dogrusal bir fonksiyona dayanmaktadir.

Uygulamasi i¢in elde edilen cevaplarin asagidaki denkleme uymasi gerekmektedir:

Y =PBo X, B i+ & (2.6)

Burada, Y cevap degiskenini, k degiskenlerin sayisini, B, sabit terimi, [3; dogrusal
parametrelerin katsayilarini, x; degiskenleri, ve € deneysel hatay1 veya giiriiltiiyii ifade

etmektedir (Bezerra vd. 2008).
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Sistemde kavislenme yer almakta ise, sistem agsagidaki ikinci dereceden polinom

denklemi ile tanimlanmaktadir:
Y =Bo+ X1 B xi + haigy By xij + ¢ 2.7)
Burada, B; etkilesim parametrelerinin katsayilarini ifade etmektedir.

Kritik bir noktay1 belirlemek i¢in, polinom fonksiyonunun asagida verilen denkleme

gore ikinci dereceden terimleri igermesi gerekir:
Y = o+ T, B, xi + T, By 3P + Thaig By xix; + 28)
0 i=1Fj ™ 1=1 Fjj i 1<isj ij X1X] & .
Burada, (3;; karesel parametrenin katsayilarini ifade etmektedir.

Degisken seviyelerinin kodlanmasi, incelenen her gercek degerin boyutsuz degerlere
sahip bir Olcek icindeki koordinatlara doniistiiriilmesini saglamaktadir. Asagidaki
denklem, gercek bir degeri (Xj) belirli bir deney tasarimina gore kodlanmis bir degere

(x;) doniistiirmek i¢in uygulanmaktadir:

Xi— Xj
A_Xl) (2.9)

Xi(

Bu esitlikte, xi; 1.-bagimsiz degiskeninin kodlanmis degerini, Xj; i.-bagimsiz
degiskeninin kodlanmamis (ger¢ek) degerini, Xi"; merkez noktasindaki 1.-bagimsiz
degiskeninin kodlanmamis degerini ve AX; ise merkezi noktadaki ger¢ek deger ile bir
degiskenin iist veya alt seviyesindeki ger¢ek deger arasindaki mesafeyi ifade etmektedir

(Bayraktar 2001).

Verilerin fonksiyona uydurulmasindan sonra bulunan matematiksel model, bazen
calisilan deneysel alani tatmin edici bir sekilde tanimlayamaz. Uydurulan modelin

kalitesini degerlendirmek icin varyans analizi (ANOVA) uygulamasi giivenilir bir
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yoldur. ANOVA’nin amaci, degiskenlerin seviyelerinin kombinasyonundaki degisimi,
olusturulan cevaplarin 6lgiimlerine 6zgii rastgele hatalardan kaynaklanan degisiklikle
karsilastirmaktir. Bu karsilastirma ile, deneysel varyans kaynaklari1 dikkate alinarak
cevaplar1 6ngormek i¢in kullanilan regresyonun dnemini degerlendirmek miimkiindiir

(Bezerra vd. 2008).

Literatiirde siklikla kullanilan cevap yiizeyi deney tasarimlart arasinda merkezi

kompozit tasarim (central composite design, CCD) yer almaktadir.

2.11.4 Merkezi kompozit deney tasarimm (Central composite design, CCD)

Merkezi kompozit deney tasarimi, daha az deney sayisi ile daha fazla bilgi elde etmeyi
saglamasiyla faktoriyel tasarimlara etkili bir alternatif olmaktadir (Alireza 2013).
Merkezi kompozit deney tasarimini diger tasarim yontemlerinden ayiran en Onemli
ozellik, eksenel noktalarin (o) yer almasidir. Bu eksenel noktalar, her bir deney faktorii
icin diisik ve yiiksek olmak ilizere fazladan iki seviyede geney gerektirmektedir.
Boylece, faktorlerin bes seviyeden olusmasiyla, karesel etkilerinin net bir sekilde ifade
edilmes saglanmaktadir. Alfa terimi, istenilen deney Ozelliklerine ve faktor sayisina

gore farkli degerler almaktadir (Croarkin ve Tobias 2015).

Bir merkezi kompozit deney tasarim matrisinin grafiksel gosterimi sekil 2.14°te
verilmistir. Bu tasarimda daire iizerinde bulunan eksenel noktalarin merkeze olan
uzaklig1 seviye araliklarina ve faktor sayisina gore degisiklik gostermektedir. Standart
bir merkezi kompozit tasarim matrisi dairesel simetriye (CCC) sahip olup, bu tasarimda
faktorlerin bes seviyesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Eksenel noktalarin, faktorlerin diisiik
(-1) ve yiiksek (+1) noktalar1 ile aym hizada oldugu tasarimlar ise CCF olarak
adlandirilmaktadir. Bu tasarimlar genel olarak faktorlerin bes seviyeye uygun olmadig:
tasarimlar i¢in kullanilmaktadir. CCI olarak gosterilen tasarimlar ise, faktor
seviyelerinin dar araliklarla degerlendirilmesi gerektigi durumlarda, eksenel noktalar
faktorlerin diisiik ve yliksek seviyeleri arasinda secilerek kullanilmaktadir (Croarkin ve

Tobias 2015).
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Sekil 2.14 Alfa degerlerine gore merkezi kompozit deney tasarimu tiirleri (Croarkin ve
Tobias 2015)

Merkezi kompozit deney tasarimi i¢in gergeklestirilecek deney sayist esitlik 2.10°da

verilmistir:

N=2%+2k +n, (2.10)

Burada, k; bagimsiz degisken sayisin1 ve n,; merkez noktasindaki tekrar sayisini ifade

etmektedir (Murthy vd. 2000).

Literatiirde mukonik asitin mikrobiyal iiretimine dair caligmalarin yer aldig1 ¢izelge
2.6’da mukonik asit tretimi i¢in P-ketoadipat yol izi kullanilarak Pseudomonas,
Arthrobacter, Corynebacterium, Brevibacterium, Microbacterium ve Sphingobacterium
gibi mikroorganizmalarin genel olarak benzoati substrat olarak kullandig:

goriilmektedir.
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Cizelge 2.6 cis, cis- Mukonik asitin mikrobiyal tiretimi ile ilgili ¢alismalar

No Kaynak Mikroorganizma Substrat Metot ~ Mukonik  Verim,%
asit (mol/mol)
derigimi
(mM)
1 Maxwell, 1982. Pseudomonas putida  Toluen Fed- 40.11 -
US Patent ATCC 31916 batch
4355107.

2 Schmidt ve Pseudomonas sp. Benzoat Fed- 52.07 91
Knackmuss, 1984  strain B13 batch

3 Hsieh, 1984. US Pseudomonas putida  Toluen Fed- 88.66 -
Patent 4480034. ATCC 31916 batch

4  Hsieh vd. 1985. Pseudomonas putida  Toluen Fed- 105.55 -
US Patent ATCC 31916 batch
4535059.

5 Maxwell, 1986. Pseudomonas putida  Katekol Fed- 37.29 100
US Patent ATCC 31916 batch
4588688.

6  Mizuno vd. 1988.  Arthrobacter sp. Benzoat Fed- 310.32 96

mutant strain T8626 batch
7  Imada vd. 1989. Corynebacterium Benzoat Batch 9.85 4.7
US Patent lilium ATCC 21793
4871667.

8 Imada vd. 1989. Corynebacterium Benzoat Batch 17.59 8.5
US Patent acetoacidophilum
4871667. ATCC 13870

9 Imada vd. 1989. Microbacterium Benzoat Batch 17.59 8.5
US Patent ammoniaphilum
4871667. ATCC 21645

10 Imada vd. 1989. Brevibacterium Benzoat Batch 18.29 8.8
US Patent flavum ATCC 13826
4871667.

11 Imada vd. 1989. Arthrobacter sp. Benzoat Batch 31.66 91
US Patent mutant T-8626-11
4871667.

12 Hsieh, 1990. US Pseudomonas putida  Toluen Fed- 189.99 -
Patent 4968612. ATCC 31916 batch

13 Chua ve Hsieh, Pseudomonas sp. Toluen Fed- 316.65 -
1990. mutant strain DCB- batch

71

14  Draths ve Frost, Engineered E.coli Glukoz Batch 16.88 30
1994. strain AB2834

15 Bang vd. 1996. Pseudomonas putida  Benzoat Fed- 227.99 100

mutant strain BM014 batch

16  Choi vd. 1997. Pseudomonas putida  Benzoat Fed- 94.99 -

mutant strain BM014 batch
17  Niu vd. 2002. Engineered E.coli Glukoz Fed- 258.95 22
WN1/pWN2.248 batch

18  Liuvd. 2003. Corynebacterium Benzoat Fed- 21.81 47
pseudodiphtheriticum batch
mutant strain M2128

19  Wuvd. 2004. Sphingobacterium sp. Benzoat Batch 0.70 4
GCG

20 Wu vd. 2006. Sphingobacterium sp. Benzoat Batch 3.94 28

mutant strain M4115
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Cizelge 2.6 cis, cis-Mukonik asitin biyoteknolojik tiretimi ile ilgili ¢alismalar (devam)

No Makale ad1 Mikroorganizma Substrat Metot Mukonik Verim,%
asit (mol/mol)
derigimi
(g/L)

21  Kaneko vd. 2011.  Engineered E.coli Katekol Fed- 415.17 100

BL21 (DE3)/pEcatA batch
22 Weber vd. 2012. Engineered Glukoz Batch  0.01 0.01
S.cerevisiae strain
23 van Duuren vd. Pseudomonas putida  Benzoat  Fed- 130.18 100
2012. mutant strain batch
KT2440-JD1
24 Curran vd. 2013. Engineered Glukoz Batch  0.98 0.89
S.cerevisiae strain
MuAl12
25  Sunvd. 2013. Engineered E.coli Glukoz Batch 2.74 2.2
strain MA-4 ve
gliserol
26 Buivd.2013.US  Engineered E.coli Glukoz Fed- 416.57 30
Patent strain batch
20130030215 A1.  WNI1/pWN2.248

27  Yocum vd. 2013. Engineered E.coli Glukoz Fed- 112.58 -

strain MYR428 batch

28  Xie vd. 2014. Pseudomonas sp. Benzoat Batch  50.66 61

mutant strain 1167
29  Vardon vd. 2016. Pseudomonas putida Benzoat Fed- 242.76 100
KT2440 Batch

cis, cis-Mukonik asitin mikrobiyal iiretimine yonelik yapilan ilk calismalardan biri,
Pseudomonas putida ATCC 31916 ile fed-batch proses kullanilarak 29 °C ve pH’mn 6.4
oldugu kosullarda 400 mM katekolden cis,cis-mukonik asit iiretimine dayali yapilan
caligmadir. Burada, 5.3 g/L iiriin elde edilmis ve % 100 verime ulasilmistir (Maxwell

1986).

Substrat olarak benzoatin kullanildig1 bir ¢alismada, Arthrobacter T8626 mutant tiirii ile
fed-batch prosesle 30 °C ve pH’in 7-9 oldugu kosullarda cis,cis-mukonik asitin
mikrobiyal T{retimi gergeklestirilmistir. Tepkime Oncesinde mikroorganizmanin
topraktan izolasyonu yapilmis ve mor Otesi 1sinlarla mutasyonu gerceklestirilmistir. 48
saat boyunca belli araliklarla az miktarlarda sisteme benzoat eklemesi ile 44.1 g/L (%
96 verim) cis, cis-mukonik asit {retilmistir. Substrat besleme araliklarinin {iriin
derisimine etkisi incelenmistir. Bu amagcla, 5 g/L benzoat 24 saat araliklarla beslenmis

ve 256 saat sonunda 40 g/L iirlin elde edilmistir. Benzoat 2 saat araliklarla
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beslendiginde ise 48 saat sonunda 44.1 g/L iiriin elde edilmistir. Bunun sonucunda
substrat inhibisyonunu dnlemek icin sisteme belli araliklarla kii¢clik miktarlarda benzoat
eklemesi yapilmasi ile daha kisa siirede yiiksek derisimde cis,cis-mukonik asit elde
edildigi gortlmustiir. HPLC analizi ile cis, cis-mukonik asitin yaninda izomerlerinin de

olustugu goézlenmistir (Mizuno vd. 1988).

Pseudomonas putida BM104 mutanti1 ile fed-batch proses kullanarak, bilgisayar
kontrollii ¢oziinmiis oksijen beslemesi ile benzoik asitten cis, cis-mukonik asit
liretilmistir. Bu ¢alismada, 42 saatte 32 g/L iiriin % 100 verimle elde edilmistir (30 °C
ve pH: 7). Uretimin yaninda, Pseudomonas putida BM104’iin topraktan izolasyonu
yapilmig ve farkli kolonilerindeki cis, cis-mukonik asit iiretim miktar1 karsilagtirilmistir.
Karbon kaynag1 olarak ortamda bulunan glukoz, maya ekstrakti ve sodyum benzoatin
hiicre kiitlesine ve cis, cis-mukonik asit miktarina olan etkisi incelenmis ve ana karbon
kaynagimnin glukoz oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda sodyum benzoat derigiminin
katekol 1,2-dioksijenaz enzimi aktivitesine etkisi incelenmis ve substrat derisiminin 10
mM’1n istiinde olmasi halinde enzim ve hiicre biiyiimesi iizerinde inhibisyona sebep
olduguna ve bu nedenle derisimin 7-10 mM arasinda olmasi gerektigi sonucuna
vartlmistir. Ana karbon kaynagi olan glukoz tiiketilirken ayni zamanda ¢ok miktarda
oksijen de tiiketildiginden sisteme belirli araliklarla bilgisayar kontrollii ¢oziinmiis
oksijen beslemesi yapilmistir. Cozlinmiis oksijen varliginin hiicre kiitlesine, tiiketilen
glukoz ve benzoat miktarma ve firetilen cis, cis-mukonik asit miktarina etkisi
incelenmistir. Cozlinmiis oksijen ilavesi ile cis, cis mukonik asit miktarinda artis

meydana geldigi gézlenmistir (Bang vd. 1996).

Sphingobacterium sp. GCG kullanilarak benzoik asitten fed-batch prosesle 0.1 g/L cis,
cis-mukonik asit (verim: % 4) tretilmistir. Sphingobacterium sp. GCG igin farkli
bilesimlere sahip kiiltiir ortamlari ile ¢alisgtimistir. Uretim, sicakligin 27 °C ve pH’in 7.1-
7.5 arasinda degistigi kosullarda gergeklestirilmistir. Bu c¢alismada, benzoik asit
derisimi etkisi, kompleks karbon kaynaklari ile hiicre biiylimesindeki artisin zamana
kars1 degisimi, kompleks karbon kaynaklarinin cis, cis-mukonik asit miktarinin zamanla
degisimine etkisi, azot kaynagi, EDTA-Fe (III) ve fed-batch fermentasyonu etkisi
incelenmistir (Wu vd. 2004).
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Bir diger calismada ise; Sphingobacterium sp. M4113/M4115 kullanilarak 2 g/L
benzoattan fed-batch prosesle cis, cis-mukonik asit iiretilmesi amaglanmistir. En yiliksek
verimin Sphingobacterium sp. M4115 mutanti  kullanildiginda elde edildigi
goriilmiistiir (0.56 g/L cis, cis-mukonik asit, verim: % 28). Uretim, sicakligin 27 °C ve
pH’in 7.1-7.5 arasinda degistigi kosullarda gerceklestirilmistir. Bu c¢aligmada, farkl
kiiltiir ortamlariin iiretim miktara etkisi, farkli mutant tiirlerinin {iretim miktarina,

hiicre biiylimesine, substrat tiiketimine etkisi ve EDTA-FeCls’lin enzim aktivitesine

etkisi incelenmistir (Wu vd. 2006).

