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OZET

ASPERGILLUS BRASILIENSIS’TEN SIVI KULTUR
KOSULLARINDA URETILEN SEKONDER METABOLITLERIN
TARANMAGSI

UNVER, Hatice Cemre
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi ismail Hakk1 AKGUN

Eyliil 2019, 80 sayfa

Bu tezde sivi kiiltiir fermantasyonunda degisen kiiltiir kosullar1 ve ortam
bilesenleri sonunda Aspergillus brasiliensis tarafindan {iretilen sekonder

metabolitler ve ¢esitlilikleri incelenmistir.

Ug farkli sicaklik, calkalama hizi, pH ve C/N orani degerleri i¢in deneysel
tasarim uygulanarak YES broth ortaminda yapilan iiretimlerde hangi kosullarin
sekonder metabolit iiretimi ve ¢esitliligi iizerinde daha etkili oldugu taranmustir.
Tarama sonrasinda sonuglar degerlendirildiginde beklenen en iyi sonucun sicaklik
25 °C, calkalama hizi 210 rpm, pH 6 ve C/N orani 32 oldugunda elde edildigi

goriilmiistiir.

Farkli karbon ve azot kaynaklarmin etkisinin incelenebilmesi i¢in YES broth
ortami baz alinarak bir Onceki denemede belirlenen kosullar altinda, alt1 farkh
karbon ve bes farkli azot kaynaginin kombinasyonlar1 ile iretimler
gerceklestirilmistir. En fazla sekonder metabolit ¢esitliligi siikroz & CSL kullanilan

ortamda gdzlenmistir.

[z elementlerin etkisinin goriilebilmesi icin belirlenen kosullar altinda ve
siikroz & CSL igeren ortamlarda demir, mangan, bakir ve ¢inko elementlerinin
kombinasyonlar1 denenmistir. Sonug olarak sekonder metabolit profilleri agisindan

ortamlar arasida ciddi bir fark olmadig1 ortaya konmustur.

Anahtar sozciikler: Aspergillus brasiliensis, sekonder metabolitler, sivi

kiiltiir fermantasyonu, deneysel tasarim.



ABSTRACT

SCREENING OF SECONDARY METABOLITES PRODUCED IN
LIQUID CULTURE CONDITIONS FROM ASPERGILLUS
BRASILIENSIS

UNVER, Hatice Cemre

MSc in Bioengineering
Supervisor: Asst. Prof. Ismail Hakk1i AKGUN

September 2019, 80 pages

In this thesis, effects of variable culture conditions and media components
on secondary metabolites produced by Aspergillus brasiliensis in liquid culture
fermentation were investigated.

Experimental design was applied for three different values of temperature,
agitation speed, pH and C/N ratio to determine which conditions were more
effective on secondary metabolite production and diversity. After screening, the
best results were obtained when the temperature was 25 °C, shaking speed 210
rpm, pH 6 and C/N ratio 32.

In order to examine the effect of different carbon and nitrogen sources, the
productions were made with combinations of six different carbon and five
different nitrogen sources based on YES broth medium. The highest secondary
metabolite diversity was observed in sucrose and CSL medium.

Combinations of iron, manganese, copper and zinc were tested in sucrose &
CSL medium under the determined conditions in order to see the effect of trace
elements. In conclusion, there is no significant difference between the media in
terms of secondary metabolite profiles.

Keywords: Aspergillus brasiliensis, secondary metabolites, submerged
fermentation, experimental design.
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ONSOZ

Aspergillus brasiliensis'in farkli kosullardaki sivi kiiltiir
fermantasyonu ile sekonder metabolit iiretimi ve metabolitlerin
taranmas1 hakkinda gergeklestirilmis ayrintili bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu tez kapsaminda filament6z bir
fungus olan  Aspergillus  brasiliensis’in =~ sivi  kiiltiir
fermantasyonunda sekonder metabolit iretiminin

degerlendirilmesinin yapilmasi amag¢lanmistir.

Tez siiresince saygideger hocalarimm da yardim ve
destekleriyle deney tasarimlar1 gergeklestirilmis, tasarlanan
deneyler uygulanmigs ve elde edilen wverilerin analizi

gergeklestirilmistir.
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1. GIRIS

Siyah Aspergilli (Aspergillus section Nigri; Gams et al., 1985) modern
toplum {tizerinde Onemli etkilere sahiptir. Fermantasyon endiistrisinde amilaz,
lipaz gibi hidrolitik enzimlerin, glukonik asit, sitrik asit gibi organik asitlerin ve
farmasotik olarak Onemli metabolitlerin {retiminde kullanilmaktadir. Ayni
zamanda bazi tiirleri insanlar ve hayvanlar i¢in zararl olan ve gida bozulmalarina
sebebiyet veren okratoksin, fumonisin gibi mikotoksinleri tiretmektedir (Varga et
al., 2000).

Ayrica, belirli endiistriyel kosullarda kullanilan Aspergillus niger’e ABD
hiikiimetinin Gida ve ila¢ Idaresi (Food and Drug Administration) tarafindan
GRAS (genellikle giivenli olarak kabul edilir) statiisii verilmesinden bu yana
genetik manipiilasyonlar i¢in aday olarak goriilmektedir (Samson et al., 2007;
Varga et al., 2007).

Bu grupta yer alan tiirler diinya ¢apinda bir dagilim gostermekte ve toprakta,
tahillarda, mandira ve yem driinlerinde, ¢esitli meyve ve sebzelerde, et
iirtinlerinde, pamuklu tekstil iirlinleri ve kumaglarda bulunmaktadir (Raper and
Fennell, 1965; Pitt and Hocking, 2009; Jurjevi¢ et al., 2012). Siyah Aspergilli'nin
asil kaynag1 toprak olmasma ragmen, bu grubun tiyeleri ¢ok ¢esitli kaynaklardan
izole edilmektedir (Kozakiewicz, 1989; Abarca et al., 2004; Samson et al., 2004;
Ferracin et al., 2009).

Siyah Aspergilli; biyoteknoloji, tip ve gida alanindaki 6nemi sebebiyle
funguslarin ¢esitli yonleriyle ilgilenen ¢aligmalarda ilk siralarda yer almaktadir
(Varga and Samson, 2008).

Bu tez kapsaminda; sivi kiiltiir fermantasyonundaki kiiltiir kosullar1
(sicaklik, pH, calkalama hizi, C/N orani) ve besin ortami igeriklerinin (farkl
karbon ve azot kagnagi kullanim1 ve iz elementlerin kombinasyonu) degismesi
durumunda, endistriyel agidan Onemli sekonder metabolitleri {iretme
potansiyeline sahip siyah Aspergilli grubunda yer alan Aspergillus brasiliensis
tarafindan tretilen sekonder metabolitlerin ve metabolit gesitliliginin taranmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Aspergillus section Nigri (Siyah Aspergilli)

Siyah Aspergilli, smiflandirilmas: ve tanimlanmasi zor olan gruplardan
biridir (Abarca et al., 2004). Yeni molekiiler yaklasimlar biyolojik ¢esitliliklerinin
yilksek oldugunu fakat tiirlerin sadece fenotipik karakterlerine bakilarak

taninmasinin zor oldugunu gostermistir (Samson et al., 2007).

Aspergillus  taksonomisinde farkli  yontemler kullanilabilmektedir.
Smiflandirma ve tanimlama i¢in yeni polifazik yaklasimlar Onerilmektedir
(Samson et al., 2007, 2014). Bu yaklasimlar; ITS (intergenic transcribed spacer)
bolgesinin ve B-tiibiilin (B-tubulin) ve kalmodulin (calmodulin) genlerinin sekans
analizini, morfolojik analizleri ve metabolit profillerinin karakterizasyonunu
kapsamaktadir (Cabafies and Bragulat, 2018).

2.1.1. Aspergillus brasiliensis

Varga ve arkadaslar1 (2007) diinya c¢apinda farkli yerlerden toplanan
orneklerin incelenmesi sirasinda baz tiirlerin Aspergillus section Nigri’den farkl
ozelliklere sahip oldugunu gérmiis ve bu yeni tiirlerin degiskenligini gérmek igin
polifazik taksonomik bir yaklasim kullanmislardir. Fenotipik analizler igin
izolatlarm makro ve mikromorfolojileri incelenmis, enzim ve sekonder metabolit
profillerine bakilmistir. Genetik c¢alismalar i¢in ise B-tiiblilin ve kalmodulin
genleri, ITS bolgesi ve AFLP profilleri analiz edilmistir (Varga et al., 2007).

Bu c¢alismalar sonunda; yeni tiiriin izolatlarmm A. niger ve A.
tubingiensis’te yaygin olan nafto-y-piron (naphtho-y-pyrones), tensidol A ve B ve
pirofen (pyrophen) iirettigi ama okratoksin A (ochratoxin A), kotanin (kotanins),
veya piranonigrin (pyranonigrins) iiretmedigi goriilmiistiir. Bunlarin yaninda
baska tiirlerde olmayan birka¢ benzersiz metabolit iirettigi de kesfedilmistir
(Varga et al., 2007).

Brezilya, Avustralya, ABD ve Hollanda'dan gelen topraktan ve Portekiz'den
gelen iziimlerden izole edilen izolatlar morfolojileri, genetik ozellikleri ve
metabolit profilleri bakimindan diger tiirlerden farkli oldugu icin yeni bir tiir
olarak literatiire kazandirilmis ve Aspergillus brasiliensis olarak adlandirilmigtir
(Varga et al., 2007).



2.2. Sekonder Metabolitler

Mikrobiyal sekonder metabolitler, mikroorganizmalarin ge¢ biiyiime evresi
(idiofaz) sirasinda firetilen, diisiik molekiiler kiitleli bilesiklerdir (Ruiz et al.,
2010). Sekonder metabolitler, mikrobiyal biiyiime ic¢in zorunlu olmayip
mikroorganizmalar tarafindan dogada hayatta kalma fonksiyonlar1 igin
iretilmektedir (Demain ve Fang, 2000). Bu metabolitler biyotik ve abiyotik
streslere kars1 liretilen savunma bilesikleridir (Pichersky and Gang, 2000).

Sekonder metabolitler biyosentetik orijinlerine gore smiflandiriimakta,
farkli biyolojik aktivite gostermekte ve endiistriyel alanda ilag¢ (antibiyotik,
antitimor ajan, antiviral ve antiparazitik ajan, bagisiklik sistemini baskilayict ajan
vb.), aroma, koku veya renk verici ajan, gida katki maddesi veya biyopestisit
olarak kullanilmaktadir (Murthy et al., 2014).

Mikrobiyal sekonder metabolitler, ilag kesfi ve gelisimi i¢in yeni bilesiklerin
birincil kaynagi olarak kabul edilmektedir (Gunatilaka, 2006; Rateb et al., 2011;
Deng et al., 2013). 1981-2010 yillar1 arasinda yeni ilaglarin kaynagini arastiran
Newman ve Cragg’e (2012) gore, yeni tanitilan anti-enfektif ve anti-kanser
ilaclarinin sirasiyla % 69 ve % 75’1 dogal liriinler veya tiirevleridir. Bu durum,
dogal ftriinlerin 6nemini ve yeni ila¢larm kesfedilmesi i¢in devasa potansiyeli
gostermektedir (Kim et al., 2016).

Siyah Aspergilli'nin biitiin  tiirleri ¢ok sayida sekonder metabolit
iiretmektedir. Ornegin, insan ve hayvan giivenligi agisindan en sorunlu bilesikler
birer mikotoksin olan okratoksin A ve fumonisin B2'dir. Bunlarin disinda siyah
Aspergilli tarafindan yiiksek miktarlarda tiretilen malformin, nafto-y-piron ve
kotanin (bicoumarin, bicoumarin) gibi bilesikler de biyoteknoloji, gida, yem
tirtinlerinde varhigi ve toksik etkisinin takip edilmesi gereken metabolitlerdir.
Diketopiperazin  asperazin  (diketopiperazine asperazine) bazi1 tiirlerin
tanimlanmasinda pozitif markor olarak kullanilabilmektedir (Nielsen et al., 2009).

Bu grupta yer alan tiirlerin iirettigi baz1 sekonder metabolitler sunlardir:

Okratoksinler: Okratoksin A ve tiirevleri (okratoksin B, B ve a) A. niger

tarafindan iiretilen en 6nemli mikotoksindir (Nielsen et al., 2009).



O OH O

Ochratoxin A

Sekil 2.1. Okratoksin A’nin kimyasal yapisi (Hodgson, 2012).

Fumonisinler: Poliketit tiirevi mikotoksinlerin bir grubudur. Insanlar igin
karsinojenik etkileri sebebiyle biiyiik dGneme sahiptir (Nielsen et al., 2009).
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Sekil 2.2. Fumonisin B2’nin kimyasal yapisi (Nielsen et al., 2009).

Nafto-y-pironlar: Her kosul altinda siyah Aspergilli tiirleri tarafindan
iiretilebildigi icin kantitatif olarak en baskin {iretilen sekonder metabolittir.
Antibakteriyel (Song et al., 2004), antifungal (Koyama et al., 1988) ve sitotoksik
(Koyama et al., 1988; Song et al., 2004) etki gostermektedir.
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Sekil 2.3. Monomerik nafto-y-pironlarin ti¢ ana grubunun kimyasal yapilar1 (Nielsen et al.,
2009).



Bikoumarinler: Sinnamik asit laktondan tiirevlenen bir grup heterosiklik
dimerden olusan bilesiklerdir (Nielsen et al., 2009).

Kotanin

Orlandin

Sekil 2.4. Segilmis bazi bikoumarinlerin kimyasal yapisi (Nielsen et al., 2009).

Malforminler: Bitkilerde malformasyona neden olduklarindan bu sekilde
isimlendirilmislerdir. Antibakteriyel 6zellik gostermekte (Kobbe et al., 1977) ve
cesitli insan hiicrelerinde interlokin-1p baglanmasini engellemektedir (Herbert et
al., 1994). Bu tiirlerden sadece A. niger, A. tubingensis ve A. brasiliensis
malformin tiretmektedir (Nielsen et al., 2009).

Malformin B1

Malformin C

Sekil 2.5. Bazi1 secilmis malforminlerin kimyasal yapisi (Nielsen et al., 2009).

Asperazinler: Diketopiperazin dimeri olan karmasik bilesiklerdir. Insan
16semisine kars1 in vitro sitotoksik etkiye sahip oldugu belirtilmis (Varoglu et al.,



1997) ancak in vivo olarak bu sonug heniiz dogrulanmamistir (Nielsen et al., 2009;
Lamboni et al., 2016).

Sekil 2.6. Asperazinin kimyasal yapist (Nielsen et al., 2009).

Fumonisin, okratoksin, malformin ve asperazinlerin yani sira azot iceren
baska alkaloidler de iiretilmektedir. Bu alkaloidler nigragillin (nigragillins),
piranonigrin (pyranonigrins), nigerloksin (nigerloxin), pirofen (pyrophens) ve
tensidol (tensidols) olarak smiflandirilabilmektedir (Nielsen et al., 2009).
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Sekil 2.7. Alkaloidlerin bes grubuna ait kimyasal yapilar (Nielsen et al., 2009).

H

Sonug olarak Aspergillus section Nigri’deki tiirler ¢cok gesitli sekonder
metabolitlerin liretimini gergeklestirmektedir. Bu grupta yer alan tiirlerde yeni
sekonder metabolitlerin ya da yeni biyosentetik yolaklarin kesfedilmesine yonelik
calismalar devam etmektedir.

