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OZET

CESITLi DOGAL SUBSTRATLARIN YEREL BiR Aureobasidium
pullulans SUSUNUN PULLULAN URETIMINE ETKILERININ
INCELENMESI

BUSRA AKDENiZ

Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Damismani: Prof. Dr. Z. Yesim OZBAS
HAZIRAN 2019, 168 sayfa

Bu tez calismasinda, c¢esitli dogal substratlarin fermantasyon ortamlar1 olarak
kullanilmalarmnin, yerel bir sus olan; A. pullulans AZ-6’nin pullulan iiretimi tizerindeki
etkileri arastirilmistir. Bu amagla kullanilan dogal substratlar; ¢esitli turuncgil kabuklar1
(portakal, limon, greyfurt, turung), iiziim posalari, findik ve kestane kabugundan
hazirlanmis olan hidrolizatlar, seker kamisindan pekmez iiretimi sirasinda ortaya ¢ikan
artik (SKPA), kuru ve taze findik ziiruflar1 ve balkabagi kabugudur. Fermantasyon
deneyleri, c¢esitli on islemler uygulanarak hazirlanan ve baslangic pH’lar1 6.48°¢
ayarlanmis ortamlarda, kesikli sistemde, ¢alkalamali su banyolarinda, 100 vuru/dak sabit
calkalama hizinda, 24.2°C’de, karanlik ortamda gerceklestirilmistir. Belirli zaman
araliklarinda fermantasyon ortamlarindan alinan 6rneklerde; biyokiitle, ekzopolisakkarit
(EPS), pullulan ve substrat derisimleri tayin edilmistir. Deneyler sirasinda,
mikroorganizmanin 6zglil lreme hizi ve o6zgiil {lirlin olusum hiz1 degerleri de
hesaplanmigtir. Dogal substrat kaynaklarmmdan, pullulan {iretimini en iyi destekleyen
substratlardan; kuru findik ziirufu ile ¢alisilmasima karar verilmistir. Kuru findik ziirufu
ile hazirlanan fermantasyon ortaminda elde edilen en yiiksek EPS ve pullulan derigimleri,
swrasiyla; 30.36 ve 30.02 g/L’dir. Bu ortamda en yiiksek biyokiitle derisimi ise; 3.54 g/L
olarak belirlenmistir. Mikroorganizmanin iissel iireme bdlgesinde hesaplanan 6zgiil

iireme hizi; 0.016 sa™, belirlenen maksimum &zgiil {iriin olusum hiz1 degeri ise; 1.56 g



pullulan/(g mo.sa)’dir. Kuru findik zirufu ile hazirlanan fermantasyon ortaminda,
baslangi¢ derigimleri sirasiyla; 2.71 ve 8.46 g/L olarak belirlenen ksiloz ve glukoz,

fermantasyonun sonunda, ¢aligilan sus tarafindan tamamen tiiketilmislerdir.

Bu aragtirmanin ikinci agsamasinda ise, kuru findik ziirufundan hazirlanan fermantasyon
ortaminin, optimizasyonu amaciyla; yanit yiizey yontemi kullanilarak bir ¢alisma
gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan program yardimiyla, merkezi karma tasarim
yonteminden yararlanilarak, merkez noktada 6 tekrarli, 20 deneyden olusan bir deney
tasarim plan1 olusturulmustur. Deney tasarimindaki optimizasyon i¢in se¢ilen bagimsiz
degiskenler; amonyum siilfat derigimi, derisik siilfiirik asit hacmi ve 6giitiilmiis findik
ziirufu miktar1, bagimlh degiskenler ise; maksimum pullulan derisimi, maksimum EPS
derisimi ve mikroorganizma 06zgil lreme hizidir. Bagimsiz degiskenlerin bagimli
degiskenler tizerindeki etkileri, program yardimiyla tiiretilen model esitlikler yardimiyla,
coklu regresyon analizi ile degerlendirilmistir. Olusturulan modellerin uygunlugu
varyans analizi (ANOVA) ile analiz edilmistir. Optimizasyon deneyleri sonucunda
calisilan fermantasyon ortami i¢in optimum olarak belirlenen amonyum siilfat derigimi,
derisik siilfiirik asit hacmi ve 6giitiilmiis findik ziirufu miktar1 sirasiyla; 7.2 g /L, 2.5 mL
ve 20 g olarak bulunmustur. Bu kosullarda elde edilen en yiiksek pullulan ve EPS
derisimleri ise sirastyla; 74.39 ve 75.95 g/L olup, optimum kosullarda, A. pullulans AZ-
6’nm 6zgiil iireme hizi; 0.097 saZolarak hesaplanmistir. Optimum deney kosullarinda
istenen hedefe ulagsma fonksiyonunun degeri ise; 0.915 olarak bulunmustur. Bu tez
calisgmasinda son olarak, iiretilen bazi EPS oOrneklerinin, FT-IR spektrometresi
kullanilarak, molekiiler yap1 analizleri gergeklestirilmistir. Bu deneyler sonucunda elde
edilen spektrumda goriilen, pullulan i¢in 6nemli bazi1 fonksiyonel gruplara ait piklerin,

saf pullulan ile elde edilenlerinkine olduk¢a benzer olduklar1 da saptanmastir.

Anahtar kelimeler: Pullulan, ekzopolisakkarit, Aureobasidium pullulans, fermantasyon,

dogal substrat, optimizasyon
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In this thesis, effects of the usage of various natural substrates as fermentation media on
production of pullulan by domestic A. pullulans AZ-6 strain were investigated. For this
purpose various citrus peels (orange, lemon, grapefruit, bitter orange), grape pomaces,
the hydrolysates of hazelnut and chestnut shells, sugarcane molasses residue, dried and
fresh hazelnut husks and pumpkin peel were used. The batch fermentations were
performed in a dark place at shaking water bath having temperature of 24.2°C and 100
rpm constant agitation speed. The fermentation media prepared from natural substrates
were preprocessed and pH of the media were adjusted to 6.48. At specific time intervals,
cultures were taken from the fermentation media and the concentrations of biomass,
exopolysaccharide (EPS), pullulan and substrates were determined. During the
experiments, the values of the specific growth rate of microorganism and maximum
specific product formation rate were calculated. Among the natural substrates, the dried
hazelnut husk promoting the best pullulan production were chosen. In the fermentation
medium prepared from dried hazelnut husk, the maximum EPS and pullulan
concentrations were found as 30.36 and 30.02 g/L, respectively. In this medium, the
maximum biomass concentration was 3.54 g/L. Furthermore, in logarithmic phase of the
growth curve, the specific growth rate of microorganism was calculated as 0.016 h?, and

the maximum specific product formation rate was found as 1.56 g pullulan/(g mo.h).



In the hazelnut husk medium, the initial concentrations of the xylose and glucose were
2.71 ve 8.46 g/L. These substrates in the medium were totally consumed by A. pullulans
AZ-6 at the end of the fermentation.

At the second part of this research, a study was performed by response surface
methodology for the optimization of the fermentation medium prepared from dried
hazenut husk. By the help of central composite design method in optimization software,
an experimental design consisting of 20 experiments with 6 runs at the center point, was
created. In the experimental design, while the independent variables were (NH4)2SO4
concentration, the volume of concentrated H.SO4 and the amount of ground hazelnut
husk; the dependent variables were maximum pullulan concentration, maximum EPS
concentration and specific growth rate of microorganism. The effects of independent
variables on the dependent ones were evaluated by multi-response regression analysis by
using the model equations derived from software. The convenience of the models was
analysed by variance analysis (ANOVA). As a result of the optimization experiment, the
optimal conditions for (NH4).SO4 concentration, the volume of H.SO4 and the amount of
ground hazelnut husk were determined as 7.2 g /L, 2.5 mL and 20 g, respectively. In
optimal conditions, the maximum pullulan concentration, maximum EPS concentration
and specific growth rate of A. pullulans AZ-6 were found as in order of 74.39 g/L, 75.95
g/L and 0.097 h. In addition, the desirability function was 0.915. Lastly, molecular
structure of produced EPS samples were analysed by FT-IR spectrometer. At the
spectrum obtained for the EPS samples, the representative peaks for the functional groups

of pullulan molecule were similar with those of pure pullulan sample.

Keywords: Pullulan, exoploysaccaharides, Aureobasidium pullulans, fermentation,

natural substrate, optimization
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1. GIRIS

Pullulan a-1,6 ve a-1,4 glikozidik baglar1 ile baglanmis olan maltotrioz {initelerinden
olusmus, mikrobiyel kaynakli bir ekzopolisakkarittir. Mikrobiyel kaynakl
ekzopolisakkaritler, nispeten daha kisa siirede iiretilebilmeleri ve iiretim prosesi sonunda
daha kolay saflagtirilmalar1 gibi nedenlerle, diger dogal kaynakli ekzopolisakkaritlere bir
alternatif olarak kabul edilmektedirler. Mikrobiyel ekzopolisakkaritler, ¢esitli fiziksel ve
kimyasal oOzellikleri nedeniyle bir¢ok endiistri alaninda yaygin kullanim alani
bulmaktadirlar (Yildiz ve Karatas, 2018). Bunlardan birisi olan pullulanin, suda ¢ok iy1
¢oziinebildigi, tadi ve kokusunun olmadigi belirtilmektedir (Yang ve ark., 2018).
Bunlarmm yanisira pullulanin, oksijen gegirgenligini ortadan kaldirabilen bir film
olusturabilme, kivam artirma, enkapsiilasyon ajam1 olarak kullanilabilme, diisiik
derisimde dahi, yiiksek viskoziteli ¢ozelti olusturabilme ve yliksek lif oran1 igcerme gibi
ozelliklerinden 6tiirli gida endiistrisinde sik¢a kullanildig: da ifade edilmektedir (Yatmaz
ve Turhan, 2012). Pullulan molekiiliiniin toksik, mutajenik ve karsinojenik olmamasi
nedeniyle; gida endiistrisi disinda eczacilik, tip ve kozmetik gibi endiistrilerde de yaygin

kullanim alanlar1 buldugu da bildirilmektedir (Prasongsuk ve ark., 2018).

Pullulan molekiilii esas olarak maya benzeri bir fungus olan Aureobasidium pullulans
tarafindan tretilmektedir. Polimorfik bir fungus olan A. pullulans’in, pullulan molekiilii
disinda lipaz, amilaz, seliilaz, proteaz gibi baz1 6nemli enzimleri ve gida endiistrisinde
yaygin kullanim alan1 bulunan; polimalik asit ve agir yag ad1 verilen ¢esitli metabolitleri
iretebildigi de rapor edilmektedir (Price ve ark., 2013; Tu ve ark., 2014; Prasongsuk ve
ark., 2018). Fermantasyon yoluyla pullulan tiretiminde A. pullulans’in gesitli sentetik
karbon kaynaklarim1 kullanabildigi belirtilmektedir. Bir fermantasyon prosesinde,
kullanilan fermantasyon ortamimin maliyeti, toplam {iretim maliyetinin 6nemli bir kismin1
olusturmaktadir. Fermantasyon ortami bilesiminde kullanilan; sentetik karbon kaynaklar1
nispeten pahali girdileri olusturduklaridan, fermantasyon ortamlarinda alternatif karbon
kaynaklar1 olarak, bazi dogal atik / artik maddelerin kullanilmasinin son yillarda yaygin
olarak arastirilan konular arasinda oldugu belirtilmektedir ( Goksungur, Uzunogullar1 ve
Dagbagli, 2011; Sharma, Prasad, ve Choudhury, 2013; An ve ark., 2017; Singh ve ark.,
2018). Gida endiistrisinde, kullanilan hammaddelere uygulanan g¢esitli prosesler

sonucunda, tonlarca atik madde ¢iktig1 bilinmektedir. Ornek olarak; Tiirkiye’de yilda
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500.000 ile 650.000 ton arasinda findik yetistirildigi ve bu findiklarin gesitli sekillerde
islenmesi ile yaklasik; 200.000 ton kadar findik zlirufunun agiga ¢iktigi rapor edilmistir
(Giiney, 2013). Turunggil endiistrisinde ise; meyve islendikten sonra hammaddenin
yaklasik olarak; %50-60’lik kisminin, atik madde olarak ayrildigi ifade edilmektedir
(Lopez, Li ve Thompson, 2010). Sarap endiistrisinde, iiziimiin saraba islenmesi
sonrasinda, bilesiminde fenolik madde igerigi ve seker miktar1 yiiksek olan iiziim
posasinin atik olarak kaldigi bilinmektedir (Arvanitoyannis, Ladas ve Mavromatis, 2006).
Genel olarak bakildiginda; cesitli bilesenler acisindan zengin olan bu atik maddelerin
degerlendirilmelerinin, ekolojik ve ekonomik agidan 6nemli oldugu vurgulanmaktadir.
Bu amacgla son zamanlarda atik maddelerin degerlendirilmesine yonelik yapilan

calismalar hiz kazanmistir.

Yanit ylizey yontemi (RSM); bir prosesin performansmi artirip ondan maksimum
seviyede yarar saglamak i¢in, proses kosullarmin istatiksel ve matematiksel yontemler
kullanilarak  optimize edilmesini saglayan bir modelleme yontemi olarak
tanimlanmaktadir (Uzunogullari, 2010). Bu yontemde; elde edilen deneysel sonuglar
kullanilarak, degiskenlerin matematiksel modellemeleri olusturulmaktadir. RSM
yonteminde; birden fazla degiskenin ve bu degiskenlerin interaksiyonlarinin, yanitlar
tizerindeki etkilerinin, ayn1 anda incelenebilmesi ile, prosesin optimum kosullarinm

belirlenebildigi ifade edilmektedir (Bas ve Boyaci, 2007).

Bu tez ¢alismasinda ilk olarak; A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iiretiminde, ¢esitli
tarimsal atik/artik maddelerin baz1 6n islemlerden gegirilerek fermantasyon ortamu olarak
kullanilmalari amaglanmistir. Bu sekilde ¢evre dostu bir {iretimin yapilmasinin yanisira,
katma degeri yliksek ve gida endiistrisinin yanisira, pek ¢ok endiistride genis kullanim
alanlarma sahip, biyoteknolojik bir {iriin olan pullulanin, daha ekonomik bir prosesle
uretilmesi de hedeflenmistir. Arastrmanin ikinci asamasinda ise; pullulan iiretimini
destekleyen, kuru findik ziirufundan hazirlanmis olan fermantasyon ortaminin, yanit
yiizey yOntemi ile matematiksel modelinin tiiretilerek  optimizasyonunun
gerceklestirilmesi amaglanmustir. Boylece yerel bir sus olan; A. pullulans AZ-6’nin
segilen bir dogal substrat ortaminda, yiiksek miktarda pullulan {retmesi de

hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETi

Aureobasidium pullulans polimorfik formda, su, hava, toprak, aga¢ gibi dogal
ortamlardan kolaylikla izole edilebilen, 6nemli bir ekzopolisakkarit kabul edilen;
pullulani iiretebilen maya benzeri bir fungus olarak tanimlanmaktadir (Price ve ark.,
2013). Besiyeri igerigi, sus ve ortam kosullarina gore degisken olmakla birlikte, yogun
olarak drettigi melanin pigmentinden dolayr bu kiif, siyah maya olarak da
adlandirilmaktadir (Chi ve ark., 2009). ik gelisme evresinde sar1, krem rengi, acik pembe
veya agik kahverengi olan koloniler, bu kiifiin ileri gelisme evrelerinde klamidospor
formunu olusturmasindan dolayi, karakteristik siyah rengini almaya ve melanin pigmenti
iretmeye baslarlar (Prasongsuk ve ark., 2017). A. pullulans’in; kiiltiiriin yasina,
ortamdaki oksijen konsantrasyonuna, kiiltiir kosullarma (pH, sicaklik vb.) ve besiyeri
icerigine gore degiskenlik gosterebilen bes farkli hiicre morfolojisi olup bunlar; geng
blastosporlar, siskin blastosporlar, eliptik maya benzeri hiicreler, miselyumlar ve
klamidosporlar olarak rapor edilmektedir (Sugumaran ve ark., 2013; Singh ve ark.,
2015b).

A. pullulans tarafindan iiretilen 6nemli bir polisakkarit olan pullulanin, {iretim veriminin
en ylksek oldugu hiicre morfolojisi konusunda cesitli goriisler olmasmna ragmen
blastospor formunun, hem ekzopolisakkarit liretimi agisindan hem de pullulan iiretimi
acisindan en verimli hiicre morfolojisi oldugu belirtilmektedir (Campbell ve ark., 2004;

Cheng, Demirci ve Cathmark, 2011).

Ekzopolisakkaritler,  homopolisakkarit ~ve  heteropolisakkarit — olarak  ikiye
ayrilmaktadirlar. Homopolisakkaritler; tek tip glukan molekiilleri igerirlerken,
heteropolisakkaritlerin yapisinda glukan molekiillerinin yanisira, farkli molekiiller de
bulunabilmektedir. A. pullulans tarafindan tretilen pullulan molekiilii; a (1—4) ve o
(1—6) glikozidik baglartyla bagli, maltotrioz iinitelerinden olusan, dallanmamis lineer
yapida bir mikrobiyel homopolisakkarittir (Singh, Kaur ve Kennedy, 2015a). Maltotrioz
tinitesinin biiylikliigiine bagli olarak pullulanin molekiiler formiilii (CsH100s5)n olarak
ifade edilmektedir ( Farris ve ark., 2014).



A. pullulans’m, pullulan biyosentezi mekanizmasinimn halen tam olarak anlasilamadigi
ifade edilmektedir. Pullulan tiretim mekanizmasi, pullulan molekiiliine benzer diger bir
mikrobiyel ekzopolisakkarit olan dekstran {iretim mekanizmasindan farklilik
gostermektedir. Diger mikrobiyel dextranlarin hiicre disina salinan glukansukraz enzimi
ile dretildigi bilinirken, A. pullulans tarafindan iiretilen pullulanin, hiicre igerisinde
iiretilip daha sonra, yapiskan bir tabaka seklinde disariya salindigi belirtilmektedir
(Leathers, 2003; Cheng, Demirci ve Cathmark, 2011). Bu asamada, 6zellikle biiyiik
Olcekli mikrobiyel pullulan {iretimi esnasinda, cesitli sorunlarla karsilasilabildigi ifade
edilmektedir. A. pullulans’in dogasindan kaynaklanan en énemli problem, kuvvetli bir
antioksidan sayilan melanin pigmentinin olusumudur. Melanin pigmenti olusumunun
fermantasyon ortami kosullarina, 1s18a ve ¢oOziinmiis oksijen derisimine gore
degisebilmekle birlikte genellikle, mikroorganizmanm iissel gelisim evresinin son
safhasinda tretilen, bir ikincil metabolizma iirlinii oldugu bilinmektedir (Israilides ve
ark., 1999). A. pullulans tarafindan salgilandiginda melanin pigmentinin, yaklasik olarak
yarisinin klamidospor formundaki hiicre formunda; hiicre duvarinda kaldigi, kalan
kismimin ise, siyah graniiller seklinde ortama salindig1 bildirilmektedir (Zheng ve ark.,
2008). Koyu renkli melanin pigmentinin, kovalent bag ile pullulan molekiiliine
baglanarak saf pullulan izolasyonunu ve saflastirilmasini zorlastirdig1 ve ayrica, iiretilen
pullulanin belirli 6zelliklerini de (viskozite ve molekiiler agirlik vb.) olumsuz etkiledigi
belirtilmektedir (Cheng, Demirci ve Cathmark, 2011). Bu nedenle melanin pigmenti
olusturmayan suslarin kullanilmasmin, {retilen ekzopolisakkaritin aktif komiir ile
adsorpsiyonu, ¢doziici-tuz  kombinasyonlar1  kullanilarak  melanin  pigmentini
uzaklastirmak ya da melanin iiretimini engelleyecek kosullarda ¢alismak, bu soruna
getirilebilecek ¢oziimler arasinda oldugu ifade edilmektedir (Youssef, Biliaderis ve
Roukas, 1998; Cheng, Demirci ve Cathmark, 2011). Fermantasyon esnasinda
karsilagilabilecek diger bir sorunun ise, fermantasyonun siiresine gore degisken olmakta
birlikte, diisiik molekiil agirlikli pullulan iiretimi siirecinin baslamasi oldugu ifade
edilmektedir. Bu problemin de, fermantasyon kosullarinin, (baslangic pH’1, inokulum
biiyilikligii, sicaklik vb.) yiliksek kalitede pullulan iiretimine elverisli hale getirilmesi ile

asilabilecegi belirtilmektedir (Youssef, Biliaderis ve Roukas, 1998) .



A. pullulans 'm pullulan molekiilii diginda iiretebildigi diger bazi metabolik iirlinlerinin
de, biyoteknolojik acidan olduk¢a Onemli olduklart bilinmektedir. A. pullulans;
endiistriyel agidan Onemli sayilan gesitli enzimlerin (amilaz, seliilaz, lipaz, proteaz,
ksilinaz, manaz) sentezlerini gerceklestirebilmektedir (Singh ve ark., 2015b; Prasongsuk
ve ark., 2017). A. pullulans’in irettigi diger onemli bir metabolitin ise; polimalik asit
(PMA) ad1 verilen, suda ¢oziinebilen, monomeri L-malik asit olan bir poliester molekiilii
oldugu rapor edilmektedir. PMA eczacilikta, tasiyict molekiil olarak kullanilirken, gida
endiistrisinde ise; bu molekiiliin, malik asite doniisimii yapilarak kullanildig:
belirtilmektedir (Tu ve ark., 2014; Wei ve ark., 2017). Arabitol ve mannitoliin, 3,5-
dihidroksidekanoil ve 5-hidroksi-2-dekanoil esterlerinden olusan, liamocin ad1 verilen ve
agir yag olarak da bilinen molekiiliin de, A. pullulans tarafindan iiretilen bir baska 6nemli
metabolit oldugu da ifade edilmektedir (Manitchotpisit ve ark., 2014). Parlak sari-yesil
renkli bir poliol molekiilii olan liamocinin, biyosiirfektan etkisi gdsterdigi
belirtilmektedir. Bunun yanisira, liamocin molekiillerinin akciger kanseri hiicrelerine
kars1 anti-proliferatif etki gostererek; yeni tiimor hiicrelerinin olusumunu engelledigi de
tespit edilmistir (Price ve ark., 2013). Liamocin molekiillerinin antikanserojenik
etkilerinin yanisira, antimikrobiyel etkilerinin de ortaya konuldugu cesitli ¢calismalar
mevcuttur.  Liamocin  molekiillerinin ~ 6zellikle  Streptococcus tiirlerine  karsi
antimikrobiyel 6zellik gosterdigi de rapor edilmektedir (Manitchotpisit ve ark., 2014;
Leathers ve ark., 2016).

A. pullulans’in irettigi metabolitleri disinda, kendi biyokiitlesinin de dnemli bir kullanim
alanina sahip oldugu rapor edilmektedir. Yogun mikroorganizma biyokiitlesi anlamina da
gelen tek hiicre proteini (single cell protein), bilesimindeki yiiksek orandaki protein,
vitamin ve esansiyel aminoasit igerigi nedeniyle; Ozellikle gida ve hayvan yemi
endiistrilerinde kullanim alan1 bulmaktadir (Nasseri ve ark., 2011; Li ve ark., 2013; Singh
ve ark.,, 2015b). Mikroorganizmalarin gelisimi i¢in Onemli kabul edilen demir
molekiiliiniin  yoklugunda, ¢ogu mikroorganizma tarafindan iretilen ve demir
selatlayabilen; siderofor molekiiliiniin de, A. pullulans tarafindan sentezlenebilen bir

diger metabolit oldugu rapor edilmektedir (Singh ve ark., 2015b).

Biitiin bu metabolitlerin yaninda; A. pullulans tarafindan sentezlenen pullulan

molekiiliiniin, bu mikroorganizma i¢in karakteristik sayilabilecek bir iiriin oldugu ifade
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edilmektedir. Pullulan, birgok mikroorganizma (Aureobasidium spp., Rhodotorula
bacarum, Cryphonectria parasitica, Cytaria spp., Teloschistes flavicans ve Tremella
mesenterica) tarafindan retilebilmesine ragmen, mikrobiyel pullulan {retimi
calismalarinin, yiiksek iiriin veriminden dolayi, A. pullulans iizerinde yogunlastigi
goriilmektedir (Cheng, Demirci ve Cathmark, 2011). A. pullulans’in pullulan biyosentezi
bir dizi biyokimyasal reaksiyonlar (Sekil 2.1.) sonucunda gergeklesmektedir (Sugumaran
ve Ponnusami, 2017). A. pullulans’in pullulan iiretiminde, glukoz disinda sakkaroz,
galaktoz, mannoz, maltoz, fruktoz ve ksiloz gibi diger baz1 karbon kaynaklarini da
kullanabildigi belirtilmektedir. Mikrobiyel pullulan sentezinin, iiridin difosfoglukoz
pirofosforilaz  (UDPG-fosforilaz), a-fosfoglukoz mutaz ve glukoziltransferaz
enzimlerinin varhiginda gerceklestigi rapor edilmektedir (Cheng, Demirci ve Cathmark,

2011; Sugumaran ve Ponnusami, 2017a).

Glukoz

Glukoz 6 fosfat

¥ o-fosfoglukomutaz
Glukoz 1 fosfat

UDPG-pirofosforilaz
UDP-Glukoz
Lipid hidroperoksit + Glukoz *  Fosfodiester bagi
UDPG
UDP
Izomannosil

l Lipid baglh glukoz

Izopanozil

l Glukoziltransferaz

Pullulan

Sekil 2.1. A. pullulans tarafindan pullulan iiretimi yol izi
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Mikrobiyel ekzopolisakkaritler kendilerine 6zgii fiziksel 6zellikleri nedeniyle, endiistride
bitkisel kaynakli ekzopolisakkaritler yerine kullanilabilecek alternatifler olarak kabul
edilmektedirler (Singh, Saini ve Kennedy, 2008). Mikrobiyel bir ekzopolisakkarit olan
pullulanin, molekiil yapisindaki spesifik baglanma seklinden dolayi, sudaki ¢oziiniirligi
ve esnekligi fazladir. Yine molekiildeki 6zgiin baglanma sekline bagh olarak pullulanin,
adhesif bir 6zellikte olup yiizeyde film olusturabildigi de ifade edilmektedir (Singh, Saini
ve Kennedy, 2008). Pullulanin sulu ¢6zeltisinin, oldukga genis bir pH araliginda stabil
kalabilmesinin yanisira; 250-280°C’lere kars1 direngli olup, daha yiiksek sicaklilarda ise
bozundugu belirtilmektedir (Singh, Kaur ve Kennedy, 2015a). Pullulanin ortalama
molekiil agirligmin 10 ile 600 kDa arasinda degistigi bildirilmektedir (Singh ve ark.,
2017; Grumezescu ve Holban, 2018). Molekiil agirliginin, belirli faktorlere bagl olarak
degiskenlik gosterebildigi de rapor edilmektedir. Bunlar; pullulan iiretiminde kullanilan
susun Ozelligi, ortamda bulunan ¢6ziinmiis oksijen miktari, fermantasyon ortamimin
baslangi¢ pH degeri, fermantasyon ortaminda kullanilan azot ve karbon kaynaklar1 ve
fermantasyon siiresi olarak verilmektedir (Sheng, Tong ve Ma, 2016; Sugumaran ve
Ponnusami, 2017a). Molekiil agirligi, pullulanin biyolojik aktivitesi ve kimyasal kullanim

alanlar1 i¢in, 6nem tegkil eden bir 6zellik olarak belirtilmektedir (Cheng et al., 2011).

Pullulan ve tiirevlerinin toksik olmamasi, tiiketilebilir olmasi, biyolojik olarak
parcalanabilir olmasi, mutajenik ve karsinojenik etkilerinin olmamas1 gibi nedenlerle
gida, eczacilik, tip ve kozmetik endiistrilerinde yaygm olarak kullanilabildigi
bilinmektedir (Sugumaran ve Ponnusami, 2017a). Pullulanin en 6nemli Karakteristik
ozelligi; ince ve transparan bir film tabakasi olusturarak; oksijen ve yag gecirgenligini
ortadan kaldirmasi olarak ifade edilmektedir. Bu 6zelligi nedeniyle endiistride pullulanin,
kaplama malzemesi yada ambalaj materyali olarak kullaniminin yaygm oldugu rapor
edilmektedir (Wu ve ark., 2009). Pullulan ayrica, gida endiistrisinde de yogun olarak
kullanim alan1 bulmaktadir. Pullulan diisiik konsantrasyonlarda yiiksek viskoziteli ¢ozelti
olusturabildiginden, kivam artirici olarak siklikla kullanilmaktadir. Pullulanin sulu
¢Ozeltisinin viskozite degerinin, pH 2-11 araliginda sabit kaldigi rapor edilmektedir
(Grumezescu ve Holban, 2018). Pullulan ¢6zeltisinin Vviskozitesinin, sicaklik
degisimlerinden, pH’dan ve metal iyonlarindan etkilenmemesi nedeniyle, gida
endiistrisinde mayonez gibi iiriinlerde stabilizor olarak kullanilabildigi belirtilmektedir

(Singh, Saini ve Kennedy, 2008).



Daha 6nce yapilan bir caligmada; pullulanaz enzimi kullanilarak pullulan molekiiliiniin
hidrolize edildiginde; maltotrioz surubu elde edilebildigi rapor edilmistir. Maltotrioz
surubunun; 1s1l isleme karsi stabilite, diger sekerlerin suruplariyla kiyaslandiginda; daha
acik renkte son iiriin olusturma, diisiik viskoziteli ¢ozelti olusturma ve nisastali tirtinlerde
olumsuz 6zellik olarak sayilabilecek; retrogradasyonu onleme gibi 6zellikleri bakimindan
firmeilik driinlerinde kullanilmaya elverisli oldugu belirtilmektedir (Singh, Saini ve
Kennedy, 2010).

Pullulan molekiiliiniin kuvvetli adhesif 6zelligi ile, film olusturma kapasitesi yiiksek
oldugundan, oksijen gecirgenligi olmayan dayanikli film olusumu i¢cin 6nemli bir
kaplama maddesi olarak kabul edilmektedir (Leathers, 2003; Chi ve ark., 2009).
Pullulanin, a-D-glukan molekiillerinden olusmasina ragmen, a-amilaz enzimine karsi
diren¢li olmasi nedeniyle sindirilememesi ve diisiikk kalorili ya da diyet iriin
formiilasyonlarinda kullanilabilmesi, bir diger 6nemli 6zelligidir. Besinsel olarak da
kullanilabilen pullulanin, yiiksek lif iceriginden dolay1 prebiyotik olarak kullanilarak,
Bifidobacteria gelisimini tesvik ettigi de rapor edilmistir (Singh, Saini ve Kennedy,
2008). Pullulan kullanilarak yapilan yenilebilir ambalajlar, sebze ve meyve gibi taze
iirlinlerde nem kaybini ve oksijen gecirgenligini azalttigindan raf dmriiniin uzatilmasma
yarar saglamaktadir. Bu ekzopolisakkarit ayrica, aroma maddelerinin kaybolmasini da
onleyerek, uzun siire tazeligin korunmasinda da fayda saglayabilmektedir (Farris ve ark.,
2014).

Pullulan molekiiliiniin toksik olmamasi ve suda kolay ¢oziinebilmesi gibi 6zelliklerinden
otiiri, kozmetik alaninda losyon, cesitli cilt maskeleri, sampuan ve dis macunu gibi
iiriinlerde siklikla kullanildig1 belirtilmektedir (Farris ve ark., 2014). Ayrica pullulan
biyoteknoloji, tip ve eczacilik alanlarinda da yaygin kullanim alanina sahiptir. Eczacilik
sektoriinde, ila¢g formlarmin igerisinde yer alan mikrokiireler seklinde veya nano
boyuttaki jel formunda olan pullulan molekiilleri, ilacin etken maddesini muhafaza
edebilme ve zamani gelince kontrollii olarak salinim yapma konusunda da 6nemli bir yere
sahiptir (Singh ve ark., 2017; Sugumaran ve Ponnusami, 2017a). Kanser ilaglarmin,
viicutta saglikli hiicrelere karsi olan toksisitelerinin azaltilmasi ve iyilestirici 6zelliginin

gelistirilmesi amaciyla, bu ilaglarla kompleks olusturan mikrokiirecikler, lipozomlar ve
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¢oziinebilen polimer maddeler kullanilmaktadir. Pullulan bu amaca hizmet ederek, kanser
ilaglarmin sitotoksik 6zelliklerinin ortadan kaldirilmasina yardimci olan bir molekiildiir
(Cheng, Demirci ve Cathmark, 2011). Kanserli hiicrelerin belirlenmesinde 6nemli bir
belirtecin, hiicrelerin pH degerleri oldugu rapor edilmektedir. Kanserli hiicrelerin pH
degerinin, saglikli viicut hiicrelerinin pH degerinden farklilik gosterdikleri bilinmektedir.
Yapilan c¢aligmalarda; bu farkliliktan yola ¢ikilarak, antikanserojenik polimerik
maddelerin, kemoterapi ilaglartyla birlikte kompleks olarak verildiginde, bu pH
farkliligin1 belirleyerek, ilacin tiimor hiicreleri lizerinde kontrollii salinim yapmasim
sagladig1 rapor edilmistir. Bu antikanserojenik polimerik maddelerden birinin de;

pullulan oldugu bildirilmektedir (Prajapati, Jani ve Khanda, 2013; Singh ve ark., 2017) .

Pullulan, biyoteknoloji alaninda da genis bir kullanim alanina sahip bir biyopolimer
olarak bilinmektedir. Genel olarak genetik materyal ve protein aktarimi, viral vektorler
araciligiyla yapilmaktadir. Fakat bu yontemin immunojenik olarak bazi hastaliklara
sebebiyet verebilmesi nedeni ile alternatif bazi yollarin da kullanilabildigi ifade
edilmektedir. Bu alternatiflerden birinin; gen ve protein materyallerinin aktariimasinin,
pullulan molekiiliiniin hidrofilik yiizeyine baglanma araciligiyla yapilabilmesi oldugu
belirtilmektedir. Metal selatlayabilen pullulan tiirevleri, sitotoksik maddeler olmadan
plazmid DNA molekiilleri ile kompleks olusturarak genetik materyal aktarimini
gerceklestirebilmektedirler (Hosseinkhani ve ark., 2002; Prajapati, Jani ve Khanda, 2013;
Singh ve ark., 2017).

Hidroksil gruplarinin fazla olmasindan 6tiirii pullulanin, kan plazmasmi c¢ogaltmak
amacityla ya da as1 iretiminde farkli polisakkaritler yerine kullanilabildigi
bildirilmektedir (Shingel, 2004; Cheng, Demirci ve Cathmark, 2011). Biitiin bu kullanim
alanlarinin disinda pullulan; belirli molekiillerle kompleks olusturarak proteinlerin 1sil
direnglerini ve enzimatik aktivitelerini artiran saperon molekiilleri olarak (Prajapati, Jani
ve Khanda, 2013), medikal goriintiileme alaninda kullanilan quantum dot adi verilen
floresan maddenin hiicre i¢ine gegirgenliginin artirilmasinda (Singh ve ark., 2017), enzim
molekiillerinin kinetik aktivitesinin korunmasi amaciyla siklikla kullanilan bir teknik
olan; enzim immobilizasyonu isleminde de (Mocanu ve ark., 2002), siklikla

kullanilmaktadir.



Pek ¢ok yerde kullanim alani olan pullulan molekiiliiniin iiretiminde; A. pullulans glukoz,
sakkaroz, ksiloz, mannoz, galaktoz gibi c¢esitli sekerleri karbon kaynagi olarak
kullanabilme yetenegine sahiptir. Fakat bu sekerler, fermantasyon yoluyla pullulan
tretimi igin, oldukga pahali substratlar olarak kabul edilmektedirler. Ekonomik
nedenlerle, farkli sektorlerde yaygin kullanim alani olmasina ragmen, mikrobiyel
pullulan iiretiminin sinirli oldugu bilinmektedir (Wang ve ark., 2014). Bu gerekgeyle,
pullulan tretiminde cesitli dogal substratlar ile tarimsal artiklar ve gida endiistrisi
atiklarmin, fermantasyon ortaminda karbon ve azot kaynaklar1 olarak kullanildig: bir¢gok

calisma mevcuttur.

Singh ve arkadaslarinin (2018) yaptiklar1 bir arastirmada; fermantasyon ortami olarak
farkli konsantrasyonlarda (%20-70 ve %90), seker kamisi suyu kullanilmasinin, pullulan
iretimi lizerindeki etkileri incelenmistir. Ayrica s6z konusu calismada, baslangic
pH’snin ve fermantasyon sicakliginin pullulan tdiretimi tizerindeki etkileri de
degerlendirilmistir. Anilan ¢alismada, en yiiksek pullulan derisimine (6.4 g/100 mL);
fermantasyonun 96. saatinin sonunda, % 50°lik konsantrasyonda seker kamis1 suyu iceren
fermantasyon ortaminda, baslangi¢c pH’mnin 5 ve fermantasyon sicakliginm 37°C oldugu
isletme kosullarinda ulasildig1 bildirilmistir. S6zii edilen bu g¢aligmada, calisilan A.
pullulans susu ile pullulan tiretiminde, herhangi baska bir bilesen eklenmemis, seker

kamis1 suyu igeren fermantasyon ortaminin basarili sonug verdigi de rapor edilmistir.

Literatiirde, hindistan cevizi liretiminden elde edilen yan {iriinlerin (hindistan cevizi suyu
ve siitit), A. pullulans MTCC 2195 susu ile pullulan iiretiminde, fermantasyon ortaminda
karbon kaynagi olarak kullanildigi bir ¢alisma rapor edilmistir. Bu ¢alismada ayrica,
fermantasyon ortaminin baslangi¢c pH’s1 ile, ortamda kullanilan sentetik azot kaynagi
tirtiniin (maya 6ziitli, (NH4)2S04, NH4ClI, pepton, NaNOz, NaNO- ve malt 6ziitii) pullulan
iretimi tizerine etkilerinin arastirildig1 da belirtilmistir. S6z konusu ¢aligmada elde edilen
en yiiksek pullulan derisiminin (58 g/L), fermantasyonun 144. saatinde, baslangic pH’s1
7 olan ve karbon kaynagi olarak hindistan cevizi siitiiniin kullanildig1 bir fermantasyon
ortaminda elde edildigi rapor edilmistir. Azot kaynaklar1 arasinda besiyeri bilesiminde
kullanilan maya o6ziiti, (NH4)2SOs ve NaNOs3’in, pullulan iretimini desteklerken,
NaNO2’in ise, pullulan iretimini baskiladigi tespit edilmistir. Anilan calismada;

kullanilan malt 6ziitii, pepton ve NH4Cl’lin ise; pullulan iretimi iizerinde fazlaca
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etkisinin tespit edilmedigi de  vurgulanmistir (Thirumavalavan, Manikkadan ve
Dhanasekar, 2009) .