Rekombinant Escherichia coli BL21(DE3)/pEcatA mikroorganizmasinin kullanildigi
calismada fed-batch prosesle katekoldan 12 saatte 59 g/L cis, cis-mukonik asit
tiretilmistir (20 °C, pH: 7.5). 12 saat sonunda optimum kosullarda belli araliklarla 10
mM katekol eklemeleri ile yan iriin olugsmadan istenen iiriinii elde etmeyi
basarmislardir. Tiiketilen katekol mol miktar1 basina elde edilen teorik verim % 100
(mol/mol) diir. Bu ¢aligmada katekol derisiminin etkisi incelenmis ve yiiksek verimde
iiriin eldesi i¢in katekol derisiminin 40 mM’1n altinda olmasi gerektigini aksi halde
substrat inhibisyonunun gerceklestigi gozlenmistir. Katekoliin 40 mM’mn iizerindeki
derisimlerinde, enzim ve mikrobiyal hiicreler {lizerinde toksik etki meydana getirdigi

saptanmistir (Kaneko vd. 2011).

van Duuren vd. 2012 yilinda yaptiklari ¢aligmalarinda Pseudomonas putida KT2440
tiirevi olan Pseudomonas putida KT2440-JD1 biyokatalizorliigiinde benzoattan cis,Cis-
mukonatin pH kontrollii fed-batch sistemde {iretimini incelemislerdir (Sekil 2.15).
Benzoat derisiminin 50 mM ve Ccis, cis-mukonat derisiminin 600 mM’mn {izerine
cikildiginda mikroorganizma iizerinde inhibisyon etkisi olustugu goriilmiistiir. Sonug

olarak 18.5 g/L cis,cis-mukonat (verim: %100) iiretilmistir.
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Sekil 2.15 P.putida KT2440-JD1 biyokatalizorliigiinde benzoik asitten Cis, cis-mukonik
asit tiretimi (van Duuren vd. 2012)

Son yillarda, mukonik asitin mikrobiyal iiretiminde kullanilan mikroorganizmalarin
rekombinant teknolojisi ile gelistirilmesi lizerine durulmustur. 2012°de Saccharomyces
cerevisia hiicreleri kullanilarak mukonik asit tretimine iliskin yapilan g¢aligmada
plazmidler yardimiyla gen aktarimi iizerine arastirmalar yapilmigtir. Uretimin
dehidrosikimat yol izi izlenerek gerceklestiriip ve substrat olarak katekoliin kullanildig
calismada 141 mg/L cis, cis-mukonik asit elde edilmistir (30 °C, pH: 7.5). Farkli
mikroorganizmalardan elde edilen katekol 1,2-dioksijenaz enzimi genleri i¢cin Michaels-
Menten sabitleri olan K;, ve V. hesaplanmistir. Bunun yanisira farkli katekol 1,2-
dioksijenaz  enzimi genlerinin (CatA, CatA (optimize edilmis), HQD2,
DEHA2C14806g) 1 g/L katekolden elde edilen cis, cis-mukonik asit tiretimine etkisi
incelenmis ve en yiiksek Cis, cis-mukonik asit miktarinin HQD2 geni kullanildiginda

elde edildigi goriilmiistiir (Curran vd. 2012).

Stenotrophomonas maltophilia strain KB2 ile substrat olarak katekoliin yer aldigi
caligmada, Stenotrophomonas maltophilia strain KB2 mikroorganizmasina yapilan gen
aktarimlar1 ile yiiksek enzim aktivitesi elde edilmesi amaglanmis ve katekol 1,2-
dioksijenaz enziminin 40 °C ve pH 8 iken maksimum aktivite gosterdigi belirlenerek bu
kosullar altinda cis, cis-mukonik asit {iretimi gergeklestirilmistir. Kinetik parametreler
olan Michaels-Menten sabitleri (Ky=12.8 pM, Vpnax=1,218.8 U/mg protein) farkl
katekol derisimleri (0-100 puM) ele alinarak Michaels-Menten kinetik modeli
aracilifiyla hesaplanmigtir. Katekol derisimi 10, 50 ve 100 uM iken analizler yapilmis
ve en yiiksek cis, cis-mukonik asit miktarinin (30 uM, verim: %100) 100 uM katekol
varliginda elde edildigi goriilmiistiir. Ayrica, substrat spesikligini belirlemek amaciyla

Stenotrophomonas maltophilia strain KB2 hiicrelerinin igerdigi katekol 1,2-dioksijenaz
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enzim aktivitesine farkli substratlarin (katekol, 3-metilkatekol, 4-metilkatekol, 3-
klorokatekol, 4-klorokatekol, 3,5-diklorokatekol, 4,5-diklorokatekol, hidrokinon) etkisi
incelenmis ve en yiiksek aktivitenin (%100 = 0) katekol varliginda elde edildigi
belirlenmistir (Guzik vd. 2013).

Genetik modifikasyon iizerine bagka bir ¢alismada ise, Klebsiella pneumoniae hiicreleri
cis, cis-mukonik asit tiretimi i¢in uygun olmazken gen aktarimi ile mikroorganizmanin
genetigi degistirilmis ve katekolden 72 saat sonunda 2.1 g/L cis, cis-mukonik asit elde
edilmistir (37 °C). Bunun yaninda, mikroorganizmanin farkli mutant tiirlerinin iiretilen
cis, cis-mukonik asit ve tiiketilen katekol miktarlarina etkisi incelenmistir (Jung vd.

2015).

Vardon vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, “engineered” Pseudomonas putida KT2440 ile
345 ¢ L' mukonat tretimini, kiiltir ortamindan mukonik asitin geri kazammin,
mukonik asitin hidrojenasyonu ile bio-adipik asit {iretimi ve biyo-adipik asitin naylon
6,6’ya polimerizasyonunu gerceklestirmislerdir. Fed-batch proses ile benzoatin
biyolojik doniisiimiiyle mukonik asit iiretimi i¢in Pseudomonas putida KT2440-CJ102
kullanilmistir. Benzoat gibi aromatik bilesikler icin mukonik asit, katekolden oksidatif
halka acilmasiyla iiretilmektedir. Bu calismada, glukoz biiylimeyi desteklemek i¢in

karbon kaynagi olarak kullanilmistir.

Son yirmi yildir, endiistriyel biyoteknolojinin siirdiirtilebilirlik, yiiksek se¢imlilik, doga
dostu olmasi ve yenilenebilir hammaddelerinin kullanilmasi gibi sundugu avantajlara
bagli olarak bu alanda 6nemli geligmeler meydana gelmistir. Bu nedenle, biyoteknolojik
alanda adipik asit liretiminde mukonik asitin oncii olarak kullanilmasi ve mikrobiyal

yolla tiretilmesi gelecek vadeden alternatif bir yol olmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Calismada kullanilan Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)’den liyofilize

(dondurulup-kurutulmus) olarak temin edilmis ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Tripton, maya 06ziitii, sodyum kloriir ve agar mikroorganizma sivi ve kat1 besi ortami
hazirlamak i¢in, sodyum benzoat (Na-benzoat); substrat, glukoz; karbon kaynagi,
disodyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, sodyum kloriir, amonyum siilfat,
magnezyum siilfat, kalsiyum kloriir ve demir siilfat ise fermentasyon ortami1 bilesenleri
olarak, sodyum hidroksit ve siilfiirik asit ise ortam pH’1n1 ayarlamak i¢in kullanilmistir.
Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta Merck, Sigma, Riedel’den,
analizlerde kullanilan asetik asit ve metanol ise HPLC safliginda olup Merck’ten temin

edilmistir. Kullanilan kimyasal maddeler ve 6zellikleri EK 1°de verilmistir.

3.2 Yontem

Deney sirasinda izlenen basamaklar sekil 3.1°de sematik olarak gosterilmistir.

3.2.1 Mikroorganizma ve Kiiltiir kosullar1

Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) ¢ogalma ortami olarak igerigi ¢izelge 3.1°de
verilen Luria Bertani (LB) ortami kullanilmistir. Ortam pH’1 1 M NaOH ve 0.01 M
H,SOy4 ¢ozeltisi ile 7.0’ye ayarlanmistir. Kat1 tireme ortamu i¢in ise ayni bilesime sahip
ortama 15 g/L agar eklenmistir. Hazirlanan ¢ogalma ortamlar1 121 °C’de ve 20 dakika
sire ile otoklav cihazinda (Hirayama HV-85L) sterillenmistir. Sterilizasyonu
tamamlanan kat1 ortam steril petri kaplarina dokiilmiis ve 1 saat siireyle kati hale
gelmesi i¢in UV 1sm1 altinda bekletilmistir. Kullanima hazir ortamlar +4 °C’de

muhafaza edilmistir.
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= 10 g/L Tripton

* 10 g /L Sodyum Kloriir * 10 g/L Tripton

» 5 g/L Maya Oziitii "10g/L Sody}lm Kloriir

= 15 g/L Agar * 5 g/L Maya Oziitii

n
Katidan siviya | \\
aktarim - 10 mL 6rnek Kati
: kisim
| —

Luria-Bertani kati Luria-Bertani sivi Santrifiij

¢ogalma ortami ¢ogalma ortami 4 °C, 8000 rpm, 15 dakika

30 °C, 15 saat 100 mL, 30 °C, 150
rpm, 28 saat
o |
0.22 pm PVDF 2 mL a
filtre ornek /L \
< G—— EE Y <=
Substrat ve {iriin analizi
HPLC Mikroorganizma derisimi analizi Fermentasyon
(Inertsil ODS-4 kolon, UV/VIS Spektrofotometresi ortami
Metanol, Su (1% asetik (600 nm) 100 mL
asit): 30/70, 0.75

mL/min, 25 °C, UV
dedektor; 260 nm)

Sekil 3.1 Deney yontemi basamaklarinin sematik gdsterimi

Cizelge 3.1 Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) i¢in Luria-Bertani (LB) ¢ogalma
ortami icerigi (Vardon vd. 2016)

Bilesen Derisim (g/L)

Tripton 10
Sodyum kloriir 10
Maya oziiti 5

Agar' 15

'Kati ortam hazirlanirken kullamlmustir.
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Liyofilize haldeki mikroorganizma ilk olarak 10 mL’lik LB s1v1 ortamina aktarilarak
canlandirilmigtir. Sivi ortamdaki mikroorganizma ¢ogalma islemi, ayni ortami iceren
250 mL’lik erlenlerde 100 mL ¢alisma hacminde orbital ¢alkalayicida (Labcon 5081U)
gergeklestirilmistir (30 °C, 150 rpm). Kati ortama ise, mikroorganizmalar Oze
yardimiyla aktarilmis ve calkalamasiz olarak 30 °C’de 15 saat siireyle inkiibatorde (Shel
Lab) ¢ogalmalar1 saglanmistir. S1vi besi ortamlarinda 6lgek biiylitme, sivi ve kati besi
ortamina ekim islemlerinin tiimii steril kabinde (Holten S-2010 1.8) ger¢eklestirilmistir.
Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicrelerinin kat1 ortamda ¢ogalmis hali sekil
3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.2 Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicrelerinin kat1 ortamda ¢ogalmis
hali

(LB ortami, pH:7.0, 15 h, 30 °C)

3.2.2 Mikroorganizma Kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Fermentasyon siiresince ortamdaki mikroorganizma derisimini belirlemek amaciyla
hiicre derisimi-absorbans kalibrasyon dogrularinin olusturulmasi gerekmektedir. Bunun
icin Oncelikle mikroorganizma derisiminin zamanla degisim grafigi olusturulmustur.
Mikroorganizma ¢ogalma egrisinin olusturulmasi amaciyla 100 mL LB ortami iceren
250 mL’lik erlenlerde 30 °C sicaklik ve 150 rpm ¢alkalama hizinda g¢ogalma
gerceklestirilmistir. Literatiir arastirmasi ve UV/VIS spektrofotometresinde (Shimadzu
UV-1601) 400-800 nm absorbans araliginin taranmasi sonucunda Pseudomonas putida
KT2440 (DSM 6125) hiicrelerinin en yiiksek absorbans verdigi dalga boyu degeri 600

nm olarak belirlenmistir. Buna gore ¢ogalma siiresince ortamdan belirli araliklarla
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alman 2 mL’lik 6rnekler UV/VIS spektrofotometresinde 600 nm’de analizlenmistir.
Analizler sonucunda 28. saatten sonra absorbansin giderek diistiigii gézlenmis ve buna

gore cogalmanin 28 saatte tamamlandig1 sonucuna varilmastir.

Hiicre derisimi-absorbans kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi i¢in 250 mL’lik 2 adet
erlenlerin her biri 100 mL’lik LB ortami icerecek sekilde hazirlanmis ve bu ortamlarda
mikroorganizma ¢ogalma islemi esanli olarak 28 saat siireyle gergeklestirilmistir. 100
mL’lik cogalma ortaminin 50 mL’si yas hiicre derisimini, diger 50 mL’si ise kuru hiicre
derisimini belirlemek icin kullanilmistir. Bu amacla ilk olarak, ortamdan alinan 50
mL’lik 6rnek 4 °C, 8000 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiijlenmistir (Santrifiij cihazi:
Hettich Rotina 35 R). Stv1 kisim atilarak kat1 kisim, daras1 alinmig santrifiij tiipleri ile
tartilmis ve elde edilen yas hiicre kiitlesi 6rnek hacmine (50 mL) bdliinerek yas hiicre
derisimi hesaplanmistir. Ayni1 islem kuru hiicre derisimini belirlemek icin de
gerceklestirilmis, santrifiij sonrasi elde edilen kat1 kisim sabit tartima gelene kadar
etlivde (Niive, EN400) kurutulmustur. Sabit tartim sonucu elde edilen kuru hiicre kiitlesi
ornek hacmine (50 mL) boliinerek kuru hiicre derisimi hesaplanmistir. Esanli olarak
gerceklestirilen 100 mL’lik diger ¢ogalma ortamindan ise belirli araliklarla alinan
ornekler LB ortamu ile seyreltilmig (0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 mL mikroorganizma ¢ogalma
ortami1 / 2 mL) ve UV/VIS spektrofotometresinde 600 nm’de absorbans degerleri
Olclilmiistiir. Ardindan her bir seyreltme oranina karsilik gelen yas ve kuru hiicre
derisimleri hesaplanmistir (EK 2). Buna gore, elde edilen yas hiicre derisimi-absorbans
ve kuru hiicre derigimi-absorbans kalibrasyon grafikleri sirasiyla sekil 3.3-3.4’te

verilmistir.
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Sekil 3.3 Yas hiicre derisimi-absorbans kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.4 Kuru hiicre derisimi-absorbans kalibrasyon grafigi
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3.2.3 Fermentasyon ile cis, cis-mukonik asit (ccCMA) iiretimi

Fermentasyon 250 mL’lik erlenlerde 100 mL c¢alisma hacminde gergeklestirilmistir.
Uretim ortami sodyum benzoat, glukoz, Na,HPO4, KH,PO4, NaCl, (NH4),SO4, MgSOy,
CaCl, ve FeSOy4 bilesenlerinin belli derisimlerde ortama eklenmesinin ardindan pH’1nin
NaOH ve H,SOy ¢ozeltileri ile ayarlanmasiyla hazir hale getirilmis ve 121 °C’de ve 20

dakika siire ile otoklavlanarak sterillenmistir.