2.3. Fermantasyon
2.3.1. Fermantasyon teknikleri
Fermantasyon teknolojisi ilag, gida ve kimya endiistrisinde ekonomik agidan

biiyiilk 6neme sahip ¢esitli bilesiklerin iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
teknolojidir. (Singh et al,, 2017). Yillar gectikge fermantasyon teknikleri



ekonomik ve c¢evresel avantajlar1 nedeniyle biiyllkk O©Onem kazanmistir
(Subramaniyam and Vimala, 2012).

Fermantasyon, esas olarak fermantasyon sirasinda kullanilan substrat
tipine bagl olarak kat1 kiiltiir fermantasyonu (Solid State Fermentation - SSF) ve
stvi kiiltiir  fermantasyonu  (Submerged Fermentation - SmF) olarak
smiflandirilmaktadir. Bu fermantasyon teknikleri; kullanilan organizmalarin
ozelliklerine, kullanilan substratlar ve ¢evresel faktorler gibi cesitli parametrelere
dayanarak daha da gelistirilmektedir (Subramaniyam and Vimala, 2012).

Kat1 kiiltiir fermantasyonu, mikrobiyal gelisim i¢in yeterli derecede neme
ve besin 0gelerine sahip kepek, kiispe, kagit hamuru gibi kat1 substratlar tizerinde
gerceklesen bir liretim siirecidir. Mikroorganizmalarm biiyiimesi i¢in gerekli olan
nem, kati icerisinde absorblanmistir (Pandey, 2003; Prabhakar et al., 2005; Suriya
et al.,, 2016). Bu substratlarin kullanilmasinin en biiyiik avantaji besin acisindan
zengin kati atiklarin substrat olarak kullanilarak geri donistiiriilebilmesidir. Bu
fermantasyon tekniginde substratlar c¢ok yavas ve dilizenli bir sekilde
kullanildigindan tiretim uzun siire ayni substrat ile devam edebilmektedir
(Subramaniyam and Vimala, 2012). Kat1 kiiltiir fermantasyonu az nem ihtiyac1
olan fungus ve mikroorganizmalar i¢in olduk¢a uygun bir tekniktir. Fakat kiiglik
Olcekte verimli bir sekilde tiretim gerceklestirilebilirken biiyiik 6lgekli tiretimlerde
sikintilar yagsanmaktadir (Hélker and Lenz, 2004).

Sivi kiiltiir fermantasyonu sivi ortamda gerceklesen bir fermantasyon
teknigidir. Substratlar ortamda oldukc¢a hizlica tiikendigi icin ortama stirekli
besleme yapilmasi gerekmektedir. Bakteri gibi yiiksek nem ihtiyac1 olan
mikroorganizmalar i¢in en uygun yontemdir (Couto and Sanroman, 2006;
Subramaniyam and Vimala, 2012). Bu fermantasyon tekniginde sicaklik, pH,
nem, oksijen transferi, havalandirma gibi proses parametreleri kolayca takip edilip
kontrol altinda tutulabilmektedir (Kunamneni et al., 2005). Besinlerin ve oksijenin
ortamda kolayca c¢oziinmesinden otiirii kiitle ve 1s1 transferi iyi bir sekilde
gerceklesmektedir. Kiiltlir ortami kat1 kiiltiir ortamma gore daha homojendir.
Belirtilen bu durumlar bu teknigin giivenilir ve tekrarlanabilir olmasimni
saglamaktadir (Fazenda et al, 2008). Ayrica kati1 kiiltlir fermantasyonu ile
kiyaslandiginda; genetik olarak modifiye edilmis mikroorganizmalarin biiylimesi,
ortam sterilizasyonu, saflastirma ve son iriinlerin geri kazaniminda sivi kiiltiir

fermantasyonu daha avantajlidir (Suriya et al., 2016).



Swvi  kiiltiir  fermantasyonu, ticari uygulamalar icin tercih edilen
fermantasyon teknigi haline gelmistir (Fazenda et al., 2008). Ekonomik ve sosyal
oneme sahip sekonder metabolitlerin biliylik c¢ogunlugu sivi kiiltiir
fermantasyonuyla tretilmektedir (Singh et al., 2010). Filament6z funguslardan

sekonder metabolit iiretimi i¢in de endiistriyel olarak kullanilan bir yontemdir
(Gibbs et al., 2000).

2.3.2. Fermantasyonu etkileyen parametreler

Bir biyoprosesi etkileyen parametreler fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak
smiflandirilabilmektedir (Sekil 2.8). Bu parametrelerin degisiklik gostermesi
biyokiitleyi ve Ttretilen son iirlinii etkilemektedir. Optimum kiiltiir kosullari;
iretilmek istenen iirliniin biyokiitle ya da bir metabolit olup olmamasina ve
kullanilan mikroorganizmaya gore sekillenmektedir (Fazenda et al., 2008).

! l

Fiziksel parametreler

Kimyasal parametreler

. Sicaklik \ . pH

. Basing . Cikis gaz1 (CO,. O,)
. Karigtirma . Coztinmiis gaz (O,)
. Havalandirma :> -—- <:: . Substratlar

. Reoloji/Viskorzite . Katki maddeleri

. Besleme ve akis hizlar -- . Uriinler

. Kopiirme . Yan tiriinler

. Reaktor tasarimi -‘ ‘- . Ortam

Biyolojik parametreler

. Biyokiitle

. Inokiiliim (as1)

. Morfoloji

. Intraseliiler metabolit seviyeleri
ve dagilimi

. Genetik yap1

. Spesifik metabolizma hizlar

Sekil 2.8. Bir biyoprosesin iiretim performansini etkileyen parametrelerin siniflandirilmasi
(Vaidyanathan et al., 1999; Fazenda et al., 2008).
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Bazi proses parametrelerinin  liretime etkisi asagida ayrintili  olarak

aciklanmaktadir:

Sicakhk: Sicaklik; ¢ozlinmiis oksijen, ortamin buharlasma hizi, biiylime
hizi, pellet olusumu ve {riin olusumu gibi diger kiiltiir degiskenlerini
etkilemektedir (Papagianni, 2004). Artan sicaklik genellikle metabolizma hizini
artirmakta fakat oksijenin ortamdaki ¢Ozliniirliglinii azaltmaktadir. Sicakliktaki
kiigiik degisimler verimliligi 6nemli derecede azaltabilmektedir (Fazenda et al.,
2008).

Funguslarin siv1 kiiltiirde 25 °C — 36 °C sicaklik araliginda daha iyi biiyiime
gosterdigi bilinmektedir ve ¢alismalarda bu sicaklik araligi tercih edilmektedir
(Francis et al., 2003; Samson et al., 2007; Fazenda et al., 2008; Ho and lylia,
2015; Talukdar et al., 2016).

pH: Ortamin baslangic pH degeri; hiicre morfolojisi ve yapisini, hiicre
membran fonksiyonunu, tuzlarin ¢oziintirliigiini, substratlarin tikketim hizlarini ve

biyokiitle ve metabolit {iretimini etkileyebilmektedir (Fang and Zhong, 2002).

Tarama ve optimizasyon calismalarinda genellikle 5-7 arasindaki pH
degerleri segilerek pH’m tiretim tizerindeki etkileri incelenmektedir (Dasu et al.,
2003; Dijekrif-Dakhmouche et al. 2006; Teng and Xu, 2008; Talukdar et al.,
2016).

Kanstirma: Karistrma hizi 1s1 ve Kkiitle transferini etkilediginden
mikroorganizmalarin biiylime hizinin belirlenmesinde Onemli bir faktordiir.
Ayrica karigtirma hiicre i¢i ve dis1 arasinda konsantrasyon farki olusturarak
difizyon hizin1 artirmakta ve yan driinlerin ve atik gazlarin ortamdan
uzaklagmasini saglamaktadir (Oh et al, 2007). Aerobik proseslerde, hiicrelere
yeterli miktarda oksijen saglanabilmesi i¢in uygun karistrma gerekmektedir.
Bununla beraber misel olusumu karistirmadan dolay: olusan kayma geriliminden
olumsuz etkilenmektedir. Kayma gerilimi, hiicre yapisina zarar vermektedir. Ayni
zamanda morfolojik degisimlere ve biiyiime hizinda ve iriin olusumunda
farkliliklara neden olmaktadir (Papagianni, 2004). Bu nedenle optimum karistirma
hiz1 hiicrelere yeterli oksijen saglanmasi ile kayma gerilimi arasindaki denge

acisindan dnemli bir parametredir (Wagner et al., 2003).



11

150 — 250 rpm arasindaki karigtirma hizi arastirmacilar tarafindan siklikla
tercih edilen bir araliktir (Dasu et al., 2003; Teng and Xu, 2008)

Havalandirma: Havalandirma, karigtrma ile birlikte hiicrelerin oksijen
ihtiyacini karsiladigi icin kritik bir faktordiir. Coziinmiis oksijen konsantrasyonu;
biyokiitle ve diger substrat konsantrasyonlarindan 10 kat hizli degistigi icin
optimize edilmesi gereken dnemli bir degiskendir (Gomes ve Menawat, 2000).

Inkiibasyon siiresi: Inkiibasyon siiresi siklikla iiriiniin son Kkalitesini
etkilemektedir (Fazenda et al., 2008). Funguslar genel olarak 7 giin inkiibe
edilmektedir (Samson et al., 2014).

Inokiiliim (As1): Inokiilim miktarinm ve formunun fungal fermantasyon
iizerinde etkisi oldugu kabul edilmektedir. Inokiiliim miktari, tipi ve yas1 gibi

faktorler de hiicrenin morfolojik durumunu, o6zellikle pellet {retimini
etkileyebilmektedir (Gibbs et al., 2000; Fazenda et al., 2008).

Sekonder metabolizma; onciiller, karbon ve azot kaynaklari, fosfat, iz
elementler, sekonder metabolizma enzimlerinin indiiksiyonu, geri besleme
inhibisyonu gibi faktorler tarafindan diizenlenmektedir (Parra et al., 2005).

Besinlerin tiirii ve ortamdaki konsantrasyonlari, primer ve sekonder
metabolitlerin iiretimini 6nemli 6l¢lide etkilemektedir. Ciinkii ortamdaki farkli
besinlerin varligina bagli olarak hiicreler farkli metabolik yolaklar kullanmaktadir
(Kim et al., 2016). Temel bir besin kaynaginin ortamda sinirli miktarda bulunmasi
hiicrelerin biiylimesini ve/veya liriin olusumunu kisitlayabilmektedir. Metabolit
tiretimini diger ortam bilesenlerine gore karbon ve azot kaynaklari daha ¢ok
etkilemektedir (Singh et al., 2017). Ayrica C/N oran1 da fermantasyon {iriinlerini
etkileyen 6nemli faktorlerden biridir (Karakog ve Aks6z, 2004; Brzonkalik et al.,
2012; Dinarvand et al., 2013).

Karbon kaynagi: Mikroorganizmalara enerji saglamakta, biiylime ve
sekonder metabolit iiretiminde olduk¢a 6nemli bir rol oynamakta ve sekonder
metabolitlerin karbon birimlerini olusturmaktadir (Singh et al., 2017; Pan et al.,
2019).

Funguslar tarafindan monosokkaritler ve disakkaritler polisakkaritlerden
daha hizli metabolize edildigi i¢in karbon kaynagi olarak bunlar tercih
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edilmektedir (Mattey, 1992; Show et al., 2015). Funguslar ile yapilan ¢alismalarda
karbon kaynagi olarak siklikla glikoz, siikroz, maltoz, laktoz, gliserol
kullanilmaktadir (Lai et al., 2003; Fazenda et al., 2008; Singh et al., 2017).

Azot kaynagi: Tipki karbon kaynaklar1 gibi azot kaynaklarinin tiirii ve
konsantrasyonlar1 da metabolit iiretiminde 6nemli bir parametredir. Azot kaynagi
niikleik asitlerin, esansiyel proteinlerin ve sekonder metabolitlerdeki azot iceren
birimlerin sentezi igin gerekmektedir (Pan et al., 2019). Azot kaynaklarinin
sekonder metabolizma tizerindeki etkisi; lretici organizmaya, organizmanin
kullanacagi metabolik yolaga, azot kaynaklarinin tiirii ve konsantrasyonuna ve
kiiltiirin kat1 ya da sivi olup olmadigina bagl olarak sekillenmektedir (Parra et al.,
2005).

Mikroorganizmalar hem inorganik (nitrit, nitrat, amonyum tuzlari) hem
organik (amino asit, kazein, pepton) azot kaynaklarini kullanabilmektedir (Singh
et al., 2017). Azot bakimindan zengin olan melas, misir 1slatma surubu, peynir alt1
suyu tozu, soya unu, maya ekstrakti da azot kaynagi olarak kullanilmaktadir
(Fazenda et al., 2008).

Sekonder metabolik yolaklar, biiyiime tizerinde olumlu etkisi olan azot
kaynaklarimdan genellikle olumsuz etkilenmektedir (Betina, 1994). Demain‘in
(1992) yaptig1 bir ¢alismada sefalosporin ve diger metabolitlerin iiretiminde
amonyum tuzlarinm olumsuz etkilerinden s6z edilmektedir (Parra et al., 2005).
Spesifik amino asitlerin kullanilmasi1 bazi durumlarda verimi artirirken uygun
olmayan amino asitlerin kullanilmasi sekonder metabolit sentezini inhibe
edebilmektedir (Marwick et al., 1999; Singh et al., 2017).

Metaller ve diger iyonlar: Temel metaller ve diger iyonlar fungal biiyiime
icin gerekmektedir. Genellikle tuz (6rnegin magnezyum siilfat ve potasyum
fosfat) olarak diisiik seviyelerde ortama eklenmektedir. Enzimler i¢in kofaktor
olarak gorev yapmalar1 nedeniyle bir¢ok iz elementin (demir, bakir, manganez,
cinko ve molibden) biiylime agisindan gerekli oldugu bilinmektedir (Fazenda et
al., 2008). Sekonder metabolizma i¢in en 6nemli iz elementler demir, mangan ve
¢inkodur. Bu li¢ elementin aflatoksin iiretimindeki 6nemi iizerine birgok ¢alisma
bulunmaktadir (Betina, 1994; Parra et al., 2005).

Fermantasyon prosesleri yillar boyunca kullaniliyor olmasina ragmen

stirdiirtilebilir Uirlin lretimine duyulan pazar ihtiyaglari, karsilanmasi zorlu bir
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talep ortaya koymaktadir. Herhangi bir {iriin i¢in en 6nemli sey o {riiniin piyasa
talebine esit olmasidir. Cesitli bitki ve mikroorganizmalarin bir¢gok primer ve
sekonder metabolit {irettigi fakat tirlin miktarmin olduk¢a az oldugu bilinmektedir
(Singh et al., 2017).

Endiistride olduk¢a Onemli bir yere sahip olan sekonder metabolitlerin
iretiminde bazi sinirlamalar bulunmaktadir. Pazar talebini karsilamak adma
mikroorganizmalarin dogal {irlin verimliligini arttrmak genellikle; kiiltiir
ortamimin ve/veya Kkiiltiir kosullarmin optimizasyonu ve metabolik yolak

mithendisligi olmak tizere iki yaklasima dayanmaktadir (Nahlik et al., 2017).
2.4. Optimizasyon

Fermantasyon kosullarinin, 6zellikle fiziksel ve kimyasal parametrelerin
optimizasyonu, ekonomi iizerindeki etkileri ve prosesin uygulanabilirligi
acisindan herhangi bir fermantasyon prosesinin gelistirilmesinde birincil dneme
sahiptir (Francis et al., 2003).