Biracilik endiistrisi artiklarindan, proseste son filtrasyon asamasindan sonra kalan sivi
kismin (Spent grain liquor) iceriginde yiikksek oranda glukoz, mineral maddeler ve
proteinlerin bulundugu bilinmektedir. Gergeklestirilen bir caligmada; fermantasyon
ortami olarak bu zengin igerikli artik maddenin kullanilmasiyla, A. pullulans P56 susu ile
pullulan tiretiminin arastirildig: bildirilmistir (Roukas, 1999). S6z konusu ¢alismada; elde
edilen en yiiksek pullulan derisimine (6 g/L) fermantasyonun 72. saatinde ulasildigi ifade
edilmistir. Calismanin sonraki asamasinda ise, fermantasyon ortami olarak kullanilan s6z
konusu biracilik artigina ek bilesen olarak, fermantasyon ortamina gesitli
konsantrasyonlarda; KoHPOs, L-glutamik asit, zeytinyagi ve Tween 80’in ayri ayri
eklendikleri ve bu maddelerin {retilen pullulan derisimi iizerindeki etkilerinin
arastirildigi bildirilmistir. S6z konusu arastirmada; fermantasyon ortamina arpa likoriiniin
yanisira eklenen diger bilesenler ile 4 farkli kombinasyonda ortam olusturuldugu ifade
edilmistir. Bunlar; %0.5 (w/v)’lik KoHPOs igeren ortam; %1 (w/v)’lik L-glutamik asit
iceren ortam; %2.5 (v/v)’lik zeytinyagi ve %0.5 (v/v)’lik Tween 80 igeren ortam ve %0.5
(w/v)’lik KoHPO4, %1 (w/v) ‘lik L-glutamik asit, %2.5 (v/v)’lik zeytinyagi ve %0.5
(v/v)’lik Tween 80 iceren olarak verilmistir. Elde edilen sonuglara gore; %0.5’lik
K2HPOs4, %1’lik L-glutamik asit, %2.5’lik zeytinyag1 ve %0.5’lik Tween 80 eklenmis
fermantasyon ortamlarinda, ¢alisilan sus tarafindan iiretilen pullulan derisiminin sadece
arpa likorii kullanilan fermantasyon ortamina kiyasla; 11 g/L’ye yiikseltilebildigi ifade

edilmistir.

Pullulan {iiretiminde kullanilan fermantasyon ortaminin bilesiminde temel substrat
kaynagi olarak kullanilan sakkaroz yerine, hidrolize edilmis patates nigastasinin
kullanildig1 bir ¢aligma rapor edilmistir (Goksungur, Uzunogullar1 ve Dagbagl, 2011).
Bu caligmada patates nisastasinin, amiloglukozidaz ve pullulanaz enzimleri ile muamele
edildigi ve hidroliz sonucunda farkli konsantrasyonlarda glukoz ¢ozeltilerinin elde
edildigi bildirilmistir. S6z konusu arastirmada; yanit ylizey yontemi kullanilarak,
fermantasyon ortaminda kullanilan hidrolizatin baslangi¢ glukoz derisimi, fermantasyon
sliresi ve fermantasyon ortaminin baglangi¢c pH degeri olarak saptanmis olan; li¢ bagimsiz

degiskeninin pullulan iiretimi lizerindeki etkilerinin arastirildigi belirtilmistir. Anilan
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aragtirmada; gergeklestirilen optimizasyon ¢aligmasi sonucunda elde edilen sonuclara
gore; hidrolizatin baglangic glukoz konsantrasyonunun; 79.4 g/L, fermantasyon
ortamimin baslangic pH degerinin; 7.26 oldugu kosullarda, maksimum pullulan
konsantrasyonuna (19.2 g/L) fermantasyonun 111.8. saatinde ulasildigi rapor edilmistir.
Sonug¢ olarak da; patates nisastasi hidrolizatinin, A. pullulans P56 susu ile pullulan

tiretiminde, proses ekonomisi agidan, uygun bir substrat oldugu bildirilmistir.

Pullulan iiretimi amaciyla fermantasyon ortami olarak dogal bir kaynagin kullanildig: bir
diger aragtirmada; endiistriyel bir atik olan manyok kiispesinin kat1 faz fermantasyonu ile;
A. pullulans MTCC2670 susu kullanilarak, pullulan iiretiminde degerlendirilmesinin
amaglandig1 rapor edilmistir. S6z konusu bu c¢alismada, cesitli azot kaynaklarinin,
fermantasyon ortamimin baslangic pH’min ve fermantasyon siiresinin; pullulan iiretim
verimi lizerindeki etkileri arastirilmistir. Arastirmada ayrica; fermantasyon ortamina
manyok kiispesi disinda, glukoz, sakkaroz, fruktoz, maltoz, mannoz ve ksiloz gibi farkl
karbon kaynaklar1 da eklenerek, pullulan veriminin artirilmasinin da amaglandigi
bildirilmistir. Sonug olarak en yiiksek pullulan verimine sodyum nitratin azot kaynagi
olarak kullanildig1 ve %5 mannoz iceren ortamda, fermantasyonun 4. giiniinde ulasildig1
bildirilmistir. S6z konusu ¢alismada ayrica; fermantasyon ortaminda manyok kiispesi
kullanilmasi ile elde edilen pullulanin yapisal 6zelliklerinin, FT-IR ve NMR yontemleri
kullanilarak belirlenmis oldugu ve ticari bir pullulan 6rnegi ile de karsilastirildig: rapor
edilmistir. Manyok kiispesinin kullanildig1 fermantasyon ortaminda tiretilen pullulan ile,
ticari pullulan 6rneginin, FT-IR spektrumlarinda benzer piklerin gézlendigi bildirilmistir.
Ayni ¢alismada; NMR spektrumlarinda ise; hem ticari pullulan hem de mikrobiyel olarak
iiretilen pullulan molekiillerinin verdikleri piklerdeki degerlerin, pullulan molekiiliinde
bulunan; a (1—4) ile o (1—6) baglar ile bagl, tekrarli glukoz birimlerini gosterdigi de

rapor edilmistir. (Sugumaran, Jothi ve Ponnusami, 2014) .

Seo ve arkadaslarmin (2004), A. pullulans HP-2001 susu ile yaptiklar1 bir ¢alismada,
fermantasyon ortaminda azot kaynag1 olarak; maya 0ziitii ile soya fasiilyesi posasmnin
kullanildig1 ve sonuglarin elde edilen pullulan miktarlar1 yoniinden karsilastirildig: ifade
edilmistir. Alinan sonuglara gore; maya Oziitlinlin azot kaynag1 olarak kullanilmasiyla
elde edilen en yiiksek pullulan derisiminin; 5.5 g/L olarak belirlendigi, soya fasiilyesi

posasinin kullanildig1 durumda ise bu miktarm; 7.5 g/L olarak tayin edildigi bildirilmistir.
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Bu caligmada ayrica; fermantasyon ortaminda kullanilan azot kaynagi tiiriiniin, elde
edilen pullulan 6rneklerinin, molekiil agirliklar1 iizerindeki etkileri de arastirilmistir.
Sonug olarak; soya fasiilyesi posasinin, fermantasyon ortamimda azot kaynagi olarak
kullanilmasinin; elde edilen pullulanin molekiil agirligini olumlu etkiledigi ve elde edilen
pullulanin molekiil agirlignin, fermantasyon ortaminda azot kaynagi olarak; maya oziitii
kullanildiginda elde edilen pullulan 6rnegininkinden daha yiiksek oldugu da rapor
edilmistir. S6z konusu arastirmada, soya fasiilyesi posasmin, A. pullulans HP-2001 ile
pullulan iiretiminde, fermantasyon ortaminda, maya 6ziitii yerine kullanilabilecek, dogal

ve ucuz bir substrat kaynagi oldugu da vurgulanmustir.

Dogal substratlar ile yapilan bir diger calismada; ¢eltik kavuzundaki lignoseliilozik
yapmin, seyreltik siilfiirik asitle hidrolize edildikten sonra, A. pullulans CCTCC M
2012259 susu ile pullulan iiretiminde, fermantasyon ortaminda, karbon kaynagi olarak
kullanildig1 rapor edilmistir. Bu ¢alismada ayrica; asit hidrolizi sonucu meydana gelen
bir yan {iriin olan; asetik asidin, pullulan biyosentezi lizerindeki etkisi de arastirilmastir.
Elde edilen sonuglara gore belirtilen sus ile iiretilen pullulan miktarinmn, asit hidrolizi
sonucu artan asetik asit miktarindan olumsuz etkilendigi bildirilmistir. Bu olumsuzlugun
ortadan kaldirilmasi1 amaciyla s6z konusu calismada; celtik kavuzu hidrolizatinin
kullanildig1 ayn1 kosullarda hazirlanan iki fermantasyon ortaminin birinde; A. pullulans
CCTCC M 2012259 susunun, digerinde ise mutant bir sus olan; A. pullulans ARH-1
susunun kullanildig1 ve iki farkli susun bu ortamlarda iirettikleri maksimum pullulan
derisimlerinin karsilastirildigi da bildirilmistir. Yapilan analizler sonucunda mutant sus
kullanildiginda elde edilen maksimum pullulan derisiminin, fermantasyonun 48. saatinde
22.2 g/L, A. pullulans CCTCC M 2012259 susu kullanildiginda ise maksimum pullulan
derisiminin; fermantasyonun 60. saattinde 15.6 g/L olarak belirlendigi de ifade edilmistir.
Bu calisma ile fermantasyon ortaminda karbon kaynagi olarak c¢eltik kavuzu
hidrolizatinin, mutant bir sus olan A. pullulans ARH-1 ile pullulan iiretiminde
kullanilmasinin, ¢eltik kavuzunun degerlendirilmesi agisindan da anlamli oldugu rapor

edilmistir (Wang ve ark., 2014).

Dogal substrat kullanilarak gergeklestirilen, kat1 hal fermantasyonu ve A. pullulans
MTCC 2670 susu ile pullulan liretiminin gergeklestirildigi bir baska ¢alisma 6rneginde;

dogal substrat kaynagi olarak; manyok kiispesi veya palmiye ¢ekirdeginin kullanildigi
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bildirilmistir. S6z konusu arastirmada, iretilen pullulanin ortamlardan 6ziitleme yoluyla
ayrildigi, bu nedenle de; elde edilen pullulan derisimini etkileyen bazi faktorlerin
(coziicii:kat1 orani, ¢oziicinliin pH degeri, sistemin sicakligi ve calkalama hizi)
optimizasyonunun yapildig1 ifade edilmistir. Yapilan optimizasyon deneyleri sonucunda;
manyok kiispesinin kat1 faz fermantasyonunda kullanildigi durumda optimum kosullarin;
50°C’lik sistem sicaklig1, ¢oziicii pH’s1 10, ¢oziicii: kati oran1 6:1 (v/w) ve ¢alkalama hiz1
300 rpm olarak belirlendigi rapor edilmistir. Palmiye c¢ekirdeginin kati faz
fermantasyonunda kullanildigi deneylerde ise; optimum kosullarin; 40°C’lik sistem
sicakligi, ¢oziicli pH’s1 10, ¢oziicii: kat1 orami 8:1 (v/w), c¢alkalama hiz1 400 rpm olarak

tespit edildigi belirtilmistir (Sugumaran ve Ponnusami, 2017b).

Dogal substrat kaynaklar1 kullanilarak pullulan {iretimi amaciyla yapilan diger bir
calismada fermantasyon ortami olarak; iizlim posasi, zeytinyagi endiistrisi atiklari, patates
tirtinleri endiistrisinin nisasta agisindan zengin artiklari, seker pancar1 melas: kullanildig:
bildirilmistir A. pullulans NRRLY-6220 susu ile gergeklestirildigi bildirilen ¢aligmada;
kullanilan dogal substratlar arasinda en yiiksek ekzopolisakkarit derisimine (22.3 g/L);
fermantasyon ortaminda {iziim posasmin kullanildig1 ortamda ulasildigi bildirilmistir.
Bunun yanisira; iizim posasi ortaminda {iiretilmis olan ekzopolisakkaritin; %97.4’liik
kismimin saf pullulan oldugu da rapor edilmistir. Patates iirlinleri endiistrisinin, nisasta
acisindan zengin artiklarindan hazirlanmig olan fermantasyon ortaminda elde edilen
ekzopolisakkarit derisiminin; 12.9 g/L olarak tespit edildigi, bu fermantasyon ortaminin,
NHsNO3 ve KoHPOy4 ile desteklenmesi durumunda ise 12.9 g/L derisiminin; 30.8 g/L’ye
yiikseldigi belirtilmistir. Seker pancari melas1 ve zeytinyagi endiistrisi atiklarmin
fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneylerde ise, sz konusu arastirmada elde
edilen ekzopolisakkaritin heterojen yapida oldugu ve, ekzopolisakkaritin i¢erigindeki
pullulan yiizdesinin de diisiik olarak tayin edildigi ifade edilmistir (Israilides ve ark.,
1994; Israilides ve ark., 1998).

Fermantasyon ortaminda dogal substrat kaynagi olarak piring kepegi yag: keki, pamuk
tohumu yag1 keki, soya fasiilyesi yagi keki, misir maserasyon sivist veya hardal tohumu
yag1 kekinin kullanildig1 bir ¢aligmada, A. pullulans RBF 4A3 susunun pullulan tiretimi
incelenmistir (Sharma, Prasad ve Choudhury, 2013). Belirtilen her bir dogal substratin

ayr1 ayr1 kullanilmasi ile hazirlanan fermantasyon ortamlarindaki dogal substrat oraninin
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%2 oldugu, bunun yani sira ortamlara, karbon kaynagi olarak da; %15 glukoz ilave
edildigi ifade edilmistir. Anilan ¢alismada, kullanilan dogal substratlar arasinda en
yiiksek pullulan derigimine (77.92 g/L); kullanilan atik maddeler arasinda fermantasyon
ortaminda misir maserasyon sivisinin kullanildigi durumda ulasildig: belirlenmistir. Bu
arastirmada, pullulan tiretimi agisindan en iyi sonucu veren dogal substrat belirlendikten
sonra, pullulan iiretimi i¢in fermantasyon kosullarinin optimizasyonunun da
gerceklestirildigi belirtilmistir. Optimizasyon deneylerinde; fermantasyon ortaminin
hazirlanmasinda kullanilan misir maserasyon sivisi konsantrasyonu, fermantasyon
sicaklig1 ve stiresi, calkalama hizi, fermantasyon ortaminin baslangic pH degeri bagimsiz
degiskenler olarak secilerek, pullulan iiretimini destekleyen optimum kosullarin
belirlenmesi saglanmistir. Yapilan deneyler sonucunda maksimum pullulan iiretiminin;
20°C’de, 200 rpm ¢alkalama hizinda, fermantasyon ortaminda %2 misir maserasyon
sivisinin kullanildig1 ve fermantasyon ortaminin baglangic pH degerinin 4.5 oldugu
ortamda gerceklestigi belirlenmistir. Anilan ¢alismada, optimum kosullarda elde edilen
en yiiksek pullulan derisiminin; fermantasyonun 96. saatinde, 88.59 g/L olarak tayin

edildigi, rapor edilmistir.

Goksungur, Ucan ve Giliveng (2004) tarafindan gercgeklestirilen bir arastirmada, seker
pancar1 melasinin ¢esitli kimyasal proseslerden ge¢irildigi ve fermantasyon ortami olarak
A. pullulans P56 susu ile pullulan tiretiminde kullanildigi bildirilmistir. S6z konusu
calismada ayrica, sentetik bir besiyerinin fermantasyon ortami olarak kullanildigi
deneylerin de gergeklestirildigi ve her iki ortamda yapilan deneyler sonucunda elde edilen
ekzopolisakkaritlerin pullulan safliklarmin degerlendirildigi belirtilmistir. Anilan
calismada, fermantasyon ortaminda kullanilacak seker pancar1 melasinin, siilfiirik asit ile
hidrolize edildikten sonra, aktif karbon ile muamele edilip, baslangig seker
konsantrasyonunun; 50 g/L olacak sekilde ayarlandigi belirtilmistir. Sentetik ortam
kullanildiginda ise, ortamdaki seker derisiminin; 50 g sakkaroz/L oldugu rapor edilmistir.
S6z konusu arastirmada sonu¢ olarak; sentetik ortam fermantasyon ortami olarak
kullanildiginda yiiksek saflikta pullulan elde edilirken, fermantasyon ortaminda seker
pancar1 melas1 kullanildiginda iiretilen polisakkaritin, yaklasik olarak yarisinin, pullulan
disinda diger polisakkaritlerden meydana geldiginin belirlendigi ifade edilmistir. Anilan
calismanin devaminda, sentetik fermantasyon ortaminda, farkli sakkaroz baslangic

konsantrasyonlarinin (30g/L, 50 g/L, 70 g/L) ve baslangi¢ pH degerinin pullulan iiretimi
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iizerindeki etkilerinin de arastirildig ifade edilmistir. Deneysel sonuglara gore, pullulan
iiretimini tesvik eden en uygun baslangic pH degerinin; 7.5 ve ortamdaki sakkaroz

baslangi¢ derisiminin; 50 g/L oldugu rapor edilmistir.

An ve arkadaslarinin (2017), A.pullulans 201253 susu ile yaptiklari bir ¢alismada;
fermantasyon ortaminda karbon kaynagi olarak patates nisastasi hidrolizat1 (PNH) ile
sentetik karbon kaynaklarmin (glukoz ve sakkaroz), cesitli kombinasyonlarda
kullanilmalar1 ile hazirlanan ortamlarin, pullulan iiretim verimi lizerindeki etkilerinin
incelendigi ifade edilmistir. Bu ¢aligmada, patates nisastasinin, fermantasyon ortaminda
karbon kaynagi olarak kullanilmak iizere; a-amilaz ve amiloglukozidaz enzimleri ile
hidrolize edildigi rapor edilmistir. Arastirmada; fermantasyon ortaminda karbon kaynagi
olarak dort farkli kombinasyonun kullanildig1 belirtilmistir. Bunlar; yalmz sakkarozun
ve yalniz PNH’ nin karbon kaynagi olarak kullanildig1 ortamlar ile PNH:sakkaroz (80:20
w/w) ve PNH:glukoz:sakkaroz (80:10:10; w/w/w) kombinasyonlarmin karbon kaynagi
olarak kullanildig1 ortamlar olarak rapor edilmistir. S6z konusu ¢alisma sonucunda;
sakkarozun, pullulan iiretimini destekleyen en iyi substrat oldugu rapor edilmistir.
Sakkarozun ekonomik agidan pahali bir karbon kaynagi olmasi nedeniyle, pullulan tireten
enzim tiretimini tesvik eden sakkaroz ile birlikte PNH kullanilmasinin mikrobiyel

pullulan iiretiminde ekonomik agidan anlamli olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Tath patatesin farkli enzimlerle hidrolize edildikten sonra, fermantasyon ortami olarak,
A. pullulans AP329 susu ile pullulan tiretiminde kullanildig: bir bagka ¢alismada ise;
enzimatik hidrolizasyon i¢in; a-amilaz, [-amilaz, amiloglukozidaz ve pullulanaz
enzimlerinin, farkli kombinasyonlarda ve hidrolizasyon siirelerinde kullanildiklar1
bildirilmistir. Analizler sonucunda ilk olarak; a-amilaz ile, sonrasinda B-amilaz ve
pullulanaz enzimleri ile, 48 saat boyunca hidrolize edilen tath patateslerden elde edilen
hidrolizatin, diger kombinasyonlardan elde edilen hidrolizatlardan daha fazla seker
icerdigi bildirilmistir. S0zl edilen calismada daha sonra ise; bu sekilde elde edilen
hidrolizatin, pullulan iiretiminde kullanilacak fermantasyon ortamina sakkaroz yerine,
farkli derisimlerde (w/v) (5%, 7.5%, 10%, 12.5% ve 15%) eklenerek kullanildigi
belirtilmistir. Sonug olarak; elde edilen en yiiksek pullulan derisimine (29.43 g/L); %5
oraninda tathi patates hidrolizat1 eklenmis fermantasyon ortaminda ulasildig1 da rapor

edilmistir ( Wu ve ark., 2009).
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2.1. Kesikli fermantasyon sistemlerinde kullanilan kinetik esitlikler
2.1.1. Ozgiil Ureme Hiza

Kesikli fermantasyon sistemlerinde, mikroorganizmalarin {reme hizi, ortamdaki
mikroorganizma  derisiminin ~ zamanla  degisimi  olarak  tanimlanmaktadir.
Mikroorganizmalarin {issel iireme bolgesinde iireme hizi, ortamdaki mikroorganizma
derisimi ile dogru orantili olarak degismekte olup, Es. 2.1 ile ifade edilmektedir (Maier,

Pepper ve Gerba, 2011; Donmez, 2017) .

dX
m = uX (2.1)

Bu esitlikte, X; mikroorganizmanin kuru agirlik cinsinden derisimini (g

mikroorganizma/L), t; zamani (sa), y; ise 6zgiil iireme hizin1 (sa™) gdstermektedir.

Mikroorganizmalarin {iissel iireme bdlgesindeki 06zgll tireme hizi, Es. 2.1°in
degiskenlerine ayrilarak diizenlenmesi sonucunda elde edilen diferansiyel denklemin her

iki tarafinin integralinin alinmasiyla elde edilen Es. 2.2 kullanilarak hesaplanmaktadir.
In X= ut +In Xo (2.2)

Bu esitlikte, Xo; tissel tireme evresinin basladigi anda (t = 0) fermantasyon ortamdaki
mikroorganizma derigimini, X ise Ussel iireme evresinde, t anindaki mikroorganizma

derisimini gostermektedir.

Mikroorganizmalarin iissel lireme bdlgesindeki 06zgiil lireme hizlari, bu evredeki
mikroorganizma derisimleri kullanilarak hesaplanan In X degerlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafikler ¢izilmesiyle elde edilen dogrularin egimlerinden, Es. 2.2

kullanilarak hesaplanmaktadir.
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2.1.2. Ozgiil iiriin olusum hiz1

Kesikli fermantasyon sistemlerinde, 6zgiil lirtin olusum hiz1 (v) (Es. 2.3), {iriin olusum
hizinin  mikroorganizma derisimine orani olarak tanimlanmaktadir (Shuler and Kargi,

2002).

dp

1
” " (2.3)

v =

Bu esitlikte, v, 6zgiil tiriin olusum hizimi [g pullulan/(g mikroorganizma.sa)], dP/dt iirlin
olusum hizin1 [g pullulan/(L.sa)], X, ise iiriin olusum hiz1 hesaplandigi andaki

mikroorganizma derisimini (g mikroorganizma/L) gostermektedir.

Bu aragtirmada, 6zgiil pullulan olusum hiz1 degerleri pullulan ve biyokiitle derisimlerinin
zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden yararlanilarak hesaplanmistir. Bu amacla,
once, pullulan derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren egriler kullanilarak, farkl
zamanlardaki iirtin olusum hizlar1 hesaplanmis, daha sonra ise bulunan her bir hiz degeri,
bu degerin hesaplandigi anda fermantasyon ortaminda bulunan mikroorganizma
derisimine bdliinerek ayni zamana karsi gelen oOzgiil iirlin olusum hiz1 degeri

hesaplanmastir.

2.1.3. Substrat Tiiketim Hiz

Bir mikroorganizmanin substrat tiikketim hizi (rs), fermantasyon ortamindaki substrat

derisiminin zamanla degisimi (Es. 2.4 ) olarak ifade edilmektedir (Liu, 2013).

ds

fg= -—
T dt

(2.4)
Bu c¢alismada, farkli dogal substrat kaynaklarmin kullanildig1 fermantasyon
ortamlarindaki baslica seker tiirlerinin zamanla degisimleri tayin edilmis ve elde edilen
sonuglar grafikler iizerinde gosterilmistir. Her bir substrat i¢in substrat tiikketim hizlar1 ise

bu grafiklerdeki egrilerin farkli zamanlardaki egim degerleri bulunarak hesaplanmustir.
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2.2. Yamt Yiizey Yontemi

Optimizasyon; bir sistemin, prosesin yada iiriiniin performansini artirip ondan maksimum
seviyede yarar saglamaya yonelik olarak yapilan bir ¢alisma olarak adlandirilmaktadir
(Bezerra ve ark., 2008). Yanit yilizey yontemi ise; istatiksel ve matematiksel yontemler
kullanilarak proses kosullarinin optimize edilmesi ve ulagilmasi istenen hedefin
maksimum seviyeye ¢ikarilmasi amaciyla yapilan, bir deneysel modelleme yontemidir

(Bas ve Boyaci, 2007).

Bu yontemde bagimli degiskenler (y) ile bu bagimli degiskenleri etkileyen bagimsiz
degiskenlerin (xi) birbiri arasindaki iliskinin diisiik dereceli bir polinom ile ifade
edilebilecegi belirtilmistir (Myers, Montgomery ve Anderson-Cook, 2016). Yanit adi da
verilen bagimli degiskenlerin; bagimsiz degiskenlere bagl olarak degisim gosterdikleri

ifade edilmektedir.

Yanit ylizey yontemi ile optimizasyon sirasinda takip edilmesi gereken asamalar asagida

verilmektedir (Bezerra ve ark., 2008).

1. Calismanin ulasilmak istenen hedefine yoOnelik bagimsiz degiskenlerin

belirlenmesi
2. Deney tasariminda kullanilacak modelin belirlenmesi

3. Deney sonucunda elde edilen verilerin matematiksel ve istatiksel yontemler ile

secilen modele uygunlugunun test edilmesi

4. Elde edilen modelin se¢ilen yonteme uygunlugunu olumsuz etkileyen degerlerin
tekrar degerlendirilmesi, gerekiyorsa transformasyon yapilarak bu degerlerin

diizeltilmesi

5. Belirlenen her yanit degeri i¢in, optimum degerlerin belirlenmesi

Yantt (y) ile bagimsiz degiskenler (x1, X2...Xj ) arasindaki iliski; Es 2.5°de ifade edilmistir
(Bas ve Boyaci, 2007).

y="Ff(x, xo..xi) + & (2.5)
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Bu esitlikte yer alan y; yaniti, f (X1, X2, ..., Xi); yanit1 etkileyen bagimsiz degiskenlerin
fonksiyonunu, i, bagimsiz degiskenlerin sayisini ve & istatistiksel hatay: ifade etmektedir.

€ degerinin, ortalama degerinin sifir oldugu, normal dagilim gosterdigi ve varyans

degerinin ise; 62 oldugu belirtilmektedir (Myers, Montgomery ve Anderson-Cook, 2016).

Deneysel c¢aligmalarda bagimli degiskenler iizerinde en ¢ok etkisi olan bagimsiz
degiskenlerin se¢cimi ve diizeylerinin belirlenmesi 6nemli bir asama olarak kabul
edilmektedir. Bagimsiz degiskenlerin diizeyleri degistikge, elde edilen yanitin degeri de
degisim gostermektedir Bagimsiz degiskenlere ait minimum ve maksimum degerler
belirlendikten sonra modelleme asamasi gergeklestirilmektedir. Optimizasyon
programlar1 yardimiyla bagimsiz degiskenlerin yanit {izerindeki etkilerini incelemek
iizere farkli deneysel matris modelleri ifade edilmistir. Bunlar; birinci dereceden modeller
(Plackett-Burman tasarimi, 2 faktoriyel tasarimi, vb.) ile ikinci dereceden modeller (3
faktoriyel tasarimi, merkezi karma tasarimi, Box-Behnken tasarimi) olarak ifade
edilmektedir (Khuri ve Mukhopadhyay, 2010). Bu asamada, deney tasarimina uygun olan

matris dizayninin belirlenmesi gerektigi bildirilmektedir.

Merkezi karma tasarim yonteminde deney dizayni ti¢ kistmdan olusmaktadir. Bunlar; (1)
Cok etkenli, -1 ve +1 olarak kodlanan faktdriyel noktalar, (2) her bir faktor igin belirlenen
merkez noktalar, (3) merkez noktadan + a kadar uzaklikta olan yildiz noktalar olarak
tanimlanabilir (Khuri ve Mukhopadhyay, 2010). S6zii edilen a degeri Es. 2.6. kullanilarak
hesaplanmaktadir ( Bevilacqua, Corbo ve Sinigaglia, 2010).

a=[2"]"* (2.6)

Bu esitlikte k, bagimsiz degisken sayisini ifade etmekte olup iki bagimsiz degiskenli
tasarimlarda o degeri; 1.414, ii¢ bagimsiz degiskenli tasarimlarda ise o degeri; 1.682

olarak hesaplanmaktadir.

Merkezi karma tasariminda, iki ya da ii¢ bagimsiz degiskenli bir tasarimin yanitlar
tizerindeki etkileri incelenebilmektedir. 3 bagimsiz degiskenli deney tasariminda
bagimsiz degiskenler; —a, -1, 0, +1, +a olarak, bes seviyede incelenmektedir (Bezerra ve
ark., 2008). Ug bagimsiz degiskenli bir tasarimda merkezi karma ydnteminde merkez
nokta, yildiz nokta ve faktdriyel noktalarin yerlesimi Sekil 2.2.°de belirtilen kiipe

benzetilmektedir (Bezerra ve ark., 2008).
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Sekil 2.2. Ug bagimsiz degiskenli merkezi karma sistemi modeli; ( @ ) faktoriyel nokta,

(O ) yildiz nokta, ([0 ) merkez nokta

Dondiiriilebilir merkezi karma tasarimi ile olusturulan deney dizaynindaki deney sayis1

(n) ise; Es 2.7 kullanilarak hesaplanmaktadir (Khuri ve Mukhopadhyay, 2010).
n=2K+2k+no (2.7)

Bu esitlikte k; bagimsiz degisken sayisini ifade ederken, no ise; merkez noktadaki tekrar

edilen deney sayisini ifade etmektedir.

Birden fazla bagimsiz degiskenin bulundugu modellerde, varyans analizi (ANOVA)
yapilarak, deneysel verilerin bagimsiz degiskenler ile olan iligkilerinin yorumlanmasi
gerektigi belirtilmektedir. Varyans analizi; deneysel verilerin analizi i¢in yapilan
istatiksel tekniklerin toplami olarak tanimlanmaktadir (Bezerra ve ark., 2008). Varyans
analizi yapilirken elde edilen deneysel verilerin kurulan modele uygunluk seviyesi, belirli
giiven araliklarinda belirlenmelidir. Bu amacla siklikla kullanilan giiven araliklari; 0.05
ve 0.01 olarak belirtilmektedir (Kavuncu, 2010). Kurulan modelin istatistiksel olarak
oneminin belirlenmesi amaciyla; Fischer testi (F test) ve uyum eksikligi testi
kullanilmaktadir. F degeri, model i¢in olusturulan varyansin, hata varyansina orani olarak
ifade edilmektedir. F testinde; deneysel verilerin sonucunda elde edilen F degeri
(Fnesapianan); istatistiksel yontemlerle hazirlanmig tablolardaki; F degeri (Ftabio) ile

karsilastirilarak yorumlanmaktadir. Modelin gegerli olabilmesi i¢in Fhesaplanan degerin,
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Ftablo degerinden biiyiik olmasi gerektigi de ifade edilmektedir (Kent, 2009). Uyum
eksikligi degeri ise; elde edilen deneysel verilerin, modeldeki hata degeri ile
karsilastirilmas1 anlamma gelmektedir. Modelin gegerli olabilmesi i¢in bu degerin,
istatiksel acidan Onemsiz olmasi gerekmektedir. Aksi taktirde ¢ikan sonucun, secilen
model ile deneysel verilerin uyumlu olmadigi anlamma geldigi yorumu yapilmaktadir

(Goksungur, Uzunogullar1 ve Dagbagli, 2011; Ramesh ve ark., 2013).

Varyans analizi yapilirken Fischer testi ve uyum eksikligi testlerine ek olarak, regresyon
analizinin de yapilmas1 ve regresyon katsayismin da (R?) hesaplanmasi gerektigi
belirtilmektedir. Regresyon katsayisi; tasarimdan elde edilen veriler ile deneysel
verilerin, ortalama degerden uzaklasma derecesi anlamini tasimaktadir. R degeri -1 ile 1
degerleri arasmnda degismektedir. R? degerinin 1 olmasi degiskenler arasinda tam
dogrusal bir iliski oldugunu ifade etmekte, R? degerinin 0.9’dan biiyiik olmas ise segilen
modelin deneysel verilerle biiyiik 6l¢iide uyumlu olmasi anlamina gelmektedir( Kavuncu,

2010).

Yanit yiizey yonteminde en 6nemli asamanin, se¢ilen yanitlar i¢in optimum degerlerin
belirlenmesi oldugu ifade edilmektedir. Secilen deney tasarimi ile deneysel ¢alismalar
tamamlanip istatistiksel degerlendirmeler yapildiktan sonra, elde edilen deneysel veriler
ile bagimsiz degiskenler arasindaki iligkinin, matematiksel bir baginti ile ifade edilmesi
gerekmektedir (Bas ve Boyaci, 2007). Ayrica bagimsiz degiskenlerin, yanit lizerindeki
etkilerinin goriilebildigi iki boyutlu kontiir grafikleri ile, ti¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri
yardimiyla yanit degiskeni i¢in elde edilen maksimum ve minimum degerler belirlenerek,
yanit i¢in optimal kosullar tespit edilebilmektedir (Bas ve Boyaci, 2007; Myers,
Montgomery ve Anderson-Cook, 2016). Birden ¢ok yanit i¢in optimum kosullarin
belirlenmesi ise; istenen hedefe ulagsma fonksiyonu (desirability function) ile
yapilabilmektedir. Istenen hedefe ulasma fonksiyonu (d); 0 ile 1 arasinda degisim
gostermektedir. Bu degerin bire yaklagsmasinin, belirlenen optimum kosullarda, istenilen

hedefe ulasildig1 anlamina geldigi de belirtilmektedir (Murphy, Tsui ve Allen, 2005).

Literatiirde yanit yiizey yontemi kullanilarak, cesitli A. pullulans suslari ile pullulan
iiretiminde fermantasyon kosullarmin optimize edildigi baz1 ¢aligmalar rapor edilmistir.
Sicaklik, baslangi¢c pH degeri ve fermantasyon siiresi gibi bazi kosullarin yanit ylizey
yontemi ile optimize edildigi bir ¢alismada; A. pullulans SK1002 susunun pullulan
liretimi i¢in belirlenen optimal kosullar; fermantasyon ortami baslangi¢c pH degeri; 5.5,
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fermantasyon sicakligi; 28°C olarak rapor edilmistir. S6z konusu caligmada, bu
kosullarda en yiikksek pullulan derisimine (30.28 g/L) fermantasyonun 5. giiniinde
ulagildig: da bildirilmistir (Jiang 2010).

Yapilan bir diger ¢calismada ise; A. pullulans MTCC 2195 susu ile ekzopolisakkarit
iretimi i¢in kullanilan bir fermantasyon ortaminda, karbon kaynagi olarak sakkaroz
yerine tathi patatesin, bir Ogiitliciide cekilerek elde edilen tozunun kullanildig: ifade
edilmistir. S6z konusu ¢alismada, fermantasyon parametrelerinin optimizasyonu i¢in;
Plackett-Burman dizayni ile merkezi karma tasarim yonteminin kullanildigi rapor
edilmistir. Bu ¢alismada; Plackett-Burman dizayn1 kullanilmasinin, fermantasyon
ortamma eklenecek fazla sayidaki bilesenin, tasarlanan az sayidaki deney ile
degerlendirebilme imkanim sagladigi da belirtilmistir. S6z konusu arastirmada; merkezi
karma tasarim yontemi kullanilarak, fermantasyon ortaminda karbon kaynagi olarak
kullanilan; tath patates tozu ile azot kaynagi olarak kullanilan; maya 6ziitii miktarlarmin,
fermantasyon ortami baslangi¢ pH’inin ve fermantasyon siiresinin optimize edildigi ifade
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, maksimum EPS derisimine (9.3 g/L),
fermantasyon ortamu bilesiminde kullanilan tathi patates tozunun; %10 (w/v) ve maya
Oziitiniin % 0.75 oldugu, baslangic pH’min 5.5 olarak ayarlandigi kosullarda,
fermantasyonun 100. saatinde ulagildigi rapor edilmistir. S6zi edilen ¢alismada ayrica,
karbon kaynagi olarak tath patates tozunun kullanilmasiyla hazirlanan fermantasyon
ortaminin, sentetik karbon kaynagi olan sakkaroz kullanilarak hazirlanan fermantasyon

ortamina gore daha ekonomik oldugu da belirtilmistir (Padmanaban ve ark., 2015).

Metha, Prasad ve Choudhury (2014) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada; A. pullulans
RBF 4A3 susu ile pullulan iiretiminde, maliyeti diisiirmek amaciyla fermantasyon ortami
olarak palmiye sekeri, biyodizel liretim fabrikalarindan saglanan, yagmdan armndirilmis
jatrofa tohumu keki ve nigasta fabrikalarindan temin edilen misir maserasyon sivisinin
kullanildig1 rapor edilmistir. Yapilan arastirmada; dogrudan fermantasyon ortami olarak
kullanilan bu substratlarin, merkezi karma tasarim yontemi ile, farkli oranlarda kombine
edildigi bir deney modelinin olusturuldugu belirtilmistir. Belirtilen ¢alismada, merkezi
karma tasarim yontemi kullanilarak, sozii edilen dogal substratlarin pullulan iiretimi
izerine olan etkilerinin, ikinci dereceden bir model ile ifade edilebildigi de belirtilmistir.
Analizler sonucunda; maksimum pullulan iiretimi i¢in belirlenen optimal fermantasyon

ortamu bilesiminin; %18 (w/v) palmiye sekeri, %3 (w/v) jatrofa tohumu keki ve %0.97
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(w/v) misir maserasyon sivisi, olarak belirlendigi ve bu ortamda elde edilen en yiliksek

pullulan derisiminin ise; 66.25 g/L olarak tayin edildigi bildirilmistir.