Fermentasyon baglatilirken mikroorganizmanin ¢ogaltildigi LB ortamindan alinan 10
mL’lik 6rnek 4 °C, 8000 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi
stvi kisim atilarak kati1 kismin tartilmasiyla 10 mL’lik LB ortami 6rneginin yaklasik 0.4
g yas hiicre icerdigi belirlenmistir. Buna gore her fermentasyon islemi, yaklasik 0.4 g

yas hiicrenin 100 mL’lik iiretim ortamina aktarilmasi ile baglatilmistir.

Uretim, belirlenen sicaklik ve baslangic pH’mda 150 rpm calkalama hizinda orbital
calkalayicida 32 saat slireyle gerceklestirilmistir. Fermentasyon esnasinda belirli
araliklarla ortamdan alinan 2 mL’lik orneklerin UV/VIS spektrofotometresinde 600
nm’de absorbansi Olgiilerek fermentasyon siiresince mikroorganizma derisimindeki
degisim izlenmistir. Alinan 6rnekler daha sonra iiriin derisimini belirlemek amaciyla
HPLC’de (Thermo Finnigan Spectra System) analizlenmek tlizere 0.22 um’lik PVDF
filtrelerden siiziilerek viallere doldurulmustur. Fermentasyon ortamina asilama ve drnek

alma islemlerinin tiimii steril kabinde gergeklestirilmistir.

3.2.4 cis, cis-Mukonik asit iiretimi icin ortam kosullari tasarimi

Calismanin amaci, Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri ile sodyum
benzoattan cis, cis-mukonik asitin mikrobiyal {retimi ve fermentasyon ortami
kosularinin deney tasarim yontemi ile optimizasyonun gerceklestirilmesidir. Bu amacla
oncelikle faktor olarak belirlenen 11 ortam kosulundan (baslangic pH’1, sicaklik,
sodyum benzoat (substrat), glukoz, Na,HPO,, KH,;PO4, NaCl, (NH4),SO4, MgSQOy,

CaCl,, FeSOy4 derisimi) iiretimde en etkili olanlarin belirlenmesi amaciyla Plackett-
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Burman deney tasarimi (Plackett-Burman design, PBD) uygulanmistir. Belirlenen etkili
faktorlerin optimize edilmesi ise, cevap yiizey yontemi (Response surface method,
RSM) olan merkezi kompozit deney tasarimi (Central composite design, CCD) ile
gerceklestirilmistir. Her iki tasarimda da cevap degiskeni olarak cis, cis-mukonik asit
derisimi ve mikroorganizma derigimi se¢ilmistir. Deney tasarimi sirasinda

gerceklestirilen deneylerde “batch” isletim uygulanmistir.

Design Expert (7.0) programi kullanilarak gerceklestirilen istatistiksel deney
tasariminda kontrol edilebilirligin saglanmasi ve deneysel hatanin en aza indirilmesi
amactyla her deney seti iki kez tekrarlanmistir. Sonuglarin birbirine yakin oldugu

belirlenmis ve bu nedenle elde edilen degerlerin ortalamasi alinmistir.

3.2.5 Plackett-Burman deney tasarimi ile ortam kosullarinin belirlenmesi

Plackett-Burman deney tasarimi kullanilarak 11 iiretim ortami kosulunun (Na-benzoat,
glukoz, Na,HPO,, KH,PO4, NaCl, (NH4),SO4, MgSO,, CaCl,, FeSO, derisimi,
baslangic pH’1 ve sicaklik) onemi arastirilmistir. Bu tasarim, faktorlerin birbirleriyle
etkilesimini géz Oniinde bulundurmayan birinci dereceden bir modele dayanmaktadir
(Kumar vd. 2011). Plackett-Burman deney tasariminda faktorlerin aralik ve seviye
degerleri, yapilan 6n deneylere ve literatiir verilerine (4 mM glukoz, 6 g/ KH,PO,,
2.25 g/L (NH4)2S04, 13.56 g/l Na,HPOy, 1 g/L NaCl, 2 mM MgSOs, 18 uM FeSO,,
100 uM CaCl,, pH: 7.2, 30 °C sicaklik) dayanarak belirlenmistir (Johnson vd. 2016).

Ortam kosullarinin seviye ve aralik degerleri cizelge 3.2°de verilen Plackett-Burman
deney tasarimi 3 seviye (diisiik seviye: -1, orta seviye: 0, yliksek seviye: +1) ve 15
deney (run) seklinde gerceklestirilmistir. Tiim deneyler, LB ortaminda cogaltilan
hiicrelerin 10 mL’sinin santrifiijlenerek sivi kismindan ayrilan yaklasik 0.4 g yas
hiicrenin, deney tasarimi ile belirlenen 100 mL ortam iceren 250 mL erlenlere
aktarilmasiyla baglatilmis olup, fermentasyon islemi; belirlenen sicaklik ve baslangic

pH’inda, 150 rpm calkalama hizinda, 32 saat siireyle gerceklestirilmistir. Plackett-
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Burman deney tasarimiyla elde edilmis en etkili faktorlerin optimum degerleri, cevap

yiizey yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Cizelge 3.2 Plackett-Burman deney tasarimi seviye ve aralik degerleri

No Faktor -1 0 +1

1 Na-Benzoat derisimi, mM 10.0 15.0 20.0
2 Glukoz derisimi, mM 0.0 10.0 20.0
3 Sicaklik, °C 25.0 30.0 35.0
4 Baslangi¢ pH’1 6.0 7.0 8.0
5 Na,HPO4 derigimi, g/L. 10.0 14.0 18.0
6 KH,PO, derisimi, g/L 2.0 6.0 10.0
7 NaCl derisimi, g/L 0.5 1.0 1.5
8 (NH4),SO4 derisimi, g/L. 1.0 2.0 3.0
9 MgSO, derisimi, mM 1.0 2.0 3.0
10 CaCl, derisimi, uM 50.0 100.0 150.0
11 FeSO, derisimi, uM 13.0 18.0 23.0

3.2.6 Cevap yiizey yontemi (RSM) ile ortam kosullarinin optimizasyonu

Cevap ylizey yontemi, cevap degiskenlerinin deneysel faktorlere olan bagliligini
faktorlerin birbirleriyle olan etkilesimlerinin g6z 6niinde bulundurarak incelemek icin
kullanilmistir (Kumar vd. 2011). Plackett-Burman deney tasarimu ile {iretime etki eden
en Onemli faktorlerin (baslangic pH’1, Na-benzoat, NaCl ve (NH4),SO4 derisimi)
optimum degerlerine ulasmak amaciyla merkez noktasinda 6 tekrarli olarak olusturulan
merkezi kompozit deney tasarimi uygulanmistir. Ortam kosullarinin seviye ve aralik
degerleri ¢izelge 3.3’te verilen merkezi kompozit deney tasarimi 5 seviye (-2, -1, 0, +1,

+2) ve 30 deney (run) seklinde gerceklestirilmistir.

Tim deneyler Plackett-Burman deney tasariminda da belirtildigi gibi, fermentasyon 0.4
g yas hiicrenin merkezi kompozit deney tasarimu ile belirlenen 100 mL ortam igeren 250
mL erlenlere aktarilmasiyla baglatilmis olup, iiretim; belirlenen sicaklik ve baslangic
pH’inda, 150 rpm c¢alkalama hizinda, 32 saat siireyle ger¢eklestirilmistir. Diger
faktorlerin degerleri ise, Plackett-Burman deney tasarimi sonucunda; 18 g/L Na,HPOy,
10 g/ KH,POy, 20 mM glukoz, 1 mM MgSO,, 150 uM CaCl,, 13 uM FeSO4 ve 35 °C

olarak belirlenmis ve bu degerlerde sabit tutulmustur.
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Cizelge 3.3 RSM ile deney tasarimi seviye ve aralik degerleri

No  Faktor -2 -1 0 +1 +2
1 Na-Benzoat derisimi, mM 10.0 15.0 20.0 250  30.0
2 Baslangi¢c pH’1 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0
3 NaCl derigimi, g/L 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9
4 (NH4)>SO4 derisimi, g/L 0.2 0.6 1.0 1.4 1.8

3.3 Analiz Sistemi

cis, cis-Mukonik asit ve Na-benzoat analizleri Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi
(HPLC, Thermo Finnigan Spectra System), mikroorganizma derisim analizleri ise Diod
Array dedektor kullanilarak UV/VIS spektrofotometresi (Shimadzu UV-1601) ile
gerceklestirilmistir. HPLC analiz kosullart ¢izelge 3.4’te verilmistir. Cizelge 3.4’te
verilen kosullarda cis, cis-mukonik asitin kalma siiresi 9-10 dakika, Na-benzoatin kalma
stiresi ise, 27 dakikadir. cis, cis-Mukonik asit ve Na-benzoatin standart ¢ozeltilerinin
kromatogramlar1 sirasiyla sekil 3.5-3.6’da verilmistir. cis, cis-Mukonik asitin
Pseudomonas putida biyokatalizorliigiinde Na-benzoattan {iretiminin t=32. saat ve 10
kat seyreltilmis haldeki Orneklerine ait HPLC kromatogrami ise sekil 3.7°de
gosterilmistir. Sekil 3.7°de cis, cis-mukonik asitin kalma siiresi 10 dakika iken, Na-

benzoatin kalma suresi 30 dakikadir.

Cizelge 3.4 HPLC analiz kosullar

uv
Dedektor
Akis Enjeksiyon  Kolon Dalga
HPLC Kolon Tasiyic1 Faz Hizi Hacmi Sicakligt  Boyu
Thermo Inertsil Metanol/su
Finnigan P54 (%1 (vv) 075
& (Sum, ol WVV) B oL 25°C 260 nm
Spectra 4.6x250 asetik asit): mL/min
SYSTEM : 30/70
mm)
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Sekil 3.5 cis, cis-Mukonik asit-su ¢ozeltisinin (0.03 mM) HPLC kromatogrami

(HPLC: Thermo Finnigan Spectra System, kolon: Inertsil ODS-4 (5 pum, 4.6x250 mm), tasiyic1 faz:
metanol/su (%1 (v/v) asetik asit) 30/70, akis hizi: 0.75 mL/min, enjeksiyon hacmi: 10 pL, kolon sicakligt:
25°C, UV dedektor dalga boyu: 260 nm)
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Sekil 3.6 Na-benzoat-su ¢ozeltisinin (0.6 mM) HPLC kromatogrami

(HPLC: Thermo Finnigan Spectra System, kolon: Inertsil ODS-4 (5 pm, 4.6x250 mm), tasiyic1 faz:
metanol/su (%1 (v/v) asetik asit) 30/70, akis hizi: 0.75 mL/min, enjeksiyon hacmi: 10 pL, kolon sicakligt:
25°C, UV dedektor dalga boyu: 260 nm)
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Sekil 3.7 cis, cis-Mukonik asitin Pseudomonas putida biyokatalizorliigiinde sodyum
benzoattan iiretiminin t=32 saat 6rneginin HPLC kromatogrami

(RSM Deney No: 11, 20 mM Na-benzoat, 20 mM glukoz, 35 °C sicaklik, pH:8.0, 18 g/L Na,HPO,, 10
g/L KH,POy,, 0.5 g/L NaCl, 1.0 g/L. (NH4),SO,4, 1 mM MgSOy, 150 uM CaCl,, 13 uM FeSO,)

(HPLC: Thermo Finnigan Spectra System, kolon: Inertsil ODS-4 (5 pum, 4.6x250 mm), tasiyici faz:
metanol/su (%1 (v/v) asetik asit) 30/70, akis hizi: 0.75 mL/min, enjeksiyon hacmi: 10 pL, kolon sicaklig::
25°C, UV dedektdr dalga boyu: 260 nm)

3.3.1 cis, cis-Mukonik asit ve Na-benzoat kalibrasyon dogrularinin olusturulmasi

cis, cis-Mukonik asit ve Na-benzoat kalibrasyon dogrularinin olusturulmasi igin cis, Cis-
mukonik asitten 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 ve 0.05 mM, Na-benzoattan ise 0.2, 0.4, 0.6, 0.8
ve 1 mM derisimlerinde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve cizelge 3.5°te verilen
kosullarda HPLC’de analizlenmistir. Standart ¢ozeltilerin analizleri sonucu olusturulan

cis, cis-mukonik asit ve Na-benzoat kalibrasyon dogrulari sirasiyla sekil 3.8-3.9’da

gosterilmistir.
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Sekil 3.8 cis, cis-Mukonik asit kalibrasyon dogrusu

(HPLC analiz kosullari: Thermo Finnigan Spectra System, kolon: Inertsil ODS-4 (5 um, 4.6x250 mm),
tagiyici faz: metanol/su (%1 (v/v) asetik asit) 30/70, akis hizi: 0.75 mL/min, enjeksiyon hacmi: 10 pL,
kolon sicakligr: 25 °C, UV dedektor dalga boyu: 260 nm)
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Sekil 3.9 Na-benzoat kalibrasyon dogrusu

(HPLC analiz kosullari: Thermo Finnigan Spectra System, kolon: Inertsil ODS-4 (5 um, 4.6x250 mm),
tagtyici faz: metanol/su (%1 (v/v) asetik asit) 30/70, akis hizi: 0.75 mL/min, enjeksiyon hacmi: 10 pL,
kolon sicakhigt: 25 °C, UV dedektor dalga boyu: 260 nm)
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Calismanin baslangicinda liyofilize haldeki Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125)
hiicreleri, igerigi ¢izelge 3.1°de verilen 10 mL Luria Bertani (LB) ortamina aktarilarak
canlandirilmis ve daha sonra 100 mL LB ortaminda 250 mL’lik erlenlerde ¢ogaltilmistir
(30 °C, pH: 7.0, 150 rpm). Yas hiicre derisimi-absorbans ve kuru hiicre derisimi-
absorbans kalibrasyon grafikleri olusturulmus, bu grafikler yardimiyla mikroorganizma
cogalma egrisi elde edilmistir. Boylece, Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125)

hiicreleri ile cis, cis-mukonik asit tiretimi i¢in gerekli 6n ¢alismalar tamamlanmustir.

Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri ile cis, cis-mukonik asit {iretiminde
11 adet parametre yer almaktadir. cis, cis-Mukonik asit derisimini arttirmak igin ortam
kosullarmin optimum degerlerini belirlemek gerekmektedir. Istatistiksel deney tasarim
yontemlerinden olan cevap yiizey yontemi (RSM), 11 ortam kosulunu optimize etmek
icin kullanildiginda N=2"+2k+n, formiiliine gore 149 adet deney elde edilmektedir.
Burada k; faktor sayisini, n,; merkez noktasindaki tekrar sayisini ifade etmektedir
(Murthy vd. 2000). Faktoriyel deney tasarimi olan Plackett-Burman, deney sayisini
azaltip minimum sayida deney kullanarak iiretime etki eden en 6nemli degiskenleri
tanimlamak i¢in kullanilan etkili bir yontemdir (Rajendran vd. 2009). Buna gore, Cis,
cis-mukonik asit liretiminde yer alan biitiin degiskenler dikkate alinarak oOncelikle
Plackett-Burman deney tasariminin uygulanmasiyla en etkili faktorler belirlenmis,
ardindan bu faktorler kullanilarak RSM ile iiretim faktorlerinin optimizasyonu

gerceklestirilmistir.