Optimizasyon, herhangi bir biiyiik 6l¢ekli metabolit liretiminden Once
gergeklestirilen ve bircok zorluga sahip olan en kritik noktalardan biridir. Uretim
ortami ve kiiltiir kosullar1 {iriin verimini ve proses verimliligini etkilemektedir.
Ayrica prosesin genel maliyetini etkileyeceginden, optimizasyon ile ortam
maliyetini olabildigince diisiirmek ekonomik agidan onem kazanmaktadir (Parra
et al., 2005; Singh et al., 2017).

1970'lerden 6nce optimizasyon, pahali ve zaman alici klasik yontemler
kullanilarak yapilmaktaydi. Modern matematiksel/istatistiksel tekniklerin ortaya
¢ikmasiyla, optimizasyon daha etkili, verimli, ekonomik ve sonu¢ vermede daha
saglam hale gelmistir (Singh et al., 2017). Bir iiretimi tasarlamak i¢in, en uygun
ortam bilesenleri (6rnegin; karbon, azot vb.) ve fermantasyon kosullar1 (6rnegin;
pH, sicaklik, calkalama hizi vb.) tanimlanmali ve optimize edilmelidir. Belirtilen
parametrelerin optimize edilmesiyle maksimum {irlin konsantrasyonu elde
edilebilmektedir (Gupte and Kulkarni, 2003; Franco-Lara et al., 2006; Wang et
al., 2011).

Ortam tasarimi ve optimizasyonu sirasinda, tliretim ortamimnin verimliligini

artirmak i¢in siklikla kullanilan ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Sekil 2.9 ortam
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optimizasyonunda kullanilan gesitli tekniklerin sematik gosterimidir (Singh et al.,
2017).

Optimizasyon teknikleri

v | 1

Bir seferde bir faktor Deneysel tasarun
{
Cikarma Ekleme ﬁ Onemli bilesiklerin Bilegiklerin miktarlarmimn
taranmasi optimizasyonu
¥ v |

Karbon Azot Amino asit \ ,

Taguchi PDB

Inorganik Organik \l/ \J/ \l/ \]/

RSM ANN GA Fuzzy
\l/ \I/ logic
Karbon Azot Tuz ‘—\I
CCD BBD

Sekil 2.9. Ortam optimizasyonunda kullanilan yontemler (Singh et al., 2017).
2.4.1. Optimizasyon teknikleri

2.4.1.1. Bir seferde bir faktor

Bir seferde bir faktor (One-Factor-at-a-Time - OFAT) deneylerinde, diger
degiskenler sabit tutulurken bir seferde yalnizca bir faktér degistirilmektedir.
Uygulanan yaklasima gore, OFAT alt gruplara ayrilmaktadir:

Kaldirma/Cikarma deneyleri (Removal experiments): Bu tiir bir
deneyde, tiim ortam bilesenleri iiretim ortamindan birer birer ¢ikarilmakta ve
uygun inkiibasyon siiresinden sonra, ortam bilesenlerinin sekonder metabolit veya

ilgilenilen {irlin iiretimi tizerindeki etkileri gézlenmektedir.

Ekleme deneyleri (Supplementation experiments): Ekleme deneyleri
genellikle ¢esitli karbon ve azot takviyelerinin metabolit iiretimi {lizerindeki

etkilerini incelemek i¢in yapilmaktadir.

Degistirme deneyleri (Replacement experiments): Ortam formiilasyonu

icin, ekleme deneylerinde istenilen metabolitin iiretimi {lizerinde olumlu etki
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gosteren karbon ya da azot kaynagi o ortamda daha 6nce bulunan karbon ya da

azot kaynagmin yerine kullanilmaktadir.

Fiziksel parametreler (Physical parameters): Kimyasal ve biyolojik
degiskenlere ek olarak bir¢ok arastirmaci sicaklik, pH, karistirma ve havalandirma
gibi  fiziksel parametrelerin optimizasyonu i¢cin de OFAT deneylerini
kullanmaktadir (Niwas et al., 2013).

Her teknikte oldugu gibi OFAT tekniginin de kendi avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. OFAT'm en biiyiik avantaji, bir dizi deneyin
yapilabilmesi ve sonuclarm iist diizey istatistiksel analizlerin ya da istatistiksel
programlarin yardimi olmadan basit grafikler kullanilarak analiz edilebilmesidir.
OFAT'n en bilyiik dezavantaji ise gelisiglizel tasarlanmis deneylerden
“etkilesimleri” tahmin etmedeki zorluktur (Gupte ve Kulkarni, 2003). Vaidya ve
arkadaglar1 (2003) ise en biiyiilk dezavantajin ¢ok sayida degiskenin analizinde
harcanan zaman ve maliyet oldugunu sdylemektedir (Singh et al., 2017).

2.4.1.2. Deneysel tasarim

Optimizasyon i¢in klasik metodlar1 kullanarak proses faktorlerinde
degisiklik yapmak pratik bir yontem degildir. Buradaki zorluk, miimkiin olan en
1yi Uiretim performansi i¢in en uygun ortamin ve kiiltiir kosullarinin miimkiin olan
cok sayida kombinasyon ile belirlenmesidir. Cok sayida degiskeni taramak igin
etkili yontemlere duyulan ihtiyag, istatistiksel deneysel tasarimlarin
gelistirilmesine yol agmustir (Djekrif-Dakhmouche et al., 2006; Mandenius and
Brundin, 2008; Kim et al., 2016).

Istatistiksel deneysel planlama, faktoriyel tasarim ve deney tasarmmi (DoE,
Design of Experiments), bir sistemin girdileri ve ¢iktilar1 arasindaki matematiksel
iliskileri aragtirmak i¢in kullanilan es anlamli kavramlardir. Bu yontemin temelleri
1900'lerin basindan beri bilinmesine ragmen (Yates, 1937; Pilar et al., 1976;
Montgomery, 2005) biyoteknoloji alanindaki kullanimi son yillarda
yaygimlagmistir (Mandenius and Brundin, 2008).

Deneysel tasarim, onemli yanitlarin elde edilmesi i¢in farkli tasarimmlar
kullanilarak 6nemli faktorlerin secilip kontrol edildigi ve ardindan istatistiksel
analizlerin yapildig1 bir siirectir. Deneysel tasarimin ilk adimmi bir deneyin

hedeflerini belirlemektir. Bir prosesin 6nemli degiskenlerini optimize etmedeki
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ikinci adim ise proses faktorlerinin ve analiz edilecek yanitlarin taranmasidir
(Mandenius and Brundin, 2008; Keskin Giindogdu vd., 2016).

Bu yontemde, ¢esitli kiiltiir kosullar1 ve/veya ortam bilesenleri es zamanli
olarak karsilagtirilmakta ve sonuglar gozlenmektedir. Cok sayida deneyin
gerceklestirilecegi durumlarda OFAT zaman alici ve maliyetli olmaktayken
deneysel tasarimda az sayida deneyle ve daha kisa zamanda ayni sonuglar elde
edilmektedir (Adinarayana and Ellaiah, 2002; Keskin Giindogdu vd., 2016).
Ayrica bu yontem ile faktorlerin birbirleri ile etkilesimleri de sistematik olarak
incelenebilmektedir (Singh et al., 2017).

Biyomiihendislik proseslerinde kullanilan deneysel tasarim yOntemlerini
tam faktoriyel tasarim (full factorial design), kesirli faktoriyel tasarim (fractional
factorial design), Plackett-Burman tasarimi (Plackett-Burman design - PBD),
Taguchi tasarimi (Taguchi design), merkezi kompozit tasarimi (central composite
design - CCD) ve Box-Behnken tasarimi (Box-Behnken design - BBD) olarak
siralamak miimkiindiir (Keskin Giindogdu vd., 2016).

Tam faktériyel tasarim: ki veya daha fazla degiskenin oldugu ve her bir
degiskenin tek tek birbirleri ile olan etkilesimlerinin farkli seviyelerde incelendigi
tasarimdir. Buradaki asil amac¢ her bir faktoriin etkisini ve birbirleriyle
etkilesimlerini belirlemektir (Keskin Giindogdu vd., 2016). n faktor i¢in a
seviyede gerceklestirilecek deney sayis1 a" seklinde gosterilmektedir. En yaygin
kullanilan1 2" olarak belirtilen 2 seviyeli (two-level) tasarimdir (Wang and Wan,
2009).

Plackett-Burman tasarimi: Plackett ve Burman tarafindan gelistirilmis 2
seviyeli tasarimdir. Bu yontem, ¢ok sayida faktorden yanit lizerinde 6nemli etkisi
olanlarin taranmasinda kullanilmaktadir. PBD’de faktorlerin birbiri ile olan
etkilesimi degil yanit lizerindeki etkisi gozlenmektedir. n sayida faktor icin n+1
sayida deney gerceklestirilmekte ve faktorlerin diisiik ve yliksek olmak iizere iki

seviyesi bulunmaktadir (Singh et al., 2017).

Taguchi tasarimi: PBD’de karsilagilan problemleri agmak i¢in Dr. Genichi
Taguchi tarafindan dikey siralanisi (orthogonal array) temel alan bir yontem
gelistirilmistir. Taguchi tasarimi, faktoriyel tasarimda oldugu sekilde tiim
kombinasyonlar1 denemek yerine faktorlerin yanit1 nasil etkiledigini daha az

sayida deney ile incelemeye olanak vermektedir. Bu yontem 3-50 arasindaki
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faktor sayisina basarili sekilde uygulanmaktadir (Keskin Giindogdu vd., 2016;
Singh et al., 2017).

RSM, proseslerin iyilestirilmesi ve optimize edilmesi i¢in kullanilan,
istatistiksel deney tasarimlarint ve c¢oklu regresyon analizlerini igeren
matematiksel bir yaklasimdir (Singh et al., 2017). Asil amag diisiik sayida deney
gerceklestirilerek en yliksek verimi saglayan kosullarin belirlenmesidir. BBD ve
CCD bu yodntem igerisinde simiflandiriimaktadir (Keskin Glindogdu vd., 2016).

Merkezi kompozit tasarimi: CCD, deneysel bolgedeki bir orta noktay1 ve
dis noktalar1 kullanan bes seviyeli kesirli faktoriyel tasarim olarak
tanimlanmaktadir (Tarley et al.,, 2009). Az sayida gerceklestirilen deneyler
sonunda karsilastirilabilir sonuclar elde edildigi i¢in 3 seviyeli tam faktoriyel
tasarima 6nemli bir alternatiftir. Bu nedenle ikinci dereceden modeller i¢in en ¢ok

kullanilan deneysel tasarim yontemidir (Keskin Giindogdu vd., 2016).

Box-Behnken tasarimi: BBD, Box ve Behnken tarafindan gelistirilen 3
seviyeli kesirli faktoriyel tasarimdir (Wang and Wan, 2009). Faktorlerin disiik,
orta ve yliksek olmak {izere ii¢ seviyesi bulunmaktadir (Majumder et al., 2009).
Asir1 alt ve TUst seviyeler gerektirmedigi i¢in daha az sayida deney
gergeklestirilmektedir. Bu nedenle zamandan tasarruf saglamakta ve ekonomik
olarak CCD igin bir alternatif sunmaktadir (Yin et al., 2011).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Mikroorganizmalar

Bu tez kapsaminda kullanilan Aspergillus brasiliensis Ege Universitesi

Biyomiihendislik kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.
3.1.2. Besin ortamlari

3.1.2.1. Aktivasvon icin kullanilan besin ortam

Aspergillus brasiliensis’in aktivasyonu igin ticari Malt Ekstrakt Agar (MEA,
Oxoid) ortami kullanilmistir. Litrede 50 g olacak sekilde MEA tartilarak ortam
hazirlanmis ve otoklavda 121 °C sicaklikta 15 dakika siireyle sterilizasyon
gergeklestirilmistir.

3.1.2.2. Sivi kiiltiir kosullarinin belirlenmesinde kullanilan besin ortami

Bu tez kapsaminda Aspergillus brasiliensis’in kiiltivasyonu i¢in kullanilan
YES (Yeast Extract Sucrose) broth ortam igerigi Tablo 3.1’de verilmistir. Ortam
iceriginde bulunan TMS (Trace Metal Solution, iz Element Soliisyonu) Tablo
3.2°de belirtilen miktarlarda ZnSO,.7H,0 ve CuS0,4.5H,0 i¢ermektedir.

Tablo 3.1. YES broth ortam igerigi (Samson et al., 2014).

Ortam Icerigi Madde Miktan
Siikroz (Merck) 150 g/L

Maya Ekstrakt: (Merck) 20 g/L
MgSQO,7H,0 (Merck) 0,5¢g/L

TMS 1 ml/L

Distile Su 1L
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Tablo 3.2. TMS igerigi (Samson et al., 2014).

Ortam Icerigi Madde Miktar
ZnS04.7H,0 (Merck) 10 g/L
CuS0QO4.5H,0 (Merck) 59/L

Maya ekstrakt1 (Yeast Extract — YE) yaklasik olarak kiitlece % 10 azot ve %
12,5 karbonhidrat icermektedir (Biotech Solabia Group, 2006; BD

Bionutrients™).

3.1.2.3. Farkh karbon ve azot kaynagi iceren besin ortamlari

YES broth ortami baz alinarak bu ortamdaki karbon (siikroz) ve azot (maya
ekstraktl) kaynagi yerine farkli karbon ve azot kaynaklari kullanilmigtir. Bu

ortamlarin kombinasyonlar1 Tablo 3.3’te yer almaktadir.
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Tablo 3.3. YES broth ortamina koyulan farkli karbon ve azot kaynaklar1 ve
1 litredeki miktarlar1.

Erlen Ortamdaki Ortamdaki
Numarasi C Kaynag C K.aynagl N Kaynag N K.aynagl
Miktanr Miktar
1 160,00 g NaNO; (Sigma) 12,12 g
2 160,00 g (NH,).SO, (Sigma) 9,48 g
3 D'(?\'/g?gi')‘toz 160,009 Pepton (Merck) 16,66 g
4 157,50 ¢ YE (Merck) 20,00 ¢
5 130,90 g CSL (Sigma) 26,40 ml
6 176,00 g NaNO; 12,12 g
7 D-(+)-Glikoz 176,00 g (NH,),S0, 9,48 g
8 Monohidrat 176,00 g Pepton 16,66 g
9 (Merck) 173,24 g YE 20,00 g
10 143,98 g CSL 26,40 ml
11 130,00 ml NaNO; 12,12 g
12 _ 130,00 ml (NH,),S0, 9,48 g
13 %l\'/'lsefgi') 130,00 ml Pepton 16,66 g
14 127,90 ml YE 20,00 g
15 106,30 ml CSL 26,40 ml
16 160,00 g NaNO; 12,12 g
17 Laktoz 160,00 g (NH,)2SO, 9,48 g
18 Monohidrat 160,00 g Pepton 16,66 g
19 (Merck) 157,50 g YE 20,00 g
20 130,90 g CSL 26,40 ml
21 160,00 g NaNO; 12,12 g
22 D-(+)-Maltoz 160,00 g (NH4),SO. 9,48 g
23 Monohidrat 160,00 g Pepton 16,66 g
24 (Sigma) 157,50 g YE 20,00 g
25 130,90 g CSL 26,40 ml
26 152,00 g NaNO; 12,12 g
27 152,00 g (NH4),SO. 9,48 g
28 (S,\‘/Ilggﬁ) 152,00 g Pepton 16,66 g
29 149,64 ¢ YE 20,00 g
30 124,36 ¢ CSL 26,40 ml
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Pepton yaklasik olarak % 12 azot (Biotech Solabia Group, 2003,
Organotechnie® S.A.S., 2008); musir 1slatma surubu (Corn Steep Liquor - CSL),
% 37,77 karbon ve % 6,49 azot (Berger et al., 2014) igermektedir.