Goksungur ve arkadaglarinin (2005) yaptiklar1 bir calismada, karistirmali bir tank
reaktoriinde A. pullulans P56 susu ile pullulan iiretimi i¢in baz1 isletme parametrelerinin
(fermantasyon ortamindaki sekerin baslangi¢ derisimi, havalandirma orani ve ¢alkalama
hiz1), optimizasyonu amaciyla, yanit ylizey yonteminin kullanildig1 belirtilmistir. S6z
konusu calismada, elde edilen deneysel sonuglarin ikinci dereceden bir polinoma uydugu
ifade edilmistir. Optimum olarak belirlenen baslangic seker derisiminin; 51.4 g/dm®,
havalandirma oraninim; 2.36 vvm ve ¢alkalama hizinin; 345.3 rpm oldugu bu esitliklerden
tespit edildigi bildirilmistir. Optimal kosullarda yapilan deneyler sonucunda elde edilen
en yiiksek pullulan derisiminin; 17.2 g/dm? olarak tayin edildigi de belirtilmistir.

Pullulan iiretiminde, bes diizeyli bes bagimsiz degiskenin merkezi karma tasarim yontemi
ile degerlendirildigi bir baska ¢alismada ise; fermantasyon ortamindaki farkli sakkaroz,
amonyum siilfat, maya 0ziitli, dipotasyum hidrojen fosfat ve sodyum kloriir
derigimlerinin; bagimli degiskenler olarak belirlenmis olan; pullulan derisimi, biyokiitle
derisimi ve seker kullanimi yiizdesi lizerindeki etkilerinin arastirildigi bildirilmistir.
Belirtilen bagimli degiskenler icin, gergeklestirilen optimizasyon ¢aligmasi sonucunda
bulunan; fermantasyon ortaminin optimal bilesimi (w/v); % 5.31 sakkaroz, %0.11
amonyum siilfat, %0.07 maya 6ziitii, % 0.05 dipotasyum hidrojenfosfat ve %0.15 sodyum
kloriir olarak rapor edilmistir. Calismada pullulan derisimi; 100 mL fermantasyon
ortaminda tretilen kuru agirlik miktar1 cinsinden hesaplanmis olup, optimal kosullarda
tespit edilen en yiiksek pullulan derisiminin; %4.44 olarak belirlendigi rapor edilmistir.

(Singh, Singh ve Saini, 2009).

Fermantasyon yolu ile pullulan {iretimi iizerine gerceklestirilen bir bagka ¢aligmada ise;
fermantasyon ortaminin baslangic pH degeri, fermantasyon siiresi ve ¢alkalama hizinin;
A. pullulans P56 susunun, pullulan iiretimi tizerindeki etkilerinin incelendigi ve pullulan
iiretiminin, yanit yiizey yontemi kullanilarak optimize edildigi belirtilmistir. S6z konusu
caligmada deneylerde kullanilan susun, kalsiyum aljinat kiirecikleri kullanilarak
immobilize edildigi ve bu nedenle de {iriiniin ayrilmasmimn kolaylastig, tiriiniin kullanilan
mikroorganizma ile kontaminasyon riskinin de azaldigi1 rapor edilmistir. Anilan

calismada sonug olarak; optimum olarak belirlenen kosullarda; fermantasyonun 101.2.
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saatinde, fermantasyon ortami baslangi¢ pH’s1; 7.31 ve calkalama hizi; 191.5 rpm’de
ulasilan maksimum pullulan derisiminin; 21.07 g/dm?® olarak tayin edildigi ifade

edilmistir (Urkiit, Dagbagli ve Goksungur, 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizma

Arastirmada kullanilan A. pullulans AZ-6 susu, laboratuvarimizda daha 6nceden yapilmis
bir arastrma sirasinda, ham Gemlik zeytini 6rneginden izole edilmis, fenotipik ve
molekiiler yontemler ile tanimlanmis ve kiiltiir koleksiyonumuza kazandirilmis bir sustur.
Bu sus deneyler sirasinda bilesimi (g/L); glukoz; 10, malt 6ziitii; 3, maya oziitii; 3 ve
bakteriyolojik pepton; 5 olan Yeast Extract Malt Extract (Y M) broth besiyerinde, 28°C’de
yaklagik 48 saat inkiibasyonda birakilarak canlandirilmistir. Aktiflestirilen kiiltiir daha
sonra YM agar yatik besiyerinde; 28°C’de 48-72 saat gelistirildikten sonra 4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Bu islem rutin araliklarla tekrar edilerek, deneylerde

kullanilan; A. pullulans AZ-6 kiiltiirleri hazirlanmstir.

3.1.2. Besiyeri

Calismada kullanilan kiiltiir ortami; fermantasyon ortamina agilama yapilmadan once A.
pullulans AZ-6 kiiltiiriiniin gelistirildigi ortamdir. Bu ¢alismada, deneylerde kullanilan
kiiltiir ortammin bilesimi (g/L); sakkaroz; 30, maya ekstrakti, 3.0, (NH4).SOs; 2.0
KoHPO; 5.0, NaCl 1.0 ve MgSQO4.7H20; 0.2 olarak kullanilmustir (Thirumavalavan,
Manikkadan ve Dhanasekar, 2009). Fermantasyon ortami i¢in inokulum hazirlanmasinda;
YM agar besiyerinde aktiflestirilmis olan A. pullulans AZ-6 susundan bir 6ze dolusu
alinarak, 250 mL’lik erlen igerisinde yer alan 50 mL hacmindeki kiiltiir ortamina asilama
yapilmis ve daha sonra asilanan ortam 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizina sahip bir su

banyosunda, 28°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

3.1.3. Fermantasyon ortaminda kullanilan dogal substratlar

Bu c¢alismada, ¢esitli dogal substrat kaynaklar1 kullanilarak hazirlanan fermantasyon
ortamlarmin, yerel bir sus olan; A. pullulans AZ-6’nin pullulan iiretimi tizerindeki etkileri

arastirilmustir.

Bu amagla gerceklestirilen deneylerde, dogal substrat kaynaklar1 olarak; ¢esitli turunggil
kabuklar1 (portakal, limon, greyfurt, turung), sarap fabrikasi artigi olan; iki farkli cins

(Chardonnay ve Calkarasi) iliziimden elde edilmis posa Ornekleri, kestane ve findik
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kabuklarindan hazirlanmis olan hidrolizatlar, seker kamisindan pekmez tiretimi sirasinda

cikan artik, kuru ve taze findik ziiruflari/gotanaklari veya balkabagi kabugu kullanilmastir.

Bu arastrmada, deneylerde kullanilan turunggil kabuklar1 (portakal, limon, greyfurt,
turung) ayr1 ayr1 kurutulmus olarak, Osmaniye’deki Afra Tarim Uriinleri Sirketi’nden

temin edilmistir (Sekil 3.1.).

() (b)

(©) (d)
Sekil 3.1. Fermantasyon ortaminda dogal substrat kaynagi olarak kullanilan kurutulmus

turuncgil kabugu 6rnekleri; (a) Portakal, (b) Limon, (c) Greyfurt, (d) Turung

Turunggil kabuklar1 bilesimlerinde, yiiksek oranda kompleks bir karbonhidrat olan pektin
molekiiliinii igermektedirler (Ahmed ve ark., 2016). Ayrica, turunggil kabuklarinda,
kabuk yagi olarak da adlandirilan, yogun aroma bilesenleri i¢eren bazi maddeler de
bulunmaktadir (Lopez, Li ve Thompson, 2010). Kabuk yag1 ve pektin kozmetik, eczacilik
ve gida endiistrisinde yaygin olarak kullanim alani bulmaktadir. Turunggil tretimi

oldukca zengin olan ililkemizde degerlendirilemeden kalan kabuklarin, ekonomik agidan
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da 6nem tagiyan pullulan iiretimi amaciyla fermantasyon ortami olarak incelenmeleri

amaglanmgtir.

Bu aragtirmada, farkli cins tliziimlerin (Chardonnay ve Calkarasi) saraba islenmeleri
sirasinda ¢ikan iiziim posalari, Ankara, Akyurt’taki Kavaklidere Saraplar1 A.S.’ye ait
fabrikadan temin edilmistir (Sekil 3.2.). Sekil 3.2.b’de goriilen Calkarasi cinsi {iziim
posasmin cibre fermantasyonu sonucunda elde edildigi belirtilmistir. Sarap fabrikasi
artig1 olan iizim posalarmin, bilesimlerindeki fenolik ve antioksidan maddeler ile, seker
iceriginden Otiirli, fermantasyon ortamui olarak ¢esitli ¢alismalarda, degerlendirilmeye

uygun bir artik oldugu ifade edilmistir (Arvanitoyannis, Ladas ve Mavromatis, 2006).

(b)

Sekil 3.2. Fermantasyon ortamida dogal substrat kaynagi olarak kullanilan farkli cins

iiztimlerin posalari; (a) Chardonnay cinsi {iziim posast, (b) Calkarasi cinsi liziim posast

Deneylerde bir diger fermantasyon ortami olarak incelenen; kestane ve findik kabugu
hidrolizatlar1, Abant Izzet Baysal Universitesi (AIBU), Miihendislik Fakiiltesi, Gida
Miihendisligi Boliimii’nde hazirlanmistir (Sekil 3.3.).
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Kestane.
Flﬁts\ Ik Ug\!
Hickolisah Hidrolizat

Sekil 3.3. Fermantasyon ortami olarak kullanilan kestane ve findik kabugu hidrolizatlar1

Kestane kabuklar1 Bursa’da bulunan Kafkas Pasta Sekerleme Sanayi ve Ticaret A.S’ ye
ait bir igletmeden, findik kabuklar1 ise Diizce’deki yerel iireticilerden temin edilmistir.
Kestane kabugunun, tip ve eczacilik endiistrisinde kullanildig1 bilinmektedir (Kendir,
Oztiirk ve Kéroglu, 2016). Tiirkiye yogun olarak findik iiretiminin gerceklestigi bir
iilkedir. Findigin i¢inin ¢ikartilmasi ve degisik iirlinlere islenmesi esnasinda, atik madde
olarak ortaya c¢ikan findik kabugunun, yiiksek oranda lignoseliilozik madde igerdigi
bilinmektedir (Uzuner ve Cekmecelioglu, 2014). Bu lignoselliillozik maddenin
icerigindeki lignin, seliilloz ve hemiseliiloz yapilarmin enzimatik olarak veya asit yada
baz hidrolizi gibi yOntemlerle ayristirilmasi ile ortaya ¢ikan hidrolizatin
mikroorganizmalar tarafindan daha kolay kullanilabilir sekerlerce zengin bilesenler
icerdigi bildirilmistir (Pinar ve ark., 2017). Lignoseliilozik igerigi yliksek olan maddelere
uygulanan asit hidrolizi sonucunda fermente edilebilir seker olarak ksiloz ve glukoz
meydana geldigi belirtilmistir (Eryasar, 2016). A. pullulans ksiloz ve glukoz fermente
edebilen (Chen ve ark., 2014) bir mikroorganizma oldugundan pullulan {iretiminde
kestane ve findik kabugu hidrolizatlarinin fermantasyon ortami olarak kullanilmasina

karar verilmistir.

Deneylerde kullanilan seker kamisi pekmezi artigi (SKPA), Diizce’nin Cilimli ilgesinin
Tepe koyiinden, organik seker kamisi tarimi yapan bir iireticiden temin edilmistir.
Pekmez {iretimi amaciyla kullanilan seker kamuiglari; Ekim-Kasim aylarinda hasat
edildikten sonra yapraklarmdan ayrilarak, ezme makinesinden gegirilip, sular1 elde
edilmektedir. Bitkinin agik yesil renkli suyu daha sonra, ipek elekten ve tiilbentten

gegirilerek siiziilmekte ve ardindan, iizeri agik kazanlarda karistirarak 8-10 saatlik bir
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kaynatma islemine tabi tutulmaktadir. Kaynatma esnasinda yiizeyde biriken kopiiklii

tabaka zaman zaman ayrilarak ayr1 bir yerde biriktirilmektedir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Fermantasyon ortaminda dogal substrat kaynagi olarak kullanilan seker kamis1

pekmezi artigi (SKPA)

Bu koptiklii kismin bilesiminde; hammaddeden gelen mumsu maddelerin yanisira yag,
pektik asit, ¢esitli azotlu bilesikler ve sakkaroz ile birlikte, gesitli renk pigmentlerinin
(klorofil, antosiyanin vb.) bulundugu belirtilmektedir (Nualsri, Reungsang ve Plangklang,
2015). Pekmez kalitesini olumsuz etkilemesi nedeniyle, kaynatma siliresince bu tabakanin
ayrilarak atildig1 ifade edilmektedir. Seker kamisi iiretiminin tilkemizde heniiz ¢cok yaygin
olmadig1 bilinmekle birlikte, zengin bilesim 6zellikleri nedeniyle, deneylerde pullulan
iretimi amaciyla, SKPA’nin da fermantasyon ortami olarak incelenmesine karar

verilmistir.

Deneylerde kullanilan; Tombul cinsi findigin; kuru ve taze findik ziiruflari/gotanaklart,

Giresun’un Tirebolu ilgesinden temin edilmistir (Sekil 3.5.).
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(a) (b)

Sekil 3.5. Fermantasyon ortaminda dogal substrat kaynagi olarak kullanilan ; (a) kuru
findik ziirufu, (b) taze findik ziirufu

Tirkiye findik tiretimi ve ithalati agisindan diinyada lider olan iilkelerden biri
konumundadir. Bu nedenle findik {iretimi Tiirkiye’de yogundur. Findik {iretimi esnasinda
ortaya c¢ikan ziirufun; tarim alanlarinda giibre olarak yada 1s1 enerjisi liretimi ic¢in
kullanildig1 belirtilmektedir (Copiir ve ark., 2007). Bilesen olarak zengin olan findik
ziirufunun, pullulan iiretimi amaciyla incelendigi baska bir arastirma da bulunmamasi
nedeniyle bu atigin fermantasyon ortami olarak incelenmesi, tezin amaci i¢in de uygun

bulunmustur.

Bu arastirmada fermantasyon ortami olarak denenen diger bir dogal substrat kaynagi olan;
kestane cinsi balkabagi kabugu ise, Ankara ilinin Ayas ilgesindeki yerel bir iireticiden
temin edilmistir (Sekil 3.6.). Gida endiistrisinde yaygin kullanim alanina sahip olan pektin
maddesi ile ¢esitli polisakkaritler balkabagi kabugunda yogun olarak bulunmaktadir
(Hamed ve Mustafa, 2018). Balkabagi kabugunun igerigindeki zengin bilesenlere
ragmen, pullulan tiretimindeki fermantasyon ortaminda daha dnce yapilan ¢aligmalarda
kullanilmamis olmasindan 6tiirii, bu dogal substratin fermantasyon ortami olarak

kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 3.6. Fermantasyon ortaminda dogal substrat kaynagi olarak kullanilan balkabagi
kabugu

Deneylerde fermantasyon ortami olarak ayri ayri kullanilan her bir dogal substrat,
kullanilan hammaddenin 6zelliklerine uygun olarak bazi 6n islemlerden gegirilerek

ortamlar hazirlanmistir.

3.1.4. Deney diizenegi

Bu arastirmada yapilan deneyler, kesikli sistemde; sicaklig1 ve calkalama hizi kontrol
edilebilen ¢alkalamali su banyolarinda, 150 mL’lik calisma hacminde, 300 mL’lik
erlenler kullanilarak gergeklestirilmistir. Deneylerde, Niive ST-402 ve Grant SS40-D
modellerindeki ¢alkalamali su banyolar1 kullanilmistir. Calisma sirasinda sicaklik A.
pullulans AZ-6 susu igin, daha 6nce yapmis oldugumuz bir arastirmada bulmus
oldugumuz optimum sicaklik olan; 24.2°C’de, karistirma hiz1 ise; 100 vuru/dak’da sabit
tutulmustur. Hazirlanan ortamlarin baslangic pH’lar1 da, daha once belirlenmis olan
optimum pH olan; 6.48’e ayarlanmistir ve fermantasyon deneyleri, karanlik bir ortamda

gergeklestirilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. Dogal substrat kaynaklarindan fermantasyon ortamlarinin hazirlanmalan

3.2.1.1. Turuncggil kabuklar

Ureticiden temin edilmis olan turunggil kabuklari, deneylerde kullanilincaya kadar

herhangi bir 6n igsleme tabi tutulmadan buzdolabinda, -18°C’de muhafaza edilmislerdir.
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Fermantasyon ortami olarak kullanilacak olan turunggil kabuklarma bir asit hidrolizi
uygulanarak, bilesimlerindeki sekerlerin Oziitlenmeleri hedeflenmistir. Bu amagla;
Talebnia ve ark. (2008) tarafindan Onerilen yontem kismen modifiye edilerek
kullanilmistir. Bu amagla ilk olarak; donmus turuncgil kabuklar1 ayr1 ayri
coziindiriilerek, yaklasik; 5 cm boyutunda olacak sekilde parcalanmislardir. Kiigtiltiilen
kabuk parcalar1 daha sonra; laboratuvar tipi bir 6giitiicii (Spice&Herb Grinder 1C-04A,
Cin) yardimiyla, yaklasik 2 mm boyutunda olacak sekilde parcalamaya tabi
tutulmuglardir. 0.5 mL, %98’lik derisik H2SO4 (Sigma Aldrich, USA) ¢ozeltisinin, 100
mL saf suya eklenmesiyle hazirlanan c¢ozelti, ogiitiilmiis turunggil kabuklarina
uygulanacak olan asit hidrolizi amaciyla kullanilmistir. Hazirlanan asit ¢ozeltisi, uygun
hacimdeki kapakli deney siselerine ayr1 ayr1 konulmus olan 6giitiilmiis kabuklar iizerine;
kabuk (g): asit ¢ozeltisi (mL); 10:100 (w/v) olacak sekilde eklenmistir. Elde edilen
karisim oda sicakliginda, rutin olarak karistirma islemi yapilarak yarim saat bekletilmis

ve daha sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika tutulmustur (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. Asit hidrolizi uygulanan turunggil kabuklar1

Otoklavdan ¢ikarilan karigim sogutulduktan sonra, kat1 kismi temiz bir tiilbent yardimiyla
stiziilmiis ve elde edilen siiziintii, bir santrifiijde (Sigma, 3-18 K, Almanya) 10 000 rpm’de
15 dakika tutularak santrifiijlenmistir. Santrifiijleme islemi sonrasinda elde edilen
hidrolizat, fermantasyon ortami olarak kullanilmak iizere, bir otoklavda 121°C’de 15

dakika tutularak sterilize edilmis ve daha sonra bu ortamin pH’s1 6.48’e ayarlanmustir.

Hazirlanan fermantasyon ortammin bilesimindeki glukoz ve fruktozun (Grohmann,
Cameron ve Buslig, 1995) baslangic derisimlerinin tayinleri; D-glukoz/D-fruktoz
enzimatik test kiti (Megazyme, Irlanda) kullanilarak, spektrofotometrik olarak
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gerceklestirilmistir. Ortamin baslangi¢ sakkaroz derisiminin tayini ise; fenol siilfiirik asit
yontemi kullanilarak gercgeklestirilmistir (Dubois ve ark., 1956). Seker derisimi
Olgtimleri; Boeco, S-30 model (Almanya) bir spektrofotometre kullanilarak yapilmustir.

3.2.1.2. Uziim posasi

Deneylerde kullanilacak olan iiziim posalarinin fermantasyon ortami olarak
hazirlanmasinda; Israilides ve arkadaglar1 (1998) tarafindan Onerilen ydntem
kullanilmistir. Bu amagla ilk olarak tiziim posasi ornekleri, sicakligi yaklagik; 65-
70°C’deki saf su 0rnegi ile 3:1 (w/v) oraninda olacak sekilde sulandirilmis ve daha sonra
laboratuvar tipi bir blendera (Isolab, Tiirkiye) aktarilarak zaman zaman karigtirilmis ve
ornek yarim saat bekletilmistir. Karistirma isleminden sonra 6rnekler, temiz ¢ift kath bir
tillbent yardimiyla stiziilmiis ve elde edilen siiziintiiler daha sonra; 4100 rpm’de 20 dakika
santrifiijleme (Niive, NF 400, Tiirkiye) islemine tabi tutulmuslardir. Daha sonra elde
edilen liziim posasi1 Oziitleri, otoklavda 121°C’de 15 dakikada sterilize edilmis ve
sogutulduktan sonra baslangic pH’lar1 6.48’e ayarlanmistir. Uziim posas1 6rneklerinden
hazirlanmig olan fermantasyon ortamlarinin bilesimlerindeki glukoz ve fruktozun
baslangi¢ derisimleri; D-glukoz/D-fruktoz enzimatik test kiti (Megazyme, irlanda)

kullanilarak, spektrofotometrik 6l¢iilmiistiir.

3.2.1.3. Kestane ve findik kabugu hidrolizatlan

Bu ¢alismada, deneylerde fermantasyon ortamlar1 olarak kullanilan kestane ve findik
kabuklarindan hazirlanmis hidrolizatlar, Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi (AIBU),
Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bolimii’nden temin edilmislerdir. Asit
hidrolizi ve detoksifikasyon uygulanan hidrolizatlarin hazirlanislar1 Ek 1°de verilmistir

(Eryasar, 2016).

Baslangic pH degerleri yaklagik 6.48 olan kestane ve findik kabugu hidrolizatlari,
deneylerde pullulan {iretimi amaciyla ayri1 ayr1 fermantasyon ortamlar1 olarak
kullanilmiglardir.  Kestane kabugu hidrolizati ortaminm, bilesimindeki glukoz ve
ksilozun baslangi¢ derisimleri sirasiyla; D-glukoz ve D-ksiloz enzimatik test Kitleri
(Megazyme, Irlanda) ile tayin edilmistir. Findik kabugu hidrolizat1 ortamimda ise;
Olclilebilir diizeyde glukoz bulunmamasi nedeniyle yalnizca ortam bilesimindeki,
ksilozun baslangi¢c derisimi ayni kit kullanilarak, spektrofotometrik yolla, enzimatik

olarak analiz edilmistir.
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3.2.1.4. Seker kamis1 pekmezi artig

Seker kamisindan pekmez iiretiminde; kaynatma islemi sirasinda, iist kisimda toplanan
kopligiimsii ve kaymak olarak da adlandirilan tabakanin bilesiminin, seker kamiginin
bilesimi ile benzer oldugu ve bu kismin icerisinde; fazla miktarda sakkarozun bulundugu
rapor edilmistir (Nualsri, Reungsang ve Plangklang, 2015; Wei ve ark., 2017). Bu
nedenle kullanilincaya kadar, buzdolab1 kosullarinda 4°C’de bekletilen SKPA 6rneginin
bilesimindeki sakkaroz derigimi tayin edilmistir. Bu amagla; fenol-siilfiirik asit
yonteminden yararlanilmistir (Dubois ve ark., 1956). Daha sonra; fermantasyon ortami
olarak kullanilmak tizere, SKPA’nin bilesimindeki sakkaroz miktari; 100 g/L olacak
sekilde saf su ile seyreltilmis ve bu sekilde hazirlanan 6rnek, 4100 rpm’de 20 dakika
santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santriflij islemi sonrasinda tortu ayrilarak, iistte kalan
kisim otoklavda 121°C’de 15 dakika tutularak sterilize edilmis ve otoklavlama sonrasinda
fermantasyon ortami olarak kullanilmak {izere pH’s1 aseptik kosullarda; 6.48’e

ayarlanmistir.

3.2.1.5. Kuru ve taze findik ziiruflan

Bu calismada, iireticiden dogrudan saglanan taze findik ziiruflari, laboratuvarimizda
bulunan bir 6giitiicii (Spice&Herb Grinder 1C-04A, China) cihaz yardimiyla yaklasik; 3
mm boyutunda olacak sekilde Ogiitiilmiis ve kullanilincaya kadar hazirlanmis olan

ornekler, -18°C’de muhafaza edilmistir.

Kuru findik ziiruflarindan fermantasyon ortamimin hazirlanmasinda ise ilk olarak
ziiruflar; yikama amagli olarak soguk sudan gecirilmisler, siizdiiriilmiisler ve daha sonra
bir gece boyunca 70 °C’lik etiivde bekletilmislerdir. Kurutulan 6rnekler daha sonra
laboratuvarda, bir o6giitiicliden (Spice&Herb Grinder IC-04A, China) gecirilerek;
miimkiin oldugunca ince formda olacak sekilde ¢ekilmislerdir. Cekilen kuru findik ziirufu
orneginin tane boyu dagilimmin belirlenmesi amaciyla; Hacettepe Universitesi Kimya
Miihendisligi Boliimii Temel Islemler Laboratuvarinda elek analizi yapilmistir. Bu
amagla ISO serisi elekler secilmistir. Analiz i¢in kullanilan eleklerin gozenek agikliklari;
0.500 mm, 0.355 mm, 0.212 mm, 0.150 mm, 0.106 mm, 0.063 mm’dir. Deney sirasinda
elekler; en iri gozenekliden, en ince gozenekliye dogru siralanmig ve en altta da tava
bulunacak sekilde elek sarsma makinasina (Edibon, USA) yerlestirilmislerdir. Tane boyu
analizi i¢in 6giitiilmiis findik zlirufundan, iyice karistirildiktan sonra alinan 100 g temsili

ornek kullanilmistir. Elek setinin {izerinde, en iistte bulunan elege 6rnek dokiildiikten
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sonra, elek sarsma makinesi, 5 dakika boyunca uygun titresimde g¢alistirilmigtir. Siire
sonunda yapilan eleme islemi sonucunda her elek iistiinde kalan 6rnek miktarlar
tartilmistir. Son asamada; elde edilen tartim sonuglar1 kullanilarak, égitiilmiis findik
ziirufu Orneginin tane boyu dagilim grafigi hazirlanmistir (Sekil Ek 2). Elde edilen
sonuglara gore; O0giitiilmiis findik ziirufu 6rneginin kiitlece %61’inin, 0.5 mm’den iri

boyutta oldugu belirlenmistir.

Yukarida anlatildig1 sekilde hazirlanan, kuru findik ziirufu 6rnekleri, kullanilincaya kadar
kuru ve serin bir ortamda saklanmiglardir. Fermantasyon ortamlarinin hazirlanmasi i¢in,
onceden Ogiitlilmiis olan taze ve kuru findik ziiruflarima ilk olarak; asit hidrolizi
uygulanmustir (Ceylan ve Unal, 2015). Bu amagla; 1.25 mL, %98’lik derisik H2SO4
(Sigma Aldrich, USA) ¢ozeltisinin, 100 mL saf suya eklenmesiyle hazirlanan asit
cozeltisi; taze veya kuru findik ziirufu (g) : asit ¢ozeltisi (mL) 1/20 (w/v) olacak sekilde,
ogiitiilmiis ziiruf Orneklerinin iizerine ilave edilmis ve yarim saat boyunca oda
sicaklhiginda sik sik karistirilarak, bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler; 121°C’de 30 dakika
otoklavlanmiglardir. Otoklavdan ¢ikan 6rnekler sogutulduktan sonra, ¢ift kath temiz bir
tiilbetten gecirilerek, elde edilen siiziintiiler, 9000 rpm’de 15 dakika santrifiijleme
islemine tabi tutulmuslardir (Sigma, 3-18 K, Almanya). Santrifiij islemi sonrasinda
tortular ayrilarak, elde edilen taze veya kuru findik ziiriifu c¢ozeltileri, sterilizasyon
amaciyla; otoklavda, 121°C’de 15 dakika tutulmuslar ve daha sonra; pullulan iiretimi
amaciyla fermantasyon ortamlar1 olarak kullanilmak tiizere pH’lar1 6.48°¢

ayarlanmislardir (Sekil 3.8.)

Kuru ve taze findik ziirufu hidrolizat1 ortamlarinin bilesimlerindeki ksilozun tayini
amaciyla; D-ksiloz enzimatik test kiti; glukoz tayini amaciyla ise; DNS (Dinitrosalisilik

Asit) yonteminden yararlanilmistir (Miller, 1959).
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Sekil 3.8. Kuru findik ziiriifi hidrolizat1 besiyeri

3.2.1.6. Balkabag kabugu

Ureticiden saglanan balkabagi kabuklari, kullanilincaya kadar herhangi bir 6n isleme tabi
tutulmadan buzdolab1 posetleri igerisinde -18°C’de muhafaza edilmislerdir. Balkabagi
kabugunun bilesiminde pektin bulundugu ifade edilmektedir (Du ve ark., 2011; Hamed
ve Mustafa, 2018). Kabuk 6rneklerinin bilesiminde bulunan pektinin, fermente edilebilir
sekerlere doniistiiriilebilmesi amaciyla, turunggil kabuklarma da uygulanan asit hidrolizi
yontemi kullanilmistir (Talebnia ve ark., 2008). Bu amagla ilk olarak; balkabagi kabuklar1
laboratuvar tipi bir 6giitiicii (Spice&Herb Grinder IC-04A, China) yardimiyla yaklagik 2
mm boyutunda olacak sekilde par¢alanmislardir. Balkabagi kabuklarina uygulanan asit
hidrolizi ve fermantasyon ortaminin hazirlanmasinda, daha 6nce turunggil kabuklarma
uygulanan islem basamaklar1 kullanilmistir. Fermantasyon ortami olarak hazirlanan
balkabagi kabugu hidrolizatinin (Sekil 3.9.) pH’s1 otoklavda yapilan sterilizasyon
sonrasinda 6.48’e ayarlanmistir. Balkabagi hidrolizati ortaminin bilesimindeki baslangi¢
glukoz derisiminin belirlenmesinde; DNS yontemi; baslangi¢ sakkaroz derisiminin
belirlenmesinde ise; fenol siilfiirik asit yontemi kullanilmistir (Dobois ve ark., 1956;
Miller, 1959 ).
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Sekil 3.9. Balkabagi kabugu hidrolizat1 ortami1

3.2.2. A. pullulans AZ-6 kiiltiiriiniin baslangi¢ inokiilasyon derisiminin belirlenmesi

Daha 6nce Boliim 3.1.2°de bilesimi verilen kiiltiir ortaminda, 28°C’de, 100 vuru/dak sabit
calkalama hizma sahip bir su banyosunda (Grant SS40-D, Ingiltere), yaklasik 48 saat
inkiibasyonda birakilarak gelistirilen A. pullulans AZ-6 kiiltiiri, fermantasyon
deneylerinde as1 kiiltiirii olarak kullanilmustir. Gelistirilmis kiiltirden; dogal substrat
kaynaklarindan hazirlanan ve pH’1; 6.48’e ayarlanmis olan, 150 mL’lik fermantasyon
ortamina, %5 (v/v) oraninda inokiilasyon yapilmistir. Deneyler sirasinda, incelenen her
bir fermantasyon ortamu i¢in, A. pullulans AZ-6 susu kiiltiiriiniin, baglangi¢ inokiilasyon
derisimi de belirlenmistir. Bu amagla; 9%0.85’lik (w/v) serum fizyolojik kullanilarak,
ardisik diliisyonlar1 hazirlanan kiiltiiriin, petri kutularindaki YM agar besiyerlerine,
yiizeye yayma yontemi ile paralel olarak ekimleri gerceklestirilmistir. Ekimleri yapilan
petri kutular1 daha sonra; 28°C’de yaklagik 5 giin inkiibe edilmisler ve siire sonunda
gelisen kiiltiirlerde sayimlar yapilarak, A. pullulans AZ-6 kiiltiiriniin baslangi¢
inokiilasyon derisimleri (kob/mL) belirlenmistir.

3.2.3. Biyokiitle derisiminin tayini

Bu caligmada, gergeklestirilen fermantasyon deneyleri boyunca A. pullulans AZ-6
susunun biyokiitle derisiminin tayini; kuru hiicre agirhigt (g/L) temelinde dl¢lilmiis ve

hesaplanmistir.  Biyokiitle derisiminin dlgiilebilmesi amaciyla; as1  kiiltiiriniin
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fermantasyon ortamina aktarildig1 0. saat de dahil olmak {izere, fermantasyon ortamindan
yaklagik olarak her 24 saatte bir 10 mL kiiltiir 6rnegi alinarak, 5000 rpm’de 20 dakika
santrifiijlenmistir (Niive, NF 200, Tirkiye). Santrifiij islemi sonrasinda, siipernatant
ayrilmis ve elde edilen pelet, sicaklik derecesi 80°C’ye ayarlanmis olan bir etiivde, sabit
tartima gelinceye kadar kurutulmustur (Sheng, Tong ve Ma, 2016). Kurutulan pelet
tartildiktan sonra, fermantasyon ortamindaki biyokiitle derisimi (g/L) hesaplanmistir.
Deneyler sirasinda, biyokiitle derisiminin hesaplanmasinda, dogal substratlar kullanilarak
hazirlanan her bir fermantasyon ortamindan gelebilecek olan pelet miktari, ortamlar
hazirlandiktan sonra, biyokiitle tayininde izlenen santrifiijleme ve kurutma basamaklar1

uygulanarak hesaplanmis ve tartilan biyokiitleden ¢ikartilmistir.

Calismada; incelenen her bir fermantasyon ortami igin, A. pullulans AZ-6 susunun
biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimilerini gosteren grafikler; Origin Pro 8.5

(Originlab Corporation, Northampton, ABD) programi kullanilarak cizilmistir.

3.2.4. Ekzopolisakkarit derisiminin tayini

Bu c¢alismada, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan, fermantasyon ortaminda iretilen
ekzopolisakkaritin tayininde; etil alkol ile Oziitleme yOnteminden yararlanilmistir
(Sharma, Prasad ve Choudhury, 2013; Sheng, Zhu ve Tong, 2014). Bu amagla deneyler
sirasinda; genellikle yaklasik 24 saatte bir olmak {izere, fermantasyon ortamindan aseptik
kosullar altinda 10 mL’lik kiiltiir alimarak, bu o6rnek, 5000 rpm’de 20 dakika
santrifiijlenmistir (Niive, NF 200, Tiirkiye). Daha sonra ornegin siipernatant kismi
ayrilarak, slipernatant : alkol orani; 1 : 2 olacak sekilde, siipernatant {izerine; %99.8’lik
soguk etil alkol (Sigma Aldrich, USA) eklenmistir. Karisim yaklasik bir gece boyunca
buzdolabinda (4°C) bekletilerek, bilesimdeki ekzopolisakkaritin  &ziitlenmesi
saglanmistir. Ekzopolisakkaritin etil alkol ile 6ziitlenmesi sonrasinda, karistirilan 6rnek
yeniden; 4100 rpm’de 20 dakika santrifiijlenerek (Niive, NF 400, Tiirkiye), siipernatant
kismi ayrilmis ve elde edilen pelet, bir etiivde, 80°C’de, sabit tartima gelene kadar
kurutulmustur. Daha sonra bu kurutulmus pelet tartilarak, incelenen sus tarafindan
iretilmis olan ekzopolisakkarit miktar1 (g/L) belirlenmistir. Fermantasyon siiresince, A.
pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen ekzopolisakkarit derisimlerinin, degisimlerini
gosteren grafikler; Origin Pro 8.5 (Originlab Corporation, Northampton, ABD) programi

kullanilarak ¢izilmistir.
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3.2.5. Pullulan derisiminin tayini

Bu arastirmada, deneylerde Boliim 3.2.4°de agiklandig: sekilde; etil alkol oziitlemesi
yontemi ile elde edilmis olan; ekzopolisakkarit Ornegindeki pullulan miktarmin
hesaplanmasi; glukoz esdegeri iizerinden yapilmistir (Sharma, Prasad ve Choudhury,
2013). Ekzopolisakkarit drnegindeki pullulanin tayininde ise ilk olarak; ekzopolisakkarit
ornegi; derisimi; 20 mg 6rnek/mL saf su olacak sekilde bir deney tiipii icerisine tartilmig
ve yaklasik 70°C’deki bir su banyosu igerisinde tutularak ve rutin olarak vorteks ile
karistirilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra bu ¢ozeltiden temiz bir deney tiipii icerisine
0.5 mL alinarak tizerine; 0.4 mL fosfat sitrik asit tamponu (Ek 3, pH 5.0) ve 0.1 mL
pullulanaz (Promozyme D2, Sigma Aldrich, USA) enzimi aseptik kosullarda eklenmis ve

karstirilmistir.

Deneylerde bu asamada; standart pullulan 6rnegi olarak; ticari bir saf pullulan (Sigma,
Aldrich, USA) kullanilmistir. Standart 6rnegin hazirlanmasinda; 6rnek ile ayni derisimde
hazirlanan 0.5 mL saf pullulan ¢ozeltisi tizerine; 0.4 mL fosfat sitrik asit tamponu (pH
5.0) ve 0.1 mL pullulanaz (Promozyme D2, Sigma Aldrich, USA) enzimi, aseptik kosullar
altinda eklenmistir. Enzim korii olarak; 0.5 mL 6rnek ve 0.5 mL fosfat sitrik asit tamponu
(pH 5.0) igeren ¢6zelti; substrat korii olarak ise, igerisinde 6rnek bulunmayan 1 mL fosfat

sitrik asit tamponu (pH 5.0) kullanilmustir.

Yukarida anlatildig1 sekilde hazirlanmis olan; Ornegi igeren karisim, her ornek igin
hazirlanan enzim korii ve standart saf pullulan i¢eren karisim, pullulanaz enziminin aktif
calisma sicakligi olan; 40°C’ye ayarlanmis olan bir etiivde, 2 saat bekletilmistir.
Incelenen EPS 6rneginin enzimatik hidrolizi sonucunda olusan glukoz derisiminin tayini;
DNS yontemi kullanilarak, spektrofotometrik yontem ile gergeklestirilmistir (Miller,
1959). Bu amagla hazirlanan Orneklere uygun seyreltmeler uygulanmis ve
spektrofotometrede (Boeco, S-30 Spectrophotometer, Almanya) dl¢iimler; 540 nm dalga
boyunda gerceklestirilmistir. Elde edilen 6l¢lim sonuglarindan, glukoz derisimlerinin
hesaplanmasinda, Onceden hazirlanmis olan; glukoz c¢alisma dogrusundan
yararlanilmistir (Sekil EK 4.1.). EPS 6rneklerindeki pullulan miktarlarmm hesaplanmasi
ise; glukoz esdegerleri tizerinden gerceklestirilmistir. Bu amagcla; hesaplanan glukoz
derisimi, standart saf pullulan ¢ozeltisinden hesaplanan glukoz derisime oranlanarak,
incelenen EPS 6rnegi igerisindeki pullulan miktar1 (%) belirlenmistir. Daha sonra ise;

EPS 6rnegi igerisindeki pullulan miktar1 (g/L) cinsinden hesaplanmuistir.
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Bu arastirmada daha sonra; incelenen her bir fermantasyon ortaminda, A. pullulans AZ-
6 susu tarafindan dretilen pullulan derigimlerinin, zamanla degisimlerini gdsteren
grafikler; Origin Pro 8.5 (Originlab Corporation, Northampton, ABD) programi

kullanilarak ¢izilmistir.