Buna gore calismanin amaci, Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri
tarafindan sodyum benzoattan Cis, cis-mukonik asit tiretimi ve Plackett-Burman deney
tasarimi ile ortam kosullar1 arasindan (sodyum benzoat, glukoz, Na,HPO,, KH,;POyu,
NaCl, (NH4),SO04, MgSOQOy4, CaCl,, FeSO4 derisimi, sicaklik ve pH) liretimde en etkili
olanlarimin  belirlenmesi ve etkili parametrelerin cevap ylizey yontemi ile
optimizasyonunun ger¢eklestirilmesidir. Bu amagcla, ortam kosullar1 seviye ve araliklari
belirlenerek Design Expert (7.0) ile tasarim1 gerceklestirilmis ve optimum kosullar elde

edilmistir.
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4.1 Mikroorganizma Cogalma Egrisi

Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) ¢ogalma egrisinin olusturulmasi i¢in 100
mL LB ortami igeren 250 mL’lik erlenlerde 30 °C sicaklik ve 150 rpm ¢alkalama
hizinda c¢ogalma gergeklestirilmistir. Cogalma siiresince ortamdan belirli araliklarla
alian 2 mL’lik 6rnekler UV-VIS spektrofotometresinde 600 nm’de analizlenmistir (EK
3). Analizler sonucunda 28. saatten sonra absorbansin giderek diistiigii gozlenmis ve
buna gore ¢ogalmanin 28 saatte tamamlandigi sonucuna varilmistir. Yas hiicre derigimi-
absorbans ve kuru hiicre derisimi-absorbans kalibrasyon grafikleri (Sekil 3.3-3.4)
yardimiyla mikroorganizma derisiminin zamanla degisim egrileri ¢izilmis ve sekil

4.1°de verilmistir. 28 saat sonunda 21.0 g/L mikroorganizma derisimine ulagilmistir.

2) 25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

Cx: Mikroorganizma
derisimi,g/L

0,0

Zaman, h

3,50
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 -
0,50 -

0,00 T T T
0 10 20 30 40

Zaman, h

b)

In(Cx)

Sekil 4.1 Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) yas hiicre ¢ogalma egrileri
a. Mikroorganizma derisimi-zaman, b. Ustel cogalma egrisi, InC,-zaman

(C: Mikroorganizma derisimi, LB ortam1: pH: 7.0, T: 30 °C, galkalama hiz1: 150 rpm)
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4.2 cis, cis-Mukonik Asit Uretimi i¢in Deney Tasarim

Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri ile cis, cis-mukonik asit
tiretiminde, Cis, cis-mukonik asit ve mikroorganizma derisimini arttirmak i¢in yapilacak
istatistiksel deney tasariminda yer alan faktorlerin aralik ve seviye degerlerini
belirlemek amaciyla bazi1 6n deneyler gerceklestirilmistir. On deneylerde kullanilan
tiretim ortami kosullar1 ve substrat (Na-benzoat) derisimi literatiir aragtirmalari
sonucunda belirlenmistir (Johnson vd. 2016). Gergeklestirilen ©On ¢aligmalarda
hazirlanan ortamlarin her biri, fermentasyon ortami bilesenlerinden; 6 g/ KH,POy,
2.25 g/L (NH4)2S04, 13.56 g/l Na,HPOy, 1 g/L NaCl, 2 mM MgSOs, 18 uM FeSO,,
100 uM CaCl, igermektedir. Buna ek olarak 6n deneylerde substrat (Na-benzoat) ve
glukoz derisiminin etkisini incelemek amaciyla, 15 mM Na-Benzoat ve 15 mM glukoz,
30 mM Na-benzoat ve 15 mM glukoz, 15 mM Na-benzoat ve 0 mM glukoz, 30 mM Na-

benzoat ve 0 mM glukoz i¢eren dort adet ortam hazirlanmastir.

Fermentasyon siiresince 3., 6., 9., 24., 28. ve 32. saatlerde 2 mL’lik 6rnekler alinarak
mikroorganizma ve Cis, cis-mukonik asit derisimindeki degisimler izlenmis olup, elde
edilen sonuglar sirasiyla EK 4-5’te verilmistir. Pseudomonas putida KT2440 (DSM
6125) hiicreleri ile cis, cis-mukonik asit iiretimi igin yapilan 6n ¢alismalarda elde edilen
mikroorganizma derisiminin zamanla degisimi sekil 4.2°de, cis, cis-mukonik asit

derisimin zamanla degisimi ise sekil 4.3°te verilmistir.
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—@——  Na-benzoat: 15 mM, glukoz: 15 mM

o Na-benzoat: 30 mM, glukoz: 15 mM
8 ——-%-—— Na-benzoat: 15 mM, glukoz: 0 mM
— A= Na-benzoat: 30 mM, glukoz: 0 mM

Mikroorganizma derigimi, g/L

60
Zaman, h
Sekil 4.2 Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri ile cis, cis-mukonik asit

liretimi i¢in yapilan 6n ¢aligmalarda elde edilen mikroorganizma derigiminin
zamanla degisimi

(pH: 7.2, T: 30 °C, ¢alkalama hiz1: 150 rpm, baslangi¢ yas hiicre miktari: 0.4 g)

0.16
—@&——  Na-benzoat: 15 mM, glukoz: 15 mM
0.14 1 SO Na-benzoat: 30 mM, glukoz: 15 mM
——-%w——— Na-benzoat: 15 mM, glukoz: 0 mM
— -=A — - Na-benzoat: 30 mM, glukoz: 0 mM o

cis, cis-Mukonik asit derigimi, mM

60

Zaman, h

Sekil 4.3 Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri ile cis, cis-mukonik asit
tiretimi i¢in yapilan On deneylerde elde edilen cis, cis-mukonik asit
derigiminin zamanla degisimi

(pH: 7.2, T: 30 °C, ¢alkalama hizi: 150 rpm, baslangi¢ yas hiicre miktari: 0.4 g).
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Mikroorganizma derisiminin zamanla degisimini veren sekil 4.2 incelendiginde, 15 mM
glukoz iceren ortamlarda mikroorganizma ¢ogalmasinin daha fazla oldugu goriilmiis,
boylece Pseudomonas putida hiicrelerinin ¢ogalmak igin glukozu karbon kaynagi olarak
kullandig1 sonucuna varilmistir. CiS, Cis-Mukonik asit derisimin zamanla degisimini
gosteren sekil 4.3°te ise, Na-benzoat derisiminin en fazla oldugu (30 mM) ve 15 mM

glukoz igeren ortamda en yiiksek cis, cis-mukonik asit derisimine ulasilmistir.

4.2.1 Plackett-Burman deney tasarimi ile en etkili ortam kosullarimin belirlenmesi

Deney tasarim yontemi ile faktorlerin sonucu ne kadar etkiledigi ve hangi faktoriin daha
onemli ve etkisinin daha yiliksek oldugu ortaya koyulmaktadir. Tek faktor-tek zaman
yontemi olarak bilinen klasik optimizasyon ¢ok sayida deney gerektiren ve zaman alan
bir siire¢ olurken deneysel tasarim kullanilarak yapilan optimizasyon calismalar1 daha

az deney sayesinde daha kisa siirede sonug elde edilmesine olanak saglamaktadir (Aytar

vd., 2013).

Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) mikroorganizmasi tarafindan sodyum
benzoattan cis, cis-mukonik asit tretimi igin iretim ortami tasarimi ilk asamada
Plackett-Burman deney tasarimi ile gergeklestirilmistir. Faktor sayis1 ¢ok oldugunda en
etkili faktorlerin belirlenmesinde uygulanan bu yontemde cizelge 3.2°de gosterilen 11
adet ortam kosulundan en etkili faktorlerin belirlenmesi amaciyla Plackett-Burman
uygulanmistir. Bu amagcla, Design Expert (7.0) yardimiyla hazirlanan Plackett-Burman

deney tasarim matrisi ve elde edilen cevap degiskeni degerleri ¢izelge 4.1°de verilmistir.
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Cevap degiskenleri (mikroorganizma ve Cis, Cis-mukonik asit derisimi) i¢in Plackett-
Burman deney tasarimi sonucunda faktorlerin liretime % katkilar1 karsilastirildiginda
sicaklik faktoriiniin % katki degerinin; mikroorganizma derisimi i¢in % 0.070 (Sekil
4.4), cis, cis-mukonik asit derigimi i¢in ise % 0.14 (Sekil 4.5) olarak elde edildigi ve
diger faktorlerden olduke¢a diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ANOVA (Analysis
of Variables) testi sonuglar1 alinmadan 6nce daha saglikli sonuglara ulasmak adina
sicaklik faktorii thmal edilerek sekil 4.4’te “e” ile simgelenmis, diger faktorler ise
“Main Effect” olarak secilerek “M” ile simgelenmis olup, cevap degiskenlerinden olan
mikroorganizma ve Cis, cis-mukonik asit derisimi i¢in elde edilen ANOVA analizi

sonugclari sirasiyla gizelge 4.2-4.3’te verilmistir.

Karelerin ortalamasi, her iki degisim kaynagimin (model ve hata varyansi) her birinin
karelerinin toplaminin, ilgili serbestlik derecelerine boliinmesiyle elde edilmektedir.
Fisher varyans oranit olarak bilinen F degeri, faktorlerin verilerindeki ortalama
istatistiksel varyansi ne kadar iyi tanimladigi hakkinda bilgi saglamaktadir. Genelde,
model varyansina bagl karelerin ortalamasi degerinin, hata varyansina boliinmesiyle
hesaplanmaktadir. F degeri ne kadar yiiksekse, faktorlerin 6nem derecesi de o kadar

fazladir (Patil vd. 2016).

Faktorlerin her birinin 6nemini belirlemede kullanilan bir diger arag ise degiskenlerin p
degerleridir. p degeri, biiyiikliigii ne kadar kiiclikse, o kadar anlamli olan bir baginti
katsayisidir (Murthy vd. 2000). Mikroorganizma ve Cis, Cis-mukonik asit derisimi igin
ANOVA testi sonuglar1 incelendiginde modelin p degerlerinin sirastyla 0.0026 ve
0.0060 olmas1 modelde hatanin meydana gelme ihtimalinin sirasiyla % 0.26 ve % 0.60
ve bu degerlerin 0.05’ten kiiclik olmas1 % 95 giiven seviyesinde yer aldigini, boylece iki
cevap degiskeni i¢cin de modelin anlamli oldugunu gostermektedir. Buna gore, uyum
eksikligi p degerlerinin sirastyla 0.3798 ve 0.5671 olmasi iki cevap degiskeni icin de
modelde uyum eksikligi olmadigint yani modelin anlamli oldugunun diger bir

gostergesidir (Cizelge 4.2-4.3).

Mikroorganizma derigimi i¢in {iretimi etkileyen degiskenler arasindan Na-Benzoat,

glukoz, baslangic pH’1, Na,;HPO4, NaCl, MgSO,4 ve CaCly’lin p degerlerinin 0.05’ten

59



kiiglik olmasi sebebiyle onemli faktorler olarak belirlenmistir. cis, cis-Mukonik asit
derigimi ic¢in bu faktorler; Na-Benzoat, glukoz, baslangic pH’1, Na,HPO4, KH,POy,
NaCl, (NH4)>SO4, MgSOQ,, CaCl, ve FeSO, olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2-4.3).

yl Transform |,|"_ Effects % AT, |ZDiagnoSﬁcs I;MadelGraphs

Selection: |Manual - Order: | Modified -

Term Stdized Effects | Sum of Sguares | % Contribution

<1 A-NB -0.87 281 471
(] B-G 1.23 453 T.58
[=] C-T 012 0.042 0.070
(] D-pH 1.64 .09 13.53
(] E-NaZHPO4 -0.58 1.03 1.72
Ig] F-KHZPO4 =021 013 022
Ig] G-MaCl =-1.01 3.05 511
Ig] H-(MH4}2504 -0.28 024 0.40
Ig] J-MgsS0o4 0.38 0.4 0.4
Ig] K-CaCl2 -1.22 4.50 T.54
[Id] L-FeS04 -0.18 0.078 013

Sekil 4.4 Mikroorganizma derisimi i¢in Plackett-Burman deney tasarimi faktorlerin %
katki sonuglarinin ekran goriintiisii

(A-NB: Na-benzoat derisimi (x;); B-G: Glukoz derisimi (x,); C-T: Sicaklik (x;); D-pH: baslangi¢ pH"1
(x4); E-Na,HPO,: Na,HPO, derisimi (xs); F-KH,PO,4: KH,PO, derisimi (X¢); G-NaCl: NaCl derisimi (x-);
H-(NH,4),SO, derisimi (xg); J-MgSO4: MgSO, derisimi (X¢); K-CaCl,: CaCl, derisimi (x19); L-FeSOy:
FeSO, derisimi (x;1))

yl Transform ||f'_ Etffects % AL, ‘ E Ciagnostics Ehdodel Graphs

Selection: - Order: IWI
Term Stdized Effects [Sum of Sguares |% Contribution

] A-NB 0.020 0.01%9 15.64

| B-G 0.042 5.208E-003 428

e C-T 7.85TE-003 1.783E-004 014

M D-pH 0.081 0.020 16.31

| E-MaZHPO4 0.085 0.013 10.41

[ | F-KHZPD4 0.050 7.500E-003 6.186

=l G-MacCl -0.085 n.0z2 18.23

] H-(NH4)2504 -0.085 0.022 1767

| J-KMgs04 -0.032 4. 408E-003 362

[ | K-CaCl2 0.038 4.408E-003 3.62

M L-Fe504 -0.035 3.745E-003 3.08

Sekil 4.5 cis, cis-mukonik asit derisimi i¢in Plackett-Burman deney tasarimi faktorlerin
% katk1 sonuglarinin ekran goriintiisii

(A-NB: Na-benzoat derisimi (x;); B-G: Glukoz derisimi (x,); C-T: Sicaklik (x3); D-pH: baslangi¢c pH’1

(x4); E-Na,HPO,: Na,HPO, derisimi (xs); F-KH,PO,4: KH,PO, derisimi (X4); G-NaCl: NaCl derisimi (x5);

H-(NH,4),SO, derisimi (xg); J-MgSO,4: MgSO, derisimi (xo); K-CaCl,: CaCl, derisimi (x;0); L-FeSOy:

FeSO, derisimi (X))
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Cizelge 4.2 Mikroorganizma derisimi i¢in Plackett-Burman deney tasarimi ile elde

edilen ANOVA analizi sonuglari

Degisimin Karelerin Karelerin p-degeri

Kaynagi Toplamu df Ortalamasi F degeri Prob>F Yorum
Model 24.90 10 2.49 68.40 0.0026 Anlamh
X,: Na-Benzoat 2.81 1 2.81 77.27 0.0031