3.1.2.4. iz element kombinasyonlarini iceren besin ortamlari

Tablo 3.4. iz element kombinasyonlar1 denemesi i¢in hazirlanan ortamlarm
icerdigi bilesenler ve litredeki miktarlar1.

Erlen Ortam Bilesenlerinin Miktar:
Numarast  Sjikroz CSL MgSO,.7H,O0 TMS FeSO,7H,0 MnSO,.H,O
1 124,36 g 26,32 ml 0,59 - - -
2 124,369 26,32 mi 054g 1ml - -
3 124,36 g 26,32 ml 059 1ml 20 ml -
4 124,369 26,32 mi 054g 1ml - 18 ml
5 124,36 g 26,32 ml 059 1ml 20 ml 18 ml

3.1.3. iz elementlerin stok ¢ozeltileri

[z elementlerin sekonder metabolit iiretimine etkisinin arastirilmasi
amaciyla, farkli iz element kombinasyonlarin1 denemek ig¢in besin ortamina
eklenmek tizere Merck marka demir (II) siilfat heptahidrat (FeSO4.7H,0) ve
mangan (II) siilfat monohidratm (MnSQ,4.H,0) 0,005 g/L konsantrasyonda stok
¢ozeltileri hazirlanmistir (Efe, 2019).

3.1.4. Organik ¢ozgenler

Carlo Erba marka organik ¢ozgenlerden; aseton misel ekstraksiyonunda, etil
asetat slipernatant ekstraksiyonunda, metanol kuru ekstrelerin -20 °C’de muhafaza
edilmek {izere belirli konsantrasyonda ¢6zdiiriilmesinde, asetonitril ise HPLC
(High Performance/Pressure Liquid Chromatography — Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi) analizlerinde mobil faz olarak kullanilmistir.

3.1.5. Cihaz ve ekipmanlar

BINDER marka inkiibator (Seri No: 05-77452) Aspergillus brasiliensis’in
aktivasyonu i¢in inkiibasyonda kullanilmistir.
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CALISKAN marka LAB.ULT.4022 model ultrasonik banyo (Seri No:
01150027507) misel ve siipernatantlarin ekstraksiyonunda kullanilmistir.

ESCO marka AC2-4E8 model smif II biyogiivenlik kabini (Seri No: 2018-
126363) mikroorganizmalarm aktivasyonu, mikroorganizmalarm inokiilasyonu,
spor  soliisyonlarinin ~ hazirlanmas1  gibi  islemlerin  steril  sekilde

gerceklestirilmesinde kullanilmistir.

HEIDOLPH marka Heizbad Hei-VAP model evaporatér (Seri No:
041002370) ekstraksiyon sonrasinda organik ¢dzgenlerin uzaklastirilmasinda

kullanilmastir.

HMC HIRAYAMA marka HICLAVE HV-85 model otoklav sterilizasyon

islemlerinde kullanilmistir.

METTLER TOLEDO marka AB 204-S model hassas terazi (Seri No:
1127353825) tartim islemlerinde kullanilmistir.

METTLER TOLEDO marka pH metre (Seri N0:1226306055) ortamlarin

pH degerinin ayarlanmasinda kullanilmistir.

THERMO FISHER SCIENTIFIC marka SPD121P-230 model vakumlu
buharlastirici1  (SpeedVac  Concentrator) (Seri  No: W14U-425283-WU)

ekstraksiyon sonrasinda organik ¢dzgenlerin uzaklastirilmasinda kullanilmustir.

THERMO FISHER SCIENTIFIC marka U-HPLC cihazindaki ACCELA
model autosampler (Seri N0:750218) ve ACCELA PDA model dedektor (Seri No:
850043) misel ve siipernatant ekstrelerinin  kromatografik analizinde

kullanilmstir.

SHIMADZU marka HPLC cihazindaki LC-10ATVP model pompa (Seri
No: C20973705107 LP) misel ve siipernatant ekstrelerinin kromatografik

analizinde kullanilmustir.

ZHICHENG marka ZHWY-2102C model ¢alkalayicili inkiibator sivi kiiltiir
caligmalarinda Aspergillus brasiliensis’in inkiibasyonunda kullanilmistir.
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ELGA marka Classic UV MK2 model ultra saf su cihazi (Seri No:
CLUVK273344) HPLC analizleri i¢in ultra saf suyun saglanmasinda

kullanilmastir.
3.2. Yontem

3.2.1. Aspergillus brasiliensis’in sivi  Kiiltiir iiretim kosullarimin
(sicaklik, calkalama hzi, pH, C/N) ) incelenmesi

3.2.1.1. Deneysel tasarim ile sivi kiiltiir kosullarimin belirlenmesi

Aspergillus brasiliensis’in sivi kiiltiir {iretim kosullarinin incelenmesine;
sicaklik, calkalama hizi, pH, karbon/azot (C/N) parametrelerinin degerlendirilmesi
ile baglanmistir. Bu amacgla her bir parametre igin li¢ seviye belirlenmistir.
Sicaklik igin 25 °C, 30 °C, 35 °C, ¢alkalama hiz1 i¢in 150,180, 210 rpm, pH degeri
icin 5, 6, 7, C/N oranmi i¢in 16, 32 ve 48 degerleri secilmistir. Bu degerler
kullanilarak Design-Expert 7.0.0 programinda Box-Behnken deney tasarimi
uygulanmistir. Tasarim sonucunda 27 tane denemeden olusan bir set elde
edilmistir (Tablo 3.5). C/N orani1 parametresindeki hesaplamalarda maya ekstrakt
miktar1 sabit tutulup sakkaroz miktar1 degistirilerck deney setinde belirtilen

oranlar uygulanmistir.

Yapilan denemeler sonucunda her bir sivi kiiltiir iiretiminden elde edilen
misel ekstreleri i¢in sirasiyla yas agirlik (g), ekstre kiitlesi (mg), pik sayisi, pik
alani, toplam pik alani1 ve toplam pik alani/ekstre kiitlesi; stipernatantlar ekstreleri
icin ise sirasiyla ekstre kiitlesi (mg), pik sayisi, pik alani, toplam pik alani ve

toplam pik alani/ekstre kiitlesi degerleri incelenmistir.
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Tablo 3.5. Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen sivi kiiltlir iiretim
kosullarina ait deney seti.

Erlen Sicakhik Calkalama Hiz

Numarasi °O) (rpm) PH CIN
1 25 150 6 32
2 30 150 6 48
3 30 150 7 32
4 30 150 6 16
5 30 150 5 32
6 35 150 6 32
7 25 180 5 32
8 25 180 6 48
9 25 180 7 32
10 25 180 6 16
11 30 180 5 48
12 30 180 6 32
13 30 180 7 48
14 30 180 5 16
15 30 180 6 32
16 30 180 6 32
17 30 180 7 16
18 35 180 6 48
19 35 180 7 32
20 35 180 5 32
21 35 180 6 16
22 25 210 6 32
23 30 210 5 32
24 30 210 7 32
25 30 210 6 16
26 30 210 6 48
27 35 210 6 32
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3.2.2 Swvi kiiltiir iiretim ortamlarinin hazirlanmasi

3.2.2.1. Box-Behnken deney tasarimu ile belirlenen sivi kiltiir tiretim
ortamlarimin hazirlanmasi

Ortamlar, Tablo 3.1’de belirtilen miktarlar dogrultusunda C/N oranlarma
gore 250 ml’lik erlenlerde 50 ml olarak hazirlanmistir. Hazirlanan ortamlarin
deney setlerinde belirtildigi sekilde pH degerleri ayarlanmis ve erlenler 121 °C’de
20 dakika otoklavlanmaistir.

3.2.2.2. Farkhh karbon ve azot kaynaklari iceren sivi Kkiiltiir turetim
ortamlarimin hazirlanmasi

Tablo 3.3’te belirtilen miktarlara gore ortamlar YES broth ortamindaki
karbon ve azot kaynaklar1 degistirilerek 250 ml’lik erlenlerde 50 ml olarak
hazirlanmistir. Ortamlarin pH degeri 6’ya ayarlanmis ve erlenler 121 °C’de 20

dakika otoklavlanmustir.

3.2.2.3. iz element kombinasyonlarim iceren sivi Kiiltiir iiretim

ortamlarinin hazirlanmasi

Farkli iz element kombinasyonlarmin denenecegi ortamlar Tablo 3.4’te
belirtilen miktarlara gére 250 ml’lik erlenlerde 50 ml olarak hazirlanmistir.
Hazirlanan ortamlarin pH degeri 6’ya ayarlanmis ve erlenler 121 °C’de 20 dakika

otoklavlanmustir.

3.2.3. Spor soliisyonunun hazirlanmasi

250 ml’lik erlenlerde yatik olarak hazirlanan MEA ortamina inokiile edilen
ve bir hafta siiresince inkiibasyonu gergeklestirilen Aspergillus brasiliensis’in spor
soliisyonu hazirlanmistir. Biyogiivenlik sinif 2 kabininde sporlarin oldugu erlene,
homojen spor soliisyonu hazirlamak amaciyla steril tween-80 eklenmis, sporlar
steril 6ze ile nazikge kazinmis ve elde edilen spor soliisyonu steril schott siselerine

almmustir.

Biyogiivenlik smif 2 kabininde steril tween-80 kullanilarak hazirlanan spor

soliisyonundan (Thoma laminda) 10x biiyiitmedeki mikroskop altinda spor sayimi
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yaptlmigtir. Sivi kiiltiir kosullarmin taranmasinda kullanilmak {tizere 5,8x10°

spor/ml olacak sekilde gerekli seyreltmeler yapilmistir.

Farkli karbon ve azot kaynaklarinin ve farkl iz element kombinasyonlarinin
denenmesinde kullanilmak iizere yeni spor soliisyonu hazirlanmistir. Bu spor
soliisyonu i¢in Thoma laminda 10X biiylitmedeki mikroskopta sayim yapilmis ve
seyreltmeler yapilarak 2,5x10° spor/ml elde edilmistir.

3.2.4. Mikroorganizmalarin inokiilasyonu

Bolim 3.2.3’te anlatildig1 sekilde hazirlanan spor soliisyonundan

biyogiivenlik smnif 2 kabininde her bir erlene 1 ml inokiilasyon yapilmustir.
3.2.5. Mikroorganizmalarin inkiibasyonu

Inokiile edilen erlenler Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen
kosullardaki sicaklik ve calkalama hizi1 ayarindaki c¢alkalayicili inkiibatore

yerlestirilip bir hafta inkiibe edilmistir.

Farkli karbon ve azot kaynaklar1 ve iz element kombinasyonlar1 denemeleri
icin inokiile edilen erlenler 25 °C ve 210 rpm ayarindaki calkalayicili inkiibatore

yerlestirilip bir hafta inkiibe edilmistir.
3.2.6. Swvi iiretim ortamumn filtrasyonu

Filtrasyonda kullanilmak {izere whatman filtrelerden (No 4) filtre
diizenegine uygun olarak filtreler kesilmis ve nemden tamamen uzaklagmalari i¢in
cam petriler icerisinde 80 °C’deki etiivde bir gece bekletilmistir. Etiivden

cikarilan filtreler kullanilmak iizere desikatére koyulmustur.

Bir haftalik inkiibasyon siiresi dolan erlenler g¢alkalayicili inkiibatdrden
cikartlmistir. Filtrasyon diizenegi kurulmustur. Filtre kagitlari ilgili sekilde
etiketlenmis tartim kaplarma koyulmus ve hassas terazide filtre kagitlarinin
daralart almmustir. Filtre kagidi filtrasyon diizenegine yerlestirilmistir. Fungal
pelletleri igeren sivi tiretim ortamu filtre kagidinin {lizerine dokiilmiis ve vakum
pompast kullanilarak siiziilmustiir. Elde edilen siipernatant (hiicresiz/pelletsiz
fermantasyon ortami), ekstraksiyonu yapilmak tizere 50 ml’lik falkona

koyulmugstur. Erlenin duvarinda kalan fungal pelletlerin alinmasi igin erlene bir



27

miktar steril distile su koyulmus ve tekrar filtre edilmistir. Bu islem birka¢ kez
tekrarlanmustir. Filtre kagidinda biriken biyokiitle ilgili tartim kabina koyularak
yas agirhik tartilmistir. Tartilan biyokiitle filtre kagidindan alinarak ekstraksiyonu
yapilmak tizere 50 ml’lik falkona koyulmustur. Sivi atik ise atik kabina

bosaltilmis ve otoklavda steril edildikten sonra atilmistir.

Bu islemler inkiibe edilen her bir erlen igin yapilmistir. Falkonlar

ekstraksiyonlar1 yapilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.7. Sivi iiretim ortamindan elde edilen misel ve siipernatantta yer
alan metabolitlerin ekstraksiyonu

3.2.7.1. Miselden sekonder metabolit ekstraksiyonu

Boliim 3.2.6’da anlatildig1 sekilde elde edilen ekstraksiyonu yapilacak
falkonlar -20 °C’den ¢ikarilmis ve oda sicakligina gelene kadar bekletilmistir.
Oda sicakligina gelen her bir falkona ¢eker ocakta 15 ml aseton koyulmustur. Bu
falkonlar 30 dk boyunca ultrasonik banyoda tutulmustur. Miseller hareket
ettirilmeden aseton kaba filtre kagidina dokiiliip stiziilerek 100 ml’lik erlende
toplanmigtir. Falkonlara i1ki kez daha aseton koymak suretiyle bu islemler

tekrarlanmustir.

Uc kez gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda erlende toplanan aseton
whatman filtre kagidindan (No 1) gegirilerek 100 ml’lik beherde toplanmustir.
Siipernatantta bulunan suyun tutulmasi i¢in behere 10 g susuz sodyum siilfat
koyulmus ve siipernatant berraklasana kadar spatiil ile karistirilmistir. Sodyum
stilfatin ¢cokmesi i¢in 5 dakika beklenmistir. Suyu tutulan siipernatant 0,45 um’lik
PTFE (politetrafloroetilen - polytetrafluoroethylene) membrandan gegirilerek 50
ya da 100 mI’lik balona almmustir. Sodyum siilfatta kalan metabolitlerin alinmas1
icin beherde kalan sodyum siilfat iki kez 5 ml aseton ile muamele edilmistir. Daha
sonra bu aseton da 0,45 um’lik PTFE membrandan gegirilerek balona alinmustir.