3.2.6. Toplam seker derisiminin tayini

Bu calismada, baz1 deneylerde gerceklestirilen toplam seker tayini; fenol siilfiirik asit
yontemi kullanilarak, sakkaroz cinsinden belirlenmistir (Dobois ve ark., 1956). Yontemin
uygulanisi, Ek 5°de verilmektedir. Analiz edilen Ornekteki toplam seker derisimi;
spektrofotometrik olarak, 490 nm dalga boyunda ve dnceden hazirlanmis olan sakkaroz

caligma dogrusu (Sekil Ek 4.2.) kullanilarak belirlenmistir.

3.2.7. Indirgen seker derisiminin tayini

Deneylerde, indirgen seker tayini Dinitrosalisilik Asit (DNS) yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Miller, 1959) (Ek 6 ve Ek 7). Calismada bazi1 6rneklerdeki indirgen
seker derisiminin tayininde, 6nceden hazirlanmis olan glukoz ¢alisma dogrusundan (Sekil
Ek 4.1.) yararlanilmis, analizler 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik yolla
gergeklestirilmistir.

3.2.8. Glukoz derisimi tayini

Bu calismada bazi deneylerde, fermantasyon ortamindaki glukoz derisiminin tayini; D-
glukoz enzimatik test kiti (Megazyme, Irlanda) kullanilarak belirlenmistir. Analizler,
kitin iceriginde verilen yonteme uygun olarak yapilmis ve Olglimler 340 nm dalga
boyunda spektrofotometrik (Boeco S30, Almanya) olarak gerceklestirilmistir. Glukoz
derisiminin hesaplamasi ise; yine kit ile birlikte verilen kitapgiktaki formiiller kullanilarak

yapilmistir.

3.2.9. Glukoz/Fruktoz derisimlerinin tayinleri

Bu arastirmada, bazi deneylerde, dogal substratlardan yararlanilarak hazirlanan kompleks
bilesimdeki fermantasyon ortamlarinda yer alan glukoz ve fruktoz derisimlerinin es
zamanli olarak belirlenmesinde; D-glukoz/D-fruktoz enzimatik test kitinden
yararlanilmistir (Megazyme, Irlanda). Analizler kitin igeriginde verilen prosediire uygun
olarak yapilmislar ve seker derisimi 6l¢iimleri, spektrofotometrik olarak, 340 nm dalga

boyunda ger¢eklestirilmislerdir.
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3.2.10. Ksiloz derisiminin tayini

Bu tez calismasinda, fermantasyon ortami olarak; lignoseliillozik dogal substratlarin
kullanildig1 ortamlarda (kestane ve findik kabuklari hidrolizatlari, taze ve kuru findik
zlirufu hidrolizatlari) ortamdaki ksiloz derisiminin saptanmasinda; D-ksiloz enzimatik
test kiti (Megazyme, Irlanda) kullanilmustir. Ksiloz derisimi 6l¢iimlerinde, kit tarafindan
onerilen yontem kullanilmis ve spektrofotometrik olgtimler; 340 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Ksiloz derisiminin  hesaplamasinda; ilgili kitapgikta verilen

formiillerden yararlanilmistir.

3.2.11. pH ol¢iimii

Bu tez calismasinda deneyler sirasinda gerekli pH 6l¢iimleri; laboratuvarimizda bulunan

bir pH metre (Hanna HI 221, italya) kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.12. EPS orneklerine uygulanan molekiiler yap1 analizi

Bu arastirmada; A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilmis olan ve yiiksek pullulan
derisimine sahip bazi1 EPS 6rneklerinin molekiiler yapilar1 analiz edilmistir (Mishra ve
Vuppu, 2012). Bu amagla; Fourier Transform Infrared (FT-IR) spektrometresi
(Shimadzu, FTIR-8101, Japonya) kullanilmistir. Analizde ilk olarak; 80°C’de sabit
tartima gelene kadar kurutulan EPS 6rnekleri bir havan yardimiyla toz haline getirilmistir.
Daha sonra, 2 mg EPS 6rnegi ile 60 mg KBr homojen bir sekilde karistirilmis ve elde
edilen karisim, hidrolik bir press (Shimadzu, Hidrolik Press, Japonya) yardimiyla
transparan bir pelet haline getirilmistir Hazirlanan pelet, kullanilan spektrometrenin
dlciim haznesine yerlestirildikten sonra, cihazda yapilan taramalar; 4000-400 cm™ dalga
boylar1 arasinda, 40 tekrarh olarak ve 4 cm? ¢oziiniirliikte gergeklestirilmistir. Ayni
islem, saf bir pullulan (Sigma Aldrich, USA) 6rnegi i¢in de tekrarlanmustir. FT-IR analizi
yapilan; A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS 6rnekleri ve ticari saf pullulan
orneginden elde edilen spektrumlar benzer literatiir calismalarinda elde edilen sonuglar
ile karsilastirilmistir. Ayrica iiretilen EPS 6rnekleri ile saf pullulan 6rneginin molekiiler

yapilar1 da ortaya konulmustur.
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3.2.13. Farkh dogal substratlardan hazirlanan fermantasyon ortamlarmmn, A.

pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimi iizerine etkilerinin incelenmesi

Bu tez galigmasinin ilk asamasinda, A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iiretiminde farkli
dogal substratlar kullanilarak hazirlanan fermantasyon ortamlarmin pullulan iiretimi
iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu amacla kullanilan dogal substratlar; turunggil
kabuklar1 (portakal, limon, greyfurt ve turung), iki farkli cins (Chardonnay ve Calkarasi)
tiziimlerden elde edilmis posa ornekleri, kestane ve findik kabugu hidrolizatlari, seker
kamis1 pekmezi artig1 (SKPA), kuru ve taze findik ziiruflar1 ve balkabagi kabugudur.
Kullanilan dogal substratlarin fermantasyon ortami olarak hazirlanma yontemleri; B6lim
3.2.1.1.-3.2.1.6’da verilmistir. Boliim 3.1.2°de bilesimi verilen kiiltiir ortaminda 48 saat
stireyle gelistirilen A. pullulans AZ-6 kiiltiirti, dogal substrat kaynaklarindan hazirlanan
fermantasyon ortamlarina asilanmistir. Fermantasyon sicakligi ve fermantasyon
ortaminin baglangi¢ pH’s1 A. pullulans AZ-6 susu i¢in, daha 6nce yapmis oldugumuz bir
arastrmada bulunmus olan optimum degerlerde kullanilmistir. Fermantasyonlar,
baslangic pH degerleri 6.48’e¢ ayarlanmis dogal substrat kaynaklarindan hazirlanan

ortamlarda, 100 vuru/dak 24.2°C’deki su banyosunda gergeklestirilmistir.

Yaklasik 24 saatte bir dogal substrat kaynaklarindan hazirlanmig fermantasyon
ortamlarindan 6rnekler alinarak biyokiitle, EPS ve pullulan derisimi analizleri yapilmistir.
Deneyler sirasinda ayrica, farkli dogal substratlardan hazirlanan fermantasyon
ortamlarinin bilesim o6zelliklerine gore belirlenen sekerlerin derisimleri de, uygun
metotlar kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Her dogal substrat kaynagindan ayr1 olarak hazirlanan
fermantasyon ortaminda gerceklestirilmis deneyler icin elde edilen analiz sonuglari
kullanilarak mikroorganizmanin 6zgiil ireme hizi, 6zgiil iiriin olusum hiz1 ve her bir
fermantasyon ortaminda Olgiilen farkl cinsteki sekerlerin tiikketim hizlar1 hesaplanmaistir.
Analizler sonucunda biyokiitle, EPS, pullulan ve fermantasyon ortamlarindaki seker
derisimlerinin zamanla degisimleri ile fermantasyon ortamlarindaki sekerlerin tiiketim
hizlari; Origin Pro 8.5 (Originlab Corporation, Northampton, ABD) programi

kullanilarak grafiksel olarak gosterilmistir.

Tezin ikinci agamasinda ise, A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan tiretiminde farkli dogal
substrat kaynaklarinm kullanilmasi ile elde edilen sonuglar degerlendirilmis ve pullulan
tiretimini destekleyen en iyi dogal substrat belirlenmistir. Kullanilan dogal substrat

kaynaklar1 arasinda elde edilen en yiiksek pullulan ve EPS degerine ulasan ortam SKPA
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olarak belirlenmistir. Fakat lignoseliilozik igerigi yiiksek olan kuru findik ziirufuna
uygulanan asit hidrolizi sonucunda, elde edilen hidrolizatta, calisilan mikroorganizma
tarafindan fermente edilebilir farkli sekerler (glukoz ve ksiloz) bulundugundan otiirii
optimizasyon deneyleri, ikinci en yiliksek pullulan ve EPS degerleri kaydedilen kuru
findik ziirufu ortami ile yapilmistir. Tezin devaminda kuru findik ziirufunun kullanildig:

fermantasyon ortami kosullarmin Yanit ylizey yontemi ile optimizasyonu yapilmistir.

3.2.14. Kuru findik ziirufu kullanilan fermantasyon ortaminda, fermantasyon
ortamim etkileyen kosullarin yanit yiizey yontemi (RSM) ile incelenmesi ve deney

tasariminin olusturulmasi

A.pullulans AZ-6 susu ile pullulan iiretiminde kuru findik ziirufu kullanilan fermantasyon
ortamindaki bazi parametrelerin yanit yilizey yOntemi ile optimizasyonu
gergeklestirilmistir. Bu amacla secilen bagimsiz degiskenler; fermantasyon ortamindaki
(NH4)2SO4 derisimi (x1), fermantasyon ortammda 100 mL saf suya eklenen derisik
H>SO4 ¢ozeltisi hacmi (x2) ve fermantasyon ortaminda 100 mL asit ¢ozeltisine eklenen

ogiitiilmiis findik ziirufu miktar1 (x3) olarak belirlenmistir.

Bagimsiz degiskenlerin belirlenen yanitlar iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in
dondiiriilebilir merkezi karma tasarim yontemi kullanilmistir. Calismada belirlenen
bagimsiz degiskenler dogrultusunda yapilan optimizasyon tasarimi Design Expert® 11
programimin deneme siiriimii kullanilarak gergeklestirilmistir. -1.68, -1, 0, 1, +1.68 olarak
kodlanmis 5 diizeyli 3 bagimsiz degiskenin, 3 bagimli degisken iizerindeki etkileri,
merkez noktada 6 tekrarli olmak tizere 20 farkli deney kombinasyonu ile incelenmistir.
Tasarimda elde edilen deney sayist Es. 3.1 kullanilarak hesaplanmistir. Bu esitlikte k

bagimsiz degisken sayisini belirtmektedir.
Deney sayisi= 2%+2k+6 (3.2)

Deneylerde yildiz noktasi olarak da adlandirilan o degeri ise Es. 3.2. kullanilarak

hesaplanmistir (Bevilacqua, Corbo ve Sinigaglia, 2010).
a:[zk]lm (32)

Bu esitlikte k, bagimsiz degisken sayisini ifade etmektedir. Secilen 3 bagimsiz degisken

icin hesaplanan o degeri 1.68 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.1.’de bagimsiz degiskenler ve bu degiskenlerin ¢aligma araliklar literatiirde
benzer konuda yapilan ¢alismalar dikkate alinarak olusturulmustur. Deney tasariminda,
x1 i¢in 0-7.2 g/L; x2 i¢in 0.5-2.5 mL, x3 icin 4-20 g olarak belirlenen calisma
araliklarinda Cizelge 3.1.”de belirtilen 5 seviye kullanilmustir.

Cizelge 3.1. Merkezi karma yonteminde kullanilan bagimsiz degiskenler ve bu

degiskenlerin seviyeleri

Bagimsiz Bagimsiz Degisken seviyeleri
degi-skenl(?rin degiskenler 168 T 5 1 Tes
simgesi
x1 (NH4)2S0q4 0.00 1.46 3.60 5.74 7.20
derisimi (g/L)
x2" Asit (mL) 0.50 0.91 1.50 2.09 2.50
X3 Findik ziirufu 4.00 7.24 12.00 16.76 20.00
(@)

“100 mL saf suya eklenen derisik H,SO4 ¢ozeltisi hacmi,mL

100 mL asit ¢ozeltisine eklenen dgiitiilmiis findik ziirufu miktari,g

3.2.15. Bagimh degiskenlerin (yanitlarin) hesaplanmalar

Belirlenen bagimsiz degiskenler i¢in minimum ve maksimum degerler tespit edildikten
sonra Design Expert® 11 programmin merkezi karma dizayni ile olusturdugu 20 adet
deney tasarlanmistir. 20 adet deneyin 6 tanesinin kosullar1 ayni olup merkez nokta

deneyleri olarak degerlendirilmistir.

Gergeklestirilen optimizasyon deneylerinde, fermantasyon ortamlarindan belirli
araliklarla, aseptik kosullar altinda 6rnek alinmistir. Alnan orneklerle giinliik olarak
degisen biyokiitle, EPS ve pullulan derigimleri belirlenmistir. Optimizasyon deneylerinde
her bir deney i¢in mikrooganizmanin 6zgiil iireme hiz1 ve en yiiksek 6zgiil iiriin olusum
hiz1 degerleri hesaplanmistir. Deney tasarimma gore hazirlanan fermantasyon
ortamlarinin bilesim 6zelliklerine gore degisim gosteren glukoz ve ksiloz derisimlerinin
zamanla degisimleri ve bu sekerlerin tiiketim hizlar1 da hesaplanmustir. Olgiilen
parametrelerin zamanla degisimlerini gosteren grafikler Origin Pro 8.5 (Originlab

Corporation, Northampton, ABD) programi kullanilarak ¢izilmistir.
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Yapilan deneyler sonrasinda belirlenen bagimli degiskenler (yanitlar) ve simgeleri ise

Cizelge 3.2.”de belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Bagimli degiskenler (yanitlar) ve simgeleri

Simge Bagimh degisken
yl En yiiksek pullulan derisimi (g/L)
y2 En yiiksek EPS derisimi (g/L)
y3 Ozgiil iireme hiz1 (sa™)

3.2.16. Bagimh degiskenlerin (yamitlarin) yanit yiizey yontemi ile modellenmeleri

Deneyler sonucunda elde edilen bagimli degiskenlerin degisimlerini gdsteren model
esitlikler, coklu regresyon analizi yontemi ile Design Expert® 11 programi kullanilarak

belirlenmistir.

Yanit yiizey yonteminde her bir yanitin modellenmesi i¢in ikinci dereceden model esitlik
denklemi kullanilmistir. Bu ikinci dereceden polinomiyal denklemin genel formu Es.

3.3’de ifade edilmistir (Bas ve Boyaci, 2007).
— k k 2
Y= Bo+Xj=1Bj% +2j=1Bjjx + X XijBij xix; (3.3)

Bu esitlikte y; yamit degiskenini, x; ve Xj; bagimsiz degiskenleri, Po; bagimsiz
degiskenlerin etkisiz oldugu durumda yanit de§iskeninin degerini, Bj, Bjj ve Pij degerleri
ise sirasiyla; lineer, ikinci dereceden ve bagimsiz degiskenlerin ikili etkilesim halinde

oldugu zamanki katsayilarini ifade etmektedir.

Deneyler sonucunda elde edilen verilerin, se¢ilen model ile ne kadar Ortiistiigii varyans
analizi (ANOVA) yapilarak belirlenmistir. Modelin elde edilen deneysel veriler ile
uygunlugunun degerlendirilmesi amaciyla %95 giiven araliginda F-testi ve lack of fit testi
uygulanmistir. Bagmmsiz  degiskenlerin  bagimli  degigskenler iizerindeki ikili
etkilesimlerini gosteren yanit yiizey ve kontiir grafikleri de Design Expert® 11 programi

ile olusturulmus ve yorumlanmaistir.

3.2.17. Optimizasyon

Belirlenen yanit degiskenleri igin model esitlikler tiiretildikten sonra, optimum deney

kosullarmin belirlenebilmesi amaciyla “istenen hedefe ulasma fonksiyonu” (desirability
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function) kullanilmigtir. Bu amagla Design Expert® 11 programi kullanilmistir. Yapilan
20 deney sonucunda elde edilen deneysel verilerde ulagilan maksimum yanit
degiskenlerinin degerlerinden yola ¢ikilarak hedef degerler belirlenmistir. A. pullulans
AZ-6 susu ile pullulan tiretiminde pullulan derisimi ve EPS derisiminin yiiksek degerlere
cikarilmast istenen asil hedef oldugu icin, bu yanit degiskenleri i¢in secilen hedefler
maksimize edilmistir. Ayrica optimizasyon yapilirken verilen 6nem degeri agisindan bu
yanitlarin dnem seviyesinin 5 yildiz seviyesinde tutulmasi saglanmistir. Ozgiil iireme hiz1
yanit1 i¢in ise herhangi bir hedef belirtilmemis ve dnem seviyesi 3 yildiz seviyesinde
tutulmustur. Optimizasyon asamasinda her bir yanit degiskeni icin belirlenen hedefler

Cizelge 3.3.de ifade edilmistir.

Cizelge 3.3. Optimizasyon asamasinda kullanilan yanit degiskenleri ve bu yanit

degiskenleri i¢in belirlenen hedefler

Simge Bagimsiz degisken Belirtilen hedef Minimum  Maksimum
deger deger
yl En yiiksek pullulan Maksimum 17.00 80.00
derisimi (g/L)
y2 En yiiksek EPS Maksimum 19.82 80.00
derisimi (g/L)
y3 Ozgiil iireme hiz1 (sa)  Hedef belirtilmedi 0.020 0.082

Hedeflerin belirlenmesinden sonra, program ¢iktisinin 6nerdigi bir¢ok optimum kosul
kombinasyonu arasindan, belirlenen bagimli degisken degerleri en yiiksek ve istenen

hedefe ulasma fonksiyonu 1 degerine en yakin olan uygun kombinasyon belirlenmistir.

Belirlenen kombinasyon ile yapilan deney sonucunda, elde optimum kosulun
dogrulanmasi, bu kosullarda gerceklestirilen deneyden elde edilen sonuglarin istenen

hedefe ulagma fonksiyonu degeri ile dogrulanmasi saglanmustir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Fermantasyon ortami olarak kullanilan ¢esitli dogal substrat kaynaklarinin A.

pullulans AZ-6 susunun pullulan iiretimi iizerindeki etkilerinin arastirilmasi

Bu tez ¢alismasinda; ¢esitli tarimsal artik ve atiklar ile gida endiistrisi artiklarinin yerel
bir sus olan; A. pullulans AZ-6 ile pullulan liretimi amaciyla, fermantasyon ortami olarak

degerlendirilme olanaklarinin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu calismada, fermantasyon ortami olarak kullanilan dogal substratlar; ¢esitli turuncgil
kabuklar1 (portakal, limon, greyfurt ve turung), iziim posasi, kestane ve findik kabugu
hidrolizatlar1, seker kamis1 pekmezi artig1, kuru ve taze findik ziiruflar1 ve balkabagi
kabugudur. Dogrudan fermantasyon ortami olarak kullanilan bu dogal substratlar, daha
once; Boliim 3.2.1.’de anlatildigi sekilde hazirlanarak kullanilmislardir. A. pullulans AZ-
6 kiiltiirti, bilesimi 6nceden; Bolim 3.1.2°de verilmis olan kiiltiir ortaminda, kesikli bir
sistemde; ¢alkalamali bir su banyosunda 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda, 48 saat
gelistirildikten sonra, hazirlanan fermantasyon ortamia; %35 (v/v) oraninda asilanmis ve
fermantasyon siireci baslatilmistir. Fermantasyon siiresi boyunca belirli zaman
araliklarinda ortamdan alinan 6rneklerde biyokiitle, EPS, pullulan ve seker derigimleri
analizleri gergeklestirilmistir. Bu tez ¢alismasinda incelenen her bir fermantasyon ortami

i¢in, elde edilmis olan sonuglar asagida verilmektedir.

4.1.1. Cesitli turuncgil kabuklan ile yapilan ¢calismalar

Cesitli turuncgil kabuklarindan elde edilen hidrolizatlarin, ayri1 ayri1 fermantasyon
ortamlar1 olarak kullanildigi deneylerde ortamlara eklenen A. pullulans AZ-6 kiiltiiriiniin
baslangi¢ inokiilasyon derisimi; 1.02x108 kob/mL olarak belirlenmistir. Portakal, limon,
greyfurt ve turun¢ kabuklar1 kullanilarak hazirlanan fermantasyon ortamlarinda, A.
pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren

grafikler; Sekil 4.1.’de verilmektedir.
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Sekil 4.1. Cesitli turunggil kabuklarindan elde edilen hidrolizatlarin, fermantasyon

ortamlar1 olarak kullanildiklar1 deneylerde, biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri

Cesitli turunggil kabuklarinin fermantasyon ortamlar1 olarak kullanildig1 deneylerde, A.
pullulans AZ-6 susuna ait en yiiksek biyokiitle derisiminin (6.97 g/L), limon kabugu
hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde elde edildigi tespit
edilmistir (Sekil 4.1.)  Portakal, greyfurt ve turung kabugu hidrolizatlar1 igin
fermantasyon siiresince ulasilan maksimum biyokiitle derisimleri ise sirasiyla; 2.73 g/L,
4.62 g/ ve 5.05 g/L olarak belirlenmistir. Farkli turuncgil kabuklar1 ile yapilan
deneylerde; genel olarak biyokiitle derisimlerinin, kullanilan her bir ortamda
fermantasyon siiresince arttig1, ancak limon kabuklar1 ile calisildiginda bu artism 24.
saatten itibaren belirgin oldugu, diger ortamlar dikkate alindiginda ise; greyfurt ve turung
kabuklarindan hazirlanan ortamlarda yaklasik 95. saatte, portakal kabugu ortaminda ise

ancak; 119. saatte basladig tespit edilmistir.

Bu deneylerde, ¢alisilan her bir fermantasyon ortamu igin, A. pullulans AZ-6 susunun
0zgiil iireme hizlar1 da hesaplanmistir. Bu amacla; Sekil 4.1.°deki grafikler kullanilarak,
her bir zaman i¢in dl¢iilen biyokiitle degerlerinin In degerleri hesaplanmis, incelenen tiim
fermantasyon ortamlar1 i¢in zamana kars1 In X grafikleri olusturulmus (Sekil 4.2.) ve bu

grafiklerden yararlanilarak da; A. pullulans AZ-6 susunun iissel tireme bolgesindeki 6zgiil
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ireme hizlar1 (u) hesaplanmistir. Farkli turunggil kabuklarindan elde edilen
hidrolizatlarin, pullulan iiretimi amaciyla, fermantasyon ortamlar1 olarak kullanildigi bu
deneylerde portakal, limon, greyfurt ve turung kabuklarindan asit hidrolizi ile hazirlanmis
olan ortamlarda, A. pullulans AZ-6 susunun 6zgiil tireme hizlar1 sirasiyla; 0.035, 0.050,
0.024, 0.047 sa* olarak hesaplanmugtir.

3.5

3.0 |- | === portakal kabugu hidrolizati
25 [ | =®—Limon kabugu hidrolizati

20 B Greyfurt kabugu hidrolizat

L | =% Turunc kabugu hidrolizati

In X

25 7 1 2 ! ; 1 i
0 50 100 150 200

t (sa)

Sekil 4.2. Cesitli turunggil kabuklarindan elde edilen hidrolizatlarin, fermantasyon

ortamlar1 olarak kullanildiklar1 deneylerde, In X degerlerinin zamanla degisimleri

Cesitli turunggil kabuklarmmdan hazirlanan hidrolizatlarin fermantasyon ortami olarak
kullanildig1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iretilen EPS degerlerinin
zamanla degisimleri; Sekil 4.3.”de gosterilmistir. Bu deneylerde, en yiiksek EPS derisimi
(25.90 g/L), fermantasyonun 167. saatinde limon kabugu hidrolizatmin fermantasyon
ortami olarak kullanildig1 ¢alismada elde edilmistir. Turung kabugu hidrolizatinin
fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde elde edilen en yiiksek EPS derisimi ise;
23.17 g/L olarak tespit edilmistir. Greyfurt ve portakal kabugu hidrolizatlari,
fermantasyon ortami olarak kullanildiklarinda; A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen
maksimum EPS derisimleri ise sirastyla; 21.61 g/L ve 20.20 g/L olarak belirlenmistir.
Incelenen tiim ortamlarda calisilan susun EPS iiretimlerinin, fermantasyonun ilk 24

saatine kadar hizla arttig1, daha sonra ise ¢ok fazla bir degisimin olmadig: bulunmustur.
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Sekil 4.3. Cesitli turunggil kabuklarindan elde edilen hidrolizatlarin, fermantasyon
ortamlar1 olarak kullanildiklar1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen

EPS derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.4.’te; baz1 turunggil kabuklarindan elde edilen hidrolizatlarin, fermantasyon
ortami olarak kullanildig1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen pullulan
miktarlarinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler verilmektedir. En yliksek EPS
derisimlerinin elde edildigi; limon ve turun¢ kabuklarinin kullanildigi fermantasyon
ortamlarinda elde edilen pullulan derisimlerinin de; yiiksek ve birbirlerine ¢ok yakin
olduklar1 belirlenmistir. En yliksek pullulan derisimi; limon kabugu hidrolizatinin
fermantasyon ortami olarak kullanildigi ortamda, 48. saatte; 22.91 g/L olarak bulunurken,
turung kabugu hidrolizat1 ortaminda ise bu deger; 22.52 g/l (24. saat) olarak
belirlenmigtir. Greyfurt kabugu hidrolizatinin fermantasyon ortamui olarak kullanildig:
deneyde; maksimum pullulan derisimine (21.54 g/L) fermantasyonun 48. saatinde
ulagilirken, portakal kabugu hidrolizat1 ortaminda ise en yiliksek pullulan derigimine

(19.34 g/L); fermantasyonun 119. saatinde ulasildig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. Cesitli turunggil kabuklarindan elde edilen hidrolizatlarin, fermantasyon
ortamlar1 olarak kullanildiklar1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen

pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Tez arastirmasinin bu boliimiinde ayrica; incelenen her bir ortam i¢in, en yiiksek 6zgiil
iirin olusum hizlar1 da hesaplanmistir. Bu amacla; her deney i¢in pullulan derisimlerinin
zamanla degisimlerini gosteren grafikler (Sekil 4.4.) kullanilarak, bu egrilerde farkl
zamanlara karsilik gelen egim degerlerinden iiriin olusum hizlar1 belirlenmistir.
Sonrasinda ise bulunan her bir hiz degeri, Sekil 4.1. kullanilarak, egim hesaplanan
zamana karsi gelen X degerlerine boliinerek 06zgilil iriin olusum hizi degerleri
hesaplanmistir. Bulunan degerlerden turunggil kabuklar1 hidrolizatlar1 kullanilan
fermantasyon ortamlarinda en yiiksek 0Ozgiil {iriin olusum hizi (vm) degerleri
belirlenmistir. Bu ¢alismada, portakal, limon, greyfurt ve turun¢ kabuklar1
hidrolizatlarindan hazirlanan fermantasyon ortamlarinda, A. pullulans AZ-6 susu i¢in
elde edilen en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hiz1 (vm) degerleri sirasiyla; 3.13, 0.40, 5.04 ve
15.00 g pullulan/(g mikroorganizma.sa) olarak, sirasiyla fermantasyonun 22., 8., 10., ve

5. saatinde elde edilmistir.
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Bu deneylerde, c¢esitli turunggil kabuklarindan hazirlanmis olan fermantasyon
ortamlarinin bilesimlerindeki glukoz, fruktoz ve sakkarozun derisimlerinin, zamanla
degisimlerini gosteren grafikler; Sekil 4.5.a-4.8.a’da verilmektedir. Ortamlardaki glukoz,
fruktoz ve sakkarozun tayinlerinde sirasiyla; daha 6nce detaylar1 Boliim 3.2.6 ve 3.2.9°da
verilmis olan yOntemlerden yararlanilmistir. Turunggil kabugu hidrolizatlarindan
hazirlanmis fermantasyon ortamlarindaki glukoz, fruktoz ve sakkarozun tiiketim hizlar
daha 6nce Boliim 2.1.3.°de belirtildigi sekilde hesaplanmustir. Sekil 4.5.b-4.8.b’de ise;
fermantasyon ortamlar1 bilesimindeki glukoz, fruktoz ve sakkarozun tiiketim hizlarmnm,

zamanla degisimini gosteren grafikler verilmistir.

Sekil 4.5.a ve b’de; portakal kabugu hidrolizatinin, fermantasyon ortami olarak
kullanildig1 deney i¢in, ortamda bulunan substratlarin derisimlerinin ve tiiketim hizlarmin
zamanla degisimlerini gosteren grafikler gdsterilmistir. Bu deneylerde, fermantasyon
ortami olarak portakal kabugunun kullanildig1 ortamda, sakkaroz, glukoz ve fruktozun
baglangic derisimleri sirastyla; 44.71, 12.00, 9.50 g/L olarak tayin edilmistir (Sekil 4.5.a).
Ilgili sekilden de goriilebilecegi gibi; ortamdaki sakkaroz, glukoz ve fruktozun,
fermantasyonun ilk 24 saatinde hizla tiiketildigi, ilerleyen siirecte ise tiiketimlerde ¢ok
fazla bir degisiklik olmadig1 ve her ii¢ seker tiirti icin de, ortamda tiiketilmeden bir miktar
kaldig1 tespit edilmistir. Bu deneylerde, ilk 24 saat igerisinde, fermantasyon ortami
bilesimindeki sakkarozun tliketiminin, ortamdaki fruktoz ve glukoz ile
karsilastirildiginda daha belirgin oldugu da goriilmiistiir. Ortamdaki substratlarin tiikketim
hizlarmin zamanla degisimlerini gosteren grafik; Sekil 4.5.b’de verilmektedir. Portakal
kabugu hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde en yiiksek tiiketim
hizi; incelendiginde ise; 1.30 g sakkaroz/L.sa olarak, baslangicinda tespit edilmistir.
Glukoz ve fruktoz derigimlerinin degisimleri ise fermantasyonun 24. saatinden itibaren
minimal seviyede oldugundan dolay1 bu sekerlerin tiikketim hizlarmin neredeyse sabit

seyrettigi goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Portakal kabugu hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde
; (a) glukoz ( @ ), fruktoz (@ ) ve sakkaroz ( A ) derisimlerinin zamanla degisimleri, (b)
glukoz (W ), fruktoz ( @ ) ve sakkaroz ( A ) tikketim hizlarinin zamanla degisimleri
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Fermantasyon ortami olarak limon kabugu hidrolizatinin kullanildig1 deneyde, ortamda
bulunan sekerlerin derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler; Sekil
4.6.a’da, bu sekerlerin tiiketim hizlarmm zamanla degisimlerini gosteren grafiklerler ise;
Sekil 4.6.b° de verilmistir. S0z konusu ortamin bilesiminde bulunan glukoz, fruktoz ve
sakkarozun baglangic derigimleri sirastyla; 14.99, 7.76 ve 62.04 g/L. olarak tayin
edilmiglerdir. Fermantasyonun ilk 24. saatinde tiim substratlarin hizla tiiketildikleri,
ancak ortam bilesiminde digerlerine gore daha yiiksek derisimde oldugu saptanan
sakkarozun ilk 24. saatteki tiiketim hizmnin oldukca yiiksek oldugu belirlenmistir.
Fermantasyonun sonunda (167. saat) ortamdaki tiim sekerlerin tamamma yakinin
tiiketildigi bulunmustur. Bu deneylerde; en yiiksek substrat tiikketim hizi; fermantasyonun
baslangicinda; 2.05 g sakkaroz/(L.sa) olarak belirlenmistir (Sekil 4.6.b). Limon kabugu
hidrolizat1 bilesiminde yer alan; glukoz ve fruktozun en substrat tiiketim hizlar1 ise; 0.40

g glukoz/(L.sa) ve 0.21 g fruktoz/(L.sa) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.6. Limon kabugu hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde;
(a) glukoz ( M), fruktoz ( @ ) ve sakkaroz ( A ) derisimlerinin zamanla degisimleri, (b)

glukoz (m ), fruktoz (@ ) ve sakkarozun ( 4 ) tikketim hizlarinin zamanla degisimleri

Greyfurt kabugu hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde
ortamdaki sekerlerin zamanla degisimleri; Sekil 4.7.a’da, ortamdaki sekerlerin tiikketim
hizlarmin zamanla degisimleri ise; Sekil 4.7.b’de gdsterilmistir. Fermantasyonun
baslangicinda greyfurt kabugu hidrolizat1 bilesiminde yer alan sakkaroz, glukoz ve
fruktoz icin Olcililen seker derisimleri sirasiyla; 49.34 g/L, 14.26 g/L ve 12.45 g/L olarak
belirlenirken; fermantasyonun 167. saatinde bu degerler sirasiyla; 2.83 g/L, 1.8 g/L ve
2.48 g/L olarak tayin edilmislerdir. Glukoz ve fruktoz i¢cin hesaplanmis olan substrat
tiketim hizlarinmm fermantasyon siiresince birbirlerine yakin degerlerde olduklari
saptanmis ve bu substratlar i¢in hesaplanan en yliksek substrat tiiketim hiz1 degerleri
strastyla 0.39 g glukoz/(L.sa) ve 0.35 g fruktoz/(L.sa) olarak belirlenmistir. Sakkaroz i¢in
hesaplanan en yiiksek substrat tilketim hizi ise fermantasyonun baglangicinda 1.20 g

sakkaroz/(L.sa) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Greyfurt kabugu hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildig:

deneyde ; (a) glukoz ( W ), fruktoz ( @ ) ve sakkaroz ( A ) derisimlerinin zamanla
degisimleri, (b) glukoz ( B ), fruktoz ( @ ) ve sakkaroz ( A ) tiketim hizlarinin zamanla
degisimleri

57



Sekil 4.8.’de; turung kabugu hidrolizatinin, fermantasyon ortami olarak kullanildigi
deneyde ortamdaki seker derisimlerinin ve substrat tiiketim hizlarmin zamanla
degisimleri verilmistir. Turung¢ kabugu hidrolizatinin bilesimindeki glukoz, fruktoz ve
sakkarozun baglangi¢ derisimleri sirasiyla; 11.68, 10.37 ve 35.92 g/L olarak tayin
edilmiglerdir. Sekil 4.8.a’da goriildiigli gibi; bilesimdeki sakkarozun fermantasyonun ilk
50. saatine kadar hizla tiiketildigi, sonrasinda ise kullanilmaya devam edilerek,
fermantasyonun sonunda ise ortamda 5.56 g/l sakkarozun tiiketilmeden kaldig1
saptanmistir. Bu ortamda, sakkaroza gore ¢ok daha diisiik miktarlarda bulunan glukoz ve
fruktozun ise, A. pullulans AZ-6 tarafindan tiiketilmekle birlikte, 95. saatten sonra,
nerdeyse fazla tiiketilmedikleri de belirlenmistir. Fermantasyonun sonunda, ortamda
glukoz kalmazken, kalan sakkaroz ve fruktoz derisimlerinin ise sirasiyla; 5.56 g/L ve 1.94
g/L oldugu belirlenmistir. Turung kabugu hidrolizati ortaminda, sakkaroz igin hesaplanan
en yiksek substrat tiiketim hizi degeri, fermantasyonun baslangicinda; 0.85 ¢
sakkaroz/(L.sa) iken, glukoz ve fruktoz i¢in, ayn1 zamanda hesaplanan en yiiksek substrat
tiketim hizlar1 ise sirasiyla; 0.33 g glukoz/(L.sa) ve 0.29 g fruktoz/(L.sa) olarak
belirlenmistir (Sekil 4.8.b).
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Sekil 4.8. Turung kabugu hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde
; (a) glukoz (m ), fruktoz ( @) ve sakkaroz ( A ) derisimlerinin zamanla degisimleri, (b)
glukoz (W ), fruktoz ( @ ) ve sakkaroz ( A ) tliketim hizlarinin zamanla degisimleri

4.1.2. Uziim posas éziitleri ile yapilan calismalar

Bu tez ¢alismasinda, sarap endiistrisi artig1 olan iki farkli tiziim ¢esidinin (Chardonnay ve
Calkaras1) posalarindan hazirlanmis 6ziitler (UPO), fermantasyon ortamlar1 olarak
kullanilarak bu ortamlarin, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan tiretimi tizerindeki etkileri
de arastirilmustir. Uziim posasi 6ziitlerinin hazirlanmalarinda izlenen yontem, daha énce
Bolim 3.2.1.2.°de verilmistir. Bu deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun, {iziim
posasindan hazirlanan fermantasyon ortamlarindaki baslangi¢ inokiilasyon derisimleri,

9.1x10" kob/mL olarak tespit edilmistir.