X2: Glukoz 4.53 1 4.53 12434 0.0015

x4: pH 8.09 1 8.09 222.10  0.0007

Xs: Na,HPOy 1.03 1 1.03 28.20 0.0130

Xe: KH PO, 0.13 1 0.13 3.69 0.1504

x7: NaCl 3.05 1 3.05 83.79 0.0028

xs: (NH4),SO4 0.24 1 0.24 6.54 0.0834

Xo: MgSOy 0.44 1 0.44 12.22 0.0396

X10: CaCly 4.50 1 4.50 123.67  0.0016

xy1: FeSO, 0.078 1 0.078 2.15 0.2385

Uyum Eksikligi 0.042 1 0.042 1.25 0.3798 Onemsiz
Hata 0.067 2 0.034

Cizelge 4.3 cis, cis-Mukonik asit derisimi i¢in Plackett-Burman deney tasarimi ile elde
edilen ANOVA analizi sonuglari

Degisimin Karelerin Karelerin p-degeri

Kaynagi Toplamu df Ortalamast F degeri  Prob>F Yorum
Model 0.12 10 0.012 38.42 0.0060 Anlamli
x;: Na-Benzoat ~ 0.019 1 0.019 60.70 0.0044

X2 Glukoz 5.208E-003 1 5.208E-003 16.60 0.0267

x4: pH 0.020 1 0.020 63.27 0.0041

Xs: Na,HPO4 0.013 1 0.013 40.41 0.0079

X¢: KH,PO,4 7.500E-003 1 7.500E-003 23.91 0.0164

x7: NaCl 0.022 1 0.022 70.74 0.0035

Xs: (NH4),SO;4 0.022 1 0.022 68.56 0.0037

X9: MgSO, 4.408E-003 1 4.408E-003 14.05 0.0331

Xj9: CaCl, 4.408E-003 1 4.408E-003 14.05 0.0331

X11: FeSOy 3.745E-003 1 3.745E-003 11.94 0.0408

Uyum Eksikligi  1.763E-004 1 1.763E-004 0.46 0.5671 Onemsiz
Hata 7.647E-004 2 3.823E-004

Mikroorganizma ve Cis, cis-mukonik asit derisimi i¢in Plackett-Burman deney tasarimi

ile elde edilen standart sapma, R” ve hassasiyet degerleri gizelge 4.4’te verilmistir. iki

cevap degiskeni i¢in de standart sapma degerlerinin kiigiik olmasi, verilerin ortalamaya

yakin oldugunu gdstermistir. Modelin R” degeri, mikroorganizma derisimi igin 0.9956,

cis, cis-mukonik asit derisimi igin 0.9923 olarak elde edilmis ve bu degerlerin 1’e

oldukca yakin oldugu gorilmiistiir. Ayn1 zamanda iki cevap degiskeni i¢in de
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“Predicted R*” ve “Adjusted R degerlerinin birbirine yakin olmasi deneysel veriler ile

tahmin edilen degerler arasinda uyum saglandigini1 gostermistir.

Cizelge 4.4 Mikroorganizma ve Cis, Cis-mukonik asit derisimi i¢in Plackett-Burman
deney tasarimu standart sapma, R? ve hassasiyet degerleri

Cevap degiskenleri
Mikroorganizma  Cis, cis-Mukonik asit
Ozellik derigimi igin derigimi i¢in
Standart Sapma 0.1900 0.0180
R’ Degeri 0.9956 0.9923
Diizeltilmis R* Degeri (Adjusted) 0.9811 0.9664
Tahmini R* Degeri (Predicted) 0.8962 0.7772
Hassasiyet (Adequate Precision) 43.602 23.925

Plackett-Burman deney tasarimi sonunda sistemi tanimlayan faktorlerin katsayilarini
igeren, mikroorganizma ve Cis, Cis-mukonik asit derigiminin kodlanmig degerlerini ifade

eden denklemler sirasiyla esitlik 4.1-4.2°de verilmistir.

Y| =5.03-0.48x,+0.61x,10.82x4-0.29x5-0.11x6-0.50x7-0.14x5+0.19%0
-0.61X10-0.081X11 (41)

Y, =0.086+0.040x;+0.021x,+0.041x4+0.033x5+0.025x4-0.043x7-0.042xg
-0.019X9+0.019X10-0.018X11 (42)

Burada, Y;: Mikroorganizma derisimini, g/L, Y5: Cis, cis-Mukonik asit derisimini, mM,
x1: Na-Benzoat derisimini, mM, x,: Glukoz derisimini, mM, x4: Baslangic pH’1, E:
Na,HPOj derisimini, g/L, xs: Na,HPO, derisimini, g/L, x¢: KH,PO4 derisimini, g/L, x7:
NaCl derisimini, g/L, xg: (NH4)2SOs4, g/L, x9: MgSO4 derisimini, mM, x;o: CaCl,
derigimini, uM, x;;: FeSO4 derisimini, uM ifade etmektedir.

Faktorlerin mikroorganizma derisimi {izerindeki etkileri sekil 4.6’da Pareto grafiginde
gosterilmigtir. Pareto grafiginde, x eksenindeki siitunlar her bir faktoriin cevap
tizerindeki etkisinin biyiikligiinii gostermektedir. Sekil 4.6’dan mikroorganizma

derisimine baslangic pH’1, sicaklik, glukoz ve MgSO,4 derisiminin pozitif; sodyum
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benzoat, Na,HPO4, KH,PO4, NaCl, (NH4),SO4, CaCl, ve FeSO4 derisiminin ise negatif
etkisi oldugu goriilmektedir. Ayrica, “Bonferroni” limitin {lizerinde kalan faktorlerin
(Na-Benzoat, glukoz, baslangi¢ pH’1, NaCl, CaCl,), t-degeri limiti iizerinde kalan
faktorlere (Na-Benzoat, glukoz, baslangic pH’1, Na,HPO,4, NaCl, MgSO, ve CaCl,)
kiyasla daha oOnemli oldugu belirlenmistir (Dholariya vd. 2014). Buna gore,
mikroorganizma derigimi icin cevabi etkileyen en Onemli bes faktér Na-Benzoat,

glukoz, baslangi¢c pH’1, NaCl ve CaCl,’dir (Sekil 4.6).

Faktorlerin cis, cis-mukonik asit derisimi tizerindeki etkileri ise sekil 4.7’deki Pareto
grafiginde gosterilmistir. Sekil 4.7°den cis, cis-mukonik asit derisimine baslangi¢ pH’1,
sicaklik, sodyum benzoat, Na,HPO4, KH,PO4, glukoz ve CaCl, derisiminin pozitif;
NaCl, (NH4),SO4, MgSO4 ve FeSO4 derisiminin ise negatif etkisi oldugu goriilmiistiir.
“Bonferroni” limitin iizerinde kalan faktorler; Na-benzoat, pH, NaCl ve (NH4),SO4
olurken, t-degeri limiti iizerinde kalan faktorler ise Na-benzoat, glukoz, baslangi¢c pH’1,
Na,HPO4, KH,PO4, NaCl, (NH4),SO4, MgSO4, CaCl, ve FeSO,’dir. “Bonferroni”
limitin iizerinde kalan faktorler liretimdeki en etkili faktorler olarak belirlendiginden
(Dholariya vd. 2014), cis, cis-mukonik asit derisimi i¢in cevabi etkileyen en 6nemli dort

faktor Na-benzoat, baslangic pH’1, NaCl ve (NH4),SO4 olarak belirlenmistir.
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745 — Bonferroni Limit 7.70406|
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Xg X9 X6 X111 X3

373 —|

tA=zlia Limit 3.18245]

Epipigipipt [I[ll]l

Faktor

Sekil 4.6 Mikroorganizma derisimi i¢in Plackett-Burman deney tasariminda yer alan 11
faktoriin Pareto grafigi

(o Pozitif etki, 0 Negatif etki)

X7 Xg
841 —] — o X
— — ] Bonferroni Limit 7.70406
Xs
E X6
) =
"g s21 —| *2 )fg X0 X1
ki —
@ — — — — — ] | e Limit 3.18245|
53]
X3
T T '
N 3+
) Q m " Q 3 WLy "l
g i 58S 2
o 2 5 &
: o <& )

Faktor

Sekil 4.7 cis, cis-Mukonik asit derisimi igin Plackett-Burman deney tasariminda yer
alan 11 faktoriin Pareto grafigi

(o Pozitif etki, 0 Negatif etki)
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Elde edilen sonuglar goz oniinde bulundurularak ve deney tasariminda amag Cis, Cis-
mukonik asit iiretimini arttiran en uygun kosullar1 belirlemek oldugundan, RSM ile
optimizasyonu gerceklestirilmek {lizere en onemli faktorlerin belirlenmesine yonelik
degerlendirmeler cevap degiskenlerinden biri olan cis, cis-mukonik asit iizerinden
yapilmistir. Buna gore bir sonraki adimda, cis, cis-mukonik asit cevap degiskeni i¢in en
etkili faktorler olarak belirlenen Na-benzoat, NaCl ve (NHy4),SO4 derisimi ve pH’in
RSM ile optimizasyonu gerceklestirilmistir. Her faktoriin cevap lizerindeki pozitif ve
negatif etkisi asagida verilen esitlik 4.3’¢ gore hesaplanmis ve hesaplanan degerler

araciligiyla sekil 4.8”de yer alan grafik olusturulmustur:

2 EMj+—2M;—
e (4.3)

Burada E; faktorlerin etki degerlerini, M;+ ve M;; Olgiilen faktoriin (x;) sirasiyla
yiiksek ve diisiik seviyelerinde elde edilen cis, cis-mukonik asit derisimi degerlerini, N

ise deney sayisini ifade etmektedir (Mu vd. 2005).

Na-benzoat, NaCl ve (NH4),SO4 derisimi ve baslangi¢ pH’inin RSM’de kullanilmak
lizere seviye ve aralik degerleri, cis, cis-mukonik asit iiretimine pozitif ve negatif
etkilerinin verildigi sekil 4.8’deki grafige gore belirlenmistir. Sekil 4.8’e gore, en
onemli faktorler olarak belirlenen Na-benzoat derisimi ve baslangic pH’1 liretime pozitif
etki, NaCl ve (NH4),SO;4 derisimi ise negatif etki gdstermektedir. Buna gore; pozitif etki
gosteren faktorlerin Plackett-Burman deney tasarimi matrisindeki (Cizelge 4.1) en
yiiksek (+1) degerleri (Na-benzoat: 20 mM, baslangi¢c pH’1: 8.0), negatif etki gosteren
faktorlerin ise en diisiik (-1) degerleri (NaCl: 0.5 g/L, (NH4)2SO4: 1.0 g/L) RSM ile
optimizasyonda orta seviye olarak kabul edilmis ve RSM deney tasarim matrisi (Cizelge
3.3) olusturulmustur. RSM deney tasarimi deneyleri gergeklestirilirken; Placket-Burman
deney tasarimi yonteminde incelenen diger parametre degerleri i¢in pozitif etki gosteren
diger faktorlerden glukoz, sicaklik, Na,HPO4, KH,PO4 ve CaCl, en yiiksek (+1)
degerlerinde (glukoz: 20 mM, sicaklik: 35 °C, Na,HPO,: 18 g/L, KH,PO4: 10 g/L ve
CaCl,: 150 uM), negatif etki gosteren MgSO4 ve FeSO4’'in ise en disik (-1)
degerlerinde (MgSO4: 1 mM, FeSOy4: 13 uM) sabit tutulmustur.
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0,100
0,080 -
0,060 -
0,040 -
0,020 -

0,000 -
20,020 { ™ I
20,040 -
20,060 -
20,080 -

-0,100

Etki degerleri

Faktor

Sekil 4.8 Plackett-Burman deney tasariminda yer alan faktorlerin cis, cis-mukonik asit
tiretimine pozitif ve negatif etkileri

(x1: Na-Benzoat derisimi, x,: Glukoz derisimi, x5: Sicaklik, x4: baslangi¢c pH’1, x5: Na,HPO, derigimi, x4:
KH,PO, derisimi, x;: NaCl derigimi, xg: (NH4),SO,4 derisimi, xo: MgSO, derisimi, x;,: CaCl, derisimi, X;;:
FeSO, derigimi)

4.2.2 Cevap yiizey yontemi (RSM) ile ortam kosullarinin optimizasyonu

Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri ile cis, cis-mukonik asit liretiminde
Plackett-Burman deney tasarimi ile en Onemli faktér olarak belirlenen 4 ortam
kosulunun (Na-benzoat, NaCl ve (NH4),SO4 derisimi, baslangic pH’1) optimizasyonu
amaciyla 2% tam faktoriyel merkezi kompozit deney tasarim uygulanmustir. Cevap
degiskenleri olarak ise Plackett-Burman deney yonteminde de oldugu gibi cis, cis-
mukonik asit ve mikroorganizma derisimi se¢ilmistir. Bu amagla, Design Expert (7.0)
yardimiyla hazirlanan deney tasarim matrisi ve elde edilen cevap degiskeni degerleri

cizelge 4.5te verilmistir.