(Cozgenin biiyiik bir kism1 45 °C’de evapore edilmistir. Evaporatdrde
ugmay1p balonda kalan ¢6zgen speed vac vialine alinmistir. Balonda kalan kuru
madde de 3 ml aseton ile ¢ozdiiriilerek ayni viale aktarilmstir. Bu siire¢ her erlen
icin gergeklestirilmistir. Viallerdeki ¢6zgen speed vac cihazinda 45 °C’de

ucurulmustur.
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(Cozgen tamamen ucgtuktan sonra tartim yapilarak elde edilen kuru ekstre
miktar1 hesaplanmistir. Ekstrelerin konsantrasyonlar1 20 mg/ml olacak sekilde
ekstreler metanolde ¢Ozdirilmiis ve sonrasinda viallere alinip -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.7.2. Siipernatanttan sekonder metabolit ekstraksiyonu

Boliim 3.2.6’da anlatildig1 sekilde elde edilen ekstraksiyonu yapilacak
falkonlar -20 °C’den ¢ikarilmis ve oda sicakligina gelene kadar bekletilmistir. Her

bir falkondaki slipernatantin sivi-sivi ekstraksiyonu yapilmistir.

Falkondaki siipernatantta ¢oken partikiiller oldugu ic¢in siipernatant pamuk
filtreden gegirilerek 50 ml’lik meziirde toplanmis ve hacmi Ol¢ililmiistiir.
Stipernatant, muslugu kapali durumda olan 250 ml’lik ayirma hunisine dokiilmiis
ve lizerine 1:1 oraninda etil asetat eklenmistir. Sivilar birbirine karisacak sekilde
ii¢c kez ayirma hunisinin sallanmas1 ve her sallama arasinda huninin kapaginin
acilip kapatilmasi suretiyle sivi-sivi ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Huninin
muslugu agilarak etil asetat faz1 250 ml’lik beherde, su fazi ise 100 ml’lik beherde
toplanmistir. Su fazi1 tekrar ayirma hunisine koyulmus ve hi¢ kayip olmadigi
diisiiniilerek ayirma hunisine ayni miktarda etil asetat eklenmistir. Ekstraksiyon
islemi tekrar gergeklestirilmistir. Etil asetat fazi bir 6nceki etil asetat fazinin
toplandig1 beherde toplanarak su fazindan ayrilmistir. Aymi sekilde tiglincii kez
ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Su fazi ayni falkona koyularak -20 °C’ye
kaldirilmistir. Etil asetat fazinin bulundugu behere 10 g susuz sodyum siilfat
koyulmus ve sivi berraklasana kadar spatiil ile karistirilmistir. Sodyum siilfat
beherin dibinde kalacak sekilde berrak sivi 250 ml’lik erlene alinmistir. Beherde
kalan sodyum siilfatin tizerine 20 ml etil asetat koyulmus ve karistirilmigtir. Bu
etil asetat da 250 mI’lik erlene aktarilmistir. Erlenler evaporasyon islemine kadar

ceker ocakta muhafaza edilmistir.

Evaporasyonun yapilacagi balonlarin darasi alinmistir. Erlendeki etil asetat
fazndan bir miktar balona almarak 45 ©°C’de evaporasyon islemi
gerceklestirilmistir. Balondaki etil asetat ugunca ayni sekilde balona erlendeki
stvidan ekleme yapilmis ve evaporasyon islemine devam edilmistir. Bu islemler

tiim ¢6zgen ucuncaya kadar slirmiistiir. Bu siire¢ her erlen i¢in gerceklestirilmistir.

Evaporasyon isleminden sonra balonlar tartilmis ve elde edilen kuru ekstre

miktarlar1 hesaplanmistir. Ekstrelerin konsantrasyonlar1 20 mg/ml olacak sekilde
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ekstreler metanolde ¢ozdiiriilmiis ve sonrasinda viallere alinarak -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

Ayrica biliylime ortamu igeriklerinin sekonder metabolit profilini ve
slipernatant ekstre kiitlesini etkileyip etkilemediginin goriilebilmesi ve {iretim
yapilan erlenler ile karsilastirma yapilabilmesi i¢in kontrol amagli kullanilmak
iizere hazirlanip spor inokiilasyonu yapilmayan ii¢ farkli C/N oranindaki ortamin
(16, 32 ve 48) ve C/N oran1 32 olanlardan gliserol ve/veya CSL igeren tiim
ortamlarin sivi-sivi ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.

3.2.8. HPLC analizi

Misel ve stipernatant ekstre orneklerinin sekonder metabolit profillerinin
¢ikarilmasi i¢in orneklerin konsantrasyonlart metanol ile seyreltilerek 10 mg/ml
olarak ayarlanmistir. Her bir 6rnegin HPLC analizi gergeklestirilmistir. HPLC

analizinin ¢aligma kosullar1 Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. HPLC analiz metodunun kosullar.

Serial no: H50ODS-11506

HPLC Kolonu '
Teknokroma TR-016824 Inertsil ODS2

Mobil Faz Asetonitril, Su, Trifloroasetik Asit (TFA)

Kolon Sicakhg 30 °C

Akis Hizi 1 ml/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 pl
Enjeksiyon Modu  Partial Loop
UV Deteksiyon 254 nm, 210 nm, 280 nm

Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen kosullarda yapilan {iretime ait
misel ve siipernatant ekstre orneklerinin analizi HSODS-11506 kolonunda; farkli
karbon ve azot kaynaklarinin kullanildigi  diretim  ve iz element
kombinasyonlarmin denendigi iiretim sonunda elde edilen misel ve siipernatant
ekstre  Orneklerinin  analizi ise Teknokroma TR-016824 kolonunda
gerceklestirilmistir.
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HPLC analiz metodunun mobil faz degisimi Tablo 3.7’°de gosterilmistir.

Tablo 3.7. HPLC analiz metodunun mobil faz degisimi (Gradient: 0.75).

Zaman Pompa Deger Pompa Deger
(dk) (%) (%)
5.00 Pompa A 95 Pompa B 5
25.00 Pompa A 80 Pompa B 20
50.00 Pompa A 55 Pompa B 45
70.00 Pompa A 15 Pompa B 85
75.00 Pompa A 15 Pompa B 85
80.00 Pompa A 95 Pompa B 5
90.00 Pompa A 95 Pompa B 5

Pompa A % 0.025 TFA igeren ultra saf su, pompa B ise % 0.025 TFA igeren
asetonitril mobil fazin1 temsil etmektedir.

3.2.9. Veri analizi

Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen kosullarda yapilan iiretime ait
orneklerin, farkli karbon ve azot kaynaklarinin kullanildig: tiretime ait 6rneklerin
ve iz element kombinasyonlarinin yapildigi iiretime ait 6rneklerin kendi i¢erisinde

metabolit kiitiiphaneleri olusturulmustur.

Tablo 3.6’da belirtilen kosullardaki metod ile analizlenen 6rneklerdeki her
bir major pike bir kod verilmis ve bu piklerin UV-VIS spektrumlar1 (220-800 nm)
kiitiiphaneye kaydedilmistir. lk kiitiiphanede (Box-Behnken deney tasarmmi ile
belirlenen kosullar) 170, ikinci kiitiiphanede (karbon ve azot kaynaklarr) 302,
tglincii  kiitliphanede (iz elementler) ise ikinci kiitiphaneye ek 32 pik
tanimlanmistir. Sekonder metabolit karsilastirmalar1 her bir degisken icin

olusturulan metabolit kiitiiphaneleri aracilifiyla gerceklestirilmistir.

Bu kiitiiphanelerdeki metabolitlerin pik alanlar1 kullanilarak Python
yazilimmda Hiyerarsik Smif Analizi (HCA) yontemi ile metabolit profillerinin
siniflandirmasi incelenmistir. Siipernatant ve misel ekstre orneklerinde yapilan

siniflandirmalar hi¢bir 6rnekte goriilmeyen pikler ¢ikartilarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Aspergillus brasiliensis’in Siv1 Kiiltiirde Biiyiime Ozellikleri

4.1.1. Box-Behnken deney tasarinm ile belirlenen sivi Kiiltiir
kosullarindaki biiyiime ozellikleri

Kiiltiir kosullarina bagli olarak biiylime (fermantasyon) ortamlarmin
renkleri, pellet biiyiiklikleri ve biyokiitle gibi o6zelliklerde farkliliklar
gozlenmistir. Sekil 4.1°de sicakligin 25 °C, calkalama hizinmn 210 rpm, pH’1n 6
ve C/N oraninin 32 oldugu iretim sonrasinda goézlenen biiylime ozellikleri

goriilmektedir.

@ 11&@’5\

Sekil 4.1. Sicakligin 25 °C, calkalama hizinin 210 rpm, pH’1n 6 ve C/N oraninin 32 oldugu
iiretim kosullarmda bir hafta inkiibe edilen Aspergillus brasiliensis.

4.1.2. Farkhh karbon ve azot kaynaklarimin kullamldigr sivi kiiltiir
iiretim ortamindaki biiyiime ozellikleri

Sekil 4.2a, 4.2b, 4.2c, 4.2d, 4.2e ve 4.2f’de gorildigi tizere sivi kiltiir
tiretimlerinde farkli karbon (galaktoz, glikoz, gliserol, laktoz, maltoz ve siikroz)
ve azot (NaNOs, (NH4)2SOs, pepton, YE ve CSL) kaynaklar1 kullanimina bagl
olarak biiyiime (fermantasyon) ortamlarmin renkleri, pellet biiyiikliikleri ve
biyokiitle gibi 6zelliklerde farkliliklar gdzlenmistir.
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Sekil 4.2a. Bir haftalik inkiibasyon sonrasi galaktoz ve soldan saga dogru NaNOg,
(NH,4);SO,, pepton, YE, CSL igeren fermantasyon ortamlari.

Sekil 4.2b. Bir haftalik inkiibasyon sonrasi glikoz ve soldan saga dogru NaNOs,
(NH,4)2SO4, pepton, YE, CSL igeren fermantasyon ortamlari.

Sekil 4.2c. Bir haftalik inkiibasyon sonrasi gliserol ve soldan saga dogru NaNOg,
(NHy)2S0,, pepton, YE, CSL igeren fermantasyon ortamlari.
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Sekil 4.2d. Bir haftalik inkiibasyon sonrasi laktoz ve soldan saga dogru NaNOg,
(NH,),SO4, pepton, YE, CSL iceren fermantasyon ortamlari.

Sekil 4.2e. Bir haftalik inkiibasyon sonrasi maltoz ve soldan saga dogru NaNO3,
(NH,)2SO4, pepton, YE, CSL igeren fermantasyon ortamlari.

Sekil 4.2f Bir haftalik inkiibasyon sonrasi siikroz ve soldan saga dogru NaNOjg,
(NH,),S0y4, pepton, YE, CSL igeren fermantasyon ortamlari.
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4.1.3. iz elementlerin kombinasyonlarimimin denendigi siv1 Kkiiltiir
iiretim ortamindaki pellet morfolojisi

Sekil 4.3’te goriildiigii tizere sivi kiltiir dretimlerinde farkli iz element
kombinasyonlarmnin kullanimina bagl olarak pellet biiyiikliikleri ve biyokiitle gibi
Ozelliklerde farkliliklar gdzlenmistir. Ortam renklerinde ise belirgin bir fark
gozlenmemistir.

Sekil 4.3. Bir haftalik inkiibasyon sonrasi iz element kombinasyonlarini igeren
fermantasyon ortamlar1 (Soldan saga dogru TMS yok, TMS, TMS+Fe,
TMS+Mn ve TMS+Fe+Mn).



35

4.2. Deneysel Tasarim ile Belirlenen Aspergillus brasiliensis’in Sivi
Kiiltir Uretim Kosullarimn (Sicakhk, Calkalama Hizi, pH ve
C/N) Sonuclar:

Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen sivi kiiltiir kosullarina gore
gerceklestirilen tiretimler sonunda 27 misel ekstre 6rneginin (Sekil 4.4) HPLC
analizinin kromatogramlar1 Sekil 4.6, 27 stipernatant ekstre 6rneginin (Sekil 4.5)
HPLC analizinin kromatogramlari ise Sekil 4.7°deki gibidir.

Sekil 4.4. Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen sivi kiiltiir kosullarindaki {iretim
sonrasi elde edilen misel ekstre drnekleri.

(ol

Sekil 4.5. Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen sivi kiiltiir kosullarindaki {iretim
sonrasi elde edilen siipernatant ekstre drnekleri.
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sonrasi elde edilen misel ekstre drneklerinin bir arada bulundugu HPLC analizi

Sekil 4.6. Box-Behnken deney tasarimu ile belirlenen sivi kiiltiir kosullarindaki {iretim
kromatogramlari.
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Sekil 4.7. Box-Behnken deney tasarimu ile belirlenen sivi kiiltiir kosullarindaki {iretim

sonrasi elde edilen siipernatant ekstre drneklerinin bir arada bulundugu HPLC

analizi kromatogramlari.
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Bolim 3.2.7.1’de belirtildigi sekilde ekstraksiyonu gerceklestirilen misel

orneklerinin Box-Behnken deney tasarimindaki sonuglar: Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen sivi kiltiir
kosullarindaki tiretimin misel ekstraksiyonu sonrasi yas
agirlik, ekstre kiitlesi, pik sayisi, pik alani, toplam pik alani

ve TPA/EK sonuglari.
NIIEI;Lf:‘aSI Aglilslk Eﬁfltgsel sziylfm Pik Alami Toﬂi‘glpik TPA/EK
Q) (mg)
1 9,155 | 268,90 | 98 | 23368577 | 62838103553 | 2336857,70
2 6,424 | 188,80 | 67 | 15580071 | 294151740,48 | 1558007,10
3 11,893 | 299,00 | 85 | 50122353 | 1498658354,70 | 5012235,30
4 12,450 | 12220 | 88 | 27383973 | 334632150,06 | 2738397,30
5 9,656 | 288,80 | 87 | 36054413 | 1041251447,44 | 3605441,30
6 8,341 | 212,80 | 73 | 34726872 | 738987836,16 | 3472687,20
7 7620 | 24810 | 97 | 24181914 | 599953286,34 | 241819140
8 7295 | 226,80 | 52 | 11361273 | 25767367164 | 1136127,30
9 10,251 | 31380 | 96 | 26131665 | 820011647,70 | 2613166,50
10 8819 | 151,80 | 89 | 26496743 | 402220558,74 | 2649674,30
11 7,215 | 166,30 | 67 | 13341387 | 22186726581 | 133413870
12 7004 | 13310 | 74 | 24521223 | 326377478,13 | 2452122,30
13 6,693 | 242,90 | 58 8945504 | 217286292,16 | 89455040
14 8,125 | 108,70 | 89 | 29609039 | 321850253,93 | 2960903,90
15 6,749 | 19200 | 72 | 19537813 | 375126009,60 | 1953781,30
16 7398 | 19330 | 71 | 14175778 | 274017788,74 | 1417577,80
17 10,557 | 91,00 68 | 16047601 | 146033169,10 | 1604760,10
18 4,853 | 130,90 | 47 | 10462169 | 136949792,21 | 1046216,90
19 6,107 84,20 34 4878532 | 4107723944 | 48785320
20 7,465 | 200,50 | 40 7747331 | 155333986,55 | 774733,10
21 8,952 97,00 76 | 28387520 | 275358944,00 | 2838752,00
22 9321 | 269,20 | 96 | 36888587 | 993040762,04 | 3688858,70
23 9,239 | 118,10 | 82 | 45978335 | 543004136,35 | 459783350
24 9,921 | 13460 | 54 | 14892031 | 200446737,26 | 148920310
25 7410 | 7850 90 | 33476832 | 262793131,20 | 334768320
26 7,652 | 161,70 | 65 | 20280940 | 327942799,80 | 2028094,00
27 8,612 | 11950 | 46 8206633 | 98069264,35 | 820663,30
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Bolim 3.2.7.2°de belirtildigi sekilde

sipernatant Orneklerinin Box-Behnken deney tasarimindaki sonuglar1 Tablo

ekstraksiyonu gergeklestirilen

4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen sivi  kiltiir
kosullarindaki {iretimin siipernatant ekstraksiyonu sonrasi
ekstre kiitlesi, pik sayisi, pik alani, toplam pik alan1 ve

TPA/EK sonuglari.