Chardonnay (beyaz renkli) ve Calkarasi (kirmizi renkli) cinsi {iziim posalarindan
hazirlanan 6ziitlerin, fermantasyon ortamlar1 olarak kullanildig1 deneylerdeki, biyokiitle
derisiminin zamanla degisimlerini gdsteren grafikler; Sekil 4.9.’da verilmektedir. lgili
sekil incelendiginde goriilebilecegi gibi; Calkarast UPO’niin, A. pullulans AZ-6 susunun
tiremesini destekledigi ve bu ortamda, fermantasyon boyunca biyokiitle derisiminin

artt1g1 belirlenmistir. Calkaras1 UPO ortaminda elde edilen en yiiksek biyokiitle derisimi;
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11.51 g/L olarak fermantasyonun sonunda elde edilmistir. Chardonnay cinsi iiziim
UPO’niin ise; fermantasyon ortami olarak kullanildiginda, A. pullulans AZ-6 susunun
iiremesine olanak vermedigi ve biyokiitle derisiminde fermantasyon siiresince dnemli bir
degisim gozlenmedigi de bulunmustur. Deneylerde saptanan bu farkliligin; iki farkli cins
lizimiin saraba iglenmeleri sirasinda ¢ikan posalardan elde edilen Oziitlerin, bilesim
ozelliklerindeki farklardan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Fermantasyon ortami
olarak kullanilan tiziimlerin cinslerinin farkli olmasinin, A. pullulans AZ-6 susunun

biyokiitlesi tizerinde etkili oldugu da diistiniilmektedir.
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Sekil 4.9. Chardonnay ve Calkarasi cinsi iizim posalarindan hazirlanan 6ziitlerin,
fermantasyon ortamlar1 olarak kullanildiklar1 deneylerde, biyokiitle derisimlerinin

zamanla degisimleri

Bu deneylerde, fermantasyon ortami olarak kullamlan Calkarasi cinsi UPO igin, A.
pullulans AZ-6 susunun 6zgiil tireme hizt da (u) hesaplanmigtir. Bu amagla; In X
degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikten (Sekil 4.10.) yararlanilmigtir.
Calkarasi cinsi UPO’niin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deney igin, A. pullulans
AZ-6 susunun iissel iireme bolgesindeki o6zgiil iireme hizi; 0.021 sa® olarak

hesaplanmustir. Fermantasyon ortanu olarak Chardonnay cinsi iiziim UPO’niin
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kullanildig1 durumda ise; bu ortamda belirgin bir biyokiitle degisimi gézlenemediginden,

A. pullulans AZ-6 susu i¢in bu ortamda, bir 6zgiil ireme hiz1 degeri hesaplanamamustir.
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Sekil 4.10. Calkaras1 cinsi liziim posasindan hazirlanan 6ziitlin, fermantasyon ortami

olarak kullanildig1 deneyde, In X degerlerinin zamanla degisimleri

Uziim posasi Oziitlerinin, fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneylerde, A.
pullulans AZ-6 susunun tirettigi EPS derisimlerinin zamanla degisimleri Sekil 4.11.’de
verilmistir. Ilgili sekil incelendiginde goriilebilecegi gibi; Chardonnay cinsi UPO niin,
fermantasyon ortami olarak kullanildigi1 deneyde elde edilen EPS derigsimlerinin,
Calkaras1 cinsi UPO’niin fermantasyon ortamu olarak kullanildiginda elde edilen EPS
derisimlerinden daha yiiksek oldugu saptanmustir. Chardonnay cinsi UPO ortam,
calisilan susun EPS iiretimini, Calkarasi cinsi UPO ortamindan daha fazla tesvik etmistir.
Chardonnay cinsi UPO ortaminda elde edilen en yiiksek EPS derisimine (18 g/L),
fermantasyonun 142. saatinde ulasilirken, Calkarasi cinsi UPO ortaminda, en yiiksek EPS

derisimine (6.87 g/L); fermantasyonun 235. saatinde ulasilmistir.

61



20

B Chardonnay UPO
® Calkarasi UPO

16

il
N

EPS (g/L)
[o¢]

0 50 100 150 200 250
t (sa)

Sekil 4.11. Chardonnay ve Calkarasi cinsi liziim posalarindan hazirlanan 6ziitlerin,
fermantasyon ortamlar1 olarak kullanildiklar1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu

tarafindan tiretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.12.’de ise; liziim posasi Oziitii ortamlarinda, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan
iiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimlerini gdsteren grafikler verilmistir. Ilgili
sekil incelendiginde; c¢alisilan susun pullulan iiretiminin, EPS iiretimine oldukc¢a benzer
bir seyirde oldugu saptanmustir. Chardonnay cinsi UPO’de elde edilen en yiiksek pullulan
derisimi 13.98 g/L olarak belirlenirken, fermantasyon ortami olarak Calkarasi cinsi UPO

kullanildiginda elde edilen maksimum pullulan derisimi; 6.35 g/L olarak belirlenmistir.

Farkli {iziimlerden elde edilmis, sarap endiistrisi artig1 olan {iziim posalarinin tezde
belirtildigi sekilde sicak su ile 6ziitleme yontemi ile hazirlanarak A. pullulans ile pullulan
iiretiminde dogal substrat/fermantasyon ortami olarak kullanildig: ¢esitli ¢alismalarda, bu
dogal substratin, hem A. pullulans'm EPS iiretimini destekledigi ve hem de iiziim
posasinin kullanilmasi ile elde edilen EPS’nin yiiksek saflikta pullulan icerdigi ifade
edilmektedir (Israilides ve ark., 1998; Israilides ve ark., 1999; Arvanitoyannis, Ladas, ve
Mavromatis, 2006). Israilides ve arkadaslarinin (1998), iiziim posasindan sicak su ile
oziitleme yontemi kullanarak hazirladiklar1 fermantasyon ortaminda, A. pullulans

NRRLY 6220 susu ile pullulan iiretimi gerceklestirdikleri bir ¢alisma rapor edilmistir.
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Buna gore en yiikksek EPS derisimine (22.3 g/L) fermantasyonun 7. giiniiniin sonunda
ulagildig: bildirilmistir. Ayrica fermantasyon sonunda elde edilen EPS’nin, kuru agirhik
olarak %97.4’tiniin pullulan oldugunun da, yapilan analizlerle dogrulandig:1 ifade

edilmistir.
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Sekil 4.12. Chardonnay ve Calkarasi cinsi {izim posalarindan hazirlanan oziitlerin,
fermantasyon ortamlar1 olarak kullanildiklar1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu

tarafindan tiiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu deneylerde; calisilan her iki cins UPO ortaminda A. pullulans AZ-6 susunun en yiiksek
ozgiil {iriin olusum hizlar1 da belirlenmistir. Bu amacla; farkl cinsteki UPO kullanilarak
hazirlanan fermantasyon ortamlarinda {iretilen pullulan derisimlerinin zamanla
degisimlerini gosteren grafiklerden (Sekil 4.12.) farkli zamanlarda egim degerleri
hesaplanarak {irin olusum hizlari bulunmus,  sonrasinda ise mikroorganizma
derisimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden (Sekil 4.9.) ayn1 zamanlara
kars1 gelen mikroorganizma derisim degerleri okunarak ozgiil iiriin iiretim hizlar
hesaplanmigtir. Hesaplanan degerlerden her bir lizim cinsi i¢in en yliksek olan 6zgiil iiriin
olusum hiz1 degerleri hesaplanmistir. Calkarasi cinsi UPO’niin, fermantasyon ortam

olarak kullanildig1 deneylerde hesaplanan en yiiksek 6zgiil {iriin olusum hizi (vm); 0.19 g
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pullulan/(g mo.sa) iken, Chardonnay cinsi UPO’niin, fermantasyon ortam olarak

kullanildig1 deneylerde bu deger; 0.58 g pullulan/(g mo.sa) olarak hesaplanmaistir.

Uziim  posalarindan  yararlanilarak  hazirlanan  fermantasyon  ortamlarmin
bilesimlerindeki; glukoz ve fruktoz derisimleri; daha 6nce Bolim 3.2.9.’de anlatildig1
sekilde; enzimatik bir kit araciligiyla tayin edilmistir. Sekil 4.13.a’da; Chardonnay cinsi
UPO ortammin bilesimindeki; glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri,
Sekil 4.13.b’de ise; ayn1 ortamda A. pullulans AZ-6 susunun bu substratlar1 tiiketim
hizlar1 verilmistir. Chardonnay cinsi UPO’niin, fermantasyon ortami olarak kullanildig:
deneyde ortamda bulunan fruktozun baslangic derisimi; 26.13 g/L, glukozun baslangic
derisimi ise; 6.07 g/L olarak tayin edilmistir. Bu ortamda, zamana kars1 derisimleri
izlenen glukoz ve fruktozun, fermantasyonun ilk 21. saatine kadar hizla tiiketildikler1,
daha sonra ise derigimlerinin ¢ok fazla degismedigi saptanmistir. Bu duruma bagli olarak
da; belirlenen en yiiksek glukoz ve fruktoz tiiketim hizlari, her iki substrat i¢in de;
fermantasyonun baslangicinda Olctilmiistiir (Sekil 4.13.b). Bu ortamda, glukoz icin
hesaplanan en yiiksek substrat tiikketim hizi; 0.2 g glukoz/(L.sa) olarak belirlenirken,
fruktoz i¢in bu deger; 0.86 g fruktoz/(L.sa) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.13. Chardonnay cinsi {izim posasi Oziitliniin fermantasyon ortami olarak
kullanildig1 deneyde (a) glukoz (W) ve fruktoz (@ ) derisimlerinin zamanla degisimleri,
(b) glukoz ( B) ve fruktozun ( @ ) tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

Sekil 4.14.a’da; Calkarasi cinsi iiziim UPO’niin, fermantasyon ortam olarak kullanildig1
deneyde, ortamda bulunan glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri, Sekil
4.14.b’de ise, ortamdaki glukoz ve fruktozun A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiikketim
hizlarinin zamanla degisimleri gosterilmistir. Bu deneyde, ortam bilesimindeki glukozun,
fermantasyonun 142. saatinde tamamen tiiketilirken, ortamdaki fruktozun ¢ok az
miktarmimn (1.77 g/L), tiiketilmeden kaldig1 tespit edilmistir. Bu ortamda glukoz i¢in elde
edilen en yliksek tiikketim hizi; Chardonnay cinsi iizim posasinda oldugu gibi,
fermantasyonun baslangicinda ve 0.41 g glukoz/(L.sa) olarak hesaplanirken, fruktoz i¢in

0.60 g fruktoz/(L.sa) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.14. Calkarasi cinsi liziim posasi 0ziitiinlin fermantasyon ortami olarak kullanildig1

deneyde (a) glukoz (W) ve fruktoz (@) derisimlerinin zamanla degisimleri, (b) glukoz

(M) ve fruktoz (@ )tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

66



4.1.3. Kestane ve findik kabugu oziitleri ile yapilan ¢calismalar

Bu tez ¢alismasinda, A. pullulans AZ-6 susunun pullulan iretimi tizerindeki etkileri
incelenen diger bir dogal substrat; kestane ve findik kabuklarindan hazirlanmig
hidrolizatlar olmustur. Deneylerde kullanilan kestane ve findik kabugu hidrolizatlari,
Bolu Abant izzet Baysal Universitesi (AIBU), Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi
Boliimii’nden hazir olarak temin edilmislerdir. Bu hidrolizatlarin hazirlanmasina iliskin
bilgiler; Ek 1°de sunulmustur (Eryasar, 2016). Kestane ve findik kabugu hidrolizatlarmin
fermantasyon ortamlar1 olarak kullanildigi deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun

inokiilasyon baslangi¢ derisimi; 4.1x107 kob/mL olarak tayin edilmistir.

Sekil 4.15.’te; kestane ve findik kabugu hidrolizatlarinin, ayr1 ayr1 fermantasyon ortamlari
olarak kullanildig1 deneylerde elde edilen biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler verilmektedir. Ilgili sekil incelendiginde de goriilebilecegi gibi;
fermantasyon ortami olarak kestane kabugu hidrolizati kullanildiginda elde edilen
biyokiitle derisiminin, findik kabugu hidrolizatmin kullanildig1 ortamdakine gore, daha
yilksek oldugu belirlenmistir. Elde edilen en yiiksek biyokiitle derisimleri, kestane
kabugu hidrolizatinin ve findik kabugu hidrolizatlarinin, fermantasyon ortamlar1 olarak
kullanildig1 deneylerde sirasiyla; 4.83 g/L ve 2.23g/L olarak belirlenmistir. Bu ¢aligmada,
findik kabugu hidrolizatinin ortam olarak kullanildig1 deneyde; fermantasyon boyunca
biyokiitle derisimlerinde diizenli bir artis gorilmekle birlikte, kestane kabugu
hidrolizatinin kullanildig1 ortamda ise; fermantasyonun 120. saatinden itibaren, biyokiitle

cok fazla degismedigi de tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. Kestane ve findik kabugu hidrolizatlarinin fermantasyon ortamlar1 olarak

kullanildiklar1 deneylerde, biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri

Kestane ve findik kabugu hidrolizatlarinin fermantasyon ortamlari olarak kullanildig:
deneylerde, mikroorganizmanin iissel tireme bdlgesindeki 6zgiil tireme hizi degerleri (p),
Bo6lim 2.1.1.°de verilen Es. 2.2 yardimiyla, In X degerlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler (Sekil 4.16.) kullanilarak hesaplanmistir. Fermantasyon ortaminda
kestane kabugu hidrolizat1 kullanildiginda hesaplanan 6zgiil iireme hiz1 degeri 0.021 sa™
iken, findik kabugu hidrolizat1 kullanildiginda hesaplanan 6zgiil ireme hiz1 degeri 0.013

sa’dir.
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Sekil 4.16. Kestane ve findik kabugu hidrolizatlarinin, fermantasyon ortami olarak

kullanildig1 deneylerde, In X degerlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.17.’de kestane ve findik kabugu hidrolizatlarinin fermantasyon ortamlar1 olarak
kullanildig1 deneylerde A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen EPS derisimlerinin
zamanla degisimleri sunulmustur. Kestane kabugu hidrolizatinda; fermantasyon boyunca,
caligilan sus tarafindan iiretilen EPS derisimlerinin, fermantasyon boyunca, findik kabugu
hidrolizatindakinden daha yiiksek oldugu saptanmistir. Kestane kabugu hidrolizatinin A.
pullulans AZ-6 susunun EPS iiretimini findik kabugu hidrolizatina gore daha fazla tesvik
ettigi belirlenmistir. Elde edilen en yiiksek EPS derisimleri, findik kabugu hidrolizati
ortaminda; 10.09 g/L olarak tespit edilirken, fermantasyon ortaminin kestane kabugu
hidrolizat1 oldugu ortamda ise; 24.46 g/L olarak Ol¢lilmiistir. En yiiksek EPS
derisimlerine, kullanilan her iki ortamda da; fermantasyonun 238. saatinde ulagilmistir.
Bununla birlikte; kestane kabugu hidrolizat1 ortaminda fermantasyon siiresince incelenen
susun EPS dretimi giderek artma egiliminde olmasmna ragmen, findik kabugu
hidrolizatinda bu artisin ilk 24. saatten sonra ¢ok kii¢iik miktarlarda oldugu da tespit

edilmistir.

69



24 L Findik kabugu hidrolizati

® Kestane kabugu hidrolizati °

20

-
(0]

EPS (g/L)
o

0 50 100 150 200 250
t (sa)

Sekil 4.17. Kestane ve findik kabugu hidrolizatlarinin fermantasyon ortami olarak
kullanildig1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS derisimlerinin

zamanla degisimleri

Fermantasyon ortami olarak kestane ve findik kabugu hidrolizatlarmin kullanildigi
deneylerde {iretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri ise; Sekil 4.18.°de
gosterilmistir. Bu deneylerde, kullanilan her iki ortam i¢in de, A. pullulans AZ-6 susu
tarafindan iiretilen pullulan derisimlerinin fermantasyon siiresindeki degisimlerinin,
iiretilen EPS’ninkine olduk¢a benzer oldugu bulunmustur. Elde edilen en yiiksek pullulan
derisimleri kestane kabugu hidrolizatinin ve findik kabugu hidrolizatinin fermantasyon
ortamlar1 olarak kullanildig1 deneylerde siwrasiyla; 22.33 g/L, 8.23 g/L olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.18. Kestane ve findik kabugu hidrolizatlarinin fermantasyon ortami olarak
kullanildig1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan dretilen pullulan

derigimlerinin zamanla degisimleri

Kestane ve findik kabugu hidrolizatlarin fermantasyon ortami olarak kullanildigi
deneyler i¢in hesaplanan 0zgiil liriin olusum hizlar1 (v); biyokiitle ve pullulan
derisimlerinin zamanla degisimini gésteren grafikler (Sekil 4.15 ve 4.18.) kullanilarak
belirlenmistir. Fermantasyon ortami olarak; kestane kabugu hidrolizat1 kullanildiginda
elde edilen en yiiksek 6zgiil tiriin olusum hiz1 (vm); 0.62 g pullulan/(g mo.sa) olarak
hesaplanirken, fermantasyon ortaminda findik kabugu hidrolizat1 kullanildiginda ise bu

deger; 0.51 g pullulan/(g mo.sa) olarak hesaplanmistur.

Bu deneylerde, kestane ve findik kabugu hidrolizatlarindaki seker tiirii ve miktarlarinin
belirlenebilmesi amaciyla bir 6n deneme gerceklestirilmistir. Bu amagla gergeklestirilen
seker tayinleri; daha once Boliim 3.2.7 ve 3.2.10.°da anlatilan yontemler ile tespit
edilmiglerdir. Yapilan bu testler sonucunda, kestane kabugu hidrolizatin bilesiminde,
Olclilebilir miktarda; glukoz ve ksiloz bulundugu tespit edilirken, findik kabugu
hidrolizatinda ise; 6l¢iilebilir ksiloz bulundugu tespit edilmistir. Bu nedenle fermantasyon
sliresince, substrat olarak, findik kabugu hidrolizatinda; ksilozun, kestane kabugu

hidrolizatinda ise; ksiloz ve glukoz derisimlerinin zamanla degisimleri izlenmistir.
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Fermantasyon ortami olarak; kestane kabugu hidrolizatinin kullanildig1 deneylerde,
ortamdaki seker derigimlerinin zamanla degisimleri ile ortamdaki sekerlerin tiiketim
hizlarinin zamanla degisimleri; Sekil 4.19.°da gosterilmektedir. Kestane kabugu
hidrolizatinin glukoz baslangi¢ derisimi 34.7 g/L olarak tayin edilirken, ksiloz baslangi¢
derisimi ise; 13.37 g/L olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.19.a). Bu ortamda, glukoz derisiminde
fermantasyonun ilk 23. saatine kadar hizl1 bir azalma tespit edilirken, fermantasyonun 94.
saatinden itibaren ise, Onemli bir tiiketim olmadig1 da tespit edilmistir. Ortamda bir miktar
glukozun, ilerleyen siiregte, c¢alisilan sus tarafindan tiiketilmeden birakildigi
belirlenmistir. Bu deneylerde ortamdaki ksiloz derisimlerinin zamanla degisimleri
incelendiginde ise; fermantasyonun ilk 23. saatine kadar ksilozun hizli tiiketildigi, 94.
saaten sonra ise tiiketilemedigi ve ortamda bir miktar ksilozun da kaldig1 tespit edilmistir.
Sekil 4.19.b’de de goriilebilecegi gibi, kestane kabugu hidrolizati ortaminda,
fermantasyonun 94. saatinden sonra ksiloz ve glukozun derisimleri neredeyse
degismediginden dolay: tiiketim hizlarmin da sabit kaldiklar1 izlenmistir. Bu deneylerde,
glukoz ve ksiloz i¢in hesaplanan en yiiksek tiiketim hizlar1 1.08 g glukoz/(L.sa) ve 0.38 g

ksiloz/(L.sa) olarak, fermantasyonun, baslangicinda belirlenmistir.
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Sekil 4.19. Kestane kabugu hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildig:
deneyde (a) glukoz (M) ve ksiloz (@) derisimlerinin zamanla degisimleri, (b) glukoz

(m) ve ksiloz ( @ ) tiikketim hizlarmin zamanla degisimleri

Sekil 4.20.’de; findik kabugu hidrolizat1 ortamindaki, ksiloz derisimlerinin zamanla
degisimleri ile, bu ortam i¢in hesaplanan; ksiloz tiikketim hizlarinin zamanla degisimleri
verilmistir. Ilgili grafigin incelenmesinden de gériilebilecegi gibi; fermantasyonun ilk 23
saatine kadar hizli bir sekilde olmak {izere, 94. saatine kadar ortamdaki ksiloz derisiminin
azaldig1, sonrasina ise ksilozun ¢ok fazla tiikketilmeden ortamda kaldig1 tespit edilmistir.
Bu deneyde, en yiiksek ksiloz tiiketim hizi; fermantasyonun baslangicinda, 1.24 g

ksiloz/(L.sa) olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.20. Findik kabugu hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde

ksiloz derisimlerinin ve ksiloz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

4.1.4. Seker kamsi pekmezi artigi ile yapilan ¢cahismalar

Bu tez galismasinda, A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan tiretimi igin, fermantasyon
ortami olarak incelenen bir diger dogal substrat, seker kamis1 pekmezi liretiminde ¢ikan
artiktir (SKPA) (bkz Boliim 3.1.3.). Bu artigin fermantasyon ortami olarak kullanildigi
deneyde, A. pullulans AZ-6 susunun baslangi¢ inokiilasyon derisimi; 9.1x107 kob/mL

olarak tespit edilmistir.

Sekil 4.21.’de; s6z konusu ortamda; A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisimlerinin
zamanla degisimleri verilmistir. SKPA ortaminda, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle
derisiminin fermantasyon siiresince artig gosterdigi ve fermantasyonun sonunda biyokiitle

derisiminin; 8.17 g/L degerine ulastig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.21. Seker kamis1 pekmezi artiginin fermantasyon ortami olarak kullanildigi

deneyde, biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri

SKPA’nin fermantasyon ortamu olarak kullanildigi deneyde, oOlgiilen biyokiitle
derisimlerinin (Sekil 4.21.) In degerleri alinarak zamana kars1 ¢izilen In X grafigi; Sekil
4.22.’de verilmektedir. Bu galismada, In X grafiginden, A. pullulans AZ-6 susunun iissel
ireme bolgesi dikkate almarak hesaplanan; 6zgiil iireme hizi 0.056 sa® olarak

hesaplanmastir.
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In X
L T
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Sekil 4.22. Seker kamist pekmezi artigimnin fermantasyon ortamu olarak kullanildig:

deneyde, In X degerlerinin zamanla degisimleri

75



Sekil 4.23.’de; SKPA’nin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde elde edilen
EPS derisimlerinin zamanla degisimleri verilmistir. Kullanilan ortamim, A. pullulans AZ-
6 susunun EPS fretimini oldukg¢a tesvik ettigi, EPS derisiminin fermantasyonun 47.
saatine kadar hizla artig gosterdigi (29.62 g/L), 47. saatten sonra ise derigimin ¢ok fazla
degismedigi bulunmistur. Bu deneyde en yiliksek EPS derisimine (35.65 g/L),

fermantasyonun 239. saatinde ulasilmistur.

®  SKPA

EPS (g/L)

0 50 100 150 200 250
t(sa)

Sekil 4.23. Seker kamis1i pekmezi artigmin fermantasyon ortami olarak kullanildigi
deneyde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS derisimlerinin zamanla
degisimleri

SKPA ortaminda, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan {iretilen pullulan derisimlerinin
zamanla degisimleri ise; Sekil 4.24.’te verilmistir. Bu deneyde, calisilan sus tarafindan
iiretilen pullulan derisiminin, fermantasyonun ilk 23. saatine kadar hizla arttig1 (23.89
g/L), en yiiksek degerine (33.59 g/L) ise, fermantasyonun 215. saatinde ulastig1 tespit

edilmistir.
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Sekil 4.24. Seker kamis1 pekmezi artigimin fermantasyon ortami olarak kullanildigi
deneyde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen pullulan derisimlerinin zamanla

degisimleri

Fermantasyon ortamu olarak; seker kamisindan pekmez iiretimi sirasinda ortaya ¢ikan
atigm kullanildig1 deneyde hesaplanan en yiiksek 6zgiil tiriin olusum hiz1 (vm) ise; 4.6 ¢

pullulan/(g mo.sa) olarak belirlenmistir.

Seker kamusi bilesiminde yiliksek oranda sakkaroz bulunduran ve seker iiretiminde
kullanilan bir bitkidir (Pattra ve ark., 2011; Singh ve ark., 2018). A. pullulans ile pullulan
iiretiminde sakkarozun, pullulan iiretimini tesvik eden bir substrat oldugu daha once
yapilan bazi caligsmalarda ifade edilmistir (Sheng, Tong ve Ma, 2016; An ve ark., 2017).
Literatlirde seker kamisi suyu kullanilarak hazirlanan fermantasyon ortaminda, A.
pullulans tarafindan dretilen en yiiksek pullulan derisiminin; 64 g/L olarak

fermantasyonun 96. saatinde tespit edildigi ifade edilmistir (Singh ve ark., 2018).

Bu tez ¢alismasinda, seker kamisindan pekmez {iretimi esnasinda ortaya ¢ikan atigin da,
yiiksek oranda sakkaroz igerdigi, fermantasyon Oncesinde yapilan analiz ile
dogrulanmistir. Fermantasyon ortami, daha 6nce Boliim 3.2.1.4°te belirtildigi sekilde
hazirlanmis ve kullanilan SKPA 6rneginde, yaklasik olarak 600 g/L olarak tayin edilen

sakkaroz derisimi, A. pullulans AZ-6 susu i¢in daha 6nce optimal olarak belirlenmis olan
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baslangi¢c derisimine (100 g sakkaroz/L) saf su ile seyreltilmistir. Bu ortamda yapilan
deneylerde, sakkaroz derisimlerinin fermantasyon siiresince zamanla degisimini gosteren
grafik Sekil 4.25.’de verilmistir. Deneylerde kullanilan susun, sakkaroz tiikketim hizinin,
fermantasyon siiresince degisimi de, yine ayni grafikte sunulmustur. {lgili grafik
incelendiginde; ortamdaki sakkarozun, fermantasyonun ilk 47 saatinde hizli bir sekilde
tiikketilerek; 22.89 g/L” ye distiigli, daha sonra ise bu azalmanin ¢ok daha diisiik
miktarlarda olmak {iizere, azalarak devam ettigi tespit edilmistir. Bu deneylerde,
fermantasyonun sonundaki sakkaroz derisiminin 13.45 g/L’ye indigi belirlenmistir. Bu
calisma i¢in hesaplanan, en yiiksek sakkaroz tiiketim hizinin ise; fermantasyonun

baslangicinda 5.19 g sakkaroz/(L.sa) oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.25. Seker kamisi pekmezi artiginin fermantasyon ortami olarak kullanildig:

deneyde sakkaroz derisimlerinin ve sakkaroz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri
4.1.5. Kuru / taze findik ziiruflar1 ve balkabag: kabuklar ile yapilan cahsmalar

Bu tez ¢alismasinda, dogal substrat kaynaklari1 olarak, tarimsal atiklar olan; kuru ve taze
findik ziirufu 6rnekleri ve balkabagi kabuklar: ile de ¢alisilmistir. Kuru / taze findik
zliruflar1 ve balkabagi kabuklarindan fermantasyon ortamlarinin hazirlanmalar1 daha

once sirasiyla; Bolim 3.2.1.5 ve Boliim 3.2.1.6’da verilmis olan yontemler kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Bu deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun, s6z konusu fermantasyon

ortamlarma inokiilasyon baslangi¢ derisimi; 3.6x10’ kob/mL olarak tayin edilmistir.

Sekil 4.26.’da, kuru ve taze findik ziirufu hidrolizatlar1 (KFZH; TFZH) ile balkabagi
kabugu hidrolizatinin (BKH) fermantasyon ortamlar1 olarak kullanildig1 deneylerde, A.

pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri verilmistir.

"  KFZH
5- e TFzH
A BKH
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Sekil 4.26. Kuru ve taze findik ziirufu hidrolizatlari ile balkabagi kabugu hidrolizatinin,
fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneylerde, biyokiitle derisimlerinin zamanla

degisimleri

Sekil 4.26.nin incelenmesinden de anlasilacagi gibi; findik zlirufu Ornekleri kendi
aralarinda karsilastirildiklarinda; KFZH’nin, TFZH ortamina gore, A. pullulans AZ-6
susunun biyokiitle tretimini daha fazla destekledigi saptanmustir. Grafikten de
goriilebilecegi gibi; TFZH’da biyokiitlenin fermantasyon siiresince az da olsa bir artig
egiliminde oldugu goriilirken, KFZH ortaminda ise; biyokiitlenin fermantasyonun 96.
saatine kadar bir miktar artt1ig1 ancak 96. saatten sonra ise; biyokiitledeki artisin cok daha
belirgin hale geldigi saptanmistir. Fermantasyon siiresince, KFZH ve TFZH ortamlarinda
ulasilan en yiiksek biyokiitle derisimleri, sirasiyla; 3.54 g/L ve 0.67 g/L olarak tayin
edilmistir. Fermantasyon ortami olarak; BKH nin kullanildig1 deneyde ise; incelenen

susun biyokiitle derisiminin, fermantasyonun 72. saatine kadar bir miktar arttigi, daha
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sonra ise cok fazla degismedigi de saptanmistir. Balkabagi kabugu kullanilan
fermantasyon ortaminda bu ortam i¢in, A. pullulans AZ-6 susunun ulastig1 en yiiksek

biyokiitle derigimi; 1.98 g/L olarak tayin edilmistir.

Sekil 4.27.’de; kuru ve taze findik ziirufu hidrolizatlar1 ile balkabagi kabugu
hidrolizatinin  fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneylerde, biyokiitle
derisimlerinden hesaplanan; In X degerlerinin zamanla degisimleri gosterilmektedir. Bu
grafikten yararlanilarak, A. pullulans AZ-6 susunun iissel lireme bolgesindeki 6zgiil
ireme hizlar1 (u) hesaplanmistir. KFZH’ nin fermantasyon ortami olarak kullanildig:
deneyde, A. pullulans AZ-6 susu i¢in hesaplanan dzgiil {ireme hiz1 (n); 0.016 sa™ olarak
belirlenirken, TFZH ortaminda ise (u) 6zgiil iireme hiz1; 0.018 sa™ olarak tayin edilmistir.
Balkabagi kabugu hidrolizati ortaminda ise, A. pullulans AZ-6 susunun 6zgiil tireme hizi,

0.048 sa™ olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.27. Kuru ve taze findik ziirufu hidrolizatlar1 ile balkabagi kabugu hidrolizatinin,
fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneylerde, In X degerlerinin zamanla

degisimleri

Kuru ve taze findik ziirufu ile balkabagi kabugu hidrolizatlarinin fermantasyon ortami
olarak kullanildig1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan {iretilen EPS
miktarlarinin  zamanla degisimleri; Sekil 4.28.°de sunulmustur. Findik ziirufu

hidrolizatlar1 (kuru ve taze) fermantasyon ortami olarak kullanildiklarinda, A. pullulans
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AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS derisiminin, balkabagi kabugu hidrolizat1 ortaminda
iiretilen EPS derisiminden oldukga yiiksek oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada elde edilen
en ylksek EPS derisimi, KFZH’ nin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde;
30.36 g/L olarak bulunmustur. Fermantasyon ortamlar1 olarak; TFZH ve BKH’nin
kullanildig1 deneylerde elde edilen en yiiksek EPS derisimleri ise sirastyla; 26.36 g/L ve
9.04 g/L olarak bulunmustur.
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Sekil 4.28. Kuru ve taze findik ziirufu hidrolizatlar1 ile balkabagi kabugu hidrolizatinin
fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan

iiretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.29.’da; kuru ve taze findik ziirufu hidrolizatlar1 ile balkabagi kabugu hidrolizatinin
fermantasyon ortamui olarak kullanildigi deneylerde A. pullulans AZ-6 susu tarafindan
iiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri verilmistir. Denenen 3 farkh
hidrolizatta, calismada kullanilan sus tarafindan tiretilen EPS derisimlerine benzer olarak,
bu deneylerde elde edilen en yiliksek pullulan derisiminin; 30.02 g/L olarak,
fermantasyonun 169. saatinde, fermantasyon ortami olarak; KFZH’nin kullanildig:
deneyde elde edildigi saptanmistir. Fermantasyon ortami olarak; TFZH kullanildiginda,
elde edilen en yiiksek pullulan derisimi; 21.67 g/L, BKH kullanildiginda ise; 7.43 g/L

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.29. Kuru ve taze findik ziirufu hidrolizatlar ile balkabagi kabugu hidrolizatinin
fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan

iiretilen pullulan derigimlerinin zamanla degisimleri

Bu calismada elde edilen pullulan derigimlerinin zamana kars1 degisimlerini gosteren
grafiklerden (Sekil 4.29.) ve Sekil 4.26.°da yer alan biyokiitle grafiklerinden
yararlanilarak, bu deneyler i¢in, A. pullulans AZ-6 susunun, en yiiksek 6zgiil {iriin
olusum hizlar1 (vm) belirlenmistir. Fermantasyon ortami olarak; KFZH, TFZH ve
BKH’nin fermantasyon ortamlari olarak kullanildiklar1 deneylerde hesaplanan en yiiksek
Ozgil {irtin olusum hizlar1 sirasiyla; 1.56, 6.48 g, 0.33 g pullulan/(g mo.sa) olarak

hesaplanmislardir.

Bu deneylerde, kullanilan 3 farkli hidrolizatta, fermantasyon siiresince substrat tiiketim
hizlar1 da belirlenmistir. Lignoseliilozik madde igerigi yiiksek olan kuru ve taze findik
ziirufuna uygulanan asit hidrolizi sonrasinda ortam bilesiminde temel sekerler olarak;
glukoz ve ksilozun bulundugu, baz literatiir kaynaklarindan da dogrulanmistir (Ceylan

ve Unal, 2015; Pmar ve ark. 2017).

Sekil 4.30.°da, KFZH’nin fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde;
fermantasyon boyunca glukoz derisiminin degisimi ile fermantasyon siiresince glukoz

tiketim hizinin zamanla degisimini gosteren grafiklere yer verilmistir Ortamdaki
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baslangi¢ derisimi; 8.46 g/ olan glukozun, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan
fermantasyonun sonunda tamamen tiiketildigi belirlenmistir. Bu deneyde, glukoz tiiketim

hizinin en yiiksek degeri ise; 0.21 g glukoz/(L.sa) olarak, fermantasyonun baslangicinda

bulunmustur.
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Sekil 4.30. Kuru findik ziirufu hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildigi

deneyde, glukoz derisimlerinin ve glukoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

Taze findik ziirufunun fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde, glukoz
derisimlerinin zamanla degisimleri ile, glukoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri;
Sekil 4.31.’de sunulmustur. S6z konusu grafik incelendiginde goriilebilecegi gibi;
Baslangicta ortamda bulunan TFZH’da fermantasyonun basinda, diisiik miktarda bulunan

glukozun (2.92 g/L), fermantasyonun 3. giiniinde tamamen tiiketildigi bulunmustur.
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Sekil 4.31. Taze findik ziirufu hidrolizatinin fermantasyon ortami olarak kullanildig:

deneyde, glukoz derisimlerinin ve glukoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

Cizelge 4.1.°de ise fermantasyon ortami olarak kuru ve taze findik ziirufunun kullanildig:
deneylerde ortamda bulunan ksiloz miktarlarmin fermantasyonun ilk giinlerinde 6l¢iilen
degerleri belirtilmistir. Baslangicta findik ziirufu kullanilan ortamlarda bulunan az
miktardaki ksiloz, kuru findik ziirufu kullanilan fermantasyon ortaminda 26. saatin

sonunda, taze findik zlirufu kullanilan fermantasyon ortaminda 2. giiniin sonunda

tamamen tiiketilmistir.

Cizelge 4.1. Fermantasyon ortami olarak kuru ve taze findik ziirufu hidrolizatlarinin

kullanildig1 deneylerde, ortamda bulunan ksiloz derigimlerinin zamanla degisimleri

Fermantasyon Ksiloz derisimi (g/L) Ksiloz derisimi (g/L)
siiresi (saat) KFZH TFZH
0 2.71 0.68
26 0.002 0.21
48 0.079

Bu deneylerde, balkabagi kabugu hidrolizatinda, fermantasyon siiresince glukoz ve

sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimleri de incelenmistir. Balkabagi kabugunun
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bilesiminde; glukoz ve sakkarozun oldugu bildirilmektedir. (Du ve ark., 2011;
Shanmugavelan ve ark., 2013; Anonim, 2018). Ortamda bulunan glukoz ve sakkarozun
analizlerinde daha oOnce Bolim 3.2.6. ve Bolim 3.2.7.°de belirtilen yontemler
kullanilmigtir. Fermantasyon ortami olarak BKH’nin kullanildigi deneyde; ortamdaki
sekerlerin baslangi¢ derisimleri ile zamanla degisimleri; Cizelge 4.2°de verilmistir.
Cizelgeden de goriilebilecegi gibi her iki sekerin de fermantasyonun 48. saatinde

tamamen tiiketildikleri belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Fermantasyon ortami olarak balkabagi kabugu hidrolizatinin kullanildig:

deneyde, ortamda bulunan seker derisimlerinin zamanla degisimleri

Fermantasyon Glukoz derisimi (g/L) Sakkaroz derisimi (g/L)
siiresi (saat) KFZH TFZH
0 2.86 2.58
26 0.36 0.29
48 0.036 0.095

4.2. Pullulan iiretimi amaciyla en uygun fermantasyon ortaminin se¢cimi icin

sonuc¢larin degerlendirilmeleri

Cesitli tarimsal artik ve atiklar ile gida enddistrisi artiklarmin; A. pullulans AZ-6 ile
pullulan iiretiminde, fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyler sonucunda her bir
substrat kaynagi icin elde edilen en yiiksek biyokiitle (X), EPS, pullulan derisimleri ile
mikroorganizma 0zgiil iireme hizlar1 (pn) ve en yiliksek 6zgiil iirtin olusum hizlarna ait

degerler, Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3.”de toplu olarak verilen sonuglar incelendiginde, A. pullulans AZ-6 susu igin
denenen fermantasyon ortamlarinda elde edilen biyokiitle derisimlerinin; 0.72-11.51 g/L
arasinda degistigi ve en yliksek biyokiitle derisiminin; (11.51 g/L) Calkarasi cinsi
UPO’niin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde elde edildigi tespit edilmistir.
Genel olarak bakildiginda; taze findik ziirufu, Chardonnay cinsi UPO ve balkabag:
kabugu hidrolizat1 ortamlarinin kullanilan susun tiremesini tesvik etmedigi, bunun
yanisira, SKPA, limon ve turung kabugu hidrolizatlarinda ise A. pullulans AZ-6 susunun

oldukg¢a iyi tiredigi belirlenmistir.