RSM deney tasarimi sonunda sistemi tanimlayan faktorlerin katsayilarini igeren,
mikroorganizma ve Cis, cis-mukonik asit derisiminin kodlanmig degerlerini ifade eden
denklemler sirasiyla esitlik 4.4-4.5’te verilmistir. Mikroorganizma derisimi i¢in esitlik
4.4°te verilen model denklemi lineer, cis, cis-mukonik asit derisimi i¢in esitlik 4.5’te

verilen model denklemi ise quadratik modele uymaktadir.
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Y1=4.48 - 0.55x; - 0.25x, + 0.051x3 + 0.063x4 - 0.12x;x5 + 0.055xx3
- 0.10X1X4 + 6.063E-004X2X3 -0.055X2 X4 + 0.17X3X4 (44)

Y,=0.53 - 3.846E-003x; + 0.035x, + 0.021x3 - 0.015x4 + 0.011x,x,
+8.906E-003x,x3 - 0.035x x4 + 5.619E-003x,x3 - 0.011x,%4
+0.022x3%4 - 0.091x,% - 0.077x57 - 0.017x5%- 0.017x4> (4.5)

Burada, Y,: Mikroorganizma derisimini, g/L, Y;: Cis, cis-Mukonik asit derisimini, mM,

x1: Na-Benzoat derigimini, mM, x,: baslangic pH’mi, x3: NaCl derisimini, g/L, X4:

(NH4),SO4 derisimini, g/L ifade etmektedir.
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Cizelge 4.5 Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri ile cis, cis-mukonik
asit Uretiminde 4 faktor icin RSM deney tasarim matrisi ve elde edilen
cevap degerleri

Cevap degiskenleri
M.O.° ccMA derisimi,

No x°mM x* x%gL x4 gL derigimi, g/l mM

1 20.0 7.0 0.5 1.0 49133 0.2153
2 20.0 90 0.5 1.0 4.4082 0.2875
3 25.0 85 0.7 1.4 3.6928 0.4007
4 20.0 80 0.5 1.0 4.7167 0.5895
5 15.0 8.5 0.7 1.4 5.0390 0.3439
6 25.0 75 0.3 0.6 4.3001 0.3565
7 15.0 75 0.3 0.6 5.0213 0.2245
8 20.0 8.0 05 1.8 4.8779 0.5251
9 25.0 85 03 1.4 2.8752 0.2186
10 20.0 8.0 0.5 1.0 4.5595 0.5759
11 20.0 8.0 0.5 1.0 4.5222 0.5551
12 20.0 8.0 0.9 1.0 4.7639 0.5780
13 30.0 8.0 0.5 1.0 3.2821 0.1656
14 25.0 75 0.7 1.4 4.6067 0.2155
15 25.0 75 0.7 0.6 4.3040 03118
16 20.0 8.0 0.5 1.0 44101 0.4404
17 15.0 85 03 0.6 4.7560 0.4012
18 20.0 80 0.5 1.0 4.2745 0.5768
19 15.0 7.5 0.3 1.4 5.1393 0.3225
20 20.0 80 0.5 0.2 43178 0.4571
21 15.0 75 0.7 0.6 49113 0.2725
22 10.0 80 0.5 1.0 5.8586 0.2215
23 15.0 7.5 0.7 1.4 5.3083 0.3043
24 20.0 8.0 0.1 1.0 4.7049 0.4051
25 25.0 85 03 0.6 3.8166 0.4470
26 25.0 85 0.7 0.6 3.5002 0.4109
27 25.0 7.5 0.3 1.4 4.1212 0.1632
28 15.0 85 0.7 0.6 4.3924 0.3372
29 20.0 8.0 0.5 1.0 4.2608 0.4487
30 15.0 85 03 1.4 4.6185 0.2986

7X,: Na-benzoat derisimi, "x,: baslangic pH’1, °x5: NaCl derisimi, “x,: (NH,),SO4 derisimi, °M.O.:
Mikroorganizma, feeMA: cis, cis-Mukonik asit

RSM ile deney tasarimi sonucunda mikroorganizma ve cis,cis-mukonik asit derisimi
icin elde edilen ANOVA testi sonuglar1 sirasiyla ¢izelge 4.6-4.7°de gosterilmistir. Elde
edilen sonuglar incelendiginde modelin p degerlerinin sirasiyla <0.0001 ve 0.0006
olmas1 modelde hatanin meydana gelme ihtimalinin sirasiyla % 0.01 ve % 0.06 ve bu

degerlerin 0.05’ten kiigiik olmas1 % 95 giiven seviyesinde yer aldigini, bdylece iki
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cevap degiskeni icin de modelin anlamli oldugunu gostermektedir. Buna gére, uyum
eksikligi p degerlerinin sirasiyla 0.2256 ve 0.5006 olmasi iki cevap degiskeni i¢in de
modelde uyum eksikligi olmadigin1 yani modelin anlamli oldugunun diger bir

gostergesidir (Cizelge 4.6 ve 4.7).

Mikroorganizma derisimi i¢gin RSM deney tasariminda iiretimi etkileyen degiskenler
arasindan x; (Na-benzoat derisimi), x; (baslangic pH’1), x3x4 (NaCl ve (NH4),SO4
derisiminin ikili etkilesimi) p degerlerinin 0.05’ten kii¢iik olmasi1 sebebiyle 6nemli
faktorler olarak belirlenmistir. cis, cis-Mukonik asit derisimi i¢in bu faktoérler; x;
(baslangic pH’1), X’ (Na-benzoat derisiminin karesi) ve Xs° (pH’in karesi) olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.6-4.7). Uretimde en etkili faktdrler mikroorganizma derisimi
icin x; (Na-benzoat) (p degeri: <0.0001), cis, cis-mukonik asit derisimi igin X (p
degeri: <0.0001) ve X2® (p degeri: <0.0001)’dir. RSM sonucunda elde edilen
mikroorganizma ve cis, cis-mukonik asit derisimi icin standart sapma, R* ve hassasiyet
degerleri cizelge 4.8’de verilmistir. 1ki degisken icin de standart sapma degerlerinin
kiigiik olmasi, Plackett-Burman deney tasariminda da oldugu gibi verilerin ortalamaya
yakin oldugunu gostermistir. Modellerin R* degeri, mikroorganizma derisimi igin

0.9040, cis, cis-mukonik asit derisimi i¢in 0.8537 olarak elde edilmistir.

Cizelge 4.6 Mikroorganizma derisimi i¢in RSM deney tasarimi ile elde edilen ANOVA
analizi sonuglari

Karelerin Karelerin p-degeri
Kaynak Toplamu df  Ortalamasi F degeri Prob>F Yorum
Model 9.78 10 098 17.90 <0.0001  Anlamh
x,:Na-Benzoat 7.17 1 7.17 131.26 < 0.0001
x,:pH 1.52 1 1.52 27.73 <0.0001
x3:NaCl 0.062 1 0.062 1.14 0.2984
X4:(NHg),SO4 0.096 1 0.096 1.76 0.2004
X1X2 0.22 1 0.22 4.01 0.0597
X1X3 0.048 1 0.048 0.87 0.3614
X1X4 0.17 1 0.17 3.11 0.0939
XoX3 5.881E-006 1 5.881E-006 1.0766E-004 0.9918
X)Xy 0.048 1 0.048 0.88 0.3593
X3X4 0.45 1 0.45 8.20 0.0099
Uyum Eksikligi  0.88 14 0.063 2.02 0.2256  Onemsiz
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Cizelge 4.7 cis, cis-Mukonik asit derisimi i¢in RSM deney tasarimui ile elde edilen
ANOVA analizi sonuglar1

Karelerin Karelerin p-degeri
Kaynak Toplami df  Ortalamasi F degeri Prob>F Yorum
Model 0.42 14 0.030 6.25 0.0006  Anlamh
x;:Na-Benzoat 3.550E-004 1 3.550E-004 0.073 0.7902
x,:pH 0.029 1 0.029 5.95 0.0276
x3:NaCl 0.011 1 0.011 2.24 0.1550
X4:(NHy4),SO4 5.349E-003 1 5.349E-003 1.10 0.3098
X1X2 1.873E-003 1 1.873E-003  0.39 0.5433
X1X3 1.269E-003 1 1.269E-003  0.26 0.6161
X1X4 0.020 1 0.020 4.08 0.0616
XoX3 5.051E-004 1 5.051E-004  0.10 0.7511
X)Xy 1.908E-003 1 1.908E-003  0.39 0.5396
X3X4 8.024E-003 1 8.024E-003 1.66 0.2175
X, 0.23 1 0.23 47.41 <0.0001
Xy 0.16 1 0.16 33.61 <0.0001
X3’ 7.906E-003 1 7.906E-003 1.63 0.2207
X4 8.012E-003 1 8.012E-003 1.65 0.2178
Uyum Eksikligi  0.050 10  4.951E-003 1.07 0.5006  Onemsiz

Cizelge 4.8 Mikroorganizma ve Cis, Cis-mukonik asit derigimi i¢in RSM deney tasarimi
sonunda elde edilen standart sapma, R ve hassasiyet degerleri

Cevap degiskenleri
Mikroorganizma  Cis, cis-Mukonik asit
Ozellik derisimi i¢in derigimi igin
Standart Sapma 0.2300 0.0700
R? Degeri 0.9040 0.8537
Diizeltilmig R* Degeri (Adjusted) 0.8535 0.7171
Tahmini R* Degeri (Predicted) 0.7207 0.3582
Hassasiyet (Adequate Precision) 16.791 7.6700

Mikroorganizma derisimine uygun modelden elde edilen degerlerle (predicted) gergek

degerlerin (actual) iliskisini grafiksel olarak veren sekil 4.9°da, modelin; yapilan

deneyleri % 90.40 oraninda temsil ettigi goriilmektedir.

Cevap degiskenleri i¢in tahmin edilen modellerin gorsellestirilmesi cevap ylizey

grafikleri ile gergeklestirilmektedir (Bezerra vd. 2008). Esitlik 4.4’teki model denklemi

kullanilarak olusturulan ve mikroorganizma derisimine bagimsiz degiskenlerin

(faktorlerin) ikili etkilerini gbsteren cevap yiizey ve kontur grafikleri sekil 4.10-4.15

arasinda verilmistir.
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Predicted vs. Actual
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R?=0.9040
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2.80 —|

288 362 437 511 586

Actual

Sekil 4.9 Mikroorganizma derisimi i¢in gozlenen deneysel verileri ile tahmin edilen
degerlerin degisimi

Na-benzoat derisimi ile baslangic pH’inin mikroorganizma derisimine ikili etkisi sekil
4.10’daki cevap yiizey ve kontur grafigi ile gosterilmistir. Sekil 4.10’a gore, sabit bir pH
degerinde Na-benzoat derisiminin artmasiyla mikroorganizma derisiminde azalma
meydana geldigi goriilmiistiir. Bu durumun aromatik bilesiklerin mikroorganizmalar
tizerinde toksik etki gdsterebilmesinden dolay1 (Bang ve Choi, 1995) meydana geldigi
diistiniilmiistiir. Dolayisiyla, Na-benzoat derisiminin belli bir degerin {izerine
cikildiginda mikroorganizma igin toksik etki gosterebilmekte ve hiicre derisiminin
zamanla azalmasina neden olabilmektedir. Ayrica, sabit bir Na-benzoat derisiminde pH
degerinin arttirilmasiyla mikroorganizma derisiminde azalma meydana geldigi
gbzlenmistir. Bu sonug, ¢ogu mikroorganizma i¢in gecerli oldugu gibi (Bang vd. 1996,
Wu vd. 2004, Wu vd. 2006, Kaneko vd. 2011, Curran vd. 2012), Pseudomonas putida
hiicrelerinin de yasayabilecegi en uygun ortamin notr pH degerlerinde oldugunu ve
notral pH degerlerinden uzaklasildik¢a hiicreler icin elverigli bir ortam meydana

gelmedigini géstermistir.
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Sekil 4.10 Na-benzoat derisimi ile pH’in mikroorganizma derisimine ikili etkisinin:
a. cevap ylizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gosterimi

(NaCl: 0.5 g/L, (NH4),SO,: 1.0 g/L)

Sekil 4.11°de Na-benzoat derigimi ile NaCl derisiminin mikroorganizma derisimine ikili

etkisi cevap ylizey ve kontur grafigi ile verilmistir. Sekil 4.11°e gore, NaCl derigiminin

sabit degerleri ve Na-benzoat derisiminin azalan degerlerinde mikroorganizma

derisiminde artis meydana gelmistir.
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Sekil 4.11 Na-benzoat ile NaCl derisiminin mikroorganizma derigimine ikili etkisinin:
a. cevap yiizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gosterimi

(baslangic pH’1: 8.00, (NH,4),SO,4: 1.0 g/L)
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Sekil 4.12°de Na-benzoat ve (NHy4),SO4 derisiminin mikroorganizma derisimine ikili
etkisi cevap yiizey ve kontur grafigi ile gosterilmistir. Sekil 4.12°ye gore, Na-benzoat
derisiminin azalan, (NH4),SO, derisiminin ise artan degerlerinde mikroorganizma
derisiminde artis meydana gelmistir. (NH4),SOs derisiminin artan degerlerinde
mikroorganizma derisiminde de artis meydana gelmesi, (NH4),SO4’1n mikroorganizma

icin gerekli olan azot kaynagini karsiladigint géstermektedir.

a) b) 180
H 1
& G
E 4 E . )
g
' =
§ é 060
}1504 1.00 Na—b&rlznat 1000 1500 20.00 2500 3000
derigimi, gL e derigimi, mM Na-benzoat derigimi, mhi

Sekil 4.12 Na-benzoat ile (NH4),SO,s derisiminin mikroorganizma derisimine ikili
etkisinin: a. cevap ylizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gosterimi

(baglangic pH’1: 8.00, NaCl: 0.5 g/L)

Baslangic pH’1 ile NaCl derisiminin mikroorganizma derisimine ikili etkisi Sekil
4.13’teki cevap yilizey ve kontur grafigi ile gosterilmistir. Sekil 4.13’e gore, NaCl
derisimin sabit degerlerinde pH degerinin azalarak 7.50 degerine yaklasmasiyla

mikroorganizma derisiminde artis meydana geldigi gortilmiistiir.
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Sekil 4.13 pH ile NaCl derisiminin mikroorganizma derisimine ikili etkisinin: a. cevap
yiizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gdsterimi

(Na-benzoat: 20 mM, (NH,4),SO4: 1.0 g/L)

Sekil 4.14’te baslangi¢c pH’1 ile (NH4),SO4 derisiminin mikroorganizma derisimine ikili
etkisi cevap yiizey ve kontur grafigi ile verilmistir. Sekil 4.14 incelendiginde,
(NH4),SO4 derisiminin artan degerlerinde pH’in da 7.50-7.75 oldugu degerlerde
mikroorganizma derigiminde artis oldugu ve 4.72774 g/L. mikroorganizma derigimine

ulasildig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.14 pH ile (NH4),SO4 derisiminin mikroorganizma derisimine ikili etkisinin: a.
cevap ylizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gosterimi

(Na-benzoat: 20 mM, NaCl: 0.5 g/L)

74



Sekil 4.15’te NaCl ve (NH4),SO4 derisiminin mikroorganizma derisimine ikili etkisi
cevap ylizey ve kontur grafigi ile gosterilmistir. Sekil 4.15 incelendiginde, olusan eyer
grafigi, mikroorganizma derisimi i¢in NaCl ve (NH4),SO4 derisimi arasindaki
etkilesimin dnemli oldugunu gostermektedir (Murthy vd., 2000). Ozellikle NaCl
derisiminin  0.5-07 g/L ve (NH4),SOs derisiminin 1.00-1.40 g/L. degerlerinin
mikroorganizma derisiminde belirgin etkiler yarattig1 ve bu degerlerde mikroorganizma

derisimindeki artisin daha fazla oldugu gézlenmistir.
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derigimi. 2L derigimi, gL NaCl derigimi, g/L

Sekil 4.15 NaCl ile (NH4),SO4 derisiminin mikroorganizma derisimine ikili etkisinin: a.
cevap ylizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gosterimi
(Na-benzoat: 20 mM, baslangi¢c pH’1: 8.00)

cis, cis-Mukonik asit derisimine uygun modelden elde edilen degerlerle (predicted)
gercek degerlerin (actual) iliskisini grafiksel olarak veren sekil 4.16°da, modelin;
yapilan deneyleri % 85.37 oraninda temsil ettigi goriilmektedir. Esitlik 4.5’teki model
denklemi kullanilarak olusturulan ve cis, cis-mukonik asit derisimine bagimsiz

degiskenlerin (faktorlerin) ikili etkilerini gosteren cevap ylizey ve kontur grafikleri Sekil

4.17-4.22 arasinda verilmistir.
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Predicted vs. Actual
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Sekil 4.16 cis, cis-Mukonik asit derisimi i¢in gbzlenen deneysel verileri ile tahmin
edilen degerlerin degisimi

Na-benzoat derisimi ile baslangic pH’inin cis, cis-mukonik asit derisimine ikili etkisi
Sekil 4.17°deki cevap yiizey ve kontur grafigi ile gosterilmistir. Sekil 4.17
incelendiginde, cis, cis-mukonik asit derisimi igin, Na-benzoat derisimi ile pH
arasindaki iliskiyi ifade eden kontur plot grafiginde dairesel bir yap1 elde edilmis olup,
bu yap1 iki faktoriin birbirini etkilemedigini gdstermistir. Na-benzoat derisiminin 17.50-
22.50 mM, pH degerinin 7.75-8.25 arasinda oldugu kosullarda, maksimum cis, Cis-
mukonik asit derisiminin elde edildigi bolgeye ulasildigr goriilmiistiir. Ayrica, pH’in
7.50°den 8.00’e, Na-benzoat derisiminin 15.00 mM’dan 20.00 mM’a artmas1 sonucunda

cis, cis-mukonik asit derisiminin de 0.3871 mM’dan 0.4979 mM’a arttig1 gozlenmistir.