NuEr;f:asl Kult:_lle(sslt r(fmg) sz;lfm Pik Alam TO&I?;]“PIK TPAJEK
1 80,50 70 | 32775103 | 295303678,03 | 366836867
2 88,40 60 | 27223652 | 26107482268 | 2953335,10
3 57,70 76 | 45646438 | 30720052774 | 532409927
4 9,40 94 | 48708076 | 8085540616 | 8601638,95
5 81,60 69 | 30056411 | 28232246832 | 345983417
6 46,00 74 | 26561600 | 14768254604 | 321049013
7 80,50 75 | 46677347 | 42056289647 | 522438381
8 77,70 70 | 32530499 | 27723653148 | 3568037,73
9 68,50 107 | 53802312 | 420196056,72 | 613424900
10 13,00 84 | 49519245 | 10002887490 | 769452884
11 128,40 64 | 25780041 | 35036298819 | 272868371
12 85,60 80 | 42194950 | 40169600968 | 4692710,39
13 88,40 76 | 29882630 | 28657442170 | 3241792,10
14 20,60 84 | 33485081 |93088525:18"| 451886045
15 74,90 79 | 55070002 | 46534227740 | 6212847,50
16 67,30 78 | 39200670 | 30145315230 | 447924446
17 24,70 77 | 34372301 | 10064792729 | 443918734
18 84,90 73 | 13261131 | 12053285044 | 144326090
19 43,60 82 | 23301618 | 12396460776 | 2843224,95
20 75,10 77 | 23557639 | 19953320233 | 2656900,16
21 5,30 90 | 67682447 | 84603058,75 | 1596284127
22 83,30 91 | 62652586 | 58204252394 | 698730521
23 87,10 76 | 36653273 | 35443714991 | 406931286
24 36,10 76 | 41996960 | 19192610720 | 5316512,66
25 9,70 86 | 52237278 | 88280999,82 | 9101134,00
26 96,00 66 | 39057000 | 40424097465 | 421084349
27 32,00 82 | 25375333 | 10556138528 | 329879329

Toplam pik alani; ekstrelerin 10 mg/ml konsantrasyona ulagmasi igin
¢oziildigli metanol hacmi ile pik alanmi carpilarak elde edilmistir. Siipernatant
ekstre kiitlesi; ekim yapilmamis sivi ortamlarin (C/N:16, C/N:32 ve C/N:48)

ekstraksiyonu sonucunda elde edilen kuru madde kiitlesinin siipernatant
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ekstraksiyonu sonucunda elde edilen kuru madde kiitlesinden ¢ikarilmasi ile elde
edilmistir. TPA/EK ifadesi ise toplam pik alaninin ekstre kiitlesine bolimiidiir.

Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°deki sonuglar genel olarak degerlendirildiginde;
misel ekstrelerinde sicaklik 25 °C ve 30 °C iken daha iyi biyokiitle (yas agirlik) ve
ekstre kiitlesi elde edilmistir. Artan sicaklik ile birlikte misel ekstre kiitlelerinin
cogunda azalma goriilmiistiir. Toplam pik alanlarindan yiiksek olanlarin ¢ogu 25
°C’deki iiretimlerde gozlenmektedir. Siipernatant ekstrelerinde de 25 °C ve 30
°C’de yliksek ekstre kiitleleri ve toplam pik alanlar1 elde edilmistir.

Calkalama hiz1 sicaklik ile birlikte degerlendirildiginde artan ¢alkalama hizi
ile birlikte hem misel hem silipernatant ekstre drneklerinin ekstre kiitlesi ve toplam

pik alanlarinda ¢ogunlukla artis gézlenmistir.

Artan C/N orani ile birlikte siipernatant ekstre kiitlesi genel anlamda artig
gostermistir. Siipernatant ekstre 6rneklerinde en diisiik toplam pik alanlar1 C/N
oraninin 16 oldugu iiretimlerde gozlenmistir. Misel ekstrelerinde ise en iyi ekstre
kiitlesi ve toplam pik alan1 sonuglart C/N orami 32 olan iiretimlerde elde
edilmistir. Oran 16 ve 48 iken ekstre kiitlelerinde ve toplam pik alanlarinda
azalma gozlenmistir. C/N oran1 48 iken biyokiitle tiretimi azalmig, C/N orani 16
ve 32 iken daha iyi biyokiitle tiretimi gergeklesmistir.

Stipernatant ekstre kiitlelerinde C/N orani artarken pH 7 oldugunda azalma
gbzlenmistir. En iyi ekstre kiitlesi ve toplam pik alani sonug¢lar1 pH 6 iken elde
edilmistir. Misel ekstre orneklerinde ise C/N orani 32 iken artan pH ile birlikte
ekstre kiitlesi artis gdstermistir. Toplam pik alanini diger degiskenlerin (sicaklik,
calkalama hizi ve C/N oran1) pH degerinden daha ¢ok etkiledigi gozlenmektedir.

Yapilan 27 denemenin sonuglari degerlendirildiginde sekonder metabolit
tiretimi (toplam pik alani) ve sekonder metabolit ¢esitliligi (pik sayisi) agisindan
en uygun iretimin sicakligin 25 °C, ¢alkalama hizinin 210 rpm, pH degerinin 6,

C/N oranimnin 32 oldugu kosullarda gerceklestigine karar verilmistir.
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4.3. Farkh Karbon ve Azot Kaynaklarimin Kullamldigi Sivi Kiiltiir
Uretiminin Sonuclar

Farkli karbon ve azot kaynaklarinin denendigi siv1 kiiltiir tiretimleri sonunda
30 misel ekstre orneginin (Sekil 4.8) HPLC analizinin kromatogramlar1 Sekil
4.10, siipernatant ekstre orneginin (Sekil 4.9) HPLC analizinin kromatogramlari
ise Sekil 4.11°deki gibidir.

Sekil 4.8. Farkli karbon ve azot kaynaklarinin denendigi siv1 kiiltiir {iretimi sonrasi elde
edilen misel ekstre drnekleri.

Sekil 4.9. Farkli karbon ve azot kaynaklarinin denendigi sivi kiiltiir {iretimi sonrasi elde
edilen siipernatant ekstre drnekleri.
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elde edilen misel ekstre 6rneklerinin HPLC analizi kromatogramlari.

Sekil 4.10. Farkli karbon ve azot kaynaklarinin kullanildigr sivi kiiltiir iiretimleri sonrasi
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Sekil 4.11. Farkli karbon ve azot kaynaklarmin kullanildigi sivi kiiltiir tiretimleri sonrasi

elde edilen siipernatant ekstre drneklerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Bolim 3.2.7.1’de belirtildigi sekilde ekstraksiyonu gerceklestirilen misel
orneklerinin sonuglar1 Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. Farkli karbon ve azot kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir
iretimlerinin misel ekstraksiyonu sonrasi yas agirlik, ekstre
kiitlesi, pik sayisi, pik alani, toplam pik alan1 ve TPA/EK

sonuglar.
P Yas Ekstre . .
Uretim Ortami | o | iittesi | € | pik Alami | 1OP@MPIKC 1 pp e
(C&N Kaynag@y) Sayis1 Alam
©); (mg)
Galaktoz & NaNO;

Galaktoz & (NH,4),SO,
Galaktoz & Pepton 92,40 25425698,76
Galaktoz & YE
Galaktoz & CSL 3 267

Glikoz & NaNO;
Glikoz & (NH,),S0,
Glikoz & Pepton 68,60 20238422 | 200575574,92 | 2923842,20
Glikoz & CSL 4,205 |

Gliserol & NaNO;
Gliserol & (NH,),SO,

Gliserol & Pepton 3,400 51 | 10803764 | 52182180,12 | 1080376,40
Gliserol & YE 51 | 24067753 | 562463387,61 | 2406775,30
Gliserol & CSL 2,800 41748400 4174840,00
Laktoz & NaNO, 13423609 - 1342360,90
Laktoz & (NH.),SOs | 2,294 43448806 | 37365973,16 | 4344880,60
Laktoz & Pepton 22563393 | 3700396452 | 2256339,30
Laktoz & YE 1,731 | 31,40 63067211 | 19803104254 | 630672110
Laktoz & CSL 2,990

Maltoz & NaNO;

Maltoz & (NH),S0, 18026759 1802675,90
Maltoz & Pepton 44,70 16174394 | 7229954118 | 161743940
Maltoz & YE 8145742 814574,20
Maltoz & CSL 3 855

Stikroz & NaNO;

Siikroz & (NH,),S0,

Siikroz & Pepton 3,875 | 11450 | 22 42267033,80
Siikroz & YE 151,00 | 29 7376714 | 111388381,40 | 737671,40

Siikroz & CSL
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Bolim 3.2.7.2°de belirtildigi  sekilde
slipernatant 6rneklerinin sonuglar1 Tablo 4.4’te verilmistir.

ekstraksiyonu gerceklestirilen

Tablo 4.4. Farkli karbon ve azot kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir
tiretimlerinin siipernatant ekstraksiyonu sonrasi ekstre kiitlesi,

pik sayisi, pik alani, toplam pik alan1 ve TPA/EK sonuglari.

([(J:rseznggyrg;) %‘ng‘ SZ}iIII(SI Pik Alam TOTi?anpi | TeaEk
Galaktoz & NaNO; 3,60 58 77640724 27950660,64 7764072,40
Galaktoz & (NH,),SO, 7,00 55 70982465 49687725,50 7098246,50
Galaktoz & Pepton 22,60 87 61450921 | 138879081,46 | 6145092,10
Galaktoz & YE 70,50 59 26071121 | 183801403,05 | 2607112,10
Galaktoz & CSL 90,40 107 | 157507465 | 1423867483,60 | 15750746,50
Glikoz & NaNO; 8,60 57 97632137 83963637,82 9763213,70
Glikoz & (NH,),S0, 3,60 48 62317311 22434231,96 6231731,10
Glikoz & Pepton 101,90 65 68956581 | 702667560,39 | 6895658,10
Glikoz & YE 66,50 55 40275678 | 267833258,70 | 4027567,80
Glikoz & CSL 117,50 79 | 128866177 | 1514177579,75 | 12886617,70
Gliserol & NaNO; 147,20 0 0 0
Gliserol & (NH,),SO, 110,10 0 0 0
Gliserol & Pepton 168,80 37 9413763 158904319,44 941376,30
Gliserol & YE 173,30 68 12950665 | 224435024,45 | 1295066,50
Gliserol & CSL 162,40 79 47643139 | 773724577,36 | 4764313,90
Laktoz & NaNO; 9,20 80 | 127300686 | 117116631,12 | 12730068,60
Laktoz & (NH,),SO, 7,90 100 | 222028622 | 175402611,38 | 22202862,20
Laktoz & Pepton 18,20 90 80858918 | 147163230,76 | 8085891,80
Laktoz & YE 38,20 83 | 155225438 | 592961173,16 | 15522543,80
Laktoz & CSL 76,00 100 | 159017459 | 1208532688,40 | 15901745,90
Maltoz & NaNO3 17,90 53 | 138582503 | 248062680,37 | 13858250,30
Maltoz & (NH,),SO4 19,00 47 141951553 | 269707950,70 | 14195155,30
Maltoz & Pepton 141,50 39 24820107 351204514,05 | 2482010,70
Maltoz & YE 58,00 61 50628987 | 293648124,60 | 5062898,70
Maltoz & CSL 102,90 | 102 | 140310251 | 1443792482,79 | 14031025,10
Siikroz & NaNOs 11,30 21 110114314 | 124429174,82 | 11011431,40
Siikroz & (NH,),SO, 9,80 31 | 116412186 | 114083942,28 | 11641218,60
Siikroz & Pepton 163,00 49 22756003 370922848,90 | 2275600,30
Siikroz & YE 71,30 63 60490531 | 431297486,03 6049053,10
Siikroz & CSL 119,20 | 101 | 153085850 | 1824783332,00 | 15308585,00
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Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’teki sonuglar degerlendirildiginde; en yiiksek
biyokiitle (yas agirlhk) iiretimi, laktozlu ortam hari¢ diger tiim karbon
kaynaklarinda maya ekstrakti kullanilan ortamlarda gerg¢eklesmistir. Laktoz igeren
ortamlarda ise en yiiksek biyokiitle CSL igeren ortamda elde edilmistir. Maya
ekstraktindan sonra iyi sonuglar CSL ve pepton kullanilan sivi tiretimlerde elde
edilmistir.

Misel ekstre kiitlesi, her bir karbon kaynagi i¢cin CSL kullanilan ortamlarda
en yliksek sonucu vermistir. CSL’yi maya ekstrakti ve pepton takip etmistir.
Siipernatant ekstre kiitlelerinde ise galaktoz, glikoz ve laktoz iceren ortamlarda
azot kaynagi olarak CSL; gliserol igeren ortamda maya ekstrakti; maltoz ve
stikroz iceren ortamlarda ise pepton kullanildiginda en yiiksek ekstre kiitlesi elde
edilmistir.

Misel ve siipernatant ekstre drneklerinde en yiiksek toplam pik alani, her bir
karbon kaynagi i¢in CSL igceren ortamlarda gozlenmistir. Misel ekstre
orneklerinde glikoz hari¢ diger karbon kaynaklarinda maya ekstrakti igeren ortam
CSL’den sonra en 1yi azot kaynagi olarak géze ¢arpmaktadir. Glikozda ise pepton
maya ekstraktindan daha iyi sonu¢ vermistir. Siipernatant ekstre Orneklerinde
glikoz ve maltozda ikinci en 1yi azot kaynag1 pepton, diger karbon kaynaklarinda
maya ekstraktidir.

Biiylime ve sekonder metabolit iiretimi ac¢isindan inorganik azot kaynaklar1
etkin sonuglar vermemistir. Bu ortamlarda biiyiime ya hi¢ olmamis ya da c¢ok az
ger¢eklesmistir. Bu nedenle organik azot kaynaklar1 ile karsilastirildiginda

inorganik azot kaynaklar1 yetersiz kalmaktadir.

CSL’nin basarili sonuglar vermesi CSL’den kaynakli bir girisim meydana
gelip gelmedigi sorusunu beraberinde getirmistir. Siikkroz & CSL ortamina
inokiilasyon yapilmadan (siikroz & CSL kontrol) ortamimn siipernatant
ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve HPLC analizi yapilmistr. HPLC analizi
sonunda da girigim yapacak bir pik gozlenmemistir (Sekil 4.12).
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Siikroz & CSL Misel
Siikroz & CSL Siipernatant
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Sekil 4.12. Siikroz & CSL ortaminin misel ekstresi, slipernatant ekstresi ve kontroliine ait
HPLC analizi kromatogramlarmin karsilastiriimasi.