85



Kullanilan fermantasyon ortamlarinda, A. pullulans AZ-6 susunun 6zgiil tireme hizi
degerlerinin; 0.013-0.056 sa™ arasinda degistigi, bulunmustur. Susa ait en yiiksek dzgiil
iireme hizi; 0.056 sa™ olarak, seker kamusi pekmez artiginin (SKPA), fermantasyon

ortami olarak kullanildigi deneyde elde edildigi tespit edilmistir (Cizelge 4.3.)

Bu tez calismasinda kullanilan ve yerel bir sus olan A. pullulans AZ-6’nin, denenen
fermantasyon ortamlarinda, en yiiksek EPS ve pullulan iiretimlerinin, sirasiyla; 6.87-
35.65 g/L ile 6.35-33.59 g/L arasinda degistigi bulunmustir. Susun en yiiksek EPS ve
pullulan tiretimin gergeklestirdigi fermantasyon ortaminin, ayni zamanda en yiiksek 6zgiil
ireme hizinin da tespit edildigi; SKPA ortami oldugu belirlenmistir. Kuru findik ziirufu
hidrolizatinin (KFZH) fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneylerde de, incelenen
susun, SKPA ortamindakine olduk¢a yakin degerlerde, EPS ve pullulan tiretebildigi de
saptanmistir. KFZH ortaminda tespit edilen en yiiksek EPS ve pullulan derisimleri
sirasiyla; 35.65 ile 33.59 g/L’dir. A. pullulans AZ-6 susunun, genel olarak; tiziim posasi
oOziitleri, balkabagi kabugu hidrolizat1 ve findik kabugu hidrolizatinin fermantasyon
ortamlar1 olarak kullanildig1 deneylerde, diger ortamlara kiyasla, EPS ve pullulan
iretimlerinin diisiik oldugu da belirlenmistir. Fermantasyon ortami olarak; turunggil
kabugu hidrolizatlar1 ile, kestane ve taze findik ziirufu hidrolizatlarinin kullanildig:
deneylerde, bu ortamlarin, A. pullulans AZ-6 susunun EPS ve pullulan iiretimlerini

oldukea iyi destekledikleri de bulunmustur.

Bu tez calismasinda ayrica, c¢esitli dogal substratlardan hazirlanan fermantasyon
ortamlarinin, incelenen susun oOzgiil Uriin olusum hizi (v) lizerindeki etkileri de
arastirtlmistir. Denenen fermantasyon ortamlarinda, A. pullulans AZ-6 susunun 6zgiil
iirlin olusum hizlarinm; 0.19-15.00 g pullulan/(g mo.sa) arasinda degistigi, en diisiik ve
yiiksek 6zgiil liriin olusum hizlarinin fermantasyon ortamlari olarak sirasiyla; Calkarasi
cinsi UPO ile turung kabugu hidrolizatinm kullanildig1 deneyler igin hesaplandiklari da

bulunmusur.

Bu tez ¢aligmasinda, endojen A. pullulans AZ-6 susunun, pullulan iretimini en iyi
destekleyen fermantasyon ortammin belirlenmesi ve optimizasyonu hedeflenmistir.
Fermantasyon ortam olarak kullanilan dogal substratlar arasinda; en yiiksek EPS ve
pullulan derigimlerinin; SKPA, fermantasyon ortami olarak kullanildiginda elde
edilmesine ragmen (bkz Cizelge 4.3.), seker kamisi {iretiminin heniiz iilkemizde ¢ok

yaygin olmamasi, hasat sezonunun kisa ve {iretim kapasitenin diisilk olmas1 nedeniyle,
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yine yiiksek EPS ve pullulan derisimlerinin elde edildigi, daha kolay ve ucuz elde
edilebilir bir atik olan; kuru findik ziirufu ile deneylere devam edilmesine karar
verilmistir. Lignoseliilozik ag¢idan zengin bir atik olan findik ziirufunun, bilesimindeki
seliiloz, lignin ve hemiseliiloz yapilarinin asit hidrolizi sonucunda ayristirilmasi ile
meydana gelen hidrolizatin mikroorganizmalar tarafindan kolay kullanilabilir sekerlerce
zengin bilesenler de igerdigi ifade edilmektedir (Uzuner ve Cekmecelioglu, 2014, Pmar
ve ark., 2017). Proses ckonomisi agisindan diisiiniildiigiinde de; tez g¢aligmasinin
devaminda, bazi fermantasyon ortami parametrelerinin optimizasyonu asamasinda

deneylere, kuru findik ziirufu hidrolizati ile devam edilmesi uygun goriilmiistiir.

4.3. A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iiretiminde kuru findik ziirufu hidrolizatinin
kullanildig1 fermantasyon ortaminin optimizasyonu icin deney tasarim planinin
olusturulmasi

Bu tez calismasinda, fermantasyon ortami olarak kullanilan 12 farkli dogal substratin,
yerel A. pullulans AZ-6 susunun pullulan {iretimi {izerindeki etkileri incelenmis ve bu
susun pullulan iiretimini en ¢ok destekleyen ortamin belirlenip, optimizasyonunun
yapilarak, lretimin olabildigince artirilmasi hedeflenmistir. Arastirmanin bu asamaya
kadar olan bdéliimiinde gerceklestirilen deneylerde, kuru findik ziirufu hidrolizatinin
(KFZH), A. pullulans AZ-6 susu i¢in en uygun fermantasyon ortami olduguna karar
verilmistir. Calismanin bu boliimiinde ise; se¢ilen fermantasyon ortaminin optimizasyonu
amaciyla; Design Expert® 11 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) programindan
yararlanilmistir. Bu programda; doniistimlii merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak,
bir deney tasarim plani olusturulmustur. Deney tasarimi i¢in; daha Once; Bolim
3.2.14.°de de aciklandig1 gibi; amonyum siilfat derigimi (x1), 100 mL saf suya eklenen
derisik H2SO4 ¢ozeltisi hacmi (x2) ve 100 mL asit ¢cdzeltisine eklenen 6giitiilmiis findik

ziirufu miktar1 (x3) olmak iizere 3 bagimsiz degisken secilmistir.

Literatiirde benzer konuda yapilan ¢esitli ¢alismalarin sonuglarindan elde edilen veriler
de dikkate alinarak, deney tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenlerin ¢alisma
araliklar1 belirlenmis ve her bir bagimsiz degisken i¢in bes farkl diizeyde ¢alisilmistir.
Bes farkli diizeyde kodlanmis tasarimdaki o degeri daha 6nce Boliim 3.2.14.°deki Es. 3.2
kullanilarak hesaplanmistir. Bu arastirmada bagimsiz degisken sayisi1 3 oldugu i¢in, o

degeri; 1.68 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.3. Cesitli dogal substratlardan hazirlanan fermantasyon ortamlarinda elde edilen en yiiksek biyokiitle, EPS, pullulan derisimleri ile

mikroorganizma 6zgiil ireme hizlar1 ve en yiiksek 6zgiil tirlin olusum hiz1 degerleri

Fermantasyon ortami Biyokiitle EPS Pullulan Ozgiil iireme hiz1 En yiiksek 6zgiil iiriin olusum hiz1
(a/L) (a/L) (a/L) (sal) [g pullulan/(g mo.sa)]
Portakal kabugu hidrolizat1 2.73 20.20 19.34 0.035 3.13
Limon kabugu hidrolizat1 6.97 25.90 22.91 0.050 0.40
Greyfurt kabugu hidrolizat1 4.62 21.61 21.54 0.024 5.04
Turung kabugu hidrolizati 5.05 23.17 22.52 0.047 15.00
Uziim posas1 6ziitii (Chardonnay) 0.72 15.85 14.84 * 0.58
Uziim posas1 dziitii (Calkarasi) 11.51 6.87 6.35 0.021 0.19
Kestane kabugu_hidrolizat1 4.83 24.46 22.33 0.021 0.62
Findik kabugu hidrolizat1 2.45 10.09 8.24 0.013 0.51
Seker kamig1 pekmezi artigi 8.17 35.65 33.59 0.056 4.60
Kuru findik ziirufu hidrolizat 3.54 30.36 30.02 0.016 1.56
Taze findik ziirufu hidrolizat1 0.69 26.36 23.76 0.018 6.48
Balkabag1 kabugu hidrolizati 1.98 9.04 7.43 0.048 0.33

*Incelenen susun, bu ortamda biyokiitle derisiminde énemli bir degisiklik olmamas1 nedeniyle, bu deger hesaplanmamistir.



Merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak olusturulan deney tasariminda, secilen
bagimsiz degiskenlere ait gercek degerler; Cizelge 4.4.’de, kodlanmis degerler ise;
Cizelge 4.5.’de gosterilmistir. Elde edilen deney tasarim plani; merkez noktada 6 tekrarl

olmak iizere 20 adet deneyden olusmaktadir.

Cizelge 4.4. Deney tasariminda segilen bagimsiz degiskenlerin gercek degerleri

Deney no x1 (g/L) x2 (mL derisik H2SO4) x3 (9)
1 1.46 0.91 16.76
2 1.46 0.91 7.24
3 5.74 0.91 16.76
4 5.74 0.91 7.24
5 5.74 2.09 16.76
6 1.46 2.09 7.24
7 1.46 2.09 16.76
8 5.74 2.09 7.24
9 3.60 0.50 12.00
10 3.60 2.50 12.00
11 3.60 1.50 20.00
12 3.60 1.50 4.00
13 0.00 1.50 12.00
14 7.20 1.50 12.00
15 3.60 1.50 12.00
16 3.60 1.50 12.00
17 3.60 1.50 12.00
18 3.60 1.50 12.00
19 3.60 1.50 12.00
20 3.60 1.50 12.00

X1: (NH4)2SO4 derisimi (g/L), x2: 100 mL saf suya eklenen derisik H2SO4 ¢ozeltisi
hacmi (mL), x3: 100 mL asit ¢6zeltisine eklenen 6giitiilmiis findik ziirufu miktar1 (g)
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Cizelge 4.5. Deney tasariminda se¢ilen bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri

Deney no x1 X2 X3
1 -1 -1 +1
2 -1 -1 -1
3 +1 -1 +1
4 +1 -1 -1
5 +1 +1 +1
6 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 -1
9 0 -1.68 0
10 0 1.68 0
11 0 0 1.68
12 0 0 -1.68
13 -1.68 0 0
14 1.68 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0

X1: (NH4)2SO4 derisimi (g/L), X2: 100 mL saf suya eklenen derisik H2SO4 ¢ozeltisi
hacmi (mL), x3: 100 mL asit ¢6zeltisine eklenen 6giitiilmiis findik ziirufu miktar1 (g)

4.4. Merkezi karma tasarim yontemi ile planlanan deneylerin gercgeklestirilmesi

Calismanin bu boliimiinde, Cizelge 4.4’de verilmis olan ve merkezi karma tasarim
yontemine gore planlanmis olan deneyler gerceklestirilmistir. Deneyler sirasinda, A.
pullulans AZ-6 susu, 6nceden Boliim 3.1.2.°de belirtildigi sekilde aktiflestirilmis ve %5
(v/v) oraninda, baslangic pH’lar1 6.48’e ayarlanmis olan fermantasyon ortamlarina ayr1
ayr1 inokiile edilmistir. Fermantasyon deneyleri, kesikli sistemde, calkalamali bir su
banyosunda; 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda, 24.2°C’de, karanlik bir ortamda

gerceklestirilmistir. Fermantasyon ortamlarindaki amonyum siilfat derigimi; 0-7.2 g/L,
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100 mL saf suya eklenen derisik HoSOs ¢dzeltisi hacmi; 0.5-2.5 ml ve 100 mL asit
cozeltisine eklenen 6giitiilmiis findik ziirufu miktari; 4-20 g araliginda degistirilmistir.
Deneyler sirasinda, A. pullulans AZ-6 susunun baslangi¢ inokiilasyon derisimlerinin;

ortalama yaklasik; 1.15x108 kob/mL oldugu belirlenmistir.

Calismanin bu agamasinda ilk olarak Cizelge 4.4’teki deney tasarim planinda verilmis
olan; 1-4 ve 9 numarali deneyler gergeklestirilmistir. 1-4 numarali fermantasyon
ortamlarinda 100 mL saf suya eklenen derisik HoSO4 (DSA) hacmi 0.91 mL iken, 9
numarali ortamda 0.50 mL’dir. 1 ve 3 numarali fermantasyon ortamlarinda, 100 mL asit
¢ozeltisine eklenen dgiitiilmiis findik ziirufu (OFZ) miktar1 16.76 g, 2 ve 4 numarali
fermantasyon ortamlarinda 7.24 g ve 9 numarali fermantasyon ortaminda ise; 12.00 g’dur.
Ayrica 1 ve 2 numarali fermantasyon ortamlarina azot kaynagi olarak eklenen amonyum
stilfat derigimleri; 1.46 g/L, 3 ve 4 numarali fermantasyon ortamlarinda; 5.74 g/L ve 9

numarali fermantasyon ortaminda ise; 3.6 g/L’dir.

Optimizasyon deneylerinin ¢aligilan ilk bu grubunda, kiiltiiriin baslangi¢ inokiilasyon
derisimi 1.87x108 kob/mL olarak belirlenmistir.

Deneyler sirasinda, fermantasyon ortamlarindan belirli zaman araliklarinda 6rnekler
almarak, bu orneklerde; biyokiitle, EPS, pullulan ve substrat derisimleri belirlenmis ve

her birinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ¢izilmistir.

Sekil 4.32.°de; 1-4 ve 9 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle
derigimlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler verilmistir. Bu grupta incelenen
tiim deneylerde biyokiitle derisimlerinin fermantasyon siiresince arttigi belirlenmistir.
Fermantasyonun 144. saatine kadar, 9 numarali deneydeki biyokiitle derigimleri, 1-4
numarali deneylerde elde edilen biyokiitle derisimlerine gore daha yiiksek bulunmustur.
Fermantasyonun 144. saatinden sonra 2, 3 ve 4 numarali deneylerdeki biyokiitle
derisimlerinin, 9 numarali deneydeki biyokiitle derisiminden daha yiiksek olarak
belirlenmistir. Bu deneylerde ulasilan en yiiksek biyokiitle derisimleri, 2, 4, 3, 9 ve 1
numarali deneylerde fermantasyonun sonunda ve sirasiyla; 6.3, 6.13, 6.09, 5.65 ve 5.58

g/L olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.32. “1-4” ve “9” numarali deneylerde A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle

derigimlerinin zamanla degisimleri

Calismanin bu boliimiinde ayrica, her deney i¢in bulunan kuru hiicre agirliklarindan
hesaplanan In X degerlerinin zamanla degisimlerini gosteren grafikler ¢izilmis ve
bunlardan yararlanilarak, A. pullulans AZ-6 susunun iissel iireme bolgesindeki, 6zgiil
iireme hizlar1 da (p) hesaplanmistir. Sekil 4.33.°de; 1-4 ile 9 numarali deneylerde
biyokiitle derisimlerinin In X degerlerinin zamanla degisimleri verilmistir. 1-4 ve 9
numarali deneylerde A. pullulans AZ-6 susunun, iissel iireme bolgesinde hesaplanan p
degerleri sirastyla; 0.024, 0.021, 0.021, 0.034 ve 0.058 sa'l’dir. Sonuglar
karsilastirildiginda; calisilan susun en yiliksek 0zgiill iireme hizi; fermantasyon

ortamindaki (NHs)2SO4 derisiminin; 3.6 g/L oldugu 9. deneyde elde edilmistir.
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Sekil 4.33. “1-4” ve “9” numarali deneylerde, biyokiitle derisimlerinin In X degerlerinin

zamanla degisimleri

1-4 ve 9 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan {iretilen EPS
derisimlerinin zamanla degisimleri; Sekil 4.34.’de sunulmustur. Bu deneylerde elde
edilen en yiiksek EPS derisimi; 32.65 g/L olarak, fermantasyonun 46. saatinde 3 numarali
deneyde belirlenmistir. 9 numarali deneydeki fermantasyon ortaminda elde edilen
biyokiitle derisimi, 1-4 numarali deneylerdeki ortamlarda elde edilen biyokiitle
derigimlerinden yiiksekken, iiretilen EPS miktar1 ise; 1-4 numarali deneylerdekinden daha
diisiik olarak bulunmustur. 9 numarali deneyde elde edilen en yiiksek EPS derisimi; 17.92
g/l olarak tayin edilmistir. Bunun nedeni; fermantasyon ortami bilesimindeki;
degiskenlik gosteren amonyum siilfat derisimi olarak gosterilebilir. Amonyum siilfatin,
A. pullulans ile pullulan iiretiminde, fermantasyon ortamina eklendiginde, biyokiitle
gelisimini tesvik etmesine ragmen, belirli bir konsantrasyondan sonra ise, EPS iiretimini

olumsuz etkiledigi bildirilmektedir (Singh ve ark., 2012).
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Sekil 4.34. “1-4” ve “9” numarali deneylerde A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen

EPS derigimlerinin zamanla degisimleri

1-4 ve 9 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen pullulan
derisimlerinin zamanla degisimleri ise; Sekil 4.35.°de gosterilmistir. Sekil 4.34.°de
verilen; EPS derisimlerine benzer olarak; en yiiksek pullulan derisimi yine 3 numarali
fermantasyon ortaminda, fermantasyonun 46. Saatinde ve 28.97 g/L olarak tayin
edilmistir. Bu deneylerde, elde edilen en yliksek pullulan derisimleri; 1, 2, 4 ve 9 numarali

deneylerde, sirastyla; 26.95, 23.14, 23.85 ve 17 g/L olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.35. “1-4” ve “9” numarali deneylerde A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen
pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

94



1-4 ve 9 numarali deneyler i¢in, biyokiitle ve pullulan derisimi grafikleri (Sekil 4.32. ve
Sekil 4.35.) kullanilarak, en yiiksek 6zgiil liriin olusum hizlar1 (vm) da tespit edilmistir.
Buna gore en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hizlar1 1-4 numarali deneylerde sirasiyla; 1.72,
3.53, 1.29, ve 1.39 g pullulan/(g mo.sa) ve 9 numarali deneydeki fermantasyon ortaminda

ise; 0.44 g pullulan/(g mo.sa) olarak hesaplanmuistir.

Bu deneylerde, (1-4 ve 9 no.lu deneyler) fermantasyon ortamlarindaki glukoz ve ksiloz
derisimlerinin zamanla degisimleri de incelenmistir (Cizelge 4.6.) Fermantasyon
ortamlarinda bulunan ksiloz miktarlar1 fermantasyonun 2. giiniinden itibaren Sl¢iilebilir
diizeyden uzaklastigindan dolay1 ksiloz derisimi takibi 2. gliniin sonunda birakilmstir.
Fermantasyonun baslangicindaki ve ilk iki giiniindeki ksiloz derigimleri Cizelge 4.6.’da
verilmistir. 1 ve 3 ile 2 ve 4 numaral fermantasyon ortamlarinda 100 mL asit ¢ozeltisine
eklenen OFZ ve 100 mL saf suya eklenen DSA hacmi esit oldugundan dolay1 baslangicta

ortamdaki ksiloz miktarlar1 birbirine benzerlik gostermektedir.

Cizelge 4.6. “1-4” ve “9” numarali deneylerde fermantasyon ortamlarinda bulunan ksiloz

derigimlerinin zamanla degisimleri

Ksiloz derisimi (g/L)
Fermantasyon siiresi Deney Deney Deney Deney Deney
(saat) No.1 No.2 No.3 No.4 No.9
0 0.35 2.19 0.35 2.21 0.12
23 0.11 0.72 0.11 0.64 0.04
46 0.10 0.67 0.11 0.52

Sekil 4.36.’da ise; deney; 1-4 ve 9 icin, fermantasyon ortamlarindaki glukoz
derisimlerinin ve glukoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri sunulmustur. 1-4
numarali deneylerdeki glukoz baglangi¢ derisimlerinin, birbirlerine olduk¢a yakin
olduklari, fermantasyon boyunca da benzer bir egilimde azaldiklar1 tespit edilmistir. 9
numarali deneyde ise; ortamdaki glukoz baslangic derisiminin (4.12 g/L), daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. Fermantasyonun sonunda, tiim ortamlardaki glukozun hemen
hemen tamamina yakinimnin tiiketildigi de belirlenmistir. Hesaplanan en yiiksek glukoz
tilketim hizlar1; fermantasyonun basinda elde edilmistir. 1-4 ve 9 numarali deneyler i¢in
hesaplanan glukoz tiiketim hizlar1 sirasiyla; 0.26, 0.25, 0.27, 0.21 ve 0.12 g glukoz/(L.sa)

olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.36. “1-4” ve “9” numarali deneylerde; (a) glukoz derisimlerinin zamanla

degisimleri, (b) glukoz tiikketim hizlarinin zamanla degisimleri

Caliymanm bu boliimiinde, deney tasarim planinda gosterilmis olan (Cizelge 4.4.)
deneylerden; 5, 6, 7, 8 ve 10 numarali deneyler gerceklestirilmistir. 5-8 numarali
deneylerdeki fermantasyon ortamlarinda; 100 mL saf suya eklenen DSA hacmi; 2.09 mL,
10 numarali deney ortaminda; 2.50 mL’dir. 5 ve 7 numarali deneylerde; 100 mL asit
¢ozeltisine eklenen OFZ miktari; 16.76 g, 6 ve 8 numarali deneylerde ise; 7.24 g ve 10
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numarali deneyde; 12.00 g’dir. Fermantasyon ortamlarma azot kaynagi olarak eklenen
amonyum siilfat derisimleri; 5 ve 8 numarali deneylerde; 5.74 g/L, 6 ve 7 numarali

deneylerde; 1.46 g/L ve 10 numarali deneyde ise; 3.60 g/L’dir.

Bu deneylerde; A. pullulans AZ-6 susunun, baslangi¢ inokiilasyon derisimi; 1.31x108
kob/mL olarak belirlenmistir. Sekil 4.37.’de 5-8 ve 10 numarali deneylerde elde edilmis
olan; biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri verilmektedir. Bu c¢aligmada A.
pullulans AZ-6 susu i¢in elde edilen en yiiksek biyokiitle derisimlerinin; fermantasyonun
sonunda, 5 ve 7 numarali deneylerde, sirasiyla 11.82 ve 11.88 g/L olarak, birbirlerine
oldukca yakin degerlerde tayin edilmis olduklar1 saptanmistir. Bu deneylerde,
fermantasyon boyunca en diisiik biyokiitle derisimleri ise; ortamdaki (NH4)2SO4
derisiminin; 3.60 g/L, DSA derisiminin 2.5 mL ve OFZ miktarinm 12 g oldugu deneyde
tayin edilmislerdir. Fermantasyon sonunda 10 numarali deneyde elde edilen en yiiksek
biyokiitle derisimi; 3.06 g/L olarak belirlenmistir. Fermantasyon ortamindaki, DSA ve
OFZ miktarlar1 ayn1 olan; 6 ve 8 numarali deneylerde ise, bilesiminde daha diisiik
derisimde (NH4)2SOs igeren ortamda (6 numarali deney) tiretilen biyokiitle derisiminin,
fermantasyon siiresince daha diisiik oldugu, daha sonra ise 8 numarali deney ortaminda
elde edilen biyokiitle derisimine ulastigi tespit edilmistir. 6 ve 8 numarali deneylerde,
fermantasyon sonunda elde edilen en yiiksek biyokiitle derigimleri sirasiyla; 7.35 ve 7.26

g/L olarak tayin edilmistir.
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Sekil 4.37. “5-8” ve “10” numarali deneylerde A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle

derisimlerinin zamanla degisimleri
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Bu deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu i¢in, 6zgiil ireme hizlar1 In X degerlerinin
zamanla degisimlerini gosteren grafiklerden yararlanilarak hesaplanmislardir (Sekil
4.38.). A. pullulans AZ-6 susunun, iissel iireme bolgesindeki 6zgiil ireme hizlar1 (n); 5-8
ve 10 numarali deneyler igin sirasiyla; 0.082, 0.055, 0.065, 0.046 ve 0.078 sa™ olarak

hesaplanmistir. Bu degerlere gore en yiiksek lireme hizi; 5. deneyde tayin edilmistir.
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Sekil 4.38. “5-8” ve “10” numarali deneylerde, biyokiitle derisimlerinin In X degerlerinin

zamanla degisimleri

5-8 ve 10 numarali deneylerde elde edilen EPS derisimlerinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler; Sekil 4.39.’da sunulmustur. Bu deneylerde elde edilen en yiiksek EPS
derigimi; 10 numarali deneyde, fermantasyonun 168. saatinde, 68.92 g/L olarak
belirlenmistir. S6z konusu deneydeki bagimsiz degiskenlerin degerleri; ortamdaki
(NH4)2S04 derisimi; 3.60 g/L, 100 mL saf suya eklenen DSA hacmi; deney tasarim
planinda (Cizelge 4.4.) belirlenmis olan en yiiksek asit derisimi olan; 2.50 mL ve OFZ
miktart; 12 g/L’dir. Deney tasarim planinda; fermantasyon ortamlarinda, ayn1 OFZ
miktarlar1 ve DSA derisimlerinin kullanildigi; 5 ve 7 ile 6 ve 8 numarali deneylerde analiz
edilen EPS derisimlerinin, fermantasyon siiresince benzer degerlerde seyrettikleri de
tespit edilmistir. Bu deneylerde fermantasyon boyunca elde edilen en diisiik EPS

derisimleri; 6 ve 8 numarali deneylerde tayin edilmislerdir.
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Sekil 4.39. “5-8” ve “10” numarali deneylerde A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen

EPS derisimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.40.’da; 5-8 ve 10 numarali deneyler icin elde edilen pullulan derisimlerinin

zamanla degisimleri verilmektedir. Bu deneylerde elde edilen en yiliksek pullulan

derisimi, fermantasyonun 168. saatinde, 64.70 g/L olup, 10 numarali deneyde

belirlenmistir. 5-8 ve 10 numarali deneylerdeki fermantasyon ortamlarinda iiretilen en

yiiksek pullulan derisimleri ise swrasiyla; 59.40, 48.18, 54.14 ve 48.78 g/L olarak

hesaplanmislardir.
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Sekil 4.40. “5-8” ve “10” numarali deneylerde A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen

pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri
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Bu deneylerdeki, en yiiksek 6zgiil tiriin olusum hizi (vm) degerleri; Sekil 4.37.’deki
biyokiitle ve Sekil 4.40.’daki pullulan derisimleri grafiklerinden yararlanilarak
hesaplanmislardir. Sirasiyla 5-8 ve 10 numarali deneyler i¢in tespit edilen en yiiksek
Ozgil iirlin olusum hizt (vm) degerleri; 14.89, 52.88, 30.61, 45.45, 96.91 g pullulan/(g

mo.sa) olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.7°de; 5-8 ve 10 numarali deneylerde, ortamlardaki ksiloz derisimlerinin
fermantasyon siiresince degisimleri verilmektedir. Ogiitiilmiis findik ziirufuna uygulanan
islemler sirasinda, asit hidrolizinde kullanilan asitin derisiminin ve 6giitiilmiis OFZ
miktarinin ortamdaki seker derisimini etkiledikleri diisiiniilmektedir. 5-8 numaral
deneyler i¢in fermantasyon ortaminda kullanilan DSA derisimi ayn1 olmakla birlikte, 5
ile 7 ve 6 ile 8 numaral1 deneylerde kullanilan OFZ miktarlar1 aynidir (Cizelge 4.4.). 5 ve
7 numaral ile 6 ve 8 numarali fermantasyon ortamlarinda 6l¢iilen ksiloz baslangic
derisimleri birbirine oldukc¢a yakin tayin edilmislerdir. Bu gruptaki biitiin deneylerde, tiim
ortamlarda bulunan ksilozun 3. saatte kadar hizla tiiketildigi, yaklasik 24. saatten sonra

ise ksiloz derisimlerinin ¢ok fazla degismedikleri tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. “5-8” ve “10” numarali deneylerde fermantasyon ortamlarinda bulunan

ksiloz derisimlerinin zamanla degisimleri

Ksiloz derisimi (g/L)

Fermantasyon siiresi Deney Deney Deney Deney Deney
(saat) No.5 N0.6 No.7 No.8 N0.10

0 5.89 3.46 4.96 3.67 5.65

3 1.87 1.43 2.09 1.26 1.90

6 1.72 1.34 1.97 1.16 1.57

24 1.70 1.26 1.95 1.16 1.37

30 1.65 1.26 1.85 1.15 1.34

48 1.64 1.21 1.71 1.06 1.34

Bu deneylerde ortamlardaki glukoz derisimleri de Ol¢iilmiistiir. 5-8 ve 10 numaral
deneylerde glukoz derisimlerinin ve glukoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimlerini
gosteren grafikler; Sekil 4.41.’de verilmistir. Ortamlardaki glukoz derigimlerinin, 5 ve 7
numarali deneylerde, fermantasyonun 168. saatinde, 6 ve 8 numarali deneylerde ise;

fermantasyonun 144. saatinde tamamen tiiketildigi saptanmustir. 10 numarali deney i¢in
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ise;

fermantasyonun basinda; 21.08 g/L. olarak belirlenen glukoz derisiminin,

fermantasyonun 120. saatinden itibaren artik tiikketilemedigi tespit edilmistir. En yiiksek

glukoz tiiketim hiz1 degerleri ise, 5-8 ve 10 numarali deneyler i¢in sirasiyla; 6.17, 2.91,

5.68,2.63, 5.15 g glukoz/(L.sa) olarak hesaplanmustir.

Sekil 4.41.

Glukoz derigsimi (g glukoz/L)

-r_[g glukoz/(L.sa)]
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“5-8” ve “10” numarali deneylerde; (a) glukoz derigimlerinin zamanla

degisimleri, (b) glukoz tiikketim hizlarmin zamanla degisimleri
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Optimizasyon deneylerinin iiglincli asamasinda, Cizelge 4.4.’te verilmis olan; 11, 12, 13
ve 14 numarali fermantasyon ortamlar1 kullanilmistir. Bu asamadaki tiim fermantasyon
ortamlarinda 100 mL saf suya eklenen DSA hacmi 1.50 mL’dir. 100 mL asit ¢ozeltisine
eklenen OFZ miktar; 11 numarali fermantasyon ortammnda 20 g, 12 numaral
fermantasyon ortaminda; 4 g ve 13 ile 14 numarali fermantasyon ortamlarinda ise; 12
g’dir. Bu deneylerde, azot kaynagi olarak fermantasyon ortamlarma eklenen amonyum
stilfat derigimleri; 11 ve 12 numarali deneyler i¢in; 3.6 g/L, 14 numarali deney i¢in; 7.2
g/L’dir. Deney planma gore; 13 numarali fermantasyon ortamina ise; amonyum siilfat

eklenmemistir.

11-14 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun baslangi¢ inokiilasyon derisimi
4.7x10" kob/mL olarak tespit edilmistir. Optimizasyon deneylerinin iiciincii asamasinda
kullanilan; 11-14 numarali fermantasyon ortamlarindaki, A. pullulans AZ-6 susunun
biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri; Sekil 4.42.°de verilmektedir. Bu
deneylerde elde edilen en yiiksek biyokiitle derisimi; 7.96 g/L. olarak, 14 numaral
deneyde elde edilmistir. 14 numarali deneyde, ortama eklenen amonyum siilfat derisimi,
optimizasyon deneylerinde, bu bagimsiz degisken i¢cin tanimlanmis olan en yiiksek
degerdir. Cheng ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptig1 bir ¢alismaya gore fermantasyon
ortaminda azot kaynagi olarak kullanilan amonyum siilfat derisiminin artmasinin, A.
pullulans tiremesini destekleyen bir parametre oldugu ifade edilmistir. 11-14 numarali
deneylerde fermantasyon boyunca elde edilen en diisiik biyokiitle degerlerinin; 12.
deneyde oldugu bulunmustur (Sekil 4.4.11). 12 numaral1 deney parametrelerinden; OFZ
miktarinin (4.0 g) tasarimda bu bagimsiz degisken i¢in belirlenen en diisiik deger oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.4.) Buna bagh olarak da; OFZ’na uygulanan asit hidrolizi
sonucu elde edilen seker miktarinin da az oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle 12. deneyde
kullanilan ortamin, biyokiitle gelisimini, diger ortamlar kadar desteklemedigi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.42. “11-14” numarali deneylerde A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle

derisimlerinin zamanla degisimleri

11-14 numarali deneylerdeki, A. pullulans AZ-6 susu i¢in elde edilen biyokiitle
degerlerinin In degerleri alinarak zamana kars1 cizilen grafikler, Sekil 4.43.°de
verilmektedir. Bu grafikler kullanilarak, ¢alisilan susun {issel lireme bolgesindeki 6zgiil
iireme hizlar1 hesaplanmistir. 11-14 numarali deneylerde hesaplanan p degerleri sirasiyla;

0.026, 0.020, 0.061, 0.062 sa™ olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.43. “11-14” numarali deneylerde, biyokiitle derisimlerinin In X degerlerinin

zamanla degisimleri
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Sekil 4.44.°de; 11-14 numarali deneylerde elde edilen EPS derisimlerinin zamanla
degisimleri verilmistir. Bu deneylerde, elde edilen en yiiksek EPS derisimine (48.81 g/L),
11 numarali deneydeki fermantasyon ortaminda, 167. saatin sonunda ulasilmistir. En
yiikksek EPS derisimleri; 13 ve 14 numarali deneylerde oldukca yakin degerlerde olup
sirastyla; 43.60 ve 46.26 g/L olarak belirlenmistir. Bu c¢aligmada, 12 numarali
fermantasyon ortaminda elde edilen en yliksek EPS derisimine (36.25 g/L)
fermantasyonun 48. saatinde ulasilmis olup, fermantasyon sonuna dogru EPS’de bir

miktar diisme oldugu da tespit edilmistir.
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Sekil 4.44. “11-14” numarali deneylerde A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS

derigimlerinin zamanla degisimleri

11-14 numarali deneyler i¢in mikroorganizmanin iirettigi pullulan derisimlerinin zamanla
degisimleri ise; Sekil 4.45.°de verilmistir. Bu deneylerde elde edilen en yiiksek EPS
derisimine benzer olarak, en yiiksek pullulan derisimine (45.73 g/L) de 100 mL asit
¢ozeltisine eklenen OFZ miktari en yiiksek ortam olan 11 numaral deneyde ulasilmustur.
En diisiik pullulan derisimlerine ise; OFZ miktarmm en diisiik oldugu ortam olan; 12
numarali deneyde ulasilmistir. 13 numarali deney ortaminda elde edilen en yiiksek
pullulan derisimi fermantasyonun 72. Saatinde; 42 g/L olarak belirlenirken, 14 numarali

deneyde bu miktar fermantasyonun 167. Saatinde; 43.01 g/L olarak tayin edilmistir.
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Sekil 4.45. “11-14” numaral deneylerde A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen

pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Pullulan derigimi grafiklerinden elde edilen egim degerlerinin, egim degeri hesaplanan
zamandaki biyokiitle degerlerine boliinmesi ile hesaplanan; 6zgiil tirtin olusum hizi (v)
degerleri de, bu deneylerde hesaplanmislardir. Bu calismada elde edilen maksimum 6zgiil
iirin olusum hizi (vm) degerleri; 11-14 numarali deneyler i¢in sirastyla, 20.75, 9.08, 16.68,

17.25 g pullulan/(g mo.sa) olarak hesaplanmislardir.

Bu deneylerde tayin edilen ksiloz derisimlerinin zamanla degisimleri; Cizelge 4.8.’de
gosterilmektedir. Deneylerde, asit hidroliz amaciyla kullanilan DSA hacmi ve OFZ
miktarlar1 ayni olan; 13 ve 14. deneylerde, ortamlardaki ksiloz baslangi¢c derisimleri
birbirlerine oldukca yakin olarak analiz edilmislerdir. 11 ve 12 numarali deneylerde 6.
saatte yaklasik tamamen tiikkenen ksiloz derisimleri, 13 ve 14 numarali deneylerde ise,

fermantasyonun 72. saatinden sonra sonra oldukga diisiik diizeye inmislerdir.
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Cizelge 4.8. “11-14” numarali deneylerde fermantasyon ortamlarinda bulunan ksiloz

derisimlerinin zamanla degisimleri

Ksiloz derisimi (g/L)

Fermantasyon siiresi Deney Deney Deney Deney
(saat) No.11 No.12 No.13 No.14

0 2.71 1.83 4.08 3.93

6 0.95 0.63 1.46 1.34

24 1.29 1.19

48 1.13 1.08

72 0.92 0.95

Sekil 4.46.’da; 11-14 numarali deney ortamlarindaki glukoz derigimlerinin ve glukoz
tiiketim hizlarinin, fermantasyon stiresince degisimleri verilmektedir. 13 ve 14 numarali
ortamlarda baslangicta Olciilen ksiloz miktarlarina benzer olarak, baslangictaki glukoz
derigimleri de yakin bulunmuslardir. Bu deneylerde asit hidrolizi sonucunda elde edilen
en yiiksek glukoz derisimi, 100 mL asit ¢ozeltisine eklenen OFZ miktari1 en yiiksek ortam
olan; 11 numarali deneyde; 18.58 g/L olarak tayin edilmistir. 11, 12 ve 13 numarali
deneylerde fermantasyon sonunda diisiilk bir miktar glukoz tiiketilmeden kalirken, 14
numarali fermantasyon ortamindaki glukozun ise, neredeyse tiikendigi belirlenmistir.
Fermantasyonun birinci gliniinden sonra 11-14 numarali deneylerin ortamlarindaki
glukoz tiiketim hizlari, olduk¢a benzer degerler olarak hesaplanmiglardir. En yiliksek
substrat tiiketim hizlari; fermantasyonun baglangicinda, 11-14 numarali deneyler i¢in

strastyla 2.07, 0.89, 1.98, 1.99 g glukoz/(L.sa) olarak hesaplanmiglardir.
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Sekil 4.46. “11-14” numarali deneylerde; (a) glukoz derisimlerinin zamanla degisimlert,

(b) glukoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri
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Optimizasyon deneylerinin son asamasmda, Cizelge 4.4.’te verilen; 15-20 numarali, 6
tekrarli merkez nokta deneyleri gerceklestirilmistir. Bu ortamda 100 mL saf suya eklenen
DSA hacmi 1.50 mL, 100 mL asit ¢dzeltisine eklenen OFZ miktar1 12.0 g ve amonyum
stilfat derisimi 3.60 g/L’dir. Merkez nokta deneyleri igin, A. pullulans AZ-6 susunun
baslangig inokiilasyon baslangi¢ derisimi; 9.4x10" kob/mL olarak belirlenmistir.