Sekil 4.18’de Na-benzoat derisimi ile NaCl derisiminin mikroorganizma derisimine ikili
etkisi cevap ylizey ve kontur grafigi ile verilmistir. Sekil 4.18 incelendiginde; cis, cis-
mukonik asit iiretiminde iki faktor arasindaki iliskiyi gosteren grafiklerin eliptik bir
yapida elde edilmesi, Na-benzoat ile NaCl derisimi arasinda belirgin bir iliski oldugu ve
bu faktorlerin birbirini etkiledigini gostermistir (Murthy vd., 2000). Na-benzoat
derisiminin 17.50-22.50 mM, NaCl derisiminin de 0.40-0.70 g/L arasinda oldugu

kosullarda cis, cis-mukonik asit degerlerinin en yiiksek oldugu noktalara ulagilmustir.

76



Dolayistyla, Na-benzoat derisimi 17.50 mM’ 1 altina diistiiglinde, 22.50 mM’1n iistiine

¢iktiginda ise cis, cis-mukonik asit derisiminde azalma meydana geldigi gézlenmistir.
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Sekil 4. 17 Na-benzoat ile pH’1n cis, cis-mukonik asit derigsimine ikili etkisinin: a. cevap
yiizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gdsterimi

(NaCl: 0.5 g/L, (NH,),SO,: 1.0 g/L)
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Sekil 4.18 Na-benzoat ile NaCl derisiminin cis, cis-mukonik asit derigimine ikili
etkisinin: a. cevap yiizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gosterimi

(pH:8.00, (NH,),SO4: 1.0 g/L)
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Na-benzoat ile (NH4),SO4 derisiminin Cis, cis-mukonik asit derisimine ikili etkisi Sekil
4.19’da cevap yiizey ve kontur grafigi ile verilmistir. Sekil 4.19’a gore, cis, cis-mukonik
asit liretimi i¢in, iki faktor arasindaki iliskiyi gosteren grafiklerin eliptik bir yapida elde
edilmesi, Na-benzoat ile (NH4),SO, derisimi arasinda belirgin bir iliski oldugu ve bu
faktorlerin birbirini etkiledigini gdstermistir. Sabit (NH4),SO4 derisimi degerlerinde ve
Na-benzoat derisimi 25.00 mM’dan 20.00 mM’a distiigiinde, cis, cis-mukonik asit
derisimi 0.4239 mM’dan 0.5070 mM’a ulasmustir.
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Sekil 4.19 Na-benzoat ile (NH4),SO,4 derisiminin Cis, cis-mukonik asit derisimine ikili
etkisinin a. cevap ylizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gosterimi

(baslangic pH’1: 8.00, NaCl: 0.5 g/L)

Sekil 4.20°de baslangig pH’1 ile NaCl derigiminin cis, cis-mukonik asit derisimine ikili
etkisi cevap ylizey ve kontur grafigi ile gosterilmistir. Sekil 4.20 incelendiginde, cis,
cis-mukonik asit derisimi i¢in, iki faktor arasindaki iliskiyi gosteren grafiklerin eliptik
bir yapida elde edilmesi, pH ile NaCl derisimi arasinda belirgin bir iligski oldugu ve bu
faktorlerin birbirini etkiledigini gdstermistir. Baslangi¢ pH’inin yaklasik 8.00, NaCl
derisiminin de 0.5-0.7 g/L arasinda oldugu kosullarda cis, cis-mukonik asit derisim
degerlerinin yiiksek oldugu bolgeye ulasildig: tespit edilmistir. Cevap degiskenlerinden
biri olan mikroorganizma derisiminin aksine, nétral pH yerine bazik pH degerlerinin
cis, cis-mukonik asit derisimi i¢in daha elverigli oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.18’deki

cevap-ylizey grafigine benzer olarak, NaCl derisimi 0.40 g/L degerinin altina
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diistiigiinde cis, cis-mukonik asit derisiminde azalma meydana geldigi sonucuna

varilmistir.
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Sekil 4.20 Baslangi¢c pH’1 ile NaCl derisiminin Cis, cis-mukonik asit derisimine ikili
etkisinin: a. cevap ylizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gosterimi

(Na-benzoat: 20 mM, (NH,4),SO,: 1.0 g/L)

Baslangi¢ pH’1 ile (NH4),SO4 derisiminin cis, cis-mukonik asit derisimine ikili etkisi
Sekil 4.21°de cevap ylizey ve kontur grafigi ile gosterilmistir. Sekil 4.21°e gore, Cis, Cis-
mukonik asit derisimi i¢in, iki faktdr arasindaki iligkiyi gosteren grafiklerin eliptik bir
yapida elde edilmesi, pH ile (NH4),SO4 derisimi arasinda belirgin bir iliski oldugu ve bu
faktorlerin birbirini etkiledigini gostermistir. pH’1n 8.00-8.25, (NH4),SO4 derisiminin de
sekil 4.19’a benzer olarak 0.6-1.0 g/L arasinda oldugu kosullarda cis, cis-mukonik asit
derisimin yiikksek degerlerine wulasildig1 tespit edilmistir. Ayrica sekil 4.21
incelendiginde, nétral pH degerlerinde, cis, cis-mukonik asit derisimindeki degisimlerin
daha fazla olmasindan dolayi, (NH4),SO4 derisiminin etkisinin daha yiiksek oldugu

anlagilmistir.
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Sekil 4.21 pH ile (NH4)>SO4 derisiminin cis, cis-mukonik asit derisimine ikili etkisinin:
a. cevap yiizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gosterimi

(Na-benzoat: 20 mM, NaCl: 0.5 g/L)

Sekil 4.22’de NaCl ve (NH4),SO4 derisiminin cis, cis-mukonik asit derisimine ikili
etkisi cevap ylizey ve kontur grafigi ile gosterilmistir. Sekil 4.22 incelendiginde, iki
faktor arasindaki iliskiyi gosteren grafiklerin eliptik bir yapida elde edilmesi, NaCl ile
(NH4),SO4 derisimi arasinda belirgin bir iliski oldugu ve bu faktorlerin birbirini
etkiledigini gostermistir. NaCl derisiminin 0.3-05 g/L ve (NH4),SO4 derisiminin 1.00-
1.40 g/L degerlerinin cis, cis-mukonik asit derisiminde belirgin etkiler yarattigi ve bu
degerlerde cis, cis-mukonik asit derisimindeki degisikliklerin daha fazla oldugu
gozlenmistir. Ayn1 zamanda, NaCl derisimin 0.3-05 g/L araliginda oldugu kosullarda ve
(NH4),SO4 derisiminin 1.40 g/L’den 1.00 g/L’ye diismesiyle cis, cis-mukonik asit
derisimi degerlerinde azalma meydana geldigi goriilmiistir. Bu durum, NaCl ve
(NH4)2SO4 derisiminin mikroorganizma derisimine ikili etkisini gosteren sekil 4.15 ile
karsilastirildiginda NaCl ile (NH4),SO4 derisiminin artan degerlerinde mikroorganizma

derisiminin de artan degerler aldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.22 NaCl ile (NH4),SO4 derisiminin cis, cis-mukonik asit derisimine ikili
etkisinin: a. cevap ylizey grafigi, b. kontur ¢izimi ile gosterimi

(Na-benzoat: 20 mM, baslangi¢c pH’1: 8.00)

Cevap yiizey yontemi kullanilarak yapilan deney tasarimi sonucu elde edilen optimum
kosullar cis, cis-mukonik asit derisimi ve hem mikroorganizma hem de cis, cis-mukonik
asit derisimi i¢in olmak iizere sirasiyla cizelge 4.9-4.10°da verilmistir. Cizelge 4.9°da
verilen optimum kosullarda gergeklestirilen deney sonucunda 0.422 mM cis, cis-
mukonik asit, 4.027 g/L mikroorganizma, ¢izelge 4.10°da verilen optimum kosullarda
gerceklestirilen deney sonucunda ise, 0.410 mM cis, cis-mukonik asit, 4.690 g/L

mikroorganizma derisimine ulagilmistir.

Cizelge 4.9 cis, cis-Mukonik asit derisimi igin cevap yiizey yontemiyle elde edilen
optimum degerler

Faktor Optimum Deger
Na-Benzoat, mM  20.34

pH 8.13

NaCl, g/L 0.61

(NH,),S80,, gL 0.90

Cizelge 4.10 Mikroorganizma ve Cis, cis-mukonik asit derisimi igin cevap yiizey
yontemiyle elde edilen optimum degerler

Faktor Optimum Deger
Na-Benzoat, mM  16.93

pH 7.97

NaCl, g/L 0.90

(NH4)QSO4, g/L 1.80
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5. SONUC

5.1 Degerlendirme

“cis, cis-Mukonik asitin Pseudomonas putida biyokatalizorliigiinde mikrobiyal tiretimi”
konulu yiiksek lisans galismasi kapsaminda amag, sodyum benzoattan Pseudomonas
putida KT2440 hiicreleri ile cis, cis-mukonik asitin mikrobiyal iiretimi ve iiretim ortami
kosularinin deney tasarim yontemi ile optimizasyonunun gergeklestirilmesidir. Bu
amacla, liretim ortaminda yer alan 11 parametre arasindan iiretimde en etkili olanlarin
belirlenmesi Plackett-Burman deney tasarimi ile, bu faktorlerin optimizasyonu ise,

cevap ylizey yontemi olan merkezi kompozit deney tasarimi kulllanilarak yapilmistir.

Pseudomonas putida hiicreleri ile cis, cis-mukonik asit {iretimine ait yapilan ¢alismalar
incelendiginde iiretim ortaminda 11 adet parametrenin (sodyum benzoat (substrat),
glukoz, Na,HPO,4, KH,PO4, NaCl, (NH4),SO4, MgSO4, CaCl,, FeSO, derisimi, sicaklik
ve baslangi¢ pH’1) bulundugu tespit edilmistir. cis, cis-Mukonik asit tiretiminde derisimi
arttirmak i¢in bu ortam kosullarinin optimum degerlerini belirlemek amaciyla
istatistiksel deney tasarimi yontemleri kullanilmistir. Optimum degerleri elde etmek
amaciyla 11 parametreye cevap yiizey yontemi uygulandiginda c¢ok sayida deney
yapilmas: gerektiginden, deney sayisint en aza indirmek amaciyla dncelikle Plackett-
Burman kullanilarak bu parametreler arasindan liretime etki eden en 6nemli degiskenler

tanimlanmaistir.

Uretim ortaminda yer alan 11 parametre arasindan en etkili olanlarm belirlenmesi
amaciyla uygulanan Plackett-Burman deney tasarimi 3 seviye ve 15 deney seklinde
gerceklestirilmistir. Plackett-Burman deney tasarimi sonucunda, cevap degiskenleri
(mikroorganizma ve Cis, Cis-mukonik asit derigsimi) i¢in faktorlerin iiretime % katkilart
karsilagtirildiginda iki cevap degiskeni icin de sicaklik faktoriiniin iiretime katkisinin
diisiik oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, model denkleminde sicaklik faktorii ihmal
edilerek ANOVA sonuglar1 elde edilmistir. ANOVA testi ile elde edilen p degerleri
incelendiginde her iki cevap degiskeni i¢in modelin anlamli oldugu ve modelde uyum

eksikligi olmadig1 sonucuna varilmstir.
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Cevap degiskenlerinden olan mikroorganizma derisimi ic¢in idretimi etkileyen
degiskenler arasindan Na-benzoat, glukoz, baslangic pH’1, Na,HPO4, NaCl, MgSO4 ve
CaCly’iin p degerlerinin 0.05’ten kiiciik degerlerde ve % 95 giliven araliginda olmasi
sebebiyle onemli faktorler olarak belirlenmistir. Cis, cis-Mukonik asit derisimi igin bu
faktorler; Na-Benzoat, glukoz, baslangic pH’1, Na,HPO4, KH,PO4, NaCl, (NH4),SOy,
MgS0O4, CaCl, ve FeSO4 olarak belirlenmistir. ANOVA testine gore p degerleri
incelendiginde cis, cis-mukonik asit derisimi i¢in 11 faktorden 10 tanesininin (Na-
Benzoat, glukoz, baslangic pH’1, Na,HPO,4, KH,PO4, NaCl, (NH4),SO4, MgS0O4, CaCl,
ve FeSQO4) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Fakat, cevap ylizey yontemi ile optimizasyonun
gerceklestirilebilmesi ve deney sayisinini en aza indirebilmek i¢in daha az parametre
sayisinina ihtiyag vardir. Bu nedenle, iiretimde yer alan en etkili faktorlerin
belirlenmesi, her bir faktoriin yanit iizerindeki etkisinin biiylikliigiinii gosteren Pareto

grafiginin degerlendirilmesi ve yorumlanmasi ile yapilmaistir.

Mikroorganizma derisimi i¢in elde edilen Pareto grafiginde “Bonferroni” limitin
tizerinde kalan faktorlerin (Na-Benzoat, glukoz, baslangi¢c pH’1, NaCl, CaCl,), t-degeri
limiti iizerinde kalan faktorlerle (Na-Benzoat, glukoz, baslangic pH’1, Na,HPO,4, NaCl,
MgSO, ve CaCl,) karsilastirildiginda daha 6nemli oldugu belirlenmistir (Dholariya vd.
2014). Buna gore, mikroorganizma derigimi i¢in yanitt etkileyen en 6nemli bes faktor

Na-Benzoat, glukoz, baslangi¢ pH’1, NaCl ve CaCl, olarak belirlenmistir.

cis, cis-Mukonik asit derigimi {izerindeki etkileri gosteren Pareto grafiginde ise,
“Bonferroni” limitin lizerinde kalan faktorler; Na-benzoat, baslangic pH’1, NaCl ve
(NH4)2SO4 olurken, t-degeri limiti iizerinde kalan faktorler ise Na-benzoat, glukoz,
baslangic pH’1, Na,HPO4, KH,PO4, NaCl, (NH4),SO4, MgSO4, CaCl, ve FeSOy4 dir.
Buna gore, cis, cis-mukonik asit derigimi i¢in yaniti etkileyen en 6nemli dort faktor Na-
benzoat, baslangic pH’1, NaCl ve (NH4),SO,’dir. Iki cevap degiskeni i¢in de baslangic
pH’1, Na-benzoat ve NaCl derisiminin 6nemli oldugu Pareto grafigi aracilifiyla

belirlenmistir.

Baslangi¢ pH’1 degerinin diger faktorlere kiyasla mikroorganizma ve cis, cis-mukonik

asit derigimi iizerinde etkisinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Pseudomonas putida
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KT2440 hiicreleri ile cis, cis-mukonik asit {retimi {izerine yapilan c¢aligmalar
incelendiginde noétral pH degerlerinde calisildigi goriilmiistiir (van Duuren vd. 2012,
Vardon vd. 2016, Sudarsan vd. 2016, Johnson vd. 2016). cis, cis-mukonik asit
iiretiminde 6nemli bir degisken olan ve substrat gorevi goren Na-benzoat, iki cevap
degiskeni i¢in anlamli bir faktor olarak belirlenmistir. Ayrica, NaCl hem ¢ogalma hem

de tiretim i¢in ortamda yer almasi gereken 6nemli tuzlar arasindadir.