Gliserol ile yapilan iretimlerde yiiksek ekstre kiitlelerine ulasilmasina
ragmen sekonder metabolit profilleri ve toplam pik alanlar1 diger GSrneklerin
oldukca gerisindedir. Bu durumun, gliseroliin diger karbon kaynaklarindan farkli
sekilde s1v1 formda ve nispeten daha kiigiik molekiil agirligina sahip olmasindan
otirii etil asetat gibi organik bir solvent tarafindan ekstre edildiginden
kaynaklandig1 diisliniilmiistiir. Bu amagla yukarida siikroz & CSL i¢in yapilan
islemin benzeri gerceklestirilmistir. Islem sonucunda herhangi bir iiretim
olmamasma ragmen gliserol & NaNOj; 6rneginin etil asetat fazinda 156,2 mg,
gliserol & (NH,4),SO, 6rneginin etil asetat fazinda 147,8 mg, gliserol & pepton
Orneginin etil asetat fazinda 164,5 mg, gliserol & YE 6rneginin etil asetat fazinda
158,5 mg, gliserol & CSL o6rneginin etil asetat fazinda 106,3 mg madde elde
edilmistir. Bu sonuglar ilgili ekstrelerin biiyliikk oranda gliserol igerdigini

gostermektedir.

HPLC kromatogramlarinin ve {iretim sonuclarinmn degerlendirilmesi
sonucunda sekonder metabolit ¢esitliligi acisindan 30 numarali iiretimin (siikroz
& CSL) digerlerine gore daha basarili oldugu sonucuna varilmis ve iz element
kombinasyonlarini igeren iiretimin bu ortam baz almarak gerceklestirilmesine

Karar verilmistir.
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4.4. iz Element Kombinasyonlarinin Denendigi Siv1 Kiiltiir Uretiminin
Sonuclari

Iz element kombinasyonlarmin denendigi siv1 kiiltiir {iretimleri sonunda 5
misel ekstre 6rneginin (Sekil 4.13) HPLC analizinin kromatogramlar1 Sekil 4.15,
5 siipernatant ekstre orneginin (Sekil 4.14) HPCL analizinin kromatogramlari
Sekil 4.16°daki gibidir.

Sekil 4.13. iz element kombinasyonlarmin denendigi stv1 kiiltiir iiretimi sonrast elde edilen
misel ekstre 6rnekleri.

Sekil 4.14. iz element kombinasyonlarmin denendigi stv1 kiiltiir iiretimi sonrast elde edilen
stipernatant ekstre drnekleri.
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Sekil 4.15. iz element kombinasyonlarinin denendigi siv1 kiiltiir {iretimleri sonrasi elde

edilen misel ekstre drneklerinin HPLC analizi kromatogramlar.
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Sekil 4.16. iz element kombinasyonlarinin denendigi siv1 kiiltiir {iretimleri sonrasi elde

edilen siipernatant ekstre drneklerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Bolim 3.2.7.1’de belirtildigi sekilde ekstraksiyonu gerceklestirilen misel

orneklerinin sonuglar1 Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5. Iz element kombinasyonlarinin denendigi siv1 kiiltiir
iretimlerinin misel ekstraksiyonu sonrasi yas agirlik, ekstre
kiitlesi, pik sayisi, pik alani, toplam pik alan1 ve TPA/EK

sonuglari.
Erlen Numarasi Aglilslk IEllitslt;:l SE;I:SI Pik Alam Toﬂ?;THPik TPA/EK
(@ | (mg)
1 (TMS yok) 3,674 | 138,30 | 68 | 76399676 | 1056607519,08 | 7639967,60
2 (TMS) 88522644 | 1074664898,16 | 8852264,40
3 (TMS + Fe)
4 (TMS + Mn)
5 (TMS + Fe + Mn) 1148756059,12

Bolim 3.2.7.2’de belirtildigi  sekilde ekstraksiyonu gerceklestirilen

slipernatant 6rneklerinin sonuglar1 Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. Iz element kombinasyonlarmin kullanildigi sivi  kiiltiir
iiretimlerinin siipernatant ekstraksiyonu sonrasi ekstre kiitlesi,
pik sayisi, pik alani, toplam pik alan1 ve TPA/EK sonuclari.

Ekstre . .
Erlen Numarasi Kiitlesi Pik Pik Alam Toplam Pik TPA/EK
Sayis1 Alam
(mg)
1 (TMS yok) 124,80 1785415619,52
2 (TMS)
3 (TMS + Fe)
4 (TMS + Mn) 134484448 13448444,80
5 (TMS + Fe + Mn) 138322656 13832265,60

Misel ekstre orneklerinde en iyi biyokiitle tiretimi tiim iz elementleri igeren
ortamda gergeklesmistir. Bu ortami sirasiyla 3, 1, 4 ve 2 numaral erlenler takip
etmektedir. Inkiibasyondan sonra erlenler incelendiginde (Bkz. Sekil 4.3) 1, 3 ve 5
numarali erlenlerde daha biiyiikk pellet olusumu gozlenirken 2 ve 4 numarali
erlenlerdeki pelletler daha kiigilk olarak gozlenmistir. FEkstre kiitlesine

bakildiginda da en iyi sonu¢ tiim iz elementlerin bulundugu ortamdadir.
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Sonrasinda ise yiiksek sonucu sirasiyla 3, 1, 2 ve 4 numarali erlenler vermistir.
Toplam pik alanmin iizerinde ise manganmn onemli etkisi oldugu goriilmiistiir. En

diisiik toplam pik alani ise demir i¢eren ortamda elde edilmistir.

Stipernatant ekstre orneklerinde en yiiksek ekstre kiitlesine sadece TMS
iceren ortamda ulasilmistir. ikinci en yiiksek sonug¢ TMS + Mn iceren ortamda
gorilmistir. En diisiik sonuglar ise Fe i¢eren ortamlarda elde edilmistir. Bunlarla
paralel sonuglar toplam pik alaninda da gozlenmistir. Bu durumda demirin
stipernatant ekstrelerinden elde edilen sekonder metabolitler iizerinde olumsuz

etkisi oldugu yorumu yapilabilir.

Kromatogramlar genel olarak incelendiginde hem misel (Sekil 4.15) hem
stipernatant ekstre orneklerinde (Sekil 4.16) sekonder metabolit profillerinin ¢ok
benzer oldugu ve birbiri ile Ortiistiigii goriilmektedir. Bu durumda bu ¢alismada
kullanilan iz element kombinasyonlarmin sekonder metabolit cesitliligi lizerinde

onemli bir farklilik olusturmadigini s6ylemek miimkiindiir.
4.5. Veri Analizlerinin Degerlendirilmesi

45.1. Box-Behnken deney tasarinmn ile belirlenen sivi Kkiiltiir
kosullarimin veri analizi sonuglari
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Sekil 4.17. Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen sivi kiiltiir kosullarmma gore
gerceklestirilen iiretimlerde elde edilen major pikler kullanilarak olusturulmus
hiyerarsik smif analizi grafigi.

Sekil 4.17°de Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen sivi kiiltiir
kosullarma gore gerceklestirilen tiretimdeki ekstrelerin major piklerine ait pik
alanlar1 kullanilarak elde edilmis olan hiyerarsik sinif analizi grafigi gosterilmistir.
Misel ekstrelerine ait 6rnekler “M”, slipernatant ekstrelerine ait 6rnekler ise “S”
ile kodlanmistir. Smiflandirma grafigi incelendiginde misel ve siipernatant ekstre

orneklerinin birbirlerinden ayr1 gruplarda toplandigi gozlenmistir.
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Swvi Kiiltar Uretim Kogullar
Misel Ornekleri
Metabolit Gruplandiriimasi
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Sekil 4.18. Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen sivi kiiltiir kosullarma gore
gerceklestirilen tiretimlerde elde edilen misel ekstre 6rneklerindeki major
pikler kullanilarak olusturulmus hiyerarsik smnif analizi grafigi.

Sekil 4.18°de siv1 kiiltiir kosullar1 denemesinden elde edilen misel ekstre
orneklerindeki major piklere ait pik alanlar1 kullanilarak elde edilmis olan
siniflandirma grafigi gosterilmistir. Bu grafik incelendiginde 6rneklerin dort ayr1
gruba ayrildig1 gozlenmistir. Bu Orneklerden 3M, 5M, 6M ve 23M numarali
ornekler diger orneklerden ayrilmistir. Bahsi gecen orneklerde 68,89. dakikada
kolondan ayrilan molekiil gruplanmanin gergeklestirilmesinde baskin olmustur.
Bu 6rneklerin ortak 6zellikleri C/N oranm 32 olmasidir. Bunun disinda kalan 3M,
5M ve 6M’nin ¢alkalama hizi 150 rpm, 23M 6rneginin ise yiiksek karistirma hizi
olan 210 rpm’dir.
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Sivi Kiltir Uretim Kosullari

Supernatant Ornekleri

- Metabolit Gruplandiriimasi
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Sekil 4.19. Box-Behnken deney tasarimi ile belirlenen sivi kiiltiir kosullarmma gore
gergeklestirilen iretimlerde elde edilen siipernatant ekstre oGrneklerindeki
major pikler kullanilarak olusturulmus hiyerarsik siif analizi grafigi.

Sekil 4.19’da siv1 kiiltiir kosullar1 denemesinden c¢lde edilen siipernatant
ekstre orneklerindeki major piklere ait pik alanlar1 kullanilarak elde edilmis olan
smiflandirma grafigi gosterilmistir. Bu grafik incelendiginde o6rneklerin iki ayr1
gruba ayrildig1 gozlenmistir. 35 °C’de yapilan tiretimlerin hepsinin grafigin sag
tarafinda bulunan gruba iiye oldugu gorilmistiir (6S, 18S, 19S, 20S, 21S, 27S).
Ayrica C/N orani 16 olan tiim iiretimler yine sag tarafta kalan grupta toplanmistir
(4S, 10S, 14S, 17S, 21S, 25S). Grafigin sol tarafinda kalan 6rneklerin hemen
hepsinde alikonma zamani 24,58. dk olan pik smiflandirmanin ger¢eklesmesinde
baskin rol oynamistir. 22S 6rneginin C/N orani 32 olmasma ragmen 4S ve 21S
orneklerine daha yakin sekilde gruplanmistir. Bu 6rneklerden 22S ve 4S’ye ait
HPLC profilleri incelendiginde 35 ve 40. dakikalar arasindaki piklerin eslestigi
gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.7).
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4.5.2. Farkh karbon ve azot kaynaklarimin kullanildigi siv1 Kiiltiir
iiretimin veri analizi sonuclar:

Farkl Karbon Azot Kaynaklar
Metabolit Gruplandiriimasi
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Sekil 4.20. Farkli karbon ve azot kaynaklarinin kullanildig: siv1 kiiltiir tiretimine ait pikler
kullanilarak elde edilen siniflandirma grafigi.

Sekil 4.20°de farkli karbon ve azot kaynaklar1 kullanilarak gergeklestirilen
denemelerden elde edilen ekstrelerdeki major piklere ait pik alanlar1 kullanilarak
elde edilmis olan smiflandirma grafigi gosterilmistir. Misel ekstrelerine ait
ornekler “M”, siipernatant ekstrelerine ait ornekler ise “S” ile kodlanmistir.
Siniflandirma grafigi incelendiginde misel ve siipernatant ekstre Orneklerinin
biiyiik oranda birbirlerinden ayri1 gruplarda toplandigi gézlenmistir. Bu durum
misel ve stipernatant ekstrelerinde farkli metabolitlerin oldugunun gostergesidir.
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Farkli Karbon Azot Kaynaklarina Ait
Misel Orneklerinin

Metabolit Gruplandinimasi
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Sekil 4.21. Farkli karbon ve azot kaynaklarmin kullanildigi sivi kiiltiir tiretimine ait misel
ekstre Orneklerindeki major pikler kullanilarak elde edilen siniflandirma
grafigi.

Sekil 4.21°de farkli karbon ve azot kaynaklar1 kullanilarak gergeklestirilen
denemelerden elde edilen misel ekstrelerindeki major piklere ait pik alanlari
kullanilarak elde edilmis olan siniflandirma grafigi gosterilmistir. Bu grafik
incelendiginde oOrneklerin iki ana gruba ayrildigi, bununla beraber bir¢ok alt
grubun olustugu gozlenmistir. Grafigin sag tarafinda kalan grup azot kaynagi
olarak CSL’nin kullanildig1 o6rneklerdir. Bu durum, farkli karbon kaynaklari
kullanilsa da azot kaynagi olarak CSL’nin kullanilmasi halinde bu o6rneklerin
sekonder metabolit profillerinde benzerlik oldugunu géstermektedir. Bu grubun
icinde 15M olarak kodlanmis (karbon kaynagi olarak gliserol) 6rnegin HPLC
profili digerlerinden farklanmustir.
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Farkli Karbon Azot Kaynaklarina Ait
Supernatant Orneklerinin
Metabolit Gruplandiriimasi
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Sekil 4.22. Farkli karbon ve azot kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir iiretimine ait
siipernatant ekstre Orneklerindeki major pikler kullanilarak elde edilen
siniflandirma grafigi.

Sekil 4.22°de farkli karbon ve azot kaynaklar1 kullanilarak gergeklestirilen
denemelerden elde edilen siipernatant ekstrelerindeki major piklere ait pik alanlar1
kullanilarak elde edilmis olan smiflandirma grafigi gosterilmistir. Bu grafik
incelendiginde orneklerin iki ana gruba ayrildig1 gézlenmistir. Bu ana gruplardan
birisi ii¢ alt gruba ayrilmistir. Grafigin sol tarafinda kalan grup incelendiginde 6S,
21S, 22S, 26S ve 27S orneklerinden olustugu gézlenmistir. Bu 6rneklerin ortak
yanlar1 azot kaynagi olarak NaNOj ve (NH;):SO4’tin kullanilmis olmasidir.
Grafigin sag tarafinda kalan grupta ise misel ekstrelerine benzer sekilde azot
kaynag1 olarak CSL’nin kullanildig1 Ornekler yer almaktadir. Sadece karbon
kaynag1 olarak gliseroliin kullanildig1 15S 6rnegi bu gruba dahil degildir.
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4.5.3. iz element kombinasyonlarimin denendigi siv1 Kiiltiir iiretiminin
veri analizi sonuglari

Farkli 1z Element Bilegimi
Metabolit Gruplandiriimasi
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Sekil 4.23. iz elementlerin kombinasyonlarmin denendigi stvi kiiltiir iiretimine ait
orneklerdeki major pikler kullanilarak elde edilen siniflandirma grafigi.

Sekil 4.23’te iz element kombinasyonlarinin denendigi sivi kiiltiir tiretimleri
sonundaki ekstrelerde goriilen major piklere ait pik alanlar1 kullanilarak elde
edilmis olan simiflandirma grafigi gosterilmistir. Bu grafik incelendiginde
stipernatant ve misel ekstre drneklerinden olusacak sekilde iki ana gruba ayrildigi

gbzlenmistir.
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Farkli Iz Element Bilegimine Ait
Misel Orneklerinin
Metabaolit Gruplandinimasi
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Sekil 4.24. iz elementlerin kombinasyonlarinin denendigi siv1 kiiltiir iiretimine ait misel
ekstre Orneklerindeki major pikler kullanilarak elde edilen smiflandirma
grafigi.

Sekil 4.24°te iz element kombinasyonlarinin denendigi sivi kiiltiir tiretimleri
sonundaki misel ekstrelerinde gézlenen major piklere ait pik alanlar1 kullanilarak
elde edilmis olan smiflandirma grafigi gdsterilmistir. Orneklerin iki ana gruba
ayrildig1 gdzlenmistir.
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Farkl Iz Element Bilesimine Ait
Supernatant Orneklerinin
Metabolit Gruplandiriimasi
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Sekil 4.25. iz elementlerin kombinasyonlarinin denendigi stvi kiiltiir iiretimine ait
stipernatant ekstre orneklerindeki major pikler kullanilarak elde edilen
siniflandirma grafigi.