Merkez nokta olarak adlandirilan deney kosullarinda, 6 tekrarli olarak yapilan
deneylerde, fermantasyon ortamlarindaki, A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle
derisimlerinin zamanla degisimleri; Sekil 4.47.°de sunulmustur. Ilgili sekildeki
grafiklerden de goriilebilecegi gibi; fermantasyon siiresince, tiim ortamlardaki biyokiitle
derisimlerinde artis oldugu belirlenmistir. En yiiksek biyokiitle derigimleri, 15-20
numarali deneylerde birbirlerine ¢ok yakin ve sirasiyla, 8.54, 8.58, 8.37, 9.00, 8.76 ve
8.98 g/L olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.47. “15-20” numarali, merkez nokta kosullarinda yapilan deneylerde, A. pullulans

AZ-6 susunun biyokiitle derigimlerinin zamanla degisimleri

15-20 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun iissel iireme bolgesindeki 6zgiil
iireme hiz1 (n) degerleri, sirasiyla; 0.043, 0.057, 0.045, 0.035, 0.039 ve 0.032 sa™* olarak
hesaplanmigtir. Hesaplama yapilirken, mikroorganizmanin biyokiitle derisimi
degerlerinin In degerleri alinarak olusturulan In X degerlerinin, zamana kars1

degisimlerini gosteren; Sekil 4.48.’den yararlanilmistir.
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Sekil 4.48. “15-20” numarali, merkez nokta kosullarinda yapilan deneylerde, biyokiitle

derigimlerinin In X degerlerinin zamanla degisimleri

15-20 numarali deneylerde, A. pullulans AZ-6 susunun iirettigi EPS degerlerinin zamanla
degisimleri ise; Sekil 4.49.’da gosterilmektedir. Yapilan 6 tekrarli deneyin her birinde,
fermantasyon stiresince EPS iiretimlerinin benzer bir egilim gosterdikleri belirlenmistir.
Elde edilen en yiiksek EPS derisimleri, 15-20 numarali deneylerde sirasiyla; 44.37, 45,66,
44.99, 45.09, 44.15, 45.29 g/L olarak bulunmustur.
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Sekil 4.49. “15-20” numarali, merkez nokta kosullarinda yapilan deneylerde, A. pullulans

AZ-6 susu tarafindan iiretilen EPS derisimlerinin zamanla degisimleri
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Sekil 4.50.°de ise; merkez nokta olarak adlandirilan kosullarda gergeklestirilen
deneylerde, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tiretilen pullulan derigimlerinin zamanla
degisimleri grafige gecirilmistir. Fermantasyonun 49. ve 122. saatlerinde pullulan
derisimlerinde bir miktar azalma goriilmesine ragmen, pullulan iiretiminin, EPS
iiretimine benzer olarak, fermantasyon siiresince merkez nokta kosullarindaki 6 tekrarda,
neredeyse ayni seyirde ilerlemistir. 15-20 numarali deneylerde elde edilen en yiiksek

pullulan derisimleri, sirasiyla; 39.50, 41.00, 41.09, 40.69, 40.07, 40.14 g/L olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4.50. “15-20” numarali, merkez nokta kosullarinda yapilan deneylerde, A. pullulans

AZ-6 susu tarafindan tiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri

Bu deneyler i¢in, biyokiitle ve pullulan grafikleri kullanilarak, 6zgiil iiriin olusum hiz1 (v)
degerleri de hesaplanmistir. Buna gore; merkez nokta kosullarinda yapilan deneylerde, en
yiikksek pullulan tiretim hizlar1 15 numarali deneyde; 7.21 g pullulan/(g mo.sa), 16
numarali deneyde; 8.38 g pullulan/(g mo.sa), 17 numarali deneyde; 7.64 g pullulan/(g
mo.sa), 18 numarali deneyde; 6.5 g pullulan/(g mo.sa), 19 numarali deneyde; 8.49 g
pullulan/(g mo.sa) ve 20 numarali deneyde; 8.01 g pullulan/(g mo.sa)’dir.

Bu deneylerde, ortamda bulunan glukoz ve ksiloz derisimleri de, belirli zaman araliklar1
ile yapilan analizlerle incelenmistir. Sekil 4.51.’de, 15-20 numarali merkez nokta
kosullarinda yapilan deneyler igin, Olgiilen ksiloz derisimlerinin ve ksiloz tiiketim
hizlarinin zamanla degisimleri goriilmektedir. Bu deneylerde, yapilan her bir tekrar deney

icin, ksiloz derisimindeki azalma miktarinin hemen hemen ayni olduklar1 belirlenmistir.

110



Fermantasyonun yaklasik 74. saatinde ortamlardaki ksiloz derisimlerinin, biiylik dl¢iide

tilkkenmelerinden dolayi, ilerleyen siiregte, ksiloz 6lglimii yapilmamistir. Benzer olarak;

ksiloz tiiketim hizlar1 da, fermantasyonun baslangicindan, 74. saatin sonuna kadar,

neredeyse ayni1 dl¢lide azalmiglardir.

Ksiloz derigimi (g ksiloz/L)
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Sekil 4.51. “15-20” numarali merkez nokta kosullarinda yapilan deneylerde; (a) ksiloz

derigimlerinin zamanla degisimleri, (b) ksiloz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri

Sekil 4.52.’de ise; s6z konusu deneylerdeki glukoz derisimlerinin ve glukoz tiiketim

hizlarinin zamanla degigsimleri sunulmustur. Sekil 4.52.a’dan da anlasilacagi {izere,
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baslangigtaki glukoz derisimleri yaklasik olarak ayni olan, merkez nokta kosullarinda 6
tekrar olarak yapilan deneylerde, glukoz derigimlerinin analizleri, fermantasyonun
sonuna kadar stirdiiriilmiistiir. Fermantasyonun 170. saatinde; tiim deney ortamlarindaki
glukoz kullanilan sus tarafindan, tamamen tiiketilmistir, 15-20 numarali deneylerde, en
yiiksek substrat tiiketim hizi degerleri ise swrasiyla; 1.37, 1.31, 1.43, 1.29, 1.42, 145 g

glukoz/(L.sa) olarak, fermantasyonun baglangicinda hesaplanmustir.
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Sekil 4.52. “15-20” numarali merkez nokta kosullarinda yapilan deneylerde; (a) glukoz

derisimlerinin zamanla degisimleri, (b) glukoz tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri
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4.5. Arastirmada secilen bagimh degiskenlerin yamit yiizey yontemi ile

modellenmeleri

Bu tez ¢calismasinda optimizasyon deneyleri, merkezi karma tasarim yontemi kullanilarak
olusturulan deney planina gore yapilmistir. Bes seviyeli 3 bagimsiz degisken ( x1, x2, x3)
ile deneyler gergeklestirildikten sonra, secilen 3 bagimsiz degiskenin; elde edilen yanitlar
iizerindeki etkilerini gosteren bazi model esitlikler tiiretilmistir. Bu model esitliklerin
tiiretilmelerinde; fermantasyon ortamina azot kaynagi olarak eklenen (NH4)2SO4 derigimi
(x1), 100 mL saf suya eklenen DSA hacmi (x2), 100 mL asit ¢dzeltisine eklenen OFZ
miktar1 (x3) bagimsiz degiskenler olarak segilirlerken; en yiiksek pullulan derisimi (y1),
en yliksek EPS derisimi (y2) ve 6zgiil tireme hiz1 (y3), bagimhi degiskenler (yanitlar)
olarak belirlenmislerdir. Gergeklestirilen deneyler sonucunda elde edilen bagimli
degiskenlerin (yanitlar) degerleri; Cizelge 4.9.”da verilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
maksimum pullulan derigimlerinin; 17.0 ile 64.7 g/L, maksimum EPS derisimlerinin;
19.82-68.92 g/L ve o6zgiil {ireme hiz1 degerlerinin ise; 0.020 ile 0.082 sa™ arasinda
degistikleri goriilmektedir.

Cizelge 4.9. Merkezi karma tasarim yontemine goére gergeklestirilen optimizasyon
deneylerinde elde edilen maksimum pullulan derigimleri (y1), maksimum EPS derisimleri

(y2) ve 0zgiil tireme hizlar1 (y3)

Deney no yl (g/L) y2 (g/L) y3 (sa?)
1 26.95 29.53 0.024
2 23.14 23.85 0.021
3 28.97 32.65 0.021
4 23.85 25.65 0.034
5 59.40 62.86 0.082
6 48.18 51.01 0.055
7 60.32 61.82 0.065
8 48.78 51.31 0.046
9 17.00 19.82 0.058
10 64.70 68.92 0.078
11 45.73 48.81 0.026
12 33.67 35.64 0.020
13 42.00 43.6 0.061
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Cizelge 4.9. Devam ediyor

Deney no y1 (g/L) y2 (g/L) y3 (sal)
14 43.01 46.26 0.062
15 39.50 44.37 0.043
16 41.00 45.66 0.057
17 41.09 44.99 0.045
18 40.69 45.09 0.035
19 40.07 44.15 0.039
20 40.14 45.29 0.032

Bu calismada secilen bagimsiz degiskenlerin her bir bagimli degisken iizerindeki
etkilerini gosteren model denklemlerin tiiretilmeleri amaciyla; Design Expert® 11
programinin deneme siirimii kullanilarak, ¢oklu regresyon analizi gergeklestirilmistir.
Anilan esitliklerin tiiretilmelerinde, s6z konusu program tarafindan Onerilen; ikinci
dereceden bir model denklem kullanilmistir. Daha sonra gergeklestirilen her bir
modelleme ¢aligsmasi i¢in yine ayni program kullanilarak varyans analizleri de (ANOVA)
yapilmistir. Yapilan varyans analizleri sonucunda; olusturulan modellerin gercek
cevaplara uygunluklarina ise; modelin 6nemli bulunmasi (p<0.05), uyum eksikliginin
onemsiz (p>0.05) olmasi ve ilgili modele ait regresyon katsayist (R?) degerinin; 0.75’den
biiyilk olmasi durumu dikkate alinarak, karar verilmistir. Belirtilen analizlerin
tamamlanmasindan sonra ise; her bir yanit i¢in elde edilen deneysel sonuglarim, belirtilen
program yardimi ile model esitlikler kullanilarak, hesaplanan tahminsel degerleri ile

karsilastirildiklar: grafikler ¢izilmistir.

Fermantasyon ortamindaki (NH4)2SOs derigsiminin (x1), asit hidrolizi amaciyla kullanilan
DSA hacminin (x2) ve OFZ miktarmin, en yiiksek pullulan derisimi (y1) iizerindeki

etkilerini gosteren; ikinci dereceden model denklem; Es. 4.1°de verilmistir.

yl= + 40.45 + 0.3008x1 + 14.20x2 + 3.81x3 — 0.3813x1x2 — 0.0262x1x3 + 1.73x2x3 +
0.5055(x1)? - 0.0796 (x2)? - 0.4862 (x3)2 (4.1)

[lgili programdan alman sonuglara gore; y1 degiskeni igin modele ait regresyon katsayisi
degeri; R? = 0.9976 olarak belirlenmistir. R? degerinin 1’e yakimn olmasi deneysel olarak
elde edilen y1 degerleri ile, esitlik 4.1. kullanilarak hesaplanan y1 degerlerinin birbirine

cok yakm olduklarin1 gostermektedir.
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Yukaridaki modelleme ¢aligmasina ait varyans analizi (ANOVA) sonugclar1 ise; Cizelge
4.10.’da gosterilmistir. Varyans analizi sonuglarina gore, model 6nemli (p<0.05), uyum
eksikligi ise 0nemsiz (p>0.05) olarak bulunmustur. Ayrica, iki bagimsiz degiskenin (x2,
x3), bu bagimsiz degiskenlerin birbirleri ile olan ikili etkilesiminin (x2x3) ve x1
degiskeninin karesel etkisinin de maksimum pullulan derisimi iizerinde dnemli olduklar1

tespit edilmistir.

Cizelge 4.10. x1, x2 ve x3 bagimsiz degiskenlerinin maksimum pullulan derisimi (y1)

iizerindeki etkilerine ait ANOV A testinin sonuclar1

Varyans kaynagi SD KO F degeri p degeri
Model 9 2987.66 455.51™ <0.0001
x1 1 1.24 1.70 0.2220
X2 1 2755.59 3781.16™ <0.0001
x3 1 197.79 271.40™ <0.0001
X1x2 1 1.16 1.60 0.2352
x1x3 1 0.0055 0.0076 0.9324
X2x3 1 23.91 32.817 0.0002
x12 1 3.68 5.05" 0.0484
x2? 1 0.0914 0.1254 0.7306
x32 1 341 4.68 0.0559
Uyum eksikligi 5 5.38 2.82 0.1395
Hata 5 1.91

Genel 19

SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi

“p<0.05, ™ p<0.01

Fermantasyon ortamlarindaki amonyum siilfat derisimi (x1) ve fermantasyon ortami
hazirlanirken 100 mL saf suya eklenen DSA hacmi (x2) degigkenlerinin, maksimum
pullulan derisimi (yl) lizerindeki etkilerini gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri,
Sekil 4.53.”de goriilmektedir. Sekil 4.53.a’da yer alan yanit yiizey grafigi incelendiginde;
maksimum pullulan derisimi, x1 degerinin sabit oldugu durumda, DSA ¢6zeltisi hacmi
arttikca belirgin bir artis gdstermektedir. Isaretlenen noktalarda goriildiigii iizere; yl

degerinin; baslangic amonyum siilfat derisiminin yaklagik 0.02 g/L oldugu durumda,
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DSA hacmi 2.49 mL iken, 65.98 g/L; DSA hacmi 0.76 mL olan durumda ise; 22.78 g/L
olacagi tespit edilmistir. DSA hacmi sabit tutularak hazirlanan ortamlarda, amonyum
stilfat derigimi 0 ile 7.2 g/L degerleri arasinda degistirildiginde ise, yl degerlerinin ¢ok
fazla degismedikleri tespit edilmistir. Sekil 4.53.b’de verilen kontur grafigi
incelendiginde, bagimsiz degiskenlerin merkez noktalarma yakin oldugu bir yerde,
ornegin, x1 degerinin 3.85 g/L ve x2 degerinin 1.5 mL oldugu noktada, maksimum
pullulan derigimi degeri; 40.48 g/L olarak goriilmektedir. Ayni grafik lizerinde isaretlenen
ikinci noktada ise ulasilan en yiiksek pullulan derisimine (66.01 g/L), ortama eklenen
amonyum siilfat derisiminin 0.01 g/L ve DSA ¢6zeltisi hacminin 2.49 mL oldugu bir
ortamda ulasilacagi saptanmistir. DSA ¢ozeltisi hacmi 0.5 ile 1.5 mL arasinda degisen
ortamlarda elde edilen maksimum pullulan derigimlerinin; 16 ile 40 g/L. arasinda
degisirken, DSA ¢ozeltisi hacmi; 2 ile 2.5 mL arasinda degisen ortamlarda ise; 50 ile 66

g/L arasinda degisecegi belirlenmistir.

y1(g/)

x1 (g/L)
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Prediction 66.0117

Prediction 404792

x2 (mL)

x1 (g/L)

(b)

Sekil 4.53. Amonyum siilfat derisimi (x1) ve DSA hacminin (x2); maksimum pullulan
derisimi (y1) iizerindeki etkilerini gosteren (a) yanit yiizey ve (b) kontur grafikleri (x3=
12 g)

Sekil 4.54.’te amonyum siilfat derisimi (x1) ve OFZ miktar1 (x3) degiskenlerinin,
maksimum pullulan derisimi (y1) {lizerindeki etkilerini gdsteren yanit ylizey ve kontur
grafikleri sunulmustur. Yanit ylizey grafiginde (Sekil 4.54.a), belirli amonyum siilfat
derisiminde, ortama eklenen OFZ miktar1 arttik¢a, elde edilen maksimum pullulan
derisiminin arttig1 goriilmektedir. Grafik lizerinde x1 degerinin 34.75 g/L ve 47.13 g
pullulan/L derisimleri, artan OFZ miktar1 ile, artis gdsteren maksimum pullulan
derisimlerini gostermektedir. S6z konusu grafikten, ortama eklenen amonyum siilfat
miktarmin artmasinin, elde edilecek olan en yiliksek pullulan derisimini 6nemli dlciide
etkilemeyecegi de belirlenmistir. Sekil 4.54.b’de isaretlenmis olarak gdsterilen; 42.01 ve
42.48 g pullulan/L derisimleri, OFZ miktarmn; 13.5 g oldugu ortamlarda; sirasiyla 0.97
ve 5.99 g/L amonyum siilfat eklenen ortamlari gdstermektedir. Isaretlenen bu noktalar,
ortama eklenen amonyum siilfat miktar1 artiy gosterdiginde, maksimum pullulan

derigiminin ¢ok fazla degismeyecegini gostermektedir.
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(b)
Sekil 4.54. Amonyum siilfat derisimi (x1) ve OFZ miktarmnm (x3); maksimum pullulan

derisimi (y1) lizerindeki etkilerini gosteren (a) yanit ylizey ve (b) kontur grafikleri (x2=
1.5 mL)
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100 mL saf suya eklenen DSA hacmi (x2) ve 100 mL asit ¢dzeltisine eklenen OFZ miktari
(x3) degiskenlerinin, maksimum pullulan derisimi (yl) tlizerindeki etkilerini gdsteren
yanit yiizey ve kontur grafikleri; Sekil 4.55.’de gosterilmistir. Yanit ylizey grafiginden de
goriilebilecegi gibi; en yiiksek pullulan derisiminin (y1); OFZ miktarinin ve DSA
hacminin, tanimlanmig olan en yiiksek degerlerde oldugu ortamda elde edilecegi tespit
edilmistir (Sekil 4.55.a). 2.05 mL DSA bulunan ortama eklenen OFZ miktar1 19.76 g’dan
4.16 g degerine diistiigii zaman elde edilebilecek en yiiksek pullulan derisimleri yanit
yiizey grafiginde isaretli olan; 61.13 ve 43.31 g/L noktalar1 ile gosterilmistir. Sekil
4.55.b’de goriilen kontur grafigine gore; ortama eklenen DSA hacminin; 0.5 ile 1 mL
arasinda olmasi durumunda, elde edilecek olan en yiiksek pullulan derisiminin; 20
g/L’nin altinda olacag1 saptanmistir. Eklenen DSA hacminin; 2.0 ile 2.5 mL arasinda
olmas1 halinde ise; elde edilecek en yiiksek pullulan derisiminin; 50 g/L’den yiiksek
olacagi tespit edilmistir. S6z konusu kontur grafigine gore; elde edilecek en yiiksek
pullulan derisimi, ortama eklenen DSA hacminin 2.50 ml ve OFZ miktarmin; 20 g oldugu

ortamda; 73.95 g/L olarak hesaplanmustir.

y1(g/L)

73
L 7 FAALTFAI AT AL

(@)
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20

Prediction 73.9501

16

12

x3 (9)

(b)

Sekil 4.55. DSA hacminin (x2) ve OFZ miktarmin (x3); maksimum pullulan derisimi (y1)
iizerindeki etkilerini gosteren (a) yanit yiizey ve (b) kontur grafikleri (x1=3.6 g/L)

Maksimum pullulan derisimlerinin (y1), Es. 4.1 kullanilarak hesaplanan tahminsel
degerleri ile deneysel degerlerinin karsilastirildig: grafik; Sekil 4.56.’da sunulmustur. Bu
grafige gore; deneysel veriler ile tahminsel veriler birbirine olduk¢a yakindir. Bu
degisken icin regresyon katsayis1 degeri; R? =0.9976 olarak hesaplanmustir. Bu degerin
1’e olduk¢a yakin olmasi, esitlik kullanilarak elde edilen veriler ile deneysel Vverilerin

birbirleri ile uyumlu oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.56. En yiiksek pullulan derisimlerinin (yl); deneysel degerleri ile Es. 4.1
kullanilarak hesaplanan tahminsel degerlerinin karsilastirilmasi (y = 0.9975x + 0.1029,
R?=0.9976)

Es. 4.2°de diger bir bagimli degisken olarak tanimlanan; en yiiksek EPS derisimi (y2) i¢in
olusturulan model denklem goriilmektedir. S6z konusu esitlikte; fermantasyon ortamima
azot kaynag1 olarak eklenen (NH4)2SO4 1n derisimi (x1), 100 mL saf suya eklenen DSA
hacmi (x2) ve 100 mL asit ¢dzeltisine eklenen OFZ miktarinmn (x3) EPS derisimi

iizerindeki etkileri, coklu regresyon denklemi ile ifade edilmistir.

y2= + 44.97 + 0.7859x1 + 14.49x2 + 4.19x3 — 0.4475x1x2 + 0.2575X1x3 + 1.21x2x3 -
0.3019(x1)? - 0.4999 (x2)? — 1.26 (x3)? (4.2)

y2 degiskeni i¢in modele ait regresyon katsayisi (R?) degeri; 0.9971 olarak belirlenmistir
. R? degerinin 1°e yaki olmas1 deneysel olarak elde dilen y2 degerleri ile, Es. 4.2°ye gore

hesaplanan y2 degerlerinin birbirine ¢ok yakin olduklarin1 gostermektedir.

Modele ait varyans analizi (ANOVA) sonuglar1 ise; Cizelge 4.11.’de gosterilmistir.
Varyans analizi tablosunda verilen sonuglara gére; model dnemli (p<0.05), modele ait
uyum eksikligi ise 6nemsiz (p>0.05) olarak ifade belirlenmistir. Maksimum EPS derisimi
lizerinde tiim bagimsiz degiskenlerin (x1, x2, x3), x2 ve x3’lin ikili etkilesiminin ve x3’iin

karesel etkisinin de dnemli bulundugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.11. x1, x2 ve x3 bagimsiz degiskenlerinin

izerindeki etkilerine ait ANOVA testinin sonuglari

maksimum EPS derisimi (y2)

Varyans kaynagi SD KO F degeri p degeri
Model 9 3154.48 384.93™ <0.0001
x1 1 8.44 9.26" 0.0124
X2 1 2867.63 3149.34™ <0.0001
x3 1 239.34 262.86" <0.0001
x1x2 1 1.60 1.76 0.2142
x1x3 1 0.5304 0.5826 0.4629
x2x3 1 11.71 12.86™ 0.0050
x12 1 1.31 1.44 0.2574
x2? 1 3.60 3.96 0.0748
x32 1 22.88 25.13" 0.0005
Uyum eksikligi 5 7.49 4.64 0.0587
Hata 5 1.61

Genel 19

SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi

*p<0.05, “p<0.01

Fermantasyon ortamlarindaki amonyum stilfat derisimi (x1) ve fermantasyon ortamindaki
(DSA) hacmi (x2) degiskenlerinin, maksimum EPS derisimi (y2) lizerindeki etkilerini
gosteren yanit ylizey ve kontur grafikleri Sekil 4.57.’de goriilmektedir. Sekil 4.57.a’da
verilen yantt ylizey grafigine gore, ortama eklenen DSA hacminin artmasi ile elde edilen
en yiiksek EPS derisimi de 6nemli dlgiide artis gostermistir. ilgili grafikte isaretlenmis
olarak goriilen 19.55 ve 67.36 g EPS/L degerlerinde, amonyum siilfat derisimi 4.36 g/L.
olup, DSA hacmi degerleri ise sirasiyla; 2.5 ve 0.5 mL’dir. Ortamdaki amonyum siilfat
derisiminin artmasi ile maksimum EPS degerlerinde 6nemli bir degisiklik olmayacagi
tespit edilmistir. Kontur grafiginde (Sekil 4.57.b), en diisiik EPS derisimlerinin, ortama
eklenen DSA hacminin 1.0 mL’den az ve amonyum siilfat derigiminin 1.8 g/L’den az
oldugu kosullarda elde edilecegi goriilmiistiir. Sekil 4.57.b’ye gore, merkez nokta
degerlerine (x1= 3.70 g/L ve x2= 1.52 mL iken; y2=45.50 g/L) yakin bdlgelerde elde

edilecek olan, en yiiksek EPS derisiminin 40 ile 50 g/L arasinda olacagi saptanmustir.
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Elde edilen en yiiksek EPS derigimlerinin ise, DSA hacminin; 2 mL’nin {izerinde oldugu
ortamlarda elde edilecegi belirlenmistir.
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x1 (9/0)

Prediction 455044

x2 (mL)

0 1.8 3.6 54 72

x1 (g/L)

(b)

Sekil 4.57. Amonyum siilfat derisimi (x1) ve DSA hacminin (x2); maksimum EPS

derisimi (y2) lizerindeki etkilerini gosteren (a) yanit ylizey ve (b) kontur grafikleri (x3=
12 g)
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Amonyum siilfat derisimi (x1) ve OFZ miktarinin (x3) maksimum EPS derisimi (y2)
iizerindeki etkileri; Sekil 4.58.’de verilen kontur ve yanmit yilizey grafikleri ile
gosterilmistir. Yamt yiizey grafigine gore; OFZ miktar1 sabit tutuldugunda ortamdaki
amonyum siilfat derisiminin artisin, elde edilen maksimum EPS miktarinda énemli bir
artisa neden olmayacag1 bulunmustur. Sekil 4.58.a’da isaretlenen noktalarda OFZ miktari
4.0 g olarak sabitlendiginde, amonyum siilfat derisimi O g/L iken maksimum EPS
derigiminin 33.02 g/L; 7.2 g/L iken maksimum EPS derisiminin 34.17 g/L olarak elde
edilecegi goriilmektedir. flgili grafikten de anlasildig: iizere; OFZ miktarindaki artisim,
elde edilen maksimum EPS derisimini artiracagi belirlenmistir. Sekil 4.58.b’de verilen
kontur grafiginde en yiiksek EPS derisimine (49.64 g/L); ortamdaki amonyum siilfat
derisiminin 5.4 g/L’den ve OFZ miktarmin 16 g’dan yiiksek oldugu kosullarda
ulasilabilecegi goriilmektedir. Elde edilen en diisiik EPS derisimine (32.96 g/L) ise,
amonyum siilfat derisiminin 0 g/L ve OFZ miktarmm 4 g oldugu kosullarda
ulagilabilecegi Sekil 4.58.b’deki kontiir grafiginde goriilmektedir.

y2(g/L)
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20

Prediction 49 6385

16

12

x3 (g)

Prediction 32958

x1(g/L)

(b)

Sekil 4.58. Amonyum siilfat derisimi (x1) ve OFZ miktarmnin (x3); maksimum EPS
derisimi (y2) tlizerindeki etkilerini gosteren (a) yanit yiizey ve (b) kontur grafikleri (x2=
1.5mL)

Sekil 4.59°da verilen yanit yiizey ve kontur grafikleri, DSA hacminin (x2) ve OFZ
miktarmin (x3) elde edilen maksimum EPS derisimi iizerindeki etkilerini ifade
etmektedir. Yanit ylizey grafigindeki en diisiik ve en yiiksek EPS derisimleri x1 ve x3
degiskenlerinin en diisiik ve en yiiksek olduklari degerlerde tespit edilmistir. DSA
hacminin ve OFZ miktarmin sirastyla 0.5 mL ve 4 g oldugu kosullarda diisiik EPS
derisimleri elde edilirken, DSA hacmi ve OFZ miktarmin sirasiyla 2.5 mL ve 20 g oldugu
kosullarda elde edilen EPS derisimlerinin yiiksek olduklar1 belirlenmistir. Sekil 59.a’da
isaretlenen 12.63 g/L derisimine DSA hacminin 0.5 mL ve OFZ miktarmnin 4.42 g oldugu
kosullarda ulasilirken; 74.50 g/L derisimine DSA hacminin 2.50 mL ve OFZ miktarinmn
20 g oldugu kosullarda ulasilabilecegi goriilmektedir. Sekil 4.59.b’deki kontur grafigine
gore, degiskenlerin merkez noktalarina yakin yerlerde maksimum EPS derisimlerinin; 40
ile 50 g/L arasinda degistigi goriilmektedir. DSA hacminin; 1.5 mL ve OFZ miktarinm;
12 g oldugu kosullarda; EPS derisiminin; 45.56 g/L olacagi saptanmustir. Ortama eklenen
2.0 mL’den yiiksek DSA hacimlerinde; elde edilecek olan EPS derisimlerinin 70 g/L
degerinin iizerinde olacag1 goriilmektedir. Ortamdaki OFZ miktar1 ile DSA hacminin
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azalmasinin, elde edilecek olan maksimum EPS derigimlerinin; 70 g/L’lerden 20 g/L’lerin
altina diismesine neden olacagi belirlenmistir.

y2(g/L)

05 20 x3 (g)

x3 (9)

25

(b)

Sekil 4.59. DSA hacminin (x2) ve OFZ miktarmin (x3); maksimum EPS derisimi (y2)
iizerindeki etkilerini gdsteren (a) yanit yiizey ve (b) kontur grafikleri (x1=3.6 g/L)
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Maksimum EPS derisimlerinin deneysel ve Es. 4.2 kullanilarak hesaplanan tahminsel
degerleri; Sekil 4.60.’da goriilmektedir. Deneysel veriler ile model esitlik kullanilarak
bulunan tahminsel verilerin birbirlerine uyumlu oldugu regresyon katsayisi ile
dogrulanmistir. Maksimum EPS derisimi icin hesaplanan regresyon katsayisi1 degeri; R?
=0.9971"dir.

70 |

60

50

40

y2, tahminsel

30

20

I I I I I I I
10 20 30 40 50 60 70

y2, deneysel

Sekil 4.60. En yiiksek EPS derisimlerinin (y2); deneysel degerleri ile Es. 4.2 kullanilarak
hesaplanan tahminsel degerlerinin karsilastirilmasi (y = 0.9971x + 0.1284, R?= 0.9971)

Ortamdaki (NH4)2SO4 derisimi (x1), DSA hacmi (x2) ve OFZ miktarmin (x3)
mikroorganizmanin iissel iireme bolgesindeki 6zgiil tireme hiz1 (y3) {lizerindeki etkileri

Es 4.3’de ifade edilmektedir.

y3= + 0.0421 + 0.0014x1 + 0.0133x2 + 0.0034x3 — 0.0003x1x2 + 0.0013x1x3 +
0.007x2x3 + 0.0053(x1)2 + 0.0076 (x2)2 — 0.0083 (x3)? (4.3)

Mikroorganizmanin dzgiil iireme hiz1 degerleri i¢in modele ait R? degeri 0.7991 olarak
belirlenmistir. R? degerinin 0.75’den biiyiik olmasi Es. 4.3’e gore hesaplanan y3 degerleri
ile deneysel olarak elde edilen y3 degerlerinin birbirlerine biiyiik 6l¢lide yakin olduklarini

gostermektedir.
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Modele ait varyans analizi (ANOVA) sonuglar1 ise; Cizelge 4.12.°de gdsterilmistir.
Varyans analizi tablosuna gore model 6nemli (p<0.05), model eksikligi ise dnemsiz
(p>0.05) olarak bulunmustur. Cizelge 4.12.’den x2 degiskeni ile x2 ve x3’lin karesel

etkisinin 6nemli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.12. x1, x2 ve x3 bagimsiz degiskenlerinin mikroorganizmanin 6zgiil iireme hizi

(y3) lizerindeki etkilerine ait ANOVA testinin sonuglar1

Varyans kaynagi SD KO F degeri p degeri
Model 9 0.0055 4.42" 0.0148
x1 1 0.0000 0.2069 0.6589
X2 1 0.0024 17.62™ 0.0018
x3 1 0.0002 1.13 0.3118
x1x2 1 5x107 0.0036 0.9530
x1x3 1 0.0000 0.0912 0.7689
X2x3 1 0.0004 2.86 0.1217
x12 1 0.0004 2.94 0.1171
x22 1 0.0008 6.05 0.0337
x3? 1 0.0010 7.28" 0.0224
Uyum eksikligi 5 0.0010 2.49 0.1697
Hata 5 0.0004

Genel 19

SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi

“p<0.05, “p<0.01

Fermantasyon ortamlarindaki amonyum siilfat derisimi (x1) ve DSA hacmi (x2)
degiskenlerinin, mikroorganizmanin 6zgiil tireme hiz1 (y3) lizerindeki etkilerini gésteren
yanit yiizey ve kontur grafikleri Sekil 4.61.’de goriilmektedir. Sekil 4.61.a’daki yanit
yiizey grafigine gore; DSA hacminin 2.0 mL’den yiiksek oldugu ortam kosullarinda, A.
pullulans AZ-6 susunun 6zgiil tireme hizinin yiiksek olacagi goriilmektedir. Ayrica,
ortamdaki amonyum siilfat derisimindeki artis, c¢alisilan susun 6zgiil ilireme hizi
degerlerinde artisa yol agmaktadir. S6z konusu grafikten, DSA hacminin 2 ml olarak

sabitlendigi ortamda, amonyum siilfatm olmadig1 durumda 0.072 sa™ olarak tespit edilen
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0zgiil ireme hiz1, ortamdaki amonyum siilfat derisiminin; 7.2 g/L oldugu durumda; 0.076
sa?® olacag: tespit edilmistir. Sekil 4.61.b’de goriilen kontur grafiginde, en diisiik 6zgiil
ireme hiz1 degerlerinin, DSA hacminin 1.5 mL’den diisiik ve amonyum siilfat
derisiminin; 1.8 ile 5.4 g/L araliginda degistigi kosullarda oldugu goriilmektedir. S6z
konusu kontur grafigi iizerinde isaretlenmis olan; en yiiksek 6zgiil iireme hiz1 degerine
(0.10 sa!) DSA hacminin 2.5 mL ve amonyum siilfat derisiminin 7.2 g/L oldugu
fermantasyon ortami kosullarinda ulagilacagi tespit edilmistir. x1 ve x2 degiskenleri i¢in
calisilan aralikta, 6zgiil iireme hizi degerleri 0.036 ile 0.1 sa? araliginda degiskenlik
gostermektedir (Sekil 4.61.b).

y3 (sa-1)

Il L JSS"'. £
oy ‘0@.".'.';7'

x2 (mL) B 14
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x2 (mL)

x1(g/L)

(b)

Sekil 4.61. Amonyum siilfat derigimi (x1) ve DSA hacminin (x2); mikroorganizma 6zgiil
iireme hiz1 (y3) tizerindeki etkilerini gosteren (a) yanit yiizey ve (b) kontur grafikleri (x3=
12 g)

Mikroorganizmanin 6zgiil tireme hizina etki eden degiskenlerden olan amonyum siilfat
derisimi (x1) ve OFZ miktarmmm (x3) y3 degiskeni iizerindeki ikili etkileri Sekil
4.62.’daki yanit yiizey ve kontur grafiklerinde sunulmustur. Yanit ylizey grafiginde
goriilebilecegi gibi en yiiksek 6zgiil lireme hizi, amonyum siilfat derisiminin, calisilan
aralikta en yiiksek derisimde (7.2 g/L) oldugu ve OFZ miktarmm; 12 ile 16 g arasinda
degistigi kosullarda belirlenmistir. Sekil 4.62.a’da isaretlenen noktada (0.059 sa™)
amonyum siilfat derisimi 7.2 g/L ve OFZ miktar1 15.36 g olarak belirlenmistir. Merkez
nokta degerlerinde tespit edilen 6zgiil iireme hiz1 degerleri; 0.040 ile 0.045 sa™ araliginda
degismektedir. Merkez nokta degerlerine yakin bir noktada (x1=3.33 g/L ve x3=11.65 Q)
isaretlenen dzgiil ireme hiz1 degerinin 0.042 sa™ olarak bulunacag: goriilmektedir. Sekil
4.62.b’de goriilen kontur grafiginden dzgiil iireme hiz1 degerlerinin; 0.013 ile 0.06 sa™
araliginda degistigi goriilmektedir. Elde edilen en diisiik 6zgiil iireme hiz1 degeri (0.013
sat) OFZ miktarinin en diisiik (4 g) ve amonyum siilfat derisiminin yaklasik; 3.6 g/L
oldugu kosulda tespit edilmistir. OFZ miktarmnm 8 ile 16 g ve amonyum siilfat derisiminin
1.8 ile 5.4 g/L oldugu aralikta tespit edilen 6zgiil iireme hiz1 degerleri; 0.04 ile 0.05 sa™
araliginda degisim gdstermektedir. Ayrica, amonyum siilfat derisiminin 3.5 g/L olarak

sabit tutuldugu durumda, Sekil 4.62.b’de isaretlenen noktalarda mikroorganizmanin
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ozgiil iireme hiz1 degerleri (0.33 sa™! ) neredeyse ayni olup, OFZ miktarlarinn sirasiyla

7.93 g ve 17.85 g oldugu goriilmektedir.

y3 (sa-1)

x1 (g/b)
x3 (g)

20

16

x3 (9)

[0.04]

Prediction 0.0332572)

[0.03]

0.02]
Prediction 0.012676|

0 18 356 5.4 72
x1 (g/L)

(b)

Sekil 4.62. Amonyum siilfat derisimi (x1) ve OFZ miktarmin (x3); mikroorganizma dzgiil

tireme hiz1 (y3) iizerindeki etkilerini gosteren (a) yanit yiizey ve (b) kontur grafikleri (x2=
1.5 mL)
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Sekil 4.63’te, DSA hacminin (x2) ve OFZ miktarmin (x3) mikroorganizmanmn 6zgiil
ireme hizi degerleri iizerindeki etkilerini gdsteren yanit yiizey ve kontur grafikleri
verilmistir. Yanit yiizey grafiginde; OFZ miktarmdaki artism, 6zgiil iireme hizi
degerlerini 6nemli 6lgiide arttirdig1 goriilmektedir. Ayrica ortama eklenen OFZ miktar:
ile birlikte artan DSA hacminin, en yliksek 6zgiil ireme hizi degerlerine ulagilmasini
sagladigi goriilmiistiir. Sekil 4.63.a’da isaretlenen noktada, en yiiksek 6zgiil iireme hizina
(0.092sa), OFZ miktar1 ve DSA hacimlerinin sirasiyla 16 g ve 2.5 ml oldugu kosullarda
ulagilacagi belirlenmistir. En diisiik 6zgiil iireme hizi degerleri, ortama eklenen DSA
hacminin 2.0 mL’den az oldugu kosullarda goriilmektedir. Sekil 4.63.b’de verilen kontur
grafiginden, yiiksek 6zgiil iireme hiz1 degerlerine ulasilmasi icin; yiiksek OFZ miktar1 ve
yliksek DSA hacmi ile ¢alisilmast gerektigi belirlenmistir. Diisiik DSA hacimleri ile
calisilan ortamlarda, OFZ miktarmin 8 ile 12 g arahgindaki OFZ miktarlarmin; &zgiil
iireme hiz1 degerlerini bir miktar arttirdig1 belirlenmistir. Yiiksek DSA hacimleri ile
calisilan ortamlarda, ortamdaki OFZ miktarinimn 8 ile 16 g arasinda oldugunda elde edilen
ozgill ireme hiz1 degerlerinin; 0.04 ile 0.08 sal arasinda degisim gosterdigi

goriilmektedir.

y3 (sa-1)

(@
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y3 (sa-1)

20

x3(9)

x2 (mL)

(b)

Sekil 4.63. DSA hacminin (x2) ve OFZ miktarmin (x3); mikroorganizma &zgiil iireme
hiz1 (y3) fizerindeki etkilerini gdsteren (a) yanit yiizey ve (b) kontur grafikleri (x1= 3.6
g/L)

Es. 4.3 kullanilarak hesaplanan tahminsel 6zgiil iireme hizi degerleri ile deneysel 6zgiil
iireme hiz1 degerlerinin karsilastirildiklar: grafik; Sekil 4.64.’de goriilmektedir. Tiiretilen
model esitlik i¢in regresyon katsayis1 degeri; R? = 0.7991 olarak hesaplanmistur.
Hesaplanan regresyon katsayisi degerinin; 0.75’den biiylik olmasi nedeniyle, deneysel

olarak elde edilen veriler ile tahminsel veriler biiyiik 6l¢lide uyumlu bulunmustur.
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Sekil 4.64. Mikroorganizma 6zgiil iireme hizlarinin (y3); deneysel degerleri ile Es. 4.3
kullanilarak hesaplanan tahminsel degerlerinin karsilastirilmasi (y = 0.7992x + 0.0091,
R?=0.7991)

4.6. A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iiretiminde kuru findik ziirufu hidrolizatinin

kullanildig1 fermantasyon ortaminin optimizasyonu

Bu tez ¢alismasinda, A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iiretiminde, denenen dogal
substratlar igerisinde en iyi ortam olarak belirlenen; kuru findik ziirufu hidrolizatinin
kullanildig1 fermantasyon ortaminin optimizasyonu amaciyla, Design Expert® 11 (Inc.
Minneapolis, USA) programinin deneme siiriimii kullanilarak bir optimizasyon ¢aligmast
yapilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan bagimsiz degiskenler; amonyum stilfat derigimi (x1),
DSA hacmi (x2) ve OFZ miktar1 (x3) olarak belirlenmistir. Secilen bagimli degiskenler
ise, maksimum pullulan derisimi (yl), maksimum EPS derisimi (y2) ve
mikroorganizmanin 6zgiil iireme hizidir (y3). Optimizasyon ¢alismasi yapilirken yanitlar
icin, programda yer alan; istenilen hedefe ulasma fonksiyonu kullanilmis ve fermantasyon
ortami parametreleri i¢in, program tarafindan belirlenen optimum kosullar ve yanitlar i¢in
ongoriilen degerler elde edilmistir. Program tarafindan, toplamda 91 farkli ¢6ziim
olusturmustur. Olusturulan ¢6zliimler; Ek 8’deki c¢izelgede gosterilmektedir. Bu
cizelgede, her bir ¢dziim i¢in bagimli ve bagimsiz degiskenlerin degerleri ile, program
tarafindan hesaplanan; istenilen hedefe ulasma oranlar1 da goriilmektedir.
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S6z konusu ¢izelgede bulunan 91 ¢éziimde, istenilen hedefe ulasma oranlarinin; 0.78 ile
0.915 arasinda degistigi goriilmektedir. Verilen ¢oziimler arasindan, istenilen hedefe
ulagsma fonksiyonunun; 0.915 oldugu bir ¢6ziim secilerek verilen kosullarda
optimizasyon g¢alismas1 gerceklestirilmistir. Bu ¢dziimde; amonyum stilfat derigimi 7.2
g/L, DSA hacmi; 2.5 mL ve OFZ miktar1; 20 g’dir. Bu kosullar kullanilarak hazirlanan
fermantasyon ortaminda; A. pullulans AZ-6 susu kullanilarak yapilacak deney igin elde
edilecek maksimum pullulan derisiminin; 74.812 g/L, maksimum EPS derisiminin;

74.757 g/L ve mikroorganizmanin dzgiil iireme hizinm; 0.108 sa™ olacag1 éngoriilmiistiir.