Uretimde en etkili faktdrler olarak belirlenen baslangic pH’1, Na-benzoat, NaCl ve
(NH4),SO4 derisiminin RSM ile optimizasyonu gercgeklestirilmistir. Bu faktorlerin
RSM’de kullanilmak {izere seviye ve aralik degerleri, cis,cis-mukonik asit {iretimine
pozitif ve negatif etkilerine gore belirlenmistir. Na-benzoat derisimi ve baslangic pH’1

tiretime pozitif etki, NaCl ve (NH4),SO4 derisimi ise negatif etki gostermektedir.

Baslangic pH’1, Na-benzoat, NaCl ve (NH4),SO4 derisiminin optimizasyonu amaciyla
uygulanan RSM deney tasarimi 5 seviye ve 30 deney seklinde gerceklestirilmistir.
Mikroorganizma ve Cis,cis-mukonik asit derisimi icin RSM ile elde edilen ANOVA
testi sonuglarindaki p degerleri incelendiginde iki cevap degiskeni i¢cin de modelin
anlamli oldugu sonucuna varilmistir. Mikroorganizma derisimi i¢gin RSM deney
tasariminda iretimi etkileyen degiskenler arasindan x; (Na-benzoat derisimi), X;
(baslangic pH’1), x3x4 (NaCl ve (NH4),SO4 derisiminin ikili etkilesimi) p degerlerinin
0.05’ten kii¢iik olmasi sebebiyle 6nemli faktorler olarak belirlenmistir. cis, cis-Mukonik
asit derisimi i¢in bu faktorler; x, (baslangic pH’1), X’ (Na-benzoat derisiminin karesel

etkisi) ve Xs” (baslangi¢ pH’1nin karesel etkisi) olarak belirlenmistir.

Pseudomonas putida KT2440 hiicreleri ile ccMA iiretimi {izerine en dnemli parametre
olarak belirlenen sodyum benzoat, NaCl, (NH4),SO,s derisimi ve baslangi¢ pH’inin
optimum degerleri sirasiyla; 16.93 mM, 0.9 g/L, 1.8 g/L ve 7.97 olarak belirlenmistir.
Plackett-Burman ve RSM deney tasarimi sonucu tiim parametrelerin optimum degerleri;
16.93 mM Na-benzoat, 20 mM glukoz, 18 g/l Na,HPOy, 10 g/L KH,POy4, 0.9 g/L NaCl,
1.8 g/L (NH4)2SO4, 1 mM MgSQOy4, 150 uM CaCl,, 13 uM FeSOy4 derisimi, pH 7.97 ve
35 °C sicaklik olarak elde edilmistir. Bu degerler literatiirdeki mutant Pseudomonas

putida ile cis, cis-mukonik asit {iretiminde (Johnson vd. 2016) yer alan 4 mM glukoz,
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13.56 g/L Na,HPOy,, 6 g/ KH,PO4, 1 g/L NaCl, 2.25 g/ (NH4),SO4, 2 mM MgSOy,
100 pM CaCl,, 18 pM FeSO, derisimi, pH 7.2 ve 30 °C sicaklik degerleriyle
karsilastirildiginda farklilik gostermektedir.

Literatiirde yer alan benzer c¢alismalarda Pseudomonas putida hiicreleri ile cis, cis-
mukonik asit tretimi 30 °C’de gergeklestirilmesine ragmen, Kaneko vd. tarafindan
gerceklestirilen 2011 yilindaki ¢aligmada, katekoliin cis, cis-mukonik asite doniistimiinii
saglayan katekol 1,2-dioksijenaz enziminin optimum sicakligimin 35 °C oldugu
belirtilmistir. Bu yliksek lisans c¢alismasiyla RSM kullanilarak {iretim ortami
kosullarinin optimizasyonu sonucunda sicakligin optimum degerinin 35 °C olarak elde
edilmesi katekol 1,2-dioksijenaz enzimi i¢in uygun sicakligin 35 °C oldugunu destekler

niteliktedir.

Optimize edilmemis kosullar altinda 0.126 mM ccMA, optimize edilmis kosullar
altinda 0.401 mM ve RSM ile 0.5895 mM ccMA elde edilmistir. Boylece, optimize
edilmemis kosullarla karsilastirildiginda ise, RSM kullanilarak iiretimde yaklagik 6 kat
artis elde edilmistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma Plackett-Burman deney tasariminin, ¢ok faktorlii proseslerde,
tiim parametrelerin az sayidaki deneylerle taranarak, liretim kosullarinin optimizasyonu
icin en Onemli degiskenlerin belirlenmesini saglayan etkili bir tasarim yontemi
oldugunu gostermistir. Plackett-Burman tasarimi, ¢cok sayida degiskeni dikkate alarak
proses optimizasyonunda gerekli olan bilgi kaybin1 dnlemeyi miimkiin kilmistir. Bu
tasarimin kullanimi ile hem mikroorganizma hem de cis, cis-mukonik asit derisimi i¢in
optimize edilecek degisken sayis1 11°den 4’e distirtilerek az sayida deneyle optimum

degerler belirlenmistir.

Bu c¢alismada, RSM bir biitiin olarak (faktorlerin birbirleriyle ve cevap ile etkilesiminin
belirlenmesi, faktoriyel tasarim ve cevap yiizeyi analizi), bir biyoprosesin tasarimi ve
optimizasyonu i¢in oldukca yeterli oldugunu goéstermistir. Bu yaklasim, ¢ok sayida

degisken s6z konusu oldugunda bu degiskenlerin her birinin sistemin cevabina olan
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katkilarim1  tamimlamak ve kontrol etmek acisindan herhangi bir sisteme

uygulanabilmektedir.

cis, cis-Mukonik asit tiretimine yonelik g¢alismalar incelendiginde iiriin derisimini
arttirmak i¢in ortam kosullarin1 optimize etmek amaciyla istatistiksel deney tasarim
yonteminin kullanildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu durum, yapilan

calismanin 6zgiin degerini olusturmaktadir.

5.2 Oneriler

cis, cis-Mukonik asitin mikrobiyal iiretimi arastirmalarinda, mikroorganizma ve tiriin

derigsimini arttirmak iizere gergeklestirilmesi onerilen adimlar asagida siralanmistir:

1. cis, cis-Mukonik asit derisiminde segilen mikroorganizma 6nemli bir faktordiir. Cis,
cis- Mukonik asiti verimli bir sekilde iiretmek i¢in mikroorganizmalarin sahip olmasi

gereken bazi ozellikler asagidaki gibi siralanabilir:

1. Orto-ayrilmasi yolu ile aromatik substratlar1 metabolize etme,
ii. Mukonat sikloizomeraz enzimi bulundurmayarak mukonik asit olusumuna izin
verme,
iii. Mikroorganizmalar icin toksik Ozellik gOsteren aromatik bir substrata karsi
direngli,

iv. Yiksek katekol 1,2-dioksijenaz (catA) aktivitesi gosterme.

2. Aromatik substratlar mikroorganizmalar i¢in toksik o6zellik gosterdiginden yiiksek
toleransli ve yiiksek verim saglayan mutant/rekombinant mikroorganizmalarin

kullan1lmas1 biyoproseslerin iyilestirilmesi agisindan dnemlidir.

3. Fermentasyonla cis, cis-mukonik asit tiretiminde serbest mikroorganizmalar yerine
tutuklanmis mikroorganizmalarin kullanimi, biyokatalizoriin kararliligimi arttirmak,

mikroorganizma geri kazanimi ve tekrar kullanilmasini kolaylastirmak, yan tirtinlerin
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ortadan kaldirilmasi, iiriin geri kazanimi ve saflastirma maliyetlerini azaltmak adina

avantaj saglayabilir.

Optimum kosullarin belirlenmesinin ardindan substrat inhibisyonunu onlemek
amaciyla yapilacak “fed-batch” isletim deneyleri ile, mikroorganizma ve Cis, Cis-
mukonik asit derisimleri arttirtlabilir.  Substratin  yiiksek  derisimlerinde
mikroorganizma iizerinde meydana gelebilecek inhibisyon etkisini Onlemek
amaciyla, “fed-batch” isletim deneylerinde kullanilacak olan Na-benzoat derisimi 6n

denemeler ve literatiir arastirmalar1 sonucu belirlenmelidir.

. Mikroorganizma iizerinde meydana gelebilecek substrat ve iirlin inhibisyonunu
oneleyerek mikroorganizma ve Cis, cis-mukonik asit derisiminin arttirilmasi amaciyla

cift fazli sistemlerde ¢alisilmasi onerilmektedir.
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EK 1 Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Ozellikleri

Cizelge 1 Calismada yer alan kimyasallar ve 6zellikleri (https://www.sigmaaldrich.com,

2018)
Kapali Erime Kaynama  Molekiil Yogunluk,

Adi Formiil Sic., °C  Sic., °C Agirligi, g/mol g/mL
Amonyum (NH4)2SO4 280 - 132.14 1.770
stilfat
Asetik asit C,H40; 16.6 117.9 60.05 1.049
Demir siilfat FeSO4.7H,O 64 - 278.01 1.897
heptahidrat
Disodyum Na,HPO4 243-247 - 141.95 0.500
hidrojen fosfat
Glukoz CsH 1206 150-152 - 180.16 1.540
Kalsiyum CaCl, 782 1600 110.98 2.150
kloriir
Magnezyum MgS0O,4.7H,O - - 246.48 1.680
stlfat
heptahidrat
Metanol CH4O -98 64.7 32.04 0.791
Potasyum KH,PO4 253 - 136.08 2.338
dihidrojen
fosfat
Sodyum C;HsNaO, 450 - 144.10 1.440
benzoat
Sodyum NaOH 318 1390 39.99 2.130
hidroksit
Sodyum kloriir NaCl 801 1413 58.44 2.165
Stilfiirik asit H,SO4 3 280 98.07 1.840
Tripton Cs;HsNO 86 252.4 71.07 1.322
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EK 2 Mikroorganizma Cogalma Ortamindan Alman Orneklerin Seyreltme
Oranlari, Absorbans, Yas ve Kuru Hiicre Derisimi Degerleri

Cizelge 1 Mikroorganizma c¢ogalma ortamindan alinan Orneklerin seyreltme oranlarina
kars1 elde edilen absorbans, yas ve kuru hiicre derisimi degerleri

Seyreltme orani Absorbans Yas hiicre derisimi,  Kuru hiicre derisimi,
(600 nm) g/L g/L
Seyreltme yok - 21.00 14.79
0.5M.0.'/2mL 1.294 5.25 3.69
0.4M.0./2mL 1.077 4.20 2.95
0.3 M.O./2mL 0.808 3.15 2.21
0.2M.0./2mL 0.576 2.10 1.48
0.1 M.O./2mL 0.316 1.05 0.74

'M.O.: Mikroorganizma

95



EK 3 Mikroorganizma Cogalma Egrisi icin Elde Edilen Mikroorganizma Derisimi

absorbans

Degerleri
Cizelge 1 Mikroorganizma ¢ogalmasi siiresince elde edilen
mikroorganizma derisimi sonuglari
Zaman, h Seyreltme orani Absorbans  Mikroorganizma
(600 nm) derisimi, g/L'
0 0 0.000 0.000
1 0 0.321 1.262
2 0 0.630 2.476
3 0 0.925 3.636
4 0 1.093 4.296
5 2 (1 mL M.O./2 mL) 0.673 5.291
6 2 (I mL M.O./2 mL) 0.788 6.195
21 4 (0.5 mL M.O./2 mL) 0.804 12.641
22 4 (0.5 mL M.O./2 mL) 0.928 14.590
23 4 (0.5 mL M.O./2 mL) 1.126 17.703
24 4 (0.5 mL M.O./2 mL) 1.250 19.653
25 4 (0.5 mL M.O./2 mL) 1.274 20.030
26 4 (0.5 mL M.O./2 mL) 1.284 20.188
27 4 (0.5 mL M.O./2 mL) 1.310 20.596
28 8 (0.25 mL M.O./2 mL) 0.668 21.005
29 8 (0.25 mL M.O./2 mL) 0.645 20.282
30 8 (0.25 mL M.O./2 mL) 0.571 17.955
31 8 (0.25 mL M.O./2 mL) 0.528 16.603
32 8 (0.25 mL M.O./2 mL) 0.510 16.037
33 8 (0.25 mL M.O./2 mL) 0.502 15.785

] Seyreltme orani ile ¢carpilmis degerler
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EK 4 On Cahsmalar Sonucu Elde Edilen Mikroorganizma Derisimi Sonuclari

Cizelge 1 Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri ile cis, cis-mukonik asit
iretiminde 6n caligmalar sonucu elde edilen mikroorganizma derisimi
sonugclari

Mikroorganizma derisimi, g/L

Zaman, h Na-benzoat: 15 Na-benzoat: 30 Na-benzoat: 15 Na-benzoat: 30
mM, glukoz: mM, glukoz: mM, glukoz: 0 mM, glukoz: 0

15 mM 15 mM mM mM
0 0.000 0.000 0.000 0.000
3 1.690 2.208 1.259 1.065
6 2.345 3.137 1.553 1.352
9 2.848 3.764 1.775 1.583
12 3.207 4257 2.051 1.713
24 4.750 4.721 3.281 2.367
28 4.696 4.830 4.078 2.624
32 4.646 4.780 4.113 4.509
36 5.000 4.930 4.760 3.207
48 5.941 4.785 4.676 4.556
56 7.639 6.105 5.278 6.145

(pH: 7.2, T: 30 °C, galkalama hiz1: 150 rpm, baslangigtaki yas hiicre miktar1: 0.4 g)
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EK 5 On Calismalar Sonucu Elde Edilen cis, cis-Mukonik Derisimi Sonuclar

Cizelge 1 Pseudomonas putida KT2440 (DSM 6125) hiicreleri ile cis, cis-mukonik asit
tiretiminde On c¢alismalar sonucu elde edilen cis, cis-mukonik asit derisimi
sonugclari

cis, cis-Mukonik asit derisimi, mM

Na-benzoat: Na-benzoat: Na-benzoat: Na-benzoat:

Zaman, h 15 mM, 30 mM, 15 mM, 30 mM,
glukoz: 15 glukoz: 15 glukoz: 0 glukoz: 0
mM mM mM mM

0 0.000 0.000 0.000 0.000

3 0.001 0.000 0.005 0.000

6 0.005 0.034 0.007 0.000

9 0.018 0.065 0.017 0.000

12 0.027 0.072 0.021 0.000

24 0.056 0.088 0.026 0.002

28 0.069 0.095 0.032 0.005

32 0.074 0.095 0.054 0.006

36 0.082 0.108 0.082 0.008

48 0.109 0.110 0.096 0.008

56 0.120 0.126 0.100 0.072

(pH: 7.2, T: 30 °C, ¢alkalama hiz1: 150 rpm, baglangigtaki yas hiicre miktar1: 0.4 g)
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