Sekil 4.25’te iz element kombinasyonlarnin denendigi sivi kiiltiir
iretimleri sonundaki siipernatant ekstrelerinde gozlenen major piklere ait pik
alanlar1 kullanilarak elde edilmis olan smiflandirma grafigi gosterilmistir.
Orneklerin iki ana gruba ayrildig1 gdzlenmistir. Ortamina TMS eklenmeden

gergeklestirilen iiretim tek basina bir grubu olusturmustur.
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5. GENEL SONUCLAR VE TARTISMA

Inkiibasyon sonrasinda incelenen iiretim erlenlerinde fermantasyon
ortaminin rengi ve pellet morfolojisi agisindan goézle goriiliir sekilde farkliliklar
oldugu gozlenmistir. Yas agirlik sonuglarmin birbirinden farkli olmast degisen
faktorlerin Aspergillus brasiliensis’in biiylimesi iizerinde etkili oldugunu ortaya
koymustur.

Ekstraksiyon sonrasinda birbirinden farkli renkler ve kiitlelerde misel ve
stipernatant ekstreleri elde edilmistir. Ekstrelerin kiitlelerinin farkli olmas,
kosullara ve ortam igerigine gore farkli miktarlarda metabolit, ekstrelerin
renklerinin farkli olmasi ise farkli tiplerde metabolit dretildigi sonucunu
cikarmaktadir.

Calismamizda HPLC kromatogramlar1 ve pik alanlarna gore yapilan
siniflandirmalar da ekstre 6rneklerinin sekonder metabolit profilleri arasindaki
benzerlik ve farkliliklar1 gostermistir. Bu tezde hedeflendigi gibi ortak olarak
iiretilen metabolitler oldugu kadar birbirinden farkli metabolitlerin oldugu da
acikca ortaya konmustur. Bu durumda kiiltiir kosullarinin ve karbon & azot
kaynaklarnin  degistirildigi  iiretimlerde  sekonder metabolit  cesitliligi
artmaktayken iz element kombinasyonlarinin denendigi tiretimlerdeki metabolitler

arasinda ciddi fark bulunmamustir.

Filament6z funguslarda kiiltlir de§iskenlerinin ve/veya ortam igeriklerinin
taranmas1 ve optimizasyonu genellikle bir tane sekonder metabolitin iiretimini
temel alarak yapilmaktadwr. Bu c¢alismada ise tek bir metabolit hedef olarak
belirlenmeyip metabolit iiretiminin geneline bakildig1 i¢in diger c¢aligmalarla
kiyaslama yapmak zorlagsmakla beraber bu ¢alismada major pikler baz alindigi

icin benzerlikler ve farklililar basarili bir sekilde ortaya konmustur.

Sicakligin 25 °C, calkalama hizinin 210 rpm, pH degerinin 6 ve C/N
oraninin 32 oldugu kosullar genel olarak funguslar i¢in uygun kosullar olup
calismamizda da bu sonuglar dogrulanmistir. Sicaklik degerlendirildiginde 25 °C
ve 30 °C’de gerceklesen iiretimlerde daha iyi sonuglar elde edilmistir.
Funguslardan sekonder metabolit iiretimi kapsaminda yapilan ¢aligmalarin ¢ogu
(Casas Lopez et al., 2004; Abdelhafez et al., 2016; Mouafi et al., 2016; Liu et al.,
2018) 28 °C - 30 °C’de gergeklestirilmektedir. Bu durum da bu calismada elde

edilen sonuclar1 destekler niteliktedir.
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Cok sayida caligma sivi kiiltiirde filament6z funguslarin optimum biiyiime
ve sekonder metabolit dretimi gergeklestirmesi igin asidik pH’in (5.0 — 6.0)
gerekli oldugunu ortaya koymaktadir (Bae et al., 2000; Stanly Pradeep and
Pradeep, 2013; Cho et al., 2002). Bu ¢alismada ekstre kiitlesi ve toplam pik

alanlar1 incelendiginde yiiksek sonuglar pH 6°da goriilmiistiir.

Calismamizda farkli C/N oranlarinin kullanimina bagli olarak fungus
tarafindan mevcut kosullarda iiretilen metabolit iiretimi tizerine odaklanilmistir.
En 1yi C/N oraninin 32 oldugu goriilmiistiir. C/N oran1 16 ya da 48 iken hiicre
biiylimesi ve metabolit liretiminde sinirlamalar meydana gelmistir. Casas Lopez
ve arkadaslarinin (2004) yaptigi bir ¢calismada ise artan C/N oraninin lovastatin
iiretiminde pozitif etkisi oldugundan bahsedilmistir. Azot sinirlamasmin lovastatin

biyosentezini tetikledigi diisiiniilmektedir.

Biiyiime ve sekonder metabolizma i¢in gerekli karbon kaynaklar1 arasinda
farklar bulunabilmektedir. Ornegin glikoz biiyiime icin essiz bir kaynak iken
sekonder metabolizma igin ayni 6l¢iide faydali olmayabilmektedir (Parra et al.,
2005). Karbon kaynaklariin kullanim sekilleri fungal tiirler arasinda degisiklik
gostermektedir (Hwang et al., 2004). Bu calismada glikoz ve siikroz sekonder
metabolit profilleri agisindan benzerlik gostermistir. Bu durum karbon kaynagi

olarak birden fazla alternatifin kullanilabilirligi agisindan avantaj saglamaktadir.

Literatiire gore Betina’nin (1994) da belirttigi gibi inorganik azot kaynagi
iceren ortamlarda organik azot kaynaklarina kiyasla sekonder metabolit iiretimi ya
hi¢ ger¢eklesmemis ya da ¢ok az gerceklesmistir. Bunun yaninda inorganik azot

kaynaklar1 biiylime lizerinde etki géstermemistir.

Organik azot kaynaklar1 ise hem mikrobiyal biiyiime hem de metabolit
liretimi agisindan oldukg¢a basar1 gostermistir. Maya ekstrakti, pepton ve CSL
kompleks besiyeri (kimyasal tanimlamasi yapilmamis) igerikleri olduklarmdan bu
kaynaklarn biiylime ve sekonder metabolit iliretimi lizerinde olumlu etkileri

olmustur.

Literatiir 6zetinde de detayli bir sekilde bahsedildigi lizere iz elementler
enzimler i¢in kofaktor olarak gorev yapmalar1 nedeniyle biiylime agisindan
gereklidir (Fazenda et al., 2008). Calismamizda iz elementler biyokiitleyi ve pellet
morfolojisini belirgin sekilde etkilerken sekonder metabolit {iretimi ve profili

tizerinde gozle goriiliir bir farkliliga neden olmamustir.
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Tiim HPLC analizlerinin kromatogramlar1 incelendiginde, siipernatant
ekstre orneklerinden nispeten polar metabolitler elde edilirken misel ekstre
orneklerinden daha apolar metabolitler elde edildigi gbze ¢arpmaktadir. HPLC
analizi sirasinda kullanilan kolon apolar 6zellikte oldugu i¢in (RP C-18 kat1 fazh
kolon) siipernatant ekstre orneklerinde goze c¢arpan ve analizin ilk yarisinda
gozlenen pikler polar metabolitlere aitken misel ekstre 6rneklerinde goze carpan

ve analizin ikinci yarisinda goriilen pikler apolar metabolitlere aittir.

Hiyerarsik sinif (kiime) analizi (HCA) hem deneysel hem de gozlemsel
verilerin smiflandirilmasi ve yorumlanmasinda olduk¢a kolay kullanilabilen esnek
bir yontemdir (Gries, 2015). Bu nedenle major olarak {iretilen metabolitlerden
yola c¢ikilarak misel ve siipernatant ekstre Orneklerinin smniflandirilmast HCA
yontemi ile gerceklestirilmig, Orneklerin nasil gruplandiginin yorumlar1 bu

smiflandirmalar tizerinden yapilmistir.
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6. ONERILER

Calismamizda kullandigimiz azot kaynaklarindan biri olan CSL’yi igeren
tiim ortamlarin zengin metabolit profiline sahip olmasi1 ve kompleks bir besiyeri
olmasindan 6tiirii CSL’nin s1vi kiiltiir tiretimlerinde karbon ve azot kaynag1 olarak
kullanilmasi ilerleyen zamanlarda gergeklestirilecek bir ¢alisma olabilir. Misir ve
nigasta endiistrisinin bir yan Uriinii olan CSL kolaylikla bulunan, endiistriyel
Olcekli tiretimi gergeklesen bir hammadde oldugu i¢in kullanilan diger karbon ve
azot kaynaklarma gore avantajhidir. Fakat bununla beraber net bir kimyasal

kompozisyonunun olmayisi standardize bir {iretim yapmay1 zorlastirabilir.

Alternatif azot kaynaklarindan olan pepton igeren ortamlarin kullanilmasi
durumunda peptonun yagsi igeriginden dolayr misel ekstre Orneklerinin
evaporasyonunda zorluklarla karsilagilmistir. Tim sonuglar g6z Oniinde
bulunduruldugunda CSL’ye alternatif olarak baska bir azot kaynagi kullanilmasi

gereken durumlarda maya ekstrakti kullanilmasi 6nerilmektedir.

Karbon kaynagi olarak gliserol kullanilmasi durumunda biiylimeye bagl
olarak sekonder metabolit iiretiminin diisiik olmasindan dolay1 baska bir karbon
kaynag1 tercih edilebilir.

Yiiksek ekstre miktar1 gereken durumlarda, en iyi sekonder metabolit
miktar1 ve ¢esitliligine ulasilan kiiltiir kosullar1 (sicaklik 25 °C, ¢alkalama hizi 150
rpm, pH 6, C/N orami 32) ve ortam igerigi (siikroz & CSL) kullanilarak yiiksek

miktarda misel ve siipernatant ekstresi elde edilebilecektir.

Kiiltliir kosullar1 ve ortam igerikleri degistirilerek sekonder metabolit
tiretimindeki benzerlik ve farkliliklar basarili bir sekilde ortaya konmustur.
Ilerleyen asamalarda ise yiiksek miktarlarda iiretilen sekonder metabolitlerin
yapilarinin  LC-MS, NMR gibi yontemler ile aydinlatilmasi miimkiindiir.
Boylelikle metabolitin ne oldugu net olarak ortaya koyulabilecektir.

Calismamizda sekonder metabolit profillerinin belirlenmesinde HPLC-DAD
kullanilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda UHPLC analizinin az ornek hacmi ile
daha iyi ¢ozinirlikte daha iyi metabolit profilleri elde edilmesi agisindan

denenmesi Onerilmektedir.
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Ek 4:

EKLER

Farkh karbon ve azot kaynaklarimin kullamildigr sivi Kkiiltiir
iiretimlerinde karbon kaynaklarimin sabit tutularak azot
kaynaklarimin degistirilmesiyle bir araya getirilen misel ekstre
orneklerine ait HPLC analizi kromatogramlari.

Farkh karbon ve azot kaynaklarimin kullamildigr siv1 Kkiiltiir
iiretimlerinde azot kaynaklarimin sabit tutularak karbon
kaynaklarimin degistirilmesiyle bir araya getirilen misel ekstre
orneklerine ait HPLC analizi kromatogramlari.

Farkh karbon ve azot kaynaklarimin kullamildig1 siv1 Kkiiltiir
iretimlerinde karbon kaynaklarinin sabit tutularak azot
kaynaklarinin degistirilmesiyle bir araya getirilen siipernatant
ekstre orneklerine ait HPLC analizi kromatogramlari.

Farkh karbon ve azot kaynaklarimin kullanildig1 sivi Kiiltiir
iretimlerinde azot kaynaklarimin sabit tutularak karbon
kaynaklarinin degistirilmesiyle bir araya getirilen siipernatant
ekstre orneklerine ait HPLC analizi kromatogramlar.
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Ek 1.1. Galaktoz ve farkli azot kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir iiretimlerinden elde

edilen misel ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 1.2. Glikoz ve farkli azot kaynaklarinin kullanildig: sivi kiiltiir {iretimlerinden elde

edilen misel ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 1.3. Gliserol ve farkli azot kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir {iretimlerinden elde

edilen misel ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 1.4. Laktoz ve farkli azot kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir iiretimlerinden elde

edilen misel ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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edilen misel ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 1.5. Maltoz ve farkli azot kaynaklarmm kullanildigi sivi kiiltiir tiretimlerinden elde
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Ek 1.6. Siikroz ve farkli azot kaynaklarnin kullanildigi sivi kiiltiir iiretimlerinden elde

edilen misel ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 2.1. NaNO; ve farkli karbon kaynaklarinin kullanildig: sivi kiiltiir tiretimlerinden elde
edilen misel ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 2.2. (NH,),SO, ve farkli karbon kaynaklarinin kullanildig1 siv1 kiiltiir tiretimlerinden
elde edilen misel ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 2.3. Pepton ve farkli karbon kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir tiretimlerinden elde
edilen misel ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 2.4. YE ve farkli karbon kaynaklarmm kullanildigi sivi kiiltiir tiretimlerinden elde

edilen misel ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 2.5. CSL ve farkli karbon kaynaklarinin kullanildigr sivi kiiltiir iiretimlerinden elde

edilen misel ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlart.
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Ek 3.1. Galaktoz ve farkli azot kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir iiretimlerinden elde

edilen siipernatant ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.



m A

1400

1200

1000

200

600

400

200

-200

Detector 1-254nm

T Cemre CN 6 Supernatant

i

[

__ Detector 1-254nm
Cemre_CN_7_Supernatant

= F [

___ Detector 1-254nm
Cemre_CN_8 Supernatant

__ Detector 1-254nm
Cemre_CN_9_Supernatant

Detector 1-254nm

T Cemre CN_10 Supernatant

Glikoz & NaNO3

Glikoz & (NH4)2504

Glikoz & Pepton

Glikoz &YE
Glikoz & CSL

40

45
Winutes

er

60

80

5
5}

mALl

Ek 3.2. Glikoz ve farkli azot kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir iiretimlerinden elde

edilen siipernatant ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 3.3. Gliserol ve farkli azot kaynaklarinin kullanildig1 sivi kiiltiir iiretimlerinden elde

edilen siipernatant ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 3.4. Laktoz ve farkli azot kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir tiretimlerinden elde

edilen siipernatant ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 3.5. Maltoz ve farkli azot kaynaklarnin kullanildigi sivi kiiltiir iiretimlerinden elde

edilen siipernatant ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 3.6. Siikroz ve farkli azot kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir iiretimlerinden elde
edilen siipernatant ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 4.1. NaNO; ve farkli karbon kaynaklarinin kullanildigi sivi kiiltiir {iretimlerinden elde

edilen siipernatant ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 4.2. (NH,),SO, ve farkli karbon kaynaklarinin kullanildigt siv1 kiiltiir {iretimlerinden
elde edilen siipernatant ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 4.3. Pepton ve farkli karbon kaynaklarinin kullanildig: sivi kiiltiir tiretimlerinden elde
edilen siipernatant ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 4.4. YE ve farkli karbon kaynaklarmm kullanildigi sivi kiiltiir tiretimlerinden elde
edilen siipernatant ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.
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Ek 4.5. CSL ve farkli karbon kaynaklarinin kullanildigr sivi kiiltiir {iretimlerinden elde
edilen siipernatant ekstrelerinin HPLC analizi kromatogramlari.