Optimizasyon ¢alismasmin yapilacagi fermantasyon ortami kosullar1 belirlendikten
sonra, yukarida bu kosullar kullanilarak; 2 paralel deney gerceklestirilmistir. Bu deneyler
calkalamali su banyolarinda, 100 vuru/dak sabit ¢alkalama hizinda, 300 mL’lik erlenlerde
150 mL fermantasyon hacminde, kesikli bir sistemde ve karanlik ortamda
gergeklestirilmistir. Boliim 3.1.2.°de belirtildigi sekilde hazirlanan kiiltiir ortaminda,
28°C’de 48 saat gelistirilen A. pullulans AZ-6 susu, segilmis olan ¢6ziimde verilmis olan
parametrelere gore hazirlanan fermantasyon ortamlarina, %35 (v/v) oraninda asilanmistur.
Asilanan kiiltiiriin inokiilasyon baslangic derisimi; 9.8x107 kob/mL olarak tespit
edilmistir. Fermantasyon siiresince belirli zaman araliklarinda kiiltiirden alinan
orneklerde; biyokiitle derigimleri, iiretilen EPS ve pullulan derisimleri ile, ksiloz ve
glukoz derisimlerinin zamanla degisimleri analiz edilmistir. Optimum kosullarda
gergeklestirilen deneyler sonucunda elde edilen yanita ait belirlenen degerlerin zamanla

degisimlerini gosteren grafikler olusturulmustur (Sekil 4.65-4.69).

Sekil 4.65.’de; optimum kosullarda gergeklestirilen deneylerde, A. pullulans AZ-6
susunun biyokiitle derisimlerinin zamanla degisimleri verilmistir. S6z konusu grafik
incelendiginde; biyokiitle derisiminin fermantasyon siiresince arttigi ve en yiiksek

degerine (7.61 g/L), fermantasyonun sonunda ulastig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.65. Optimum kosullarda A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisimlerinin

zamanla degisimleri

Calisilan susun, tissel iireme bolgesindeki 6zgiil iireme hizinin hesaplanmasi igin,
biyokiitle derisimlerinin In degerleri alinarak zamana kars1 grafige gegirilmistir (Sekil
4.66.) In X degerlerinin zamanla degisimini gosteren grafikten hesaplanan 6zgiil ireme

hiz1 (n) degeri; 0.097 sa’dir.

In X
o
—

3 . 1 . ! . 1 .
0 50 100 150 200

t (sa)

Sekil 4.66. Optimum kosullarda A. pullulans AZ-6 susunun biyokiitle derisimlerinin In

X degerlerinin zamanla degisimi
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Optimum kosullarda, A. pullulans AZ-6 susu tarafindan tretilen EPS miktarlarinin
zamanla degisimleri ise; Sekil 4.67.’de sunulmustur. Fermantasyonun ilk 24 saatine kadar
hizla artig gosteren EPS derisiminin, daha sonra ise ¢ok fazla degismeden kaldigi
belirlenmistir. Bu deneyde, elde edilen en yiiksek EPS derigimi, fermantasyonun 96.

saatinde, 75.95 g/L olarak tespit edilmistir.

90

80 -—
70 ;l
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Sekil 4.67. Optimum kosullarda A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iretilen EPS

derigimlerinin zamanla degisimleri

Sekil 4.68.’de ise optimum ¢alisma kosullarinda A. pullulans AZ-6 susu tarafindan
iiretilen pullulan derisimlerinin zamanla degisimleri goriilmektedir. Sekil 4.67.’de
verilmis olan; EPS grafigine benzer olarak pullulan derisimlerinde de; fermantasyonun
ilk giinlerindeki artigtan sonra, dnemli bir degisiklik olmadigi saptanmistir. Optimum
fermantasyon ortami kosullarinda gerceklestirilen deneylerde, elde edilen en yiiksek

pullulan derisimi; fermantasyonun 24. saatinde 74.39 g/L olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.68. Optimum kosullarda A. pullulans AZ-6 susu tarafindan iretilen pullulan

derigimlerinin zamanla degisimleri

Bu agamada, Sekil 4.65. ve Sekil 4.68. kullanilarak, optimum kosullarda gerceklestirilen
deneyler i¢in, 6zgiil {irlin olusum hizlar1 da hesaplanmistir. Bu kosullarda ¢alisilan sus
icin en yiiksek 6zgiil iiriin olusum hiz1 (v) degeri; 120.0 g pullulan/(g mo.sa) olarak

bulunmustur.

Optimum kosullarda gercgeklestirilen deneylerde, fermantasyon ortaminda bulunan ksiloz
ve glukozun zamanla degisimleri ile bu sekerlerin tiiketim hizlarinin zamanla degisimleri;
Sekil 4.69.”da gosterilmistir. Fermantasyon ortamindaki baslangi¢ derisimleri; 28.42 g/L
glukoz ve 7.44 g/L ksiloz olan substratlarin, zamanla tiiketildikleri goriilmektedir.
Fermantasyonun 168. saatinde ortamda bir miktar glukoz tiiketilmeden kalirken,
fermantasyonun 144. saatinde ksilozun tamaminin ¢alisilan sus tarafindan tiiketildigi
belirlenmistir. Fermantasyonun baslangicinda yiiksek olan substrat tiiketim hizlarmin da,
fermantasyonun 24. saatinden itibaren ¢ok fazla degismedigi bulunmustur (Sekil 4.69.b).
En yiiksek substrat tiiketim hizi degerleri glukoz ve ksiloz i¢in swrasiyla; 3.26 g
glukoz/(L.sa) ve 0.84 g ksiloz/(L.sa) olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.69. Optimum kosullarda ortamda bulunan; (a) glukoz (W) ve ksiloz ( @ )

derisimlerinin zamanla degisimleri, (b) glukoz ( W ) ve ksiloz ( @) tiikketim hizlarinin

zamanla degisimleri
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Bagimli degiskenlerin deneysel olarak elde edilen degerleri ile Es. 4.1-4.3 kullanilarak
hesaplanan teorik degerleri; Cizelge 4.13.’de verilmistir. Optimizasyon deneyleri
sonucunda elde edilen bagimli degiskenlerin degerleri; Design Expert® 11
programindaki; ileri analiz bolimi  kullanilarak, %95 giiven araliginda
degerlendirilmistir. Cizelge 4.13.’de bagimli degiskenler i¢in program ¢iktisinda Es 4.1-
4.3 kullanilarak hesaplanan minimum ve maksimum degerler goriilmektedir. Elde edilen
deneysel degerlerin, hesaplanan minimum ve maksimum degerler arasinda olduklar1
goriilmektedir. Ayrica; deneysel olarak elde edilen bagimli degisken degerleri ile teorik
degerlerin de birbirlerine olduk¢a yakin olduklari belirlenmistir. Bunun yanisira;
programdaki dogrulama meniisii kullanilarak da, belirlenen optimum kosullarin %95

giiven araliginda oldugu dogrulanmustir.

Cizelge 4.13. Bagimli degiskenlerin program kullanilarak hesaplanan teorik degerleri ile

program ¢iktisindan elde edilen minimum ve maksimum degerleri ve deneysel degerleri

Bagimli degisken Simge Teorik Deneysel Minimum  Maksimum
deger deger deger deger

Maximum pullulan yl 7481 74.39 70.43 79.20

derisimi (g/L)

Maximum EPS y2 7476 75.95 69.85 79.66

derisimi (g/L)

Mikroorganizma 6zgiil y3  0.108 0.097 0.048 0.170

iireme hiz1 (sa™?)

Farkli bagimsiz degisken degerleri ile olusturulan 91 ¢6ziim i¢in, program ¢iktisindan
elde edilen istenilen hedefe ulagsma fonksiyonunun degerleri Ek 8’de goriilmektedir. EK
8’de yer alan ¢izelgeye gore optimizasyon ¢alismasinda ulagilacak en yiiksek istenilen
hedefe ulasma fonksiyonu degeri; 0.915 olarak ifade edilmistir. Bu ¢aligmada; onerilen
91 ¢ozlim arasinda, ilk ¢oziimdeki degigkenler kullanilarak yapilan optimizasyon deneyi
sonucunda da elde edilen istenilen hedefe ulagsma fonksiyonunun degeri; 0.915 olarak
bulunmustur. Optimizasyon deneyi sonucunda istenilen hedefe ulagsma fonksiyonuna
bagimsiz degiskenlerin ikili etkilerini gosteren grafikler; Sekil 4.70.’de verilmistir. Sekil
4.70.a’da, amonyum siilfat derigiminin istenilen hedefe ulagsma fonksiyonunda 6nemli bir

etkisinin olmadig1 goriiliirken, fermantasyon ortami hazirlanirken asit hidrolizinde
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kullanilan; DSA hacminin artmasiyla, istenilen hedefe ulasma fonksiyonunun 6nemli
derecede arttig1 goriilmektedir. Sekil 4.70.b’de verilen grafige gore; amonyum siilfat
derisiminin, istenilen hedefe ulasma fonksiyonunda Onemli bir etkisi olmadigi
goriilmektedir. Fermantasyon ortaminda 100 mL asit ¢ozeltisine eklenen OFZ miktar:
artis gosterdikce ise, istenilen hedefe ulasma fonksiyonunun yiikseldigi ve OFZ miktari;
20 g oldugunda, istenilen hedefe ulagsma fonksiyonuna ait degerin; 0.915 oldugu
saptanmustir. DSA hacmi ve OFZ miktarinin en diisiik oldugu kosullarda; istenilen hedefe
ulagma fonksiyonu degerinin oldukca diisiik oldugu, iki degiskenin degerlerinin de en
yiiksek oldugu kosullarda ise, istenilen hedefe ulagsma fonksiyonu degerinin; 0.915
oldugu bulunmustur (Sekil 4.70.c).

istenilen hedefe ulasma fonksiyonu

x1 (g/)
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istenilen hedefe ulasma fonksiyonu

istenilen hedefe ulasma fonksiyonu

(©)

Sekil 4.70. istenilen hedefe ulasma fonksiyonunun; (a) x1 ve x2 (x3= 20 g), (b) x1 ve x3
(x2=2.5mL) (c) x2 ve x3 (x1= 7.2 g/L) bagimsiz degiskenlerine gore degisimi
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4.7. EPS orneklerine uygulanan molekiiler yap: analizinin sonug¢lar

Bu ¢alismada A. pullulans AZ-6 susu kullanilarak yapilan optimizasyon deneylerinde
elde edilen EPS oOrneklerinden en yiiksek pullulan derisimine sahip olan orneklere
molekiiler yap1 analizi uygulanmistir (bkz Bolim 3.2.12.) Bu analiz i¢in Fourier
Transform Infrared (FT-IR) spektrometresi kullanilmistir. Bu deneylerde kontrol amagh
olarak; saf bir pullulan (Sigma Aldrich, USA) 6rnegi kullanilmis ve bu 6rnege de FT-IR
analizi uygulanmistir. Yapilan analiz sonucunda EPS Ornekleri ile ticari pullulan
orneginden elde edilen FT-IR spektrumlarindaki piklerin dalga boylar1 karsilastirilmistir.
Boylece molekiiler yap1 benzerlikleri karsilastirilmigtir. Bu c¢alismada secgilen EPS
ornekleri ile saf pullulan 6rnegine uygulanan FT-IR analizi sonucunda elde edilen
spektrumlardaki ¢esitli fonksiyonel gruplara ait dalga boylar;; Cizelge 4.14.°de

goriilmektedir.

Cizelge 4.14. Optimizasyon deneylerinden elde edilen EPS o6rnekleri ile saf pullulan

ornegine yapilan FT-IR analizi sonuglar1

Fonksiyonel gruplar Dalga boyu (cm™)
Saf pullulan EPS 6rnek 1 EPS 6rnek 2

O-H gerilmesi 3438.4 3418.3 3431.8
C-H gerilmesi 2928.3 2932.2 2937.9
O-C-O gerilmesi 1645.5 1610.8 1610.8
C-O-H gerilmesi 1418.3 1417.9 1419.8
C-O-C gerilmesi 1155.5 1115.0 1140.1
a-1,6 glikozidik bag 927.9 - -

a-D-glukopiranozid 850.7 847.3 839.1
a-1,4-D-glikozidik bag 756.2 765.8 765.8

Pullulan igin, FT-IR spektrumundaki 650-1500 cm™ dalga boyu araligmin, bu molekiile
0zgii karakteristik ozellikleri gdsteren parmak izi bolgesini ifade ettigi belirtilmektedir
(Choudhury, Saluja ve Prasad, 2011). Bu tez caligmasinda, optimizasyon asamasindaki
fermantasyon deneylerinde {iretilmis olan EPS ornekleri ile, kontrol amacli olarak

incelenen saf pullulan 6rnegine ait FT-IR analizleri sonucunda elde edilen spektrumlarin,
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parmak izi bolgesi ve diger fonksiyonel gruplar1 isaret eden bolgelerde oldukga benzerlik

gosterdikleri tespit edilmistir (Cizelge 4.14.).

EPS &rneklerinde, 3418.3 ve 3431.8 cm® dalga boylarinda tespit edilen piklerin;
tekrarlayan —OH bantlarmi gosterdikleri rapor edilmistir (Chen ve ark., 2017). Ayrica, 1.
ve 2. EPS &rneklerinde, sirastyla; 2932.2 ve 2937.9 cm™ dalga boylarinda gdzlenen, saf
pullulan 6rneginde ise; 2928.3 cm™ dalga boyunda tespit edilen piklerin de C-H
gerilmelerini ifade ettigi, literatiir bilgileri ile de dogrulanmistir (An ve ark., 2017).
Gergeklestirilen analizde; birinci ve ikinci EPS 6rnekleri i¢in O-C-O, C-O-H ve C-O-C
gerilmelerini ifade eden pikler swrasiyla, 1610.8-1610.8 cm™, 1417.9-1419.8 cm,
1115.0-1140.1 olarak belirlenmistir (Choudhury, Saluja ve Prasad, 2011). S6z konusu
fonksiyonel gruplar i¢in 6rneklerde elde edilen piklerin dalga boylarmin, saf pullulan
ornegi i¢in elde edilenler ile biiyiik oranda benzerlik gosterdigi de tespit edilmistir.
Bunlarin yanisira, pullulan molekiiliinde karakteristik olarak kabul edilen a-1,4-D-
glukosidik bag ve a-D-glukopiranosid birimlerinin verdikleri piklerin, EPS ornekleri ile
saf pullulan 6rneginde ¢ok yakim olduklar1 da tespit edilmistir. 927.9 cm™ dalga boyunda
tespit edilen ve a-1,6 glukosidik bagini ifade eden pik ise sadece saf pullulan molekiiliinde
izlenmistir. Saf pullulan molekiiliinde a -1,4 glukosidik bagi, o -1,6 glukosidik bagindan
daha fazla oranda bulunmaktadir (Shingel, 2002). Ayrica, pullulanin mikrobiyel yolla
iiretiminde, molekiiliiniin glikozidik bag yapisinin, fermantasyon ortami hazirlama
stirecindeki proseslerden dolayi, saf pullulandan bir miktar farklilik géstermis olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu ¢alismada, EPS 6rneklerinin ve saf pullulan 6rneginin FT-IR analizi

sonucunda elde edilen spektrumlari; Sekil Ek 9°da verilmektedir.
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5. SONUC

Bu tez ¢alismasinin ilk asamasinda, gesitli tarimsal artik ve atiklar ile gida
endiistrisi artiklarinin; daha dnce tarafimizca ham zeytinden izole edilmis yerel
bir sus olan; A. pullulans AZ-6 ile pullulan iiretiminde, fermantasyon ortami
olarak degerlendirilmesi amaclanmigtir. Pullulan {iretimini destekleyen en iyi
dogal substrat secildikten sonra tezin geri kalan kisminda, secilen dogal
substrattan hazirlanan fermantasyon ortamina ait bazi parametrelerin
optimizasyonu gerceklestirilmistir.

Endojen A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iiretiminde, fermantasyon ortami
olarak kullanilan dogal substratlar; gesitli turunggil kabuklar1 (portakal, limon,
greyfurt ve turung), iki farkl iziim ¢esidine ait iiziim posalari, kestane ve findik
kabugu hidrolizatlari, seker kamis1 pekmezi artig1, kuru ve taze findik ziiruflar1 ve
balkabagi kabugudur.

Yukarida sozii edilen dogal substrat kaynaklari, herhangi bir sentetik bilesen
eklenmeden dogrudan ayri ayr1 fermantasyon ortamlari olarak kullanilmiglardir.
Fermantasyon ortami olarak kullanilacak olan her bir dogal substrat kaynagi,
yapisal ve besinsel Ozellikleri de dikkate alinarak, uygun on islemlerden
gecirilmislerdir. Fermantasyonlar kesikli sistemde, ¢alkalamali su banyolarinda
100 vuru/dak’da sabit ¢alkalama hizinda A. pullulans AZ-6 susu i¢in, daha 6nce
belirlenmis olan optimum sicaklik olan; 24.2°C’de ve fermantasyon ortami
baslangi¢c pH’s1 6.48’de olacak sekilde, karanlik bir ortamda gerceklestirilmistir.
A. pullulans AZ-6 susunun fermantasyon ortamlarina inokiilasyon orani; mL’deki
hiicre say1s1 yaklagik;7.2x10” kob/mL olacak sekilde, %5 (v/v) olarak yapilmustur.
Fermantasyon boyunca, belirli zaman araliklarinda alinan 6rneklerde, biyokiitle,
ekzopolisakkarit (EPS), pullulan ve substrat derisimleri belirlenmistir.
Deneylerde ayrica, mikroorganizmanin 6zgiil lireme hiz1 (i) ve en yiiksek 6zgiil
iirlin olusum hiz1 (vm) degerleri de hesaplanmastir.

Elde edilen veriler degerlendirilerek, A. pullulans AZ-6 susunun, pullulan
dretimini en 1iyi destekleyen dogal substratin belirlenmesi saglanmustir.
Fermantasyon ortamu olarak kullanilan dogal substratlar arasinda; en yiliksek EPS
(35.65 g/L) ve pullulan (33.59 g/L) derisimlerine; seker kamis1 pekmezi artigi
(SKPA) ortaminda ulasilmistir. Kuru findik ziirufunun (KFZ), fermantasyon
ortami olarak kullanildig1 deneylerde de oldukca yakin EPS (30.36 g/L) ve
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pullulan (30.02 g/L) derigimleri elde edilmistir. Hammaddenin bulunabilirligi ve
daha ekonomik olmasi nedeni ile deneylere, KFZ ile devam edilmesine karar
verilmistir.

Bu ¢alismada, kuru findik ziirufunun, fermantasyon ortami olarak kullanildigi
deneylerde, bazi ortam parametrelerinin Yanit yiizey yontemi (RSM) ile optimize
edilmesi amaciyla; Design Expert® 11 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA)
programinda, doniisiimlii merkezi karma tasarim yontemi kullanilmistir. Program
tarafindan olusturulan deney tasarim planina gore, merkez noktada 6 tekrarh
olarak 20 deney gerceklestirilmistir. 3 farkli bagimsiz degisken i¢in bes farkh
diizeyde ¢aligilmistir .

Deney tasarmmi icin se¢ilen bagimsiz degiskenler; amonyum siilfat derisimi (x1),
derisik H2SO4 ¢dzeltisi hacmi (x2) ve dgiitiilmiis kuru findik ziirufu (OFZ) miktar
(x3) olarak belirlenmistir. Bagimli degiskenler (yanitlar) ise; maksimum pullulan
derisimi (y1), maksimum EPS derisimi (y2) ve mikroorganizmanin 6zgiil iireme
hizidir (y3).

Program tarafindan verilen deney tasarim planindaki 20 deneyin
gergeklestirilmesi sonucunda, bagimsiz degiskenlerin hem kendilerinin hem de
ikili etkilerinin, bagimh degiskenler iizerindeki etkileri, Design Expert® 11
programi yardimiyla tliretilen model esitlikler kullanilarak, coklu regresyon
analizi ile degerlendirilmistir. Sonrasinda gergeklestirilen her bir modelleme
calismasi i¢in varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Yapilan varyans analizleri
sonucunda; olusturulan modellerin, deneysel olarak elde edilen yanitlara
uygunluklar1 belirlenmistir. Ayrica program ¢iktisindan elde edilen yanit yiizey
ve kontiir grafikleri yardimiyla bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenler
iizerindeki etkileri yorumlanmustir.

Sonrasinda kullanilan dogal substratlar igerisinde pullulan tiretimini destekleyen
en iyi ortamlardan biri olarak belirlenen; kuru findik ziirufu hidrolizatinin
kullanildig1 fermantasyon ortaminda optimum kosullarin belirlenebilmesi
amaciyla, Design Expert® 11 (Inc. Minneapolis, USA) programinin deneme
stirimii kullanilarak bir optimizasyon ¢aligmas1 yapilmigtir

Design Expert® 11 programinin, istenilen hedefe ulagma fonksiyonu kullanilarak,
merkez noktada 6 tekrarh olarak gerceklestirilen 20 deneyden elde edilen yanit

degiskenleri degerlendirilmistir. Kullanilan program c¢iktisindan elde edilen 91
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adet ¢oziim arasindan, istenilen hedefe ulagsma fonksiyonu degeri en yiiksek olan
coziim secilerek, c¢oziimiin Onerdigi kosullarda optimizasyon deneyi
gerceklestirilmistir. Yapilan optimizasyon ¢alismasi sonucunda, segilen ¢oziimde
verilen optimum kosullar; 7.2 g/L. amonyum siilfat, 20 g 6giitiilmiis findik ziirufu
ve 2.5 mL derisik siilfiirik asittir.

Bu kosullarda gergeklestirilen deneyde elde edilen en yiiksek pullulan ve EPS
derisimleri ise swasiyla; 74.39 ve 7595 g/l olup, optimum kosullarda
mikroorganizmanin 6zgiil iireme hiz1; 0.097 sa™ olarak hesaplanmigtir. Optimum
deney kosullarinda istenilen hedefe ulagsma fonksiyonunun degeri ise; 0.915
olarak bulunmustur.

Tezin son asamasinda ise; FT-IR spektrometresi kullanilarak, yiiksek pullulan
icerigine sahip bazi1 EPS 6rneklerinin molekiil yapilary, ticari olarak {iretilen saf
bir pullulan 6rneginin spektrumlar1 karsilastirilmistir. Sonug olarak; ticari saf
pullulan spektrumu ile fermantasyon yoluyla iiretilen EPS Orneklerinin
spektrumlarinin biiytlik 6lglide benzer oldugu goriilmiistiir.

Bu tezde elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, kullanilan dogal
substratlarin ¢cogunun (Calkaras1 ¢esidi lizim posasi ve balkabagi kabugu haric)
yerel bir sus olan A. pullulans AZ-6 ile pullulan tiretimini oldukga destekledigi
bulunmustur. Laboratuvarimizda ham zeytinden izole edilmis ve molekiiler olarak
da tanimlanmis olan bu susun pullulan {iretimi amaciyla kullanilabilecek dogal
substratlarin ¢ogunda iyi sonuglar vermesi, susun ilerde ticari pullulan tiretimi
amaciyla da degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

Ulkemiz findik iiretimi agisindan diinyada &nde gelen iilkelerden olmasi
nedeniyle findik ziirufuna ulasilmasi da kolaydr. Giiniimiizde c¢ogunlukla
yakacak ve giibre amacli kullanilan ziirufun biyoteknolojik bir proses olan
pullulan iiretiminde degerlendirilmesinin iilke ekonomisine katma degeri yiiksek
bir {irlin saglayacagi aciktir.

Daha o6nce pullulan {iretimi iizerine yapilan ¢aligmalarda, findik zirufunun
fermantasyon ortamu olarak kullanildig1 herhangi bir ¢aligmaya raslanmamaistir.
Bu nedenle gerceklestirilen bu tez c¢aligmasinin bir ilk olma niteligi de

bulunmaktadir.
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EKLER

EK 1- FERMANTASYON ORTAMI OLARAK KULLANILAN
KESTANE VE FINDIK KABUGU HIDROLIZATLARININ
HAZIRLANMASI

A. pullulans AZ-6 susu ile pullulan iiretiminde fermantasyon ortami olarak kullanilan;
kestane ve findik kabugu hidrolizatlari, Abant Izzet Baysal Universitesi (AIBU),
Miihendislik Fakiiltesi, Gida Mithendisligi Boliimii’nde hazirlanmistir. Kestane ve findik
ve kabugu hidrolizatlarinin hazirlanmasinda ilk olarak 6giitiilmiis kabuk drneklerine asit
hidrolizi uygulanmis sonrasinda, hidrolizatlara igerigindeki inhibitor maddelerin

arindirilmasi amaciyla farkli uygulamalar yapildig: belirtilmistir (Eryasar, 2016) .

Bu amacla, 60°C’de 12-15 saat siire ile kurutulan kabuklarin, sonrasinda laboratuvar tipi
bir dgiitiicii (IKA-Werke M20) kullanilarak 6giitiildiigii bildirilmistir. Ogiitiilmiis kabuk
ornekleri %1.25 (v/v) derisimindeki siilfiirik asit ¢ozeltisi ile %10 (w/v) oraninda
karigtirildigi belirtilmistir. Sonrasinda elde edilen karigimin otoklavda 125°C’de 30
dakika bekletildigi rapor edilmistir. Otoklavlama isleminden sonra karisimdaki kabuklar
bir tiilbent yardimiyla ayrilip, sivi kisimlarin kaba filtre kagidi kullanilarak siiziildigi
ifade edilmistir. Siiziintiilere 9000 rpm’de 15 dakika santrifiijleme islemi uygulanarak

ham hidrolizatlarin elde edildigi bildirilmistir.

Ham hidrolizatlarin fermantasyon ortami olarak kullanilabilmesi igin hidrolizatlara bir
seri detoksifikasyon islemi uygulandigi belirtilmektedir. Ham hidrolizlardaki ugucu
inhibitor maddelerin uzaklastirilabilmesi amaciyla hidrolizatlar, 100°C’deki bir su
banyosunda 15 dakika bekletilmis, sonrasinda kalsiyum hidroksit eklenerek pH degerleri
10’a ayarlanmis ve bu agsamada meydana gelen ¢okeltilerin, kaba filtrasyon yontemi ile
ayrildig1 bildirilmistir. Daha sonra pH, 13 M’lik H,SO4 ile 7’ye diisiiriildiikten sonra
olusan ¢okeltilerin 9000 rpm’de 15 dakika santrifiijleme islemi yapilarak ayrildig: ifade
edilmistir. Ustte kalan siiziintiilerin, 5 g/100 mL oraninda toz haldeki aktif kémiir ile
muamele edilmis oldugu belirtilmistir. Aktif komiir ile muamele edilen hidrolizatlarin
sonrasinda 200 vuru/dk’lik calkalama hizindaki 30°C’deki su banyosunda 1 saat boyunca
bekletildikleri de rapor edilmistir. Su banyosundan alinan karigimlar kaba filtre
kagidindan siiziildiikten sonra elde edilen berrak hidrolizatlardaki seker konsantrasyonun

artirilabilmesi amaciyla, hidrolizatlar doner vakumlu buharlastiricida, 75°C’de son
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hacimleri ilk hacimlerinin iicte biri olacak kadar buharlagtirma islemi yapildigi
belirtilmistir. Bu sekilde elde edilen kestane ve findik kabugu hidrolizatlarinimn, filtre

sterilizasyonundan sonra, 4°C’de muhafaza edilmesi gerektigi de ifade edilmistir.

EK 2- OGUTULMUS KURU FINDIK ZURUFU ORNEGINIiN TANE BOYUTU
DAGILIM GRAFIGi
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Sekil Ek 2- Ogiitiilmiis kuru findik ziirufu 6rneginin tane boyu dagilim grafigi

EK 3- FOSFAT SIiTRiK ASIT TAMPONU (pH 5.0) HAZIRLAMA

Pullulan analizinde kullanilan sitrik asit-fosfat tamponu pH degeri 5’dir. Bu amacla
oncelikle 0.1 M’lik bir sitrik asit (Carlo Erba, Fransa) ¢ozeltisi ve 0.2 M’lik sodyum
fosfat dibazik (Sigma Aldrich, USA) c¢ozeltisi hazirlanir. Sonrasinda bu cozeltiler
manuelde (Mohan, 2003) verilen oranlarda karistirildiktan sonra, pH degeri pH metrede
(Hanna HI 221, italya) 6lgiilerek tampon ¢dzeltisinin pH’s1 tam olarak 5 olana dek 1 N’lik
HCI (Sigma Aldrich, USA) veya 1 N’lik NaOH (Sigma Aldrich, USA) ile ayarlama
yapilir.
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EK 4- GLUKOZ VE SAKKAROZ STANDART CALISMA DOGRULARI VE
DENKLEMLERI
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Sekil Ek 4.1. Glukoz galisma dogrusu (y=3.232x-0.0583, R?>= 0.98999)
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Sekil Ek 4.2. Sakkaroz calisma dogrusu (y = 8.4235x + 0.0234; R?= 0.9924)
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EK 5- FENOL SULFURIK ASIT YONTEMININ UYGULANISI

Seker analizleri esnasinda toplam seker derisimi tayini Fenol siilfiirik asit yontemi
(Dubois ve ark., 1956) kullanilarak gergeklestirilmis ve sonuglar sakkaroz esdegeri

iizerinden verilmistir.

Bu yontemde polisakkarit ve disakkaritlerin derisik siilfiirik asit varliginda fural tirtinleri
meydana getirdigi bildirilmistir. Olusan bu maddelerin fenol ile reaksiyona girerek
spektrofotometrede 490 nm’de okunabilen sar1 renkli {iriin olusumunu gerceklestirdigi

ifade edilmektedir (Albalasmeh, Berhe ve Ghezzehei, 2013).

Y 6ntemin uygulaniginda; 6nceden hazirlanan standart dogrunun derisim araliklar1 dikkate
almarak, orneklerin uygun seyreltileri hazirlanir. Sonrasinda 2 mL seyreltilmis 6rnek
iizerine, %5’lik (w/v) 1 mL fenol ¢ozeltisi koyulup vorteks ile karistirildiktan sonra
karisima 5 mL derisik siilfiirik asit (Sigma Aldrich, USA) ilave edilmektedir. Saf su fenol
stilfiiriik asit methodunda kor olarak kullanildigindan ayni islemler 6rneklerle ayni anda
saf su i¢in de tekrarlanir. Siilfiirik asit eklenmesi esnasinda reaksiyon ekzotermik
oldugundan, islem oda sicaklifindaki su banyosunda gerceklestirilir. Reaksiyonun
tamamlanmasi i¢in arada vorteksle karistirma islemi uygulanarak 20 dakika beklenir.
Siire sonunda Orneklerin absorbans okumalar1 spektrofotometrede (Boeco S30,

Almanya), 490 nm dalga boyunda gerceklestirilir.

EK 6- DNS YONTEMININ UYGULANISI

Seker analizlerinde indirgen seker tayini Dinitrosalisilik Asit (DNS) yontemi (Miller,
1959) kullanilarak gerceklestirilmis ve sonucglar glukoz esdegeri iizerinden

hesaplanmustir.

Indirgen sekerlerdeki serbest halde bulunan karbonil gruplarmin, alkali kosullar altinda
3,5-dinitrosalisilik asiti (DNS ¢ozeltisi) indirgedigi, bunun sonucunda indirgen sekerin
yiikseltgendigi ifade edilmektedir. Indirgen seker igerigindeki yiikseltgenen karbonil
gruplarinin  miktarma gére DNS ¢ozeltisinin renk tonunun degisim gosterdigi
bildirilmistir (Hu ve ark., 2008).

Bu yontemin uygulaniginda ilk olarak indirgen seker miktar1 belirlenmek istenen 6rnekten
uygun seyreltmeler hazirlanmistir. 1 mL indirgen seker miktar1 belirlenmek istenen
cozelti lizerine, 1 ml DNS ¢6zeltisi konulduktan sonra karigim 5 dakika boyunca kaynar

su banyosunda bekletilmistir. Siire sonunda karisim buzlu su banyosunda hizli sekilde
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sogutularak reaksiyon tamamlanmasi saglanmis ve indirgen seker derigsimi

spektrofotometrede (Boeco S30, Almanya) 540 nm dalga boyunda tayin edilmistir.
EK 7- DINITROSALISILIK ASIT (DNS) COZELTISININ HAZIRLANMASI

DNS c¢ozeltisi 1s18a karsi duyarli bir kimyasal oldugundan otiirii DNS c¢ozeltisi
hazirlanacak kabm 151k almayacak sekilde aliminyum folyo ile kaplanmigtir. Kullanilan
DNS (Sigma Aldrich, USA) 1 g tartildiktan sonra 20 mL 2M’lik NaOH’da (Sigma
Aldrich, USA) c¢oziindiiriilmiistiir. Ayr1 bir kapta ise 30 g potasyum sodyum tartarat
tetrahidrat (Merck, Almanya) iyice ¢oziinene kadar 50 mL su ile manyetik karistirict
yardimiyla karigtirilmistir. Sonrasinda hazirlanan iki ¢ozelti bir araya getirilerek tamamen
berrak ve homojen bir hal alana kadar manyetik karistiricida karistirilmistir. Son hacim
balon joje ile 100 mL’ye tamamlanmis ve kullanilincaya kadar amber renkli sisede

buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir (Garriga, Almaraz ve Marchiaro, 2017).

EK 8. ISTENEN HEDEFE ULASMA FONKSIYONU KULLANILARAK
YAPILAN  OPTIiMiZASYONDA, BAGIMLI DEGISKENLER iCIiN
BELIRLENEN HEDEFLER VE SONUCUNDA ELDE EDILEN COZUMLER
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